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Streszczenie |

Summary |

Kwetiapina, lek przeciwpsychotyczny drugiej generacji, nie wywiera istotnego wplywu na wystgpowanie poznej dyski-
nezy oraz innych zaburzen ruchowych (movement disorders), w ktorych etiopatogeneze moga by¢ zaangazowane za-
burzenia réwnowagi pro- i antyoksydacyjnej. Mechanizm dziatania kwetiapiny na biomarkery stresu oksydacyjnego,
a tym samym na redoks, nie jest znany. Celem badania bylo ustalenie wplywu kwetiapiny, w dawkach rekomendo-
wanych do leczenia ostrego epizodu schizofrenii, na peroksydacjg lipidéw mierzong za pomoca oznaczenia stgzenia
zwiazkow reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) oraz na wolne tiole w ludzkim osoczu, w modelu in vitro.
Materiat i metody: Krew do badaf pobrano od 10 zdrowych ochotnikéw — kobiet i m¢zczyzn w wieku 24-26 lat (Sred-
nio 25 lat, SD = 0,6 roku) — na roztwor ACD. Substancje aktywna kwetiapiny rozpuszczono w 0,01% dimetylosulfo-
tlenku do stezenia koficowego 400 ng/ml i inkubowano z osoczem przez 24 godziny w temperaturze 37°C. Do kazde-
go doswiadczenia wykonano proby kontrolne (bez leku). Oznaczenia poziomu wolnych tioli przeprowadzono metoda
Ellmana, a stgzenia TBARS — metoda spektrofotometryczng opisang przez Rice’a-Evansa. Do analizy wynikow za-
stosowano sparowany test -Studenta (StatSoft Inc., Statistica v. 6.0). Wyniki: Stwierdzono, ze kwetiapina w steze-
niu 400 ng/ml w poréwnaniu z prébami kontrolnymi powoduje istotny statystycznie spadek stezenia TBARS o 22%
(p < 0,04) oraz wywiera istotny wplyw na wzrost stgzenia wolnych tioli (p < 0,002). Wniosek: Kwetiapina w st¢ze-
niu 400 ng/ml wykazuje dziatanie antyoksydacyjne, powodujac wzrost st¢zenia wolnych tioli w osoczu i zmniejszenie
peroksydacji lipidow osocza.

Stowa kluczowe: leki przeciwpsychotyczne, kwetapina, tiole, peroksydacja lipidow, stres oksydacyjny

Quetiapine, a second generation antipsychotic, has no significant effect on the occurrence of tardive dyskinesia
or other motoric disorders whose aetiology may be related to a pro- and antioxidative imbalance. The mechanism
of quetiapine effect on the oxidative stress biomarkers remains unknown. The aim of the study was to establish
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the effect of quetiapine, administered in doses recommended in the treatment of acute phase of schizophrenia,
on lipid peroxidation measured by levels of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and on free thiols
in human plasma in vitro. Material and methods: Blood samples were obtained from 10 healthy volunteers — males
and females aged 24-26 (mean 25, SD = 0.6) and placed in the ACD solution. Quetiapine was dissolved in a 0.01%
solution of dimethylsulfoxide to reach the final concentration of 400 ng/ml and incubated with plasma for 24 h
at 37°C. For each experiment a control test (without drug) has been done. Thiol levels were evaluated by the Ellmann
method and the TBARS concentrations by the spectrophotometric Rice-Evans method. For statistical analysis we
used the #-test (Statistica 6.0, StatSoft, Inc.). Results: Quetiapine at 400 ng/ml shows antioxidative properties caus-
ing an increase of plasma free thiol level and decrease of plasma lipid peroxidation.

Key words: antipsychotics, quetiapine, thiols, lipid peroxidation, oxidative stress

WSTEP

l l chorych na schizofreni¢ wystepuje podwyzszone
stezenie produktdéw peroksydacji lipidow w oso-
czu?, krwinkach czerwonych®, ptytkach krwi®

i plynie mézgowo-rdzeniowym®. W badaniach na zwie-

rzetach stwierdzono, ze leczenie lekami przeciwpsycho-

tycznymi, przede wszystkim pierwszej generacji (LPIG),
powoduje wzrost wytwarzania wolnych rodnikow poprzez
blokowanie receptorow dopaminowych, wzrost obrotu
oraz metabolizmu dopaminy, wzrost poziomu peroksy-
dacji lipidéw btony oraz zmiang poziomu enzymow anty-
oksydacyjnych w mozgu®?. Niektorzy autorzy stwierdzi-

li, ze zwickszenie aktywnosci enzymdw antyoksydacyjnych

jest mechanizmem kompensacyjnym w odpowiedzi na

zwigkszony stres oksydacyjny powstajacy w obecnosci le-
kow przeciwpsychotycznych®. Parikh i wsp.? stwierdzi-

li, ze przewlekfe leczenie haloperidolem (LPIG) powodu-

je istotny spadek aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowe;

(SOD) i katalazy (CAT), z jednoczesnym znaczacym

wzrostem stezenia hydroksyalkenow (HAEs) — markera

peroksydacji lipidow. Jednak leczenie lekami przeciwpsy-
chotycznymi drugiej generacji (LPIIG) - risperidonem,
klozaping i olanzaping — nie wplywa na zmiang¢ aktywnosci
enzymoOw antyoksydacyjnych i stezenia HAEs”. Podobnie
Kropp i wsp.® nie stwierdzili w czasie 3-tygodniowego le-
czenia kwetiaping, klozaping, risperidonem lub amisulpry-
dem wzrostu peroksydacji lipidow w odniesieniu do war-
tosci wyjsciowych, to jest przed wiaczeniem wymienionych
lekdw. Wyniki tych badan wskazuja, ze leczenie haloperi-
dolem, w poréwnaniu z wymienionymi LPIIG, indukuje
stres oksydacyjny, powodujac peroksydacje lipidow i spa-
dek aktywnosci enzymdw antyoksydacyjnych®19, Stwier-
dzono jednak, ze nie wszystkie LPIIG wykazuja korzystne
dziatanie zmniejszajace peroksydacje lipidoéw. Dietrich-

-Muszalska i wsp.1%!P wykazali, ze ziprazidon podobnie

jak haloperidol (LPIG) zwigksza in vitro peroksydacje li-

pidéw osocza.

W kilku badaniach u chorych na schizofreni¢ udowod-

niono wptyw lekow przeciwpsychotycznych zaréwno

na peroksydacje lipidow osocza, jak i enzymy antyoksy-
dacyjne. Jednakze prawdziwa zmiana aktywnosci enzy-

146 mow antyoksydacyjnych, jak réwniez st¢zenia markerdw

INTRODUCTION

oxidation products was found in plasma-?, red blood

cells¥, platelets® and the cerebrospinal fluid®. Stud-
ies on animals showed that treatment with antipsychot-
ics, especially that of first generation (FGA), caused an
increase of free radicals by blocking dopamine receptors,
increase of dopamine turnover and metabolism, increase
of membrane lipid peroxidation and antioxidative enzyme
levels in the brain®”. Some authors have shown that the
increase of antioxidative enzymes activity was a compen-
sation mechanism for the increased oxidative stress caused
by antipsychotics®. Parikh ez al.™” have proven that long-
term haloperidol treatment (FGA) caused a significant
decrease in activity of superoxide dysmutase (SOD) and
catalase (CAT) with a concomitant significant increase
of hydroxyalkenes (HAE) concentration, a marker of lipid
peroxidation. However, treatment with second generation
antipsychotics (SGA) - risperidone, clozapine and olan-
zapine effects neither antioxidative enzymes activity nor
HAE concentration”. Similarly, Kropp et al.® have not
noticed any increase of lipid peroxidation during a 3-week
treatment with quetiapine, clozapine, risperidone and ami-
sulpride. These results showed that haloperidol, as op-
posed to the mentioned SGAs, induced oxidative stress
and decrease of antioxidative enzymes activity®®19. Not
all SGAs, however, have a positive effect of decreased lip-
id peroxidation. In our previous works"®!" we have shown
that ziprasidone, just like haloperidol (FGA), increased
plasma lipid peroxidation in vitro.
Few studies proved the effect of antipsychotics in schizo-
phrenic patients on both plasma lipid peroxidation and an-
tioxidation enzymes. However, the actual change of anti-
oxidative enzymes activity and lipid peroxidation markers,
induced by FGAs and SGAs, becomes unknown. The ef-
fect of quetiapine on various pro- and antioxidative mark-
ers has also not been fully established yet.
Quetiapine [2-(2-(4-dibenzo[b,f][1,4]tiazepine-11-yl-1-pi-
perazinyle)etoxy)ethanol], an SGA, is a dibenzotiazepine
derivative, structurally akin to dibenzoazepine, in which
a single nitrogen atom has been replaced with an atom
of sulfur?.

In schizophrenic patients the elevated levels of lipid per-
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peroksydacji lipidow, indukowana przez r6zne LPIG lub
LPIIG, jest wciaz nieznana. Nie jest tez dostatecznie po-
znane dziatanie kwetiapiny na rozne markery zaangazowa-
ne w procesy pro- i antyoksydacyjne.

Kwetiapina [2-(2-(4-dibenzol[b,f][1,4]tiazepina-11-yl-
-1-piperazynyl)etoksy)etanol], zaliczana do LPIIG, jest
pochodng dibenzotiazepiny, strukturalnie zblizong do di-
benzoazepiny, w ktorej jeden atom azotu zostat zastapio-
ny atomem siarki‘'?.

Kwetiapina jest selektywnym monoaminergicznym anta-
gonista o wysokim powinowactwie do receptordw seroto-
ninowych typu 2. (SHT,) i dopaminowych typu 2. (D,).
Wykazuje dziatanie antagonistyczne do receptorow seroto-
ninowych 5-HT,,, 5SHT , oraz SHT,, S5HT, a takze dopa-
minowych D, i D,, histaminowych H, i a-adrenergicznych
(o, )12, Podobnie jak klozapina, kwetiapina wykazu-
je wyzsze powinowactwo do receptoréw 5-HT, niz do re-
ceptorow D,. Mechanizm dziatania kwetiapiny nie jest
dostatecznie wyjasniony. Wiadomo jednak, ze jej dziata-
nie terapeutyczne w schizofrenii jest mediowane poprzez
antagonistyczne dziatanie zaréwno na receptory dopami-
nowe D,, jak i serotoninowe SHT,. Kwetiapina, wykazu-
jac wlaSciwosci przeciwpsychotyczne, ma réwniez poten-
cjalnie korzystny wpltyw na objawy depresyjne, dlatego jest
zalecana do leczenia zar6wno chorych na schizofrenig,
jak i pacjentdéw z chorobg afektywna dwubiegunowg 219,
Stosowanie kwetiapiny wigZe si¢ z niskim ryzykiem wysta-
pienia poznej dyskinezy czy objawow pozapiramidowych,
a takze deficytow poznawczych'419. Okres pottrwania
kwetiapiny w osoczu wynosi okoto 7 godzin, a jej maksy-
malne st¢zenie w osoczu jest osiagane po podaniu per os
po 1-2 godzinach. Podawanie w czasie positku nie wply-
wa w istotny sposob na jej biodostgpnosc?. Kwetiapina
w okoto 83% wiaze si¢ z biatkami osocza. Kwetiapina i jej
glowny metabolit — norkwetiapina wykazuja kinetyke linio-
wa w zakresie dawek terapeutycznych 50-800 mg/dobg!?.
Po podaniu doustnym dobrze si¢ wchtania i jest w znacz-
nym stopniu metabolizowana w watrobie. Kwetiapina jest
metabolizowana do sulfotlenku, 7-hydroksy, N-dezalkyl,
O-dezalkyl, i metabolitow 7-hydroksy-N-dezalkyl przez
cytochrom P450 (CYP) 3A4 i CYP3AS z niewielkim
udziatem CYP2D6!?. Metabolity 7-hydroksy- i 7-hy-
droksy-N-dezalkyl- sa aktywne farmakologicznie i gro-
madza si¢ w osoczu w stezeniu mniejszym niz 10% samej
kwetiapiny. Okres poitrwania czynnego metabolitu nor-
kwetiapiny wynosi okoto 12 godzin. Maksymalne st¢zenie
molowe (w stanie stacjonarnym) norkwetiapiny stanowi
35% stezenia molowego kwetiapiny. Giéwnym izoenzy-
mem odpowiedzialnym za metabolizm kwetiapiny, w kto-
rym poSredniczy uktad enzymatyczny cytochromu P450
(CYP), jest CYP3A4. Stwierdzono, ze kwetiapina i kilka
jej metabolitdw (w tym norkwetiapina) sa stabymi inhi-
bitorami aktywnoSci izoenzyméw 1A2, 2C9, 2C19, 2D6
13A4 cytochromu P450 w warunkach in vitro. Hamowanie
CYP w warunkach in vitro stwierdzano u ludzi tylko przy
stezeniach 5-50 razy wigkszych niz st¢zenia obserwowane
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Masa molowa 383,51 g/mol
Gram-atomic weight 383.51 g/mol

Wzér sumaryczny C,H,N,0,5
Molecular formula C,,H,N;0,5

Rys. 1. Kwetiapina — wzor chemiczny i sumaryczny oraz masa
molowa
Fig. 1. Quetiapine — chemical and molecular formula

Quetiapine is a selective monoaminergic antagonist with
strong affinity to serotonin type 2 (SHT,) and dopamine
type 2 (D,) receptors. It displays antagonistic effect on se-
rotonin receptors: 5-HT,,, SHT , ,SHT,,, SHT,, and also
on dopamine D, and D,, histamine H, and a-adrenergic
(o, ) receptors!!?. Like clozapine, it has higher affini-
ty to SHT, than to D, receptors. Its mechanism of action
is not fully clear. We know, however, that its therapeutic ef-
fect in schizophrenia is mediated by its antagonism to both
D, and 5HT, receptors. Aside of its antipsychotic proper-
ties quetiapine has also positive influence on depressive
symptoms, that is why it is also recommended for treat-
ment of bipolar disorder>!¥, Use of quetiapine is relat-
ed with relatively low risk of tardive dyskinesia, acute ex-
trapyramidal symptoms and cognitive deficits!4!>. Half
time of quetiapine in plasma is about 7 hours and it reach-
es maximum concentration after per os administration
in 1-2 hours. Its bioavailability is not altered by food"?.
Quetiapine is bound with plasma proteins in about
83%. Quetiapine and its main metabolite — norquetiap-
ine show linear kinetics in the range of therapeutic dos-
es between 50 and 800 mg/day?. After oral adminis-
tration it absorbs well and is mainly metabolized in the
liver. Quetiapine is metabolized to sulfoxide, 7-hydroxy,
N-dealkyl, O-dealkyl, and metabolites 7-hydroxy-N-deal-
kyl by the P450 (CYP) cytochrome 3A4 and CYP3AS with
a minor contribution of CYP2D6"?. Metabolites: 7-hy-
droxy- and 7-hydroxy-N-dealkyl- are pharmacologically
active and are found in plasma at concentrations lower
than 10% that of quetiapine. Half time of norquetiapine
is about 12 hours. Its maximum concentration (in a sta-
tionary state) reaches 35% of the molar concentration
of quetiapine. Main isoenzyme responsible for the metab-
olism of quetiapine, mediated by CYP P450, is CYP3A4.
It has been shown that quetiapine and some of its metab-
olites (including norquetiapine) are week inhibitors of cy-
tochrome P450 isoenzymes 1A2, 2C9, 2C19, 2D6 and 3A4
under in vitro conditions. Inhibiting effect on the CYP 450
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w zakresie dawek 300-800 mg/dobg. Badania przesiewo-
we nie wykazaly istotnych roznic w farmakokinetyce leku
u palaczy tytoniu i u 0s6b niepalacych. Nie zaobserwowa-
no istotnych klinicznie réznic w farmakokinetyce leku u pa-
cjentow w réznym wieku i roznej pici®®.

CEL BADANIA

Celem badania jest poréwnanie wptywu kwetiapiny na po-
ziom wolnych tioli i peroksydacje lipidow ludzkiego oso-
cZa, mierzong za pomocg oznaczenia stezenia zwigzkow
reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) w wa-
runkach in vitro.

MATERIAL I METODY

Materiat badawczy stanowifo osocze wyizolowane ze Swie-
z7ej krwi pobranej na antykoagulant ACD (kwas cytryno-
wy/cytrynian sodu/dekstroza; 5:1 v/v). Krew pobrano od
10 zdrowych ochotnikow (studentéw i pracownikow Uni-
wersytetu Medycznego w fodzi) w wieku 24-26 lat (Sred-
nio 25 =+ 0,6 roku). Do oceny stanu zdrowia psychiczne-
g0 zastosowano

M.LN.L. - Mini-International Neuropsychiatric Inter-
view!9, Przeprowadzono badania internistyczne, neuro-
logiczne i laboratoryjne oraz kwestionariuszowe wywia-
dy dotyczace przebytych chorob, nawykdw zywieniowych,
stosowanych lekow, antyoksydantow pochodzenia roslin-
nego i farmaceutycznego oraz uzywanych substancji psy-
choaktywnych. Do badaf przyjeto osoby pochodzenia
polskiego, zdrowe (bez zaburzen psychicznych i choréb
somatycznych), niewykazujace cech zespotu metabolicz-
nego (w tym zaburzen gospodarki lipidowej i weglowoda-
nowej), z prawidlowa masa ciata (BMI w zakresie normy),
stosujace diete zrownowazong, ktore nie suplementowa-
ty antyoksydantoéw pochodzenia ro§linnego lub farmaceu-
tycznego oraz preparatdw zawierajacych wielonienasycone
kwasy ttuszczowe, nigdy nie uzywaly narkotykdw, nie pala
papierosow oraz nie pily alkoholu w czasie ostatnich 7 dni
przed pobraniem krwi.

Przyjmujac kryterium nieuzywania zadnych lekow w czasie
ostatniej doby lub w czasie odpowiednio dtuzszym, wyklu-
czono mozliwo$¢ wystepowania we krwi badanych ochot-
nikow lekow i ich metabolitow.

Na badania wyrazita zgode Komisja Etyczna Uniwersyte-
tu Medycznego w Lodzi — numer RNN/899/2000. Ochot-
nicy uzyskali informacj¢ na temat celu i metod badawczych
oraz wyrazili pisemng zgodg¢ na udzial w badaniu.

IZOLOWANIE 0OSOCZA
I INKUBACJA OSOCZA Z LEKIEM

Pobrang krew (2 x 10 ml) wirowano w celu otrzyma-
nia osocza przez 20 minut w wirowce SIGMA 3K30
(2500 obr./min; temperatura 20°C ). Do kazdej prob-

148 ki 0,5 ml osocza dodawano kolejno substancje czynng

in vitro in human plasma has been found only at concen-
trations exceeding by 5-50 times those observed when the
medication was administered at doses between 300 and
800 mg/day. Screening studies did not reveal any signifi-
cant differences in drug’s pharmacokinetics between smok-
ers and non-smokers, also no such differences were found
with regard to sex and age"?.

AIM OF THE STUDY

The aim of the study was to compare the effect of quetiap-
ine on the level of free thiols and human plasma lipid per-
oxidation measured by the level of thiobarbituric acid re-
active substances (TBARS) in vitro.

MATERIAL AND METHODS

Plasma was isolated from fresh human blood and put
in anticoagulant ACD (citric acid/sodium citrate/dextrose;
5:1v/v). Blood samples were obtained from 10 healthy vol-
unteers (students and employees of the Medical University
of Lodz) aged 24-26 years (mean 25 = 0.6 year). Volun-
teers were screened for mental health disorders (using the
MINI - Mini International Neuropsychiatric Interview!®)
and other medical conditions using questionnaires ad-
dressing their medical history, eating habits, medications
taken, use of vegetal and synthetic antioxidants and psy-
choactive substances. General medical and neurological
checkups were made along with basic lab tests. We quali-
fied persons of Polish origin, healthy (somatically and psy-
chiatrically), with no symptoms of metabolic syndrome
(including lipid and carbohydrate imbalance), with nor-
mal body mass (normal BMI), on balanced diet, with no
supplemented antioxidants (neither vegetal nor synthet-
ic) or polyunsaturated fatty acids, who never used drugs
or tobacco and have not drank alcohol within 7 days from
the test.

They also have not taken any medications for the period
long enough to exclude the possibility of their or their me-
tabolites’ presence in their blood.

The Committee for Research on Human Subjects of the
Medical University of Lodz gave their consent No.
RNN/899/2000. Volunteers obtained comprehensive in-
formation on the purpose and methods of the study and
gave their written consent to participate.

PLASMA ISOLATION
AND INCUBATION WITH QUETIAPINE

Blood samples (2 x 10 ml) was centrifuged for 20 min-
utes in the SIGMA 3K30 centrifuge at 2500 rpm and temp.
20°C. To each 0.5 ml plasma sample we added quetia-
pine dissolved in a 0.01% solution of dimethylsulfox-
ide (DMSO). Final concentrations of quetiapine were
175 ng/ml, 275 ng/ml and 400 ng/ml, corresponding to
the drug concentration in vivo on antipsychotic treatment
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badanych lekow, rozpuszczong w 0,01% dimetylosulfotlen-
ku - DMSO. Zastosowano ste¢zenia koficowe kwetiapiny
175 ng/ml, 275 ng/ml i 400 ng/ml, odpowiadajace stabilne-
mu st¢zeniu leku, osigganemu po wielokrotnym przyjeciu
dawki stosowanej w leczeniu ostrego epizodu schizofre-
nii. Substancj¢ czynna badanego leku (fumaran kwetiapi-
ny) otrzymano z firmy Celon Pharma (Polska). Badane
proby osocza z lekami rozpuszczonymi w DMSO inku-
bowano 24 godziny w temperaturze pokojowej. Do kazde-
go doswiadczenia wykonano proby kontrolne, ktore sta-
nowito osocze z DMSO, bez leku. W probach badanego
osocza i w probach kontrolnych, po inkubacji z badanymi
stezeniami kwetiapiny, oznaczono spektrofotometrycznie
stezenie zwigzkow reagujacych z kwasem tiobarbiturowym
(TBARS) metoda opisang przez Rice’a-Evansa'” oraz ste-
zenie wolnych tioli metodg Ellmana®®.

OZNACZANIE STEZENIA
GRUP TIOLOWYCH W 0SOCZU

Catkowitg zawartos¢ tioli (grup sulfyhydrylowych -SH)
w osoczu — inkubowanym przez 24 godziny z kwetiaping
i dla prob kontrolnych bez leku — oznaczono meto-
dg Ellmana® z wykorzystaniem kwasu 5,5’ -ditiobis-(2-
-nitrobenzoesowego) (DTNB), z ktorym tiole reagu-
ja, co prowadzi do powstania barwnego dianionu kwasu
5-tio-2-nitrobenzoesowego (TNB) o maksymalnej absor-
bancji przy A = 412 nm. Stezenie tioli obliczono, stosujac
warto$¢ molowego wspotczynnika absorbancii dla dianio-
nuTNB (e = 13 600 M! x cm™). Uzyskane wyniki przed-
stawiono jako st¢zenie tioli w przeliczeniu na miligram
biatka (nmol/mg). St¢zenie biatka w osoczu okreslono me-
toda Bradforda, a jako wzorzec wykorzystano roztwor al-
buminy wotowej”. Oznaczenia st¢zenia tioli wykonano
w dwukrotnych powtorzeniach.

OZNACZANIE STEZENIA ZWIAZKOW
REAGUJACYCH Z KWASEM
TIOBARBITUROWYM (TBARS)

Do 0,5 ml osocza kontrolnego (bez leku) i osocza bada-
nego (proby z odpowiednimi st¢zeniami koicowymi kwe-
tiapiny) dodano 0,5 ml 15% kwasu trichlorooctowego
(TCA) w 0,25 M HCl11 0,5 ml 0,37% kwasu tiobarbituro-
wego (TBA) w 0,25 M HCI. Proby mieszano i ogrzewano
we wrzacej tazni wodnej przez 10 minut. Nastgpnie prob-
ki osocza odwirowywano przez 15 minut (2500 obr./min,
wirowka SIGMA 3K30) w celu otrzymania klarowne-
go supernatantu. Po ochtodzeniu préb absorbancjg su-
pernatantu oznaczano na spektrokolorymetrze SEMCO
przy diugosci fali 535 nm w kuwecie o gruboSci warstwy
1 cm. Tlos¢ TBARS obliczano na podstawie wartosci ab-
sorbancji, korzystajac z molowego wspotczynnika absor-
bancji (e = 1,56 x 105 M! x cm). Oznaczenia st¢zenia
TBARS wykonano w dwukrotnych powtérzeniach. Steze-
nie TBARS wyrazono w umol/l.
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of acute schizophrenic episode after multiple drug admin-
istration in stabile dose. Active form of medication (que-
tiapine fumarate) was obtained from Celon Pharma (Po-
land). Studied plasma samples were incubated with drugs
dissolved in DMSO for 24 hours at room temperature.
With each experiment a control one was carried out with
only plasma and DMSO, no drug added. In both control
and study samples after incubation with studied concen-
trations of quetiapine, we spectrophotometrically assessed
the concentrations of thiobarbituric acid reactive substanc-
es (TBARS) by the Rice-Evans method'” and of free thi-
ols by the Ellman method"®.

ASSESSMENT OF FREE THIOL
CONCENTRATION

Total content of thiols (sulfhydryl groups -SH) in plasma —
incubated for 24 hours with and without studied drug — was
assessed by Ellmann method"® using 5,5’-dithiobis-(2-ni-
trobenzoic acid) (DTNB), which after reacting with thiols
produces colour 5-tio-2-nitrobenzoic acid (TNB) di-anion
of maximum absorbance at A = 412 nm. Thiol concentra-
tion was calculated using the molar absorbance coefficient
for TNB di-anion (¢ = 13 600 M™' X cm™). Results were
presented as thiol concentration per milligram of protein
(nmol/mg). Protein plasma concentration was assessed by
the Bradford method. Bovine plasma was used as refer-
ence". Thiol_concentration assessments were carried out
in double trials.

ASSESSMENT OF THIOBARBITURIC ACID
REACTIVE SUBSTANCES (TBARS)
CONCENTRATION

To 0.5 ml of control (without drug) and studied (with
drug) plasma samples we added 0.5 ml of 15% trichlo-
roacetic acid (TCA) in 0.25 M HClI and 0.5 ml of 0.37%
thiobarbituric acid (TBA) in 0.25 M HCI. Samples were
mixed and heated in a boiling water bath for 10 min-
utes. Then plasma samples were centrifuged for 15 min-
utes at 2500 rpm in the SIGMA 3K30 centrifuge to ob-
tain clear supernatant. After cooling of the supernatant
the absorbance was measured using the SEMCO spec-
trophotometer at 535 nm in a sample cell of a I cm thick
layer. TBARS concentration was calculated based upon
absorbance value, using the molar absorbance coefficient
(e = 1.56 x 10° M! x cm™). TBARS concentration assess-
ment was carried out in double trials. TBARS concentra-
tion was put in wmol/l.

STATISTICAL ANALYSIS

We analysed the results using Statistica 6.0 by StatSoft. We
calculated mean values and standard error of mean (SEM)
for both thiol and TBARS concentrations incubated with
quetiapine compared to the control. The significance
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ANALIZA STATYSTYCZNA

Wyniki badaf poddano analizie statystycznej: obliczono
Srednie arytmetyczne i btad standardowy Sredniej (SEM).
Istotnos$¢ réznic migdzy badanymi probami z inkubowa-
nym lekiem i probami kontrolnymi, zar6wno dla wartoSci
stezenia tioli, jak i stezenia TBARS, obliczono za pomoca
testu z-Studenta dla prob zaleznych (test sparowany). Do
badan wykorzystano pakiet StatSoft Inc., Statistica v. 6.0.

WYNIKI

Kwetiapina w st¢zeniu koicowym 400 ng/ml, po 24-go-
dzinnej inkubacji z osoczem, w porownaniu z probami kon-
trolnymi, spowodowala istotny statystycznie wzrost st¢ze-
nia tioli oraz spadek stezenia TBARS (rys. 2, tabela 1).
Kwetiapina w st¢zeniu 400 ng/ml, po inkubacji z oso-
czem (24 h), w odniesieniu do préb kontrolnych, spo-
wodowata znaczacy spadek stezenia TBARS - 0 22,2%
(p < 0,04) oraz wzrost stezenia wolnych tioli w osoczu
09% (p < 0,002) (tabela 1).

Wyniki tych badan wykazuja, ze kwetiapina w steze-
niu 400 ng/ml, odpowiadajacym duzym dawkom leku
(~750-800 mg) stosowanym per os w leczeniu 0s6b cho-
rych na schizofreni¢ lub chorobg afektywng dwubieguno-
wa (CHAD), wplywa istotnie na wzrost st¢zenia wolnych
tioli w osoczu, jednoczes$nie zmniejszajac peroksydacie li-
pidéw osocza oznaczang za pomocg stezenia TBARS.

OMOWIENIE

Koncepcje zaburzefi fosfolipidow i patologii blon komor-
kowych w schizofrenii Horrobina®” wspierajg wyniki ba-
dan wykazujace, ze zarowno w tkankach obwodowych, jak
iw mozgu u 0sob z ta chorobg wystepuja zaburzenia fos-
folipidow btony komorkowej i mniejsze st¢zenie niezbed-
nych nienasyconych kwasow ttuszczowych, a zwlaszcza
kwasu arachidonowego i dokozaheksaenowego®'??. Obec-
nie uwaza si¢, ze u 0sob chorych na schizofreni¢ kilka me-
chanizméw moze prowadzi¢ do defektow fosfolipidow
w blonie komorkowej, takich jak ich wzmozona degrada-
cja, niskie st¢zenie (spozycie) niezbednych kwasow ttusz-
czowych i ich zmniejszone wiaczanie do fosfolipidow oraz
peroksydacja wywotana wolnymi rodnikami®'->%, Opisy-
wane zaburzenia fosfolipidow bfony komérkowej w schizo-
frenii wydaje si¢ potwierdza¢ wystepowanie u tych chorych
wzrost markerow peroksydacji lipidow w osoczu, w tym
nadtlenkow lipidowych!23, Sugerowano, ze peroksyda-
cja lipidow moze by¢ jednym z gtownych mechanizmow
obserwowanej redukcji niezbednych wielonienasyconych
kwasow ttuszczowych w schizofrenii®?.

Wplyw réznych LPP na peroksydacig lipidow nie jest w pet-
ni poznany. W kilku badaniach, prowadzonych na mode-
lu zwierzecym, stwierdzono, ze LPIIG, takie jak risperidon,
klozapina, olanzapina i kwetiapina, nie powodujg zmian

150 poziomu enzymow antyoksydacyjnych i peroksydacji

of differences for TBARS levels drug-treated samples
vs. control was calculated using the paired Students ¢-test.

RESULTS

Quetiapine at final concentration of 400 ng/mol after
24 hours incubation with plasma caused significant in-
crease of thiol concentration (+9%, p < 0.002) and de-
crease of TBARS concentration (-22%, p < 0.04) com-
pared to the control sample (fig. 2, table 1).

This proves that quetiapine at 400 ng/ml, which corre-
sponds to high doses (~750-800 mg) used per os in treat-
ment of schizophrenia or bipolar disorder, causes sig-
nificant increase of free thiol plasma concentration and
decreases plasma lipid peroxidation measured by the lev-
el of TBARS.

DISCUSSION

Horrobin’s concept of phospholipid imbalance and cellu-
lar membrane pathology in schizophrenia®” is supported
by studies showing imbalance of cell membrane phospho-
lipids and lower concentration of necessary polyunsaturat-
ed fatty lipids, especially arachidonic and dokozahexaenoic
acids, both in peripheral tissues and the brain of schizo-
phrenic patients?!2?2. Presently it is assumed that couple
of mechanisms can be responsible for cell membrane phos-
pholipid abnormalities, like their increased degradation,
low intake (consumption) of necessary polyunsaturated
fatty acids and their decreased incorporation in phospho-
lipids and free-radical-mediated peroxidation®'-*>. The de-
scribed disturbances of cell membrane in schizophrenic

%
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Rys. 2. Wplyw kwetiapiny (400 ng/ml) na stezenie wolnych tio-
li i zwiqzkow reagujqcych z kwasem tiobarbiturowym
(TBARS) w osoczu (n = 10, dwukrotne powtorzenia).
Czas inkubacji osocza 7z kwetiaping: 24 godziny. War-
tosci wyrazono w procentach w odniesieniu do kontroli
(bez leku) prayjetej jako 100%

Fig. 2. Effect of quetiapine (400 ng/ml) on a concentration
of free thiols and thiobarbituric acid reactive substan-
ces (TBARS) in plasma (n = 10, repeating twice). Incu-
bation time of plasma with quetiapine: 24 hours. Values
are expressed as percentages in relation to the control
(without drug) as 100%
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Stezenie kwetiapiny Marker Kontrola (bez leku) Kwetiapina (lek) /]
Concentration of quetiapine Control (without drug) Quetiapine (drug)
n=10 n=10
Tiole [nmol/mg biatka] Srednia
Thiols [nmol/mg of protein] Mean 8,492 9,264 p < 0,002
SEM 0,357 0,341
400 ng/ml —
Srednia om 189
TBARS [pmol/I] Mean ' ' p<0,04
SEM 03 0,23

Tabela 1. Wplyw kwetiapiny (400 ng/ml) na stezenie tioli i TBARS w osoczu po 24-godzinnej inkubacji: srednie wartosci bezwzgledne
Table 1. Effect of quetiapine (400 ng/ml) on a concentration of thiols and TBARS in plasma after 24-hour incubation: mean absolute

values

lipidow (wzrostu TBARS lub hydroksyalkenow)©@>, Wska-
zywano tez, ze LPIIG - kwetiapina, klozapina i risperi-
don - chronig hodowane w kulturze komoérki PC12¢6.27,
W naszych poprzednich badaniach wykazaliSmy wtasci-
wosci antyoksydacyjne kwetiapiny (zmniejszenie poziomu
TBARS przy zastosowaniu stezenia kwetiapiny w osoczu
175 ng/ml i 275 ng/ml)®®. W obecnym badaniu potwier-
dziliSmy, ze kwetiapina w st¢zeniu 400 ng/ml (odpowiada-
jacym duzym dawkom leku rekomendowanym do leczenia
ostrego epizodu schizofrenii i epizodu manii w CHAD)
istotnie zmniejsza peroksydacje lipidow osocza. Podob-
ne protekcyjne wtasciwosci kwetiapiny wykazali Xu i wsp.
(2008)?®_ stwierdzajac, ze lek ten chroni hodowane komor-
ki przed cytotoksycznoScig, zwigzang ze stresem oksyda-
cyjnym, wywotang B-amyloidem. Autorzy tego opracowa-
nia wykazali, ze kwetiapina blokuje agregacje p-amyloidu
indukowang przez rodnik hydroksylowy oraz zmiata rod-
nik hydroksylowy wytwarzany w reakcji Fentona. Wyniki
tego doSwiadczenia wskazuja na mechanizm dziatania an-
tyoksydacyjnego kwetiapiny, ktory moze by¢ udziatem jej
dziatania ochronnego w zaburzeniach psychicznych, szcze-
g6lnie w tych, ktdre sq zwigzane z wystepowaniem stresu
oksydacyjnego. Mechanizm dziatania antyoksydacyjnego
kwetiapiny moze wyjasnia¢ wplyw tego leku na poprawe
deficytow poznawczych u chorych na schizofrenig3,

U chorych na schizofreni¢ wykazano istotne zmniejsze-
nie st¢zenia grup tiolowych w plytkach krwi oraz istotne
zmniejszenie st¢zenia niskoczasteczkowych tioli w biatkach
osocza, takich jak glutation, cysteina czy cysteinyloglicy-
na®32, Zmniejszenie st¢zenia niskoczasteczkowych tioli
u chorych na schizofreni¢ Swiadczy o istotnym zmniejsze-
niu obrony antyoksydacyjnej, w ktorej GSH i tiole odgry-
waja wazng role. W piSmiennictwie nie ma badan, ktore
rozstrzygalyby, jaki wptyw wywieraja leki przeciwpsycho-
tyczne (w tym kwetiapina) na stezenie grup -SH w osoczu.
Huang i wsp.®? stwierdzili, ze u 0séb chorych na schi-
zofreni¢ po 4 tygodniach leczenia risperidonem wystepuje
istotny spadek st¢zenia wolnych tioli w osoczu, wskazujac
jednoczeSnie na mozliwe czynniki zakiocajace przepro-
wadzone badanie kliniczne, w tym mozliwy wplyw in-
nych otrzymywanych przez pacjentow lekow. W naszym
obecnym badaniu, przeprowadzonym w modelu in vitro,
oceniliSmy stezenie tioli u 0s6b zdrowych po inkubacji
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patients seem to be supported by an increased plasma lip-
id peroxidation markers in these patients, including lipid
peroxides':?», It has been suggested that lipid peroxida-
tion may be one of the main mechanisms of observed re-
duction of polyunsaturated fatty acids in schizophrenia®?.
The effect of various antipsychotics on lipid peroxida-
tion is not fully known. In several studies on animal mod-
els it has been shown that SGA like risperidone, clozap-
ine, olanzapine and quetiapine do not cause any changes
in antioxidation enzymes and in lipid peroxidation (in-
crease of TBARS or hydroxyalkenes)®>. SGAs — quetiap-
ine, clozapine and risperidone — protect the cultured PC12
cells@®*27_ In our previous studies we have confirmed the
antioxidative properties of quetiapine (decrease of TBARS
at 175 ng/ml and 275 ng/ml of plasma quetiapine)©®.
In our present study we have proven that quetiapine at
400 ng/ml (corresponding with high doses recommended
for use in mania and acute episodes of schizophrenia) sig-
nificantly reduces plasma lipid peroxidation. Similar an-
tioxidative properties of quetiapine were shown by Xu et
al. (2008)@% who proved that quetiapine protects cultured
cells from B-amyloid induced cytotoxicity mediated by ox-
idative stress. They observed that quetiapine blocked the
aggregation of B-amyloid induced by hydroxyl radical and
scavenged hydroxyl radical produced in the Fenton’s reac-
tion. Results of this experiment point at the antioxidative
mechanism of quetiapine, which may be part of its pro-
tective action in mental disorders, especially those related
with oxidative stress. It may explain the mechanism of que-
tiapine’s benevolent effect on cognitive function improve-
ment in schizophrenic patients®-3?.

In these patients a significant decrease of platelet thiol
groups and also significant decrease of low particle thiols
in plasma protein (such as glutathione — GSH, cysteine
or cysteinylglycine) were found®'3?. Decrease of low par-
ticle thiols in schizophrenic patients denotes a significant
decrease of antioxidation defence, in which both thiols and
GSH play important role. There is no evidence in the lit-
erature on the effect of antipsychotics (including quetiap-
ine) on plasma -SH group concentration.

According to Huang et al.®? after 4 weeks of treatment
with risperidone there is a significant decrease of plas-

ma free thiol concentration in schizophrenic patients. 151
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otrzymanego od nich osocza z kwetiaping (400 ng/ml),
wykazujac istotne zwigkszenie st¢zenia wolnych tioli pod
wplywem dzialania tego leku. Podjecie badan w uktadzie
in vitro pozwolito nam wykluczy¢ mozliwy wplyw innych
niz kwetiapina lekow.

Ustalenie wptywu wywieranego przez leki przeciwpsycho-
tyczne na stezenie tioli ma istotne znaczenie poznawcze i kli-
niczne z tego wzgledu, ze tiole sa waznym markerem obrony
antyoksydacyjnej, odpowiadajacym, miedzy innymi, za utrzy-
manie wlasciwej struktury i funkcji biatek, regulacje aktyw-
nosci enzymow oraz kontrolg aktywnosci czynnikow trans-
krypcyjnych, czyli tych procesow, ktore moga uczestniczy¢
W patogenezie zaburzef psychicznych, w tym schizofrenii.

WNIOSEK

Kwetiapina w stezeniach rekomendowanych do leczenia
ostrego epizodu schizofrenii wywiera w osoczu dziatanie
antyoksydacyjne, powodujac zar6wno istotny spadek pe-
roksydaciji lipidow, jak i wzrost stezenia wolnych tioli.
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