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BIOLOSKIM TESTOVIMA

Vesna Pehar
Hrvatsko vojno uéiliste ,,Dr. Franjo Tudman®, Ilica 256b, Zagreb

Skup od 346 komercijalna herbicida prikupljen je iz dostupnih internetskih baza podataka, dok
su 163 herbicida, koja nisu u primjeni, preuzeti iz literaturnih izvora te su oba skupa
Klasificirana prema mehanizmu djelovanja na korov (HRAC klasifikacija). In silico su
predvidena fizikalno-kemijska svojstva i potencijal herbicida za toksi¢no djelovanje na ljudsko
zdravlje. Njihovom opseznom analizom kao potencijalno najtoksicniji identificirani su spojevi
iz klase K1, K3/N, F1 i E. Za in vitro analizu potencijalnih inhibitora acetilkolinesteraze i
butirilkolinesteraze odabrano je 11 herbicida. Organofosfat anilofos (K3) i oksiacetanilid
flufenacet (K3) bili su najpotentniji inhibitori obje kolinesteraze. Glifosat (G), oksadiazon (E),
tembotrion (F2) i terbutilazin (C1) bili su vrlo slabi inhibitori kolinesteraza. Opcenito, aktivni
herbicidi imali su neSto veéi potencijal za inhibiciju butirilkolinesteraze nego
acetilkolinesteraze. Anilofos, benzulid (Z), butamifos (K1), piperofos (K3) i oksadiazon
djelovali su citotoksi¢no na ljudske Ziv¢ane i jetrene stanice. Rezultati provedenih in silico i in
vitro istrazivanja daju uvid u potencijalnu toksi¢nost herbicida i moguéu primjenu u dizajnu
novih herbicida sigurnih za ljudsko zdravlje i okolis.
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inhibitors of both cholinesterases. Glyphosate (G), oxadiazon (E), tembotrione (F2), and
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showed slightly higher potential to inhibit butyrylcholinesterase. Anilophos, bensulide (Z),
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§ 1. Uvod 1

§ 1. UVOD

Herbicidi su spojevi koji se koriste za unistavanje korova ili za kontrolu i usporavanje njihova
rasta. Najcesce se koriste kao tekuc¢e emulzije ili u obliku granula. Osim za uniStavanje korova
zeljeznic¢ke pruge, prometnice, travnate povrSine (travnjaci, parkovi, vrtovi), ribnjaci, jezera,
kanali za navodnjavanje i rekreacijski tereni. To su fitotoksi¢ni spojevi ¢ija se upotreba u
zadnjih trideset godina povecala sa 48 % na 55 % ukupne uporabe pesticida na globalnoj razinil.
Stalni razvoj i $iroka i rasprostranjena upotreba herbicida nastala je prvenstveno zbog potrebe
za ve¢im prinosima u proizvodnji usjeva i shodno tome potrebe za uniStavanjem i/ili
uklanjanjem neZeljenih biljaka-korova®=,

Herbicidi se mogu Kklasificirati prema djelovanju na odredenu vrstu korova
(jednogodisnjih i/ili visegodiSnjih; Sirokolisnih i/ili uskolisnih), kemijskoj strukturi (razni
anorganski i organski spojevi), vremenu primjene, distribuciji kroz korov (kontaktni, sustavni/
translokacijski), metodi primjene (preko korijena ili listova) te mjestu ili mehanizmu
djelovanja*.

Tisuce herbicida i njihovih smjesa su u svakodnevnoj uporabi, ali samo za neke od njih
provedene su procjene toksi¢nosti i utjecaja na ljude®. Toksi¢nost je danas jedan od glavnih
razloga za povladenje raznih spojeva (npr. lijekova) iz klini¢kih istrazivanja i trzista®®. Pesticidi
- herbicidi, fungicidi i insekticidi skupine su spojeva kojima su ljudi svakodnevno izloZeni, a
ipak vec¢ina njih do nedavno nisu bile podvrgnute toksikoloskom ispitivanju. Podaci 0
toksicnosti spojeva koriste se u procesu procjene rizika njihovog Stetnog utjecaja na ljude 1
okolis. Toksi¢nost spojeva ispituje se pomoéu raznih in vitro testova i in vivo modela”®. S
obzirom da su in vivo istrazivanja dugotrajna i skupa, a uz to ispitivanje toksi¢nosti na
Zivotinjama je i eticki problem, znanstvenici Koriste alternativne metode odredivanja
toksicnosti spojeva, njihovih metabolita i degradacijskih produkata u okolisu. Tako in silico
metode kao alternativne metode ukljucuju primjenu razliitih raCunalnih metoda koje su za
razliku od eksperimentalnog pristupa sigurne za ljude i1 okolis, brze 1 jeftine, a Sto je osobito
vazno mogu se koristiti i za predvidanje toksiénosti spojeva prije nego se krene u sintezu®.

lako je Siroka 1 rasprostranjena upotreba herbicida pridonijela veéem urodu

poljoprivrednih kultura te poboljSanju zivotnih 1 prehrambenih navika na globalnoj razini,
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§ 1. Uvod 2

njihova ponekad slabo ili nikako kontrolirana primjena u poljoprivredi i nestru¢no rukovanje
korisnika dovelo je do akumulacije ovih spojeva u razli¢ite ekoloske sustave. Vodene povrsine
kontaminiraju se postupcima ispiranja i erozijom tla Sto uzrokuje kontaminaciju/trovanje
vodenih organizama (npr. alge, ribe, rakovi), a isparavanjem herbicidi odlaze u atmosferu pa
vjetrom se mogu prosiriti i U okoli§ koji je daleko od mjesta primjene herbicidal®4. Osim za

11,15-18

biljke herbicidi mogu biti toksi¢ni i za sisavce - ljude i Zivotinje I mogu izazvati razlicite

vrste toksi¢nosti od reproduktivne, hepatotoksi¢nosti do neurotoksi¢nosti'®-28,

Svrha ove disertacije bila je da se za dva skupa komercijalnih i napustenih herbicida uz
primjenu in silico alata procijeni njihov potencijal za izazivanje razliitih vrsta toksi¢nosti,
primarno neurotoksi¢nosti, ispitaju fizikalno-kemijske predispozicije za prolazak kroz krvno-
mozdanu barijeru (KMB) te napravi odabir herbicida za daljnje in vitro ispitivanje utjecaja na
aktivnost acetilkolinesteraze (AChE) i butirilkolinesteraze (BChE) i citotoksi¢nost na odabrane
ljudske stanicne linije. Pri odabiru spojeva ispitana je i strukturna sli¢nost herbicida s poznatim
inhibitorima kolinesteraza kako bi se istrazilo moze li se toksi¢ni ucinak na molekularnoj
0dnosno stani¢noj razini povezati sa specifiénim strukturnim elementima.

Postavljena hipoteza istrazivanja u okviru ove disertacije bila je da ¢e odabrani herbicidi
koji imaju potencijal za prolazak kroz krvno-mozdanu barijeru i inhibiraju kolinesteraze biti
neurotoksi¢ni, odnosno da njihov mehanizam toksi¢nosti ukljucuje razvijanje simptoma
kolinergicke krize.

Herbicidi su prikupljeni iz literaturnih izvora i dostupnih internetskih baza podataka,
grupirani u dvije skupine (komercijalni i napusteni) i klasificirani prema mjestu/mehanizmu
djelovanja na korov. Zatim su izracunati parametri za razlicite vrste toksi¢nosti i niz fizikalno-
kemijskih svojstava povezanih s apsorpcijom, distribucijom, metabolizmom, ekskrecijom i
toksi¢nosti (ADMET). Predvidene vrijednosti upotrijebljene su za statisti¢ku analizu kako bi se
odredio ADMET profil herbicida s obzirom na njihov na¢in djelovanja. In silico analizom
razli¢itih vrsta toksi¢nosti profilirale su se klase spojeva s najvis$im potencijalom za toksi¢no
djelovanje na ljude, Zivotinje i okoliS te je izabrano 11 herbicida za daljnja in vitro testiranja.
Spektrofotometrijskim metodama provedena su mjerenja inhibicije enzima AChE i BChE u
prisutnosti nekoliko koncentracija odabranih herbicida kako bi se odredila 1Cso vrijednost, tj.
koncentracija pri kojoj je ocuvano 50% aktivnosti testiranog enzima nakon 30 minuta reakcije.
Za progresivne inhibitore inhibicija je prac¢ena tijekom vremena te su odredene inhibicijske

konstante. Takoder, molekulskim modeliranjem opisane su interakcije odabranih herbicida u
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§ 1. Uvod 3

aktivnim mjestima AChE i BChE. Ispitivanje citotoksi¢nosti napravljeno je na odabranim
ljudskim stani¢nim linijama uz praéenje vijabilnosti i pojave oksidacijskog stresa.
Kombinirana in silico 1 in vitro istrazivanja toksi¢nosti herbicida pomo¢i ¢e u
identifikaciji vrsta toksicnosti herbicida i omoguciti ¢e nove spoznaje o djelovanju herbicida na
ljudski organizam te usmjeriti daljnja istrazivanja prema dizajniranju i sintezi herbicida sigurnih

za ljude 1 okolis.
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§ 2. Literaturni pregled 4

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Herbicidi

2.1.1.  Povijesni razvoj herbicida

Razvoj herbicida zapocinje s inteziviranjem i razvojem poljoprivrede. Prvi spojevi koji su se
koristili kao herbicidi bili su sumporna kiselina, natrijev-klorat, arsenijev-trioksid, natrijev-
arsenat i petrolej. Problemi u primjeni prvih herbicida bili su $tetni u¢inci na ljude i neselektivno
djelovanje na korov. Pocetkom 1930-ih godina pojavljuju se metode bioloske kontrole rasta
korova?®, a krajem 1940-ih razvija se kemijska kontrola korova i na trzistu se pojavljuju
sintetski organski herbicidi®. Jedan od glavnih ciljeva razvoja novih vrsta herbicida je poveéanje
selektivnosti djelovanja na korove kako bi se o¢uvali ili povecali prinosi uzgajanih kultura i
sacuvala voda 1 hranjive tvari iz tla neophodne za rast i razvoj zasadenih usjeva.

Prvo otkri¢e na polju selektivne kontrole korova bio je herbicid 2,4-dinitro-o-krezol
(DNOC) predstavljen 1933. godine u Francuskoj koji se pokazao kao izrazito toksic¢an za ljude
izazivaju¢i mrenu. Sljedece 1934. godine predstavljen je herbicid 2,4-diklorofenoksiacetatna
kiselina (2,4-D) koji pripada skupini fenoksi herbicida. Tijekom Drugog svjetskog rata ulozeni
su veliki napori u razvoju novih, u¢inkovitih herbicida kao potencijalno kemijsko oruzje®. Nesto
kasnije neki od njih, parakvat i ,Agent Orange”“ (kombinacija 2,4-D i 2,4,5-
triklorofenoksiacetatna kiselina (2,4,5-T)) koristeni su kao kemijski agensi i defolijanti u
Maleziji*® i Vijetnamskom ratu uzrokujuéi razne psiholoske probleme, reproduktivnu
toksi¢nost kao i razne vrste karcinoma (ne-Hodgkinov limfom, sarkom)®!. Nakon razvoja
fenoksi-herbicida i herbicida iz bipiridilne skupine slijedila je pojava prvog herbicida iz
skupine urea, monurona. Sredinom 1960-ih godina na trziSte izlazi nitrofen, predstavnik
inhibitora protoporfirinogen-oksidaze koja sudjeluje u biosintezi protoporfirina IX koji je
prekursor Zivotno vaznih molekula poput hemoglobina i klorofila. Tijekom 1970-ih godina
pojavljuje se sistemski, neselektivni organofosforni herbicid, glifosat (na trzistu pod imenom
Roundup) sintetiziran za unistavanje Svih Sirokolisnih godisnjih i polugodisnjih korova
proizvodaca Monsanto. Njegova upotreba do danasnjih dana je pod povecalom jer joS ne

postoje jedinstveni dokazi o njegovoj toksi¢nosti i utjecaju na okolis, zivotinje i ljude. Daljnji
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razvoj predstavio je triazinske herbicide, kloroacetamidne herbicide i imidazolinonske

herbicide s razli¢itim mehanizmima djelovanja®.

2.1.2. Klasifikacija herbicida

Herbicidi se klasificiraju na vise na¢ina. Prema sposobnosti translokacije kroz biljku razlikuju
se sistemski i nesistemski herbicidi. Sistemski/translokacijski herbicidi su spojevi koji se
zajedno s vodom i nutrijentima vrlo lako $ire biljkom od mjesta apsorpcije do mjesta djelovanja
putem vaskularnog sustava biljke. Sistemski herbicidi su mnogo uéinkovitiji za visegodisnje
biljke. Potrebno im je nekoliko dana ili tjedana kako bi uc¢inkovito unistili korov za razliku od
kontaktnih herbicida koji vrlo brzo djeluju na korov. Nesistemski/kontaktni herbicidi su spojevi
koji unistavaju samo dio korova s kojim dodu u kontakt i ne Sire se dalje kroz biljku®.

Herbicidi se takoder klasificiraju na selektivne i neselektivne spojeve s obzirom na vrstu
korova na koji djeluju. Selektivni herbicidi kontroliraju ili suzbijaju odredenu vrstu korova i ne
utjecu na rast drugih vrsta korova. Selektivnost moze biti zbog translokacijskog svojstva, t].
razli¢ite apsorpcije, morfoloskih ili fizioloSkih razlika izmedu biljnih vrsta. Neselektivni
herbicidi ne djeluju na odredeni korov, nego kontroliraju ili unistavaju svaku biljnu vrstu s
kojom dodu u kontakt, a koriste se za ciS¢enje industrijskih zona, odlagaliSta otpada,
zeljeznickih pruga i pristupnih povrsina®,

Osim navedenih Klasifikacija herbicidi se klasificiraju i prema mjestu ili mehanizmu
djelovanja, uz pretpostavku da ¢e herbicidi izazvati iste simptome i osjetljivost korova*. Dosada
je poznato oko 20 razli¢itih bioloskih meta herbicida (slika 2.1)%. Razumijevanje biokemijskih
mehanizama djelovanja herbicida postaje koristan alat u pobolj$anju metoda primjene herbicida
i otkrivanju toksikoloskih svojstava herbicida. Karakterizacija novih mehanizama djelovanja i
novih ciljnih meta pomazu u pronalasku novih kemijskih klasa herbicida, a struktura kompleksa
ciljnog proteina i herbicida pomaze u razumijevanju bioloskog odgovora organizma nakon
izlaganja djelovanju herbicida. Nadalje, poznavanje mehanizma djelovanja herbicida
omogucuje manipulaciju kod probira selektivnih herbicida za rjeSavanja problema
rezistentnosti herbicida®. Klasifikacija herbicida je jedan od nagina koji se koristi u dizajniranju
dobrih rotacijskih programa herbicida koji bi trebali omoguciti smanjenje otpornosti herbicida

na korove nastale zbog njihove opetovane uporabe na istu vrstu korova.
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S obzirom na mjesto i mehanizam djelovanja, herbicidi su grupirani prema WSSA
klasifikaciji herbicida koju propisuje Americko drustvo za znanost o korovima (engl. Weed
Science Society of America)** i HRAC kKlasifikaciji herbicida koju propisuje Odbor za borbu

protiv otpornosti korova na herbicide (engl. Herbicide Resistance Action Committee)®.

A, K3,N C,D,EF

K1, K2

Organizacija
mikrotubula

\ Sinteza
tetrahidrofolata
= (]

‘ hormona
( N[ltOhOIldrl_] \ §>/
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M

Slika 2.1. Bioloske mete djelovanja herbicida i klasifikacija herbicida prema mjestu i mehanizmu djelovanja,
HRAC2020 klasifikaciji. Prema HRAC2022 klasifikaciji prikazane Klase asignirane su brojkama; A-1; B-2; C-
5/6; D-22; E-14; F-12/13/27/34; G-9; H-10; 1-18; K1-3; K2-23; K3-15; L-29; M-24; N-15; O-4; P-19. Slika
preuzeta iz ref. 8 i prilagodena.

HRAC Klasifikacija®® grupira herbicide prema mehanizmu djelovanja u 25 klasa®’.
Opcenito, na fizioloskoj razini razli¢ite vrste herbicida kontroliraju biljke inhibirajuci proces
fotosinteze, inhibiraju¢i/oponaSajuci regulatore rasta biljke, inhibiraju¢i biosintezu lipida ili
biosintezu aminokiselina, te inhibirajuéi razvoj stanica i stanié¢nu diobu (slika 2.1)%. Unutar
HRAC klase herbicidi sa zajedni¢kim mjestom/ mehanizmom djelovanja na biljke, grupirani
su prema pripadaju¢im kemijskim skupinama spojeva. Moguc¢i problemi za uspjesnu primjenu
rotacijske strategije koji se javljaju kod ovakvih vrsta klasifikacija jesu pogresno odredivanje

kemijske obitelji herbicida ili nemoguénost odredivanja mehanizma djelovanja herbicida®®
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U 2020. godini doslo je do promjena u klasifikaciji herbicida sukladno novim
saznanjima i do objedinjavanja HRAC i WSSA Klasifikacija u HRAC/WSSA Kklasifikaciju
prihvacajuci brojcanu oznaku klase. Zadnja azurirana verzija HRAC/WSSA dostupna je od
2022. godine gdje su dodane c¢etiri nove klase, a N klasa (HRAC2020) pridodana K3 [15] Klasi

te je nastala jedinstvena [15] klasa®'.
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2.2. Toksi¢nost herbicida

2.2.1.  Pregled toksicnosti herbicida

Herbicidi se najées¢e klasificiraju kao netoksi¢ni ili slabo toksi¢ni spojevi’. Medutim,
rasprostranjena i ucestala uporaba herbicida diljem svijeta kao i slabo kontrolirana uporaba
mogu dovesti do njihove akumulacije u razli¢ite ekoloske sustave. Mnoge znanstvene studije
pokazale su da pesticidi uklju¢ujuci herbicide kontaminiraju izvore vode, okolni zrak, maglu,
padaline i tla’®. Herbicidi prodiru u vodu ispiranjem tla ili ispiranjem i erozijom njihovih
ostataka sa susjednih zemljista i prometnica. Ostaci herbicida mogu isparavanjem ili erozijom
vjetra dospjeti u atmosferu §to dalje dovodi do Sirenja kontaminacije i njihovog talozenja i
zagadenja povrsinskih i podzemnih voda, obalnih voda, flore i faune'®*3, Zivotinjski svijet
direktno moze akumulirati herbicide preko skrga ili koze, te oralno unosom suspendiranih
ostataka preko kontaminirane hrane ili vode i kroz prirodni hranidbeni lanac'*®1", Herbicidi
su sintetizirani da budu toksi¢ni za korove s obzirom na svoja fizikalno-kemijska svojstva, ali
kako imaju sposobnost kontaminirati zrak, vodu, tlo i hranidbeni lanac mogu biti toksi¢ni 1 za
ljude i druge zivotinjske vrste. Opcenito se smatra da su herbicidi relativno netoksicni spojevi
za neciljane organizme (engl. non-targeted organisms) zbog toga jer nemaju zajednicke
bioloske mete u sisavcimal®=®,

Razni bioloski organizmi i vrste kao Sto su alga, protozoa (Tetrahymena pyriformis),
raci¢, vodenbuha (Daphnia spp.), slatkovodna riba (Fathead minnow) i zlatna ribica (Carassius
auratus) koriste se kao modeli za predvidanje potencijalnih opasnih/toksi¢nih efekata herbicida
na vise organizme, Zivi svijet'®40-44,

Ljudi mogu biti izloZeni herbicidima rade¢i na poslovima proizvodnje, transporta,
dostave i upotrebe herbicida ili biti u blizini mjesta/povrsina koje se tretiraju velikim koli¢inama
herbicida’®. Herbicidi najéesée ulaze u organizam putem koze, udisanjem suspendiranih ¢estica
u zraku i unosom hrane odnosno gastrointestinalnim sustavom®*°. Mostafalou i Abdollahi®
napisali su sistemati¢ni pregled slucajeva raznih malignih, neurodegenerativnih bolesti,
respiratornih, reproduktivnih, razvojnih i metabolickih bolesti povezanih sa razli¢itim nac¢inima
ljudske izloZenosti pesticidima. Po tom pregledu herbicidi izazivaju najc¢esc¢e kancerogenost
(51 %), a slijedi neurotoksi¢nost sa 22 % pojavnosti nakon izlaganja organizma herbicidima®,

Organofosforni spojevi (OP), koji se Cesto koriste kao pesticidi, poznati su po svom

neurotoksi¢nom djelovanju®®#546, Ovi spojevi su inhibitori aktivnosti acetilkolinesteraze
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(AChE) i butirilkolinesteraze (BChE), serinskih hidrolaza koje se nalaze u sinapsama sredi$njeg
Zivéanog sustava (SZS), neuromuskularnim spojnicama perifernog Zivéanog sustava (PZS),
membranama eritrocita i krvnoj plazmi*’. OP izazivaju neurotoksi¢nost prvenstveno
fosforiliraju¢i AChE, enzim koji hidrolizira esencijalni neurotransmiter acetilkolin (ACh).
Inhibicija AChE dovodi do gomilanja acetilkolina u sinapsama i uzrokuje prekomjernu
stimulaciju kolinergic¢kih receptora $to se ocituje pojavom raznih simptoma kao §to su mioze,
bronhoreja, bradikardija, pojac¢ano slinjenje, konvulzije, a u slu¢aju trovanja moze do¢i do
gubitka svijesti, prestanka disanja i zatajenje rada srca®*#6484° Jako BChE nije esencijalni
ljudski enzim kao §to je to AChE, BChE moze hidrolizirati ksenobiotike u cirkulaciji i tako
sluziti kao zastita od inhibicije sinapticke AChE 1 trovanja s inhibitorima AChE poput
organofosfornih pesticida®’-5%°1,

U dosada$njim studijama vrlo malo paZnje se posvecivalo istrazivanju mehanizama
toksi¢nosti herbicida opcenito ili neurotoksi¢nosti u neciljanim organizmima, ljudima ili
drugim sisavcima. Kako je ranije spomenuto glavni razlog tome je Sto se mehanizmi/mjesta
djelovanja herbicida u biljkama razlikuju i nisu pronadeni u ljudskom organizmu®®®2, Medutim
postoje studije istraZivanja specificnih urodenih mana ¢iju pojavu ukljucujuéi i blago povecani
rizik za oSteCenjem srediSnjeg zivéanog sustava povezuju uz rad na poljoprivrednim

povrsinama®®,

2.2.2. Neurotoksicnost herbicida

Upotreba herbicida dovodi do potrebe pracenja i istrazivanja okolisa te njihovog djelovanja i
utjecaja na zive organizme. Medutim, istrazivanja opcenitih i neurotoksi¢nih mehanizama
djelovanja herbicida na ne-ciljane organizme dugo vremena bila su zanemarena jer vecina
herbicida djeluje na mehanizme u biljakama koji nisu prisutni u ljudi i sisavaca®.
Najrasprostranjeniji herbicid na svijetu, ,,Roundup® u svom kemijskom sastavu sadrzi
glifosat kao aktivnu komponentu®2. Njegov mehanizam djelovanja ne postoji u sisavaca i zbog
toga su studije o potencijalnoj toksi¢nosti glifosata bile zanemarene do 21. stolje¢a®. Drugi
problem kod dizajniranja studija o toksi¢nosti herbicida je taj Sto je vecina komercijalnih
herbicida smjesa jedne ili viSe aktivnih tvari s mnogo pomo¢nih tvari (adjuvanata) koji
povecavaju ucinak/efikasnost herbicida®. Zbog nepoznavanja njihove toéne prirode koji moze

varirati od drzave i proizvodaca, studije o mehanizmima neurotoksi¢nosti i neuropatologije
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komercijalnih herbicida moraju ukljuditi i svojstava pomo¢nih tvari kako bi se otkrio izvor
toksic¢nosti. Takva saznanja bi uvelike pridonijela dizajniranju komercijalnih smjesa s aktivnim

tvarima (herbicidima) smanjenog (neuro)toksi¢nog djelovanja na ljude i sisavce®.

2.2.3. Toksicnost organofosfornih herbicida

2.2.3.1. Glifosat
Glifosat i herbicidi na bazi glifosata su daleko najkoriSteniji herbicidi zadnjih nekoliko
desetlje¢a®. Glifosat, 2-(fosfonometilamino)glicin je neselektivni sistemski herbicid koji se
koristi za suzbijanje korova na poljoprivrednim i nepoljoprivrednim zemljistima i za kontrolu i
suzbijanje nepotrebne vegetacije u podru¢jima interesa. Vrlo dobro je topljiv u vodi, relativno
hlapljiv te se ne zadrzava i ne prodire u tretirano zemljiste>*.

Prema HRAC/WSSA klasifikaciji pripada G/9 klasi jer u korovima inhibira enzim
5-enolpiruvilSikimat-3-fosfat sintazu (EPSP) §to dovodi do smetnji u sintezi aromatskih
aminokiselina fenilalanina, tirozina i triptofana i zaustavlja sintezu proteina®. Glifosat je
aktivni sastojak Roundup® jednog od najraSirenijih herbicida diljem svijeta. Vecéina studija
pokazale su slabu ili nikakvu reproduktivnu toksi¢nost glifosata®, a neke studije su pokazale
toksi¢nost herbicida na reproduktivnu funkciju muzjaka glodavaca®. Anifandis i sur. istrazivali
su djelovanje glifosata na pokretljivost ljudskih spermija i izazivanje DNA fragmentacije te su
pokazali da glifosat izaziva in vitro toksi¢ne efekte progresivno smanjujuci pokretljivost
spermija muskaraca, ali ne utjece strukturu DNA nakon 1 sat izlaganja sjemena glifosatu pri
visokoj koncentraciji®’.

Eriksson i sur. su u svojoj studiji pokazali povezanost izmedu profesionalnog izlaganja
glifosatu i poveéanim rizikom od obolijevanja od non-Hodgkinovog limfoma®®. Djelovanje
glifosata je opazeno i u slu¢aju bubreznih oboljenja nepoznate etiologije u Sri Lanki gdje se
pokazalo da glifosat ima sposobnost unistiti bubrezno tkivo nakon stvaranja kompleksa s
nefrotoksi¢nim metalima u geologki specificnom podrugju®®. Takoder, glifosat je uzrokovao
poremecaje u razvoju zivéanog sustava kod djece nakon izlaganja trudnica i novorodencadi
okoli$nim utjecajima glifosata®.

Dugi niz godina glifosat se smatrao relativno slabo toksi¢na aktivna tvar zbog visoke
LDso vrijednosti kod $takora (5,6 gkg™) i misa (10 gkg™). Slaba akutna toksi¢nost glifosata

potvrdena je rezultatima nedavnih studija koje pokazuju da su smjese herbicida toksi¢nije od
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pojedina¢nog djelovanja glifosata® 2, Studije o vrednovanju neurotoksiénosti kod glifosata (ili
komercijalne smjese) bile su zanemarene i slabo dokumentirane. Neke studije su pokazale da
glifosat inhibira AChE®®, a izmjerena 1Cso vrijednost u ljudskom serumu bila je
714 mmol dm $to je mnogo veéa koncentracija od koncentracije izmjerene u serumu nakon
kroni¢nog izlaganja (< 0,05 mmol dm) i akutnog otrovanja glifosatom (0,05-5 mmol dm=)%4,
S§to dovodi do promisljanja da ovo nije mehanizam neurotoksi¢nog djelovanja glifosata. Druge
studije pokazale su abnormalni razvoj mozga u modelu zebrice (Danio rerio) djelovanjem

6566 5to se moze povezati s ekcitotoksi¢nosti (prekomjerna aktivacija

herbicida na bazi glifosata
neuronskih receptora za aminokiseline) glutamata koja je opazena i u Stakora u razvoju nakon
izlaganja glifosatu®”-%, Nedavna istrazivanja pokazala su povecanu anksioznost i depresiju u
ponasanju kod $takora izlozenih herbicidima na bazi glifosata te promjene u broju i raznolikosti
crijevne mikrobiote®. Sikimatski put vazan je za bakterije jer im omogucuje sintezu aromatskih
aminokiselina, a njegovom inhibicijom hipotetski se usporava katabolizam triptofana.
Usporavanje ovog procesa moze biti znacajno jer je triptofan prekursor za sintezu serotonina

koji je vazan kod anksioznosti i depresije. Znanstveni napori trebaju se usmijeriti u daljnje

istrazivanje neurotoksi¢nosti herbicida na bazi glifosata®.

2.2.3.2. Anilofos
Anilofos, N-(4-klorofenil)-2-dimetoksifosfinotioilsulfanil-N-propan-2-il-acetamid je selektivni
organofosforni herbicid koji se primjenjuje prije klijanja biljke (engl. pre-emergence) ili nesto
prije nego Sto biljka iznikne na povrSinu (engl. post-emergence), a selektivno djeluje na
jednogodisnje trave i Sasi u poljima rize. Ovaj a-tioacetamid slabo je hlapljiv i topljiv u vodi, a
moze biti postojan u tlu ovisno o uvjetima i vrsti zemljista na kojem se primjenjuje®* . Anilofos
je bezbojna ili svjetlo smeda kristalini¢na tvar bez mirisa koja se absorbira kroz korijenje biljke
I djeluje kao inhibitor biosinteze vrlo dugackih lanaca masnih kiselina (VLCFAs) te pripada
K3/15, HRAC/WSSA Klasi herbicida®:37:54,

Toksi¢an je za ptice, a u manjoj mjeri za pcele, ribe i vodene beskraljesnjake®.
Umjereno je toksican za ljude izazivajudi iritaciju koze i respiratorne smetnje te inhibira
AChE®*, Studija Hazarike i sur. pokazala je akutnu toksi¢nost anilofosa koja izaziva promjene
u ponaanju i naglasenu kolinergi¢ku hiperaktivnost™®. S druge strane, dugotrajno izlaganje

anilofosu uzrokovalo je povecanje tezine organa jetre, srca, slezene i bubrega u muzjaka
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Stakora. Takoder, anilofos je inhibirao aktivnost kolinesteraza u eritrocitima (41-67 %), plazmi
(36 %), krvi (37-64 %), mozgu (63-73 %) i jetri (28-48 %)’L. Druga studija Hazarike i sur.
pokazala je da anilofos izaziva neuronalne/stani¢ne disfunkcije smanjujuci razinu reduciranog
oblika glutationa (GSH) i aktivnost enzima glutation-S-transferaze (GST) i adenozintrifosfataze
(ATP) odnosno inhibirajuéi prijenos iona kroz stani¢nu membranu u stanicama jetre i u
eritrocitima i oslobadajuéi odredene neurotransmitere’?. Istrazivanje Bagrija i sur. pokazalo je
da anilofos izaziva mutagene ucinke na albino miseve kroz pojavu kromosomskih aberacija i
abnormalnosti sjemene tekué¢ine’®. Aggarwal i sur. pokazali su da anilofos izaziva razvojnu

toksi¢nost kod gravidnih §takorica®.

2.2.3.3. Benzulid

Benzulid, N-[2-di(propan-2-iloksi)fosfinotioilsulfaniletil]benzensulfonamid organofosfatni
herbicid, koristi se u poljoprivredi povréa, mahunarki i ¢eSnjaka kao inhibitor sinteze lipida 1
stani¢ne diobe iako prema HRAC/WSSA klasifikaciji pripada Z/0 klasi spojeva kojima mjesto
djelovanja nije to¢no odredeno. Benzulid koji je do 2020. godine pripadao N klasi prebacen je
u klasu Z jer nije bilo jedinstvenih eksperimentalnih dokaza o njegovom mehanizmu djelovanja
na korove®. S obzirom na intezivnu uporabu, njegovo postojanje u povrsinskim vodama i
visoko zadrzavanje rezultati studija sugeriraju da moze dovesti do izlaganja neciljanim
organizmima, uzrokuju¢i razlicite toksi¢ne uc¢inke ukljucujuci reproduktivnu toksicnost u ptica,
riba i sisavaca’,

Nedavna studija Kim i sur. pokazala je da benzulid aktivira signalne puteve ERK1/2 i INK
I da izaziva poremecaj potencijala mitohondrijske membrane dvije vrste stanica svinjskog
uterusa (pTr i pLE) $to dovodi do porasta mitohondrijske koncentracije Ca?*, a smanjenja
citoplazmatske koncentracije Ca?*. Zakljucuju da benzulid izaziva poremeéaj u regulaciji
razli¢itih unutarstani¢nih procesa Sto dovodi do zaustavljanja ciklusa stani¢ne diobe i

apoptozu.
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2.2.3.4. Butamifos
Butamifos, N-[etoksi-(5-metil-2-nitrofenoksi)fosfinotioil]butan-2-amin je organofosforni
herbicid koji je namijenjen za kontrolu godisnjih trava i korova, a inhibira zdruzivanje
mikrotubula i time sprecava stani¢nu diobu. Mehanizam djelovanja u biljkama Kklasificira ga u
K1/3 klasu prema HRAC/WSSA Klasifikaciji.

Kojima i sur. proveli su istrazivanje za 200 razli¢itih pesticida usporeduju¢i njihovu
aktivnost kao agonista za nuklearni X receptor (engl. pregnane X receptor, PXR) ¢ovjeka i misa
koristeéi in vitro pristup pomoéu reporter gena’>. Medu 200 pesticida piperofos i butamifos
pokazali su se kao vrlo dobri agonisti za ljudski nuklearni X receptor, a butamifos i za misji
nuklearni X receptor pri vrlo malim koncentracijama. Nedavne studije pokazale su i da su PXR
ukljuceni u proces prijenosa energije jer djeluju na metabolizam masnih Kiselina, lipida i
glukoze, sto zahtjeva dodatna testiranja spojeva iz okoliSa na PXR zbog mogucih $tetnih
ucinaka tih spojeva na metaboli¢ki prijenos energije i endokrini imunoloski sustav U

organizmu™.

2.2.3.5. Piperofos
Piperofos, 2-dipropoksifosfinotioilsulfanil-1-(2-metilpiperidin-1-il)etanon je organofosforni
herbicid koji je namijenjen za kontrolu godi$njih trava na poljima rize, a inhibira sintezu dugih
lanaca masnih kiselina (engl. very long-chain fatty acids, VLCFAs) te pripada K3/15
HRAC/WSSA klasi herbicida.

Piperofos se pokazao kao vrlo dobar agonist za nuklearni X receptor’. Viswanath i sur.
su u svom istrazivanju o anti-androgenskim aktivnostima piperofosa pokazali da piperofos
utjeCe na reproduktivnu funkciju odraslih Stakora smanjujuci biosintezu testosterona pomocu

Leydigovih stanica’®.

2.2.4. Herbicidi na bazi parakvata
Podaci o neurotoksi¢nosti parakvata (1,1'-dimetil-4,4'-bipiridinijev diklorid) vjerojatno su
najpouzdaniji od svih ostalih herbicida. Izlaganje parakvatu povezano je s pojac¢anim rizikom
od pojave Parkinsonove bolesti (PD)"’, te je koristen kod Zivotinja s ciljem modeliranja

aspekata patologije Parkinsonove bolesti, ukljucuju¢i gubitak dopamina i gomilanja
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sinukleinskog proteina kroz iniciranje oksidacijskog stresa i neuroloskih upalnih procesa’®®°,

Takoder, parakvat izaziva fosforilaciju tirozina na Parkin proteinu u SH-SYS5Y stani¢nim
linijama®! $to inhibira funkciju proteina i omoguéava napredovanje bolesti. Dulje izlaganje
stanica modela Parkinsonove bolesti parakvatu izazvalo je hiperacetilaciju u stanicama iz ¢ega
se moze zakljuciti da uz dulju izlozenost stanica parakvatu moze do¢i do epigenetickog
reprograminiranja®. Nedavna istrazivanja pluripotentnih ljudskih mati¢nih stanica tretiranih
parakvatom pokazala su povecanje proupalnog citokina interleukina IL-6, koji je dio
sekrecijskog fenotipa povezanog sa starenjem u astrocitima i fibroblastima®. Daljnji napori
trebaju biti usmjereni na istrazivanje na koji nacin parakvat i drugi herbicidi moduliraju upalne

procese i iniciraju procese povezane s neurodegeneracijom stanica®®.

2.2.5. Toksicnost karbamatnih herbicida i oksiacetanilida

2.2.5.1. Desmedifam
Desmedifam, [3-(etoksikarbonilamino)fenil]-N-fenilkarbamat, je karbamantni kontaktni
herbicid koji se primjenjuje poslije klijanja korova, a koristi sa za suzbijanje i uniStavanje
sirokolisnih korova i trava. Slabo je hlapljiv i slabo topljiv u vodi®*. Desmedifam dolazi u obliku
bezbojnih kristalica te je prema predvidanjima toksi¢an prema vecini vodenih organizama,
relativno toksi¢an prema pticama, pcelama i crvima. Ovaj herbicid pokazuje relativno slabu
toksi¢nost prema ljudima, ali moze izazvati iritacije koze i oka>.

Desmedifam inhibira fotosintezu te ga HRAC/WSSA Klasifikacija klasificira u C1/5
klasu herbicida. S ciljem poboljSanja djelovanja herbicida na ciljane organizme nova generacija
herbicida &esto se na trzi§tu pojavljuje kao smjesa vise aktivnih tvari. Jedan od njih je Betanal®
herbicid odnosno smjesa herbicida: fenmedifama, desmedifama i etofumesata. lako ovakve
smjese herbicida imaju jace herbicidalno djelovanje na svoje mete takoder se mogu povecati i
toksi¢ni utjecaji na neciljane organizme.

Vidal i sur. istrazivali su akutnu (48 h) i kroni¢nu toksi¢nost (21 dan) Betanal® Expert
herbicida i njegovih aktivnih tvari na razli¢ite skupine vodenih organizama®. Rezultati su
pokazali da desmedifam izaziva akutnu i kroni¢nu toksi¢nost na mikroalgu (P. subcapitata) i
vodene raci¢e (D. magna i D. longispina)®*. Vidal i sur. istrazivali su i moguénost izazivanja
reproduktivne i razvojne toksi¢nosti kod Daphnia spp. djelovanjem Betanal® Expert herbicida

i njegovih aktivnih tvari'®. Od tri aktivne tvari desmedifam se pokazao kao najtoksi¢nija aktivna
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tvar izazivajuci pojacano oslobadanje nesazrijelih jajasaca kod D. magna i nesazrijelih jajasaca

i nerazvijenih embrija kod D. longispina®®.

2.2.5.2. Fenmedifam
Fenmedifam, [3-metoksikarbonilamino)fenil]-N-(3-metilfenil)karbamat, je karbamatni
kontaktni herbicid odobren za suzbijanje jednogodisSnjih Sirokolisnih korova u mladem
razvojnom stadiju®. Najcesce su to bezbojni kristalié¢i ili bijeli prah koji je slabo topljiv u vodi,
slabo hlapljiv i nepostojan u tlu i vodenim sustavima®. Slabo je toksi¢an za ljude, ali se
povezuje sa moguénos$céu razvoja nekih vrsta karcinoma te izaziva srednje toksi¢ne ucinke na
vodenu i kopnenu floru i faunu®. Prema mjestu djelovanja fenmedifam kao i desmedifam
pripada C1/5 HRAC/WSSA Klasi herbicida.

Howcroft i sur. su u svom istrazivanju pokazali da fenmedifam inhibira AChE kod
bijelog crva (Enchytraeus albidus) u in vivo i in vitro uvjetima i da upravo inhibicija
kolinesteraza moze biti marker za prisutnost fenmedifama u Enchytraeus albidus organizmu®.
Prilikom istraZivanja akutne i kroni¢ne toksi¢nosti aktivnih tvari Betanal® Expert herbicida,
fenmedifam je pokazao akutnu (48 h) i kroni¢nu toksi¢nost (21 dan) na bakteriju (V. fischeri) i

makrofit (L. minor)8 te reproduktivnu i razvojnu toksi¢nost na organizam Daphnia magna®®.

2.2.5.3. Flufenacet
Flufenacet, N-(4-flurofenil)-N-propan-2-il-2-[[5-triflurometil)-1,3,4-tiadiazol-2-il]oksi]
acetamid, je selektivni herbicid koji se koristi za suzbijanje uskolisnih i Sirokolisnih trava i
korova, a primjenjuje se nakon klijanja korova. Ovaj herbicid je bijela krutina specifi¢nog
mirisa koji podsje¢a na merkaptan, a pripada skupini oksiacetamida. HRAC/WSSA
Klasifikacija ga Kklasificira u K3/15 klasu, a djeluje kao inhibitor biosinteze dugackih lanaca
masnih kiselina. U visim biljkama vrlo dugacki lanci masnih kiselina (VLCFAs) sastavni su
dio stanicnih membrana koje osiguravaju stabilnost 1 normalno funkcioniranje stanice.
Djelovanjem herbicida na enzime elongaze koje sudjeluju u biosintezi VLCFA dolazi do
prekida njihove sinteze te se naruSava integritet stanicnih membrana, selektivnost i postaju
propusne uzrokujuéi smrt tretirane biljke®.

Istrazivanja o djelovanju flufenaceta na muzjake Stakora pokazala su da flufenacet

izaziva smanjenu razinu T4 hormona (hormona stitnjace), a izaziva i poja¢ani metabolizam jetre
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koji indirektnim putem biotransformacije i pojacane ekstrakcije T4 hormona u jetri dovodi do

povecanja razine istoga i pojadanog rada jetre®’.

2.2.6. Toksicnost oksadiazolona, triketona i triazina

2.2.6.1. Oksadiazon
Oksadiazon, 5-tert-butil-3-(2,4-dikloro-5-propan-2-iloksifenil)-1,3,4-oksadiazol-2-on,
bezbojna je kristalini¢na tvar koja pripada skupini oksadiazolona, a moze se primijeniti prije ili
nakon klijanja korova i koristi se za kontrolu raznih godis$njih Sirokolisnih korova i trava.
Oksadiazon pripada E/14 HRAC/WSSA Kklasi herbicida koji djeluju kao inhibitori enzima
protoporfirinogen oksidaze (PPO) koji je vaZzan za sintezu klorofila i citokroma®.

Oksadiazon je slabo topljiv u vodi, ali ima veliki biokoncentracijski faktor te predstavlja
opasnost za vodene organizme (npr. alge, ribe)**. Huang i sur. istrazivali su toksi¢nost herbicida
oksadiazon-butaklor (OB) na modelu embrija zebrice®®. Rezultati su pokazali da oksadiazon
uzrokuje oStecenje sr¢anog misi¢a kod embrija zebrice izazivaju¢i oksidativni stres koji vodi
do zatajenja srca i apoptoze®®. Usprkos niskoj toksiénosti za ljude, oksadiazon moze izazvati
ostedenje jetre, Stetne utjecaje na reproduktivnu funkciju i endokrine funkcije kod glodavaca®®.
Degl'Innocenti i sur. proveli su istrazivanje o djelovanju oksadiazona na primarne neuronske
prekursorske stanice izolirane iz ljudskog stratijalnog primordijuma te su pratili $to se dogada
s ekspresijom i aktivacijom mitohondrijske aldehid-dehidrogenaze 2 (ALDH2) i acilfosfataze
(ACYP)%. Rezultati su pokazali da OB moze inhibirati migraciju neuronskih stratijalnih
stanica, inhibirati ekspresiju 1 aktivaciju ALDH2, a povecati ekspresiju 1 aktivaciju ACYP
enzima te se moglo zakljuciti da OB moze izazvati neurotoksi¢no djelovanje, a da su ALDH2
i ACYP2 mete njegovog neurotoksiénog djelovanja na organizam®. Lemaire i sur. pokazali su
da OB ima afinitet kao potencijalni hPXR ligand sto moze biti indikacija za njegovo djelovanje

na endokrini sustav i imunologki sustav®..

2.2.6.2. Tembotrion
Tembotrion, 2-[2-klor-4-metilsulfonil-3-(2,2,2-trifluoroetoksimetil)benzoil]cikloheksan-1-3-
dion, selektivni je herbicid koji se primjenjuje nakon klijanja korova, a Koristi se za uniStavanje
Sirokolisnih korova i trava kod kukuruza i jo§ nekih drugih poljoprivrednih kultura. Prema

kemijskoj strukturi pripada skupini triketonskih herbicida, a prema HRAC/WSSA klasifikaciji
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pripada u F2/27 klasu jer inhibira enzim 4-HPPD (4-hidroksifenil-piruvat-dioksigenazu) koji
sudjeluje u sintezi plastokinona i o-tokoferola (vitamin E)°*. Plastokinoni su sastavni dio
fotosistema Il i prenose elektrone kroz tilakoidne membrane kloroplasta ¢ime se omogucava
sinteza ATP-a. Vitamin E je dio stani¢nih membrana u kojima doprinosi njihovoj stabilnosti i
djeluje kao antioksidans sprjeavajuéi osteéenja stanice uslijed oksidacijskog stresa®.

Vise studija je pokazalo da izaziva oStecenje DNA i oksidacijski stres u stanicama Kkrvi
I mozga odraslih Wister $takora i toksi¢ne efekte na jetru i bubrege odraslih muzjaka Wistar

Stakora nakon njihovog 28-dnevnog izlaganja tembotrionu®-°,

2.2.6.3. Terbutilazin
Terbutilazin, 2-N-tert-butil-6-kloro-4-N-etil-1,3,5-triazin-2,4-diamin je bijela kristalini¢na tvar
koja se koristi za suzbijanje Sirokolisnih korova i trava na Sumovitom podrucju te za unistavanje
korova U vodenom okolisu®. Prema mehanizmu djelovanja pripada C1/5 HRAC/WSSA Kiasi
herbicida i inhibira fotosintezu na fotosustavu Il kao i desmedifam.

Dokazana je njegova toksi¢nost na vodene organizme, npr. na ribi zebrici, Danio rerio
izazivajuéi toksiéne efekte na jetri®. Istrazivanja su pokazali da je terbutilazin endokrini

disruptor te da djeluje na reproduktivnu funkciju odraslih Wistar $takora®' -8,

2.2.7. ECHA regulativa
S obzirom na mogucu Stetnost kemijskih spojeva Europska agencija za kemikalije (engl.
European Chemical Agency, ECHA) ima misiju osigurati sigurnu uporabu kemijskih spojeva.
ECHA odreduje propise i zakone u EU o primjeni kemijskih spojeva s ciljem oCuvanja zdravlja
ljudi, o¢uvanja okolisa te razvijanja inovacija i konkurentnosti u Europi®®.

REACH (engl. Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals)!®
je regulativa Europske unije (EU) usvojena 2007. godine s ciljem poboljSanja zastite ljudskog
zdravlja 1 zaStite okoliSa od utjecaja raznih kemijskih spojeva koji se proizvode, prodaju i
koriste u EU. REACH propisuje procedure o prikupljanju i procjeni informacija o svojstvima i
opasnostima promatranog kemijskog spoja.

ECHA prima zahtjeve za registraciju kemijskih spojeva, te predstavnici zemalja ¢lanica
EU procjenjuju potencijalnu opasnost za ljudsko zdravlje i okolis. Ukoliko se procjeni da je

rizik Stetnosti velik i da ga nije moguce kontrolirati, ECHA moze odbaciti zahtjev za registraciju
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ili ograniciti uporabu odredenog spoja. Za nove kemikalije prilikom stavljanja na trziste, krajnji
korisnici trebaju biti informirani o mogucoj $tetnosti spoja i mjerama zastite prilikom uporabe

istog.

2.2.8.  Primjena QSAR modela za predvidanje toksicnih ishoda
Kvalitativni i kvantitativni modeli odnosa struktura-aktivnost (engl. (Quantitative) Structure
Activity Relationship (Q)SAR) su matemati¢ki modeli koji se koriste za predvidanje fizikalno-
kemijskih svojstava te bioloskih i ekoloskih aktivnosti na temelju znanja o njihovoj kemijskoj
strukturi. Regulatorne agencije kao $to je ECHA preporucuju upotrebu QSAR modela za
procjenu ciljnog svojstva/aktivnosti posebno u sluc¢ajevima kad model predstavlja pouzdanu
zamjenu za in vivo rezultate'®-12, Zapravo, uredba ECHA REACH, koja regulira upotrebu,
uvoz i komercijalizaciju kemijskih tvari na podru¢ju Europske unije, ne samo da prihvaca, veé¢
i promice koriStenje ove vrste racunalnih modela, s ciljem smanjenja broja zivotinja koristenih
u pokusimat®,
Da bi se (Q)SAR model primijenio u regulatorne svrhe potrebno je zadovoljiti neke
uvjete:
i) parametar tocka zavrsetka (engl. endpoint) koji se predvida treba biti precizno definiran
I pripadni eksperimentalni podaci koristeni za izgradnju modela trebaju biti odredeni
pod identi¢nim uvjetima,
ii) algoritam s kojim je model izgraden treba biti opisan buduci da treba biti reproducibilan,
iii) domena primjene (engl. applicability domain) mora biti odredena (definirana i
validirana) buduc¢i da se QSAR model moze pouzdano primijeniti na kemijske spojeve
koji su sli¢ni onima uporabljenim za izgradnju modela,
iv) statisti¢ki parametri, uspjesnost modela (engl. (goodness of fit)), robusnost i prediktivna
moc¢ za valjanost modela trebaju biti dani,
v) kada je moguce, potrebno je dati interpretaciju preko (bioloskih, toksikoloskih)
mehanizama djelovanja istraZivanih spojeva.
Komercijalni racunalni program ADMET Predictor™ (Simulations Plus Inc.) koristi se u
farmaceutskoj industriji kao i u regulatorne svrhe za procjenu raznih fizikalno-kemijskih
svojstava i biologkih aktivnosti t. ADMET svojstaval®1%, Program ADMET Predictor™

upotrebljen je za izracun ADMET svojstava herbicida u okviru ove doktorske disertacije.
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Koristeni su klasifikacijski i kontinuirani/regresijski modeli za razne vrste toksi¢nosti s obzirom
na ciljane organizme: a) toksic¢nost kod ljudi, b) toksi¢nost kod glodavaca i c¢) ekotoksi¢nost

integrirani u programu ADMET Predictor™ (Simulations Plus Inc.).
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2.3. Kolinesteraze

2.3.1. Uloga i struktura kolinesteraza

Acetilkolinesteraza (AChE; E.C. 3.1.1.7) i butirilkolinesteraza (BChE; E.C. 3.1.1.8) su
kolinesteraze koje hidroliziraju acetilkolin (ACh) na kolin i octenu kiselinu §to omogucuje
kolinergickom neuronu vracanje u osnovno energetsko stanje nakon aktivacije u prijenosu
zivéanog impulsal®®%’. AChE i BChE strukturno su homologni enzimi, ali se razlikuju prema
katalitickoj aktivnosti, razli¢itim specifi¢nostima prema supstratima koje mogu hidrolizirati te
selektivnosti za vezanje mnogih liganada i inhibitora®®®.

Acetilkolinesteraza (AChE) ili prava (specifi¢na) kolinesteraza smatra se jednim od
naju¢inkovitijih enzima u prirodil® zbog brze hidrolize njezinog fizioloskog supstrata,
acetilkolina (ACh) jednog od prijenosnika zivéanih impulsal®. Njegovom brzom hidrolizom
AChE kontrolira prijenos zivéanih impulsa u kolinergickoj sinapsi sredi$njeg i perifernog
zivéanog sustava te time pomaZe ofuvanju homeostaze u organizmul®®. AChE nalazi se u
mnogim razli¢itim vezivnim tkivima kao $to su zivci, misic¢i, sredi$nja i periferna vezivna tkiva,
motoricka i senzorska vlakna, kolinergic¢ka i nekolinergicka vlakna i na povrSini membrana
crvenih krvnih stanica.

Butirilkolinesteraza (BChE) ili pseudokolinesteraza je u viSoj koncentraciji prisutna u
srediSnjem 1 perifernom ziv€anom sustavu, cerebrospinalnoj tekucini te crijevima, plu¢ima,
gusteradi i jetri, a najvise je ima u krvnoj plazmi*"*°. Za razliku od AChE, za BChE ne postoji
specifi¢ni fizioloski supstrat te njezina fizioloska uloga nije esencijalna. BChE hidrolizira
butirilkolin 1 vece kolinske estere s obzirom na acilnu skupinu te velike neutralne estere ili ¢ak
i negativne estere jednako uc¢inkovito kao i butirilkolin®.

AChE 1 BChE povezuju se s pojavom nekoliko neurodegenerativnih bolesti kao $to su
Alzheimerova bolest, Parkinsonova bolest i mijastenija gravis (lat. myasthenia gravis) te su i
ciljane mete kod medicinskog tretmana istih%%1%°,

Osnovnu strukturu AChE i BChE ¢ini 12 B-nabranih plo¢a okruzenih s 14 a-uzvojnica
$to obje kolinesteraze klasificira u skupinu hidrolaza o/p strukture®®°, Kristalna struktura
AChE odredena 1991. godine iz raze Torpedo Californica omogucila je nove spoznaje i nove
smjerove istrazivanja'l. Prostor interakcije sa supstratima i drugim ligandima kod ljudske
AChE odreden je s 14 aromatskih aminokiselina rasporedenih kroz aktivnho mjesto

enzimat®®1%7 U svojoj strukturi ljudska AChE ima tri N-glikozilacijska mjesta Asn-X-Ser/Thr,
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¢ijom promjenom prema dosadasnjim spoznajama nema utjecaja na kataliticku aktivnost
enzima. No, nedostatak glikana utjeCe na biosintezu i stabilnost samog protena te utjece na
afinitet vezanja AChE prema odredenim inhibitorimal®112,

Odredivanje kristalne strukture ljudske BChE bilo je otezano zbog velikog broja
glikozilacijskih mjesta u BChE pa je kristalna struktura ljudske BChE odredena 15-ak godina
kasnije. Glikozilacija ima ulogu u smatanju, izlu¢ivanju i stabilnosti BChE te promjena
glikozilacijskih mjesta utjece na izlu€ivanje BChE u izvanstani¢ni prostor i njegovu stabilnost.
Smatra se da visoki stupanj glikozilacije omoguc¢ava BChE dugotrajnu stabilnost u plazmi, tj.
u cirkulaciji krvi gdje je njezina aktivnost najizrazenija.

Aktivno mjesto AChE i BChE imaju oblik zdrijela koje je 20 A duboko, a 5 A §iroko'®,
Aktivno mjesto oba enzima ¢ine Cetiri domene: kataliticko mjesto, kolinsko mjesto, acilni dzep
i periferno mjesto!®®!13, Kataliticko mjesto koje direktno sudjeluje u katalizi, sastoji se od
kataliti¢ke trijade, Ser203, His447 i Glu334 (polozaji u AChE) s oksianionskom Supljinom koja
je simetricno smjestena na dnu zdrijela aktivnog mjesta. Osim katalitickog mjesta razlikuje se
1 kolinsko mjesto vazno za stabilizaciju pozitivno nabijenog kvaternog dijela kolinskih
supstratal®®. Periferno mjesto koje se nalazi blize otvoru aktivnog mjesta vazno je za alostericki
mehanizam inhibicije AChE pri visokim koncentracijama acetilkolina. U perifernom mjestu
BChE nalaze se alifatske aminokiseline koje stvaraju veéi otvor u aktivno mjesto sto smanjuje
afinitet BChE prema specifi¢nim inhibitorima AChE poput propidija i fascikulinal®.

Unato¢ visokoj strukturnoj homologiji izmedu AChE i BChE volumen aktivnog mjesta
ljudske BChE je veéi oko 200 A od volumena aktivnog mjesta ljudske AChE%. Razlika je u
vrsti aminokiselina koje tvore aktivno mjesto pojedinog enzima jer od 14 aromatskih
aminokiselina koje tvore aktivno mjesto AChE, njih 6 na odgovaraju¢im mjestima su alifatske
aminokiseline u aktivnom mjestu BChE, a preostalih 8 su aromatske aminokiseline. Upravo
ova strukturna razlika smatra se odgovornom za razli¢ita kineti¢ka svojstva opisanih enzima®.

Daljnja istraZivanja su usmjerena na istrazivanje i1 pronalazak selektivnih inhibitora
pojedinih kolinesteraza jer zbog ve¢ navedenih specifi¢nosti aktivnog mjesta pojedinih enzima
njihova inhibicija istim spojem moze se znacajno razlikovati, a upravo selektivni inhibitori
pojedinih kolinesteraza imaju klju¢nu ulogu u terapiji, dijagnostici bolesti i razvoju specificnih

lijekoval®.
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2.3.2. Mehanizam djelovanja kolinesteraza

Unatoc¢ razlikama u sastavu aminokiselina u pojedinim domenama aktivnog mjesta AChE i
BChE mehanizam hidrolize supstrata je jednak'%%%74  Hidroliza kolinskih supstrata
kolinesterazama odvija se kroz tri koraka koji obuhvacaju nastajanje Michaelis-Menten-ovog
kompleksa, aciliranje enzima i njegovo deaciliranje vodom (slika 2.2). Procesi aciliranja i
deaciliranja odvijaju se preko tetraedarskog prijelaznog stanja koje ¢ine kataliticki aktivni serin
i supstrat. Reakcijski stupnjevi u hidrolizi uklju¢uju stvaranje meduprodukta u kojem se acilna

skupina supstrata prenosi na serinski ostatak enzima®.
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Slika 2.2. Reakcijski mehanizam hidrolize acetilkolina kataliziran kolinesterazama. Broj uz aminokiseline odnosi
se na njihove polozaje U ljudskoj AChE. Slika preuzeta iz ref.2% i modificirana.
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2.4. Inhibitori kolinesteraza

Inhibicijom acetilkolinesteraze (AChE) zaustavlja se hidroliza neurotransmitera acetilkolina
(ACh), dolazi do akumuliranja ACh 1 nemoguénosti prijenosa Zivéanog impulsa u stanicama.
Inhibitori acetilkolinesteraze dijele se na ireverzibilne (progresivne) i reverzibilne inhibitore.
Reverzibilni inhibitori stvaraju nekovalentne interakcije s pobo¢nim lancima u aktivnom
mjesstu kolinesteraza, dok ireverzibilni inhibitori stvaraju konjugate na katalitiCkom serinu.
Zajednicko je inhibitorima Kolinesteraza da njihova toksi¢nost ovisi o ruti izlaganja, organizmu

i primijenjenoj dozi®’.

2.4.1. Reverzibilni inhibitori

Reverzibilni inhibitori inhibiraju kolinesteraze nekovalentnim interakcijama. Mnogi
reverzibilni inhibitori prirodnog su podrijetla i izolirani su iz biljaka, kao npr. alkaloid (huperzin
A\ i flavonoid (galangin)®. Ovi spojevi sadrZe razne funkcionalne skupine kao §to su tercijarne
ili kvaterne amonijeve skupine te se koriste u dijagnostici ili medicinskom tretmanu razli¢itih
bolesti kao §to je mijastenija gravis, Alzheimerova bolest (AD), post-operativni ileus, distenzija
mjehura i glaukom*%’.

Reverzibilni inhibitori vezu se ili u aktivno mjesto (takrin, huperzin A) ili na periferno
mjesto (propidij, galantamin, fascikulin) ili istodobno na oba mjesta (dekametonij). Inhibicija
kolinesteraza moze biti posljedica: a) konformacijske promjene enzima uzrokovane vezanjem
inhibitora, b) elektrostatskih interakcija pozitivno nabijenih inhibitora s kationskim dijelom
supstrata tijekom katalitiCke reakcije ili c¢) sterickih i/ili elektrostatskih smetnji ulasku supstrata
u aktivni centar enzimal'®. Zajedni¢ko strukturno obiljezje svih potentnih inhibitora
kolinesteraza je prisutnost pozitivnog naboja i/ili aromatskih ili hidrofobnih supstituenata $to
olaksava ulazak i smjestanje inhibitora u aktivno mjesto enzima. Dugacki i tanki ligandi koji
imaju dva aromatska prstena mogu se istodobno vezati u kolinsko i periferno mjesto enzima
kao donepezil. Do uspostavljanja ravnoteZze izmedu asocijacije i disocijacije inhibitora i enzima
kod reverzibilnih inhibitora s konstantama disocijacije manjima od 1 nmol dm dolazi unutar
nekoliko mikro- do milisekundi, a kod inhibitora s konstantama disocijacije veé¢im od
1 nmol dm™, odnosno inhibitora visokog afiniteta ravnoteza se postize polagano u rasponu

vremena od minuta pa do i nekoliko dana®®®%’.
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Reverzibilni inhibitori AChE (slika 2.3) dio su terapijskog pristupa djelujuc¢i na
simptome bolesti kao §to je pamcenje, razmisljanje, govor, rasudivanje i druge misaone procese.
Kolinesterazni inhibitori kao lijekovi inhibiraju AChE, odrzavaju razinu ACh te time uspijevaju
povecati kolinergic¢ki prijenos zivéanih impulsa u regijama prednjeg mozga i nadoknaditi
gubitak funkcionalnih stanica mozga. Medutim, dosada nijedan lijek na trziStu nije uspio
usporiti ili zaustaviti progresiju ove agresivne bolesti'®’. Lijekovi koje je odobrila Americka
agencija za hranu i lijekove (engl. U.S. Food and Drug Administration, FDA) i Europska
agencija za lijekove (engl. European Medicines Agency, EMA) za lijeCenje kognitivnih
poremecaja uzorkovanih Alzheimerovom bolesc¢u i poboljsanja kvalitete oboljelih su donepezil,
rivastigmin i galantamin koji su ujedno i inhibitori acetilkolinesteraze'®"*°, Takrin je prvi
AChE inhibitor, 1993. godine odobren za upotrebu u terapiji Alzheimerove bolesti, ali uskoro
povuéen zbog brojnih nuspojava, od kojih je i pojava hepatotoksi¢nostit*®,

Donepezil je selektivni, reverzibilni AChE inhibitor koji se veze na periferno anionsko
mjesto enzima i djeluje ne samo na simptome bolesti ve¢ i usporava nastajanje amiloidnih
nakupina u mozgu®®”*’_ Lijek lako prolazi kroz krvno-mozdanu barijeru, biodostupan je, sporo
se razgraduje, a uzimanjem vec¢ih doza moguce je poboljSanje nekih kognitivnih funkcija.
Medutim, donepezil izaziva gastrointestinalne probleme: mu¢ninu, dijareju, anoreksiju, bolove
u trbuhu i bradikardiju®®’,

Galantamin je alkaloid visibabe Galanthus woronowii koji se koristi kod srednjeg
stupnja razvoja bolesti. Ovaj spoj je selektivni, kompetitivni AChE inhibitor koji stvara
interakciju sa anionskim mjestom i drugim aromatskim aminokiselinama aktivnog mjesta
enzima kao i brojni drugi inhibitori kolinesteraza'?’. Takoder, galantamin je alostericki ligand
koji se veze na nikotinske kolinergi¢ke receptore na mjestima razli¢itim od onih gdje se vezu
ACh 1 nikotinski agonisti ¢ime pojacava aktivnost (osjetljivost) nikotinskih receptora na
prisutnosti acetilkolina, pove¢ava se broj funkcionalnih nikotinskih receptora i ublaZavaju
simptomi Alzheimerove bolesti'®”1% Galantamin se brzo i potpuno absorbira i oralno je
potpuno biodostupan u organizmu®®’. Nuspojave su gastrointestinalne prirode, sli¢ne kao i kod
drugih lijekova koji su inhibitori AChE. S obzirom na alostericke efekte prema nikotinskim
kolinergi¢kim receptorima, galantamin djeluje i na druge, monoamine, glutamat, GABA (y-
aminobutanska kiselina) neurotransmisijske sustave. Ovaj mehanizam djelovanja galantamina

moze imati pozitivne u¢inke u pobolj$anju kognitivnih funkcija kod oboljelih od Alzheimerove
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bolesti i kod psihickih bolesti kao §to je Sizofrenija, depresija, bipolarni poremecaj i ovisnosti
0 alkoholu®®7120,

Osim navedenih, sintetizirani su i testirani AChE inhibitori, 7-metoksitakrin i huperzin
A, koji je alkaloid dobiven iz biljke Huperzia serrata. Studije su pokazale manje toksi¢ne efekte
7-metoksitakrina, dok je huperzin A jaci inhibitor AChE od rivastigmina, galantamina i takrina,
ali slabiji od donepezilal®’. Huperzin A pokazuje bolju penetraciju u krvno-mozdanu barijeru,
visoku oralnu biodostupnost i dulju inhibiciju AChE. Klini¢ke studije pokazale su pobolj$anja
u kognitivnim sposobnostima kod oboljelih od Alzheimerove bolesti, Sizofrenije i poboljsanja
memorije kod starijih osobal®. Inhibitori na bazi kumarina i huperzin A imaju sposobnost
simultanog vezanja na periferno i katalitiCko mjesto AChE te je pokazano da time omogucuju
jaci inhibicijski potencijal pa su temelj za stvaranje novih i u¢inkovitijih lijekova za lijecenje
Alzheimerove bolesti i ostalih neuroloskih bolesti. Simetri¢ni bispiridinijevi i karbamatni anti-
AChE spojevi su se pokazali kao dobri inhibitori AChE!"", Medutim unato¢ relativno skromnoj
i vremenski kratkotrajnoj u¢inkovitosti reverzibilnih AChE inhibitora u lije¢enju Alzheimerove

bolesti ovi spojevi su i dalje glavni lijekovi u terapiji lije¢enjal®”2L,
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Slika 2.3. Kemijske strukture nekih od reverzibilnih inhibitora kolinesteraza. Slika preuzeta iz ref.1%

» f’"\\\ s
A0Ve
' PN |

donepezil

ﬁ

Vesna Pehar Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 26

2.4.2. Progresivni inhibitori

Progresivni inhibitori kolinesteraza su po svojoj kemijskoj strukturi karbamati odnosno
organofosforni spojevi. Karbamati su organski spojevi nastali iz karbaminske Kkiseline
(NH2COOH). Struktura bioloski aktivnih karbamata prikazana je na slici 2.4 gdje X moze biti
kisik ili sumpor (tiokarbamati), R1 i R2 su najces¢e organski ili alkilni supstituenti, ali na ta
mjesta se mogu vezati i atomi vodika, a R3 je najcesc¢e neki organski supstituent, a ponekad i
metal. Karbamati su progresivni inhibitori, ali radi brze dekarbamilacije ¢esto se u literaturi
opisuju i kao reverzibilni AChE inhibitori koji se koriste u medicini za lijeCenje raznih bolesti
(Alzheimerova bolest, mijastenija gravis, Parkinsonova bolest, glaukom i Levy body

demencija)'%’, ali nalaze primjenu i kao pesticidi i sredstva protiv parazita u veterinil?2,

0 (S)
I
\N «

R

Slika 2.4. Struktura bioloski aktivnih karbamata

Rivastigmin je karbamat koji za razliku od donepezila inhibira i AChE i BChE, dobro se
absorbira, biodostupan je i eliminira se urinom. Rani i kontinuirani unos rivastigmina smanjuje
simptome Alzheimerove bolesti poboljsavajué¢i neke kognitivne funkcije, memoriju i
koncentraciju. Stetne nuspojave su sliéne kao i kod uzimanja drugih lijekova, moguéa je

mucénina, povraéanje, dijareja, anoreksija, glavobolja, sinkopa, bol u abdomenu i vrtoglavica®®”.

Rivastigmin se moze koristiti i za lije¢enje Levy body demencije i Parkinsonove bolesti8,
Organofosforni spojevi, esteri ili tioli derivirani iz fosforne, fosfonske, fosfinske ili
fosforoamidne Kiseline (slika 2.5). R1 i Rz su aril- ili alkil- grupe koje se vezu na atom fosfora
direktno (nastaju fosfinati) ili preko atoma kisika ili sumpora (nastaju fosfati ili fosfotioati). U
strukturi fosfoamidata, Ry ili R2 je -NH2 skupina, a atom vezan na fosfor dvostrukom vezom je
kisik ili sumpor. Supstituent X kao izlazna skupina veze se na atom fosfora preko kisika ili

sumpora 1 to mogu biti halogeni, alifatske, aromatske ili heterociklicke grupe.
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Slika 2.5. Strukturna formula organofosfatnih spojeva

Karbamati i organofosforni spojevi inhibiraju AChE i izazivaju akutnu toksi¢nost i simptome
prouzrokovane izlaganjem organizma. Organofosforni spojevi fosforiliraju serinski ostatak
ACNhE stvaraju¢i stabilniji konjugat nego karbamati jer defosforilacija je spora (ty2 su dani), za
razliku od karbamata koji se moze odvojiti od ostatka serina spontanom hidrolizom (vrijeme
dekarbamilacije je 30-40 min)® pa se Gesto karbamati smatraju pseudo-reverzibilnim
inhibitorima AChE. Karbamati, za razliku od organofosfata ne mogu dealkilirati inhibirane
esteraze (starenje enzima) (slika 2.6), pa se koristi piridostigmin za profilaksu®®’,

R 0-E O°E
CHa. L . )
CH3—P=0 + EOH =—— RO'FI’ O+ H CH3*I‘3=O + X
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)l( OR  Inhibicija
) 7 7e
CH3—P=0 + EOH CH;—P=0 * EOH CH3—I|3:O + ROH + H*
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O—N=R OR o |
Reaktivacija Spontana hidroliza Starenje

Slika 2.6. Mehanizam AChE inhibicije organofosfornim spojevima; reaktivacija, spontana hidroliza i starenje
(engl. ,, aging ) fosforiliranog enzima. Slika preuzeta iz ref.% i prilagodena.

Karbamati koji u svojoj strukturi na mjestima R1 i R2 imaju metilnu skupinu, odnosno vodik
pokazuju (slika 2.4) insekticidno djelovanje (npr. insekticid malation koji se koristi za kontrolu
i unistavanje komaraca)!?’. Takoder je zanimljiva spoznaja da stresni uvjeti mogu potaknuti
prodor karbamata u sredi$nji ziv€ani sustav, a u normalnim uvjetima, kod zdravog ¢ovjeka

prolazak kroz krvno-mozdanu barijeru je sprije¢en, prevenirant?®, Karbamati koji se koriste kao
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herbicidi su butilat, molinat, vernolat i iako se smatra da imaju nisku akutnu toksi¢nost prema
ljudima, izazivaju ozbiljne iritacije ociju, koZe, respiratornog trakta, kasljanje i kihanje?’1?2,
Fizostigmin, prirodni karbamatni alkaloid u biljci Physostigma venenosum, koristi se u lije¢enju
mijastenije gravis. Fizostigmin inhibira AChE, poveéava se akumulacija ACh u
neurosinapti¢kim $upljinama poja¢avajuéi prijenos zivéanih impulsal®’.

Progresivni inhibitori AChE (karbamati i organofosforni spojevi) (slika 2.7) nakon
formiranja Michaelisovog tipa kompleksa s katalitikim serinom (Ser203), kovalentno se veze
na njega preko prijelaznog stanja koje se stabilizira vodikovim vezama s aminokiselinama u
oksianionskoj Supljini. Prijelazno stanje koje nastaje kod vezanja progresivnih inhibitora
analogno je onome kod hidrolize supstrata, ali reakcija dekarbamilacije odnosno posebice

defosforilacije kataliti¢kog serina je puno sporija u usporedbi s reakcijom deacilacije®.
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Slika 2.7. Kemijske strukture nekih od progresivnih inhibitora kolinesteraza (karbamati i organofosforni spojevi).
Slika preuzeta iz ref.1%

Glavni mehanizam toksi¢nosti organofosfornih spojeva je inhibicija AChE u sinapsama'®’.
Posljedica inhibicije enzima je akumulacija ACh u sinaptickoj Supljini, Stvaranje izrazito
stabilnog konjugata (OP-Ser-Enzim) (slika 2.6) za ¢iju reaktivaciju je potreban oksimski spoj
koji je ja¢i nukleofil od vode, prekomjerna stimulacija muskarinskih i nikotinskih kolinergickih
receptora i zaustavljena neurotransmisija. Tipi¢ni simptomi akutnog otrovanja organofosfatima

je uznemirenost, miSi¢na slabost i1 fascikulacija, mioze, prekomjerno slinjenje 1 znojenje. U
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sluc¢aju izlozenosti ve¢im koncentracijama otrovnih spojeva dolazi do pojave respiratnog
kolapsa, nesvjestice, zbunjenosti, gréenja migié¢a i smrtil%6197,

Organofosforni spojevi izazivaju i kroni¢nu toksi¢nost izazivajuéi probleme s
memorijom 1 koncentracijom, dezorijentacijom, depresijom, iritabilno$¢u, zbunjenosti,
glavoboljom, problemima s govorom, nesanicom, no¢nim morama, Slabost organizma i

107 Kroni¢na izloZenost malim dozama izaziva razli¢ite neuroloske

zakaSnjelim reakcijama
bolesti i bolesti imunoloskog sustava'®”1?4, Organofosforni spojevi mogu izazvati zakasnjele
neurotoksi¢ne efekte na ljude i kokosi, nazvanu OP induciranu zakasnjelu neuropatiju. Ovaj
neurotoksi¢ni poremecaj vezan je uz fosforilaciju i daljnju dealkilaciju (,,starenje®, engl.
,,aging ‘) enzima u neuronima nazvanu neuropatsko ciljna esteraza sto dovodi do nastanka
sindroma. Simptomi zakasnjele neuropatije je paraliza i ataksija koji se javljaju izmedu 14 i 24
dana nakon otrovanja organofosfornim spojevimal??,

Produkti oksidacije i izomerizacije tioorganofosfornih spojeva (P=S — P=0) pokazali
su se kao puno potentniji inhibitori AChE u odnosu na pocetni tioorganofosforni spoj pa su se
stoga malation i paration smatrali sigurnijim oblikom insekticida nego malaokson i paraokson
s obzirom na inhibiciju AChE.

Ziv&ani bojni otrovi (VX, sarin, tabun, novi¢ok i dr.) Smatraju se oruZjem za masovno
uniStenje te su koriSteni u ratovima 1 teroristickim napadima Sirom svijeta. Njihova proizvodnja,
uporaba 1 Sirenje je zabranjeno Konvencijom o zabrani koriStenja kemijskog oruzja. Akutno
otrovanje zivéanim bojnim otrovima izaziva kontrakciju skeletnih i glatkih misica, pretjerano
slinjenje i nekontrolirano gréenje. Trovanje moze dovesti do kome i smrti zbog zatajenja
respiratornog sustava 1 kolapsa cjelokupnog organizma. U slucaju prezivljavanja nakon
izlaganja Ziv€anim bojnim otrovima nastradali se susrecu s kroni¢nim neuroloSkim tegobama
$to moze dovesti i do dugotrajnih psihi¢kih poremecajal®”1?°,

Mnoge studije zakljuéuju da akutna i kroni¢na toksi¢nost organofosfornih spojeva
remeti aktivnost antioksidacijskih enzima uzrokujuéi pojac¢anu lipidnu peroksidaciju u raznim
organima, a da je mala korelacija izmedu nastalog oSteéenja organa i inhibicije AChE"’.
Postoje dokazi da organofosforni spojevi djeluju na jetru, bubrege, misi¢e, imunitet i
hematoloski sustav $to ima za posljedicu pojavu raznih bolesti'®"126, Neki rezultati sugeriraju
da je oksidacijski stres patoloski mehanizam kod neuroloskih poremecaja kao S§to su
Alzheimerova bolest i Parkinsonova bolest!%”. Oksidacijski stres izazvan djelovanjem

organofosfornih spojeva dovodi do oksidacije lipida, DNA i proteina, oste¢enja membrana,
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inaktivacije enzima i smrt stanicel®”!?’. Neke studije govore o citogenetskom djelovanju
organofosfata kroz kromosomske aberacije, pri cemu oste¢enje DNA moze izazvati mutagenost
i kancerogenost u organizmu®?’.
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. In silico metode

3.1.1. Predvidanje toksicnosti herbicida pomocu programa ADMET Predictor™

Kako bi se provela in silico analiza toksi¢nosti herbicida prikupljeni su skupovi od 346
komercijalna i 163 napustena herbicida. Skup od 346 herbicida prikupljen je iz dostupne
internetske HRAC/WSSA baze podataka®*3°, a skup od 163 herbicida sakupljen je iz otvorenih
internetskih baza podataka’®?81% j literaturnih izvora®® !, Prikupljeni skupovi su pro¢iséeni
(uklonjeni su soli i duplikati), te su strukture herbicida prikazane u kanonskom SMILES
formatu. Spojevi su klasificirani prema HRAC/WSSA Kklasifikaciji koja grupira herbicide
prema mjestu i mehanizmu djelovanja herbicida u korovu (slika 2.1)*".

In silico analiza toksi¢nosti herbicida napravljena je pomocu modela toksi¢nosti
integriranih u programu ADMET Predictor™ verzija 9.0 (Simulations Plus Inc.). Toksi¢nost
herbicida predvidena je kroz cetiri skupine modela: modeli za reproduktivnu/razvojnu
toksi¢nost 1 genotoksi¢nost, modeli za toksi¢nost kod glodavaca, modeli za toksi¢nost kod ljudi
i modeli za ekotoksi¢nost'®. Modeli u programu ADMET Predictor™ su klasifikacijski ili
kontinuirani modeli. Rezultati Kklasifikacijskih modela predvidaju toksi¢ne ili netoksi¢ne
spojeve. Toksi¢nosti spojeva predvidene pomoc¢u kontinuiranih/regresijskih modela analizirane
su prelaskom na klase/kategorije preko postavljanja grani¢nih vrijednosti tj. raspona vrijednosti
za (ne)toksi¢nost za svaki pojedini model. Za vecinu kontinuiranih/regresijskih modela
grani¢ne vrijednosti koje su omogucile klasifikaciju bile su dane u priru¢niku programa
ADMET Predictor™ verzija 9.0'%. Za modele iz skupine ekotoksi¢nosti, za potrebe analize
granicne vrijednosti su definirane u okviru ovog istraZivanja.

Analiza rezultata o potencijalnoj toksicnosti herbicida napravljena je u Excelu programu

posebno za svaki testirani skup herbicida kao i upotrebom odgovarajuéih R-paketal?.
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3.1.2.  Predvidanje fizikalno-kemijskih svojstava herbicida

Predvidene vrijednosti za fizikalno-kemijska svojstava herbicida upotrijebljena su za procjenu
sposobnosti prolaska herbicida kroz krvno-mozdanu barijeru i time izazivanja neurotoksi¢nih
udinaka i simptoma kolinergi¢ke krize u sredi§njem Zivéanom sustavu (SZS). Fizikalno
kemijska svojstva izracunata su za 346 komercijalna herbicida plus 163 herbicida napustena u
upotrebi te analizirana prema razli¢itim mehanizmima djelovanja u korovima sukladno
HRAC/WSSA klasifikaciji herbicida. Program ADMET Predictor™ verzija 9.0 koristen je za
predvidanje sljede¢ih fizikalno-kemijskih svojstava herbicida: relativna molekulska masa
(MW), topoloska polarna povrsina molekule (TPSA), broj donora vodikovih veza (HBD), broj
akceptora vodikovih veza (HBA), broj rotiraju¢ih veza (RB), logaritam koeficijenta particije
izmedu n-oktanola i vode, tj. koeficijent lipofilnosti (logP), koeficijent distribucije pri pH 7,4
(log D), sposobnost prolaska kroz krvno-mozdanu barijeru (BBB_Filter) i logaritam particije

izmedu mozga i krvi (log(Cmozak/Ckrv, 0znacen kao logBB).

3.1.3. Odabir herbicida za in vitro analizu

Herbicidi su za in vitro istrazivanje odabrani na temelju analize toksikoloskog i fizikalno-
kemijskog®® profila 346 + 163 herbicida i usporedbe strukture 346 komercijalnih herbicida s
poznatim inhibitorima kolinesteraza.
U svrhu analize strukturne sli¢nosti, prikupljen je skup od 68 poznatih inhibitora kolinesteraza
(Chl) sa internetske baze podataka PubChem. Analiza strukturne sli¢nosti provedena je
kori$tenjem prikaza herbicida i Chl u ECFP6 zapisu (engl. ,, fingerprint “)***. Ukljudeni su samo
oni 2D deskriptori /strukturni motivi iz ECFP6 zapisa koji su bili prisutni u vise od Cetiri spoja.
Analiza strukturne sli¢nosti je provedena pomocu dvije multivarijatne statisticke metode:
analiza glavnih komponenata PCA (engl. Principal component analysis) i t-SNE (engl. t-
distributed stohastic neighbour embedding). t-SNE analiza provedena je pomocu sljedecih
vrijednosti parametara algoritma: perplexity 30, eta (stopa ucenja) 300 i broj iteracija 5000.
ECFP6 strukturni fingerprint i Jaccard-ov indeks (=1-Tanimoto koeficijent) kao strukturna
mjera sli¢nosti, te statisticke analize PCA i t-SNE izracunati su pomoc¢u R-paketa rcdk, stats
(funkcija prcomp) i Rtsne.

Uz Chl kao kontrolni spojevi za predvidanje toksikoloskih parametra upotrebljen je i skup

lijekova sakupljen sa baza DrugBank®® i Chembl®®. Za vizualizaciju/grafi¢ki prikaz sliénosti
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odnosno razli¢itosti toksikoloskih profila herbicida iz razli¢ittih HRAC/WSSA klasa, Chl i
lijekova upotrebljene su toplinske mape (engl. heatmap) izracunate pomoc¢u R-paketa ggplot2.
Racunalna analiza napravljena je pomoéu programa RStudio (R version 3.6.3)'%,

Sveukupni in silico profil toksi¢nosti pojedina¢nih klasa herbicida prikazan za oba
skupa herbicida, predvidene vrijednosti fizikalno-kemijskih svojstava relevantnih za prolazak
kroz bioloske membrane, posebno prolaska kroz krvno-mozdanu barijeru i sposobnosti za
izazivanje neurotoksi¢nih i razvojnih oSteCenja te uocena strukturna sli¢nost s poznatim
kolinesteraznim inhibitorima Chl prvenstveno sli¢nost s AChE-inhibitorima koriSteni su za

odabir 11 herbicida za in vitro analizu.
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3.2. Inhibicija kolinesteraza

3.2.1.  Herbicidi, kemikalije i enzimi

Svi odabrani herbicidi: anilofos, benzulid, butamifos, desmedifam, fenmedifam, flufenacet,
glifosat, oksadiazon, piperofos, tembotrion i terbutilazin analiticki su vrednovani s
deklaracijom ¢istoce od 98,3 % i 99,9 %, a kupljeni od Sigma Aldrich, SAD. Glifosat,
tembotrion i terbutilazin ljubazno su ustupili dr. sc. Davor Zeljezi¢ i dr. sc. Vilena Kasuba,
Institut za medicinska istrazivanja i medicinu rada, Zagreb, Hrvatska. lzvorne otopine 10
odabranih herbicida (10 mol dm3) pripremljene su otapanjem u 100 % izopropanolu (Kemika,
Zagreb) i ¢uvane pri 4 °C. Daljnja razrjedenja pripremljena su otapanjem u 20 % izopropanolu
neposredno prije pokusa za odredivanja ICso vrijednosti i metanolu za pokuse progresivne
(ireverzibilne) inhibicije. lzvorna otopina glifosata pripremljena je otapanjem u destiliranoj
vodi i ¢uvana pri 4 °C, a daljnja razrjedenja pripremljena su otapanjem u destiliranoj vodi
neposredno prije pokusa.

Acetiltiokolin jodid (ATCh), tiolni reagens, 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzojeva kiselina)
(DTNB) i albumin govedeg seruma (BSA) kupljeni su od Sigma-Aldrich, SAD. lzvorna otopina
ATCh priredena je kao 1 mmol dm™ otopina supstrata u destiliranoj vodi. lzvorna otopina
DTNB priredena je kao 0,3 mmol dm otopina u natrijevom fosfatnom puferu (0,1 mol dm=,
pH = 7,4) koja je ¢uvana pri 4 °C. Natrijev fosfatni pufer (0,1 mol dm, pH = 7,4) pripremljen
je titracijom 0,1 mol dm otopina soli Na;HPO4 i NaH,PO4 do pH 7,4 pri temperaturi 25 °C.
Pritom je koristen pH-metar SevenEasy pH s InLab® Expert Pro elektrodom (Mettler-Toledo
GmbH, Svicarska) bazdaren standardnim otopinama pufera pH 4,01 + 0,02. pH 7,00 + 0,02 i
pH 9,21 + 0,02 (Mettler-Toledo GmbH, Svicarska).

Ljudsku rekombinantnu AChE i procis¢enu ljudsku BChE dobivenu iz plazme ljubazno
je darovao dr. sc. Florian Nachon, Département de Toxicologie et Risques Chimiques, Institut
de Recherche Biomédicale des Armées, Brétigny-sur-Orge, Francuska. Enzimi su ¢uvani pri 4
°C. Za potrebe pokusa, izvorna otopina AChE (1000 puta razrijedena) pripravljena je u 1 %
otopini albumin govedeg seruma (BSA), a daljnja razrjedenja pripremana su neposredno prije
pokusa u 0,01 % otopini BSA u fosfatnom puferu. 1zvorna otopina BChE (100 puta razrijedena)
pripravljena je u fosfatnom puferu, a daljnja razrjedenja pripremana su neposredno prije pokusa

u fosfatnom puferu.
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3.2.2. Inhibicija kolinesteraza odabranim herbicidima

Aktivnost AChE i1 BChE mjerena je uz prisutnost herbicida u koncentracijskom rasponu od
0,1 pmol dm™ do 1 mmol dm3. Reakcijska smjesa za odredivanje ICso vrijednosti herbicida
inhibicijom AChE sadrzavala je 0,3 mmol dm= DTNB pripremljen u fosfatnom puferu (0,1 mol
dm3, pH = 7,4), 0,01 % otopina BSA otopljenu u fosfatnom puferu, enzim u finalnom
razrjedenju i herbicid Zeljene koncentracije (otopljen u 20 % izopropanolu). Reakcijska smjesa
za odredivanje ICsq vrijednosti herbicida inhibicijom BChE bila je istog sastava osim §to ova
smjesa nije sadrzavala albumin. Nakon 30 minuta inkubacije preostala aktivnost enzima
izmjerena je nakon dodatka ATCh koriste¢i metodu po Ellmanu®®’ pri 25 °C i 412 nm na CARY
300 spektrofotometru (Varian Inc., Australija) s termostatskim kuciStem. Mjerenja porasti
apsorbancije provedena su unutar dvije minute, a koriStene su kivete s opti¢kim putem od 1 cm.
Zbog slabe topljivosti u fosfatnom puferu, herbicidi otopljeni u izopropanolu testirani su do
koncentracije od 100 pmol dm™. Takoder, izopropanol je znagajno inhibirao aktivnost enzima
kada je bio vise od 5 % Vv/v. ICsg vrijednosti odredene su iz najmanje tri provedena pokusa
koriste¢i nelinearnu regresiju prikazom odnosa logaritamske vrijednosti koncentracije
herbicida (log ¢ / nmol dm™) i % preostale aktivnosti enzima (% aktivnosti) u Prism 9 programu
(GraphPad, San Diego, SAD).

Za progresivnu inhibiciju, AChE i BChE bili su inkubirani do 7 sati s organofosfatnim
herbicidima anilofosom, benzulidom, butamifosom i piperofosom u koncentracijskom rasponu
od 1 pmol dm™ do 150 umol dm™ u smijesi s puferom i DTNB reagensom. Enzimska aktivnost
mjerena je u razli¢itim vremenima nakon dodatka ATCh koriste¢i Ellman-ovu metodu®®’.
Kontrolni uzorci sadrzavali su otopinu izopropanola 1 metanola umjesto otopine herbicida.
Metanol se pokazao kao bolje otapalo, manje potentan inhibitor enzima, posebno za AChE za
razliku od izopropanola. U finalnoj inhibicijskoj smjesi, metanol je bio 8,5 - 9,9 % v/v, a
izopropanol 0,01 - 1,5 % v/v. Konstante brzine inhibicije (kobs) pri odredenoj koncentraciji

herbicida odredene su linearnom regresijom prema studiji*®®

ili pomoc¢u jednadzbe raspada u
dvije faze!®. Kod inhibicije BChE butamifosom procijenjene su konstanta inhibicije prvog reda
(kmax), ravnotezna konstanta disocijacije kompleksa enzim-inhibitor (K;) i ukupna konstanta
inhibicije drugog reda (ki) prema studiji** koriste¢i Prism 9 program (GraphPad, San Diego,

SAD).
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3.2.3.  Molekulsko modeliranje interakcija kolinesteraza s herbicidima

Trodimenzionalne strukture herbicida za molekulsko uklapanje odredene su optimizacijom s
MMFF94 poljem sila pomocu programa ChemBio3D Ultral2.0 (PerkinElmer, Inc., Waltham,
MA, SAD). Modul Dock Ligands (CDOCKER) programa Discovery Studio 20.1 (BioVia, San
Diego, SAD) s CHARMm poljem sila koriSten je za provodenje molekulskog uklapanja
herbicida u aktivnom mjestu ljudskih AChE i BChE1142,

Molekulsko uklapanje provedeno je koristenjem kristalnih struktura ljudske AChE s
PDB kodom 4PQE* i BChE s PDB kodom 2PM84. Vezno mjesto unutar AChE i BChE
enzima definirano je kao najveca Supljina unutar strukture enzima okruzena prostorom radijusa
13 A te je koristena kao rigidni receptor'*®. Detalji oko uklapanja liganda pomoéu CDOCKER
protokola i ocjene predvidenih polozaja liganada unutar aktivnih mjesta (pomo¢u Charmm

energije) opisani su u radovima4>146,
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3.3. Citotoksi¢nost
3.3.1. Stanicne kulture

Za ispitivanje citotoksicnosti herbicida koriStene su certificirane kulture: ljudske zivCane
stanice SH-SY5Y (ECACC 94030304; European Collection of Authenticated Cell Cultures,
Vel. Britanija) i ljudske stanice jetre HepG2 (ECACC 85011430; European Collection of
Authenticated Cell Cultures, Vel. Britanija). Sve stanice uzgajane su kao adherentne kulture pri
kontroliranim uvjetima (5 % pCO?2 i temperaturi 37 °C) 1 u odgovaraju¢im medijima uz dodatak
1 % otopine antibiotika penicilin-streptomicina (Pen-Strep, Sigma-Aldrich, Njemacka).

SH-SY5Y stani¢na linija uzgajana je u Dulbecco’s Modified Eagle F12 mediju (DMEM
F12, Sigma-Aldrich, Njemacka) uz dodatak 15 % (v/v) fetalnog govedeg seruma (FBS) (Sigma-
Aldrich, Njemacka), 2 mmol dm glutamina (Sigma-Aldrich, Njemacka) i 1 % neesencijalnih
aminokiselina (Sigma-Aldrich, Njemacka). HepG2 stani¢na linija uzgajana je u Eagle’s
Minimum Essential mediju s Earlovim solima i natrijevim bikarbonatom bez L-glutamina
(EMEM, Sigma-Aldrich, Njemacka) uz dodatak 2 mmol dm™ glutamina, 10 % (v/v) FBS
(Sigma-Aldrich, Njemacka) i 1 % neesencijalnih aminokiselina.

Stanice su uzgajane u posudama za uzgoj, a za odvajanje stanica od podloge koriStena
je otopina tripsina i EDTA (Sigma-Aldrich, Njemacka), nakon ¢ega su stanice re-suspendirane
u odgovaraju¢em mediju (uz prisustvo FBS-a) i nasadene u odgovaraju¢em broju na plocice za

provedbu pokusa.

3.3.2.  Koristene kemikalije

Za pripremu pufera koristene su sljede¢e kemikalije: bromfenol plavo (Sigma-Aldrich,
Njemacka), dinatrijev hidrogenfosfat (Na2HPOs, Kemika, Zagreb), dinatrijeva sol
etilendiamintetraoctene  kiseline-dihidrat ~ (EDTA,  Sigma  Aldrich,  Njemacka),
fenilmetansulfonil-fluorid (PMSF, Sigma Aldrich, Njemacka), kalcijev klorid (CaClz, Kemika,
Zagreb), kalijev dihidrogenfosfat (KH2PO4, Kemika, Zagreb), kalijev klorid (KCI, Kemika,
Zagreb), natrijev klorid (NaCl, Kemika, Zagreb) i magnezijev klorid (MgCl., Kemika, Zagreb).

Izopropanol (99,9 % v/v) (CHs).CHOH, Sigma Aldrich, Njemacka) koriSten je za

pripremu otopina herbicida.
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Staurosporin (otopina 1 mmol dm= u DMSO SS, Abcam, Vel. Britanija) koristen je kao
kontrolni spoj poznatog djelovanja pri testiranju citotoksi¢nosti. 1zvorna otopina koncentracije
1 mmol dm™ u DMSO ¢&uvana je na 4 °C.

Otopina boje tripan plavo (0,4 % (v/v), Sigma Aldrich, Njemacka) koristena je za
odredivanje broja zivih i broja mrtvih stanica.

Za odredivanje ucinaka testiranih spojeva na razini stanica koriSten je komercijalno
dostupan kit: CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay Kit (MTS test,
Promega, SAD) za odredivanje vijabilnosti stanica, tj. citotoksicnosti spoja.

U pokusima sa stanicama koristen je fosfatni pufer (PBS, pH 7,4) koji je pripremljen
kao deset puta veca koncentrirana otopina otapanjem 80,1 g NaCl, 2 g KCI, 14,4 g Na2HPOs i
2,7 g KH2PO4 u 800 mL deionizirane vode, pH je podesen na 7,4 otopinom HCI (1 mol dm)
te nadopunjeno do 1 L. Pufer je autoklaviran i ¢uvan u sterilnim uvjetima do koriStenja. Prije
koristenja pripremljena je otopina PBS razrjedenjem sterilnom deioniziranom vodom. Za
odredivanje pH vrijednosti pufera, koriSten je pH-metar SevenEasy pH s InLab® 413
elektrodom (Mettler-Toledo GmbH, Svicarska).

3.3.3.  Odredivanje broja stanica u uzorku za daljnju analizu toksicnosti

Broj zivih/mrtvih stanica u uzorku odreden je pomocu diferencijalnog bojanja tripan plavim.

Naime, ova boja ne ulazi u Zive stanice zbog negativnog naboja membrane, ve¢ samo u stanice
s oSte¢enom membranom (mrtve stanice) gdje boji jezgru ili citoplazmu®¥’. Diferencijalno
bojanje je provedeno prema protokolu proizvodaca uredaja za brojanje stanica TC20™. U
mikroepruveti je pomijeSano 20 pL nerazrijedene suspenzije stanica (dobivene nakon odvajanja
stanica od podloge) 1 20 pL otopine tripan plavo. Potom, otpipetirano je 10 pL smjese u
komoricu plocice za brojanje (Cell Counting Slides, BioRad, SAD) i postavljeno u uredaj.
Uredaj automatski broji stanice i rezultat prikazuje kao ukupan broj stanica po mililitru, kao 1

postotak Zivih stanica u uzorku.

3.3.4.  Odredivanje citotoksicnosti herbicida pracenjem promjene vijabilnosti stanica

Citotoksi¢ni profil testiranih herbicida odreden je mjerenjem aktivnosti  sukcinat-
dehidrogenaze, mitohondijskog enzima kod stanica izloZenih herbicidimal®. Vijabilnost

stanica izloZenih odabranim herbicidima prac¢ena je MTS testom. MTS (ili Owenov reagens) je
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tetrazolijeva sol zute boje koja se u odredenim uvjetima pod djelovanjem stani¢nih enzima
reducira u obojani formazanski produkt (smede-ljubicaste boje) topljiv u mediju. Sam proces
je potaknut redukcijom/oksidacijom NADPH i/ili NADH enzimima dehidrogenazama u
metaboli¢ki aktivnim stanicama. Porast koncentracije formazanskog produkta, proporcionalan
broju metabolicki aktivnih stanica, pracen je spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 490 nm
na ¢itatu mikrotitarskih plo¢ica. Od dobivenih vrijednosti izracunat je postotak inhibicije
vijabilnosti stanica izloZenih testiranim herbicidima u odnosu na netretirane kontrolne stanice.
Iz nelinearne ovisnosti postotka inhibicije u odnosu na koncentraciju herbicida odredena je
koncentracija pri kojoj je 50 % stanica zivih, odnosno, koncentracija testiranog herbicida koja
inhibira rast 50 % stanica, 1Cso (engl. inhibitory concentration). ICsp vrijednost je procijenjena
pomocu Prism 9 programa (GraphPad, San Diego, SAD) analizom podataka o apsorbanciji
dobivenih iz najmanje dva eksperimenta (duplikati ili triplikati). 1zopropanol u koncentraciji 1
% (v/v) kao otapalo za ispitivane herbicide u pokusu nije uzrokovalo promjenu vijabilnosti.

Ispitana je toksi¢nost herbicida tijekom izlozenosti stanica HepG2 u trajanju od 1, 4, 24
i 48 sati i stanica SH-SY5Y u trajanju od 24 i 48 sati. Odabrani herbicidi testirani su u rasponu
koncentracija od 0,01 - 100 umol dm™ zbog ograni¢ene topljivosti u izopropanolu.

Zaprovedbu eksperimenta nasadeno je 20 000 stanica po jazici na mikrotitarske plocice
s 96 jazica, dan prije eksperimenta. Sljede¢i dan nakon aspiracije stani¢nog medija, u jazice su
dodane otopine herbicida u staniénom mediju u odabranom rasponu koncentracija (0,01-100
umol dm%) ukupnog volumena 120 uL po jaZici. Spojevi su testirani u serijskom razrjedenju
po 5 koncentracija. Stanice su zatim inkubirane tijekom 24 sata pri kontroliranim uvjetima (5
% pCO2 i temperaturi 37 °C). Nakon inkubacije, stanice su isprane PBS puferom kako bi se
uklonili testirani spojevi te je dodano 100 pL ¢istog medija 1 20 uL M TS reagensa te su vracene
u inkubator. Nakon 1 sata do 4 sata inkubacije o¢itana je apsorbancija pri 490 nm.

TC20™ Automated Cell Counter (BioRad, SAD) koristen je za odredivanje broja zivih
I mrtvih stanica u uzorku.

Za odredivanje pH vrijednosti pufera, koriSten je pH-metar SevenEasy pH s InLab®
413 elektrodom (Mettler-Toledo GmbH, Svicarska).
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3.3.5.  Odredivanje markera oksidacijskog stresa

Indukcija stvaranja reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) herbicidima odredena je posredno
korisStenjem specifiéne boje 2’,7’—diklorofluorescein-diacetat (DCFDA, Sigma Aldrich,
Njemacka) koja se prilikom prolaska (pasivno) kroz membrane deacetilira stani¢nim
esterazama u nefluorescentni 2°,7°- diklorofluorescein (H2.DCF). H.DCF se oksidira u
prisutnosti reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) u DCF ¢iji se fluorescentni signal odreduje pri
valnim duljinama eksitacije od 495 nm i emisije od 529 nm i proporcionalan je koncentraciji
ROS-ova u stanici. Nakon inkubacije stanica s herbicidima, stanice su isprane PBS puferom
kako bi se uklonili testirani spojevi te je u svaku jazicu dodano 100 uL DCFDA boje finalne
koncentracije 50 umol dm™ te je nakon 30 minuta izmjeren porast fluorescencije pomocu &itaca
mikrotitarskih plo¢ica. Vodikov peroksid (H202, Sigma-Aldrich, Njemacka), finalne
koncentracije 100 pmol dm koristen je kao pozitivna kontrola. Rezultat je prikazan kao omjer
izmjerenih vrijednosti tretiranih u odnosu na netretirane stanice.

Kvantifikacija prisutnog glutationa (GSH) je odredena posredno koristenjem specificne
boje monoklorobimana (MCB, Sigma-Aldrich, Njemacka). Monoklorobiman pasivno ulazi u
stanicu gdje formira adukt glutation—-monoklorobiman (GSH — MCB) pomo¢u enzima glutation
S transferaze. GSH-MCB specificna membranska pumpa uz utrosak energije izbacuje adukt
van iz stanice u stani¢ni medij te se prisutnost istog odreduje na osnovi njegovog fluorescentnog
signala pri valnim duljinama eksitacije od 355 nm i emisije od 460 nm na ¢itacu mikrotitarskih
plocica. Signal je proporcionalan koncentraciji utrosenog GSH u stanici. Nakon inkubacije,
stanice su isprane PBS puferom kako bi se uklonili testirani spojevi te je u svaku jazicu dodano
100 pL monoklorobimana finalne koncentracije 40 umol dm-3 te je nakon 40 minuta izmjeren
porast fluorescencije pomocu citata za mikrotitarske plocice. Tert-butilvodikov peroksid
(tBOOH, Sigma-Aldrich, Njemacka), finalne koncentracije 100 pmol dm™ je koristen kao
pozitivna kontrola. Rezultat je prikazan kao omjer izmjerenih vrijednosti tretiranih u odnosu na
netretirane stanice.

Fluorescencijska mjerenja provedena su na c¢itatu mikrotitarskih ploc¢ica Infinite
M200PRO (Tecan Group Ltd., Svicarska).

Provedena su dva nezavisna eksperimenta u duplikatu. koriste¢i program Prism 9
(GraphPad, San Diego, SAD). Rezultat je prikazan kao omjer uzorka u odnosu na netretirane

stanice.
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§ 4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Insilico analiza toksi¢nosti herbicida
4.1.1. Procjena toksicnosti prikupljenih skupova herbicida

Kwvalitativni toksi¢ni profil herbicida odreden je odvojeno za 346 komercijalnih herbicida i 163
herbicida koji nisu vise sluzbeno u upotrebi (tablice 4.1 i 4.2). In silico analiza toksi¢nosti
herbicida napravljena je na temelju vrijednosti parametara izracunatin pomocu modela
toksi¢nosti u programu ADMET Predictor™., Toksi¢nost herbicida predvidena je kroz Cetiri
skupine modela: modeli za reproduktivnu/razvojnu toksi¢nost i genotoksi¢nost, modeli za
toksi¢nost kod glodavaca, modeli za toksi¢nost kod ljudi i modeli za ekotoksi¢nost (tablice 4.1
14.2).

Herbicidi su spojevi sli¢ni lijekovima. Herbicidi imaju sli¢na fizikalno-kemijska kao i
lijekovi i strukturno su im sli¢ni'**%, Stoga su modeli koji su opéenito izgradeni za kemijske
spojeve sli¢ne lijekovima primjenjivi za predvidanje svojstava i aktivnosti herbicida. Analogno,
u ovom istraZivanju predvidanja dobivena na herbicidima usporedena su s predvidanjima na
lijekovima i Chl kao kontrolnim spojevima. Kako bi se dobila pouzdanija procjena toksikoloske
aktivnosti, kombinirano je viSe parametara za procjenu toksicnog djelovanja. Kako ECHA
preporuca upotrebu klasifikacijskih modela u slucaju kada se mjereni parametar moze tako
promatrati/izraziti'®, u ovom radu su koristene klase/kategorije za analizu predvidenih

vrijednosti toksi¢nosti klasa/kategorija (tablice 4.1 - 4.3).
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Tablica 4.1. Klasifikacijski modeli toksi¢nosti dostupni u programu ADMET Predictor™. Uz naziv modela i vrstu
ispitivanog organizma na kojem je izgraden model opisana je i krajnja tocka modeliranja.

KLASIFIKACIJSKI MODELI

MODEL VRSTA ORGANIZMA

MODELI TOKSICNOSTI KOD LJUDI

Reproduktivna
toksicnost
(Repro_Tox)

Kulture stanica sisavaca
(¢ovjek i zivotinje)

KRAJNJA TOCKA MODELIRANJA

pitanje: moze li spoj izazvati reproduktivnu toksi¢nost?
Kriterij: Toksican (DA) ili netoksican (NE)

pitanje: moze li spoj izazvati hepatotoksicnost ?

Kriterij: Hepatotoksicnost
- povisene vrijednosti triju serumskih enzima:

Hepatotoksi¢nost 5 .
(HEP_Tox) Covjek Ser_ALT, Ser_AST, Ser_LDH
Jako hepatotoksicno djelovanje:
- povisene vrijednosti pet serumskih enzima:
Ser_ALT, Ser_AST, Ser_LDH, Ser_GGT, Ser_AlkPhos
g:rr;];?:mSke Kulture stanica sisavaca pitanje: moze li spoj izazvati kromosomske aberacije?

(Chrom_Aberr) (Covjek i zivotinje)

Kriterij: Toksican (DA) ili netoksican (NE)

Mutagenost

pitanje: koliki je rizik od pojave mutagenosti?
Kriterij: MUT Risk > 1,5 za potencijalno mutagen spoj
Model za procjenu rizika od pojave mutagenosti sastoji se od

(MUT_Risk) Stakor 10 in silico Ames test modela na 5 sojeva bakterije Salmonella
- typhimurium. Svaki od tih in silico modela vrijedi 0,5 boda, a za
postojanje potencijalnog rizika od pojave mutagenosti ukupan zbroj
bodova individualnih modela mora biti veéi od 1,5
Kardiotoksicnost L pitanje: moze li Sp;)] izazvati kardiotoksi¢nost blokadom aktivnosti
(hERG Filter) Covjek hE_RG__K+ kanala 7 N
Kriterij: hERG- blokatore (DA) ili hERG- blokatore (NE)
pitanje: koja je minimalna preporudena terapeutska doza lijeka
Maksimalna dnevno (mg/kg-bw/dan) koja nece izazvati negativne nuspojave u
preporucena 5 . organizmu?
terapeutska doza Covjek
(Max_RTD) Kriterij: Max_RTD > 3,16 mg/kg/bw/dan
Doza lijeka mora biti veca od 3,16 mg/kg/bw/dan
— . . - — 5
Fosfolipidoza Coviek pitanje: moZe li spoj izazvati fosfolipidozu?

(PLipidosis)
MODELI TOKSICNOSTI KOD GLODAVACA

Osjetljivost koze
(Sens_Skin)

Kriterij: Toksican (DA) ili netoksican (NE)

pitanje: moze li spoj izazvati osjetljivost koze?
Kriterij: Senzibilizator (DA) ili ne-senzibilizator (NE)

Kozni alergeni koji izazivaju reakciju na lokalnom limfhom ¢voru

Respiratorna 5
osjetljivost Stakor
(Sens_Resp)

EKOTOKSICNOST

Biorazgradivost

pitanje: moze li spoj izazvati osjetljivost respiratornog sustava?
Kriterij: Senzibilizator (DA) ili ne-senzibilizator (NE)

Respiratorni alergeni koji izazivaju reakciju

pitanje: da li je spoj lako biorazgradiv?
Kriterij: Biorazgradiv (DA) ili nije biorazgradiv (NE)

(Biodegradn) Uvijeti: spoj je lako biorazgradiv u uvjetima relativne bioloske
potrebe za kisikom BOD > 60 %

Andro_Filter Stakor pitanje: da li spoj ima afinitet za vezanje na androgenski receptor?

(Andro_Filter) Kriterij: Toksi¢an (DA) ili netoksi¢an (NE)

Estro_Filter Stakor pitanje: da li spoj ima afiniteta za vezanje na estrogenski receptor?

(Estro_Filter)

Kriterij: Toksi¢an (DA) ili netoksi¢an (NE)
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Tablica 4.2. Kontinuirani/regresijski modeli toksi¢nosti u programu ADMET Predictor™ . Uz naziv modela i
vrstu ispitivanog organizma na kojem je izgraden model prikazana je krajnja tocka modeliranja i te grani¢ne
vrijednosti za toksi¢nost dostupne u priru¢niku za program ADMET Predictor™ koje su upotrijebljene za
definiranje klasa.

KONTINUIRANI MODELI

GRANICNE
MODEL VRSTA KTRéa‘é]I’\(]‘?AA VRIJEDNOSTI
ORGANIZMA (,donja meka“/

MODELIRANJA . .
“gornja meka“ granica)?

MODEL TOKSICNOST KOD LJUDI

Kardiotoksi¢nost

(hERG_ pIC50) Covjek pICso (mol/L) hERG_pICso > [5.5, 6]

MODELI TOKSICNOSTI KOD GLODAVACA

Akutna toksi¢nost Stakor LDso LDso < [200, 320]
(Rat_Acute) (mg/kg)
Kroni¢na toksi¢nost
(kancerogenost) Stakor TDso (mg/kg/dan) TDso < [4, 6.5]

(Rat_TD50)

Kroni¢na toksi¢nost
(kancerogenost) Mis TDso (mg/kg/dan) TDso < [20, 35]
(Mouse_TD50)

EKOTOKSICNOST

Biokoncentracijski

faktor (BCF) Ribe Tablica 4.3
(Bioconcn)
Akutna toksi¢nost Tetl:z\Lg?\;ena
kod algi myme pIGCso (Mmol/L) Tablica 4.3
(Tyr_pyriformis) Pyriformis
-~ protozoa
Toksiénost kod Rak-
vodenbuhe Water Fleas LCso (mg/L) Tablica 4.3

(Daphnia_magna) (Daphnia Magna)

Toksiénost kod Riba -
slatkovodne ribe . LCso (mg/L) Tablica 4.3
(Fathead_minnow) Fathead minnow

2 U uglatim zagradama su dani tzv. meki rasponi pragova/grani¢nih vrijednosti tako da priblizno 85% spojeva u
skupu podataka za treniranje ih u potpunosti zadovoljava, a oko 10% ih potpuno kr$i'®. Donja “meka” grani¢na
vrijednost koriStena je kao najniza vrijednost za definiranje toksic¢nosti herbicida. Krajnja tocka modeliranja za
svaki model je prikazana kao vrijednost specifiénog parametra toksi¢nosti: hERG_plCso (mol/L) — negativna
logaritamska vrijednost koncentracije ispitivanog spoja koja je potrebna za inhibiciju 50 % aktivnosti hERG K*
kanala, odnosno mjera afiniteta spoja za blokiranje hERG K* kanala i potencijala za izazivanja kardiotoksi¢nosti;
LDso (mg/kg) — vrijednost doze toksikanta koja je potrebna da se ubije 50 % izloZene populacije $takora; TDsp
(mg/kg/dan) — vrijednost doze spoja koja ¢e uzrokovati toksi¢ne efekte na 50% izloZene populacije $takora
odnosno mi$a dnevno.
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Granicne vrijednosti za neke kontinuirane modele dane su u priru¢niku programa ADMET
Predictor™ (tablica 4.2)'%, dok su za parametre ekotoksi¢nosti kontinuirani rezultati prevedeni
u klase u okviru ovog istrazivanja (tablica 4.3). U tu svrhu za kontinuirane modele iz skupine
ekotoksic¢nosti definirane su grani¢ne vrijednosti tj. rasponi vrijednosti kojima je omoguceno
klasificiranje u umjerenu i jaku toksi¢nost (tablica 4.3). Grani¢ne vrijednosti za pojedine klase
odredene su koriStenjem grafickih prikaza uspjesnosti predvidanja modela za svaki pojedini

model, koji su dani u priru¢niku programa ADMET Predictor™ verzija 9.0.

Tablica 4.3. Grani¢ne vrijednosti za stupnjeve parametara ekotoksi¢nosti
definirane u ovom radu za klasifikacijski prikaz rezultata.

Stupnjevi toksi¢nosti

Model za ) ) )
T 3-visoka 2-umjerena 1- niska
toksi¢nost toksi¢nost toksi¢nost
Biokoncentracijski
faktor (BCF) BCF >25 10 <BCF <25 BCF <10
(Bioconcn)
Daphnia magna
pLCso>7 6 <pLCso<7 pLCs0 < 6
pLCso
Fathead minnow pLCso>7 6<pLCso<7 pLCso < 6
pLCso
Tetrahymena
pyriformis pIGCso > 2 1<pLCs0<2 pIGCs <1
pIGCso

Ekotoksi¢nost je prikazana kroz vrijednosti parametara toksi¢nosti koje su vrednovane kroz
stupnjeve/razine toksi¢nosti. Parametri za ekotoksi¢nost su sljedeci: BCF (biokoncentracijski faktor)
koji govori koji je ravnotezni omjer kemijske koncentracija toksikanta u vodenom organizmu i u
vodenom okolisu; pLCso (mg/L)- negativna logaritamska vrijednost koncentracije ispitivanog spoja
koja je potrebna da se ubije 50 % populacije organizma Daphnia magna nakon 48 sati izlaganja
odnosno Fathead minnow nakon 96 sati izlaganja; pIGCso (mmol/L) - negativna logaritamska
vrijednost koncentracije ispitivanog spoja koja ¢e uzrokovati inhibiciju 50 % rasta organizma
Tetrahymena pyriformis.

Stupnjevi toksi¢nosti oznaceni su kao 1- niska toksi¢nost, 0znaka 2- umjerena toksic¢nost i
oznaka 3-visoka toksi¢nost spoja. Prikaz rezultata u obliku klasa omogucio je prikladnu

grafi¢ku vizualizaciju (toplinske mape, slika 4.1 za komercijalne herbicide i slika 4.2 za

napusStene herbicide) 1 time lakSu interpretaciju rezultata toksi¢nosti herbicida.
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4.1.1.1. Toksikoloski profil komercijalnih herbicida

Toksikoloski profil herbicida odreden je upotrebom ADMET Predictor™ modela prikazanih u
tablicama 4.1 i 4.2 wuz upotrebu grani¢nih vrijednosti za klasifikaciju rezultata
kontinuiranih/regresijskih modela (tablice 4.2 i 4.3) kao $to je prethodno objasnjeno. Postotak
toksi¢nih spojeva za svaki toksikoloSki parametar analiziran je s obzirom na nacin djelovanja
na korov tj. HRAC/WSSA Kklase (tablica 4.4). Na toplinskoj mapi (slika 4.1) prikazan je
postotak toksi¢nih spojeva po HRAC klasama za odabrane parametre ukljucujuéi i
antiestrogenski i antiandrogenski u¢inak. Toksikoloski profil herbicida je usporeden s profilima

izraCunatim na analogan nacin za kontrolne grupe - Chl i lijekove.

Tablica 4.4. Parametri toksi¢nosti predvideni za 346 komercijalna herbicida Klasificiranih prema HRAC
klasifikaciji. Za svaku HRAC klasu herbicida prikazan je udio toksi¢nih spojeva (%) za svaku vrstu toksi¢nosti.

Reproduktivna/razvojna " s
toksi¢nost i genotoksicnost (%) Toksitnost kod ljudi (%)
Maksimalna
Modeli iiszi:igzggnost g:rf:g?;’ meke Mutagen(?st KardiOtOk.SiénOSt Hepatotoksicnost f;f;p(;}.;llzzna Fosfolipidoza
(Repro_Tax) (Chrom_Aberr) (MUT _Risk) (hERG_Filter) (HEP_Tox) doza
(Max_RTD)
HRAC (2020)
klase?®
A1) [21] 19,1 33,3 9,52 38,1 0 429 4,76
B (2) [57] 52,6 0 1,75 0 1,75 45,6 1,75
C1(5) [42] 64,3 28,6 7,14 2,38 238 2,38 0
C2 (5) [29] 65,5 20,7 20,7 10,3 44,8 3,45 17,2
C3(6) [5] 60,0 60,0 40,0 0 60,0 0 0
D (22) [4] 0 75,0 25,0 100 0 25,0 100
E (14) [28] 39,3 35,7 17,9 214 39,3 82,1 17,9
F1(12) [7] 57,1 0 0 42,9 28,6 100 14,3
F2 (27) [14] 50,0 28,6 14,3 0 7,14 57,1 7,14
K1 (3) [18] 66,7 22,2 50,0 0 0 55,6 0
K2 (23) [6] 83,3 0 0 16,7 333 16,7 0
K3 (15) [29] 58,6 58,6 10,3 6,9 241 24,1 6,90
L (29) [6] 16,7 16,7 0 0 333 50,0 16,7
M (24) [6] 0 100 100 0 66,7 0 0
N (15) [18] 66,7 111 111 0 50,0 0 0
O (4) [24] 4,17 62,5 0 4,2 375 20,8 0
Z(0) [19] 68,4 5,26 5,26 52,6 10,5 15,8 211
Toksi¢nost kod $takora (%) Toksi¢nost kod glodavaca (%)
Androgenski Estrogenski Osjetljivost osje.tlj Ivost Aku.t?a KI‘OI.lfcna Kror'licna
Modeli receptor receptor Koze respiratnornog t?k31cnost t(v)kswnost tok.svlcnost
sustava (3takor) (Stakor) (mi8)

(Andro_Filter) (Estro_Filter)  |(Sens_Skin) (Sens_Resp) (Rat_Acute) (Rat._TDsg) (Mouse_TDs)

HRAC (2020)

klase?

A (1) [21] 23,8 9,52 61,9 47,6 476 4,76 4,76
B (2) [57] 0 0 42,1 49,1 0 1,75 15,8
C1(5) [42] 0 9,52 73,8 78,6 4,76 2,38 59,5
C2 (5) [29] 6,89 0 75,9 96,6 6,90 31,0 13,8
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C3(6) [5] 20,0 20,0 60,0 40,0 20,0 0 20,0
D (22) [4] 0 100 100 100 75,0 0 0
E (14) [28] 46,4 14,3 85,7 60,7 7,14 3,57 28,6
F1(12) [7] 42,9 14,3 71,4 85,7 14,3 28,6 14,3
F2 (27) [14] 21,4 0 21,4 78,6 50,0 0 35,7
K1 (3) [18] 778 5,56 83,3 22,2 16,7 0 5,56
K2 (23) [6] 0 0 0 100 0 16,7 0
K3 (15) [29] 62,1 3,45 58,6 48,3 20,7 13,8 20,7
L (29) [6] 33,3 0 50,0 83,3 0 50,0 33,3
M (24) [6] 0 0 100 0 100 0 0
N (15) [18] 0 5,56 77,8 44,4 5,55 0 33,3
0 (4) [24] 417 0 33,3 50 0 0 0
Z (0) [19] 21,1 10,5 52,6 52,6 5,26 5,26 5,26
Ekotoksi¢nost (%)

Biokoncentracijski Toksiénost kod racica, Toksiénost kod ribe Toksi¢nost

Modeli Biorazgradnja  faktor vodenbuhe, > kod alge,

pMinnow_fathead

(Bioconcn) pDaphnia_magna Tpyrifomis_pIGCs

ukupno 3 2 1 ukupno 2 1 ukupno 2 1 ukupno 2 1

HRAC

klase?

A (1) [21] 0 100 476 286 238 23,8 952 143 57,1 190 381 952 238 714
B (2) [57] 0 59,6 1,75 351 544 8,77 0 8,77 1,75 0 1,75 42,1 8,77 33,3
C1(5) [42] 0 976 2,38 952 857 7,14 0 7,14 2,38 0 238 714 00 714
C2 (5) [29] 0 100 172 345 483 6,90 345 345 6,90 0 690 551 10,3 44,8
C3(6) [5] 0 100 20,0 80,0 0 20,0 20,0 0 40,0 20,0 200 80,0 40,0 40,0
D (22) [4] 0 75,0 0 25,0 50,0 0 0,0 0,0 0,0 00 00 100 0,0 100
E (14) [28] 0 100 679 10,7 214 64,3 250 393 32,1 357 286 964 60,7 357
F1(12) [7] 0 100 857 143 0 71,4 57,1 143 0,0 00 00 100 71,4 28,6
F2 (27) [14] 0 100 143 286 57,1 14,3 0 14,3 21,4 7,14 143 57,1 214 357
K1 (3) [18] 0 100 833 11,1 556 38,9 11,1 27,8 0 0 0 94,4 61,1 333
K2 (23) [6] 33,3 100 0 66,7 33,3 33,3 0 33,3 0 0 0 33,3 0 33,3
K3 (15) [29] 0 100 621 20,7 17,2 13,8 0 13,8 10,3 0 103 931 20,7 724
L (29) [6] 0 100 16,7 50,0 333 16,7 0 16,6 0 0 0 66,7 50,0 16,7
M (24) [6] 0 100 0 50,0 50,0 0 0 0 0 0 0 83,3 0 83,3
N (15) [18] 27,8 100 556 16,7 278 11,1 0 11,1 0 0 0 38,9 0 38,9
O (4) [24] 0 100 125 20,8 66,7 8,33 0 8,33 0 0 0 20,8 417 16,7
Z (0) [19] 10,5 947 36,8 421 158 42,1 0 42,1 10,5 0 105 842 26,3 579

aSlova oznacavaju HRAC2020 klasifikacijski sustav, brojevi u zagradama HRAC2022 klasifikaciju herbicida gdje je N klasa
spojena sa K3 klasom, a brojevi u uglatim zagradama oznacavaju broj spojeva u pojedinoj HRAC klasi. U tablici nisu prikazani
rezultati analize za klase s dva ili manje spojeva (F3 [1], F4 [1], G [1], H [2], | [1], P [2]). Stupac ukupno — oznacava postotak
(%) svih potencijalno toksi¢nih spojeva za svaku pojedinu klasu, a ostatak postotka do 100% su spojevi za koje nije predvideno
toksi¢no djelovanje. Brojevi oznacavaju stupanj/kategoriju toksi¢nosti, 3-visoka, 2-umjerena i 1-niska toksi¢nost u slucaju 3
klase. Vrijednosti u stupcima 3, 2 i 1 prikazuju postotak (%) potencijalno toksi¢nih spojeva za svaki stupanj toksi¢nosti.
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Slika 4.1. Toplinska karta parametara toksi¢nosti za 346 komercijalna herbicida s prikazom udjela predvidenih toksi¢nih
spojeva unutar svake pojedine HRAC klase herbicida. Herbicidi su grupirani u klase (Y-0s) prema mehanizmu djelovanja na
korov, a na X-osi su predvidene toksi¢nosti kod ljudi: reproduktivna/razvojna toksi¢nost (Reproductive), kromosomske
aberacije (Chrom_Aberr), mutagenost (Ames test) (MUT_Risk), afinitet za vezanje na androgenski receptor §takora (Andro),
afinitet za vezanje na estrogenski receptor Stakora (EStro), neurotoksi¢nost (Tetrahymena pyriformis inhibicija rasta
Tpyriformis) i biokoncentracijski faktor (Bioconc). Legenda prikazuje stupanj toksi¢nosti od slabe do visoke toksi¢nosti
prezentiran kroz spektar boja (zelena — Zuta — crvena) s obzirom na broj tj. % toksi¢nih spojeva u danoj skupini na Y-0si.

Za vecinu komercijalnih herbicida predviden je slab potencijal za genotoksi¢nost kako kroz
nastanak kromosomskih aberacija (Chrom_Aberr) tako i izazivanje mutagenih promjena
(MUTRIsk) (slika 4.1). Prema ADMET Predictor™ Klasifikacijskim modelima za predvidanje
vezanja spoja na receptore hormona estrogena (Estro_Filter) i androgena (Andro_Filter)
Stakora, za veéinu komercijalnih herbicida je predvidena nikakva ili slaba aktivnost endokrinog
disruptora vezivanjem na receptor estrogena. Medutim za klase herbicida K1 i K3 predvidena
je moguca antiandrogena endokrina aktivnost (slika 4.1 i tablica 4.4).

In silico analiza pokazala je visoki potencijal za izazivanje reproduktivne/razvojne
toksi¢nosti (Repro_Tox) i toksi¢nost inibicijom 50 % rasta organizma Tetrahymena pyriformis
(Tpyrifomis_plGCsp) posebno za herbicide koji djeluju na sljedece bioloske procese u korovu:
inhibicija sinteze masnih kiselina—klase A i K3, inhibicija sinteze hema (za klorofil) —klasa E,
inhibicija sinteze karotenoida—klasa F1 i inhibicija formiranja mikrotubula—klasa K1, te za
herbicide s raznim ili nepoznatim mehanizmom djelovanja—klasa Z. Takoder, za vecinu
komercijalnih herbicida predviden je rizik za izazivanje osjetljivosti koze i respiratorne
osjetljivosti na temelju modela izgradenih na podacima sakupljenih kod glodavaca (misa i
Stakora). U toksikolosko profiliranje ukljucen je i parametar bioakumulacije koji ukazuje na

moguce ucinke nagomilavanja ispitivane kemikalije. Bioakumulacija se definira kao omjer
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kemijske koncentracije spoja u organizmu (ribe) i koncentracije u okolisu (vodenom okolisu)

te sluzi kao parametar za procjenu unosa spoja u organizam i za predvidanje njegove

akumulacije 1 izazivanja kroni¢ne toksi¢nosti u organizmu. Posebno jaka bioakumulacija

(Biokoncentracijski faktor > 25) predvidena je za herbicide klase F1 (85,7 %), K1 (83,3 %),

E (67,9 %) i K3 (62,1 %).

41.1.2.

Toksikoloski profil napustenih herbicida

In silico analiza 163 herbicida koji se vise ne upotrebljavaju u ratarstvu (tablica 4.5) pokazala

je slican toksikoloski profil kao i za komercijalne herbicide. (slika 4.2).

Tablica 4.5. Parametri toksi¢nosti predvideni za 163 napustena herbicida klasificirana prema HRAC Klasifikaciji.
Za svaku HRAC klasu herbicida predvidene toksiénosti izraZzene su kao udio toksi¢nih spojeva (%) u svakoj

pojedinoj Klasi.

Reproduktivna/razvojna

toksi¢nost i genotoksi¢nost (%)

Toksi¢nost kod ljudi (%)

Reproduktivna/ Kromosomske . . . Maksimalna
Modeli razvojna toksi¢nost aberacije M utagenc_vst KardIOtOI(.Sléno Hepatotoksicnost prep(ﬁﬁuéena Fosfolipidoza
(ReproLTox) (Chrom__Aberr) (MUT_Risk) |(hERG_Filter) (HEP_Tox) terapijska doza
- - (Max_RTD)
HRAC2020
klase®
A (1) [8] 12,5 12,5 12,5 75,0 0 50,0 0
B (2) [5] 100 0 0 0 0 20,0 0
C1(5)[11] 455 0 0 9,09 18,2 0 0
c2()[7] 571 14,3 0 14,3 14,3 0 14,3
C3(6) [4] 50,0 75,0 25,0 0 50,0 50,0 0
E (14) [16] 43,8 25,0 6,25 18,8 50,0 81,3 25,0
K1 (3) [6] 333 66,7 50,0 0 0 16,7 0
K2 (23)[3] 100 0 0 0 66,7 0 0
K3 (15)[8] 875 50,0 25,0 12,5 12,5 0 0
N (15) [4] 100 25,0 25,0 0 50,0 0 0
O (4) [13] 7,70 92,3 0 0 46,2 0 0
Z (0) [66] 43,9 455 16,7 7,58 36,4 21,2 6,06
Toksi¢nost kod $takora (%0) Toksi¢nost kod glodavaca (%)
Androgenski Estrogenski Osjetljivost Osje.tIJIVOSt AkuF?a Kro?fcna Krorgcna
. L respiratornog toksicnost toksi¢nost toksicnost
Modeli r;cegtorplt reEciptolr:.“ kgze ki SUstava (stakor) (Stakor) (mi%)
aeim ) (Eshn ) (e Sy (Sens_Resp)  (Rat_Acute) (Rat_TDsp)  (Mouse_TDsp)
HRAC2020
klase?
A (1) [8] 0 25,0 75,0 25,0 25,0 25,0 0
B (2) [5] 0 0 20,0 60,0 0 0 0
C1()[11] © 0 72,7 72,7 0 0 72,7
C2(B)[7] 429 0 57,1 85,7 0 42,9 14,3
C3(6) [4] 0 25,0 50,0 100 0 0 25,0
E (14) [16] 31,3 0 81,3 56,3 25,0 6,25 18,8
K1(3)[6] 833 0 100 16,7 50,0 0 0
K2(23)[3] © 0 0 100 0 0 0
K3 (15)[8] 62,5 0 50,0 25,0 12,5 12,5 12,5
N(@15)[4] © 0 75,0 25,0 0 0 25,0
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O(4)[13] 769 0 0 38,5 0 0 0
Z0)[66] 21,2 10,6 51,5 66,7 22,7 12,1 7,58
Ekotoksi¢nost (%)
_ _ _ Biokoncentracijski Toksi¢nost kod racica, Toksitnost kod ribe, Toksicnost kod alge,
Modeli Biorazgradnja faktor vodenbuhe, Minnow fathead Tovrifomis pIGC
(Bioconcn) pDaphnia_magna P E Py —_Pite
ukupno 3 2 1 zkupn 2 1 ukupno 2 1 ukupno 2 1

HRAC

klase?
A (1) [8] 12,5 100 75,0 25,0 0 37,5 125 250 25,0 0 25,0 100 250 75,0
B (2) [5] 0 60,0 0 0 60,0 40,0 0 40,0 20,0 0 20,0 60,0 20,0 40,0
C1(5) [11] 0 100 0 9,10 90,9 09,10 0 9,10 0 0 0 63,6 9,10 545
C2(5)[7] 0 100 28,6 429 28,6 143 0 14,3 0 0 0 42,9 0 42,9
C3(6) [4] 25,0 100 50,0 250 250 0 0 0 25,0 0 25,0 100 50,0 50,0
E (14) [16] 0 100 56,3 31,3 125 625 6,25 56,25 125 0 12,5 93,8 56,3 375
K1 (3) [6] 0 100 100 0 0 33,3 33,3 0 0 0 0 100 50,0 50,0
K2 (23) [3] 0 100 0 100 0 0 0 0 0 0 0 100 0 100
K3 (15) [8] 0 100 37,5 375 250 0 0 0 0 0 0 87,5 125 750
N (15) [4] 25,0 100 50,0 250 250 0 0 0 0 0 0 50,0 0 50,0
O (4) [13] 7,69 100 7,70 385 538 7,69 7,69 0 0 0 0 23,1 0 23,1
Z (0) [66] 9,10 95,5 34,8 19,7 40,9 19,7 757 121 6,10 4é5 1,52 56,1 136 424

@Slova oznacavaju HRAC2020 Kklasifikacijski sustav, brojevi u zagradama HRAC2022 klasifikaciju herbicida, a brojevi u
uglatim zagradama broj spojeva u pojedinoj HRAC klasi. U tablici nisu prikazani rezultati analize za klase s dva ili manje
spojeva (D [1], F1 [2], F2 [2], F3 [0], F4 [0], G [1], H [2], | [2], L [0], M [2], P [O]). Stupac ukupno — oznacava postotak (%)
svih potencijalno toksi¢nih spojeva za svaku pojedinu klasu, a ostatak postotka do 100% su spojevi za koje nije predvideno
toksi¢no djelovanje. Brojevi oznacavaju stupanj/kategoriju toksi¢nosti, 3-visoka, 2-umjerena i 1-niska toksi¢nost u slu¢aju 3
klase. Vrijednosti u stupcima 3, 2 i 1 prikazuju postotak (%) potencijalno toksi¢nih spojeva za svaki stupanj toksi¢nosti.

w\ialun 60 8 1

Color key

0-40 green — low toxicity

40-80 yellow — moderately toxicity
60-100 orange-red - high toxicity

Reproductive
ChromAberr
MUTRisk
Andro

Estro
Tpyriformis
Bioconc

Slika 4.2. Toplinska karta parametara toksi¢nosti za 163 napustena herbicida s prikazom udjela predvidenih toksi¢nih spojeva
unutar svake pojedine HRAC klase herbicida. Herbicidi su grupirani u klase (Y-0s) prema mehanizmu djelovanja na korov, a
na X-osi su predvidene toksi¢nosti kod ljudi: reproduktivna/razvojna toksi¢nost (Reproductive), kromosomske aberacije
(Chrom_Aberr), mutagenost (Ames test) (MUT_Risk), afinitet za vezanje na androgenski receptor Stakora (Andro), afinitet za
vezanje na estrogenski receptor Stakora (EStro), neurotoksi¢nost (Tetrahymena pyriformis inhibicija rasta Tpyriformis) i
biokoncentracijski factor (Bioconc). Legenda prikazuje stupanj toksi¢nosti od slabe do visoke toksi¢nosti prezentiran kroz
spektar boja (zelena — Zuta — crvena).
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Slika 4.3. Usporedba parametara toksi¢nosti za 346 komercijalna herbicida i 163 napustena herbicida.

Napusteni herbicidi pokazali su statisticki znacajniji potencijal za pojavu kromosomskih
aberacija i za bioakumulacijom u odnosu na komercijalne herbicide (slika 4.3).

Sveukupna in silico analiza pokazala je veliki potencijal herbicida za razvoj
reproduktivne/razvojne toksi¢nosti i inhibicije rasta Tetrahymena pyriformis organizma. Za
svaku klasu herbicida predvidena je najmanje jedna vrsta toksicnosti, a klase s viSe vrsta

potencijalnih toksi¢nosti su klase K1, K3, M, F1, Ei C1 (tablice 4.4 4.5).
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4.1.2.  Analiza fizikalno-kemijskih svojstava prikupljenih skupova herbicida

Za 346 komercijalna herbicida i 163 napustena herbicida provedena je in silico analiza
fizikalno-kemijskih svojstava vaznih za procjenu sposobnosti prolaska spoja kroz krvno-

mozdanu barijeru i veéu moguénost izazivanja neurotoksi¢nosti®® (tablica 4.6 i tablica 4.7).

Tablica 4.6. Fizikalno-kemijska svojstva® vazna za prolazak kroz bioloske membrane, posebno KMB i
potencijalnu neurotoksi¢nost izracunata za 346 komercijalna herbicida klasificirana prema razli¢itim
mehanizmima djelovanja na korove (prema ref.*3!). Grani¢ne vrijednosti parametara prikazane su u zadnjem redu
tablice (prema ref.1*3). MW, TPSA, logP, logD i logBB parametri prikazani su kao srednja vrijednost + standardna
devijacija. HBD/HBA i RB parametri prikazani su kao medijan vrijednost.

HRAC BBB_

A MW TPSA/A?2 HBD HBA RB logP logD Filter/ logBB
klase %
A (1) [21] 353 +44 65,8+9,3 5 3,67+0,71 227+153 62 -0,60 + 0,38
B (2) [57] 403+64  136+30 10 1,70+0,79 -0,55+1,33 30 0,97 0,32

Cl1(5)[42] 242+29 68,6 =13,2
C2(5)[29] 247+47 43,7+16,0
C3 (6) [5] 346 + 88 67,3+ 36,2
D (22) [4] 252+ 144 21,6+30,2
E(14)[28] 366+56  747+223
F1(12)[7] 344+33  383+129
F2 (27) [14] 405+47  91,0+225
K1(3)[18] 331436 89,5+33,5
K2 (23)[6] 222426 432+119
K3 (15) [29] 306+55  39,0+19,1
L (29) [6] 301+103 61,5+287

256+091 241+£129 57 0,14 +0,40
2,64+090 264+09 100 0,15+0,35
3,52+1,74 2,20+2,49 80 -0,12+ 0,68
-480+1,92 -480+1,92 75 -1,19+0,22
3,60+1,00 292+1,66 86 0,10+ 0,69
391+0,79 392+0,79 100 0,51+0,19
2,45+1,39 1,65+1,94 79 -0,68 £0,73
4,10+0,73 3,85+1,46 100 0,66 +0,30
5 2,78+0,69 2,78+0,69 100 0,31+0,20
322+0,96 3,10+1,25 97 0,11 +0,37
3,38+0,78 3,38+0,78 67 -0,21 £0,46

PP OPRPRPORPROOROORERENLELER
3
WWN OO WwOo olwo oMo
o
NOPRPA~AORAODODWWWORAOUUNO®

M (24)[6] 238+21  113+4 5 316+074 064+1,13 100 -0,05+0,12
N (15)[18] 232461  29,7+154 3104096 2,61+£2,00 100 0,05 +0,59
O(4)[24] 243+41 568168 5 2554088 -004+112 58  -0,58+032
Z(O)[19] 277+63 422215 3,12+158 251+£202 100 0,01 +0,50
Granicne <450 < 60-70 <3 <7 <8 <5 <5 >0
vrijednosti

2Relativna molekulska masa (MW), topoloska polarna povr§ina molekule (TPSA), broj donora vodikovih veza
(HBD), broj akceptora vodikovih veza (HBA), broj rotirajucih veza (RB), koeficijent lipofilnosti (n-oktanol/voda)
(logP), koeficijent distribucije pri pH 7,4 (log D), % spojeva u pojedinoj HRAC klasi za koje je predvidena
sposobnost prolaska kroz krvno-mozdanu barijeru (BBB_Filter), i 10g (Cmozak/Cirv) (10gBB). PSlova oznacavaju
HRAC2020 klasifikacijski sustav, brojevi u zagradama HRAC2022 klasifikaciju herbicida gdje je N klasa spojena
s K3 klasom, a brojevi u uglatim zagradama broj spojeva u pojedinoj HRAC klasi. U tablici nisu prikazani rezultati
analize za klase s dva ili manje spojeva, ali njihovi rezultati ne utje¢u na rezultat ukupne analize.
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Tablica 4.7. Fizikalno-kemijska svojstva® vazna za prolazak kroz bioloske membrane i potencijalnu
neurotoksi¢nost procijenjena in silico analizom za 163 napus$tena herbicida klasificirana prema razli¢itim
mehanizmima djelovanja na korove (prema ref.?®!). Grani¢ne vrijednosti parametara prikazane su u zadnjem redu

tablice (prema ref.13).

HRAC BBB_
Klaseb MW TPSA / A2 HBD HBA RB log P log D Filter/ logBB
%

A (1) [8] 356+41  718+126 1 5 6 393+044 175+1,77 25 -0,61 + 0,58
B (2) [5] 414 £ 45 131+ 25 2 9 6 2,08+124 -0,14+254 0 -0,91 +0,35
CL(5)[11] 252+51  76,1+14.1 2 6 5 227+097 2,12+1,18 55 -0,05 + 0,52
C2 (5) [7] 262 + 60 48,1 £25,3 1 4 5 2,60+1,20 2,60+1,20 100 0,08 +0,59
C3 (6) [4] 314+136 544+116 05 3 25  298+062 224+159 100 -0,22+0,23
E (14) [16] 394+ 70 77,9 +24,6 0 5 4 3,65+1,24 3,11+1,64 88 0,18 +0,60
K1 (3) [6] 330+43  96,4+238 0 5 55 390+041 3,88+042 83 0,46 £ 0,32
K2 (23)[3] 237+10 237+ 10 1 3 5 344+023 344+023 100 0,47 £0,03
K3 (15)[8] 261+52 342+21,0 0 3 65 266+1,29 266+129 100 0,12+0,34
N (15) [4] 222450  22,6+4,6 0 2 55 295+0,82 295+0,82 100 0,37 0,14
O (4) [13] 226+ 26 43,7+8,0 1 3 3 284+051 0,15+0,80 100 -0,53 £0,41
Z (0) [66] 262+104 452+285 1 3 3 260+1,65 2,00+2,02 95 -0,03 £0,54
Granicne <450 < 60-70 <3 <7 <8 <5 <5 >0
vrijednosti

8Relativna molekulska masa (MW), topoloska polarna povrsina molekule (TPSA), broj donora vodikovih veza
(HBD), broj akceptora vodikovih veza (HBA), broj rotirajucih veza (RB), koeficijent lipofilnosti (n-oktanoll/voda)
(logP), koeficijent distribucije pri pH 7,4 (log D), % spojeva u pojedinoj HRAC klasi za koje je predvidena
sposobnost prolaska kroz krvno-mozdanu barijeru (BBB_Filter) i 10g (Cmozak/Cirv) (I0gBB). MW, TPSA, logP,
logD i logBB parametri prikazani su kao srednja vrijednost + standardna devijacija. HBD/HBA i RB parametri
prikazani su kao medijan vrijednost. °Slova oznagavaju HRAC2020 klasifikacijski sustav, brojevi u zagradama
HRAC2022 Klasifikaciju herbicida gdje je N klasa spojena s K3 klasom, a brojevi u uglatim zagradama broj
spojeva u pojedinoj HRAC Kklasi. U tablici nisu prikazani rezultati analize za klase s dva ili manje spojeva, ali
njihovi rezultati ne utjeu na rezultat ukupne analize.

Za klase komercijalnih herbicida za koje je predvideno toksi¢no djelovanje na ljude (tablica
4.6), posebno za spojeve iz klasa F1 i K3, predvidene vrijednosti za fizikalno-kemijska svojstva
su takoder relevantna za prolazak kroz KMB $to podrzava hipotezu o njihovoj neurotoksi¢nosti
(tablica 4.6). Herbicidi iz klasa F1 i K3 kao i spojevi iz klase N (koja je spojena s klasom K3
u HRAC klasifikaciji od 2020. godine) ve¢inom su nepolarni spojevi (niska TPSA), male
neionizirajuc¢e molekule s vrijednostima logP izmedu 3-5 i malim brojem HBD atoma. Srednje
vrijednosti i medijani fizikalno-kemijskih parametara za navedene klase uglavnom
zadovoljavaju grani¢ne vrijednosti za svaki pojedinacni parametar relevantan za aktivnost
spojeva u mozgu navedene u zadnjem redu tablice 4.61%. Za veéinu herbicida koji pripadaju
tim klasama procijenjeno je da mogu pro¢i kroz krvno-mozdanu barijeru (BBB_Filter) i zadrzati
se u mozgu (pozitivna logBB vrijednost). Herbicidi koji pripadaju klasi C1 su nesto polarniji
(vece vrijednosti TPSA) i imaju nesto vise HBA atoma, a klasa B sadrzi polarne spojeve sa
izrazito velikim brojem atoma-akceptora vodikovih veza (HBA). Prema predvidenom
fizikalno-kemijskom profilu vecina herbicida iz klase B nema potencijal pasivnog prelaska iz

krvi u mozak kroz krvno-mozdanu barijeru i njegova zadrzavanja u njemu (negativna logBB).

Vesna Pehar Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava 53

Za skup napustenih herbicida procijenjeni su analogni trendovi fizikalno-kemijskih
svojstava s obzirom na HRAC klase kao za komercijalne herbicide (tablica 4.7). Napusteni
herbicidi iz klasa K3 i N predvideni su kao najriskantniji s obzirom na izazivanje reproduktivne
toksi¢nosti, osjetljivosti na kozu 1 respiratorni sustav, veliki potencijal za bioakumulacijom i

toksi¢nost na organizam Tetrahymena pyrifromis .

4.1.3. Analiza herbicida za odabir potencijalnih inhibitora kolinesteraza

Organofosforni herbicidi izabrani su za in vitro analizu obzirom na njihovu strukturnu sli¢nost
s poznatim inhibitorima kolinesteraza (Chl) na temelju analize provedene metodom t-SNE
(slika 4.4 a) i na temelju povoljnih fizikalno-kemijskih svojstava za aktivnost u mozgu (slika
4.4 b). t-SNE dijagram je generiran pomocu deskriptora — 2D strukturnih fragmenta za 346
komercijalnih herbicida i 68 poznatih inhibitora kolinesteraza (Chl). Blize tocke na dijagramu
oznadavaju strukturno sliénije spojeve (slika 4.4a). Sto imaju vise zajedni¢kih strukturnih
fragmenata/motiva to su herbicidi bliZi na t-SNE grafickom prikazu!®!. Sukladno strukturnoj
sli¢nosti vidljivo je da su se neki inhibitori (ChI) grupirali u isti klaster sa nekim od odabranih
herbicida kao npr. anilofos, benzulid i butamifos. Organofosforni inhibitori kolinesteraza
(OP Chl) (PChl, sive tocke) podijeljeni su u dvije skupine. Pet OP herbicida iz klasa K1, K3 i
N (slika 4.4a) pozicionirani su zajedno sa PChl klasterom u donjem desnom dijelu t-SNE
dijagrama. Dva karbamatna herbicida, desmedifam i fenmedifam (C1) svrstani su unutar
klastera PChI i drugih Chl (crne tocke) u sredisnjem dijelu t-SNE dijagrama, $to je i o¢ekivano
jer su karbamati poznati inhibitori kolinesteraza'® !, S druge strane, terbutilazin (C1),
tembotrion (F2), flufenacet (K3) 1 oksadiazon (E) grupirali su se u klastere sa strukturno sli¢nim
herbicidima, zasebno od Chl klastera.

PCA dijagram (slika 4.4b) prikazuje odnos fizikalno-kemijskih karakteristika
odabranih herbicida 1 poznatih inhibitora Chl. Na PCA dijagramu moZe se vidjeti da su Chl
rasprSeni kroz cijeli prostor dijagrama zbog razlika u logP, TPSA 1 HBA vrijednostima S$to
ukazuje na njihova razli¢ita fizikalno-kemijska svojstva i ADME profil. Spojevi koji ne
pokazuju potencijal za aktivnost u mozgu pozicionirani su u donjem lijevom kvadrantu. Za te
Chl nije predvideno da imaju potencijal pasivnog prolaska kroz krvno-mozdanu barijeru zbog
neodgovarajuce i nepozeljne veli¢ine, polarnosti i velikog broja atoma za stvaranje vodikovih

veza (HBA).
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Slika 4.4. a) t-SNE dijagram prikazuje grupiranje 346 herbicida i 68 poznatih inhibitora kolinesteraza (Chl) prema
njihovoj strukturnoj sli¢nosti BliZe toCke oznaavaju strukturno sli¢nije spojeve. SEL predstavlja SELektirane
herbicide, a PSEL i PChl predstavljaju organofosforne (OP) spojeve za svaku prikazanu kategoriju. Ostali
herbicidi su obojani i oznaceni sukladno njihovim pripadaju¢im HRAC klasama. b) PCA bi-dijagram predstavlja
distribuciju 11 odabranih herbicida i 68 poznatih Chl obzirom na fizikalno-kemijske karakteristike poZeljne za
aktivnost u mozgu koje su prikazane crvenim strelicama (dulje strelice oznaCavaju vaznije parametre za
objasnjenje varijance unutar analizirane skupine spojeva). Chl oznaCava strukturno razliCite inhibitore
kolinesteraze, P_Chl oznacava organofosforne inhibitore kolinesteraze, a odabrani herbicidi obojani su sukladno
njihovim pripadaju¢im HRAC klasama.

Vesna Pehar Doktorska disertacija



4. Rezultati i rasprava 55
§ p

Op¢enito, od 11 odabranih herbicida, osim glifosata i tembotriona za njih devet su procijenjena
fizikalno-kemijska svojstva karakteristicna za potencijalnu aktivnost u srediSnjem zivéanom
sustavu odnosno moguénost pasivnog ulaska u mozak i dostizanja koncentracije koja moze

izazvati fizioloSke u¢inke na mozak.

4.1.4. Analiza fizikalno-kemijskih svojstava odabranih herbicida

Opcenito, herbicidi su spojevi male molekulske mase sa najvise dva atoma donora vodikove
veze (HBD < 2) i koeficijentom lipofilnosti logP u rasponu od 0,5 do 4,5 8112 Analiza
fizikalno-kemijskih svojstava za 11 odabranih herbicida (tablica 4.8 i slika 4.4b) pokazuje da
je glifosat spoj koji najvise odskace od ostalih spojeva (slika 4.4b). Glifosat je polarna molekula
sa znacajnim brojem atoma donora vodikovih veza (HBD), a vrijednosti predvidenih fizikalno-
kemijskih svojstava pokazuju da glifosat nema potencijal za pasivan prolazak kroz krvno-
mozdanu barijeru (negativna vrijednost BBB_Filter) i za aktivnost u srediSnjem zivéanom
sustavu (tablica 4.8 i slika 4.4b). Osim glifosata, i za tembotrion je predvidena vrijednost TPSA
parametra koja je izrazito nepovoljna za prolazak KMB i aktivhost u mozgu. Za organofosfat
butamifos i karbamate desmedifam i fenmedifam predvidene TPSA vrijednosti blago prelaze

grani¢nu vrijednost.

Tablica 4.8. Fizikalno-kemijska svojstva za 11 herbicida odabranih za in vitro analizu. Grani¢ne vrijednosti za
analizirane parametre vazne za CNS-aktivnost prikazane su u zadnjem redu tablice (prema ref.33),

ZESAE\E Herbicid Mw TPSA /A2 HBD HBA RB log P log D Eil?tEF logBB
K3 (15) Anilofos 368 38,8 0 4 8 4,18 4,18 1 0,33
Z(0) Benzulid 398 64,6 1 5 10 4,14 4,15 1 -0,67

K1 (3) Butamifos 332 76,3 1 5 7 4,13 4,10 1 0,37
G(9) Glifosat 169 107 4 6 4 -3,36 -3.66 0 -1,14

K3 (15) Piperofos 354 38,8 0 4 10 4,39 4,39 1 0,01
C1(5) Desmedifam 300 76,7 2 6 8 3.46 3,46 1 0,30
C1(5) Fenmedifam 314 76,7 2 6 8 3,76 3,76 1 0,30

K3 (15) Flufenacet 363 55,3 0 5 7 3,62 3,62 1 0,24

E (14) Oksadiazon 345 57,3 0 4 3 441 4,41 1 0,36

F2 (27) Tembotrion 441 94,6 0 6 6 1,54 0,44 1 -1,22
C1(5) Terbutilazin 230 62,7 2 5 4 3,38 3,38 1 0,63
Granicne <450  <60-70 <3 <7 <8 <5 <5 1 >0
vrijednosti

aRelativna molekulska masa (MW), topoloska polarna povrsina molekule (TPSA), broj donora vodikovih veza
(HBD), broj akceptora vodikovih veza (HBA), broj rotirajucih veza (RB), koeficijent lipofilnosti (n-

oktanol/voda) (logP), koeficijent distribucije pri pH 7,4 (log D), potencijalna sposobnost prolaska spoja kroz
krvno-mozdanu barijeru (BBB_Filter) i 10g (Cmozak/Cirv) (l0gBB). Vrijednosti 1 i 0 za BBB_Filter parametar
oznacavaju visoki (1) odnosno niski (0) potencijal spoja za prolazak kroz krvno-mozdanu barijeru. Slova
oznacavaju HRAC2020 klasifikacijski sustav, a brojevi u zagradama HRAC2022 klasifikaciju herbicida gdje je N
klasa spojena s K3 klasom.
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Za herbicide iz klase K3 — anilofos, piperofos i flufenacet, predvidena fizikalno-kemijska
svojstva pokazuju veliki potencijal za prolazak kroz KMB, njihov ostanak u mozgu i izazivanja
neurotoksi¢nosti. Anilofos, piperofos i flufenacet su nepolarne i lipofilne molekule bez atoma
donora vodikove veze te je predvidena znacajnija izloZenost i utjecaj na mozak. U PCA prikazu
vidljivo je da su smjeSteni u gornjem dijelu dijagrama zajedno sa ostalih Sest odabranih
herbicida iz klase C1, E i K1 (slika 4.4b) za koje su predvidena fizikalno-kemijska svojstva
koja ukazuju na moguce neurotoksi¢no djelovanje u sredi$njem zivéanom sustavu (tablica 4.8).

Iako nema povoljan profil za izazivanje neurotoksic¢nosti, glifosat je odabran za in vitro
analizu jer je najce$¢e koriSten organofosforni herbicid na svijetu za kojeg se vezu
kontroverzne/opreéne znanstvene studije o njegovoj inhibitornoj aktivnosti prema AChE i
BChE enzimima®5641%3, Takoder, nedavna studija o tembotrionu, pokazala je inhibitorno
djelovanje na metaboli¢ki put tirozina koji je vazan U mnogim vrstama organizama®>*.
Neurotoksi¢ni efekti oksadiazona primijeéeni su u znanstvenoj studiji®® kao i za atrazin,
strukturni  analog terbutilazina® ¢&ije  djelovanje  potencijalno moze voditi  do
neurodegenerativnog stanja organizma. Za odabrane herbicide previdena su toksi¢na svojstva
prema Tetrahymena pyriformis i Daphnia magna, organizmima koji se ¢esto koriste kao modeli

za predvidanje mogu¢ih neuromodulatornih djelovanjal4%1521%,
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4.2. Interakcije herbicida s kolinesterazama

4.2.1. Odredivanje inhibicije aktivnosti kolinesteraza

Za in vitro analizu toksi¢nosti odabrano je 11 herbicida koji imaju razli¢ite mehanizme
djelovanja na korov i pripadaju u nekoliko razli¢itih HRAC klasa, a strukturno pripadaju u vise
razli¢itih kemijskih obitelji: organofosforni spojevi (anilofos, benzulid, butamifos, piperofos i
glifosat), oksiacetanilid (flufenacet) (slika 4.5), karbamati (desmedifam i fenmedifam),

oksadiazolon (oksadiazon), triketon (tembotrion) i triazin (terbutilazin) (slika 4.6).

s 3 I

H QM ! N
N o 5 TN ™o LN

NN

¢l Anilofos (K3) Benzulid (Z)

Butamifos (K1)

Y
Y\ | T RS
N P, ;
I HO \/|\0H /©/ 0 ! g
Piperofos (K3) f

Glifosat (G) Flufenacet (K3)

Slika 4.5. Kemijske strukture i pripadajuée HRAC klase za pet komercijalnih organofosfatnih herbicida i
oksiacetanilid flufenacet.

@\ﬁio/g\ﬁio/\ /Qgio/gﬁio/

Desmedifam (C1) Fenmedifam (C1)

Oksadiazon (E) Terbutilazin (C1) Tembotnun (F2)

Slika 4.6. Kemijske strukture i pripadaju¢e HRAC klase za dva karbamatna herbicida, okadiazolona, triazina i
triketona.

Aktivnosti ljudske AChE i BChE mjerene su u prisutnosti herbicida (slike 4.5 1 4.6) kako bi se

odredio njihov inhibitorni u¢inak (tablica 4.9). S obzirom na dosadasnja saznanja da neki od
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herbicida (organofosforni spojevi i karbamati) mogu djelovati kao progresivni inhibitori
kolinesteraza, aktivnost enzima mjerena je nakon 30 minuta inkubacije. Stoga je ovim
pristupom uz Siroki raspon koncentracija omogucéena dobra usporedba inhibitornog ué¢inka
odabranih strukturno razli¢itih herbicida (organofosforni spojevi, karbamati, oksiacetanilid,
oksadiazolon, triketon i triazin) prema ljudskim kolinesterazama.

Visa koncentracija herbicida nije se mogla koristiti radi netopljivosti odnosno radi
utjecaja otapala na aktivnost enzima. Tako je za AChE iz prikazanih sumarnih grafova
organofosfornih herbicida (slika 4.7) jedino za anilofos dobiven potpuni profil krivulje i time
je odredena preciznija vrijednost ICso. Stoga za butamifos, benzulid i piperofos vrijednosti ICso
procijenjene su iz nepotpune sigmoidalne krivulje, a ICso vrijednosti nalaze se u bliskom

koncentracijskom podru¢ju malo veéem od 10 mol dm,

Tablica 4.9. Inhibicija ljudskih AChE i BChE odabranim herbicidima. ICso vrijednost izraZena je kao srednja
vrijednost (+ standardna pogreska) i odredena iz najmanje tri pokusa mjerena nakon 30 minuta inkubacije pri
25°C.

ICs0 / pmol dm3

Herbicid

AChE BChE
Anilofos 25+ 10 8,6+0,7
Benzulid 120 + 80 13+5
Butamifos ~ 100 15+4
Glifosat > 1,000 > 1,000
Piperofos > 100 7,0+ 0.8
Desmedifam 138 + 85 26+ 5
Fenmedifam 41 + 18 30+6
Flufenacet 48 £20 6,4+0,8
Oksadiazon >> 100 >> 100
Tembotrion >> 100 >> 100
Terbutilazin >> 100 >> 100
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Slika 4.7. Aktivnosti (%) hAChE i hBChE u ovisnosti o koncentraciji organofosfornih herbicida: anilofosa,
benzulida, butamifosa i piperofosa te oksiacetanilida flufenaceta. Mjerenja su provedena u koncentracijskom
rasponu od 10-4-10" mol dm nakon 30 min inkubacije u najmanje tri pokusa pri 25°C.
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Stoga, anilofos, flufenacet i fenmedifam pokazali su se kao uc¢inkoviti inhibitori AChE i BChE
sa odredenim ICso vrijednostima u nizem mikromolarnom rasponu (6-50 pmol dm™®). Za
oksiacetanilid, flufenacet bilo je moguce odrediti to¢ne vrijednosti ICso parametra iz rezultata
provedenih eksperimenata i dobivenih grafic¢kih prikaza (tablica 4.9 i slika 4.7).

Za AChE iz prikazanih sumarnih grafova za karbamatne herbicide (slika 4.8) moguce
je primijetiti da s najviSom koncentracijom herbicida od 0,1 pmol dm™ za desmedifam dobivena
aktivnost od oko 50 % pa se moze procijeniti da je ICso za AChE za karbamate oko
100 pmol dm™.

Preostala aktivnost BChE s najvisom koncentracijom herbicida, 10* mol dm™ bila je
oko 20 % pa je vrijednost 1Cso odredena za sve testirane karbamatne herbicide unutar
10*-10"" mol dm koncentracijskom rasponu (tablica 4.9 i slika 4.8). Stoga kao i u slu¢aju OP
herbicida, karbamatni herbicidi bolje inhibiraju BChE nego AChE.

Desmedifam, karbamatni herbicid i Cetiri organofosfatna herbicida, anilofos, benzulid,
butamifos i piperofos vise su potentni inhibitori BChE nego AChE enzima. Navedene herbicide
moze se smatrati selektivnim inhibitorima BChE, a najveca selektivnost, skoro 10 puta veca
opazena je kod piperofosa i butamifosa jer je njihova ICsg vrijednost za AChE izmjerena u
koncentracijskom rasponu veéem od najvece testirane koncentracije 100 pmol dm™ (tablica

4.9).
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Slika 4.8. Aktivnosti (%) hAChE i hBChE u ovisnosti o koncentraciji karbamatnih herbicida: a) desmedifama i b)
fenmedifama. Mjerenja su provedena u koncentracijskom rasponu od 10-#-10 mol dm-3 nakon 30 min inkubacije
u najmanje tri pokusa pri 25 °C.
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Slika 4.9. Aktivnosti (%) hAChE i hBChE u ovisnosti o koncentraciji sljede¢ih herbicida: glifosata, oksadiazona,
tembotriona i terbutilazina. Mjerenja su provedena u koncentracijskom rasponu od 10-107 mol dm, odnosno

za glifosat u koncentracijskom rasponu od 10-3-1077 mol dm-3 nakon 30 min inkubacije u najmanje tri pokusa pri

25 °C.

Vesna Pehar

Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava 63

Glifosat, oksadiazon, tembotrion i terbutilazin pokazali su slabi inhibicijski potencijal
za obje kolinesteraze, AChE i BChE (slika 4.9). Inhibicija oba enzima s najvi$im testiranim
koncentracijama ovih spojeva bila je manja od 10-20 % te su njihove ICso vrijednosti
procijenjene veéima od 100 umol dm? ili od 1mmol dm™ za glifosat. Dobiveni rezultat za
glifosat odgovara rezultatima studije gdje je ljudska eritrocitna AChE inhibirana 10-20 %
glifosatom koncentracija 0,mmol dm=i 5 mmol dm=-%,

Stoga, organofosforni spojevi i karbamati koji pripadaju HRAC klasama C1, K1, N i
K3 potvrdili su se kao potentni inhibitori ljudskih kolinesteraza podupiru¢i rezultate
predvidanja i t-SNE analize. Zanimljivo je da herbicidi K3 klase, anilofos i flufenacet, kao
najpotentniji inhibitori obje kolinesteraze sadrze N-(4-halofenil)-N-propan-2-il acetamid, isti
strukturni fragment. Prema t-SNE dijagramu flufenacet je lociran u donjem desnom kutu blizu
PChI klastera gdje se nalazi 1 anilofos, ali ipak su ova dva herbicida dosta udaljena unato¢
strukturnim sli¢nostima (slika 4.4a). Za ove spojeve predvidena je dobra moguénost za
prolazak kroz KMB, zadrzavanja i aktivnosti u mozgu te postoji potencijalna opasnost u sluc¢aju
akutnog ili kroni¢nog trovanja istima. Rezultati dobiveni in vitro analizom pokazali su da svi
aktivni herbicidi imaju veéi inhibitorni uc¢inak za BChE §to predstavlja dobru indikaciju za
njihovu metabolicku degradaciju pomo¢u BChE iz plazme prije nego stignu do srediSnjeg

Ziv€anog sustava.

4.2.2. Progresivna inhibicija kolinesteraza odabranim herbicidima

S obzirom da su organofosforni spojevi po mehanizmu reakcije sa serinskim esterazama analozi
supstrata, za organofosforne herbicide se pratila inhibicija u odnosu na trajanje inkubacije.
Progresivna inhibicija ispitana je za anilofos, benzulid, butamifos i piperofos (slika 4.10).

Od izabranih herbicida uz butamifos kao progresivni inhibitor BChE, aktivnost enzima
je padala proporcionalno vremenu inkubacije (slika 4.10 i 4.11). Slijedom akumulacije
Michaelis-Menten-ovog kompleksa, opazena je krivulja zasi¢enja $to je omogucilo odredivanje
konstante fosforilacije (ki) drugog reda, konstantu inhibicije (kmax) prvog reda i ravnoteznu
konstantu disocijacije enzim-inhibitor kompleksa (Ki)*°. Ukupna konstanta inhibicije
(ki =17,170 + 1,522 min"*M1) svrstava fosfoamidotioat, butamifos u isti rang sa okso-fosfatnim
insekticidima koji inhibiraju BChE u sli¢nim koncentracijskim rasponima®®®. Ovako velika
inhibicija nije bila o¢ekivana jer su fosfotioati ina¢e manje potentni inhibitori nego fosfatni

pesticidi sa P=0 vezom u svojoj strukturi*>107.57,

Vesna Pehar Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava

64

Anilofos

Benzulid

Piperofos

Butamifos

AChE

2.0
< 1.8
E 1.6
g 1.4
X212
<
g, 1.0
= 0.8
06 T T T T T T T T T T 1
0 30 60 90 120150180210240270300
t/ min
2.0
18 o o
] \
2 1.6- V\\\V o O
S 14 \v
£ v
55 1.2
o> 1.0
— 0.8
06 T T T T T T T T 1
0 30 60 90 120 150 180 210 240
t/ min
2.04
— " 3
< 1.8
2 1.6
g 1.4
X 1.2
<
8, 1.0
- 0.8
0.6 T T T T T T 1
0 60 120 180 240 300 360 420
t/ min
AZ.O
X
=
%]
o
c
=
h
<
(@]
o

0.6

I T T T T T T T 1
0 30 60 90 120 150 180 210 240
t/ min

log (Aktivnost/ %)

log (Aktivnost/ %)

©C o pr PRk PER
o © o N »

T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
t/ min

>

=N
© o
D ]

T T T T T T T T T
20 40 60 80 100120140160180200

t/ min

o -

1M

10 uM
30 uM
50 puM
80 uM

100 v
150 pM

R

Slika 4.10. Eksperimenti vremenski ovisne inhibicije ljudske AChE i BChE sa organofosfatnim herbicidima,
anilofosom, benzulidom, piperofosom i butamifosom. Mjerena su provedena u najmanje dva eksperimenta pri

25 °C.
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Dodatna usporedba rezultata inhibicije sa strukturno slicnim insekticidom fenamifosom
pokazuje da butamifos samo zbog svog slabog afiniteta nije i jaci inhibitor BChE jer njegova

konstanta inhibicije (kmax = 0,61 £ 0,06 min™) je gotovo &etiri puta veéa od fenamifosal®®.
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Slika 4.11. Progresivna inhbicija BChE iz ljudske plazme. a) Reprezentativni prikaz vremenski ovisne inhibicije
BChE iz ljudske plazme inhibirane butamifosom: nagib pravca odreduje opazenu konstantu inhibicije prvog reda,
Kobs, D) konstante kobs prikazane su kao funkcije ovisne o koncentraciji butamifosa iz ¢ega su odredeni kineticki
parametri fosforilacije BChE: konstanta inhibicije prvog reda, kmax = 0,61 £ 0,06 min’, ravnoteZna konstanta
disocijacije kompleksa enzim-inhibitor, Ki =35+ 6 pM i ukupna konstanta inhibicije drugog reda, ki = 17,200 £
1,500 mintML,

Vremenski ovisne inhibicije AChE i BChE drugih organofosfornih herbicida su nesto
drugacijeg tijeka nego inhibicija BChE butamifosom (slika 4.11). Tako je nakon inicijalne (i
kratke) kinetike prvog reda, inhibicija AChE 1 BChE s anilofosom postigla ravnotezu dok se
inhibicija s drugim herbicidima moze procijeniti kao sporija reakcija prvog reda. Aktivnost
enzima se smanjila na manje od 5% kod inhibicije herbicidima kod najvise testirane
koncentracije. Prema drugim provedenim studijama moguca interpretacija dobivenih krivulja
je spontana reaktivacija 1 moguca reakcija ,starenja® kao Sto je pokazano za
trialkilfosfotiolate'>®1>°,

Nadalje, svi organofosforni herbicidi generirali su znacajne koli¢ine reverzibilnog

135 $to znaci da su obje, progresivna

kompleksa $to je vidljivo iz y-odsjecka prikazanih grafova
i reverzibilna inhibicija posljedica simultanih kovalentnih i ne-kovalentnih enzim-inhibitor
interakcija i vjerojatni alostericki efekt Sto je predlozeno veé od strane Aldridge i Reiner E.
(1972)'%8. Ovi autori predlazu da uz progresivnu fosforilaciju aktivnog mjesta, vezanje spoja na
periferno mjesto enzima izaziva reverzibilnu inhibiciju §to smanjuje hidrolizu supstrata na

sli¢an nacin fenomenu alosteri¢ke inhibicije AChE supstratom®®,
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4.2.3. Odnos strukture herbicida i inhibicije kolinesteraza

Molekulsko modeliranje Michaelis-Mentenova kompleksa odabranih herbicida unutar aktivnih
mjesta dviju ljudskih kolinesteraza omogucilo je identificiranje interakcija izmedu molekula
herbicida i aminokiselinskih ostataka koje ¢ine zdrijelo aktivnog mjesta. U slucaju
organofosfata i karbamata, glavni kriterij odabira mjesta vezanja herbicida unutar AChE i
BChE katalitickih mjesta bila je orijentacija odlazece skupine molekule herbicida koja je
orijentirana nasuprot atoma kisika (O) katalitickog serina oponasajuéi orijentaciju povoljnu za
nukleofilni napad Kkatalitickog serina tijekom progresivne inhbicije enzima uz Stvaranje
aciliranog konjugata. Lista nevezanih interakcija izmedu odabranih herbicida i AChE i BChE
prikazana je u tablici 4.10.

Slika 4.12. prikazuje rezultate molekulskog uklapanja za anilofos i flufenacet kao
najdjelotvornije inhibitore AChE i BChE. Iako ovi spojevi dijele uobicajeni farmakofor,
znacajku u strukturi, tercijarni amin sa susjednom karbonilnom, izopropilnom i halogen
fenilnom skupinom ukljucujuéi i atom klora ili fluora njihove interakcije s aminokiselinskim
ostacima u aktivnom mjestu AChE razlikovale su se jedna od druge. Anilofos je stabiliziran u
oba, kolinskom veznom mjestu i perifernom anionskom mjestu stvarajué¢i hidrofobne
interakcije sa Trp86 i Tyr337 u kolinskom veznom mjestu i sa Tyrl24 i Trp286 u perifernom
anionskom mijestu (slika 4.12a). Dodatna stabilizacija kompleksa je osigurana jer klorofenilna

skupina je bila dobro pozicionirana izmedu Tyr341 i ve¢ navedenih Tyrl24 i Trp286
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Tablica 4.10. Lista nevezanih interakcija formiranih izmedu herbicida i acetilkolinesteraze (AChE) i
butirilkolinesteraze (BChE) u obliku Michaelis-Mentenova nadina vezanja. Crvena slova oznaavaju
aminokiseline pronadene unutar kataliticke trijade kod oba enzima.

Enzim Herbicid H Donor n-m interakcije Halogen
ili T-alkil interakcije
AChE Anilofos Asp74, Tyrl24, Tyr337, Trp86, Tyr124, Trp286,
Tyr341, His447 Tyr337, Tyr341
Piperofos Ser125, Tyr337 Trp86, Tyr124, Trp286,
Phe297, Tyr337, Tyr341,
Tyr449
Benzulid Tyrl24, Ser125, Ser203, Trp86, Tyr124, Trp286,
Tyr337, Tyr34l Phe297, Phe338, Tyr337,
Tyr341, His447
Butamifos Asp74, Tyr337 Trp86, Tyrl24, Phe297,
Tyr337, His447
Flufenacet Thr83, Gly126, Tyr133, Trp86, Gly120, Tyrl24, Asp74, Thr83,
Tyr337, Tyr341, His447  Tyr337, Phe338, His447 Gly120
BChE Anilofos Gyl117, Thr120, Ser198,  Trp82, Ala238, Phe329,
Leu286 Trp430
Piperofos Glu197, Ser198 Trp82, Ala238, Phe329,
Tyr332
Benzulid Thr120, Ser198, Pro285,  Ala328, Phe329, Tyr332,
Phe329, Tyr332 His438
Butamifos Thr120, Ser198 Trp82, Phe329, His438
Desmedifam Gly116, Gly117, Ser198,  Trp231, Leu286, Phe329
Leu286
Fenmedifam Gly116, Gly117, Ser198,  Trp231, Leu286, Phe329
Pro285, Leu286
Flufenacet Asn83, Gly116, Gly117,  Trp82, Ala328, Phe329, Leu286

Thr120, Ser198

His438

1z perifernog anionskog mjesta. Iz slikovnog prikaza moze se vidjeti da kataliticki aktivni
Ser203 moZe reagirati nukleofilnim napadom na elekrofilni atom fosfora u anilofosu. Polozaj
flufenaceta otkriva drugaciju orijentaciju izopropilne skupine, dalje od Trp86, formirajuci
hidrofobne interakcije s Tyr124 i Phe338 (slika 4.12b). Osim toga, trifluorometil tiadiazolni
prsten Kkoji je pozicioniran u kolinskom veznom mjestu formirao je hidrofobne interakcije sa
Trp86 i Tyr337 i vodikove veze s Asp74, Thr83 i1 Tyr341.

Usporedujuci pozicije flufenaceta i anilofosa (slika 4.12), moze se vidjeti nize
pozicioniranje flufenaceta u aktivnom mjestu AChE §to je onemogucilo interakciju flufenaceta

s Trp286 iz perifernog anionskog mjesta.
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Slika 4.12. Model Michaelis-Mentenova kompleksa herbicida: anilofos (a) i flufenacet (b) unutar aktivnog mjesta
ljudske AChE (PDB: 4PQE) (prema Dym i sur.**®) i anilofos (c) i flufenacet (d) unutar aktivnog mjesta ljudske
BChE (PDB: 2PM8) (prema Ngamelue i sur.2**). Polozaji su izabrani na osnovu kriterija gdje je izlazna skupina
herbicida orijentirana nasuprot atoma kisika (O) kataliticki aktivnog serina (AChE — Ser203, BChE — Ser198).
Interakcije su prikazane isprekidanim linijama: hidrofobne (ruZi¢asta), vodikove veze (zelena) i elektrostatske
(narancasta).
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Slika 4.13. Model Michaelis-Mentenova kompleksa herbicida: piperofos (a), benzulid (b) i butamifos (c) umutar
aktivnog mjesta ljudske AChE (PDB: 4PQE) (prema Dym i sur.'#®). PoloZaji su odabrani na osnovu kriterija gdje
je odlazna skupina herbicida orijentirana nasuprot kisika (O) kataliti¢kog serina (Ser 203). Interakcije su prikazane
isprekidanim linijama: hidrofobne (ruzicasta), vodikove veze (zelena) i elekrostatske (narancasta).

Molekulsko modeliranje herbicid-BChE kompleksa otkrilo je interakcije s
aminokiselinskim ostacima koje stabiliziraju anilofos u povoljni polozaj za kovalentnu vezu
katalitickog serina gdje je odlazeca skupina bila u suprotnom smjeru od Ser 198. Oba herbicida,
anilofos i flufenacet bila su pozicionirana blizu kataliticCkog Ser 198 formirajuéi vodikove veze
s njim (slike 4.12c i 4.12d) prvenstveno zbog razlike u strukturi zdrijela aktivnog mjesta AChE
i BChE. Anilofos stvara mnogobrojne hidrofobne interakcije s Trp 82 iz kolinskog veznog

mjesta s njegovom klorofenilnom i izopropilnom skupinom (4.12c). Klorofenilna skupina je
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dodatno stabilizirana s Ala 328 i Trp 430. Fluorofenilna skupina flufenaceta pozicionirana je u
acilnom dzepu i stabilizirana je vodikovom vezom s Leu 286 i hidrofobnom vezom s Phe 329
(slika 4.12d) te dodatnu vodikovu vezu sa Ser 198. Kisik amidne skupine u flufenacetu
stabiliziran je u oksianionskoj Supljini stvaraju¢i vodikove veze s istim aminokiselinskim
ostacima kao i karbamati, dok je njegova trifluorometil tiadiazolna skupina pozicionirana u
kolinskom veznom mjestu stvarajuci hidrofobne interakcije s Trp 82 i vodikove veze s Asn 83
i Thr 120. Rezultati molekulskog uklapanja za komplekse ostalih odabranih herbicida s AChE
i BChE su prikazani na slikama 4.13 i 4.14. Na osnovu seta opazenih interakcija izmedu
herbicida i aminokiselinskih ostataka unutar zdrijela, moze se postaviti hipoteza da testirani

herbicidi mogu djelovati kao “glomazni” blokatori ulaska supstrata u zdrijelo aktivnog mjesta.

Slika 4.14. Model Michaelis-Mentenova kompleksa herbicida: piperofos (a), benzulid (b), butamifos (c),
desmedifam (d) i fenmedifam (e) unutar aktivnog mjesta ljudske BChE (PDB: 2PMS8) (prema Ngamelue i sur.**).
Polozaji su odabrani na osnovu kriterija gdje je odlazna skupina herbicida orijentirana nasuprot kisika (O)
katalitiC¢kog serina (Ser198). Interakcije su prikazane isprekidanim linijama: hidrofobne (ruzicasta), vodikove veze
(zelena) i elektrostatske (narancasta).
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4.3. Citotoksi¢nost herbicida

Citoksi¢nost odabranih herbicida ispitana je na ljudskim zivéanim (SH-SY5Y) i jetrenim
(HepG2) stani¢nim linijama nakon 24 sata izlaganja istima. Za probir odabrana je
100 pmol dm™ koncentracija herbicida. Od 11 testiranih herbicida &etiri fosfotioata (anilofos,
benzulid, butamifos, piperofos) i oksadiazon pokazali su visoku citotoksi¢nost na obje stani¢ne
linije, a desmedifam, fenmedifam i flufenacet citotoksi¢ni efekt na SH-SY5Y ili na HepG2
(slika 4.15a). Vazno je naglasiti da u provedenim eksperimentima glifosat, tembotrion,
terbutilazin, desmedifam i fenmedifam nisu pokazali znacajnije toksi¢no djelovanje.

Nadalje, testirana je koncentracijski i vremenski ovisna citotoksi¢nost odabranih
herbicida na HepG2 stanicama kao modelu. S obzirom da HepG2 stanice iskazuju veliku
metaboliCku aktivnost, opazeni toksi¢ni efekti mogu biti posljedica nastanka metabolickih
produkata herbicida. Kao §to su i rezultati pokazali odabrani herbicidi nisu citotoksi¢ni kod
koncentracija nizih od 10 pmoldm™ ni u jednom vremenski testiranom periodu (slike 4.15b ).
Medutim, kod koncentracije od 100 pmol dm, citotoksiéni efekt je opazen veé nakon jednog
sata izlaganja, ukazuju¢i na brzu smrt stanice vjerojatno uzrokovana samim spojem,
herbicidom.

Provedeni su eksperimenti kako bi se istrazilo da li poremecaji
oksidacijsko/antioksidacijske ravnoteze mogu biti okida¢ za opazenu brzu citotoksi¢nost. Na
SH-SYS5Y stani¢noj liniji mjerena je koli¢ina generiranih kisikovih vrsta (ROS) i razina
glutationa (GSH) nakon 1 sata izlaganja herbicidima koncentracije 100 pmol dm=. Kako se
moze vidjeti na slici 4.15c svi testirani herbicidi su povecali razinu ROS osim benzulida.
Medutim, benzulid, anilofos i butamifos su reducirali unutarstani¢nu razinu GSH i iako na
grafickom prikazu (slika 4.15c) vrijednosti za benzulid, anilofos i butamifos izgledaju gotovo
jednako kao kontrola, pokazalo se da statisticki zna¢ajno reduciraju unutarstani¢nu razinu GSH.
Povecanje ROS 1 smanjenje razine GSH je indikativno za oStecenje/poremecaj u
antioksidacijskom sustavu i nastanka oksidacijskog stresa §to moze rezultirati smréu stanice 1
razvojem bolesti‘®.

Takoder, vazno je istaknuti da su herbicidi iz klase K3 (anilofos i piperofos) i klase Z
(benzulid) bili citotoksi¢ni i za Ziv€ane i jetrene stanice, ali kod najvisih koncentracija koje se

161 QOvisno

ne mogu oc¢ekivati da budu prisutne u organizmu ¢ak i u slu¢aju njihove akumulacije
o strukturi odabranih herbicida, fosfotioati su bili najtoksicniji, $to je bilo predvideno 1 in silico

analizom. Iznenadujuce, nije opaZena nikakva vremenski ovisna citotoksi¢nost, §to moze
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znaCiti da je smrt stanice uzrokovana aktivacijom nekontroliranog puknu¢a membrane
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Slika 4.15. Citotoksi¢nost i oksidacijski stres izazivan odabranim herbicidima (100 uM): a) citotoksi¢nost
procjenjena na HepG2 i SH-SY5Y stanicama MTS testom nakon 24 sata izlaganja i b) citotoksi¢nost procijenjena
na HepG2 stanicama nakon izlaganja 1, 4, 24 i 48 sati. Staurosporin (3 uM) je koristen kao pozitivna kontrola
(PC). Rezultati su prikazani kao postotak citotoksi¢nosti testiranih herbicida u odnosu na netretirane stanice i c)
intenzitet fluorescencije proporcionalan razini ROS i GSH u SH-SY5Y stanicama nakon izlaganja od 1h. Pozitivne
kontrole (PC) bile su: H20, (100 pM) za iniciranje ROS-a i tBOOH (100 pM) za odredivanje GSH. Statisticka
znacajnost: Ordinary one-way ANOVA -Dunett’s test (#p<0.01; $p<0.01; *p<0.0001) u usporedbi s netretiranim
stanicama.
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pomo¢u laktat dehidrogenaze povezane sa staniénim stresom?#®1%?, Drugim rije¢ima, opazena
citotoksic¢nost nije bila direktna posljedica vezanja na AChE nego vjerojatnije rezultat
nekakvog drugog mehanizma. Takoder, postoji jaka indikacija da obje, AChE i BChE imaju
ne-kataliticku ulogu u neurobiologiji i da njihova inhibicija moZze imati moguce efekte u
neuroloskom razvoju gdje imaju ,,morfogenetsku‘ ulogu u sustavu kraljeznjaka®63164,

Treba napomenuti da neiskazana citotoksi¢nost odabranih herbicida ne iskljucuje
njihovu mogucéu toksi¢nost nakon viSekratnog/kroni¢nog izlaganja organizma. Naprimjer,
piperofos uzrokuje zna¢ajno smanjenje biosinteze testosterona kod Leydigovih stanica prijeteci
zdravlju reproduktivnog sustava’® dok je oksadiazon izazvao reproduktivnu toksi¢nost i
aktivnost kao endokrini disruptor®. Glifosat i njegov metabolit aminometilfosfonska kiselina
induciraju znacajniju citotoksi¢nost 1 neurotoksi¢nost u SH-SYS5Y stanicama kroz povecanje
ROS-a i mijenjajuéi ekspresiju gena povezanih s neuroloSkim razvojem, apoptozom i
autofagijom®®. Stovise, za glifosat je odredena ICsp = 5,36 + 1,12 mmol dm™ na SH-SY5Y
stanicama®®. Dobiveni rezultati za karbamate, desmedifam i fenemedifam bili su u skladu s
izvjes¢ima EFSA i dostupnim podacima te nisu izazivali neurotoksi¢nost i imunotoksi¢nost!®>
168 Takoder, potrebno je spomenuti moguée toksi¢ne efekte komercijalne smjese herbicida. Za

komercijalnu smjesu desmedifama i fenmedifam zajedno s etofumesatom (N/K3) otkrivena je

opasnost od reproduktivne i razvojne toksi¢nosti na Daphnia spp. organizmu?®.
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4.4. (Odabrani herbicidi i neurotoksi¢nost

Herbicidi su vrsta pesticida koja se uglavnom smatrala slabom ili netoksi¢nom skupinom
spojeva. Istrazivanje mehanizama toksicnosti herbicida opcenito ili neurotoksi¢nosti u ljudima
I drugim sisavcima dugo je bilo podcijenjeno. Glavni razlog tome je sto veéina herbicida u
korovima djeluju mehanizmima koji nisu pronadeni u ljudskom organizmu i drugim
sisavcima®®®2,

Provedeno istrazivanje pokazalo je da su organofosforni spoj anilofos, oksiacetanilid
flufenacet i karbamat fenmedifam ucinkoviti inhibitori AChE i BChE sa odredenim ICsg
vrijednostima u nizem mikromolarnom rasponu (8-25 pumol dm). In silico analizom za
anilofos su predvidena fizikalno-kemijska svojstva koja omoguéuju prolazak kroz krvno-
mozdanu barijeru 1 djelovanje u srediSnjem Ziv€anom sustavu. U studiji Hazarike i sur.
primijecene su promjene u ponaSanju i naglaSena kolinergicka aktivnost u Stakora nakon
akutnog izlaganja anilofosu’® i inhibicija aktivnosti acetilkolinesteraze u mozgu i jetri muzjaka
Stakora’, §to moZe upuéivati na neurotoksi¢no djelovanje anilofosa i izazivanja simptoma
kolinergicke krize u organizmu.

Oksiacetanilid, flufenacet se uz anilofos pokazao kao najpotentniji inhibitor AChE i
BChE, a fizikalno-kemijska svojstva omoguc¢uju mu prolazak kroz krvno-mozdanu barijeru i
djelovanje u srediSnjem ziv€anom sustavu. Istrazivanja su pokazala da flufenacet reducira
razinu T4 hormona jetre, a izlu¢ivanje hormona §titnjace utjeCe na razne procese u mozgu,
$titnoj lijezdi i hipofizi®’ $to indirektno moZe sugerirati na djelovanje flufenaceta na mozak.

Karbamat fenmedifam, osim anilofosa 1 flufenaceta, pokazao se kao uc¢inkovit inhibitor
kolinesteraza $to se moze povezati sa dosada$njim saznanjima da su mnogi karbamati poznati
inhibitori kolinesteraza'®" !, In silico predvidena su fizikalno-kemijska svojstva fenmedifama
za prolazak kroz krvno-mozdanu barijeru i ostanak u mozgu. Takoder, t-SNE analiza herbicida
s poznatim inhibitorima kolinesteraza na temelju strukturne sli¢nosti pozicionirali su karbamate
fenmedifam i desmedifam unutar klastera poznatih organofosfornih i karbamatnih inhibitora.

Za organofosforne herbicide anilofos, benzulid, butamifos i piperofos te karbamat
desmedifam predvidena su fizikalno-kemijska svojstva za prolazak kroz krvno-mozdanu
barijeru (pozitivna vrijednost BBB_Filter) i njihov ostanak u mozgu (pozitivna vrijednost
logBB) i potencijalno neurotoksi¢no djelovanje u mozgu. Medutim, odabrani herbicidi su se

pokazali kao potentniji inhibitori BChE §to predstavlja dobru indikaciju za njihovu metabolicku

Vesna Pehar Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava 75

degradaciju pomoc¢u BChE iz plazme prije nego stignu do srediSnjeg ziv€anog sustava i izazovu
simptome kolinergicke krize.

Glifosat, oksadiazon, tembotrion i terbutilazin imaju vrlo slabi inhibitorni u¢inak za obje
kolinesteraze, AChE 1 BChE gdje je inhibicija s oba enzima s najviSim testiranim
koncentracijama za ove spojeve bila manja od 10-20 % aktivnosti enzima. Ovi rezultati
odgovaraju rezultatima studije o glifosatu gdje je ljudska eritrocitna AChE inhibirana 10-20 %
glifosatom® sli¢nim koncentracijama herbicida.

Oksadiazon inhibira ljudske kolinesteraze u koncentracijskom rasponu vecem od
najvece testirane koncentracije od 100 pmol dm=. Degl Innocenti i sur.’® pokazali su da
oksadiazon ima potencijal za neurotoksi¢no djelovanje, ali potrebna su dodatna istrazivanja
kako bi se objasnio to¢an mehanizam neurotoksi¢nog djelovanja na organizam. Za tembotrion
i terbutilazin nisu pronadeni podaci koji bi govorili o njihovoj potencijalnoj neurotoksi¢nosti

%6 strukturnom analogu terbutilazina ¢&ije djelovanje moze voditi do

unato¢ atrazinu
neurodegenerativnog stanja organizma.

Za odabrane herbicide predvidena su toksi¢na svojstva prema Tetrahymena pyriformis i
Daphnia magna, organizmima koji se ¢esto koriste za predvidanje moguc¢ih neuromodulatornih
djelovanja organizama'#®°21% §to moze biti dobra indikacija prilikom probira potencijalnih
neurotoksi¢nih spojeva za daljnja in vitro i in vivo istrazivanja.

Zanimljivo je da herbicidi K3 klase, anilofos i flufenacet kao najpotentniji inhibitori obje
kolinesteraze imaju isti strukturni fragment, ali su prema t-SNE dijagramu dosta udaljeni unatoc
strukturnoj slicnosti §to se moze povezati s rezultatima molekulskog uklapanja gdje su se
njihove interakcije s aminokiselinskim ostacima u aktivnom mjestu AChE razlikovale jedna od
druge.

Butamifos je progresivni inhibitor BChE §to bi se moglo objasniti orijentacijom izlazne
skupine koja je orijentirana nasuprot atomu kisika (O) kataliticki aktivnog serina (Ser198) koji
moze reagirati nukleofilnim napadom na elektrofilni atom fosfora u butamifosu.

Od 11 testiranih herbicida Cetiri fosfotioata (anilofos, benzulid, butamifos i piperofos) i
oksadiazon bili su citotoksicni za Ziv€ane i jetrene stanice. U studiji Kojime i sur. pokazano je
da su butamifos i piperofos vrlo dobri agonisti za ljudski nuklearni X receptor, a butamifos i za
organizma’. S druge strane, Li i sur. su pokazali da se inhibicija s benzulidom nije poveéala u

jetrenim mikrosomima Stakora Sto ukazuje da benzulid nije podlozan biotransformaciji na
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citokromima P450 u okso derivat za koje se smatra da su ja¢i inhibitori AChE od
tioorganofosfornih spojeva.’®® Lemaire i sur. su pokazali da oksadiazon ima afinitet kao
potencijalni hPXR ligand $to moze biti indikacija za djelovanje na endokrini sustav®’. Svi ovi
poznati rezultati mogu se povezati s opazenim citotoksi¢nim efektima na testiranim stani¢nim
linijama jer herbicidi kao ksenobiotici ulaze u organizam, vezu se na nuklearni X ligand te

47591 510 dovodi do

djeluju na metaboli¢ke procese, endokrini i imunoloski sustav u organizmu
promis$ljanja da opazena citotoksicnost nije bila direktna posljedica vezanja na AChE nego
vjerojatnije rezultat nekog drugog mehanizma.

Istrazivanje provedeno u okviru ove doktorske disertacije iznjedrilo je nova saznanja o
razli¢itim vrstama toksi¢nosti herbicida, njihovim potencijalom za inhibicijom AChE i BChE,
razvojem neurotoksic¢nosti i citotoksi¢nosti na odredenim stani¢nim linijma. In silico analiza
toksicnosti herbicida identificirala je koje vrste toksi¢nosti nastaju djelovanjem herbicida i
najtoksic¢nije klase herbicida. In vitro istrazivanja pokazala su koji herbicidi su potencijalni
inhibitori AChE i BChE te da su selektivniji inhibitori BChE. Citotoksi¢nost herbicida je
uocena kod najviSih primijenjenih koncentracija herbicida koje je tesko ocekivati da budu

161 Medutim, studije koje su

prisutne u organizmu cak i u slucaju njihove akumulacije
istrazivale specificne urodene mane pokazale su povezanost rada na poljoprivrednim
povrSinama 1 pojave urodenih malformacija ukljucujuéi i blago povecani rizik za oSteCenjem
sredi$njeg Zivéanog sustava’®.

Daljnji napori u istrazivanjima toksi¢nosti 1 mehanizama djelovanja herbicida trebaju
i¢1 prema dizajnu 1 sintezi novih, selektivnijih 1 u€inkovitijih komercijalnih herbicida, a manje
Stetnih za zdravlje 1 okoliS. Takoder, treba provoditi odgovaraju¢e mjere zaStite, sanacije i
skladistenja herbicida koji nisu vise u upotrebi. Zastitu poljoprivrednika i korisnika herbicidnih
proizvoda potrebno je provoditi kroz edukaciju o zastitnim mjerama i procedurama odnosno
sigurnom rukovanju i uporabi istih. Sve navedeno je u potpori Nacionalnom programu odrzive
upotrebe pesticida kroz osiguranje visoke razine zastite zdravlja ljudi i Zivotinja te zaStite

okolisa 1 o¢uvanja bioraznolikosti.
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e Racunalna analiza predvidanja raznih vrsta toksi¢nosti za 346 komercijalno dostupna
herbicida, provedena pomocu modela toksi¢nosti pokazala je njihov dominantni
potencijal za reproduktivnu/razvojnu toksi¢nost, posebno za herbicide iz klase A, E, F1,
K1, K31 Z. Za herbicide iz klase F1 i K3 predvidena fizikalno-kemijska svojstva otkrila
su njihov potencijal za prolazak kroz krvno-mozdanu barijeru i njihovo zadrzavanje u
mozgu Sto podrzava hipotezu o njihovoj neurotoksi¢nosti. Za herbicide iz klase F1
(85,7 %), K1 (83,3 %), E (67,9 %) i K3 (62,1 %) predvidena su fizikalno-kemijska
svojstva za bioakumulaciju §to moze biti indikacija za izazivanje kroni¢ne toksi¢nosti u

organizmu.

e Racunalna analiza predvidanja raznih vrsta toksi¢nosti za 163 herbicida van upotrebe
ukazala je na povecanu mogucnost razvoja kromosomskih aberacija i ve¢i potencijal za
bioakumulaciju herbicida za razliku od komercijalnih herbicida. Potencijalno
kemijska svojstva pokazala su mogucnost prolaska kroz krvno-mozdanu barijeru,

zadrZavanje u mozgu i neurotoksi¢no djelovanje.

e Sveukupna racunalna analiza je pokazala da za svaku klasu herbicida postoji opasnost
od barem jedne vrste toksi¢nosti, a posebno potencijalno toksi¢ni s vise predvidenih

mogucih toksi¢nih ishoda su herbicidi iz klasa K1, K3, M, F1 i E (HRAC Klasifikacija)

e In vitro istrazivanja provedena na ljudskim kolinesterazama dokazala su da kemijska
struktura herbicida odreduje ne samo njihov mehanizam djelovanja i1 njihovu toksi¢nost
nego utjece na vezanje u enzime, njihovu inhibiciju i selektivnost. Organofosforni spoj
anilofos (K3), karbamat fenmedifam (C1) i oksiacetanilid flufenacet (K3) bili su
ucinkoviti inhibitori AChE 1 BChE s ICsp vrijednostima u niZzem mikromolarnom
koncentracijskom rasponu od 6 do 50 pmol dm™, 1z I1Cso vrijednosti moze se zakljuéiti
da organofosforni spojevi, anilofos, benzulid (Z), butamifos (K1) i piperofos (K3) te
karbamat desmedifam (C1) bolje inhibiraju BChE nego AChE te ih se moze smatrati
selektivnim inhibitorima BChE. Butamifos i piperofos su najselektivniji inhibitori
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BChE jer je njihova ICso vrijednost za AChE izmjerena u koncentracijskom rasponu
ve¢em od najvece testirane koncentracije 100 umol dm™. Organofosforni spojevi i
karbamati koji pripadaju HRAC klasama C1, K1, N i K3 potvrdili su se kao potentni
inhibitori ljudskih kolinesteraza podupiruci rezultate racunalne analize predvidanja i t-

SNE analize.

e Organofosforni herbicidi — anilofos, benzulid i piperofos inhibiraju obje kolinesteraze
kroz mrezu ne-kovalentnih i kovalentnih interakcija, dok butamifos inhibira jedino kroz
kovalentno vezanje na kataliticki aktivan serin. Iz dobivenih rezultata inhibicije vidljivo
je da su svi organofosforni herbicidi generirali znacajne koliine reverzibilnog
kompleksa Sto znaéi da su obje, progresivna i reverzibilna inhibicija posljedica
simultanih kovalentnih i ne-kovalentnih enzim-inhibitor interakcija i vjerojatni
alostericki efekt gdje se progresivno fosforilira aktivno mjesto, a vezanje inhibitora na
periferno mjesto izaziva reverzibilnu inhibiciju. Fosfoamidotioat, butamifos
progresivno inhibira BChE te ga se moze svrstati u isti rang s okso-fosfatnim

insekticidima, jakim inhibitorima BChE.

e Glifosat nije inhibirao AChE, niti BChE $to ukazuje da mehanizam izazivanja

toksi¢nosti ne ukljucuje kolinergicni sustav.

e Anilofos, benzulid, butamifos, piperofos i oksadiazon pokazali su visoku citotoksi¢nost
I na ljudskim ziv€anim (SH-SY5Y) i na jetrenim stanicama (HepG2), a desmedifam,
fenmedifam i flufenacet imali su citotoksi¢ni efekt na jednoj od ovih stani¢nih linijaili
na. Odabrani herbicidi nisu bili citotoksi¢ni kod koncentracija nizih od 10 pmol dm™ ni
u jednom vremenski testiranom periodu. Medutim, smrt stanice je opaZena ve¢ nakon 1
sata izlaganja kod koncentracije herbicida od 100 umol dm=. Svi testirani herbicidi,
osim benzulida su povecali razinu ROS nakon 1 sata izlaganja pri koncentraciji od 100
umoldm™ na SH-SYSY stani¢noj liniji, a benzulid, anilofos i butamifos su reducirali
unutarstani¢nu razinu GSH §to moze stvoriti uvjete za nastanak oksidacijskog stresa. S
obzirom da nije opaZena vremenski ovisna citotoksi€nost moZe se promisljati da
opazena citotoksi¢nost nije bila direktna posljedica vezanja sa AChE nego vjerojatnije

nekakvog drugog mehanizma.
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e Ova saznanja kao i opazena citotoksi¢nost na ljudskim ziv€anim i jetrenim stanicama
ukazuju na potencijalne toksi¢ne uc¢inke komercijalno dostupnih herbicida i mogu se

koristiti za razvoj novih herbicida s manje Stetnih ucinaka za ljude i okolis.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA | SIMBOLA (prema

potrebi)

Kratica Znacenje

ACh Acetilkolin

AChE Acetilkolinesteraza

ADMET Apsorpcija, distribucija, metabolizam, ekskrecija i toksikologija
(engl. Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion and Toxicity)

BBB Krvno-mozdana barijera (engl. Blood-brain barrier)

BChE Butirilkolinesteraza

Chl Inhibitor kolinesteraze

CNS Sredis$nji zivéani sustav (engl. Central nervous system)

DNOC 2,4-dinitro-o-krezol

2,4-D 2,4-diklorofenoksiacetatna kiselina

ECHA Europska agencija za kemikalije

EMA Europska agencija za lijekove (engl. European Medicines Agency)

EPSP 5-enolpiruvilSikimat-3-fosfat

FDA AmericCka agencija za hranu i lijekove
(engl. U.S. Food and Drug Administration)

GABA y-aminobutanska kiselina

HBD engl. hydrogen bond donor

HRAC Odbor za borbu protiv otpornosti korova na herbicide (engl. Herbicide
Resistance Action Committee)

ICso Koncentracija koja uzrokuje 50 %-tnu inhibiciju danog parametra

OP Organofosfatni spoj

PZS Periferni Ziv€ani sustav

PXR Nuklearni X receptor (engl. Pregnane X receptor)

QSAR Kvantitativni odnos strukture i aktivnosti

REACH Registracija, evaluacija, autorizacija 1 restrikcija kemikalija (engl.
Registration, Evaluation, aAuthorization and Restiction of Chemicals)

ROS Reaktivne Kisikove vrste (engl. Reactive oxygen species)
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VLCFA Vrlo dugacki lanci masnih kiselina (engl. Very long-chain fatty acids)

WSSA Americ¢ko drustvo za znanost o korovima

(engl. Weed Science Society of America)
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§8. ZIVOTOPIS
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dr. sc. Srdanke Tomic-Pisarovi¢ na temu: ,,Priprava i kineticka rezolucija kinuklidin-3-il-
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Privatnoj jezi¢noj gimnaziji ,,Linigra“ u Zagrebu.

Oruzanim snagama RH pristupila je u prosincu 2005. godine. Nakon zavrSetka
Temeljne casnicke izobrazbe u srpnju 2006. godine dodijeljena joj je prva casnicka duznost u
Bojni nuklearno-biolosko-kemijske obrane (BNBKO). Sljede¢ih godina obnasala je vise
voditeljskih 1 zapovjednih duznosti u istoj postrojbi. Naprednu ¢asni¢ku izobrazbu, CBRN
Captains Career Course, Fort Leonard Wood, Missouri, SAD zavrsila je tijekom 2013. godine.
Od ozujka 2017. radi na ustrojbenom mjestu Casnika za bioloSku zastitu u NBK laboratoriju
koji se nalazi u sklopu Centra za obrambene i strateSke studije ,,Janko Bobetko* na Hrvatskom
vojnom ucilistu ,,Dr. Franjo Tudman* u Zagrebu. Od rujna 2019. godine predavac je na
preddiplomskom studiju Vojno inzenjerstvo na HVU, smjer Nuklearno-biolosko-kemijska
obrana i predaje na Temeljnoj ¢asnickoj izobrazbi. U akademskoj 2022/23. godini uspjesno je
diplomirala na Zapovjedno-stozernoj $koli,,Blago Zadro, tre¢oj razini slijedno rastuc¢e vojne
izobrazbe. Od 1. srpnja 2023. godine obnaSa duZnost Casnika za nuklearnu zaStitu NBK
laboratorija koji se nalazi u sklopu Centra za obrambene 1 strateske studije ,, Janko Bobetko* na
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Tijekom 2015/2016. godine upisala je poslijediplomski studij kemije, smjer biokemija
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Podrucje interesa i istrazivanja je toksicnost spojeva i njihov utjecaj na ljudsko zdravlje, s
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naglaskom na neurotoksi¢nost i kemijska i bioloska zastita. Koautorica je tri znanstvena rada

iz podrucja istrazivanja.
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