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Roundup ie celosvetovo roziiren;f herbicid na beze glyfoseh, pouiivanf pri pestovani veisiny geneticky
modifikovanfch rasdin, ktor6 sf ryil'achten6 priive tah aby ho znesali. Jeho rezidui m6iu vstupovat do
potravinov6ho ret'azca a ieho Uiinne zloZka glyfos6t blva pritomn6 v riekach ako kontaminant. Napriek tomu, Ze

niektor6 Zeny, ktor6 pracuiri v pol'nohospoderstve a prichiidzairi do styku s gtyfos6tom maiu probl6my
s otehotnenim, vo vseobecnosti ie mechanizmus ieho p6sobenia na cicavce spochybiovanf. V predkladanei itridii
dokazuieme, Ze glyfosdt ie toxicki pre I'udsk6 placent{rne bunky lEG3 uZ po 18 hodinech, ato vniiiich
koncentreciach, ak6 sa lTskltuiri pri polnohospodiirskom pouiiti, priiom jeho toxicki riiinok lzrast
s koncentrdciou a tasom, resp. pri pritomnosti prisad pripravku Roundup. Prekvapive ie skutotnos4 Ze Roundup
ie vZdy toxickejii ako ie ieho aktivna zloika, glyfosat Pdsobenie oboch sme testovali v nizkych, netoxick"ch
koncentr6ciech, priiom sme sledovati ich ritinky na fungovanie aromalAzy, enzfmu, ktorf je u cicavcov
zodpovednf za synt6zu estrog6nu. Herbicid na brze gtyfosetu narrisa fungovanie aromalizy a hladin mRNA
a interaguie s miestom pdsobenia purifikovan6ho enzfmu, Iiiinkom glyfosatu, svoiim p6sobenim na mikroz6my
alebo na bunkov{ kulhiru, pomahaif ostatn6 zloiky Roundupu. V zavere tvrdime, ie u cicavcov moino pozorovat'
endokrinnodisrupin6 a toxickd litinky glyfosatu ai Roundupu. Pritomnost pomocn;ich lStok v Roundupe zvySuje
biologickri dostupnost glyfosiitu pre bunkov6 itruktriry, resp. jeho bioakumuhciu. Kliiovd slovd: prisady,
aromauiza, endokrinnd disrupcia, glyfosiit, herbicid, l'udsk6 fEG3 bunky, placenta, redukteza, Roundup,
xenobiotik6. fnyiro n Heqlth Perspect ll3t716-720 (2OOS).

Glyfosat je zn6my ako aktivna zloZka iirokospektralneho herbicidu s niizvom Roudup. Inhibuje cestu kyseliny Sikimovej,
ktori je d6leiitii pre synt6zu rastlinnich proteinov (Schonbrunn et al., 20011 a ukazuje sa taktiei, ie moduluje rasuinni
cytochr6m P450 (Lamb et al., 1998J. Vseobecne prevleda mienka, ie glyfosat md sk6r vel'mi Specifickrl iiinnost'apre
Zivotn6 prostredie je menej toxicki nei ostatnd pesticidy. Na podklade tohto argumentu boli dokonca lyvinut6 transgdnne
rastliny, ktor6 ho toleruji [Vollenhofer et al., 1999; Williams et al., 2000]. Pravdou viak je, Ze I'udia a cicavce nie si iminni
voti expozicii zryikom herbicidu z pol'nohospoddrskych aplikdcii (Acquavella et al, 2004), aDi voii reziduem, ktor6
vstupujri do potravinov6ho retazca (Takahashi et al. 2001). Glyfoset biva taktiez detegovani ako kontaminant v riekach
(Coxovri, 1998). Okrem kyseliny glyfosetovej obsahuje Roundup ajprisady, ako je napr. surfaktant, polyeqxelovani
mastnti amin (POEA) [Coxov6, 1998). Tieto prisady sa podl'a vSeobecnej mienky povaiujf za riedidla s regulainimi
flohami, Napriek tomu, Ze existujrj pripady, ked l'udia z pol'nohospoderstva pdchadzalrici do styku s touto latkou majU
probl6my s otehotnenim, mechanizmus p6sobenia glyfosetu na cicavce je vo vSeobecnosti spochybiovan;i (Savitz et al.,

19971. Pritom je tieZ zrejm6, ie teto zlttenina m6Ze maC aj viacero narisajfcich riiinkov na enzlmy (Daruich et al., 2001;
Williams et al., 2000). Nedavno bolo narySe dokiizan6, ie nariila bunkoql cyklus vo vajiikach ostnatokozcov [Marc et al.,

2002J adokonca aj posttranskripdni expresiu steroidog6nneho akritneho reguladn6ho proteinu (SIAR) v Leydigoq/ch
bunkich v semennikoch myii (Walsh et al,, 2000J,

V teito Stridii sme testovali toxickost' glyfosetu a Roundupu pre hum6nne placentiirne JEG3 bunl<y a hodnotili sme jej
endokrinnodisrupdni potencill, ahi je napriklad typiclqi pre toxicltu inich pesticidov [Nativelle-Serpentini et al., 2003],
a to meranim rjiinkov netoxickich hladin qichto letok na enzim zo skupiny cytochrdm P450, tzv. aromatazu. Tento enzim
zohriiva u cicavcov kl'iiovri rllohu pri synt6ze pohlavnlich steroidnich horm6noy, Rodina cytochr6mov P450 obsahuje
mnozstvo proteinov, ktor6 majf schopnosf metabolizovat' xenobiotike fcudzorod6 litky - pozn. prekl.] (Nelson, 1998J.
Enzlim aromatAza sa sklada z produktu g6nu CYP19 (Bulun et al., 20031 a sfvisiacej od
nikotinamidadenindinuldeotidfosfdtu (NADP) zdvislej reduklizy a v organizme je zodpovedni za konverziu androg6nov
na estrog6ny, Povazuje sa za limitujrici faktor v procese synt6zy estrog6nu, ateda aj srivisiacich fyziologichich funkcii,
vretane muiskej a Zenskej gametogen6zy {Carreau, 2001), reprodukanej schopnosti, pohlavnej diferenciecie a dokonca aj

rastu kosti. Pri Iietbe nidorov z6visllich od estrog6nu podlieha farmakologickej kontrole (Seralini a Moslemi, 2001),

Niekto16 Uiinky na reprodukciu pozorovand in uivo by mohlo aspoii iiastotne lysvetl'ovat priame p6sobenie glyfosiitu
na aromalizu. Z tohto ddvodu sme sa rozhodli otestovat glyfoset a Roundup priamo na aromateze pritomnej
v mikroz6moch l'udskej placenty a v konskich semennikov, tkanivech, o ktonich je znAme, i,e si bohatd na jej obsah

flemazurier et a1.,2001J. Okrem toho, aromat zu sme tleU purifikovali z konshich semennikov scielom zhodnotit'
Specifickosf interakcie v mieste jej pdsobenia preve na tomto pre cicavce tak charakteristickom modeli (Auvray et al.,

1998).
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Vrisledky
iivotaschopnos( buniek Rounclup sa na pol'nohospoddrske rliiely odporiaa aplikovaf vo forme vodn6ho roztol<u s

koncentrdciou 7 aZ 2 a/o ptiptavku. Na otestovanie jeho iiinku na huminne placent6rne ,EG3 bunky sme preto zvolili
koncentriicie max. do 2 % v m6diu s obsahom s6ra, pridom expozicie sme kontrolovali po 18, 24 a 48 hodiniich MTT
testom za lyiSie uvedenich podmienok fuveden icb v sekcti Materidly a met6dy, ktore tu nie je preloZeni - pozn. prekl.J
a porovnevali sme ich s expoziciami glyfosiitu. Pre riiely porovn6vania sme roztolqi./ Roundupu a koreipondujice mnozstve
glyfosatu upravili na rovnakri hodnotu pH. Toxicita sa s tasom zvyiovala (pri koncentricii 0,8 % medzi 24 a 48 hodinami
aZ B-ndsobne), pridom strednA smrtel'nii diivka (LDsoJ bola pri Roundupe (0,70lo-nom koncentrdteJ pribliine 1,8-kriit ni;Sia
ako pri glyfosete (obr. 1J. Rozdiel bol badatel'ri dokonca aj po 1-hodinovej inkub6cii v m6diu bez obsahu s6ra (obr. 2A), v
ktorom sa LDso po 18 hodiniich inkubiicie dokonca strojnisobila (obr. 2B). Umel6 zakyslenie 2%-rl6ho Roundupu aj
glyfosatov6ho roztoku (pH 5,80 I 0,08 oproti pH 7,91 I 0,16) zniiilo Zivotaschopnost' buniek po 18 hod. len o 23 %0, preto
samo osebe nem6ze vysvetl'ovat' 90o/o-n6 zn[Zefie Zivotaschopnosti buniek, ak6 bolo pri tejto koncentracii pozorovand.
Ked' sme do roztoku glyfosdtu pridali Roundup vprihej 0,1%-nej koncentricii, a obohatili tak jeho roztok o minimelne
mnoistva Roundupo\ ich prisad, Zivotaschopnost' buniek sa \4funamne zniZila (obr. 2B).

Cinnost' aromatdzy v bunkovej kulttire, einnosf aromatezy sme merali po inkubecii buniek v pritomnosti netoxiclqich
koncentracii Roundupu, resp. glyfos6tu rAdioimunologickou skriikou (RIAI estr6nu Er !'t/tvoren6ho 2200 nM
androstendi6nul, Ako vidno na obr. 3A, po hodine inkubecie doilo k zlepleniu syntdzy estrog6nu zhruba o 40 %, no iba
s Roundupom. Po 18 hodiniich inkubicie sme zaznamenali zretel'ni inhibiciu dinnosti aromatezy in uirro, priiom strednd
inhibiina koncentrdcia (iCso)2 bola O,O4 0/0, opet' len sRoundupom. Inhibicia je tu prinajmeniom 6iastodne zrejme
d6sledkom Iiinku na expresiu g6nu aromat6zy, o iom svediia znizen6 hladiny mRNA (obr. 3BJ. clyfosdt samotni bol za

rovnalqich podmienok neriiinnli, Inhibiini tainok na iinnost aromatizy sa uiho dostavil ai po pridani hoci minimelneho
mnozstva Roundupu, teda po obohateni roztoku glyfosetu o prisady Roundupu.

tinnost' aromatazy v mikroz6moch, cinnosf aromatdzy v mikroz<imoch sme hodnotili na zdklade uvol'iovania tritiovej
vody z redioaktivnym izotopom oznaien6ho substritu (Dintinger et al., 1989; Thompson a Siiteri, 1974J v l'uds\lch (obr.
5) a konslc-ich mikroz6moch. Inhibicia aromatezy Roundupom bola u oboch modelov cicavcov rovnake. Shednd inhibitni
koncentrecia 0Csol bola za qichto podmienok 0,6 a/o s Roundupom aviac ako trojnisobni s glyfositom. Kinetick6
parametre boli stanoven6 na zdklade inkubdcie kons\rlch semennikor"jch mikroz6mov s r6znymi koncentrAcjami
radiologicky oznaten6ho androstendi6nu a Roundupu. InhibiinA konitanta Kj (0,6 0/o) tlrkazovala kompetitivnu inhibiciu
(obr.64l.

Enzymqtickd iinnost purtfrkovqnlch enzfmov. V d'allom priebehu vliskumu sme purifikovali ridinn6 zloiky enzfmu
aromatAzy z konskich semennfkov, ktor6 si bohaGie na aromatdzu nei p]acenta, Inkubdcia s herbicidom demonitrovala
priamu interakciu glyfosatu v mieste pdsobenia arcmatezy. Spektrillne interakcie medzi Roundupom alebo glyfositom
a miestom p6sobenia purifikovan6ho cltochr6mu P450 - aromatezy - sme ziskali zmeranim extinkcie prepar6tov pri
vlnoqich dlzkach od 375 do 475 nm. V pozorovanom spektre typu II (obr, 6B) bola badatel'ne interakcia medzi dusikorlim
at6mom molekuly a hemowm ielezom cytochr6mu. Navyse sme sa podujali otestovat' aj fiinok herbicidu na
viadep tomnri zloZk.u aromalezy, darcu elektrdnu, reduktdzu. dinnost reduktdzy, ktori je zevisla od NADP, indikovalo
nameranie zWSenej extinkcie prepardtu, ktord koreiponduje s redukciou cltochr6mu C. Priamy vpl,'v na reduktezu bol
pozorovanly' aj po purifikacii a inkubacii s Roundupom, no v meniej miere (lCso 5 0/o) ako u rytochr6mu P450 - aromatazy,
ktorii je zodpovedne za vezbu steroidu a katalizu synt6zy (obr. 7).

ZSver

Naie Studie preuk6zali, Ze glyfosdt funguje ako disruptor tinnosti cytochr6mu P450 cicavcov - aromatdzy - uZ v 100-
niisobne niZ5ich koncentrAciech, akd sri odporriian6 pre pol'nohospodersku aplikeciu. V I'udskich placent6rnych bunkich
je disrupinli iiinok pozorovatel'n1i uZ po 18 hodinech, priiom pripravok me schopnost' lpl:y'vat' aj na expresiu g6nu
atomalezy. Pri lySiich koncentrAciach iiastodne nanlsa aj iinnosf vsadepritomnej reduktilzy. 6tinky glyfosetu ziisadnou
mierou sprostredkujU a zosiliujI uZ v minimelnych koncentriiciach, od 0,02 0/0, prisady Roundupu, o kto{ich je znime, ;e
podporujf prenikanie do buniek. Tito skutotnost' treba pri hodnoteni pesticidu braf seri6zne na zretel'. Riedenie
glyfositu v preparetoch Roundupu mdze zniisobit' jeho endokrinnodisrupani efekt. Roundup preto moZno povaloval za
potencialny endokrinni disruptor. NalySe pri ryssich d6vkach, hoci stile nedosahujicich koncentricie klasiclojch
polnohospod6rskych roztokov, mdze jeho toxickost' pre placentarne bunl:}' lyvolevaf ist6 reprodukind probl6my.

l steroidni horm6n fungujrici ako prekurzor syntdzy est10g6nov. (Pozn. prekladatela.)
z lc5oje Standardnii miera lainnosti, napr. lieku. Naznaiuje, kofko dan6ho lieku alebo litky je potrebn6 na inhibovanie nejakdho biologickdho
procesu (alebo komponentu procesu, ako napr. nejakdho enzimu, bunky, bunkov6ho receptoru, ii mikroorganizmu) na polovicu. (Pozn.
prekLadatela.)
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