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Streszczenie |

Summary |

Analizowano zroznicowane dziatanie lekow przeciwpsychotycznych: haloperidolu i klozapiny na biomarkery stresu
oksydacyjnego. Dotychczas nie rozstrzygnigto, w jaki sposob klozapina i haloperidol oddzialuja na grupy tiolo-
we (-SH) osocza ludzkiego. Celem badania byto ustalenie wptywu haloperidolu i klozapiny w dawkach rekomen-
dowanych do leczenia ostrego epizodu schizofrenii na wolne tiole w ludzkim osoczu w modelu in vitro. Materiat
i metody: Krew do badan pobrano od 10 zdrowych ochotnikoéw pici meskiej (w wieku 24-26 lat) na roztwor ACD.
Substancje aktywna lekow rozpuszczono w 0,01% dimetylosulfotlenku do stezen koncowych (haloperidol 4 ng/ml
1 20 ng/ml; klozapina 350 ng/ml i 420 ng/ml) i inkubowano z osoczem 24 godziny w temperaturze 37°C. Do kazde-
go doswiadczenia wykonano proby kontrolne (bez leku). Oznaczenia poziomu wolnych tioli wykonano metodg El-
Imana (Rice-Evans, 1991). Do analizy wynikdw zastosowano sparowany test t-Studenta (StatSoft Inc., Statistica
v. 6.0). Wyniki: Ustalono, ze po 24-godzinnej inkubacji z osoczem haloperidol w stezeniu 4 ng/ml i 20 ng/ml oraz
klozapina w stezeniu 350 ng/ml i 420 ng/ml spowodowaly nieistotne statystycznie, w poréwnaniu z probami kontro-
Inymi (bez leku), zmiany poziomu wolnych tioli (p>0,05). Wniosek: Klozapina i haloperidol w st¢zeniach odpowia-
dajacych dawkom rekomendowanym do leczenia ostrego epizodu schizofrenii nie powodujg istotnych zmian st¢ze-
nia wolnych tioli w osoczu.

Stowa kluczowe: klozapina, haloperidol, wolne tiole, stres oksydacyjny, schizofrenia

Differentiated effects of antipsychotics: haloperidol and clozapine on oxidative stress biomarkers were analysed.
It has not been determined yet in what way clozapine and haloperidol affect human plasma thiol groups (-SH).
The study was aimed at establishing of the effects of haloperidol and clozapine, in doses recommended for treat-
ment of acute episode of schizophrenia, on free thiols in human plasma under in vitro conditions. Material and
methods: Blood for the study was collected from 10 healthy male volunteers (aged 24-26 years) for ACD solution.
Active substance of the drugs was dissolved in 0.01% dimethyl sulfoxide to the final concentrations (haloperidol
4 ng/ml and 20 ng/ml; clozapine 350 ng/ml and 420 ng/ml) and incubated with plasma for 24 hours at 37°C. Con-
trol samples were performed for each experiment (without the drug). The free thiols level was measured using the
Ellman method (acc. to Rice-Evans, 1991). The results were analysed using the paired Student t-test (StatSoft Inc.,
Statistica v. 6.0). Results: After 24 hours’ incubation with plasma, haloperidol in concentrations 4 ng/ml and
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20 ng/ml and clozapine in concentrations 350 ng/ml and 420 ng/ml caused statistically insignificant, as compared
to control samples (without the drug), modifications in the level of free thiols (p>0.05). Conclusions: Clozapine and
haloperidol in concentrations corresponding to doses recommended for treatment of acute episode of schizophre-
nia, do not induce significant changes in the concentration of free thiols in plasma.

Key words: clozapine, haloperidol, free thiols, oxidative stress, schizophrenia

WSTEP

l l chorych na schizofreni¢ dochodzi do obnizenia
obrony antyoksydacyjnej, spadku stezenia glutatio-
nu (GSH) i niskoczasteczkowych tioli oraz zmian

aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych. Badania z uzy-
ciem biomarkerdw stresu oksydacyjnego wykazaty, ze u 0s6b
ze schizofrenig wystegpuje stres oksydacyjny, ktory powoduje
uszkodzenie biomolekut lipidow oraz biatek pytek krwi i oso-
cza"?. Opisano wplyw prooksydacyjny lekow przeciwpsy-
chotycznych, przewaznie pierwszej generacji (LPIG), oraz
brak takiego wptywu lub nawet dziafanie antyoksydacyjne le-
kow przeciwpsychotycznych drugiej generacji (LPIIG)®10.
Na podstawie wynikow badan prowadzonych na modelu
zwierz¢cym oraz obserwacji pacjentow leczonych haloperi-
dolem stwierdzono, ze stres oksydacyjny jest zaangazowa-
ny w toksycznos¢ tego leku®'>!¥. Sagara ustalit, ze halope-
ridol indukuje szeSciokrotny wzrost poziomu reaktywnych
form tlenu (ROS) . Wykazat, ze toksycznosci indukowanej
przez haloperidol w neuronach korowych szczura i w mysiej
linii komorek hipokampa HT-22 towarzysza zmiany mito-
chondrialnego potencjatu blonowego (MMP), gromadzenie
ROS, spadek stezenia GSH w komorce i wzrost wewnatrz-
komoérkowego poziomu jondw Ca’*, ktory bezposrednio
poprzedza $mier¢ komoérki. Udowodnil, ze obnizenie steze-
nia wewnatrzkomorkowego GSH poteguje toksycznos¢ ha-
loperidolu, oraz zasugerowal, ze podanie egzogennych an-
tyoksydantow moze chroni¢ komorki przed toksycznoscia
tego leku™. W badaniach innych autoréw, prowadzonych
na zwierzetach, po podaniu haloperidolu réwniez stwierdzo-
no spadek GSH". Zmniejszenie stgzenia wewnatrzkomor-
kowego GSH w przebiegu stosowania haloperidolu potwier-
dzili réwniez Pai i wsp., prowadzac badania in vivo!?.

Obecnie uwaza si¢, ze stres oksydacyjny jest waznym czyn-

nikiem toksycznosci wywieranej przez leki przeciwpsycho-

tyczne, ktore indukujg generowanie reaktywnych form tle-
nu i powoduja objawy dyskinetyczne oraz inne objawy

z kregu tzw. zaburzef ruchowych (movement disorders).

Jednak w przypadku klozapiny, LPIIG, ktory zazwyczaj

nie powoduje takich objawdw, nie opisywano takiego dzia-

tania"®. W badaniach prowadzonych na modelu in vitro
na liniach komorkowych stwierdzono, ze klozapina chro-
ni komorki przed apoptoza spowodowang stresem oksy-
dacyjnym wywolanym doswiadczalnie przez r6zne czyn-
niki"®. W badaniach wtasnych prowadzonych na modelu
in vitro po inkubacji klozapiny z osoczem zdrowych ochot-
nikow w poréwnaniu z probami kontrolnymi wykazano

INTRODUCTION

tive defence, decrease in the concentration of gluta-

thione (GSH) and low-molecular thiols, and changes
in the activity of antioxidative enzymes. Studies with the use
of oxidative stress biomarkers indicate that schizophrenic
patients experience oxidative stress which causes damage
to biomolecules of lipids and proteins of platelets and plas-
ma"?, Pro-oxidative effects of antipsychotics, mostly of the
first generation (FGA), and the lack of such effects or even
antioxidative effects of the second generation antipsychot-
ics (SGA) were described®!V. The results of the studies
carried out on animal model and observation of patients
treated with haloperidol indicate that oxidative stress is in-
volved in the toxicity of this drug>!¥. According to Sagara,
haloperidol induced a six-fold increase in the level of reac-
tive oxygen species (ROS)"¥. He indicated that the tox-
icity, induced by haloperidol in cortical rat neurons and
in the mouse hippocampal cell lines HT-22, is accompa-
nied by modifications in mitochondrial membrane potential
(MMP), accumulation of ROS, decrease in cellular concen-
tration of GSH and increase in intracellular level of Ca?*
ions, which directly preceded the cell’s death. He proved
that a decrease in intracellular concentration of GSH en-
hanced the toxicity of haloperidol, and suggested that ad-
ministration of exogenous antioxidants might protect cells
against the toxicity of this drug®. In studies carried out by
other authors, conducted on animals, GSH was also de-
creased after administration of haloperidol!. A decreased
concentration of intracellular concentration of GSH in the
course of the use of haloperidol was also confirmed by Pai
et al. in in vivo studies!?.
According to presently prevailing opinions, oxidative stress
is an important factor of toxicity exhibited by antipsychot-
ics which induce generation of reactive oxygen species and
cause dyskinetic symptoms and other symptoms of the type
of the so called movement disorders. However, in the case
of the SGA clozapine which usually does not cause such
symptoms, those effects have not been described!®. In vi-
tro studies of cellular lines indicate that clozapine protects
cells from apoptosis caused by oxidative stress induced ex-
perimentally by various factors®. Our own in vitro studies
conducted after incubation of clozapine with healthy vol-
unteers’ plasma, as compared to control samples, showed
a tendency to lipid peroxidation decrease (measured by
TBARS level)"”. At the same time in the experiment car-

S chizophrenic patients exhibit a decrease in antioxida-

© PSYCHIATR. PSYCHOL. KLIN. 2012, 12 (4), p. 255-264




PRACE ORYGINALNE/ORIGINAL CONTRIBUTIONS

tendencje do spadku peroksydacji lipidow (mierzong ste-
zeniem TBARS)7. Jednoczesnie w doswiadczeniu prowa-
dzonym w tych samych warunkach po zastosowaniu ha-
loperidolu zaobserwowano wyrazny wzrost peroksydacii
lipidow (TBARS)"®. Wyniki tych badan $wiadcza o prze-
ciwstawnym dziataniu obu lekow na stres oksydacyjny,
mierzony za pomocg stezenia TBARS — markera peroksy-
dacji lipidow"”. Wiedza na temat wplywu zarowno LPIG,
jak i LPIIG na procesy oksydacyjne jest do$¢ ograniczona,
zwlaszcza w zakresie ich oddzialywania na markery obrony
antyoksydacyjnej, a wigc enzymy antyoksydacyjne czy ni-
skoczasteczkowe antyoksydanty, w tym tiole. Dotychczas
zaro6wno w badaniach klinicznych, jak i przedklinicznych
nie ustalono, jaki wptyw wywiera klozapina (LPIIG) i ha-
loperidol (LPIG) na grupy tiolowe osocza ludzkiego.

Zwigzki tiolowe odgrywajq istotng role w ochronie komor-
ki przed stresem oksydacyjnym i elektrofilowymi ksenobio-
tykami, rowniez lekami®”. Najwazniejsze niebiatkowe tiole,
takie jak GSH oraz cysteina i homocysteina, petnig waz-
ne funkcje biologiczne, migdzy innymi GSH powoduje de-
toksykacje elektrofilowych ksenobiotykéw oraz uczestniczy
w wielu waznych procesach komorkowych, odpowiadajac
za utrzymanie prawidiowe;j struktury i funkcji biatek. Z kolei
cysteina (tiolowy aminokwas) jest nie tylko czynnikiem re-
dukujacym, ale tez substratem w biosyntezie biatek i GSH,
a reszty tego aminokwasu zlokalizowane na powierzch-
ni biafek (np. albumin osocza) petnig funkcje antyoksyda-
cyjne. W przypadku tioli biatkowych grupy -SH reszt cy-
steinowych moga wystepowac jako wolne tiole, disulfidy
oraz tworzy¢ disufidy mieszane z tiolami niskoczastecz-
kowymi. Utlenianie grup tiolowych (-SH) reszt cysteiny
w biatkach moze skutkowa¢ powstaniem rodnikow tiylo-
wych, S-nitrozotioli czy kwasow sulfenowych®2D. Proces
ten jest odwracalny i ma znaczenie regulacyjne, stanowi tez
etap poSredni na drodze powstawania mieszanych disiarcz-
kéw. Zmiana stosunku tiole/disiarczki, czyli zmiana poten-
cjatu redoks tioli w komorce lub osoczu wywiera znaczacy
wplyw na strukture i funkcje biatek®?. Wplyw na zmiany
tego potencjatu jest zwigzany z tworzeniem mieszanych
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ried out under the same conditions after the use of haloper-
idol a distinct increase in lipid peroxidation was observed
(TBARS)"®. The results of these studies point to opposing
effects of both drugs on oxidative stress measured by the
level of TBARS - lipid peroxidation marker®.

The knowledge of the impact of both FGAs and SGAs on
oxidative processes is rather limited, especially within their
effects on antioxidative defence markers, i.e. antioxidative
enzymes or low-molecular antioxidants, including thiols.
So far neither clinical nor preclinical studies established
the effects of clozapine (SGA) and haloperidol (FGA) on
human plasma thiol groups.

Thiol compounds play a significant role in the cell protec-
tion against oxidative stress and electrophilic xenobiotics,
also drugs®. The most important non-protein thiols, such
as GSH and cysteine and homocysteine, fulfil important bi-
ological functions, among other GSH causes detoxication
of electrophilic xenobiotics and participates in many im-
portant cellular processes, accounting for the maintenance
of correct structure and function of proteins. On the oth-
er hand, cysteine (thiol amino acid) is not only a reducing
factor but also a substrate in biosynthesis of protein and
GSH, whereas the residues of this amino acid, located on
the surface of the proteins (e.g. plasma albumins), fulfil an-
tioxidative functions. In the case of protein thiols, the -SH
groups of cysteine residues may occur as free thiols, disul-
fides, and form disulfides mixed with low-molecular thiols.
Oxidation of thiol groups (-SH) of cysteine residues in pro-
teins may give rise to thiol radicals, S-nitrosothiols or sulfen-
ic acids®*2V. This process is reversible and bears regulato-
ry importance, besides it constitutes an indirect stage in the
formation of mixed disulfides. A modification in the thi-
ols/disulfides ratio, i.e. modification of thiols redox poten-
tial in the cell or plasma, significantly affects proteins struc-
ture and function®. The impact on modifications in this
potential is connected with the formation of mixed disul-
fides in result of the proteins S-thiolation reaction (fig. 1).
However, under a shortage of glutathione in result of oxida-
tive stress, the cells are exposed to irreversible further oxida-
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Rys. 1. S-tiolacja jako mechanizm chronigcy reszty cysteiny w biatkach przed nieodwracalnym utlenianiem grup -SH do -SO,H i -SO;H
Fig. 1. S-thiolation as a mechanism protecting cysteine residues in proteins from irreversible oxidation of -SH groups to -SO,H and -SO;H
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disiarczkow w wyniku reakcji S-tiolacji biatek (rys. 1). Jed-
nak w sytuacji niedoboru glutationu w wyniku stresu oksy-
dacyjnego w komorkach pojawia si¢ niebezpieczefistwo
nieodwracalnego dalszego utleniania grup -SH do kwasow
sulfinowych (R-SO,H) i sulfonowych (R-SO;H), co prowa-
dzi do utraty wszystkich biologicznych funkcji biatek, za-
leznych od nukleofilowych wtasciwosci grup -SH (rys. 1).

Tak wigc gromadzenie mieszanych grup disiarczkow
biatka w warunkach oksydacyjnych nalezy do markerow
stresu oksydacyjnego i jednoczesnie wskazuje na mecha-
nizm obrony przed nieodwracalnym utlenianiem grup
-SH. Jednak tworzenie disiarczkow w procesie S-tiola-
cji biatek jest mozliwe tylko wtedy, gdy wystepuje odpo-
wiednie stezenie GSH lub innych tioli. Zaréwno regula-
cyjne, jak i antyoksydacyjne znaczenie procesu S-tiolacji
biatek SciSle wiaze si¢ z odwracalnoscig tych reakcji, czy-
li z procesem detiolacji, w ktory sa zaangazowane tiolo-
transferazy, glutaredoksyny i tioredoksyny“?. W osoczu
ze wzgledu na o wiele nizsze niz w komorce st¢zenie glu-
tationu istotne znaczenie dla procesow S-tiolacji maja
gtownie grupy tiolowe (-SH) biatek, zwlaszcza albumin.

CEL BADANIA

Celem badania jest poréwnanie wplywu wywieranego
przez klozaping i haloperidol na poziom wolnych tioli
(grup -SH) osocza w warunkach in vitro.

MATERIAL I METODY

Material badawczy stanowifo Swieze osocze wyizolo-
wane z krwi pobranej na antykoagulant ACD (kwas
cytrynowy/cytrynian sodu/dekstroza; 5:1 v/v). Krew
pobrano od 10 zdrowych me¢zczyzn (studentow Uniwer-
sytetu Medycznego w Lodzi) w wieku 24-26 lat (Srednio
25+0,6 roku). Do oceny stanu zdrowia psychicznego za-
stosowano M.L.N.I. — Mini-International Neuropsychia-
tric Interview®. Przeprowadzono badania internistyczne,
neurologiczne i laboratoryjne oraz kwestionariuszowe wy-
wiady dotyczace przebytych chorob, nawykdéw zywienio-
wych, stosowanych lekdw, antyoksydantow pochodzenia
roslinnego i farmaceutycznego oraz uzywanych substan-
cji psychoaktywnych. Do badan przyj¢to osoby pochodze-
nia polskiego, zyjace w podobnych warunkach socjoeko-
nomicznych, zdrowe (bez zaburzen psychicznych i chor6b
somatycznych), z prawidiowym BMI, niewykazujace cech
zespotu metabolicznego (w tym zaburzen gospodarki lipi-
dowej i weglowodanowej), stosujace dietg zrownowazona,
ktore nie uzywaly substancji psychoaktywnych (narkoty-
kow, alkoholu, nikotyny), nie suplementowaly antyoksy-
dantéw pochodzenia roslinnego lub farmaceutycznego
oraz preparatow zawierajacych wielonienasycone kwa-
sy tluszczowe. Wykluczono mozliwo$¢ wystgpowania we
krwi badanych ochotnikow lekow lub ich metabolitow,
przyjmujac kryterium nieuzywania zadnych lekow, w tym

tion of -SH groups to sulfinic acids (R-SO,H) and sulfon-
ic acids (R-SO;H), which leads to the loss of all biological
functions of proteins, dependent on nucleophilic properties
of -SH groups (fig. 1).

So accumulation of mixed groups of protein disulfides un-
der oxidative conditions belongs to oxidative stress mark-
ers and simultaneously points to the mechanism of defence
against irreversible oxidation of -SH groups. However,
the formation of disulfides in the process of S-thiolation
of proteins is possible only with an appropriate concentra-
tion of GSH or other thiols. Both regulatory and antioxi-
dative significance of the process of proteins S-thiolation
is strictly connected with reversibility of these reactions, i.e.
dethiolation process, which involves thioltransferases, glu-
taredoxins and thioredoxins®?. In plasma, owing to much
lower glutathione concentration than that in the cell, par-
ticularly important for S-thiolation processes are mainly
thiol (-SH) groups of proteins, especially albumins.

AIM OF THE STUDY

The study is aimed at the comparison of the effects
of clozapine and haloperidol on the level of free thiols
(-SH groups) in plasma under in vitro conditions.

MATERIAL AND METHODS

The research material consisted of fresh blood plasma ob-
tained from blood samples mixed with anticoagulant ACD
(citric acid/sodium citrate/dextrose; 5:1 v/v). Blood sam-
ples were obtained from 10 healthy male subjects (students
of the Medical University of Lodz) aged 24-26 (mean age
25=+0.6 years). The patients” mental health was assessed us-
ing the M.LN.I. - Mini-International Neuropsychiatric Inter-
view??. They underwent internal, neurological examinations
and laboratory tests, along with structured medical interviews
concerning past diseases, dietary habits, used drugs, antiox-
idants of vegetable and pharmaceutical origin, and used psy-
choactive substances. The study involved people of Polish
origin who lived in similar socioeconomic conditions, they
were healthy (without mental disorders and somatic diseas-
es), without features of metabolic syndrome (including dis-
orders in lipid and carbohydrate metabolism), with correct
BMI; they used a balanced diet and did not use psychoac-
tive substances (narcotics, alcohol, tobacco), any antioxi-
dants of vegetable or pharmaceutical origin and prepara-
tions containing polyunsaturated fatty acids. Any possible
presence of medicinal drugs or their metabolites in the ex-
amined volunteers’ blood was excluded, as it was assumed
that no drugs would be used, not even temporarily, during the
last 24 hours or a longer time. The study has been approved
by the Ethical Committee of the Medical University of Lodz
— No RNN/899/2000. The volunteers included in the study
have been informed about its aims and implemented methods
and they expressed their written consent for participation in it.
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réwniez doraznie, w czasie ostatniej doby lub w czasie od-
powiednio diuzszym. Na badania wyrazita zgode Komi-
sja Etyczna Uniwersytetu Medycznego w L.odzi — numer
RNN/899/2000. Ochotnicy uzyskali informacj¢ na temat
celu i metod badawczych oraz wyrazili pisemng zgode¢
na udzial w badaniu.

IZOLOWANIE OSOCZA I INKUBACJA
OSOCZA Z LEKIEM

Pobrang krew (2x9 ml) wirowano 20 minut przy
2500 obr./min. w wirdwce SIGMA 3K30, w temperaturze
20°C w celu otrzymania osocza. Do 0,5 ml osocza dodawa-
no kolejno substancje czynng badanych lekow, rozpuszczo-
ng w 0,01% dimetylosulfotlenku - DMSO (st¢zenia kofico-
we, odpowiadajace stabilnemu st¢zeniu leku osigganemu po
wielokrotnym podaniu dawek stosowanych w leczeniu ostre-
go epizodu schizofrenii: haloperidol 4 ng/ml i 20 ng/ml oraz
klozapina 350 ng/ml i 420 ng/ml). Substancje czynne halo-
peridolu i klozapiny otrzymano odpowiednio z firmy Polfa
1 firmy Anpharm. Badane proby osocza z lekami rozpusz-
czonymi w DMSO inkubowano 24 godziny w temperatu-
rze pokojowej. Do kazdego doSwiadczenia wykonano pro-
by kontrolne, ktore stanowito osocze z DMSO (bez leku).
W prébach osocza po 24-godzinnej inkubacji z okreSlonym
stezeniem leku oraz w probach kontrolnych oznaczano ste-
zenie wolnych tioli metoda Ellmana®+2>.

OZNACZANIE STEZENIA
GRUP TIOLOWYCH W 0SOCZU

Catkowitg zawartos¢ tioli (grup sulfhydrylowych -SH) w oso-
czu inkubowanym 24 godziny z haloperidolem lub klozaping
oraz w probach kontrolnych bez leku oznaczono metodg Ell-
mana z wykorzystaniem kwasu 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoeso-
wego) (DTNB), z ktorym tiole reaguja, co prowadzi do po-
wstania barwnego dianionu kwasu 5-tio-2-nitrobenzoesowego
(TNB) o maksymalnej absorbancji przy A=412 nm®. Steze-
nie tioli obliczono, stosujac warto$¢ molowego wspotczynni-
ka absorbancji dla dianionu TNB (e=13 600 M xcm). Uzy-
skane wyniki przedstawiono jako st¢zenie tioli w przeliczeniu
na miligram biatka (nmol/mg). Stezenie biatka w osoczu okre-
Slono metoda Bradforda, a jako wzorzec wykorzystano roz-
twor albuminy wotowej?®. Oznaczenia stezenia tioli wykona-
no w dwukrotnych powtorzeniach.

ANALIZA STATYSTYCZNA

Wyniki badafi poddano analizie statystycznej: obliczono
Srednie arytmetyczne i biad standardowy Srednie;j. Istot-
nos¢ réznic miedzy badanymi probami z inkubowanym le-
kiem i prébami kontrolnymi zaréwno dla wartosci st¢ze-
nia tioli, jak i stezenia TBARS obliczono za pomocg testu
t-Studenta dla prob zaleznych (test sparowany). Do badan
zastosowano pakiet StatSoft Inc., Statistica v. 6.0.
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ISOLATION OF BLOOD PLASMA AND
INCUBATION OF PLASMA WITH THE DRUG

The collected blood (2x9 ml) was centrifuged for 20 min-
utes at 20°C and 2500 rpm (SIGMA 3K30 centrifuge) to ob-
tain plasma. Active substance of the tested drugs, dissolved
in 0.01% dimethyl sulfoxide - DMSO, was added consecu-
tively to 0.5 ml of blood plasma (the final concentrations, cor-
responding to stable concentration of the drug achieved after
multiple use of the doses used for the treatment of acute epi-
sode of schizophrenia: haloperidol 4 ng/ml and 20 ng/ml and
clozapine 350 ng/ml and 420 ng/ml). The active substanc-
es of haloperidol and clozapine were supplied respectively
from Polfa and Anpharm. The tested samples of plasma with
the drugs dissolved in DMSO were incubated for 24 hours
at room temperature. For each experiment the control sam-
ples were made, consisting of plasma with DMSO (without
the drug). After 24 hours’ incubation, in plasma samples with
predefined drug concentration and control samples the level
of free thiols was determined using the Ellman method®4*.

EVALUATION OF THIOL GROUPS
CONCENTRATION IN PLASMA

The total contents of thiols (sulfhydryl groups -SH),
in plasma samples incubated for 24 hours with haloperi-
dol or clozapine and in control samples without the tested
drug, were measured according to Ellman method, where
reaction of 5.5’-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB)
with thiol groups leads to formation of coloured dianion
of 5-thio-2-nitrobenzoic acid (TNB) with maximal absor-
bance at A=412 nm®. The total thiols concentration was
calculated based on the value of molar extinction coefficient
for TNB dianion (e=13 600 M"'xcm™). The obtained re-
sults were expressed as thiols concentration per milligram
of protein (nmol/mg). The protein concentration in plasma
was determined using Bradford method, and the bovine se-
rum albumin solution was used as a standard®®. The thi-
ols concentration measurements were made in duplicate.

STATISTICAL ANALYSIS

The obtained results of the study were subjected to sta-
tistical analysis: arithmetic means and standard deviation
of the mean value were calculated. The significance of dif-
ferences between the tested samples with incubated drug
and control samples both for the values of thiols concentra-
tion and TBARS concentration was determined using the
paired Student t-test for dependent variables. Package Stat-
Soft Inc., Statistica v. 6.0 for statistical analysis was used.

RESULTS

Haloperidol after 24 hours’ incubation with blood plasma,
as compared to the control samples, caused a statistical-
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Stezenie tioli (nmol/mg biatka)
Concentration of thiols (nmol/mg of protein) W% p*
Srednia SEM
Mean value

Kontrola bez leku
Control without drug 2,802 0,101 114
Haloperidol 4 ng/ml
Haloperidol 4 ng/ml 2,845 0,077 8,6 p>0,05
Haloperidol 20 ng/ml
Haloperidol 20 ng/mi 2902 0,088 9,6 p>0,05
Klozapina 350 ng/ml
(lozapine 350 ng/ml 2,781 0,082 93 p>0,05
Klozapina 420 ng/ml
Clozapine 420 ng/ml 2,866 0,116 12,8 p>0,05
*Pordwnanie z kontrola sparowanym testem t-Studenta.
* Comparison with the control by paired Student t-test.

Tubela 1. Wplyw haloperidolu i klozapiny na stezenie wolnych tioli w osoczu (dla kazdego leku n=10, dwukrotne powtdrzenia, czas inkubacji

24 godziny) — wartosci bezwzgledne

Tuble 1. Effects of haloperidol and clozapine on the concentration of free thiols in plasma (for each drug n=10, duplicated, incubation time

24 hours) — absolute values

WYNIKI

Haloperidol po 24-godzinnej inkubacji z osoczem w pordwna-
niu z probami kontrolnymi powodowat nieistotny statystycznie
wzrost stezenia tioli zaréwno dla stezenia leku 4 ng/ml (0 2%),
jak 120 ng/ml (0 4%) (rys. 2, tabela 1). Podobnie w przypad-
ku klozapiny po 24-godzinnej inkubacji z osoczem odnoto-
wano nieistotny statystycznie, w odniesieniu do prob kontrol-
nych, spadek stezenia wolnych tioli — 0 0,5% dla st¢zenia leku
350 ng/ml oraz jego wzrost — 0 3% dla stezenia leku 420 ng/ml
(rys. 2, tabela 1). Wyniki badan wskazuja, ze zarowno klozapi-
na, jak i haloperidol w st¢zeniach odpowiadajacych dawkom
leku rekomendowanym do leczenia schizofrenii nie wplywaja
istotnie na zmiang st¢zenia wolnych tioli w osoczu.

OMOWIENIE

Stres oksydacyjny i wolne rodniki odgrywaja rolg w patofi-
zjologii szeregu zaburzen neuropsychiatrycznych. Istnieje
wiele szlakow prowadzacych do nadmiernego wytwarzania
wolnych rodnikow i reaktywnych form tlenu i wynikajace-
20 7 tego stresu oksydacyjnego. Zmiany statusu antyoksy-
dacyjnego w schizofrenii moga by¢ nastgpstwem zwigkszo-
nego generowania reaktywnych form tlenu. Wyniki badan
wskazujq tez, ze leki przeciwpsychotyczne stosowane w le-
czeniu schizofrenii mogg wywiera¢ zr6znicowany wplyw
na procesy redoks, chociaz rdznice te nie sg dostatecznie
wyjasnione i wynikaja prawdopodobnie ze zfozonych me-
chanizmow komorkowego i molekularnego dziatania tych
lekow. W badaniach na zwierz¢tach stwierdzono, ze po-
dawanie lekow przeciwpsychotycznych, przede wszystkim
LPIG, powoduje: wzrost wytwarzania wolnych rodnikdw
poprzez blokowanie receptoréw dopaminowych, wzrost
obrotu 1 metabolizmu dopaminy, wzrost poziomu perok-
sydacji lipidéw blony komorkowej oraz zmian¢ poziomu

ly insignificant increase in the concentration of thiols both
for the concentration 4 ng/ml (by 2%) and 20 ng/ml (by
4%) (fig. 2, table 1). Similarly in the case of clozapine af-
ter 24 hours’ incubation with plasma a statistically insignif-
icant, as compared to control groups, decrease in the con-
centration of free thiols was noted — by 0.5% for the drug
concentration 350 ng/ml, and an increase — by 3% for the
drug concentration 420 ng/ml (fig. 2, table 1). The results
of the studies indicate that neither clozapine nor haloperi-
dol in concentrations corresponding to the doses of the drug
recommended for treatment of schizophrenia significantly
affect a change of the concentration of free thiols in plasma.

DISCUSSION

Oxidative stress and free radicals play a certain role in patho-
physiology of a number of neuropsychiatric disorders. There
are many pathways leading to excessive production of free
radicals and reactive oxygen species resulting in oxidative
stress. Modifications of antioxidative status in schizophrenia
may result from an increased generation of reactive oxygen
species. Furthermore, the results of the studies indicate that
antipsychotics used for treatment of schizophrenia may have
a different impact on redox processes, although these differ-
ences have not been explained sufficiently and probably re-
sult from complex mechanisms of cellular and molecular ef-
fects of these drugs. Studies on animals confirmed that
administration of antipsychotics, especially FGAs, causes: an
increase in the production of free radicals by inhibition of do-
pamine receptors, an increase in the turnover and metabo-
lism of dopamine, increase in the level of cellular membrane
lipid peroxidation and modification of the level of antioxida-
tive enzymes in the brain214272®_Clinical studies of the ef-
fects of antipsychotics on antioxidative enzymes activity
yielded divergent results®*3?, which was probably associat-
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enzymoOw antyoksydacyjnych w mozgu2-142728 W bada-
niach klinicznych dotyczacych wptywu lekow przeciwpsy-
chotycznych na aktywnos$¢ enzymow antyoksydacyjnych
uzyskiwano rozbiezne wyniki?-2, co prawdopodobnie wia-
zalo si¢ z r6znymi kryteriami wigczenia pacjentow do ba-
dan i wplywem zaburzen psychotycznych na aktywnos¢ tych
enzymow, wynikajacg z wystepujacego stresu oksydacyjne-
go. U chorych na schizofreni¢ wykazano istotne zmniejsze-
nie stezenia grup tiolowych w plytkach krwi® oraz istotne
zmniejszenie stezenia niskoczasteczkowych tioli w biatkach
osocza, takich jak glutation, cysteina czy cysteinyloglicyna®.
Zmniejszenie st¢zenia niskoczasteczkowych tioli u chorych
na schizofreni¢ Swiadczy o istotnym obnizeniu obrony an-
tyoksydacyjnej, w ktorej GSH i tiole odgrywaja wazng rolg.
W pismiennictwie nie ma badan, ktore rozstrzygalyby, jaki
wplyw wywieraja leki przeciwpsychotyczne (w tym halope-
ridol i klozapina) na st¢zenie grup -SH w osoczu. Huang
1 wsp. w opublikowanej w 2010 roku pracy stwierdzili, ze po
4 tygodniach leczenia risperidonem wystepuije istotny spadek
stezenia wolnych tioli w osoczu u chorych na schizofrenig,
ale jednoczesnie wskazali na mozliwy udziat r6znych czyn-
nikow zaktocajacych przebieg tego badania®®. Wydaje sie,
7e na wyniki tego badania mogly mie¢ wplyw sama choroba
i zozone mechanizmy zwigzane ze stresem oksydacyjnym,
wystepujacym u chorych na schizofreni¢. Z tego wzgledu,
nie umniejszajac wagi badan klinicznych, podjelismy probe
przeprowadzenia doSwiadczef w modelu in vitro, oceniaja-
cych stezenie grup tiolowych u oséb zdrowych po inkubacji
osocza z lekiem. WybraliSmy dwa leki przeciwpsychotycz-
ne — haloperidol (LPIG) oraz klozaping (LPIIG), ze wzgle-
du na opisywane ich przeciwstawne dzialanie na peroksy-
dacje lipidow osocza. Wskazywano, ze haloperidol zwigksza
generowanie wolnych rodnikow i innych reaktywnych form
tlenu i w zwiazku z tym dziala neurotoksycznie w roznych
strukturach moézgu doswiadczalnych zwierzat4*?. Parikh
1 wsp. w badaniach na zwierz¢tach stwierdzili, ze przewlekle
leczenie haloperidolem istotnie zmniejsza aktywnoS¢ zarow-
no dysmutazy ponadtlenkowej, jak i katalazy, a jednoczes-
nie znaczaco zwicksza poziom hydroksyalkendw — marke-
ra peroksydaciji lipidow w mozgu®?. Z neurotoksycznoscia
haloperidolu wynikajacg z dziatania oksydacyjnego wigza-
no pojawianie si¢ u pacjentow leczonych tym lekiem obja-
wow poznej dyskinezy, objawdw pozapiramidowych czy, sze-
rzej ujmujac, zaburzen ruchowych (movement disorders)®.
W badaniach klinicznych wskazywano tez na zmiany perok-
sydacji lipidow, mierzonej za pomoca oznaczenia stezenia
zwigzkow reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS),
zaréwno u chorych na schizofreni¢ bez wtaczonych lekow
przeciwpsychotycznych, jak i po leczeniu niektorymi z tych
lekow, w tym haloperidolem©73339, Podobnie w naszym ba-
daniu eksperymentalnym (w modelu in vitro) haloperidol
w stezeniach odpowiadajacych dawkom leku stosowanym
w leczeniu chorych na schizofreni¢ wywierat wplyw prooksy-
dacyjny, powodujac istotny wzrost peroksydaciji lipidow, po
24-godzinnej inkubacji z osoczem uzyskanym od zdrowych

© PSYCHIATR. PSYCHOL. KLIN. 2012, 12 (4), p. 255-264

120

99,5% 102%

102% 104%

80 1+—
%
60 ——

40+

20—

HAL HAL KLO KLO
4ng/ml 20 ng/ml 350 ng/ml 420 ng/ml

Rys. 2. Stezenie wolnych tioli w osoczu po 24-godzinnej inkubacji oso-
cza z klozaping — KLO (350 ng/ml, 420 ng/ml) i haloperidolem
— HAL (4 ng/ml, 20 ng/ml) wyrazone w % (kontrola = 100%)

Fig. 2. Concentration of free thiols in plasma after 24 hours’ in-
cubation of plasma with clozapine — KLO (350 ng/ml,
420 ng/ml) and haloperidol - HAL (4 ng/ml, 20 ng/ml)
expressed in % (control = 100%)

ed with different criteria of including the patients to the stud-
ies and with the effects of psychotic disorders on activity
of these enzymes, resulting from oxidative stress. Schizo-
phrenic patients exhibit a significant decrease in the concen-
tration of thiol groups in platelets® and a significant de-
crease in the concentration of low-molecular thiols in plasma
proteins, such as glutathione, cysteine or cysteinylglycine!.
A decrease in the concentration of low-molecular thiols
in schizophrenic patients points to a significant decrease
in antioxidative defence, where GSH and thiols play an im-
portant role. Literature does not contain any studies which
would specify the effects of antipsychotics (including halo-
peridol and clozapine) on the concentration of -SH groups
in plasma. Huang et al. in their study published in 2010 con-
firmed that 4 weeks’ treatment with risperidone causes a sig-
nificant decrease in the concentration of free thiols in plasma
of schizophrenic patients; at the same time they pointed
to a possible contribution of various factors disturbing the
course of this study®?. It seems that the results of this study
could be affected by the disease itself and by complex mech-
anisms associated with oxidative stress occurring in schizo-
phrenic patients. Therefore, without diminishing the impor-
tance of clinical studies, we tried to carry out in vitro
experiments assessing the concentration of thiol groups
in healthy subjects after incubation of plasma with the drug.
We chose two antipsychotics — haloperidol (FGA) and clo-
zapine (SGA), owing to their described opposite effects on
plasma lipid peroxidation. Haloperidol was shown to in-

Kontrola 100%
Control 100%
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ochotnikow™®. Jednak w obecnym badaniu haloperidol nie
wplywat istotnie na st¢zenie grup -SH w osoczu. Halope-
ridol, jak wigkszos¢ lekow LPIG, dziata giéwnie jako anta-
gonista receptora D,®”. Wykazano, ze wysokie st¢zenia an-
tagonistow receptora D, wywieraja neurotoksyczny wpltyw
w roznych strukturach mézgu3®, Opisywano, ze powsta-
jacy z haloperidolu metabolit — jon pirydynowy haloperi-
dolu (HP*) powaznie wplywa na transport dopaminy, po-
przez blokowanie receptorow dopaminy'¥. Wykazano takze,
ze HP* jest silnym inhibitorem pierwszego kompleksu mito-
chondrialnego i moze zaklocac transport elektrondw zardw-
no na poziomie pierwszego kompleksu mitochondrialnego,
jakidrugiego!. Sugerowano, ze wzrost obrotu metabolicz-
nego dopaminy, ktory z kolei moze skutkowac zwigkszong
produkcjg toksycznych metabolitow, moze przyczyniac si¢
do neurotoksycznosci haloperidolu**”. Poniewaz enzy-
matyczny metabolizm dopaminy generuje nadtlenek wodo-
ru, zwigkszony obrot dopaminy mogtby prowadzic¢ rowniez
do nadmiernej produkcji nadtlenku wodoru®?; a nastep-
nie w wyniku katalitycznego dziafania metali przejSciowych,
takich jak zelazo, do wytwarzania z nadtlenku wodoru sil-
nie neurotoksycznego rodnika hydroksylowego®”. Kolejny
mechanizm wolnorodnikowy neurotoksycznych uszkodzefi
mogtby by¢ zwigzany z generowaniem nadmiernej ilosci tlen-
ku azotu (NO) i neurotoksycznego nadtlenoazotynu oraz ich
interakeji z GSH i innymi zwigzkami tiolowymi. Opisywa-
no, ze leczenie haloperidolem moze zwicksza¢ wytwarzanie
tlenku azotu“?. Wiadomo, ze po ekspozycji na tlenek azotu
GSH reaguje z NO-, tworzgc hydroksyloaming i utleniony
glutation (GSSG), oraz z kationem nitrozoniowym (NO*),
tworzac S-nitrozoglutation“?. Powstajacy z NO nadtleno-
azotyn takze reaguje z GSH w procesie jedno- lub dwuelek-
tronowego utlenienia, zaleznie od fizjologicznego pH i ste-
zenia GSH®?. Poniewaz reakcja NO z wolnymi tiolami
konkuruje o ten sam substrat, tj. GSH (z rozktadem nad-
tlenku wodoru przez peroksydaze glutationowa), nadmierne
wytwarzanie NO moze prowadzi¢ do istotnego zmniejsze-
nia poziomu GSH. U chorych na schizofreni¢ opisano ob-
nizony poziom GSH"##) oraz podwyzszony poziom tlenku
azotu w niektorych strukturach mézgu w badaniach autop-
syjnych®, W badaniach wiasnych wykazano u tych chorych
znaczny wzrost stezenia neurotoksycznego nadtlenoazoty-
nu, powstajgcego z NO i anionorodnika ponadtlenkowe-
g0, W warunkach fizjologicznych NO i jego metabolity
reaguja z roznymi tiolami (tj. GSH), tworzac stabilne S-ni-
trozotiole??. Tak wigc reakcja S-tiolacji odgrywa istotng rolg
jako mechanizm ochronny w przebiegu stresu oksydacyjne-
20, Zwigzanego z powstawaniem nie tylko reaktywnych form
tlenu, ale réwniez reaktywnych form azotu, a odpowiednie
stezenie wolnych tioli (w tym GSH) ma istotne znaczenie
antyoksydacyjne. Mechanizm ten moze rowniez odgrywac
istotng rol¢ w dziataniu prooksydacyjnym lekow. W obec-
nie prezentowanym badaniu dziatanie klozapiny na wol-
ne tiole (grupy -SH) osocza 0sob zdrowych, podobnie jak
w przypadku haloperidolu, nie miafo istotnego znaczenia.

crease generation of free radicals and other reactive oxygen
species, therefore it acts neurotoxically in different structures
of experimental animals’ brain!#3?. Parikh et al. in experi-
ments on animals found out that chronic treatment with hal-
operidol significantly decreased the activity of both superox-
ide dismutase and catalase, simultaneously significantly
increasing the level of hydroxyl alkenes — marker of lipid per-
oxidation in brain®”. Haloperidol neurotoxicity resulting
from oxidative effects in patients treated with this drug was
associated with the occurrence of symptoms of tardive dys-
kinesia, extrapyramidal symptoms, or, to put it more compre-
hensively, movement disorders®*®. In clinical studies some
modifications of lipid peroxidation, measured by determina-
tion of the level of thiobarbituric acid-reactive substances
(TBARS), were also indicated, both in schizophrenic patients
without included antipsychotics and after treatment with
some of these drugs, including haloperidol®"33%_ Similarly,
in our experiment (in vitro), haloperidol in concentrations
corresponding to doses of this drug used for treatment
of schizophrenia induced pro-oxidative effects, causing a sig-
nificant increase in lipid peroxidation after 24 hours’ incuba-
tion with plasma obtained from healthy volunteers"®. How-
ever, in the present study haloperidol did not significantly
affect the concentration of -SH groups in plasma. Haloperi-
dol, as most of the FGAs, acts mainly as antagonist of recep-
tor D,%7. It has been indicated that high concentrations
of receptor D, antagonists exhibit neurotoxic effects in vari-
ous structures of the brain**®. According to the description,
the metabolite arising from haloperidol, i.e. haloperidol pyr-
idine ion (HP™), largely affects dopamine transport through
inhibition of dopamine receptors®. Furthermore, it has been
demonstrated that HP* is a strong inhibitor of the first mito-
chondrial complex and may disturb electron transport at the
level of both the first and the second mitochondrial com-
plex. An increase in dopamine metabolic turnover, which
in turn may result in an increased production of toxic metab-
olites, was implied to possibly contribute to neurotoxicity
of haloperidol"**. As enzymatic metabolism of dopamine
generates hydrogen peroxide, increased dopamine turnover
could also lead to excessive production of hydrogen perox-
ide®, and then, in result of catalytic effects of transition met-
als, such as iron, to the generation, from hydrogen peroxide,
of a strongly neurotoxic hydroxyl radical®”. A consecutive
free-radical mechanism of neurotoxic damages could be as-
sociated with generation of an excessive amount of nitric ox-
ide (NO) and neurotoxic peroxynitrite and their interaction
with GSH and other thiol compounds. According to some
descriptions, the treatment with haloperidol may increase the
generation of nitric oxide“?. Admittedly, after exposure to ni-
tric oxygen GSH reacts with NO-, forming hydroxylamine
and oxidized glutathione (GSSG), and with nitrosyl cation
(NO"), forming S-nitrosoglutathione“V. Pernitrite arising
from NO also reacts with GSH in the process of mono-
or dielectron oxidation, depending on physiological pH and
concentration of GSH®. As NO’s reaction with free thiols
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Klozapina — LPIIG o wiasciwosciach antagonistycznych za-
rowno w stosunku do receptoréw D,, jak i 5-HT,, (z prze-
waga dzialania wobec receptorow 5-HT,, w stosunku do
D,), ktorej dzialanie jest zwigzane z brakiem wystepowa-
nia lub znacznie rzadszym wystgpowaniem objawOw poza-
piramidowych niz w przypadku stosowania LPIG®"# nie
wykazywala dziatania prooksydacyjnego. W naszych po-
przednich badaniach (in vitro) klozapina po 24-godzinnej in-
kubacji z osoczem 0s6b zdrowych istotnie zmniejszata st¢ze-
nie TBARS w poréwnaniu z probami kontrolnymi (bez leku),
a nawet wykazywata hamujacy wplyw na peroksydacje lipi-
dow!!749, Podobnie w badaniach klinicznych Kropp i wsp.“?
po trzech tygodniach leczenia chorych na schizofreni¢ kloza-
ping nie wykazali wzrostu peroksydacji lipidow w poréwna-
niu ze stanem wyjsciowym.

Grupy tiolowe osocza stanowig wazny element obrony
przed stresem oksydacyjnym, ktdrego prawidlowy stan od-
powiada miedzy innymi za utrzymanie wlasciwej struktury
i funkcji biatek, regulacje aktywnoSci enzymow oraz kon-
trole aktywnosci czynnikdw transkrypcyjnych@®2?_ dlate-
go istotne znaczenie ma poznanie wptywu lekow przeciw-
psychotycznych, zwlaszcza o dziataniu prooksydacyjnym,
na ten element obrony antyoksydacyjnej. W obecnym ba-
daniu stwierdzono, ze zaréwno haloperidol, jak i klozapina
(w dawkach rekomendowanych do leczenia ostrego epizo-
du schizofrenii) nie wplywajq istotnie na st¢zenie wolnych
tioli w osoczu, tym samym wykazano, ze mechanizm obro-
ny antyoksydacyjnej zwigzany z grupami -SH osocza nie
odgrywa wigkszej roli ochronnej przed zwigkszonym utle-
nianiem lipidow wywotywanym przez haloperidol.

WNIOSKI

Klozapina i haloperidol w st¢zeniach odpowiadajgcym
dawkom rekomendowanych do leczenia ostrego epizodu
schizofrenii nie roznig si¢ istotnie pod wzgledem wywiera-
nego wplywu na st¢zenie grup -SH osocza. Haloperidol po-
dobnie jak klozapina nie wptywa istotnie na zmian¢ st¢ze-
nia wolnych tioli w ludzkim osoczu, cho¢ w przeciwiefistwie
do klozapiny zwigksza istotnie utlenianie lipidow osocza.
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competes for the same substrate, i.e. GSH (with decomposi-
tion of hydrogen peroxide by glutathione peroxidase), exces-
sive production of NO may lead to a significant decrease
in the level of GSH. In schizophrenia patients a decreased
level of GSH"424 was described along with an increased lev-
el of nitric oxide in certain structures of the postmortem
brain®. Our own studies indicated in these patients a con-
siderable increase in the concentration of neurotoxic perni-
trite arising from NO and superoxide anion radical®?.
In physiological conditions, NO and its metabolites react with
various thiols (i.e. GSH), forming stable S-nitrosothiols®.
So S-thiolation reaction plays a significant role as a protective
mechanism in the course of oxidative stress, connected with
the formation not only of reactive oxygen species but also re-
active nitrogen species, and an appropriate concentration
of free thiols (including GSH) bears a significant antioxida-
tive importance. This mechanism may also play an important
role in pro-oxidative effects of drugs. In the currently present-
ed study, the effects of clozapine on free thiols (-SH groups)
in healthy subjects’ plasma, similarly as in the case of halo-
peridol, did not have any significant importance. Clozapine
— SGA of antagonistic properties both in relation to receptors
D, and 5-HT,, (with the predominance of the effects to-
wards receptors 5-HT,, in relation to D,), the effects of which
are connected with the lack or rare occurrence of extrapyra-
midal symptoms, as compared to the use of FGAs®’# did
not exhibit any pro-oxidative effects. In our previous (i vitro)
studies, clozapine after 24 hours’ incubation with healthy
subjects’ plasma significantly decreased the level of TBARS,
as compared to control samples (without the drug), or even
inhibited lipid peroxidation’#®. Similarly in clinical studies
Kropp et al.“? after three weeks’ treatment of schizophrenic
patients with clozapine did not show any increase in lipid
peroxidation, as compared to the baseline.

Plasma thiol groups constitute an important element of de-
fence against oxidative stress, whose correct status accounts,
among other, for the maintenance of an appropriate struc-
ture and function of proteins, regulation of enzymes activi-
ty, and control of transcription factors activity®**?, therefore
it is so important to know the effects of antipsychotics, espe-
cially those of pro-oxidative properties, on this element of an-
tioxidative defence. This study confirms that neither halo-
peridol nor clozapine (in doses recommended for treatment
of acute episode of schizophrenia) significantly affect the
concentration of free thiols in plasma, thereby it has been in-
dicated that the antioxidative defence mechanism associated
with -SH groups does not play any important protective role
against an increased lipid oxidation induced by haloperidol.

CONCLUSIONS

Clozapine and haloperidol in concentrations correspond-
ing to doses recommended for treatment of acute episode
of schizophrenia do not significantly differ in the effects on
plasma -SH groups concentration. Haloperidol, similar-
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