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We have evaluated the toxicity of four glyphosate (G)-based herbicides in Roundup (R) formulations, from 10°
times dilutions, on three different human cell types. This dilution level is far below agricultural
recommendations and corresponds to low levels of residues in food or feed. The formulations have been
compared to G alone and with its main metabolite AMPA or with one known adjuvant of R formulations, POEA.
HUVEC primary neonate umbilical cord vein cells have been tested with 293 embryonic kidney and JEG3
placental cell lines. All R formulations cause total cell death within 24 h,...
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Hodnotili sme toxicitu 3tyroch herbicidov obsiahnutych v pripravkoch Roundup s obsahom glyfosatu podla vplyvu ich
roztokov s koncentraciou 107 na tri rozne typy huménnych buniek. PouZitd miera riedenia je daleko pod uroviiou
polnohospodarskych odporicani a koreSponduje s nizkymi hladinami rezidui, aké st pritomné v potravindch a v krmive.
Pripravky Roundup boli porovnavané sich samotnou uéinnou zlozkou, glyfosdtom, d’alej s hlavnym produktom jeho
degraddcie, kyselinou aminometylfosfonovou (AMPA) a s jednou zndmou prisadou Roundupu, polyetyxelovanym mastnym
aminom (POEA). Testovanymi bunkami boli cievne endotelové bunky z Tudského pupoénika (HUVEC) a linia buniek
T'udskych embryonalnych obligiek s 0znadenim 293 a placentdrna bunkova linia JEG 3. Vietky testované komeréné preparaty
Roundup spdsobuju totdlnu bunkovi smrt’ do 24 hod...
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Hodnotili sme toxicitu Styroch herbicidov obsiahnutych v pripravkoch Roundup s obsahom glyfosatu podla vplyvu ich roztokov
s koncentraciou 107 na tri rdzne typy huménnych bunick. PouZitd miera riedenia je d’aleko pod trovilou pol'nohospodarskych
odporucani a koreSponduje s nizkymi hladinami rezidui, aké st pritomné v potravinach a v krmive. Pripravky Roundup boli
porovnivané sich samotnou ucinnou zlozkou, glyfositom, d'alej shlavnym produktom jeho degradéacie, kyselinou
aminometylfosfénovou (AMPA) a sjednou zndmou prisadou Roundupu, polyetyxelovanym mastnym aminom (POEA).
Testovanymi bunkami boli cievne endotelové bunky z I'udského pupoénika (HUVEC) a linia buniek Pudskych embryondlnych
obli¢iek s oznatenim 293 a placentdrna bunkova linia JEG 3. V3etky testované komeréné preparaty Roundup spdsobuju totalnu
bunkovi smrt do 24 hod. prostrednictvom inhibicie &innosti mitochondridlneho enzymatického komplexu,
sukcinatdehydrogenazy, anekrézu, poskodenim membrany, o ¢om sved¢i uvolilovanie cytosolovej adenylatkindzy. Preparaty
d’alej indukujt apoptézu', a to aktivaciou &nnosti enzymov kaspéz 3/7. Je to potvrdené typickou fragmentaciou DNA, scvrknutim
bunkového jadra (pyknézou) a jeho rozpadom (karyorexiou), detegovanymi metddou DAPI. Glyfosat vyvolava len apoptézu,
pricom citlivost buniek HUVEC na tento jeho vplyv je pri aplikovanej koncentracii celkovo 100-nasobne vy3sia. Zhubné aéinky
testovanych pripravkov, mimochodom, proporéne neodzrkadl'uju koncentracie glyfosatu, ale zavisia skor od charakteru prisad.
AMPA aPOEA, samostatne aj vspojeni, poskodzuji bunkové membrany rovnako ako Roundup, no pri odlisnych
koncentracidch. Ich zmesi s vo vSeobecnosti Skodlivejsie nez je samotny glyfosat. Na zaver konstatujeme, Ze prisady Roundupu,
ako napr. POEA, menia priepustnost’ I'udskych buniek a toxicitu uz vyvolanu glyfosatom este znasobuju indukovanim apoptézy
anekrozy. Pri urfovani redlneho prahu toxicity glyfosatu musi byt preto brand do Gvahy aj pritomnost’ prisad a degradatné
produkty glyfosatu a taktieZ rast toxickej ucinnosti s asom, a pripadne bioakumuldcia. Pri analyzovani a hodnoteni pdsobenia
Roundupu in vivo sa na toto nesmie zabudat. Tato praca jasne potvrdzuje, Ze prisady v preparatoch predavanych pod znackou
Roundup nie s, ako o nich tvrd{ ich vyrobca, inertné. Navyse, rozliéné zmesi dostupné na trhu mozu sposobovat’ poskodenie
a dokonca aj smrt buniek uZ svojimi koncentraciami v reziduach, aké sa podl'a ofakévani nachddzaju v potravinach a krmivach
vyrobenych z pol'nohospodarskych produkcii osetrenych Roundupom.

Uvod

Studia sa ststred'uje na mechanizmus bunkovej smrti I'udskych buniek, indukovany Styrmi réznymi preparatmi s obsahom
glyfosdtu so Sirokym polnohospodarskym vyuzitim. Vybrali sme preparaty Roundup Express (R7.2), Roundup Bioforce alebo
Extra 360 (R360), Roundup Grand Travaux (R400) aRoundup Grand Travaux Plus (R450), ktoré sme aplikovali v
subpol'nohospodarskych koncentraciach. Testovali sme ich na troch doleZitych enzymatickych biomarkeroch. Najprv, na
membréanovej tdrovni, po uvolneni do média sme merali Ginnost' adenylat kindzy (AK) (37), priom sme odhalili ruptiru
cytoplazmatickej membrany. To kore$ponduje s nekrézou, resp. sekundarnou nekrézou na konci apoptézy (32). V druhom slede,
na urovni mitochondridlneho dychania, sme merali &innost' sukcindtdehydrogenazy (SDH) (33). Po tretie, testovali sme
cytosolovil hladinu &innosti kaspézy 3 a 7 a in situ DNA fragmentaciu (metédou DAPI) s cielom stanovit, ¢i je iniciovana cesta
apoptézy (34-36). Nekréza sa prejavuje napuanim cytoplazmatickych organel (predovsetkym mitochondrii) a kde-tu
kondenziciou jadrového chromatinu, kym apoptézu sprevadza normalny vzhl'ad organel v cytoplazme a neposkodena plazmatické
membrana, no zmrstenie cytoplazmy ajadra (pyknéza) a fragmenticia jadra (karyorexia); po rozdrobeni jadra na mensie
kompaktné zhluky sa bunka rozpadne na mnoZstvo membréanou spojenych apoptotickych teliesok (37, 32).

Vysledky

Po prvy krat sme Studovali mechanizmus bunkového pdsobenia roznych zmesi Roundupu na T'udské bunky. Tie boli ziskané
z placenty, z embryondlnej obli¢ky a z pupoénika novorodenca. Prvym prekvapenim bolo zistenie, Ze vietky $tyri herbicidy pod
znatkou Roundup, ako aj glyfosat spdsobuju u vietkych testovanych typoch Iudskych buniek bunkovi smrt, priom maji
porovnatelnti toxicitu, akurdt pri odli$nych koncentraciach. Napriklad 20 miliéntin (ppm) R400, toho najtoxickejsieho,
koreSponduje priblizne 8 ppm (47 uM) glyfosatu s prisadami (Obr. 1). Naproti tomu, 4-10 ppm samotného glyfosdtu nema
toxické ucinky; toxicita samotného glyfosatu zalina aZ okolo 1 %. Mechanizmus pdsobenia je pritom u vietkych druhov R
kon3tantne rovnaky: dochadza k uvolfiovaniu AK, ¢o indikuje poskodenie bunkovej membrany a k inhibicii mitochondrilnej
SDH (Obr. 1). Pri vSetkych druhoch Roundupu s linie buniek 293 a JEG3 1,5- aZ 2-nasobne citlivejSie na poskodenie membrany
(AK) neZ na mitochondridlne pésobenie (SDH), resp. bunky HUVEC st citlivé na oboje rovnako. Naproti tomu glyfosat indukuje
len mitochondrialnu toxicitu, bez poskodenia bunkovej membrany. Celkom neodakavane sme zistili, Ze R400 je toxickejsi ako iné
pripravky obsahujtce viac glyfosatu, ako napr. R450, pricom R450 je ale $kodlivejsi ako R360, R7.2 a glyfosat, atak teda
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pozorujeme, Ze vietky pripravky si vo vztahu k obsahu G¢innej latky, teda glyfosatu, $kodlivé celkom neproporéne. Ilustracia
tohto zistenia sa nach4dza na obr. 2.

Mitochondridlna inhibicia sukcindtdehydrogendzy (SDH) indikuje bunkovu asfyxiu (dusenie — pozn. prekl.). Z obr. 2 je zrejmé,
Ze R7,2, R360 a glyfosat s prisadami pdsobia pri navodzovani bunkovej smrti velmi porovnatelne, kym Roundup 400 a R450
maji nepriamo Umerné G¢inky. Nejde pritom o artefakt, ked’ze linie embryonélnych aj placentarnych buniek sa v tomto ohlade
spravaju pozoruhodne podobne, a na vetky zmesi Roundupu a na glyfosat analogicky reaguju aj primérne pupoénikové bunky
(HUVEC) (Obr. 2). Mortalita vo vietkych pripadoch nie je linearne spojend s glyfosatom. Bolo teda nutné preskumat” hypotézu,
ze v zloZeni produktu pdsobia iné toxické latky.

V stilade s tym sme ako k prvému pristipili k samostatnému preskimaniu hlavného metabolitu glyfositu, teda produktu jeho
degradacie, kyseliny AMPA, a surfaktantu POEA, o ktorom vyrobca proklamuje, Ze je hlavnou prisadou produktu (ktorého presné
zloZenie je vyrobnym tajomstvom), a to v porovnani s glyfosatom a R360 &oby kontrolnymi latkami a v podobnych podmienkach,
aké s uvedené na obrazku 1, a pri velmi nizkych subpol'nohospodérskych koncentraciach (10, ak je produkt pouZity v &istej
forme, ako tvrdia niektori farmari a 10, ak je zriedeny podla odporacani, teda na 1 %).

Podra tvrdeni vyrobcu, glyfosat je aktivnou zlozkou, ktora je podla jeho vlastnych vyhlaseni netoxicka pre Pudské bunky, no
v spojeni s inertnymi zlozkami je toxicka pre rastlinné bunky. Nasa $tiidia po prvykrat dokazuje, Ze vSetky produkty s obsahom
AMPA a POEA, hoci v zavislosti od ich koncentrécii, vyvolavaji v ludskych bunkéch pdsobenie na SDH a AK, a tak mortalitu
(Obr. 3). Prekvapivo, tdajne inertna prisada POEA je tym najsilnej$im &initefom. Uz od koncentracie 1 miliéntiny (ppm) za&ina
menit’ SDH v bunkidch HUVEC a AK v linidch buniek 293 a JEG3. Pripravok Roundup je potom jedovatejsi nez glyfosat alebo
AMPA. Metabolit AMPA samotny ni¢i bunkovi membréanu vo vietkych testovanych typoch buniek (sposobuje uvolfiovanie AK).
Glyfosat takyto efekt nemd, hoci zase, v porovnani s AMPA pdsobi na SDH 3 aZ 8-nasobne viac inhibi¢ne, akurat s malymi
odchylkami v intenzite u jednotlivych testovanych typov buniek. V kazdom pripade, kedZe v8ak poskodenie bunkovej membrany
Jje vo v8eobecnosti citlivej$ia zalezitost', metabolit AMPA je napokon pre ludské bunky toxickejsi neZ glyfosat. NuZ a POEA je
najtoxickejsia; ak by bola jedinou prisadou Roundupu 360, jej maximalna koncentracia by, podl'a buniek, bola 1-24 %o. POEA by
sa takto dala pokladat’ za hlavnu zloZku z hl'adiska spdsobovania smrti F'udskych buniek a za $kodlivejsiu zlozku neZ je glyfosat.
Ked'Ze je vSak Roundup viskéznej$i nez 1 %o POEA plus glyfosatu, je zrejmé, Ze sa v tiom nachadzaju iné zli¢eniny.

Z tohto ddvodu sa javilo ako nevyhnutné prestudovat’ kombinované G&inky na integritu bunkovej membrany (detegovanim
uvoltiovania AK). Zli¢eniny sme testovali v paroch v maximalnych koncentracidch, pri ktorych este samostatne neovplyviiuja
SDH (Obr. 4). Ciel'om bolo zhodnotit' tlohu kaZdej z nich, ked’Ze vieme, Ze R ich po metabolizacii v organizme obsahuje vietky.
Oproti predchadzajiucim vysledkom bunky reagovali inak. Jednotlivé kombinacie posobili disrupénejsie na embryonalne
a pupo¢nikové bunky, kym membrany placentarnych nadorovych buniek sa prejavili ako rezistentnejsie, aviak zddraziiujeme: len
voti tymto kombindcidm. Z testovania je teda celkom zrejmé, Ze zatial Go samostatne majti glyfosat, POEA aj AMPA v nizkych
koncentracidch na embryonélne bunky nizke toxické uéinky, akdkol'vek kombinécia ich dvojic pri tej istej findlnej koncentracii je
uz vyrazne $kodliva (Obr. 4).

Takto sme teda objasnili, Ze Roundupom a glyfosatom indukovand bunkovd smrf méZe byt, prinajmensom ¢&iastoéne,
zapricinend apoptézou sprostredkovanou indukovanim kaspaz 3/7 (Obr. 5). Kaspazy sa aktivované po 6 hod. a maximalnu
hladinu dosahujti vo vietkych pripadoch v &ase 12 hod., pri¢om primérne pupo&nikové bunky st v tejto fize 60-160 krat
citlivejSie neZ linie 293 a JEG3 buniek. NavySe, glyfosat a R360 presne v tych istych koncentriciach, od 50 ppm, zvysuju
u pupoc¢nikovych (HUVEC) buniek indukeiu kaspaz. Pri tejto koncentracii glyfosat, zd4 sa, na to, aby indukoval smrt, vébec
nepotrebuje prisady. Samostatne je na tejto ceste dokonca o 30 % potentnejsi neZ Roundup. Prekvapujuci je fakt, Ze pdsobil
mimoriadne rychlo na apoptézu Iudskych buniek uZz pri 500-1000-nasobne niZSich koncentrici4ch, ne# aké st pouZivané
v pol'nohospodérstve. Tato apoptotické cesta pdsobenia na kaspazy bola v pupo&nikovych bunkdch navyse glyfosdtom aktivovana
uZ pri 200-nasobne niZ3ej koncentrécii, nez aké je potrebna na jeho pdsobenie na SDH, a Roundupom pri 60-ndsobne niZ$ich
koncentréciach, a to za $tvornasobne kratsi ¢as (6-24 hod.). Po 24 hod. pdsobenia, kaspazy klesli na bazalnu urovei, zatial' ¢o
reakcie SDH a AK boli signifikantné. Tieto pozorovania koreSponduji s postupnym ubudanim aktivity kaspaz 3/7
v apoptotickych bunkéch, v ktorych uZ v tom &ase prebicha sekundarna nekréza in vitro (44).

Pozorované vysledky potvrdzuje morfoldgia bunick po posobeni Roundupu (napriklad R400, Obr. 6B,D,E) v porovnani
s neexponovanymi bunkami z kontrolnej skupiny (Obr. 6A,C.F). V skutognosti uz vel'mi nizka, 0,005 % koncentracia Roundupu
sposobuje také zavazné ulinky ako je bunkova smrt, strata adhézia, scvrkdvanie a fragmentdcia apoptotickych teliesok.
Potvrdzuju to aj zistenia prezentované na obr. 7, kde metédou DAPI fluorescencne oznatend DNA naznaduje stav buniek po
posobeni 0,5 % koncentratu R360 podas 24 hodin. Typicka fluorescencia apoptotickych buniek, vyznadujtica sa kondenzaciou
DNA, je badatel'nejSia u buniek pod vplyvom herbicidov neZ u buniek z kontrolnej skupiny (A, D, G) a badatelnejsia u buniek
pod vplyvom R (C, F, I) nez pod vplyvom samotného glyfosatu (B, E, H), pokial’ ide o bunky linie 293 a JEG3. Primérne
(HUVEC) bunky vykazuji podobnu senzitivitu na glyfosat aj na R, rovnako ako tomu je pri aktivacii kaspaz (Obr. 5).

Zaver

V zavere konStatujeme, Ze jednotlivé zmesi Roundupu, jeho tzv. ,,preparaty®, menia bunkovi priepustnost, toxicitu a cesty
xenobiotik: vo vietkych pozorovanych pripadoch Roundup indukuje bunkova smrt’ vo visej miere nez AMPA alebo glyfosat,
priom glyfosat vyvoldva apoptézu bez poZkodenia membrany (u bunick HUVEC uz od koncentracie 50 miliéntin /ppmy).
Naproti tomu, glyfosat spolu s prisadami v rdznych prepardtoch Roundupu nari$a bunkové a mitochondridlne membrany
a podnecuje nekrézu. Je teda zrejmé, Ze pri uréovani ,,prahovej hladiny posobenia herbicidu treba brat’ do avahy dizku expozicie,
pritomnost’ prisad, predovietkym POEA, produkty metabolizmu, bioakumuléciu a Gasové omeskanie u&inkov. Vietky vysSie
uvedené U¢inky boli preukdzané na koncentraciach, ktoré si d’aleko pod troviiami poInohospodarskych herbicidnych roztokov
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(od 10* ppm). Jasne to potvrdzuje, Ze prisady v jednotlivych pripravkoch Roundup nie si vobec inertné. Navyse, rozli¢né zmesi
dostupné na trhu mo6zu spdsobovat’ poskodenie a dokonca aj smrt” buniek uz svojimi koncentraciami v reziduach, aké sa podl'a
ocakdvani nachadzaju v potravinach a krmivach vyrobenych z pol'nohospodarskych produkcii oSetrenych Roundupom.

Toto je ciastoéne zredukovand verzia origindlnej Stidie. Casti Materidly a metédy a Pod’akovanie sme nechali po dohode so
zaddvatelom neprelozené. Pre Literatiiru pozri predlohu. (Pozndmka prekladatela.)
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