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Roundup je celosvetovo rozSireny herbicid na baze glyfosatu, pouzivany pri pestovani vicSiny geneticky
modifikovanych rastlin, ktoré su vyslachtené prive tak, aby ho zna3ali. Jeho rezidud mézu vstupovat do
potravinového ret'azca a jeho ufinna zlozka glyfosat byva pritomna v riekach ako kontaminant. Napriek tomu, Ze
niektoré Zeny, ktoré pracuji vpolnohospodarstve a prichadzaji do styku sglyfosdtom majii problémy
s otehotnenim, vo vieobecnosti je mechanizmus jeho pdsobenia na cicavce spochybriovany. V predkladanej $tadii
dokazujeme, ze glyfosat je toxicky pre l'udské placentirne bunky JEG3 uZ po 18 hodindch, ato v niZ3ich
koncentraciach, aké sa vyskytuji pri polnohospodirskom pouZiti, pricom jeho toxicky t¢inok vzrasta
s koncentraciou a ¢asom, resp. pri pritomnosti prisad pripravku Roundup. Prekvapiv4 je skutoénost, Ze Roundup
je vidy toxickejsi ako je jeho aktivna zloZka, glyfosit. Pésobenie oboch sme testovali v nizkych, netoxickych
koncentraciach, pri¢om sme sledovali ich Wfinky na fungovanie aromatazy, enzymu, ktory je u cicavcov
zodpovedny za syntézu estrogénu. Herbicid na baze glyfositu nari$a fungovanie aromatizy a hladin mRNA
a interaguje s miestom pésobenia purifikovaného enzymu. U¢inkom glyfosatu, svojim pésobenim na mikrozémy
alebo na bunkovi kultiiru, pomahaji ostatné zlozky Roundupu. V zavere tvrdime, Ze u cicavcov moZno pozorovat’
endokrinnodisrupéné a toxické uéinky glyfosatu aj Roundupu. Pritomnost pomocnych latok v Roundupe zvy3uje
biologicku dostupnost glyfosatu pre bunkové Struktiry, resp. jeho biocakumuldciu. Kl'i¢ové slovd: prisady,
aromatdza, endokrinnad disrupcia, glyfosat, herbicid, I'udské JEG3 bunky, placenta, reduktidza, Roundup,
xenobiotika. Environ Health Perspect 113:716-720 (2005).

Glyfosat je znamy ako aktivna zlozka $irokospektrdlneho herbicidu s ndzvom Roudup. Inhibuje cestu kyseliny $ikimovej,
ktord je déleZitd pre syntézu rastlinnych proteinov (Schonbrunn et al, 2001) a ukazuje sa taktieZ, Ze moduluje rastlinny
cytochrém P450 (Lamb et al, 1998). Vieobecne prevlida mienka, Ze glyfosat md skér vel'mi $pecifickil iéinnost’ a pre
Zivotné prostredie je menej toxicky nez ostatné pesticidy. Na podklade tohto argumentu boli dokonca vyvinuté transgénne
rastliny, ktoré ho toleruji (Vollenhofer et al., 1959; Williams et al,, 2000). Pravdou v3ak je, Ze l'udia a cicavce nie st iminni
voti expozicii zvySkom herbicidu z pol'nohospodarskych aplikdcii (Acquavella et al, 2004), anivoé&i reziduidm, ktoré
vstupuju do potravinového retazca (Takahashi et al. 2001). Glyfosat byva taktiez detegovany ako kontaminant v riekach
(Coxovd, 1998). Okrem kyseliny glyfosdtovej obsahuje Roundup aj prisady, ako je napr. surfaktant, polyetyxelovany
mastny amin (POEA) (Coxova, 1998). Tieto prisady sa podla vieobecnej mienky povaZuji za riedidld s regulaénymi
tlohami. Napriek tomu, Ze existuji pripady, ked' l'udia z pol'nohospodarstva prichadzajiici do styku s touto latkou majii
problémy s otehotnenim, mechanizmus pésobenia glyfositu na cicavce je vo vieobecnosti spochybfiovany (Savitz et al,,
1997). Pritom je tiez zrejmé, ze tato zluéenina mdZe mat aj viacero nartdajicich G¢inkov na enzymy (Daruich et al., 2001;
Williams et al,, 2000). Nedavno bolo navySe dokazané, Ze nartisa bunkovy cyklus vo vajitkach ostnatokoZcov (Marc et al,,
2002) adokonca aj posttranskripéni expresiu steroidogénneho akitneho regulaéného proteinu (StAR) v Leydigovych
bunkach v semennikoch mysi (Walsh et al,, 2000).

V tejto Stidii sme testovali toxickost’ glyfosatu a Roundupu pre humanne placentirne JEG3 bunky a hodnotili sme jej
endokrinnedisrupény potencial, aky je napriklad typicky pre toxicitu inych pesticidov (Nativelle-Serpentini et al,, 2003),
a to meranim t¢inkov netoxickych hladin tychto litok na enzym zo skupiny cytochrém P450, tzv. aromatdzu. Tento enzym
zohrava u cicavcov kl'i¢ovt tlohu pri syntéze pohlavnych steroidnych horménov. Rodina cytochrémov P450 obsahuje
mnoZzstvo proteinov, ktoré majti schopnost’ metabolizovat’ xenobiotikd (cudzorodé latky - pozn. prekl) (Nelson, 1998).
Enzym aromatiza sa skladd z produktu génu CYPI9 (Bulun et al, 2003) asuvisiacej od
nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADP) zavislej reduktizy a v organizme je zodpovedny za konverziu androgénov
na estrogény. PovaZuje sa za limitujici faktor v procese syntézy estrogénu, a teda aj stvisiacich fyziologickych funkcii,
vratane muZskej a Zenskej gametogenézy (Carreau, 2001), reprodukénej schopnosti, pohlavnej diferencicie a dokonca aj
rastu kosti. Pri lietbe nadorov zavislych od estrogénu podlieha farmakologickej kontrole (Seralini a Moslemi, 2001).

Niektoré tcinky na reprodukciu pozorované in vivo by mohlo aspoii Ciastocne vysvetl'ovat priame pésobenie glyfosdtu
na aromatdzu. Ztohto ddvodu sme sa rozhodli otestovat glyfosit a Roundup priamo na aromatize pritomnej
v mikrozoémoch l'udskej placenty a v konskych semennikov, tkanivach, o ktorych je znidme, Ze st bohaté na jej obsah
(Lemazurier et al, 2001). Okrem toho, aromatdzu sme tieZ purifikovali z konskych semennikov s cielom zhodnotit
Specifickost’ interakcie v mieste jej pésobenia prave natomto pre cicavce tak charakteristickom modeli (Auvray et al,
1998).
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Vysledky

Zivotaschopnost’ buniek. Roundup sa na polnohospodarske tcely odporiéa aplikovat’' vo forme vodného roztoku s
koncentraciou 1 az 2 % pripravku. Na otestovanie jeho ¢inku na humanne placentidrne JEG3 bunky sme preto zvolili
koncentracie max. do 2 % v médiu s obsahom séra, pri¢om expozicie sme kontrolovali po 18, 24 a 48 hodinach MTT
testom za vy35ie uvedenych podmienok (uvedenych v sekcii Materidly a metddy, ktora tu nie je preloZena - pozn. prekl.)
a porovnavali sme ich s expoziciami glyfosatu. Pre Gcely porovnavania sme roztoky Roundupu a koregpondujiice mnozstva
glyfosatu upravili na rovnakd hodnotu pH. Toxicita sa s ¢asom zvy$ovala (pri koncentracii 0,8 % medzi 24 a 48 hodinami
az 8-ndsobne), priom stredna smrtel'nd ddvka (LDso) bola pri Roundupe (0,7%-nom koncentrate) priblizne 1,8-krat nizgia
ako pri glyfoséte (obr. 1). Rozdiel bol badatel'ny dokonca aj po 1-hodinovej inkubécii v médiu bez obsahu séra (obr. 2A), v
ktorom sa LDse po 18 hodinach inkubacie dokonca strojndsobila (obr. 2B). Umelé zakyslenie 2%-ného Roundupu aj
glyfosatového roztoku (pH 5,80 + 0,08 oproti pH 7,91 + 0,16) zniZilo Zivotaschopnost buniek po 18 hod. len o 23 %, preto
samo osebe nemoéZe vysvetlovat 90%-né zniZenie Zivotaschopnosti buniek, aké bolo pri tejto koncentracii pozorované.
Ked sme do roztoku glyfosatu pridali Roundup v pthej 0,1%-nej koncentricii, a obohatili tak jeho roztok o minimalne
mnozstvd Roundupovych prisad, Zivotaschopnost buniek sa vyznamne zniZila (obr. 2B).

Cinnost’ aromatdzy v bunkovej kultiire. Cinnost aromatazy sme merali po inkubdacii buniek v pritomnosti netoxickych
koncentracii Roundupu, resp. glyfosatu ridioimunologickou skiSkou (RIA) estrénu Ei vytvoreného z 200 nM
androstendidnul. Ako vidno na obr. 34, po hodine inkubacie do$lo k zlepSeniu syntézy estrogénu zhruba o 40 %, no iba
s Roundupom. Po 18 hodinéch inkubacie sme zaznamenali zretel'nd inhibiciu ¢innosti aromatézy in vitro, pri¢om stredna
inhibi¢nd koncentracia (ICso)2 bola 0,04 %, opit len s Roundupom. Inhibicia je tu prinajmenom Eiastoéne zrejme
dbsledkom ttinku na expresiu génu aromatazy, o ¢om svedtia znizené hladiny mRNA (obr. 3B). Glyfosat samotny bol za
rovnakych podmienok neti¢inny. Inhibiény dc¢inok na ¢innost’ aromatézy sa uiiho dostavil aZ po pridani hoci minimalneho
mnoZzstva Roundupu, teda po obohateni roztoku glyfosédtu o prisady Roundupu.

Cinnost’ aromatdzy v mikrozémoch. Cinnost’ aromatizy v mikrozémoch sme hodnotili na zaklade uvolfiovania tritiovej
vody z radioaktivnym izotopom oznaceného substratu (Dintinger et al, 1989; Thompson a Siiteri, 1974) v l'udskych (obr.
5) a konskych mikrozémoch. Inhibicia aromatazy Roundupom bola u oboch modelov cicavcov rovnaka. Stredn4 inhibi¢na
koncentracia (ICso) bola za tychto podmienck 0,6 % s Roundupom aviac ako trojnisobné s glyfosatom. Kinetické
parametre boli stanovené na zdklade inkubdcie konskych semennikovych mikrozémov sréznymi koncentriciami
radiologicky oznafeného androstendiénu a Roundupu. Inhibi¢na konstanta Ki (0,6 %) vykazovala kompetitivnu inhibiciu
(obr. 6A).

Enzymatickd cinnost’ purifikovanych enzymov. V daldom priebehu vyskumu sme purifikovali Géinné zlozky enzymu
aromatézy z konskych semennikov, ktoré st bohatie na aromatazu ne¥ placenta. Inkubdcia s herbicidom demonétrovala
priamu interakciu glyfosdtu v mieste pdsobenia aromatazy. Spektréilne interakcie medzi Roundupom alebo glyfosdtom
a miestom pdsobenia purifikovaného cytochrému P450 - aromatdzy - sme ziskali zmeranim extinkcie preparatov pri
vinovych dizkach od 375 do 475 nm. V pozorovanom spektre typu Il (obr. 6B) bola badatel'na interakcia medzi dusfkovym
atébmom molekuly ahemovym Zelezom cytochrému. Navy$e sme sa podujali otestovat’ aj Gcinok herbicidu na
vSadepritomni zlozku aromatizy, darcu elektrénu, reduktizu. Cinnost' reduktazy, ktora je zavisld od NADP, indikovalo
nameranie zvySenej extinkcie preparatu, ktord koreiponduje s redukciou cytochrému C. Priamy vplyv na reduktizu bol
pozorovany aj po purifikicii a inkubAcii s Roundupoem, no v mengej miere (ICso 5 %) ako u cytochrému P450 - aromatazy,
ktord je zodpovednd za vizbu steroidu a katalyzu syntézy (obr. 7).

Zaver

Nade Studie preukazali, Ze glyfosat funguje ako disruptor ¢innosti cytochrému P450 cicavcov - aromatizy - uz v 100-
nasobne nizsich koncentracidch, aké st edport¢ané pre pol'nohospodarsku aplikéciu. V F'udskych placentirnych bunkich
je disrupény Gcinok pozorovatelny uZ po 18 hodinach, pritom pripravok mé schopnost vplyvat aj na expresiu génu
aromatdzy. Pri vy3$ich koncentracidch ¢iasto¢ne narisa aj ¢innost’ viadepritomnej reduktazy. Utinky glyfosatu zasadnou
mierou sprostredkuji a zosilfiujti uz v minimalnych koncentréciach, od 0,02 %, prisady Roundupu, o ktorych je zname, ¥e
podporuji prenikanie do buniek. Tidto skuto¢nost’ treba pri hodnoteni pesticidu brat’ seridzne na zretel. Riedenie
glyfosatu v preparatoch Roundupu méZe zndsobit jeho endokrinnodisrupény efekt. Roundup preto moZno povaZovat za
potencidlny endokrinny disruptor. NavySe pri vy33ich davkach, hoci stile nedosahujiicich koncentricie Kklasickych

pol'nohospodarskych roztokov, méZe jeho toxickost pre placentirne bunky vyvolivat isté reprodukéné problémy.

! Steroidny hormén fungujuci ako prekurzor syntézy estrogénov. (Pozn. prekladatela.)

% ICsp je $tandardnd miera ucinnosti, napr. lieku. Naznacuje, kofko daného lieku alebo latky je potrebné na inhibovanie nejakého biologického
procesu (alebo kemponentu procesu, ako napr. nejakého enzymu, bunky, bunkového receptoru, & mikroorganizmu) na polovicu. (Pozn.
prekladatefa.)
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