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We have evaluated the toxicity of fbur glyphosate (G)-based herbicides in Roundup (R) fbrmulations, from 105
times dilutions, on three different human cell types. This dilution level is tar below agricultural
recommendations and corresponds to low levels of residues in food or I-eed. 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 Styroch herbicidov obsiahrutlich v pripravkoch Roundup s obsahom glyfos6tu podl,a vplyw ich
roztokov s koncentr6ciou l0-) na tri rdzne typy hum6nnych buniek. PouZitd miera riederiia je d,aleko pod riroviou
polnohospodrirskych odporudani a koresponduje s nizkymi hladinami rezidui, akd sri pritomn6 v potravinrich a v krmive.
fripravkl Roundup boli porovn6van€ s ich samotr:rou ridinnou zloZkou, glyfosdtom, d'alej s hlavnjm produktom jeho
degraddcie, kyselinou aminometylfosf6novou (AMPA) a s jednou rnrimou'prlsadou Roundupu, potyety*elovanym mastnym
aminom (POEA). Testovanimi bunkami boli cier,ne endotelovd bunky i l'udsk6ho pupodnika irruvpc) a linia buniek
ludskfch embryonrilnych oblidiek s oznadenim 2g3 aplacentdrna bunkovd linia JEG :. vse*y testovan6 komerdn6 prepardty
Roundup sp6sobujf totiilnu bunkoni smrt'do 24hod...
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Hodnotili sme toxicitu Sty'roch herbicidov obsiahnutlich v pripravkoch Roundup s obsahom glyfos6tu podl'a vpllvu ich roztokov
skoncentr6ciou 10-5 na tri rdzne typy humSnnych buniek. PouZitri miera riedenia je d'aleko pod firoviou polhohospodarskych
odporudani a kore5ponduje s nizkymi hladinami rezidu| ak6 sri pritomnd v potravin6ch a v krmive. Pripravky Roundup boli
porovnSvand s ich samotnou ridinnou zloZkou, glyfos6tom, d'alej s hlavnfm produktom jeho degrad6cie, kyselinou
aminometylfosf6novou (AMPA) a sjednou m6mou prisadou Roundupu, polyetyxelovanym mastnym aminom (POEA).
Testovanfmi bunkami boli cievne endotelov6 bunky z l'udskdho pupodnika (HUVEC) a linia buniek l'udskych embryoniilnych
oblidiek s oznadenim 293 aplacent|rna bunkov6 linia JEG 3. V5etky testovand komerdn6 prepar6ty Roundup sp6sobujri tot6lnu
bunkovri smrl do 24 hod. prostrednictvom inhibicie dinnosti mitochondri6lneho enzymatickdho komplexu,
sukcinritdehydrogenfny, a nekr6zu, po5kodenim membriiny, o dom sveddi uvolhovanie cytosolovej adenylitkinazy. Prepar6ty
d'alej indukujri apopt6zul, a to aktiv6ciou dinnosti enzymov kaspflz3l7. Je to potvrden6 typickou fragment6ciou DNA, bcvrknutim
bunkovdho jadra (pykn6zou) ajeho rozpadom (karyorexiou), detegovanymi met6dou DAPI. Glyfos6t vyvol6va len apopt6zu,
pridom citlivost' buniek HUVEC na tento jeho vplyv je pri aplikovanej koncentr6cii celkovo 100-nrisobne vySSia. Zhubnd ridinky
testovanlch pripravkov, mimochodom, propordne neodzrkadl'ujri koncentr6cie glyfosritu, ale zdvisia skdr od charakteru prisad.

AMPA a POEA, samostatne aj v spojeni, poikodzujri bunkove membr6ny rovnako ako Roundup, no pri odliSnlch
koncentr6ci6ch. Ich zmesi sti vo v5eobecnosti Skodlivej5ie neZje samotny glyfos6t. Na z6ver kon5tatujeme, Ze prisady Roundupu,
ako napr. POEA, menia priepustnost' I'udskfch buniek a toxicitu uZ vyvolanri glyfos6tom eite zn6sobujri indukovanim apopt6zy
a nekr6zy. Pri urdovani redlneho prahu toxicity glyfos6tu musi byd preto bran6 do rivahy aj pritomnosf prisad a degradadnd
produkty glyfosritu ataktiel. rast toxickej ridinnosti sdasom, a pripadne bioakumuliicia. Pri analyzovani ahodnoteni p6sobenia
Roundupu in vivo sa na toto nesmie zabridaf. T6to prrica jasne potvrdzuje, Ze prisady v prepar6toch pred6vanlch pod znadkou
Roundup nie sri, ako o nich tvrdi ich rn-irobca, inertn6. Navy5e, rozlidnd zmesi dostupnd na trhu m6Zu sp6sobovaf po5kodenie

a dokonca aj smrf buniek uZ svojimi koncentr6ciami v rezidu6ch, akd sa podfa odak6vani nachddzaji v potravin6ch a krmiviich
vyrobenych z polnohospodiirskych produkcii o5etrenych Roundupom.

Uvod
Stridia sa sristred'uje na mechanizmus bunkovej smrti liudskych buniek, indukovanj Styrmi r6znymi prepar6tmi s obsahom
glyfosdtu so Sirokfm pofnohospod6rskym vluZitim. Vybrali sme prepariity Roundup Express (R7.2), Roundup Bioforce alebo
Extra 360 (R360), Roundup Grand Travaux (R400) a Roundup Grand Travaux Plus (R450), klord sme aplikovali v
subpol'nohospodarskych koncentr6ci6ch. Testovali sme ich na troch d6leZitfch enzymatickfch biomarkeroch. Najprv, na
membrdnovej rirovni, po uvolheni do m6dia sme merali dinnost' adenyklt kinazy (AK) (31), pridom sme odhalili rupturu
cJtoplazmatickej membr6ny. To kore5ponduje s nek6zou, resp. sekund6rnou nekr6zou na konci apopt6zy (32).V druhom slede,
na irovni mitochondridlneho dfchani4 sme merali dinnost' sukcin6tdehydrogeniizy (SDH) (33). Po tretie, testovali sme

cytosolovf hladinu dinnosti kaspiuy 3 a7 a in situ DNA fragment6ciu (met6dou DAPI) s ciel'om stanovit', di je iniciovan6 cesta
apopt6zy (34-36). Nekr6za sa prejavuje napudanim cl,toplazmatickfch organel (predovSetkjm mitochondrii) akde-tu
kondenz6cioujadrov6ho chromatinu, h-im apopt6zu sprev6dza norm6lny vzhl'ad organel v cytoplazme a nepo5koden6 plazmatick6
membr6na, no zmr5tenie cytoplazmy ajadra (pykn6za) a fragmentdcia jadra (karyorexia); po rozdrobeni jadra na men5ie
kompakln6 zhluky sa bunka rozpadne na mnoZstvo membr6nou spojenfch apoptoticlo-ich teliesok (37, 32).

Vfsledky
Po pnry kr6t sme Studovali mechanizmus bunkovdho pdsobenia rdmych zmesi Roundupu na I'udsk6 bunky. Tie boli ziskand

zplacenty, z embryoniilnej oblidky azpupodnika novorodenca. Prvfm prekvapenim bolo zistenie, Ze v5etky Styri herbicidy pod
znadkou Roundup, ako aj glyfos6t spdsobujri u v5etlqfch testovanfch tlpoch l'udskych buniek bunkovri smrf, pridom majit
porovnatelhf toxicitu, akurrlt pri odliSnfch koncentr6ciSch. Napriklad 20 mili6ntin (ppm) R400, toho najtoxickejSieho,
koreSponduje pribliZne 8 ppm (47 pM) glyfos6tu s prisadami (Obr. 1). Naproti tomu, ,1-10 ppm samotndho glyfos6tu nem6

toxick6 ridinky; toxicita samotndho glyfos6tu zadina aL okolo I o/o. Mechanizmus pdsobenia je pritom u v5etkfch druhov R
konStantne rovnaklf: dochtidza kuvofiovaniu AK, do indikuje po5kodenie bunkovej membr6ny akinhibicii mitochondririlnej
SDH (Obr. 1). Pri v5ethjch druhoch Roundupu sir linie buniek 293 a JEG3 1,5- a22-nisobne citlivejSie na poikodenie membrdny
(AK) neZ na mitochondririlne pdsobenie (SDH), resp. bunky HUVEC sri citliv6 na oboje rovnako. Naproti tomu glyfosSt indukuje
len mitochondri6lnu toxicitu, bez poSkodenia bunkovej membr6ny. Celkom neodak6vane sme zistili, Ze R400 je toxickej5i ako in6
pripravky obsahujrice viac glyfos6tu, ako napr. R450, pridom R450 je ale Skodlivej5i ako R360, Pt'7.2 aglyfos6t, atak teda

t Programovanri bunkovri smrt. (Pozn. prekladatela.)
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pozorujeme, Ze vietky pripravky sir vo vzt'ahu k obsahu irdinnej 16tky, teda glyfos6tu, Skodlivd celkom nepropordne. Ilustr6cia
tohto zistenia sa nach6dza na obr.2.

Mitochondrirllna inhibicia sukcinritdehydrogeniny (SDH) indikuje bunkovri asfyxiu (dusenie - pozn. prekl.). Z obr. 2 je zrejme,
ZeF.7,2, R360 a glyfos6t sprfsadami p6sobia pri navodzovani bunkovej smrti vel'mi porovnatel'ne, kym Roundup 400 aR450
majri nepriamo rimernd fdinky. Nejde pritom o artefakt, kedZe linie embryon6lnych aj placent6rnych buniek sa vtomto ohfade
spr6vajri pozoruhodne podobne, a na v5etky zmesi Roundupu a na glyfos6t analogicky reagujri aj prim6me pupodnikov6 bunky
(HUVEC) (Obt. 2). Mortalita vo v5etklich pripadoch nie je line6rne spojen6 s glyfos6tom. Bolo teda nutnd preskrimat hypotdzu,
Le v zloleni produktu p6sobia ind toxickd kitky.

V stlade s dm sme ako k prvdmu pristripili k samostatndmu preskrimaniu hlavn6ho metabolitu glyfos6tu, teda produktu jeho
degrad6cie, kyseliny AMPA, a surfbkantu POEA, o ktorom vjrobca proklamuje, Ze je hlavnou prisadou produktu (ktor6ho presnd
zloLenie je qfrobnfm tajomstvom), a to v porovnani s glyfosiitom a R360 doby kontroln;/mi l6tkami a v podobnfch podmienkach,
ak6 sri uveden6 naobrazku l, a pri vel'mi nizkych subpolnohospodarskych koncentrilci6ch (10-6, ak je produkt pouZitr.i vdistej
forme, ako tvrdia niektori farm6ri a l0-4, ak je zriedenlf podl'a odporudani, tedana I o/o).

Podl'a tvrdeni vyrobcu, glyfos6tje aktivnou zloZkou, ktordje podl'ajeho vlastnych vyhl6seni netoxick6 pre fudsk6 bunky. no
v spojeni s inertnfmi zloLkamije toxickri pre rastlinn6 bunky. NaSa Stridia po prvjkr6t dokazuje, Ze vietky produkty s obsahom
AMPA a POEA' hoci v ztivislosti od ich koncentr6cii, vlvol6vajri v l'udskfch bunkrich pdsobenie na SDH a AK, a tak mortalitu
(Obr. 3). Prekvapivo, ridajne inertnri prisada POEA je tym najsilnej5im dinitefom. UZ od koncentr6cie I mili6ntiny (ppm) zadina
menit' SDH v bunk6ch HUVEC a AK v linirich buniek 293 aJEG3. Pripravok Roundup je potom jedovatej5i neZ glyfos6t alebo
AMPA. Metabolit AMPA samotnlf nidi bunkovri membriinu vo vSetkfch testovanfch typoch buniek (spOsobuje uvol'iovanie AK).
Glyfos6t takfo efekt nemii, hoci zase, v porovnani s AMPA p6sobi na SDH 3 aZ 8-n6sobne viac inhibidne, akur6t s malfmi
odchlilkami v intenzite u jednotlivlfch testovanych typov buniek. V kaZdom pripade, kedZe v5ak po5kodenie bunkovej membr6ny
je vo v5eobecnosti citlivej5ia zdleZitosf , metabolit AMPA je napokon pre tudskd bunky toxickejSi neZ glyfos6t. NuZ a POEA je
najtoxickej5ia; ak by bola jedinou prisadou Roundupu 360, jej maxim6lna koncentr6cia by, podl'a buniek, bola 114 %o. POEA by
sa takto dala pokladat' za hlavnri zloLku z hl'adiska spdsobovania smrti I'uds\fch buniek a za Skodlivej5iu zloLku nel je glyfos6t.
Ked'Ze je v5ak Roundup visk6znejSi neZ I %o POEA plus glyfos6tu, je zrejmd, Ze sa v riom nach|dzaji ind zhideniny.

Ztohto ddvodu sa javilo ako nevyhnutn6 preStudovat' kombinovan6 ridinky na integritu bunkovei membriiny (detegovanim
uvol'iovania AK). Zhideniny sme testovali v p6roch v maxim6lnych koncentr6ciiich, pri ktoqich este samostatne neovpllviiujir
SDH (Obr. 4). Ciel'om bolo zhodnotit' rilohu kaZdej z nich, ketLe vieme, Ze R ich po metaboliz6cii v organizme obsahuje v5etky.
Oproti predchridzajricim vysledkom bunky reagovali inak. Jednotlivd kombiniicie p6sobili disrupdnej5ie na embryoniilne
a pupodnikovd bunky, kjm membr5ny placent6rnych n6dorovych buniek sa prejavili ako rezistentnejSie, av5ak zdOraziujeme: len
vodi timto kombinricirim. Z testovania je teda celkom zrejmd, Le zatial do samostatne majf glyfos6t, POEA aj AMPA v nizkych
koncentr6ci6ch na embryon6lne bunky nizke toxick6 fdinky, ak6kol'vek kombin6cia ich dvojic pri tej istej fin6lnej koncentr6ciije
uLvy'razne Skodlivri (Obr. 4).

Takto sme teda objasnili, Ze Roundupom aglyfos6tom indukovan6 bunkov6 smrt mOZe byd, prinajmen5om diastodne,
zaprilinen| apopt6zou sprostredkovanou indukovanim kasp6z 317 (Obr. 5). Kaspazy sri aktivovan6 po 6 hod. a maxim6lnu
hladinu dosahujri vo v5etkych pripadoch vdase 12 hod., pridom prim6rne pupodnikov6 bunky sri vtejto fize 60-160 la6t
citlivej5ie neZ linie 293 aJEG3 buniek. Navy5e, glyfosrit aR360 presne vt-ich istich koncentriici6ch, od 50 ppm, zry5ujri
upupodnikor"jch (HUVEC) buniek indukciu kaspaz. Pri tejto koncentr6cii glyfos6t, zdds4na to, aby indukoval smrf, vdbec
nepotrebuje prisady. Samostatne je na tejto ceste dokonca o30 Y. potentnejii neZ Roundup. Prekvapujrici je fakt, Ze p6sobil
mimoriadne rychlo na apopt6zu ludskfch buniek uZ pri 500-1000-n6sobne niZ5ich koncentr6ci6ch, nei. ak6, sri pouZivan6

v polhohospod6rstve. T6to apoptotick6 cesta p6sobeni a nakaspfny bola v pupodnikovjch bunk6ch navy5e glyfos6tom aklivovan6
uZ pri 20O-nrisobne niZ5ej koncentr6cii, nel akdje potrebn6 najeho p6sobenie na SDH, a Roundupom pri 60-n6sobne niZ5ich
koncentr6ci6ch, ato za Stvom6sobne krat5i das (6-24 hod.). Po 24 hod. p6sobeni4 kaspiay klesli na baz|lnu rirovei, zatia! Eo

reakcie SDH aAK boli signifikantnd. Tieto pozorovania korespondujir spostupnym ubridanim aktivity kaspiu 317

v apoptoticlo.fch bunk6ch, v kloqfch uZ v tom dase prebieha sekund6rna nekr6za invitro (44).
Pozorovand vfsledky potvrdzuje morfol6gia buniek po p0sobeni Roundupu (napriklad R400, Obr. 6B,D,E) v porovnani

s neexponovanymi bunkami z kontrolnej skupiny (Obr. 6A'C,F). V skutodnosti uZ velmi nizk4 0,005 o% koncentr6cia Roundupu
spdsobuje tak6, zi*aLnd ridinky ako je bunkovri smrf, strata adhdzi4 scvrkilvanie a fragment5cia apoptoticlrych teliesok.
Potvrdzujri to aj zistenia prezentovan6 na obr. 7, kde met6dou DAPI fluorescendne oznaEen| DNA naznaduje stav buniek po
p6sobeni 0,5 o% koncentrdtu R360 podas 24 hodin. Tlpick6 fluorescencia apoptotich-ich buniek, vyznadujirca sa kondenz6ciou
DNA, je badatelhejSia u buniek pod vplyvom herbicidov neZ u buniek z kontrolnej skupiny (A, D, G) a badatelhej5ia u buniek
pod vplyvom R (C, F, I) neZ pod vpllvom samotn6ho glyfos6tu (B, E, H), pokial ide o bunlry linie293 aJEG3. Prim6rne
(HWEC) bunky rykazujri podobnri senzitivitu na glyfosrit aj na R, rovnako ako tomu je pri aktiv6cii kaspaz (Obr. 5).

Zhver
Y zhvere kon5tatujeme, Ze jednotliv6 zmesi Roundupu, jeho tzv. ,,prepardty", menia bunkovf priepustnosf, toxicitu acesty

xenobiotik: vo vSetkfch pozorovanfch pripadoch Roundup indukuje bunkovri smrf vo viidSej miere neZ AMPA alebo glyfos6t,
pridom glyfos6t vyvol6va apopt6zu bez po5kodenia membr6ny (u buniek HUVEC uZ od koncentr6cie 50 mili6ntin lpprn/).
Naproti tomu, glyfos6t spolu s prisadami v rdznych prepar6toch Roundupu naruSa bunkovd a mitochondri6lne membriiny
a podnecuje nekr6zu. Je teda zrejm6, Ze pri urdovani ,,prahovej" hladiny pdsobenia herbicidu treba brat' do irvahy diZku expozicie,
pritomnost' prisad, predov5etkym POEA, produkty metabolizmu, bioakumul6ciu a dasovd ome5kanie ridinkov. V5etlry vySSie

uvedend tdinky boli preukazand na koncentr6ci6ch, ktor6 sri d'a1eko pod riroviami pol'nohospodarskych herbicidnych roztokov
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(od 104 ppm). Jasne to potvrdzuje, Ze prisady vjednotlivych pripravkoch Roundup nie sri vdbec inerln6. Navy5e, rozlidn6 zmesi

dostupnd na trhu m6Zu sp0sobovaf poSkodenie a dokonca aj smrf buniek uZ svojimi koncentr6ciami v rezidu6ch, akd sa podta
odakiivani nachddzajt v potravinich a krmivdch vyrobenjch z pol'nohospod6rskych produkcii o5etrenfch Roundupom.

Toto je iiastoine zredukovand verzia origindlnej ihidie. Casfi Materitily a mettidy a Pod'akovanie sme nechali po dohode so
zaddvatefom nepreloien6. Pre Lileratfiru pozri predlohu. (Pozndmka prekladatefa.)
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