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1. BEVEZETES

Az elmult évtizedekben az ipar és a mezégazdasag fejlodésével és a megndvekvo ipari és
fogyasztoi igények kielégitésére egyre nagyobb szamban és mennyiségben allitanak el6 kilonféle
vegyi anyagokat. A nyilvantartott Uj szintetikus vegytletek szama 2002 és 2023 kdz6tt 20 milliorél
204 milliora nétt, ami az id6északban atlagosan napi 15.000 U vegyi anyag bejegyzését jelenti
(WANG et al., 2024). Az ¢é16 szervezetek szamara idegen anyagok (xenobiotikumok) rohamosan
béviilé kore mind fokozottabb mértékii kémiai kornyezetterhelést jelent, s a vegyiiletek toxikus
hatést gyakorolhatnak nem célzott szervezetekre is (ESCHER et al., 2020). A kémiai szennyezést
mostanra az egyik "bolyg0szintli hatartényezoként™ (bolygonk olyan kornyezeti korlatja, amelyet
tallépve az emberiség nem tud biztonsagosan fennmaradni) ismerték el (ROCKSTROM et al.,
2009, STEFFEN et al., 2015, WANG et al., 2020), mely kedvezdtlen hatassal van mas
hatartényez6kre, mint példaul az éghajlatvaltozasra és a bioszféra integritasara is.

A mezogazdasag fejlodésével parhuzamosan egyre tobb novényvédd szer is megjelent,
amelyeknek szerepe, hogy a kartevok visszaszoritasaval miikodésben tartsak az iparszerii
mezOgazdasagi technologiakat, s ezzel a novekvé népesség élelmiszerrel vald kiszolgalasat. A
novényvédo szerek a novényvédelmi feladatok kivitelezésére alkalmas készitmények, amelyek
egy vagy tobb hatéanyagot és egyéb adalékanyagokat (pl. feluletaktiv anyag, oldédasfokozd,
stabilizator stb.) tartalmaznak. Ezen vegylletek a kornyezetbe kerllésuk kdvetkeztében, hosszabb-
rovidebb ideig bekertlhetnek a kdrnyezeti matrixokba, ahol kélcsonhatasba 1éphetnek az ott €16
szervezetekkel, akkumulédlédhatnak, magnifikdlodhatnak. A novényvédé szerek alkalmazésa
tobbféle lehet, igy a mezO6gazdasagon tal kozegészseégugyben, allategészségiigyben,
haztartasokban is hasznalt karositokat elpusztito, altalaban széles kdrben hasznalt készitmények is
ide tartoznak. A boviilé hasznalat nyoman tudomanyos vizsgalatok sora igazolta, hogy biokémiai,
élettani vagy 0kologiai hatasaik nem célzott szervezeteken is megnyilvanulnak. Egy-egy toxikus
hatas bebizonyitasara nem kell €16 szervezeteket hasznalnunk, hiszen léteznek in vitro-vizsgalatok,
melyeket altalaban elkilonitett sejteken, szOveteken vagy szerveken végeznek el. Az ilyen
vizsgalati modszerrel elvégzett kisérleteket nemzetkdzi szinten is elfogadjak, ha megfelel6en
validaltak vagy — még a hivatalos elfogadas elétt — a hitelesités fazisaban vannak. Az Eurdpai
Parlament és a Tanacs 1907/2006/EK rendelete a vegyi anyagok regisztralasarol, értékelésérol,
engedélyezésérol és korlatozasarol (REACH) el6irja, amennyiben lehetséges, in vitro modszereket
kell alkalmazni az allatokon végzett vizsgalatok elkertlése érdekében, igy valosult meg a 3 R
stratégia, amely tartalmazza az allatokon végzett vizsgalatok helyettesitését, csokkentését,

finomitasat és ezen modszerek népszertsitését.



A doktori kutatasom kulcsvegyiiletei a glyphosate (GLY) gyomirtoszer-hatéanyag,
valamint annak formulalt készitménye, segédanyaga voltak. A GLY a vilagon legszélesebb korben
és legnagyobb mennyiségben hasznalt totalis gyomirtdszer-hatéanyag. A GLY -t Eurdpéaban a
hetvenes évektdl kezdték széles korben alkalmazni, és azdta Szamos tudomanyos eredmeény latott
napvilagot a hatdanyag kdrnyezet- és potencialis egészségkarosito hatasardl. A vilag GLY-gyartasa
évi 1,1 milli6 tonnara tehetd, ebbdl a globalis kereslet 2014-ben 826.000 tonna volt, de ez évrél
évre novekvo tendenciat mutat, az elérejelzések szerint 2024-re eléri a 12,54 milliard USD értéket
(MORDOR INTELLIGENCE LTD, GLYPHOSATE HERBICIDE MARKET 2020).
Vilagviszonylatban tébb mint 750 kereskedelmi forgalmazasu, GLY hatdanyagot tartalmazé
gyomirté szer (GBH) van forgalomban, és a hatdéanyag forgalmazésa féleg a GLY-tolerans
transzgenikus novények megjelenését kovetden mutatott kiugrd globalis piacbdviilést
(TRANSPARENCY MARKET RESEARCH 2016, SZEKACS & DARVAS, 2018). A GLY
engedélyezése Ota nem alakult ki egységes dallasfoglalds a toxicitdsat illeten, ellenben
felhasznalasa erdteljesen novekvo tendenciat kdvet.

A GLY fitotoxikus hatdsanak alapja, hogy a novényekben lezajlé sikimisav-anyagcsereut
gatlasaval megakadalyozza az aromas aminosavak (Phe, Tyr, Trp) bioszintézisét a
kloropalsztiszban, s ezen hatds kovetkeztében ledll a sejtek fehérjeszintézise, a sikimisav
koncentracidja toxikus szintre ndvekszik, ez gatolja a ndvény fotoszintézisét, s ennek
kdvetkeztében a novény nekrotizalodik, elszéarad. (LACROIX & KURRASCH 2023) A csak
novényekben megtalalhatd sikimisav Gtvonal szelektiv gatlasa miatt a vegyuletet sokaig
kornyezetkimélének tartottak, am késébb toxikus mellékhatasait talaltak human embriondlis és
placentalis sejtekben. Osszefiiggésbe hoztik az emlésokben 1évé citokrom P450 és az aromataz
enzimek gatlasaval, valamint — vélhet6en a retinsavas jelatadasi Utvonalon keresztil kifejtett —
genotoxikus hatasokkal (STEINRUCKEN & AMRHEIN, 1980).

A ndvényvédo szerek — igy a GLY is — maradvanyai megtalalhatoéak a nyugati étrend f6
élelmiszereiben, valamint a felszini vizekben és az ivovizben. Ezaltal a fogyasztok 1ényegében —
ha alacsony mértékben is — folyamatos kitettséget szenvednek el a GLY szermaradékainak. A
metabolikus folyamatokban kulcsszerepet betdltd citokrom P450 enzimszupercsalad (CYP
enzimek) dont6 szerepet jatszik a xenobiotikumok méregtelenitése soran. Ezen enzimek gatlasaval
a GLY felerdsitheti mas élelmiszerekben talalhatdé szermaradékok és kdrnyezeti toxinok karos
hatésait is. A szervezetre gyakorolt negativ hatasai lassan alakulnak ki, gyulladasos folyamatok
(példaul a CYP enzimek gatlasa) révén (IZUMI et al., 2024), amely kihat a bélbaktériumok altali
bioszintéztézisre, tehat annak zavarat okozza. Ennek kovetkezményeként a GLY hatdanyagot
Osszefliggésbe hoztdk a nyugati étrend altal okozott gyomor-bélrendszeri betegségekkel, a
melanogenezis gatlasaval, elhizassal, cukorbetegséggel, szivbetegségekkel, depresszioval,
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medddséggel, rékkal, Alzheimer-kérral és autizmussal, mely kérdest jelenleg is vitak Ovezik
(SAMSEL & SENEFF, 2013; MYERS et al., 2016, MESNAGE & ANTONIOU, 2017; RUEDA-
RUZAFA et al.,, 2019; BARNETT & GIBSON, 2020; MADANI & CARPENTER, 2022;
MESNAGE et al., 2022a, WINSTONE et al., 2022; HSIAO et al., 2023; BERG & BERG, 2023;
SENEFF et al., 2024, IZUMI et al., 2024).

Minden novényvédelmi technoldgia alkalmazasa soran fontos a megfeleld, a hatdbanyagok
hatasanak kimutatasara alkalmas vizsgélati mddszert alkalmazni. Kdérnyezetbiztonsagi érdek a
novényvédelemben, a szébanforgd hatéanyagok vizsgalata, eloszlasa, megfelelé kornyezeti
felmérése és nem célszervezetre gyakorolt hatasainak kutatasa. Doktori munkam soran a Nemzeti
Agrarkutatasi és Innovacios Kozpont Agrar-kornyezettudomanyi Kutatointézet [2021. februar 1-
t6] Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem (MATE) Kornyezettudomanyi Intézet (KOTI),
Agrar-kornyezettudomanyi  Kutatokdzpont  (AKK)]  Koérnyezetanalitikai ~ Osztalyanak
kutatdcsoportjahoz csatlakoztam, amely jelentds, hazai és nemzetkdzi viszonylatban is elismert
kornyezetanalitikai és 6kotoxikologiai tudomanyos miihely. A dolgozatban a hatéanyagneveket a
nemzetkdzi engedélyezés szerint elfogadott alakban kozlém, az EU Novényvédészer-
adatbazisaban (EU Pesticides Database) (EC, 2021), a Pesticide Manual kézikdnyvben
(TURNER, 2021) és az angol nyelvii engedélyokiratokban rogzitett alakban tlintetem fel. Ennek
oka az, hogy a novényvédGszer-hatdanyagok engedélyezése az EU tagorszagaiban nem nemzeti,
hanem EU-szinten torténik, illetve az egyes hatéanyagok neveinek fonetikus atirataiban gyakorta
mutatkozik eltérés, ami félreértésekre adhat okot. Emiatt kutatohelyem, a MATE KOTI AKK a
nemzetkozi engedélyezés szerinti alakra hivatkozik.

Vizsgalataim soran kiilonboz6 sejtvonalakon vizsgaltam a GLY hatdanyag, egy GBH
készitmény és a benne talalhato feluletaktiv anyag életképességre, DNS-karosodasra, apoptdzisra
és sejtciklusra gyakorolt hatasait. Munkam sordn olyan teszteket valasztottam, melyek
széleskorben elterjedtek és a megbizhatdéak az egész vildgon. A sejtéletképességi vizsgalatot
aramlasi citométerrel és 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium-bromid  (MTT)
szubsztratumot alkalmazé teszttel (MTT-teszt) végeztem, mig a genotoxicitast aramlasi
citométerrel és comet-teszt mddszerrel vizsgaltam, majd a vizsgalatokat 6ssze is hasonlitottam
egymassal. Az apoptdzisra és a sejtciklusra gyakorolt hatasok vizsgalatat aramlasi citometrias
modszerrel végeztem. Ezen vizsgalatokat a Magyar Tudomanyos Akadémia, Energiatudomanyi
Kutatokdzpont, NanoBioSzenzorika Lendiilet Kutatocsoportjaban végezhettem el.



Doktori kutatasi munkam célkitlizései a kovetkezdk voltak:

A GLY, a Kkiszerelt gyomirtoszer-készitmény és az ebben alkalmazott adjuvans
adalékanyag citotoxikus és genotoxikus hatasainak vizsgalata két sejtvonalon (MTT-teszt,
comet-teszt).

A GLY, a Kkiszerelt gyomirtdszer-készitmény és az ebben alkalmazott adjuvéns
adalékanyag toxikus hatdsainak vizsgalata két sejtvonalon &ramlasi citometria
alkalmazasaval (citotoxicitas, genotoxicitas, apoptézis, sejtciklus).

A két sejtvonalon elvégzett vizsgélatok @Osszehasonlitdsa, azonos vizsgélatokban
neuroektodermalis (NE-4C) és preoszteoblaszt (MC3T3-E1) sejtvonalakon.

Vizsgalati modszerek 6sszehasonlitdsa/bemutatdsa azonos sejtvonalon (életképesség
aramlési citometridval és MTT-teszt, DNS-kéarosodas aramlasi citometriaval és comet-
teszttel).

A kereskedelmi forgalomban kaphat6 aramlasi citométerhez kaphat6 vizsgalati készletek

(kitek) alkalmazhat6saganak felmérése.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. ANOVENYVEDELEMROL ALTALABAN

Novényvédé szernek  mindsiil minden olyan  készitmény, amely alkalmas
haszonndvények/termények és disznévények karosodasanak géatlasara gy, hogy a karositd
szervezetet (gyomnovények, korokozok, allati kartevok) tavol tartja, elriasztja, névekedésében
gatolja, elpusztitja vagy hormonalisan gatolja a szaporodasukat. A névényvédo szer a gyakorlati
novenyvédelmi feladatok ellatasra szolgdldé hatéanyag és a benne taldlhatd egyéb anyagok
Osszessege. A novényvédd szerek legfontosabb tulajdonsaga, hogy alkalmasak a kérositok
szabalyozéséra. Ennek megfeleléen, a karositok bioldgiai hovatartozasa szerint a novényvédo
szereket dontden 3 f6 osztalyba soroljuk: készitmények az allati kartevok ellen (pl. rovarirtd szerek
| inszekticidek), készitmények a kdrokozok és mikroszkopikus gombék ellen (gomba- és
mikrobaol6 szerek / fungicidek), készitmények a gyomok ellen (gyomirto szerek / herbicidek).
Ezek mellett vagy ezen kategoridkon beltl szamtalan altipust kiilonbéztetiink meg (rovar-, csiga-
vagy atkadld, gomba- ¢és baktériumold stb). A ndvényvédd szerek hatoanyagai lehetnek
természetes eredetlick, kémiai, biologiai vagy biotechnoldgiai uton eldallitott anyagok, valamint
€16 szervezetek is. A novényvédd szerek teljes lebomlasukig jelen vannak a kornyezetben, és
hatassal lehetnek az ott megnyilvanulo biotikus és abiotikus tényezokre is (MAGYAR
KOZTARSASAG 2000).

Az iparszerii, dontéen monokultaras névénytermesztés soran a mérsékelt éghajlati évben
a termény 20-40%-a vagy esetenként még ennél is nagyobb hanyada is elveszhet novényvédo
szerek hasznalata nélkil. A terméteriileteken jelentkezo kartevokkel, példaul gyomokkal szemben
védekezni kell, ezt a XX. szazad kOzepéig, vagyis a szintetikus kémiai novényvédd szerek
szisztematikus megjelenéseig fizikai munkaval kellett elvégezni. A novényvédészer-ipar — a
vegyipar részeként — mar a szazad huszas éveiben megjelent, de a novényvédd szerek
felhasznélasa a Il. vilaghaborut kovetden, a vegyipar talpra allasaval és dinamikus bdviilésével
valt altalanossa. A vegyszeres kartevoirtas mindharom névényvédo szer osztaly esetében gyors
iitemben boviilt, de globalisan a legjelentdsebb elterjedést a rovarkartevok elleni klorozott
szénhidrogének alkalmazasa eredményezte (DAVIS, 2014). Hasonlo expanzio a novényvédo
szerek masik két osztalyaban is megtortént, és a 90-es évekre a vilagon mar 860 korili kémiai
hatéanyagra alapozva 21 ezernél is tobb készitményt, valamint bioldgiai agenst hasznaltak
(DARVAS, 2001). A névényvéddszer-keszitmények legnagyobb hanyada gyomirto szer volt, és
az Amerikai Egyesiilt Allamok gyomirtdszer-felhasznélasa a vilagpiac egyharmadat tette ki (US
EPA, 1994).



Kezdetben a kémiai novényvédelem a novényvéddszer-hatdanyagok es -készitmeények
mésodlagos hatasait nem vizsgaltak kelld6 mélységben. Ezzel magyarazhat6, hogy rendkivdl
toxikus vegyiiletek is alkalmazhatok voltak novényvédd szerekként, példaul arzénvegyiiletek
(BENCKO & FOONG, 2017) vagy a mitokondrialis sejtlégzest gatlo nitrofenolok (ATSDR, 2023)
a novényvédo szerek mindharom osztalyaban. A kldrozott szénhidrogének — tulzott stabilitasuk
nyoman bekovetkezé kornyezeti perzisztencidgjuk miatti — kudarcai ébresztették ra a
szakembereket, hogy olyan novényvédd szerekre van szikség, amelyek felhasznalasuk utan
meghatarozott id6 utdn maradektalanul képesek lebomlani, nagymértékben szelektivek, bomlas
soran sem keletkeznek bel6liik mas toxikus vegyuletek, emberre nem veszélyesek, csak a
kartevoket/korokozokat/gyomokat irtjdk, s hogy a novényvédo szerek fejlesztésénél ezek a
szempontok a legfontosabbak. A kartevonépességekben kialakulo ellenalloképesség (rezisztencia)
kialakulésa is 0sztondzte a vegyipart, hogy minél valtozatosabb szerkezetli szereket fejlesszenek
ki (DARVAS, 2000). Az itt felsoroltak alapjan kornyezetvédelmi szempontbol inert szerrél, amely
minden mellékhatastél mentes lenne, nincsen tudomasunk. Igy a novényvédd szerek
engedélyezése nem azt hivatott garantalni, hogy a szer nem kelthet veszélyt (a novényvéddszer-
hatéanyagok jogilag veszélyes anyagoknak mindsiilnek), hanem azt, hogy nem okoznak
kockazatot, vagyis kockazatelemzésuk — bizonyos peremfeltételek mellett — nemcsak a veszély
Iétét, hanem annak bekovetkezési valoszintiségét is tekintetbe veszi (EFSA, 2024).

A novényvédo szerek, s ezen beliil a gyomirtd szerek is potencialis veszélyt jelentenek a
talajra, a felszini- és felszin alatti vizekre, és ezeken keresztiil veszélyeztethetik az élovilagot is.
Fontos alapelv, hogy figyelembe kell venni a talaj dsszetételét, tulajdonsagait, és a talajban
lejatsz0dd folyamatok szerint kell meghatarozni a megfelelé dozis kiszamitasat az adott
novényvédd szerb6l (BAJEER et al., 2012). A novényvédd szerek helyes alkalmazasahoz a
megfelelé szaktudas elengedhetetlen, mind bioldgiai, mind talajtani ismereteket kell hozza
elsajatitani (GYORI, 1997). A novényvéds szerek engedélyezése és felhasznalasa egyre tobbet
foglalkozik az utokovetéssel, hogy a kés6bbiekben az esetleges negativ hatasokat a kérnyezet és
az emberi egészseg védelmében fel tudjak ismerni, ki tudjak kiiszébolni. A novényvédo szerek
hasznalata tovabbi kérdéseket vet fel a megengedett szermaradékokat (maximum residue level —
MRL) illetéen, hiszen a ndvényi €s allati eredetii élelmiszerekben és takarmanyokban, illetve azok
feluletén talalhatd szermaradek hatarértéket az Europai Parlament és a Tanacs 396/2005/EK
rendeletének I1. és I1l. melléklete szabalyozza, melyet Gjabb ismeretek birtokaban bévitenek. A
rendelet mellékletében szereplé MRL értékeket az EU terliletén belil egységesen 2008.
szeptember 1. 6ta kell alkalmazni (EUROPEAN PARLIAMENT AND OF THE COUNCIL,
2005).



2.2. AGYOMIRTO SZEREKROL ALTALABAN

A gyomirtd szerek hasznalataval foleg fizikai munkat lehet megtakaritani, ellenben a
gyomirtd szerek okozta kdrnyezeti terhelés, szennyezés a legnagyobb mértékii a névényvédo
szereken belul, hiszen a novényvédelemben vilagszerte a legnagyobb mennyiségben alkalmazott
szerek. A hatasuk kifejtésének mddja szerint megkulonboztetlink fotoszintézis-, névekedés- és
bioszintézisgatld gyomirtd szereket (SZEKACS, 2021). A gyomirto szerek korilbelil fele a
fotoszintézis gatlasan keresztll fejti ki hatdsadt (BLACK, 2018). A gyomirtd szereknél
megkiilonboztetiink preemergens (kelés eldtt alkalmazott) és posztemergens (kelés utana
alkalmazott) szereket (BAGALE, 2023). Hatasmechanizmusuk tipusa szerint megkilonboztetiink
altalanos sejtmérgeket, hormonalis hatdsu novényvédd szereket, valamint olyan hatéanyagokat,
amelyek az auxintranszportot, a zsirsav- és viaszképzddést, az aminosav- vagy a celluldz-
bioszintézist gatoljak. Emellett ide tartoznak a kloroplasztiszok miikodését akadalyozo
vegyiiletek, valamint a fényindukalt szabadgyokképzok is. A vizben kevésbé oldddo talajgyomirto
szerek a talajban kdnnyen perzisztensseé valhatnak. A gyomirtd szerek felezési ideje talajban fiigg
a hatdsmechanizmusuktol, — a kijutatott megfelelé dozis mellett — a nedvességtartalomtodl, az
oxigénellatottsagtol, a talaj tipusatol és a benne talalhatdé mikrobialis élett6l (HUNYADI et al.,
2011) A novényvédd szerek hatasmechanizmusa alapveté szempont a novényvédd szerek
fejlesztésénél, de a gyomok esetében kialakuld6 gyomrezisztencia kezelésében is. A korébban
bevezetett vegyuletek karos mellékhatdsainak elkeriilése és a kartevOk rezisztencidjanak
kialakuldsanak megel6zése vagy a kialakult ellenallosag elkertilese érdekében az Gjszerti hatasok
elengedhetetlenek. A kornyezetbarat szerek kutatasa a kezdetek 6ta élvonalban van. A névényvédd
szerek kézikdnyve, a The Pesticide Manual (TURNER, 2021) az egyik legfontosabb
referenciakonyv, melyben fébb fizikai-kémiai, biologiai és kornyezeti jellemzoket sorol fel,
meghatarozza az egyes hatdanyagok kémiai besorolasat, ezen kivil dsszefoglalja a névényvédo
szerek tulajdonsagait, az EU engedélyezés statuszarol sz6ld nyilvanos adatbazisokat, az adott
idészakban a fejlesztéssel, felhasznalassal és kovetkezményekkel kapcsolatos jelenlegi
informécidkat.

Az engedélyezett novényvéddszer-hatbanyagok szdma vilagszerte folyamatos névekedést
mutatott az elmalt évtizedekben: mig az 1950-es évek végén korulbelil 100, addig az 1990-es
évek vegén mar mintegy 500, a 2010-es évek végere pedig 600 feletti volt az engedélyezett
hatéanyagok szama a vilagpiacon (MCDOUGALL, 2018). A globélis trendet az U hatéanyagok
engedélyezése erésiti, akar egy mar bevezetett vegyiiletcsalad bévitése révén, akar 1)
hatdsmechanizmusok felfedezése altal. Ugyanakkor a szigorodd szabalyozasok és hatdanyag-

visszavonasok csokkentd tényezoként hatnak. A globalis tendencia mellett jelentds regionalis
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kilonbségek is megfigyelheték: mig a vilag szamos térségében az egészségiigyi ¢és
koérnyezetvédelmi elvardsok szigorodasa miatt szamos hatdanyag engedélyét nem Ujitjak meg,
addig az Egyesiilt Allamokban (USA) — bar itt is szigorodnak az eléirasok — a szabéalyozas kevéshé
korlatozo. Az 6sszehasonlitas alapjan a négy legnagyobb mezdgazdasagi térség koziil (USA, EU,
Brazilia, Kina) az USA-ban még mindig forgalmazhat6ak azok a hatdanyagok, amelyek a masik
harom térség koziil legalabb kettdben mar betiltasra kertiltek, ami megmutatkozik az engedélyezett
hatéanyagok szdméaban és forgalmaban is (DONLEY, 2019).

Az EU 2012 ota drasztikusan csokkentette a meggjitott engedéllyel rendelkezd
hatéanyagok szamat: az 1995-2009 kozotti idészakban 700 hatdanyagot vontak vissza (PETHO &
SOMOGYINE PALOS, 2010; SZEKACS, 2021), 2011-2013 kozott 22 hatéanyagot (TOKES,
2020), majd 2014 és 2021 kozott tovabbi 94 hatéanyag helyettesitését javasoltdk (ROBIN &
MARCHAND, 2021). Egy masik forras szerint az EU 2019-2021 kdz6tt 6sszesen 102 hatéanyag
engedélyét nem Ujitotta meg, és 59 esetében csokkentette a megengedett hatarértékeket (CROP
LIFE INTERNATIONAL, 2022). Az EU Z6ld Megéllapodasa (European Green Deal) célként
tlizte ki, hogy 2030-ig 50%-kal csokkentik a ,,veszélyesebb” hatdanyagok hasznalatat, harmonizalt
kockazati indikdtorokat vezettek be, amelyek szerint az engedélyezett novényvédd szerek
kockazati indikatora 22%-kal csokkent a 2011-2013 kozétti alaphoz képest (EC, 2019). Ezzel
szemben a sziikséghelyzeti engedélyek alapjan forgalmazott szerek kockazati indikéatora 38%-kal
nétt ugyanebben az iddszakban, ami azt jelzi, hogy az EU tagorszagai sziikséghelyzeti engedélyek
révén tartjdk forgalomban az elavult hatdanyagokat. A novekvo kutatasi és fejlesztési koltségek
miatt az 0j novényvéddszer-hatdanyagok fejlesztési koltsége jelentdsen emelkedett: mig 1995-ben
ez 152 milli6 USD volt, addig a 2010-2014 id6szakban mar 286 milli6 USD-ra nétt
(NISHIMOTO, 2019; MCDOUGALL, 2018). Ez a novekvo koltségvetés jelentOs
tokekoncentraciot eredményezett, és a fejlesztések egyre inkabb a géntechnolodgiai Uton modositott
(GM) novények felé fordultak. A fejlesztési koltségek ndvekedése mellett a hatosagi vizsgalatok
kovetelményei is szigorodtak, kiléndsen a nem célzott szervezetekre es a kdrnyezetre gyakorolt
mellékhatasok tekintetében, ami szintén tovabb noveli a befektetési igenyt.

A gyomirtd szerek kiemelt szerepet kaptak a novényvédé szerek fejlesztésén beliil,
kifejlesztésiik biokémiai nehézségei, kornyezeti hatasai, valamint a gyomndvények
rezisztenciaproblémai miatt. Az utébbi nehézség lekiizdése érdekében az 1990-es évekig 3 évente
1-1 0j hatdsmoddal rendelkezé névényvéddszer-hatdanyag jelent meg (DUKE, 2012), &m az
utolsdé 0j hatdsmechanizmusu hatéanyagot, az isoxaflutol-t 1992-ben vezették be (HEAP &
DUKE, 2018). A Bayer 2020-ban jelentette be, hogy hamarosan egy Uj hatasmechanizmussal
rendelkezd aktiv hatbanyagu gyomirtoszert vezet be (GULICKSON, 2021; SZEKACS, 2021), am
ez mindezidaig még nem tortént meg. Osszességében a bejelentett gyomirtd szerek (nem (j
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hatdsmechanizmusokkal) 1980-2000 kozott évente 5,5, 2010-ig évente 4, 2018-ig pedig évente 2
volt és ez a csokkend tendencia folytatodik (SZEKACS, 2021, MCDOUGALL, 2018). Ez két
tényez6 miatt lehetséges: az egyik a novekvd regisztracios koltségek, a masik pedig a
gyomirtdszer-toleranciaval rendelkez6 GM-noveények térnyerése. Mindez komoly kihivast jelent
a gyomrezisztencia kezelésében (SZEKACS 2021).

2.3. AGLY TORTENETE

A GLY hatéanyagot el6szor 1950-ben egy svajci vegyész, Henri Martin szintetizalta a Cilag
nevili gyogyszercégnél, és bar gyogyszerészeti aktivitast mutatott, e hatasait tovabb nem vizsgaltak.
A Cilag kés6bb csddbe ment, és vegyi anyagait egy vegyszerellatd vallalat, az Aldrich Corp.
vasarolta meg. 20 évvel kés6bb a Monsanto Corp. cég megvasarolta az Aldrich-tél a GLY mintgjat
(tbbb szaz mas vegyszerrel egylitt), és bevonta a vizlagyito szerek fejlesztésere inditott kutatasaba.
Bar vizlagyitoként nem mitkodott, szamos mas hatast is teszteltek, és igy fedezték fel egyedilallo
gyomirtd aktivitasat. Emiatt a Monsanto Corp. vegyésze, John Franz Ujraszintetizalta a GLY-ot, és
a véllalat 1970-ben nagyon gyorsan szabadalmaztatta gyomirtszer-hat6anyagkent (a szabadalmat
megadtak, €s a gyomirto szert 1974-ben vezették be az amerikai piacra) (MOLIN, 1998). A GLY
hatalmas piaci sikert hozott a Monsanto szamara, hiszen vilagpiaci forgalma toretleniil, s6t egyre
fokozod6 mértékben noétt, s ez 1991-ig, a nemzetkdzi szabadalom érvényességi idejealatt egyre
nagyobb nyereséget jelentett (SINGH et al., 2024). A szabadalmi oltalom utan generikus gyomirtd
vegyuletté valt, lehetové téve, hogy Kina licencegyezmény nélkiil gyartsa, jelentésen novelve a
GLY eldallitasi kapacitasat. Ennek eredményeként ma mar a vilagpiaci keresletet meghalado
mennyiségben képes termelni (SZEKACS & DARVAS, 2012; SZEKACS & DARVAS 2018). A
novényvédo szerek intenziv hasznalatdhoz és az ebbdl kovetkezd emberi expoziciohoz sz&mos
toxikus hatds tarsult, beleértve a rakkelt6-és a neurotoxikus hatdsokat is (KRIEGER, 2010,
ALAVANJA et al., 2013, TABREZ et al., 2014, AGOSTINI et al., 2020, BLOEM et al., 2024,
CHAVES-REYES et al., 2024). Jelenleg a vilagon a legnagyobb mennyiségben alkalmazott
gyomirtoszer-hatdanyag a GLY, amelyet engedélyezése (1974) 6ta az Egyesiilt Allamokban és a
vilag minden tajan egyre nagyobb mennyiségben hasznalnak, és 2016-ban elérte az 1 milliard
tonna feletti éves felhasznalast (TRANSPARENCY MARKET RESEARCH 2016). A hatalmas
forgalombdviilésben nagymertékben kozrejatszott az Gjonnan kifejlesztett GLY-tolerans GM-
novenyek bevezetése, melyek altal a GLY hasznalata a 15-szorosére nétt a GM novenyek 1996-0s
bevezetése 6ta. (BAYLIS, 2000, DILL et al., 2010, SZEKACS & DARVAS, 2012, BENBROOK,
2016). 2014-2015-ben a GLY felhasznalasa a kukorica 26% -at, a gyapot 45% -at és a szGjabab
gyomirtd szerek alkalmazésanak 43% -t tette ki (KNISS, 2017). Eurdpaban a 2017-ben eladott
gyomirtd szer mennyiség 33%-at adta ki a GLY (ANTIER et al., 2020).
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Az Eurodpai Z6ld Megallapodas értelmében a kémiai névényvédo szerek mezdgazdasagi
alkalmazasa hozzajarul a talaj, a viz és a levegd szennyezéséhez, a biologiai sokféleség
csokkenéséhez, valamint karosithatja a nem célzott névényeket, rovarokat, madarakat, emlésoket
¢és kétéltiieket (EC, 2019, KANATAS et al., 2022). Az Eurdpai Bizottsag mar létrehozott egy
harmonizalt kockazati mutatot, amely a novényvéddé szerekhez kapcsolodd kockazatok
csokkentésének mértékét szamszeriisiti. Ez a mutaté azt jelzi, hogy az elmult 6t évben a
novényvédo szerek hasznalatabol eredd kockazat 20%-kal csokkent. A Bizottsag tovabbi
intézkedéseket tervez annak érdekeben, hogy 2030-ig a kémiai novényvédd szerek altalanos
felhasznalasa és kockazata, valamint a magas kockazatu novényvédo szerek hasznalata 50%-kal
csokkenjen (EC, 2019). A GLY-piac értéke 2022-ben 9,86 milliard USD volt, és varhatéan 2029-
re eléri a 15,64 milliard USD-t, a biztonsagaval és a kornyezeti hatadsaval kapcsolatos folyamatos
vitak ellenére a GLY tovabbra is a modern mezdgazdasag egyik legfontosabb gyomirtdszer-
hatéanyaga (MAXIMIZE MARKET RESEARCH, 2023). Kiilonb6z6 kontinenseken a GLY
felhasznalésa, elfogadasa vagy éppen ellenzése méas-mas megitélés ala esik (FINGER et al., 2023).
Az Egyesiilt Allamokban 1974 6ta tébb mint 1,6 milliard kg GLY-ot alkalmaztak, ami a GLY
becsult globalis felhasznalasanak 19%-at teszi ki. Egyes tanulmanyok szerint a GLY és bizonyos
rakos megbetegedések kozott kapcsolat all fenn, mig masok szerint hasznalata nem karositja a
felnasznalokat (BENBROOK, 2016, BOFFETTA et al., 2021). Evek 6ta vita targyat képezi az
EU-ban, de betiltasara nem Kkertilt sor. Az EU egyes orszéagai lépéseket tettek a hasznalatanak
korlatozasara: Franciaorszag, Hollandia és Belgium betiltotta a GLY lakossagi felhasznalasat.
Németorszag, a Bayer vegyipari oOriascég (amely 2018-ban felvasarolta a Monsanto-t)
anyaorszaga, betiltotta a GLY-hasznalatot a kozteriileteken. Ausztria és Luxemburg megprobalta
betiltani a GLY-ot, de nem jartak sikerrel. Dél-Ameriké&ban El Salvador eredetileg betiltottaa GLY-
ot, de kés6bb hatalyon kiviil helyezte a dontést. Mexiko vallalta, hogy 2024 marciusaig betiltja a
GLY hasznéalatat, &m ez nem jart sikerrel, s a mexik6i helyzet 6sszehangban van a globalis
trendekkel, példaul az Europai Uni6 2023-as dontesével, amely tiz évvel meghosszabbitotta a GLY
engedélyezését, bizonyos feltételekkel (ALCANTARA-DE LA CRUZ et al., 2021). Azsiaban
Vietnam az egyetlen olyan orszag, amely teljes mértékben betiltotta a GLY hasznalatat (PHONG
& THONG, 2020). Sri Lanka 2015-ben megkisérelte betiltani a GLY-ot, de a dontést 2021-ben
tudomanyos bizonyitékokra hivatkozva hatalyon kivul helyezte, tekintettel arra, hogy az orszag
sulyos élemiszerhiannyal kiizdétt (MARAMBE & HERATH, 2020).

A betiltasara tett kisérletek nem befolyasoljék jelentésen a GLY és annak készitményei
széles korben vald hasznalatat vilagszerte, holott egyre tdbb kutatds mutat rd ezeknek a

vegyilleteknek a szarazfoldi 6koszisztémakra gyakorolt karos hatasaira (KLATYIK et al., 2023).
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A GLY engedélyének 10 éves meghosszabbitasat az Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi Hatdséag
(EFSA) értékelése aldtdmasztotta, amely soran nem allapitottak meg kritikus biztonsagi
kockézatokat a GLY hasznélataval kapcsolatban. Ez a javaslat hosszu vitak és vizsgalatok utan
sziiletett, melyek sordn kiilonosen a vegyiilet rakkeltd hatasat vizsgaltak, mivel korabban aggalyok
meriiltek fel a potencialis egészségiigyi kockazatokkal kapcsolatban (ALVAREZ et al., 2023).
2017-ben 5 évre sz6l6 engedélyt kapott a GLY, amit 2022-ben meghosszabbitottak tovabbi 12
honappal, hogy a hatosagok kiértékelhessék a még folyamatban 1év6 vizsgalatokat. Az U], 2023.
évi engedélyezés idétartama 10 év, ami ugyan rovidebb, mint a maximum (15 év), de a
leggyakrabban alkalmazott engedélyezési idGtartam, amit a Glyphosate Renewal Group, koztik
olyan nagyvéllalatok, mint a Bayer és a Syngenta, kértek. Az engedély meghosszabbitasanak
eredményeként a GLY 2033. december 15-ig engedélyezett az EU-ban (EC, 2023). Mindazonéltal
az Europai Bizottsag, figyelembe véve a folyamatos kutatasokat, készen all az Gjabb tudomanyos

eredmények alapjan ismételten értékelni a vegyiilet biztonsagossagat.

2.4. A GLY FIZIKAI- KEMIAI JELLEMZOI ES HATASAL

A GLY [N-(foszfonometil)-glicin] fizikai tulajdonsagai alapjan kristalyos, fehér, szagtalan,
szilard halmazallapotu vegydlet, kémiai jellemzdit tekintve gyenge szerves sav, karboxil és foszfat
funkciondlis csoportja hidrogéndonor és -akceptor szerepet is betdlthet, s ezéltal ikerionos
szerkezete révén kivaloan oldodik vizben (12 g/l 25°C-on) (1. abra) (DILL et al., 2010). Felezési
ideje természetes vizekben 1-92 nap, mig talajban 2-197 nap (TURNER, 2021). A talajban a hatasa
perzisztens, hiszen egyszeri kipermetezése tobb vegetacios ciklust érinthet (SUWARDIJI &
SUDANTA, 2021). A GLY kornyezeti metabolitja az AMPA (amino-metil-foszfonsav), mely
talajban mobilisabb, mint maga hatéanyag (JAYASUMANA et al., 2014).
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1. dbra Az N-(foszfonometil)-glicin (GLY) szabad savas alakjanak képlete

—0O

)

Fémekkel erés komplexeket képez (Al, Fe, Mn, Zn) (VEREECKEN, 2005), a
GLY/AMPA-fém-komplexet a maj nem képes metabolizalni, ezért a kivalasztas nagyrészt a vesén
keresztil zajlik (JAYASUMANA et al., 2014). Mig korabban ugy vélték, hogy a GLY gyorsan
lebomlo, s igy kornyezetkiméld hatdanyag, a miiszeres analitikai modszerek fejlodésével kideriilt,

hogy kis (0,07-40 mg/kg) koncentracidban gyakori, egyes allaspontok szerint ubikviter jellegii
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kornyezetszennyez06, illetve, hogy a bomlasterméke, az AMPA talajban perzisztens jelleget mutat
(AHUJA et al., 2024, OSTEN et al., 2025).

A GLY hatasmechanizmusat tekintve gatolja az aromas aminosavak (tirozin, triptofan és
fenilalanin) bioszintézisét, mivel gatolja a novényekben lezajlé sikimisav-anyagcsereutat. A
sikimat-3-foszfat és a foszfoenolpiruvat az EPSP szintdz enzim hatasara reagalnak egymassal,
ennek eredmeényeként 5-enolpiruvil-sikiméat-3-foszfat (EPSP) keletkezik. Az EPSP tovabbi
atalakulasok sordn chorismaétta alakul, amely az aromas aminosavak bioszintézisének kiindulasi
anyaga (SAMMONS et al., 1995). A GLY a kdzponti intermedier kialakulasat katalizalo enzim,
az 5-enol-piruvilsikimisav-3-foszfat-szintaz (EPSPS) miikodését gatolja meg ugy, hogy az enzim
szubsztratumaként kotddik a foszfoenol-piruvat analdgjaként annak helyére (BO et al., 2017). igy
ez a kotédés blokkolja az enzim aktivitasat és a sikiméat-3-foszfat nem tud atalalkulni EPSP-Vé,
ezzel megszakitja a sikimisav Utvonalat (2. abra).

Az esszencialis aminosavak bekovetkezé hianya miatt leall a fehérjeszintézis, melynek
hatasara az oregedés jelei figyelheték meg a novényeken, és igen gyorsan nekrotikus allapot 1ép
fel, igy a novény elpusztul (GEIGER et al., 1986, SZEKACS & DARVAS, 2012). A GLY a
magasabb rendli novényekben megtalalhaté metabolikus utvonalakat is gatolja, igy az alkalmazéasa
soran nem szelektiv modon a szarazfoldi és vizi novényi szervezetek elhalasat eredményezi
(BOOCOCK & COGGINS, 1983). Mivel a sikimisav bioszintetikus Gtvonal szamos prokariétaban
és gombaban is megtalalhatd, ezéltal a GLY széleskorli hasznalata hatassal lehet a mikrobialis
kozosségek sokféleségére és dsszetételelére, beleértve az emberi bélmikrobiomot is. Leino és
munkatarsai eredményeibdl szarmazo konzervativ becslés szerint az emberi bélmikrobiomban
talalhato fajok 54%-a érzékeny a GLY-ra (LEINO et. al., 2021).
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GLY hatasmechanizmusa névényekben
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2.4bra A GLY hatdsmechanizmusa névényekben

A GLY-so6inak vizoldhatdsdga a legjobban oldodhatotol indulva a kovetkezd: GLY —
trimetil-szulfoniumso, -1IPA-sd, -kaliumsd, -natriumso, -ammaoniumsé és GLY szabad sav (TSUI
& CHU, 2003, SZEKACS & DARVAS, 2018). A gyartok aktiv hatanyagként a GLY soit (pl.
GLY-izopropilammonium-so, GLY-IPA; -diammoniumso; -trimetil-szulfoniumsd) hasznéljak fel a
készitményeikben, foleg a vizben valo oldodasuk fokozasa érdekében, oly modon, hogy gyomirtd
hatasuk ne csokkenjen (SZEKACS, 2006, DEFARGE et al., 2016, TRAVLOS et al., 2017). A
novekvé hasznalat kovetkeztében a GLY kornyezeti szennyezévé valt (vizben) és tovabbi
kornyezeti szennyezédést okozott (SZEKACS et al., 2015). A magyarorszagi felszini és felszin
alatti vizeiben magas koncentracioban talaltak GLY-ot (0,54-0,76 ug/l), az ivovizekben
maximalisan elfogadhatd hatarérték 0,1 pg/l, melyet az Eurdpai Bizottsdg 98/83/EC ivlviz
iranyelvében hataroztak meg (MORTL et al., 2013, LUTRI et al., 2020, MAC LOUGHLIN et al.,

2020). Portugalia szarazfoldi terlletén 2019 és 2021 kozOtt végzett vizsgalat soran 103
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talajvizmintaban elemezték a GLY jelenlétét, és azt a mintak 14%-aban mutattak ki. A mintak
10%-aban a GLY koncentréacidja meghaladta a 0,1 pg/l-es hatarértéket, de egyik esetben sem Iépte
tal a 8,67 pg/l-es kornyezeti mindségi kiiszobot (SANTOS et al., 2024). A New York allamban
végzett vizsgalatok szerint a GLY permetezése utan 3—13 nappal, es6zések hatasara megjelent a
vegyllet a mezdgazdasagi teriiletek kifolyd vizeiben (lefolyas és sekély drénviz). A mért GLY-
koncentracié tébb ponton is elérte a 90 pg/l értéket (RICHARDS et al., 2018). Egy masik,
Mexikoban végzett vizsgalat célja a GLY és f6 bomlasterméke, az AMPA koncentracidinak
meghatarozasa volt kiilonb6z6 mezdgazdasagi kulturakhoz kapcsolodo, felszini és felszin alatti
vizek mintaiban. A felszin alatti viz mintaiban a legnagyobb koncentracidkat a tok- (GLY: 3,53
pg/l; AMPA: 4,32 ug/l) és kukoricatermesztéshez kapcsolodd teriileteken (GLY: 3,99 ugll;
AMPA: 4,80 ug/l) detektaltak (OSTEN et al., 2025). Székacs és Darvas egy atfogo tanulméanyban
Osszegezték a GLY-kezeléseket kovetden felszini és felszin alatti vizekben mért koncentraciokra
vonatkozo adatokat. A munka jelent6sége abban rejlik, hogy megalapozza a GLY kdrnyezeti
expozicidjanak tudomanyos értékelését és a kockazatbecslési folyamatokat (SZEKACS &
DARVAS, 2018.)

25  AGLY KOCKAZATBECSLESE

A novényvédd szerek engedélyezésének alapja a tudoményos bizonyitékokon alapuld
kockazatbecslés, melynek alapvetd tényezOi a veszély azonositasa, a dozis-valasz értékelése, a
Kitettség (expozicio) becslése és a kockézat jellemzése. A kockézatbecslés feladata a veszélyes
anyagnak valo kitettség kovetkezményeként jelentkezd, egészséget €s kornyezetet karositd hatés
megvaldsuldsi valoszinliségének meghatarozdsa ¢és a tudomanyos ismeretek bdoviilésével
idGszakos ujraértékelése (WHO, 2004). A kockazatbecslés eredményeire tdmaszkodik az azzal
folyamatos visszacsatolasban miikodé dontéshozatali eljarads, a kockazatkezelés, illetve a
kockazati kommunikacio az érdekcsoportok, igy a hatosadgok, a szakmai civil szervezetek és a
lakosség, valamint az ipari képviselék felé (EFSA, 2024). Az engedélyezési folyamatok azonban
csak az aktiv hatdanyagra vonatkozo teljes kockazatelemzést irtak el6, a kiillonboz6 adalékanyagok
egyedi vizsgalatara vonatkozo eléirasok lényegesen enyhébbek voltak 2021-ig, a névényvédd
szerek jovahagyasara vonatkozo rendelet (1107/2009/EC) (j végrehajtési utasitdsanak életbe
Iépéséig (EC, 2020). A novényvédo szerek engedélyezésének ilyen iranyl szigoritasat éppen a
GLY-készitményekkel kapcsolatban felismert stlyos toxikolégiai anomaliak (lasd alabb)
felismerése serkentette (EUROPEAN PARLIAMENT AND OF THE COUNCIL, 2018).
Mindezek ellenére szamos alulértékelt kockazati tényezé maradt (BRUHL & ZALLER, 2022). A

vizsgalt vegyuletek human- és a kdrnyezet-egeszségugyre gyakorolt hatdsanak tartalmaznia kell a
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veszely és a kockazat mértékét, a vegyulet kozvetlen karos hatasat, a formazoszereket tartalmazé
keverék hatasat. Novényvéddszer-hatdanyagok esetében a kockazatbecslést és kezeles
eredményeként a kockéazatcsokkenést — az EU tagéllamaiban 2008 6ta egységes — maximalisan
megengedett szermaradék-szintek megallapitasaval érik el, mind a takarmanyok, mind az
élelmiszerek esetében (EUROPEAN PARLIAMENT AND OF THE COUNCIL, 2005).

A GLY gyomirtdszer-hatdanyagra tolerans GM ndvények megjelenése Ota a hatéanyag
vilagszintli felhasznéldsa jelentdsen ndvekedett, ennek kovetkezményeként hatarértékét szdmos
termékre modositottak: lencse esetében 2012-ben 100-szor, szojara 1999-ben 200-szor magasabb
értéket allapitottak meg. A GLY citotoxikus, genotoxikus, mutagén és hormonmodulans hatasat
1974. évi engedélyezése Ota szamos tudomanyos tanulmany vizsgalta, ezeken belll sajat
Kisérleteink is igazoltak a hatéanyag, de még inkabb formazo szerei citotoxikus hatasat kiilonbz6
sejtvonalakon. Ennek tudataban erételjes kritikat fogalmaztak meg a GLY (és a Roundup) tervezett
uniods ujraértékelését illetdéen, melyet 2012-ben 2015-re halasztottak, majd ismét elhalasztottak.
Zyoud és munkatarsai 2016-ban 6sszesen 3735 GLY publikaciot taldltak relevansnak, amelyek
1973-2015 kozott jelentek meg (ZYOUD et al., 2017). Az (j eredmeények hatasara a GLY
Ujraértékelésénél 2015-ben a Nemzetkdzi Rakkutaté Ugyndkség (IARC), valdszintileg rakkeltd az
emberre kategoriaba sorolta (2A csoport), az emberi kisérletek ,korlatozott bizonyitéka” és az
allatkisérletek ,,elegendé bizonyitéka” alapjan (IARC, 2015, IARC 2017). Ennek ellenére az
Europai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag (EFSA 2016), a FAO/WHO novényvéddszer-
szermaradvanyokkal foglalkozé tlésén (JMPR, 2016) az Eurdpai Vegyianyag-tigynokség (ECHA,
2017) nem erésitette meg az IARC kovetkeztetését, és a GLY Ujra engedélyeztetését javasolta, a
mar meglévé bizonyitékokon alapuld tudomanyos kockazatértékelések alapjan. Az ECHA
kockézatértékelési bizottsaga (RAC) arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a rakkeltd hatas
besorolasat illetéen, a CLP-rendelet alapjan indokolt, és a sulyos szemkarosodas és a vizi
¢lovilagra mérgez6 osztalyozast fenn kell tartani (BURTSCHER et al., 2017). Az IARC és az
EFSA allaspontja kozotti ellentmondas az volt, hogy a ket ugynokseg a GLY karcinogenitasat
emberben eltéréen értelmezte. Ennek eredményeként az IARC a GLY és a non-Hodgkin-limfoma
kozotti  Osszefiiggést ,,embereknél korlatozottan bizonyitott” statuszinak tekintette; mig
kovetkeztetésében az ECHA a bizonyitékokat ,,nagyon korlatozottnak” tartotta. Az EFSA és az
IARC koOzotti nezeteltérést részletesen kifejtették, és megvitattdk az allitasaik kozotti
kilonbségeket (PORTIER et al., 2016, TARAZONA et al., 2017, PORTIER & CLAUSING,
2017). Az IARC, EFSA, ECHA és JMPR kozotti nyilvanvalo ellentmondas fényében, a
bizonyitékokon alapuld kockazatértékelés a GLY és készitményei szempontjabol donté értékiiek
az engedélyezéséhez és szabalyozasahoz, a mar meglévo cito- és genotoxicitasi vizsgalatoknak az
eredményei is nagyon fontosak a megfeleld kovetkeztetések levonasara. Az EurOpai Bizottsag
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viszont Ujra jovahagyta a GLY engedélyezéset 2017-ben 5 évre (2022. december 15-ig
engedélyezte) és létrehozta a GLY ujraértékeld csoportot [GLY Assessment Group (AGG)] amit az
eddigiektdl eltéréen nem egy tagallam végzett el, hanem négy (Franciaorszag, Magyarorszag,
Hollandia, Svédorszag), amelyek egyuttesen jartak el a GLY kovetkez6 értékelésénél. Az AGG
tagallamai megvizsgaltdk az 6sszes olyan bizonyitékot, amelyeket a megujitott engedélyt
kérelmez6 véallalatok nydjtottak be a hatdanyag készitmenyeinek forgalmazasara az EU-ban. 2021.
junius 15-én Helsinkiben az AGG atadta a GLY értékelés kb. 11 000 oldalra kiterjedd tervezetét
az ECHA és az EFSA EU-ligyntkségeknek, és az Europai Bizottsdg jogi kotelezettségenek
megfelelden 2022. december 2-an végrehajtasi rendeletet fogadott el, amelyben a GLY engedélyét
2023. december 15-ig meghosszabbitotta. Az Eurdpai Bizottsag 2023. november 16-i Glésén, nem
jutott dontésre az engedély meghosszabbitasarol, kdzleményik szerint a tagallamok altal leadott
szavazatok nem értek el a GLY megtjitasahoz vagy elutasitasahoz sziikséges mindsitett tobbséget,
ezert az ligyben a Bizottsag sajat hataskorben jogosult dontésre, s végrehajtasi rendeletet hoztak,
mely szerint a GLY hatéanyagnak az EU-n bellli hasznélati engedelyét (és igy a GBH-k
engedélyezésének lehetGségét) bizonyos () feltételek és korlatozasok mellett 10 évvel
meghosszabbitottadk. Ezen korlatozasokat az ECHA, az EFSA és az EU-tagallamok altal végzett
atfogo biztonsagi értékelés alapjan hataroztak meg. A nemzeti engedélyezésert a tagallamok
felelosek, ahol korlatozhatjadk a GLY hasznalatat, nemzeti és regionalis szinten, ha a
kockézatértékelés alapjan ezt sziikségesnek itélik. Jelenleg a GLY 2033. december 15-ig
engedélyezett az EU-ban (EP, 2023).

2.6. POE-15 JELLEMZESE

A POE-15 leggyakrabban 15 etilén-oxid egységet tartalmaz6 zsiraminszarmazék, amely
bar technologiai szempontbol rendkiviil hatékony adalékanyag, késébbi vizsgalatok kimutattak,
hogy jelentés citotoxikus, genotoxikus és kornyezetkarositd hatdsokat fejthet ki (BRUSCH &
SMITH, 2007). Ennek kovetkeztében az Eurdpai Unid 2016 és 2017 kozott felszdlitotta az EU-
tagorszagokat, hogy vonjak ki a POE-15-tartalm GLY-készitményeket, koztiik a Roundup Classic
eredeti valtozatat is. Ezt a dontest az Eurdpai Bizottsag a 2016. augusztus 1-jén kiadott 2016/1313
szamu végrehajtasi rendeletében rogzitette, amely modositotta a GLY jovahagyasi feltételeit. A
rendelet kimondja, hogy a tagallamoknak biztositaniuk kell, hogy a GLY tartalmazé névényvédo
szerek ne tartalmazzanak POE-15-6t. Ez a Iépés a POE-15 toxikoldgiai kockazatai miatt tortént,
mivel az EFSA megallapitotta, hogy a POE-15 minden vizsgalt végponton jelentds toxicitast
mutatott a GLY-hoz képest (EC, 2016).
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A POE-15 a Roundup Classic gyomirtdszerben a legfontosabb adalékanyagként szerepelt:
amfipatikus szerkezete révén elésegiti a GLY felszivddasat a novények viaszréteggel boritott
kutikuldjan keresztil, fokozza a hatéanyag levélfellilethez vald tapadéséat és felszivodasat, ezaltal
noveli a készitmeny gyomirtd hatékonysagat, kilondsen a nehezen irthaté gyomfajok esetén
(MESNAGE et al., 2022b). A POE-15 koncentraciéja a Roundup Classic formulacidban 15%
(POE-15 SDS, 2019) volt.

Tush és Meyer vizsgdlata elsdként elemezte a POE-15 talajhoz valdo kotodését és
eléfordulasat kiillonb6z6 amerikai mezOgazdasagi teriileteken. Eredményeik szerint a POE-15
szignifikansan er6sebben adszorbealodik a talajhoz, mint a GLY, kiildndsen savas pH-ju kbzegben
és kalcium-klorid jelenlétében, ami fokozza az adalékanyag kdrnyezeti perzisztencigjat. A kutatas
Ujdonsaga, hogy tébb amerikai allam talajmintaiban kimutattdk a POE-15 jelenlétét, raadasul
nemcsak az adott kezelési évben, hanem a kovetkez6 vegetacios idészakban is, ami a POE-15
hosszu tavu kornyezeti jelenlétére utal (TUSH & MEYER, 2016).

Egy masik tanulmany harom kiilonb6z6 6sszetételic POE-15-formulécié (5:1, 10:1, 15:1
oxid:faggylamin-arany) akut toxicitasat vizsgalta a Thamnocephalus platyurus nevi vizi
rakfajnal. Mindharom valtozat rendkivil toxikusnak bizonyult: a 48-6ras LCso-értékek akar 2,01
ug/l-re is lecsokkentek a 15:1 aranyu formulacid esetén. A vizsgalat alapjan a faggytaminlanc
rovidilése noveli a toxicitast, mig az oxidlanc hosszanak hatasa enyhébb volt. Ez arra utal, hogy
a POE-15 jelentds veszélyt jelenthet a vizi 6koszisztémakra, ahol a készitmény hasznalata elterjedt
(BRUSCH & SMITH, 2007).

Laboratoriumi vizsgalatok soradn a Drosophila melanogaster néstényeinél megfigyelték,
hogy a POE-15 6nmagaban is jelent6sen csokkentette az egyedek élettartamét, rontotta a
mozgasképességet, és gatolta a szaporodoképességet, mig a GLY 6nmagaban nem valtott Ki ilyen
hatasokat. In vitro kisérletek soran a néstény ivarszerveib6l szarmazo OSS (ovarian stem sheath
cells) sejtvonalakon a POE-15 mar alacsony koncentracidban is kifejezett citotoxikus hatast
okozott, mig a GLY toxicitdésa ezekben a modellekben joval enyhébbnek bizonyult. A
megfigyelések arra utalnak, hogy a Roundup formulacidk toxikus hatasai nagyrészt a POE-15
jelenlétéhez kothetdk, nem pedig a GLY hatéanyaghoz (BEDNAROVA et al., 2020). A POE-15
onmagaban is fokozhatja a sejthartya permeabilitdsat, oxidativ stresszt idézhet eld, valamint
mitokondrialis karosodast okozhat, ami fokozza a GLY toxikus hatasait (STRILBYTSKA et al.,
2022).

Hasonl6 megallapitasokat tettek a Dendropsophus minutus, azaz a kis levelibéka ebihalain
végzett vizsgalatok is, ahol a POE-15 mar alacsony, 5 pg/l koncentracio mellett is jelentsen
megndvelte a genomkarosodas és a mikronukleusz-képzédés aranyat. A 10 pg/l koncentracio
minden esetben elhullashoz vezetett. A vérsejtek morfoldgiai vizsgalata soran a POE-15-nek kitett
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egyedekneél gyakoriak voltak a lebenyes sejtmagok, mig a GLY-expozicid inkabb binuklealt
sejteket eredményezett. A majszovetekben mindkét vegyilet kifejezett koros elvaltozasokat
okozott, am a POE-15 esetében a hepatotoxikus hatas erételjesebb volt. Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy a POE-15 nemcsak genotoxikus és mutagén, hanem sulyos majkarosodast is
kivalthat, kiilonosen érzékeny fejlodési szakaszban 1évo kétéltliecknél, ami hosszi tavon
veszélyeztetheti ezen fajok természetes populécidit (LOPES et al., 2021).

Azdéta 0j, POE-15-mentes formulécidk kertltek kereskedelmi forgalomba, ezek pontos
Osszetetele sok esetben nem transzparens. A POE-15 példaja vildgosan mutatja, hogy a
novényvédd szerek segédanyagai — a koradbbi feltételezésekkel ellentétben — nem feltétlendl
tekintheték toxikologiai szempontbol hatastalannak vagy ,,inertnek”. Epp ellenkezéleg, esetenként
dont6 szerepet jatszhatnak a készitmények kornyezeti és bioldgiai hatdsaiban. A vizsgélati

anyagok 0sszetételét és jellemzését a Mellékletben talalhat6 1. tablazat ismerteti részletesen.

2.7. AROUNDUP CLASSIC JELLEMZESE

A Roundup Classic gyomirtd készitmény hatdéanyaga a glyphosate izopropilaminsdja
(GLY-IPA), amely jellemz6en 360 g/l koncentracioban talalhaté meg az oldatban. A készitmény
emellett segédanyagokat, elsésorban fellletaktiv szereket is tartalmaz a hatéanyag biologiai
hozzaférhet6ségének novelése érdekében. A biztonsagi adatlap tovabba viz, stabilizatorok, pH-
szabalyozok, valamint egyéb oldoszerként funkcionald sszetevok jelenlétét is jelzi, azonban ezek
pontos kémiai azonositasat gyakran nem nyilvanos, ipari titokként kezelik (MONSANTO, 2015).
A készitmény biztonsagi adatlapja alapjan (Mellékletben csatolva) a GLY-IPA besorolasa nem
jelol akut egészsegkarositd hatast a REACH és CLP szerinti szabalyozas értelmében, ugyanakkor
a POE-15 sulyos szem- és bérirritaciot, valamint hosszu tavon a vizi szervezetekre mérgezé hatast
fejthet ki (H318, H411) (POE-15 SDS, 2019). Fontos megjegyezni, hogy a formulacio toxikologiai
hatasat els6sorban nem a hatdanyag, hanem a segédanyagok hatarozzak meg, amelyekre
vonatkozOan szamos in vitro tanulmany mutatott citotoxikus, genotoxikus és apoptotikus
hatdsokat emlés eredetii sejtvonalakon (STRILBYTSKA et al., 2022, YOUNG, 2015, NI et al.,
2024). Az in vitro vizsgélatokban a Roundup-formulaciok szignifikansan toxikusabbnak
bizonyultak, mint azonos koncentracioju tiszta GLY: a 24-0ras ECsgérték GLY esetén 16 mM, mig
a R esetében minddssze 0,008 mM volt (YOUNG, 2015). Emellett egy masik vizsgalat kimutatta,
hogy a R genotoxikus hatast is kifejt: az Escherichia coli SOS chromotest alapjan a GLY-tartalmu
R DNS-karosito aktivitast mutatott, tovabba a Daphnia magna vizibolhakon végzett toxicitasi

tesztekben mar 0,2 g/l koncentracio esetén 50%-0s mortalitas (LDso) volt tapasztalhato, 0,25-0,5
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g/l koncentracio pedig teljes elhullast okozott (LD10o). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a
R toxikus és genotoxikus tulajdonsagai jelentésen meghaladjak a GLY hat&sat (RAISPULIS et al.,
2009). Egy masik tanulméany bebizonyitotta, hogy a R mar a mez6gazdasagban ajanlott dozisok
mellett is karositja a szarvasmarha preimplantalt embridinak fejlédését in vitro, illetve d6zisfiiggd
fejlodési ledllast, valamint sejthalalt okoz. Mar rendkiviil alacsony koncentracioban (0,9 ppm) is
kimutathat6an rontotta az embriok életképességét. A kezelés hatasara megnétt az intracellularis
kalciumszint, fokozddott az oxidativ stressz, és emelkedett az apoptozis ardnya (CAl et al., 2020).

A POE-15-tartalmi GLY-készitmények forgalmazasa 2016-2017-ben megsziint az
Eurdpai Unioban, mivel az EFSA és mas hatosagok aggodalmukat fejezték ki e segédanyag
biztonsagossagaval kapcsolatban. Ez egyuttal a R-készitmény kivonasat is jelentette a piacrol,
legalabbis az eredeti 6sszetételben. A Roundup markanév azonban azéta is létezik, mas 6sszetételii
termékekkel, példaul POE-15 nélkili formulacidkkal. A Roundup Classic és mas, POE-15-
tartalmu készitmények in vitro vizsgalatokban jelent6s citotoxikus, genotoxikus és apoptotikus
hatasokat mutattak kiilonb6z6 sejttipusokon, sokszor mar alacsony koncentraciok mellett is (DAL’
BO et al., 2022).

Kdrnyezeti szempontbdl fontos, hogy a GLY és annak f6 metabolitja, az AMPA hosszan
fennmaradhat talajban és felszini vizekben, és kimutathatd lehet mez6gazdasagi teriiletek
kozelében az ivdvizben, tiledékben, illetve élelmiszermaradvanykeént is (MORTL et al., 2013). A
fenti tények ramutatnak, hogy a GLY-készitmények hatésait nem elegend6 csupan a hatdéanyag
alapjan megitélni. A segédanyagok és formulaciok 6nall6 és kombinalt vizsgalata kulcsfontossagu
a tényleges kockazatok megértéséhez, kilondsen a valds expozicidos korilmények
figyelembevételével. A jelen dolgozat célja e komplex hatasok vizsgalata, kilonos tekintettel a
Roundup Classic, a POE-15 és a GLY egyedi és egylttes hatdsmechanizmusaira. A vizsgalati

anyagok osszetételét és jellemzését a Mellékletben talalhato 1. tablazat ismerteti részletesen.

2.8. NEM CELSZERVEZETEKRE GYAKOROLT TOXIKUS HATASOK

A GLY-t sokaig kornyezetkimélonek tartottak, mivel a hatasmechanizmusa a kizarolag
novényekben eléforduld sikimisav-utvonal gatlasan alapul, amely az allatokban nem talalhatd
meg. Késobb toxikus mellékhatasait fedezték fel a human sejtekben, ahol a citokrom P450 és
aromataz enzimek gatlasaval fejti ki genotoxikus hatasat.

Az elmult évtizedek alatt kider(lt, hogy a GBH-k nem csak célszervezetekre képes hatast
kifejteni, kétéltlieknél és patkdnyokon végzett vizsgalatok alapjan teratogén hatast okoz, mivel
megzavarja a retinsavas jelatviteli utvonalat (LOPES et al., 2021, PAGANELLI et al., 2010,

GUERRERO SCHIMPF et al., 2017, ROMANO et al., 2012). T6ébb tanulmany is bizonyitotta,
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hogy a GBH citotoxikus hatasu placenta- €s az embrionalis eredetli sejtvonalakon, melyet az
aromatdzok gatlasan keresztil a szteroidhormon-bioszintézisében fejt ki (BENACHOUR &
SERALINI, 2009, GASNIER et al., 2009). Téth és munkatérsai a GLY, AMPA, POE-15, valamint
13 kiilonb6zé GLY-alapu gyomirtd szer (GBH) akut és kronikus citotoxicitasat vizsgaltak
Aliivibrio fischeri biolumineszcencia-teszttel, illetve hormonalis aktivitdsukat is elemezték.
Eredményeik szerint a toxicitas féként a segédanyagokhoz — kulénésen a POE-15-h6z — kothetd,
nem magahoz a hatéanyaghoz (TOTH et.al., 2020). A Hahn és munkatérsai kimutattak, hogy a
GLY eés egyes GLY-alapu gyomirtok csokkenthetik a Pseudomonas aeruginosa baktérium
érzékenységét az imipenem antibiotikummal szemben, ami hozzajarulhat az antibiotikum-
rezisztencia kialakulasahoz. Mivel ezek a vegyiiletek gyakran egyiitt fordulnak el6 a kérnyezetben,
kolcsonhatasaik befolyasolhatjak a mikrobialis kozosségek Osszetételét és mitkodését (HAHN et
al., 2022).

A GLY és a GBH-k in vitro citotoxikus hatasara a sejtvonalak kildnb6zéen reagalnak,
vannak sejtvonalak, melyeknek valasza érzékenyebb, ilyen a human emberi hepatopoietikus
Epstein-Barr-virussal transzformalt limfocita Raji-sejtek, a human hamsejtek HaCaT
keratinocitasejtek és az NE-4C egér-neuroektodermalis 6ssejtvonal (TOWNSEND et al., 2017,
QIN et al 2017, SZEKACS et al., 2014). Szakirodalmi adatok alapjan szamos alkalommal
vizsgaltak a GLY, GBH (Roundup), illetve egy GLY-metabolit (AMPA) genotoxikus, citotoxikus,
mutagén és hormonkarosito hatasat. Szakirodalmi adatokban a sejtproliferacios tesztben (MTT-
teszt) a GLY nyolc human sejtvonalban gatolta a sejtndvekedést, de két immortalizalt normal
prosztatasejtvonalban nem (YOU et al., 2013). Tobb tanulmany beszamolt a GBH készitmények
apoptotikus hatasar6l HepG2 sejtvonalon, mig a GLY énmagaban altaldban nem mutatott toxikus
hatast, vagy csak Iényegesen magasabb koncentrécidéban. Ez azt mutatja, hogy a formulaciok
apoptotikus hatasa nagyobb, mint a GLY-é 6nmagaban (GASNIER et al., 2009, MESNAGE et al.,
2013.). In vitro vizsgalatokban a GBH-k MCEF7 sejtvonalon erételjes sejtndovekedést indukalnak
(THONGPRAKAISANG et al., 2013).

A fent emlitett eredmények miatt fokozott figyelmet forditottak a névenyvedsé szerek
eléallitdsdhoz hasznalt segédanyagok toxicitdsara és lehetséges mellékhatdsaira is. A GLY-ot
altalaban poliglikozidokkal és polietoxilezett anyagokkal adjuvansként formulazzak (MESNAGE
et al., 2019). A faggyualapu polioxietiléenamin (POE-15) a Roundup Classic gyomirtd szer 6
feluletaktiv anyaga, a GLY (hatdanyag) tapadasat elsegité anyagként mukodik, segitve a
novények felszinén torténd adszorpcidjat és a novények altali felvételét, valamint megkonnyiti a
sejtekbe torténd bejutast. A POE-15 a GLY-hoz viszonyitott fokozott citotoxikus és genotoxikus
hatasat dokumentaltdk a tudomanyos szakirodalomban (BENACHOUR & SERALINI, 2009,
MESNAGE et al., 2012, BENACHOUR et al., 2007, MLADINIC et al., 2009, GASNIER et al.,
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2009, SZEKACS et al., 2014, TOWNSEND et al., 2017). Az Eur6pai Bizottsag hatarozata (EC,
2017) alapjan a tagallamok a POE-15-6t tartalmaz6 GBH-ket betiltottak.

Az in vivo mikronukleusz-, az in vitro kromoszOmaaberricio- és a comet-
tesztvizsgalatokbol megallapitottak, hogy a GLY/Roundup/AMPA vegylletcsoportnak
genotoxikus hatas tulajdonithatd (KIER et al., 2013, MANAS et al., 2009a, SANTOVITO et al.,
2024). Tobb kiilonbozé GLY-tartalmd gyomirtd szer citotoxikus hatdsanak vizsgalatanal a
sejtviabilitas dozisfiiggd volt, mig maganal a hatéanyagnal Kis mértékben volt tapasztalhato
sejtpusztulas (GASNIER et al., 2009). A Roundup nem klasztogén az in vivo mikronukleusz-
tesztben, ellenben az Ames-tesztben gyenge mutagén hatdsa mutatkozik (RANK et al., 1993).
Séralini és munkatérsai két éven at végeztek hosszl tavl etetéses patkanykisérleteket a Monsanto
altal kifejlesztett NK603 GM kukoricaval, valamint a vele egyitt is alkalmazott Roundup
készitménnyel. A vizsgalt koncentracioknal mar a legkisebb mennyiségti GBH 0,1 ppb, melyet az
ivoviziikhoz kevertek, is elegendd volt a kezelt allatok élettartamanak megrovidiléséhez (a
kontrollhoz képest) és betegségtiinetek kialakuldsdhoz. Nemenként véltozott a hatas, a
ndstényeknél eml6tumorok, mig a himeknél maj- és vese-rendellenességek, valamint bértumorok
voltak kimutathatdak (SERALINI et al., 2012). Ezen vizsgalatok eredményei is jol tikrozik, hogy
a novényvédd szerek kockazatértékelésében nagyon fontos a veszelyek azonositdsa és az
expozicio becslése (GILDEN et al., 2010, TAN et al., 2012).

2.9. IN VITRO YIZSGALATI RENDSZEREK TOXIKOLOGIAI
ALKALMAZHATOSAGA

Az elmult évtizedekben a toxikoldgiai, farmakoldgiai és kdrnyezetanalitikai kutatdsokban
egyre nagyobb hangsulyt kaptak az in vitro modellek, amelyek a sejtszintii vizsgalatok megbizhato
és etikai szempontbdl elfogadhat6 alternativajat jelentik az in vivo allatkisérletekkel szemben. E
modellek alkalmazasa nem csupan a 3R-elv (Replacement, Reduction, Refinement; helyettesités,
csokkentés, finomitas) gyakorlati megvalositasat segiti el, hanem tobb metodikai, tudomanyos és
gazdasagi elonnyel is jar.

Az egyik legfontosabb elény az in vitro rendszerek esetében a kontrollalhatosag. A
sejttenyészetekben végzett vizsgalatok lehetdvé teszik a vizsgalati paraméterek (pl.
vegyiiletkoncentraciok, expozicids idd, tapkdzeg dsszetétele) pontos beallitdsat €s reprodukalasat,
ami hozzajarul az adatok konzisztencidjahoz és az eredmények megbizhatosagahoz. Ezzel
szemben az in vivo kornyezet komplexitasa gyakran megneheziti az egyes valtozok izolalt
vizsgalatat, mivel a szervezetben parhuzamosan zajlé bioldgiai folyamatok kolcsdnhatésai
elfedhetik vagy médosithatjak az eredeti hatdsmechanizmusokat (SOULEYMANE et al., 2025).
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Egy masik jelent6s eldny az in vitro rendszerek esetében a csokkentett etikai terhelés. Az
Eurdpai Unid jogszabalyi kdrnyezete — kilondsen a REACH rendelet és az allatvédelmi iranyelvek
— eldirjak az allatkisérletek szamanak csokkentését €s azok helyettesitését, ahol ez lehetséges
(EUROPEAN PARLIAMENT AND OF THE COUNCIL, 2006). Az in vitro modszerek,
kiilonosen validalt tesztek esetében, kielégitik ezt az elvarast, és lehetdové teszik a bioldgiai
hatasvizsgalatok elvégzését €16 allatok felhasznalasa nélkiil.

Az in vitro rendszerek alkalmasak tovabba a specifikus hatdsmechanizmusok célzott
vizsgalatara is. Egy adott sejttipus — példaul idegi, méj-, vagy csonteredetli sejtvonal — lehetévé
teszi, hogy az adott szdvet- vagy szervspecifikus toxicitast, példaul neurotoxikus vagy
hepatotoxikus hatasokat, pontosabban tanulményozzuk, mint egy in vivo modell komplex
szervezetében, ahol az egyes szervrendszerek kozotti interakciok torzithatjak az eredményeket
(SOLDATOW et al., 2013, ALLEN et al., 2005, HALKS-MILLER et al., 1991). Emellett modern
in vitro technoldgiak, példaul 3D sejttenyészetek bevezetésével a bioldgiai realitas is egyre inkabb
kozelithetd az €16 szervezethez (MORALES et al., 2016).

Ugyanakkor fontos megjegyezni, hogy az in vitro rendszerek elsésorban a mechanisztikus
¢és sejtszintli hatasvizsgalatokra alkalmasak, és nem képesek a teljes szervezeti valasz (pl.
metabolizmus, immunreakcio, farmakokinetika) komplexitasanak modellezésére. Ennek ellenére
a kezdeti szlirvizsgalatok, a dozis—hatas-osszefliggések, illetve a célzott sejttipusokra gyakorolt
hatasok vizsgalatara az in vitro rendszerek elsddlegesen alkalmazhatoak.

Végezetil elmondhat6é, hogy az in vitro modellek nem csupan etikai és gyakorlati
alternativat kinalnak az in vivo Kkiséerletekkel szemben, hanem tudomanyos szempontbdl is
eldnyosek azaltal, hogy lehetéve teszik a preciz, gyors €s koltséghatékony toxicitasi vizsgalatokat,
amelyek egyre nagyobb szerepet kapnak a koOrnyezetbiztonsagi €és egészsegvédelmi

kockazatbecslésben.

2.10. IN VITRO VIZSGALATI MODSZEREK- ES SEJTVONAL-VALASZTAS
TUDOMANYOS ALAPJAI

A dolgozatomban alkalmazott modszerek kivalasztasat alapvetden az a cél vezérelte, hogy
a vizsgalt hatasok — elsésorban a citotoxicitas, genotoxicitas, apoptozis és sejtciklus-megoszlas —
minél atfogébban és érzékenyebben legyenek kimutathatok. E megfontolasok alapjan tobb,
kiilonb6z6 elven alapuld eljaras kertilt alkalmazasra, majd ezek eredményei dsszehasonlitasra.

A sejtek életképességének meghatarozasara két kiillonbozé modszert hasznaltunk: az MTT-
tesztet, valamint az &ramlasi citometrias eljarast (Muse™ Count and Viability Kit). Az MTT-teszt
a vilagon legelterjedtebb vizsgalati modszer a sejtek életképességének, illetve proliferacidjanak
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meghatarozasara. Vizsgalataimat az 1ISO 10993-5:2009 (ISO, 2009) alapjan végeztemel. Az MTT
torzsoldatat 1 mg/ml koncentracioban PBS-ben (Sigma-Aldrich) készitettem el frissen, majd az
oldatot 0,22 pm poérusméretii szirén atsziirtem, €s 1:100 aranyban szérummentes kozeggel
higitottam. Az MTT halvanysarga szubsztratum (Sigma-Aldrich, MTT -CAS 298-93-1-
Calbiochem), melyet €16 sejtekkel inkubalva sététkék formazan terméket hoz 1étre. A vizsgalat
sorén az adott vizsgalati anyagra mar reagélt sejtek, amelyek még metabolikusan aktivak (nem allt
még be a sejthaldl a vizsgalati anyag hatéséra) felveszik a tetrazélium-bromid festékmolekulakat,
és — féleg a NAD(P)H-fiiggd oxidoreduktaz enzimmeik révén a tertazoliumgyiirii N—N-kotésének
felhasitasaval — kék/lila formazankristalyokka redukaljak azokat. A gytrifelnyilds utan a
formazénlanc végén NH-aminocsoport alakul ki, amely azonban deprotonalddas és a lanc
konjugalt kettds kotéseinek atrendezodésével olyan szerkezetet is felvehet, amelyben az NH-
csoport a lanc mésik végén jon létre. A két lancvég oda-vissza-atrendezédése révén 1étrejovo
rezonanciaszerkezet egyrészt stabilizdlja a formazéanlancot, mésrészt a stabil konjugalt kettds
kotési rendszer miatt fényelnyelési tulajdonsagai megvaltoznak (a tetrazéliumallapothoz képest),
és abszorbanciaja spektrofotométerrel 570 nm hullamhosszon mérhet6 (HUMPAGE et al., 2005).
A tetrazoliumgylirii az aktivan miikodd mitokondriumban hasad fel, igy a reakcio, mely kiilonb6z6
mitokondrialis dehidrogenaz enzimek aktivitasat méri, csak az életképes sejtekben megy végbe.
Az MTT-teszt elénye az egyszerl kivitelezhetdség €s az alacsony koltség, hatranya viszont, hogy
kevésbe alkalmas a gyors sejtszintli dinamikék, példaul az apoptotikus sejthalal idébeli kdvetésére
(MOSSMAN, 1983). Ezzel szemben az aramlasi citometria lehetévé teszi az €16, elhalt és
apoptotikus sejtek szimultan és gyors elkilonitését fluoreszcens festékek segitségével, valamint
nagyszamu sejt parhuzamos mérését, igy statisztikailag is robusztusabb eredmények nyerhetok
(CUl et al., 2016).

A genotoxicitds mérésére két eljarast valasztottunk: az egysejtes gélelektroforézisen
(SCGE) alapul6 ugynevezett comet-tesztet, valamint a DNS-karosodas aramlasi citometrias
detektalasat (OLIVE et al., 1990). A comet-tesztnél a kezelt sejteket vékony agardzgélben
szuszpendaltam mikroszkopos targylemezen, majd a lizis és az elektroforézis utdn a gélt
fluoreszcens DNS-kot6 festékkel (etidium-bromid) festettem meg (KOLLER et al., 2012, SPEIT
& HARTMANN, 1999, THIEL et al., 2024). Ha a sejtekben DNS-karosodas kdvetkezik be, a
kromoszomalis DNS ¢és karosodott fragmentumainak az elektroforézis sordn bekdvetkezd
vandorlasa a sejtmagbdl nem egységes savban, hanem elnyult formaban, stokos alakban jelenik
meg, és minél intenzivebb a DNS-kéarosodas, altalaban annal hosszabb lesz az tistokds. A comet-
teszt modszertanat Ostling és Johanson dolgoztak ki 1984-ben (OSTLING & JOHANSON, 1984).
A comet-teszt elonye, hogy kozvetlen vizudlis képet ad a DNS integritasardl, a sejtenkénti
karosodas mértékérdl, és az alkalikus valtozata kilonosen érzékeny az egyszali DNS-torések
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kimutatasara. Ugyanakkor iddigényes, manualis értékelést igényel, és az eredmények
szubjektivitasa is problémas lehet, melyet mi a LUCIA software segitségével szamszer(siteni
tudtunk és nem arbitralis egységeket alkalmaztunk, ezaltal objektiven tudtuk vizsgalani az
eredményeinket. Ezzel szemben az aramlasi citometria lehet6vé teszi a kettds szala DNS-torések
kvantitativ, automatizalt Kimutatasat nagy sejtszamon. A két modszer kiegésziti egymast: a comet-
teszt érzékenyebb az egyszAala torésekre, mig az aramlési citometria specifikusabb a komolyabb,
kettds szala torésekre.

Az apoptozis vizsgalatara és a kaszpaz 3/7 enzimek aktivitasanak detektalasara kizardlag
aramlasi citometrias megkozelitést alkalmaztunk, mivel ez a modszer a legalkalmasabb a gyors és
pontos apoptézis-meghatarozasra. Az Annexin V és halott sejtek vizsgalati készletben jol
elkiilonithetok az €16, korai apoptotikus és kés6i apoptotikus/nekrotikus sejtek, mig a kaszpaz-
aktivitas kimutatasa lehetdséget ad a programozott sejthalal biokémiai uton torténd megerdsitésére
is. E moddszerek kombindlt alkalmazasa lehetdvé tette a citotoxicitds €s genotoxicitas
hatdsmechanizmusainak pontosabb feltérképezését (KHAN et al., 2012).

A sejtciklus vizsgalatot a Muse™ Cell Cycle Assay Kit (MCH100106, Merck Millipore,
Budapest, Magyarorszag) segitségével detektaltuk. Fontos megjegyezni, hogy a sejtciklus az
eukariota sejtek osztodasi ciklusaban pontos idérendben lejatsz6dod és szigortan szabalyozott
folyamat jellemzi, melynek kévetkezménye, hogy osztodassal két, genetikailag azonos sejt jon
létre. Ezek a folyamatok visszafordithatatlan valtozasokat tudnak generalni a ciklusban lévd
sejtekben. A sejt anyagainak megkett6zodése az interfazishan torténik, amelyben a Gy, S és G2
szakaszokat kulonitlink el. Az M-fazisban a kromoszoméak osztddnak ketté a mitdzisban, amit a
citokinézis kovet, ezt a két szakaszt egylttesen nevezik mitdzisnak. A sejtciklusban egy bonyolult
vezérld rendszer mitkodik, melynek alapvetd komponensei a ciklinfliggd protein kindzok (Cdk).
Neviiket az aktvitasukhoz sziikséges ciklinekr6l kaptak, ez alapjan lehetnek Cdk-aktivalod és -gatlo
kinazok, amelyek a Cdk-kat foszforilaljak (DARVAS & LASZLO 2005).

A megfeleld vizsgalati modszerek kivalasztdsa a lehetd legatfogdbb toxikologiai profil
felallitasat tette lehetévé, kiilondsen az adalékanyagok, mint példaul a POE-15 vizsgalata soran,
amelyekr6l korabban kevesebb figyelem iranyult. A kiilonb6z6 modszerek egyiittes alkalmazasa
segitette az eredmények megbizhatobb értékelését, ami nélkiillozhetetlen a novényvédd szerek
biztonsagos hasznalatanak megitéléseben.

A doktori kutatasomban alkalmazott sejtvonalak — NE-4C és MC3T3-E1 — kivalasztasat
tobb szempont hatarozta meg, melyek egymast kiegészitve biztositottak, hogy a vizsgalatok soran
megbizhato, 6sszehasonlithatd, és bioldgiailag relevans eredmények sziilessenek a GLY-IPA, a

Roundup Classic formulacié (R), valamint a POE-15 formazoszer hatdsainak értékeléséhez.
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Els6dleges szempontként a sejtvonalak érzékenysége szerepelt: célom az volt, hogy olyan
modellrendszereket alkalmazzak, amelyek képesek kis koncentracioju vegyszerek hatasait is
kimutatni. A NE-4C idegi dssejtvonal rendkiviil érzékenynek bizonyult, mivel neuroektodermalis
eredetii, hianyzik beldle a funkcionalis pS3 tumorszupresszor fehérje, valamint képes idegi irdnyu
differenciaciora retinsav hatasara (KUMARASAMY et al., 2022, SCHLETT et al., 1997). Ez a
kombinécid egyedilalléan érzékennyé teszi kulonféle kornyezeti toxikus anyagokkal, igy a
novényveédo szerekkel szemben is, kiillondsen a sejthaladlhoz vezetd folyamatok, mint az oxidativ
stressz, mitokondrialis diszfunkcio és apoptozis tekintetében.

A masik alkalmazott sejtvonal, az MC3T3-E1, egér koponyacsontbdl szarmazo
preoszteoblaszt sejtvonal, amely ugyan kevésbé érzékeny, de kuiléndsen fontos a csontképzés korai
fazisainak modellezésére. Kivalasztasa részben azzal indokolhatd, hogy megfigyelések alapjan
kimutattuk, hogy a GLY gatolja ezeknek a sejteknek a feliilethez val6 tapadasat — ez a hatas végul
a GLY specifikus integringatld tulajdonsagénak felismeréséhez vezetett (SZEKACS et al., 2018).

Tovabbi szempontként jelentkezett a vizsgalt sejtvonalak szakirodalmi reprezentaltsaga,
amely mindkét sejt esetében alacsonynak bizonyult. Ennek kovetkeztében, ezeknek a sejtvonalak
alkalmazasa lehet6séget teremtett arra, hogy a GLY-IPA, R és POE-15 in vitro citotoxicitasi és
genotoxicitasi hatasairdl Uj, eddig nem dokumentalt adatokkal egészitsem ki a nemzetkozi
tudomanyos ismeretanyagot.

Az NE-4C és MC3T3-E1 sejtvonalakat tudatosan véalasztottam ki a kutatasomhoz,
figyelembe véve azok nagyfok( érzékenységét, bioldgiai sajatossagaikat, a vizsgalni kivant
jelatviteli utakhoz valé kapcsolodasukat, valamint azt a torekvést, hogy a mar meglévo

toxikoldgiai adatokat Uj, kevéssé vizsgalt modellrendszerekkel egészitsem Kki.

25



3. ANYAG ES MODSZER

3.1. SEJTVONALAKON VEGZETT IN VITRO TESZTEK ELOKESZITESE

A kornyezetbe keriil6 lehetséges citotoxikus, mutagén, genotoxikus és hormonkarosito
anyagokra régebben gerinceseken végzett bioteszteket alkalmaztak, melyekben féleg kiilonféle
ragcsalokat és halakat hasznaltak tesztszervezetként. Ezek a vizsgalatok nem csak dragak, de
id6igényesek is voltak, és szemben alltak az EU direktivajaval is, melyben a gerincesek hasznélatat
helyettesités, csokkentés és finomitas révén oldjdk meg (EUROPEAN COUNCIL DIRECTIVE,
1986). A gerinces allatokon végzett legtobb vizsgalatok jelenleg allatetikai engedélyhez kétottek,
melynél meglehetdsen hosszadalmas dokumentaciot kell benyujtani a vizsgalni kivant anyag mas
modon torténd vizsgalataval kapcsolatban, és ha megoldhato a helyettesités, akkor az é16 gerinces
tesztszervezet hasznalata nem engedélyezhet6. A kuilonféle vegyi anyagok toxikus hatasai
sejtvonalakon végzett vizsgalatokkal is megallapithatok, és ezen a tesztek nemcsak gyorsak és
egyszeriiek, de koltséghatékonyak is.

A sejtkulturék in vitro tenyésztése nemzetkdzi protokollok részét képezi. Egyrészt az
allatvédelmi kritériumoknak is megfelel, illetve a segitségével a tesztelés korlilményei jobban
optimalizalhatok. A sejtek tenyésztése és fenntartasa tobb szempontbol is elényds:

e Mig a legtobb allati és névényi szerv/szdvet tobb kiilonbozé sejttipusbol épdil fel, addig az
in vitro sejtkultdraban lehet6ség nyilik egyes specifikus sejtfajtak elkilonitett
tenyésztésére, tulajdonsagait tekintve sokkal homogénebb rendszert eredményezve.

e In vitro sejtkultdrak esetében a kisérleti korilmények jobban szabalyozhatok, hiszen a
sejtek ndvekedéséhez optimalis kortilményeket hozunk létre, ezaltal kisérleteink soran a
tapasztalt valtozas a vizsgalati anyag hatdsanak tudhaté be. In vitro modellekkel az
extracellularis kdrnyezet mesterségesen eldallithato.

e Aszervekben/szovetekben nehéz elkiloniteni a sejtek tulajdonsagait, hiszen a sejtek kézott
jelenlévo kolesonhatasok hatnak rajuk, sejtkultirak esetében ez a gond nem jelenik meg.

e Genetikailag homogeén sejtpopulacid akar egyetlen sejtbdl is kdnnyen létrehozhato.

e Szervek és szovetek is tenyészthetok in vitro kortlmények kozott, ilyenkor szerv- es

szOvetkultararol beszéliink.

Megkulonboztetiink primer (elsédleges), illetve szekunder (masodlagos) kultirakat. Az

els6nél az eredeti szervbol/szovetbdl kdzvetleniil kinyert sejtek egyszeri atoltasa torténik (3. abra).
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3. abra Primer (els6dleges) sejtkultara eléallitasanak 1épései

A szekunder sejtkultaranal a sejtek a primer kultirabdl szarmaznak és passzaltak. Minden
sejtkultura esetén létezik oszthatdsagi hatar (lehetséges passzalasok szama), amelyet tullépve a
sejtkultiraban mar apoptdzis kovetkezik be. Erdemes megemliteni, hogy minden szovet
szaporithatd, bar az izom- és idegsejtek kevésbé. JoI szaporithatok viszont a fibroblaszt- és
epithelialis sejtek. A fibroblaszt - (mas néven kot6szoveti) sejtek generécids ideje kicsi, fellileteken
gyorsan nének, és képesek talnéni az egyéb szoveteket. Az epithelialis sejtek (mas néven
hamsejtek) kozott sok specializalddott sejt van, ilyenek példaul a majsejtek, vesesejtek, tlidosejtek,
melyeknek kozos jellemzdje, hogy jo regeneracios képességekkel birnak. Tapadas tekintetében
kétféle sejtkultdra létezik, az egyik szuszpenzidban tarthatd (Usz6 sejtek), a masik tenyészedény
falara kitapadva (letapado/adherens). Vizsgalataink soran az utobbi, letapado sejtekkel végeztiink
vizsgalatokat, melyek esetében a sejtek fehérjematrixot valasztanak ki, s ennek segitségével
képeznek réteget (monolayer) a tenyészedény falan. A tenyészedényben a sejtek ndvekedése
kezdetben exponencialis, majd lelassul, amig el nem érik a konfluens 6sszefiiggé allapotot
(MASTERS, 2000).
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3.2. ASEJTKULTURAK FENNTARTASA

In vitro korulmények kozott a sejteknek optimélis feltételeket kell biztositani a
ndvekedéshez és osztddashoz. llyen a megfeleléen kiegészitett pufferoldat, pl. foszfatpufferelt
sooldat (PBS), a tapoldat, valamint a 37°C-os, légkdzegében 5% CO»-tartalmud és 95% relativ
paratartalmu inkubator. A sejtek szamara korlatozott mennyisegt szérum/ndvekedési faktor all
rendelkezésre, mert a sejteknek adott, a tenyésztéedény mérete altal meghatérozott nagysagu
feltlet all rendelkezésre az osztddashoz. Ezt nevezik strliségfliggd sejtosztodasgatlasnak, amit
régebben kontakt gatlasnak is neveztek. A sejtek osztodasa adott sejtsiiriiséggel indul, egy ideig
(sejtkulturanként valtoz6) exponencialis ndvekedésnek indulnak, majd elérnek egy telitési
szakaszt, ahol mar nem osztddnak tovabb, tehat minden sejt Go/G1-fazisba jut. Ebben az allapotban
szllkséges a sejtek passzélasa, vagyis athelyezésik Uj tenyészedénybe, friss tapfolyadékba és
kisebb koncentracidban, hogy az osztddas Ujra meginduljon. Ehhez azonban a sejteket kelatképz6
anyagok és proteaz enzimek segitségével le kell oldani a tenyészedény falarol, és szuszpenzidba
kell vinni. A protedzok hasznélataval a sejtek kdzotti kotéseket bontjuk, hogy a sejtek egyesével
legyenek szuszpenzidba vihetok. Vizsgalatainkban az egyik leggyakoribb proteaz enzimet a
tripszint hasznaltuk, valamint Ca-kelator tulajdonsagu etilén-diamin-tetraecetsavat (EDTA),
melyekkel a sejtek konnyen szuszpenzioba vihet6k voltak. Hossz( ideig vagy nagy dézisban
alkalmazva a tripszin-EDTA kaérositja a sejtmembrant, és sejthalalhoz vezet, mely hatds azonban
friss tapfolyadékkal leéllithatd (MASTERS, 2000, MASTERS & STACEY, 2007).

3.2.1. MEGFELELO TAPKOZEGKESZITES FELTETELEI

A vizsgalatainkban hasznalt tapoldatok mar tartalmaznak alapdsszetevOket, mas Osszetevoket a
hosszabb eltarthatésdg érdekében utdlag szilkséges hozzéadni. Az alapGsszetevéket mar
tartalmaz6 tapoldat hasznalatdnak el6nye, hogy olcsobb, alland6 az Osszetétele, és kisebb a
fertézés lehet6sége, mintha a teljes tdpoldatot magunk készitenénk (MEM, Sigma-Aldrich 1, o-
MEM, Sigma-Aldrich 2).

A tapfolyadékok allandd Osszetevoéi altalaban a kovetkezd f6 komponenseket foglaljak
magukba, melyek ardnyai gyartonként eltéréek (MASTERS, 2000). Ezek kozé tartoznak az
alapvetd ionokat tartalmaz6 sooldatok (példaul Na*, K*, Ca*"), nyomelemek (Fe, Cu, Zn), amelyek
sejtek altali felvétele altalaban fehérjékhez kotott formaban torténik, valamint fehérjejellegii
Osszetevok, mint a peptidek, novekedési faktorok, hormonok és szallitofehérjék. Emellett a sejtek
energiaellatasahoz gliikézt, tovabba a megfelelé miikodéshez sziikséges vitaminokat (példaul
kolin, folsav, tiamin, biotin) és esszencialis aminosavakat (példaul lizin, valin, treonin)
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tartalmaznak. A pH stabil fenntartasdhoz pufferrendszert alkalmaznak, amely tipikusan 4-(2-
hidroxi-etil)-1-piperazinil-etdnszulfonsavat (HEPES) vagy més hasonl6é puffer anyagot foglal
magaban. Opcionalisan indikator komponensek (pl. fenol-vorés) is jelen lehetnek a pH
valtozasanak jelzésére. A kész tapfolyadékok részletes Osszetétele a gyartok hivatalos
dokumentacidiban minden esetben elérheto.

A sejttenyésztés soran kétféle tapfolyadékot alkalmaztunk, amelyeket a sziikseges
komponensekkel kiegészitve hasznéltunk fel. Az Sigma-Aldrich MEM tépfolyadékot 4 mM L-
glutaminnal, 5% foetalis borjuszérummal (FBS; Biowest SAS, Franciaorszag), 100 U/ml
penicillinnel, 100 ug/ml streptomicinnel, valamint 0,25 pg/ml amfotericin B-vel egészitettik ki. A
Sigma-Aldrich a-modositott MEM tapfolyadékot (a-MEM) 10% FBS-sel, 2 mM L-glutaminnal,
100 U/ml penicillinnel, 100 pg/ml sztreptomicinnel és 0,25 pg/ml amfotericin B-vel egészitettiik
ki. Az utélag hozzéaadott komponensek befolyasoljak a tapkézeg mikrobioldgiai stabilitasat és

eltarthatdsagat, ezert a kész tapoldatokat legfeljebb 30 napon belul hasznaltuk fel.

3.3 A VIZSGALATAINKNAL HASZNALT VEGYSZEREK

A tenyésztOkozegekhez sziikséges szilard reagenseket a Reanal Laborvegyszer
Kereskedelmi Kft-t61 (Magyarorszag, Budapest) vasaroltuk meg. Minden mas reagens a Sigma-
Aldrich Co. LLC-t6l (St. Louis, MO, USA) keriilt beszerzésre, hacsak a sz6veg masképpen nem
jelzi. A vizsgélati anyagok kozil a GLY-IPA-sét (IPA, CAS No: 386411-94-0) szintén a Sigma-
Aldrich Co. LLC-t6] szereztiik be, mint a GBH-k aktiv hatéanyagat. A formulalt készitményt helyi
forgalmazoktol szereztiik be a kereskedelemben kaphatd kiszerelésben, Roundup Classic (R,
MON2139, Monsanto, Hungary, engedélyszdm 02.5/915/2/2010), mig a formaz6anyagot
faggylalapd polioxietilénamint, mas néven POE-15 faggytamint (EMULSON AG GPE 3SS) a
gyarté (Lamberti S.p.A., Albizzate, Olaszorszag) bocsatotta rendelkezésiinkre. A GLY-IPA, R és
POE-15 torzsoldatait frissen készitettiik el a megfeleld sejttenyésztd tapfolyadékban a kezelés elott
(pH 7,4).

A GLY és a POE-15 vizsgalatokban alkalmazott koncentracioi tobbféle alakban is
megadhatok: az adott reagens tdmegkoncentraciojaban (pl. g/l), szazalékos koncentracidban (pl.
09/100 ml), molaris anyagmennyiség-koncentraciéban (pl. mol/l, M), illetve a R azon
(ez utdébbit neveztem a Roundup Classic készitmanyre vonatkoztatott ekvivalens koncentracionak,
mas néven Roundup-ekvivalens koncentraciénak). A Roundup Classic készitmany koncentracioja
megadhatd tdmegkoncentracidjaban (pl. g/l) vagy szazalékos koncentracioban (térfogat%, ml/100

ml), de molaris anyagmennyiség-koncentracioban (pl. mol/l, M) értelemszeriien nem. A
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legcélszeriibb tehat a Roundup-ekvivalens koncentracio alkalmazasa volt, amely mindharom
anyagféleségre értelmezhetd, és amelyet a dolgozatban minden esetben térfogat% (ml/100 ml)
értékben  szerepeltetek. Az egyértelmisités  kedvéért  szerepeljen  itt  néhdny
koncentraciomegfeleltetés a GLY és a POE-15 vegytletekre, azok témeg-, molaris és Roundup-
ekvivalens koncentracioi kozott. Higitatlan formaban a Roundup Classic (100% Roundup-
ekvivalens koncentrécid) 486 g/l vagy 2,13 M GLY és 180 g/l vagy 193 mM POE-15 vegyuletet
tartalmaz. A mezb6gazdasagi kijuttatashoz higitott formaban a Roundup Classic (2% Roundup-
ekvivalens koncentracid) 9,72 g/l vagy 42,6 mM GLY és 3,6 g/l vagy 3,87 mM POE-15 vegylletet
tartalmaz. A vizsgalt koncentraciotartomany alsé hataran a Roundup Classic (0,0001% Roundup-
ekvivalens koncentracio) 48,6 mg/l vagy 213 uM GLY és 18,0 mg/l vagy 19,3 uM POE-15
vegyuletet tartalmaz.

3.4. A VIZSGALATAINKNAL HASZNALT SEJTKULTURAK

Szakirodalmi adatok igazoltak, hogy a GLY hatast gyakorol kiilonféle emldssejtvonalakra,
ezért mi olyan, emlGsokbdl szarmazé sejtvonalakon kivantuk vizsgéalni a GLY, R és POE-15
hatasat, amelyeket az eddigi szakirodalom nem, vagy csak kevésszer emlit. Valasztasunk két
egyedi, egéreredetll sejtvonalra esett. Nagyfoki érzékenysége miatt valasztottuk a
neuroektodermalis NE-4C idegi ssejtvonalat, melynek egyedi sajatossaga, hogy hianyzik beldle
mértékben indukalja (SCHLETT & MADARASZ, 1997, SCHLETT et al., 1997, HEBERTH et
al., 2005). Utobbi jellegzetesség érdekesnek mutatkozott, hiszen a GLY hatdanyagot kapcsolatba
hoztak a retinsavas jelatadasi mechanizmussal. Masik emldssejtvonalként az elébbinél valamivel
kevéshé érzékeny MC3T3-E1 sejtvonalat valasztottuk, részint mert ez a sejtvonal is 6sszefliggésbe
hozhato a retinsavas jelatadasi mechanizmussal (NAKAYAMA et al., 1990, NAGASAWA et al.,
2005), részint pedig, mert elézetes megfigyeléseink szerint a GLY hatékonyan gatolta ennek a
spontan transzformacid utjan képzodott csontképzo prekurzor (preoszteoblaszt) sejtnek
(TOWLER & ST. ARNAUD, 2002) a feliiletre torténd letapadasi képességét, mely végil
elvezetett a GLY specifikus integringétl6 hatasanak felismeréséhez (SZEKACS et al., 2018).

A 9-napos transzgenikus egérembrio el6- és kbzépagyi vezikulaibdl készitett, primer agyi
sejtkulturdkbol  szarmazé NE-4C sejtvonalat Dr. Madarasz Emilia (MTA  Kisérleti
Orvostudomanyi Kutatointézet, Budapest) bocsajtotta a rendelkezéslinkre. A sejteket minimum

esszencialis tapfolydékban (MEM) tenyésztettiik, amely 4 mM glutamin, 5% FBS (Biowest SAS,
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Franciaorszag), 100 U/ml penicillin, 100 mg/ml streptomicin és 0,25 pg/ml amfotericin B
Osszetevoket tartalmazott.

A C57BL/6 egérkoponyabdl szarmazé MC3T3-E1 sejtvonalat kereskedelmi forgalombdl
(99072810 Sigma-Aldrich) szereztik be. A sejteket a-modositott MEM (a-MEM) folyadékban
tenyésztettiik, amelyet 10% FBS, 2 mM L-glutamin, 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml sztreptomicin
és 0,25 pg/ml amfotericin B 6sszetevokkel egészitettik ki.

A sejtvonalakat a 37°C-os, légk6zegében 5% CO.-tartalmi és 95% relativ paratartalmu
inkubatorban tenyésztettiik. A 80%-o0s konfluencia elérésekor a sejteket 0,05% (w/v) tripszin és

0,02% (w/v) EDTA reagenseket tartalmazé oldattal passzaltuk.

3.5. MTT-REDUKCIOS TESZT

Az MTT-bol keletkez6 formazan mennyisége egyenesen aranyos a sejtszammal
(MOSSMAN, 1983). A szukcinat-dehidrogenazok gatlasanak dozis—valasz-kapcsolatat a vizsgalt
anyagok sorozatos higitasaval jellemeztem, melybdl a gatlasi kozépértékeket (ICso, adott vegyulet
azon koncentracioja, ahol a gatl6 hatasa 50%-os mértékii) nemlineéris regresszioval szamoltam Ki,
Rodbard logisztikus (szimmetrikus szigmoid gorbét feltételezd, 4-paraméteres) egyenletének
(RODBARD, 1981) felhasznalasaval.

Az NE-4C és MC3T3-E1 sejteket 5x10* sejt/ml koncentracidban 96-lyukt sejttenyésztd
edénybe (Thermofisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) (ltettem. A 24-6ras
eldinkubacids fazist kovetdéen a sejteket tovabbi 24 Orén keresztil kezeltem a vizsgélati
anyagokokkal (GLY-IPA, R és POE-15), 200 ul/lyuk mennyiségben. A negativ kontrollkezelésnél
a sejteket tapfolyadékkal kezeltem, és a sejteket ugyanolyan kortilmények kozatt Gltettem le, mint
a vizsgalati anyaggal kezelteket.

Az NE-4C és MC3T3-E1 sejtvonalak kezelése soran alkalmazott koncentraciok minden
esetben Roundup-ekvivalens értékek alapjan kertltek meghatarozasra. Az NE-4C sejtvonalon
vizsgalt koncentraciok GLY-IPA esetében 0,0184%, 0,0441%, 0,1058%, 0,181% 0,254% és 0,85%
R-egyenértékii oldatnak feleltek meg, amelyek a hatéanyag szempontjabol 89,42 pug/ml, 214,33
pg/ml, 514,19 pg/ml, 879,66 pg/ml, 1234,44 pg/ml, 4131 pg/ml GLY-IPA-koncentracionak
felelnek meg. A R-kezelésnél alkalmazott koncentraciok sorrendben 0,0009%, 0,0013%,
0,0018%, 0,0026%, 0,0036%. A POE-15-kezelések esetében a vizsgalat soran alkalmazott R-
ekvivalens koncentraciok sorrendben a kovetkezdk voltak; 0,000194%, 0,000338%, 0,000775%,
0,00155% és 0,00387%. Ezek a koncentraciok a POE-15-tartalom szempontjabdl 0,35 pg/ml, 0,61
pug/ml, 1,40 pg/ml, 2,81 pg/ml, valamint 7,02 pg/ml POE-15-koncentracionak felelnek meg.
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Az MC3T3-E1 sejtvonalon vizsgalt koncentraciok GLY-IPA esetében a 0,22%, 0,31%,

0,43%, 0,61%, 0,85% R-egyenértékii oldatnak feleltek meg, amelyek a hatdanyag szempontjabol
1075,52 pg/ml, 1505,63 pg/ml, 2107,78 pg/ml, 2950,51 pg/ml és 4131,00 pg/ml GLY-IPA-
koncentracionak felelnek meg. A R-kezelésnél alkalmazott koncentraciok sorrendben 0,00185%,
0,0023%, 0,005%, 0,007%, 0,01%. A POE-15-kezelések esetében a vizsgalat soran alkalmazott
R-ekvivalens koncentraciok sorrendben a kovetkezdk voltak; 0,0019%, 0,0026%, 0,0037%,
0,0052%, 0,0072%, és 0,0101%. Ezek a koncentraciok a POE-15-tartalom szempontjabdl 3,39
pg/ml, 4,68 pg/ml, 6,68 pg/ml, 9,37 pg/ml, 13,12 pg/ml valamint 18,39 pg/ml POE-15-
koncentracionak felelnek meg.
A kezelést kovetden a tapfolyadékot eltavolitottam, a lemezeket PBS pufferrel (Sigma-Aldrich)
mostam, majd minden lyukba az MTT-oldatbdl lyukanként 100 pl mennyiséget adagoltam, és 3
oran at 37 °C-on inkubaltam. Az inkubaciot kovetden a feliiliszokat eltavolitottam, 100 pl/lyuk
DMSO-t adtam az elegyekhez, és a lemezt 5 percig szobahémérsékleten inkubaltam, Az optikai
stirliséget SpectraMax iD3 Multi-Mode Microplate Reader (Molecular Devices, San Jose, CA,
USA) segitségével hataroztam meg 570 nm hulldmhosszon és 620 nm referencia-hullamhosszon.
A sejtek életképességét a kezeletlen kontroll relativ szdzalékabol szamoltam ki (HORIUCHI et al.,
1988). A Kkisérleteinkben 3 fluggetlen kezelést végeztem el 6 koncentracioban a sejtek
életképességének meghatarozasara. (MOSSMAN, 1983, VIRAG et al., 1995).

3.6. COMET-TESZT

A comet-teszt egysejtes gélelektroforézis (SCGE), amely nagyon érzékeny és gyors
fluoreszcens mikroszképos mddszer a DNS karosodasanak az egyedi sejt szintjén torténd
kimutatasara. Tobbféle variaciot alakitottak ki, az egyszall és a kettds szalu DNS-torések
kimutatasara, oxidativ DNS-karososasok észlelésére és a DNS-javitd rendszer helyes/sérilt
mitkodésének detektdlasara. Fobb tipusai kozul a legelterjedtebb az egyszali DNS-toreések
kimutatasara szolgalo alkalikus comet-teszt, ahol a pH-tartomany 13 felett van. Az alkalikus
comet-teszt esetén egy enzimspecifikus verziét is kidolgoztak, ahol a pH-t 12,1 értékre kell
beallitani. A kettds szal DNS-torések kimutatasara a neutralis comet-teszt elfogadott, ahol a pH
értéke 8, és ezt kovetden 300 mM-0s NaOH adagolasaval az egyszall DNS-torések is a mérhet6vé
valnak.

A DNS-karosodasok specidlis eseteinek kimutatasat a comet-teszt esetén a kiilonb6z6
DNS-javitd enzimek teszik lehetévé, mint peldaul a bazisspecfikus glikolaz (Fpg) vagy az

endonukledz (Endolll) enzimek hasznélata. A jelenlegi vizsgalatban a comet-teszt alkalikus lizis
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valtozatat hasznaltam (OLIVE et al., 1990), és a lizist elektroforézis is kovette enyhén Iigos
kortlmeények kozott (pH 12,1). A sejteket 6-lyuki sejttenyészté lemezekre (Thermofisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) 1,5x 10° sejt/lyuk stiriiséggel (ltettem le, 24 6ran
kezelést MEM, illetve a-MEM tapkdzegben. Az NE-4C sejtvonalon vizsgalt koncentraciok GLY-
IPA esetében 0,015%, 0,032%, 0,072%, 0,133%, 0,241%, 0,436% R-egyenértékii oldatnak feleltek
meg, amelyek a hatdéanyag szempontjabol 72,90 pg/ml, 155,52 pg/ml, 351,31 pg/ml, 644,08
pg/ml, 1171,05 pg/ml, 2119,60 pg/ml GLY-IPA-koncentracionak felelnek meg. A R-kezelésnél
alkalmazott koncentraciok sorrendben 0,00011%, 0,00019%, 0,00035%, 0,00065%. A POE-15-
kezelések esetében a vizsgélat soran alkalmazott R-ekvivalens koncentraciok sorrendben a
kovetkezok voltak; 0,000004%, 0,000009%, 0,000036%, 0,00005%, 0,00008%, 0,00011%. Ezek
a koncentraciok a POE-15-tartalom szempontjabdl 0,02 pg/ml, 0,04 pg/ml, 0,17 pg/ml, 0,24
pg/ml, 0,39 pg/ml valamint 0,53 pg/ml POE-15-koncentracionak felelnek meg.

Az MC3T3-E1 sejtvonalon vizsgalt koncentraciok GLY-IPA esetében a 0,0722%,
0,1189%, 0,1784%, 0,2676%, 0,4013% R-egyenértékii oldatnak feleltek meg, amelyek a
hatéanyag szempontjabdl 351,03 pg/ml, 578,13 pg/ml, 867,22 pg/ml, 1300,85 pg/ml, 1951,23
pug/ml GLY-IPA-koncentracionak felelnek meg. A R-kezelésnél alkalmazott koncentraciok
sorrendben 0,00131%, 0,00184% 0,00257%, 0,0036%, 0,005%. A POE-15-kezelesek esetében a
vizsgalat soran alkalmazott R-ekvivalens koncentraciék sorrendben a kovetkezOk voltak;
0,0018%, 0,0038%, 0,005%, 0,007%, 0,01%, 0,014%. Ezek a koncentraciok a POE-15-tartalom
szempontjabol 3,27 pg/ml,6,90 pg/ml, 9,08 pg/ml, 12,71 pg/ml, 18,16 pg/ml valamint 25,42
pg/ml POE-15-koncentréaciénak felelnek meg.

A 24-0rés kezelést kovetden a sejteket Eppendorf-csovekbe (Thermofisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA) tettem. A kezelt és kezeletlen sejteket (30 pl) 120 pl PBS-ben
(Sigma-Aldrich) szuszpendaltam a csovekben. Az alacsony olvadaspontu agarozt (LMA, 150 pl
1%, Sigma, St. Louis, MO, USA) 55 °C-ra melegitettem, 37 °C-os vizfiirdében tartottam, majd a
sejtekkel Gsszekeverve a szuszpenziot mikroszkopos targylemezre pipettaztam (normal
olvadaspontu agardzzal eldkezelve, NMA). A negativ és pozitiv kontrollok a MEM tapfolyadék
és 0,01% hidrogén-peroxid voltak. A pozitiv kontroll készitése soran 20 pl 0,01%-0s hidrogén-
peroxidot és 30 ul kezeletlen sejteket tartalmazé tapfolyadékot 100 pl PBS-ben szuszpendaltam,
és 20 percig 4°C hémérsékleten sotétben tartottam. A lizist 1 oran keresztll 4 °C-on végeztem
lizispufferben, amely NaCl, EDTA, Tris és NaOH 06sszetevoket 146,4, 37,2, 1,2, illetve 8 g/l
koncentracioban tartalmazott, és kozvetleniil a felhasznalas elétt 1,1% (v/v) koncentracidoban
Triton X-100 adalékot adtam hozza. 1 dra elteltével a targylemezeket 40 percre attettem a frissen
készitett és hideg elektroforézis pufferbe (1 mM vizes EDTA-oldat, amely 30 mM NaOH-t
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tartalmazott pH=12,1 mellett), majd 15 percre friss 0blitd pufferbe helyeztem az
elektroforéziskamréba 25 V fesziiltség alatt. Ezt kovetden a targylemezeket kiemeltem a pufferbél,
desztillalt vizben) helyeztem. A comet-teszt 1épéseit kovetden a mintakat végiil 50 ul, 20 pg/ml
etidium-bromiddal festettem meg s6tétben, szobahdmérsékleten, és meghataroztam a comet-teszt
f6 mérheté egységeit (faroknyomaték, a farokban és a fejben 1évé DNS szazalékos aranya)
fluoreszcens mikroszkdoppal (Nikon Eclipse E600 vagy Olympus 1X73) a LUCIA™ Comet Assay
3.5 szoftver (Laboratory Imaging, s.r.o., Praga, Cseh Kdztarsasag) segitségével mertem (4. abra).
A szoftver hasznalata kiilonésen a kiilonb6zé paraméterek (fej-DNS (%), farok-DNS (%),
farokhossz, faroknyomaték, olivanyomaték, fejfeliilet, farokfelllet) sorat is biztositja, amelyek
segitenek a DNS-karosodas mértékének meghatarozasahoz. Ezeket a paramétereket elényben
részesitjuk a kézi pontozasi modszerrel szemben, mivel a statisztikai elemzések soran az
numerikus adatok kénnyebben értelmezhetok a diszkrét pontértékeknél. Kisérleteinkben a DNS-
karosodas leirasara a faroknyomatékot hasznaltuk, mert az a sériilt DNS-komplex értékét irja le,
de a farok DNS szézalékos ardnya is megbizhat6 paraméter.

Festés A

S Sejtszuszpenzié Jlll}ll]ﬂ»‘h \

. Agarézgélbe (LMA) kevert ¥
e 1~ sejtminta felvitele a lemezre )

Lizalas Elektroforézis Neutralizalas

Normal agarozgél (NMA)
felvitele a lemezre

4. dbra A comet-teszt folyamata

Kisérleteimben 3 fliggetlen kezelést végeztem (egy targylemezen 50 sejtet mértem) a DNS-

karosodas mértékének meghatarozasahoz. A vizsgalt paramétereket az 5. abra mutatja be.

5. dbra A comet-teszt képalkotasa a kezelt sejtrdl, illetve a vizsgalt paraméterek bemutatasa.

34

e = —: S !’Knérlékelés
— - - Jl\"xh‘ul‘h‘ A N N :
5 — - -



3.7. ARAMLASI CITOMETRIA

A Muse™ Cell Analyzer (Merck Millipore, Budapest, Magyarorszag) az egysejtes
elemzeshez fluoreszcens detektorral felszerelt mikrokapillaris-citometrids készllék. Nagy
sejtmennyiség gyors, tobbparaméteres vizsgalatat teszi lehetévé, rovid idén belll sok sejtet
vizsgal, egyetlen vizsgalt sejtrol egyidejlileg tobb paramétert képes megadni. A folyadékokban
1év6 sejtek mikrokapillaris cs6 segitségével egyesével haladnak el a 1ézer eldtt. A detektorok
meghatarozzak a sejt méretét, illetve a lézer gerjeszteni képes a fluorszcens molekuldkat, amik a
rajuk jellemz6 hullamhosszusagokon nyelik el, illetve emittaljdk a fényt. A kibocsajtott
fluoreszcens fényt optikai sziirékkel vagy dikroikus tikrokkel terelik a megfelelé detektorhoz. A
sejtek, melyek folyadékban vannak egy ,kopenyfolyadék™ (altalaban PBS) altal rendezédnek
sorba, ezaltal a sejtek egymas utan, egyesével haladnak a kapillarisban, és a lézerfény erre a
kapillarisban sorban halado sejtekre fokuszal (6. abra).

A Muse™ Cell Analyzer az A&ltalunk hasznalt vizsgalati tesztrendszerekben az
eredményeket ,,.Dot plot” (pontdiagram) alakban abrédzolta, mely az aramlasi citometrias
vizsgélatok egyik jellegzetes megjelenitési formaja. Az  4brézolds kéttengelyt
koordinatarendszerben a vizsgalt sejteket a beéllitott két paraméter fliggvényében helyezi el.
Ebben a koordinatarendszerben minden egyes megjelenitett pont egy-egy sejtnek felel meg. Az
azonos sejtcsoportba tartozd sejtek nagyobb halmazokat, sejtpopulaciot alkotnak. Az egyes
sejtpopulaciok ezt kovetden kivalaszthatok (ezt nevezik ,kapuzasnak™), és kilon-kilon
vizsgéalhatok més paraméterekre. Az altalunk vélasztott vizsgalati tesztek mérésénél a DNS- és
RNS-tartalom mérése volt az elsédleges szempont, hiszen igy allapitottuk meg a DNS-karosodas
és az apoptozis mértékét, illetve a sejtciklusok alakulasat is. Az életképessegi vizsgalatban hasznalt
tesztrendszerben, melyet aramlasi citometridval végeztink el, a hasznélt festék a propidium-jodid
(PI) volt, amely — szerkezeti anal6gjahoz, az etidium-bromidhoz hasonléan, &m annal 1ényegesen
er0sebb DNS-kotodési affinitassal rendelkezik (CHOU et al., 1987), ugyanakkor enyhébb
mutagenitést, de 20-30-szor erésebb fluoreszcenciat mutat — olyan, a DNS-hez kotédni képes
fluoreszcens molekula, amely az ¢él6 sejtek membranjan nem jut at (MCCOY, 2002,
DARZYNKIEWICZ et al., 2010.).
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6. abra Az aramlasi citométer mikodési elve

A késziiléket a gyartd szamos, az adott sejtjellemzékre — tobbek kozott az életképességre,
az apoptozisra és a DNS-karosodasra, valamint a sejtek jelatvitelére — specifikus fluoreszcens
reagenseket hasznald vizsgalati készletével hasznaltuk. A sejteket az egyes vizsgalati tipusokhoz
hasonléan elékezeltiik. Igy az NE-4C és MC3T3-E1 sejteket 24-lyuki sejttenyésztdlemezekre
Ultettiik le 5x10* sejt/lyuk siirtiséggel, majd 24-6ras eldinkubdaciot végeztiink CO-inkubatorban.
majd a megfeleld vizsgalati készletet alkalmaztunk a gyartd utasitasai szerint, és a mintakat a
megfeleld szoftvermodul segitségével elemeztiik. Kisérleteinkben 3 fuiggetlen kezelést végeztink

az aramlasi citometriaval.

3.7.1. ASEJTEK ELETKEPESSEGENEK MEGHATAROZASA ARAMLASI
CITOMETRIAVAL

A vizsgalati anyagokkal valo 24-6ras inkubaciot kovetéen a sejteket Eppendorf-csovekbe
(Thermofisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) gyujtottik. A Muse™ Count and

Viability Kit (MCH100102, Merck Millipore, Budapest, Magyarorszag) segitségevel aramlasi
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citometrianak vetettik ala, minden kezelésnél 532 nm hullamhosszon detektaltuk az optikai
stiriséget, és a Muse™ Count and Viability szoftvermodul segitségével kiszamitottuk az életképes
sejtek szamat (sejt/ml), az 6sszes sejt szamat (sejt/ml) és a mintak %-os életképességét. A Muse™
Count and Viability Kit ket kulcsfontossagu paramétert detektal; a sejtszamot es az életképességet,
az el6bbinél a készlet lehetové teszi a sejtek teljes szamanak gyors és pontos meghatarozasat a
mintdban. A vizsgalati készlet fluoreszcens festéket tartalmaz, amely specifikusan kotédik a
sejtekhez, igy azok konnyen detektalhatok és megszémolhatok a Muse™ Cell Analyzer
segitségével. Az életképességnel a készlet érzékeli a sejtek életképessegét azaltal, hogy
kiilonbséget tesz az ¢l6 és az elhalt sejtek kozott. Ez két kiilonbozd fluoreszcens festék
kombinacidjaval torténik;

e propidium-jodid (PI), amely csak a membranintegritasat elvesztett sejtekbe tud bejutni,
tehat csak az elhalt vagy seériilt sejtek magjat festi meg. Mivel a PI nagy, pozitiv toltést
molekula, az ép sejtmembranon nem képes athatolni, ezért a festék a sertlt vagy elhalt
sejtek DNS-éhez kotédve fluoreszeens jelzést ad.

AO (Acridin Orange/Akridin narancs), amely bejut az 6sszes sejtbe, fliggetlenul attol, hogy
¢16k vagy elhaltak, és interkalalodik a sejtmag DNS-¢be, fluoreszcens jelzést adva. Az AO foként
az €16 sejtek detektalasara szolgdl, mivel az €16 sejtek membranja ép, és a festék megfeleléen
kotoédik a DNS-hez (Muse™ Count and Viability Kit User Guide).

A sejteket 6-lyukt sejttenyésztd lemezekre (Thermofisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA) 1,5x 10° sejt/lyuk siiriséggel iiltettem le, 24 6ran keresztiil inkubaltam, majd
MEM tapkdzegben. Az NE-4C sejtvonalon vizsgalt koncentraciok GLY-IPA esetében 0,0184%,
0,0441%,
0,1058%, 0,181%, 0,254%, 0,85% R-egyenértékii oldatnak feleltek meg, amelyek a hatéanyag
szempontjabol 89,42 pg/ml, 214,33 pg/ml, 514,19 pg/ml, 879,66 pg/ml, 1234,44 pg/ml, 4131
pug/ml GLY-IPA-koncentracionak felelnek meg. A R-kezelésnél alkalmazott koncentracidok
sorrendben 0,0009%, 0,0013%, 0,0018%, 0,0026%, 0,0036%. A POE-15-kezelések esetében a
vizsgalat soran alkalmazott R-ekvivalens koncentraciok sorrendben a kovetkezék voltak;
0,000011%, 0,0000155%, 0,000194%, 0,000338%, 0,000775%, 0,00155%. Ezek a koncentraciok
a POE-15-tartalom szempontjabdl 0,020 pg/ml, 0,028 pg/ml, 0,353 pg/ml, 0,614 pg/ml, 1,408
pg/ml, 2,817 pg/ml POE-15-koncentracidnak felelnek meg.

Az MC3T3-El sejtvonalon vizsgalt koncentraciok GLY-IPA esetében a 0,2213%,
0,3098%, 0,4337%, 0,6071%, 0,85%, 1,3% R-egyenértékli oldatnak feleltek meg, amelyek a
hatéanyag szempontjabo6l 1075,52 pg/ml, 1505,63 pg/ml, 2107,78 pg/ml, 2950,51 pg/ml, 4131
pug/ml, 6318 pg/ml GLY-IPA-koncentracionak felelnek meg. A R-kezelésnél alkalmazott
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koncentraciok sorrendben 0,00185%, 0,0023%, 0,005%, 0,007%, 0,01%. A POE-15-kezelések
esetében a vizsgalat sordn alkalmazott R-ekvivalens koncentrécidk sorrendben a kovetkezok
voltak; 0,0019%, 0,0026%, 0,0037%, 0,0052%, 0,0072%, 0,0101%. Ezek a koncentréciok a POE-
15-tartalom szempontjabol 3,39 pg/ml, 4,68 pug/ml, 6,68 pug/ml, 9,37 pug/ml, 13,12 pug/mi, 18,39
pg/ml POE-15-koncentracionak felelnek meg. Az eredmeényeinket a negativ kontrollhoz képest

szazalékban fejeztik ki.

3.7.2. A SEJTEK DNS-KAROSODASNAK MEGHATAROZASA ARAMLASI
CITOMETRIAVAL

A sejteket a Muse™ Multi-colour DNA-Damage Kit (MCH200107, Merck Millipore,
Budapest, Magyarorszag) haszndlati utasitdsanak leirdsa szerint készitettiik el6. 4 Muse™ Mullti-
Colour DNA-Damage Kit specialis festékkészletet tartalmaz, amely a sejtekben bekdvetkezett
DNS-karosodast detektalja és kvantifikélja, tobb paraméter egyidejii mérésére is alkalmas. A
készlet specifikusan a H2A.X foszforilaciojat (p-H2A.X) és a p53 fehérje stabilizalodasat és
foszforilacigjat detektalja a kovetkezoképpen;

e H2A.X foszforilacio (p-H2A.X): Ez egy jol ismert marker a kettés szal0 DNS-torések
(DSBs) jelenlétére. Amikor a sejt DNS-karosodast szenved el, a H2A.X fehérje egy
specialis formajanak, a foszforilalt H2A.X-nek a szintje megemelkedik. Ez a marker a
DNS-toresek felismerésére szolgal.

e p53 fehérje stabilizalodasa és foszforilacidja: A p53 tumorszuppresszor fehérje, amely
szintén részt vesz a DNS-karosodasra adott valaszban. A DNS-karosodas hatasara a p53
stabilizalodik, foszforilalodik, és ennek kovetkeztében szintje megemelkedik a sejtben.

A Muse™ Multi-Colour DNA-Damage Kit tehat két fontos biomarkert detektal, amelyek a
sejtekben bekdvetkezett DNS-karosodasra utalnak. A detektalt jelek alapjan meg lehet hatarozni,
hogy a sejtek milyen mértékben szenvedtek el DNS-karosodast, ami fontos informéacio lehet a
sejtciklus, a sejthalal vizsgalataban (Muse™ Multi-Colour DNA-Damage Kit User Guide).

A sejteket 6-lyuku sejttenyészté lemezekre (Thermofisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) 1,5x 10° sejt/lyuk stirtiséggel iiltettem le, 24 6ran keresztiil inkubaltam, majd
MEM tapkozegben. Az NE-4C sejtvonalon vizsgalt koncentraciok GLY-IPA esetében 0,015%,
0,092%, 0,101%, 0,114%, 0,129%, 0,146% R-egyenértékii oldatnak feleltek meg, amelyek a
hatéanyag szempontjabol 72,83 pug/ml, 446,66 pg/ml, 490,36 pg/ml, 553,48 ug/ml, 626,30 pg/ml,
708,84 nug/ml GLY-IPA-koncentracionak felelnek meg. A R-kezelésnél alkalmazott koncentraciok

sorrendben 0,0013%, 0,0016%, 0,0018%, 0,002%, 0,0023%. A POE-15-kezelések esetében a
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vizsgalat soran alkalmazott R-ekvivalens koncentraciok sorrendben a kovetkezék voltak;
0,00005%, 0,00008%, 0,00011%, 0,00015%, 0,00021%, 0,0003%. Ezek a koncentraciok a POE-
15-tartalom szempontjabdl 0,09 pg/ml, 0,15 pg/ml, 0,20 pg/ml, 0,27 pg/ml, 0,38 pg/ml, 0,55
pg/ml POE-15-koncentracidnak felelnek meg.

Az MC3T3-E1 sejtvonalon vizsgalt koncentraciok GLY-IPA esetében a 0,0325%,
0,0722%, 0,1189%, 0,1784%, 0,2676% R-egyenértékii oldatnak feleltek meg, amelyek a
hatdéanyag szempontjabol 157,86 pg/ml, 350,70 pg/ml, 577,59 pg/ml, 866,40 pg/ml, 1299,63
pug/ml GLY-IPA-koncentracionak felelnek meg. A R-kezelésnél alkalmazott koncentraciok
sorrendben 0,00131%, 0,00184% 0,00257%, 0,0036%, 0,005%. A POE-15-kezelések esetében a
vizsgalat soran alkalmazott R-ekvivalens koncentraciék sorrendben a kovetkezOk voltak;
0,000005%, 0,00005%, 0,0038%, 0,005%, 0,007%, 0,01%. Ezek a koncentraciok a POE-15-
tartalom szempontjab6l 0,01 pg/ml, 0,09 pg/ml, 6,91 pg/ml, 9,09 pg/mil, 12,73 pg/ml, 18,18 pg/mi

POE-15-koncentracidnak felelnek meg.

3.7.3. APOPTOZIS- ES KASZPAZ 3/7-AKTIVITAS MEGHATAROZASA ARAMLASI
CITOMETRIAVAL

A sejtek apoptdzis-statuszanak elemzését a Muse™ Annexin V and Dead Cell Kit és a
Muse™ Caspase 3/7 Assay Kit (MCH100105 és MCH100108, Merck Millipore, Budapest,
Magyarorszag) segitségével végeztik.

A sejteket 6-lyuka sejttenyésztd lemezekre (Thermofisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) 1,5 x 10° sejt/lyuk siiriiséggel iltettem le, 24 6ran keresztiil inkubaltam,
a-MEM tapkozegben. Muse™ Annexin V and Dead Cell Kit vizsgalatndl az NE-4C sejtvonalon
vizsgalt koncentraciék GLY-IPA esetében 0,0077%, 0,0184%, 0,0441%, 0,1058%, 0,254% R-
egyenértékii oldatnak feleltek meg, amelyek a hatéanyag szempontjabol 37,42 pg/ml, 89,42 pg/ml,
214,33 pg/ml, 514,19 ug/ml, 1234,44 pg/ml GLY-IPA-koncentracionak felelnek meg. A R-
kezelésnél alkalmazott koncentraciok sorrendben 0,0009%, 0,0013%, 0,0018%, 0,0026%, 0,0036
%. A POE-15-kezelések esetében a vizsgalat soran alkalmazott R-ekvivalens koncentraciok
sorrendben a kovetkezdk voltak; 0,000194%, 0,000388%, 0,000775%, 0,00155%. Ezek a
koncentraciok a POE-15-tartalom szempontjabél 0,35 pg/ml, 0,70 pg/ml 1,41 pg/mi, 2,81 pg/ml
POE-15-koncentraciénak felelnek meg.

Az MC3T3-E1 sejtvonalon vizsgalt koncentraciok GLY-IPA esetében a 0,0185%, 0,044%,
0,106%, 0,254%, 0,31%, 0,61% R-egyenértékii oldatnak feleltek meg, amelyek a hatdéanyag

szempontjabol 89,91 pg/ml, 213,84 pg/ml, 515,16 pug/ml, 1234,44 pug/ml, 1506,60 ug/ml, 2964,61
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pg/ml GLY-IPA-koncentracionak felelnek meg. A R-kezelésnél alkalmazott koncentraciok
sorrendben 0,0013%, 0,0018%, 0,0026%, 0,0036%, 0,005%, 0,007%. A POE-15-kezelések
esetében a vizsgalat sordn alkalmazott R-ekvivalens koncentracidk sorrendben a kovetkezok
voltak; 0,00007%, 0,0001%, 0,00645%, 0,01%, 0,02%. Ezek a koncentraciok a POE-15-tartalom
szempontjabol 0,13 pg/ml, 0,18 pg/ml, 11,71 pg/ml, 18,15 pg/ml, 36,30 pg/ml POE-15-
koncentréacidnak felelnek meg.

A vizsgélt anyagokkal kezelt sejtek &ltalanos apoptotikus allapotat a Muse™ Annexin V
and Dead Cell Kit segitségével kovettiik nyomon, amely 4 sejtpopulaciot kilonbdztet meg
egymastol; az €16 sejteket, korai apoptotikus sejteket, kés6i apoptotikus sejteket és halott sejteket,
illetve a korai- és a kés6i apoptotikus sejtek dsszegét, melyet Gsszes apoptikus sejtként mutat be
szintén %-os aranyban. Vizsgalatunkban az ,,6sszes apoptotikus sejtek” valtozot vettiik figyelembe
az AnnexinV és halott sejt vizsgalati készletben, és ezzel végeztik el az 1Cso-értékek szamitasat
is.

Muse™ Caspase 3/7 Assay Kit vizsgalatanal az NE-4C sejtvonalon vizsgalt koncentraciok
GLY-IPA esetében 0,092%, 0,1296%, 0,181%, 0,254%, 0,625% R-egyenértékii oldatnak feleltek
meg, amelyek a hatéanyag szempontjabdl 447,12 pg/ml, 629,86 pug/ml, 879,66 pg/ml, 1234,44
pg/ml, 3037,50 pg/ml GLY-IPA-koncentracidonak felelnek meg. A R-kezelésnél alkalmazott
koncentréaciok sorrendben 0,0009%, 0,0013%, 0,0018%, 0,0026%, 0,0036 %. A POE-15-
kezelések esetében a vizsgélat soran alkalmazott R-ekvivalens koncentraciok sorrendben a
kovetkez6k voltak; 0,000155%, 0,000194%, 0,000388%, 0,000775%, 0,00155%. Ezek a
koncentraciok a POE-15-tartalom szempontjabdl 0,28 pg/ml, 0,35 pg/ml, 0,71 pg/ml, 1,41 pg/ml,
2,82 ug/ml POE-15-koncentracionak felelnek meg.

Az MC3T3-E1 sejtvonalon vizsgalt koncentraciok GLY-IPA esetében a 0,181%, 0,254%,
0,31%, 0,60%, 1,20 % R-egyenértekii oldatnak feleltek meg, amelyek a hatéanyag szempontjabol
879,66 pg/ml, 1234,44 ug/ml, 1506,60 pg/ml, 2916 pug/ml, 5832 pug/ml GLY-1PA-koncentracionak
felelnek meg. A R-kezelésnél alkalmazott koncentraciok sorrendben 0,003%, 0,005%, 0,007%,
0,01%. A POE-15-kezelesek esetében a vizsgalat soran alkalmazott R-ekvivalens koncentraciok
sorrendben a kovetkez6k voltak; 0,003%, 0,006%, 0,007%, 0,01%. Ezek a koncentraciok a POE-
15-tartalom szempontjabo6l 5,45 pg/ml, 10,89 pg/ml, 12,71 pg/ml, 18,15 pg/ml POE-15-
koncentracionak felelnek meg. A Muse™ Caspase 3/7 Kit altal detektalt sejtek alpopulacioit a
kaszpdz 3/7 enzimek aktivitdsa alapjan detektalja, ezek a konzervalt cisztein-proteazok a
programozott sejthalalt hajtjak végre szubsztratfehérjeik hasitasaval. A modszer lehet6vé teszi
szintén 4 sejtpopulacio megkuldnboztetését; az é16 sejteket; apoptotikus sejteket, melyek kaszpaz

3/7-aktivitast mutatnak; kés6i apoptotikus/halott sejteket; nekrotikus sejteket. Vizsgalatunkban a
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kés6i apoptotikus/halott sejtek valtozot vettiik figyelembe a kaszpaz 3/7 vizsgalati készletben, és

ezzel végeztik el az ICso-értékek szamitésat is.

3.7.4. A SEJTCIKLUS MEGHATAROZASA ARAMLASI CITOMETRIAVAL

A sejtciklus szakaszai nem cserélhetok fel, szigoru sorrendben kovetik egymast, és az
ellenérzési pontokon deriil ki, hogy tovabb tudnak-e 1épni a sejtek az egyik szakaszbol a masikba.
Az osztodas soran 3 ponton torténik az ellendrzés. Az elsé a Gi-fazis végén kovetkezik be, ez az
ugynevezett Start ellendrzési pont, itt a DNS épségét ellendrzi a rendszer. A masodik a Go-fazis
Végeén van, ez a G ellendrzési pont, ahol szintén a DNS épségét és a megkett6zodés hibatlansagat
ellenérzi a rendszer. A harmadik az M ellen6rzési pont, ahol azt ellenérzi a rendszer, hogy
pontosan rendezédtek-e a kromoszomak az egyenlitéi sikban, tehat, hogy pontos lesz-e a
kromatidok szétvalasa (7 abra) (DARVAS & LASZLO 2005).

] ) ) M szabalyozas
G, szabalyozas ¢

\

Apoptdzis

Programozott sejthalal

7. abra A sejtciklus fazisai (Go, G1, S, Gz, M) és ellenérzési pontjai (G1, G2, M). A vezérld
rendszer csak akkor viszi tovabb a sejtciklust a kovetkez6 fazisba, ha az ellendrzési pontot

megel6z6 szakasz hibatlanul, hidnytalanul lezajlott.
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A Go szakaszban talalhato a sejtek nagy része, ahol se 0sztddas, sokszor meg novekedés
sem kovetkezik be, hiszen ezekben a sejtekben nincs aktiv Cdk. Ahhoz, hogy a sejtek belépjenek
a Gy szakaszba, novekedesi faktorokra van sziikségik, in vitro rendszerekben kimutattak, hogy a
szérumban igen kis mennyiségben taldlhatd novekedési faktorok elegenddk ehhez. A sejtek
szamara korlatozott mennyiségi novekedési faktor all rendelkezésre, mert a sejteknek
meghatarozott felllet jut az osztddashoz, ezt nevezik stirtiségfliggd sejtosztodas-gatlasnak. In vitro
koriilmények kozott is limitalt a sejtek osztodasa, mely tobb tényez6tol is fiigg. Kilonféle exogén
hatasokra a sejtek nem képesek belépni a G1-fazisba, hidba tartalmaz ndvekedési faktort az adott
médium. Jelen Kisérletiinkben azt is megfigyeltik, hogy vajon a GLY.IPA képes-e ilyen hatast
kifejteni.

A sejtpopulécion bellil a sejtek eloszlasa a sejtproliferacios ciklus kiilonb6z6 fazisaiban
informativ mutatdja annak, hogy a vizsgalt sejtpopulacio sejtosztddasat befolyasolta-e a vizsgalt
anyagokkal vald kezelés. A sejtek aranyat a kezd6dé DNS-replikacios (S), sejtosztodasi (G2/M)
és novekedési (Go/G1) fazisokban a Muse™ Cell Cycle Assay Kit (MCH100106, Merck Millipore,
Budapest, Magyarorszag) segitségével detektaltuk.

A sejteket 6-lyuktl sejttenyészté lemezekre (Thermofisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) 1,5x 10° sejt/lyuk siirtiséggel Gltettem le, 24 6ran keresztiil inkubaltam, majd
MEM tapkozegben. Az NE-4C sejtvonalon vizsgalt koncentraciok GLY-IPA esetében 0,41%,
0,29%, 0,21% R-egyenértékii oldatnak feleltek meg, amelyek a hatéanyag szempontjabol 1992,60
pg/ml, 1409,40 pg/ml, 1020,60 pug/ml GLY-IPA-koncentracionak felelnek meg. A R-kezelésnél
alkalmazott koncentraciok sorrendben 0,0026%, 0,0018%, 0,0013%. A POE-15-kezelések
esetében a vizsgalat soran alkalmazott R-ekvivalens koncentracidk sorrendben a kovetkezék
voltak; 0,0013%, 0,001%, 0,0007%. Ezek a koncentraciék a POE-15-tartalom szempontjabdl 2,36
pg/ml, 1,82 pug/ml, 1,27 pg/ml POE-15-koncentracionak felelnek meg.

Az MC3T3-E1 sejtvonalon vizsgalt koncentraciok GLY-IPA esetében a 0,2075%, 0,415%,
0,83% R-egyenértékii oldatnak feleltek meg, amelyek a hatéanyag szempontjabol 1008,45 pg/ml,
2016,90 pg/ml, 4033,80 ug/ml GLY-IPA-koncentracionak felelnek meg. A R-kezelésnél
alkalmazott koncentraciok sorrendben 0,0025%, 0,005%, 0,01%. A POE-15-kezelések esetében a
vizsgalat soran alkalmazott R-ekvivalens koncentraciok sorrendben a kovetkezék voltak;
0,00039%, 0,00079%, 0,00157%. Ezek a koncentraciok a POE-15-tartalom szempontjabol 0,71
pg/ml, 1,44 pg/ml, 2,85 pg/ml POE-15-koncentracionak felelnek meg.

A Muse™ Cell Cycle Assay Kit DNS-kot6 festéket hasznal, amely a sejtek DNS-éhez
kotodik, és fluoreszcenciaval jelzi a DNS tartalmat. A kiilonb6z6 sejtciklus-fazisokban a sejtek
eltéré mennyiségii DNS-t tartalmaznak; Go/G:-fazisban, normal, diploid DNS mennyiség (2n), S-
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fazisban a DNS-tartalom novekszik, mivel a DNS megduplazodik, Gz/M-fazisban a DNS
megduplazddott, tehat a sejtnek tetraploid DNS mennyisége van (4n). A Muse™ Cell Analyzer
ezeket a kiilonb6z6 fluoreszcencia intenzitasokat méri, €s ez alapjan megallapitja, hogy a sejtek
hany szazaléka talalhato az egyes fazisokban. A mérés a festést kovetéen a DNS-replikécid soran
jellegzetes novekedést, majd a sejtmérethez viszonyitott csokkenést is kimutatta, amint az a DNS-
tartalom indexen és a hisztogramon, valamint a vizsgalat altal meghatarozott sejtméret indexen
lathatd (Muse™ Cell Cycle Assay Kit User Guide).

3.8. STATISZTIKAI ELEMZES

Az 1Cso-értékeket minden vizsgéalatban az OriginPro v.7.0 adatelemz6 és grafikus
szoftverrendszer (Origin(Pro), Version 7.0, OriginLab Corp., Northampton, MA, USA)
segitségével sz&moltam ki. Az eredményeket atlag + szords (SD) hatdroztam meg. Az
eredményeket nemlineéris regresszidval elemeztem, szigmoid dozisvélasz alkalmazésaval, a
<0,05 p értékeket statisztikailag szignifikansnak tekintve. A sejtciklusteszthez a statisztikai

elemzéseket az R 3.5.1 statisztikai programmal végeztem (R Development Core Team, 2018).

43



4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. A SEJTEK ELETKEPESSEGE

Vizsgalatainkban a sejtek életképességét MTT-vizsgalattal és aramlési citometridval is
meghataroztuk, az é16 és az elhalt sejtek megkulonboztetésére. Az alkalmazott festékek az ép és a
sériilt sejtmembrant eltéréen festették meg, melyet kolorimetriasan mertiink. Az MTT-vizsgalatnal
MTT festeket alkalmaztam, mig az aramlasi citometrias tesztrendszernél Pl festéket, ami a
vizsgalati készlet része volt. Az igy kapott eredményeket 6sszehasonlitottuk és értékeltiik a mérési
modszereket.

4.1.1. MTT-VIZSGALAT

A sejtek életképességének mérésére biokémiai (enzimes) vizsgalatban végeztem el az
MTT-vizsgalatot minden egyes anyag, GLY-IPA, POE-15 és R esetében. A kapott adatok azt
mutatjék, hogy a vizsgalt koncentraciétartomanyban minden vizsgalt vegyllet jol kimutathatd
gatld hatést fejt ki a sejtek életképességére (8A. és 8B. abrak), &m kiilonboz6 mértékben. A R
0,0032% feletti koncentracidban jelentésen csokkentette a neuroektodermalis NE-4C sejtek
életképességét. A 24-0ras vizsgalatot kovetden meghatarozott 1Cso-ertékek az NE-4C esetében
0,652+0,006%, 0,00995+0,00010% és 0,00315+0,00007% volt a GLY-IPA, a R és a POE-15
esetében (8A. &bra). A NE-4C sejtvonalon végzett 24-6ras kezelést kovetéen a POE-15
citotoxicitasa korulbeltl 200-szor nagyobb, mint a GLY-IPA esetében. Tehét a fellletaktiv anyag
tobb mint két nagysagrenddel erésebb aranyban gatolta a sejtek életképességét, mint a hatdanyag.

Az MC3T3-E1 preoszteoblasztsejteken a 24-6ras ICso-értékek a fentiekhez hasonl6an
meghatarozva 0,7256+0,0068%, 0,0101+0,0004% és 0,00639+0,00003% voltak a GLY-IPA, R és
POE-15 esetében (8B. abra). A citotoxicitas a POE-15 vizsgalatanal 110-szer nagyobb, mint a
GLY-IPA esetében 24-6ras kezelést kovetden. A GLY-IPA, POE-15 és a R esetében meghatarozott
citotoxicitasra és egyeb bioldgiai hatdsokra meghatarozott 1Cso- és LGD-értékeket a Mellékletben
talalhatd 2. tablazat foglalja dssze.

4.1.2. ARAMLASI CITOMETRIAS SEJTELETKEPESSEGI VIZSGALAT

24-0rés expozicio utdn az NE-4C sejteket MEM tapfolyadékkal mostam, majd Muse™ Cell
Analyzer muszer segitségével elemeztem a gyart6 altali hasznalati utasitasban megfeleléen. A

GLY-IPA esetében 4-szer alacsonyabb koncentraciot hataroztunk meg, mint a mez6gazdasagi
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alkalmazasokban hasznalt koncentracio (GLY-IPA tartalom a 2%-0s Roundup oldatban). A GLY-
IPA esetében alkalmazott koncentraciokat szakirodalmi adatok alapjan szdmoltuk ki. A POE-15
és a R esetében nagyfoku, a GLY-IPA -nal kortlbelll 500-szor nagyobb citotoxicitast mutattak ki
karcinomasejtekhez képest (SZEKACS et al., 2014).

Az NE-4C sejtek a 24-0rés kezelesnel mért 1Cso-ertékek (8C. abra) a GLY-IPA, R és POE-
15 esetében 0,595+0,009%, 0,00469+0,00008%, illetve 0,00115+0,00007% voltak a Roundup
Classic-ra vonatkoztatott ekvivalens koncentracié esetében. Tehat a tudoményos szakirodalomban
kozolt értékekhez (SZEKACS et al., 2014, KOLLER et al., 2012, NAGY et al., 2021) hasonl6an,
a jelen vizsgalatban megfigyelt eredmények megerdsitették, hogy a R és a POE-15 nagyon nagy
higitasban, Iényegesen a varhatd mezégazdasagi expoziciok alatt, citotoxikus hatast fejtett ki az
NE-4C sejtekre. A citotoxicitas 24-6ras kezelések utdn a POE-15 esetében korllbelil 495-sz6r
nagyobb volt a sejtéletképesség-csokkenés, mint a GLY-IPA esetében.

Az MC3T3-El sejteket nem esszencialis aminosavakkal moédositott MEM (a-MEM)
pufferrel mostuk, és a NE-4C sejtekhez hasonloan kezeltiik és elemeztiik. A GLY-IPA lényegesen
kisebb mértékii gatlast okozott a sejtek életképességében, mint a R vagy a POE-15. A 24-6ras
kezelést kovetéen az MC3T3-E1 preoszteoblasztikus sejtekre a fentiekhez hasonldan
meghatéarozott I1Cso értékek (8D. &bra) 1,2495+0,0024%, 0,0187+0,0007%, 0,00936+0,00085%
voltak a GLY-IPA, R és POE-15 esetében. Az ICso-értékek azt jelzik, hogy ez a vizsgalati
tesztrendszer az NE-4C sejtek értékelésére érzékenyebbnek tiinik az MTT-vizsgalatnal.

45



A p—
L 120 M 120 - B
F B on
M 100 ¢ - - 7 & 100 .
b 1 b = e,
> EAE 3 .,
X 50- * = 804 - 5
& \ 9 5 d i
v 604 - \ o0 60 \ :
2 o k7 i &
5" 401 T 3 40- < ‘
-4 Lo Q L
(] \ \ O L
o 201 L = 20 L\
w - o
: \ * \\ % % A \\
Q) 3 i = e = 3 ‘\ N
/0] O T T lﬂ b\l , -~ |+—. 1 5 0 T T |~ e Ay
10° 10° 10* 10° 102 100 10° 10! »vn  10° 107 10* 107 102 100 10° 10!
Roundup ekvivalens konc. (%) ‘ Roundup ekvivalens konc. (%)
& i € B, =
2 100 ] o
=z 100+ B E} 8 100 .
X 80 * ++ I {] S L TR
3 K | 80- * ¥ &
\ : ° o
% \ ) = 4 85
@ 607 ': 4 &0 60 {2
] \ 1 ) || .
) * " 2 ° E
v/ 40 \ ‘ i o 40 - \ \\ &
s & A 3 1 S
o 20- T v’ 4
wn 0 T T T \ T - - T 40'_)_). 0 - , . : ‘\\\\\I_ - :
6 25 -4 2 i) 0 1 9] 5 _ 3 E ]
10° 10° 10" 10° 102 100 10° 10 2 0% 10° 10* 10° 102 100 10° 10!

Roundup ekvivalens konc. (o) Roundup ekvivalens konc. (%)

8. abra Koncentraciofiiggd hatasok a sejtek életképességére 24-6ras GLY-IPA (1), R (M) és
POE-15 (®) anyagokkal végzett kezelés utan. Eletképesség meghatarozasa MTT-teszttel NE-4C
(A) és MC3T3-E1 (B) sejtvonalakon, illetve a Muse™ Count and Cell Viability vizsgalati készlet

segitségével NE-4C (C) és MC3T3-E1 (D) sejtvonalakon. Az adatokat atlag +SD értékben

tlntettuk fel.

Eletképességi vizsgalatainkban minden vizsgalt anyag, hatast gyakorolt az NE-4C és az
MC3T3-E1 sejtekre egyarant. Az NE-4C sejtvonalat mindkét életképességi vizsgalatban (Muse™
Count and Cell Viability vizsgalati készlet, MTT-vizsgalat) 1,1-2-szer érzékenyebbnek talaltuk az
0sszes vizsgalati anyagra, mintaz MC3T3-E1 sejteket. Ez az NE-4C sejtek érzékenységébdl fakad,
hiszen neuroektodermalis ssejt tipust sejtvonal, tehat mint idegsejt, kiilondsen érzékeny a kémiai
anyagok, koztik a névényvéds szerek irant. gy az ilyen sejtek a gyenge toxicitas legérzékenyebb
mutatdi, hiszen kisebb dozisoknal hamarabb jelentkeznek a hatasok, mint a konnyii karosodast
kovetd egyéb tiinetek.

A korabbi eredményekkel 6sszhangban vizsgalataink is egyértelmiien kimutattak a POE-

15 kifejezett citotoxicitasat, amelyet méas vizsgalatokban a R készitménnyel egyenértékii
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koncentracioban 0,00155% és 0,0097% kozétt hatassal volt (BENACHOUR & SERALINI, 2009,
MESNAGE et al., 2013).

A GLY és a GBH-k citotoxicitasara vonatkozd in vitro adatok azt mutattak, hogy a
legérzékenyebb sejtvonalak a kovetkezok: human hepatopoetikus Epstein-Barr-virussal
transzformalt limfocita Raji-sejtek (TOWNSEND et al., 2017), a human periférias fehérveérsejtek
(NAGY etal., 2021), a mandzsu csik (Misgurnus anguillicaudatus) regenerativ uszonysejtvonalai
(QIN et al., 2017), a human epitelidlis HaCaT keratinocitasejtek (HEU et al., 2012) és az egér
neuroektodermalis 6ssejtszerti NE-4C sejtvonal (SZEKACS et al., 2014). Ezzel szemben a JEG3,
MC3T3-E1 egérpreosteoblaszt-sejtek (FARKAS et al., 2018), human embrionalis vesesejtek
(HEK293) (BENACHOUR et al., 2007, BENACHOUR & SERALINI, 2009, GASNIER et al.,
2009, ROMANO et al., 2010, SZEKACS & DARVAS, 2018, WILLIAMS et al., 2012)

alacsonyabb érzékenységii sejttipusok voltak.

4.2. DNS-KAROSODAS

A DNS-karosodast comet-teszt és aramlési citometria modszerével értékeltiik. Az el6bbi
eljaras a fragmentélt DNS elektroforetikus elvalasztasan és vizualizalasan alapul (SCGE), mig az
utobbival a kettds szali DNS toréseinek specifikus festése detektalhatd. Vizsgélati
eredményeinkben bevezettiik a legalacsonyabb genotoxikus dézis (LGD) értéket (KAWAGUCHI
et al., 2010), tekintettel arra, hogy a genotoxicitasi vizsgalatoknal nem tudunk ICso-értéket
megallapitani. Az LGD-érték azt a legalacsonyabb dézist jelenti, amelynél a vizsgéalt anyag pozitiv

vélaszt indukal a genotoxicitasi vizsgalatban (OLAH et al., 2022).

4.2.1. COMET-TESZT

A faroknyomatékot (a DNS-fragmentacio sebességét) fluoreszcens mikroszkoppal tettem
lathatovd, és a LUCIA™ Comet Assay 3.5 szoftverrel automatikusan szamitottam. A
faroknyomaték a farok DNS-tartalmanak és a farokban vald atlagos vandorlasi tavolsagnak a
szorzata. Az NE-4C sejtek faroknyomatéka 21,9 és 104,6 pum kozott volt a vizsgalt anyagok
esetében, mig a farok intenzitasa és a farok hossza 42,8% és 63,8 um kozott, illetve 43,6 % és
114,1 um kdzott volt. Az MC3T3-E1 esetében a faroknyomaték értéke 2,15 és 38,1 um kozott volt
a vizsgalt anyagoknal, mig a farok intenzitdsa és a farok hossza 7,12% és 28,6 % és 6,64-45,9 um
kozott volt. A 9A. abrédhoz hasonléan meghataroztam az LGD-eértékét, ami 0,0259%, 0,00002%
és 0,0000089% volt a GLY-IPA, R és POE-15 esetében a Roundup Classic ekvivalens
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koncentracioban meghatarozva. A comet-teszt nagy erzékenységet mutatott a GLY-IPA, aR és a
POE-15 potencidlis genotoxicitasanak kezdeti sziirésére (MLADINIC et al., 2009, TOWNSEND
et al., 2017). A POE-15 esetében magas szintli DNS-migraciot mutattam ki, kortlbell 2910-
szereset s 2247-szereset, mint a GLY-IPA és a R esetében. GLY-IPA és R MC3T3-E1 sejteken a
fentiekhez hasonldan kerilt meghatarozasra, és a 9B. abran lathatd 24-6ras LGD-értéke 0,0835%,
0,00224%, 0,0024125% voltak a GLY-IPA, R és POE-15 esetében. A R ekvivalens
koncentraci6ban magas szinti DNS-migraciot észleltem a POE-15 esetében, ami 34-szer
magasabbak, minta GLY-IPA esetében. Az NE-4C és MC3T3-E1 sejtekben veégzett DNS-migracid
soran kapott eredmények 6sszehasonlitdsa azt mutatja, hogy az NE-4C sejtek érzékenyebbek a
DNS-karositd hatadsokra, mint az MC3T3-E1 sejtek, igy a POE-15, R és GLY-IPA 24-6ras LGD-
értékei 271, 120 és 3,2-szer magasabbak az MC3T3-E1 esetében, mint az NE-4AC sejteknel. A
genotoxicitas és a GLY-IPA, POE-15 és a R esetében meghatarozott egyéb bioldgiai hatasok LGD-
értékeit az 2. tdblazat foglalja 6ssze, amely a mellékletben talalhatd. Az eredmények egyértelmiien
bizonyitjak, hogy a POE-15 1300-szor alacsonyabb koncentracioban mar hatast gyakorol DNS-re
a comet-tesztben, mint amilyen koncentracidban ezt a felliletaktiv anyagot tartalmazzak a GBH-k

a mezOgazdasagi alkalmazasa soran (2% R).

4.2.2. ARAMLASI CITOMETRIAS VIZSGALAT KETTOS SZALU DNS-TORESEK
KIMUTATASARA

A hiszton H2X.A és az ATM fehérje kinaz egydttesen irja le a DNS-re gyakorolt hatast,
mely féleg kett6s szalu toréseket indukal. A Muse™ Multi-colour DNA-Damage Kit sz&zalékos
aranyban képes leirni a DNS-karosodas mertékét. Az NE-4C sejteken 24-0rés expozicid utan a
9C. abran a fentiekhez hasonloan hataroztam meg az LGD-ertéket, melyek a kovetkezok:
0,0376%, 0,00117% és 0,000295% a GLY-IPA, R, POE-15 esetében. Magas szintli DNS-migraciot
észleltem a POE-15-tel vald 24-6ras kezelést kovetden, amely 127-szer magasabb, mint a GLY-
IPA esetében, és 3,9-szer magasabb, mint a R-nél.

Az eredményemben 55% feletti DNS-karosodast nem tudtam kimutatni, mert efolott
sejthalalt tapasztaltam. Vizsgalataim folyaman a kontroll kezelésben is DNS-karosodast figyeltem
meg, mely magyarazhatd az NE-4C sejtek tulajdonsagaval, hiszen ebbdl a sejtvonalbol hianyzik a
p53 tumorszupresszor fehérje, melynek hatasa az aramlasi citométerrel végzett vizsgalatok
eredményeiben jobban megmutatkozott, mint a comet-tesztben. Az NE-4C sejtek esetében a
comet-teszt érzékenyebb, mint az aramlasi citometrias kettés szali DNS-torésvizsgalat. A
vizsgalati keészlettel vizsgalt MC3T3-E1 sejtek LGD-értékét a fentiekhez hasonléan hataroztuk

meg, és 0,0375%, 0,000786%, 0,0000935% érteket mértiink a GLY-IPA, R, POE-15 esetében (9D.
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abra). Magas szintii DNS-karosodas volt kimutathatd a POE-15 esetében, amely 401-szer
nagyobb, mint a GLY-IPA esetében, és 8,4-szer nagyobb, mint a R esetében.
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9. dbra. Koncentraciofiiggd hatasok a sejtek DNS-karosodasara 24-6rads GLY-IPA (o), R (m) és
POE-15 (®) expozici6 utan, meghatarozva comet-teszttel NE-4C (A) és MC3T3-E1 (B) sejteken,
illetve a Muse™ Multi-colour DNS-Damage Kit segitségével NE-4C (C) és MC3T3-E1 (D)
sejteken. Az adatokat atlag + SD értékkel tiintettiik fel. A ToC érték a citotoxicitasi kiiszobértéket
jeloli, mely felett a citotoxicitas akadalyozza a faroknyomaték meghatarozasat (ToC R, ToC POE-
15 és ToC GLY-IPA). Az RC érték jeldli a megfigyelt DNS-kérosodast a negativ kontrollban,

hiszen az NE-4C sejtvonalban nincs p53 tumorszupresszor fehérje.

Eredményeink szerint a DNS-karosodas mértéke (a faroknyomaték értékét vizsgalva)
comet-tesztben jelentés volt 24-0rés kitettség mellett. Eredményeink korreralnak a szakirodalmi
adatokkal, ahol mas sejtvonalakat vizsgaltak GBH-Gsszetevé vegylleteket comet-teszttel
(MLADINIC et.al.,, 2009, TOWNSEND et al., 2017, MANAS et al., 2009a). A két DNS-

karosodasi vizsgalat eredmeényei kozotti kilonbség annak a ténynek tudhatd be, hogy a comet-
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teszt az egyszalu DNS, mig az aramlasi citometriai vizsgalat a kett6s szald DNS toréseit mutatja
ki. Az egyszalu DNS-torések gyakrabban fordulnak el6, mint a kettés szaldak, ami megmutatkozik
az LGD-értékekben a két vizsgalati modszer kdzott. Mindazondltal a célunk az volt, hogy
bemutassuk a megfigyelt DNS-karosodas mertékét,illetve hogy dsszehasonlitsuk a két mddszert

egymassal.

4.3.  ARAMLASI CITOMETRIAI VIZSGALATOK APOPTOZIS- ES A KASZPAZ 3/7-
AKTIVITAS MEGHATAROZASARA

Az apoptdzis kiemelten fontos sejtfolyamat a szervezetek életében. Az apoptozis és a
programozott sejthalal a sejtek elhalasdhoz vezetd jelenség, &m a két folyamat nem teljesen
azonos. Programozott sejthalalrdl akkor beszéliink, amikor a sejtek differencialodasuk vegeén,
lényegében természetes folyamatban elpusztulnak. Az apoptdzis ellenben azon morfoldgiai
valtozasok 0sszességet jelenti, amelyek a sejt halalahoz vezetnek, de nemcsak természetes, hanem
exogén hatasok is kivalthatjak. Nagyon nehéz a két folyamatot megkiuldnbdztetni egymastol,
kulonosen kiserleti feltételek kozott. A sejtek nemcsak apoptozissal halhatnak meg, hanem
nekrodzissal is, mely két folyamat nagyban kilonbdzik egymastol. Az apoptdzis energiat igénylo,
genetikailag meghatarozott, aktiv folyamat, amely Uj gének expresszidjaval jar egyitt, mig a
nekrozis passziv, energiabefektetést nem igényld folyamat. Az apoptdzis altalaban vizveszteséggel
kezdddik, ennek kovetkeztében a sejtek formaja megvaltozik, zsugorodni kezdenek, majd a
plazmamembran fodrossa valik, igy tartalmuk nem jut ki az extracellularis térbe. A nekrozist a sejt
varatlan fizikai vagy kémiai sérulése valtja ki, ebben az esetben a sejtek — altalaban tébb egymas
melletti sejtet is érintéen — lizdlodnak, ami a sejtszévetben gyulladasos reakciot valt ki.

Az apoptdzisban kulcsszerepet jatsz6 legfontosabb enzimek a kaszpazok. Magasabb rendi
szervezetekben a kaszpaz enzimcsaléddnak eddig 11 tagjat mutattak ki. A kaszpazok lényegében
sajatos specifitas protedzok: mindig aszparaginsav utan hasitanak, és 6k maguk is rendelkeznek
ilyen hasitd helyekkel, ezért képesek autoaktivaciora, tehat sajat magukat aktivaljak vagy mas
kaszpazok altal aktivalhatok. Az apoptozisban részt vevO kaszpazokat is ket csoportra lehet
osztani, iniciatorokra (melyek a kaszkadsor elején allnak, kaszpaz-2, -8, -9 és -10) es effektorokra
(melyek a kaszkadsor végén allnak, kaszpaz-3, -6 és -7), egylttesen az ugynevezett végrehajtd
kaszpazok. Jelen vizsgalatban a végrehajtd kaszpazokkal foglalkoztunk. Az apopt6zis regulacioja
sok ponton kapcsolodik a sejtciklus szabalyozasadhoz, melyet az 7. abra is mutat, hiszen a két
folyamatnak mindig egyensulyban kell lennie egymassal (DARVAS & LASZLO 2005).

A programozott sejthalél és az apopt6zis mértékét aramlési citometridval ertékeltik a
kezelt sejtkultirakban meghatarozott annexinszint és kaszpazaktivitds alapjan. A programozott
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sejthalal a sejtndvekedés és -burjanzas fontos szabalyozasi Gtvonala. A kaszpazok fontos
szabalyozo elemei a proapoptotikus jelekre adott programozott sejthalalnak, mivel a kaszpaz 3 és
a kaszpéz 7 enzimek az apoptdzis végrehajtdéi (NICHOLSON & THORNBERRY, 1997, LAVRIK,
2005, FARKAS et al., 2018).

A Muse™ Annexin V halott sejtek vizsgalati készletet hasznaltuk az 6sszes apoptotikus
sejtek aranyanak meghatarozasara, 24-0rés expozicié utan. Az Utmutatd szerint jartunk el, amint
az 0sszes aramlési citometrias vizsgalat folyaman. Az NE-4C esetében meghatarozott, és a 10A.
abran bemutatott 1Cso-értékek a kovetkezok voltak a GLY-IPA, R, POE-15 esetében, Roundup
Classic ekvivalens koncentracioban merve: 0,246+0,0134%, 0,00238+0,00003% és
0,00092+0,00005% volt a. A POE-15 esetében az apoptotikus sejtek magas szintjét mutattuk ki az
aramlasi citometrias Muse™ Annexin V halott sejtek kit segitségével; 273-szoros és 2,6-Sz0oros
aranyban magasabbat, mint a GLY-IPA és a R esetében. Ezek az eredmények korrelaltak a korabbi
vizsgalati készletek eredményeivel, ami azt jelzi, hogy a GLY-IPA alacsonyabb toxicitast fejt ki,
mint a R vagy a POE-15. Az eredmények azt is kimutattak, hogy a POE-15 alacsonyabb
koncentracidban indukal apoptozist, mint a R. Az Annexin V és a halott sejtek vizsgalati keszlet
esetében az MC3T3-E1 sejtvonalon az ICse-értékek 0,2731+0,0045% 0,0167+0,0013% és
0,01169+0,00048% voltak a GLY-IPA, R, POE-15 esetében Roundup Classic ekvivalens
koncentracidban (10B. &bra). A POE-15 esetében az apoptotikus sejtek magas szintjét mutattuk
ki, amely 24-szer, illetve 1,4-szer magasabb volt, mint a GLY-IPA és a R esetében, az dramlési
citometrias Muse™ Annexin V halott sejtek vizsgélati készlet segitségével. Az eredmények azt
mutatjak, hogy a 24-0ras kezelések utan az életképes sejtek szama csokkent, az elhalt sejtek aranya
pedig dozisfiiggd modon nott.

A Kaszpaz 3/7 vizsgalati készletet hasznaltuk az apoptotikus és elhalt sejtek aranyanak
meghatarozasara. 24-0ras expozicio utan, a fentiekhez hasonléan meghatarozva és a 10C. abran
bemutatva, az I1Cso-értékek az NE-4C sejteken 0,568 + 0,043%, 0,00748 + 0,00012% és 0,00099
+ 0,00002% voltak a GLY-IPA, R, POE-15, illetve a Roundup Classic egyenértékekben. A POE-
15 esetében az apoptotikus és elhalt sejtek magas szintjét mutattak ki, amely 573-szoros és 7,5-
szer magasabb, mint a GLY-IPA és a R esetében.

A Kaszpaz 3/7-vizsgalati készletben a Roundup Classic ekvivalens koncentracidban
kifejezett 1Cso-ertékek MC3T3-E1 sejtvonalon a kovetkezék voltak; 0,6412+0,0339%,
0,0073+£0,0001% es 0,00649+0,00012%, a GLY-IPA, R, POE-15 esetében. Az apoptotikus és
elhalt sejtek magas szintjét mutattdk ki a POE-15 esetében, 99-szeres és 1,1-szeres aranyban
magasabbat, mint a GLY-IPA és a R esetében, az aramlasi citometrias kaszpaz 3/7 vizsgélati
készlet segitségével. Az apoptozis értekelésére szolgalo két madszer, az annexin vizsgalati készlet
és a kaszpaz 3/7 vizsgalati készlet eredményei kozott jelentés kiilonbség mutatkozik. Ez azzal
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magyarazhato, hogy az elébbi kiilon-kilon mutatja az 6sszes apoptotikus sejt szintjét az elhalt
sejtekkel egyutt, mig az utdbbi csak a kaszpazaktivalt apoptotikus sejtek és az elhalt sejtek egyittes
szintjét jelzi.
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10. abra Koncentraciofiiggd hatasok a sejtek apoptozisra 24-6ras GLY-IPA (o), R (m) és POE-15
(®) expozicid utan, meghatarozva Muse™ Annexin V and Dead Cell Kit segitségével NE-4C (A)
és MC3T3-E1 (B) sejteken, illetve Muse™ Caspase 3/7 Kit segitségével NE-4C (C) és MC3T3-
E1 (D) sejteken. Az adatokat atlag + SD értékben tlintettlk fel.

Meéréseink soran csak az apoptotikus sejtek teljes szamat hasznaltuk, mivel ez mutatja a késoi

apoptotikus és az elhalt sejtek aranyat az Annexin V halott sejt vizsgalati készletben. A sejtek

maximalis apoptikus szdma 60-70%-ot tudtam detektalni az NE-4C sejteknél (11.A, B, C abra).
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11. dbra. Az NE-4C sejtekben GLY-IPA, R és POE-15 altal indukalt apoptézis. (A) Merck Muse
aramlasi citométert altal generalt pontdiagram, (B) kaszpéz 3/7 apoptozisprofil, a sejtek eloszlasa

az adott vizsgalati koncentraciok esetében és (C) ddzis—valasz-gorbék az €16 sejtek aranyaban.

Az NE-4C sejteknél a POE-15 expozicional korllbeldl 2,15 nagysagrendnyi kilonbség,
mint a GLY-IPA, és 2,5-szer magasabb, mint a R. Az MC3T3-E1 sejteknél magasabb apoptotikus
szintet figyeltink meg (80-100%). Az MC3T3-E1 sejtvonalon az apoptotikus és halott sejtek
mértéke a POE-15 esetében, ami kortlbeldl 2,5 nagysagrendnyi kiilonbség, mint a GLY-IPA, és
7,5-szer magasabb, mint a R aramlasi citometria kaszpaz 3/7 vizsgalati készlet segitségével.
Hasonldan emelkedett szinteket figyeltink meg mindkét aramlasi citometrias vizsgalatban az
MC3T3-E1 sejtvonal esetében is (12. dbra A, B, C).
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12. dbra. Az MC3T3-E1 sejtekben GLY-IPA, R és POE-15 altal indukalt apoptdzis. (A) Merck

Muse aramlasi citométert altal generalt pontdiagram, (B) kaszpaz 3/7 apoptozisprofil, a sejtek
eloszlasa az adott vizsgalati koncentraciok esetében és (C) ddzis-valasz gorbék az €16 sejtek

aranyaban.

Az MC3T3-E1 sejvonal esetében a kaszpaz 3/7-aktivitast nem lehetett meghatarozni adott
koncentraciok felett (R esetében 0,01 % és POE-15 0,0016 %), mivel ezek a szintek mar teljes
sejthalalt okoztak (12. abra A, B, C). Ezzel szemben a GLY-IPA csak 17% cstkkenést okozott a
kaszpdz 3/7-aktivitdsban 1,2%-0s R-ekvivalens koncentracioban tartalmazé GLY-IPA
mennyiségben. A sejtmorfologiai megfigyelések a R keszitményben taldlhaté GLY-IPA és POE-
15 kozott bizonyos szinergia fedezhetd fel. Fontos hangstlyozni, hogy R készitményt
mez6gazdasagi felhasznalasat illetéen 1-2%-0s higitasban hasznéaljak, ami legalabb 2

nagysagrenddel magasabb koncentracid, mint amiket a vizsgalatainkban hasznaltunk.
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4.4,  ARAMLASI CITOMETRIAI VIZSGALAT A SEJTCIKLUS ELEMZESEHEZ

A sejtciklus-elemzest aramlasi citometrias modszerrel végeztik Pl-festést kovetéen. A
Muse™ Cell Cycle Assay Kit alkalmazasakor elére elkészitett reagenssel dolgoztunk.

A sejtciklus szabalyozésa nagyon Osszetett rendszer, amely ciklinfliggd fehérjekinazokon
alapul. A sejtciklus fazisai nem felcserélhetdk, szigora sorrendben kovetik egymast. A folyamat 3
ellendrz6 pontjan dol el, hogy a sejt az aktualis szakaszbdl at tud-e 1épni a kovetkezébe (MERRITT
etal., 1997). Az els6 ilyen ellenOrzési pont, az igynevezett restrikcios pont, amely a DNS épségét
ellenérzi, a Gi-fazis végén kovetkezik be. A mésodik pont, a G2 ellenérzé pont a Go-fazis végén
jelenik meg, mely a DNS duplikécidjanak integritasat biztositja. Végiil az M ellen6rzé pont az
0sztodas metafazisaban talalhato, amely azt vizsgélja, hogy a kromoszomak sikba rendezédtek-e,
és hogy a kromatidak szétvalasztasa pontosan zajlott-e le. A Pl a sejtciklus kilénb6zo
szakaszaiban 1évé6 sejteket eltéré DNS-tartalmuk miatt masképpen festi meg, ezért lehet6vé teszi
a fazisok kozotti megkilonboztetést. A DNS-festés specificitasat az RNS jelenléte felerdsiti. Az
NE-4C és az MC3T3-EL1 sejteket 24 oran keresztul kezeltiik GLY-IPA, R és POE-15 megfeleld
koncentracidival, majd aramlasi citométerrel elemeztiik a Muse ™ sejtciklus-vizsgalati készlet
segitségével.

A negativ kontrollban a NE-4C sejtvonal DNS-kérosodasét figyeltiik meg, mivel ezekbol
a sejtekbdl hianyzik a p53 tumorszupresszor gén, emiatt nem képesek a véletlen mutéciok
javitasara (JADY et al., 2016). A sejtciklus-elemzéshez a kezelési koncentraciokat a genotoxicitasi
vizsgalatok eredményei alapjan valasztottuk ki, hogy elkertiljiik a tilzott genotoxicitasbol eredd
sejtciklus-valtozasokat. Ennek ellenére az NE-4C sejtek 24-0rés expozicidja 0,82% Roundup
Classic-ekvivalens GLY-IPA-val és a 0,0026% R ekvivalens POE-15-tel végzett kezelések soran
nyilvanvalo toxicitas Iépett fel, ami miatt a sejtciklus meghatarozasa ebben a két esetben nem volt
megfelel6. A 13. dbra a sejtek kiilonbozé fazisokban vald eloszlasat mutatja a sejtszam és a
genomtémegindex fuggvényében. Az eukariota sejtvonalak diploidok, és az eukariota sejtek teljes
genomtdmege korulbelul 7 pg. Ezért a 13. abran a DNS-tartalomindexeket a 0-7 pg tartomanyban

abrazoltuk.
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13. abra Koncentraciofiiggd hatasok az NE-4C sejtek sejtciklusara 24-6ras GLY-IPA-, R- és POE-
15-expozicio utdn, a Muse™ Cell Cycle vizsgélati készlet segitségével meghatarozva. Fent:
kontroll kezelés 24 ora elteltével, GLY-IPA (0,41% Roundup Classic egyenértékii) 24 ora
elteltével. Lent: Roundup (0,0026%) 24 6ra utan, POE-15 (0,013% Roundup Classic egyenértékii)

24 6ra utan.

24 Ora elteltével a NE-4C sejtek negativ (kezeletlen) kontrollja azt mutatja, hogy a sejtek
~46% a Go/G1-fazishan van (13. 4bra). Ugy tiinik, hogy ezeknek a sejteknek az aranya csokken a
GLY-IPA-, R- és POE-15-kezelés hatasara (14. abra). Ez a csokkenés monoton dozisfuiggést mutat
a R és a POE-15 esetében a 0,0007-0,0026% Roundup Classic egyenértéktartomanyban, mig a
GLY-IPA hatasa érdekes modon a legalacsonyabb alkalmazott koncentracional (0,2% Roundup
Classic egyenérték) a leger6sebb, és magasabb koncentracidoknal (0,29-0,41% Roundup Classic
ekvivalens) fokozatosan kozelit a kontrollszinthez. Az S-fazisban 1évé sejtek aranyat nem
befolyasolja a GLY-IPA-kitettség (0,2-0,41% Roundup Classic ekvivalens), de csokkenti a kezelés
a R vagy POE-15 anyagokkal (0,0007-0,0026% Roundup Classic ekvivalens). Ezzel szemben a
Go/M-fazisban 1évé sejtek aranya a kezelések hatdsara nétt, a R és a POE-15 esetében

koncentraciofiiggd modon, de a GLY-IPA-val vald expozicid eseten a legalacsonyabb
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koncentracional (0,2% Roundup Classic ekvivalens) volt a legnagyobb ndvekedes, és a magasabb
koncentracioknal (0,29-0,41% Roundup Classic ekvivalens) fokozatosan csdkkent (14. dbra). Az
NE-AC sejtek a Go/G:-fazisban probalnak novekedni, amig a koérulmények optimalisak nem
lesznek a megkett6zddéshez €s a késObbi mitozishoz.

Ezért a GLY-IPA esetében a sejtek aranya (%) a dozis novekedésével n6: a sejtek nem
érzékelnek optimalis allapotot (mivel ez nem valosul meg), igy a Go/Gi-fazisban leéllitjdk a
sejtciklust, és Go-fazisban maradnak. A sejtciklusban csak keves sejt jut at az ellenérz6 ponton az
S-fazisba, majd késébb a Go/M-fazisba, amit a 14. abra is mutat, tekintve, hogy a sejtek aranya

ezekben a fazisokban alacsonyabb, mint a kontrollban.
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14. abra Koncentraciofiiggd hatasok az NE-4C sejtek sejtcikluséra 24-6ras GLY-IPA (A),
R (B) és POE-15 (C) expozicié utan, Muse™ Cell Cycle Assay kit segitségével meghatarozva.
Kontroll kezelés (c), GLY-IPA (0,2-0,82% Roundup Classic ekvivalens konc.[1,2,3,4]), R (0,0007-
0,0026%]1,2,3,4]), POE-15 (0,0007-0,013% Roundup Classic ekvivalens koncentracio [1,2,3,4]),
az adatokat atlag £ SD értékkel feltlintetve. A statisztikai elemzéseket az R statisztikai program
v.4.0.0. (R Development Core Team, 2020) alkalmazasaval végeztem. A csillagok a kontrolltdl
vald szignifikans kilonbségek szintjeit jelzik (*:p < 0,05, **:p < 0,01, ***:p <0,001). n.a. a tdlzott

sejtpusztulas miatt nem mérhetd adatokat jelzi.

A negativ (kezeletlen) kontroll MC3T3-E1 sejtek 24 dra elteltével még magasabb (~80%)
sejtszamot mutatott Go/G1-fazisban, mint az NE-4C sejtek esetében (15. abra). A nyugalmi (Go)
és a Gi-fazisban 1év6 sejtek ilyen magas relativ aranya az MC3T3-El sejtek egyedi jellemzdje
(HUANG et al., 2019, Ll etal., 2012, LIU et al., 2018). Ez az arany (Go/G1) szinte minden esetben
kovetkezetesen csokken R (0,0025-0,01%) és POE-15 (0,0004-0,0016% Roundup Classic
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ekvivalens koncentraciénal) hatasara (16. abra). Ezzel szemben az S-fazisban 1év6 sejtek aranyat
a kezelések lathatéan nem befolyasoljak, mig a Go/M-fazisban 1évé sejtek aranya kovetkezetesen

ndvekszik 24-0ras expozicio utan.
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15. abra. Koncentraciofiiggd hatasok az MC3T3-EL1 sejtvonal sejtciklusara 24-6ras GLY-IPA-, R-
és POE-15-expoziciot kovetéen, a Muse™ Cell Cycle Assay vizsgalati készlet segitségével
meghatarozva. Fent: kontroll kezelés, GLY-IPA (0,83%-0s Roundup Classic ekvivalens
koncentracio). Lent: R (0,005%), POE-15 (0,0004% Roundup Classic ekvivalens koncentracio).
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16. abra. Koncentraciofiiggd hatasok az MC3T3-E1 sejtvonal sejtciklusara 24-6ras GLY-1PA (A),
R (B) és POE-15 (C) expoziciét kovetben, Muse™ Cell Cycle Assay kit segitségével
meghatarozva. Kontroll kezelés, GLY-IPA (0,21-0,83% Roundup Classic ekvivalens
koncentracié.[1,2,3,4]), R (0,0025-0,001%,.[1,2,3,4]), POE-15 (0,0004-0,0016% Roundup
Classic ekvivalens koncentraci6.[1,2,3,4]), az adatokat atlag + SD értékekkel feltlintetve. A
statisztikai elemzéseket az R statisztikai program v.4.0.0. (R Development Core Team, 2020)
alkalmazasaval vegeztem. A csillagok a kontrolltol vald szignifikans kilonbségek szintjeit jelzik
(*:p <0,05, **:p < 0,01, ***:p < 0,001).
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45. A GLY GENOTOXICITASANAK ERTEKELESE A GYAKORI GENOTOXIKUS
ELELMISZER-SZENNYEZO ANYAGOKKAL SZEMBEN

A GLY és az élelmiszeripari adalékanyagok, illetve élelmiszer-szennyez6ként ismert
genotoxikus anyagok kozotti kapcsolat 0j megkdzelitésben mutatja be a felhalmozddott
szermaradékokat, kilénésen az élelmiszerbiztonsag és a kozegészség szempontjabdl. Bar a GLY
elsésorban gyomirté szerként hasznaljak, jelenléte a mezdgazdasagi termékekben ¢és
élelmiszerekben aggodalomra adhat okot, mivel a maradvanyai potenciélisan bekerllhetnek az
élelmiszerlancba. Mohammadi és munkatarsai kifejlesztettek egy mddszert, hogy az
élelmiszerekben talalhatdo GLY szermaradékokat bioszenzor segitségével ki tudjak mutatni. Ez a
bioszenzor kiemelked6 hatékonysaggal képes a GLY kimutatasara élelmiszer- és vizmintakban,
ami hozzajarulhat az egészségesebb és jobb mindségli mezdgazdasagi termékek eldallitasahoz és
forgalmazasahoz. Ez a megkozelités hozzajarul az emberi egészség védelméhez azéltal, hogy
csokkenti a potencialisan karos anyagok jelenlétét az élelmiszerekben és vizforrasokban.
(MOHAMMADI et al., 2024).

Mind a GLY, mind szamos élelmiszer-adalékanyag vagy élelmiszer-szennyezé anyag
(példaul akrilamid, benzoesav és citromsav) genotoxikus hatasokkal birnak, amelyek kozeé tartozik
a DNS karosodasa és a kromoszomaaberracidé. A genotoxikus anyagok altal kivaltott DNS-
karosodas hozzajarulhat a sejtek rosszindulatd atalakulasahoz, igy ezek az anyagok potencialis
rakkeltok lehetnek. Tudomanyos vizsgalatok kimutattak, hogy a GLY okozhat DNS-szaltdréseket,
amelyeket kilonféle sejtvonalakon, példaul HepG2, GM38 és HT1080 sejtvonalakon mutattak ki.
Mladinic és munkatarsai 4-0ras comet-tesztet vegeztek S9 majhomogenizatum hozzaadasaval, és
az eredmények szerint magasabb koncentracional (580 pg/ml) szignifikansan megnétt a DNS-
karosodas mértéke, mig S9 jelenlétében ez a ndvekedés minden vizsgalt koncentracional
kimutathatd volt (MLADINIC et al., 2009). Monroy és munkatarsai vizsgaltdk a GLY citotoxikus
és genotoxikus hatasait normal human GM38 sejtekben és human fibroszarkéma HT1080
sejtekben. Genotoxikus hatasokat 4,0-6,5 mM (GM38) és 4,75-5,75 mM (HT1080) GLY-
koncentracional mutattak ki (MONROY et al., 2005). Az ilyen tipusu karosodasok hosszu tavon
novelhetik a rdk kockazatat. Az akrilamid, amely a magas hOmérsékleten feldolgozott
élelmiszerekben (pl. silt krumpli, kenyér) keletkezik, genotoxikus és rakkelté hatassal bir. A
comet-tesztek alapjan az akrilamidrol megallapitottak, hogy jelentés DNS-ké&rosodast okoz, ezért
IARC 2A (emberre valoszintileg rakkelt6) kategoriaba sorolta (NABIH et al., 2021). A benzoesav,
mint élelmiszer-tartositdszer, genotoxikus hatasokat mutat, bar ezek mértéke alacsonyabb, mint az

akrilamidé vagy GLY-¢, de érzékeny sejtvonalakon, meg mindig kimutathato.

63



Az MRL a mez6gazdasagi vegyi anyagok, példaul a GLY, illetve az élelmiszer-
adalékanyagok megengedett maradékszintjét jelzi az élelmiszerekben. Az olyan anyagok esetében,
minta GLY, szigor( szabéalyozas vonatkozik az MRL-re, hogy a fogyasztok biztonsagban legyenek
a lehetséges toxikus hatasoktol. Az EU-ban és méas orszdgokban meghatarozott MRL-szintek
biztositjak, hogy a mezbégazdasagi termékekben talalhatd GLY-maradvanyok a megengedett
hatarokon belul maradjanak. Ugyanakkor a GLY genotoxikus potencialjat tobbek kozott a WHO
és az IARC is vizsgalta, és 2A kategorija rakkeltdnek sorolta be, ami ,,valoszintileg rakkelto
hatasu az emberre”. A legtobb élelmiszer-adalékanyagra, mint példaul a citromsavra, nincsen
MRL érték, mivel ezek biztonsagosnak mindsiilnek a megengedett fogyasztasi szinteken beliil.
Azonban egyes adalékanyagokrol, példaul a benzoesavrél bebizonyosodott, hogy genotoxikus
hatéasu lehet.

A GLY els6sorban mez6gazdasagi novényekrdl keriilhet az élelmiszerekbe, mig az
adalékanyagok, mint példaul a benzoesav és a citromsav, kdzvetlenil az élelmiszer-feldolgozas
sorén kertilnek az élelmiszerekbe. A human expozicid szintje befolyésolja a kockazat mértékét.
Béar a GLY jelenléte az élelmiszerben alacsony szinten is kérdéseket vet fel a hosszi tavu
egészségugyi hatasokkal kapcsolatban (BOU-MITRI et al., 2025), az adalékanyagokat és
szennyez0 anyagokat szigoru szabdlyozas alatt tartjak, hogy minimalizaljdk a kockazatokat.

Az €el6z0 alfejezet toxicitasi eredményeibdl is lathatd, a POE-15 formaz6anyag minden
elvégzett toxicitasi vizsgélatban toxikusabbnak bizonyult, mint a GLY-IPA énmagaban. Minden
egyes vizsgalatban a legalacsonyabb toxikus hatas GLY-IPA-nak, a legmagasabb pedig a POE-15-
nek tulajdonithat6. Erdekes modon azonban a GLY-IPA és a POE-15 kozétti toxicitas aranya az
MC3T3-Elsejtvonalon végzett genotoxicitési vizsgalatokban volt a legalacsonyabb: itt a POE-15
,,csak” 13-szor és 73-szor toxikusabbnak bizonyult a GLY-IPA-nal. E megallapitas jelent6ségének
értékeléséhez ezeket a genotoxicitasi ertékeket (a comet-teszttel és a Muse™ DNS-k&rosito
vizsgalati készlet segitsegével meghatarozva) 0sszehasonlitottam az élelmiszeriparban
adalékanyagként hasznalt és élelmiszer-szennyezéként bejelentett ismert genotoxikus anyagok
megfeleld értékeivel. A genotoxicitas értékeléséhez az Osszehasonlitasok alapjaul a
genotoxicitasra altalanosan alkalmazott LGD-értéket (KAWAGUCHI et al., 2010) hasznaltam. A
jelen vizsgalatban a comet-tesztben a GLY-IPA meghatarozott LGD-értéke az NE-4C sejtvonal
esetében 3,2-szer alacsonyabbak volt, mint az MC3T3-E1 sejtvonal esetében. Ez azt jelzi, hogy az
NE-4C sejtvonal a genotoxikus hatasok tekintetében erzékenyebb a GLY-IPA hatéanyagra, mint
az MC3T3-EL1 sejtek (hasonldan a tobbi alkalmazott vizsgalati tipushoz). Az ebben a vizsgalatban
eredményiil kapott genotoxicitasi értékeket és a tudomanyos szakirodalomban kdzolt

genotoxicitasi értékeket a Mellékletben talalhaté 3. tablazat tartalmazza.
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A GLY-r6l szolé IARC-monografia tartalmazza az 6sszes relevans a DNS-karosodasra,
valamint a sejtproliferaciora és az apoptozisra gyakorolt hatasokra vonatkoz6 toxikologiai
tanulméanyokat. A GLY altal kivaltott DNS-valtozasokat a tudomanyos szakirodalomban
kiilonboz6 sejtvonalakon kimutattak, pl. a DNS-szalszakadasok human epitelialis HepG2
sejtekben és indukalt kromoszdmaaberracidk a limfocitakban (MLADINIC et al., 2009, MANAS
et al., 2009b). valamint a GM38 fibroblasztokban. Genotoxicitasi vizsgalatunk (comet-teszt) azt
mutatja, hogy a GLY genotoxikusabbnak tiinik az NE-4C sejtekre, mint a borsav, és csak valamivel
kevésbé genotoxikusabb az akrilamidnal HepG2 sejteken. A benzoesav élelmiszerekben, példaul
gyumaolcslevekben, lekvarokban és savanyusagokban altalanosan elterjedt tartosito szer, az NE-
4C sejtekre haromszor olyan genotoxikus, mig az MC3T3-E1 sejtekre valamivel kevésbé
genotoxikus, mint a GLY. Ugy tiinik, hogy a GLY hasonl genotoxicitassal rendelkezik az NE-4C
sejtekre, mint a citromsav az HSP sejtvonalra. Ugyanakkor igaz, hogy a GLY ut6bbi besorolasa
nem Kizardlag az altalunk is alkalmazott genotoxicitasi teszteken alapul. Példaul az akrilamidot,
amelyet 4,5- és 1,5-sz6r genotoxikusabbnak talaltak, mint mi a GLY-ot az NE-4C és az MC3T3-
E1 sejtvonalakon, az IARC szintén a 2A rakkelt6 kategoriaba sorolta.

A GLY és az élelmiszer-adalékanyagok, kozotti kapcsolat ravilagit arra, hogy a
mezOgazdasagi vegyszerek ¢és élelmiszer-adalékanyagok maradvanyainak jelenléte az
élelmiszerekben milyen potencidlis egészségligyi kockazatokat jelenthet. Az ilyen anyagok
genotoxikus hatasai hosszU tavon hozzéjarulhatnak a rak kockézatdnak novekedéséhez, és ezért
fontos a szigoru szabalyozas és a folyamatos kutatas ezekre vonatkozéan. Az expozicid
minimalizalasa érdekében mind a mezdgazdasagi gyakorlatokat, mind az élelmiszer-feldolgozasi

folyamatokat optimalizalni kell, hogy a fogyasztok egészségét megovjak.

46. AKIMUTATOTT CITO- ES GENOTOXIKUS, ILLETVE SEJTCIKLUS-
BEFOLYASOLO HATASOK ALTALANOS OKOTOXIKOLOGIAI KOVETKEZMENYEI

Az okotoxikologiai vizsgalatok gyakorta elsdsorban a hatéanyagokra Gsszpontositanak,
mikozben az ¢él6 szervezetek valos korilmények kozott Osszetett novényvéddszer-
készitményeknek vannak kitéve. A nem célszervezetekre gyakorolt hatasok széleskoriiek, ami
ellentétben all azzal a feltételezéssel, hogy a gyomirto szerek specifikusak es csak a célndvenyekre
hatnak. Mind a GLY, mind a GBH-k nem szandékolt mellékhatasokkal jarnak szamos szarazfoldi
és vizi fajokra, ilyenek a nem célzott novények, mikroorganizmusok, rovarok, pokok,
foldigilisztak, kiilonboz6é vizi gerinctelenek és nem utolsé sorban a gerincesek. E negativ hatasok;
foként az oxidativ stressz, egeszségi €s egészségkarositd hatasu folyamatok megvaltozasarol

szamoltak be, ahol a genotoxikus és citotoxikus hatas is fellelheté. Az esetek tulnyomo
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tobbségében a GBH-k toxicitasa meghaladja — esetenként messze meghaladja —a GLY toxicitasat,
ami azt bizonyitja, hogy az inertnek tartott segédanyagok vagy 6nmagukban is mérgezoek, vagy
kolcsonhatasba 1épnek egymaéssal, és fokozhatjdk az aktiv hatdanyag toxicitasat. A célzott
gyomokon tal akar szantofoldi novényeket is érinthet a GLY-szennyezés. A GLY fitotoxikus hatast
fejt ki a szantéféldi novényekre (koztilk a Capsicum-fajokra is), tehat kelés utan (posztemergens
moddon) nem lehet kijuttatni, csak kelés eldtt (preemergens médon). A gydkérkolonizacid miatt a
talajgombék altal fitotoxikus hatas figyelhetd meg a sikimisavszint nyomonkdvetésével, ahol a
Capsicum annuum (kézonséges paprika) bioindikatorként viselkedik: bebizonyosodott, hogy a
GLY jelenléte — a rizoszféran keresztili felvétele nyoman — paprikanévénybdl kimutathato
(RONCO et al., 2008). A GLY mikorrhizagombékra gyakorolt hatasan keresztul akér a teljes
talajokoszisztémat képes befolyasolni. (KLATYIK et al., 2017).

A 2010 és 2023-2025 kozott gytijtott adatok alapjan Klatyik és munkatarsai 6sszefoglaltak
a GLY, készitményei és formulacioi szarazfoldi- és vizi 6koszisztémakra, valamint a kdrnyezet- és
emberi egészségre gyakorolt hatasait (KLATYIK et al., 2023, KLATYIK et al., 2024, KLATYIK
et al.,, 2025). A GLY csokkentheti a talajban él6 gombak és baktériumok sokféleségét és
populaciojat, ami hosszu tavon talajdegradaciéhoz vezethet. Ezen kivil a forméazdszerek,
amelyeket gyakran nem vizsgalnak olyan szigortian, mint a f6 hatéanyagokat, szintén komoly
kockézatot jelentenek. Ezek az anyagok toxikusabbak lehetnek a GLY-nal. A beporz6 rovarok, a
méhek, kilondsen érzékenyek a GLY és formazoszerek egylttes hatasara, ami hozzajarulhat a
globalis beporzasi valsaghoz. A GLY hatasa az ¢él6lényekre nem mindig azonnal nyilvanvalo, és
hosszabb tava hatasok is el6fordulhatnak, mint példaul a szubletdlis hatasok, amelyek
befolyasolhatjak az allatok szaporodasi képességeit (KLATYIK et al., 2023). A vizi
okoszisztémakra gyakorolt toxikus hatést fejthetnek ki a halakra, kétéltiiekre, rakokra és algakra,
amelyek kulcsfontossaglak a vizi taplaléklancban. Kilondsen aggaszto, hogy a GLY alacsony
koncentracidban is hormonalis zavarokat okozhat a halakban, ami befolyasolja azok névekedését
és szaporodasi kepességeit. Azt is kimutattuk, hogy a GLY-készitményei még toxikusabbak
lehetnek, mint maga a hatdanyag, féleg a szufaktansok jelenléte miatt. Hangsulyoztuk, hogy a
formazé szerek nem megfeleld szabalyozasa komoly veszélyt jelenthet a vizi 0koszisztémakra,
mivel ezek az anyagok jelentdsen novelhetik a GLY kornyezeti perzisztencigjat és
bioakkumulaciés potencialjat (KLATYIK et al., 2024, TAINAIOVA et al., 2020). Mindkét
tanulmanyban egyértelmiien jelezzik, hogy a GLY széles korli hasznalata és a formazo szerek
toxikologiai profiljanak hidnyos értékelése jelentds dkologiai kockazatot jelent.

Attekintésiinkben nemcsak az okotoxicitds és az Okotoxicitasi tényez6k bemutatisaval

foglalkozunk, hanem d&sszefoglaltuk a GLY és a GBH-k szarazfoldi, bioldgiai és o6kologiai
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Okoszisztémakra, valamint a nem célszervezetekre gyakorolt hatdsat is, kiilonds tekintettel olyan

specifikus indikatorfajokra, mint a méhek és a madarak (17. abra).
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17 dbra. A GLY hatéanyagu gyomirtdszer és kereskedelmi készitményeinek fo6bb dkotoxikologiai

hatdsai talajlak6 nem célszervezetekre. (Piros nyilak mutatjak felfelé: novekedés; lefelé:
csokkenés; kétirany(: valtozas).(KLATYIK et al., 2023).

Ide tartozik a GLY és a GBH-k més kémiai vegyuletekkel, hatéanyagokkal,

segédanyagokkal, nehézfémekkel, mikromilanyagokkal vagy korokozokkal valé kombinalt

hatdsanak bemutatasa is. A GLY kiilonb6z6 talajszervezetekre gyakorolt hatasarol rendelkezésre

allo adatok vegyesek, és a talajra gyakorolt hatasuk Osszetett, az eredmények néha

ellentmondasosak. Ez a megfigyelt hatasokat befolyasold szamos tényez6knek koszonhetd. A

legfontosabb tényezdk, amelyek befolydsoljak a kdrnyezeti sorsot (pl. mobilitas, kioldddas), a

bioldgiai hozzaférhetdséget, valamint a talaj nem célszervezeteire gyakorolt hatasokat, a talaj

jellemzo6i, példaul a viztartalom és a kiilonb6zo talajok Osszetétele, ideértve a mikrobialis

kdzosségeket is.

A vizi él6lények jelentds mértékben ki vannak téve a szennyezd anyagok hatasainak, mivel

a xenobiotikumokkal valé érintkezés a vizekben elkeriilhetetlen. A GLY és a GBH dkotoxicitasat

szamos vizi organizmuson vizsgaltak, beleértve kiilonb6z6 algafajokat, apré (Daphnia magna)

vizibolhékat, puhatestiieket, halakat és kétéltiicket (18. abra).
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18. abra. A GLY hatéanyagti gyomirtoszer és kereskedelmi készitményeinek fébb 6kotoxikoldgiai
hatdsai vizi nem célszervezetekre. (Piros nyilak mutatjak felfelé: novekedés; lefelé: csokkenés;
kétiranyu: valtozas).(KLATYIK et al., 2024).

Az ECHA a GLY hosszutavu toxikus hatasai miatt a vegyiletet toxikusnak mindsitette a
vizi élovilagra. Bar a GBH-k alkalmazésat vizi kdrnyezetben ritkan engedélyezik, a GLY és annak
metabolitja, az AMPA, valamint a GBH-készitmények vilagszerte gyakran kimutathatok a felszini
vizekben. Ez egyértelmiien ramutat arra, hogy a vizi szennyezéanyagok fokozott jelenléte miatt
megnovekszik a vizi szennyez6 anyagnak valod fokozott Kitettség valosziniisége.

Az intenziv hasznalat miatt a GLY széles kdrben megtalalhaté a kdrnyezetben, és néha
karositja a nem célzott él61ényeket, melyet fentebb hangsulyoztam, ugyankkor bekertl az ivovizbe
és az élelmiszerlancba. Az embereknél tobb egészségiigyi problémaval, példaul rakkal és
hormonalis zavarokkal hoztak Osszefliggésbe, de az egészségligyi hatasok mértéke vitatott. A
kutatasok tovabb folytatddnak, mikozben javasolt a GLY hasznalatinak mérséklése és

biztonsagosabb alkalmazéasi szabalyok bevezetése (19.4bra).
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19. &bra A GLY, a GLY-tartalmu készitmények és formézdszerek mellékhatdsait okozo

hatdsmechanizmusok, valamint ezekhez kapcsolddo lehetséges élettani rendellenességek.

Széles korben elfogadott nézet, kiiléndsen a szabalyozé hatdsagok korében, hogy a GLY és
annak kereskedelmi készitmeényei célzottan csak a meghatarozott ndévényfajokra vannak hatassal.
Azonban az ebben az attekintésben bemutatott szamos bizonyiték arra utal, hogy a GLY/GBH-k
jelentds hatassal lehetnek a talajlako és vizi 0koszisztémdk nem célzott szervezeteire is. A GLY
fizikai-kémiai tulajdonsagai miatt konnyen bejuthat a vizi kornyezetbe. Hasonl6an, a GLY és a
GBH-k tébbféle hatasai a szarazfoldi 6koszisztémakra szintén egyértelmiien bizonyitast nyertek.
A novényi és allati vizi szervezetek esetében bemutatott eredmények alapjan, ugy tiinik a GBH-k
esetében az oxidativ stressz az egyik o kivalté ok, ami erdsen kapcsolddik a vizsgalatainkban
targyalt apoptdzis, DNS-karosodas és citotoxikus hatasokhoz is. Ezek a folyamatok sejtszinten is
végbe mennek, ezért is nagyon fontosak az in vitro vizsgalatok. A GLY-IPA, R és POE-15
sejttoxikus hatasainak részletes feltarasat kovet6en attekintettiik a GLY hatéanyag, a formazott
GBH novényvédoszer-készitmény és a formédzd anyag 0kotoxikus hatasait a vizi és szarazfoldi
szervezetekre ¢€s ¢életkozosségekre. A részletes attekintés alapjan kitint, hogy bizonyos
Okotoxikologiai jelenségek kozvetlen Osszefliggésben allhatnak az altalunk feltart cito- és
genotoxikus, illetve sejtciklus-befolyasold hatasokkal, ilyen példaul a szarazfoldi és vizi
szervezetekre jellemz6 oxidativ stressz (KLATYIK et al., 2023, KLATYIK et al., 2024).
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Doktori kutatasom soran vizsgaltam a Roundup Classic készitményt a benne talalhato hatéanyagot
és a benne alkalmazott formézdszert hagyoméanyos sejtbiologiai moddszerekkel és aramlasi
citométerrel is. Vizsgalataim sordn megismertem a vizsgalati anyagok életképességre, DNS-
karosodasra, apoptdzisra és sejtciklusra gyakorolt hatasait két egér sejtvonalon (NE-4C, MC3T3-
E1). A sejteletképességi vizsgalatot ket madszerrel, aramlasi citométerrel és 3-(4,5-dimetil-tiazol-
2-il)-2,5-difenil-tetrazolium-bromid (MTT) szubsztratumot alkalmaz6 teszttel (MTT-teszt)
végeztem, mig a DNS-kéarosodast comet-teszttel és aramlési citométerrel vizsgaltam. Az
apoptozisvizsgalatokat és a sejtciklusra gyakorolt hatasok vizsgalatat aramlasi citometrias
maodszerrel végeztem. Az igy kapott eredményeket dssze is hasonlitottam egymassal. Az alabbi
tézispontokban az egyes koncentraciokat csupan a Roundup Classic-ekvivalens%
koncentracidértékekben adom meg, de a dolgozat természetesen az ezekhez tartoz6 abszollt

koncentracidértékeket (ug/ml) is tartalmazza.

Uj tudomanyos eredményeimet az alabbi tézisekben 6sszegzem:

1. A sejtéletképességi vizsgalatokban az NE-4C sejtvonalon az MTT-tesztben a kovetkezo
ICso-értékeket allapitottam meg: 0,652%+0,006%, 0,00315%0,00007% és 0,00995%:+0,00010%
GLY-IPA, POE-15 és R vizsgélati anyagok esetében (Roundup Classic-ekvivalens
koncentracidban). Az MC3T3-E1 sejtvonalon MTT-tesztben a kovetkezé ICso-értékeket
allapitottam meg: 0,7256%+0,0068%, 0,00639%0,00003% és 0,0101%+0,0004% GLY-IPA,
POE-15 és R vizsgalati anyagok esetében (Roundup Classic-ekvivalens koncentracidban). Az NE-
4C sejtvonalon aramlasi citométerrel mért sejtéletképességi vizsgalatban a kovetkezd I1Cso-
értékeket allapitottam meg: 0,595%+0,009%, 0,00115%:=0,00007% és 0,00469%:=+0,00008%
GLY-IPA, POE-15 és R vizsgalati anyagok esetében (Roundup Classic-ekvivalens
koncentracidban). Az MC3T3-E1 sejtvonalon aramlasi citométerrel mért sejtéletképességi
vizsgalatban a  kovetkezO  ICso-ertékeket  allapitottam  meg  1,2495%:+0,0024%,
0,00936%:=0,00085% és 0,0187%+0,0007% GLY-IPA, POE-15 és R vizsgalati anyagok esetében
(Roundup Classic-ekvivalens koncentracioban). A harom vizsgalati anyagra vonatkozéan mindket
modszernél hasonld nagysagrendii aranyokat, de az MC3T3-E1 sejtvonal esetében magasabb
értékeket mértem, mint az NE-4C sejtvonallal. Ugyanakkor megallapitottam, hogy az NE-4C
sejtvonal érzékenyebbnek mutatkozott az a&ramlasi citométeres vizsgalatban, hiszen az MTT-teszt
eredményei 91%, 36% és 47%-kal (atlagosan 58%+29%-kal) magasabbak, mint az aramlasi

citométerrel mert ertékek. Az MC3T3-E1 sejtvonal esetében forditott dsszefliggést allapitottam
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meg, hiszen a sejtvonal az MTT tesztben bizonyult érzékenyebbnek 58%, 68% és 54%-Kkal

(&tlagosan 60%zx7%-kal) az dramlasi citométerrel mért értékeknél.

2. A DNS-karosodasi vizsgalatokban az NE-4C sejtvonalon a comet-tesztben a kovetkezo
LGD-értékeket allapitottam meg: 0,0259%, 0,0000089% és 0,00002% GLY-IPA, POE-15 és R
vizsgalati anyagok esetében (Roundup Classic-ekvivalens koncentraciéban). Az MC3T3-E1
sejtvonalon a comet-tesztben a kovetkez6 LGD-ertékeket Aallapitottam meg: 0,0835%,
0,0024125% és 0,00224% GLY-IPA, POE-15 és R vizsgalati anyagok esetében (Roundup Classic
ekvivalens koncentracidban). Az NE-4C sejtvonalon aramlasi citométerrel mert DNS-karosodasi
vizsgalatban a kovetkez6 LGD-értékeket allapitottam meg: 0,0376%, 0,000295% és 0,00117%
GLY-IPA, POE-15 és R vizsgélati anyagok esetében (Roundup Classic-ekvivalens
koncentracioban). Az MC3T3-E1 sejtvonalon aramlasi citométerrel mért DNS-karosodasi
vizsgalatban a kovetkez6 LGD-értékeket allapitottam meg: 0,0375%, 0,0000935% és 0,000786%
GLY-IPA, POE-15 és R vizsgélati anyagok esetében (Roundup Classic ekvivalens
koncentracidban). Az LGD-értékei alapjan az NE-4C sejtvonal atlagosan két nagysagrenddel
érzékenyebbnek bizonyult a comet-tesztben az MC3T3-E1 sejtvonalnal, mely egyértelmiien a p53
tumorszupresszor fehérje és ezaltal a DNS-karosodasokat javitd mechanizmusok hianyabdl ered
az el6bbi sejtvonalban. Az MC3T3-E1 sejtvonal esetében a DNS-karosodast vizsgald aramlasi
citometrias vizsgalati készlet eredményezett érzékenyebb kimutatast, ahol az az LGD-értékek
44%, 3% és 35%-at (atlagosan 27%=+22%-kal) voltak alacsonyabbak a comet-teszthez képest.

3 Az NE-AC sejtvonalon az apoptdzis vizsgalatot aramlasi citométerrel végeztem el, melynél
a kovetkezd ICso-értéket kaptam, 0,246+0,134%, 0,00092+0,000005% és 0,00238+0,00003%
GLY-IPA, POE-15 és R vizsgalati anyag esetében (Roundup Classic-ekvivalens koncentracioban).
Az MC3T3-El sejtvonalon az apoptozis teszttel a kovetkez6 ICso-értékeket kaptam,
0,2731+0,0045%, 0,01169+0,00048% es 0,0167+0,0013% GLY-IPA, POE-15 és R vizsgélati
anyag esetében (Roundup Classic-ekvivalens koncentracioban). Az NE-4C sejtvonalon aramlési
citométerrel mért kaszpaz 3/7 aktiviasnal a kovetkez6 ICso-értékeket kaptam, 0,568+0,043%,
0,00099+0,00002% és 0,00748+0,00012% GLY-IPA, POE-15 és R vizsgalati anyag esetében
(Roundup Classic-ekvivalens koncentracioban). Az MC3T3-EL1 sejtvonalon aramlasi citométerrel
mért kaszpaz 3/7 aktividsnal a kovetkez6 ICso-értékeket kaptam, 0,6412+0,0339%,
0,00649+0,00012% és 0,0073+0,0001% GLY-IPA, POE-15 és R vizsgalati anyag esetében
(Roundup Classic-ekvivalens koncentracidban). NE-4C esetében atlagban 55%-kal érzékenyebb
volt, az apoptdzis vizsgalat, mely az 6sszes apoptotikus sejtet hatarozta meg, a kaszpaz 3/7
vizsgalati készlethez keépest, mely az apoptotikus és halott sejteket detektalta. Vizsgalatombdl
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megallapithato, hogy az NE-4C sejtvonal a POE-15 esetében atlagban 9-szer érzékenyebben

reagalt mindkét apoptozis vizsgélatra az MC3T3-E1 sejtvonalhoz képest.

4 Az NE-4C sejtek sejtciklus vizsgalata soran a GLY-IPA kezelés hatasara, a sejtek a Go/G1-
fazisban maradnak, hiszen nem érzékelnek optimalis kérilményeket a ndvekedéshez és el sem
érik az els6 restrikcios pontot, meglepé modon a legalacsonyabb koncentracional a legmagasabb
a Go/Gi-fazisban 1évo sejtek aranya, ahol szignifikans kiilonbséget mutattunk ki a kontroll
kezeléshez képest (p<0,05). R- és a POE-15-kezelés hatdsara a Go/G1-fazisban 1évé sejtek aranya
csokken monoton dézisfiiggé modon 0,0007-0,0026% (Roundup Classic-ekvivalens
koncentracidban). A R-kezelésnél a legkisebb koncentracid kivételével és a POE-15-kezelésnél
szignifikans kuldnbséget (p<0,001) mutattam ki az S és a G2/M-fazisban a kontrollhoz képest.
MC3T3-E1 sejtek sejtciklus vizsgalata soran a kontrollban a Go/G;-fazisban tartozkodé sejtek
aranya atlagban 57 %-kal magasabb, mint az NE-4C esetében, ez az arany a kezelések hatasara
csokken. Az S-fazisban 1év0 sejtek aranyat nem befolyasolta a kezelés, mig a Go/M-fazisban 1év6

sejtek ardnya novekszik a 24-6ras kezelést kovetoen.
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6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A vizsgalatok sordn szerzett adatokbdl vilagosan kirajzolodott, hogy a kiilonbozo
modszerek kiillonbozd érzékenységgel és informacidtartalommal birnak. Az MTT-teszt az
altalanos sejtmiikodés, mig az 4ramlési citometria a részletesebb sejtfiziologiai paraméterek
vizsgélatara alkalmas. A comet-teszt elénye a vizualis informacio, az aramlasi citometrias DNS-
vizsgalat pedig a kvantitativ és objektiv adatszerzés. A kombinalt vizsgalatok azt is megmutattak,
hogy egyes sejtvonalak eltérd érzékenységgel reagalnak ugyanazon vegyliletekre. Ez kiilondsen
fontos volt a POE-15 toxikus hatasainak vizsgalatakor, mivel az eredmenyek azt mutattak, hogy
ez a vegyulet Gnmagaban is nagysagrendekkel toxikusabb, mint a GLY-IPA énmagéaban.

Altalanossagban a dolgozatomban felhasznalt vizsgalati anyagokrol (GLY-IPA, R és POE-
15) elmondhat6, hogy mindegyik vizsgalatban gatlo hatast mutattak a kontroll kezelésekhez
képest, ezek mértéke eltér6 volt, melyet az eredményekben ki is fejtettem. Vizsgalatainkban a
legnagyobb gétl6 hatast a POE-15 idézett el6, ez egyaltalan nem meglepd, hiszen 2016-ban azokat
a GLY-tartalmu keszitményeket betiltottak az EU-ban, amelyek POE-15 formazoszert
tartalmaztak, ami jelentds 1épés volt a ndvényvédd szerek biztonsagosabba tétele érdekében. A
POE-15 egy fellletaktiv anyag, amelyet a GLY hatékonysaganak novelésére hasznaltak, mivel
segiti a GLY gyorsabb felszivddasat a ndvények levelein keresztiil, a hatéanyag bejutasat javitja
¢és fokozott levéltapadast idéz el6. A POE-15 betiltasat megeldzden a toxikoldgiai hatdsai miatt
nétt az aggodalom, kiilondsen a humén és kdrnyezeti egészségre gyakorolt potencialis veszélyek
miatt. A dontés alapja az volt, hogy a POE-15 potencialisan ké&ros hatassal van a kérnyezetre,
kiilonosen a vizi €ldvilagra, és egészségiigyi kockazatokat is jelenthet az emberekre nézve. Az
Eur6pai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag (EFSA) felhivta a figyelmet arra, hogy a POE-15 jelenléte
fokozhatja a GLY toxicitasat, ezért javasoltak a feluletaktiv anyag kivonasat a piacrél. A POE-15
részletes toxikolOgiai problémai, melyeket a sajat vizsgalataimmal is bizonyitottam. Human
toxikoldgia tekintetében, citotoxicitast mutattak ki in vitro kisérletekben, ahol a POE-15 jelentds
mértékben karositja az emberi sejteket, kiilondsen a bort, a tiidét €és a majat érintd sejteket. Az
emberi sejtvonalakon végzett vizsgalatokban (pl. HEK293 vesesejtek) azt tapasztaltak, hogy a
POE-15 sejthalalt okoz, még alacsony koncentraciokban is (SUN et al., 2024, MESNAGE et al.,
2013). Genotoxikus hatasait a comet-teszt és mas genotoxicitasi tesztek kimutattak, hogy a POE-
15 DNS-karosodast okoz, ami noveli a rakkeltd kockazatot és mas hosszu tava egészségligyi
problémakat. In vitro és in vivo vizsgalatok is kimutattak, hogy a POE-15 oxidativ stresszt okozhat
a sejtekben, ami hozzajarulhat a sejthalalhoz és mas toxikus hatdsokhoz is. Ezen tényszeri
kovetkeztetéseket a sajat vizsgalataimbol is megallapitottam, és bebizonyitottam parallel az

irodalmi adatokkal. Kdrnyezettoxikologiai szempontbdl a POE-15 szintén jelentds kornyezeti
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kockazatot jelent, kiildndsen a vizi 6koszisztemakban. A POE-15 mérgezének bizonyult szamos
vizi organizmusra, példaul halakra és kétéltiekre, ami az Okologiai egyensulyt fenyegeti
(KLATYIK et al., 2023, KLATYIK et al., 2024). Az EFSA és az ECHA, arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy a POE-15 hasznalata elfogadhatatlan kockazatokat jelent az emberi egészségre és a
kornyezetre nézve. Osszességében a POE-15 betiltasa fontos mérfoldké volt a GLY-tartalm
készitmények biztonsdgosabbéa tétele érdekében, és ravilégitott arra, hogy a segédanyagoknak
ugyanolyan figyelmet kell szentelni a toxikolGgiai vizsgalatok sordn, mint magéanak a
hatéanyagnak, jelen esetben a GLY-nak.

A GLY miatt bekovetkezett betegségek kialakulasa egy érdekes kérdéskort vet fel, hiszen
az egészségugyi szervezetek sem tudnak konszenzusra jutni ezigyben. Toébb tanulméany
foglalkozott gazdalkodok vizeletében felhalmozodott GLY-tal (ACQUAVELLA et al.,2004,
CHANG et al., 2024, CONNOLLY et al., 2020), tobb szempontot figyelembe véve, hogy
hasznaltak kesztyiit, hosszlujjas ruhat viseltek-e, amikor higitottak a GLY-t, illetve nem
mez6gazdasagi munkasokat hasznaltak kontrollnak. Kovetkeztetésként levonhatdé ebbdl a
tanulmanybol, hogy mind a gazdalkodok, mind a nem mezdgazdasagi munkat végzok ki vannak
téve a GLY hatasainak, és a foglalkozasszerii GLY-hasznélat a vizelet GLY-koncentraciojanak
legmeghatarozobb tényezdje, ezért is sziikséges a GLY folyamatos biomonitorozasa kiilonb6zo
kornyezetekben (CHANG et al., 2024).

A GLY és a non-Hodgkin limfoma (NHL) k6z6tti kapcsolat az egyik legvitatottabb kérdés
a GLY biztonsdgossagaval kapcsolatban (INSERM, 2021). Az évek soran szamos tanulmany
vizsgélta ezt a lehetséges 0sszefuiggést, €s mig néhany kutatas azt sugallja, hogy a GLY expozicio
novelheti a non-Hodgkin limfoma kockazatat, mas tanulmanyok nem talaltak erre meggy6z6
bizonyitékot. A non-Hodgkin limféma egy olyan kérképet foglal magaba, amely a nyirokrendszer
sejtjeit érinti. Ez a betegség kiilonbozik a Hodgkin-limfématol, mivel eltérd tipusa limfocitakbol
indul ki, és mas klinikai jellemzdkkel rendelkezik. Az NHL tobb tipust foglal magéaban, és valtozo
sulyossagu lehet, a lassan fejlodé formaktol a gyorsan progresszalo, agressziv tipusokig. A GLY
tekintetében 2015-ben az IARC és a WHO 2A csoportba sorolta, ezen besorolast tébbek kézott a
non-Hodgkin limfémaval kapcsolatos epidemioldgiai vizsgalatok eredményeire alapozva
allapitottak meg. Az allatkisérletek bizonyos rakos megbetegedésekre utalé bizonyitékokat
szolgéaltattak. Az emberi epidemiologiai vizsgalatok néhany esete kapcsolatot mutatott a GLY
expozicio és a non-Hodgkin limfoma kockazatanak novekedése kozott. Az IARC kildndsen
hangsulyozta, hogy a mezdgazdasagi munkasok korében nagyobb a kockazat, mivel 6k hosszl
tavon és nagyobb mennyiségben vannak kitéve a vegyszernek (GALLI et al., 2024). Szamos
epidemioldgiai tanulméany vizsgalata a GLY expozicio és az NHL kialakulasa kdzotti 6sszefuiggést
(PAHWA et al., 2019), De Roos és munkatarsai a mezégazdasagi dolgozok korében végeztek
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felméreseket és GLY expozicio esetében megnévekedett az NHL kockazata (DE ROOS et al.,
2003). Egy mésik tanulmanyban készllt egy metaanalizis, amely t6bb tanulméany adatait
Ujraértékelte és arra kOvetkeztetésre jutott, hogy a GLY akér 41%-kal is novelheti az NHL
kockézatat a legnagyobb expozicids szintli emberek (mezdgadasagi munkasok) esetében (ZHANG
etal., 2019).

Az Egyesiilt Allamokban az elmult években tobb ezer mezégazdasigi munkas és kertész
inditott pert a GLY gyartd6 Monsanto (a vallalatot késébb felvasarolta a Bayer) ellen, azt allitva,
hogy a GLY hasznalata okozta naluk a NHL-t. Az elsé harom nagy perben a birésagok tobb
szazmillié dollaros kartéritést itéltek meg az aldozatok javara. A perek kdzéppontjaban az allt,
hogy a GLY gyartdja nem tajékoztatta megfeleléen a felhasznalokat a termék lehetséges rakkeltd
hatasairdl. Az IARC besorolésa ellenére mas egészségligyi és szabalyozo szervezetek nem taléltak
elegendd bizonyitéknak arra, hogy a GLY rakkelté lenne: A GLY és a non-Hodgkin limfoma
kozotti kapcsolat tovabbra is vitatott téma a tudomanyos koérokben. A kutatdsok folytatodnak
annak megértésére, hogy milyen tényezok (pl. expozicié idOtartama, dozis, egyéni genetikai
hajlam) befolyasolhatjak a kockazatot. Mig egyes tanulméanyok statisztikailag jelentés kapcsolatot
mutattak ki a GLY expozici6 és az NHL kozott, masok nem talaltak ilyen egyértelmii 6sszefiiggést,
tehat a tudomanyos kozossegek nem érték el a konszenzust.

Ezeknek a fényében a bemutatott vizsgalataimbol tobb megallapités is levonhatd, a R és a
POE-15 toxikusabb, mint a GLY-IPA mindkét vizsgalt egérsejtvonalra, a neuroektodermalis,
6ssejttipust NE-4C sejtekre és az MC3T3-E1 preoszteoblaszt sejtekre egyarant. A két sejtvonal
minden Kisérletiinkben jellegzetes kilonbségeket mutatott, mivel vizsgalataimban az NE-4C
sejtek legalabb 2,5-szer érzékenyebbnek bizonyultak a vizsgélt anyagokkal szemben.

Az NE-AC sejtvonal kuldndsen érzékeny a neurotoxikus anyagokkal, illetve hosszitavi
kornyezeti szennyezokkel szemben mivel embrionalis neuroektodermalis eredetiick, ami lehetové
teszi, hogy in vitro modellekben jol tikrozzék az idegsejtek toxikoldgiai valaszait, képesek az
idegsejt-differenciaciora, igy alkalmasak az idegrendszerre gyakorolt karos hatasok vizsgalatara.
Neurotoxikus anyagokkal szembeni érzékenysegik kiilondsen abban nyilvanul meg, hogy gyorsan
reagalnak oxidativ stresszre, mitokondrialis diszfunkciokra és apoptotikus folyamatokra, amelyek
a sejthalalhoz vezethetnek. Az NE-4C nagyfoku érzékenysége is erre vezethetd vissza, a
meghatarozott 1Cso-értékek kovetkezetesen azt jelezték, hogy a célvegyiletek gatld hatdsanak
sorrendje egyértelmiien POE-15 > R > > GLY-IPA mindket sejtvonal esetében. Ez nem azt jelenti,
hogy a hatéanyag gatlo hatdsa csekély a formazoszerhez és a R-hoz képest, hiszen
megallapitottam, hogy a GLY is gatolta a sejtek funkcidit mezégazdasagi kijuttatasi
koncentracioban (1-2%). Ez a kdvetkeztetés 6sszhangban all a tudomanyos szakirodalom korabbi
megallapitasaival, ahol GBH-kat és a GLY-t vizsgaltak.
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A genotoxicitasi vizsgalatokban a legalacsonyabb hatast az MC3T3-E1 sejteknél a GLY-
IPA esetében mértlik, Osszehasonlitva méas vizsgalt anyagokkal, az LGD-érték a comet-
vizsgalatokban a R és GLY-IPA kozotti kilonbseg 5,5-szeres, és a DNS-karosodasi vizsgélati
készlet esetében 9-szeres. A tobbi merésnél az 1Cso-ertek (életképesség, apoptozis) tobb mint 25-
szO0ros a R és a GLY-IPA kozott. A szakirodalmi adatok eredmenyei alapjan, vizsgalataink is
egyértelmiien kimutattak a POE-15 citotoxicitasat, amelyet mas vizsgalatokban a sejtlégzésre és a
membran integritasra gyakoroltak 0,00155% és 0,0097% kozotti Roundup Classic ekvivalens
koncentracidval. Vizsgalatunkban a faroknyomaték nagysaga a comet-tesztben korrelal a
szakirodalmi adatokban fellelheté eredményekkel, amik 24-6ras kitettség mellett, GLY-IPA-, R-
és POE-15-kezeléssel végeztek.

Eredményeink bebizonyitottdk, hogy tovabbi genotoxikus veszélyt jelentenek az emberi
egészségre és az Okoszisztemara. A jelen vizsgalatban megfigyelt eredmények egyértelmiien
megallapitottdk hogy fokozott cito- és genotoxikus hatast fejt ki a R és a POE-15. Eredményeink
azt is kimutattak, hogy a legnagyobb genotoxikus hatast a POE-15 érte el, mind a Muse DNS-
kérositd vizsgalati készlet, mind a comet-teszt segitségével. A legalacsonyabb LGD-értékeket a
POE-15 esetében az NE-4C sejtvonalon meértik a genotoxicitasi vizsgalatokban, ami szintén
bizonyitja a POE-15 DNS-karosit6 hatasat.

Végezetil, vizsgalataink eredményeképpen a kovetkezé megallapitasokat tettiik: a
sejtciklust befolyasolé hatasra vonatkozd eredményeink az altalunk vizsgalt sejtvonalakon
korrelalnak a tudoméanyos szakirodalomban mas sejtvonalakon kozoltekhez képest.
Kisérleteinkben a sejtciklus-vizsgélati készlettel a Go/Gi-fazisban 1évé sejtek magas aranyat
mutattuk ki (a kontrollhoz képest), mind az NE-4C, mind az MC3T3-E1 sejtek esetében a
vizsgalati anyagok karos hatdsai miatt, melyek gatoltak a sejtek S-fazisba torténé progressziojat,
igy kevesebb sejt tudott tovabbhaladni az S-fazisba. A citotoxicitasra vonatkoz6 ismereteink
bévitésén tilmenden a célanyagokkal kapcsolatban, e vizsgalat eredményei tovabbi bizonyitékkal
szolgalnak a GLY-tartalmu készitmények értékelésénél.

A GLY és az élelmiszer-adalékanyagok kozotti 6sszefliggés ravilagit arra, hogy a
mezbgazdasagi vegyszerek és az élelmiszer-adalékanyagok maradvanyainak jelenléte az
¢lelmiszerekben jelentds egészségiigyi kockazatot hordozhat. Ezen anyagok genotoxikus hatasa
hozzajarulhat a daganatos megbetegedések kialakulasanak kockazatdhoz, igy elengedhetetlen a
szigoru szabalyozés és a folyamatos kutatasi tevékenység. Az expozicio csokkentése érdekében
nemcsak a mezOgazdasagi gyakorlatoknak kell valtozniuk, hanem az élelmiszer-feldolgozasi
folyamatokat optimalizalni kell, Ugy, hogy a fogyasztok egészsége is védve legyen.

Az utdbbi években egyre tobb tanulmany vizsgalja a GLY és mas adalékanyagok esetleges
karos hatasait az emberi szervezetre. Ezek az anyagok akkumulalodhatnak a szervezetben, ami
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kiilondsen a hosszl tavu expozicid esetén jelenthet nagy kockéazatot. Az egyre novekvd szamu
bizonyitékok alapjan siirgetd, hogy a mezdgazdasdgban hasznalt vegyszerek szabalyozésa
szigorubb legyen, mivel a jelenlegi normék nem minden esetben nyujtanak elegend6 védelmet. A
megfeleld tajékoztatas és tudatossag novelése szintén kulcsfontossagl lehet, hogy a fogyasztok
tisztaban legyenek az élelmiszereikben 1évO vegyi anyagok lehetséges hatasaival.

A kutatasok arra is ramutattak, hogy a kiilonboz6 élelmiszer-adalékanyagok szinergista
hatassal lehetnek a GLY-re, ami még nagyobb egészségugyi problémakat okozhat. A modern
élelmiszeriparban alkalmazott technoldgiak szintén hozzajarulhatnak az ilyen anyagok
jelenlétéhez, ezért a gyartasi folyamatok Ujraértékelése is sziikseges lehet. Az élelmiszerbiztonsag
terén dolgoz6 szakemberek egyetértenek abban, hogy a fogyasztok hosszU tavl egészségének
védelme érdekében a szabalyozasnak lépést kell tartania a tudomanyos felfedezésekkel. Fontos
szempont, hogy alternativ megoldasok is rendelkezésre alljanak, mint példaul a biogazdalkodas
elterjedése, amely csokkentheti a vegyi anyagok hasznalatat. Osszességében a GLY és az
élelmiszer-adalékanyagok kérdése globalis probléma, amely alapos vizsgalatot és hatékony
intézkedéseket igényel. A fogyasztok tudatosabb dontései, a fenntarthatdé mez6gazdasagi
gyakorlatok elterjedése és a folyamatos kutatdsi eredmények segithetnek minimalizalni a
kockazatokat. A dolgozatomban elvégzett vizsgalatokkal és leirt eredményekkel is ehhez

szeretnek hozzajarulni.
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7. OSSZEFOGLALAS

A piacvezet0, széles spektrumu, totalis gyomirtoszer, a Roundup Classic, hatéanyaganak,
aGLY (izopropilamin (IPA) s6 forméajaban) és a készitmény feluletaktiv anyaganak, a polietoxilalt
faggytaminok (POE-15) citotoxikus hatasat két egérsejtvonalon, egy neuroektodermalis
6ssejtszerit (NE-4C) és egy magas alkalikus foszfatdz-aktivitasa, csontveldprekurzor-sejtvonalon
(MC3T3-E1) hataroztuk meg. A vizsgalati anyagaink a GLY-IPA, R és POE-15 citotoxikus,
genotoxikus, és a sejtciklusokra gyakorolt hatasat 6t aramlasi citometrias vizsgalati készlettel
vizsgaltuk, amelyek koziul a két elébbit Osszehasonlitottuk az MTT-teszttel és az egysejtes
gélelektroforézis (comet-teszt) eredményeivel. Valamennyi vizsgalat azt mutatta, hogy a NE-4C
sejtek érzékenyebbek a célvegyiiletekkel végzett kezelésekre, mint az MC3T3-E1 sejtvonal. Az
aramlasi citometriaval végzett életképességi vizsgalatban nagyobb érzékenységi kilénbsegeket
észleltiink (7-9-szer), mintaz MTT vizsgalatnal (1,5-3-szor) a két sejtvonal kdz6tt. Ez a tendencia
érvényes a comet-tesztben (3,5-403-szor), és a DNS-kérosodasi vizsgélatban is (9,3-158-szor). Az
apoptdzis vizsgalatnal az Annexin V halott sejtek vizsgalati készletnél szintén az NE-4C sejt volt
(1,1-12,7-szeres) érzékenyebb és ez igaz a kaszpaz 3/7 vizsgalati készlet esetében is (1-6,5-szeres).
A sejtciklusvizsgalatok az MC3T3-EL1 sejtek esetében a Go/G1-fazisban 1év6 sejtek magas szamat
~70% mutatta a vizsgalati készlet, mig az NE-4C sejteknél ez ~40% volt 24 ora elteltével. A
célvegylletek gatlo hatasanak sorrendje egyértelmiien a kovetkezé volt: POE-15 > Roundup
Classic > > GLY-IPA. Ez nem azt bizonyitja, hogy maga a hatéanyag nem bir toxikus hatassal,
hanem a formazoanyag és a késztmeényben fellelhetd egyéb anyagokkal egyiitt erdsebb toxicitast
mutat, mint maga a hatéanyag. E megallapitas jelentdségének értékeléséhez a mért genotoxicitasi
értékeket (a comet-teszttel és a Muse™ DNS-karositd vizsgalati készlet segitsegével
meghatarozva) dsszehasonlitottuk az élelmiszeriparban adalékanyagként hasznalt és élelmiszer-
szennyezOként bejelentett ismert genotoxikus anyagok genotoxicitasi értékeivel. Az értékelésehez
az 6sszehasonlitasok alapjaul a genotoxicitasra altalanosan alkalmazott értékként a legalacsonyabb
genotoxikus ddzisokat hasznaltuk. A GLY genotoxikusabb a borsavnal, és a benzoesav (altalanos
tartésitdszer) 3-szor, genotoxikusabb, mint a GLY. A citromsav genotoxicitdsa HSP sejtvonalon
hasonlé értéket mutat, mint a GLY az NE-4C sejtvonalon, ebb6l a szempontbdl nem egyértelmdi,
hogy a citromsavra miert nem hataroztak meg MRL-érteket. Az akrilamid 4,5- és 1,5-szor
genotoxikusabb, mint a GLY az altalunk vizsgalat ket sejtvonalon, ugyanakkor az akrilamidot
szintén 2A IARC réakkelt6 kategoriaba soroltak, mint a GLY-t. A vizsgalatainkban hidba volt a
GLY a legkevébé genotoxikus anyag, mas mindennapi élelmiszer-adalékokkal ¢sszehasonlitva
kiderll, hogy nem veszélytelen. Ezen vizsgalataink segitséget nyujthatnak, tovabbi bizonyitékkal
szolgalhatnak a GLY-tartalmu keszitmények értékelésenél.
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8. SUMMARY

Cytotoxic effects of the market leading broad-spectrum, synthetic herbicide product Roundup
Classic (R), its active ingredient glyphosate (in a form of its isopropylamine (IPA) salt) (GLY-IPA)
and its formulating surfactant polyethoxylated tallowamine (POE-15) were determined on two
murine cell lines, a neuroectodermal stem cell-like (NE-4C) and a high alkaline phosphatase
activity osteoblastic cell line (MC3T3-E1). Cytotoxicity, genotoxicity, effects on cell viability and
cell cycles were examined in five flow cytometry tests, the two former of which were compared
by the enzymatic assay and the alkaline single cell gel electrophoresis (comet) assay. All of the
tests indicated the NE-4C cells being more sensitive, than the MC3T3-EL1 cell line to the treatments
with the target compounds. Higher sensitivity differences were detected in the viability test by
flow cytometry (7-9-fold), than by the MTT assay (1.5-3-fold); in the genotoxicity test by the
comet assay (3.5-403-fold), than by the DNA-damage test (9.3-158-fold); and in the apoptosis
test by the Annexin V dead cell kit (1.1-12.7-fold), than by the Caspase 3/7 kit (1-6.5-fold). Cell
cycle assays indicated higher counts of cells (~70%) in the GO/G1 phase for MC3T3-EL1 cells, than
in NE-4C cell (~40%) after 24 h. The order of the inhibitory potency of the target substances has
unequivocally been POE-15 > Roundup Classic > > GLY-IPA salt. This does not prove that the
active ingredient has no toxic effect, but rather suggests that the formulation, in combination with
other substances, may have a higher toxicity (level) than the active ingredient itself. This
significance of the finding, the measured genotoxicity values (determined using the comet test and
the Muse™ DNA damage assay kit) were compared with the lowest genotoxicity doses (LGD) of
known genotoxic substances used as additives in the food industry and reported as food
contaminants. The genotoxicity assessment we used the lowest genotoxic dose, which is a
commonly used value for genotoxicity, this was the basis for the comparison. GLY is 3 times more
genotoxic, than boric acid. Benzoic acid (commonly used preservative) is 3 times more genotoxic,
than GLY. The genotoxicity of citric acid on the HSP cell line is similar to GLY on the NE-4C cell
line, so it cannot be interpreted, why no MRL value was set for citric acid. Acrylamide is 4.5- and
1.5-fold more genotoxic than GLY in the two cell lines we tested, while acrylamide is also
classified as a 2A IARC carcinogen. In our studies, although GLY was the least genotoxic
substance, it was found to be not harmless compared to other common food additives. These

studies may provide further evidence for the evaluation of products containing GLY.
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TABLAZATOK ES BIZTONSAGI ADATLAPOK

1. tablazat A vizsgalt GLY hatéanyag és GLY-tartalmt novényvéddszer-, valamint formazoszer dsszetétele és jellemzoi

Hatoanye,lg CAS szam | Aktiv hatéanyag koncentracioja Szerkezeti képlet , . . | Fizikai megjelenés
megnevezese Adalékanyag koncentracoja
glyphosate- 62% HO_ OH
izopropilammonium-s6 O#ngwo' ) ) y
(GLY-IPA-50) 38641-94-0 (486 g/l GLY B - vizoldhat6 emulzio
szabad sav) A
, Nov?nyvedoszer- . Aktw Az aktiv hatéanyag koncentracidja Adalékanyagok Adalékanyag koncentracdja Formulécié tipusa
készitmény megnevezése | hatéanyag
Roundup Classic GLY-IPA-s6 41,5% (360 g/l GLY szabad sav) polietoxilalt faggytaminok keveréke (POE- 15.50% folyékony wgoldhato
15) koncentratum
Fr?]rerggé\?:;é)gzg CAS szam A formézobanyag koncentrécidja A formézobanyag szerkezeti képlete Adalékanyag koncentracdéja Formulécié tipusa
POE-15 .
Emulson AG GPE 3SS (CAS 61791- 100% i Y ” - vizoldhaté emulzié
26-2) o
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2. téblazat A GLY, a polietoxilalt faggytiamin (POE-15) és a Roundup Classic esetében meghatarozott 50%-0s gatld koncentracio (ICso) a citotoxicitas és az
apoptdzis, valamint a legalacsonyabb genotoxikus dozis (LGD)* értékei a genotoxicitasi vizsgalatok esetében, az NE-4C és MC3T3-E1 sejtvonalon.

ICso-és LGD-értékek (Roundup Classic-kal ekvivalens koncentracidban (%) és pug/ml értékben kifejezve)?

NE-4C b
GLY-IPA POE-15 R®
(%) (ng/ml) (%) (ng/ml) (%) GLY-IPA (pg/ml) POE-15 (pg/ml)
Sejt életképesség
MTT-teszt 0,652+0,006 3168,72 | 0,00315+0,00007 | 5,72 | 0,00995+0,00010 48,36 18,06
Eletképesség
vizsgélati keszlet 0,595+0,009 28917 | 0,00115+0,00007 | 2,09 | 0,00469+0,00008 22.79 8,51
(Muse)
DNS karosodas
Comet-teszt 0,0259 125,87 0,0000089 0,043 0,00002 0,09 0,03
DNS karosodas
vizsgélati készlet 0,0376 182,55 0,000295 0,54 0,00117 5,68 212
(Muse)
Programozott
sejthalal
Apoptozis vizsgalati 0.246+0,134 119556 | 0,00092+0,00005 | 1,67 | 0,00238+0,00003 11,57 4,32
készlet (Muse)
Kaszpaz 3/7 vizsgalati 0,568+0,043 2760,48 | 0,00099+0,00002 | 1,8 0,00748+0,00012 36,35 13,58
készlet (Muse)
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MC3T3-E1"

GLY-IPA POE-15 R
(%) (ng/ml) (%) (ug/ml) (%) GLY-IPA (pg/ml) POE-15 (pg/ml)
Sejt életképesség
MTT-teszt 0.7256+0.0068 352642 | 0.00639+0.00003 | 11,60 | 0.0101:+0.0004 49,09 18,33
Eletképesseg vizsgalati | 4 519016 0024 6072,57 | 0.00936+0.00085 | 16,99 | 0.0187+0.0007 90,88 33,94
keszlet (Muse)
DNS karosodas
Comet-teszt 1.2624+0.0604 613526 | 0.09686+0.00102 | 175,82 | 0.2307+0.0083 1121,20 418,76
DNS karosodas
vizsgalati készlet 1.8864+0.1121 9167,90 | 0.02576+0.00047 | 46,76 | 0.2091+0.0034 1016,23 379,55
(Muse)
Programozott
sejthaldl
Apoptozis vizsgalati 0.2731+0.0045 1327,27 | 0.01169+0.00048 | 21,22 | 0.0167+0.0013 81,16 30,31
készlet (Muse)
Kaszpaz 3/7 vizsgalati | ) 6119, 0339 311623 | 0.00649+0.00012 | 11,78 | 0.0073+0.0001 35,48 13,25
készlet (Muse)

* Az LGD-érték az a koncentracio, ahol a genotoxikus hatas megfigyelhetd a kontrollkezeléshez képest.

b Sejtvonalak - NE-4C: egy neuroektodermalis &ssejtvonal, amit egy 9-napos egér embrié agyi vezikulumabol izolaltak, melybdl hianyzik a funkcionalis p53 gének; MC3T3-E1: Mus
musculus (egér) koponyabdl szarmazo csontveld prekurzor sejtvonal.

¢ A Roundup Classic-ban a GLY hatéanyag és a formazdszer POE-15 szdzalékos koncentracidi, valamint a hatéanyag és a formazdszer tényleges koncentréaciéi az adott tdmeg/térfogat
koncentracioban vannak feltlintetve.
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3. tablazat GLY és az élelmiszer-adalékanyagok genotoxikus hatasainak (megfigyelt genotoxictasi
érték mM-ban meghatarozva) dsszehasonlitdsa comet-teszttel.

LGD-érték®,
Vegyllet Genoto><,|0|ta3| Sejtvonal® megflgye!t Hivatkozas
teszt tipus genotoxitas
(mM)
bleomicin Comet HCM 0,0000706 WOZNIAK et al., 2004.
brilliantkék Comet HSP 0,252 PANDIR, 2014.
sunset yellow Comet HSP 0,442 PANDIR, 2014.
/narancssarga
dezoxinivalenol .
(DON) Comet Caco-2 0.0005 BONY et al., 2006.
Citromsav Comet HSP 0,52 PANDIR, 2014.
Comet/ DNS 0,552 e
GLY KArosodas NE-4C (~0.80) ¢ sajat vizsgalat
benzoesav Comet HSP 1,637 PANDIR, 2014.
Comet/ DNS 1,779 e
GLY Karosodés MC3T3-E1 0,798 sajat vizsgalat
Akrilamid Comet HepG2 2,5 JIANG et al., 2007.
Borsav Comet HepG2 24 ¢ TOMBULOGLU et al., 2020.

2A szakirodalomban vizsgalt sejtvonalak: - HCM: humén vastagbélnyalkahartya sejtek; HSP: human
spermium sejtek; Caco-2: human kolorektalis adenokarcindma sejtek; NE-4C: 9-napos egérembriok egér
embridk agyanak kozépso vezikulaibol 1étrehozott sejtek, amelyekbdl hidnyzik a funkcionalis p53 gén;
MC3T3-E1: oszteoblaszt prekurzor (preoszteobleszt), Mus musculus (egér) koponyabol szarmazé
sejtvonal; HepG2: human hepatokarcinéma sejtvonal.

b A legalacsonyabb genotoxikus dozis (LGD) érték azt a legalacsonyabb dozist jelenti, amelynél a
vizsgélt anyag pozitiv valaszt okoz a genotoxicitasi vizsgéalatban.

¢ 1Cyo gétlasi koncentracio érték

d Jelentés DNS-karosodast figyeltek meg a negativ kontrollban is, mivel a p53 tumorszupresszor gén
elnémult az NE-4 C sejtvonalban, ezért a sejtek nem képesek javitani a latszolagos DNS-toréseket.

¢ A genotoxicitasi szintet a citotoxicitas szintjén (ICso) mértik.
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Roundup Classic biztonsagi adatlap

MONSANTO Europe S.A./N.V. Oldal: 1/11
Roundup® Classic Verzié: 1.0 Hatélyba lépés datuma:
07.01.2015

MONSANTO Europe S.A./N.V.

Biztonsagi adatlap
Kereskedelmi termék

1. TERMEK ES VALLALAT AZONOSITAS

1.1.

1.1.1.

1.1.2.

1.1.3.

1.1.4.

1.1.5.

1.1.6.

1.1.7.

1.2.

1.3.

1.4.

Termék azonosité
Roundup® Classic
Vegyi elnevezés
A keverékre nem alkalmazhato.
Szinonimak
Nincs
CLP VL. fiiggelék, indexszim
Nem alkalmazhato.
C&L azonositészam
Nem érheto el.
EC szam
A keverékre nem alkalmazhat6.
REACH reg. szim
A keverékre nem alkalmazhato.
CAS szam
A keverékre nem alkalmazhato.

A termék hasznilata
Gyomirto szer

Villalat/(kereskedés)

MONSANTO Europe S.A./N.V.

Haven 627, Scheldelaan 460, B-2040

Antwerp, Belgium

Telefon: +32 (0)3 568 51 11

Fax: +32 (0)3 568 50 90

E-mail:

safety.datasheet@monsanto.com
Vészhelyzeti telefonszimok

Telefon: Belgium +32 (0)3 568 51 23

2. VESZELYEK AZONOSITASA

2.1.
2.1.1.

2.1.2.

Osztalyozas

Osztalyozas az EK 1272/2008-as [CLP] rendeletének megfeleléen (gyartoéi onosztilyozas)
Szemkarosodas - 1. kategdria
H318 Sulyos szemkérosodast okoz

Nemzeti osztilyozis - Magyarorszig
Szemkarosodas - 1. kategdria
H318 Sulyos szemkarosodast okoz

EU-cimke (gyarto6i onosztalyozas) - Osztalyozas/cimkézés az EU 1999/45/EK veszélyes
készitmények iranyelve alapjan.
Xi - irritativ, N - kornyezeti veszély

R36 Irritélja a szemet.

R51/53 Mérgez0 a vizi szervezetekre, a vizi kornyezetben hosszan tartd
karosodast okozhat.

S26 Ha szembe jut, b6 vizzel azonnal ki kell mosni és orvoshoz kell
fordulni

S35 Az anyagot ¢s az edényzetét megfelelé modon artalmatlanitani kell

S39 Viseljen szem-/arcvédd eszkozoket.
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MONSANTO Europe S.A/N.V. Oldal: 2/11

Roundup® Classic Verzio: 1.0 Hatalyba Iépés datuma:
07.01.2015
S57 A kérnyezetszennyezés elkeriilése érdekében megfeleld edényzetet
kell hasznalni
Nemzeti osztalyozas/cimkézés - Magyarorszag
Xi - irritativ, N - kornyezeti veszEly
R41 Sulyos szemkarosodast okozhat
R51/53 Mérgez6 a vizi szervezetekre, a vizi kornyezetben hosszan tartd

karosodast okozhat.

S2 Gyermekek kezébe nem kertilhet
S13 Elelmiszertl, italto] és takarmanytol tavol tartando
S20/21 A hasznalat kozben enni, inni és dohanyozni nem szabad
S24/25 Keriilni kell a bérrel valo érintkezést és a szembe jutést.
S26 Ha szembe jut, b6 vizzel azonnal ki kell mosni és orvoshoz kell
fordulni
S35 Az anyagot és az edényzetét megfelelé modon artalmatlanitani kell
S37/39 Megfeleld védokesztylit és arc-/ szemvédot kell viselni.
S57 A kdrnyezetszennyezés elkeriilése érdekében megfeleld edényzetet
kell hasznalni
2:2. Cimkézési elemek
Cimkézés az EK 1272/2008-as [CLP] rendeletének megfeleléen
2.2.1. Veszélyt jelzé piktogramok

3

2.2.2. Figyelmeztetés
Veszély
2.2.3. Veszélyjelek, megallapitasok
H318 Sulyos szemkarosodast okoz
2.2.4. Ovintézkedésre vonatkozo mondatok
P280 Védokesztyll, szemvédd hasznalata kotelezd.
P305+351+338 SZEMBE KERULES esetén: Tébb percig tartd 6vatos dblités vizzel.
Adott esetben a kontaktlencsék eltavolitasa, ha konnyen megoldhato.
Az 6blités folytatasa.
P310 Azonnal forduljon TOXIKOLOGIAI KOZPONTHOZ/orvoshoz.
2:2:5: Kiegészito veszélyességi informacio
EUH401 Az emberi egészség ¢s a kornyezet veszélyeztetésének clkeriilése
érdekében be kell tartani a hasznalati utasitas eldirasait.
2.2.6. Veszélyt jelzé piktogramok Magyarorszig

fiap

2.2.7. Figyelmeztetés Magyarorszag
Veszély
2.2.8. Veszélyjelek, megillapitasok Magyarorszig
H318 Sulyos szemkarosodast okoz
2.2.9. Ovintézkedésre vonatkozé mondatok Magyarorszag
P102 Gyermekektél elzarva tartando.
P270 A termék hasznélata kézben tilos enni, inni vagy dohanyozni.
P280 Védokesztyli, szemvédd hasznalata kitelezo.
P305+351+338 SZEMBE KERULES esetén: Tobb percig tartd Gvatos blités vizzel.
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2.3.

2.3.1.

24.

Adott esetben a kontaktlencsék eltavolitasa, ha konnyen megoldhato.
Az 6blités folytatisa.

P310 Azonnal forduljon TOXIKOLOGIAI KOZPONTHOZ/orvoshoz.
P391 A kiomlott anyagot dssze kell gytijteni.
P501 A tartalom/edény elhelyezése hulladékként: veszélyes

hulladéklerakdba szallitas sziikséges.

Egyéb veszélyek

0A keverék 0%-ban tartalmaz ismeretlen heveny toxicitasi dsszetevoket

0A keverék 0%-a olyan dsszetevobol/sszetevokbol all amely/amelyek veszélyessége vizi

szervezelekre nem ismert.

Potenciilis kornyezeti hatiasok
A javasolt felhasznalasi Gtmutato betartisa esetén nem varhato jelentés karos hatas.
Nem perzisztens, bioakkumulaciora nem hajlamos és nem toxikus (PBT), tovabba nem nagyon
perzisztens, és bioakkumulacidora nem nagyon hajlamos (vPvB) keverék.

Megijelenés és szag (szin/forma/szag):
Halvanyborostyan-Halvanybarna /Folyadék / Enyhe, aminok

A toxikologiai informaciokért tekintse meg a 11. fejezetet, a kornyezeti informaciokért pedig a 12. fejezetet.

3. AZ ALKOTORESZEK OSSZETEVOI/INFORMACIOI

Hatbéanyag
Isopropylamine salt of N-(phosphonomethyl)glycine; {Isopropylamine salt of glyphosate}

Osszetétel
Osszetevik CAS szam EC szim EU indexszim / Y% tomeg Osztilyozis
REACH reg. szam / alapjan
C&L e (hozzvetdle
s)
glifozat izopropilamin sé 38641-94-0 933-426-9 015-184-00-8 / 41,5 Vizi kronikus - 2. kategéria;
-/ H4LL; { ¢}
02-2119693876-15- N; R51/53; { b}
0000
etoxilalt zsiramin 61791-26-2 500-153-8 -/ 15,5 Xn, Xi, N; R22, 41, 51/53; {
-/ a}
viz 7732-18-5 231-791-2 -/ 43 Nincs veszé
-1 osztilyozva.;

Az osztalyozasi kod teljes szovege: Lasd a 16. részt.

4. ELSOSEGELYNYUJTASI ELOIRASOK

Hasznalja a 8. fejezetben javasolt személyi védelmi eszkozoket.

4.1.
4.1.1.

4.1.2.

4.2,

Az elsésegélynynjtas leirdsa

Szembejutis
Azonnal mossa le bd vizzel. Folytassa legalabb 15 percig. Amennyiben konnyen megteheti,
vegye ki a kontaktlencséket. Ha a tiinetek nem sziinnek, forduljon orvoshoz.

Bérrel valé érintkezés
Vegye le a szennyezett ruhazatot, karorat és ékszereket. Az érintett bérteriiletet mossa le bo
vizzel. Az ismételt hasznalat elétt mossa ki a ruhakat és tisztitsa meg a cipdket.

Belélegzés
Vigye az érintett személyt szabad levegére.

Lenyelés
Azonnal itasson vizet. Soha ne adjon be semmit szajon at eszméletlen személynek. NE idézzen
clé hanyast, kivéve, ha arra orvosi személyzet utasitja. Tiinetek esetén forduljon orvoshoz.

A legfontosabb akut ¢és késleltetett tiinetek, hatisok
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4.2.1. Potencialis egészségiigyi hatasok
Valészinii expoziciés utak: Borrel valo érintkezés, szembejutds, belélegzés, ingestion
Szembejutas, rovid tavii: Sulyos szemkarosodast okoz
Bérrel valé érintkezés, rovid tavi: A javasolt felhasznalasi utmutatd betartdsa esetén nem
varhato jelentos karos hatas.
Belélegzés, rovid tavii: A javasolt felhasznalasi itmutaté betartasa esetén nem vérhato jelentds
kéros hatds.
Egyszeri lenyelés: A javasolt felhasznalasi utmutaté betartasa esetén nem varhato jelentds karos

hatas.
4.3. Az azonnali orvosi ellitdsra és kiilonleges kezelésre vonatkozé eléirasok
4.3.1. Tandcs orvosok szimira

Ez a termék nem kolinészteraz-gatlo.
43.2. Ellenanyag

Atropinnal és oximokkal folytatott kezelés nem javallott.

5. TUZVEDELMI OVINTEZKEDESEK

5.1. Oltéanyag

5.1.1. Javasolt: -Viz, hab, szaraz vegyi anyag, széndioxid (CO2)
5.2. Kiilonleges veszélyek
5.2.1. Szokatlan tiiz- ¢s robbandsveszélyek

A komyezetszennyezés elkeriilése érdekében minimalizalja a vizhasznalatot.
Kérnyezetvédelmi ovintézkedések: lasd 6. rész.

5.2.2. Veszélyes égéstermékek
Szénmonoxid (CO), foszfor-oxid (PxOy), nitrogén-oxid (NOx)

53, Tiizoltoberendezés
Zart rendszerii 1égzokésziilék A hasznélat utan a berendezést alaposan fert6tleniteni kell.

5.4. Lobbanispont
Nem lobban

6. OVINTEZKEDESEK VELETLENSZERU KIBOCSATAS ESETEN

Hasznalja a 7. fejezet kezeléssel kapcsolatos javaslatait, valamint a 8. fejezet személyi védelemmel kapcsolatos
javaslatait.

6.1. Kornyezetvédelmi ovintézkedések
Minimalizdlja a kiomlést. Tartsa tavol a vizelvezetéktol, a szennyvizcesatornaktol és a természetes
vizekt6l. Ertesitse a hatosagokat.

6.2. Tisztitasi médszerek
Félddel, homokkal vagy abszorbens anyaggal itassa fel. Assa fel az erésen szennyezett talajt.
Artalmatlanitashoz tartalyokban gylijtse 6ssze. A tartalytipusokkal kapcsolatosan tekintse meg a 7.
fejezetet. A kdmyezetszennyezés clkeriilése érdekében minimalizilja a vizhasznélatot. NE 6blitse le
vizzel.

A kiomlott anyag artalmatlanitasaval kapcsolatosan tekintse meg a 13. fejezetet.

7. KEZELES ES TAROLAS
A kezelésben ¢és a személyi higiénidban helyes ipari gyakorlatot kell kévetni.
74 A biztonsigos kezelésre vonatkozo vorendszadlyok

Keriilje a szemmel valo érintkezést.
A hasznalat kozben enni, inni és dohanyozni nem szabad
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Az anyag kezelése vagy a vele val érintkezés utan alaposan mosson kezet.
A hasznalat utin alaposan tisztitsa meg a berendezést.
A berendezés 0blitovizének artalmatlanitasakor ne szennyezze a vizelvezetdket, a
szennyvizcsatornakat és a természetes vizeket.
A kitiritett tartalyok g6zt és termékmaradvanyt tartalmaznak.
A CIMKEKEN TALALHATO FIGYELMEZTETESEKET A TARTALY KIURITESET
KOVETOEN IS TARTSA BE.
Tx biztonsagos tarolas feltételei
Legalacsonyabb tarolasi homérséklet: -15 °C
Legmagasabb tarolasi homérséklet: 50 °C
Kompatibilis tarolasi anyagok: rozsdamentes acél, livegszal, miianyag, tiveg bélésii milanyag
Gyermekek kezébe nem keriilhet
Tartsa tavol az élelmiszerektdl, az italoktol és az allateledelektdl.
Az eredeti tartalyban tarolja.
A minimalis tarolasi hdmérséklet alatti hosszu ideig tarto tarolas esetén részleges kristalyosodas johet
létre.
Ha megfagyott, vigye meleg helyiségbe, ¢s razza fel gyakran a visszahelyezéshez az oldatba.
Minimalis eltarthatosag: 5 év.
A kornyezetszennyezés elkeriilése érdekében megfeleld edényzetet kell hasznalni
Ez a formulacio véltozas nélkiil, 2-3 hétig tarolhat6 -20 °C fok alatti hdmérsékleten. Amennyiben a -
20 °C fok alatti hdmérséklet ennél hosszabb ideig fennmarad, akkor a formulacidban 1évé viz
megfagyhat. Abban az esetben, ha ez bekdvetkezik, hagyni kell a terméket felmelegedni és ezzel
visszanyeri a homogén allapotat. Azt javasoljuk, hogy a felhasznalo kovesse a tipikus felhasznalasi
utasitast ¢s a kiontést megeléz6en alaposan mozgassa meg a csomagolocszkozt,

8. EXPOZICIOS HATATERTEKEK ES SZEMELYI VEDELEM

8.1. Léguti expozicios hatarértékek

Osszetevik Expoziciés hatarértékek

glifozat izopropilamin s6 Nem hataroztak meg bizonyos foglalkozasi expozicids hatarértéket.

etoxilalt zsiramin Nem hatéroztak meg bizonyos foglalkozasi expozicids hatarértéket.

viz Nem hatéroztak meg bizonyos foglalkozési expozicids hatarértéket.

8.2, Technolégiai ellenérzések
Azonnal alljanak rendelkezésre szemkimoso eszkozok azokon a helyszineken, ahol a termék szemmel
érintkezhet.

8.3. Személyi véddeszkozokre vonatkozo elbirdasok
8.3.1. Szemvédelem:
Amennyiben fennall a termékkel valo érintkezés lehetésége: Viseljen vegyvédelmi szemiiveget.
8.3.2. Bérvédelem:
Tsmétlodé vagy hosszi idén 4t tartd érintkezés esetén:
Viseljen vegyallo kesztyiit.
A vegyszerallé kesztyli a kdvetkez6 vizhatlan anyagokbol készitett kesztyii: nitril, butil, ncoprén,
polivinil-klorid (PVC), természetes gumi és/vagy véd6laminatum.

8.3.3. Légzésvédelem:
Az el6irt modon torténd hasznalat esetén nincs kiilonleges kovetelmény.

Ha javasolt, egy adott alkalmazéashoz sziikséges megfeleld tipust berendezés kivalasztasahoz tanacsokért
forduljon a személyi védofelszerelés gyartdjahoz.

9. FIZIKAI ES KEMIAI JELLEMZOK
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Ezck a fizikai adatok a tesztelt anyagra vonatkozo jellemzd értékek, amelyek azonban mintinként eltérok
lehetnek. A jellemz6 értékek nem jelentenek biztositékot-egy adott készlet elemzésének garantalt eredményére,
vagy egy termék tulajdonsagaira vonatkozoan..

Szin/szintartomany: | Halvanyborostyan - Halvanybarna

Szag: | Enyhe, aminok

Formulacio: | Folyadék

Fizikai allapot véltozasok (olvadas, forras stb.):

Olvadéaspont: | Nem alkalmazhatd.

Forraspont: | Nincs adat

Lobbanaspont: | Nem lobban

Robbanasveszélyes | Nincs robbanasveszélyes tulajdonsag
tulajdonsagok:

Ongyulladasi homérséklet: | 443 °C

Ongyorsul6 bomlasi hdmérséklet | Nincs adat
(SADT):

Oxidalo tulajdonsagok: | Nincs adat

Fajsuly: | 1,172 @ 20°C /4 °C

Goznyomas: | Nincs jelentds illanékonysag; vizes oldat.

Parasiirtiség: | Nem alkalmazhato.

Parolgasi sebesség: | Nincs adat

Dinamikus viszkozitds: | 73,2 mPa-s

Kinematikus viszkozitas: | 62,47 ¢St @ 20 °C

Stirtiség: | 1,172 g/lcm3 @ 20 °C

Oldhatosag: | -Viz: Teljesen keveredé

pH: | 4.4 - 49 @ 80 g/l

5.1 @10 gl

Megoszlasi hanyados: | log Pow: < -3,2 @ 25 °C (glifozét)

10. STABILITAS ES REAKCIOKEPESSEG

10.1.  Reakcio képesség
Galvanizalt acéllal vagy bevonatlan lagyacéllal reagal, és hidrogén képzédik, amely egy fokozottan
tlizveszélyes gaz, amely robbanast okozhat.

10.2.  Stabilitas
Normal tarolasi és hasznélati koriilmények kozott stabil.

10.3.  Veszélyes reakciék lehetdsége
Galvanizalt acéllal vagy bevonatlan lagyacéllal reagdl, és hidrogén képzddik, amely egy fokozottan
tizveszélyes gaz, amely robbanast okozhat.

10.4. Inkompatibilis anyagok
Inkompatibilis tarolasi anyagok: galvanizalt acélt, bevonatlan lagyacél
Lasd a tarolas szempontjabol kompatibilis anyagokat, 7.2. fejezet

10.5.  Veszélyes lebomlis
Hébomlas: Veszélyes ¢géstermékek: lasd 5. rész.

11. TOXIKOLOGIAI INFORMACIO
Ez a rész toxikologusok ¢s egyéb egészségiigyi szakemberek éltali hasznalatra késziilt.

Valészinii expoziciés utak: Boérrel valo érintkezés, szembejutds, belélegzés, ingestion
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A termékrdl és dsszetevokrol nyert adatok dsszefoglalisa az alabbiakban taldlhato meg.
Akut toxicitds, szdjon dt
Patkany, LD50: 5.000 mg/kg testsuly
Akut dermailis toxicitds
Nyiil, LD50 (hatdrérték-vizsgalat): > 5.000 mg/kg testsaly
Nincs mortalitas
Akut inhaldcids toxicitis
Patkany, LC50 (hatarérték-vizsgalat), 4 éra, aeroszol: 3,18 mg/l
A permetezési miiveletek soran szokasosan létrejovo aeroszol részecske mérete (< 10 mikron) sokkal
alacsonyabb, mint a cseppméret (> 100 mikron). Ez a termék a kezelés vagy hasznalat soran nem
aeroszolizalodik, ezért az 1999/45/EK veszélyes készitményekre vonatkozo iranyelv értelmében nem
rendelkezik veszélyes besorolassal. Ez a termék ndm valik kodszeriive a kezelés folyaman, ezért nem keriilt
veszélyesként besorolasra a 1272/2008/EK CLP rendelet szerint.
Bérirriticio
Nyiil, 6 allat, OECD 404 teszt:
Pir, kozéparanyos EU pontszamok: 0,64
Duzzanat, kézéparanyos EU pontszamok: 0,03
Gyogyulashoz sziikséges napok: 3
Szemirriticié
Nyiil, 6 dllat, OECD 405 teszt:
Kotohartya-pirossag, kozéparanyos EU pontszamok: 1,17
Kotohartya-duzzadas, kozéparanyos EU pontszamok: 1,60
Szaruhartya-homalyossag, kozéparanyos EU pontszam: 0,57
Szivarvanyhartya-karosodas, kozéparanyos EU pontszam: 0,50
Gyogyulashoz sziikséges napok: > 28
Egyéb hatasok: pannus, szemfeliileti fekély (szaruhértya fekély)
Bérérzékenység
Tengerimalac, 9-indukciés Buchler teszt:
Pozitiv eléfordulas: 0 %

EMBERI EXPOZICIO ESETE:

Lenyelés, tilzott, szindékos rossz felhaszndlds:
Légzésre gyakorolt hatas: pneumonitis (aspiracio)
Gastrointestinalis hatiasok: hanyinger/hanyas, hasmenés, hasi fajdalom, vérhanyas (haematemesis)
Sziv- és érrendszeri hatasok: rendellenes szivritmus (szivritmuszavar), csokkent szivpumpa-funkcio
(szivizom karosodas)
Altalanos/szisztémas hatasok: a folyadék- és elektrolit-szabalyozas zavara, rendellenesen lecsokkent
vértérfogat (hypovolemia), emelkedett szérum amilaz, folyadékveszteség (hemokoncentracio), nincs
kolinészteraz gatlas
Laboratériumi hatisok - vérkémia: emelkedett szérum transzaminazok, enyhe acidozis

Szembejutis, rovid tavi, epidemiologiai:
Megjegyzés: Az ezekkel a készitményekkel valé szemkontaktussal kapcsolatos kiterjedt epidemologiai
felmérés esetén a glifozat-készitményeknek nem tulajdonithatd a szemre gyakorolt maradando hatas.

Mutagenitas
Nem mutagén.
Ismétlodo dozisi toxicitas
Nyul, dermalis, 21 nap:
NOAEL-toxicitas: > 5.000 mg/kg teststly/nap
Célszervezetek/rendszerek: nincs
Egy¢éb hatasok: nincs
Patkany, oral, 3 hénap:
NOAEL-toxicitas: > 20.000 mg/kg étrend
Célszervezetek/rendszerek: nincs
Egy¢éb hatasok: nincs
Kronikus hatasok/karcinogenicitas
Patkdny, oral, 24 hénap:
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NOAEL-toxicitas: ~ 8.000 mg/kg étrend
Célszervezetek/rendszerek: szemek
Egyéb hatasok: testsulygyarapodas csokkenése, szovetkortani hatasok
NOEL-daganat: > 20.000 ppm
Tumorok: nincs
Reprodukciés/termékenységi toxicitis
Patkiny, oral, 2 genericié:
NOAEL-toxicitas: 10.000 ppm
NOAEL-reprodukcié: > 30.000 mg/kg étrend
Célszervezetek/rendszerek a sziiloknél: nincs
Egyéb hatasok a sziilokre: testsulygyarapodas csokkenése
Célszervezetek/rendszerek a kolykoknél: nincs
Egyéb hatasok a kolykokre: testsulygyarapodas csokkenése
Az utdédokra gyakorolt hatds csak anyai toxicitds esetén tapasztalhato.
Patkany, oral, 6 - 19 vemhességi nap:
NOAEL-toxicitas: 1.000 mg/kg testsily
NOAEL-fejlodés: 1.000 mg/kg testsily
Egyéb hatasok az anyaallatra: testsilygyarapodas csokkenése, a fennmaradasi id6 csokkentése
Fejlodési hatasok: sulycsokkenés, posztimplanticios veszteség, késleltetett csontképzodés
Az utdédokra gyakorolt hatés csak anyai toxicitas esetén tapasztalhato.
Nyiil, oral, 6 - 27 vemhességi nap:
NOAEL-toxicitas: 175 mg/kg testsuly
NOAEL-fejlédés: 175 mg/kg testsuly
Célszervezetek/rendszerck az anyaallatban: nincs
Egyéb hatasok az anyadllatra: a fennmaradasi idé csokkentése
Fejlodési hatasok: nincs

12. OKOLOGIAI INFORMACIOK
Ez a rész okotoxikologusok és egyéb kornyezetvédelmi szakemberek altali hasznélatra késziilt.

A termékrdl és dsszetevokrol nyert adatok dsszefoglalasa az alabbiakban talalhaté meg.
Vizi toxicitas, halak
Kékkopoltyis naphal (Lepomis macrochirus):
Akut toxicitas, 96 6ra, ataramlas, LC50: 5,8 mg/l
Szivdrvinyos pisztring (Oncorhynchus mykiss):
Akut toxicitas, 96 ora, ataramlas, LC50: 8,2 mg/I
Szivarvanyos pisztrang (Oncorhynchus mykiss):
Hosszu ideig tarto expozicio esetén mérgezo, 21 nap, ataramlas, NOEC: 2,4 mg/l
Vizi toxicitas, gerinctelenek
Vizi bolha (Daphnia magna):
Akut toxicitas, 48 ora, statikus, EC50: 11 mg/l
Vizi bolha (Daphnia magna):
Eletciklus/reprodukcios vizsgélat, 21 nap, félstatikus, NOEC: 3,2 mg/1
Vizi toxicitas, algak/vizindvénvek
Z61d alga (Selenastrum capricornutum):
Akut toxicitas, 72 6ra, statikus, ErC50 (novekedési litem): 8,0 mg/l
Zold alga (Selenastrum capricornutum):
Akut toxicitas, 72 o6ra, statikus, NOEC (novekedési titem): 1,5 mg/I
Madarakra gyakorolt toxicitas

Taplalkozasi toxicitas, 5 nap, LC50: > 5.620 mg/kg étrend
Vadkacsa (Anas platyrhynchos):

Taplalkozasi toxicitds, 5 nap, LC50: > 5.620 mg/kg étrend

Izeltldbhakra gyakorolt toxicitis

Haziméh (Apis mellifera):

Széajon 4t, 48 ora, LD50: > 395 pg/mch
Hiziméh (Apis mellifera):

Kontakt, 48 ora, LD50: > 338 png/méh
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Talajbeli szervezetek toxicitasa, gerinctelenek
Foldigiliszta (Eisenia foetida):
Akut toxicitas, 14 nap, LC50: > 5.000 mg/kg szdraz talaj
Talajbeli szervezetek toxicitisa, mikroorganizmusok
Nitrogén transzformacios teszt:
24,45 kg/ha, 28 nap: Nincs hatdssal a nitrogén transzformacios tesztre. Nincs hatassal a talajlako
mikroorganizmusokra.

N-(foszf il)glicin; glifozd

Bioakkumulicié
Kékkopoltyiis naphal (Lepomis macrochirus):
Egész hal: BCF: <1
Nem viérhat6 jelentés bioakkumulécio.
disszipicié
Talaj, mez6:
Felezési ido: 2 - 174 nap
Koc: 884 - 60.000 L/kg
A talajon erésen megkotodik
-Viz, aerob:
Felezési ido: < 7 nap

etoxilalt zsi in

disszipacié
Viz/iiledék, aerob, 30 °C:
Felezési idé: < 4 hetek
Talaj, aerob:
Felezési ido: 1 - 7 nap

13. HULLADEKKEZELESI RENDELKEZESEK

13.1.  Hulladék kezelési modszerek

13.1.1. Termék
Tartsa tavol a vizelvezetoktol, a szennyvizesatornaktol és a természetes vizektol. Az
artalmatlanitasakor tartson be minden helyi / regionélis / nemzeti / nemzetkézi a hulladék
artalmatlanitasra vonatkozo szabalyozast. Kovesse a kovetkezo hatalyos jogszabalyok
rendelkezéseit: Az altalanos hulladékok kezelésével, veszélyes hulladékok égetésével
kapcsolatos irdanyelv; az Unios hulladék lista és a Hullad¢k szallitasi rendelet. A veszélyes
hulladék artalmatlanitisa csak hatosagilag jovahagyott veszélyes hulladék égetémiiben torténhet.
Az artalmatlanitas a keletkez6 energiat hasznosito ipari hulladék égetémiiben javasolt.

13.1.2. Csomagolészer
Kaovesse az dsszes helyi/regionalis/nemzeti/nemzetk6zi szabalyozast a hulladék és
csomagoloanyag kezelésre, elhelyezésre vonatkozoan. Kovesse a kovetkezd hatalyos
jogszabalyok rendelkezéseit: Az altalanos hulladékok kezelésével, veszélyes hulladékok
égetésével kapesolatos iranyelv; az Unids hulladék lista és a Hulladék szallitasi rendelet. NE
hasznalja Gjra a tartalyokat. Az ires tartalyokat haromszor vagy magas nyomason 6blitse ki.
Ontse az dblitévizet a permetezd tartalyba. A megfeleléen kidblitett edény elhelyezhetd, mint
nem veszélyes ipari hulladék. A csomagoloeszkozok veszélyes hulladékként kezelendok, ha
megfeleld oblitésiik NEM tortént meg. Tarolja mindaddig, amig a jovahagyott
hulladékfeldolgozo el nem szallitja. Hasznositsa Gjra, ha rendelkezésre dllnak a megfeleld
feltételek/berendezések. Csak abban az esetben hasznositsa tjra a nem veszélyes tarolo
edényeket, ha az Gjra hasznositott milanyag véglelhasznalasanak ellendrzése biztositott. Csak
ipari szintii Gjrahasznositasra alkalmas. NE hasznositson Gijra olyan miianyagot amely emberrel
vagy ¢élelmiszerrel keriilhet érintkezésbe az Gjrahasnositast kovetden. Ez a csomagoloanyag az
energiaként torténd hasznositas kovetelményeinck megfelel. Elhelyezése égetémiiben
energianyerésre javasolt. A veszélyes hulladék artalmatlanitasa csak hatosagilag jovahagyott
veszélyes hulladék égetémiiben torténhet.
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Hasznalja a 7. fejezet kezeléssel kapesolatos javaslatait, valamint a 8. fejezet személyi védelemmel kapesolatos
Jjavaslatait.

14. SZALLITASI INFORMACIO

Az cbben a részben felsorolt informéciok csak tajékoztato jelleglick. A szallitmany megfeleld szallitasi
osztalyozasahoz kérjiik, alkalmazza a megfelel6 szabalyozasokat.

Az ADR/RID, IMO vagy IATA/ICAO esetén szallitasa nem szabalyozott.

15. SZABALYOZASI INFORMA CIOK

15.1. Egyéb engedélyezési informacio
SP1 A novényvédd szerrel vagy annak csomagoloeszkozével ne szennyezze a vizeket! (A berendezést vagy
annak részeit ne tisztitsa felszini vizek kozelében! Keriilje a gazdasagban vagy az utakon levé vizvezetékon
keresztiil valo szennyezddést!).
Spe3 A vizi szervezetek védelme érdekében a felszini vizektdl 5 m (hidastraktorral végzett kezelés esetén 25
m, légi kezelés esetén 50 m) tavolsagban tartson meg egy kezeletlen biztonsagi Gvezetet.
A nem cél-ndvények védelme érdekében a nem mezégazdasagi foldteriilettdl 5 m (hidastraktorral végzett
kezelés esetén 25 m, légi kezelés esetén 50 m), mas mezégazdasagi kultiraktol 10 m (hidastraktorral végzett
kezelés esetén 50 m, légi kezelés esetén 100 m) tavolsagban tartson meg egy kezeletlen biztonsagi dvezetet!
15.2. Kémiai biztonsigi értékelés
Az EK 1907/2006-0s szabalyozasanak megfelelé kémiai biztonsagi értékelés elvégzése nem sziikséges, azért
nem kertiilt ra sor.
A 91/414/EK iranyelv értelmében Kockazatfelmérés végrehajtasara keriilt sor.

16. EGYEB INFORMA CIOK

Az itt megadott informacio nem feltétlentil kimerit, viszont tartalmazza a megfeleld, megbizhato adatokat.
Kovesse az 6sszes helyi/regionalis/nemzeti/nemzetkozi szabalyozast.

Ha tovabbi informaciokra van sziiksége, kérjiik, vegye fel a kapcsolatot a forgalmazoval.

® Bejegyzett védjegy.

|| Jelentds véltozasok az el6z6 kiadashoz képest.

Ez a biztonsagi adatlap a legutobb az EK 453/2010-es rendelettel modositott EK 1907/2006-0s (I1. melléklet)
szabalyozasa alapjan késziilt.

A biztonsagi adatlapban kozolt adatok a termékre vonatkoznak, amennyiben nincs ettdl eltérd jelzés.

Osszetevik osztalyozdsa

sszetevok Osztilyozis

glifozat izopropilamin s6 Vizi kronikus - 2. kategoria
H411 Mérgez6 a vizi ¢lovilagra, hosszan tarté karosodast okoz.
N - kémyezeti veszely

R51/53 Mérgez6 a vizi szer kre, a vizi komn ben hosszan tarté ké d

okozhat.

etoxilalt zsiramin Xn - Artalmas

Xi - irritativ

N - kérnyezeti veszély

R22 Lenyelve drtalmas.

R41 Sulyos szemkarosodast okozhat

R51/53 Mérgez6 a vizi szervezetekre, a vizi kom

b sodi

hosszan tarto ka st okozhat,

viz Nincs veszélyesként osztalyozva.

Végjegyzetek:

{ a} EU-cimke (gyart6i dnosztalyozas)
{ b} EU-cimke (1. fuggelék)

{ ¢} EU CLP osztalyozis (V1. fuggelék)
{ d} EU CLP (gyartoi 6nosztilyozas)

A leggyakrabban haszndlt roviditések teljes megnevezése BCF (Bioconcentration Factor — Biokoncentricios Faktor), BOD (Biochemical
Oxygen Demand - Biologiai Oxigénigény), COD (Chemical Oxygen Demand — Kémiai Oxigénigény), EC50 (50% effect concentration -
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kozepes effektiv koncentracio), ED50 (50% effect dose - kdzepes effektiv dozis), LM. (i lar - i kularis), LP. (intraperitoneal
- intraperitonealis), L.V. (mtmvenous 1mravems). Koc (Soil adsorption coefficient — Talaj adszorpciods egyiitthatd), LC50 (50% lethality

ion - Letalis k acio a 6 50 %-ara.), LD50 (50% lethality dose - Letalis dozis a populacié 50 %-ara), LDLo
(Lowerlimit of lethal dosage — Letalis dozis also hatara), LEL (Lower Explosion Limit — Als6 explozios hatar), LOAEC (Lowest Observed
Adverse Effect Concentration - észlelt kedvezétlen hatds legalacsonyabb koncentracié), LOAEL (Lowest Observed Adverse Lffect Level -
észlelt kedvezitlen hatas legalacsonyabb szintje), LOEC (Lowest Observed Effect Concentration - észlelt kedvezétlen hatas legalacsonyabb
koncentracioja), LOEL (Lowest Observed Effect Level - észlelt hatés legalacsonyabb szintje), MEL (Maximum Exposure limit — Maximalis
behatasi hatar), MTD (Maximum Tolerated Dose — Maximalis toleralt dozis), NOAEC (No Observed Adverse Effect Concentration -
Terhelési 70b, melynél a karos koncentracio még nem figyelheté meg), NOAEL (No Observed Adverse Effect Level - Terhelési kiiszob,
melynél a karos hatds még nem figyelheté meg), NOEC (No Observed Effect Concentration - " nincs megfigyelhetd hatds" koncentracio),
NOEL (No Observed Effect Level -" nincs megfigyelhetd hatas" szint), OEL (Occupational Exposure Limit — Foglalkozasi behatési
hatar),PEL (Permissible Exposure Limit — Megeng,edhelo behatasi hatar), PII (Primary Irritacio Index — Kezdeti Irritdcios Mutato), Pow
(Partition coefficient ctanol/water — k any n-octanol/viz), S.C. (subcutaneous — szubkutdn/bor alatti), STEL (Short-Term
Exposure Limit — Rovid — idejii behatasi hatar), TLV-C (Threshold Limit Value-Ceiling — Kiiszob hatarérték felso értéke), TLV-TWA
(Threshold Limit Value - Time Weighted Average, Kiiszobérték — 1d6 salyozott dtlag), UEL (Upper Explosion Limit - Felsé explozios hatar)

Bar a jelen dokumentumban szerepld informaciok és ajanlasok (a tovabbiakban "Informéciok")
kiadésa johiszemiien, a kiadaskor rendelkezésiinkre allo adatok és legjobb tudasunk szerint tortént, a
MONSANTO Villalat vagy barmely leanyvallalata nem vallal garanciat azok teljességére vagy
pontossagara vonatkozoan. Az itt szereplé Informéciokat azzal a feltétellel bocsatjuk rendelkezésre,
hogy hasznalat el6tt az atvevd személyek sajat maguk is megvizsgaljak azok megadott célra valo
alkalmassagat. A MONSANTO Vallalat vagy barmely leanyvallalata semmilyen koriilmények kozott
nem villal felelésséget olyan karokért, amelyek az itt szereplé informaciok hasznalatabol, vagy azokra
val6 tamaszkodésbol keletkeztek. JELEN BIZTONSAGTECHNIKAI ADATLAP NEM
TARTALMAZ SEMMILYEN KIF EJEZETT VAGY VELELEMEZETT ARUKEPESSEGI ADOTT
CELRA VALO ALKALMAZHATOSAGI, VAGY BARMELY MAS TERMESZETU
TENYALLITAST VAGY GARANCIAT AZ ITT SZEREPLO INFORMACIOKRA, ILLETVE
AZON TERMEKEKRE VONATKOZOAN, MELYEKRE AZ INFORMACIOK HIVATKOZNAK.

Biztonsagi adatlap (SDS) fiiggelék

Kémiai biztonsagi jelentés:
Olvassa el és kovesse a cimke utasitasait.

000000009543 Dokumentum vége
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Safety data sheet
according to 1907/2006/EC, Article 31
Printing date 16.10.2019 Version number 1 Revision: 16.10.2019

SECTION 1: Identification of the substance/mixture and of the company/undertaking ‘

- 1.1 Product identifier
- Product name: Tallowamine polyethoxylated

- Part number: DRE-C17136000

- CAS Number:
61791-26-2

- NLP Number:
500-153-8

- 1.2 Relevant identified uses of the substance or mixture and uses advised against
No further relevant information available.

- Application of the substance / the mixture Reference material for laboratory use only

- 1.3 Details of the supplier of the safety data sheet
- Manufacturer/Supplier:

- Further information obtainable from:
Product safety department
eMail : sds-request@lgcgroup.com
- 1.4 Emergency telephone number: +44 (0) 20 8943 7000 (Monday - Friday : Sam - 5pm)

LGC Limited Tel :+44 (0) 20 8943 7000
Queens Road Fax :+44 (0) 20 8943 2767
Teddington eMail : gb@lgcstandards.com
Middlesex TW11 OLY Web : www.lgcstandards.com
UNITED KINGDOM

' SECTION 2: Hazards identification

- 2.1 Classification of the substance or mixture
- Classification according to Regulation (EC) No 1272/2008

@ GHSO05 corrosion

Eye Dam. 1 H318 Causes serious eye damage.

GHS09 environment

Aquatic Chronic 2 H411 Toxic to aquatic life with long lasting effects.

GHS07

Acute Tox. 4 H302 Harmful if swallowed.
Skin Irrit. 2 H315 Causes skin irritation.
- 2.2 Label elements

- Labelling according to Regulation (EC) No 1272/2008
The substance is classified and labelled according to the CLP regulation.

(Contd. on page 2)
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Safety data sheet
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Printing date 16.10.2019 Version number 1 Revision: 16.10.2019

Product name: Tallowamine polyethoxylated

(Contd. from page 1)
- Hazard pictograms

<>

GHS05 GHS07 GHS09

- Signal word Danger
- Hazard statements
H302 Harmful if swallowed.
H315 Causes skin irritation.
H318 Causes serious eye damage.
H411 Toxic to aquatic life with long lasting effects.
- Precautionary statements
P280 Wear protective gloves / eye protection / face protection.
P301+P312 IF SWALLOWED: Call a POISON CENTER/doctor if you feel unwell.
P305+P351+P338 IF IN EYES: Rinse cautiously with water for several minutes. Remove contact lenses, if
present and easy to do. Continue rinsing.

P310 Immediately call a POISON CENTER/doctor.
P321 Specific treatment (see on this label).
P501 Dispose of contents/container in accordance with local/regional/national/international
regulations.
- 2.3 Other hazards

- Results of PBT and vPvB assessment
- PBT: Not applicable.
- vPvB: Not applicable.

| SECTION 3: Composition/information on ingredients

- 3.1 Chemical characterisation: Substances
- CAS No. Description
61791-26-2 Tallowamine polyethoxylated
- Identification number(s) None
- NLP Number: 500-153-8
- RTECS: WW3150000
- Additional information: For the wording of the listed hazard phrases refer to section 16.

| SECTION 4: First aid measures

- 4.1 Description of first aid measures
- General information:
Symptoms of poisoning may occur even after several hours; therefore medical observation for at least 48
hours after the accident is recommended.
- After inhalation: Supply fresh air; consult doctor in case of complaints.
- After skin contact:
Immediately wash with water and soap and rinse thoroughly.
(Contd. on page 3)
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Safety data sheet
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Product name: Tallowamine polyethoxylated

(Contd. from page 2)
If skin irritation continues, consult a doctor.
- After eye contact: Rinse opened eye for several minutes under running water. Then consult a doctor.
- After swallowing:
Rinse mouth. Do not induce vomiting.
Seek medical treatment.
- 4.2 Most important symptoms and effects, both acute and delayed No further relevant information available.
- 4.3 Indication of any immediate medical attention and special treatment needed
No further relevant information available.

] SECTION 5: Firefighting measures

- 5.1 Extinguishing media
- Suitable extinguishing agents: Use fire extinguishing methods suitable for surrounding conditions.
- 5.2 Special hazards arising from the substance or mixture
Formation of toxic gases is possible during heating or in case of fire.
- 5.3 Adbvice for firefighters
- Protective equipment: Wear self-contained respiratory protective device.

' SECTION 6: Accidental release measures

- 6.1 Personal precautions, protective equipment and emergency procedures
Wear protective equipment. Keep unprotected persons away.
- 6.2 Envir "“""pl e( ti S
Inform respective authorities in case of seepage into water course or sewage system.
Do not allow to enter sewers/ surface or ground water.
- 6.3 Methods and material for containment and cleaning up:
Absorb with liquid-binding material (sand, diatomite, acid binders, universal binders, sawdust).
Use neutralising agent.
Dispose of contaminated material as waste according to item 13.
- 6.4 Reference to other sections
See Section 7 for information on safe handling.
See Section 8 for information on personal protection equipment.
See Section 13 for disposal information.

] SECTION 7: Handling and storage

- 7.1 Precautions for safe handling Store in cool, dry place in tightly closed receptacles.
- Information about fire - and explosion protection: No special measures required.

- 7.2 Conditions for safe storage, including any incompatibilities

- Storage:

- Requirements to be met by storerooms and receptacles:
Please refer to the manufacturer's certificate for specific storage and transport temperature conditions.
Store only in the original receptacle unless other advice is given on the CoA.
Keep container in a well-ventilated place. Keep away from sources of ignition and heat.

- Information about storage in one common storage facility: Store away from foodstuffs.

(Contd. on page 4)
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Product name: Tallowamine polyethoxylated

(Contd. from page 3)
- Further information about storage conditions: Keep container tightly sealed.
- 7.3 Specific end use(s) No further relevant information available.

| SECTION 8: Exposure controls/personal protection

- Additional information about design of technical facilities: No further data; see item 7.

- 8.1 Control parameters
- Ingredients with limit values that require monitoring at the workplace: Not required.
- Additional information: Lists used were valid at the time of SDS preparation.

- 8.2 Exposure controls
- Personal protective equipment:
- General protective and hygienic measures:
Keep away from foodstuffs, beverages and feed.
Immediately remove all soiled and contaminated clothing
Wash hands before breaks and at the end of work.
Avoid contact with the skin.
Avoid contact with the eyes and skin.
- Respiratory protection:
Not required.
Use suitable respiratory protective device in case of insufficient ventilation.
- Protection of hands:
The glove material has to be impermeable and resistant to the product/ the substance/ the preparation.
Selection of the glove material on consideration of the penetration times, rates of diffusion and the
degradation
The protective gloves to be used must comply with the specifications of EC Directive 89/686/EEC and the
related standard EN374

Protective gloves

- Material of gloves Butyl rubber, BR

- Penetration time of glove material
The exact break through time has to be found out by the manufacturer of the protective gloves and has to be
observed.

- Eye protection:

Tightly sealed goggles

(Contd. on page 5)
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Product name: Tallowamine polyethoxylated

(Contd. from page 4)

| SECTION 9: Physical and chemical properties

- 9.1 Information on basic physical and chemical properties

- General Information
- Appearance:

Form: Liquid

Colour: Amber coloured
- Odour: Odourless
- Odour threshold: Not determined.
- pH-value: Not determined.
- Change in condition

Melting point/freezing point: Not determined.

Not determined.

Initial boiling point and boiling range: Not determined.

- Flash point: Not applicable.
- Flammability (solid, gas): Not determined.
- Ignition temperature: Not determined
- Decomposition temperature: Not determined.
- Auto-ignition temperature: Not determined.
- Explosive properties: Not determined.
- Explosion limits:

Lower: Not determined.

Upper: Not determined.
- Vapour pressure: Not determined.
- Density: Not determined.
- Relative density Not determined.
- Vapour density Not determined.
- Evaporation rate Not determined.
- Solubility in / Miscibility with

water: Not determined.

- Partition coefficient: n-octanol/water: ~ Not determined.

- Viscosity:
Dynamic: Not determined.
Kinematic: Not determined.
- 9.2 Other information No further relevant information available.

GB—
(Contd. on page 6)
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Product name: Tallowamine polyethoxylated

(Contd. from page 5)

| SECTION 10: Stability and reactivity

- 10.1 Reactivity
Stable under normal conditions.
No further relevant information available.
- 10.2 Chemical stability Stable under normal conditions.
- Thermal decomposition / conditions to be avoided:
Formation of toxic gases is possible during heating or in case of fire.
- 10.3 Possibility of hazardous reactions No dangerous reactions known.
- 10.4 Conditions to avoid Heat.
- 10.5 Incompatible materials: Strong oxidizing agents.
- 10.6 Hazardous decomposition products:
Formation of toxic gases is possible during heating or in case of fire.

' SECTION 11: Toxicological information

- 11.1 Information on toxicological effects
- Acute toxicity
Harmful if swallowed.
- LD/LC50 values relevant for classification:
Oral |LD50|620 mg/kg (rat)
Dermal | LD50|>10,000 mg/kg (rat)
- Primary irritant effect:
- Skin corrosion/irritation
Causes skin irritation.
- Serious eye damagel/irritation
Causes serious eye damage.
- Respiratory or skin sensitisation Based on available data, the classification criteria are not met.
- CMR effects (carcinogenity, mutagenicity and toxicity for reproduction)
- Germ cell mutagenicity Based on available data, the classification criteria are not met.
- Carcinogenicity Based on available data, the classification criteria are not met.
- Reproductive toxicity Based on available data, the classification criteria are not met.
- STOT-single exposure Based on available data, the classification criteria are not met.
- STOT-repeated exposure Based on available data, the classification criteria are not met.
- Aspiration hazard Based on available data, the classification criteria are not met.

\ SECTION 12: Ecological information

- 12.1 Toxicity

- Aquatic toxicity:
EC50/48 h|2.35 mg/l (daphnia)
LC50/96 h | 1.3 mg/l (fish)

- 12.2 Persistence and degradability No further relevant information available.
- 12.3 Bioaccumulative potential No further relevant information available.

(Contd. on page 7)
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Product name: Tallowamine polyethoxylated

(Contd. from page 6)

- 12.4 Mobility in soil No further relevant information available.

- Ecotoxicological effects:

- Remark: Toxic for fish

- Additional ecological information:

- General notes:
Water hazard class 2 (German Regulation) (Assessment by list): hazardous for water
Do not allow product to reach ground water, water course or sewage system.
Must not reach sewage water or drainage ditch undiluted or unneutralised.
Danger to drinking water if even small quantities leak into the ground.
Also poisonous for fish and plankton in water bodies.
Toxic for aquatic organisms

- 12.5 Results of PBT and vPvB assessment

- PBT: Not applicable.

- vPyB: Not applicable.

- 12.6 Other adverse effects No further relevant information available.

] SECTION 13: Disposal considerations

- 13.1 Waste treatment methods
- Recommendation

Must not be disposed of together with household garbage. Do not allow product to reach sewage system.
- European waste catalogue

Waste disposal key numbers from EWC have to be assigned depending on origin and processing.

- Uncleaned packaging:
- Recommendation: Dispose of in accordance with national regulations.

] SECTION 14: Transport information

- 14.1 UN-Number

LIQUID, N.O.S. (Tallowamine polyethoxylated)

- ADR, IMDG, IATA UN3082

-ADR 3082 ENVIRONMENTALLY HAZARDOUS SUBSTANCE,
LIQUID, N.O.S. (Tallowamine polyethoxylated)

- IMDG ENVIRONMENTALLY HAZARDOUS SUBSTANCE,
LIQUID, N.O.S. (Tallowamine polyethoxylated), MARINE
POLLUTANT

-JIATA ENVIRONMENTALLY HAZARDOUS SUBSTANCE,

(Contd. on page 8)
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Product name: Tallowamine polyethoxylated

(Contd. from page 7)

- 14.3 Transport hazard class(es)
- ADR, IMDG, IATA

- Class 9 Miscellaneous dangerous substances and articles.

- Label 9

- 14.4 Packing group

- ADR, IMDG, IATA i

- 14.5 Environmental hazards:

- Marine pollutant: Symbol (fish and tree)

- Special marking (ADR): Symbol (fish and tree)

- Special marking (IATA): Symbol (fish and tree)

- 14.6 Special precautions for user Warning: Miscellaneous dangerous substances and
articles.

- Danger code (Kemler): 90

- EMS Number: F-A,S-F

- Stowage Category A

- 14.7 Transport in bulk according to Annex II of

Marpol and the IBC Code Not applicable.

- Transport/Additional information:

-ADR

- Limited quantities (LQ) SL

- Excepted quantities (EQ) Code: E1
Maximum net quantity per inner packaging: 30 ml
Maximum net quantity per outer packaging: 1000 ml

- Transport category 3

- Tunnel restriction code E

- UN "Model Regulation'': UN 3082 ENVIRONMENTALLY HAZARDOUS

SUBSTANCE, LIQUID, N.O.S. (TALLOWAMINE
POLYETHOXYLATED), 9, 111

| SECTION 15: Regulatory information

- 15.1 Safety, health and environmental regulations/legislation specific for the substance or mixture

- Directive 2012/18/EU
- Named dangerous substances - ANNEX I Substance is not listed.
- Seveso category E2 Hazardous to the Aquatic Environment
- Qualifying quantity (tonnes) for the application of lower-tier requirements 200 t
(Contd. on page 9)
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Page 9/9
Safety data sheet
according to 1907/2006/EC, Article 31

Printing date 16.10.2019 Version number 1 Revision: 16.10.2019

Product name: Tallowamine polyethoxylated

(Contd. from page 8)
- Qualifying quantity (tonnes) for the application of upper-tier requirements 500 t
- REGULATION (EC) No 1907/2006 ANNEX XVII Conditions of restriction: 3
- 15.2 Chemical safety assessment: A Chemical Safety Assessment has not been carried out.

' SECTION 16: Other information \

The information in this safety data sheet (SDS) has been prepared with due care and is true and accurate to
the best of our knowledge. The user must determine the suitability of the information for its particular
purpose, ensure compliance with existing laws and regulations, and be aware that other or additional safety
or performance considerations may arise when using, handling and/ or storing the material. The information
in this SDS does not purport to be all inclusive or a guarantee as to the properties of the material supplied,
and should be used only as a guide. LGC makes no warranties or representations as to the accuracy and
completeness of the information contained herein, shall not be held responsible for the suitability of this
information for the user's intended purposes or the consequences of such use, and shall not be liable for any
damage or loss, howsoever arising, direct or otherwise.

- Abbreviations and acronyms:
ADR: Accord européen sur le transport des marchandises dangereuses par Route (European Agreement concerning the International
Carriage of Dangerous Goods by Road)
IMDG: International Maritime Code for Dangerous Goods
IATA: International Air Transport Association
GHS: Globally Harmonised System of Classification and Labelling of Chemicals
EINECS: European Inventory of Existing Commercial Chemical Substances
CAS: Chemical Abstracts Service (division of the American Chemical Society)
LC50: Lethal concentration, 50 percent
LD50: Lethal dose, 50 percent
PBT: Persistent, Bioaccumulative and Toxic
vPvB: very Persistent and very Bioaccumulative
Acute Tox. 4: Acute toxicity — Category 4
Skin Irrit. 2: Skin corrosion/irritation — Category 2
Eye Dam. 1: Serious eye damage/eye irritation — Category 1
Aquatic Chronic 2: Hazardous to the aquatic environment - long-term aquatic hazard — Category 2
- Sources
Tables 3.1 and 3.2 from Annex 6 of EC 1272/2008, EC 1907/2006, EH40/2005 as amended 2011, Registry of
Toxic Effects of Chemical Substances (RTECS), The Dictionary of Substances and their Effects, 1st Edition,
IUCLID.

- Data compared to the previous version altered. All sections have been updated.
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MindenekelOtt szeretném megkdszonni témavezetomnek, Prof. Székacs Andrasnak a
munkam soran nyujtott szakmai iranyitast, a rengeteg tanitast és feltétlen tamogatast, amelyek
nélkul ez a munka nem johetett volna létre.

Koszonettel tartozom a MATE-KOTI-AKK 6sszes munkatarsainak, kiemelve Dr.
Takacs Esztert és Dr. Klatyik Szandrét, akik mindenben nagy segitségemre voltak, szakmai és
adminisztrativ témakban is. A munkam nem lehetne teljes HUN-REN EK MFA-ban végzett
vizsgalatok nélkil, szeretnem megkdszonni Dr. Székacs Innanak, a vizsgalatok soran nyujtott
segitséget.

Koszonet illeti Dr. Bohus Pétert, aki biztositotta szdmunkra a glyphosate hatdéanyag
forméazéasa soran alkalmazott polietoxilalt faggydamint (POE-15) a kisérletek soran.

Szeretnék koszonetet mondani az NNGYK, Kozegészségugyi laboratoriumi és
modszertani féosztaly, Toxikologiai laboratoriumi osztalyan dolgozo Tolnai Agostonnak, aki nagy
segitségemre volt a comet teszt végrehajtasaban.

Szeretnék koszonetet mondani Férjemnek a mérhetetlen tlirelméért és a csaladunkért
tett aldozatos munkajaert, nélkile ez a doktori munka nem készulhetett volna el. Koszoném két
fiamnak tlirelmiket, megértésiiket, és a szeretetiiket.

Kdszonetet mondanék Batyamnak és csaladjanak, hogy hittek bennem és tAmogattak
ezen a rogos uton. Végul, de nem utolsé sorban kdszonom Sziileimnek, hogy minden lehet6séget
megadtak nekem, hogy addig tanulhassak, ameddig csak szeretnék, és tudom, hogy nagyon

biiszkék ram. Munkamat Edesapam emlékének ajanlom.

Doktori munkamat az alabbi kutatasok palyazat tamogattak:

— OTKA K109865 — ,Allatgyogyaszati és mezégazdasagi feliiletaktiv anyagok
mechanizmusfiiggd teratogén, hormonmoduléns és egyéb toxikus hatasai”

— TKP2021-NVA-22 — ,,Az agrar- és élelmiszergazdasag létfontossagu rendszerelemei
¢s kritikus infrastruktirai megerdsitésének kutatasa”

— A Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem , Mezégazdasagi szennyezok kornyezeti sorsa

és okotoxikus hatasai” Kiemelt Kutatocsoportok Programja
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