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ANTIDOTSKA EFIKASNOST NOVOSINTETISANIH OKSIMA K203 I K027 KOD
PACOVA AKUTNO TROVANIH DIHLORVOSOM
SaZetak

Standardna terapija akutnog trovanja ljudi organofosfornim (OF)
jedinjenjima sastoji se od leka sa antiholinergi¢kim efektom (atropin) i reaktivatora
inhibirane acetilholinesteraze (AChE) (oksim). Medutim, eksperimentalne i klinicke
studije pokazale su nezadovoljavajucu i/ili nejednaku efikasnost postojecih oksima
kod strukturno razli¢itih OF. Medu eksperimentalnim oksimima po svojoj
efikasnosti izdvojili su se oksimi K203 i K027, koji do sada nisu in vivo testirani na
modelu pesticida.

Stoga je cilj istrazivanja bio da se ispita njihova potencijalna terapijska i
reaktivatorska efikasnost, kao i antioksidativni kapacitet kod pacova akutno
trovanih dihlorvosom. U cilju poredenja, ispitivanja antidotske efikasnosti
sprovedena su pod istim eksperimentalnim uslovima i sa standardnim oksimima.
Najbolji antidotski efekat dobijen je nakon primene oksima K027. Efikasnost drugih
ispitivanih oksima opadala je slede¢im redosledom obidoksim>K203>
trimedoksim>pralidoksim>azoksim. Oksim K027 je sam i u kombinaciji sa
atropinom jedini doveo do znacajne reaktivacije AChE eritrocita i dijafragme.
Ekviefektivne doze oksima K027 bile su niZe od ekviefektivnih doza oksima K203,
dok je najniZa doza oksima K027 bila potrebna za reaktivaciju AChE dijafragme.
Analizom dozne zavisnosti antioksidativnog efekta dobijeno je da je oksim K203
znacajno efikasniji u odnosu na oksim K027, pri ¢emu je najvecéa razlika u efikasnosti
uocena za efekat smanjenja lipidne peroksidacije u plazmi, i za efekat smanjenja
superoksidnog anjona u dijafragmi i mozgu.

Rezultati ove doktorske disertacije ukazuju na bolji antidotski potencijal
oksima K027 u odnosu na oksim K203 Sto podrZava hipotezu o obecavajucoj
hemijskoj strukturi oksima K027, vrednoj buducih in vivo ispitivanja kod strukturno
razlicitih OF pesticida.

Klju¢ne reci: organofosfati, oksimi, atropin, akutno trovanje, acetilholinestraza,
oksidativni stres, Wistar pacov, benchmark doza
Naucna oblast: Farmacija

UZa naucna oblast: Toksikologija



ANTIDOTAL EFFICACY OF NEWLY SYNTHESIZED OXIMES K203 AND K027 IN
RATS ACUTELY EXPOSED TO DICHLORVOS
Abstract

Standard therapy for acute human poisoning with organophosphorus (OP)
compounds consists of anticholinergic drug (atropine) and reactivator of OP-
inhibited acetylcholinesterase (AChE) (oxime). However, experimental and clinical
studies have shown insufficient and/or unequal efficacy of current oximes against
poisonings caused by structurally different OPs. Among the experimental oximes,
oximes K203 and K027, have shown promising results, but they have not yet been
tested in vivo using pesticide model. Therefore, the aim of the study was to examine
their potential therapeutic and reactivating efficacy as well as antioxidant capacity
in rats acutely poisoned with dichlorvos. For the sake of comparison, the study was
also carried out with standardly used oximes under the same experimental protocol.
The best antidotal effect was obtained after administration of oxime K027. The
efficacy of other investigated oximes decreased in the following order:
obidoxime>K203>trimedoxime>pralidoxime>asoxime. Oxime K027 alone and in
combination with atropine led to a significant reactivation of erythrocyte and
diaphragm AChE. The equieffective doses of oxime K027 were lower compared to
oxime K203, while the lowest K027 dose was required for the reactivation of
diaphragm AChE. Evaluation of dose-response relationship for antioxidant effect
has shown that the oxime K203 was significantly more effective compared to K027,
with the greatest difference in efficacy for the lipid peroxidation attenuation in
plasma and reduction of superoxide anion radicals in the diaphragm and brain
tissues.

The results of this doctoral dissertation indicate a better antidotal potential
of oxime K027 compared to oxime K203, supporting the hypothesis on the
promising chemical structure of oxime K027, worth of future in vivo testing with
structurally different OP pesticides.

Key words: organophosphates, oximes, atropine, acute poisoning,
acetylcholinesterase, oxidative stress, Wistar rat, benchmark dose
Scientific field: Pharmacy

Scientific subfield: Toxicology



SKRACENICE I AKRONIMI

2-PAM - pralidoksim

ACh - acetilholin

AChE - acetilholinesteraza

AOPP - uznapredovali produkti oksidacije proteina, engl. advanced oxidation
protein products

BMD - ben¢mark doza, engl. benchmark dose

BMR - ben¢mark efekat, engl. benchmark response
BuChE - butirilholinesteraza

CED - doza kriti¢cnog efekta, engl. critical effect dose
CES - velic¢ina kriticnog efekta, engl. critical effect size
DDVP - dihlorvos

HI-6 - azoksim

i.m. - intramuskularno

LDso - srednja letalna doza

LiiH-6 - obidoksim

MDA - malondialdehid

NA - nervni agensi

02"~ - superoksidni anjon

OF - organofosfati

OSI - indeks oksidativnog stresa

PAB - prooksidativno-antioksidativni balans

PON1 - paraoksonaza 1

PROAST - engl. Possible Risk Obtained from Animal STudies
RPF - faktor relativne potentnosti, engl. relative potency factor
s.c. — supkutano

-SH grupe - sulfhidrilne grupe

SOD - superoksid-dismutaza

TI - terapijski indeks

TMB-4 - trimedoksim

TOS - totalni oksidativni status

TAS - totalni antioksidativni status
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1. UVOD

1.1. Toksikoloski znacaj organofosfornih jedinjenja

Organofosforna (OF) jedinjenja se upotrebljavaju kao pesticidi, a
predstavnici sa visokom akutnom toksi¢nosti predstavljaju najtoksicniju grupu
hemijskih agenasa koji su koris¢eni kao nervni agensi (NA).

Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije (SZO) izloZenost ljudi
pesticidima se dovodi u vezu sa razvojem Parkinsonove bolesti (usled profesionalne
i neprofesionalne izloZenosti), limfoma/multiplih mijeloma i leukemije, depresije, a
perinatalna izloZenost i sa autizmom i poremecajima deficita paZnje kod dece
(Priiss-Ustiin i sar., 2016). Medutim, pesticidi predstavljaju znacajan globalni rizik
po ljudsko zdravlje kao uzroc¢nici akutnih trovanja, i to prvenstveno samoubilackih
trovanja zbog lake dostupnosti, profesionalnih i slucajnih trovanja usled
nekontrolisane i nepravilne upotrebe, uz nedoslednu primenu mera licne i
kolektivne zasStite.

Samoubilacka trovanja pesticidima Cine jednu treinu svih suicida na
svetskom nivou, koja odnose preko 800 000 Zivota godisnje, i deSavaju se u
nerazvijenim i zemljama u razvoju Afrike, JugoistoCne Azije, Centralne Amerike i
Zapadnog Pacifika (Eddleston i Phillips, 2004; Mew i sar., 2017; Priiss-Ustiin i sar.,
2016).

Incidenca akutnih trovanja pesticidima usled profesionalne izloZenosti je
procenjena na 18,2 slucaja na 100000 poljoprivrednih radnika godiSnje u
razvijenim zemljama, dok je u zemljama u razvoju, usled velikog broja faktora
uticaja, incidenca mnogo veca (Thundiyil i sar., 2008).

Prema 17-to godiSnjem iskustvu Nacionalnog centra za kontrolu trovanja
(NCKT) R. Srbije, do 2014. godine, akutna trovanja OF pesticidima u nasoj zemlji nisu
bila Cesta, ali su beleZena gotovo svake godine (Vucinic i sar., 2018). U tom periodu
evidentirano je 410 slucajeva akutnog trovanja OF pesticidima, koji su
hospitalizovani, od ¢ega su 92% bila samoubilacka trovanja, a 8% slucajna ingestija

ili inhalacija OF. Oko 45% otrovanih pacijenata imalo je treci i Cetvrti stepen tezZine



trovanja, koja se odnose na teSka trovanja i trovanja sa letalnim ishodom. Najnoviji
dostupni podaci o akutnim trovanjima pesticidima u godiSnjim izveStajima NCKT iz
2015.1 2016. godine ne odstupaju znacajno od prethodno navedenih vrednosti sa
22 i 26 hospitalizovanih pacijenata, redom. Bez obzira na generalno nisku
ucestalost, tezina trovanja, moguce komlikacije i njihov uticaj na troSkove i duzinu
hospitalizacije pacijenata Cine akutna trovanja ljudi OF pesticidima u nasoj zemlji
veoma znacajnim.

Uprkos Zenevskom protokolu iz 1925. kojim je zabranjena primena nervnih
agenasa, tabun i sarin su koris¢eni tokom osamdesetih godina u ratu izmedu Iraka i
Irana (Balali-Mood i Balali-Mood, 2008). U Japanu su se tokom 1994-1995. godine
dogodili teroristi¢ki napadi sarinom u mestu Matsumoto i podzemnoj Zeleznici u
Tokiju (Yanagisawa i sar., 2006). Najnovija Konvencija o hemijskom oruZzju iz 1997.
godine, zabranjuje razvoj, proizvodnju, skladiStenje i upotrebu hemijskog oruzja. I
pored toga sarin je upotrebljen u ratnim sukobima u Siriji 2013. godine (Dolgin,
2013), kao i 2017. godine (Rodriguez-Llanes i sar., 2018). Kim Jong-Nam, polubrat
severnokorejskog diktatora Kim Jong-Una ubijen je pomoc¢u nervnog agensa VX u
februaru 2017. godine (Nakagawa i Tu, 2018), a u martu 2018. godine bivsi ruski
Spijun Sergej Skripalj i njegova ¢erka otrovani su u Salisburiju, Velika Britanija,
nervnim agensom iz grupe ,Novichok“ (Vale i sar., 2018). Svi ovi dogadaji pokazuju
da nervni agensi nisu samo deo istorije, ve¢ su i dalje nuzno u fokusu interesovanja

strucne i nauc¢ne javnosti.

1.2. Mehanizam dejstva organofosfornih jedinjenja

Organofosfati inhibiraju sve enzime tipa serinskih hidrolaza, medutim
klinicku sliku akutnog trovanja gotovo potpuno objasnjava inhibicija
acetilholinesteraze (AChE, EC 3.1.1.7) (Slika 1) (Eyer, 2003; Maxwell i sar., 2006;
Tougu, 2001).

Suptilne razlike u toksi¢nosti strukturno razli¢itih OF mogu biti objasnjavane
inhibicijom drugih serinskih hidrolaza, kao sto su butirilholinesteraza (BuChE, EC
3.1.1.8), karboksilesteraza (EC 3.1.1.1), neurotoksi¢na esteraza (ili esteraza

povezana sa neuropatskim delovanjem, EC 3.1.1.5), kao i direktnim efektima OF na



holinergicke receptore (Casida i Quistad, 2004; Pope i sar., 2005). U procesu
detoksikacije glavnu ulogu imaju fosfotriesteraze, kao Sto je paraoksonaza (PON1,
EC 3.1.8.1), koje vrSe hidrolizu molekula OF, ali detoksikaciji doprinose i
karboksilesteraze, Cijom fosforilacijom se smanjuje koncentracija slobodnih OF
(Sogorb i Vilanova, 2010).

Aktivnost AChE predstavlja specifican biomarker efekta OF i koristi se kod
akutnih trovanja u dijagnostikovanju i proceni teZine intoksikacije i monitoringu
efekta oksimske terapije, kod hroni¢nih ekspozicija u proceduri procene rizika po

zdravlje ljudi, dok aktivnost BuChE potvrduje ekspoziciju, ali nema klinickog znacaja

(Balali-Mood i Abdollahi, 2014).
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Slika 1. Sematski prikaz inhibicije holinesteraze (E-OH) organofosfatom. Reakcija 1
predstavlja formiranje Michaelis-ovog kompleksa sa konstantom disocijacije (Ka=k.1/k+1),
koja je obrnuto proporcionalna afinitetu OF ka enzimu. Reakcija 2 predstavlja fosforilaciju
(kp) hidroksilne grupe serinskog ostatka aktivnog centra enzima uz oslobadanje “odlazece”
grupe (HX). Reakcija 3 ilustruje spontanu dealkilaciju i formiranje stabilnog OF-E
oksianjona, tzv. proces “starenja” (ki.). Reakcija 4 pokazuje spontanu reaktivaciju enzima
(ks) sa oslobadanjem neaktivnog kiselog organofosfata. Preuzeto i prilagodeno iz rada Eyer
(2003).

1.3. Klinicka slika trovanja organofosfornim jedinjenjima

Organofosfati uzrokuju cetiri neurotoksi¢na sindroma kod ljudi: akutna
holinergicka kriza, intermedijarni sindrom, odloZena periferna neuropatija i
hroni¢ni OF-indukovani neuropsihijatrijski poremecaji (Eddleston i sar., 2008;

Jokanovi¢, 2018; Peter i sar., 2014). Ovi sindromi se razlikuju u vremenu koje



protekne od trenutka ekspozicije OF do razvoja simptoma i znaka, patogenezi,
prognozi i tretmanu.

U klinickoj slici akutne holinergicke krize, koja se razvija u roku od nekoliko
minuta do 24 h od izlaganja OF, tradicionalno se razlikuju sledeci efekti
hiperstimulacije holinergickih receptora nagomilanim endogenim acetilholinom,
Cija fizioloska hidroliza izostaje usled inhibicije AChE organofosfatima:

» muskarinski - bradikardija i hipotenzija (srce, M2 receptori), zamagljeni vid

i mioza (pupile, M2 i M3 receptori), rinoreja i bronhoreja (respiratorni),

hipersalivacija i dijareja (gastrointestinalni), lakrimacija (okularni) i

prekomerno znojenje (egzokrine Zlezde, M2 i M3 receptori), bronhospazam,

» nikotinski - slabost, fascikulacije, grcevi, paraliza miSi¢a (neuromuskularna
spojnica, N1 receptori); tahikardija i hipotenzija (autonomne gangllije, N2

receptori) i

» centralni efekti (M1-M5 receptori) - anksioznost i nemir, ataksija,
konvulzije, insomnija, disartrija, tremor, koma, respiratorna depresija,
cirkulatorni kolaps.

Uzrok smrtnog ishoda kod trovanja ljudi OF je dominantno respiratorna
insuficijencija, koja se razvija kao posledica nedostatka centralnog respiratornog
“drajva”, paralize respiratornih misi¢a, pre svega dijafragme i hipoksije usled

bronhoreje.

1.4. Uloga oksidativnog stresa u toksicnosti organofosfornih
jedinjenja

Pored klinicki najuocljivijeg mehanizma dejstva OF, eksperimentalne i
klinicke studije, od prvih izveStaja 1970-tih godina (Jordanova E i sar., 1974;
Pachecka i Krolewska, 1977) do danas, daju dokaze da OF remete redoks procese u
Celijama putem iniciranja prekomernog oslobadanja reaktivnih slobodno
radikalskih vrsta i/ili alteracijom endogenog antioksidativnog sistema, Sto
doprinosi oSteenju ne samo neurona i miSi¢a, ve¢ i drugih tkiva izloZenog

organizma (Abdollahi i sar., 2004; Karami-Mohajeri i Abdollahi, 2013; Lukaszewicz-



Hussain, 2010; Soltaninejad i Abdollahi, 2009). Takode, studije na
eksperimentalnim Zivotinjama su pokazale da primena antioksidanasa, kao Sto su
N-acetilcistein, vitamini E i C, melatonin, smanjuju nivoe biomarkera oksidativnhog
stresa u sluCajevima akutne i ponavljane izloZenosti OF, dokazuju¢i ulogu
oksidativnog stresa u OF intoksikacijama (Lukaszewicz-Hussain, 2010; Nurulain i

sar., 2013).

1.5. Terapija trovanja organofosfornim jedinjenjima

Uprkos tome Sto su OF dobro definisana grupa jedinjenja u pogledu
strukture, ¢iji mehanizma dejstva i toksicnih efekata su dugo proucavani, terapija
trovanja je predmet istrazivanja i nakon 60 godina od prve klinicke primene
specificnog antidota - pralidoksima (Namba i sar., 1971, 1959; Namba i Hiraki,
1958). Nambin pionirski rad se zasnivao na dva klju¢na nalaza iz 1955. godine:
primena atropina kao antimuskarinskog agensa doprinela je prezivljavanju u
slucajevima profesionalnog trovanja OF pesticidima (Freeman i Epstein, 1955) i
razvoju pralidoksima, verovalo se mo¢nog reaktivatora AChE inhibirane OF (Wilson
i Ginsburg, 1955). NaZalost, malo toga se promenilo od tada i pacijenti su i danas
leceni na slican nacin, atropinom i malim brojem oksima (Eddleston i sar., 2004b;
Johnson i sar., 2000; Thiermann i sar., 2013), te je polje istraZivanja efikasnosti

oksima jo$ uvek otvoreno (Buckley i sar., 2011; Eyer, 2003; Worek i sar., 2016).

1.5.1. Atropin

Atropin (alkaloid biljaka iz familije Solananaceae) predstavlja kamen
temeljac terapije trovanja OF joS od 1950-tih (Durham i Hayes, 1962; Freeman i
Epstein, 1955). Ovaj kompetitivni anatagonista muskarinskih receptora oslobada
muskarinskih efekata trovanja, pre svega bronhospazma, bronhoreje i bradikardije
(sa hipotenzijom). Iako je opisan slucaj tretmana sa ¢ak 30 g ukupne doze atropina
date tokom pet nedelja (LeBlanc i sar., 1986), atropinizacija mora biti strogo

kontrolisana zbog moguceg dostizanja toksi¢nih efekata atropina (Aaron, 2001;



Abedin i sar.,, 2012; Connors i sar., 2014; Eddleston i sar., 2004a, 2004b; Heath i
Meredith, 1992).

NaZalost, upotrebom atropina u terapiji trovanja OF postiZze se samo
delimican uspeh. Atropin ne moZe osloboditi efekata nikotinske hiperstimulacije i
popraviti neuromuskularnu disfunkciju, zbog cega je u slucajevima teskih
intoksikacija neophodno ukljuc¢ivanje mehanicke ventilacije. Takode, atropin moze
samo delimi¢no blokirati konvulzije, s obzirom da pri hiperholinergickoj stimulaciji
u mozgu dolazi do uklji¢ivanja i drugih neurotransmitera (npr. y-aminobuterna

kisellina, glutamat) (Antonijevic i Stojiljkovic, 2007; Zilker, 2005).

1.5.2. Oksimi

Oksimi su jedinjenja dizajnirana da reaktiviraju AChE inhibiranu OF (Wilson,
1951) i time omoguce fiziolosSku hidrolizu nagomilanog ACh u holinergickim
sinapsama. Dok je uloga atropina antagonizovanje samo muskarinskih efekata ACh,
klju¢na uloga oksima u terapiji trovanja OF je da omoguce uspostavljanje normalne
holinergicke transmisije, ne samo na muskarinskim, ve¢ i na nikotinskim
receptorima u sinapsama. Stoga je ocekivani klinicki benefit oksima kod akutnih
trovanja OF, oporavak funkcije respiratornih misi¢a, prvenstveno dijafragme i
posledicno smanjenje potrebe za mehanickom ventilacijom, njenom duZinom
trajanja i kona¢no smanjenje mortaliteta.

Do danas, svega nekoliko oksimskih reaktivatora je bilo koriS¢eno u terapiji
trovanja ljudi OF i, interesantno, svi oni su sintetisani 50-tih i 60-tih godina proslog
veka. Godine 1955. dve grupe istrazZivaca, jedna u Sjedinjenim Americkim DrZzavama
(Wilson i Ginsburg, 1955) i druga u Engleskoj (Childs i sar., 1955), su potpuno
nezavisno pokazale visoku efikasnost monopiridinijumskog oksima, pralidoksim
jodida, u reaktivaciji inhibirane AChE. Pralidoksim je klinicki prvi put upotrebljen
ve€ 1956. godine u Japanu kod trovanja parationom (Namba i Hiraki, 1958), i od tada
je postao najsSire koris¢en oksim, dostupan u obliku razlicitih soli (hlorida, mesilata,
metilsulfata i jodida) (Eyer i sar., 2008; Worek i Thiermann, 2013). Ubrzo su dalja
istrazivanja dovela do sinteza bispiridinijumskih oksima. Trimedoksim je razvijen u

Sjedinjenim Americ¢kim DrZzavama (Poziomek i sar., 1958), a danas nema podataka



o njegovoj upotrebi kod trovanja ljudi OF, medutim postoje podaci o farmakokinetici
kod zdravih dobrovoljaca (Eyer i Worek, 2007; Vojvodic i Boskovic, 1976) i
izostanku neZeljenih efekata kod dece i odraslih slucajno otrovanih trimedoksimom
iz auto-injektora u Izraelu (Bentur i sar., 2006; Kozer i sar., 2005). Obidoksim je
razvijen i danas standardno koriS¢en u Nemackoj, ali i drugim evropskim zemljama
(Erdmann i Clarmann, 1963; Luettringhaus i Hagedorn, 1964; Worek i Thiermann,
2013). Azoksim (HI-6) je razvijen u Nemackoj (Hagedorn i sar., 1969), koris¢en je u
terapiji trovanja ljudi OF pesticidima (Kusici sar., 1991) i kod zdravih dobrovoljaca
(Eyer i Worek, 2007), a danas je dostupan ili u fazi razvoja u obliku auto-injektora
namenjenih za vojnu upotrebu u Kanadi, Svedskoj, Ce$koj Republici i drugim
zemljama (Antonijevic i Stojiljkovic, 2007; Lundy i sar., 2011).

OpseZne eksperimentalne studije, kao i ispitivanja kod ljudi (Kusic i sar.,
1991; Thiermann i sar., 1997, 1999), dale su ubedljive dokaze da oksimi reaktiviraju
OF-inhibiranu AChE. Medutim, postoje i miSljenja dve meta-analize randomizovanih
kontrolisanih studija terapije akutnog trovanja ljudi OF pesticidima, dostupne
prema nasSim najboljim saznanjima, o pitanju translacije biohemijskog efekta u
klini¢ki benefit, koje je prvi put postavljeno u opservacionoj studiji u Sri Lanki 1991.
godine, kada je pokazano da deficit pralidoksima u periodu od Sest meseci nije bio
povezan sa loSijim ishodima terapije (Blumenberg i sar., 2018; Buckley i sar., 2011;
de Silva i sar., 1992). Sistematican pregled literature Cochrane kolaboracije iz 2011.
godine identifikovao je sedam randomizovanih Kkontrolisanih studija (845
pacijenata): Cetiri iz Indije (Cherian i sar., 1997, 2005; Pawar i sar., 2006; Samuel i
sar., 1996), jednu iz Sri Lanke (Eddleston i sar., 2009) i dve studije iz Kine (Huizhen
isar., 2008; Zhengyuan, 2006) (Buckleyisar., 2011). Sistematican pregled literature
iz 2018. godine u evaluaciju je ukljucio pet randomizovanih kontrolisanih studija
(586 pacijenata): dve iz Indije (Cherian i sar., 1997, 2005) i studija iz Sri Lanke su
preuzete iz prethodnog sistematskog pregleda i dodate su dve najnovije studije iz
Indije (Banerjee i sar., 2011; Syed i sar., 2015) (Blumenberg i sar., 2018). U svim
identifikovanim studijama u terapiji je koriS¢en pralidoksim, razli¢itih doznih
rezima u obliku soli hlorida (osim u jednoj gde je koriS¢en jodid), uz atropin kao
standard. Meta-analize rezultata ovih studija nisu pokazale znacajnu razliku u

mortalitetu, potrebi za mehanickom ventilacijom i njenoj duZini trajanja izmedu



grupa tretiranih pralidokismom i placeba, kao ni izmedu grupa koje su primale
“nizu” i “viSu” dozu pralidoksima. Stoga je proistekao zakljucak da trenutno nema
dovoljno dokaza o klinickom benefitu pralidoksima, ali, sa druge strane, ni riziku.
Medutim, istovremeno su identifikovana mnoga ogranicenja pojedinacnih studija,
odnosno faktori koji su mogli uticati na rezultate analiza, i koji ne dozvoljavaju
generalizaciju izvedenog zakljucka: podaci poticu iz zemalja u razvoju, u kojima su
prisutne velike varijacije u dostupnosti i opremljenosti jedinica intenzivne nege;
neki identifikovani pesticidi su u tim zemljama komercijalno dostupni, dok je u
visoko razvijenim zemljama njihova upotreba zabranjena ili strogo kontrolisana;
neki pacijenti bili su otrovani karbamatnim pesticidima, ¢iju toksi¢nost oksimi mogu
cak potencirati (Dawson, 1995, 1994; Harris i sar., 1989; Lieske i sar., 1992); deca
nisu bila uklju¢ena, tako da ekstrapolacija rezultata na pedijatrijsku populaciju nije
moguca; identifikovane su metodoloske manjkavosti randomizacije i slepog
(maskiranog) dizajna; doze i duZina trajanja davanja pralidoksima variraju medu
studijama; tip OF, vreme proteklo od intoksikacije do terapije, teZina intoksikacije i
komorbiditeti nisu bili poznati ili uzeti u razmatranje, i konacno, pralidoksim je
jedini evaluiran oksim, tako da rezultati ne mogu da budu ekstrapolirani na druge
oksime. Svi ovi identifikovani faktori jasno pokazuju potrebu za, kao i predmet
bududih istraZivanja oksimske terapije: ispitivanje razli¢itih doza, narocito s
obzirom da je pokazano da dozni reZim pralidoksim hlorida preporucen od strane
SZ0 (30 mg/kg bolus doza pracena infuzijom 8 mg/kg/h) nije doveo do poboljsanja
ishoda trovanja; randomizacija bi trebalo da bude stratifikovana prema tipu OF,
vremenu zbrinjavanja i teZini intoksikacije; merenje ex vivo potencijala reaktivacije
eritrocitne AChE, zbog uticaja procesa “starenja” na efikasnost oksima; ispitivanje
efikasnosti drugih oksima.

lako u literaturi postoje opservacione studije koje su pokazale poboljSanje
klinicke slike samo-otrovanih pacijenata OF pesticidima nakon tretmana
obidoksimom (Eyer i sar., 2009, 2003), do danas ne postoje klinicke studije koje
pokazuju efikasnost.

Eksperimentalne studije su pokazale razlicitu reaktivatorsku aktivnost
standardnih oksima prema strukturno razlicitim OF pesticidima i NBOt. Velike

varijacije konstanti disocijacije (1 - >2000 uM) i konstanti reaktivacije (~0,01 - 3



min-1) oksima su pokazne in vitro studijama (Slika 2) (Eyer i Worek, 2007). U ovom
smislu obidoksim pokazuje najvecu reaktivatorsku potentnost prema fosforilisanoj
AChE eritrocita kod ljudi, dok AChE inhibirana fosforamidatima, kao Sto je tabun,
ostaje imuna na napade standardnih oksima (Worek i sar., 2004). Ovo je, generalno
posmatrano zbog heterogenosti dizajna, u saglasnosti sa nalazima eksperimenata
kod animalnih modela, i opSte je prihvaceno da su obidoksim i trimedoksim
efikasniji kod OF pesticida, nasuprot Siroko koriS¢enom pralidoksimu (Antonijevi¢ i
sar., 2005; Antonijevic i Stojiljkovic, 2007; Jokanovi¢ i Maksimovi¢, 1995), dok se
trovanja tabunom i somanom za sada smatraju terapijskim izazovom. Obidoksim i
pralidoksim su efikasni kod sarina i VX, ali neefikasni kod ciklosarina, kod koga je
HI-6 pokazao zadovoljavajucu efikasnost. HI-6 je, za razliku od ostalih oksima,
pokazao relativno dobru efikasnost kod somanu izloZenih glodara, uprkos nalazima
o velikoj brzini “starenja” AChE inhibirane ovim NBOt. Medutim pri potencijalnoj
ekstrapolaciji rezultata na ljudsku populaciju treba imati u vidu znacajnu varijaciju
brzine “starenja“ somanom inhibirane AChE izmedu vrsta (1-2 minuta kod ljudi i
drugih primata, 8-10 minuta kod glodara i oko 16 minuta kod kuni¢a), koja je od
manjeg znacaja za druge NBOt (Eyer i Worek, 2007).

Pokazano je in vitro da su fosforiloksimi (engl. phosphyloxime, POX) i sami
snazni fosforiliSu¢i agensi i u sluc¢aju da su dovoljno stabilni mogu re-inhibirati
reaktiviran enzim (Worek i Thiermann, 2013). lako potentnost POX zavisi i od tipa
fosfatnog dela molekule, generalno je pokazano da stabilne POX grade obidoksim i
trimedoksim, kao 4-piridinijum aldoksimi, dok nestabilne grade 2-piridinijum
aldoksimi, pralidoksim i HI-6. Formiranje POX moZe uticati na kinetiku reaktivacije
in vitro, ali je relevantnost kod ljudi jo$ uvek otvoreno pitanje (Eyer, 2003; Eyer i

Worek, 2007).
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Slika 2. Sematski prikaz reaktivacije fosforilisane AChE oksimom u dve faze. U prvoj fazi (1)
dolazi do nukleofilnog napada oksimatnog anjona, oblika oksima pri fizioloSkom pH, na
atom fosfora, koji je vezan za serinski ostatak aktivnog centra enzima, pri ¢emu dolazi do
formiranja intermedijernog (Michaelis-ovog) kompleksa. Konstanta disocijacije Michaelis-
ovog kompleksa (Kq=k.1/k.1) je indirektno proporcionalna afinitetu oksima ka
fosforilisanom enzimu. U drugoj fazi (2) dolazi do odlaska oksima sa fosforil grupom sa
enzima i formiranja fosforiloksima i slobodnog enzima. Konstanta reaktivacije (k-) pokazuje
stopu uklanjanja fosforil grupe sa enzima. Konstanta stope efikasnosti oksima se dobija kao
koli¢nik k:/Ka. Preuzeto i prilagodeno iz rada Eyer (2003).

Brzina i stepen reaktivacije odredena je i brzinom spontane dealkilacije
fosforilisanog enzima, tzv. procesa “starenja”, i formiranja oksianjona (Slika 1), koga
viSe nije moguce reaktivirati. Medutim, pokazano je da je in vivo “starenje” obi¢no
sporije od onog odredenog in vitro (Thiermann i sar., 1997) uz moguce objasnjenje
da ACh akumuliran u sinapsama stupa u kompeticiju sa OF za aktivno mesto AChE,
kao i da terapija oksimom odrZava odredeni procenat AChE u aktivnom stanju i Stiti
je od “starenja” (Johnson i sar., 2000). Takode, dovoljno dugo davanje oksimske
terapije je neophodno zbog toga Sto OF, kao liposolubilne molekule, stvaraju depoe
u masnom tkivu, iz kojih se mogu postepeno oslobadati u cirkulaciju i produZiti
intoksikaciju (Eyer, 2003).

Oksimski reaktivatori su dizajnirani tako da odgovaraju aktivnom centru
AChE i obezbede defosforilaciju, Sto implicira i moguc¢u kompeticiju sa supstratom

enzima. Pokazano je da je konstanta disocijacije oksima sa kompleksa enzim-

10



supstrat oko 10 puta veca od konstante disocijacije oksima sa enzima bez supstrata
(Eyer i Worek, 2007). Akutna toksi¢nost oksima ispitivana je kod razlicitih in vivo
modela i pri razli¢itim nac¢inima davanja i nije nadena velika razlika u osetljivosti
malih oglednih Zivotinja, a srednje letalne doze pri intravenskoj (i.v) primeni su
priblizno dva puta manje od onih pri intramuskularnoj (i.m) (Marrs, 1991). Na
osnovu vrednosti srednjih letalnih doza kod pacova, najvecu im. toksi¢nost
poseduje trimedoksim (~0,2 mmol/kg), zatim obidokism, pa pralidoksim, dok je HI-
6 najmanje toksican (~2,2 mmol/kg) standardni oksim (Eyer i Worek, 2007). Postoje
nalazi i o formiranju toksi¢nog cijanida pri i.v. davanju HI-6 (100 uM) kod pasa, ali
je zakljuceno da to ne mora predstavljati potencijalnu opasnost, s obzirom na to da
svega 4% primenjene doze daje cijanid i da stopa eliminacije prevazilazi stopu
formiranja (Eyer i sar., 1987). Toksicnost oksima predstavlja ogranicavajuci faktor
za dostizanje njihove maksimalne terapijske koncentracije.

Pored gore pomenutih faktora koji uticu na reaktivatorsku efikasnost
oksima, dodatno na njihovu in vivo terapijsku efikasnost uti¢u farmakokinetika
oksima i toksikokinetika, ukljuCuju¢i (bio)perzistentnost OF. U ovom smislu
posebno znacajno mesto u istraZivanjima predstavlja prolazak oksima kroz krvno-
moZdanu barijeru (KMB) i efekat reaktivacije AChE u centralnom nervnom sistemu.
Iako se zbog hidrofilnih osobina oksima, za razliku od lipofilnih OF, ocekivala i
eksperimentalno pokazala njihova niska penetracija, postoje i dokazi o vecoj
permeabilnosti KMB u prisustvu OF i odredenom stepenu centralne reaktivacije
koja je takode znacajna (Bajgar i sar., 2007; Eyer, 2003; Kalasz i sar., 2015; Lorke i
sar., 2008b).

Osim reaktivaciji inhibirane AChE, terpijski efekat oksima je pripisivan i tzv.
“direktnim” efektima (van Helden i sar. 1996). In vitro studije dale su dokaze o
interakciji oksima sa holinergickim receptorima (Alkondon i sar., 1988; Amitai i sar.,
1980; Kloog i Sokolovsky, 1985; Kuhnen-Clausen, 1972, 1970; Kuhnen-Clausen i
sar.,, 1983; Tattersall, 1993). Ova hipoteza je potkrepljena eksperimentima na
glodarima, gde znacajan terapijski efekat oksima, prevnstveno HI-6, nije bio
povezan sa reaktivacijom AChE (Busker i sar., 1991; Melchers i sar., 1991; van
Helden i sar., 1991). Ipak, HI-6 nije uspeo da oporavi somanom blokiranu

neuromuskularnu transmisiju na interkostalnom misi¢u coveka, ¢ak pri supra-
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terapijskim koncentracijama (Seeger i sar., 2011; Tattersall i sar., 1998). Stoga se za
sada pretpostavlja da “direktni” efekti oksima mogu biti specificni za pojedine
ogledne vrste.

Najnovija istraZivanja mehanizama dejstva oksima, uzimaju u obzir i nalaze
da OF, pored inhibicije AChE, ometaju redoks procese u ¢elijama, i pretpostavila su
da antioksidativne osobine oksimskih reaktivatora mogu doprineti tretmanu
intoksikacija OF. Osnov za ovu hipotezu bili su in vitro nalazi da 3-(fenilhidrazono)-
butan-2-on oksim i butan-2,3-diontiosemikarbazon oksim znacajno “hvataju”
slobodne radikale (Puntel i sar, 2009, 2008). Takode, butan-2,3-
diontiosemikarbazon znacajno je smanjio bazalnu i prooksidansima indukovanu
lipidnu peroksidaciju u mozgu i jetri miSeva in vitro i ex vivo, a istovremeno ne
remeteCi ex vivo bazalne nivoe tiola ni aktivnost dehidrataze §-aminolevulinske
kiseline u mozgu, jetri i bubregu miSeva (Puntel i sar., 2009). Dodatno, ova dva
oksima pokazala su antioksidativnu aktivnost pri in vitro Cu2*-indukovanoj
oksidaciji lipoproteina male gustine i seruma, na osnovu Cega je po prvi put
pretpostavljen antiaterogeni efekat oksima (de Lima Portella i sar.,, 2008). Veci
antioksidativni kapacitet amido-karbonil oksima od sintetic¢kih antioksidanasa, kao
$to su butilovani hidroksianizol, butilovani hidroksitoluen i troloks, pokazan je in
vitro (Ozen i Tas, 2009). Do danas, svega nekoliko in vivo studija je ispitivalo
sposobnost i efikasnost piridinijumskih oksima da neutraliSu oksidativni stres
indukovan razli¢itim OF (Berend i sar., 2012; Aline P. da Silvai sar., 2008; dos Santos
isar, 2011; Pohanka i sar., 2009, 2011a). MoZe se ocekivati da ¢e sli¢na ispitivanja
u budu¢nosti zauzeti znacajno mesto u istraZivanjima oksimskih reaktivatora.

Eksperimentalne studije su pokazale kompleksnost farmako-toksikoloSkog
profila oksima i veliki broj faktora uticaja efikasnosti odnosno ogranicene
efikasnosti standardnih oksima kod trovanja OF.

Nezadovoljavajuca efikasnost postojec¢ih oksima je dovela do portage za
efikasnijim oksimima, a njihova nejednaka efikasnost prema strukturno razlicitim
OF i do portage za “univerzalnim” antidotom. Od vremena razvoja pralidoksima,
trimedoksima, obidoksima i azoksima sintetisan je ogroman broj potencijalnih
oksimskih reaktivatora (Gorecki i sar., 2017; Musilek i sar., 2007c; Petrova i

Bielavsky, 2001). IstraZivanja su provedena u Nemackoj, gotovo isklju¢ivo u
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laboratoriji prof. llse Hagedorn (Eyer, 2007), u SAD-u (Pang i sar., 2003), Holandjiji
(Benschopisar., 1979), Izraelu (Amitai i sar., 1995), Hrvatskoj (PrimoZic i sar., 2004;
Reiner i Simeon-Rudolf, 2006) i drugim zemljama. Jedinjenja novijeg datuma
sintetisana su od strane istrazivackih grupa u Ce$koj Republici (Kuca i sar., 2005;
Musilek i sar., 2011a), SAD-u (Garcia i sar., 2010; Kalisiak i sar., 2011, 2012; Radic i
sar., 2012; Siti sar., 2011), Holandiji (de Koning i sar., 2011), Francuskoj (Mercey i
sar., 2012), JuZnoj Koreji (Oh i sar., 2008, 2006; Yang i sar., 2007) i Indiji (Acharya i
sar., 2011b, 2011a). Fokus americkih, holandskih i francuskih istrazivaca je razvoj
oksima sa boljom penetracijom kroz KMB kako bi se omogucila efikasnija
reaktivacija AChE mozga. Dodatno, napori istraZivaca usmereni su i na razvoj
reaktivatora OF-inhibirane BuChE, kao pseudo-katalitickog “hvataca” (engl.
scavenger) OF (Kovarik i sar., 2010; Radici sar., 2013). Takode, izvesna istrazivanja
bavila su se razvojem ne-oksimskih reaktivatora i konjugovanih struktura oksima i
atropina kao multifunkcionalnih jedinjenja (Bhattacharjee i sar., 2012; Lovric i sar.,
2011).

Otkrice kristalne strukture AChE, tek 1991. godine, pokrenulo je i in silico
studije kvantitativnhog odnosa strukture i dejstva (engl. quantitative structure-
activity relationship, QSAR) u oblasti istrazivanja reaktivatora i omogucilo dublje
razumevanje kataliticCke aktivnosti enzima, interakcije sa OF i oksimom i
modelovanje struktura reaktivatora (Artursson i sar., 2009; Ashani i sar., 1995;
Ekstrom i sar., 2009, 2006; Grosfeld i sar., 1996; Kovalevsky i sar., 2016; Sanson i
sar., 2009; Sussman i sar., 1991; Wong i sar., 2000).

Idealan antidot bi trebalo da je efikasan u reaktivaciji inhibirane AChE, da
ima Sirok spektar dejstva, dobru bioraspoloZivost i nisku toksi¢nost, ali i
odgovarajucu rastvorljivost i stabilnost.

Medutim, postavilo se pitanje evaluacije novih antidota (Worek i Thiermann,
2013). Heterogenost eksperimenatalnih protokola znatno oteZava donoSenje
konzistentnih zakljuCaka. Veclina jedinjenja je ispitivana samo in vitro i sa
ogranicenim brojem OF jedinjenja. Nema ispitivanja dozne zavisnosti efekata i
poredenja efikasnosti ekviefektivnih doza oksimskih reaktivatora. Znacajan aspekt

je i veliki strukturni i hemijski diverzitet OF jedinjenja i njihovih kompleksa sa
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enzimom, koji dodatno komplikuje dizajn “univerzalnog” antidota. lako je odredeni

progres napravljen, joS uvek nije razvijen novi lek sa Zeljenim karakteristikama.

1.5.3. Oksimi K203 i K027

U poslednjoj dekadi istrazivanja ¢eSka grupa autora, na Celu sa prof. Kamil
Kucom i prof. Kamil Musilekom, sintetisala je oko 300 potencijalnih reaktivatora OF
inhibirane AChE, tzv. K-oksima (Gorecki i sar., 2017; Musilek i sar., 2011a). Medu
ovim eksperimentalnim oksimima po svojoj efikasnosti izdvojili su se oksim K203
((E)-1-(4-karbamoilpiridinijum)-4-(4-hidroksiiminometilpiridinijum)-but-2-en
dibromid) i K027 (1-(4-hidroksiiminometilpiridinijum)-3-(karbamoilpiridinijum)-
propan dibromid), koji su primarno sintetisani i testirani protiv NBOt-ova (Kuca i
sar., 2003a; Musileki sar., 2007b). Oksim K203 se pokazao potentnim reaktivatorom
AChE inhibirane tabunom in vitro i in vivo (Kassa i sar., 2008a; Musilek i sar., 2007b,
2007a; Musilek i sar., 2008a), kao i efikasnim u smanjenju letalnog ishoda kod
miSeva trovanih tabunom (Kassa i sar., 2008a; Kovarik i sar., 2009). U ovom pogledu
oksim K027 je pokazao ogranicen antidotski potencijal, ali je prevashodno pokazao
dobar reaktivatorski potencijal u odnosu na AChE inhibiranu OF pesticidima in vitro
(Kuca i sar., 2010). Dodatno, ovi oksimi su pokazali nisku akutnu toksi¢nost kod
glodara (Calié i sar.,, 2006; Kassa i sar., 2008a, 2009a, 2010; Lorke i sar., 2008c;
Musilek i sar., 2007b), $to je od znacaja narocito u situacijama potrebe za primenom
relativno visokih kumulativnih doza. Do sada medutim, nisu spovedena in vivo
ispitivanja njihove efikasnosti na modelu pesticida. Zbog toga postoji potreba da se
ispita efikasnost oksima K203 i K027 i kod akutnog trovanja organofosfatima koji
su strukturno razlic¢iti u odnosu na NBOt.

Analizom dosadasnjih rezultata istrazivanja moZe se pretpostaviti da oksimi
K203 i K027 jesu obecavajuci kandidati za dalja eksperimentalna ispitivanja koja bi

imala za cilj da se utvrdi njihova veca efikasnosti i/ili Siri spektar dejstva.
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2. HIPOTEZA I CIL] ISTRAZIVANJA

Na osnovu rezultata prethodnih istraZivanja pretpostavili smo da ¢e oksim
K027 pokazati bolju in vivo terapijsku i reaktivatorsku efikasnost od oksima K203
na modelu OF pesticida, kao i u poredenju sa oksimima standardno koriS¢enim u
eksperimentalnoj i klinickoj praksi. Pored inhibicije acetilhholinestraze, kao
specificnog mehanizma toksi¢nog dejstva u ciljnim tkivima, pretpostavili smo da OF
dodatno dovode do stanja oksidativnog stresa, te da, primena oksima moZze
obezbediti korekciju nastalog oksidativnog stresa.

Cilj istraZivanja u ovoj doktorskoj disertaciji bio je da se ispita potencijalna in
vivo terapijska i reaktivatorska efikasnost, kao i antioksidativni kapacitet oksima
K203 i K027 kod pacova akutno trovanih dihlorvosom (DDVP), kao modelom
pesticida, koji direkno inhibiraju AChE. Ispitivanja antidotske efikasnosti su
sprovedena pod istim eksperimentalnim uslovima i sa standardnim oksimima -
pralidoksimom, obidoksimom, trimedoksimom i azoksimom - u cilju poredenja sa
novosintetisanim oksimima K203 i K027.

U svrhu realizacije postavljenog cilja bilo je neophodno:

» ispitati terapijske indekse oksima i/ili atropina,

» ispitati potencijal oksima, kao i njihove kombinacije sa atropinom, u

reaktivaciji inhibirane AChE eritrocita, dijafragme i mozga,

» ispitati potencijal oksima, kao i njihove kombinacije sa atropinom, u

reaktivaciji BuChE plazme,

» ispitati potencijalni antioksidativni efekat oksima, kao i njihove

kombinacije sa atropinom, u plazmi, dijafragmi i mozgu,

» ispitati doznu zavisnost navedenih efekata oksima i

» ispititati znacaj i stepen povezanosti navedenih efekata oksima.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Eksperimentalne Zivotinje

Eksperimenti su izvodeni na laboratorijskim pacovima (Rattus norvegicus)
soja Wistar, muskog pola, nabavljenim na farmi za uzgoj eksperimentalnih Zivotinja
Vojnomedicinske akademije u Beogradu. Tokom perioda aklimatizacije od najmanje
sedam dana zZivotinje su negovane u vivarijumu Farmaceutskog fakultata
Univerziteta u Beogradu. Zivotinje su drzane u polikarbonatnim Kkavezima sa
Zitanim poklopcem (dimenzija 425x266x185 mm, Techniplast, Italija), najviSe po
pet randomno selektovanih Zivotinja u jednom kavezu, pri sobnoj temperaturi 22 *
2 °C, relativnoj vlaznosti 55 = 10% i dnevno/no¢nom ciklusu od 12 h (osvetljenje od
6 do 18 h). Zivotinje su sve vreme imale pristup hrani (potpuna smes$a za ishranu
laboratorijskog pacova sa 20% proteina, Veterinarski zavod Subotica) i vodi (sa
¢esme) ad libitum. Zivotinje su identifikovane pojedina¢no oznacavanjem rednog
broja pacova markerom po repu. Negovanje Zivotinja i tretmani sprovodeni su
tokom svetle faze dnevno/noc¢nog ciklusa. Eksperimentalne procedure su izvedene
na zivotinjama starosti osam nedelja, telesne teZzine 180-200 g. Zivotinje su
randomno opredeljene kontrolnoj grupi odnosno eksperimentalnim tretmanima.
Sve primenjene procedure bile su odobrene od strane Etickog komiteta za rad sa
eksperimentalnim Zivotinjama Univerziteta u Beogradu - Farmaceutskog fakulteta
(No. 323-07-00363/2017-05) i sprovedene su u skladu sa Zakonom o dobrobiti
zZivotinja R. Srbije (,Sl. Glasnik R. Srbije“, broj 41/09) i Pravilnikom o uslovima za
upis u registar za oglede na Zivotinjama i sadrZini i nainu vodenja tog registra,
programu obuke o dobrobiti oglednih Zivotinja, obrascu zahteva za odobrenje
sprovodenja ogleda na Zivotinjama, nainu nege, postupanja i liSavanja Zivota
oglednih Zivotinja, kao i o sadrZini i nacinu vodenja evidencije o drzanju,
reprodukciji, prometu, odnosno sprovodenju ogleda na Zivotinjama (,,SI. Glasnik R.

Srbije“, broj 41/10).
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3.2. Supstance i nacin davanja

Dihlorvos (DDVP) je dobijen na poklon od Chemical Agrosava d.o.o. (Beograd,
Srbija) i bio je Cistoce 98,8%.

Oksimi su sintetisani u saradnickoj laboratoriji profesora Kamil Kuca-e i Kamil
Musilek-a, Department of Chemistry, Faculty of Science, University of Hradec Kralove,
Ceska Republika. Cisto¢a kori$éenih oksima je analizirana tehnikom visoko-efikasne
tecne hromatografije i iznosila je >98%. Oksimi su ¢uvani na -20 °C.

Atropin-sulfat je nabavljen iz komercijalnih izvora (Sigma Chemical
Company, SAD).

Sve ostale koriS¢ene hemikalije i reagensi analitickog stepena Ccistoce
nabavljeni su iz komercijalnih izvora.

Strukturne formule, hemijska imena i molekulske mase ispitivanih supstanci
prikazani su u Tabeli 1.

Osnovni rastvor DDVP-a izraden je u izopropanolu (p.a, Centrohem, Srbija) i
dalje razblaZivan destilovanom vodom do Zeljene koncentracije ex tempore. Oksimi
i atropin-sulfat su rastvarani u destilovanoj vodi i razblaZivani do Zeljenih
koncentracija ex tempore. Sve ispitivane supstance su davane Zivotinjama u
zapremini 1 mL/kg.

Rastvor DDVP-a je davan supkutano (s.c), dok su rastvor oksima i rastvor

atropin-sulfata davani intramuskularno (i.m).
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Tabela 1. Strukturne formule, hemijska imena i molekulske mase organofosfata dihlorvosa

i ispitivanih oksima

Strukturna formula

Hemijsko ime

masa
(g/mol)

Molekulska

e v

Dihlorvos (DDVP)
0,0-dimetil-0-2,2-
dihlorovinilfosfat

220,98

HON 0

HON< 28:°

\N/\ /\

HON _NOH

ZCI

_NOH

NH,

K027

1-(4-
hidroksiiminometilpiridinijum
)-3-(4-karbamoilpiridinijum)-
propan dibromid

K203

(E)-1-(4-

2 karbamoilpiridinijum)-4-(4-
hidroksiiminometilpiridinijum
)-but-2-en dibromid

Obidoksim (LiiH-6)

1,1'- oksidimetilen-bis-(4-
hidroksiiminometilpiridinijum
) dihlorid

Trimedoksim (TMB-4)

1, 3-bis (4-
hidroksiiminometilpiridinijum
)-propan dibromid

Pralidoksim (2-PAM)
2-((hidroksiimino)-metil)-1-
metilpiridinijum mesilat

Azoksim (HI-6)

1-(2-
hidroksiiminometilpiridinijum
)-3-(4-karbamoilpiridinijum)-
2-oksapropan dihlorid
monohidrat

446,14

458,15

359,21

443,98

232,26

377,22

« HzS0,4
«Hz0

Atropin-sulfat

(8-metil-8-
azabiciklo(3.2.1)okt-3-il) 3-
hidroksi-2-fenilpropanoat
sulfat monohidrat

676,80
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3.3. Eksperimentalni dizajn i procedure

3.3.1. Ispitivanje akutne toksi¢nosti oksima

Cetiri do $est grupa eksperimentalnih Zivotinja (5-8 pacova po grupi)
tretirane su rastu¢im dozama oksima i.m. ili DDVP-a s.c. Na osnovu broja uginulih
Zivotinja u toku 24 h od tretmana u svakoj grupi i primenjenih doza, po metodi
Litchfielda i Wilcoxona (1949) (Litchfield i Wilcoxon, 1949), izraCunate su srednje

letalne doze (LDso) sa 95% - nim granicama pouzdanosti.

3.3.2. Ispitivanje terapijskog efekta oksima

Cetiri do $est grupa eksperimentalnih Zivotinja (5-8 pacova po grupi)
tretirane su oksimom i.m. u dozi 5% LDso (oksim K203 35,6 umol/kg, oksim K027
126,3 pmol/kg; obidoksim 24,3 pumol/kg; trimedoksim 25,6 umol/kg; pralidoksim
61,8 umol/kg; azoksim 105,9 pmol/kg) i/ili atropinom im. u dozi 10 mg/kg,
neposredno nakon tretmana rastu¢im dozama DDVP-a (s.c). Na osnovu broja
uginulih Zivotinja u toku 24 h od tretmana u svakoj grupi i primenjenih doza DDVP-
a, po metodi Litchfielda i Wilcoxona (1949), izracunate su srednje letalne doze
(LDso) DDVP-a u prisustvu antidota sa 95% - nim granicama pouzdanosti. Efikasnost
antidota je izraZena kao terapijski indeks (TI), koji je izaCunat prema sledecoj

formuli: Tlantidota = LD50 (DDVP+antidot) / LD50 (DDVP).

3.3.3. Ispitivanje reaktivatorskog efekta oksima

Grupe eksperimentalnih Zivotinja (5 pacova po grupi) tretirane su oksimom
im. u dozi 5% LDso (oksim K203 35,6 umol/kg, oksim K027 126,3 pmol/kg;
obidoksim 24,3 pumol/kg; trimedoksim 25,6 pmol/kg; pralidoksim 61,8 pmol/kg;
azoksim 105,9 pmol/kg) i/ili atropinom i.m. u dozi 10 mg/kg, neposredno nakon
davanja DDVP-a s.c. u dozi 75% LDso. Dodatno, kontrolna grupa Zivotinja (5 pacova
u grupi) nije bila tretirana, dok je jedna grupa Zivotinja (5 pacova u grupi) tretirana
samo DDVP-om na isti naCin kao i grupe sa antidotskim tretmanom. Tretmani su

izvodeni izmedu 8 i 9 h ujutru. Zivotinje su humano eutanazirane 60 minuta nakon
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tretmana ugljen-dioksidom. Sakupljani su slede¢i uzorci: krv, celi mozgovi i miSi¢ni
deo dijafragme. Pojedinacni uzorci su analizirani odmah nakon sakupljanja u cilju
odredivanja aktivnosti acetilholinesterase (AChE), dok su delovi tkiva, kao i uzorci
prethodno odvojene plazme neposredno po uzorkovanju zamrzavani u te¢nom
azotu, a potom, istog dana, prebaceni i ¢uvani na -80 °C (Evosafe VF 120-86E,
Snijders, Holandija) do daljih analiza butirilholineasteraze i biomarkera

oksidativnog stresa.

3.3.3.1. Odredivanje aktivnosti acetilholinesteraze u eritrocitima

Krv je vadena intrakardijalnom punkcijom i sakupljana u hepariniziranim
epruvetama. Uzorci krvi su centrifugirani 3000 xg tokom 15 minuta, nakon c¢ega su
eritrociti odvojeni od plazme. Eritrociti su ispirani tri puta u fizioloSkom rastvoru
(0,9% NaCl) i hemolizovani u destilovanoj vodi u odnosu 1:600 (v/v). Aktivnost
AChE je odredivana spektrofotometrijski (Ellman i sar., 1961). U 1mL hemolizata
eitrocita dodavano je 0,8 mL fosfatnog pufera pH 7,4 i 0,1 mL indikatora 5,5'-
ditiobis-(2-nitro-benzoeva kiselina) (DTNB, Sigma-Aldrich, 99%, osnovni rastvor je
sadrzao 19,82 mg DTNB, 10 mg natrijum-hidrogenkarbonatai 1 mL etanolau 10 mL
destilovane vode). Smesa je inkubirana 1 minut na 25 °C. Po dodatku 0,1 mL
substrata acetiltioholin jodida (ACSh], Acros Organics, 98%) krajnje koncentracije
1,75 mM (osnovni rastvor 35 mM), merena je promena apsorbancije na 412 nm
koriste¢i Cary60 UV- VIS spektrofotometar uz Cary single cell Peltier, dodatak za
temperaturno kontrolisana merenja (Agilent Technologies, SAD). Aktivnost enzima
je izracunata po formuli:

AA/min x (§ x 1)1 x Vuk x Vuz1 x razblaZenje = aktivnost [pmol hidrolizovanog
acetiltioholin jodida/min po mL eritrocita]
gde je £ molarni apsorpcioni koeficijent (1,36 mL/umol-cm), I duZina optickog puta

(1 cm), Vuk ukupna zapremina reakcione smese i Vuzzapremina uzorka.

3.3.3.2. Odredivanje aktivnosti acetilholinesteraze u dijafragmi i mozgu

Uzorci dijafragme i mozga homogenizovani su u fizioloSkom rastvoru (0,9%

NaCl) u odnosu 1:191i 1:3 (m/v), redom, koriste¢i homogenizator T10 basic ULTRA-
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TURRAX (IKA, Nemacka). Aktivnost AChE u homogenatima dijafragme i mozga je
odredivana spektrofotometrijski (Ellman i sar.,, 1961; Wilhelm, 1968). U 2,5 mL
DTNB-a (osnovni rastvor je sadrzao 74,4 mg u 10 mL fosfatnog pufera pH 7,4, a radni
je dobijen razblazivanjem osnovnog u fosfathom puferu u odnosu 1:50) je dodavano
0,02 mL homogenata mozga, ili u 2,3 mL DTNB-a je dodavano 0,2 mL homogenata
dijafragme. Smesa je inkubirana 5 minuta na 25 °C. Po dodatku 20 ul supstrata
acetiltioholin jodida (ACSh], Acros Organics, 98%) krajnje koncentracije 1 mM
(osnovni rastvor 135 mM), merena je promena absorbancije na 410 nm Kkoristeci
Cary60 UV-VIS spektrofotometar uz Cary single cell Peltier, dodatak za
temperaturno kontrolisana merenja (Agilent Technologies, SAD). Aktivnost enzima
je izracunata po formuli:

AA/min x (§ x 1)1 x Vuk x Vuz1 x razblaZzenje = aktivnost [pmol hidrolizovanog
acetiltioholin jodida/min po g tkiva]

gde je € molarni apsorpcioni koeficijent (1,36 mL/umol-cm), | duzina optickog puta

(1 cm), Vuk ukupna zapremina reakcione smese i Vuzzapremina uzorka.

3.3.3.3. Odredivanje aktivnosti butirilholinesteraze u plazmi

Aktivnost butirilholinesteraze u uzorcima plazme odredena je koriS¢enjem
komercijalno dostupnog reagensa za odredivanje holinesteraza (COD 11589,
BioSystems S.A., Spanija) sa butiriltioholinom kao supstratom prema uputstvu
proizvodaca. Promena apsorbancije tokom vremena merena je na 405 nm na
analizatoru ILAB 300 Plus (Instrumentation Laboratory, Milano, Italija). Aktivnost
enzima je izracunata po formuli:

AA/min x (§ x 1)1 x Vuk X Vuz1 x 106 = aktivnost [U/L plazme]
gde je & molarni apsorpcioni koeficijent na 405 nm 927, | duzina optic¢kog puta (1
cm), Vuk ukupna zapremina reakcione smese i Vuz zapremina uzorka, a 1U = 1 umol

hidrolizovanog supstrata/min.

3.3.4. Ispitivanje antioksidativnog efekta oksima

I[stim eksperimentalnim dizajnom kao za ispitivanje reaktivatorskog efekta

oksima ispitan je antioksidativni potencijal atropina i/ili oksima u uzorcima plazme,
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dijafragme i mozga. U tom cilju odredeni su slede¢i biomarkeri oksidativo-
antioksidativnog statusa: prooksidativni biomarkeri - superoksidni anjon (02" 7) i
totalni oksidativni status (TOS); enzimski i neenzimski antioksidativni biomarkeri -
aktivnost enzima superoksid dismutase (SOD), ukupne sulfhidrilne grupe (-SH),
totalni antioksidativni status (TAS) i aktivnost enzima paraoksonaze (PON), kao i
pokazatelji opterecenja tkiva oksidativnim stresom - prooksidativno oksidativni
balans (PAB) i indeks oksidativnog stresa (OSI). Dodatno, kao mera oksidativnog
oStecenja tkiva odredeni su malondialdehid (MDA), proizvod procesa lipidne
peroksidacije i uznapredovali produkti oksidacije proteina (engl. advanced
oxidation protein products, AOPP).

Svi koriS¢eni reagensi analitickog stepena cistocCe bili su nabavljeni iz komercijalnih
izvora. Spektrofotometrijske metode za odredivanje 02", TAS, TOS, -SH, SOD, PON,
AOPP su prilagodene i implementirane na analizatoru ILAB 300 Plus analyzer
(Instrumentation Laboratory, Italija) (Kotur-Stevuljevic i sar., 2015, 2008).
Spektrofotometrijsko merenje MDA i proteina u crude homogenatu, kao i proteina u
plazmiizvedeno je na spektrofotometru Cary60 UV-VIS (Agilent Technologies, SAD).
Metoda odredivanja PAB-a je izvedena na ELISA ploc¢i, a merenje na ELISA c¢itacu

(Pharmacia LKB, Austrija).

3.3.4.1. Priprema homogenata tkiva

Nakon nepotpunog odmrzavanja, brzim postupkom na ledu (0 - 4 °C),
priprema tkiva dijafragme i mozga za analize vrSena je homogenizacijom 0,2- 0,4 g
uzorka u hladnom fosfatnom puferu (0,1 M, pH 7,4, koji sadrZzi 1,15% KCI) u odnosu
1:9 (v/v) koriste¢i homogenizator T10 basic ULTRA-TURRAX (IKA, Nemacka) (Pawa
i Ali, 2004). Deo homogenata je odvojen u ependorf tube i koris¢en za odredivanje
MDA. Ostatak homogenta je podvrgnut diferencijalnom centrifugiranju na +4 °C1i to
prvo na 800 xg tokom 10 minuta, a zatim na 9500 xg tokom 20 minuta ¢ime je
dobijen postmitohondrijalni supernatant. Postmitohondrijalni supernatant je
odvajan u ependorf tube i koriS¢en za odredivanje svih ostalih biomarkera

oksidativnog stresa.
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3.3.4.2. Odredivanje biomarkera oksidativnog stresa

3.3.4.2.1. Odredivanje superoksidnog anjona

Za odredivanje superoksidnog anjona (02" ~) primenjena je metoda po
(Auclair i Voisin, 1985), gde 02" ~ redukuje nitro grupu aromati¢nog jedinjenja
nitroblue-tetrazolijuma (NBT, 2,2’-di-p-nitrofenil-5,5’-difenil-3,3’-(3,3’-dimetoksi-
4,4’-difenilen)-ditetrazolijum hlorid) do mono- i diformazana. Diformazan Kkoji
nastaje potpunom redukcijom NBT-a, je nerastvorljiv u vodi i zbog toga je
neophodno dodati Zelatin (0,1 mg/mL), koji odrZava diformazan u rastvornom
obliku u 1 mM NBT-u. Da bi redukcija NBT-a do diformazana bila potpuna i
odgovarajuca za merenje, neophodno je inhibirati spontanu dismutaciju kiseonika
koja kompetira reakciji redukcije NBT-a. To se postize smanjenjem pritiska
kiseonika u medijumu, a kroz uvodenje azota pod pritiskom u trajanju od 1 h u NBT
reagens. Reakcioni medijum cinio je 0,05 M fosfatni pufer pH 8,6 (uz 0,1 mM EDTA).
Brzina promene boje Zutog NBT-a u plavi formazan predstavlja nivo stvaranja 02"~
i meri se spektrofotometrijski na 550 nm. Koncentracija se izrazava u jedinicama

umol redukovanog NBT /min/L.

3.3.4.2.2. Odredivanje totalnog oksidativnog statusa

Totalni oksidativni status (TOS) odreden je metodom po Erel-u (2005), koja
se zasniva na principu da ukupni oksidansi, kao $to su vodonik-peroksid i lipidni
hidroperoksidi, oksiduju fero jon-ortodianizidin kompleks u feri jon. Reagens se
sastojao od 5 mM feroamonijum sulfata i 10 mM o-dianizidin dihidrohlorida.
Reakcija oksidacije je olakSana glicerolom (1,35 M) u reakcionom medijumu. U
drugoj fazi reakcije nastali feri jon reaguje sa ksilenol-oranZom (150 uM) u kiseloj
sredini pri Cemu nastaje obojeni kompleks koji se meri spektrofotometrijski na 560
nm. Kao standard koriS¢en je vodeni rastvor vodonik-peroksida u opsegu
koncentracija od 10 do 200 uM. Koncentracija se izraZava u jedinicama pmol H202

Equiv/L.
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3.3.4.2.3. Odredivanje totalnog antioksidativnog statusa

Totalni antioksidativni status (TAS) odreden je metodom po Erel 2004, koja
koristi kao hromogen 2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolidin)-6-sulfonat (ABTS).
Redukovan ABTS (10 mM) se najpre oksiduje do obojenog ABTS* katjona uz vodonik-
peroksid (2 mM) u kiselom medijumu (acetatni pufer, 30 mM, pH 3,6). U prisustvu
antioksidanasa u uzorku obojeni ABTS* katjon se redukuje do bezbojnog ABTS-a Sto se
manifestuje smanjenjem intenziteta boje ABTS rastvora na 660 nm. Intenzitet boje
obrnuto je srazmeran koncentraciji prisutnih ukupnih antioksidanasa u uzorku. Kao
standard koriS¢en je hidrosolubilni analog vitamina E - Trolox (6 - hidroksi - 2,5,7,8 -
tetrametilhroman - 2 - karboksilna kiselina), rastvoren u fosfatnom puferu (30 mM, pH

7,4). Koncentracija se izrazava u jedinicama pmol Trolox Equiv/L.

3.3.4.2.4. Odredivanje aktivnosti superoksid-dismutaze

Aktivnost superoksid-dismutaze (SOD, EC 1.15.1.1) odredena je po metodi
(Misra i Fridovich, 1972), koja se zasniva na sposobnosti enzima da inhibira
spontanu autooksidaciju adrenalina u baznoj sredini (karbonatni pufer 0,05 mM,
pH 10,2) na 25 °C. Aktivnost SOD-a se dobija merenjem apsorbancije nastalog
crvenog proizvoda oksidacije adrenalina na 480 nm, bez prisustva SOD (kontrola) i
u prisustvu SOD (analiza). Koncentracija adrenalina (osnovni rastvor: 10 mM u 15
mM HCI) je razblazivana 15 mM HCl do koncentracije koja je dala u kontroli
promenu apsorbancije 0,025 U/min, jer je utvrdeno da SOD tada postiZe najveci
procenat inhibicije autooksidacije adrenalina. Jedna jedinica aktivnosti SOD (U) se
definiSe kao aktivnost enzima koja izaziva 50% inhibicije autooksidacije adrenalina.
Aktivnost SOD se izrazava kao procenat inhibicije autooksidacije adrenalina u

jedinicama U/L.

3.3.4.2.5. Odredivanje ukupnih sulfhidrilnih grupa

Ukupne sulfhidrilne grupe (-SH) odredene su metodom po (Ellman, 1959) u
kojoj alifatic¢ni tioli u baznoj sredini (0,2 M K2HPO4, 2 mM EDTA, pH 9,0) reaguju sa
2,2'-dinitro-5,5'-ditio-benzoevom kiselinom (DTNB, 10 mM u 50 mM fosfatnom
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puferu, pH 7,0) pri ¢emu nastaje obojeni p-nitrofenol, koji se odreduje

spektrofotometrijski na 412 nm. Jedan mol tiola daje jedan mol p-nitrofenola.

3.3.4.2.6. Odredivanje aktivnosti paraoksonaze u plazmi

Aktivnost paraoksonaze (PON1, EC 3.1.8.1) je odredena metodom po
Richter-u i sar. (1999), koja se zasniva na delovanju enzima na supstrat paraokson
(1,2 mM, Chem Service, SAD) u baznom medijumu (10 mM Tris-HCl, pH 8,5, 2 mM
CaCl2) na 25 °C, pri ¢emu nastaje p-nitrofenol, ¢ija absorbancija se meri na 405 nm.

Aktivnost se izrazava u jedinicama pmol stvorenog p-nitrofenola/min/L.

3.3.4.2.7. Odredivanje prooksidativnho-antioksidativnog balansa u plazmi

Prooksidativno-antioksidativni balans (PAB) odreden je po modifikovanoj
metodi (Alamdari i sar., 2007). Hromogen 3,3',5,5'- tetrametillbenzidin (TMB, 0.6%
u dimetilsulfoksidu) reaguje istovremeno i sa prooksidansima (H202) i sa
antioksidansima (mokra¢nom kiselinom) prisutnim u uzorku. Enzim peroksidaza
katalizuje reakciju H202 i hromogena kada nastaje oksidovani TMB kao plavo
obojeni proizvod. Reakcija mokra¢ne kiseline i hromogena nije enzimski
katalizovana i tada se TMB redukuje do bezbojnog proizvoda. Neto reakcija
predstavlja upravo razliku dva suprotna oksido-redukciona procesa na istom
hromogenu, a intenzitet obojenja odgovara koncentraciji H202 u antioksidativnom
okruzenju. Kalibracija reakcije se izvodi sa standardnim rastvorima, izradenim sa
rastvorima H202 (1mM) i mokraéne kiseline (6 mM in 10 mM NaOH) u razli¢itim
odnosima (0-100%). Apsorbancija na 450 nm je srazmerna ravnoteZi izmedu
prisutnih oksidanasa i antioksidanasa. Vrednosti PAB-a se izraZavaju u arbitrarnim
jedinicama - HKU (vodonik-peroksid komplementarne jedinice), koje predstavljaju

procenat H202 u standardnim rastvorima.

3.3.4.2.8. Odredivanje koncentracije malondialdehida

Malondialdehid (MDA) je odreden metodom po (Girotti i sar., 1991), koja se
zasniva na tome da krajnji proizvodi lipidne peroksidacije mogu da reaguju sa

tiobarbiturnom kiselinom (TBA) i obrazuju crveno-obojeni kompleks. Nakon
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inkubacije smeSe uzorka i TBA-reagensa (15% trihlorsiréenta kiselina, 0,375%
tiobarbiturna kiselina i 0,25 M HCI) na 100 °C tokom 5 minuta, hladenja na ledu i
centrifugianja pri 10 000 xg tokom 10 minuta na +4 °C, apsorbancija je merena na

535 nm. Koncentracija se izraZava u jedinicama pmol/L.

3.3.4.2.9. Odredivanje koncentracije uznapredovalih proizvoda oksidacije
proteina

Uznapredovali proizvodi oksidacije proteina (engl. advanced oxidation
protein products, AOPP) odredeni su metodom po (Witko-Sarsat i sar., 1996).
Spektralnom analizom razblaZenog uzorka fosfatnim puferom (20 mM, pH 7,4) u
opsegu talasnih duZina 200-400 nm uocava se karakteristican pik oko 340 nm.
Dodavanjem glacijalne sircetne kiselina i kalijum jodida (1,16M) dolazi do promene
apsorbancije koja se meri na 340 nm. Koncentracija AOPP se izrazava preko
ekvivalenata hloramina T koji se koristi za izradu standardne krive (10-100
umol/L), pri ¢emu njegova apsorbanca linearno raste sa porastom koncentracija.

Jedinice izrazavanja AOPP su umol/L ekvivalenata Hloramina T.

3.3.4.2.10. Odredivanje koncentracije proteina u dijafragmi i mozgu

Proteini su odredivani metodom po (Bradford, 1976), koja se zasniva na
vezivanju boje Coomassie Brilliant Blue G-250 za molekul proteina u uzorku, pri
¢emu dolazi do pomeranja apsorpcionog maksimuma boje sa 465 na 595 nm. Kao

standard koriscen je govedi serumski albumin (Sigma-Aldrich, 298%).

3.3.4.2.11. Odredivanje koncentracije proteina u plazmi

Proteini u plazmi odredeni su biuretskom methodom (Burtis i sar., 2012),
koja se zasniva na reakciji proteina iz uzorka sa bakar (II) jonom u alkalnoj sredini
pri ¢emu nastaje obojen kompleks sa apsorpcionim maksimumom na 545 nm.
Metoda je izvedena pomoc¢u komercijalno dostupnog reagensa Biuret (COD 11500,
BioSystems S.A., Spanija) prema uputstvu proizvodaca. Kao standard Kkori$éen je

govedi serumski albumin (Sigma-Aldrich, 298%).

26



3.3.4.2.12.  Izracunavanje indeksa oksidativnog stresa

Indeks oksidativnog stresa (OSI) izracunavan je kao koli¢nik biomarkera TOS

i TAS, i predstavlja neimenovan broj (Aycicek i Erel, 2007).

3.3.5. Ispitivanje dozne zavisnosti antidotskih efekata oksima K203 i K027

Nakon inicijalnog ispitivanja reaktivatorskog i antioksidativnog potencijala
oksima primenjenih u dozi 5% LDso, u cilju ispitivanja dozne zavisnosti ovih efekata
oksima K203 i K027, istim eksperimentalnim protokolima, odredeni su intenziteti
efekata joS cCetiri doze K-oksima. Grupe eksperimentalnih Zivotinja (5 pacova po
grupi) tretirane su oksimom i.m. u dozama 1,25; 2,5; 5; 25 i 50% LDso (za oksim
K203 9, 17, 35,179 i 358 umol/kg; za oksim K027 31, 63, 126, 632, 1264 pmol/kg)
i/ili atropinom i.m. u dozi 10 mg/kg, neposredno nakon davanja DDVP-a s.c. u dozi

75% LDso.
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3.4. Statisticka obrada podataka

Vrednosti srednjih letalnih doza (LDso) oksima, dihlorvosa i dihlorvosa uz
antidotski tretman, sa 95% granicama pouzdanosti, izra¢unate su prema metodi
Litchfield i Wilcoxon (1949) korisS¢enjem softvera PHARM (Pharmacologic
Calculation System, ver.4.0, 1986 Springer-Verlag, New York, SAD). KoriS¢enjem
istog softvera i prema istoj metodi utvrdena je statisticka znacajnost razlika
efikasnosti antidotskih tretmana na osnovu odnosa potentnosti izracunatih LDso
(engl. potency ratio test).

Za ispitivanje statistiCke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
odredivanih biomarkera izmedu razliCitih tretmana u zavisnosti od distribucije
podataka koriSéeni su jednofaktorska analiza varijanse - ANOVA i post-hok LSD test
ili Kruskall-Wallise-ov test praten Mann-Whitney U testom. Veli¢ina efekta za
biomarkere oksidativnog stresa izraZzena u %, izraCunavana je prema formuli
(Z/\/n)x100, gde je Z vrednost parametra Mann-Whitney U testa, a n ukupan broj
uzoraka za dve poredene grupe. Podaci su analizirani softverom SPSS 18.0 (SPSS Inc.
Chicago, Illinois), a za graficko prikazivanje rezultata koriS¢en je softver GraphPad
Prism 6.01 (La Jolla, CA, USA).

U svim statistickim testovima znacajnim je smatrana vrednost p<0,05, dok
trend oznacava p vrednost izmedu 0,05 i 0,1 (moZe biti od bioloSkog znacaja).

Za kvantitativnu statisticku analizu odnosa doza-efekat metodologijom
Benchmark doze (engl. Benchmark dose, BMD) (Slika 3), koriS¢en je softver PROAST
verzija 65.5 (Dutch National Institute for Public Health i the Environment (RIVM),
Bilthoven, Holandija) (Crump, 1984; Slob, 2002a). Softver PROAST koristi Akaike
information criterion (AIC) da odabere optimalan model unutar eksponencijalne i/ili
Hill-ove familije modela na osnovu najmanje AIC vrednosti (EFSA, 2017, 2009).
Ukratko, trend dozne zavisnosti je potvrden ako je AIC vrednost modela manji od
AIC vrednosti specificnog null modela za vise od dve jedinice (AICmin<AICnun-2). Null
model opisuje situaciju kada ne postoji dozno zavistan trend, odnosno kriva doza-
efekat predstavlja horizontalnu liniju (y=a) i pokazuje tedenciju najvece AIC
vrednosti. Dalje, model sa najmanjom AIC vrednoS¢u ne sme biti ve¢i od AIC

vrednost specificnog full modela za vise od dve jedinice (AICmin<AICfn+2). Full
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model opisuje dozno zavisan trend izmerenog intenziteta efekta kao takvog, bez
pretpostavke o bilo kakvom specificnom odnosu doza-efekat i pokazuje tendenciju
najmanje AIC vrednsti.

U matemati¢kim jednacinama modela, y predstavlja intenzitet efekta, x
predstavlja dozu, dok su konstante var, a, b, c i d parametri krive koja je dobijena
fitovanjem modela podacima doza-efekat (x-y). Parametar var predstavlja varijansu
unutar grupe, parametar a predstavlja efekat pri nultoj dozi tzv. background efekat
(parametar vertikalnog polozZaja krive), parametar b predstavlja potentnost
hemikalije (parametar horizontalnog poloZaja krive), parametar c predstavlja
maksimalni intenzitet efekta (M=c za rastuce krive, M=1/c za opadajuce krive) u
odnosu na nivo background efekta (parametar oblika krive) i parametar d
predstavlja strmost krive (parametar oblika krive).

U analizama je koris¢en kombinovani BMD pristup sa kovarijansom, gde je
tip oksima smatran kovarijansom, odnosno faktorom uticaja na krivu doza-efekat.
Ovakva analiza identifikuje parametre modela koji su znacajno razliciti ili jednaki
izmedu dve krive doza-efekat (Slob, 2002).

Benchmark doza (BMD) je doza koja je izraCunata iz modela doza-efekat za unapred
definisanu veli¢inu promene efekta (porasta ili smanjenja), tzv. Benchmark odgovor
(engl. Benchmark response, BMR).

U PROAST izveStaju za kontinuirane podatke, koriste se termini veli¢ina
kriti¢nog efekta (engl. critical effect size, CES) i doza kriticnog efekta (engl. critical
effect dose, CED) umesto termina Benchmark odgovor (engl. Benchmark response,
BMR) i Benchmark doza (engl. Benchmark dose, BMD), redom (Slob i Pieters, 1998),
i stoga su koriS¢eni u ovoj disertaciji.

Interval pouzdanosti CED je ograni¢en donjom (engl. lower, CEDL) i gornjom
(engl. upper, CEDU) granicom i iznosi 90% (standardna vrednost u PROAST
softveru), a njihov odnos CEDU/CEDL predstavlja meru preciznosti izraCunate CED
(Slob, 2014a).

Grafici koji prikazuju intervale pouzdanosti parametara krivih, kao i
izraCunatih CED, su koriS¢eni za poredenje razlika sa ciljem uzimanja u obzir i

preciznosti, tako da se dve krive doza-efekat smatraju statisticki razlicitim u onom
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parametru Ciji se intervali pouzdanosti ne preklapaju (Bemis i sar., 2016; Wills i sar.,
2017,20164a, 2016Db).

CES se definise kao veli¢ina promene u srednjoj vrednosti efekta, izraZzena u
procentima, u odnosu na veli¢inu tzv. background efekta, tj. veli¢inu efekta pri nultoj
dozi. Efekat-specificne vrednosti CES su izrac¢unavane Koristeéi statisticki metod
uspostavljen od strane Wout Slob-a (2017) i zasnovan na opstoj teoriji o veli¢ini
efekta datoj u istom radu.

Model iz eksponencijalne familije koji izracunava faktor relativne
potentnosti (engl. relative potency factor, RPF) je koriS¢en sa ciljem kvantifikovanja
razlike u potentnosti CED jedne supstance u odnosu na drugu referentnu supstancu.
U ovom modelu, CED jednog oksima se izrazava kao RPF u odnosu na CED
referentnog oksima (RPFoksima=CEDreferentnog oksima/ CEDoksima, RPF>1, ve¢a potentnost,
manja CED). Ovim modelom dobijen je i 90% interval pouzdanosti vrednosti RPF.

U cilju kvantifikovanja promene efekta u funkciji doze, izraCunavan je CED
odnos, kao koli¢nik CED za efekat jakog i efekat umerenog intenziteta (Slob i Setzer,

2014).

g Parametar Znacenje
s var Varijansa
8 a Efekat pri nultoj dozi
% i (engl. background effect)
2 b Potentnost
¢ Maksimalni efekat
________________________ d Strmostkrive
i S CES Veli¢ina kriti¢nog efekta
f (engl. critical effect size)
CES i CED Doza kriticnog efekta
J ' (engl. critical effect dose)
E CEDL Donja granica
E pouzdanosti doze
i (engl. lower, CEDL)
e . — YVvYy : CEDU Gornja granica
log10-dose CEDL CED CEDU pouzdanosti doze

CED confidence interval (engl' upper, CEDU)

Slika 3. Sematska ilustracija metodologije Benchmark doze na hipotetickom setu
kontinuiranih podatakai znacenje termina u legendi sa desne strane PROAST grafika. Efekat
i doza su prikazani na log10 skali. Trouglovi predstavljaju geometrijske sredine izmerenog
efekta sa 90% intervalom pouzdanosti (vertikalne pune linije) pri rastu¢im ispitivanim
dozama. Puna kriva linija predstavlja fitovan model zavisnosti doza-efekat. Isprekidane
krive linije predstavljaju 90% donju i gornju granicu pouzdanosti fitovane krive doza-
efekat, a njihovi preseci sa horizontalnom isprekidanom linijom predstavljaju 90% donju i
gornju granicu pouzdanosti doze kriticnog efekta.
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4. REZULTATI

4.1. Akutna toksicnost oksima

Akutna im. toksicnost oksima se smanjivala slede¢im redosledom:
obidoksim > trimedoksim > K203 > pralidoksim > azoksim > K027 (Tabela 2). Oba
eksperimentalna oksima, K203 i K027, su pokazala manju toksi¢nost od obidoksima
i trimedoksima. Najmanje toksican oksim K027 pokazao je oko pet puta manju
toksi¢nost od najtoksic¢nijeg obidoksima. Prvi simptomi trovanja pacova oksimima
javljali su se ubrzo nakon davanja. Generalno, fascikulacija misi¢a i tremor javljali su
se uroku 5-10 minuta od tretmana. Centralni simptomi, kao $to su ataksija, dispneja
i tremor, zatim nikotinski, fascikulacije, kao i muskarinski simptomi, salivacija,
trajali su tokom 30-60 minuta od tretmana. Zivotinje su uginjavale u roku 30-50
minuta od tretmana oksimima, a stopa smrtnosti se nije menjala nadalje do 24 h. Sve

Zivotinje koje nisu uginule oporavile su se tokom 24-¢asovnog perioda posmatranja.

Tabela 2. Srednje letalne doze (LDso, i.m) oksima kod muZjaka Wistar pacova

LDso 95% granice
Oksim (mmol/kg) pouzdanosti
K203 0,71 0,58-0,88
K027 2,53 2,00-3,19
obidoksim 0,49 0,36-0,65
trimedoksim 0,51 0,50-0,53
pralidoksim 1,24 1,10-1,39
azoksim 2,12 1,83-2,45

Kod muZjaka Wistar pacova, kojima je supkutano injiciran samo DDVP, javio
se Sirok spektar dozno zavisnih klinickih znakova toksi¢nosti. Generalno, misi¢ne
fascikulacije i tremor javljali su se 1-2 minuta po injiciranju DDVP-a, dok su se
konvulzije javljale 3-4 minuta kasnije. Tokom akutne faze intoksikacije kod svih
Zivotinja uocavana je lakrimacija, salivacija, nakostreSenost dlake, dispneja i pojava
tzv. Straubovog repa. Letalni efekat se javljao u roku 20-30 minuta od tretmana, a
stopa smrtnosti se nije menjala nadalje do 24 h. Zivotinje koje nisu uginule oporavile

su se tokom 24-Casovnog perioda posmatranja, ali je tremor bio prisutan pribliZno
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Cetiri sata. Vrednost srednje supkutane letalne doze DDVP-a sa 95% granicama

pouzdanosti iznosila je 8,9 (8,2-9,8) mg/kg, odnosno 40 (37-44) pumol/kg.

4.2. Terapijski potencijal oksima kod pacova trovanih dihlorvosom

Oksim K027 je bio najefikasniji u smanjivanju akutne toksi¢nosti DDVP-a,
obezbedujici stopu preZivljavanja Zivotinja 50% pri dozi koja odgovara ¢ak 21xLDso
DDVP-a (Tabela 3). Terapijska efikasnost oksima K203 (TI=7,1) bila je ve¢a od
efikasnosti trimedoksima, pralidoksima i azoksima, navedenih redosledom
opadajucih vrednosti terapijskih indeksa. Ipak, statisticki znacajano veci terapijski
indeks oksima K203 dobijen je samo u odnosu na azoksim. Medu standardno
koriS¢enim oksimima, najbolju terapijsku efikasnost pokazao je obidoksim, sa
vrednoS¢u terapijskog indeksa 11,6, dok je sa druge strane, azoksim pokazao
najmanju sposobnost da antagonizuje akutnu toksi¢nost DDVP-a kod pacova sa

vrednosSc¢u terapijskog indeksa 2,8.

Tabela 3. Terapijski efekat oksima (5% LDso, .m) kod muzjaka Wistar pacova trovanih
dihlorvosom (DDVP, s.c)

LDso 95% granice
Tretman (mmol/kg) pouzdanosti TI
DDVP 0,04 0,04-0,04 —
DDVP + K203 0,29ad 0,18-0,47 7,1
DDVP + K027 0,84ab 0,48-1,47 20,9
DDVP + obidoksim 0,472 0,40-0,54 11,6
DDVP + trimedoksim 0,18ad 0,16-0,20 4,4
DDVP + pralidoksim 0,14a 0,08-0,25 3,5
DDVP + azoksim 0,112 0,09-0,15 2,8

TI, terapijski indeks antidota = LDso (ppvp-+antidot) / LDso (ppvp), neimenovan broj;

aznacajan odnos potentnosti vs. grupa DDVP;

b znacajan odnos potentnosti vs. grupa obidoksim, trimedoksim, pralidoksim ili azoksim;
¢ znacajan odnos potentnosti vs. grupa trimedoksim, pralidoksim ili azoksim;

dznacajan odnos potentnosti vs. grupa azoksim.

UKkljucivanje antiholinergickog leka, atropina u dozi 10 mg/kg i.m, uz oksim
jasno je poboljsalo terapijski efekat antidotskog tretmana protiv akutne toksi¢nosti
DDVP-a (Tabela 4). Sam atropin smanjio je akutnu toksicnost DDVP-a oko 10 puta.

Dodavanje oksima K203, trimedoksima, pralidoksima ili azoksima, dovelo je do
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povecanja terapijskog indeksa oko 3 puta u odnosu na sam atropin. Najveca stopa
prezivljavanja Zivotinja akutno trovanih DDVP-om dobijena je kada su oksim K027
ili obidoksim primenjeni u kombinaciji sa atropinom, pri ¢emu su terapijski indeksi

ova dva oksima bili pribliZno izjednaceni (TIko27=37,4 vs. Tlobidoksim=39,6).

Tabela 4. Terapijski efekat oksima (5% LDso, .m) i atropina (10 mg/kg, i.m) kod muZzjaka
Wistar pacova trovanih dihlorvosom (DDVP, s.c)

LDso 95% granice

Tretman (mmol/kg) pouzdanosti TI

DDVP 0,04 0,04-0,04 —

DDVP + atropin 0,41 0,26-0,66 10,2
DDVP + atropin + K203 1,222 1,05-1,41 30,3
DDVP + atropin + K027 1,51ab 1,25-1,82 37,4
DDVP + atropin + obidoksim 1,59ab 1,36-1,86 39,6
DDVP + atropin + trimedoksim 1,302 0,95-1,78 32,3
DDVP + atropin + pralidoksim 1,182 0,92-1,52 29,4
DDVP + atropin + azoksim 1,182 0,90-1,55 29,3

TI, terapijski indeks antidota = LDso (ppvp-+antidot) / LDso (ppve), neimenovan broj;
aznacajan odnos potentnosti vs. grupa atropin;
b znacajan odnos potentnosti vs. grupa atropin+K203, pralidoksim ili azoksim.

Uporedni prikaz terapijskih indeksa oksima primenjenih samostalno ili uz
atropin, kao i njihov odnos, dat je u Tabela 5. Oksimi su u TabeliTabela 5 navedeni
redosledom koji odgovara povecanju vrednosti odnosa njihovih terapijskih indeksa
kada su primenjeni u kombinaciji sa atropinom i samostalno. Ukljucivanje atropina
u antidotski tretman dovelo je do najveceg uticaja na terapijsku efikasnost azoksima,
dok je najmanji uticaj imalo na terapijsku efikasnost oksima K027. U odnosu na
oksim K027, ukljuivanje atropina je imao priblizno dvostruko veci uticaj na

povecanje terapijske efikasnosti oksima K203, kao i obidoksima.

Tabela 5. Odnosi terapijskih indeksa oksima i kombinacija oksima sa atropinom

OKksim TI oksim TI oksim+atropin Odnos TIoksim+atropin/ Tloksim
K027 20,9 37,4 1,8
obidoksim 11,6 39,6 3,4
K203 7,1 30,3 4,2
trimedoksim 4,4 32,3 7,3
pralidoksim 3,5 29,4 8,4
azoksim 2,8 29,3 10,4

TI, terapijski indeks antidota = LDso (ppvp-+antidot) / LDso (ppvp), neimenovan broj.
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4.3. Reaktivatorski potencijal oksima kod pacova trovanih
dihlorvosom

Nakon supkutanog davanja doze od 75% LDso DDVP-a, (6,7 mg/kg; 30
umol/kg), u odnosu na aktivnost AChE kod zdravih netretiranih muzjaka Wistar
pacova preostalo je u eritrocitima 25%, u dijafragmi 23% i u mozgu 28% aktivnosti
enzima (Slika 4-Slika 6). Znacajna reaktivacija enzima postignuta je samo oksimom
K027 ili njegovom kombinacijom sa atropinom u eritrocitima i dijafragmi (Slika 4
iSlika 5). U dijafragmi pacova kombinacija oksima K027 i atropina povecala je
aktivnost enzima na 49% (p=0,006), dok je aktivnost enzima u eritrocitima dostigla
67% (p=0,000) od vrednosti u netretiranoj kontrolnoj grupi. Nivo reaktivacije AChE
u mozgu pacova postignut oksimom K027, samostalno ili u kombinaciji sa
atropinom, bio je nizi od 10%, a aktivnost enzima se nije znacajno razlikovala ni od
nivoa u grupi tretiranoj samo DDVP-om, niti u grupama tretiranim oksimom K203,
obidoksimom, trimedoksimom, pralidoksimom ili azoksimom (Slika 6). Oksim K203
nije doveo do znacajne reaktivacije AChE ni u jednom od tri ispitivana tkiva. Medu
standardno koriS¢enim oksimima jedino je obidoksim doveo do porasta aktivnosti
DDVP-om inhibirane AChE u eritrocitima i dijafragmi, ali ovaj porast, kao ni kod
ostalih standardnih oksima, nije bio statisticki znacajan.

U plazmi je nakon supkutanog davanja doze od 75% LD50 DDVP-a preostalo
63% aktivnosti BuChE u odnosu na aktivnost enzima kod zdravih netretiranih
muzjaka Wistar pacova (Slika 7). Znacajan porast aktivnosti BuChE inhibirane
DDVP-om dobijen je nakon tretmana oksimom K027, K203 ili obidoksimom (75%,
73%, 82% aktivnosti kontrole; p=0,007; 0,038; 0,000, redom), kao i njihovim
kombinacijama sa atropinom (79%, 74%, 78% aktivnosti kontrole; p=0,001; 0,016;
0,002, redom). Medutim, iako je DDVP izazvao inhibiciju od “samo” 37% aktivnosti
BuChE, nijedan od primenjenih oksima nije uspeo da reaktivira enzim tako da se

dostigne nivo aktivnosti u kontrolnoj grupi.
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Slika 4. Aktivnost AChE u eritrocitima muzjaka Wistar pacova 60 minuta nakon davanja
DDVP-a (75% LDsy, s.c), oksima (5% LDso, i.m) i/ili atropina (4, 10 mg/kg, i.m). Aktivnost
AChE (xs*SD, n=5) je izrazena kao % aktivnosti AChE netretirane kontrolne grupe
(3,25£1,06 pmol/min po mL eritrocita). *p<0,05 vs. DDVP (ANOVA, post hoc LSD).
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Slika 5. Aktivnost AChE u dijafragmi muZjaka Wistar pacova 60 minuta nakon davanja
DDVP-a (75% LDsy, s.c), oksima (5% LDso, i.m) i/ili atropina (A, 10 mg/kg, i.m). Aktivnost
AChE (xs*SD, n=5) je izrazena kao % aktivnosti AChE netretirane kontrolne grupe
(0,82%0,24 pmol/min po g tkiva). *p<0,05 vs. DDVP (ANOVA, post hoc LSD).
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Slika 6. Aktivnost AChE u mozgu muZjaka Wistar pacova 60 minuta nakon davanja DDVP-a
(75% LDsyo, s.c), oksima (5% LDso, i.m) i/ili atropina (A, 10 mg/kg, i.m). Aktivnost AChE
(xsr+SD, n=5) je izraZena kao % aktivnosti AChE netretirane kontrolne grupe (7,52+0,18
umol/min po g tkiva). *p<0,05 vs. DDVP (ANOVA, post hoc LSD).
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Slika 7. Aktivnost BuChE u plazmi muZjaka Wistar pacova 60 minuta nakon davanja DDVP-
a (75% LDsy, s.c), oksima (5% LDso, i.m) i/ili atropina (A, 10 mg/kg, i.m). Aktivnost BuChE
(xsr£SD, n=5) je izrazena kao % aktivnosti enzima netretirane kontrolne grupe (652+64
U/L plazme). #p<0,05 vs. svi ostali tretmani, *p<0,05 vs. DDVP, t(0,05<p<0,1) vs. DDVP
(ANOVA, post hoc LSD).
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4.4. Reaktivatorska efikasnost oksima K203 i K027 kod pacova
trovanih dihlorvosom

4.4.1. Model dozne zavisnosti efekta reaktivacije acetilholinesteraze
eritrocita

Model 5 iz eksponencijalne i Hill-ove familije modela bio je najbolja procena
odnosa nivoa aktivnosti eritrocitne AChE i Sest doznih nivoa (ukljucujué¢i nultu
dozu) oksima K203 i K027 (Slika 8A). Medutim, dobijene vrednosti AIC parametra
modela 5 (AlCexp=-62,44, AlCnin=-61,7) bile su za viSe od dve jedinice vece nego AIC
vrednost tzv. full modela (AICstun=-69,84) (Slika 8A3), pokazujuci da nije zadovoljen
kriterijum za postojanje dozno-zavisnog trenda. Uzrok ovome bilo je to Sto je nivo
efekta dobijen pri najviSoj dozi oksima K027 bitno odstupao od modela (kriva ne
prolazi kroz interval pouzdanosti geometrijske sredine izmerenog efekta) (Slika
8A). Stoga su podaci bili ponovo analizirani izostavljaju¢i najvisu testiranu dozu
oksima K027. Ovim je dobijen znacajno bolji model 5 koji ispunjava Kkriterijum za
dozno-zavisni trend sa AIC vrednostima (AlCexp= -64,64, AlCuin= -65,14) niZim od
vrednosti tzv. full modela (AlCfn=-61,04). Ovaj model, prikazan na slici 32B,
pokazuje da se dve krive doza-efekat koje odgovaraju oksimima K203 i K027,
znacajno razlikuju u parametru b (eksponencijalni model: h-K203=0,001613 i b-
K027=0,003566) ukazujuc¢i da se oksimi razlikuju u potentnosti da reaktiviraju
DDVP-inhibiranu AChE eritrocita.

[z prakticnog razloga lakSeg pracenja dobijenih rezultata analize, kao i
nepostojanja znacajne razlike u rezultatima analize eksponencijalnim i Hill-ovim
modelom, u daljem tekstu su navedeni rezultati analize eksponencijalnim modelom,
dok su na slikama prikazani rezultati analiza obe familije modela.

Maksimalna reaktivacija eritrocitne AChE procenjena je na 2,7-puta, odnosno
izrazeno u % iznosi (2,7-1)x100=170%, dok je vrednost standardne devijacije
unutar grupe procenjena na 1/0,014=0,12 (Slika 8B1). Uzimajuéi u obzir intervale
pouzdanosti za M (2,4-3) i s (0,10-0,14), dobijena kombinacija vrednosti M i s
najbliZe odgovara kombinaciji M=2,5 i s=0,131, utvrdenoj od strane Wout Slob-a
(2017) kao kvantitativan odnos izmedu M i s. Stoga je vrednost M=2,5 odabrana kao

reprezentativna maksimalna veli¢ina efekta reaktivacije AChE eritrocita oksimima
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K203 i K027 za dobijeni set podataka u ovom eksperimentu i izracunata su tri
intenziteta efekta na sledeci nacin:

Jak efekat = M1/2=2,51/2 = 1,581 puta povecanje efekta ili 58%,

Umeren efekat = M1/4= 2,51/4 = 1,257 puta povecanje efekta ili 26%,

Slab efekat = M1/8 = 2,51/8 = 1,121 puta povecanje efekta ili 12%.

Doze pri kojima oksimi K027 i K203 ostvaruju prethodno definisane
intenzitete efekta reaktivacije eritrocitne AChE su: za oksim K027 CEDss=52
umol/kg, CED26=24 pmol/kg i CED12=12 pmol/kg, a za oksim K203 CEDss=100
umol/kg, CED26=46 umol/kg i CED12=24 umol/kg (Slika 9). Dodatno, na Slici 9 (A3,
B3, C3) prikazani su 90% intervali pouzdanosti procenjenih doza za oba oksima i
sva tri intenziteta efekta. Isti intenzitet efekta (bilo da se posmatra jak, umeren ili
slab) postiZze se nizom dozom oksima K027, pokazuju¢i vecu reaktivatorsku
potentnost oksima K027 u eritrocitima. Oksim K027 pokazuje 1,929 (interval
pouzdanosti 1,51-2,45) puta vecu potentnost (odnosno niZu dozu) u odnosu na
oksim K203 (CEDk203=RPFxCEDkoz7) za reaktivaciju AChE inhibirane DDVP-om u
eritrocitima (Slika 10). Pokazano je takode da je vrednost RPF nezavisna od
intenziteta efekta (ista vrednost RPF je dobijena pri sva tri intenziteta efekta
CES=12%, 26% ili 58%), predstavljajuci tako meru poredenja kompletnih krivih
doza-efekat oksima K027 i K203. Ipak, skaliranje intervala pouzdanosti izracunatih
CED se menja sa promenom veli¢ine efekta (Slika 9A3-C3). Pri slabom intenzitetu
efekta CED-intervali pouzdanosti, koji pripadaju oksimima K027 i K203 se znatno
preklapaju, ukazujuéi da potentnost ne moZe biti statisti¢ki pouzdano razlikovana
(Slika 9C3). Pri umerenom intenzitetu efekta gornja granica pouzdanosti CED
oksima K027 se preklapa sa donjom granicom pouzdanosti CED oksima K203,
ukazujudi da razlika u potentnosti moze biti veoma mala (Slika 9C3). Konacno, pri
jakom intenzitetu efekta CED-intervali pouzdanosti se ne preklapaju dozvoljavajuci
statisticki podrZan rang vece potentnosti oksima K027 u poredenju sa oksimom
K203 (Slika 9A3).

Preciznost u proceni CED, izraZzena kao odnos CEDU/CEDL, se povecava sa
porastom intenziteta efekta (Tabela 6) rezultirajuci faktorima 1,6 i 1,7 za oksim
K027 i K203, redom, pokazuju¢i da je informativnost doza-efekat podataka prili¢no

dobra.
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Slika 8. Odnos doza oksima K027 (trouglovi, crna kriva) i oksima K203 (krsti¢i, crvena kriva) i aktivnosti AChE u eritrocitima muZjaka Wistar
pacova trovanih DDVP-om. Krive predstavljaju eksponencijalni model 5 (1), Hill-ov model 5 (2) i full model (3) sa (A) i bez (B) najviSe dozne
grupe oksima K027.
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Slika 9. Odnos doza oksima K027 (trouglovi, crna kriva) i oksima K203 (krsti¢i, crvena
kriva) i aktivnosti AChE u eritrocitima muzjaka Wistar pacova trovanih DDVP-om. Krive
predstavljaju eksponencijalni (A1, B1, C1) i Hill-ov (A2, B2, C2) model 5. Vertikalne i
horizontalne isprekidane linije predstavljaju doze kriticnog efekta oksima (engl. critical
effect dose, CED, umol/kg) za tri intenziteta efekta (engl. critical effect size, CES) 58% (A),
26% (B) i 12% (C). Na graficima oznaCenim brojem 3 prikazani su 90% intervali
pouzdanosti doze kriti¢nog efekta oksima K027 i K203 (za eksponencijalni i Hill-ov model)
za tri intenziteta efekta (A3, B3 i C3).

40



log10-AChE

log10-AChE

log10-AChE

0.4

0.3

0.2

0.0

-0.1

0.4

0.3

0.2

0.1

0.0

-0.1

0.4

0.3

0.2

0.1

0.0

-0.1

E15 in terms of RPFs

T T T T T
0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

log10-dose

T T T T T
0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

log10-dose

T T T T T
0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

log10-dose

version: 65.5
loglik ~ 38.32
AIC  -64.64
var- 0.01453
a- 0.7916
RPF-K027  1.929
CED-K203 100
c 2692

d- 1.208

CES 0.58
CEDL-K027 1.51
CEDU-K027 2.45
CEDL-K203 75.7
CEDU-K203 129
b: 0.003566

b: 0.001613
conv : 1

scaling factor on x :

dtype : 10
selected : all
remov ed: none

fact-b: oxime
cov ariate: oxime

version: 65.5

loglik  38.32
AIC  -64.64
var- 0.01453
a- 0.7916
RPF-K027  1.929
CED-K203 46.6
c 2692

d- 1.208

CES 0.26
CEDL-K027 1.51
CEDU-K027 2.45
CEDL-K203 31.8
CEDU-K203 65.7
b: 0.003566

b: 0.001613
conv : 1

scaling factor on x :

dtype : 10
selected : all
remov ed: none

fact-b: oxime
covariate: oxime

version: 65.5
loglik ~ 38.32
AIC  -64.64
var- 0.01453
a- 0.7916
RPF-K027  1.929
CED-K203 23.65
c 2692

d-  1.208

CES 0.12
CEDL-K027 1.51
CEDU-K027 2.45
CEDL-K203 14.3
CEDU-K203 37.1
b: 0.003566

b: 0.001613
conv : 1

scaling factor on x :

dtype : 10
selected : all
remov ed: none

fact-b: oxime
cov ariate: oxime

Slika 10. Odnos doza oksima K027
(trouglovi, crna kriva) i oksima
K203 (krsti¢i, crvena Kkriva) i
aktivnosti AChE u eritrocitima
muzjaka Wistar pacova trovanih
DDVP-om. Krive predstavljaju
fitovan eksponencijalni model, koji
ukljucuje izraCunavanje relativnog
faktora potentnosti (engl. relative
potency factor, RPF) kao parametra
modela. RPF izrazava dozu
kriticnog efekta (engl. critical effect
dose, CED) oksima K027 u odnosu
na CED oksima K203 (RPF>1, veca
potentnost, manja CED). Vrednosti
RPF-K027 (neimenovan broj),
CED-K203 (umol/kg) zajedno sa
90% intervalima pouzdanosti su
prikazani u legendi sa desne strane
svakog grafika. Vertikalne i
horizontalne isprekidane linije
predstavljaju RPF-K027 i CED-
K203 za tri intenziteta efekta (engl.
critical effect size, CES) 58% (A),
26% (B)i12% (C).
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Tabela 6. Doze kriticnog efekta (pmol/kg) oksima K027 i K203 sa 90% granicama
pouzdanosti i mera njihove preciznosti (odnos CEDU/CEDL) za tri intenziteta efekta
reaktivacije AChE eritrocita

Eksponencijalni model m5-b Hill-ov model m5-b

K027 K203 K027 K203

CES=58% CED 52 100 50 96
CEDL 40 76 39 72

CEDU 66 129 63 124
CEDU/CEDL 1,6 1,7 1,6 1,7
CES=26% CED 24 47 25 48
CEDL 17 32 18 33

CEDU 33 66 34 67
CEDU/CEDL 2,0 2,1 1,9 2,0
CES=12% CED 12 24 14 27
CEDL 8 14 9 17

CEDU 19 37 21 42
CEDU/CEDL 2,5 2,6 2,3 2,5

CED - engl. critical effect dose; CEDL - engl. lower, donja i CEDU - engl. upper, gornja granica
pouzdanosti CED; CES - engl. critical effest size.

Kada su rastuce doze oksima K203 i KO27 primenjene uz 10 mg/kg atropina
dobijen je model 5 iz eksponencijalne i Hill-ove familije modela, kao najbolja
procena odnosa doza i nivoa aktivnosti eritrocitne AChE (Slika 11A). Dobijene
vrednosti AIC parametra modela 5 (AlCexp= -36,7, AlCHin= -36,2) bile su za viSe od
dve jedinice vece nego AIC vrednost tzv. full modela (AICqn= -45,54) (Slika 11A),
pokazuju¢i da nije zadovoljen kriterijum za postojanje dozno-zavisnog trenda.
Uzrok ovome bilo je to Sto je nivo efekta dobijen pri najviSoj dozi oksima K027 bitno
odstupao od modela (kriva ne prolazi kroz interval pouzdanosti geometrijske
sredine izmerenog efekta) (Slika 11A). Stoga su podaci bili ponovo analizirani
izostavljajuci najviSu testiranu dozu oksima K027. Ovim je dobijen znacajno bolji
model 5 koji ispunjava Kkriterijum za dozno-zavisni trend sa AIC vrednostima
(AlCexp=-50,32, AlCuin= -50,48) niZim od vrednosti tzv. full modela (AlICan=-44,28).
Ovaj model (Slika 11B) pokazuje da se dve krive doza-efekat koje odgovaraju
oksimima K203 i K027, znacajno razlikuju u parametru b (eksponencijalni model: b-
K203+A=0,0004744 i b-K027+A=0,0011) ukazujuci da se oksimi dati u kombinaciji
sa atropinom razlikuju u potentnosti da reaktiviraju AChE eritrocita inhibiranu

DDVP-om.
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[z prakticnog razloga lakSeg pracenja dobijenih rezultata analize, kao i
nepostojanja znacajne razlike u rezultatima analize eksponencijalnim i Hill-ovim
modelom, u daljem tekstu su navedeni rezultati analize eksponencijalnim modelom,
dok su na slikama prikazani rezultati analiza obe familije modela.

Maksimalna reaktivacija eritrocitne AChE oksimima K203 i K027
primenjenih sa 10 mg/kg atropina (i.m), procenjena je na 2,7-puta, odnosno

izrazeno u % iznosi (2,7-1)x100=170%, dok je vrednost standardne devijacije

unutar grupe procenjena na \m=0,137 (Slika 11B1). Uzimaju¢i u obzir
intervale pouzdanosti dobijena kombinacija vrednosti M (2,47-3,03) i s (0,118-
0,162) najblize odgovara kombinaciji M=2,5 i s=0,131, utvrdenoj od strane Wout
Slob-a (2017) kao kvantitativan odnos izmedu M i s. Stoga je vrednost M=2,5
odabrana kao reprezentativha maksimalna veliina efekta reaktivacije AChE
eritrocita oksimima K203 i K027 primenjenih sa atropinom i izracunata su tri
intenziteta efekta na sledeci nacin:

Jak efekat = M1/2 = 2,51/2 = 1,581 puta povecanje efekta ili 58%,

Umeren efekat = M1/4= 2,51/4 = 1,257 puta povecanje efekta ili 26%,

Slab efekat = M1/8 = 2,51/8 = 1,121 puta povecanje efekta ili 12%.

Doze pri kojima oksimi K027 i K203 ostvaruju prethodno definisane
intenzitete efekta reaktivacije eritrocitne AChE su: za oksim K027 CEDss=47
umol/kg, CED26=26 pumol/kg i CED12=15 pmol/kg, a za oksim K203 CEDss=82
umol/kg, CED26=45 pmol/kg i CED12=26 pmol/kg (Slika 12). Isti intenzitet efekta
(bilo da se posmatra jak, umeren ili slab) postiZe se nizom dozom oksima K027,
pokazujuci vecu reaktivatorsku potentnost oksima K027 u eritrocitima i pri primeni
atropina. Dat uz atropin, oksim K027 pokazuje 1,729 (interval pouzdanosti 1,33-
2,24) puta vecu potentnost (odnosno niZu dozu) u odnosu na oksim K203
(CEDk203=RPFxCEDko27) za reaktivaciju AChE inhibirane DDVP-om u eritrocitima
(Slika 13). Pokazano je takode da je vrednost RPF nezavisna od veliCine efekta (ista
vrednost RPF je dobijena pri sva tri intenziteta efekta CES=12%, 26% ili 58%). Ipak,
skaliranje intervala pouzdanosti izracunatih CED se menja sa promenom intenziteta
efekta (Slika 12A3-C3). Pri slabom i umerenom efektu CED-intervali pouzdanosti,
koji pripadaju oksimima K027 i K203 se preklapaju, ukazujuéi da potentnost ne

moZe biti statisticki pouzdano razlikovana (Slika 12C3). Konacno, pri jakom efektu
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CED-intervali pouzdanosti se ne preklapaju dozvoljavajudi statisticki podrzan rang
vece potentnosti oksima K027 u poredenju sa oksimom K203 (Slika 12A3).
Preciznost u proceni CED, izrazena kao odnos CEDU/CEDL, se povecavala sa
porastom intenziteta efekta (Tabela 7) rezultirajuéi faktorima 1,6 i 1,7 za oksim
K027 i K203 primenjenih sa atropinom, redom, pokazuju¢i da je informativnost
doza-efekat podataka prilicno dobra, kao i u slu¢aju kada su oksimi primenjeni

samostalno.

Tabela 7. Doze kriticnog efekta (umol/kg) oksima K027 i K203 primenjenih sa atropinom
(A) sa 90% granicama pouzdanosti i mera njihove preciznosti (odnos CEDU/CEDL) za tri
intenziteta efekta (engl. critical effect size, CES) reaktivacije AChE eritrocita

Eksponencijalni model m5-b Hill-ov model m5-b

K027+A K203+A K027+A K203+A

CES=58%  CED 47 82 46 76
CEDL 37 61 37 57

CEDU 59 106 57 101
CEDU/CEDL 1,6 1,7 1,5 1,8
CES=26%  CED 26 45 29 46
CEDL 19 31 21 33

CEDU 34 64 36 65
CEDU/CEDL 1,8 2,1 1,7 2,0
CES=12%  CED 15 26 18 30
CEDL 10 16 13 20

CEDU 22 42 25 46
CEDU/CEDL 2,2 2,6 2,0 2,4

CED - engl. critical effect dose; CEDL - engl. lower, donja i CEDU - engl. upper, gornja granica
pouzdanosti CED; CES - engl. critical effest size.

Promena reaktivacije AChE eritrocita u funkciji doze K-oksima, izraZena kroz
0odnos CEDjak/CEDumeren, bila je jednaka faktoru 2,2 (90% granice pouzdanosti 2,0-
2,4), odnosno faktoru 1,8 (90% granice pouzdanosti 1,6-2,0) kada su K-oksimi

primenjeni sa atropinom.
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Slika 11. Odnos doza oksima K027 (trouglovi, crna kriva) i oksima K203 (krsti¢i, crvena kriva) primenjenih sa atropinom (A) i aktivnosti AChE
u eritrocitima muZjaka Wistar pacova trovanih DDVP-om. Krive predstavljaju eksponencijalni model 5 (1), Hill-ov model 5 (2) i full model (3) sa
(A) i bez (B) najviSe dozne grupe oksima K027.
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Slika 12. Odnos doza oksima K027 (trouglovi, crna kriva) i oksima K203 (krsti¢i, crvena
kriva) primenjenih sa atropinom (A) i aktivnosti AChE u eritrocitima muzjaka Wistar pacova
trovanih DDVP-om. Krive predstavljaju eksponencijalni (A1, B1, C1) i Hill-ov (A2, B2, C2)
model 5. Vertikalne i horizontalne isprekidane linije predstavljaju doze kriticnog efekta
oksima (engl. critical effect dose, CED, umol/kg) za tri intenziteta efekta (engl. critical effect
size, CES) 58% (A), 26% (B) i 12% (C). Na graficima oznacenim brojem 3 prikazani su 90%
intervali pouzdanosti doze kriti¢nog efekta oksima K027 i K203 (za eksponencijalni i Hill-
ov model) za tri intenziteta efekta (A3, B3 C3).
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Slika 13. Odnos doza oksima K027
(trouglovi, crna kriva) i oksima
K203 (krsti¢i, crvena kriva) pri
primenjenih sa atropinom (A) i
aktivnosti AChE u eritrocitima
muzjaka Wistar pacova trovanih
DDVP-om. Krive predstavljaju
fitovan eksponencijalni model, koji
ukljucuje izraCunavanje relativnog
faktora potentnosti (engl. relative
potency factor, RPF) kao parametra
modela. RPF izraZzava dozu
kriti¢nog efekta (engl. critical effect
dose, CED) oksima K027 u odnosu
na CED oksima K203 (RPF>1, ve¢a
potentnost, manja CED). Vrednosti

RPF-K027 (neimenovan broj),
CED-K203 (umol/kg) zajedno sa
90% intervalima pouzdanosti.
Vertikalne i horizontalne
isprekidane linije predstavljaju
RPF-K027 i CED-K203 =za tri

intenziteta efekta (engl. critical
effect size, CES) 58% (A), 26% (B) i
12% (C).
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4.4.2. Model dozne zavisnosti efekta reaktivacije acetilholinesteraze
dijafragme

Model 5 iz eksponencijalne i Hill-ove familije modela bio je najbolja procena
odnosa nivoa aktivnosti AChE dijafragme i Sest doznih nivoa (ukljucujué¢i nultu
dozu) oksima K2031iK027 (Slika 14A). Medutim, slicno nalazima u eritrocitima, nivo
efekta dobijen pri najviSoj dozi oksima K027 je bitno odstupao od modela (kriva ne
prolazi kroz interval pouzdanosti geometrijske sredine izmerenog efekta) (Slika
14A1-2). Posledicno su dobijene vrednosti AIC parametra modela 5 (AlCexp=-46,02,
AlCnin= -43,6) bile za viSe od dve jedinice vece od AIC vrednosti tzv. full modela
(AICrun=-56,04) (Slika 14A3), pokazujucdi da nije zadovoljen kriterijum za postojanje
dozno-zavisnog trenda. Stoga su podaci bili ponovo analizirani izostavljajuci najvisu
testiranu dozu oksima K027. Ovim je dobijen znacajno bolji model 5 koji ispunjava
Kriterijum za dozno-zavisni trend sa AIC vrednostima (AlCexp= -53,92, AlCuin= -
52,34) niZim od vrednosti tzv. full modela (AICtun=-50,64) (Slika 14B3). Ovaj model
(Slika 14B) pokazuje znacajnu razliku u parametru b dve krive doza-efekat koje
odgovaraju oksimima K203 i K027 (eksponencijalni model: b-K203=0,008472 i b-
K027=0,03941), ukazuju¢i da se oksimi razlikuju u potentnosti da reaktiviraju
DDVP-inhibiranu AChE dijafragme.

Iz prakticnog razloga lakSeg pracenja dobijenih rezultata analize, kao i
nepostojanja znacajne razlike u rezultatima analize eksponencijalnim i Hill-ovim
modelom, u daljem tekstu su navedeni rezultati analize eksponencijalnim modelom,
dok su na slikama prikazani rezultati analiza obe familije modela.

Maksimalna reaktivacija AChE dijafragme oksimima K203 i K027 procenjena
je na 2,1-puta, odnosno izrazeno u % iznosi (2,1-1)x100=110%, sa intervalom
pouzdanosti 1,88-2,35, dok je vrednost standardne devijacije unutar grupe
procenjena na v/0,017=0,13 sa intervalom pouzdanosti 0,11-0,15 (Slika 14B1). Na
osnovu vrednosti M=2,1 izraunata su tri intenziteta efekta na slede¢i nacin:

Jak efekat = M1/2 = 2,11/2 = 1,449 puta povecanje efekta ili 45%,
Umeren efekat = M1/4= 2,11/4 = 1,204 puta povecanje efekta ili 20%,
Slab efekat = M1/8 = 2,11/8 = 1,097 puta povecanje efekta ili 10%.
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Doze pri kojima oksimi K027 i K203 ostvaruju tri prethodno definisana
intenziteta efekta reaktivacije AChE dijafragme su: za oksim K027 CED4s5=18
umol/kg, CED20=6 pmol/kg i CED10=3 pmol/kg, a za oksim K203 CED45=100
umol/kg, CED20=34 pmol/kg i CED10=15 pmol/kg (Slika 15). Isti intenzitet efekta
(bilo da se posmatra jak, umeren ili slab) reaktivacije AChE dijafragme se postiZe
nizom dozom oksima K027 u poredenju sa dozom oksima K203. Relativni faktor
potentnosti (RPF) oksima K027 iznosi 5,103 (interval pouzdanosti 3,13-9,02) u
odnosu na oksim K203 (CEDkz03=RPFxCED«ko27) za reaktivaciju AChE inhibirane
DDVP-om u dijafragmi (Slika 16). Pokazano je takode da vrednost RPF ne zavisi od
intenziteta efekta (ista vrednost RPF je dobijena pri sva tri intenziteta efekta
CES=10%, 20% ili 45%), predstavljajuci tako meru poredenja kompletnih krivih
doza-efekat oksima K027 i K203 (Slika 16A-C). Ipak, skaliranje intervala
pouzdanosti izracunatih CED se menja sa promenom intenziteta efekta (Slika 15A3-
C3). Pri slabom intenzitetu efekta CED-intervali pouzdanosti, koji pripadaju
oksimima K027 i K203 se znatno preklapaju, ukazujuci da potentnost ne moze biti
statisticki pouzdano razlikovana (Slika 15C3). Pri umerenom intenzitetu efekta
gornja granica pouzdanosti CED oksima K027 se preklapa sa donjom granicom
pouzdanosti CED oksima K203, ukazujuci da razlika u potentnosti moZe biti veoma
mala (Slika 15B3). Konacno, pri jakom intenzitetu efekta CED-intervali pouzdanosti
se ne preklapaju dozvoljavajuéi statisticki podrzan rang veée potentnosti oksima
K027 u poredenju sa oksimom K203 (Slika 15A3).

Preciznost u proceni CED, izraZena kao odnos CEDU/CEDL, se povecava sa
porastom intenziteta efekta (Tabela 8) rezultiraju¢i faktorom 3,9 za oba oksima,

pokazujucdi da je informativnost doza-efekat podataka dobra.
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Slika 14. Odnos doza oksima K027 (trouglovi, crna kriva) i oksima K203 (krstiéi, crvena kriva) i aktivnosti AChE u dijafragmi muzjaka Wistar
pacova trovanih DDVP-om. Krive predstavljaju eksponencijalni model 5 (1), Hill-ov model 5 (2) i full model (3) sa (A) i bez (B) najvise dozne
grupe oksima K027.
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Slika 15. Odnos doza oksima K027 (trouglovi, crna kriva) i oksima K203 (krsti¢i, crvena
kriva) i aktivnosti AChE u dijafragmi muZjaka Wistar pacova trovanih DDVP-om. Krive
predstavljaju eksponencijalni (A1, B1, C1) i Hill-ov (A2, B2, C2) model 5. Vertikalne i
horizontalne isprekidane linije predstavljaju doze kriticnog efekta oksima (engl. critical
effect dose, CED, pmol/kg) za tri intenziteta efekta (engl. critical effect size, CES) 45% (A),
20% (B) i 10% (C), redom. Na graficima oznacenim brojem 3 prikazani su 90% intervali
pouzdanosti doze kriti¢nog efekta oksima K027 i K203 (za eksponencijalni i Hill-ov model)
za tri intenziteta efekta (A3, B3 i C3).
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Slika 16. Odnos doza oksima K027
(trouglovi, crna kriva) i oksima
K203 (krsti¢i, crvena Kkriva) i
aktivnosti AChE wu dijafragmi
muzjaka Wistar pacova trovanih
DDVP-om. Krive predstavljaju
fitovan eksponencijalni model, koji
ukljucuje izracunavanje relativnog
faktora potentnosti (engl. relative
potency factor, RPF) kao parametra
modela. RPF izraZzava dozu
kriti¢nog efekta (engl. critical effect
dose, CED) oksima K027 u odnosu
na CED oksima K203 (RPF>1, veca
potentnost, manja CED). Vrednosti
RPF-K027 (neimenovan broj),
CED-K203 (pumol/kg) zajedno sa
90% intervalima pouzdanosti.
Vertikalne i horizontalne
isprekidane linije predstavljaju
RPF-K027 i CED-K203 =za tri
intenziteta efekta (engl. critical
effect size, CES) 45% (A), 20% (B) i
10% (C).
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Tabela 8. Doze kriticnog efekta (pmol/kg) oksima K027 i K203 sa 90% granicama
pouzdanosti i mera njihove preciznosti (odnos CEDU/CEDL) za tri intenziteta efekta
reaktivacije AChE dijafragme

Eksponencijalni model m5-ab Hill-ov model m5-ab

K027 K203 K027 K203

CES=45% CED 18 100 17 105
CEDL 8 47 7 48

CEDU 33 183 33 189
CEDU/CEDL 3,9 3,9 4,7 3,9
CES=20% CED 6 34 7 41
CEDL 2 13 2 14

CEDU 15 79 18 96
CEDU/CEDL 7,4 6,3 9,3 6,7
CES=10% CED 3 15 3 21
CEDL 1 4 1 5

CEDU 9 44 13 65
CEDU/CEDL 13,2 10,6 17,4 12,0

CED - engl. critical effect dose; CEDL - engl. lower, donja i CEDU - engl. upper, gornja granica
pouzdanosti CED; CES - engl. critical effest size.

Uz primenu 10 mg/kg atropina, model 5 iz eksponencijalne i Hill-ove familije
modela bio je najbolja procena odnosa nivoa aktivnosti AChE dijafragme i Sest
doznih nivoa (ukljuCujuci nultu dozu) oksima K203 i K027 (Slika 17A). Medutim,
slicno nalazima u eritrocitima, nivo efekta dobijen pri najviSoj dozi oksima K027 je
bitno odstupao od modela (kriva ne prolazi kroz interval pouzdanosti geometrijske
sredine izmerenog efekta) (Slika 17A1-2). Posledi¢no su dobijene vrednosti AIC
parametra modela 5 (AlCexp=-29,14, AlCnin=-29,02) bile za viSe od dve jedinice vece
od AIC vrednosti tzv. full modela (AlCrun= -48,22) (Slika 17A3), pokazujuc¢i da nije
zadovoljen Kkriterijum za postojanje dozno-zavisnog trenda. Stoga su podaci bili
ponovo analizirani izostavljaju¢i najviSu testiranu dozu oksima K027. Ovim su
dobijeni znacajno bolji modeli, medutim Kkriterijum za dozno zavisni trend je ispunio
samo ekponencijalni model sa AIC vredno$¢u (AlCexp= -50,68) (Slika 17B1) niZom
od AlCrun+2 (AlCfun= -52,26) (Slika 17B3), za razliku od Hill-ovog modela (AICHin= -
48,64) (Slika 17B2). Eksponencijalni model 5 (Slika 17B1) pokazuje znacajnu
razliku u parametru b dve krive doza-efekat koje odgovaraju oksimima K203 i K027
(eksponencijalni model: b-K203+A=0,00172 i b-K027+A=0,007696), ukazujuci da

se oksimi razlikuju u potentnosti da reaktiviraju DDVP-inhibiranu AChE dijafragme.
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Maksimalna reaktivacija AChE dijafragme oksimima K203 i K027
primenjenih sa atropinom procenjena je na 2,3-puta, odnosno izraZeno u % iznosi
(2,3-1)x100=130%, sa intervalom pouzdanosti 2,09-2,52, dok je vrednost
standardne devijacije unutar grupe procenjena na 1/0,01873=0,137 sa intervalom
pouzdanosti 0,118-0,162 (Slika 17B1-2). Uzimaju¢i u obzir intervale pouzdanosti
dobijena kombinacija vrednosti M i s najbliZe odgovara kombinaciji M=2,51s=0,131,
utvrdenoj od strane Wout Slob-a (2017) kao kvantitativan odnos izmedu M i s. Stoga
je vrednost M=2,5 odabrana kao reprezentativna maksimalna veli¢ina efekta
reaktivacije AChE dijafragme oksimima K203 i K027 uz primenu atropina i
izracunata su tri intenziteta efekta na sledec¢i nacin:

Jak efekat = M1/2 = 2,51/2 = 1,581 puta povecanje efekta ili 58%,
Umeren efekat = M1/4 = 2,51/4 = 1,257 puta povecanje efekta ili 26%,
Slab efekat = M1/8 = 2,51/8 = 1,121 puta povecanje efekta ili 12%.

Doze pri kojima oksimi K027 i K203 uz primenu atropina ostvaruju
prethodno definisana tri intenziteta reaktivacije AChE dijafragme su: za oksim K027
CEDss=31 pmol/kg, CED26=14 pmol/kg i CED12=7 pmol/kg, a za oksim K203
CEDs8=100 pmol/kg, CED26=46 pmol/kg i CED12=24 pmol/kg (Slika 18). Isti
intenzitet efekta (bilo da se posmatra jak, umeren ili slab) reaktivacije AChE
dijafragme se postiZe niZom dozom oksima K027 u poredenju sa dozom oksima
K203, primenjenih sa atropinom. Primenjen sa atropinom oksim K027 pokazuje
3,245 (interval pouzdanosti 2,22-4,62) puta vecu potentnost (odnosno niZu dozu) u
odnosu na oksim K203 (CEDkz03=RPFxCED«ko27) za reaktivaciju AChE inhibirane
DDVP-om u dijafragmi (Slika 19). Pokazano je takode da vrednost RPF ne zavisi od
intenziteta efekta (ista vrednost RPF je dobijena pri sva tri intenziteta efekta
CES=12%, 26% ili 58%), predstavljajuci tako meru poredenja kompletnih krivih
doza-efekat oksima K027 i K203 (Slika 19). Ipak, skaliranje intervala pouzdanosti
izraCunatih CED se menja sa promenom intenziteta efekta (Slika 18A2-C2). Pri
slabom efektu gornja granica pouzdanosti CED oksima K027 se dodiruje sa donjom
granicom pouzdanosti CED oksima K203, ukazuju¢i da razlika u potentnosti moze
biti veoma mala (Slika 18C2). Medutim, i pri umerenom i jakom efektu CED-intervali

pouzdanosti se ne preklapaju dozvoljavajudi statisticki podrZan rang vece
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potentnosti oksima K027 u poredenju sa oksimom K203 pri primeni i atropina
(Slika 18A-B2).

Preciznost u proceni CED oksma primenjenih sa atropinom, izraZena kao
odnos CEDU/CEDL, se povetava sa porastom intenziteta efekta (Tabela 9)
rezultiraju¢i faktorima 1,9 i 2,2 za oksim K027 i K203, redom pokazujuéi da je

informativnost doza-efekat podataka dobra.

Tabela 9. Doze kriticnog efekta (umol/kg) oksima K027 i K203 primenjenih sa atropinom
(A) sa 90% granicama pouzdanosti i mera njihove preciznosti (odnos CEDU/CEDL) za tri
intenziteta efekta reaktivacije AChE dijafragme

Eksponencijalni model m5-b

K027+A K203+A

CES=58% CED 31 100
CEDL 22 66

CEDU 41 145
CEDU/CEDL 1,9 2,2
CES=26% CED 14 46
CEDL 9 28

CEDU 22 77
CEDU/CEDL 2,5 2,7
CES=12% CED 7 24
CEDL 4 13

CEDU 13 46
CEDU/CEDL 3,5 3,7

CED - engl. critical effect dose; CEDL - engl. lower, donja i CEDU - engl. upper, gornja granica
pouzdanosti CED; CES - engl. critical effest size.

Promena reaktivacije AChE dijafragme u funkciji doze K-oksima, izrazena
kroz odnos CEDjak/CEDumeren, bila je jednaka faktoru 3,0 (90% granice pouzdanosti
2,2-4,1), odnosno faktoru 2,2 (90% granice pouzdanosti 1,9-2,5) kada su K-oksimi

primenjeni sa atropinom.
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Slika 17. Odnos doza oksima K027 (trouglovi, crna kriva) i oksima K203 (krsti¢i, crvena kriva) primenjenih sa atropinom (A) i aktivnosti AChE
u dijafragmi muZzjaka Wistar pacova trovanih DDVP-om. Krive predstavljaju eksponencijalni model 5 (1), Hill-ov model 5 (2) i full model (3) sa
(A) i bez (B) najviSe dozne grupe oksima K027.
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Slika 18. Odnos doza oksima K027 (trouglovi, crna kriva) i oksima K203 (krsti¢i, crvena
kriva) primenjenih sa atropinom (A) i aktivnosti AChE u dijafragmi muZjaka Wistar pacova
trovanih DDVP-om. Krive predstavljaju eksponencijalni (A1) model. Vertikalne i
horizontalne isprekidane linije predstavljaju doze kriticnog efekta oksima (engl. critical
effect dose, CED, pmol/kg) za tri intenziteta efekta (engl. critical effect size, CES) 45% (A),
20% (B) i 10% (C). Na graficima oznaCenim brojem 2 prikazani su 90% intervali
pouzdanosti doze kriticnog efekta oksima K027 i K203 (za eksponencijalni i Hill-ov model)
za tri intenziteta efekta (A2, B2 i C2).
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Slika 19. Odnos doza oksima K027
(trouglovi, crna kriva) i oksima
K203  (krsti¢i, crvena Kriva)
primenjenih sa atropinom (A) i
aktivnosti AChE wu dijafragmi
muzjaka Wistar pacova trovanih
DDVP-om. Krive predstavljaju
fitovan eksponencijalni model, koji
ukljucuje izracunavanje relativnog
faktora potentnosti (engl. relative
potency factor, RPF) kao parametra
modela. RPF izraZzava dozu
kriti¢nog efekta (engl. critical effect
dose, CED) oksima K027 u odnosu
na CED oksima K203 (RPF>1, veca
potentnost, manja CED). Vrednosti

RPF-K027 (neimenovan broj),
CED-K203 (pumol/kg) zajedno sa
90% intervalima pouzdanosti.
Vertikalne i horizontalne
isprekidane linije predstavljaju
RPF-K027 i CED-K203 =za tri

intenziteta efekta (engl. critical
effect size, CES) 45% (A), 20% (B) i
10% (C).
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4.4.3. Model dozne zavisnosti efekta reaktivacije acetilholinesteraze mozga

Model 5 iz eksponencijalne i Hill-ove familije modela bio je najbolja procena
odnosa nivoa aktivnosti AChE mozga i Sest doznih nivoa (ukljuc¢ujué¢i nultu dozu)
oksima K203 i K027 (Slika 20A). Medutim, slicno nalazima u eritrocitima i
dijafragmi, nivo efekta dobijen pri najviSoj dozi oksima K027, ali sada i oksima K203,
je bitno odstupao od modela (kriva ne prolazi kroz interval pouzdanosti
geometrijske sredine izmerenog efekta) (Slika 20A1-2). Posledi¢no su dobijene
vrednosti AIC parametra modela 5 (AlCexp= -95,3, AIChin= -94,84) bile za viSe od dve
jedinice vece od AIC vrednosti tzv. full modela (AICan= -150,86) (Slika 20A3),
pokazujuci da nije zadovoljen kriterijum za postojanje dozno-zavisnog trenda. Stoga
su podaci bili ponovo analizirani izostavljajuci najvisu testiranu dozu oksima K027
i oksima K203. Ovim je dobijen znacajno bolji model 5 (Slika 20B) koji ispunjava
Kriterijum za dozno-zavisni trend sa AIC vrednostima (AlCexp= -123,44, AlChin= -
124,24) niZim od vrednosti tzv. full modela (AICan= -119,82). Ovaj model pokazuje
znacajnu razliku u parametru b dve krive doza-efekat koje odgovaraju oksimima
K203 i K027 (eksponencijalni model: b-K203=7,904e-05 i b-K027=2,638e-04),
ukazujuéi da se oksimi razlikuju u potentnosti da reaktiviraju DDVP-inhibiranu
AChE mozga.

[z prakticnog razloga lakSeg pracenja dobijenih rezultata analize, kao i
nepostojanja znacajne razlike u rezultatima analize eksponencijalnim i Hill-ovim
modelom, u daljem tekstu su navedeni rezultati analize eksponencijalnim modelom,
dok su na slikama prikazani rezultati analiza obe familije modela.

Maksimalna reaktivacija AChE mozga oksimima procenjena je na 1,4-puta,
odnosno izrazeno u % iznosi (1,4-1)x100=40%, dok je vrednost standardne
devijacije unutar grupe procenjena na +/0,0039=0,062 (Slika 20B1). Uzimaju¢i u
obzir intervale pouzdanosti dobijena kombinacija vrednosti M (1,34-1,50) is (0,053-
0,074) najbliZze odgovara kombinaciji M=1,5 i s=0,058, utvrdenoj od strane Wout
Slob-a (2017) kao kvantitativan odnos izmedu M i s. Stoga je vrednost M=1,5

odabrana kao reprezentativna maksimalna veli¢ina efekta reaktivacije AChE mozga
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oksimima K203 i K027 za dobijeni set podataka u ovom eksperimentu i izracunata
su tri intenziteta efekta na sledeci nacin:

Jak efekat = M1/2=1,51/2 = 1,225 puta povecanje efekta ili 22%,

Umeren efekat = M1/4=1,51/4 = 1,107 puta povecanje efekta ili 11%,

Slab efekat = M1/8 = 1,51/8 = 1,052 puta povecanje efekta ili 5%.

Doze pri kojima oksimi K027 i K203 ostvaruju prethodno definisane
intenzitete efekta reaktivacije AChE mozga su: za oksim K027 CED22=90 pmol/kg,
CED11=54 pmol/kg i CEDs5=33 pmol/kg, a za oksim K203 CED22=179 pmol/kg,
CED11=108 pmol/kg i CEDs=66 pmol/kg (Slika 21). Isti intenzitet efekta (bilo da se
posmatra jak, umeren ili slab) se postiZe niZzom dozom oksima K027 u poredenju sa
dozom oksima K203, pokazujuci vecu reaktivatorsku potentnost oksima K027 u
mozgu. Oksim K027 pokazuje 1,977 (interval pouzdanosti 1,47-2,64) puta vecu
potentnost (odnosno niZu dozu) u odnosu na oksim K203 (CEDxk203=RPFxCEDxko27)
za reaktivaciju AChE inhibirane DDVP-om u mozgu (Slika 22). Pokazano je takode
daje vrednost RPF nezavisna od intenziteta efekta (ista vrednost RPF je dobijena pri
sva tri intenziteta efekta CES=5%, 11% ili 22%), predstavljaju¢i tako meru
poredenja kompletnih krivih doza-efekat oksima K027 i K203. Ipak, skaliranje
intervala pouzdanosti izracunatih CED se menja sa promenom intenziteta efekta
(Slika 21A3-C3). Pri slabom efektu CED-intervali pouzdanosti, koji pripadaju
oksimima K027 i K203 se znatno preklapaju, ukazujuéi da potentnost ne moze biti
statisti¢ki pouzdano razlikovana (Slika 21C3). Pri umerenom efektu gornja granica
pouzdanosti CED oksima K027 se preklapa sa donjom granicom pouzdanosti CED
oksima K203, ukazujuci da razlika u potentnosti moZe biti veoma mala (Slika 21B3).
Kona¢no, pri jakom efektu CED-intervali pouzdanosti se ne preklapaju
dozvoljavajudi statisticki podrZan rang vece potentnosti oksima K027 u poredenju
sa oksimom K203 (Slika 21A3).

Preciznost u proceni CED, izraZena kao odnos CEDU/CEDL, se povecava sa
porastom intenziteta efekta (Tabela 10) rezultiraju¢i faktorima 1,5 i 1,7 za oksim
K027 i K203, redom, pokazujuci da je informativnost doza-efekat podataka prilicno

dobra.
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Slika 20. Odnos doza oksima K027 (trouglovi, crna kriva) i oksima K203 (krsti¢i, crvena kriva) i aktivnosti AChE u mozgu muzjaka Wistar pacova

trovanih DDVP-om. Krive predstavljaju eksponencijalni model 5 (1), Hill-ov model 5 (2) i full model (3) sa (A) i bez (B) najvisih doznih grupa
oksima K027 i K203.
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Slika 21. Odnos doza oksima K027 (trouglovi, crna kriva) i oksima K203 (krsti¢i, crvena
kriva) i aktivnosti AChE u mozgu muZjaka Wistar pacova trovanih DDVP-om. Krive
predstavljaju eksponencijalni (A1, B1, C1) i Hill-ov (A2, B2, C2) model 5. Vertikalne i
horizontalne isprekidane linije predstavljaju doze kriticnog efekta oksima (engl. critical
effect dose, CED, umol/kg) za tri intenziteta efekta (engl. critical effect size, CES) 22% (A),
11% (B) i 5% (C). Na graficima oznacenim brojem 3 prikazani su 90% intervali pouzdanosti
doze kriticnog efekta oksima K027 i K203 (za eksponencijalni i Hill-ov model) za tri
intenziteta efekta (A3, B3 i C3).
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Slika 22. Odnos doza oksima K027
(trouglovi, crna kriva) i oksima
K203 (krsti¢i, crvena Kkriva) i
aktivnosti AChE u mozgu muZjaka
Wistar pacova trovanih DDVP-om.
Krive predstavljaju fitovan
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potency factor, RPF) kao parametra
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Tabela 10. Doze kriticnog efekta (umol/kg) oksima K027 i K203 sa 90% granicama
pouzdanosti i mera njihove preciznosti (odnos CEDU/CEDL) za tri intenziteta efekta
reaktivacije AChE mozga

Eksponencijalni model m5-b Hill-ov model m5-b

K027 K203 K027 K203

CES=22% (CED 90 179 87 181
CEDL 73 135 70 136

CEDU 112 233 110 234
CEDU/CEDL 1,5 1,7 1,6 1,7
CES=11% CED 54 108 55 114
CEDL 38 70 41 75

CEDU 72 143 69 149
CEDU/CEDL 1,9 2,1 1,7 2,0

CES=5%  CED 33 66 37 77
CEDL 18 34 23 42

CEDU 50 98 51 144
CEDU/CEDL 2,7 2,9 2,2 3,4

CED - engl. critical effect dose; CEDL - engl. lower, donja i CEDU - engl. upper, gornja granica
pouzdanosti CED; CES - engl.critical effest size.

Kada su rastuce doze oksima K203 i K027 date uz 10 mg/kg atropina kod
pacova trovanih DDVP-om dobijen je model 5 iz eksponencijalne i Hill-ove familije
modela, kao najbolja procena odnosa nivoa aktivnosti AChE mozga i doza K-oksima
(Slika 23A). Medutim, sli¢no nalazima u eritrocitima i dijafragmi, nivo efekta dobijen
pri najvisoj dozi oksima K027, ali sada i oksima K203, je bitno odstupao od modela
(kriva ne prolazi kroz interval pouzdanosti geometrijske sredine izmerenog efekta)
(Slika 23A1-2). Posledi¢no su dobijene vrednosti AIC parametra modela 5 (AlCexp= -
86, AlCnin=-85,94) bile za vise od dve jedinice vece od AIC vrednosti tzv. full modela
(AICrun= -143,94) (Slika 23A3), pokazuju¢i da nije zadovoljen kriterijum za
postojanje dozno-zavisnog trenda. Stoga su podaci bili ponovo analizirani
izostavljajuci najvisu testiranu dozu oksima K027 i oksima K203. Ovim je dobijen
znacajno bolji model 5 koji ispunjava kriterijum za dozno-zavisni trend sa AIC
vrednostima (AlCexp= -121,34, AlCnin= -121,94) (Slika 23B1-2) niZim od vrednosti
tzv. full modela (AICan= -118,86) (Slika 23B3). Ovaj model pokazuje znacajnu
razliku u parametru b dve krive doza-efekat koje odgovaraju oksimima K203 i K027

(eksponencijalni model: b-K203=2,333e-04 i b-K027=6,296e-04), ukazujuci da se
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oksimi i kada su primenjeni sa atropinom razlikuju u potentnosti da reaktiviraju
DDVP-inhibiranu AChE mozga.

Iz prakticnog razloga lakSeg pracenja dobijenih rezultata analize, kao i
nepostojanja znacajne razlike u rezultatima analize eksponencijalnim i Hill-ovim
modelom, u daljem tekstu su navedeni rezultati analize eksponencijalnim modelom,
dok su na slikama prikazani rezultati analiza obe familije modela.

Maksimalna reaktivacija AChE mozga oksimima K203 i K027 pri primeni
atropina procenjena je na 1,4-puta, odnosno izraZzeno u % iznosi (1,4-1)x100=40%,
dok je vrednost standardne devijacije unutar grupe procenjena na 1/0,0041=0,0640
(Slika 23B1). Uzimajué¢i u obzir intervale pouzdanosti dobijena kombinacija
vrednosti M (1,37-1,5) i s (0,0546-0,0759) najbliZe odgovara kombinaciji M=1,5 i
s=0,058, utvrdenoj od strane Wout Slob-a (2017) kao kvantitativan odnos izmedu M
i s. Stoga je vrednost M=1,5 odabrana kao reprezentativna maksimalna veli¢ina
efekta reaktivacije AChE mozga oksimima K203 i K027 pri primeni atropina za
dobijeni set podataka i izracunata su tri intenziteta efekta na slede¢i nacin:

Jak efekat = M1/2=1,51/2 = 1,225 puta povecanje efekta ili 22%,
Umeren efekat = M1/4=1,51/4 = 1,107 puta povecanje efekta ili 11%,
Slab efekat = M1/8 = 1,51/8 = 1,052 puta povecanje efekta ili 5%.

Doze pri kojima oksimi K027 i K203 uz promenu atropina ostvaruju
prethodno definisane intenzitete efekta reaktivacije AChE mozga su: za oksim K027
CED22=70 pmol/kg, CED11=41 pmol/kg i CEDs=24 pmol/kg, a za oksim K203
CED22=129 pmol/kg, CED11=76 pmol/kg i CEDs=45 pmol/kg (Slika 24). Isti
intenzitet efekta (bilo da se posmatra jak, umeren ili slab) se postiZe nizom dozom
oksima K027 u poredenju sa dozom oksima K203, pokazujuci vecu reaktivatorsku
potentnost oksima K027 u mozgu. Oksim K027 pokazuje 1,834 (interval
pouzdanosti 1,38-2,44) puta vecu potentnost (odnosno niZu dozu) u odnosu na
oksim K203 (CEDk203=RPFxCEDkoz7) za reaktivaciju AChE inhibirane DDVP-om u
mozgu pri primeni atropina (Slika 25). Ipak, skaliranje intervala pouzdanosti
izraCunatih CED se menja sa promenom intenziteta efekta (Slika 24A3-C3). Pri
slabom intenzitetu efekta CED-intervali pouzdanosti, koji pripadaju oksimima K027
i K203 se znatno preklapaju, ukazuju¢i da potentnost ne moze biti statisticki

pouzdano razlikovana (Slika 24C3). Pri umerenom intenzitetu efekta gornja granica
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pouzdanosti CED oksima K027 se preklapa sa donjom granicom pouzdanosti CED
oksima K203, ukazujudi da razlika u potentnosti moZe biti veoma mala (Slika 24B3).
Konacno, pri jakom intenzitetu efekta CED-intervali pouzdanosti se ne preklapaju
dozvoljavajudi statisticki podrZan rang veée potentnosti oksima K027 u poredenju
sa oksimom K203 (Slika 24A3).

Preciznost u proceni CED, izraZena kao odnos CEDU/CEDL, se povecava sa
porastom intenziteta efekta (Tabela 11) rezultirajuci faktorima 1,5 i 1,7 za oksim
K027 i K203, redom, pokazuju¢i da je informativnost doza-efekat podataka prili¢no

dobra.

Tabela 11. Doze kriti¢nog efekta (umol/kg) oksima K027 i K203 primenjenih sa atropinom
(A) sa 90% granicama pouzdanosti i mera njihove preciznosti (odnos CEDU/CEDL) za tri
intenziteta efekta reaktivacije AChE mozga

Eksponencijalni model m5-b Hill-ov model m5-b
K027+A K203+A K027+A  K203+A

CES=22%  CED 70 129 67 126
CEDL 55 97 53 92

CEDU 89 165 85 165
CEDU/CEDL 1,6 1,7 1,6 1,8

CES=11%  CED 41 76 41 77
CEDL 28 51 29 52

CEDU 56 104 55 106
CEDU/CEDL 1,9 2,0 1,9 2,0

CES=5%  CED 24 45 27 50
CEDL 14 25 16 30

CEDU 37 71 39 77
CEDU/CEDL 2,7 2,8 2,4 2,6

CED - engl. critical effect dose; CEDL - engl. lower, donja i CEDU - engl. upper, gornja granica
pouzdanosti CED; CES - engl. critical effest size.

Promena reaktivacije AChE mozga u funkciji doze K-oksima, izraZena kroz
0odnos CEDjak/CEDumeren, bila je jednaka faktoru 1,7 (90% granice pouzdanosti 1,6-

1,9) kada su K-oksimi primenjeni bez i sa atropinom.
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Slika 23. Odnos doza oksima K027 (trouglovi, crna kriva) i oksima K203 (krsti¢i, crvena kriva) primenjenih sa atropinom (A) i aktivnosti AChE
u mozgu muzjaka Wistar pacova trovanih DDVP-om. Krive predstavljaju eksponencijalni model 5 (1), Hill-ov model 5 (2) i full model (3) sa (A) i
bez (B) najvisih doznih grupa oksima K027 i K203.
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Slika 24. Odnos doza oksima K027 (trouglovi, crna kriva) i oksima K203 (krsti¢i, crvena
kriva) primenjenih sa atropinom (A) i aktivnosti AChE u mozgu muzjaka Wistar pacova
trovanih DDVP-om. Krive predstavljaju eksponencijalni (A1, B1, C1) i Hill-ov (A2, B2, C2)
model 5. Vertikalne i horizontalne isprekidane linije predstavljaju doze kriticnog efekta
oksima (engl. critical effect dose, CED, pmol/kg) za tri intenziteta efekta (engl. critical effect
size, CES) 22% (A), 11% (B) i 5% (C). Na graficima oznacenim brojem 3 prikazani su 90%
intervali pouzdanosti doze kriti¢nog efekta oksima K027 i K203 (za eksponencijalni i Hill-
ov model) za tri intenziteta efekta (A3, B3 C3).
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Slika 25. Odnos doza oksima K027
(trouglovi, crna kriva) i oksima
K203  (krsti¢i, crvena Kriva)
primenjenih sa atropinom (A) i
aktivnosti AChE u mozgu muZjaka
Wistar pacova trovanih DDVP-om.
Krive predstavljaju fitovan
eksponencijalni model, koji
ukljucuje izracunavanje relativnog
faktora potentnosti (engl. relative
potency factor, RPF) kao parametra
modela. RPF izraZzava dozu
kriti¢nog efekta (engl. critical effect
dose, CED) oksima K027 u odnosu
na CED oksima K203 (RPF>1, veca
potentnost, manja CED). Vrednosti

RPF-K027 (neimenovan broj),
CED-K203 (pumol/kg) zajedno sa
90% intervalima pouzdanosti.
Vertikalne i horizontalne
isprekidane linije predstavljaju
RPF-K027 i CED-K203 =za tri

intenziteta efekta (engl. critical
effect size, CES) 22% (A), 11% (B) i
5% (C).
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4.4.4. Model dozne zavisnosti efekta reaktivacije butirilholinesteraze
plazme

Aktivnost BuChE u plazmi kao funkcija Sest rastu¢ih doza oksima K027 i
oksima K203 je opisana modelom 3 iz obe familije modela, eksponencijalne i Hill-
ove, koji ispunjava kriterijum za dozno-zavisni trend sa AIC vrednostima (AICexp= -
111,54, AlCnin=-111,96) niZim od vrednosti tzv. full modela (AICfun=-110,84) (Slika
26A1-3). Ovaj model pokazuje razliku u parametru b dve krive doza-efekat koje
odgovaraju oksimima K203 i K027 (eksponencijalni model: h-K203=0,03826 i b-
K027=0,05062), ukazuju¢i da se oksimi razlikuju u potentnosti da reaktiviraju
DDVP-inhibiranu BuChE plazme. Sa druge strane, ovaj troparametarski model nije
omogucio procenjivanje parametra ¢, maksimalnog efekta reaktivacije BuChE
plazme oksimima K203 i KO27.

Iz prakticnog razloga lakSeg pracenja dobijenih rezultata analize, kao i
nepostojanja znacajne razlike u rezultatima analize eksponencijalnim i Hill-ovim
modelom, u daljem tekstu su navedeni rezultati analize eksponencijalnim modelom,
dok su na slikama prikazani rezultati analiza obe familije modela.

Vrednost varijanse troparametarskog eksponencijalnog modela zavisnosti
aktivnosti BuChE plazme od doze oksima K203 i K027 iznosila je 0,077 (Slika 26A1).
Na osnovu vrednosti varijanse izracunata je vrednost standardne devijacije unutar
grupe kao 1/0,0077=0,0877, a zatim je procenjena i maksimalna veli¢ina efekta na
osnovu kvanitativne veze izmedu ova dva parametra M=7*s=1,848 (Slob, 2017). Tri
intenziteta efekta izracunata su na osnovu vrednosti M=1,848 na slede¢i nacin:

Jak efekat = M1/2=1,848 1/2 = 1,360 puta povecanje efekta ili 36%,
Umeren efekat = M1/4= 1,848 1/4 = 1,166 puta povecanje efekta ili 17%,
Slab efekat = M1/8 = 1,848 1/8 = 1,080 puta povecanje efekta ili 8%.

Doze pri kojima oksimi K027 i K203 ostvaruju prethodno definisane
intenzitete efekata reaktivacije BuChE plazme su: za oksim K027 CED36=665
umol/kg, CED17=59 pmol/kg i CEDs=5 pmol/kg, a za oksim K203 CED45=1822
umol/kg, CED20=162 pmol/kg i CED10=12 pmol/kg (Slika 27). Isti intenzitet efekta

reaktivacije BuChE (bilo da se posmatra jak, umeren ili slab) se postiZe niZom dozom
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oksima K027 u poredenju sa dozom oksima K203. Medutim, intervali pouzdanosti
izraCunatih doza oksima K027 i K203 su prilicno Siroki, narocito za oksim K203, i
dodatno, preklapaju se za sva tri intenziteta efekta ukazujuci da se znacajna razlika
u njihovoj potentnosti da reaktiviraju BuChE u plazmi ne moze utvrditi (Slika 27A3-
C3).

Preciznost u proceni CED, izrazena kao odnos CEDU/CEDL, se povecavala sa
porastom veliCine efekta (Tabela 12) rezultiraju¢i faktorima 4,1 i 14,4 za oksim
K027 i K203, redom. Uoceno je takode da Hill-ov model u ovom slucaju daje

preciznije CED, sa faktorima 3,3 za oksim K027 i 12,5 za oksim K203.

Tabela 12. Doze kriticnog efekta (umol/kg) oksima K027 i K203 sa 90% granicama
pouzdanosti i mera njihove preciznosti (odnos CEDU/CEDL) za tri intenziteta efekta
reaktivacije BuChE plazme

Eksponencijalni model m3-b Hill-ov model m3-b

K027 K203 K027 K203

CES=36% CED 665 1822 664 1788
CEDL 329 640 387 640

CEDU 1360 9240 1290 7990
CEDU/CEDL 4,1 14,4 3,3 12,5
CES=17% CED 59 162 61 165
CEDL 22 45 35 58

CEDU 202 733 210 758
CEDU/CEDL 9,0 16,4 6,0 13,0

CES=8%  CED 5 12 4 11
CEDL 1 3 2 4

CEDU 37 91 37 88
CEDU/CEDL 28,5 35,1 15,6 22,4

CED - engl. critical effect dose; CEDL - engl. lower, donja i CEDU - engl. upper, gornja granica
pouzdanosti CED; CES - engl. critical effest size.
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Slika 26. Odnos doza oksima K027 (trouglovi, crna kriva) i oksima K203 (krsti¢i, crvena kriva) i aktivnosti BUChE u plazmi muzjaka Wistar
pacova trovanih DDVP-om. Krive predstavljaju eksponencijalni model 3 (1), Hill-ov model 3 (2) i full model (3).
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Slika 27. Odnos doza oksima K027 (trouglovi, crna kriva) i oksima K203 (krsti¢i, crvena
kriva) i aktivnosti BuChE u plazmi muzjaka Wistar pacova trovanih DDVP-om. Krive
predstavljaju eksponencijalni (A1, B1, C1) i Hill-ov (A2, B2, C2) model 3. Vertikalne i
horizontalne isprekidane linije predstavljaju doze kriticnog efekta oksima (engl. critical
effect dose, CED, pmol/kg) za tri intenziteta efekta (engl. critical effect size, CES) 36% (A),
17% (B) i 8% (C). Na graficima oznacenim brojem 3 prikazani su 90% intervali pouzdanosti
doze kriticnog efekta oksima K027 i K203 (za eksponencijalni i Hill-ov model) za tri
intenziteta efekta (A3, B3 i C3).
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Aktivnost BuChE u plazmi kao funkcija Sest rastu¢ih doza oksima K027 i
oksima K203 primenjenih sa atropinom (10 mg/kg, i.m) opisana je modelom 3 iz
obe familije modela, eksponencijalne i Hill-ove, koji ispunjava Kriterijum za dozno-
zavisni trend sa AIC vrednostima (AlCexp= -137,46, AlCuin= -137,24) niZim od
vrednosti tzv. full modela (AICqn= -128,46) (Slika 28A1-3). Ovaj model pokazuje da
dve krive doza-efekat koje odgovaraju oksimima K203 i K027 imaju razlic¢itu
vrednost parametra b (eksponencijalni model: b-K203=0,02096 i b-K027=0,02576),
ali ta razlika nije bila znacajna, ukazuju¢i da se oksimi uz primenu atropina ne
razlikuju u potentnosti da reaktiviraju DDVP-om inhibiranu BuChE plazme. Ovaj
troparametarski model nije omogucio procenjivanje parametra ¢, maksimalnog
efekta reaktivacije BuChE plazme oksimima K203 i K027.

[z prakticnog razloga lakSeg pracenja dobijenih rezultata analize, kao i
nepostojanja znacajne razlike u rezultatima analize eksponencijalnim i Hill-ovim
modelom, u daljem tekstu su navedeni rezultati analize eksponencijalnim modelom,
dok su na slikama prikazani rezultati analiza obe familije modela.

Vrednost varijanse troparametarskog eksponencijalnog modela zavisnosti
aktivnosti BuChE plazme od doze oksima K203 i KO27 uz primenu atropina iznosila

je 0,005014 (Slika 28A1). Na osnovu vrednosti varijanse izracunata je vrednost

standardne devijacije unutar grupe kao \/m=0,0708, a zatim je procenjena i
maksimalna veli¢ina efekta na osnovu kvanitativne veze izmedu ova dva parametra
M=7*s=1,642 (Slob, 2017). Tri intenziteta efekta izracunata su na osnovu vrednosti
M=1,642 na slede¢i nacin:

Jak efekat = M1/2= 1,642 1/2 = 1,281 puta povecanje efekta ili 28%,

Umeren efekat = M1/4= 1,642 1/4 = 1,132 puta povecanje efekta ili 13%,

Slab efekat = M1/8 = 1,642 1/8 = 1,064 puta povecanje efekta ili 6%.

Doze pri kojima oksimi K027 i K203 ostvaruju prethodno definisane
intenzitete efekta reaktivacije BuChE plazme su: za oksim K027 CED36=431
umol/kg, CED17=63 umol/kg i CEDs=9 pmol/kg, a za oksim K203 CEDs=716
pumol/kg, CED20=110 pmol/kg i CED10=15 pmol/kg (Slika 29). Isti intenzitet efekta
reaktivacije BuChE (bilo da se posmatra jak, umeren ili slab) se postiZe niZom dozom
oksima K027 u poredenju sa dozom oksima K203 datih u kombinaciji sa atropinom.

Zbog izostanka znacajne razlike u parametru b doza-efekat krivih oksima K027 i
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K203 uz primenu atropina, nisu generisani grafici intervala pouzdanosti u softveru.
Dodatno, intervali pouzdanosti izracunatih doza oksima K027 i K203 su Siroki i
preklapaju se za sva tri intenziteta efekta, ukazujuci da razlika u njihovoj potentnosti
da reaktiviraju BuChE u plazmi nije statisticki znacajna ( Tablela 17).

Preciznost u proceni CED, izrazena kao odnos CEDU/CEDL, se povecavala sa
porastom intenziteta efekta (Tabela 13) rezultirajuci faktorima 2,8 i 4,7 za oksim
K027 i K203 primenjenih sa atropinom, redom, pokazuju¢i da je informativnost
doza-efekat podataka za reaktivaciju BuChE plazme znacajno bolja od one koja je

dobijena kada su oksimi dati samostalno (Tabela 12).

Tabela 13. Doze kriti¢nog efekta (umol/kg) oksima K027 i K203 primenjenih sa atropinom
(A) sa 90% granicama pouzdanosti i mera njihove preciznosti (odnos CEDU/CEDL) za tri
intenziteta efekta reaktivacije BuChE plazme

Eksponencijalni model m3-b Hill-ov model m3-b
K027+A K203+A K027+A K203+A

CES=28% CED 413 716 426 725
CEDL 234 363 242 366

CEDU 661 1720 676 1800
CEDU/CEDL 2,8 4,7 2,8 4,9
CES=13% CED 63 110 63 108
CEDL 21 41 20 38

CEDU 154 285 158 289
CEDU/CEDL 7,3 7,0 8,0 7,6

CES=6% CED 9 15 8 13
CEDL 2 3 1 2

CEDU 35 55 34 51
CEDU/CEDL 23,0 16,8 28,8 20,6

CED - engl. critical effect dose; CEDL - engl. lower, donja i CEDU - engl. upper, gornja granica
pouzdanosti CED; CES - engl. critical effest size.

Promena reaktivacije BuChE plazme u funkciji doze K-oksima, izraZena kroz
odnos CEDjak/CEDumeren, bila je jednaka faktoru 11,3 (90% granice pouzdanosti 6,7-
14,7), odnosno faktoru 6,5 (90% granice pouzdanosti 4,3-11,1) kada su K-oksimi

primenjeni sa atropinom.
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Slika 28. Odnos doza oksima K027 (trouglovi, crna kriva) i oksima K203 (krsti¢i, crvena kriva) primenjenih sa atropinom (A) i aktivnosti BuChE
u plazmi muZjaka Wistar pacova trovanih DDVP-om. Krive predstavljaju eksponencijalni model 3 (1), Hill-ov model 3 (2) i full model (3).
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Slika 29. Odnos doza oksima K027 (trouglovi, crna kriva) i oksima K203 (krsti¢i, crvena
kriva) primenjenih sa atropinom (A) i aktivnosti BuChE u plazmi muZjaka Wistar pacova
trovanih DDVP-om. Krive predstavljaju eksponencijalni (A1, B1, C1) i Hill-ov (A2, B2, C2)
model 3. Vertikalne i horizontalne isprekidane linije predstavljaju doze kriticnog efekta
oksima (engl. critical effect dose, CED, umol/kg) za tri intenziteta efekta (engl. critical effect
size, CES) 28% (A), 13% (B) i 6% (C).
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4.5. Antioksidativni potencijal oksima kod pacova trovanih
dihlorvosom

4.5.1. Efekat atropina i/ili oksima na redoks status u plazmi

Nakon supkutanog davanja doze od 75% LDso DDVP-a, nivoi oba pracena
prooksidativna biomarkera u plazmi pacova, 02"~ i TOS, bili su znacajno poviSeni u
poredenju sa kontrolom i to 2,6 i 1,9 puta, redom (velicina efekta 76% za oba
biomarkera) (Slika 30). Primena DDVP-a znacajno je smanjila nivo aktivnosti SOD
(velic¢ina efekta 53%) (Slika 31a), kao i nivo TAS-a (veliCina efekta 76%) u plazmi
pacova u poredenju sa vrednostima u kontrolnoj grupi (Slika 31b). Sa druge strane,
znacajno poviSeni nivoi ukupnih -SH grupa (velic¢ina efekta 76%) su zabeleZeni u
odnosu na kontrolnu grupu (Slika 31c). Primena DDVP-a dovela je do znacajnog
sniZenja aktivnosti PON1 na 50% kontrolne aktivnosti (veli¢ina efekta 76%) (Slika
31d).

Indeks oksidativnog stresa, matematicki dobijen kao odnos biomarkera TOS
i TAS, imao je 11 puta viSu vrednost za grupu tretiranu DDVP-om u poredenju sa
kontrolnom grupom, pokazujuéi jasni disbalans redoks statusa u Korist
prooksidanasa u plazmi (Slika 32b). Tretman DDVP-om nije doveo do znacajnih
promena PAB u plazmi pacova (Slika 32a).

Konacno, primena DDVP-a povecala je nivoe MDA za oko 2 puta u odnosu na
kontrolne vrednosti ovog biomarkera (velicina efekta 53%) (Slika 33a). Takode,
znacajan porast u vrednostima nivoa AOPP-a (velic¢ina efekta 80%) dobijen je nakon

tretmana DDVP-om u odnosu na kontrolu (Slika 33b).

Nivoi prooksidativnih biomarkera, 02" = i TOS, poviSeni u plazmi pacova
trovanih DDVP-om, bili su sniZeni na nivo kontrolnih vrednosti nakon primene
oksima, sa izuzetkom pralidoksima, koji nije uspeo da smanji nivo Oz "~ na kontrolnu
vrednost (Slika 31). Nakon tretmana oksimima, sniZene aktivnosti enzimskih
antioksidanasa SOD i PON1 u plazmi pacova usled dejstva DDVP-a, bile su znacajno
povisene (Slika 31a i d). Cak su nakon primene obidoksima, trimedoksima i

pralidoksima izmerene aktivnosti PON1 bile znacajno viSe i od aktivnosti ovog
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enzima u kontrolnoj grupi (Slika 31d). Redukovan TAS u plazmi usled dejstva DDVP-
a, bio je vracen na kontrolni nivo nakon primene svakog od ispitivanih oksima (Slika
31b). PoviSeni novi ukupnih -SH grupa usled dejstva DDVP-a, znacajno su sniZeni
nakon primene oksimskog tretmana na vrednosti kontrole (Slika 31c).

Kao rezultat pada TOS-a i porasta TAS-a, izracunate vrednosti indeksa
oksidativnog stresa bile su znacajno nizZe i jednake kontroli nakon svih oksimskih
tretmana u odnosu na DDVP-tretman (Slika 32b).

PoviSeni nivoi MDA u plazmi pacova trovanih DDVP-om, bili su znacajno
sniZeni na nivo netretirane kontrole jedino nakon primene obidoksima (Slika 33a).
[zmereni su znacajno nizi nivoi AOPP-a u plazmi pacova nakon primene oksima
K027 i azoksima u odnosu na grupu tretiranu samo DDVP-om, dok su obidoksim i

trimedoksim dali i znacajno viSe vrednosti AOPP (Slika 33b).
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Slika 30. Prooksidativni biomarkeri u plazmi muzjaka Wistar pacova 60 minuta nakon
davanja DDVP-a (75% LDsy, s.c) i oksima (5% LDso, .m): a) superoksidni anjon (02 7) i b)
totalni oksidativni status (TOS). Box predstavlja interkvartilni opseg (25-75. percentil),
horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu, a krajevi gornje i donje vertikalne
linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost unutar grupe (n=5). Znacajno
razlic¢ito k vs. kontrola, d vs. DDVP, *p<0,05, **p<0,01 (Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).
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Slika 31. Antioksidativni biomarkeri u plazmi muzjaka Wistar pacova 60 minuta nakon
davanja DDVP-a (75% LDsy, s.c) i oksima (5% LDso, i.m): a) aktivnost superoksid dismutaze
(SOD), b) totalni antioksidativni status (TAS), c) ukupne -SH grupe i d) aktivnost
paraoksonaze (PON1). Box predstavlja interkvartilni opseg (25-75. percentil), horizontalna
linija unutar box-a predstavlja medijanu, a krajevi gornje i donje vertikalne linije
predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost unutar grupe (n=>5). Znacajno razlicito k vs.
kontrola, d vs. DDVP, *p<0,05, **p<0,01 (Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).
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Slika 32. Prooksidativno-antioksidativni balans (PAB) (a) i indeks oksidativnog stresa (OSI)
(b) u plazmi muzjaka Wistar pacova 60 minuta nakon davanja DDVP-a (75% LDsy, s.c) i
oksima (5% LDso, i.m). Box predstavlja interkvartilni opseg (25-75. percentil), horizontalna
linija unutar box-a predstavlja medijanu, a krajevi gornje i donje vertikalne linije
predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost unutar grupe (n=>5). Znacajno razlicito k vs.
kontrola, d vs. DDVP, *p<0,05, **p<0,01 (Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).
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Slika 33. Biomarkeri oksidativnog oStecenja makromolekula u plazmi muzjaka Wistar
pacova 60 minuta nakon davanja DDVP-a (75% LDso, s.c) i oksima (5% LDs, i.m): a)
malondialdehid (MDA) i b) uznapredovali produkti oksidacije proteina (engl. advanced
oxidation protein products, AOPP). Box predstavlja interkvartilni opseg (25-75. percentil),
horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu, a krajevi gornje i donje vertikalne
linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost unutar grupe (n=5). Znacajno
razlicito k vs. kontrola, d vs. DDVP, *p<0,05, **p<0,01 (Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).

Atropin dat samostalno je znacajno uticao na pojedina¢ne biomarkere redoks
statusa u plazmi pacova vracajuci ih na nivoe kontrolne grupe: smanjio povisene
nivoe prooksidanasa i povecao sniZene nivoe antioksidanasa usled dejstva DDVP-a
(Slika 34-37). Medutim, njegov efekat se nije odrazio na nivoe MDA i AOPP, s
obzirom da nije dobijena znacajna razlika u nivoima ova dva biomarkera u odnosu

na DDVP-u izloZenu grupu Zivotinja (p=0,347 i p=0,248, redom) (Slika 37).

Svi oksimi dati u kombinaciji sa atropinom znacajno su smanjili nivoe Oz "~ u
plazmi pacova trovanih DDVP-om, a nivoi i niZi od kontrolnih dobijeni su za oksime
K027, K203, trimedoksim i pralidoksim (Slika 34a). PoviSen TOS, usled dejstva
DDVP-a, bio je sniZen na nivo kontrole pri davanju oksima K027, pralidoksima i
azoksima uz atropin, dok je bio znacajno nizi, ali ne i na nivou kontrole nakon
terapije trimedoksimom i atropinom (Slika 34b). Kombinacije oksima K203 i
obidoksima sa atropinom nisu znacajno uticale na TOS u plazmi pacova (p=0,402 i
p=0,059, redom) (Slika 34b).

Aktivnost SOD u plazmi pacova nakon davanja svih oksima u kombinaciji sa
atropinom bila je znacajno viSa ne samo od aktivnosti u grupi izloZenoj DDVP-u ve¢

i od kontrolne grupe (Slika 35a). Svi oksimi dati sa atropinom znacajno su povecali
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TAS u plazmi pacova tretiranih DDVP-om, pri ¢emu je najizraZeniji efekat dobijen za
azoksim C¢iji efekat je bio znacajno visi i u odnosu na kontrolu (p=0,028), a najslabiji
za oksim K203 koji nije dostigao nivo kontrolne grupe (p=0,016) (Slika 35b).
PoviSeni nivoi ukupnih -SH grupa u plazmi pacova trovanih DDVP-om bili su
znacano nizi nakon tretmana oksimima u kombinaciji sa atropinom, pri ¢emu je nivo
kontrole dobijen jedino za kombinacije trimedoksima i pralidoksima sa atropinom
(Slika 35c). Oksimska terapija u kombinaciji sa atropinom povecala je aktivnost
PON1 na nivo kontrole u odnosu na njenu sniZzenu aktivnost kod DDVP-u izloZenih
Zivotinja, a kombinacija oksima K027 i atropina dala je aktivnosti ovog enzima i viSu
od kontrolne (Slika 35d).

[ u kombinaciji sa atropinom svi oksimi su dali znacajno nizi indeks
oksidativnog stresa u plazmi pacova tretiranih DDVP-om, s tim da on nije bio na
nivou kontrolne grupe jedino za oksime K203 i obidoksim (Slika 36).

PoviSene nivoe MDA u plazmi pacova tretiranih DDVP-om, smanjili su
znacajno u kombinaciji sa atropinom jedino obidoksim i trimedoksim, dok su
poviSeni nivoi AOPP-a ostali visoki i nakon davanja oksima sa atropinom, a bili i
znacajno viSi za kombinacije obidoksima, pralidoksima i trimedoskima sa

atropinom (Slika 37).
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Slika 34. Prooksidativni biomarkeri u plazmi muzjaka Wistar pacova 60 minuta nakon
davanja DDVP-a (75% LDsy, s.c), oksima (5% LDso, i.m) i atropina (A, 10 mg/kg, i.m): a)
superoksidni anjon (02" 7) i b) totalni oksidativni status (TOS). Box predstavlja interkvartilni
opseg (25-75. percentil), horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu, a krajevi
gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost unutar
grupe (n=5). Znacajno razlicito k vs. kontrola, d vs. DDVP, a vs. DDVP+A, *p<0,05, **p<0,01
(Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).
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Slika 35. Antioksidativni biomarkeri u plazmi muzjaka Wistar pacova 60 minuta nakon
davanja DDVP-a (75% LDsy, s.c), oksima (5% LDso, i.m) i atropina (A, 10 mg/kg, i.m): a)
aktivnost superoksid dismutaze (SOD), b) totalni antioksidativni status (TAS), c) ukupne -
SH grupe i d) aktivnost paraoksonaze (PON1). Box predstavlja interkvartilni opseg (25-75.
percentil), horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu, a krajevi gornje i donje
vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost unutar grupe (n=5).
Znacajno razli¢ito k vs. kontrola, d vs. DDVP, a vs. DDVP+A, *p<0,05, **p<0,01 (Kruskal-
Wallis, Mann-Whitney U).
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Slika 36. Prooksidativno-antioksidativni balans (PAB) (a) i indeks oksidativnog stresa (0SI)
(b) u plazmi muZjaka Wistar pacova 60 minuta nakon davanja DDVP-a (75% LDso, s.c),
oksima (5% LDso, i.m) i atropina (A, 10 mg/kg, i.m). Box predstavlja interkvartilni opseg
(25-75. percentil), horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu, a krajevi gornje i
donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost unutar grupe (n=>5).
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Znacajno razliCito k vs. kontrola, d vs. DDVP, a vs. DDVP+A, *p<0,05, **p<0,01 (Kruskal-
Wallis, Mann-Whitney U).
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Slika 37. Biomarkeri oksidativnog oStecenja makromolekula u plazmi muzjaka Wistar
pacova 60 minuta nakon davanja DDVP-a (75% LDsy, s.c), oksima (5% LDso, i.m) i atropina
(A, 10 mg/kg, im): a) malondialdehid (MDA) i b) uznapredovali produkti oksidacije
proteina (engl. advanced oxidation protein products, AOPP). Box predstavlja interkvartilni
opseg (25-75. percentil), horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu, a krajevi
gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost unutar
grupe (n=5). Znacajno razlicito k vs. kontrola, d vs. DDVP, a vs. DDVP+A4, *p<0,05, **p<0,01
(Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).

Naveci uticaj atropin je imao na antioksidativni efekat pralidoksima i to u
smislu da je kombinacija imala bolji efekat od samostalno datog pralidoksima jedino
na nivou Oz 7, dok je imala loSiji efekat na nivou TAS, ukupnih SH-grupa, aktivnosti
PON1, OSIi AOPP (Tabela 14). Najpovoljniji efekat atropin je ostvario u kombinaciji
sa trimedoksimom i to smanjenjem nivoa MDA na nivo kontrolne grupe u plazmi
pacova tretiranih DDVP-om. Ukljuc¢ivanje atropina u antidotsku terapiju nije imalo
znacajnog efekta ni na jedan od biomarkera redoks statusa plazme koje je ostvario

obidoksim dat samostalno.
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Tabela 14. Uticaj atropina (10 mg/kg, i.m) na antioksidativni efekat oksima (5% LDso, i.m) u plazmi pacova trovanih DDVP-om (75% LDsy, s.c).

Terapija Biomarker 0: TOS SOD TAS -SHgr. PON1 PAB 0SI MDA  AOPP
K027 vs. KO27+A p vrednost 0,021 1,000 0,251 0,347 0,047 0,117 0,249 0,522 0,117 0,141

p znadajnost *l ns ns ns *T ns ns ns ns ns

veli¢ina efekta

(%) 73 / / / 63 / / / / /
K203 vs. K203+A p vrednost 0,076 0,021 0,834 0,028 0,465 0,754 0,117 0,008 0465 0,209

p znadajnost ns *7 ns *l ns ns ns XD ns ns

veli¢ina efekta

(%) / 73 / 69 / / / 83 / /
LiiH-6 vs. LiH-6+A p vrednost 0,287 0,094 0,347 0,754 0,117 0,175 0,251 0,341 0,530 0,399

p znadajnost ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

veli¢ina efekta

(%) / / / / / / / / / /
TMB-4 vs. TMB-4+A  p vrednost 0,347 0,114 0,209 0,251 0,602 0,021 0,347 0,740 0,009 0,114

p znacajnost ns ns ns ns ns *l ns ns ) ns

velic¢ina efekta

(%) / / / / / 73 / / 83 /
2-PAMyvs. 2-PAM+A  pvrednost 0,009 0,207 0,754 0,009 0,021 0,009 0,142 0,020 0,602 0,009

p znadajnost k] ns ns k] *T R ns *T ns kT

velic¢ina efekta

(%) 83 / / 83 73 83 / 73 / 83
HI-6 vs. HI-6+A p vrednost 0,753 0,597 0917 0,009 0,295 0,602 0,047 0,011 0,754 0,012

p znacajnost ns ns ns AT ns ns *| *| ns *7

velic¢ina efekta

(%) / / / 83 / / 63 81 / 80

A - atropin; ns - nije znacajno razli¢ito (p>0,05); znacajno razli¢ito *(0,05>p>0,01), **(0,01>p>0,001); Tpovecanje, lsmanjenje.
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4.5.2. Efekat atropina i/ili oksima na redoks status u dijafragmi

Nivoi prooksidativnih biomarkera O2""i TOS nakon supkutanog davanja doze
od 75% LDso DDVP-a, bili su 2,4 i 3,8 puta viSi u odnosu na kontrolne nivoe, redom
(velic¢ina efekta 83% za oba biomarkera) (Slika 38). Aktivnost SOD u dijafragmi
usled dejstva DDVP-a bila je u odnosu na kontrolu 1,5 puta veca (veli¢ina efekta
76%), a TAS znacajno smanjen 13,7 puta (veliCina efekta 83%) (Slika 39a i b).
Znacajno poviSeni nivoi ukupnih -SH grupa 2,6 puta (veli¢ina efekta 83%) dobijeni
su u dijafragmi pacova trovanih DDVP-om u odnosu na netretirane Zivotinje (Slika
39¢).

Kao rezultat znacajnog porasta TOS i pada TAS u dijafragmi pacova dobijen
je oko 17 puta veci indeks oksidativnog stresa u DDVP-tretiranoj grupi u odnosu na
kontrolu (veli¢ina efekta 83%) (Slika 40).

Konacno, nivo MDA u dijafragmi pacova trovanih DDVP-om je bio 5,7 puta
viSi u odnosu na kontrolne nivoe, dok DDVP nije znacajno uticao jedino na nivo

AOPP-a u tkivu dijafragme (Slika 41).

PoviSene vrednosti prooksidativnih parametara 02" ~ i TOS usled dejstva
DDVP-a, bile su znacajno sniZene nakon primene oksima, s tim da su vrednosti 02"~
bile jednake kontrolnim nivoima kada su davani obidoksim, trimedoksim i
pralidoksim (Slika 38a). Takode, vrednosti TOS nisu se znacajno razlikovale od
kontrolnih posle terapije obidoksimom i trimedoksimom, ali i oksimom K203 (Slika
38b). Oksimi, sa izuzetkom azoksima, znacCajno je smanjila aktivnost SOD u
dijafragmi pacova povisenu od strane DDVP-a, tako da je aktivnost SOD dosegla nivo
kontrolne vrednosti, pri ¢emu su nesto intenzivniji efekat dali obidoksim i
trimedoksim u odnosu na K-oksime i pralidoksim (Slika 39a). Nizak TAS u dijafragmi
DDVP-om tretirane grupe pacova znacajno su povecali K-oksimi, pralidoksim i
azoksim, ali dobijeni efekti nisu bili na nivou kontrolnih vrednosti (Slika 39b). Svaki
od ispitivanih oksima znacajno je smanjio nivo ukupnih -SH grupa, poviSenih usled

efekta DDVP-a u dijafragmi pacova, a nakon terapije oksimom K203 i
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trimedoksimom, nivo ukupnih -SH grupa bio je na nivou kontrolne vrednosti (Slika
39¢).

Znacajno nizi OSI dobijeni su nakon davanja oksimske terapije, pri cemu su
vecli efekat ostvarili trimedoksim, pralidoksim i azoksim (veli¢ina efekta 83% za sva
tri oksima) u odnosu na K-oksime i obidoksim (veli¢ina efekta 76% i 69%, redom)
(Slika 40). Medutim, nijedan od ispitivanih oksima nije smanjio OSI na nivo
netretirane kontrole.

Oksimi su znacajno smanjili poviSene nivoe MDA u dijafragmi pacova, a nivo
kontrole nije postignut jedino za pralidoksim (Slika 41a). Iako sam DDVP u
dijafragmi nije doveo do znacajne promene nivoa AOPP, obidoksim i trimedoksim
su dali nivoe koji su bili znacajno nizi od onih izmerenih kod DDVP-grupe Zivotinja

veliCine efekta 76% i 69%, redom ika .
li¢ fekta 76% i 699 d Slika 41b
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Slika 38. Prooksidativni biomarkeri u dijafragmi muzjaka Wistar pacova 60 minuta nakon
davanja DDVP-a (75% LDsy, s.c) i oksima (5% LDso, .m): a) superoksidni anjon (02 7) i b)
totalni oksidativni status (TOS). Box predstavlja interkvartilni opseg (25-75. percentil),
horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu, a krajevi gornje i donje vertikalne
linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost unutar grupe (n=5). Znacajno
razlicito k vs. kontrola, d vs. DDVP, *p<0,05, **p<0,01 (Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).
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Slika 39. Antioksidativni biomarkeri u dijafragmi muzjaka Wistar pacova 60 minuta nakon
davanja DDVP-a (75% LDsy, s.c) i oksima (5% LDso, i.m): a) aktivnost superoksid dismutaze
(SOD), b) totalni antioksidativni status (TAS) i c) ukupne -SH grupe. Box predstavlja
interkvartilni opseg (25-75. percentil), horizontalna linija unutar box-a predstavlja
medijanu, a krajevi gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu
vrednost unutar grupe (n=5). Znacajno razlicito k vs. kontrola, d vs. DDVP, *p<0,05, **p<0,01
(Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).
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Slika 40. Indeks oksidativnog stresa (OSI) u dijafragmi muzjaka Wistar pacova 60 minuta
nakon davanja DDVP-a (75% LDsy, s.c) i oksima (5% LDso, i.m). Box predstavlja interkvartilni
opseg (25-75. percentil), horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu, a krajevi
gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost unutar
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grupe (n=5). Znacajno razli¢ito k vs. kontrola, d vs. DDVP, *p<0,05, **p<0,01 (Kruskal-Wallis,
Mann-Whitney U).
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Slika 41. Biomarkeri oksidativnog osSte¢enja makromolekula u dijafragmi muzjaka Wistar
pacova 60 minuta nakon davanja DDVP-a (75% LDso, s.c) i oksima (5% LDso, im): a)
malondialdehid (MDA) i b) uznapredovali produkti oksidacije proteina (engl. advanced
oxidation protein products, AOPP). Box predstavlja interkvartilni opseg (25-75. percentil),
horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu, a krajevi gornje i donje vertikalne
linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost unutar grupe (n=5). Znacajno
razliito k vs, kontrola, d vs. DDVP, *p<0,05, **p<0,01 (Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).

Atropin dat samostalno znacajno je smanjio DDVP-om poviSene nivoe oba
prooksidativna biomarkera (veli¢ina efekta 83%), ali nijedan od biomarkera nije bio
smanjen do nivoa kontrolne vrednosti (Slika 42). Od antioksidatvinih biomarkera,
atropin je znacajno smanjio na nivo kontrole DDVP-om povecanu aktivnost SOD
(veli¢ina efekta 73%), kao i poviSene nivoe ukupnih -SH grupa (veli¢ina efekta
69%), Cije smanjenje nije dostiglo nivo kontrolnih vrednosti (veli¢ina efekta 83%)
(Slika 43ai c). Medutim, atropin nije imao znacajnog uticaja na TAS (p=0,462) (Slika
43b). Nakon terapije atropinom OSI u dijafragmi DDVP-u izloZenih Zivotinja, je
znacajno smanjen, ali i dalje je bio 10 puta visi od vrednosti OSI kod kontrolnih
Zivotinja (Slika 44). Atropin nije doveo do znacajnih promena nivoa MDA, kao ni
AOPP-a u dijafragmi pacova trovanih DDVP-om (p=0,675 i p=0,834, redom) (Slika
45).

Primena atropina zajedno sa oksimima dovela je do znacajnog smanjenja
nivoa oba pracena prooksidativna biomarkera, poviSena kod DDVP-grupe Zivotinja
(Slika 42). Nivoi 02"~ su bili na nivou kontrolnih nakon terapije oksimom K203,

pralidoksimom i azoksimom datih sa atropinom (veliCine efekta 83%), dok su nivoi
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TOS bili na kontrolnom nivou nakon terapije oksimom K027, obidoksimom i
trimedoksimom datim uz atropin (veli¢ine efekta 83%). Znacajno smanjenje
aktivnosti SOD u dijafragmi DDVP-om tretiranih pacova, dobijeno je nakon terapije
K-osimima uz atropin (veli¢ina efekta 76%) (Slika 43a). Primena atropina sa K-
oksimima i trimedoksimom dovela je do znacajnog povecéanja nivoa TAS, ali je on
ostao daleko ispod kontrolnih nivoa (veli¢ina efekta 83%) (Slika 43b). Terapija
atropinom i oksimima, sa izuzetkom obidoksima, je dovela do znacajnog smanjenja
ukupnih -SH grupa u dijafragmi, ali su oni bili znac¢ajno visi od kontrolnih (Slika
43c).

Uticaj svih ispitivanih oksima promenjenih sa atropinom na TOS i TAS,
rezultirao je znacajnim smanjenjem OSI u dijafragmi pacova trovanih DDVP-om, ali
ovo smanjenje nije doseglo nivo kontrolnih vrednosti (Slika 44).

Jedino je kombinacija atropina i obidoksima dovela do znacajnog smanjenja
poviSenog nivoa MDA u dijafragmi usled dejstva DDVP-a (velic¢ina efekta 77%), ali
ne do kontrolnih nivoa (velic¢ina efekta 76%) (Slika 45a). Iako sam DDVP, kao ni sam
atropin dat kao terapija, nisu prouzrokovali znacajne promene nivoa AOPP u
dijafragmi, u odnosu na kontrolu, svi oksimi, osim K-oksima, doveli su do znacajnog

smanjenja AOPP u odnosu na kontrolu (Slika 45b).

a b)

1001 K 50+
S 801 40- K
E 60+ K™k & Kk aw S 30+ — —
° — £ K* K* K*
g = =
2 40 l;l » 204
I, I—:I IR== e El l;l El
° 20+ 10+ E El

T T T T O T T T T T T T T T

T T
NSRS R S > N L NI TR S s SRR RN R\ N
€ O @ F X © QO PR
& 9 oQ\\ NI R & S 004 & SR R
DDVP+A — DDVP+A

Slika 42. Prooksidativni biomarkeri u dijafragmi muzjaka Wistar pacova 60 minuta nakon
davanja DDVP-a (75% LDso, s.c), oksima (5% LDso, i.m) i atropina (A, 10 mg/kg, im): a)
superoksidni anjon (02" ") i b) totalni oksidativni status (TOS). Box predstavlja interkvartilni
opseg (25-75. percentil), horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu, a krajevi
gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost unutar
grupe (n=5). Znacajno razlic¢ito k vs. kontrola, d vs. DDVP, a vs. DDVP+A4, *p<0,05, **p<0,01
(Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).
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Slika 43. Antioksidativni biomarkeri u dijafragmi muZjaka Wistar pacova 60 minuta nakon
davanja DDVP-a (75% LDsy, s.c), oksima (5% LDso, i.m) i atropina (A, 10 mg/kg, i.m): a)
aktivnost superoksid dismutaze (SOD), b) totalni antioksidativni status (TAS) i c) ukupne -
SH grupe. Box predstavlja interkvartilni opseg (25-75. percentil), horizontalna linija unutar
box-a predstavlja medijanu, a krajevi gornje i donje vertikalne linije predstavljaju
minimalnu i maksimalnu vrednost unutar grupe (n=5). Znacajno razlicito k vs. kontrola, d
vs. DDVP, a vs. DDVP+A, *p<0,05, **p<0,01 (Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).
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Slika 44. Indeks oksidativnog stresa (0SI) u dijafragmi muZzjaka Wistar pacova 60 minuta
nakon davanja DDVP-a (75% LDso, s.c), oksima (5% LDso, i.m) i atropina (4, 10 mg/kg, i.m).
Box predstavlja interkvartilni opseg (25-75. percentil), horizontalna linija unutar box-a
predstavlja medijanu, a krajevi gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i
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maksimalnu vrednost unutar grupe (n=>5). Znacajno razlic¢ito k vs. kontrola, d vs. DDVP, a vs.
DDVP+A, *p<0,05, **p<0,01 (Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).
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Slika 45. Biomarkeri oksidativnog oSte¢enja makromolekula u dijafragmi muzjaka Wistar
pacova 60 minuta nakon davanja DDVP-a (75% LDsy, s.c), oksima (5% LDso, .m) i atropina
(A, 10 mg/kg, im): a) malondialdehid (MDA) i b) uznapredovali produkti oksidacije
proteina (engl. advanced oxidation protein products, AOPP). Box predstavlja interkvartilni
opseg (25-75. percentil), horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu, a krajevi
gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost unutar
grupe (n=5). Znacajno razlic¢ito k vs. kontrola, d vs. DDVP, a vs. DDVP+A4, *p<0,05, **p<0,01

(Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).

Uticaj atropina na antioksidativni efekat oksima u dijafragmi pacova trovanih
DDVP-om najviSe se odrazio na nivoe MDA i dovelo je do znacajno visih nivoa MDA
za sve oksime, osim pralidoksima (Tabela 15). Kao Sto je ve¢ navedeno, u odnosu na
DDVP- grupu znacajno manji nivoi MDA u dijafragmi su dobijeni nakon terapije

jedino kombinacijom obidoksima i atropina (Slika 45a).
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Tabela 15. Uticaj atropina (10 mg/kg, i.m) na antioksidativni efekat oksima (5% LDso, i.m) u dijafragmi pacova trovanih DDVP-om (75% LDsy,

5.C)
Terapija Biomarker 0: "~ TOS SOD TAS -SH gr. 0SI MDA AOPP
K027 vs. KO27+A p vrednost 0,249 0,916 0,525 0,917 0,251 0,347 0,009 0,602
p znacajnost ns ns ns ns ns ns T ns
veli¢ina efekta (%) / / / / / / 83 /
K203 vs. K203+A p vrednost 0,675 0,459 0,832 0,754 0,754 0,465 0,009 0,465
p znacajnost ns ns ns ns ns ns T ns
veli¢ina efekta (%) / / / / / / 83 /
LiiH-6 vs. LiH-6+A p vrednost 0,754 0,753 0,117 0,209 0,347 0,465 0,028 0,465
p znacajnost ns ns ns ns ns ns *1 ns
veli¢ina efekta (%) / / / / / / 69 /
TMB-4 vs. TMB-4+A p vrednost 0,346 0,834 0,009 0,916 0,602 0,293 0,009 0,675
p znacajnost ns ns ] ns ns ns T ns
veli¢ina efekta (%) / / 83 / / / 83 /
2-PAM vs. 2-PAM+A p vrednost 0,141 0,671 0,465 0,094 0,347 0,046 0,075 0,347
p znacajnost ns ns ns ns ns *T ns ns
veli¢ina efekta (%) / / / / / 63 / /
HI-6 vs. HI-6+A p vrednost 0,243 0,752 0,251 0,209 0,465 0,173 0,009 0,009
p znacajnost ns ns ns ns ns ns T x|
veli¢ina efekta (%) / / / / / / 83 83

A - atropin; ns - nije znacajno razli¢ito (p>0,05); znacajno razli¢ito *(0,05>p>0,01), **(0,01>p>0,001); Tpovecanje, lsmanjenje.
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4.5.3. Efekat atropina i/ili oksima na redoks status u mozgu

Nakon supkutanog davanja DDVP-a u dozi od 75% LDso, nivoi
prooksidativnih biomarkera, 02" = i TOS, u mozgu pacova bili su 1,8 puta visi u
poredenju sa vrednostima u tkivu kontrolne grupe Zivotinja (veli¢ina efekta 64 i
54%, redom) (Slika 46). Primena DDVP-a je dovela do izvesnog porasta, ali ne i
statisti¢ki znacajnog, aktivnosti SOD, kao i ukupnih -SH grupa u mozgu pacova
(p=0,094 1 0,076, redom) (Slika 47a i c), a TAS bio je oko 5 puta smanjen (veli¢ina
efekta 76%) (Slika 47b).

Kao rezultat znacajnog porasta TOS-a i pada TAS-a u mozgu pacova trovanih
DDVP-om, indeks oksidativnog stresa bio je oko 5 puta veci u odnosu na kontrolnu
grupu (Slika 48).

Konacno, primena DDVP-a dovela je do porasta koncentracije MDA u mozgu
pacova 2 puta u poredenju sa kontrolom (velicina efekta 64%) (Slika 49a). Nivoi
AOPP u mozgu pacova trovanih DDVP-om nisu bili znacajno razliciti u odnosu na

nivoe u tkivu kontrolne grupe iako izvestan porast, ali ne i statsiticki znacajan, jeste

zabeleZen (p=0,094) (Slika 49Db).

PoviSeni nivoi prooksidanasa, 02"~i TOS, u mozgu pacova trovanih DDVP-om,
sniZeni su na kontroni nivo nakon primene svih ispitivanih oksima, osim oksima
K027 i obidoksima, koji nisu znacajno uticali na prooksidanse (Slika 46).

Kao ni primena samog DDVP-a, ni davanje oksimske terapije nije znacajno uticalo
na aktivnost SOD i nivoe ukupnih -SH grupa u mozgu pacova (Slika 47a i c). Ipak,
znacajni pad TAS u mozgu pacova trovanih DDVP-om, dosegao je nivo kontrolne
grupe nakon primene oksima K027 i obidoksima (Slika 47b). Primena oksima K203
je takode dovela do povecanja nivoa TAS-a u mozgu u odnosu na grupu izloZzenu
DDVP-u, ali taj nivo nije dosegao kontrolnu vrednost (Slika 47b). Primena
pralidoksima, trimedoksima ili azoksima nije znacajno uticala na nizak nivo TAS u

mozgu pacova trovanih DDVP-om.
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Rezultat razlike u efektima oksima na biomarkere TOS i TAS u mozgu pacova
trovanih DDVP-om bio je da su vrednosti indeksa oksidativnog stresa bile jednake
kontroli nakon primene oksima K027, K203 i obidoksima (Slika 48).

DDVP-om indukovana lipidna peroksidacija u mozgu pacova znacajno je
umanjena oksimima, sa izuzetkom obidoksima (Slika 49a). Sa druge strane, jedino
su u grupi koja je tretirana oksimom K203 dobijeni nivoi AOPP znacajno niZi od onih

kod DDVP-om tretirane grupe Zivotinja (Slika 49b).
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Slika 46. Prooksidativni biomarkeri u mozgu muZjaka Wistar pacova 60 minuta nakon
davanja DDVP-a (75% LDso, s.c) i oksima (5% LDso, i.m): a) superoksidni anjon (02" 7) i b)
totalni oksidativni status (TOS). Box predstavlja interkvartilni opseg (25-75. percentil),
horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu, a krajevi gornje i donje vertikalne
linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost unutar grupe (n=5). Znacajno
razliito k vs, kontrola, d vs. DDVP, *p<0,05, **p<0,01 (Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).

95



1004 8001

80 t —
= 600+
=} 1S
a 5400_6
8 404 2) k*
-
20 " 2004 lkil il —
0 T T T T T T T T 0 T T T T T T T T
® L & P NN ® L & & > N ®
o& 00 © \,33‘ &$ quv A 00‘ ()O © \,33‘ &$ q,fzv A
DDVP DDVP
c)
0.4+
5 t
=° 0.3+
£
£
o 0.2+ El
Q.
=]
& E
T 0.1
(2]
00 T T T T T T T T
S I N

Slika 47. Antioksidativni biomarkeri u mozgu muzjaka Wistar pacova 60 minuta nakon
davanja DDVP-a (75% LDsy, s.c) i oksima (5% LDso, i.m): a) aktivnost superoksid dismutaze
(SOD), b) totalni antioksidativni status (TAS) i c) ukupne -SH grupe. Box predstavlja
interkvartilni opseg (25-75. percentil), horizontalna linija unutar box-a predstavlja
medijanu, a krajevi gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu
vrednost unutar grupe (n=5). Znacajno razli¢ito k vs. kontrola, d vs. DDVP, *p<0,05,
**p<0,01, t (0,05<p<0,1) (Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).
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Slika 48. Indeks oksidativnog stresa (0OSI) u mozgu muzjaka Wistar pacova 60 minuta
nakon davanja DDVP-a (75% LDso, s.c) i oksima (5% LDso, .m). Box predstavlja
interkvartilni opseg (25-75. percentil), horizontalna linija unutar box-a predstavlja
medijanu, a krajevi gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu
vrednost, unutar grupe (n=5). Znacajno razli¢ito k vs. kontrola, d vs. DDVP, *p<0,05,

**p<0,01 (Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).
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Slika 49. Biomarkeri oksidativnog oStec¢enja makromolekula u mozgu muzjaka Wistar
pacova 60 minuta nakon davanja DDVP-a (75% LDso, s.c) i oksima (5% LDs, i.m): a)
malondialdehid (MDA) i b) uznapredovali produkti oksidacije proteina (engl. advanced
oxidation protein products, AOPP). Box predstavlja interkvartilni opseg (25-75. percentil),
horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu, a krajevi gornje i donje vertikalne
linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost, unutar grupe (n=5). Znacajno
razliito k vs, kontrola, d vs. DDVP, *p<0,05, **p<0,01 (Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).

Atropin dat samostalno je smanjio znacajno poviSene nivoe prooksidanasa
02" 7i TOS, usled dejstva DDVP-a, na kontrolne vrednosti, a isti efekat je zabeleZen i
na nivou MDA (Slika 50 i 53a). Medutim, atropin dat samostalno nije uticao na
znacajno smanjen TAS i poviSen OSI kod DDVP-u izloZene grupe Zivotinja (p=0,675

i p= 0,249, redom) (Slika 51b i 52).

Kombinacija atropina i svakog od ispitivanih oksima, smanjila je visoke
vrednosti O2" ~ i TOS usled dejstva DDVP-a na nivo kontrole (Slika 50). Sa druge
strane, znacajno nizak nivo TAS kod DDVP-grupe Zivotinja nije uspela da poboljSa
nijedna kombinacija oksima sa atropinom (Slika 51b). Znacajnih razlika nije bilo ni
na nivou aktivnosti SOD, ni ukupnih -SH grupa, sa izuzetkom efekata pralidoksima i
azoksima koji su u kombinaciji sa atropinom dali nivoe ukupnih -SH grupa znacajno
viSe od kontrolne i atropinom tretirane grupe Zivotinja (Slika 51ai c).

Visoka vrednost OSI kod DDVP-u izloZenih Zivotinja bila je znacajno sniZena
jedino nakon terapije kombinacijama oksima K027 i obidoksima sa atropinom, s tim
da te vrednosti nisu bile na nivou netretirane kontrole (Slika 52).

Oksimi K027, K203, trimedoksim i pralidoksim dati sa atropinom znacajno

su smanjili povisen nivo MDA u mozgu pacova trovanih DDVP-om, na nivoe jednake
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kontrolim vrednostima (Slika 53a). Jedino je kombinacija oksima K203 i atropina

dala nivoe AOPP-a znacajno nizZe od onih kod DDVP-om tretirane grupe Zivotinja

(Slika 53b).
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Slika 50. Prooksidativni biomarkeri u mozgu muzjaka Wistar pacova 60 minuta nakon
davanja DDVP-a (75% LDsy, s.c), oksima (5% LDso, i.m) i atropina (A, 10 mg/kg, im): a)
superoksidni anjon (02" = ) i b) totalni oksidativni status (TOS). Box predstavlja
interkvartilni opseg (25-75. percentil), horizontalna linija unutar box-a predstavlja
medijanu, a krajevi gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu
vrednost unutar grupe (n=5). Znacajno razlicito k vs. kontrola, d vs. DDVP, a vs. DDVP+A,

*p<0,05, **p<0,01 (Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).
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Slika 51. Antioksidativni biomarkeri u mozgu muzjaka Wistar pacova 60 minuta nakon
davanja DDVP-a (75% LDso, s.c), oksima (5% LDso, i.m) i atropina (A, 10 mg/kg, im): a)
aktivnost superoksid dismutaze (SOD), b) totalni antioksidativni status (TAS) i c) ukupne -
SH grupe. Box predstavlja interkvartilni opseg (25-75. percentil), horizontalna linija unutar
box-a predstavlja medijanu, a krajevi gornje i donje vertikalne linije predstavljaju
minimalnu i maksimalnu vrednost unutar grupe (n=5). Znacajno razli¢ito k vs. kontrola, d
vs. DDVP, a vs. DDVP+A, *p<0,05, **p<0,01 (Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).
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Slika 52. Indeks oksidativnog stresa (0OSI) u mozgu muzjaka Wistar pacova 60 minuta
nakon davanja DDVP-a (75% LDso, s.c), oksima (5% LDso, i.m) i atropina (4, 10 mg/kg, i.m).
Box predstavlja interkvartilni opseg (25-75. percentil), horizontalna linija unutar box-a
predstavlja medijanu, a krajevi gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i
maksimalnu vrednost, unutar grupe (n=5). Znacajno razlic¢ito k vs. kontrola, d vs. DDVP, a vs.
DDVP+A, *p<0,05, **p<0,01 (Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).
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Slika 53. Biomarkeri oksidativnog oStec¢enja makromolekula u mozgu muzjaka Wistar
pacova 60 minuta nakon davanja DDVP-a (75% LDsy, s.c), oksima (5% LDso, i.m) i atropina
(A, 10 mg/kg, im): a) malondialdehid (MDA) i b) uznapredovali produkti oksidacije
proteina (engl. advanced oxidation protein products, AOPP). Box predstavlja interkvartilni
opseg (25-75. percentil), horizontalna linija unutar box-a predstavlja medijanu, a krajevi
gornje i donje vertikalne linije predstavljaju minimalnu i maksimalnu vrednost, unutar
grupe (n=5). Znacajno razlicito k vs. kontrola, d vs. DDVP, a vs. DDVP+A4, *p<0,05, **p<0,01
(Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).

Analiza uticaja atropina na antioksidativni efekat samostalno datih oksima u
mozgu pacova trovanih DDVP-om (Tabela 16) pokazala je da oksim K027 i
obidoksim daju nivoe 02" ~ jednake kontrolnim nivoima tek u kombinaciji sa
atropinom. Takode, poviSen TOS u mozgu pacova smanjen je na kontroni nivo
kombinacijom oksima K027 i atropina. Medutim, nakon uklju¢ivanja atropina u
terapiju, oksim K027, K203, obidoksim i trimedoksim dali su znacajno nizZe
vrednosti TAS, koje su ostale jednake nivoima kod DDVP-grupe. Dodatno, oksim
K027 i obidoksim, koji su samostalno dali OSI vrednosti jednake kontroli, uz atropin
su dali znacajno viSe vrednosti, s tim da su one i dalje bile znacano niZe od OSI kod

DDVP-grupe Zivotinja.
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Tabela 16. Uticaj atropina (10 mg/kg, i.m) na antioksidativni efekat oksima (5% LDso, i.m) u mozgu pacova trovanih DDVP-om (75% LDsy, s.¢).

Terapija Biomarker 0"~ TOS SOD TAS -SH gr. 0OSI MDA AOPP
K027 vs. KO27+A p vrednost 0,009 0,036 0,076 0,009 0,347 0,009 0,295 0,175
p znadajnost **] *l ns **] ns ) ns ns
veli¢ina efekta (%) 83 66 / 83 / 83 / /
K203 vs. K203+A p vrednost 0,076 0,672 0,917 0,028 0,251 0,071 0,207 0,917
p znacajnost ns ns ns *l ns ns ns ns
veli¢ina efekta (%) / / / 69 / / / /
LiiH-6 vs. LiiH-6+A p vrednost 0,028 0,753 0,094 0,009 0,047 0,009 0,602 0,175
p znadajnost *l ns ns k] *l T ns ns
veli¢ina efekta (%) 69 / / 83 63 83 / /
TMB-4 vs. TMB-4+A  p vrednost 0,028 0,399 0,402 0,047 0,917 0,045 0,016 0,527
p znacajnost *T ns ns *| ns *T *T ns
veli¢ina efekta (%) 69 / / 63 3 64 76 /
2-PAM vs. 2-PAM+A  pvrednost 0,917 0,462 0,249 0,465 0,047 0,528 0,076 1,000
p znacajnost ns ns ns ns 1 ns ns ns
veli¢ina efekta (%) / / / / 63 / / /
HI-6 vs. HI-6+A p vrednost 0,675 0,289 0,465 0,251 0,076 0,751 0,009 0,344
p znacajnost ns ns ns ns ns ns T ns
veli¢ina efekta (%) / / / / / / 83 /

A - atropin; ns - nije znacajno razlicito (p>0,05); znacajno razli¢ito *(0,05>p>0,01), **(0,01>p>0,001); Tpovecanje, lsmanjenje.

101



4.6. Antioksidativna efikasnost oksima K203 i K027 kod pacova
trovanih dihlorvosom

4.6.1. Modeli dozne zavisnosti antioksidativnih efekata atropina i/ili oksima
u plazmi

Antioksidativni efekat oksima K027 i K203 pokazan je na nivou svih
biomarkera oksidativnog stresa u plazmi, sa izuzetkom efekta oksima K203 na
aktivnost PON1 pri dve visoke testirane doze gde je dobijena aktivnost enzima
jednaka onoj u DDVP-tretiranoj grupi (Slika 54-57).

Dozna zavisnost nije pokazana za efekte povecanja TAS, smanjenja ukupnih
-SH grupa i smanjenja OSI u plazmi. Oba K-oksima su pri svim ispitivanim dozama
vratila nivoe TAS i ukupnih -SH grupa na nivo kontrolne grupe Zivotinja (najniZa
doza oksima K027 bila je 31 umol/kg i oksima K203 9 pmol/kg) (Slika 55ai b), dok
je OSI bio na nivou kontrole pri viSim ispitivanim dozama oksima K027 (632
umol/kg i 1264 pumol/kg), a za oksim K203 na nivou kontrole pri dozi 35 pmol/kg i
visSim (Slika 56b). Iako tretman DDVP-om nije narusio nivo PAB u plazmi, jedine
znacajno niZe vrednosti dobijene su pri dozama 63 pmol/kg za oksim K027 i 9
umol/kg, 17 umol/kg za oksim K203 (Slika 56a).

Dozna zavisnost dobijena je za efekte smanjenja O2"~i TOS (Slika 54), zatim
smanjenja MDA i AOPP (Slika 57), a oksim K027 pokazao je dozno zavisni efekat
povecanja aktivnosti PON1 (Slika 55d).

Dozna zavisnost smanjenja 02" ", TOS, pove¢anja PON1 i smanjenja AOPP bila
je opisana petoparametarskim modelom, dok je dozno zavisno smanjenje MDA
opisivao troparametarski model (Tabela 17). Osim za efekat smanjenja TOS, za sve
dozno zavisne antioksidativne efekte dobijena je znacajna razlika u parametru b
krivih koje pripadaju oksimima K203 i K027, pokazujuéi njihovu razliCitu
potentnost u plazmi (Tabela 17).

Medu dozno zavisnim efektima, najveci kapacitet K-oksimi su pokazali za
efekat smanjenja AOPP (7,3 puta), zatim smanjenja TOS (5,2 puta), dok su kapaciteti

oksima za smanjenje 02"~ i MDA bili pribliZno jednaki (3,3 i 3,6 puta, redom).
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Najmanji kapacitet se uocava za efekat povecanja aktivnosti PON1 oksimom
K027 (2,2 puta).

Najveca promena efekta u funkciji doze uocava se za efekat povecanja PON1
oksimom K027 i smanjenja AOPP K-oksimima (d=4), dok manje i jednake promena
efekta u funkciji doze imaju krive smanjenja O2" ~ i TOS (d=1), a najmanji kriva
smanjenja MDA (d=0,6).
je smanjenje Oz’ ~ (CED45-K027=64 pmol/kg, CED45-K203=21 umol/kg) a za oksim
K027 i povecanje PON1 (CED47-K027=66 pumol/kg). Vise i priblizne doze oksima
K203 dovele su do smanjenja MDA i AOPP jakog intenziteta (CED-K203=77/86
umol/kg) (Tabela 18). Znacajno visa i jednaka doza K-oksima bila je potrebna za
efekat smanjenja TOS (CEDs6=200 pmol/kg), dok su najviSe doze bile neophodne za
smanjenje MDA (CED30-K027=581 pmol/kg) i AOPP (CEDs7-K027=710 pmol/kg)
oksimom K027 (Tabela 18).

Najpreciznije CED dobijene su za efekat smanjenja AOPP, zatim povecanje
PON1 (oksim K027), manje precizne za smanjenje O2"~ i TOS, a najmanja preciznost
je bila u proceni kriti¢nih doza za efekat smanjenja MDA (Tabela 18).

Na osnovu vrednosti RPF bolja antioksidativha potentnost oksima K203
uocava se na nivou efekata smanjenja 02", kao i smanjenja MDA i AOPP (Tabela 18).
Razlika u potentnosti dva oksima je bila najvec¢a za smanjenje MDA (8,769 puta, ali
znacajna za jak intenzitet efekta), a manja razlika u potentnosti je dobijena za efekte

smanjenja 02"~ i AOPP (RPFx203=3,026 i 2,380, redom).
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Slika 55. Antioksidativni biomarkeri u plazmi muzjaka Wistar pacova trovanih DDVP-om u
funkciji doze oksima K203 i K027: a) totalni antioksidativni status (TAS), b) ukupne -SH
grupe, c) aktivnost paraoksionaze PON1 za oksim K203 i d) aktivnost paraoksionaze PON1

za oksim K027.
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Slika 56. Prooksidativno-antioksidativni balans (PAB) (a) i indeks oksidativnog stresa (OSI)
(b) u plazmi muzjaka Wistar pacova trovanih DDVP-om u funkciji doze oksima K203 i K027.
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Slika 57. Biomarkeri oksidativnog oStecenja makromolekula u plazmi muzjaka Wistar
pacova trovanih DDVP-om u funkciji doze oksima K203 (krsti¢i, crvena kriva) i K027
(trouglovi, crna kriva): a) malondialdehid (MDA) i b) uznapredovali produkti oksidacije
proteina (engl. advanced oxidation protein products, AOPP).
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Tabela 17. Parameri modela dozne zavisnosti efekata oksima K203 i K027 na biomarkere redoks statusa u plazmi pacova

Biomarker  AlCaun  AlCmin tll‘)e-: d Model  Oksim Parametri modela M CES (%)
var a b c d n-puta
M=1/c M=c % Jak Umeren Slab
02" -13,16 -18,08 dal E5-b K027 0,03546 108,6 0,03918 0,3011 1,074 3,321 0,3 -70 -45 -26 -14
K203 0,01193
TOS 41,52 34,94 dal E5-av K027 0,1164 40,03 0,00903 0,1919 0,920 5211 0,2 -81 -56 -34 -19
K203 0,05916 31,96
PON1 15,78 16,58 daT E5 K027 0,07066 39,11 2,69E-08 2,159 4,000 / 2,2 116 47 21 10
/
MDA -10,94 -21,12 dal E3-ab K027 0,03371 3,706 -0,02704 0,2766 0,594 3,615 0,5 -51 -30 -16 -8
K203 3,617 -0,00813
AOPP 10,86 9,72 dal E5-ab K027 0,05452 11,11 1,85E-10 0,1372 4,000 7,289 0,2 -81 -57 -34 -19
K203 13,09 4,24E-12

D-E trend, doza-efekat trend; | smanjenje, T povecanje; M-maksimalna veli¢ina efekta; CES-engl. critical effect size, veli¢ina kriticnog efekta.

106



Tabela 18. Doze kriti¢nih efekata oksima (engl. critical effect dose, CED) K203 i K027 na biomarkere redoks statusa u plazmi pacova, mera njihove
preciznosti (odnos CEDU/CEDL) i relativni faktor potentnosti (RPF)

Biomarker  Oksim CED (umol/kg) CEDU/CEDL odnos RPFx203
Jak Umeren Slab
CED CEDL CEDU CED CEDL CEDU CED CEDL CEDU Jak Umeren Slab
0" K027 64 45 86 30 17 47 16 8 29 1,9 2,8 3,6
K203 21 16 28 10 6 15 6 3 10 1,8 2,5 3,3 3,026
TOS K027 200 132 270 87 40 150 40 12 92 2,0 3,8 7,7
K203 /
PON1 K027 66 53 87 52 39 68 43 29 56 1,6 1,7 1,9
/ /
MDA K027 581 302 1030 174 62 387 50 11 160 3,4 6,2 14,5
K203 77 35 139 23 7 60 7 1,2 26 4,0 8,6 21,7 8769
AOPP K027 710 654 801 586 536 657 492 435 551 1,2 1,2 1,3
K203 276 248 294 228 198 243 191 159 204 1,2 1,2 1,3 2,380
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Antioksidativni efekat rastucih doza oksima K027 i K203 datih sa atropinom
pokazan je u plazmi efektima smanjenja Oz' 7, povecanja TAS, smanjenja ukupnih -
SH grupa i smanjenja OSI i za ove biomarkere nije bio dozno zavistan (Slika 58a, 59a
i b, 60b). Tacnije, date sa atropinom, sve ispitivane doze oba K-oksima znacajno su
uticale na nivoe navedenih biomarkera, naruSene dejstvom DDVP-a, a nivoe Oz i
TAS vratile na nivo kontrole. Ukupne -SH grupe i OSI smanjeni su na nivo kontrole
pri viSim dozama oksima K203 (179 umol/kg i 356 pmol/kg). Oksim K027 smanjio
je ukupne -SH grupe na nivo kontrole, takode, pri viSim dozama (632 pmol/kg i
1264 pmol/kg), dok je OSI bio na nivou kontrole od doze 63 pumol/kg.

Antioksidativni efekat kombinacije oksima K027 i atropina pokazan je i
smanjenjem TOS u plazmi na kontrolne vrednosti (Slika 58b). Smanjenje TOS u
plazmi kombinacijom oksima K203 i atropina bilo je znaCajno samo pri viSim
ispitivanim dozama oksima K203 (179 pumol/kg i 356 umol/kg), kada je vra¢eno na
kontrolni nivo.

Aktivnost PON1 u plazmi pacova trovanih DDVP-om, bila je jednaka ili ¢ak
viSa od kontrolnih nivoa nakon davanja atropina i niZih doza oksima K027 (31-126
umol/kg) i K203 (9-35 pumol/kg), ali je smanjena pri viSim dozama K-oksima datim
uz atropin, a za oksim K203 na nivo DDVP-grupe (Slika 59c).

Ispitivane doze K-oksima date sa atropinom nisu znacajno uticale na nivo PAB u
plazmi, ¢ije nivoe nije znac¢ajno promenio ni DDVP, kao ni atropin dat samostalno
(Slika 60a).

Nijedna doza oksima K027 data sa atropinom nije znacajno uticala na nivoe
MDA, kao ni AOPP, poviSene u plazmi pacova trovanih DDVP-om (Slika 61ai c).
Nijedna doza oksima K203 data sa atropinom nije znacajno uticala na poviSene
nivoe AOPP u plazmi pacova trovanih DDVP-om (Slika 61c). Medutim, ova terapija
je dovela do dozno zavisnog smanjenja poviSenih nivoa MDA do kontrolnih, koji je
bio opisan petoparametarskim modelom (Slika 61b, Tabela 19 i 20).

U pogledu ovogiujedno jedino dobijenog dozno zavisnog efekta, ukljucivanje
atropina u terapiju, dovelo je do redukcije doza oksima K203 2,6 puta neophodne za

smanjenje MDA u plazmi jakog intenziteta (Tabela 18 i 20).
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Slika 58. Prooksidativni biomarkeri u plazmi muzjaka Wistar pacova trovanih DDVP-om u
funkciji doze oksima K203 i K027 primenjenih sa atropinom (A): a) superoksidni anjon (0>’
7) i b) totalni oksidativni status (TOS). Znacajno razli¢ito k vs. kontrola, d vs. DDVP, a vs.
DDVP+A4, *p<0,05, **p<0,01 (Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).
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Slika 59. Antioksidativni biomarkeri u plazmi muzjaka Wistar pacova trovanih DDVP-om u
funkciji doze oksima K203 i K027 primenjenih sa atropinom (A): a) totalni antioksidativni
status (TAS), b) ukupne -SH grupe, c) aktivnost paraoksionaze (PON1). Znacajno razlicito k
vs. kontrola, d vs. DDVP, a vs. DDVP+A, *p<0,05, **p<0,01 (Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).
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Slika 60. Prooksidativno-antioksidativni balans (PAB) (a) i indeks oksidativnog stresa (OSI)
(b) u plazmi muzjaka Wistar pacova trovanih DDVP-om u funkciji doze oksima K203 i K027
primenjenih sa atropinom (A). Znacajno razlicito k vs. kontrola, d vs. DDVP, a vs. DDVP+A,
*p<0,05, **p<0,01 (Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).
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Slika 61. Biomarkeri oksidativnog oSteenja makromolekula u plazmi muzjaka Wistar
pacova trovanih DDVP-om u funkciji doze oksima K203 i K027 primenjenih sa atropinom
(A): a) malondialdehid (MDA), b) malondialdehid (MDA) za oksim K203, c) uznapredovali
produkti oksidacije proteina (engl. advanced oxidation protein products, AOPP). Znacajno
razlic¢ito k vs. kontrola, d vs. DDVP, a vs. DDVP+A, *p<0,05, **p<0,01 (Kruskal-Wallis, Mann-

Whitney U).
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Tabela 19. Parameri modela dozne zavisnosti efekata oksima K203 i K027 primenjenih sa atropinom (A) na biomarkere redoks statusa u plazmi
pacova

Biomarker AICfun AICmin D-Etrend Model Oksim Parametri modela M CES (%)
var a b c d n-puta
M=1/c M=c % Jak Umeren Slab
MDA /
a=DDVP 8,02 5,14 dal E5 K203+A 0,05095 3,647 1,71E-03 04914 1,841 2,035 0,5 -51 -30 -16 -8

D-E trend, doza-efekat trend; | smanjenje; M-maksimalna velic¢ina efekta; CES-engl. critical effect size, veli¢ina kriticnog efekta.

Tabela 20. Doze kriti¢nih efekata oksima (engl. critical effect dose, CED) K203 i KO27 primenjenih sa atropinom (A) na biomarkere redoks statusa
u plazmi pacova, mera njihove preciznosti (odnos CEDU/CEDL) i relativni faktor potentnosti (RPF)

Biomarker OKksim CED (pmol/kg) CEDU/CEDL odnos RPFx203
Jak Umeren Slab
CED CEDL CEDU CED CEDL CEDU CED CEDL CEDU Jak Umeren Slab
MDA /
a=DDVP K203+A 30 19 51 19 9 31 12 4 26 2,7 3,4 6,5 /
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4.6.2. Modeli dozne zavisnosti antioksidativnih efekata atropina i/ili oksima
u dijafragmi

Antioksidativni efekat oksima K027 i K203 u dijafragmi pokazan je na nivou
svih biomarkera oksidativnog stresa, sa izuzetkom AOPP cije znacajne promene u
odnosu na netretirane kontrolne Zivotinje nije dobijena ni primenom DDVP-a (Slika
62-65).

Dozna zavisnost je dobijena za efekat smanjenja Oz -, povecanja TAS i
smanjenja MDA (Slika 62a, 63a, 65a i Tabela 21), dok je znacajno smanjenje TOS i
ukupnih -SH grupa dobijeno je na nivou svih testiranih doza oksima K203 i K027
(najniZa doza oksima K027 bila je 31 pmol/kg, a oksima K203 9 pmol/kg) (Slika 62b
i 63b).

Indeks oksidativnog stresa, kao rezultat odnosa TOS i TAS, nije zadovoljio
kriterijum dozne zavisnosti, medutim oba oksima su u opsegu niZih doza (31-126
umol/kg za oksim K027, 9-35 umol/kg za oksim K203) znacajno smanjile njegovu
vrednost u odnosu na DDVP, dok su dve najviSe testirane doze (632 umol/kgi 1264
umol/kg za oksim K027, 179 pmol/kgi 356 umol/kg za oksim K203), ovo smanjenje
dovele na nivo kontrolnih vrednosti (Slika 64).

Dozno zavisno smanjenje 02"~ oksimima K203 i K027 u dijafragmi bilo je
opisano troparametarskim, dok poveanje TAS i smanjenje MDA
petoparametarskim modelima sa znacajnom razlikom u parametru b krivih za sva
tri biomarkera (Slika 62a, 63a, 65a i Tabela 21).

Najveci maksimalni efekat oksima se uocava na nivou TAS sa povecanjem od
15-puta u odnosu na DDVP-tretiranu grupu, zatim na nivou MDA sa smanjenjem 5,7-
puta i najmanji maksimalni efekat uoCava se za efekat smanjenja 02"~ od 2,4-puta
(Tabela 21). Ove veliCine maksimalnih efekata oksima su jednake veli¢ini promene
koju je ostvario sam DDVP u odnosu na netretiranu grupu zZivotinja, Sto znaci da su
K-oksimi dozno zavisno vratili nivoe pomenutih biomarkera na nivo kontrole.

Najveca promena efekta u funkciji doze dobijena je za efekat smanjenja MDA
u dijafragmi pacova od d=3,108, zatim za efekat povec¢anja TAS d=2,101, a najmanja

za efekat smanjenja 02"~ d=0,348 (Tabela 21).
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je smanjenje 02" -, a doze kriticnog efekta su: CED20-K027=33 pmol/kg, CED2o-
K203=7 pmol/kg i CED11-K027=5 pmol/kg i CED11-K203=1 pmol/kg (Tabela 22).
MDA, a doze kriticnog efekta su: CEDss-K027=113 pumol/kg i CEDss-K203=34
umol/kg. Vise doze oksima su bile potrebne za povecanje TAS jakog intenziteta u
odnosu na smanjenje MDA dijafragmi CED287-K027=203 pmol/kg, CED2s87-K203=69
umol/kg, dok se doze za postizanje efekta umerenog i slabog intenziteta za ova dva
biomarkera mogu smatrati bliskim: za TAS CED9¢7-K027=117 pmol/kg, CED97-
K203=40 pmol/kg i CED40-K027=76 pmol/kg i CED40-K203=26 pmol/kg; za MDA
CED35-K027=88 pmol/kg, CED35-K203=26 pumol/kg i CED20-K027=71 pmol/kg i
CED20-K203=21 pmol/kg.

Bolja preciznost izracunatih CED dobijena je za biomarkere TAS i MDA u
odnosu na 02"~ (Tabela 22).

Na osnovu vrednosti RPF uocava se veca potentnost oksima K203 u odnosu
na oksim K027 u uticaju na redox biomarkere dijafragme (Tabela 22). Razlika u
potentnosti oksima je najveéa za efekat smanjenja Oz~ (RPFk203=5,938), ali
preklapanje intervala pouzdanosti doza dva oksima ne postoji jedino na nivou efekta
jakog intenziteta. Za efekat povecanja TAS i smanjenja MDA vrednosti potentnosti
oksima K203 u odnosu na oksim K027 su pribliZzno jednake i iznose RPFk203=3,600
i 3,364, redom, a intervali pouzdanosti doza dva oksima se ne preklapaju ni na

jednom od posmatranih intenziteta efekata.
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Slika 62. Prooksidativni biomarkeri u dijafragmi muzjaka Wistar pacova trovanih DDVP-
om funkciji doze oksima K203 i KO27: a) superoksidni anjon (02" ) za oksim K203 (krstic¢i,
crvena kriva) i K027 (trouglovi, crna kriva) i b) totalni oksidativni status (TOS). Znacajno
razliCito k vs. kontrola, d vs. DDVP, *p<0,05, **p<0,01 (Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).
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Slika 63. Antioksidativni biomarkeri u dijafragmi muzjaka Wistar pacova trovanih DDVP-
om u funkciji doze oksima K203 i KO27: a) totalni antioksidativni status (TAS) za oksim
K203 (krstic¢i, crvena kriva) i K027 (trouglovi, crna kriva), b) ukupne -SH grupe. Znacajno
razliCito k vs. kontrola, d vs. DDVP, *p<0,05, **p<0,01 (Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).
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Slika 64. Indeks oksidativnog stresa (OSI) u dijafragmi muzjaka Wistar pacova trovanih
DDVP-om) u funkciji doze oksima K203 i K027. Znacajno razlicito k vs. kontrola, d vs. DDVP,
*p<0,05, **p<0,01 (Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).
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Slika 65. Biomarkeri oksidativnog osSte¢enja makromolekula u dijafragmi muzjaka Wistar
pacova trovanih DDVP-om u funkciji doze oksima K203 i KO27: a) malondialdehid (MDA)
za oksim K203 (krsti¢i, crvena kriva) i K027 (trouglovi, crna kriva), b) uznapredovali
produkti oksidacije proteina (engl. advanced oxidation protein products, AOPP). Znacajno
razlic¢ito k vs. kontrola, d vs. DDVP, *p<0,05, **p<0,01 (Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).
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Tabela 21. Parameri modela dozne zavisnosti efekata oksima K203 i K027 na biomarkere redoks statusa u dijafragmi pacova

Biomarker AICamn AlCmin D-Etrend Model Oksim Parametri modela M CES (%)
var a b c d n-puta

M=1/c M=c % Jak Umeren Slab

02" -18,72  -24,66 dal E3-bv K027 0,02183 6553 -0,1127 / 0,348 2,4 0,4 -60  -37 -20 -11
K203  0,04628 -0,06605

TAS 14,54 14,64 dat E5-ab K027 0,05918 36,42 3,19E-05 14,73 2,101 / 15,0 1400 287 97 40

K203 42,13 3,32E-06 128

MDA 51,16 43,34 dal E5-b K027  0,1035 132,6 2,17E-05 0,175 3,108 57 0,2 -83  -58 -35 -20
K203 4,99E-07

D-E trend, doza-efekat trend; | smanjenje, T povecanje; M-maksimalna veli¢ina efekta; CES-engl. critical effect size, velicina kriticnog efekta.

Tabela 22. Doze kriti¢nih efekata oksima (engl. critical effect dose, CED) K203 i K027 na biomarkere redoks statusa u dijafragmi pacova, mera
njihove preciznosti (odnos CEDU/CEDL) i relativni faktor potentnosti (RPF)

Biomarker OKksim CED (pmol/kg) Odnos CEDU/CEDL RPFx203
Jak Umeren Slab
CED CEDL CEDU CED CEDL CEDU CED CEDL CEDU Jak Umeren Slab
02" K027 270 126 504 33 9 99 5 1 24 4,0 11,0 24,0
K203 58 25 118 7 2 23 1 0 6 4,7 11,5 38,0 5,938
TAS K027 203 170 245 117 95 145 76 59 98 1,4 1,5 1,7
K203 69 55 88 40 31 52 26 19 35 1,6 1,7 1,8 3,600
MDA K027 113 94 127 88 60 104 71 39 88 1,4 1,7 2,3
K203 34 28 38 26 18 31 21 12 26 1,4 1,7 2,2 3,364
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Kada su rastuce doze oksimi K027 i K203 date sa atropinom antioksidativni
efekat u dijafragmi je pokazan na nivou svih biomarkera oksidativnog stresa, sa
izuzetkom AOPP c¢ije znacajne promene u odnosu na netretirane kontrolne Zivotinje
nije izazvao ni DDVP, kao ni terapija samo atropinom (Slika 66-69).

Dozna zavisnost nije pokazana za efekat smanjenja O2" =~ kombinacijom
oksima K027 i atropina, kao ni za efekat smanjenja TOS. Sve ispitivane doze oksima
K027 sa atropinom znacajno su smanjile DDVP-om poviSene nivoe O2"", pri ¢emu su
nivoi ovog biomarkera bili jednaki nivou koji dala terapija samo atropinom (Slika
66a). Sve ispitivane doze K-oksima date sa atropinom znacajno su smanjenjile TOS
u dijafragmi na nivo kontrole (Slika 66c).

Dozna zavisnost je dobijena za efekat smanjenja 027, ali samo za kombinaciju
oksima K203 i atropina (Slika 66), a za oba K-oksima data sa atropinom za efekte
povecanja TAS, smanjenja ukupnih -SH grupa, smanjenja OSI i konac¢no za efekat
smanjenja MDA (Slika 67, 681 69a).

Dozna zavisnost efekata smanjenja 02", povecanja TAS, smanjenja OSI i MDA
bila je opisana petoparametarskim modelima (Tabela 23). S obzirom da je
samostalno dat atropin znacajno smanjio nivo ukupnih -SH grupa, ali ne i na nivo
kontrole, dozna zavisnost efekta smanjenja ukupnih -SH grupa kombinacijama K-
oksima sa atropinom bila je opisna troparametarskim modelom u slucaju kada je za
efekat pri nultoj dozi postavljen efekat DDVP-a (a=DDVP), a petoparametarskim
kada je za efekat pri nultoj dozi postavljen efekat DDVP-a sa atropinom (a=DDVP+A)
(Tabela 23).

Za sve biomarkere redoks statusa u dijafragmi koji su pokazali doznu
zavisnost vrednost parametra b krivih koje pripadaju oksimima K027 i K203 datim
sa atropinom je bila znacajno razlicita (Tabela 23).

Najveci kapacitet K-oksima (Tabela 23) datih sa atropinom u dijafragmi se
uoCava na nivou TAS sa povecanjem od 13-puta i OSI sa smanjenjem 12-puta (za
a=DDVP+atropin). Zatim makismalni efekat smanjenja MDA u dijafragmi K-
oksimima sa atropinom iznosi 7,5-puta, dok se najnizi i gotovo identi¢ni maksimalni
efekti uoCavaju za efekte smanjenja 02"~ (oksim K203+atropin) i ukupnih -SH grupa
znacajno povisenih u dijafragmi pacova trovanih DDVP-om (2,5 prema 2,6-puta za

a=DDVP, redom, odnosno 1,8-puta za oba biomarkera za a=DDVP+atropin).
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Ukoliko se posmatraju efekti K-oksima datih sa atropinom za a=DDVP,

najvecu promenu efekta u funkciji doze imaju krive smanjenja TAS (d=2,307), pa
zatim smanjenja MDA (d=1,607), smanjenja Oz"~ (oksim K203+atropin, d=0,856), a
najmanju efekat smanjenja ukupnih -SH grupa (d=0,317) (Tabela 23). Ukoliko se
posmatraju promene efekta u funkciji doze za a=DDVP+atropin, najvece vrednosti
se uocavaju za efekat smanjenja 02"~ (oksim K203+atropin, d=4), zatim smanjenja
ukupnih -SH grupa (d=2,450), dok je smanjenje OSI u funkciji doze oksima nize
(d=1,551).
i sva tri intenziteta dozno-zavisnih efekata, jeste smanjenje 02" = (CED37=25
umol/kg) i smanjenje ukupnih -SH grupa (CED37=29 pmol/kg) (Tabela 24).
intenziteta, je povecanje TAS (CED261=229 pmol/kg), a za efekte umerenog i slabog
intenziteta, smanjenje ukupnih -SH grupa (CED20=38 i CED11=5 pmol/kg) (Tabela
24).

Generalno posmatrano, ukljucivanje atropina u terapiju nije znacajno
promenilo maksimalne efekte K-oksima na redoks status u dijafragmi pacova
trovanih DDVP-om, osim za efekat smanjenja MDA gde je ukljucivanje atropina
dovelo do povecanja maksimalnog efekta oksima sa 5,7 na 7,5-puta (Tabela 211 23).
Medutim, ukljucivanje atropina u terapiju dovelo je do povecanja veli¢ine promene
efekta u funkciji doze oksima za efekte smanjenja 02" ~ i povecanja TAS, ali i do
smanjenja te veliCine za opadajuc¢e krive MDA biomarkera (d parametar Kkrive,
Tabela 211 23).

Ukljucivanje atropina u terapiju dovelo je do redukcije doza oksima K203 za
efekat smanjenja O2" 7, manje redukcije za efekat povecanja TAS ali i do povecanja
doza oba oksima za efekte smanjena ukupnih -SH grupa i narocito efekat smanjenja
MDA (Tabela 22 i 24).

Na osnovu vrednosti RPF uocava se veca potentnost oksima K203 datog sa
atropinom u odnosu na kombinaciju oksim K027 i atropin u uticaju na redoks
biomarkere dijafragme (Tabela 24). Najveca vrednost RPF oksima K203 datog sa
atropinom (RPFk203=10) dobijena je za efekat smanjenja ukupnih -SH grupa u

dijafragmi, ali se intervali pouzdanosti ne preklapaju samo na nivou jakog efekta.
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Ukljucivanje atropina u terapiju dovelo je do malog povecanja vrednosti

RPFk203 za efekat povecanja TAS, ali i do smanjenja prednosti oksima K203 nad

oksimom K027 za efekat smanjenja MDA u dijafragmi (Tabela 22 i 24).
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Slika 66. Prooksidativni biomarkeri u dijafragmi muzjaka Wistar pacova (trovanih DDVP-
om u funkciji doze oksima K203 i K027 primenjenih sa atropinom (A): a) superoksidni anjon
(02" 7) za oksim K027, b) superoksidni anjon (02 7) za oksim K203 (trouglovi, crna kriva) i
c) totalni oksidativni status (TOS). Znacajno razli¢ito k vs. kontrola, d vs. DDVP, a vs.
DDVP+A4, *p<0,05, **p<0,01 (Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).
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Slika 67. Antioksidativni biomarkeri u dijafragmi muzjaka Wistar pacova trovanih DDVP-
om u funkciji doze oksima K203 (krsti¢i, crvena kriva) i KO27 (trouglovi, crna kriva)
primenjenih sa atropinom (A): a) totalni antioksidativni status (TAS), b) ukupne -SH grupe.
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Slika 68. Indeks oksidativnog stresa (OSI) u dijafragmi muzjaka Wistar pacova trovanih
DDVP-om u funkciji doze oksima K203 (krsti¢i, crvena kriva) i K027 (trouglovi, crna kriva)
primenjenih sa atropinom (A).
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Slika 69. Biomarkeri oksidativnog ostecenja makromolekula u dijafragmi muzjaka Wistar
pacova trovanih DDVP-om u funkciji doze oksima K203 i K027 primenjenih sa atropinom
(A): a) malondialdehid (MDA) za oksim K203 (krsti¢i, crvena kriva) i K027 (trouglovi, crna
kriva) i b) uznapredovali produkti oksidacije proteina (engl. advanced oxidation protein
products, AOPP), znacajno razliCito k vs. kontrola, d vs. DDVP, a vs. DDVP+A, *p<0,05,

**p<0,01 (Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).
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Tabela 23. Parameri modela dozne zavisnosti efekata oksima K203 i K027 primenjenih sa atropinom (A) na biomarkere redoks statusa u
dijafragmi pacova

Biomarker =~ AICun  AlICmin tll')er[;:d Model Oksim Parametri modela M CES (%)
var a b [ d n-puta
M=1/c M=c % Jak Umeren  Slab
0:" /
a=DDVP 1,16 -2,32 dal ES K203+A  0,04117 64,65 6,09E-02  0,4024 0,856 2,5 0,4 -60 -37 -20 -11
0:" /
a=DDVP+A -9,14 -10,86 dal ES K203+A  0,02963 47,46 4,85E-07  0,5495 4,000 1,8 0,5 -45 -26 -14 -7
TAS 21,00 19,74 da? E5-ab K027+A  0,06443 45,58 8,59E-07 13,26 2,307 / 13,0 1200 261 90 38
a=DDVP K203+A 44,44 2,10E-05
TAS 27,08 18,36 da? E5-ab K027+A  0,06296 53,23 1,91E-06 11,12 2,885 / 11,0 1000 232 82 35
a=DDVP+A K203+A 52,21 3,27E-08
-SH gr. -1,20 -4,96 dal E3-ab K027+A  0,04413  0,4249 -0,1581 / 0,317 2,6 0,4 -60 -37 -20 -11
a=DDVP K203+A 0,4479 -0,0706
-SH gr. -1,76 -14,28 dal E5-b K027+A  0,03778 0,3188  3,62E-05  0,5406 2,450 1,8 0,5 -50 -29 -16 -8
a=DDVP+A K203+A 4,40E-08
0SI 49,96 47,10 dal E5-ab K027+A 0,1017 0,2358  1,98E-03 0,083 1,551 12,0 0,1 -92 -71 -46 -27
a=DDVP+A K203+A 2,18E-04
MDA 27,30 16,40 dal E5-bv K027+A 0,0789 140 2,82E-04 0,134 1,607 7,5 0,1 -87 -63 -39 -22
a=DDVP K203+A  0,04506 5,71E-05
MDA 29,36 18,44 dal E5-bv  K027+A  0,08094 134,3 1,98E-05 0,143 2,112 7,0 0,1 -86 -62 -39 -22
a=DDVP+A K203+A 0,0474 2,18E-06

D-E trend, doza-efekat trend; | smanjenje, T povecanje; M-maksimalna veli¢ina efekta; CES-engl. critical effect size, velicina kriticnog efekta.
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Tabela 24. Doze kriti¢nih efekata oksima (engl. critical effect dose, CED) K203 i K027 primenjenih sa atropinom (A) na biomarkere redoks statusa
u dijafragmi pacova, mera njihove preciznosti (odnos CEDU/CEDL) i relativni faktor potentnosti (RPF)

Biomarker = Oksim CED (pmol/kg) Odnos CEDU/CEDL RPFx203
Jak Umeren Slab
CED CEDL  CEDU CED CEDL CEDU CED CEDL CEDU Jak  Umeren Slab
027 /
a=DDVP K203+A 25 14 44 9 3 19 4 1 12 3,1 6,3 12,0 /
027" /
a=DDVP+A  K203+A 37 31 55 30 21 38 24 13 31 1,8 1,8 2,4 /
TAS K027+A 229 187 285 140 109 181 95 70 131 1,5 1,7 1,9
a=DDVP K203+A 57 47 72 35 28 45 24 18 32 1,5 1,6 1,8 3,863
TAS K027+A 246 180 325 167 133 231 123 93 179 1,8 1,7 1,9
a=DDVP+A  K203+A 60 46 81 41 33 54 30 23 40 1,8 1,6 1,7 3,988
-SH gr. K027+A 374 123 1100 38 7 151 5 1 32 8,9 21,6 32
a=DDVP K203+A 29 9 78 3 1 14 1 0 3 8,7 14,0 30 10,080
-SH gr. K027+A 1006 739 1310 712 418 1010 513 227 829 1,8 2,4 3,7
a=DDVP+A  K203+A 65 41 145 46 28 116 33 16 95 3,5 4,1 5,9 15,500
OSI K027+A 297 218 422 182 119 320 116 65 251 1,9 2,7 39
a=DDVP+A K203+A 72 50 115 44 29 79 28 17 58 2,3 2,7 3,4 4,267
MDA K027+A 514 403 616 317 139 504 204 93 423 1,5 3,6 4,5
a=DDVP K203+A 190 161 224 118 78 161 75 78 135 1,4 2,1 1,7 2,728
MDA K027+A 540 427 621 379 232 514 270 125 430 1,5 2,2 3,4
a=DDVP+A  K203+A 190 167 221 133 93 164 95 50 138 1,3 1,8 2,8 2,871
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4.6.3. Modeli dozne zavisnosti antioksidativnih efekata atropina i/ili oksima
u mozgu

Antioksidativni efekat oksima K027 i K203 pokazan je na nivou 02" 7, TAS i
OSI i bio je dozno zavistan (Slika 70a, 71a i 72), a oksim K027 pokazao je i dozno
zavisno smanjenje MDA, dok je oksim K203 jedino u dozi od 5% LDs0=35 pmol/kg
znacajno smanjio nivoe MDA u odnosu na DDVP-grupu (Slika 73).

K-oksimi nisu ostvarili znacajan efekat na nivoe TOS u mozgu pacova,
znacajno poviSene usled dejstva DDVP-a, a jedino je oksim K203 u dozi od 5%
LDs0=35 pmol/kg znacajno smanjio ovaj biomarker u mozgu Zivotinja (Slika 70b).
Takode, K-oksimi nisu ostvarili znacajan efekat na nivoe ukupnih -SH grupa i AOPP
u mozguy, Cije znaCajne promene u odnosu na netretirane Zivotinje nije izazvao ni
DDVP (Slika 71b i 73c).

Dozna zavisnost antioksidativnih efekata K-oksima u mozgu bila je opisana
petoparametarskim modelima sa parametrom b znacajno razli¢itim medu krivama
koje pripadaju oksimu K027 i K203 (Tabela 25).

Najveci i gotovo jednaki kapacitet oksimi su ostvarili za poveéanje TAS i
smanjenje OSI (oko 6-puta), zatim za smanjenje 02" ~ (4,2-puta) i najmanji za efekat
smanjenja MDA (2,2-puta) u mozgu (Tabela 25).

Dobijeno je da su promene porasta TAS, smanjenja OSI i smanjenja MDA u
funkciji doze oksima jednaki (d=4) i dva puta ve¢i od smanjenja 02" ~ (d=1,863)
(Tabela 25).

NajniZe doze kriticnog efekta K-oksima su dobijene za efekte povecanja TAS
(CED145-K027=86 pmol/kg, CED145-K203=32 pmol/kg) i smanjenja OSI (CEDso-
K027=80 pmol/kg, CEDs9-K203=21 pmol/kg); zatim za efekat smanjenja MDA
(CED33-K027=92 pmol/kg); dok su viSe doze bile potrebne za kriticne efekte
smanjenja Oz =~ u mozgu (CEDs1-K027=254 pmol/kg, CEDs1-K203=59 pmol/kg)
(Tabela 26).

Preciznost procenjenih CED je bila bolja za biomarkere TAS, OSI i MDA u
odnosu na O2" ~ (Tabela 26).

Na osnovu vrednosti RPF uocava se veca potentnost oksima K203 u odnosu

na oksim K027 u ispoljavanju antioksidativnih efekata na nivou mozga, pri ¢emu je
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ta razlika najveca na nivou smanjenja Oz2"~ (RPFk203=5,261, znacajna za jak i umeren
efekat), zatim smanjenja OSI (RPFxk203=3,353, znacajna za sve intenzitete efekta), a
najmanja na nivou povecanja TAS (RPFxk203=2,467, za sve intenzitete efekta) (Tabela

26).

a) Exponential model b)
Expon. m5-abv 655 k
version: 65. ** wx
loglk 0.2 40+ k
AIC 156
R var-K027  0.04054
var-K203  0.08344
a-K027  146.9 30+
a-K203 136 )
o CED-K027 253.8 =
o CED-K203  59.05 g
c- 0.2408 ,
S d- 1.863 =3 20
pS CES -0.51 73
S 2 CEDL-K027 156 o
3 CEDU-K027 400 [
CEDL-K203 38.7 10
CEDU-K203 117
o | b: 3.685e-05
- b: 0.0005577
conv : 1 0
scaling factoron x : 1 @I QI %\l QJ\ QJ\ %\ ® (9\ QD\ 9.)\ (’J\ ®
N dtype : 10 ,(\0\04"),@ AL, P2 VAP XV O
3 selected : all SO ,\\’3(1"\ sl9'1/0’\ Q‘{’\ N\ "3\\139 q,(b r&(b
remov ed: none =
— | Covariste: oxime ST ‘1‘4- N
05 10 15 20 25 30 L DDVP ]

log10-dose

Slika 70. Prooksidativni biomarkeri u mozgu muzjaka Wistar pacova trovanih DDVP-om u
funkciji doze oksima K203 i K027: a) superoksidni anjon (02" ) za oksim K203 (krstici,
crvena kriva) i K027 (trouglovi, crna kriva) i b) totalni oksidativni status (TOS), znacajno
razliito k vs, kontrola, d vs. DDVP, *p<0,05, **p<0,01 (Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).

a) Exponential model b)
Expon. m5-ab S 0.4-
version: 65. —_ o px
© T + TI| togik -4.42 = k™ Kk
AC 2284 H
var- 0.06785 £ t
a-K027  91.82 0.3
o aK203  80.97 3
“ CED-K027 85.85 Py
CED-K203 3204 a
- 5.733 E]
0 I a &5 021
< CES 145
K CEDLK027 755 T
° CEDU-K027 96.9 2
D o CEDL-K203 27.9
Lo 1 CEDU-K203  36.1 g 011
b: 6.735e-09 o
b: 3.4726-07 2
o i1
< zzgw\i’ngfaczoronx. 1 s 0.0
dtype : 10
selected : al Q ‘J\ ‘)\ 6\ ‘3\ @ %\ %\ 6\ 03\ ®
o | remeved: none \«°O<>A Qq, AN b\r"%@ b o
= covariate: oxime \,\_0 ’\ 494_61'{_6:39"5 © \139\13,
: : : : : . ~l—
05 10 15 20 25 3.0 L DDVP J
log10-dose

Slika 71. Antioksidativni biomarkeri u mozgu muzjaka Wistar pacova trovanih DDVP-om u
funkciji doze oksima K203 i KO27: a) totalni antioksidativni status (TAS) za oksim K203
(krsti¢i, crvena kriva) i K027 (trouglovi, crna kriva) i b) ukupne -SH grupe, znacajno
razliito k vs, kontrola, d vs. DDVP, *p<0,05, **p<0,01 (Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).
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Exponential model
Expon. m5-ab

version: 65.5

loglik  6.09

AIC 1.82

var-  0.04779
a-K027  0.3041
a-K203  0.3503
CED-K027 80.43
CED-K203 21.44
c- 0.1718

d- 4

CES -0.59
CEDL-K027 71.7
CEDU-K027 96.7
CEDL-K203 19.2
CEDU-K203 25.6
b: 2.978e-08

' A b: 5.899e-06
conv : 1
N d scaling factoron x : 1

T T T T T T dtype : 10

05 10 15 20 25 30 selected : all
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log10-dose covariate: oxime

log10-O8I

Slika 72. Indeks oksidativnog stresa (OSI) u mozgu muzjaka Wistar pacova trovanih DDVP-
om u funkeciji doze oksima K203 (krsti¢i, crvena kriva) i KO27 (trouglovi, crna kriva).

a) Exponential model b)
Expon. m5-

version: 65.5 _
loglik  1.44 20
AIC 7.12

CED- 92.21
c- 0.4524
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1.0
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Slika 73. Biomarkeri oksidativnog oSteenja makromolekula u mozgu muzjaka Wistar
pacova trovanih DDVP-om u funkciji doze oksima K203 i KO027: a) malondialdehid (MDA)
za oksim K027, b) malondialdehid (MDA) za oksim K203 i c¢) uznapredovali produkti
oksidacije proteina (engl. advanced oxidation protein products, AOPP). Znacajno razlic¢ito k
vs. kontrola, d vs. DDVP, *p<0,05, **p<0,01 (Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).
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Tabela 25. Parameri modela dozne zavisnosti efekata oksima K203 i K027 na biomarkere redoks statusa u mozgu pacova

Biomarker AICftun ~ AICmin tr[:slllzd Model Oksim Parametri modela M E‘;:os)
var a b c d n-puta

M=1/c M=c % Jak Umeren Slab

027" 25,38 15,60 dal  E5-abv K027 0,04054 147 5,58E-04 10,2408 1,863 4,153 02 -76 -51 -30 -16
K203 0,08344 136 3,69E-05

TAS 24,38 22,84 daT E5-ab K027 0,06785 91,82 3,47E-07 5,733 4,000 / 6,0 500 145 57 25
K203 80,97 6,74E-06

0SI 3,12 1,82 dal E5-ab K027  0,04779 0,3041 590E-03 0,1718 4,000 5,821 0,2 -83 -59 -36 -20
K203 0,3503  2,98E-05

MDA 12,28 7,12 dal E5 K027 0,05393 0,8946 1,28E-08 0,4524 4,000 2,210 0,5 -55  -33 -18 -9

D-E trend, doza-efekat trend; | smanjenje, T poveéanje; M-maksimalna veli¢ina efekta; CES-engl. critical effect size, veli¢ina kriticnog efekta.
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Tabela 26. Doze kriti¢nih efekata oksima (engl. critical effect dose, CED) K203 i K027 na biomarkere redoks statusa u mozgu pacova, mera njihove
preciznosti (odnos CEDU/CEDL) i relativni faktor potentnosti (RPF)

Biomarker Oksim CED (pmol/kg) CEDU/CEDL odnos RPFxz03
Jak Umeren Slab
CED CEDL CEDU CED CEDL CEDU CED CEDL CEDU Jak Umeren Slab
027" K027 254 156 400 166 106 306 111 57 240 2,6 2,9 4,2
K203 59 39 117 39 25 83 26 14 61 3,0 3,3 4,4 5,261
TAS K027 86 79 97 66 56 74 53 42 60 1,2 1,3 1,4
K203 32 28 36 25 20 28 20 16 22 1,3 1,4 1,4 2,467
0SI K027 80 72 97 66 59 79 55 46 66 1,3 1,3 1,4
K203 21 19 26 17 16 21 15 12 17 1,4 1,3 1,4 3,353
MDA K027 92 71 110 75 54 89 61 39 73 1,5 1,6 1,9
/ /
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Antioksidativni i dozno zavisni efekti oksima K027 i K203 datih sa atropinom
su pokazani smanjem Oz~ i povecanjem TAS u mozgu pacova (Slika 74a i 75a).
Dodatno, oksim K027 dat sa atropinom je dozno zavisno smanjio nivoe MDA,
znacajno poviSene u mozgu pacova usled dejstva DDVP-a (Slika 77a).

Medutim, dozna zavisnost nije pokazana za efekat K-oksima uz atropin na
TOS u mozgu, pri ¢emu su oba oksima pri niZim dozama znacajno smanjili TOS na
kontrolni nivo (oksim K027 31-126 pumol/kg, oksim K203 9-35 umol/kg), ali su pri
visSim dozama doveli do povec¢anja TOS na nivo DDVP-grupe (Slika 74b). Isti trend
pokazala je kombinacija oksima K203 i atropina za efekat na MDA u mozgu DDVP-u
izloZene grupe Zivotinja (Slika 77b).

Indeks oksidativnog stresa, poviSen u mozgu pacova trovanih DDVP-om, bio
je znacajno smanjen tek pri viSim ispitivanim dozama K-oksima (25% i 50% LDso) i
tada je bio na nivou kontrolne grupe (Slika 76).

Kombinacije K-oksima sa atropinom nisu znacajno uticale na nivoe ukupnih
-SH grupa i AOPP u mozgu, ¢ije promene u odnosu na netretirane Zivotinje nije
izazvao ni DDVP, kao ni terapija samo atropinom (Slika 75 b i 77c).

Dozno zavisno povecanje TAS i smanjenje MDA bilo je opsano
petoparametarskim modelima, dok je smanjenje O2" ~ opisivao troparametraski
model sa znaCajnom razlikom u parametru b krivih koje pripadaju razli¢itim
oksimima (Tabela 27).

Najveci kapacitet K-oksimi dati sa atropinom su ostvarili za efekat poveéanja
TAS umozgu (6-puta), pri cemu je ovaj efekat pokazao i najve¢u promenu u funkciji
doze (d=3,124) (Tabela 27). Nize maksimalne efekte, ali znacajno niZe promene
efekata u funkciji doze, imale su krive smanjenja 02" = (4-puta, d=0,25) i kriva
smanjena MDA u mozgu primenom oksima K027 i atropina (3,6-puta i d=0,6).
NiZe doze K-oksima date sa atropinom dovele su do smanjenja 02"~ (CEDs0-K027=53
pumol/kg, CEDso-K203=30 umol/kg), kao i smanjenja MDA oksimom K027 (CED14s-
K027=45 pmol/kg) u odnosu na doze oksima koje su bile neophodne za povecanje
TAS (CED145-K027=232 pmol/kg, CED145-K203=76 umol/kg) (Tabela 28).

Veca preciznost procenjenih CED je dobijena za efekat na TAS, zatim na 02",

a najmanja za efekat oksima K027 i atropina na MDA u mozgu (Tabela 28).

128



Na osnovu vrednosti RPF uoCava se znacajno veca potentnost oksima K203
u odnosu na oksim K027 u ispoljavanju efekata povecanja TAS (RPFk203=3,023)
(Tabela 28).

U pogledu maksimalnih efekata oksima, ukljucivanje atropina jedino je
povecalo efekat oksima K027 na smanjenje MDA (sa 2,2 na 3,6 puta), dok na
maksimalne veliCine ostalih efekata nije imao znacajnog uticaja (Tabela 251 27). Sa
druge strane, ukljucivanje atropina dovelo je do znacajnog smanjenja promene
veli¢ine efekata u funkciji doze za sve antioksidativne efekte K-oksima (Tabela 25 i
27).

Ukljucivanje atropina u antidotsku terapiju, dovelo je do znacajne redukcije
doza oksima K027 oko 5 puta, a oksima K203 dva puta za efekat smanjenja 02", kao
i do izjedanCavanja potentnosti dva oksima za ovaj efekat na osnovu smanjenja
RPFk203 (za jak efekat, Tabela 26 i 28).

Dodatno, ukljucivanje atropina u terapiju dovelo je do redukcije doza oksima
K027 dva puta za smanjenje MDA (Tabela 26 i 28).

Medutim, za efekat povecanja TAS u mozgu, pridruZivanje atropina oksimima
u terapiju, dovelo je do povecéanja doza kriti¢nog efeka 2,7 puta za oksim K027 i 2,4
puta za oksim K203 i povecanja razlike u potentnosti dva oksima (za jak efekat,

Tabela 26 i 28).
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Slika 74. Prooksidativni biomarkeri u mozgu muZzjaka Wistar pacova trovanih DDVP-om u
funkciji doze oksima K203 i K027 primenjenih sa atropinom (A): a) superoksidni anjon (O’
7) za oksim K203 (krstiéi, crvena kriva) i K027 (trouglovi, crna kriva) i b) totalni oksidativni
status (TOS), znacajno razli€ito k vs. kontrola, d vs. DDVP, a vs. DDVP+A, *p<0,05, **p<0,01
(Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).
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Slika 75. Antioksidativni biomarkeri u mozgu muZzjaka Wistar pacova trovanih DDVP-om
funkciji doze oksima K203 i K027 primenjenih sa atropinom (A): a) totalni antioksidativni
status (TAS) za oksim K203 (krsti¢i, crvena kriva) i K027 (trouglovi, crna kriva) i b) ukupne
-SH grupe, znacajno razli¢ito k vs. kontrola, d vs. DDVP, a vs. DDVP+A, *p<0,05, **p<0,01
(Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).
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Slika 76. Indeks oksidativnog stresa (OSI) u mozgu i muZjaka Wistar pacova trovanih
DDVP-om u funkciji doze oksima K203 (krsti¢i, crvena kriva) i K027 primenjenih sa
atropinom (A). Znacajno razli¢ito k vs. kontrola, d vs. DDVP, a vs. DDVP+A4, *p<0,05, **p<0,01
(Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).
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Slika 77. Biomarkeri oksidativnog oStecenja makromolekula u mozgu muzjaka Wistar
pacova trovanih DDVP-om u funkciji doze oksima K203 i K027 primenjenih sa atropinom
(A): a) malondialdehid (MDA) za oksim K027, b) malondialdehid (MDA) za oksim K203 i c)
uznapredovali produkti oksidacije proteina (engl. advanced oxidation protein products,
AOPP). Znacajno razlic¢ito k vs. kontrola, d vs. DDVP, a vs. DDVP+A, *p<0,05, **p<0,01
(Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U).

131



Tabela 27. Parameri modela dozne zavisnosti efekata oksima K203 i K027 primenjenih sa atropinom (A) na biomarkere redoks statusa u mozgu

pacova
D-E CES
Biomarker  AICam  AICmin trend Model Oksim Parametri modela M (%)
var a b c d n-puta
M=1/c M=c % Jak Umeren Slab
027" -21,48 -2850 dal E3-b  K027+A 0,03007 150,3 -2,97E-01 / 0,250 4,000 0,3 -75  -50 -29 -16
a=DDVP K203+A -2,57E-01
TAS 22,08 13,18 da® E5-ab K027+A 0,05775 81,02 4,98E-07 5,723 3,124 / 6,0 500 145 57 25
a=DDVP K203+A 80,46 1,50E-08
MDA 20,84 20,36 dal E5 K027+A 0,07871 0,8967 0,1016 0,2794 0,604 3,579 0,3 -72 47 -27 -15
a=DDVP /

D-E trend, doza-efekat trend; | smanjenje, T povecanje; M-maksimalna veli¢ina efekta; CES-engl. critical effect size, velicina kriticnog efekta.

Tabela 28. Doze kriti¢nih efekata oksima (engl. critical effect dose, CED) K203 i K027 primenjenih sa atropinom (A) na biomarkere redoks statusa
u mozgu pacova, mera njihove preciznosti (odnos CEDU/CEDL) i relativni faktor potentnosti (RPF)

Biomarker Oksim CED (umol/kg) CEDU/CEDL ratio RPFxz03
Jak Umeren Slab
CED CEDL CEDU CED CEDL CEDU CED CEDL CEDU Jak Umeren Slab
02" K027+A 53 38 87 3 2 7 0 0 1 2,3 3,5 4,2
a=DDVP K203+A 30 20 49 2 1 4 0 0 0 2,5 4,0 4,3 1,688
TAS K027+A 232 168 445 166 127 342 126 91 274 2,6 2,7 3,0
a=DDVP K203+A 76 50 119 54 39 91 41 27 74 24 2,3 2,7 3,023
MDA K027+A 45 17 85 12 2 31 4 0 15 5,0 20,7 100,0
a=DDVP / /
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5. DISKUSIJA

Eksperimentalne i klinicke studije pokazale su nezadovoljavajucu i/ili
nejednaku antidotsku efikasnost postoje¢ih oksima kod trovanja strukturno
razli¢itim OF (Antonijevic i Stojiljkovic, 2007; Worek i sar., 2016). Stoga istrazivaci
ulaZzu znacajne napore u sintetisanje i ispitivanje novih oksimskih struktura, kao
potencijalnih antidota kod trovanja OF, sa ciljem pronalaZenja jedinjenja sa boljim
antidotskim karakteristikama i/ili Sirim spektrom dejstva u odnosu na postojece
oksime (Musilek i sar., 2011a; Korabecny i sar., 2014). Stoga su u ovoj studiji, na
eksperimentalnom modelu, bili ispitani antidotski efekti bispiridinijumskih oksima
K203 i K027, koji su u poslednjoj dekadi istrazivanja dali obeéavajuce rezultate. U
skladu sa ciljem ispitivanja in vivo terapijskih, reaktivatorskih i antioksidativnih
efekata K-oksima, DDVP je odabran kao model organofosfornih pesticida, koji do
sada nije ispitan i koji, na osnovu postojec¢ih eksperimentalnih nalaza, poseduje
visoku akutnu toksi¢nost, direktno inhibira holinesteraze usled prisustva okson
strukture, i izaziva oksidativni stres in vivo (Cankayali i sar., 2005; Hasan i Ali, 1981;
Masoud i sar., 2009).

Terapijska, reaktivatorska i antioksidativna efikasnost oksima K027 i K203
je bila uporedena sa efikasnoS¢u cetiri oksima - obidoksim, trimedoksim,
pralidoksim i azoksim - koji su do sada nasli primenu u leCenju akutnih trovanja
ljudi organofosfatima (sa izuzetkom trimedoksima) i tipicno se koriste u
eksperimentalnoj praksi (Balali-Mood i Shariat, 1998; Bentur i sar., 2006; Kusic i
sar., 1991; Thiermann i sar., 1997; Willems i sar., 1993).

5.1. Terapijska i reaktivatorska efikasnost oksima

Oksimi K203 i K027 su primarno sintetisani i testirani protiv OF nervnih
agenasa (Kuca i sar., 2003a; Musilek i sar., 2007b). Pokazano je da je oksim K203
dobar reaktivator tabunom inhibirane AChE in vitro i in vivo (Kassa i sar., 2008a;
Musilek i sar., 2007a, 2007b; Musilek i sar., 2008a), kao i da smanjuje tabunom

indukovan mortalitet kod miSeva (Kassa i sar.,, 2008a; Kovarik i sar., 2009). U
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pogledu OF pesticida, reaktivatorska efikasnost oksima K203 je do sada ispitivana
samo in vitro na paraoksonom-inhibiranoj AchE (Musilek i sar., 2007a; Musilova i
sar., 2009). Obecavajuci kapacitet oksima K027 u reaktivaciji pesticidima inhibirane
AChE dobijen je u nekoliko in vitro studija (Jun i sar., 2010; Kuca i sar., 2010; Lorke
i sar., 2008a; Petroianu i sar., 2006a, 2007a). Takode, pokazano je da je oksim K027
uspesSno smanjio mortalitet pacova trovanih paraoksonom, metil-paraoksonom i
diizopropilfluorofosfatom (Berend i sar., 2008; Kassa, 2006; Lorke i sar., 2008c;
Petroianu i sar., 2007b, 2006b). Medutim, samo u jednoj do sada publikovanoj
studiji ispitivan je in vivo reaktivatorski efekat oksima K027, u kojoj je dobijen veci
potencijal od pralidoksima za reaktivaciju paraoksonom inhibirane eritrocitne
AChE pacova (Petroianu i sar., 2006b). Podaci o in vivo terapijskoj i reaktivatorskoj
efikasnosti oksima K203 i K027 kod trovanja razli¢itim OF su sumirani u Tabelama

29130, redom.

134



Tabela 29. In vivo terapijska efikasnost oksima K203 i K027 u poredenju sa Cetiri standardna oksima pri trovanju razli¢itim OF

Put Doza Put Doza Rezim
Vrsta OF . . atropina antidotskog Redosled efikasnosti Referenca
OF oksima oksima
(mg/kg) tretmana
mis tabun im. 5% LDso i.m. 21 oksim 1 min K203,.tr1medok51m, obidoksim > (Kassai sar., 2008a)
posle OF azoksim
mis tabun s.c.  25% LDso L.p. 10 glgzi:enOlme K203 = trimedoksim (Kovarik i sar., 2009)
mis soman im. 5% LDso i.m. 21 oksim 1 min aZ(.)kSIm. > K203 ~ trimedoksim ~ (Kassa i sar., 2009a)
posle OF obidoksim
mis ciklosarin  im. 5% LDso i.m. 21 gl;ZirenC)lme azoksim > K203 ~ obidoksim (Kassai sar., 2009b)
mis sarin im. 5% LDso im. 21 oksim 1 min aZ(.)kSlm. > K203 ~ trimedoksim ~ (Kassaisar., 2011)
posle OF obidoksim
oy 0 . oksim 1 min K027 = trimedoksim = azoksim >
mis tabun s.c. 2% LDso im. 8,4 posle OF obidoksim = pralidoksim (Kassa, 2006)
mis tabun s.c.  25% LDso i.p. 10 g(;‘mah posle K027 % trimedoksim (Berend i sar., 2008)
mis soman s.c.  25% LDso L.p. 10 oo(é‘mah posle azoksim > K027 (Berend i sar., 2008)
. 50 umol/ . oksim 1 min . . . )
pacov POX i.p. jedinki i.p. / posle OF K027 > pralidoksim (Petroianu i sar., 2006b)
50 umol/ oksim 1 min K027 > trimedoksim =
pacov metil-POX ip. . K L.p. / pralidoksim = obidoksim = (Petroianu i sar., 2007b)
jedinki posle OF .
azoksim
acov DFP i 50 umol/ i / oksim 1 min K027 ~ obidoksim > pralidoksim (Lorke i sar., 2008c)
P P edinki P posle OF - P v

POX-paraokson; DFP- diizopropilfluorofosfat
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Tabela 30. In vivo reaktivatorska efikasnost oksima K203 i K027 u poredenju sa Cetiri standardna oksima pri trovanju razli¢itim OF

Doza OF Put Doza Put Doza ReZim Izvor
Vrsta OF (ng/kg) OF oksima oksima atropina antidotskog AChE Redosled efikasnosti Referenca
HE/X8 (mg/kg) tretmana
oksim 5 min K203 = trimedoksim
pacov tabun LDso =200 im. 5% LDso im. 21 re OF k, d = obidoksim > (Kassai sar., 2008a)
p azoksim
pacov tabun LDso =200 im. 5% LDso im. 21 oksim 5 min m K2.03 > .'crlmedok'slm, (Kassai sar., 2008a)
pre OF obidoksim, azoksim
oksim 1 min d: azoksim > K203 =
pacov soman LDso =80 im. 5% LDso im. 21 k,d trimedoksim = (Kassai sar., 2009a)
posle OF . :
obidoksim
oksim 5 min b+d: azoksim > K203
pacov soman LDso =74 im. 5% LDso im. 21 k,d, m =trimedoksim = (Kassai sar., 2013a)
pre OF . .
obidoksim
pacov ciklosarin LDso =150 im. 5% LDso i.m. 21 oksim 5 min k,d, m aZ(.)kSIm. > K203 ~ (Kassai sar., 2009b)
pre OF obidoksim
oksim 5 min azoksim > K203 =
pacov sarin LDso =90 im. 5% LDso i.m. 21 k,d, m trimedoksim = (Kassaisar., 2011)
pre OF . .
obidoksim
oksim 5 min azoksim > obidoksim
pacov VX LDso =139 im. 5% LDso im. 21 k >K203 % (Kassai sar., 2013b)
pre OF . .
trimedoksim
oksim 5 min azoksim > obidoksim
pacov VX LDso =139 im. 5% LDso L.m. 21 d K203 » (Kassaisar., 2013b)
pre OF . .
trimedoksim
1 (75% LDso), . .
pacov POX 2,3,5 umol/ i.p. .50 .um'ol/ i.p. / oksim 1 min k K027 > pralidoksim (Petroianu i sar., 2006b)
iedinki jedinki posle OF

POX-paraokson; k-krv, d-dijafragma, m-mozak.
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Nasa in vivo studija pokazala je superiornost oksima K027, datog samostalno,
u smanjenju DDVP-om indukovanog mortaliteta u poredenju sa svim ostalim
ispitivanim oksimima. Ocekivano, uklju¢ivanje atropina u terapiju, dovelo je do
veCeg preZivljavanja Zivotinja za sve ispitivane oksime, s obzirom na
komplementarno antimuskarinsko dejstvo. Medutim, najvece i priblizno jednake
vrednosti terapijskih indeksa dobijene su za kombinacije oksima K027 i obidoksima
sa atropinom (TI1=37,4 vs. 39,6). Stavi$e, doprinos atropina terapijskom efektu bio je
najmanji za oksim K027 (najmanja vrednost koli¢nika terapijskog indeksa oksima
K027 datog sa atropinom i samostalno).

Povoljan terapijski efekat oksima K027, datog samostalno ili u kombinaciji sa
atropinom, izgleda da je direktno povezan sa njegovom sposobnos$c¢u da reaktivira
AChE perifernih tkiva inhibiranu DDVP-om. Aktivnost AChE u eritrocitima pacova
koje su tretirane oksimom K027 je dostigla 70% aktivnosti kontrole, a u dijafragmi
je iznosila 50% kontrolne aktivnosti. Postoje nalazi da je aktivnost AChE eritrocita
iznad 30-40% kontrolnog nivoa bila povezana sa normalnom miSi¢cnom funkcijom
kod pacijenata trovanih OF pestidima (Thiermann i sar., 2005a, 2009), dok in vitro
aktivnost AChE u hemidijafragmi misa 30-40% kontrolnog nivoa oporavlja misi¢nu
funkciju u prisustvu paraoksona (Thiermann i sar., 2010).

Sa druge strane, nizak nivo reaktivacije AChE u mozgu pacova dobijen u nasoj
studiji (7-9%), konzistentan je sa nalazima in vitro studija, u kojima je oksim K027,
pri niZim testiranim koncentracijama koje se smatraju dostiznim u mozgu (10->-10-
4 M), reaktivirao AChE inhibiranu DDVP-om do 5% u homogenatima mozga pacova
(Atanasov i sar., 2013; Kuca i sar., 2010). Medutim, pri viSoj koncentraciji oksima
K027 ispitivanoj in vitro (10-3 M), koja se smatra irelevantnom za vecinu oksima
zbog njihove intrinzicne toksic¢nosti, dobijena je reaktivacija od 26% DDVP-om
inhibirane AChE u homogenatima mozga pacova (Kuca i sar., 2010). Pokazano je da
se najmanji nivo aktivnosti AChE u pontomedularnoj regiji, koji je neophodan za
prezivljavanje miSeva trovanih nervnim agensom, krece u opsegu 5-20% (Bajgar,
1991; Bajgar i sar., 1975, 1972, 1971).

Reaktivatorska sposobnost obidoksima, uprkos generalno dobrom
terapijskom efektu, iznosila je 12, 14 i 5%, za AChE eritrocita, dijafragme i mozga,

redom. Niska reaktivacija DDVP-om inhibirane AChE eritrocita ljudi (0-0,6%
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aktivnosti kontrole) i homogenata mozga pacova (0-10% aktivnosti kontrole)
dobijena je i in vitro pri koncentracijama obidoksima do 104 M (Atanasov i sar.,
2013; Jun i sar., 2011). Medutim, ukupan terapijski efekat obidoksima moZe biti
delimi¢no objaSnjen njegovim direktnim antiholinergickim efektima, kao Sto je
pokazano in vitro (na osnovu ICso vrednosti u oksotremorinom-indukovanoj
aktivaciji M2 receptora u testu receptora spregnutih sa G proteinom, i sposobnosti
da istisne muskarinski ligand [3H]-QNB sa vezujuteg mesta na receptoru) i in vivo
(na osnovu smanjenja amplitude trzaja misSi¢a kod pacova) (Soukup i sar., 2011b,
2011a). U navedenim studijama pokazan je niZi antimuskarinski i antinikotinski
potencijal oksima K027 u poredenju sa obidoksimom, Sto zajedno sa naSim

rezultatima ide u prilog njegovom reaktivatorskom potencijalu.

Razlike u reaktivatorskoj efikasnosti oksima prema razlicitim OF
jedinjenjima dovode se u vezu sa njihovom strukturom. Musilek i sar. (2011a) su
identifikovali nekoliko strukturnih faktora, koji uticu na reaktivatorsku potentnost
oksima prema OF pesticidima. Oksimska grupa se smatra esencijalnom za aktivnost
reaktivatora, sa poloZajem 4 na piridinijumskom prstenu povoljnijim u odnosu na
poloZaj 2, dok broj oksimskih grupa ne uti¢e na reaktivaciju i obi¢no povecava
toksi¢nost. Pokazano je da su biskvaternerna jedinjenja bolji reaktivatori od
monokvaternernih jedinjenja (Musilek i sar., 2008b). Pokazano je takode da je most
sa 3-5 jednostrukih C-C veza koje povezuju dva piridinijumska prstena relevantan
za reaktivaciju, dok istovremeno ne utic¢e na in vivo toksi¢nost (Kuca i sar., 20033,
2003b; Petroianu i sar., 2006b). U pogledu ne-oksimskog dela molekule, 3- ili 4-
karbamoil, metilkarbonil ili izohinolinijum grupe povecavaju reaktivatorsku
sposobnost i smanjuju toksi¢nost oksima (Kuca i sar., 2003a, 2003b; Musilek i sar.,
2007a, 2007b; Musilek i sar., 2008a).

Sve ove strukturne karakteristike su prisutne u strukturi oksima K027
(Tabela 1) Sto moZe biti, barem delimicno, objasnjenje za njegov dobar
reaktivatorski potencijal. Oksim K027 je nastao kombinacijom struktura azoksima,
kao oksima sa najSirim spektrom dejstva, sa izuzetkom tabuna, ali malom
stabilnoS¢u zbog prisustva oksapropanskog mosta, i trimedoksima, kao stabilne

oksimske strukture efikasne kod tabuna (Kuca i sar., 2003a). Jedina strukturna
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razlika oksima K027 od trimedoksima jeste karbamoil funkcionalna grupa umesto
oksimske u strukturi trimedoksima. Iako i oksimska i karbamoil grupa mogu
formirati za reaktivaciju vazne vodonicne veze sa reziduama amino kiselina u
aktivnom centru enzima (Musilek i sar., 2011b), u nasoj studiji moguc¢i doprinos
karbamoil funkcionalne grupe je generalno bolja reaktivacija AChE inhibirane
DDVP-om i istovremeno oko pet puta manja akutna toksi¢nost oksima K027 u
odnosu na trimedoksim.

Prisustvo dvostruke veze i jednog ugljenikovog atoma vise u
ugljovodoni¢nom mostu izmedu piridinijumskih prstenova u strukturu oksima
K203 u poredenju sa K027, rezultiralo je manjim reaktivatorskim potencijalom
prema DDVP-inhibiranoj AChE i istovremeno vecom akutnom toksi¢noScu. lako je
uvodenje dvostruke veze u strukturi oksima K203 imalo za cilj da omogudi
potencijalne - interakcije sa aktivnim mestom enzima (Musilek i sar., 2007b;
Musilek i sar., 2010), moguce je da je ovim prostorna orijentacija piridinijumskih
prstenova ogranicena s obzirom na to da dvostruka veza ¢ini molekul rigidnijim i
menja konformaciju molekule. Ipak, studije molekularnog dokinga pokazale su
povoljnu prostornu konformaciju oksima K203 u aktivnom centru AChE misa
inhibirane tabunom, a njegova bolja in vitro reaktivatorska potentnost od
obidoksima kod tabuna se objasSnjava ja¢im m-m interakcijama usled prisustva
dvostruke veze sa aromati¢nim reziduama i uspostavljanjem dodatnih vodoni¢nih

veza karbamoil funkcionalne grupe oksima K203 (Musilek i sar., 2010).

Pored dobrog reaktivatorskog potencijala oksima K027, rezultati naSe
studije pokazuju da, pri im. primeni, oksim K027 poseduje najmanju akutnu
toksi¢nost medu ispitivanim oksimima na muzjacima Wistar pacova, a njegova
srednja letalna doza je ve¢a oko 1,4 puta od iste doze azoksima, koji se smatra
najmanje toksi¢nim standardnim oksimom za sisare (Eyer i Worek, 2007). Akutna
i.m. toksi¢nost oksima K203 je niZa od toksi¢nosti trimedoksima i obidoksima, ali
istovremeno viSa od toksi¢nosti oksima K027, pralidoksima i azoksima. NaSi nalazi
su u saglasnosti sa nalazima drugih studija o akutnoj toksi¢nosti oksima K027 i K203
na pacovima pri i.m, ali i intraperitonealnom (i.p) putu primene (Kassa i sar., 2008a;

Lorke i sar., 2008c; Musilek i sar., 2007b). Kod miSeva je pokazana manja akutna
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toksi¢nost oksima K027 od trimedoksima pri i.p, a od azoksima i pri i.p. i i.m. primeni
(Cali¢ i sar., 2006; Kassa i sar., 2018). Oksim K203 kod miSeva je pokazao veéu
toksi¢nost od azoksima, ali i od trimedoksima i obidoksima, Sto nije slucaj kada je
akutna toksic¢nost ispitivana na modelu pacova pri i.m. primeni (Kassa i sar., 20083,
2009a, 2010). Kod miSeva pri i.p. primeni oksim K203 pokazuje akutnu toksi¢nost
pribliZno jednaku trimedoksimu (Kovarik i sar., 2009).

Sumarno, oba eksperimentalna K-oksima su u naSoj studiji, zajedno sa
azoksimom, pokazala manju akutnu toksi¢nost od obidoksima i trimedoksima, koji

se smatraju najefikasnijim reaktivatorima kod OF pesticida, ali istovremeno i

.....

2007).

Niska akutna toksicnost eksperimentalnih K-oksima predstavlja znacajan
nalaz sa aspekta terapijskog doziranja do Zeljenog nivoa efekta, s obzirom da stopa
reaktivacije AChE zavisi od koncentracije oksima na aktivnom mestu enzima.

Medutim, u evaluaciji terapijske efikasnosti oksimskih reaktivatora ne
postoji ispitivanje razlicitih doznih nivoa, a poredenje oksima je oteZano
heterogenosc¢u eksperimentalnih metodologija/dizajna studija/protokola (Worek i
Thiermann, 2013). Kada je u pitanju statisticka analiza, uoc¢ava se binarni sistem
evaluacije, koji omogucava kvalitativnu diferencijaciju reaktivatora koji su sposobni
da daju indikativan pozitivan odgovor. Tacnije, u in vitro eksperimentima oksimi su
ispitivani u naj¢esce dve ili tri koncentracije (retko vise) i uporedivani sa kontrolom
(Arshad i sar., 2018; Juni sar., 2010; Kuca i sar., 2010; Lorke i sar., 2008a; Musilek i
sar., 2007a, 2007b; Musilek i sar., 2010, 2008a; Musilova i sar., 2009; Petroianu i
sar., 2007a, 2006a); u in vivo eksperimentima ispituju se efekti jedne ili dve doze
oksima u odnosu na kontrolu (Berend i sar., 2012; Kassa i sar., 2008b; Kovarik i sar.,
2009; Petroianu i sar., 2006b, 2007b) i konacno, postojeci rezultati randomizovanih
klini¢kih studija dozvolili su poredenja efekata jedne doze pralidoksima u odnosu
na placebo ili efekata ,viSe“ u odnosu na ,nizu“ dozu (Buckley i sar., 2011). Dalje,
sagledavanjem protokola in vivo eksperimentata uocava se ispitivanje oksima u
ekvitoksi¢nim dozama, sa ciljem procene uticaja njihove toksi¢nosti na bezbednost

primene (Tabela 29 i Tabela 30). Medutim, poredenje bezbednosti primene oksima,
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Sto je jednako vazno kao i poredenje njihove terapijske efikasnosti, postaje
relevantno tek pri poredenju ekviefektivnih doza oksima.

Stoga je u naSoj studiji kvantitativno evaluirana in vivo efikasnost
eksperimentalnih oksima K203 i K027 sa ciljem modelovanja dozne zavisnisnosti
efekata, kvantifikovanja veli¢ina efekata i ekviefektivnih doza i kona¢no, poredenja
njihove antidotske efikasnosti.

U tom cilju primenili smo Benchmark metodologiju, kao naprednu statisticku
metodologiju za analizu odnosa doze i efekta u toksikoloskim istraZivanjima (Slob,
2002b), po prvi put, prema nasSim najboljim saznanjima u evaluaciji oksimskih
reaktivatora. Medutim, BMD pristup se Siroko koristi za evaluaciju toksi¢nosti OF
pesticida u cilju procene rizika po zdravlje ljudi za specifican efekat inhibicije AChE
(EFSA, 2017, 2009; Slob, 2002b; US EPA, 2006). Nedavno je pokazano da
kombinovani BMD pristup sa kovarijansom, koriS¢en u nasim analizama, povecava
preciznost procenjivanja pojedina¢nih BMD s obzirom da svi setovi podataka doza-
efekat, ukljuceni u analizu, doprinose procenjivanju (Slob i Setzer, 2014; Wills i sar.,
2016a, 2016b). Analiza literaturno dostupnih podataka (Slob i Setzer, 2014)
pokazala je da veliki broj toksikoloskih efekata (i in vitro i in vivo), ukljucujuci
aktivnost AChE, moZe biti adekvatno opisana 4-parametarskim eksponencijalnim
i/ili Hill-ovim modelom. Takode, BMD pristup predstavlja znacajan korak napred u
ogledima na Zivotinjama iz prespektive principa 3R (engl. Replacement-zamena,
Reduction-smanjenje broja i Refinement-usavrSavanje metoda), narocito za
smanjenje broja potrebnih Zivotinja, s obzirom na to da svaka jedinka koriS¢ena u
eksperimentu doprinosi izracunavanju BMD (Slob, 2014b, 2014a). Kvantitativna
evaluacija oksima Benchmark metodologijom poboljSava identifikaciju i
kvantifikaciju i doze i efekta i omogucava robustnije poredenje efikasnosti medu
razliCitim reaktivatorima.

Nasuprot do sada objavljenim in vivo eksperimentalnim protokolima, koji su
ispitivali jednu ili rede dve doze, ispitali smo efekte Sest razli¢itih doza oksima K203
i K027, a dizajn naSe studije je bio zasnovan na sledeem: 1) pokazano je da
optimalni dizajn eksperimenta za odredivanje BMD kontinuiranih efekata sa velikim

koeficijentom varijacije (218%) ¢ini Sest doznih grupa (Slob i sar., 2005); 2) analiza
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32 in vivo studije pokazala je varijaciju od 18,6% za inhibiciju AChE OF (Slob, 2017;
Slob i Setzer, 2014).

Analiza odnosa doza-odgovor pokazala je rastuci trend aktivnosti AChE, u sva
tri ispitivana tkiva, sa porastom doze oba eksperimantalna oksima, K203 i K027, kod
pacova trovanih DDVP-om. Medutim, oksim K027 dat u najviSoj ispitivanoj dozi,
50% LDso, je doveo do znacajnog pada aktivnosti AChE, Sto je uticalo da model ne
zadovolji kriterijum dozno zavisnog trenda. Ovaj efekat doze 50% LDso pokazao je
visoku konzistentnost unutar studije na nivou sva tri ispitivana tkiva za oksim K027,
dok je za oksim K203 isti efekat najviSe ispitivane doze dobijen samo na nivou
mozdanog tkiva. Ovde je vazno imati u vidu da modeli u modelovanju odnosa doza-
efekat ne odraZavaju nijedan bioloSki mehanizam, kao i da razliciti bioloSki
mehanizmi mogu igrati ulogu pri visokim dozama jedinjenja u poredenju sa niskim
(Slob, 2002b; Slob i sar., 2005). U tom pogledu, pri visokim dozama oksima, moze se
oCekivati njihov ranije pokazan afinitet prema intaktnoj AChE, Sto je jedan od
ogranicavajucih faktora za maksimalno terapijsko doziranje (Lorke i sar., 2008a;
Voicu i sar, 2013; Worek i sar.,, 2016). Dalje, tokom kompleksnog procesa
reaktivacije AChE, dolazi do formiranja fosforilisanog oksima, koji u zavisnosti od
stabilnosti, moZe direktno reinhibirati prethodno reaktiviran enzim (Luo i sar,,
1999; Milatovi¢ i Jokanovi¢, 2009; Radchenko i sar., 2008; Worek i sar., 2007).
Stavise, pokazano je da su dimetilfosforil oksimi, ¢ije formiranje moZe biti oéekivano
u nasoj studiji usled koriS¢enja dimetil-OF modela (DDVP-a), potentniji reinhibitori
AChE u poredenju sa dietilfosforil oksimima (Kiderlen i sar., 2000; Worek i sar.,
2000). Takode, uocena je oSteCena ekskretorna funkcija jetre pacova nakon im.
davanja oksima K027 upravo pri dozi 50% LDso (Pejchal i sar., 2008), Sto moze
doprineti njegovoj hepatotoksi¢nosti, efektu koji je identifikovan kao jedan od
toksi¢nih efekata nekih oksima (Balali-Mood i sar., 2006; Balali-Mood i Shariat,
1998; Marrs i Vale, 2006). Na osnovu prethodno navedenih metodoloSkih i bioloskih
premisa, modelovanje doza-odgovor je nastavljeno izuzimajuci najvisu ispitivanu
dozu oksima, jer smo pretpostavili da je smanjena aktivnost enzima posledica
toksi¢nosti samog oksima.

Svrha modelovanja doza-odgovor je procenjivanje doze (doze kriticnog

efekta, CED) koja dovodi do unapred definisane, bioloSki znacajne veliCine
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odgovora/efekta (veli¢ina kriticnog efekta, CES). Medutim, glavni prakticni izazov
koji se pojavio tokom analize aktivnosti AChE u funkciji doze oksima u nasoj studiji,
bio je definisanje vrednosti CES, koji treba da kvantifikuje veli¢inu reaktivacije
enzima, bioloSki znacajne iz perspektive antidotske terapije. Kao Sto je vec
pomenuto, Benchmark metodologija se koristi za aktivnost AChE kao kritican efekat,
ali kao rezultat procesa inhibicije od strane OF u cilju procene rizika po zdravje ljudi,
gde je prihvaceno da veliina inhibicije od 20% nema znacajne posledice po ljudsko
zdravlje (EFSA, 2013, 2011). U naSoj studiji, nivo aktivnosti AChE je posledica
procesa reaktivacije oksimima nakon inhibicije modelom OF. Stoga, CES predstavlja
promenu aktivnosti enzima izraZenu u odnosu na nivo aktivnosti pri nultoj dozi
ispitivanih oksima, tacnije aktivnosti enzima odredene kod grupe Zivotinja izloZene
samo DDVP-u, odnosno velic¢inu reaktivacije. Ovo je osnovna razlika u izraZavanju
veli¢ine efekta u odnosu na tradicionalnu praksu in vivo ispitivanja efikasnosti
oksima, gde se nivo aktivnosti AChE izrazava kao % od aktivnosti odredene kod
kontrolne grupe Zivotinja. Postoje izveStaji studija o bioloSki znacajnim nivoima
aktivnosti AChE u razli¢itim tkivima, izrazeno na tradicionalan nacin: aktivnost
AChE eritrocita iznad 30% kontrolnog nivoa je bila povezana sa normalnom
miSi¢cnom funkcijom kod pacijenata trovanih OF pestidima (Thiermann i sar.,
2005a); in vitro aktivnost AChE u hemidijafragmi misa 30-40% kontrolnog nivoa
oporavlja miSi¢nu funkciju u prisustvu paraoksona (Thiermann i sar., 2010);
najmanji nivo aktivnosti AChE u pontomedularnoj regiji, koji je bio neophodan za
prezivljavanje miseva trovanih nervnim agensom procenjen je na 5-20% (Bajgar,
1991; Bajgari sar., 1975, 1972, 1971). Medutim, do sada nije precizirana minimalna
reaktivacija AChE u ciljnim tkivima koja garantuje preZivljavanje.

Nedavno je, medutim, ustanovljena prakticno primenljiva teorija o
odredivanju veliina intenziteta efekata, koja se zasniva na Cinjenici da se razliciti
bioloSki parametri razlikuju u ispoljavanju uticaja tretmana (Slob, 2017). Kao
rezultat doza-odgovor analize za 27 razlicita in vivo efekta, ukljuc¢ujuci aktivnost
AChE, definisana je kvantitativna veza izmedu maksimalne veli¢ine efekta (M) i
devijacije unutar grupe (s), sa metodom izracunavanja CES za tri nivoa intenziteta

efekta, nazvanim jak, umeren i slab.
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Maksimalna reaktivacija AChE K-oksimima bila je znacajno razli¢ita na nivou
ispitivanih tkiva: najniZa u mozgu, visa u dijafragmi i najvisa u eritrocitima (1,5, 2,1
i 2,5-puta, redom). Nizi maksimalni nivo reaktivacije AChE dobijen u dijafragmi i
mozgu u poredenju sa eritrocitima moZe biti objaSnjen, ocekivano, niZom
bioraspoloZivos¢u oksima intracelularnoj frakciji AChE dijafragme i u mozgu s
obzirom na njihovu nisku lipofilnost (logP=-3 za oba K-oksima) i jonizaciju oksima
pri fizioloSkom pH (Kalasz i sar., 2015; Musil i sar.,, 2016). Medutim, upravo je
jonizovani oblik oksima odgovoran za njihove nukleofilne osobine i napad na aktivni
centar inhibiranog enzima u procesu reaktivacije (Slika 2). U pogledu distribucije,
niska plazma:miSi¢ (~2% vs. 3,5%), kao i plazma:mozak (~1,3% vs. 1%) frakcija
oksima K027 i K203 je nadena 20 minuta nakon i.m. davanja 1500 mg po jedinki
eksperimentalnih prasadi (Karasovaisar., 2017). Sa druge strane, treba imati u vidu
da je aktivnost AChE u naSoj studiji merena u homogenatima dijafragme. Iako ¢ini
svega ~20% ukupne aktivnosti homogenata, aktivnost eksterne (povrsinske) AChE
dijafragme se smatra i primarno funkcionalnom AChE neuromuskularne spojnice i
upravo njena aktivnost korelira sa holinergickim efektom gr€enja inkatnog misi¢a
dijafragme pacova in vitro (Mittag i sar., 1971). Naime, dijafragma pacova davala je
normalne kontrakcije pri inhibiciji eksterne AChE manje od 35%, iako je interna
AChE bila inhibirana 80-90%. Ispitivanja farmakokinetickog profila K-oksima,
pokazala su sli¢an profil promene koncentracije sa viemenom u plazmi i moZdanom
tkivu, s tim da su maksimalne koncentracije dostizane u mozgu 15-30 minuta
kasnije u odnosu na plazmu (Kalasz i sar., 2013; Kalasz i sar., 2008; Karasova i sar.,
2013). Relativno visoke koncentracije oksima K027 i oksima K203 nadene su u
mozgu pacova nakon im. primene terapijskih doza (5-35% LDso), koje su bile
stabilne do 60 minuta od injekcije, stoga odredeni stepen reaktivacije AChE u mozgu
nije mogao biti iskljuCen (Kalasz i sar., 2013; Kalasz i sar., 2008; Karasova i sar.,
2013; Karasovai sar., 2014).

S obzirom na Cinjenicu da se tkiva razlikuju u izrazavanju uticaja tretmana,
Slob-ova teorija je omogucila odredivanje ekvivalentnih intenziteta efekta izmedu
tri ispitivana tkiva u nasoj studiji - eritrocita, dijafragme i mozga: CESjak = 58%, 45%
i 22%, redom, i posledi¢no odredivanje ekviefektivnih doza K-oksima ne samo na

nivou jednog tkiva, ve¢ medu razli¢itim tkivima (Slob, 2017; Slob i Setzer, 2014).
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Medutim, esencijalan rezultat doza-odgovor analize je interval pouzdanosti CED,
koji predstavlja opseg doza u kome leZi tacna vrednost CED. Nedavno je pokazano
da poredenje intervala pouzdanosti CED, nasuprot poredenju pojedinacnih
parametara (npr. CED, CEDL ili CEDU), predstavlja robustan nacin kvantitativnog
poredenja jedinjenja (Bemis i sar., 2016; Soeteman-Hernandez i sar., 2015; Wills i
sar., 2017, 2016a, 2016b). Analiza intervala pouzdanosti CED oksima K027 i K203 u
reaktivaciji AChE u naSoj studiji pokazala je visoku konzistentnost rezultata koji su
nesumnjivo pokazali vecu potentnost oksima K027 na nivou sva tri tkiva
(eritrocita/dijafragme/mozga za efekat jakog intenziteta: CEDjak-K027 = 52/18/90
umol/kg vs. CEDjak-K203 = 100/100/179 pmol/kg). Za efekte slabijeg intenziteta
odnosno pri nizim doznim nivoima oksima veca potentnost oksima K027 nije mogla
biti statisticki podrZana usled preklapanja intervala pouzdanosti ekviefektivnih CED
dva K-oksima, iako su apsolutne vrednosti doza iSle tome u prilog. Najveca prednost
u reaktivatorskoj potentnosti oksima K027 u poredenju sa oksimom K203 dobijena
je za reaktivaciju AChE dijafragme, dok je u ovom smislu njegova prednost bila
manja na nivou eritrocita i mozga (RPF = 5 vs. 2, redom).

Generalno gledano, iako oksimi K027 i K203 pokazuju sli¢nu kinetiku im.
apsorpcije (Cmax i tmax), Sto je pokazano na modelu pacova i prasadi (Karasova i sar.,
2017; Zemekisar., 2013), niZe ekviefektivne doze oksima K027 u poredenju sa K203
dobijene u nasoj studiji mogu biti delimi¢no objasnjene njegovom oko tri puta nizom
potentnosc¢u za vezivanje za proteine, Sto je pokazano u studiji na humanom serumu
(Zemek i sar., 2013), kao i oko dva puta nizom plazma:urin frakcijom i eliminacijom
putem bubrega nadenoj na modelu prasadi (i.m) (Karasova i sar., 2017). Ovakvi
rezultati analize kinetike oksima K027 impliciraju njegovu vecu farmakoloski
aktivnu koncentraciju in vivo.

Uloga AChE dijafragme je odrZavanje normalne neuromuskularne
transmisije (NMT) i pokazano je ex vivo da smanjena miSi¢na sila korelira sa
aktivnoS¢u AChE u dijafragmi misa manjom od ~25% kontrolnih vrednosti u
prisustvu paraoksona (Heffron i Hobbiger, 1979; Thiermann i sar., 2010, 2005b).
Izrazavanjem velicine reaktivacije od 45%, dobijene u naSoj studiji za efekat jakog
intenziteta, u skladu sa tradicionalnom praksom u odnosu na zdravu kontrolu,

dobija se vrednost od 28% kontrolne aktivnosti enzima. S obzirom na to da je
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dobijena vrednost aktivnosti AChE dijafragme od 28% veca od gorepomenutog
kriti¢nog nivoa aktivnosti enzima, normalna miSi¢na funkcija dijafragme moze biti
ocekivana pri dozama CED4s5-K027 = 18 pmol/kg i CED45-K203 = 100 umol/kg.

Iako je u nasoj studiji pokazana najmanja sposobnost oksima da reaktiviraju
AChE mozga, Sto je u saglasnosti sa nalazima niske bioraspolozivosti K-oksima u
ovom tkivu, promena reaktivacije u funkciji doze oksima je bila znacajno vecéa u
mozgu (najmanja vrednost CED odnosa) u odnosu na dijafragmu i eritrocite, Sto
potvrduje visoku specifi¢nost za mehanizam reaktivacije AChE na nivou mozdanog
tkiva. Promene reaktivacije AChE u eritrocitima i dijafragmi u funkciji doza K-
oksima nisu mogle biti statisticki razlikovane zbog preklapanja intervala
pouzdanosti CED odnosa, ali uocava se tendecija manje promene reaktivacije u
funkciji doze oksima u dijafragmi u odnosu na mozak i eritrocite. Ovo bi moglo biti
delimi¢no uslovljeno uklju¢ivanjem direktnih antagonistickih efekata oksima K203
i K027 na nikotinske i muskarinske receptore neuromuskularne sinapse (pored
reaktivacije AChE), Sto je i pokazano in vitro (Soukup isar., 2011b, 2011a), s obzirom
na metodoloSku Cinjenicu da krive doza-odgovor ne odslikavaju mehanizam dejstva
jedinjenja (Slob i sar., 2005). Takode, uocava se da je sa smanjenjem promene
reaktivacije u funkciji doza K-oksima u dijafragmi doslo do smanjenja pouzdanosti
procenjenih CED za ovaj efekat u poredenju sa eritrocitima i mozgom (Tabela 6,
Tabela 8). Medutim, i pored toga osetljivost AChE dijafragme je bila ve¢a u odnosu
na eritrocite i mozak prema oksimu K027, dok za oksim K203 razlika u osetljivosti
izmedu dijafragme i eritrocita nije mogla biti ustanovljena.

UKkljucivanje atropina u terapiju uz oksim K027 ili K203, oCekivano nije
dovelo do znacajnih promena ni maksimalnih efekata reaktivacije, ni stopa
reaktivacije AChE (CED odnos).

Identifikacija ekviefektivnih doza oksima omogucila je izraCunavanje
terapiskih indeksa (Tabela 31) u cilju evaluacije specificne efikasnosti u relaciji sa
njihovom akutnom toksi¢noS¢u (LDso), pri ¢emu su uporedene gornje granice
pouzdanosti ekviefektivnih doza oksima i njihova najvisa testirana doza 50% LDso,
koja je u ovoj studiji identifikovana kao doza, pri kojoj i iznad koje se terapijski

efekat ne mozZe ocekivati.
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Siri terapijski indeks oksima K027 zajedno sa njegovom hiZom
ekviefektivnom dozom cini ga perspektivnijim oksimom u poredenju sa oksimom
K203 zbog moguc¢nosti vece kumulativne doze u pogledu doznih reZzima oksima, koji
ukljucuju dva klini¢ka pristupa: ponavljana intermitentna primena ili kontinuirana

infuzija nakon bolus doze (Eddleston i Chowdhury, 2016).

Tabela 31. Terapijski indeksi oksima K027 i K203 za efekat reaktivacije AChE

Oksim K027 Oksim K203
Tkivo eritrociti dijafragma mozak eritrociti dijafragma mozak
50% LDso
(umol/kg) 1264 358
CEDUache
(pmol/kg) 66 33 112 129 183 233
Terapijski indeks 19 38 11 3 2 2

Definisanje bioloSki znacajnih veliCina efekata zajedno sa naprednom BMD
metodologijom sa kovarijansom, povecalo bi vrednost eksperimentalnih podataka o
doznoj zavisnosti reaktivacije AChE oksimima i obezbedilo njihova robustna
poredenja i interpretacije antidotske efikasnosti. Kvanitifikacija ekviefektivnih doza
oksimskih reaktivatora bi omogucila pouzdanije definisanje njihovih terapijskih
Sirina, Sto dalje doprinosi boljem definisanju terapijskih doznih rezima i konacno,
povecava relevantnost rezultata dobijenih na animalnim modelima za ljudsku

populaciju.
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5.2. Antioksidativna efikasnost oksima

Priridinijumski oksimi se koriste u terapiji trovanja OF kao jedini kauzalni
antidoti sposobni da reaktiviraju forsorilisanu AChE i time smanje
ekscitotoksi¢nost. Medutim, in vitro i ex vivo eksperimentima pokazano je da oksimi
poseduju sposobnost neutralizacije slobodnih radikala (de Lima Portella i sar,
2008; Puntel i sar., 2009, 2008). In vivo disbalans izmedu produkcije slobodno
radikalskih vrsta i zaStite antioksidativnim odbrambenim sistemom dovodi do
stanja oksidativnog stresa, koje moZe imati za posledicu oStecenje makromolekula
¢elije (lipida, proteina, nukleinskih kiselina), remeteci tako celijsku strukturu i
intracelijsku signalizaciju. Stanje oksidativnog stresa je pokazano pri akutnoj i
hronic¢noj ekspoziciji OF na animalnim modelima i kod ljudi (Abdollahi i sar., 2004;
Karami-Mohajeri i Abdollahi, 2013; Lukaszewicz-Hussain, 2010; Soltaninejad i
Abdollahi, 2009) i dok je uloga piridinijumskih oksima u reaktivaciji AChE
inhibirane OF dobro poznata (Antonijevic i Stojiljkovic, 2007; GoreckKi i sar., 2016),
njihovi potencijalni efekti na oksidativni stres indukovan OF, joS uvek nisu u
potpunosti prouceni.

Mnogi nalazi na eksperimentalnim modelima daju dokaze da akutna
ekspozicija DDVP-u dovodi do stanja oksidativnog stresa: povecana aktivnost
katalaze u kvascu (Saccharomyces cerevisiae) (Pachecka i Kroélewska, 1977);
povecana lipidna peroksidacija (LPO) u azijskom peckavom somu (Heteropneustes
fossilis) i oradi (Sparus aurata) (Vadhva i Hasan 1986; Var¢ et al. 2007); povecana
aktivnost SOD, katalaze i glutation peroksidaze, povecana LPO i smanjen glutation
praceni smanjenjem AChE aktivnosti kod Sarana (Cyprinus carpio) i Americkog
somica (Ictalurus nebulosus) (Hai i sar.,, 1997). Dalje, poremeceni redoks status
glutationa, a koji je bio poboljSan pretretmanom N -acetilcisteinom, naden je u jetri
evropske jegulje (Anguilla anguilla) akutno izloZzenoj DDVP-u (Pefia-Llopis i sar.,
2003). StaviSe, veca stopa preZivljavanja jegulja tretiranih N-acetilcisteinom u
periodu ispitivanja tokom 96 h, u pomenutoj studiji, ukazalo je na potencijani
pozitivni efekat antioskidanasa u terapiji trovanja DDVP-om. Nadeno je da je
povecano stvaranje reaktivnih kiseoni¢nih radikala i indukcija proteina toplotnog

Soka (engl. heat shock proteins, Hsp70) prethodila promenama aktivnosti enzima
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sistema antioksidativne zastite i sadrZajima glutationa, MDA i proteinskih
karbonilnih grupa kod transgene vinske musSice (Drosophila melanogaster) akutno
izloZene DDVP-u (Gupta i sar., 2007, 2005). Dozno zavisno povecanje stope LPO
nadeno u velikom i malom mozgu i mozdanom stablu pacova akutno trovanih DDVP-
om, bilo je podrzano poveanom incidencom granula lipofucin pigmenta u
Purkinjeovim celijama u kori malog mozga (Hasan i Ali, 1981). Znacajno veca
aktivnost SOD i nivoa MDA nadeni su u krvi pacova trovanih DDVP-om u poredenju
sa grupom koja je primala N-acetilcistein kao terapiju (Cankayali i sar., 2005). Visi
nivoi MDA i niZi nivoi tiola, kao i smanjena aktivnost enzima respiratornog lanca:
NADH dehidrogenaze (kompleks I), sukcinat dehidrogenaze (kompleks II) i
citohrom oksidaze (kompleks IV) nadeni su u kori velikog mozga, malom mozgu i
mozdanom stablu pacova akutno trovanih DDVP-om (Masoud i sar., 2009).
Dosadasnja slika DDVP-om indukovanog oksidativnog stresa nakon akutne
ekspozicije, naSom studijom je dopunjena i okarakterisana dodatnim biomarkerima
na nivou ne samo najcesce ispitivanih tkiva, krvi i mozga, vec¢ i dijafragme. Stanje
oksidativnog stresa 60 minuta nakon injektovanja DDVP-a (75% LDso, s.c)
potvrdeno je povisSenim nivoima prooksidanasa i sniZenim nivoima antioksidanasa,
pri ¢emu je vec¢ina biomarkera u plazmi i dijafragmi bila zna¢ajno promenjena, dok
je najve¢i poremecaj jednog biomarkera uo¢en kod TAS u mozgu pacova. Stavise,
detekcija MDA potvrdila je postojanje procesa lipidne peroksidacije na nivou sva tri
tkiva, dok je u plazmi doslo i do oksidativnog oSte¢enja proteina. Nekoliko
mehanizama moZe biti uklju¢eno u nastanak oksidativnog stresa usled dejstva OF:
ekscitotoksicnost usled masivne stimulacije holinergickih receptora, aktivacija
glutamatergicne neurotransmisije, nastanak ishemije/reperfuzije, hiperglikemija,
ali i metabolizam OF jedinjenja posredstvom citohrom P450 enzima (Chen, 2012;
Granger i Korthuis, 1995; Karami-Mohajeri i Abdollahi, 2013; Lukaszewicz-Hussain,
2010; Milatovic i sar., 2006, 2010). Smatra se da oksidativni stres, indukovan u
akutnoj fazi ekspozicije, uz druge patofizioloske posledice ekscitotoksi¢nosti, takode
doprinosi razvoju odloZenim neuroloskim oStecenjima kod trovanja OF (Chen,
2012; Karami-Mohajeri i Abdollahi, 2013; Masoud i sar., 2009; Milatovic i sar.,
2010). Mozak je posebno osetljivo tkivo na oksidativni stres zbog visoke potrosnje

kiseonika, glukoze i energije, relativno niskog antioksidativnog kapaciteta i visoke
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koncentracije polinezasi¢enih masnih kiselina (Floyd, 1996; Simonian i Coyle,
1996). Lipidna peroksidacija uz inflamaciju dovodi do oStecenja Celijske membrane,
Sto dalje ima za posledicu povecanje njene permeabilnosti i inaktivaciju receptora i
jonskih kanala, pa ¢ak i rupture (Mariani i sar., 2005; Porter i sar., 1995; Wang i
Michaelis, 2010). Stoga, lipidna peroksidacija uz ekscitotoksi¢nost oStecuje
cerebrovaskularni endotel i doprinosi povecanoj permeabilnosti krvno-mozdane
barijere usled dejstva OF, na ¢emu se zasnivaju objasnjenja prolaska oksimskih
reaktivatora u mozak i njihovih centralnih efekata (Abdel-Rahman i sar. 2002;
Ashani i Catravas, 1981; Bajgar i sar., 2007; Carpentier i sar., 1990; Firemark i sar.,
1964; Granger i Korthuis, 1995; Kalasz i sar., 2015; Karasova i sar., 2010; Lorke i
sar., 2008b; Voicu i sar., 2010).

Antioksidativni efekti piridinijumskih oksima, su ispitani in vivo jedino kod
trovanja tabunom i malationom na glodarima (Berend i sar., 2012; da Silva i sar.,
2008; Dimov i sar. 2015; dos Santos i sar., 2011; Pohanka i sar., 2009, 2011b).
Eksperimentalni oksim K027 (25% LDso, i.p, sa atropinom) znacajno je smanjio
malationom (1 g/kg, s.c) indukovanu lipidnu peroksidaciju u prefrontalnom
korteksu misa 24 h nakon trovanja i u isto vreme znacajno reaktivirao inhibiranu
AChE, sugeriSu¢i potencijanu vezu izmedu holinergicke hiperstimulacije i
oksidativnog stresa (da Silva i sar., 2008). Na osnovu odredivanja antioksidanasa
male molekulske tezine (glutation, tioli, vitamin C), obidoksim i trimedoksim (5%
LDso, i.m, sa atropinom) su smanjili oksidativni stres u plazmi pacova akutno
trovanih tabunom (LDso, i.m), ali ne i u moZdanom tkivu (Pohanka i sar., 2009). U
drugoj studiji, takode na osnovu nivoa antioksidanasa male molekulske teZine,
tabunom (LDso, i.m) indukovan oksidativni stres u plazmi pacova, bio je smanjen
nakon tretmana obidoksimom, trimedoksimom, azoksimom i eksperimentalnim
oksimima K203 i KR-22836 (60 pmol/kg, dati sa atropinom) (Pohankai sar., 2011b).
Dodatno, pralidoksim i eksperimentalni oksim K074 (25% LDso, im, dati sa
atropinom) primenjenim 6 h nakon trovanja malationom (1,25 g/kg, s.c) povecali su
aktivnosti antioksidativnih enzima (glutation peroksidaze, glutation reduktaze i
katalaze) u prefrontalnom korteksu i hipokampusu miseva 24 h posle izlaganja
malationu (dos Santos i sar., 2011). Sagledavanjem eksperimentalnih protokola

navedenih in vivo studija, uo€ava se da su sve one ogranicene na odredivanje samo
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komponenata antioksidativnog sistema zastite i/ili proizvoda lipidne peroksidacije
kao biomarkera oksidativnog stresa. Dodatno, u svim protokolima navedenih
studija oksimi su primenjivani u kombinaciji sa atropinom, koji je mogao imati udela
u dobijenim efektima. Sa druge strane, postoje i nalazi da, ne samo tabun (75% LDso,
s.c), ve¢ i davanje oksima K203 odmah nakon tabuna (5% i 25% LDso, i.p, sa ili bez
atropina) moZe da izazove produkciju slobodno radikalskih vrsta, na osnovu
merenja MDA i SOD u plazmi pacova (Berend i sar., 2012). Hipotezom o oksimima-
indukovanom oksidativnom stresu in vivo najvise su se bavili Pohanka i saradnici
koji su ispitivali azoksimom i obidoksimom indukovan oksidativni stres u krvi,
mozgu, jetri, bubregu, slezini glodara, kao i krvi pasa, medutim interpretacija
rezultata nije jednostavna zbog razli¢itih eksperimentalnih protokola i
nekonzistentnih nalaza u pogledu podrzavanja ili osporavanja hipoteze (Drtinova i
sar., 2014; Pohanka i sar., 2011d, 2011e, 2011c). Dostupni in vivo podaci o oksimu
K203 pokazuju da ovaj oksim povecava nivoe antioksidanasa male molekulske
teZine u plazmi pacova datim. udozi 23 mg/kg (50 pmol/kg) (Karasovaisar., 2012).
O oksimu K027 za sada postoje obecavaju¢i podaci na celijama humanog
hepatocelularnog karcinoma i neuroblastoma, koji potvrduju da ne indukuje
produkciju reaktivnih vrsta kiseonika, ne utice na potencijal mitohondrija, glikolizu
ili potrosnju kiseonika, ne povecava aktivnost kaspaza na osnovu cega je zakljueno
da ne poseduje hepato- i neurotoksican potencijal in vitro (u koncentraciji 10 uM)
(Pradoisar., 2015). U saglasnosti sa ovim nalazom, oksim K027 (u koncentracijama
do 800 uM) nije pokazao citotoksicnost na viSe Celijskih linija u in vitro testu
proliferacije ¢elija (Cali¢ i sar.,, 2006), kao ni kolorimetrijskom testu sa 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolijum bromidom i testu zasnovanom na
impedanciji u realnom vremenu (Muckova i sar., 2019). U seriji in vitro testova
pokazano je da oksim KO027 poseduje nizak potencijal vezivanja za
dezokisribonukleinsku kiselinu (DNK) teleceg timusa (Janockova i sar., 2014).
Konacno, najnovija in vitro ispitivanja oksima K203 i K027 pokazala su da oni ne
dovode do znacajne inhibicije serije izoenzima citohroma P450 humane jetre, Sto
predstavlja obacavajuci nalaz sa aspekta interakcije sa drugim lekovima na nivou

metabolizma u potencijalnoj klini¢koj primeni (Spicakova i sar., 2016).
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Rezultati naSe studije, pokazuju da svi ispitivani oksimi - obidoksim,
trimedoksim, pralidoksim, azoksim, K027 i K203 u ekvitoksi¢nim dozama (5% LDso,
i.m) pokazuju potencijal da umanje oksidativni stres u plazmi i dijafragmi pacova
akutno trovanih DDVP-om, na osnovu vrednosti prooksidativnih, antioksidativnih
biomarkera i posledicno na izraCunatu vrednost indeksa oksidativnog stresa.
Razlika u njihovom potencijalu na nivou dijafragme uocava se na nivou ukupnog
antioksidativnog kapaciteta, koji su znacajno povecali K-oksimi, pralidoksim i
azoksim. Na nivou plazme razli¢it antioksidativni potencijal oksima se tek uocava na
osnovu biomarkera oStecenja celijskih makromolekula, gde je jedino obidoksim
znacajno zastitio lipide plazme pacova od peroksidacije indukovane DDVP-om, dok
su oksidativno oStecCenje proteina smanjili jedino oksim K027 i azoksim.

U mozgu pacova, oksimi su se razlikovali u antioksidativnhom potencijalu na
nivou pojedinacnih biomarkera. Trimedoksim, pralidoksim i azoksim su u mozgu
smanjili poviSene nivoe prooksidanasa, ali u isto vreme nisu uticali na komponente
antioksidativnog sistema zasStite. Sa druge strane oksim K027 i obidoksim su u
mozgu odrZali kontrolni nivo oksidativnog stresa, znaCajnim povecanjem totalnog
antioksidativnog kapaciteta u mozgu pacova, bez znacajnog uticaja na prooksidanse.
Jedino je oksim K203 odrzao kontrolni nivo oksidativnog stresa (na osnovu OSI
vrednosti) u mozgu, uticajem i na ukupni oksidativni i antioksidativni status. Svi
oksimi, osim obidoksima, su u mozgu smanjili oksidativo oStecenje lipida
uzrokovano dejstvom DDVP-a, dok status uznapredovalih produkata oksidacije
proteina je ostao nepromenjen nakon oksimske terapije.

U skladu sa selektivnom blokadom muskarinskih receptora ¢ime se smanjuje
hiperstimulacija Celija endogenim AChE i posledi¢na ekscititoksi¢not, nije bilo
iznenadujuce Sto je terapija samo atropinom u naSem eksperimentu, umanjila
intenzitet oksidativnog stresa na nivou sva tri tkiva, kada se posmatra vecina
pojedinacnih prooksidativnih i antioksidativnih biomarkera. Medutim, jasno se
uoCava da ovo nije bilo dovoljno i za odrazavanje efekta na proces lipidne
peroksidacije i oksidativnog oSte¢enja proteina, s obzirom da su nivoi MDA, u plazmi
i dijafragmi, i AOPP, u sva tri tkiva, nakon tretmana atropinom ostali na nivou DDVP-

tretirane grupe Zivotinja.
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Nakon davanja atropina sa oksimima u ekvitoksi¢noj dozi dobijena je veoma
heterogena slika redoks statusa u ispitivanim tkivima, teska za interpretaciju s
obzirom da je zajednicki efekat na nivou pojedinih biomarkera bio i neocekivano
losiji u odnosu na efekat samostalno datih oksima. Interesantno je da je broj
biomarkera redoks statusa na koje je znacajno uticalo ukljucivanje atropina u
terapiju u odnosu na efekat samih oksima bio najmanji u dijafragmi. Upravo na ovom
tkivu se uocava da oksimi, sa izuzetkom obidoksima, dati sa atropinom nisu zastitili
lipide dijafragme od peroksidacije, kao Sto su to ucinili kada su aplikovani
samostalno.

Kvantitativna analiza antioksidativne efikasnosti oksima K203 i K027
pokazala je da se mogu identifikovati opsezi doza oba ispitivana K-oksima pri kojima
je znaCajno popravljen redoks status plazme, dijafragme i mozga pacova, a
prethodno narusSen izlaganjem Zivotinja subletalnoj dozi DDVP-a. Medutim, velika
heterogenost rezultata u pogledu postojanja uticaja oksima na pojedinacne
biomarkere oksidativnog stresa, postojanja dozne zavisnosti tog uticaja, razlike u
velic¢ini ekviefektivnih doza jednog oksima za razliCite biomarkere ukazuje na
kompleksnost redoks homeostaze na nivou razli¢itih tkiva Zivog organizma, kao i
kompleksnost karakterizacije ovakvog mehanizma dejstva oksimskih reaktivatora.

Ipak, visoko konzistentan nalaz unutar nase studije dobijen je kvantitativnim
poredenjem antioksidativne efikasnosti dva K-oksima pri ¢emu je oksim K203
pokazao vecu antioksidativnu potentnost/nize ekviefektivne doze na nivou sva tri
ispitivana tkiva. Antioksidativni efekti oksima mogu biti indirektni - posledica pre
svega specificnog mehanizma dejstva, reaktivacije inhibirane AChE, kao i njihovih
direktnih antinikotinskih i antimuskarinskih efekata ¢ime se smanjuje OS indukovan
ekscitotoksicnos¢u endogenog ACh. Medutim, rezultati naSe studije o
kvantitativnom poredenju antidotskih efekata oksima K027 i K203 pokazuju da
oksim K027 koji je superiorniji od oksima K203 u efektu reaktivacije AChE nije to
bio i u antagonizovanju oksidativnog stresa. Ovaj nalaz ide u prilog drugoj hipotezi
o antioksidativnim efektima oksima kao posledici njihovih direktnih efekata
neutralizacije razli¢itih reaktivnih slobodno radikalskih vrsta, o ¢emu za sada
postoje dokazi u in vitro uslovima za jedninjenja sa oksimskom funkcionalnom

grupom, ali ne i za piridinijumske oksimske reaktivatore (de Lima Portella i sar.,
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2008; Ozen i Tas, 2009; Puntel i sar., 2009, 2008). U pogledu piridinijumskih oksima
poznato je da su iminijum i oksimska funkcionalna grupa elektron-privlacne i
omogucavaju molekulu razli¢ite redoks interakcije (Kovacic, 2003), a nedavna,
elektrohemijska ispitivanja pokazala su oksidaciju oksimske grupe oksima K048,
trimedoksima i azoksima, Sto ukazuje na delovanje protiv generacije slobodnih
radikala (Novak i sar., 2013). Ovome mogu da idu u prilog i rezultati nase in vivo
studije da je najvecéa prednost oksima K203 u poredenju sa oksimom K027 na nivou
dijafragme i mozga bila upravo za efekat smanjenja nivoa superoksidnog anjona
(RPFk203=5,3-5,9, redom), a da je istovremeno na nivou dijafragme dobijena najveca
prednost oksima K027 u reaktivaciji AChE sa gotovo jednakim faktorom potentnosti
(RPFk203=5). Svakako, neophodna su dalja in vitro istrazivanja direktnih
mehanizama antioksidativnih efekata oksimskih reaktivatora, ali i karakterizacija
ovih efekata in vivo u cilju rasvetljavanja njihove bioloske redoks aktivnosti.

Analizom dozne zavisnosti antioksidativnih efekata K-oksima u nasoj studiji
su takode identifikovani i prooksidativni efekti visokih doza i to za oksim K203.
Visoka koncentracija MDA u mozgu pacova dobijena pri najviSoj testiranoj dozi
oksima K203 moze biti i dodatno objasnjenje za pad aktivnosti AChE u ovom tkivu
detektovan pri istoj dozi, s obzirom da je AChE enzim vezan za membrane celija, tako
da je proces lipidne peroksidacije mogao ostetiti membranu i indirektno uticati na
smanjenje aktivnosti enzima (Banerjee i sar., 1999; EFSA, 2013). Ovaj nalaz ide u
prilog hipotezi da su ekscitotoksi¢nost i oksidativni stres mehanizmi koji se
medusobno podrZavaju.

Nasa studija dala je jedinstvene podatke o antioksidativnim potencijalima
dva eksperimentalna K-oksima, ali i standardnih oksima, koji impliciraju da ovaj
efekat oksima moze doprineti ukupnom terapijskom ishodu kod trovanja
OF /preveniranju stanja oksidativnog stresa koje se povezuje sa odloZenim
neurodegenerativnim poremecajima kod trovanja OF/njihovu in vivo redoks
aktivnost. Medutim, s obzirom na kompleksnost oksidativnog stresa, dalja
istraZivanja su neophodna u cilju razumevanja €elijskih i subcelijskih mehanizama

koji leZe u osnovi razliCite efikasnosti oksima prema razli¢itim OF jedinjenjima.
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6. ZAKLJUCCI

Pri supkutanom akutnom trovanju pacova dimetil strukturnim modelom OF

pesticida, dihlorvosom:

1.

Najbolji antidotski efekat dobijen je nakon primene oksima K027. Efikasnost
drugih ispitivanih oksima opadala je slede¢im redosledom: obidoksim > oksim
K203 > trimedoksima > pralidoksima > azoksim;

Najbolji antidotski efekat oksima datih u kombinaciji sa atropinom dobijen je
nakon primene oksima K027 i obidoksimom, dok su antidotski efekti oksima
K203, trimedoksima, pralidoksima i azoksima bili znacajno niZi;

Oksim K027 je sam i u kombinaciji sa atropinom jedini doveo do znacajne
reaktivacije AChE eritrocita i dijafragme. Nijedan od oksima datih samostalno ili
u kombinaciji sa atropinom nije doveo do znacajne reaktivacije AChE mozga.
Oksimi K027, K203 i obidoksim dati samostalno ili u kombinaciji sa atropinom
doveli su do znacajne reaktivacije BuChE plazme;

Analizom veze izmedu primenjenih doza i reaktivatorskog potencijala dobijeno
je da je oksim K027 znacajno efikasniji u reaktivacji AChE u odnosu na oksim
K203: na nivou eritrocita i mozga dva puta, a na nivou dijafragme pet puta;
Ekviefektivne doze oksima K027 bile su niZe od ekviefektivnih doza oksima
K203 potrebnih za reaktivaciju u svim ispitivanim tkivima, dok su generalno
najniZe doze oksima K027 bile potrebne za reaktivaciju AChE dijafragme;
Subletalna doza dihlorvosa (75% LDso) dovela je do stanja oksidativnog stresa,
uz oksidativno oStecenje lipida u plazmi, dijafragmi i mozgu pacova, dok je u
plazmi detektovano i oksidativno oStecenje proteina;

Svi ispitivani oksimi pozitivno su uticali na redoks status narusen dihlorvosom.
Na nivou mozdanog tkiva, na osnovu vrednosti indeksa oksidativnog stresa,
najbolji antioksidativni potencijal pokazali su oksimi K027, K203 i obidoksim. U
pogledu lipidne peroksidacije jedini oksim koji je pokazao antioksidativni
potencijal bio je obidoksim. Oksim K027 i azoksim pokazali su antioksidativni
potencijal na nivou proteina plazme. Svi oksimi su umanjili oksidativno
oStecenje lipida dijafragme, a osim obidoksima, i oksidativno oStecenje na nivou

mozga;
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9. Primenjeni u kombinaciji sa atropinom, u pogledu lipidne peroksidacije, jedino
su trimedoksim i obidoksim ispoljili antioksidativni potencijal. Nijedna
kombinacija oksima i atropina nije dovela do antioksidativnog efekta na nivou
proteina plazme. Jedino je obidoksim u kombinaciji sa atropinom pokazao
antioksidativni efekat na nivou lipida dijafragme, a K-oksimi, trimedoksim i
pralidoksim su pokazali antioksidativni efekat na nivou lipida mozga;

10. Analizom veze izmedu primenjenih doza i antioksidativnog potencijala dobijeno
je da je oksim K203 znacajno efikasniji u odnosu na oksim K027, pri ¢emu je
najveca razlika u efikasnosti uocena za efekat smanjenja MDA u plazmi (osam
puta), a za efekat smanjenja superoksidnog anjona u dijafragmi i mozgu (Sest

odnosno pet puta, redom).

Sumarno, rezultati ove doktorske disertacije ukazuju na bolji antidotski
potencijal oksima K027 u odnosu na oksim K203 Sto podrzava hipotezu o
obecavajucoj hemijskoj strukturi oksima K027, vrednoj buducih in vivo ispitivanja

kod strukturno razlicitih OF pesticida.
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