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JELÖLÉSEK, RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

 

α-MEM α-módosított minimálesszenciális tápközeg 

AGG Glyphosate-értékelő Csoport (Assessment Group on Glyphosate) 

CAK ciklinfüggő kinázokokat aktiváló protein kináz enzimek 

Cdk ciklinfüggő protein kináz enzimek, a sejtciklus szabályozásában szerepet 

játszó fehérjefoszforiláló enzimek 

CLP az Európai Unió egyik fő szabályozása a vegyi anyagok osztályozására, 

címkézésére és csomagolására vonatkozóan 

CYP a citokróm P450 rendszer az emberi és alacsonyabb rendű szervezetekben 

univerzálisan előforduló enzimszupercsalád 

DMSO  dimetil-szulfoxid 

ECHA Európai Vegyianyag-ügynökség 

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav 

EFSA Európai Élelmiszerbiztonsági Hatóság 

EU Európai Unió 

FAO Élelmezésügyi és Mezőgazdasági Világszervezet 

FBS  magzati borjúvérszérum 

FCS  magzati csikóvérszérum 

GBH  glyphosate hatóanyagot tartalmazó gyomirtó szer 

GLY  glyphosate 

GLY-IPA  glyphosate-izopropilaminsó 

GM géntechnológiai úton módosított 

IC50 gátlási középérték (adott vegyület azon koncentrációja, ahol a gátló hatása 

50%-os mértékű) 

IARC Nemzetközi Rákkutató Ügynökség 

ISO Nemzetközi Szabványügyi Szervezet 

JMPR a FAO/WHO Növényvédőszermaradék-szakértői Értekezlete 

LGD  legalacsonyabb genotoxikus dózis 

LMA  alacsony olvadáspontú agarózgél 

MEM  minimálesszenciális tápközeg 

MC3T3-E1 egérkoponyacsontból származó preosteoblast-sejtvonal (csontszövet-

előalak) 

MRL maximálisan megengedett szermaradék 

MTT   3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium-bromid 
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NE-4C egéragysejt-tenyészetből származó őssejtvonal (9-napos transzgenikus 

egérembriók agyának középső vezikuláiból készített primer sejtvonal, 

melyből hiányzik a funkcionális p53 tumorszuppresszor fehérje) 

NHL non-Hodgkin-limfóma  

NMA normál olvadáspontú agarózgél 

PBS  foszfátpufferelt sóoldat 

PI   propídium-jodid 

POE-15 polietoxilált faggyúamin (a Roundup Classic készítményben korábban 

alkalmazott felületaktívanyag) 

R   Roundup Classic gyomirtószer-készítmény 

RAC Kockázatértékelési Bizottság (ECHA) 

RC citotoxicitási maradékérték 

REACH az Európai Parlament és a Tanács 1907/2006/EK rendelete a vegyi anyagok 

regisztrálásáról, értékeléséről, engedélyezéséről és korlátozásáról  

SCGE  egysejtes gélelektroforézis (comet-teszt) 

ToC citotoxicitási küszöbérték 

WHO Egészségügyi Világszervezet 
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1. BEVEZETÉS 

 

Az elmúlt évtizedekben az ipar és a mezőgazdaság fejlődésével és a megnövekvő ipari és 

fogyasztói igények kielégítésére egyre nagyobb számban és mennyiségben állítanak elő különféle 

vegyi anyagokat. A nyilvántartott új szintetikus vegyületek száma 2002 és 2023 között 20 millióról 

204 millióra nőtt, ami az időszakban átlagosan napi 15.000 új vegyi anyag bejegyzését jelenti 

(WANG et al., 2024). Az élő szervezetek számára idegen anyagok (xenobiotikumok) rohamosan 

bővülő köre mind fokozottabb mértékű kémiai környezetterhelést jelent, s a vegyületek toxikus 

hatást gyakorolhatnak nem célzott szervezetekre is (ESCHER et al., 2020). A kémiai szennyezést 

mostanra az egyik "bolygószintű határtényezőként" (bolygónk olyan környezeti korlátja, amelyet 

túllépve az emberiség nem tud biztonságosan fennmaradni) ismerték el (ROCKSTRÖM et al., 

2009, STEFFEN et al., 2015, WANG et al., 2020), mely kedvezőtlen hatással van más 

határtényezőkre, mint például az éghajlatváltozásra és a bioszféra integritására is. 

A mezőgazdaság fejlődésével párhuzamosan egyre több növényvédő szer is megjelent, 

amelyeknek szerepe, hogy a kártevők visszaszorításával működésben tartsák az iparszerű 

mezőgazdasági technológiákat, s ezzel a növekvő népesség élelmiszerrel való kiszolgálását. A 

növényvédő szerek a növényvédelmi feladatok kivitelezésére alkalmas készítmények, amelyek 

egy vagy több hatóanyagot és egyéb adalékanyagokat (pl. felületaktív anyag, oldódásfokozó, 

stabilizátor stb.) tartalmaznak. Ezen vegyületek a környezetbe kerülésük következtében, hosszabb-

rövidebb ideig bekerülhetnek a környezeti mátrixokba, ahol kölcsönhatásba léphetnek az ott élő 

szervezetekkel, akkumulálódhatnak, magnifikálodhatnak. A növényvédő szerek alkalmazása 

többféle lehet, így a mezőgazdaságon túl közegészségügyben, állategészségügyben, 

háztartásokban is használt károsítókat elpusztító, általában széles körben használt készítmények is 

ide tartoznak. A bővülő használat nyomán tudományos vizsgálatok sora igazolta, hogy biokémiai, 

élettani vagy ökológiai hatásaik nem célzott szervezeteken is megnyilvánulnak. Egy-egy toxikus 

hatás bebizonyítására nem kell élő szervezeteket használnunk, hiszen léteznek in vitro-vizsgálatok, 

melyeket általában elkülönített sejteken, szöveteken vagy szerveken végeznek el. Az ilyen 

vizsgálati módszerrel elvégzett kísérleteket nemzetközi szinten is elfogadják, ha megfelelően 

validáltak vagy – még a hivatalos elfogadás előtt – a hitelesítés fázisában vannak. Az Európai 

Parlament és a Tanács 1907/2006/EK rendelete a vegyi anyagok regisztrálásáról, értékeléséről, 

engedélyezéséről és korlátozásáról (REACH) előírja, amennyiben lehetséges, in vitro módszereket 

kell alkalmazni az állatokon végzett vizsgálatok elkerülése érdekében, így valósult meg a 3 R 

stratégia, amely tartalmazza az állatokon végzett vizsgálatok helyettesítését, csökkentését, 

finomítását és ezen módszerek népszerűsítését. 
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A doktori kutatásom kulcsvegyületei a glyphosate (GLY) gyomirtószer-hatóanyag, 

valamint annak formulált készítménye, segédanyaga voltak. A GLY a világon legszélesebb körben 

és legnagyobb mennyiségben használt totális gyomirtószer-hatóanyag. A GLY –t Európában a 

hetvenes évektől kezdték széles körben alkalmazni, és azóta számos tudományos eredmény látott 

napvilágot a hatóanyag környezet- és potenciális egészségkárosító hatásáról. A világ GLY-gyártása 

évi 1,1 millió tonnára tehető, ebből a globális kereslet 2014-ben 826.000 tonna volt, de ez évről 

évre növekvő tendenciát mutat, az előrejelzések szerint 2024-re eléri a 12,54 milliárd USD értéket 

(MORDOR INTELLIGENCE LTD, GLYPHOSATE HERBICIDE MARKET 2020). 

Világviszonylatban több mint 750 kereskedelmi forgalmazású, GLY hatóanyagot tartalmazó 

gyomirtó szer (GBH) van forgalomban, és a hatóanyag forgalmazása főleg a GLY-toleráns 

transzgenikus növények megjelenését követően mutatott kiugró globális piacbővülést 

(TRANSPARENCY MARKET RESEARCH 2016, SZÉKÁCS & DARVAS, 2018). A GLY 

engedélyezése óta nem alakult ki egységes állásfoglalás a toxicitását illetően, ellenben 

felhasználása erőteljesen növekvő tendenciát követ. 

A GLY fitotoxikus hatásának alapja, hogy a növényekben lezajló sikimisav-anyagcsereút 

gátlásával megakadályozza az aromás aminosavak (Phe, Tyr, Trp) bioszintézisét a 

kloropalsztiszban, s ezen hatás következtében leáll a sejtek fehérjeszintézise, a sikimisav 

koncentrációja toxikus szintre növekszik, ez gátolja a növény fotoszintézisét, s ennek 

következtében a növény nekrotizálódik, elszárad. (LACROIX & KURRASCH 2023) A csak 

növényekben megtalálható sikimisav útvonal szelektív gátlása miatt a vegyületet sokáig 

környezetkímélőnek tartották, ám később toxikus mellékhatásait találták humán embrionális és 

placentális sejtekben. Összefüggésbe hozták az emlősökben lévő citokróm P450 és az aromatáz 

enzimek gátlásával, valamint – vélhetően a retinsavas jelátadási útvonalon keresztül kifejtett – 

genotoxikus hatásokkal (STEINRÜCKEN & AMRHEIN, 1980). 

A növényvédő szerek – így a GLY is – maradványai megtalálhatóak a nyugati étrend fő 

élelmiszereiben, valamint a felszíni vizekben és az ivóvízben. Ezáltal a fogyasztók lényegében – 

ha alacsony mértékben is – folyamatos kitettséget szenvednek el a GLY szermaradékainak. A 

metabolikus folyamatokban kulcsszerepet betöltő citokróm P450 enzimszupercsalád (CYP 

enzimek) döntő szerepet játszik a xenobiotikumok méregtelenítése során. Ezen enzimek gátlásával 

a GLY felerősítheti más élelmiszerekben található szermaradékok és környezeti toxinok káros 

hatásait is. A szervezetre gyakorolt negatív hatásai lassan alakulnak ki, gyulladásos folyamatok 

(például a CYP enzimek gátlása) révén (IZUMI et al., 2024), amely kihat a bélbaktériumok általi 

bioszintéztézisre, tehát annak zavarát okozza. Ennek következményeként a GLY hatóanyagot 

összefüggésbe hozták a nyugati étrend által okozott gyomor-bélrendszeri betegségekkel, a 

melanogenezis gátlásával, elhízással, cukorbetegséggel, szívbetegségekkel, depresszióval, 
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meddőséggel, rákkal, Alzheimer-kórral és autizmussal, mely kérdést jelenleg is viták övezik 

(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 növényvédelmi technológia alkalmazása során fontos a megfelelő, a hatóanyagok 

hatásának kimutatására alkalmas vizsgálati módszert alkalmazni. Környezetbiztonsági érdek a 

növényvédelemben, a szóbanforgó hatóanyagok vizsgálata, eloszlása, megfelelő környezeti 

felmérése és nem célszervezetre gyakorolt hatásainak kutatása. Doktori munkám során a Nemzeti 

Agrárkutatási és Innovációs Központ Agrár-környezettudományi Kutatóintézet [2021. február 1-

től Magyar Agrár- és Élettudományi Egyetem (MATE) Környezettudományi Intézet (KÖTI), 

Agrár-környezettudományi Kutatóközpont (AKK)] Környezetanalitikai Osztályának 

kutatócsoportjához csatlakoztam, amely jelentős, hazai és nemzetközi viszonylatban is elismert 

környezetanalitikai és ökotoxikológiai tudományos műhely. A dolgozatban a hatóanyagneveket a 

nemzetközi engedélyezés szerint elfogadott alakban közlöm, az EU Növényvédőszer-

adatbázisában (EU Pesticides Database) (EC, 2021), a Pesticide Manual kézikönyvben 

(TURNER, 2021) és az angol nyelvű engedélyokiratokban rögzített alakban tüntetem fel. Ennek 

oka az, hogy a növényvédőszer-hatóanyagok engedélyezése az EU tagországaiban nem nemzeti, 

hanem EU-szinten történik, illetve az egyes hatóanyagok neveinek fonetikus átirataiban gyakorta 

mutatkozik eltérés, ami félreértésekre adhat okot. Emiatt kutatóhelyem, a MATE KÖTI AKK a 

nemzetközi engedélyezés szerinti alakra hivatkozik. 

Vizsgálataim során különböző sejtvonalakon vizsgáltam a GLY hatóanyag, egy GBH 

készítmény és a benne található felületaktív anyag életképességre, DNS-károsodásra, apoptózisra 

és sejtciklusra gyakorolt hatásait. Munkám során olyan teszteket választottam, melyek 

széleskörben elterjedtek és a megbízhatóak az egész világon. A sejtéletképességi vizsgálatot 

áramlási citométerrel és 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium-bromid (MTT) 

szubsztrátumot alkalmazó teszttel (MTT-teszt) végeztem, míg a genotoxicitást áramlási 

citométerrel és comet-teszt módszerrel vizsgáltam, majd a vizsgálatokat össze is hasonlítottam 

egymással. Az apoptózisra és a sejtciklusra gyakorolt hatások vizsgálatát áramlási citometriás 

módszerrel végeztem. Ezen vizsgálatokat a Magyar Tudományos Akadémia, Energiatudományi 

Kutatóközpont, NanoBioSzenzorika Lendület Kutatócsoportjában végezhettem el. 
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Doktori kutatási munkám célkitűzései a következők voltak: 

 A GLY, a kiszerelt gyomirtószer-készítmény és az ebben alkalmazott adjuváns 

adalékanyag citotoxikus és genotoxikus hatásainak vizsgálata két sejtvonalon (MTT-teszt, 

comet-teszt). 

 A GLY, a kiszerelt gyomirtószer-készítmény és az ebben alkalmazott adjuváns 

adalékanyag toxikus hatásainak vizsgálata két sejtvonalon áramlási citometria 

alkalmazásával (citotoxicitás, genotoxicitás, apoptózis, sejtciklus). 

 A két sejtvonalon elvégzett vizsgálatok összehasonlítása, azonos vizsgálatokban 

neuroektodermális (NE-4C) és preoszteoblaszt (MC3T3-E1) sejtvonalakon. 

 Vizsgálati módszerek összehasonlítása/bemutatása azonos sejtvonalon (életképesség 

áramlási citometriával és MTT-teszt, DNS-károsodás áramlási citometriával és comet-

teszttel). 

 A kereskedelmi forgalomban kapható áramlási citométerhez kapható vizsgálati készletek 

(kitek) alkalmazhatóságának felmérése. 
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2. IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

2.1. A NÖVÉNYVÉDELEMRŐL ÁLTALÁBAN 

 

Növényvédő szernek minősül minden olyan készítmény, amely alkalmas 

haszonnövények/termények és dísznövények károsodásának gátlására úgy, hogy a károsító 

szervezetet (gyomnövények, kórokozók, állati kártevők) távol tartja, elriasztja, növekedésében 

gátolja, elpusztítja vagy hormonálisan gátolja a szaporodásukat. A növényvédő szer a gyakorlati 

növényvédelmi feladatok ellátásra szolgáló hatóanyag és a benne található egyéb anyagok 

összessége. A növényvédő szerek legfontosabb tulajdonsága, hogy alkalmasak a károsítók 

szabályozására. Ennek megfelelően, a károsítók biológiai hovatartozása szerint a növényvédő 

szereket döntően 3 fő osztályba soroljuk: készítmények az állati kártevők ellen (pl. rovarirtó szerek 

/ inszekticidek), készítmények a kórokozók és mikroszkopikus gombák ellen (gomba- és 

mikrobaölő szerek / fungicidek), készítmények a gyomok ellen (gyomirtó szerek / herbicidek). 

Ezek mellett vagy ezen kategóriákon belül számtalan altípust különböztetünk meg (rovar-, csiga- 

vagy atkaölő, gomba- és baktériumölő stb). A növényvédő szerek hatóanyagai lehetnek 

természetes eredetűek, kémiai, biológiai vagy biotechnológiai úton előállított anyagok, valamint 

élő szervezetek is. A növényvédő szerek teljes lebomlásukig jelen vannak a környezetben, és 

hatással lehetnek az ott megnyilvánuló biotikus és abiotikus tényezőkre is (MAGYAR 

KÖZTÁRSASÁG 2000). 

Az iparszerű, döntően monokultúrás növénytermesztés során a mérsékelt éghajlati övben 

a termény 20-40%-a vagy esetenként még ennél is nagyobb hányada is elveszhet növényvédő 

szerek használata nélkül. A termőterületeken jelentkező kártevőkkel, például gyomokkal szemben 

védekezni kell, ezt a XX. század közepéig, vagyis a szintetikus kémiai növényvédő szerek 

szisztematikus megjelenéséig fizikai munkával kellett elvégezni. A növényvédőszer-ipar – a 

vegyipar részeként – már a század húszas éveiben megjelent, de a növényvédő szerek 

felhasználása a II. világháborút követően, a vegyipar talpra állásával és dinamikus bővülésével 

vált általánossá. A vegyszeres kártevőirtás mindhárom növényvédő szer osztály esetében gyors 

ütemben bővült, de globálisan a legjelentősebb elterjedést a rovarkártevők elleni klórozott 

szénhidrogének alkalmazása eredményezte (DAVIS, 2014). Hasonló expanzió a növényvédő 

szerek másik két osztályában is megtörtént, és a 90-es évekre a világon már 860 körüli kémiai 

hatóanyagra alapozva 21 ezernél is több készítményt, valamint biológiai ágenst használtak 

(DARVAS, 2001). A növényvédőszer-készítmények legnagyobb hányada gyomirtó szer volt, és 

az Amerikai Egyesült Államok gyomirtószer-felhasználása a világpiac egyharmadát tette ki (US 

EPA, 1994). 
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Kezdetben a kémiai növényvédelem a növényvédőszer-hatóanyagok és -készítmények 

másodlagos hatásait nem vizsgálták kellő mélységben. Ezzel magyarázható, hogy rendkívül 

toxikus vegyületek is alkalmazhatók voltak növényvédő szerekként, például arzénvegyületek 

(BENCKO & FOONG, 2017) vagy a mitokondriális sejtlégzést gátló nitrofenolok (ATSDR, 2023) 

a növényvédő szerek mindhárom osztályában. A klórozott szénhidrogének – túlzott stabilitásuk 

nyomán bekövetkező környezeti perzisztenciájuk miatti – kudarcai ébresztették rá a 

szakembereket, hogy olyan növényvédő szerekre van szükség, amelyek felhasználásuk után 

meghatározott idő után maradéktalanul képesek lebomlani, nagymértékben szelektívek, bomlás 

során sem keletkeznek belőlük más toxikus vegyületek, emberre nem veszélyesek, csak a 

kártevőket/kórokozókat/gyomokat irtják, s hogy a növényvédő szerek fejlesztésénél ezek a 

szempontok a legfontosabbak. A kártevőnépességekben kialakuló ellenállóképesség (rezisztencia) 

kialakulása is ösztönözte a vegyipart, hogy minél változatosabb szerkezetű szereket fejlesszenek 

ki (DARVAS, 2000). Az itt felsoroltak alapján környezetvédelmi szempontból inert szerről, amely 

minden mellékhatástól mentes lenne, nincsen tudomásunk. Így a növényvédő szerek 

engedélyezése nem azt hivatott garantálni, hogy a szer nem kelthet veszélyt (a növényvédőszer-

hatóanyagok jogilag veszélyes anyagoknak minősülnek), hanem azt, hogy nem okoznak 

kockázatot, vagyis kockázatelemzésük – bizonyos peremfeltételek mellett – nemcsak a veszély 

létét, hanem annak bekövetkezési valószínűségét is tekintetbe veszi (EFSA, 2024). 

A növényvédő szerek, s ezen belül a gyomirtó szerek is potenciális veszélyt jelentenek a 

talajra, a felszíni- és felszín alatti vizekre, és ezeken keresztül veszélyeztethetik az élővilágot is. 

Fontos alapelv, hogy figyelembe kell venni a talaj összetételét, tulajdonságait, és a talajban 

lejátszódó folyamatok szerint kell meghatározni a megfelelő dózis kiszámítását az adott 

növényvédő szerből (BAJEER et al., 2012). A növényvédő szerek helyes alkalmazásához a 

megfelelő szaktudás elengedhetetlen, mind biológiai, mind talajtani ismereteket kell hozzá 

elsajátítani (GYŐRI, 1997). A növényvédő szerek engedélyezése és felhasználása egyre többet 

foglalkozik az utókövetéssel, hogy a későbbiekben az esetleges negatív hatásokat a környezet és 

az emberi egészség védelmében fel tudják ismerni, ki tudják küszöbölni. A növényvédő szerek 

használata további kérdéseket vet fel a megengedett szermaradékokat (maximum residue level – 

MRL) illetően, hiszen a növényi és állati eredetű élelmiszerekben és takarmányokban, illetve azok 

felületén található szermaradék határértékét az Európai Parlament és a Tanács 396/2005/EK 

rendeletének II. és III. melléklete szabályozza, melyet újabb ismeretek birtokában bővítenek. A 

rendelet mellékletében szereplő MRL értékeket az EU területén belül egységesen 2008. 

szeptember 1. óta kell alkalmazni (EUROPEAN PARLIAMENT AND OF THE COUNCIL, 

2005). 
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2.2. A GYOMIRTÓ SZEREKRŐL ÁLTALÁBAN 

 

A gyomirtó szerek használatával főleg fizikai munkát lehet megtakarítani, ellenben a 

gyomirtó szerek okozta környezeti terhelés, szennyezés a legnagyobb mértékű a növényvédő 

szereken belül, hiszen a növényvédelemben világszerte a legnagyobb mennyiségben alkalmazott 

szerek. A hatásuk kifejtésének módja szerint megkülönböztetünk fotoszintézis-, növekedés- és 

bioszintézisgátló gyomirtó szereket (SZÉKÁCS, 2021). A gyomirtó szerek körülbelül fele a 

fotoszintézis gátlásán keresztül fejti ki hatását (BLACK, 2018). A gyomirtó szereknél 

megkülönböztetünk preemergens (kelés előtt alkalmazott) és posztemergens (kelés utána 

alkalmazott) szereket (BAGALE, 2023). Hatásmechanizmusuk típusa szerint megkülönböztetünk 

általános sejtmérgeket, hormonális hatású növényvédő szereket, valamint olyan hatóanyagokat, 

amelyek az auxintranszportot, a zsírsav- és viaszképződést, az aminosav- vagy a cellulóz-

bioszintézist gátolják. Emellett ide tartoznak a kloroplasztiszok működését akadályozó 

vegyületek, valamint a fényindukált szabadgyökképzők is. A vízben kevésbé oldódó talajgyomirtó 

szerek a talajban könnyen perzisztenssé válhatnak. A gyomirtó szerek felezési ideje talajban függ 

a hatásmechanizmusuktól, – a kijutatott megfelelő dózis mellett – a nedvességtartalomtól, az 

oxigénellátottságtól, a talaj típusától és a benne található mikrobiális élettől (HUNYADI et al., 

2011) A növényvédő szerek hatásmechanizmusa alapvető szempont a növényvédő szerek 

fejlesztésénél, de a gyomok esetében kialakuló gyomrezisztencia kezelésében is. A korábban 

bevezetett vegyületek káros mellékhatásainak elkerülése és a kártevők rezisztenciájának 

kialakulásának megelőzése vagy a kialakult ellenállóság elkerülése érdekében az újszerű hatások 

elengedhetetlenek. A környezetbarát szerek kutatása a kezdetek óta élvonalban van. A növényvédő 

szerek kézikönyve, a The Pesticide Manual (TURNER, 2021) az egyik legfontosabb 

referenciakönyv, melyben főbb fizikai-kémiai, biológiai és környezeti jellemzőket sorol fel, 

meghatározza az egyes hatóanyagok kémiai besorolását, ezen kívül összefoglalja a növényvédő 

szerek tulajdonságait, az EU engedélyezés státuszáról szóló nyilvános adatbázisokat, az adott 

időszakban a fejlesztéssel, felhasználással és következményekkel kapcsolatos jelenlegi 

információkat. 

Az engedélyezett növényvédőszer-hatóanyagok száma világszerte folyamatos növekedést 

mutatott az elmúlt évtizedekben: míg az 1950-es évek végén körülbelül 100, addig az 1990-es 

évek végén már mintegy 500, a 2010-es évek végére pedig 600 feletti volt az engedélyezett 

hatóanyagok száma a világpiacon (MCDOUGALL, 2018). A globális trendet az új hatóanyagok 

engedélyezése erősíti, akár egy már bevezetett vegyületcsalád bővítése révén, akár új 

hatásmechanizmusok felfedezése által. Ugyanakkor a szigorodó szabályozások és hatóanyag-

visszavonások csökkentő tényezőként hatnak. A globális tendencia mellett jelentős regionális 
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különbségek is megfigyelhetők: míg a világ számos térségében az egészségügyi és 

környezetvédelmi elvárások szigorodása miatt számos hatóanyag engedélyét nem újítják meg, 

addig az Egyesült Államokban (USA) – bár itt is szigorodnak az előírások – a szabályozás kevésbé 

korlátozó. Az összehasonlítás alapján a négy legnagyobb mezőgazdasági térség közül (USA, EU, 

Brazília, Kína) az USA-ban még mindig forgalmazhatóak azok a hatóanyagok, amelyek a másik 

három térség közül legalább kettőben már betiltásra kerültek, ami megmutatkozik az engedélyezett 

hatóanyagok számában és forgalmában is (DONLEY, 2019). 

Az EU 2012 óta drasztikusan csökkentette a megújított engedéllyel rendelkező 

hatóanyagok számát: az 1995-2009 közötti időszakban 700 hatóanyagot vontak vissza (PETHŐ & 

SOMOGYINÉ PÁLOS, 2010; SZÉKÁCS, 2021), 2011-2013 között 22 hatóanyagot (TŐKÉS, 

2020), majd 2014 és 2021 között további 94 hatóanyag helyettesítését javasolták (ROBIN & 

MARCHAND, 2021). Egy másik forrás szerint az EU 2019-2021 között összesen 102 hatóanyag 

engedélyét nem újította meg, és 59 esetében csökkentette a megengedett határértékeket (CROP 

LIFE INTERNATIONAL, 2022). Az EU Zöld Megállapodása (European Green Deal) célként 

tűzte ki, hogy 2030-ig 50%-kal csökkentik a „veszélyesebb” hatóanyagok használatát, harmonizált 

kockázati indikátorokat vezettek be, amelyek szerint az engedélyezett növényvédő szerek 

kockázati indikátora 22%-kal csökkent a 2011-2013 közötti alaphoz képest (EC, 2019). Ezzel 

szemben a szükséghelyzeti engedélyek alapján forgalmazott szerek kockázati indikátora 38%-kal 

nőtt ugyanebben az időszakban, ami azt jelzi, hogy az EU tagországai szükséghelyzeti engedélyek 

révén tartják forgalomban az elavult hatóanyagokat. A növekvő kutatási és fejlesztési költségek 

miatt az új növényvédőszer-hatóanyagok fejlesztési költsége jelentősen emelkedett: míg 1995-ben 

ez 152 millió USD volt, addig a 2010-2014 időszakban már 286 millió USD-ra nőtt 

(NISHIMOTO, 2019; MCDOUGALL, 2018). Ez a növekvő költségvetés jelentős 

tőkekoncentrációt eredményezett, és a fejlesztések egyre inkább a géntechnológiai úton módosított 

(GM) növények felé fordultak. A fejlesztési költségek növekedése mellett a hatósági vizsgálatok 

követelményei is szigorodtak, különösen a nem célzott szervezetekre és a környezetre gyakorolt 

mellékhatások tekintetében, ami szintén tovább növeli a befektetési igényt. 

A gyomirtó szerek kiemelt szerepet kaptak a növényvédő szerek fejlesztésén belül, 

kifejlesztésük biokémiai nehézségei, környezeti hatásai, valamint a gyomnövények 

rezisztenciaproblémái miatt. Az utóbbi nehézség leküzdése érdekében az 1990-es évekig 3 évente 

1-1 új hatásmóddal rendelkező növényvédőszer-hatóanyag jelent meg (DUKE, 2012), ám az 

utolsó új hatásmechanizmusú hatóanyagot, az isoxaflutol-t 1992-ben vezették be (HEAP & 

DUKE, 2018). A Bayer 2020-ban jelentette be, hogy hamarosan egy új hatásmechanizmussal 

rendelkező aktív hatóanyagú gyomirtószert vezet be (GULICKSON, 2021; SZÉKÁCS, 2021), ám 

ez mindezidáig még nem történt meg. Összességében a bejelentett gyomirtó szerek (nem új 
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hatásmechanizmusokkal) 1980-2000 között évente 5,5, 2010-ig évente 4, 2018-ig pedig évente 2 

volt és ez a csökkenő tendencia folytatódik (SZÉKÁCS, 2021, MCDOUGALL, 2018). Ez két 

tényező miatt lehetséges: az egyik a növekvő regisztrációs költségek, a másik pedig a 

gyomirtószer-toleranciával rendelkező GM-növények térnyerése. Mindez komoly kihívást jelent 

a gyomrezisztencia kezelésében (SZÉKÁCS 2021). 

2.3. A GLY TÖRTÉNETE 

 

A GLY hatóanyagot először 1950-ben egy svájci vegyész, Henri Martin szintetizálta a Cilag 

nevű gyógyszercégnél, és bár gyógyszerészeti aktivitást mutatott, e hatásait tovább nem vizsgálták. 

A Cilag később csődbe ment, és vegyi anyagait egy vegyszerellátó vállalat, az Aldrich Corp. 

vásárolta meg. 20 évvel később a Monsanto Corp. cég megvásárolta az Aldrich-tól a GLY mintáját 

(több száz más vegyszerrel együtt), és bevonta a vízlágyító szerek fejlesztésére indított kutatásába. 

Bár vízlágyítóként nem működött, számos más hatást is teszteltek, és így fedezték fel egyedülálló 

gyomirtó aktivitását. Emiatt a Monsanto Corp. vegyésze, John Franz újraszintetizálta a GLY-ot, és 

a vállalat 1970-ben nagyon gyorsan szabadalmaztatta gyomirtószer-hatóanyagként (a szabadalmat 

megadták, és a gyomirtó szert 1974-ben vezették be az amerikai piacra) (MOLIN, 1998). A GLY 

hatalmas piaci sikert hozott a Monsanto számára, hiszen világpiaci forgalma töretlenül, sőt egyre 

fokozódó mértékben nőtt, s ez 1991-ig, a nemzetközi szabadalom érvényességi idejealatt egyre 

nagyobb nyereséget jelentett (SINGH et al., 2024). A szabadalmi oltalom után generikus gyomirtó 

vegyületté vált, lehetővé téve, hogy Kína licencegyezmény nélkül gyártsa, jelentősen növelve a 

GLY előállítási kapacitását. Ennek eredményeként ma már a világpiaci keresletet meghaladó 

mennyiségben képes termelni (SZÉKÁCS & DARVAS, 2012; SZÉKÁCS & DARVAS 2018). A 

növényvédő szerek intenzív használatához és az ebből következő emberi expozícióhoz számos 

toxikus hatás társult, beleértve a rákkeltő-és a neurotoxikus hatásokat 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 világon a legnagyobb mennyiségben alkalmazott 

gyomirtószer-hatóanyag a GLY, amelyet engedélyezése (1974) óta az Egyesült Államokban és a 

világ minden táján egyre nagyobb mennyiségben használnak, és 2016-ban elérte az 1 milliárd 

tonna feletti éves felhasználást (TRANSPARENCY MARKET RESEARCH 2016). A hatalmas 

forgalombővülésben nagymértékben közrejátszott az újonnan kifejlesztett GLY-toleráns GM-

növények bevezetése, melyek által a GLY használata a 15-szörösére nőtt a GM növények 1996-os 

bevezetése óta. (BAYLIS, 2000, DILL et al., 2010, SZÉKÁCS & DARVAS, 2012, BENBROOK, 

2016). 2014-2015-ben a GLY felhasználása a kukorica 26% -át, a gyapot 45% -át és a szójabab 

gyomirtó szerek alkalmazásának 43% -át tette ki (KNISS, 2017). Európában a 2017-ben eladott 

gyomirtó szer mennyiség 33%-át adta ki a GLY (ANTIER et al., 2020). 
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Az Európai Zöld Megállapodás értelmében a kémiai növényvédő szerek mezőgazdasági 

alkalmazása hozzájárul a talaj, a víz és a levegő szennyezéséhez, a biológiai sokféleség 

csökkenéséhez, valamint károsíthatja a nem célzott növényeket, rovarokat, madarakat, emlősöket 

és kétéltűeket (EC, 2019, KANATAS et al., 2022). Az Európai Bizottság már létrehozott egy 

harmonizált kockázati mutatót, amely a növényvédő szerekhez kapcsolódó kockázatok 

csökkentésének mértékét számszerűsíti. Ez a mutató azt jelzi, hogy az elmúlt öt évben a 

növényvédő szerek használatából eredő kockázat 20%-kal csökkent. A Bizottság további 

intézkedéseket tervez annak érdekében, hogy 2030-ig a kémiai növényvédő szerek általános 

felhasználása és kockázata, valamint a magas kockázatú növényvédő szerek használata 50%-kal 

csökkenjen (EC, 2019). A GLY-piac értéke 2022-ben 9,86 milliárd USD volt, és várhatóan 2029-

re eléri a 15,64 milliárd USD-t, a biztonságával és a környezeti hatásával kapcsolatos folyamatos 

viták ellenére a GLY továbbra is a modern mezőgazdaság egyik legfontosabb gyomirtószer-

hatóanyaga (MAXIMIZE MARKET RESEARCH, 2023). Különböző kontinenseken a GLY 

felhasználása, elfogadása vagy éppen ellenzése más-más megítélés alá esik (FINGER et al., 2023). 

Az Egyesült Államokban 1974 óta több mint 1,6 milliárd kg GLY-ot alkalmaztak, ami a GLY 

becsült globális felhasználásának 19%-át teszi ki. Egyes tanulmányok szerint a GLY és bizonyos 

rákos megbetegedések között kapcsolat áll fenn, míg mások szerint használata nem károsítja a 

felhasználókat (BENBROOK, 2016, BOFFETTA et al., 2021). Évek óta vita tárgyát képezi az 

EU-ban, de betiltására nem került sor. Az EU egyes országai lépéseket tettek a használatának 

korlátozására: Franciaország, Hollandia és Belgium betiltotta a GLY lakossági felhasználását. 

Németország, a Bayer vegyipari óriáscég (amely 2018-ban felvásárolta a Monsanto-t) 

anyaországa, betiltotta a GLY-használatot a közterületeken. Ausztria és Luxemburg megpróbálta 

betiltani a GLY-ot, de nem jártak sikerrel. Dél-Amerikában El Salvador eredetileg betiltotta a GLY-

ot, de később hatályon kívül helyezte a döntést. Mexikó vállalta, hogy 2024 márciusáig betiltja a 

GLY használatát, ám ez nem járt sikerrel, s a mexikói helyzet összehangban van a globális 

trendekkel, például az Európai Unió 2023-as döntésével, amely tíz évvel meghosszabbította a GLY 

engedélyezését, bizonyos feltételekkel (ALCÁNTARA-DE LA CRUZ et al., 2021). Ázsiában 

Vietnám az egyetlen olyan ország, amely teljes mértékben betiltotta a GLY használatát (PHONG 

& THONG, 2020). Srí Lanka 2015-ben megkísérelte betiltani a GLY-ot, de a döntést 2021-ben 

tudományos bizonyítékokra hivatkozva hatályon kívül helyezte, tekintettel arra, hogy az ország 

súlyos élemiszerhiánnyal küzdött (MARAMBE & HERATH, 2020). 

A betiltására tett kisérletek nem befolyásolják jelentősen a GLY és annak készítményei 

széles körben való használatát világszerte, holott egyre több kutatás mutat rá ezeknek a 

vegyületeknek a szárazföldi ökoszisztémákra gyakorolt káros hatásaira (KLÁTYIK et al., 2023).  
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A GLY engedélyének 10 éves meghosszabbítását az Európai Élelmiszerbiztonsági Hatóság 

(EFSA) értékelése alátámasztotta, amely során nem állapítottak meg kritikus biztonsági 

kockázatokat a GLY használatával kapcsolatban. Ez a javaslat hosszú viták és vizsgálatok után 

született, melyek során különösen a vegyület rákkeltő hatását vizsgálták, mivel korábban aggályok 

merültek fel a potenciális egészségügyi kockázatokkal kapcsolatban (ÁLVAREZ et al., 2023). 

2017-ben 5 évre szóló engedélyt kapott a GLY, amit 2022-ben meghosszabbítottak további 12 

hónappal, hogy a hatóságok kiértékelhessék a még folyamatban lévő vizsgálatokat. Az új, 2023. 

évi engedélyezés időtartama 10 év, ami ugyan rövidebb, mint a maximum (15 év), de a 

leggyakrabban alkalmazott engedélyezési időtartam, amit a Glyphosate Renewal Group, köztük 

olyan nagyvállalatok, mint a Bayer és a Syngenta, kértek. Az engedély meghosszabbításának 

eredményeként a GLY 2033. december 15-ig engedélyezett az EU-ban (EC, 2023). Mindazonáltal 

az Európai Bizottság, figyelembe véve a folyamatos kutatásokat, készen áll az újabb tudományos 

eredmények alapján ismételten értékelni a vegyület biztonságosságát. 

2.4. A GLY FIZIKAI- KÉMIAI JELLEMZŐI ÉS HATÁSAI 

 

A GLY [N-(foszfonometil)-glicin] fizikai tulajdonságai alapján kristályos, fehér, szagtalan, 

szilárd halmazállapotú vegyület, kémiai jellemzőit tekintve gyenge szerves sav, karboxil és foszfát 

funkcionális csoportja hidrogéndonor és -akceptor szerepet is betölthet, s ezáltal ikerionos 

szerkezete révén kiválóan oldódik vízben (12 g/l 25oC-on) (1. ábra) (DILL et al., 2010). Felezési 

ideje természetes vizekben 1-92 nap, míg talajban 2-197 nap (TURNER, 2021). A talajban a hatása 

perzisztens, hiszen egyszeri kipermetezése több vegetációs ciklust érinthet (SUWARDJI & 

SUDANTA, 2021). A GLY környezeti metabolitja az AMPA (amino-metil-foszfonsav), mely 

talajban mobilisabb, mint maga hatóanyag (JAYASUMANA et al., 2014). 

 

  

1. ábra Az N-(foszfonometil)-glicin (GLY) szabad savas alakjának képlete 

 

Fémekkel erős komplexeket képez (Al, Fe, Mn, Zn) (VEREECKEN, 2005), a 

GLY/AMPA–fém-komplexet a máj nem képes metabolizálni, ezért a kiválasztás nagyrészt a vesén 

keresztül zajlik (JAYASUMANA et al., 2014). Míg korábban úgy vélték, hogy a GLY gyorsan 

lebomló, s így környezetkímélő hatóanyag, a műszeres analitikai módszerek fejlődésével kiderült, 

hogy kis (0,07-40 mg/kg) koncentrációban gyakori, egyes álláspontok szerint ubikviter jellegű 



 

12 

 

környezetszennyező, illetve, hogy a bomlásterméke, az AMPA talajban perzisztens jelleget mutat 

(AHUJA et al., 2024, OSTEN et al., 2025).  

A GLY hatásmechanizmusát tekintve gátolja az aromás aminosavak (tirozin, triptofán és 

fenilalanin) bioszintézisét, mivel gátolja a növényekben lezajló sikimisav-anyagcsereutat. A 

sikimát-3-foszfát és a foszfoenolpiruvát az EPSP szintáz enzim hatására reagálnak egymással, 

ennek eredményeként 5-enolpiruvil-sikimát-3-foszfát (EPSP) keletkezik. Az EPSP további 

átalakulások során chorismáttá alakul, amely az aromás aminosavak bioszintézisének kiindulási 

anyaga (SAMMONS et al., 1995). A GLY a központi intermedier kialakulását katalizáló enzim, 

az 5-enol-piruvilsikimisav-3-foszfát-szintáz (EPSPS) működését gátolja meg úgy, hogy az enzim 

szubsztrátumaként kötődik a foszfoenol-piruvát analógjaként annak helyére (BO et al., 2017). Így 

ez a kötődés blokkolja az enzim aktivitását és a sikimát-3-foszfát nem tud átalalkulni EPSP-vé, 

ezzel megszakítja a sikimisav útvonalat (2. ábra). 

Az esszenciális aminosavak bekövetkező hiánya miatt leáll a fehérjeszintézis, melynek 

hatására az öregedés jelei figyelhetők meg a növényeken, és igen gyorsan nekrotikus állapot lép 

fel, így a növény elpusztul (GEIGER et al., 1986, SZÉKÁCS & DARVAS, 2012). A GLY a 

magasabb rendű növényekben megtalálható metabolikus útvonalakat is gátolja, így az alkalmazása 

során nem szelektív módon a szárazföldi és vízi növényi szervezetek elhalását eredményezi 

(BOOCOCK & COGGINS, 1983). Mivel a sikimisav bioszintetikus útvonal számos prokariótában 

és gombában is megtalálható, ezáltal a GLY széleskörű használata hatással lehet a mikrobiális 

közösségek sokféleségére és összetételelére, beleértve az emberi bélmikrobiomot is. Leino és 

munkatársai eredményeiből származó konzervatív becslés szerint az emberi bélmikrobiomban 

található fajok 54%-a érzékeny a GLY-ra (LEINO et. al., 2021). 
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2.ábra A GLY hatásmechanizmusa növényekben 

 

A GLY-sóinak vízoldhatósága a legjobban oldódhatótól indulva a következő: GLY –

trimetil-szulfóniumsó, -IPA-só, -káliumsó, -nátriumsó, -ammóniumsó és GLY szabad sav (TSUI 

& CHU, 2003, SZÉKÁCS & DARVAS, 2018). A gyártók aktív hatóanyagként a GLY sóit (pl. 

GLY-izopropilammónium-só, GLY-IPA; -diammóniumsó; -trimetil-szulfóniumsó) használják fel a 

készítményeikben, főleg a vízben való oldódásuk fokozása érdekében, oly módon, hogy gyomirtó 

hatásuk ne csökkenjen (SZÉKÁCS, 2006, DEFARGE et al., 2016, TRAVLOS et al., 2017). A 

növekvő használat következtében a GLY környezeti szennyezővé vált (vízben) és további 

környezeti szennyeződést okozott (SZÉKÁCS et al., 2015). A magyarországi felszíni és felszín 

alatti vízeiben magas koncentrációban találtak GLY-ot (0,54–0,76 µg/l), az ivóvizekben 

maximálisan elfogadható határérték 0,1 µg/l, melyet az Európai Bizottság 98/83/EC ivóvíz 

irányelvében határozták meg (MÖRTL et al., 2013, LUTRI et al., 2020, MAC LOUGHLIN et al., 

2020). Portugália szárazföldi területén 2019 és 2021 között végzett vizsgálat során 103 
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talajvízmintában elemezték a GLY jelenlétét, és azt a minták 14%-ában mutatták ki. A minták 

10%-ában a GLY koncentrációja meghaladta a 0,1 µg/l-es határértéket, de egyik esetben sem lépte 

túl a 8,67 µg/l-es környezeti minőségi küszöböt (SANTOS et al., 2024). A New York államban 

végzett vizsgálatok szerint a GLY permetezése után 3–13 nappal, esőzések hatására megjelent a 

vegyület a mezőgazdasági területek kifolyó vizeiben (lefolyás és sekély drénvíz). A mért GLY-

koncentráció több ponton is elérte a 90 µg/l értéket (RICHARDS et al., 2018). Egy másik, 

Mexikóban végzett vizsgálat célja a GLY és fő bomlásterméke, az AMPA koncentrációinak 

meghatározása volt különböző mezőgazdasági kultúrákhoz kapcsolódó, felszíni és felszín alatti 

vizek mintáiban. A felszín alatti víz mintáiban a legnagyobb koncentrációkat a tök- (GLY: 3,53 

µg/l; AMPA: 4,32 µg/l) és kukoricatermesztéshez kapcsolódó területeken (GLY: 3,99 µg/l; 

AMPA: 4,80 µg/l) detektálták (OSTEN et al., 2025). Székács és Darvas egy átfogó tanulmányban 

összegezték a GLY-kezeléseket követően felszíni és felszín alatti vizekben mért koncentrációkra 

vonatkozó adatokat. A munka jelentősége abban rejlik, hogy megalapozza a GLY környezeti 

expozíciójának tudományos értékelését és a kockázatbecslési folyamatokat (SZÉKÁCS & 

DARVAS, 2018.) 

 

2.5. A GLY KOCKÁZATBECSLÉSE 

 

A növényvédő szerek engedélyezésének alapja a tudományos bizonyítékokon alapuló 

kockázatbecslés, melynek alapvető tényezői a veszély azonosítása, a dózis-válasz értékelése, a 

kitettség (expozíció) becslése és a kockázat jellemzése. A kockázatbecslés feladata a veszélyes 

anyagnak való kitettség következményeként jelentkező, egészséget és környezetet károsító hatás 

megvalósulási valószínűségének meghatározása és a tudományos ismeretek bővülésével 

időszakos újraértékelése (WHO, 2004). A kockázatbecslés eredményeire támaszkodik az azzal 

folyamatos visszacsatolásban működő döntéshozatali eljárás, a kockázatkezelés, illetve a 

kockázati kommunikáció az érdekcsoportok, így a hatóságok, a szakmai civil szervezetek és a 

lakosság, valamint az ipari képviselők felé (EFSA, 2024). Az engedélyezési folyamatok azonban 

csak az aktív hatóanyagra vonatkozó teljes kockázatelemzést írták elő, a különböző adalékanyagok 

egyedi vizsgálatára vonatkozó előírások lényegesen enyhébbek voltak 2021-ig, a növényvédő 

szerek jóváhagyására vonatkozó rendelet (1107/2009/EC) új végrehajtási utasításának életbe 

lépéséig (EC, 2020). A növényvédő szerek engedélyezésének ilyen irányú szigorítását éppen a 

GLY-készítményekkel kapcsolatban felismert súlyos toxikológiai anomáliák (lásd alább) 

felismerése serkentette (EUROPEAN PARLIAMENT AND OF THE COUNCIL, 2018). 

Mindezek ellenére számos alulértékelt kockázati tényező maradt (BRÜHL & ZALLER, 2022). A 

vizsgált vegyületek humán- és a környezet-egészségügyre gyakorolt hatásának tartalmaznia kell a 
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veszély és a kockázat mértékét, a vegyület közvetlen káros hatását, a formázószereket tartalmazó 

keverék hatását. Növényvédőszer-hatóanyagok esetében a kockázatbecslést és kezelés 

eredményeként a kockázatcsökkenést – az EU tagállamaiban 2008 óta egységes – maximálisan 

megengedett szermaradék-szintek megállapításával érik el, mind a takarmányok, mind az 

élelmiszerek esetében (EUROPEAN PARLIAMENT AND OF THE COUNCIL, 2005). 

A GLY gyomirtószer-hatóanyagra toleráns GM növények megjelenése óta a hatóanyag 

világszintű felhasználása jelentősen növekedett, ennek következményeként határértékét számos 

termékre módosították: lencse esetében 2012-ben 100-szor, szójára 1999-ben 200-szor magasabb 

értéket állapítottak meg. A GLY citotoxikus, genotoxikus, mutagén és hormonmoduláns hatását 

1974. évi engedélyezése óta számos tudományos tanulmány vizsgálta, ezeken belül saját 

kísérleteink is igazolták a hatóanyag, de még inkább formázó szerei citotoxikus hatását különböző 

sejtvonalakon. Ennek tudatában erőteljes kritikát fogalmaztak meg a GLY (és a Roundup) tervezett 

uniós újraértékelését illetően, melyet 2012-ben 2015-re halasztottak, majd ismét elhalasztották. 

Zyoud és munkatársai 2016-ban összesen 3735 GLY publikációt találtak relevánsnak, amelyek 

1973-2015 között jelentek meg (ZYOUD et al., 2017). Az új eredmények hatására a GLY 

újraértékelésénél 2015-ben a Nemzetközi Rákkutató Ügynökség (IARC), valószínűleg rákkeltő az 

emberre kategóriába sorolta (2A csoport), az emberi kísérletek „korlátozott bizonyítéka” és az 

állatkísérletek „elegendő bizonyítéka” alapján (IARC, 2015, IARC 2017). Ennek ellenére az 

Európai Élelmiszerbiztonsági Hatóság (EFSA 2016), a FAO/WHO növényvédőszer-

szermaradványokkal foglalkozó ülésén (JMPR, 2016) az Európai Vegyianyag-ügynökség (ECHA, 

2017) nem erősítette meg az IARC következtetését, és a GLY újra engedélyeztetését javasolta, a 

már meglévő bizonyítékokon alapuló tudományos kockázatértékelések alapján. Az ECHA 

kockázatértékelési bizottsága (RAC) arra a következtetésre jutott, hogy a rákkeltő hatás 

besorolását illetően, a CLP-rendelet alapján indokolt, és a súlyos szemkárosodás és a vízi 

élővilágra mérgező osztályozást fenn kell tartani (BURTSCHER et al., 2017). Az IARC és az 

EFSA álláspontja közötti ellentmondás az volt, hogy a két ügynökség a GLY karcinogenitását 

emberben eltérően értelmezte. Ennek eredményeként az IARC a GLY és a non-Hodgkin-limfóma 

közötti összefüggést „embereknél korlátozottan bizonyított” státuszúnak tekintette; míg 

következtetésében az ECHA a bizonyítékokat „nagyon korlátozottnak” tartotta. Az EFSA és az 

IARC közötti nézeteltérést részletesen kifejtették, és megvitatták az állításaik közötti 

különbségeket (PORTIER et al., 2016, TARAZONA et al., 2017, PORTIER & CLAUSING, 

2017). Az IARC, EFSA, ECHA és JMPR közötti nyilvánvaló ellentmondás fényében, a 

bizonyítékokon alapuló kockázatértékelés a GLY és készítményei szempontjából döntő értékűek 

az engedélyezéséhez és szabályozásához, a már meglévő cito- és genotoxicitási vizsgálatoknak az 

eredményei is nagyon fontosak a megfelelő következtetések levonására. Az Európai Bizottság 
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viszont újra jóváhagyta a GLY engedélyezését 2017-ben 5 évre (2022. december 15-ig 

engedélyezte) és létrehozta a GLY újraértékelő csoportot [GLY Assessment Group (AGG)] amit az 

eddigiektől eltérően nem egy tagállam végzett el, hanem négy (Franciaország, Magyarország, 

Hollandia, Svédország), amelyek együttesen jártak el a GLY következő értékelésénél. Az AGG 

tagállamai megvizsgálták az összes olyan bizonyítékot, amelyeket a megújított engedélyt 

kérelmező vállalatok nyújtottak be a hatóanyag készítményeinek forgalmazására az EU-ban. 2021. 

június 15-én Helsinkiben az AGG átadta a GLY értékelés kb. 11 000 oldalra kiterjedő tervezetét 

az ECHA és az EFSA EU-ügynökségeknek, és az Európai Bizottság jogi kötelezettségének 

megfelelően 2022. december 2-án végrehajtási rendeletet fogadott el, amelyben a GLY engedélyét 

2023. december 15-ig meghosszabbította. Az Európai Bizottság 2023. november 16-i ülésén, nem 

jutott döntésre az engedély meghosszabbításáról, közleményük szerint a tagállamok által leadott 

szavazatok nem érték el a GLY megújításához vagy elutasításához szükséges minősített többséget, 

ezért az ügyben a Bizottság saját hatáskörben jogosult döntésre, s végrehajtási rendeletet hoztak, 

mely szerint a GLY hatóanyagnak az EU-n belüli használati engedélyét (és így a GBH-k 

engedélyezésének lehetőségét) bizonyos új feltételek és korlátozások mellett 10 évvel 

meghosszabbították. Ezen korlátozásokat az ECHA, az EFSA és az EU-tagállamok által végzett 

átfogó biztonsági értékelés alapján határozták meg. A nemzeti engedélyezésért a tagállamok 

felelősek, ahol korlátozhatják a GLY használatát, nemzeti és regionális szinten, ha a 

kockázatértékelés alapján ezt szükségesnek ítélik. Jelenleg a GLY 2033. december 15-ig 

engedélyezett az EU-ban (EP, 2023). 

 

2.6. POE-15 JELLEMZÉSE  

 

A POE-15 leggyakrabban 15 etilén-oxid egységet tartalmazó zsíraminszármazék, amely 

bár technológiai szempontból rendkívül hatékony adalékanyag, későbbi vizsgálatok kimutatták, 

hogy jelentős citotoxikus, genotoxikus és környezetkárosító hatásokat fejthet ki (BRUSCH & 

SMITH, 2007). Ennek következtében az Európai Unió 2016 és 2017 között felszólította az EU-

tagországokat, hogy vonják ki a POE-15-tartalmú GLY-készítményeket, köztük a Roundup Classic 

eredeti változatát is. Ezt a döntést az Európai Bizottság a 2016. augusztus 1-jén kiadott 2016/1313 

számú végrehajtási rendeletében rögzítette, amely módosította a GLY jóváhagyási feltételeit. A 

rendelet kimondja, hogy a tagállamoknak biztosítaniuk kell, hogy a GLY tartalmazó növényvédő 

szerek ne tartalmazzanak POE-15-öt. Ez a lépés a POE-15 toxikológiai kockázatai miatt történt, 

mivel az EFSA megállapította, hogy a POE-15 minden vizsgált végponton jelentős toxicitást 

mutatott a GLY-hoz képest (EC, 2016).  
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A POE-15 a Roundup Classic gyomirtószerben a legfontosabb adalékanyagként szerepelt: 

amfipatikus szerkezete révén elősegíti a GLY felszívódását a növények viaszréteggel borított 

kutikuláján keresztül, fokozza a hatóanyag levélfelülethez való tapadását és felszívódását, ezáltal 

növeli a készítmény gyomirtó hatékonyságát, különösen a nehezen irtható gyomfajok esetén 

(MESNAGE et al., 2022b). A POE-15 koncentrációja a Roundup Classic formulációban 15% 

(POE-15 SDS, 2019) volt. 

Tush és Meyer vizsgálata elsőként elemezte a POE-15 talajhoz való kötődését és 

előfordulását különböző amerikai mezőgazdasági területeken. Eredményeik szerint a POE-15 

szignifikánsan erősebben adszorbeálódik a talajhoz, mint a GLY, különösen savas pH-jú közegben 

és kalcium-klorid jelenlétében, ami fokozza az adalékanyag környezeti perzisztenciáját. A kutatás 

újdonsága, hogy több amerikai állam talajmintáiban kimutatták a POE-15 jelenlétét, ráadásul 

nemcsak az adott kezelési évben, hanem a következő vegetációs időszakban is, ami a POE-15 

hosszú távú környezeti jelenlétére utal (TUSH & MEYER, 2016). 

Egy másik tanulmány három különböző összetételű POE-15-formuláció (5:1, 10:1, 15:1 

oxid:faggyúamin-arány) akut toxicitását vizsgálta a Thamnocephalus platyurus nevű vízi 

rákfajnál. Mindhárom változat rendkívül toxikusnak bizonyult: a 48-órás LC50-értékek akár 2,01 

µg/l-re is lecsökkentek a 15:1 arányú formuláció esetén. A vizsgálat alapján a faggyúaminlánc 

rövidülése növeli a toxicitást, míg az oxidlánc hosszának hatása enyhébb volt. Ez arra utal, hogy 

a POE-15 jelentős veszélyt jelenthet a vízi ökoszisztémákra, ahol a készítmény használata elterjedt 

(BRUSCH & SMITH, 2007). 

Laboratóriumi vizsgálatok során a Drosophila melanogaster nőstényeinél megfigyelték, 

hogy a POE-15 önmagában is jelentősen csökkentette az egyedek élettartamát, rontotta a 

mozgásképességet, és gátolta a szaporodóképességet, míg a GLY önmagában nem váltott ki ilyen 

hatásokat. In vitro kísérletek során a nőstény ivarszerveiből származó OSS (ovarian stem sheath 

cells) sejtvonalakon a POE-15 már alacsony koncentrációban is kifejezett citotoxikus hatást 

okozott, míg a GLY toxicitása ezekben a modellekben jóval enyhébbnek bizonyult. A 

megfigyelések arra utalnak, hogy a Roundup formulációk toxikus hatásai nagyrészt a POE-15 

jelenlétéhez köthetők, nem pedig a GLY hatóanyaghoz (BEDNÁŘOVÁ et al., 2020). A POE-15 

önmagában is fokozhatja a sejthártya permeabilitását, oxidatív stresszt idézhet elő, valamint 

mitokondriális károsodást okozhat, ami fokozza a GLY toxikus hatásait (STRILBYTSKA et al., 

2022). 

Hasonló megállapításokat tettek a Dendropsophus minutus, azaz a kis levelibéka ebihalain 

végzett vizsgálatok is, ahol a POE-15 már alacsony, 5 μg/l koncentráció mellett is jelentősen 

megnövelte a genomkárosodás és a mikronukleusz-képződés arányát. A 10 μg/l koncentráció 

minden esetben elhulláshoz vezetett. A vérsejtek morfológiai vizsgálata során a POE-15-nek kitett 
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egyedeknél gyakoriak voltak a lebenyes sejtmagok, míg a GLY-expozíció inkább binukleált 

sejteket eredményezett. A májszövetekben mindkét vegyület kifejezett kóros elváltozásokat 

okozott, ám a POE-15 esetében a hepatotoxikus hatás erőteljesebb volt. Ezek az eredmények arra 

utalnak, hogy a POE-15 nemcsak genotoxikus és mutagén, hanem súlyos májkárosodást is 

kiválthat, különösen érzékeny fejlődési szakaszban lévő kétéltűeknél, ami hosszú távon 

veszélyeztetheti ezen fajok természetes populációit (LOPES et al., 2021). 

Azóta új, POE-15-mentes formulációk kerültek kereskedelmi forgalomba, ezek pontos 

összetétele sok esetben nem transzparens. A POE-15 példája világosan mutatja, hogy a 

növényvédő szerek segédanyagai – a korábbi feltételezésekkel ellentétben – nem feltétlenül 

tekinthetők toxikológiai szempontból hatástalannak vagy „inertnek”. Épp ellenkezőleg, esetenként 

döntő szerepet játszhatnak a készítmények környezeti és biológiai hatásaiban. A vizsgálati 

anyagok összetételét és jellemzését a Mellékletben található 1. táblázat ismerteti részletesen. 

 

2.7. A ROUNDUP CLASSIC JELLEMZÉSE 

 

A Roundup Classic gyomirtó készítmény hatóanyaga a glyphosate izopropilaminsója 

(GLY-IPA), amely jellemzően 360 g/l koncentrációban található meg az oldatban. A készítmény 

emellett segédanyagokat, elsősorban felületaktív szereket is tartalmaz a hatóanyag biológiai 

hozzáférhetőségének növelése érdekében. A biztonsági adatlap továbbá víz, stabilizátorok, pH-

szabályozók, valamint egyéb oldószerként funkcionáló összetevők jelenlétét is jelzi, azonban ezek 

pontos kémiai azonosítását gyakran nem nyilvános, ipari titokként kezelik (MONSANTO, 2015). 

A készítmény biztonsági adatlapja alapján (Mellékletben csatolva) a GLY-IPA besorolása nem 

jelöl akut egészségkárosító hatást a REACH és CLP szerinti szabályozás értelmében, ugyanakkor 

a POE-15 súlyos szem- és bőrirritációt, valamint hosszú távon a vízi szervezetekre mérgező hatást 

fejthet ki (H318, H411) (POE-15 SDS, 2019). Fontos megjegyezni, hogy a formuláció toxikológiai 

hatását elsősorban nem a hatóanyag, hanem a segédanyagok határozzák meg, amelyekre 

vonatkozóan számos in vitro tanulmány mutatott citotoxikus, genotoxikus és apoptotikus 

hatásokat emlős eredetű sejtvonalakon (STRILBYTSKA et al., 2022, YOUNG, 2015, NI et al., 

2024). Az in vitro vizsgálatokban a Roundup-formulációk szignifikánsan toxikusabbnak 

bizonyultak, mint azonos koncentrációjú tiszta GLY: a 24-órás EC50
-érték GLY esetén 16 mM, míg 

a R esetében mindössze 0,008 mM volt (YOUNG, 2015). Emellett egy másik vizsgálat kimutatta, 

hogy a R genotoxikus hatást is kifejt: az Escherichia coli SOS chromotest alapján a GLY-tartalmú 

R DNS-károsító aktivitást mutatott, továbbá a Daphnia magna vízibolhákon végzett toxicitási 

tesztekben már 0,2 g/l koncentráció esetén 50%-os mortalitás (LD50) volt tapasztalható, 0,25–0,5 
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g/l koncentráció pedig teljes elhullást okozott (LD100). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a 

R toxikus és genotoxikus tulajdonságai jelentősen meghaladják a GLY hatását (RAISPULIS et al., 

2009). Egy másik tanulmány bebizonyította, hogy a R már a mezőgazdaságban ajánlott dózisok 

mellett is károsítja a szarvasmarha preimplantált embrióinak fejlődését in vitro, illetve dózisfüggő 

fejlődési leállást, valamint sejthalált okoz. Már rendkívül alacsony koncentrációban (0,9 ppm) is 

kimutathatóan rontotta az embriók életképességét. A kezelés hatására megnőtt az intracelluláris 

kalciumszint, fokozódott az oxidatív stressz, és emelkedett az apoptózis aránya (CAI et al., 2020). 

A POE-15-tartalmú GLY-készítmények forgalmazása 2016–2017-ben megszűnt az 

Európai Unióban, mivel az EFSA és más hatóságok aggodalmukat fejezték ki e segédanyag 

biztonságosságával kapcsolatban. Ez egyúttal a R-készítmény kivonását is jelentette a piacról, 

legalábbis az eredeti összetételben. A Roundup márkanév azonban azóta is létezik, más összetételű 

termékekkel, például POE-15 nélküli formulációkkal. A Roundup Classic és más, POE-15-

tartalmú készítmények in vitro vizsgálatokban jelentős citotoxikus, genotoxikus és apoptotikus 

hatásokat mutattak különböző sejttípusokon, sokszor már alacsony koncentrációk mellett is (DAL’ 

BÓ et al., 2022).  

Környezeti szempontból fontos, hogy a GLY és annak fő metabolitja, az AMPA hosszan 

fennmaradhat talajban és felszíni vizekben, és kimutatható lehet mezőgazdasági területek 

közelében az ivóvízben, üledékben, illetve élelmiszermaradványként is (MÖRTL et al., 2013). A 

fenti tények rámutatnak, hogy a GLY-készítmények hatásait nem elegendő csupán a hatóanyag 

alapján megítélni. A segédanyagok és formulációk önálló és kombinált vizsgálata kulcsfontosságú 

a tényleges kockázatok megértéséhez, különösen a valós expozíciós körülmények 

figyelembevételével. A jelen dolgozat célja e komplex hatások vizsgálata, különös tekintettel a 

Roundup Classic, a POE-15 és a GLY egyedi és együttes hatásmechanizmusaira. A vizsgálati 

anyagok összetételét és jellemzését a Mellékletben található 1. táblázat ismerteti részletesen. 

 

2.8. NEM CÉLSZERVEZETEKRE GYAKOROLT TOXIKUS HATÁSOK 

 

A GLY-t sokáig környezetkímélőnek tartották, mivel a hatásmechanizmusa a kizárólag 

növényekben előforduló sikimisav-útvonal gátlásán alapul, amely az állatokban nem található 

meg. Később toxikus mellékhatásait fedezték fel a humán sejtekben, ahol a citokróm P450 és 

aromatáz enzimek gátlásával fejti ki genotoxikus hatását. 

Az elmúlt évtizedek alatt kiderült, hogy a GBH-k nem csak célszervezetekre képes hatást 

kifejteni, kétéltűeknél és patkányokon végzett vizsgálatok alapján teratogén hatást okoz, mivel 

megzavarja a retinsavas jelátviteli útvonalat (LOPES et al., 2021, PAGANELLI et al., 2010, 

GUERRERO SCHIMPF et al., 2017, ROMANO et al., 2012). Több tanulmány is bizonyította, 
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hogy a GBH citotoxikus hatású placenta- és az embrionális eredetű sejtvonalakon, melyet az 

aromatázok gátlásán keresztül a szteroidhormon-bioszintézisében fejt ki (BENACHOUR & 

SÉRALINI, 2009, GASNIER et al., 2009). Tóth és munkatársai a GLY, AMPA, POE-15, valamint 

13 különböző GLY-alapú gyomirtó szer (GBH) akut és krónikus citotoxicitását vizsgálták 

Aliivibrio fischeri biolumineszcencia-teszttel, illetve hormonális aktivitásukat is elemezték. 

Eredményeik szerint a toxicitás főként a segédanyagokhoz – különösen a POE-15-höz – köthető, 

nem magához a hatóanyaghoz (TÓTH et.al., 2020). A Háhn és munkatársai kimutatták, hogy a 

GLY és egyes GLY-alapú gyomirtók csökkenthetik a Pseudomonas aeruginosa baktérium 

érzékenységét az imipenem antibiotikummal szemben, ami hozzájárulhat az antibiotikum-

rezisztencia kialakulásához. Mivel ezek a vegyületek gyakran együtt fordulnak elő a környezetben, 

kölcsönhatásaik befolyásolhatják a mikrobiális közösségek összetételét és működését (HÁHN et 

al., 2022). 

A GLY és a GBH-k in vitro citotoxikus hatására a sejtvonalak különbözően reagálnak, 

vannak sejtvonalak, melyeknek válasza érzékenyebb, ilyen a humán emberi hepatopoietikus 

Epstein-Barr-vírussal transzformált limfocita Raji-sejtek, a humán hámsejtek HaCaT 

keratinocitasejtek és az NE-4C egér-neuroektodermális őssejtvonal (TOWNSEND et al., 2017, 

QIN et al 2017, SZÉKÁCS et al., 2014). Szakirodalmi adatok alapján számos alkalommal 

vizsgálták a GLY, GBH (Roundup), illetve egy GLY-metabolit (AMPA) genotoxikus, citotoxikus, 

mutagén és hormonkárosító hatását. Szakirodalmi adatokban a sejtproliferációs tesztben (MTT-

teszt) a GLY nyolc humán sejtvonalban gátolta a sejtnövekedést, de két immortalizált normál 

prosztatasejtvonalban nem (YOU et al., 2013). Több tanulmány beszámolt a GBH készítmények 

apoptotikus hatásáról HepG2 sejtvonalon, míg a GLY önmagában általában nem mutatott toxikus 

hatást, vagy csak lényegesen magasabb koncentrációban. Ez azt mutatja, hogy a formulációk 

apoptotikus hatása nagyobb, mint a GLY-é önmagában (GASNIER et al., 2009, MESNAGE et al., 

2013.). In vitro vizsgálatokban a GBH-k MCF7 sejtvonalon erőteljes sejtnövekedést indukálnak 

(THONGPRAKAISANG et al., 2013).  

A fent említett eredmények miatt fokozott figyelmet fordítottak a növényvédő szerek 

előállításához használt segédanyagok toxicitására és lehetséges mellékhatásaira is. A GLY-ot 

általában poliglükozidokkal és polietoxilezett anyagokkal adjuvánsként formulázzák (MESNAGE 

et al., 2019). A faggyúalapú polioxietilénamin (POE-15) a Roundup Classic gyomirtó szer fő 

felületaktív anyaga, a GLY (hatóanyag) tapadását elősegítő anyagként működik, segítve a 

növények felszínén történő adszorpcióját és a növények általi felvételét, valamint megkönnyíti a 

sejtekbe történő bejutást. A POE-15 a GLY-hoz viszonyított fokozott citotoxikus és genotoxikus 

hatását dokumentálták a tudományos szakirodalomban (BENACHOUR & SÉRALINI, 2009, 

MESNAGE et al., 2012, BENACHOUR et al., 2007, MLADINIC et al., 2009, GASNIER et al., 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691513003633


 

21 

 

2009, SZÉKÁCS et al., 2014, TOWNSEND et al., 2017). Az Európai Bizottság határozata (EC, 

2017) alapján a tagállamok a POE-15-öt tartalmazó GBH-ket betiltották. 

Az in vivo mikronukleusz-, az in vitro kromoszómaaberráció- és a comet-

tesztvizsgálatokból megállapították, hogy a GLY/Roundup/AMPA vegyületcsoportnak 

genotoxikus hatás tulajdonítható (KIER et al., 2013, MANAS et al., 2009a, SANTOVITO et al., 

2024). Több különböző GLY-tartalmú gyomirtó szer citotoxikus hatásának vizsgálatánál a 

sejtviabilitás dózisfüggő volt, míg magánál a hatóanyagnál kis mértékben volt tapasztalható 

sejtpusztulás (GASNIER et al., 2009). A Roundup nem klasztogén az in vivo mikronukleusz-

tesztben, ellenben az Ames-tesztben gyenge mutagén hatása mutatkozik (RANK et al., 1993). 

Séralini és munkatársai két éven át végeztek hosszú távú etetéses patkánykísérleteket a Monsanto 

által kifejlesztett NK603 GM kukoricával, valamint a vele együtt is alkalmazott Roundup 

készítménnyel. A vizsgált koncentrációknál már a legkisebb mennyiségű GBH 0,1 ppb, melyet az 

ivóvizükhöz kevertek, is elegendő volt a kezelt állatok élettartamának megrövidüléséhez (a 

kontrollhoz képest) és betegségtünetek kialakulásához. Nemenként változott a hatás, a 

nőstényeknél emlőtumorok, míg a hímeknél máj- és vese-rendellenességek, valamint bőrtumorok 

voltak kimutathatóak (SÉRALINI et al., 2012). Ezen vizsgálatok eredményei is jól tükrözik, hogy 

a növényvédő szerek kockázatértékelésében nagyon fontos a veszélyek azonosítása és az 

expozíció becslése (GILDEN et al., 2010, TAN et al., 2012). 

 

2.9.  IN VITRO VIZSGÁLATI RENDSZEREK TOXIKOLÓGIAI 

ALKALMAZHATÓSÁGA 

 

Az elmúlt évtizedekben a toxikológiai, farmakológiai és környezetanalitikai kutatásokban 

egyre nagyobb hangsúlyt kaptak az in vitro modellek, amelyek a sejtszintű vizsgálatok megbízható 

és etikai szempontból elfogadható alternatíváját jelentik az in vivo állatkísérletekkel szemben. E 

modellek alkalmazása nem csupán a 3R-elv (Replacement, Reduction, Refinement; helyettesítés, 

csökkentés, finomítás) gyakorlati megvalósítását segíti elő, hanem több metodikai, tudományos és 

gazdasági előnnyel is jár. 

Az egyik legfontosabb előny az in vitro rendszerek esetében a kontrollálhatóság. A 

sejttenyészetekben végzett vizsgálatok lehetővé teszik a vizsgálati paraméterek (pl. 

vegyületkoncentrációk, expozíciós idő, tápközeg összetétele) pontos beállítását és reprodukálását, 

ami hozzájárul az adatok konzisztenciájához és az eredmények megbízhatóságához. Ezzel 

szemben az in vivo környezet komplexitása gyakran megnehezíti az egyes változók izolált 

vizsgálatát, mivel a szervezetben párhuzamosan zajló biológiai folyamatok kölcsönhatásai 

elfedhetik vagy módosíthatják az eredeti hatásmechanizmusokat (SOULEYMANE et al., 2025). 
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Egy másik jelentős előny az in vitro rendszerek esetében a csökkentett etikai terhelés. Az 

Európai Unió jogszabályi környezete – különösen a REACH rendelet és az állatvédelmi irányelvek 

– előírják az állatkísérletek számának csökkentését és azok helyettesítését, ahol ez lehetséges 

(EUROPEAN PARLIAMENT AND OF THE COUNCIL, 2006). Az in vitro módszerek, 

különösen validált tesztek esetében, kielégítik ezt az elvárást, és lehetővé teszik a biológiai 

hatásvizsgálatok elvégzését élő állatok felhasználása nélkül. 

Az in vitro rendszerek alkalmasak továbbá a specifikus hatásmechanizmusok célzott 

vizsgálatára is. Egy adott sejttípus – például idegi, máj-, vagy csonteredetű sejtvonal – lehetővé 

teszi, hogy az adott szövet- vagy szervspecifikus toxicitást, például neurotoxikus vagy 

hepatotoxikus hatásokat, pontosabban tanulmányozzuk, mint egy in vivo modell komplex 

szervezetében, ahol az egyes szervrendszerek közötti interakciók torzíthatják az eredményeket 

(SOLDATOW et al., 2013, ALLEN et al., 2005, HALKS-MILLER et al., 1991). Emellett modern 

in vitro technológiák, például 3D sejttenyészetek bevezetésével a biológiai realitás is egyre inkább 

közelíthető az élő szervezethez (MORALES et al., 2016). 

Ugyanakkor fontos megjegyezni, hogy az in vitro rendszerek elsősorban a mechanisztikus 

és sejtszintű hatásvizsgálatokra alkalmasak, és nem képesek a teljes szervezeti válasz (pl. 

metabolizmus, immunreakció, farmakokinetika) komplexitásának modellezésére. Ennek ellenére 

a kezdeti szűrővizsgálatok, a dózis–hatás-összefüggések, illetve a célzott sejttípusokra gyakorolt 

hatások vizsgálatára az in vitro rendszerek elsődlegesen alkalmazhatóak. 

Végezetül elmondható, hogy az in vitro modellek nem csupán etikai és gyakorlati 

alternatívát kínálnak az in vivo kísérletekkel szemben, hanem tudományos szempontból is 

előnyösek azáltal, hogy lehetővé teszik a precíz, gyors és költséghatékony toxicitási vizsgálatokat, 

amelyek egyre nagyobb szerepet kapnak a környezetbiztonsági és egészségvédelmi 

kockázatbecslésben. 

 

2.10. IN VITRO VIZSGÁLATI MÓDSZEREK- ÉS SEJTVONAL-VÁLASZTÁS 

TUDOMÁNYOS ALAPJAI 

 

A dolgozatomban alkalmazott módszerek kiválasztását alapvetően az a cél vezérelte, hogy 

a vizsgált hatások – elsősorban a citotoxicitás, genotoxicitás, apoptózis és sejtciklus-megoszlás – 

minél átfogóbban és érzékenyebben legyenek kimutathatók. E megfontolások alapján több, 

különböző elven alapuló eljárás került alkalmazásra, majd ezek eredményei összehasonlításra. 

A sejtek életképességének meghatározására két különböző módszert használtunk: az MTT-

tesztet, valamint az áramlási citometriás eljárást (Muse™ Count and Viability Kit). Az MTT-teszt 

a világon legelterjedtebb vizsgálati módszer a sejtek életképességének, illetve proliferációjának 
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meghatározására. Vizsgálataimat az ISO 10993-5:2009 (ISO, 2009) alapján végeztem el. Az MTT 

törzsoldatát 1 mg/ml koncentrációban PBS-ben (Sigma-Aldrich) készítettem el frissen, majd az 

oldatot 0,22 µm pórusméretű szűrőn átszűrtem, és 1:100 arányban szérummentes közeggel 

hígítottam. Az MTT halványsárga szubsztrátum (Sigma-Aldrich, MTT -CAS 298-93-1-

Calbiochem), melyet élő sejtekkel inkubálva sötétkék formazán terméket hoz létre. A vizsgálat 

során az adott vizsgálati anyagra már reagált sejtek, amelyek még metabolikusan aktívak (nem állt 

még be a sejthalál a vizsgálati anyag hatására) felveszik a tetrazólium-bromid festékmolekulákat, 

és – főleg a NAD(P)H-függő oxidoreduktáz enzimmeik révén a tertazóliumgyűrű N–N-kötésének 

felhasításával – kék/lila formazánkristályokká redukálják azokat. A gyűrűfelnyílás után a 

formazánlánc végén NH-aminocsoport alakul ki, amely azonban deprotonálódás és a lánc 

konjugált kettős kötéseinek átrendeződésével olyan szerkezetet is felvehet, amelyben az NH-

csoport a lánc másik végén jön létre. A két láncvég oda-vissza-átrendeződése révén létrejövő 

rezonanciaszerkezet egyrészt stabilizálja a formazánláncot, másrészt a stabil konjugált kettős 

kötési rendszer miatt fényelnyelési tulajdonságai megváltoznak (a tetrazóliumállapothoz képest), 

és abszorbanciája spektrofotométerrel 570 nm hullámhosszon mérhető (HUMPAGE et al., 2005). 

A tetrazoliumgyűrű az aktívan működő mitokondriumban hasad fel, így a reakció, mely különböző 

mitokondriális dehidrogenáz enzimek aktivitását méri, csak az életképes sejtekben megy végbe. 

Az MTT-teszt előnye az egyszerű kivitelezhetőség és az alacsony költség, hátránya viszont, hogy 

kevésbé alkalmas a gyors sejtszintű dinamikák, például az apoptotikus sejthalál időbeli követésére 

(MOSSMAN, 1983). Ezzel szemben az áramlási citometria lehetővé teszi az élő, elhalt és 

apoptotikus sejtek szimultán és gyors elkülönítését fluoreszcens festékek segítségével, valamint 

nagyszámú sejt párhuzamos mérését, így statisztikailag is robusztusabb eredmények nyerhetők 

(CUI et al., 2016). 

A genotoxicitás mérésére két eljárást választottunk: az egysejtes gélelektroforézisen 

(SCGE) alapuló úgynevezett comet-tesztet, valamint a DNS-károsodás áramlási citometriás 

detektálását (OLIVE et al., 1990). A comet-tesztnél a kezelt sejteket vékony agarózgélben 

szuszpendáltam mikroszkópos tárgylemezen, majd a lízis és az elektroforézis után a gélt 

fluoreszcens DNS-kötő festékkel (etídium-bromid) festettem meg (KOLLER et al., 2012, SPEIT 

& HARTMANN, 1999, THIEL et al., 2024). Ha a sejtekben DNS-károsodás következik be, a 

kromoszómális DNS és károsodott fragmentumainak az elektroforézis során bekövetkező 

vándorlása a sejtmagból nem egységes sávban, hanem elnyúlt formában, üstökös alakban jelenik 

meg, és minél intenzívebb a DNS-károsodás, általában annál hosszabb lesz az üstökös. A comet-

teszt módszertanát Ostling és Johanson dolgozták ki 1984-ben (OSTLING & JOHANSON, 1984). 

A comet-teszt előnye, hogy közvetlen vizuális képet ad a DNS integritásáról, a sejtenkénti 

károsodás mértékéről, és az alkalikus változata különösen érzékeny az egyszálú DNS-törések 
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kimutatására. Ugyanakkor időigényes, manuális értékelést igényel, és az eredmények 

szubjektivitása is problémás lehet, melyet mi a LUCIA software segítségével számszerűsíteni 

tudtunk és nem arbitrális egységeket alkalmaztunk, ezáltal objektíven tudtuk vizsgálani az 

eredményeinket. Ezzel szemben az áramlási citometria lehetővé teszi a kettős szálú DNS-törések 

kvantitatív, automatizált kimutatását nagy sejtszámon. A két módszer kiegészíti egymást: a comet-

teszt érzékenyebb az egyszálú törésekre, míg az áramlási citometria specifikusabb a komolyabb, 

kettős szálú törésekre. 

Az apoptózis vizsgálatára és a kaszpáz 3/7 enzimek aktivitásának detektálására kizárólag 

áramlási citometriás megközelítést alkalmaztunk, mivel ez a módszer a legalkalmasabb a gyors és 

pontos apoptózis-meghatározásra. Az Annexin V és halott sejtek vizsgálati készletben jól 

elkülöníthetők az élő, korai apoptotikus és késői apoptotikus/nekrotikus sejtek, míg a kaszpáz-

aktivitás kimutatása lehetőséget ad a programozott sejthalál biokémiai úton történő megerősítésére 

is. E módszerek kombinált alkalmazása lehetővé tette a citotoxicitás és genotoxicitás 

hatásmechanizmusainak pontosabb feltérképezését (KHAN et al., 2012). 

A sejtciklus vizsgálatot a Muse™ Cell Cycle Assay Kit (MCH100106, Merck Millipore, 

Budapest, Magyarország) segítségével detektáltuk. Fontos megjegyezni, hogy a sejtciklus az 

eukarióta sejtek osztódási ciklusában pontos időrendben lejátszódó és szigorúan szabályozott 

folyamat jellemzi, melynek következménye, hogy osztódással két, genetikailag azonos sejt jön 

létre. Ezek a folyamatok visszafordíthatatlan változásokat tudnak generálni a ciklusban lévő 

sejtekben. A sejt anyagainak megkettőzödése az interfázisban történik, amelyben a G1, S és G2 

szakaszokat különítünk el. Az M-fázisban a kromoszómák osztódnak ketté a mitózisban, amit a 

citokinézis követ, ezt a két szakaszt együttesen nevezik mitózisnak. A sejtciklusban egy bonyolult 

vezérlő rendszer működik, melynek alapvető komponensei a ciklinfüggő protein kinázok (Cdk). 

Nevüket az aktvitásukhoz szükséges ciklinekről kapták, ez alapján lehetnek Cdk-aktiváló és -gátló 

kinázok, amelyek a Cdk-kat foszforilálják (DARVAS & LÁSZLÓ 2005). 

A megfelelő vizsgálati módszerek kiválasztása a lehető legátfogóbb toxikológiai profil 

felállítását tette lehetővé, különösen az adalékanyagok, mint például a POE-15 vizsgálata során, 

amelyekről korábban kevesebb figyelem irányult. A különböző módszerek együttes alkalmazása 

segítette az eredmények megbízhatóbb értékelését, ami nélkülözhetetlen a növényvédő szerek 

biztonságos használatának megítélésében. 

A doktori kutatásomban alkalmazott sejtvonalak – NE-4C és MC3T3-E1 – kiválasztását 

több szempont határozta meg, melyek egymást kiegészítve biztosították, hogy a vizsgálatok során 

megbízható, összehasonlítható, és biológiailag releváns eredmények szülessenek a GLY-IPA, a 

Roundup Classic formuláció (R), valamint a POE-15 formázószer hatásainak értékeléséhez. 
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Elsődleges szempontként a sejtvonalak érzékenysége szerepelt: célom az volt, hogy olyan 

modellrendszereket alkalmazzak, amelyek képesek kis koncentrációjú vegyszerek hatásait is 

kimutatni. A NE-4C idegi őssejtvonal rendkívül érzékenynek bizonyult, mivel neuroektodermális 

eredetű, hiányzik belőle a funkcionális p53 tumorszupresszor fehérje, valamint képes idegi irányú 

differenciációra retinsav hatására (KUMARASAMY et al., 2022, SCHLETT et al., 1997). Ez a 

kombináció egyedülállóan érzékennyé teszi különféle környezeti toxikus anyagokkal, így a 

növényvédő szerekkel szemben is, különösen a sejthalálhoz vezető folyamatok, mint az oxidatív 

stressz, mitokondriális diszfunkció és apoptózis tekintetében. 

A másik alkalmazott sejtvonal, az MC3T3-E1, egér koponyacsontból származó 

preoszteoblaszt sejtvonal, amely ugyan kevésbé érzékeny, de különösen fontos a csontképzés korai 

fázisainak modellezésére. Kiválasztása részben azzal indokolható, hogy megfigyelések alapján 

kimutattuk, hogy a GLY gátolja ezeknek a sejteknek a felülethez való tapadását – ez a hatás végül 

a GLY specifikus integringátló tulajdonságának felismeréséhez vezetett (SZÉKÁCS et al., 2018). 

További szempontként jelentkezett a vizsgált sejtvonalak szakirodalmi reprezentáltsága, 

amely mindkét sejt esetében alacsonynak bizonyult. Ennek következtében, ezeknek a sejtvonalak 

alkalmazása lehetőséget teremtett arra, hogy a GLY-IPA, R és POE-15 in vitro citotoxicitási és 

genotoxicitási hatásairól új, eddig nem dokumentált adatokkal egészítsem ki a nemzetközi 

tudományos ismeretanyagot. 

Az NE-4C és MC3T3-E1 sejtvonalakat tudatosan választottam ki a kutatásomhoz, 

figyelembe véve azok nagyfokú érzékenységét, biológiai sajátosságaikat, a vizsgálni kívánt 

jelátviteli utakhoz való kapcsolódásukat, valamint azt a törekvést, hogy a már meglévő 

toxikológiai adatokat új, kevéssé vizsgált modellrendszerekkel egészítsem ki. 
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3. ANYAG ÉS MÓDSZER 

 

3.1. SEJTVONALAKON VÉGZETT IN VITRO TESZTEK ELŐKÉSZÍTÉSE 

 

A környezetbe kerülő lehetséges citotoxikus, mutagén, genotoxikus és hormonkárosító 

anyagokra régebben gerinceseken végzett bioteszteket alkalmaztak, melyekben főleg különféle 

rágcsálókat és halakat használtak tesztszervezetként. Ezek a vizsgálatok nem csak drágák, de 

időigényesek is voltak, és szemben álltak az EU direktívájával is, melyben a gerincesek használatát 

helyettesítés, csökkentés és finomítás révén oldják meg (EUROPEAN COUNCIL DIRECTIVE, 

1986). A gerinces állatokon végzett legtöbb vizsgálatok jelenleg állatetikai engedélyhez kötöttek, 

melynél meglehetősen hosszadalmas dokumentációt kell benyújtani a vizsgálni kívánt anyag más 

módon történő vizsgálatával kapcsolatban, és ha megoldható a helyettesítés, akkor az élő gerinces 

tesztszervezet használata nem engedélyezhető. A különféle vegyi anyagok toxikus hatásai 

sejtvonalakon végzett vizsgálatokkal is megállapíthatók, és ezen a tesztek nemcsak gyorsak és 

egyszerűek, de költséghatékonyak is. 

A sejtkultúrák in vitro tenyésztése nemzetközi protokollok részét képezi. Egyrészt az 

állatvédelmi kritériumoknak is megfelel, illetve a segítségével a tesztelés körülményei jobban 

optimalizálhatók. A sejtek tenyésztése és fenntartása több szempontból is előnyös: 

 Míg a legtöbb állati és növényi szerv/szövet több különböző sejttípusból épül fel, addig az 

in vitro sejtkultúrában lehetőség nyílik egyes specifikus sejtfajták elkülönített 

tenyésztésére, tulajdonságait tekintve sokkal homogénebb rendszert eredményezve. 

 In vitro sejtkultúrák esetében a kísérleti körülmények jobban szabályozhatók, hiszen a 

sejtek növekedéséhez optimális körülményeket hozunk létre, ezáltal kisérleteink során a 

tapasztalt változás a vizsgálati anyag hatásának tudható be. In vitro modellekkel az 

extracelluláris környezet mesterségesen előállítható. 

 A szervekben/szövetekben nehéz elkülöníteni a sejtek tulajdonságait, hiszen a sejtek között 

jelenlévő kölcsönhatások hatnak rájuk, sejtkultúrák esetében ez a gond nem jelenik meg. 

 Genetikailag homogén sejtpopuláció akár egyetlen sejtből is könnyen létrehozható. 

 Szervek és szövetek is tenyészthetők in vitro körülmények között, ilyenkor szerv- és 

szövetkultúráról beszélünk. 

 

Megkülönböztetünk primer (elsődleges), illetve szekunder (másodlagos) kultúrákat. Az 

elsőnél az eredeti szervből/szövetből közvetlenül kinyert sejtek egyszeri átoltása történik (3. ábra). 
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3. ábra Primer (elsődleges) sejtkultúra előállításának lépései 

 

A szekunder sejtkultúránál a sejtek a primer kultúrából származnak és passzáltak. Minden 

sejtkultúra esetén létezik oszthatósági határ (lehetséges passzálások száma), amelyet túllépve a 

sejtkultúrában már apoptózis következik be. Érdemes megemlíteni, hogy minden szövet 

szaporítható, bár az izom- és idegsejtek kevésbé. Jól szaporíthatók viszont a fibroblaszt- és 

epitheliális sejtek. A fibroblaszt - (más néven kötőszöveti) sejtek generációs ideje kicsi, felületeken 

gyorsan nőnek, és képesek túlnőni az egyéb szöveteket. Az epitheliális sejtek (más néven 

hámsejtek) között sok specializálódott sejt van, ilyenek például a májsejtek, vesesejtek, tüdősejtek, 

melyeknek közös jellemzője, hogy jó regenerációs képességekkel bírnak. Tapadás tekintetében 

kétféle sejtkultúra létezik, az egyik szuszpenzióban tartható (úszó sejtek), a másik tenyészedény 

falára kitapadva (letapadó/adherens). Vizsgálataink során az utóbbi, letapadó sejtekkel végeztünk 

vizsgálatokat, melyek esetében a sejtek fehérjemátrixot választanak ki, s ennek segítségével 

képeznek réteget (monolayer) a tenyészedény falán. A tenyészedényben a sejtek növekedése 

kezdetben exponenciális, majd lelassul, amíg el nem érik a konfluens összefüggő állapotot 

(MASTERS, 2000). 
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3.2. A SEJTKULTÚRÁK FENNTARTÁSA  

 

In vitro körülmények között a sejteknek optimális feltételeket kell biztosítani a 

növekedéshez és osztódáshoz. Ilyen a megfelelően kiegészített pufferoldat, pl. foszfátpufferelt 

sóoldat (PBS), a tápoldat, valamint a 37°C-os, légközegében 5% CO2-tartalmú és 95% relatív 

páratartalmú inkubátor. A sejtek számára korlátozott mennyiségű szérum/növekedési faktor áll 

rendelkezésre, mert a sejteknek adott, a tenyésztőedény mérete által meghatározott nagyságú 

felület áll rendelkezésre az osztódáshoz. Ezt nevezik sűrűségfüggő sejtosztódásgátlásnak, amit 

régebben kontakt gátlásnak is neveztek. A sejtek osztódása adott sejtsűrűséggel indul, egy ideig 

(sejtkultúránként változó) exponenciális növekedésnek indulnak, majd elérnek egy telítési 

szakaszt, ahol már nem osztódnak tovább, tehát minden sejt G0/G1-fázisba jut. Ebben az állapotban 

szükséges a sejtek passzálása, vagyis áthelyezésük új tenyészedénybe, friss tápfolyadékba és 

kisebb koncentrációban, hogy az osztódás újra meginduljon. Ehhez azonban a sejteket kelátképző 

anyagok és proteáz enzimek segítségével le kell oldani a tenyészedény faláról, és szuszpenzióba 

kell vinni. A proteázok használatával a sejtek közötti kötéseket bontjuk, hogy a sejtek egyesével 

legyenek szuszpenzióba vihetők. Vizsgálatainkban az egyik leggyakoribb proteáz enzimet a 

tripszint használtuk, valamint Ca-kelátor tulajdonságú etilén-diamin-tetraecetsavat (EDTA), 

melyekkel a sejtek könnyen szuszpenzióba vihetők voltak. Hosszú ideig vagy nagy dózisban 

alkalmazva a tripszin-EDTA károsítja a sejtmembránt, és sejthalálhoz vezet, mely hatás azonban 

friss tápfolyadékkal leállítható (MASTERS, 2000, MASTERS & STACEY, 2007). 

 

3.2.1. MEGFELELŐ TÁPKÖZEGKÉSZÍTÉS FELTÉTELEI 

 

A vizsgálatainkban használt tápoldatok már tartalmaznak alapösszetevőket, más összetevőket a 

hosszabb eltarthatóság érdekében utólag szükséges hozzáadni. Az alapösszetevőket már 

tartalmazó tápoldat használatának előnye, hogy olcsóbb, állandó az összetétele, és kisebb a 

fertőzés lehetősége, mintha a teljes tápoldatot magunk készítenénk (MEM, Sigma-Aldrich 1, α-

MEM, Sigma-Aldrich 2). 

A tápfolyadékok állandó összetevői általában a következő fő komponenseket foglalják 

magukba, melyek arányai gyártónként eltérőek (MASTERS, 2000). Ezek közé tartoznak az 

alapvető ionokat tartalmazó sóoldatok (például Na⁺, K⁺, Ca²⁺), nyomelemek (Fe, Cu, Zn), amelyek 

sejtek általi felvétele általában fehérjékhez kötött formában történik, valamint fehérjejellegű 

összetevők, mint a peptidek, növekedési faktorok, hormonok és szállítófehérjék. Emellett a sejtek 

energiaellátásához glükózt, továbbá a megfelelő működéshez szükséges vitaminokat (például 

kolin, folsav, tiamin, biotin) és esszenciális aminosavakat (például lizin, valin, treonin) 



 

29 

 

tartalmaznak. A pH stabil fenntartásához pufferrendszert alkalmaznak, amely tipikusan 4-(2-

hidroxi-etil)-1-piperazinil-etánszulfonsavat (HEPES) vagy más hasonló puffer anyagot foglal 

magában. Opcionálisan indikátor komponensek (pl. fenol-vörös) is jelen lehetnek a pH 

változásának jelzésére. A kész tápfolyadékok részletes összetétele a gyártók hivatalos 

dokumentációiban minden esetben elérhető. 

A sejttenyésztés során kétféle tápfolyadékot alkalmaztunk, amelyeket a szükséges 

komponensekkel kiegészítve használtunk fel. Az Sigma-Aldrich MEM tápfolyadékot 4 mM L-

glutaminnal, 5% foetális borjúszérummal (FBS; Biowest SAS, Franciaország), 100 U/ml 

penicillinnel, 100 μg/ml streptomicinnel, valamint 0,25 μg/ml amfotericin B-vel egészítettük ki. A 

Sigma-Aldrich α-módosított MEM tápfolyadékot (α-MEM) 10% FBS-sel, 2 mM L-glutaminnal, 

100 U/ml penicillinnel, 100 μg/ml sztreptomicinnel és 0,25 μg/ml amfotericin B-vel egészítettük 

ki. Az utólag hozzáadott komponensek befolyásolják a tápközeg mikrobiológiai stabilitását és 

eltarthatóságát, ezért a kész tápoldatokat legfeljebb 30 napon belül használtuk fel. 

 

3.3 A VIZSGÁLATAINKNÁL HASZNÁLT VEGYSZEREK 

A tenyésztőközegekhez szükséges szilárd reagenseket a Reanal Laborvegyszer 

Kereskedelmi Kft-től (Magyarország, Budapest) vásároltuk meg. Minden más reagens a Sigma-

Aldrich Co. LLC-tól (St. Louis, MO, USA) került beszerzésre, hacsak a szöveg másképpen nem 

jelzi. A vizsgálati anyagok közül a GLY-IPA-sót (IPA, CAS No: 386411-94-0) szintén a Sigma-

Aldrich Co. LLC-től szereztük be, mint a GBH-k aktív hatóanyagát. A formulált készítményt helyi 

forgalmazóktól szereztük be a kereskedelemben kapható kiszerelésben, Roundup Classic (R, 

MON2139, Monsanto, Hungary, engedélyszám 02.5/915/2/2010), míg a formázóanyagot 

faggyúalapú polioxietilénamint, más néven POE-15 faggyúamint (EMULSON AG GPE 3SS) a 

gyártó (Lamberti S.p.A., Albizzate, Olaszország) bocsátotta rendelkezésünkre. A GLY-IPA, R és 

POE-15 törzsoldatait frissen készítettük el a megfelelő sejttenyésztő tápfolyadékban a kezelés elött 

(pH 7,4). 

A GLY és a POE-15 vizsgálatokban alkalmazott koncentrációi többféle alakban is 

megadhatók: az adott reagens tömegkoncentrációjában (pl. g/l), százalékos koncentrációban (pl. 

g/100 ml), moláris anyagmennyiség-koncentrációban (pl. mol/l, M), illetve a R azon 

hígításában/koncentrációjában, amelyben az adott összetevő az adott koncentrációban van jelen 

(ez utóbbit neveztem a Roundup Classic készítmányre vonatkoztatott ekvivalens koncentrációnak, 

más néven Roundup-ekvivalens koncentrációnak). A Roundup Classic készítmány koncentrációja 

megadható tömegkoncentrációjában (pl. g/l) vagy százalékos koncentrációban (térfogat%, ml/100 

ml), de moláris anyagmennyiség-koncentrációban (pl. mol/l, M) értelemszerűen nem. A 
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legcélszerűbb tehát a Roundup-ekvivalens koncentráció alkalmazása volt, amely mindhárom 

anyagféleségre értelmezhető, és amelyet a dolgozatban minden esetben térfogat% (ml/100 ml) 

értékben szerepeltetek. Az egyértelműsítés kedvéért szerepeljen itt néhány 

koncentrációmegfeleltetés a GLY és a POE-15 vegyületekre, azok tömeg-, moláris és Roundup-

ekvivalens koncentrációi között. Hígítatlan formában a Roundup Classic (100% Roundup-

ekvivalens koncentráció) 486 g/l vagy 2,13 M GLY és 180 g/l vagy 193 mM POE-15 vegyületet 

tartalmaz. A mezőgazdasági kijuttatáshoz hígított formában a Roundup Classic (2% Roundup-

ekvivalens koncentráció) 9,72 g/l vagy 42,6 mM GLY és 3,6 g/l vagy 3,87 mM POE-15 vegyületet 

tartalmaz. A vizsgált koncentrációtartomány alsó határán a Roundup Classic (0,0001% Roundup-

ekvivalens koncentráció) 48,6 mg/l vagy 213 µM GLY és 18,0 mg/l vagy 19,3 µM POE-15 

vegyületet tartalmaz. 

 

3.4. A VIZSGÁLATAINKNÁL HASZNÁLT SEJTKULTÚRÁK 

 

Szakirodalmi adatok igazolták, hogy a GLY hatást gyakorol különféle emlőssejtvonalakra, 

ezért mi olyan, emlősökből származó sejtvonalakon kívántuk vizsgálni a GLY, R és POE-15 

hatását, amelyeket az eddigi szakirodalom nem, vagy csak kevésszer említ. Választásunk két 

egyedi, egéreredetű sejtvonalra esett. Nagyfokú érzékenysége miatt választottuk a 

neuroektodermális NE-4C idegi őssejtvonalat, melynek egyedi sajátossága, hogy hiányzik belőle 

a funkcionális p53 tumorszupresszor fehérje és idegi differenciációját a retinsav jelentős 

mértékben indukálja (SCHLETT & MADARÁSZ, 1997, SCHLETT et al., 1997, HEBERTH et 

al., 2005). Utóbbi jellegzetesség érdekesnek mutatkozott, hiszen a GLY hatóanyagot kapcsolatba 

hozták a retinsavas jelátadási mechanizmussal. Másik emlőssejtvonalként az előbbinél valamivel 

kevésbé érzékeny MC3T3-E1 sejtvonalat választottuk, részint mert ez a sejtvonal is összefüggésbe 

hozható a retinsavas jelátadási mechanizmussal (NAKAYAMA et al., 1990, NAGASAWA et al., 

2005), részint pedig, mert előzetes megfigyeléseink szerint a GLY hatékonyan gátolta ennek a 

spontán transzformáció útján képződött csontképző prekurzor (preoszteoblaszt) sejtnek 

(TOWLER & ST. ARNAUD, 2002) a felületre történő letapadási képességét, mely végül 

elvezetett a GLY specifikus integringátló hatásának felismeréséhez (SZÉKÁCS et al., 2018). 

A 9-napos transzgenikus egérembrió elő- és középagyi vezikuláiból készített, primer agyi 

sejtkultúrákból származó NE-4C sejtvonalat Dr. Madarász Emília (MTA Kísérleti 

Orvostudományi Kutatóintézet, Budapest) bocsájtotta a rendelkezésünkre. A sejteket minimum 

esszenciális tápfolydékban (MEM) tenyésztettük, amely 4 mM glutamin, 5% FBS (Biowest SAS, 
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Franciaország), 100 U/ml penicillin, 100 mg/ml streptomicin és 0,25 μg/ml amfotericin B 

összetevőket tartalmazott. 

A C57BL/6 egérkoponyából származó MC3T3-E1 sejtvonalat kereskedelmi forgalomból 

(99072810 Sigma-Aldrich) szereztük be. A sejteket α-módosított MEM (α-MEM) folyadékban 

tenyésztettük, amelyet 10% FBS, 2 mM L-glutamin, 100 U/ml penicillin, 100 µg/ml sztreptomicin 

és 0,25 µg/ml amfotericin B összetevőkkel egészítettük ki. 

A sejtvonalakat a 37°C-os, légközegében 5% CO2-tartalmú és 95% relatív páratartalmú 

inkubátorban tenyésztettük. A 80%-os konfluencia elérésekor a sejteket 0,05% (w/v) tripszin és 

0,02% (w/v) EDTA reagenseket tartalmazó oldattal passzáltuk. 

 

3.5. MTT-REDUKCIÓS TESZT 

 

Az MTT-ből keletkező formazán mennyisége egyenesen arányos a sejtszámmal 

(MOSSMAN, 1983). A szukcinát-dehidrogenázok gátlásának dózis–válasz-kapcsolatát a vizsgált 

anyagok sorozatos hígításával jellemeztem, melyből a gátlási középértékeket (IC50, adott vegyület 

azon koncentrációja, ahol a gátló hatása 50%-os mértékű) nemlineáris regresszióval számoltam ki, 

Rodbard logisztikus (szimmetrikus szigmoid görbét feltételező, 4-paraméteres) egyenletének 

(RODBARD, 1981) felhasználásával.  

Az NE-4C és MC3T3-E1 sejteket 5×104 sejt/ml koncentrációban 96-lyukú sejttenyésztő 

edénybe (Thermofisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) ültettem. A 24-órás 

előinkubációs fázist követően a sejteket további 24 órán keresztül kezeltem a vizsgálati 

anyagokokkal (GLY-IPA, R és POE-15), 200 µl/lyuk mennyiségben. A negatív kontrollkezelésnél 

a sejteket tápfolyadékkal kezeltem, és a sejteket ugyanolyan körülmények között ültettem le, mint 

a vizsgálati anyaggal kezelteket.  

Az NE-4C és MC3T3-E1 sejtvonalak kezelése során alkalmazott koncentrációk minden 

esetben Roundup-ekvivalens értékek alapján kerültek meghatározásra. Az NE-4C sejtvonalon 

vizsgált koncentrációk GLY-IPA esetében 0,0184%, 0,0441%, 0,1058%, 0,181% 0,254% és 0,85% 

R-egyenértékű oldatnak feleltek meg, amelyek a hatóanyag szempontjából 89,42 µg/ml, 214,33 

µg/ml, 514,19 µg/ml, 879,66 µg/ml, 1234,44 µg/ml, 4131 µg/ml GLY-IPA-koncentrációnak 

felelnek meg. A R-kezelésnél alkalmazott koncentrációk sorrendben 0,0009%, 0,0013%, 

0,0018%, 0,0026%, 0,0036%. A POE-15-kezelések esetében a vizsgálat során alkalmazott R-

ekvivalens koncentrációk sorrendben a következők voltak; 0,000194%, 0,000338%, 0,000775%, 

0,00155% és 0,00387%. Ezek a koncentrációk a POE-15-tartalom szempontjából 0,35 µg/ml, 0,61 

µg/ml, 1,40 µg/ml, 2,81 µg/ml, valamint 7,02 µg/ml POE-15-koncentrációnak felelnek meg. 
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Az MC3T3-E1 sejtvonalon vizsgált koncentrációk GLY-IPA esetében a 0,22%, 0,31%, 

0,43%, 0,61%, 0,85% R-egyenértékű oldatnak feleltek meg, amelyek a hatóanyag szempontjából 

1075,52 µg/ml, 1505,63 µg/ml, 2107,78 µg/ml, 2950,51 µg/ml és 4131,00 µg/ml GLY-IPA-

koncentrációnak felelnek meg. A R-kezelésnél alkalmazott koncentrációk sorrendben 0,00185%, 

0,0023%, 0,005%, 0,007%, 0,01%. A POE-15-kezelések esetében a vizsgálat során alkalmazott 

R-ekvivalens koncentrációk sorrendben a következők voltak; 0,0019%, 0,0026%, 0,0037%, 

0,0052%, 0,0072%, és 0,0101%. Ezek a koncentrációk a POE-15-tartalom szempontjából 3,39 

µg/ml, 4,68 µg/ml, 6,68 µg/ml, 9,37 µg/ml, 13,12 µg/ml valamint 18,39 µg/ml POE-15-

koncentrációnak felelnek meg. 

A kezelést követően a tápfolyadékot eltávolítottam, a lemezeket PBS pufferrel (Sigma-Aldrich) 

mostam, majd minden lyukba az MTT-oldatból lyukanként 100 µl mennyiséget adagoltam, és 3 

órán át 37 °C-on inkubáltam. Az inkubációt követően a felülúszókat eltávolítottam, 100 µl/lyuk 

DMSO-t adtam az elegyekhez, és a lemezt 5 percig szobahőmérsékleten inkubáltam, Az optikai 

sűrűséget SpectraMax iD3 Multi-Mode Microplate Reader (Molecular Devices, San Jose, CA, 

USA) segítségével határoztam meg 570 nm hullámhosszon és 620 nm referencia-hullámhosszon. 

A sejtek életképességét a kezeletlen kontroll relatív százalékából számoltam ki (HORIUCHI et al., 

1988). A kísérleteinkben 3 független kezelést végeztem el 6 koncentrációban a sejtek 

életképességének meghatározására. (MOSSMAN, 1983, VIRAG et al., 1995). 

 

3.6. COMET-TESZT 

 

A comet-teszt egysejtes gélelektroforézis (SCGE), amely nagyon érzékeny és gyors 

fluoreszcens mikroszkópos módszer a DNS károsodásának az egyedi sejt szintjén történő 

kimutatására. Többféle variációt alakítottak ki, az egyszálú és a kettős szálú DNS-törések 

kimutatására, oxidatív DNS-kárososások észlelésére és a DNS-javító rendszer helyes/sérült 

működésének detektálására. Főbb típusai közül a legelterjedtebb az egyszálú DNS-törések 

kimutatására szolgáló alkalikus comet-teszt, ahol a pH-tartomány 13 felett van. Az alkalikus 

comet-teszt esetén egy enzimspecifikus verziót is kidolgoztak, ahol a pH-t 12,1 értékre kell 

beállítani. A kettős szálú DNS-törések kimutatására a neutrális comet-teszt elfogadott, ahol a pH 

értéke 8, és ezt követően 300 mM-os NaOH adagolásával az egyszálú DNS-törések is a mérhetővé 

válnak. 

A DNS-károsodások speciális eseteinek kimutatását a comet-teszt esetén a különböző 

DNS-javító enzimek teszik lehetővé, mint például a bázisspecfikus glikoláz (Fpg) vagy az 

endonukleáz (EndoIII) enzimek használata. A jelenlegi vizsgálatban a comet-teszt alkalikus lízis 
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változatát használtam (OLIVE et al., 1990), és a lízist elektroforézis is követte enyhén lúgos 

körülmények között (pH 12,1). A sejteket 6-lyukú sejttenyésztő lemezekre (Thermofisher 

Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) 1,5× 105 sejt/lyuk sűrűséggel ültettem le, 24 órán 

keresztül inkubáltam, majd elvégeztem a különböző koncentrációjú GLY-IPA-, R- vagy POE-15-

kezelést MEM, illetve α-MEM tápközegben. Az NE-4C sejtvonalon vizsgált koncentrációk GLY-

IPA esetében 0,015%, 0,032%, 0,072%, 0,133%, 0,241%, 0,436% R-egyenértékű oldatnak feleltek 

meg, amelyek a hatóanyag szempontjából 72,90 µg/ml, 155,52 µg/ml, 351,31 µg/ml, 644,08 

µg/ml, 1171,05 µg/ml, 2119,60 µg/ml GLY-IPA-koncentrációnak felelnek meg. A R-kezelésnél 

alkalmazott koncentrációk sorrendben 0,00011%, 0,00019%, 0,00035%, 0,00065%. A POE-15-

kezelések esetében a vizsgálat során alkalmazott R-ekvivalens koncentrációk sorrendben a 

következők voltak; 0,000004%, 0,000009%, 0,000036%, 0,00005%, 0,00008%, 0,00011%. Ezek 

a koncentrációk a POE-15-tartalom szempontjából 0,02 µg/ml, 0,04 µg/ml, 0,17 µg/ml, 0,24 

µg/ml, 0,39 µg/ml valamint 0,53 µg/ml POE-15-koncentrációnak felelnek meg. 

Az MC3T3-E1 sejtvonalon vizsgált koncentrációk GLY-IPA esetében a 0,0722%, 

0,1189%, 0,1784%, 0,2676%, 0,4013% R-egyenértékű oldatnak feleltek meg, amelyek a 

hatóanyag szempontjából 351,03 µg/ml, 578,13 µg/ml, 867,22 µg/ml, 1300,85 µg/ml, 1951,23 

µg/ml GLY-IPA-koncentrációnak felelnek meg. A R-kezelésnél alkalmazott koncentrációk 

sorrendben 0,00131%, 0,00184% 0,00257%, 0,0036%, 0,005%. A POE-15-kezelések esetében a 

vizsgálat során alkalmazott R-ekvivalens koncentrációk sorrendben a következők voltak; 

0,0018%, 0,0038%, 0,005%, 0,007%, 0,01%, 0,014%. Ezek a koncentrációk a POE-15-tartalom 

szempontjából 3,27 µg/ml,6,90 µg/ml, 9,08 µg/ml, 12,71 µg/ml, 18,16 µg/ml valamint 25,42 

µg/ml POE-15-koncentrációnak felelnek meg. 

A 24-órás kezelést követően a sejteket Eppendorf-csövekbe (Thermofisher Scientific, 

Waltham, Massachusetts, USA) tettem. A kezelt és kezeletlen sejteket (30 µl) 120 µl PBS-ben 

(Sigma-Aldrich) szuszpendáltam a csövekben. Az alacsony olvadáspontú agarózt (LMA, 150 µl 

1%, Sigma, St. Louis, MO, USA) 55 °C-ra melegítettem, 37 ºC-os vízfürdőben tartottam, majd a 

sejtekkel összekeverve a szuszpenziót mikroszkópos tárgylemezre pipettáztam (normál 

olvadáspontú agarózzal előkezelve, NMA). A negatív és pozitív kontrollok a MEM tápfolyadék 

és 0,01% hidrogén-peroxid voltak. A pozitív kontroll készítése során 20 µl 0,01%-os hidrogén-

peroxidot és 30 µl kezeletlen sejteket tartalmazó tápfolyadékot 100 µl PBS-ben szuszpendáltam, 

és 20 percig 4°C hőmérsékleten sötétben tartottam. A lízist 1 órán keresztül 4 °C-on végeztem 

lízispufferben, amely NaCl, EDTA, Tris és NaOH összetevőket 146,4, 37,2, 1,2, illetve 8 g/l 

koncentrációban tartalmazott, és közvetlenül a felhasználás előtt 1,1% (v/v) koncentrációban 

Triton X-100 adalékot adtam hozzá. 1 óra elteltével a tárgylemezeket 40 percre áttettem a frissen 

készített 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 öblítő pufferbe helyeztem az 

elektroforéziskamrába 25 V feszültség alatt. Ezt követően a tárgylemezeket kiemeltem a pufferből, 

és 15 percre semlegesítő pufferbe (48,5 g/l koncentrációjú Tris, 3% (v/v) HCl-t tartalmazó 

desztillált vízben) helyeztem. A comet-teszt lépéseit követően a mintákat végül 50 µl, 20 µg/ml 

etídium-bromiddal festettem meg sötétben, szobahőmérsékleten, és meghatároztam a comet-teszt 

fő mérhető egységeit (faroknyomaték, a farokban és a fejben lévő DNS százalékos aránya) 

fluoreszcens mikroszkóppal (Nikon Eclipse E600 vagy Olympus IX73) a LUCIA™ Comet Assay 

3.5 szoftver (Laboratory Imaging, s.r.o., Prága, Cseh Köztársaság) segítségével mértem (4. ábra). 

A szoftver használata különösen a különböző paraméterek (fej-DNS (%), farok-DNS (%), 

farokhossz, faroknyomaték, olivanyomaték, fejfelület, farokfelület) sorát is biztosítja, amelyek 

segítenek a DNS-károsodás mértékének meghatározásához. Ezeket a paramétereket előnyben 

részesítjük a kézi pontozási módszerrel szemben, mivel a statisztikai elemzések során az 

numerikus adatok könnyebben értelmezhetők a diszkrét pontértékeknél. Kísérleteinkben a DNS-

károsodás leírására a faroknyomatékot használtuk, mert az a sérült DNS-komplex értékét írja le, 

de a farok DNS százalékos aránya is megbízható paraméter. 

 

 

 

4. ábra A comet-teszt folyamata 

 

Kísérleteimben 3 független kezelést végeztem (egy tárgylemezen 50 sejtet mértem) a DNS-

károsodás mértékének meghatározásához. A vizsgált paramétereket az 5. ábra mutatja be. 

 

 

5. ábra A comet-teszt képalkotása a kezelt sejtről, illetve a vizsgált paraméterek bemutatása. 
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3.7. ÁRAMLÁSI CITOMETRIA 

 

A Muse™ Cell Analyzer (Merck Millipore, Budapest, Magyarország) az egysejtes 

elemzéshez fluoreszcens detektorral felszerelt mikrokapilláris-citometriás készülék. Nagy 

sejtmennyiség gyors, többparaméteres vizsgálatát teszi lehetővé, rövid időn belül sok sejtet 

vizsgál, egyetlen vizsgált sejtről egyidejűleg több paramétert képes megadni. A folyadékokban 

lévő sejtek mikrokapilláris cső segítségével egyesével haladnak el a lézer előtt. A detektorok 

meghatározzák a sejt méretét, illetve a lézer gerjeszteni képes a fluorszcens molekulákat, amik a 

rájuk jellemző hullámhosszúságokon nyelik el, illetve emittálják a fényt. A kibocsájtott 

fluoreszcens fényt optikai szűrőkkel vagy dikroikus tükrökkel terelik a megfelelő detektorhoz. A 

sejtek, melyek folyadékban vannak egy „köpenyfolyadék” (általában PBS) által rendeződnek 

sorba, ezáltal a sejtek egymás után, egyesével haladnak a kapillárisban, és a lézerfény erre a 

kapillárisban sorban haladó sejtekre fókuszál (6. ábra).  

A Muse™ Cell Analyzer az általunk használt vizsgálati tesztrendszerekben az 

eredményeket „Dot plot” (pontdiagram) alakban ábrázolta, mely az áramlási citometriás 

vizsgálatok egyik jellegzetes megjelenítési formája. Az ábrázolás kéttengelyű 

koordinátarendszerben a vizsgált sejteket a beállított két paraméter függvényében helyezi el. 

Ebben a koordinátarendszerben minden egyes megjelenített pont egy-egy sejtnek felel meg. Az 

azonos sejtcsoportba tartozó sejtek nagyobb halmazokat, sejtpopulációt alkotnak. Az egyes 

sejtpopulációk ezt követően kiválaszthatók (ezt nevezik „kapuzásnak”), és külön-külön 

vizsgálhatók más paraméterekre. Az általunk választott vizsgálati tesztek mérésénél a DNS- és 

RNS-tartalom mérése volt az elsődleges szempont, hiszen így állapítottuk meg a DNS-károsodás 

és az apoptózis mértékét, illetve a sejtciklusok alakulását is. Az életképességi vizsgálatban használt 

tesztrendszerben, melyet áramlási citometriával végeztünk el, a használt festék a propídium-jodid 

(PI) volt, amely – szerkezeti analógjához, az etídium-bromidhoz hasonlóan, ám annál lényegesen 

erősebb DNS-kötődési affinitással rendelkezik (CHOU et al., 1987), ugyanakkor enyhébb 

mutagenitást, de 20-30-szor erősebb fluoreszcenciát mutat – olyan, a DNS-hez kötődni képes 

fluoreszcens molekula, amely az élő sejtek membránján nem jut át (MCCOY, 2002, 

DARZYNKIEWICZ et al., 2010.). 
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6. ábra Az áramlási citométer működési elve 

 

A készüléket a gyártó számos, az adott sejtjellemzőkre – többek között az életképességre, 

az apoptózisra és a DNS-károsodásra, valamint a sejtek jelátvitelére – specifikus fluoreszcens 

reagenseket használó vizsgálati készletével használtuk. A sejteket az egyes vizsgálati típusokhoz 

hasonlóan előkezeltük. Így az NE-4C és MC3T3-E1 sejteket 24-lyukú sejttenyésztőlemezekre 

ültettük le 5×104 sejt/lyuk sűrűséggel, majd 24-órás előinkubációt végeztünk CO2-inkubátorban. 

Ezt követően a sejteket 24 órán át különböző koncentrációjú vizsgálati vegyületekkel kezeltük, 

majd a megfelelő vizsgálati készletet alkalmaztunk a gyártó utasításai szerint, és a mintákat a 

megfelelő szoftvermodul segítségével elemeztük. Kísérleteinkben 3 független kezelést végeztünk 

az áramlási citometriával. 

 

3.7.1. A SEJTEK ÉLETKÉPESSÉGÉNEK MEGHATÁROZÁSA ÁRAMLÁSI 

CITOMETRIÁVAL 

 

A vizsgálati anyagokkal való 24-órás inkubációt követően a sejteket Eppendorf-csövekbe 

(Thermofisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) gyűjtöttük. A Muse™ Count and 

Viability Kit (MCH100102, Merck Millipore, Budapest, Magyarország) segítségével áramlási 
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citometriának vetettük alá, minden kezelésnél 532 nm hullámhosszon detektáltuk az optikai 

sűrűséget, és a Muse™ Count and Viability szoftvermodul segítségével kiszámítottuk az életképes 

sejtek számát (sejt/ml), az összes sejt számát (sejt/ml) és a minták %-os életképességét. A Muse™ 

Count and Viability Kit két kulcsfontosságú paramétert detektál; a sejtszámot és az életképességet, 

az előbbinél a készlet lehetővé teszi a sejtek teljes számának gyors és pontos meghatározását a 

mintában. A vizsgálati készlet fluoreszcens festéket tartalmaz, amely specifikusan kötődik a 

sejtekhez, így azok könnyen detektálhatók és megszámolhatók a Muse™ Cell Analyzer 

segítségével. Az életképességnél a készlet érzékeli a sejtek életképességét azáltal, hogy 

különbséget tesz az élő és az elhalt sejtek között. Ez két különböző fluoreszcens festék 

kombinációjával történik; 

 propidium-jodid (PI), amely csak a membránintegritását elvesztett sejtekbe tud bejutni, 

tehát csak az elhalt vagy sérült sejtek magját festi meg. Mivel a PI nagy, pozitív töltésű 

molekula, az ép sejtmembránon nem képes áthatolni, ezért a festék a sérült vagy elhalt 

sejtek DNS-éhez kötődve fluoreszcens jelzést ad. 

AO (Acridin Orange/Akridin narancs), amely bejut az összes sejtbe, függetlenül attól, hogy 

élők vagy elhaltak, és interkalálódik a sejtmag DNS-ébe, fluoreszcens jelzést adva. Az AO főként 

az élő sejtek detektálására szolgál, mivel az élő sejtek membránja ép, és a festék megfelelően 

kötődik a DNS-hez (Muse™ Count and Viability Kit User Guide).  

A sejteket 6-lyukú sejttenyésztő lemezekre (Thermofisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA) 1,5× 105 sejt/lyuk sűrűséggel ültettem le, 24 órán keresztül inkubáltam, majd 

elvégeztem a különböző koncentrációjú GLY-IPA-, R- vagy POE-15-kezelést MEM, illetve α-

MEM tápközegben. Az NE-4C sejtvonalon vizsgált koncentrációk GLY-IPA esetében 0,0184%, 

0,0441%,  

0,1058%, 0,181%, 0,254%, 0,85% R-egyenértékű oldatnak feleltek meg, amelyek a hatóanyag 

szempontjából 89,42 µg/ml, 214,33 µg/ml, 514,19 µg/ml, 879,66 µg/ml, 1234,44 µg/ml, 4131 

µg/ml GLY-IPA-koncentrációnak felelnek meg. A R-kezelésnél alkalmazott koncentrációk 

sorrendben 0,0009%, 0,0013%, 0,0018%, 0,0026%, 0,0036%. A POE-15-kezelések esetében a 

vizsgálat során alkalmazott R-ekvivalens koncentrációk sorrendben a következők voltak; 

0,000011%, 0,0000155%, 0,000194%, 0,000338%, 0,000775%, 0,00155%. Ezek a koncentrációk 

a POE-15-tartalom szempontjából 0,020 µg/ml, 0,028 µg/ml, 0,353 µg/ml, 0,614 µg/ml, 1,408 

µg/ml, 2,817 µg/ml POE-15-koncentrációnak felelnek meg. 

Az MC3T3-E1 sejtvonalon vizsgált koncentrációk GLY-IPA esetében a 0,2213%, 

0,3098%, 0,4337%, 0,6071%, 0,85%, 1,3% R-egyenértékű oldatnak feleltek meg, amelyek a 

hatóanyag szempontjából 1075,52 µg/ml, 1505,63 µg/ml, 2107,78 µg/ml, 2950,51 µg/ml, 4131 

µg/ml, 6318 µg/ml GLY-IPA-koncentrációnak felelnek meg. A R-kezelésnél alkalmazott 
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koncentrációk sorrendben 0,00185%, 0,0023%, 0,005%, 0,007%, 0,01%. A POE-15-kezelések 

esetében a vizsgálat során alkalmazott R-ekvivalens koncentrációk sorrendben a következők 

voltak; 0,0019%, 0,0026%, 0,0037%, 0,0052%, 0,0072%, 0,0101%. Ezek a koncentrációk a POE-

15-tartalom szempontjából 3,39 µg/ml, 4,68 µg/ml, 6,68 µg/ml, 9,37 µg/ml, 13,12 µg/ml, 18,39 

µg/ml POE-15-koncentrációnak felelnek meg. Az eredményeinket a negatív kontrollhoz képest 

százalékban fejeztük ki. 

 

3.7.2. A SEJTEK DNS-KÁROSODÁSNAK MEGHATÁROZÁSA ÁRAMLÁSI 

CITOMETRIÁVAL 

 

A sejteket a Muse™ Multi-colour DNA-Damage Kit (MCH200107, Merck Millipore, 

Budapest, Magyarország) használati utasításának leírása szerint készítettük elő. A Muse™ Multi-

Colour DNA-Damage Kit speciális festékkészletet tartalmaz, amely a sejtekben bekövetkezett 

DNS-károsodást detektálja és kvantifikálja, több paraméter egyidejű mérésére is alkalmas. A 

készlet specifikusan a H2A.X foszforilációját (p-H2A.X) és a p53 fehérje stabilizálódását és 

foszforilációját detektálja a következőképpen; 

 H2A.X foszforiláció (p-H2A.X): Ez egy jól ismert marker a kettős szálú DNS-törések 

(DSBs) jelenlétére. Amikor a sejt DNS-károsodást szenved el, a H2A.X fehérje egy 

speciális formájának, a foszforilált H2A.X-nek a szintje megemelkedik. Ez a marker a 

DNS-törések felismerésére szolgál. 

 p53 fehérje stabilizálódása és foszforilációja: A p53 tumorszuppresszor fehérje, amely 

szintén részt vesz a DNS-károsodásra adott válaszban. A DNS-károsodás hatására a p53 

stabilizálódik, foszforilálódik, és ennek következtében szintje megemelkedik a sejtben. 

A Muse™ Multi-Colour DNA-Damage Kit tehát két fontos biomarkert detektál, amelyek a 

sejtekben bekövetkezett DNS-károsodásra utalnak. A detektált jelek alapján meg lehet határozni, 

hogy a sejtek milyen mértékben szenvedtek el DNS-károsodást, ami fontos információ lehet a 

sejtciklus, a sejthalál vizsgálatában (Muse™ Multi-Colour DNA-Damage Kit User Guide).  

A sejteket 6-lyukú sejttenyésztő lemezekre (Thermofisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA) 1,5× 105 sejt/lyuk sűrűséggel ültettem le, 24 órán keresztül inkubáltam, majd 

elvégeztem a különböző koncentrációjú GLY-IPA-, R- vagy POE-15-kezelést MEM, illetve α-

MEM tápközegben. Az NE-4C sejtvonalon vizsgált koncentrációk GLY-IPA esetében 0,015%, 

0,092%, 0,101%, 0,114%, 0,129%, 0,146% R-egyenértékű oldatnak feleltek meg, amelyek a 

hatóanyag szempontjából 72,83 µg/ml, 446,66 µg/ml, 490,36 µg/ml, 553,48 µg/ml, 626,30 µg/ml, 

708,84 µg/ml GLY-IPA-koncentrációnak felelnek meg. A R-kezelésnél alkalmazott koncentrációk 

sorrendben 0,0013%, 0,0016%, 0,0018%, 0,002%, 0,0023%. A POE-15-kezelések esetében a 
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vizsgálat során alkalmazott R-ekvivalens koncentrációk sorrendben a következők voltak; 

0,00005%, 0,00008%, 0,00011%, 0,00015%, 0,00021%, 0,0003%. Ezek a koncentrációk a POE-

15-tartalom szempontjából 0,09 µg/ml, 0,15 µg/ml, 0,20 µg/ml, 0,27 µg/ml, 0,38 µg/ml, 0,55 

µg/ml POE-15-koncentrációnak felelnek meg. 

Az MC3T3-E1 sejtvonalon vizsgált koncentrációk GLY-IPA esetében a 0,0325%, 

0,0722%, 0,1189%, 0,1784%, 0,2676% R-egyenértékű oldatnak feleltek meg, amelyek a 

hatóanyag szempontjából 157,86 µg/ml, 350,70 µg/ml, 577,59 µg/ml, 866,40 µg/ml, 1299,63 

µg/ml GLY-IPA-koncentrációnak felelnek meg. A R-kezelésnél alkalmazott koncentrációk 

sorrendben 0,00131%, 0,00184% 0,00257%, 0,0036%, 0,005%. A POE-15-kezelések esetében a 

vizsgálat során alkalmazott R-ekvivalens koncentrációk sorrendben a következők voltak; 

0,000005%, 0,00005%, 0,0038%, 0,005%, 0,007%, 0,01%. Ezek a koncentrációk a POE-15-

tartalom szempontjából 0,01 µg/ml, 0,09 µg/ml, 6,91 µg/ml, 9,09 µg/ml, 12,73 µg/ml, 18,18 µg/ml 

POE-15-koncentrációnak felelnek meg. 

 

3.7.3. APOPTÓZIS- ÉS KASZPÁZ 3/7-AKTIVITÁS MEGHATÁROZÁSA ÁRAMLÁSI 

CITOMETRIÁVAL 

 

A sejtek apoptózis-státuszának elemzését a Muse™ Annexin V and Dead Cell Kit és a 

Muse™ Caspase 3/7 Assay Kit (MCH100105 és MCH100108, Merck Millipore, Budapest, 

Magyarország) segítségével végeztük.  

A sejteket 6-lyukú sejttenyésztő lemezekre (Thermofisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA) 1,5 × 105 sejt/lyuk sűrűséggel ültettem le, 24 órán keresztül inkubáltam, 

majd elvégeztem a különböző koncentrációjú GLY-IPA-, R- vagy POE-15-kezelést MEM, illetve 

α-MEM tápközegben. Muse™ Annexin V and Dead Cell Kit vizsgálatnál az NE-4C sejtvonalon 

vizsgált koncentrációk GLY-IPA esetében 0,0077%, 0,0184%, 0,0441%, 0,1058%, 0,254% R-

egyenértékű oldatnak feleltek meg, amelyek a hatóanyag szempontjából 37,42 µg/ml, 89,42 µg/ml, 

214,33 µg/ml, 514,19 µg/ml, 1234,44 µg/ml GLY-IPA-koncentrációnak felelnek meg. A R-

kezelésnél alkalmazott koncentrációk sorrendben 0,0009%, 0,0013%, 0,0018%, 0,0026%, 0,0036 

%. A POE-15-kezelések esetében a vizsgálat során alkalmazott R-ekvivalens koncentrációk 

sorrendben a következők voltak; 0,000194%, 0,000388%, 0,000775%, 0,00155%. Ezek a 

koncentrációk a POE-15-tartalom szempontjából 0,35 µg/ml, 0,70 µg/ml 1,41 µg/ml, 2,81 µg/ml 

POE-15-koncentrációnak felelnek meg. 

Az MC3T3-E1 sejtvonalon vizsgált koncentrációk GLY-IPA esetében a 0,0185%, 0,044%, 

0,106%, 0,254%, 0,31%, 0,61% R-egyenértékű oldatnak feleltek meg, amelyek a hatóanyag 

szempontjából 89,91 µg/ml, 213,84 µg/ml, 515,16 µg/ml, 1234,44 µg/ml, 1506,60 µg/ml, 2964,61 
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µg/ml GLY-IPA-koncentrációnak felelnek meg. A R-kezelésnél alkalmazott koncentrációk 

sorrendben 0,0013%, 0,0018%, 0,0026%, 0,0036%, 0,005%, 0,007%. A POE-15-kezelések 

esetében a vizsgálat során alkalmazott R-ekvivalens koncentrációk sorrendben a következők 

voltak; 0,00007%, 0,0001%, 0,00645%, 0,01%, 0,02%. Ezek a koncentrációk a POE-15-tartalom 

szempontjából 0,13 µg/ml, 0,18 µg/ml, 11,71 µg/ml, 18,15 µg/ml, 36,30 µg/ml POE-15-

koncentrációnak felelnek meg. 

A vizsgált anyagokkal kezelt sejtek általános apoptotikus állapotát a Muse™ Annexin V 

and Dead Cell Kit segítségével követtük nyomon, amely 4 sejtpopulációt különböztet meg 

egymástól; az élő sejteket, korai apoptotikus sejteket, késői apoptotikus sejteket és halott sejteket, 

illetve a korai- és a késői apoptotikus sejtek összegét, melyet összes apoptikus sejtként mutat be 

szintén %-os arányban. Vizsgálatunkban az „összes apoptotikus sejtek” változót vettük figyelembe 

az AnnexinV és halott sejt vizsgálati készletben, és ezzel végeztük el az IC50-értékek számítását 

is.  

Muse™ Caspase 3/7 Assay Kit vizsgálatánál az NE-4C sejtvonalon vizsgált koncentrációk 

GLY-IPA esetében 0,092%, 0,1296%, 0,181%, 0,254%, 0,625% R-egyenértékű oldatnak feleltek 

meg, amelyek a hatóanyag szempontjából 447,12 µg/ml, 629,86 µg/ml, 879,66 µg/ml, 1234,44 

µg/ml, 3037,50 µg/ml GLY-IPA-koncentrációnak felelnek meg. A R-kezelésnél alkalmazott 

koncentrációk sorrendben 0,0009%, 0,0013%, 0,0018%, 0,0026%, 0,0036 %. A POE-15-

kezelések esetében a vizsgálat során alkalmazott R-ekvivalens koncentrációk sorrendben a 

következők voltak; 0,000155%, 0,000194%, 0,000388%, 0,000775%, 0,00155%. Ezek a 

koncentrációk a POE-15-tartalom szempontjából 0,28 µg/ml, 0,35 µg/ml, 0,71 µg/ml, 1,41 µg/ml, 

2,82 µg/ml POE-15-koncentrációnak felelnek meg. 

Az MC3T3-E1 sejtvonalon vizsgált koncentrációk GLY-IPA esetében a 0,181%, 0,254%, 

0,31%, 0,60%, 1,20 % R-egyenértékű oldatnak feleltek meg, amelyek a hatóanyag szempontjából 

879,66 µg/ml, 1234,44 µg/ml, 1506,60 µg/ml, 2916 µg/ml, 5832 µg/ml GLY-IPA-koncentrációnak 

felelnek meg. A R-kezelésnél alkalmazott koncentrációk sorrendben 0,003%, 0,005%, 0,007%, 

0,01%. A POE-15-kezelések esetében a vizsgálat során alkalmazott R-ekvivalens koncentrációk 

sorrendben a következők voltak; 0,003%, 0,006%, 0,007%, 0,01%. Ezek a koncentrációk a POE-

15-tartalom szempontjából 5,45 µg/ml, 10,89 µg/ml, 12,71 µg/ml, 18,15 µg/ml POE-15-

koncentrációnak felelnek meg. A Muse™ Caspase 3/7 Kit által detektált sejtek alpopulációit a 

kaszpáz 3/7 enzimek aktivitása alapján detektálja, ezek a konzervált cisztein-proteázok a 

programozott sejthalált hajtják végre szubsztrátfehérjéik hasításával. A módszer lehetővé teszi 

szintén 4 sejtpopuláció megkülönböztetését; az élő sejteket; apoptotikus sejteket, melyek kaszpáz 

3/7-aktivitást mutatnak; késői apoptotikus/halott sejteket; nekrotikus sejteket. Vizsgálatunkban a 
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késői apoptotikus/halott sejtek változót vettük figyelembe a kaszpáz 3/7 vizsgálati készletben, és 

ezzel végeztük el az IC50-értékek számítását is. 

 

3.7.4. A SEJTCIKLUS MEGHATÁROZÁSA ÁRAMLÁSI CITOMETRIÁVAL 

 

A sejtciklus szakaszai nem cserélhetők fel, szigorú sorrendben követik egymást, és az 

ellenőrzési pontokon derül ki, hogy tovább tudnak-e lépni a sejtek az egyik szakaszból a másikba. 

Az osztódás során 3 ponton történik az ellenőrzés. Az első a G1-fázis végén következik be, ez az 

úgynevezett Start ellenőrzési pont, itt a DNS épségét ellenőrzi a rendszer. A második a G2-fázis 

végén van, ez a G2 ellenőrzési pont, ahol szintén a DNS épségét és a megkettőzödés hibátlanságát 

ellenőrzi a rendszer. A harmadik az M ellenőrzési pont, ahol azt ellenőrzi a rendszer, hogy 

pontosan rendeződtek-e a kromoszómák az egyenlítői síkban, tehát, hogy pontos lesz-e a 

kromatidok szétválása (7 ábra) (DARVAS & LÁSZLÓ 2005). 

 

 

7. ábra A sejtciklus fázisai (G0, G1, S, G2, M) és ellenőrzési pontjai (G1, G2, M). A vezérlő 

rendszer csak akkor viszi tovább a sejtciklust a következő fázisba, ha az ellenőrzési pontot 

megelőző szakasz hibátlanul, hiánytalanul lezajlott. 
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A G0 szakaszban található a sejtek nagy része, ahol se osztódás, sokszor még növekedés 

sem következik be, hiszen ezekben a sejtekben nincs aktív Cdk. Ahhoz, hogy a sejtek belépjenek 

a G1 szakaszba, növekedési faktorokra van szükségük, in vitro rendszerekben kimutatták, hogy a 

szérumban igen kis mennyiségben található növekedési faktorok elegendők ehhez. A sejtek 

számára korlátozott mennyiségi növekedési faktor áll rendelkezésre, mert a sejteknek 

meghatározott felület jut az osztódáshoz, ezt nevezik sűrűségfüggő sejtosztódás-gátlásnak. In vitro 

körülmények között is limitált a sejtek osztódása, mely több tényezőtől is függ. Különféle exogén 

hatásokra a sejtek nem képesek belépni a G1-fázisba, hiába tartalmaz növekedési faktort az adott 

médium. Jelen kísérletünkben azt is megfigyeltük, hogy vajon a GLY.IPA képes-e ilyen hatást 

kifejteni. 

A sejtpopuláción belül a sejtek eloszlása a sejtproliferációs ciklus különböző fázisaiban 

informatív mutatója annak, hogy a vizsgált sejtpopuláció sejtosztódását befolyásolta-e a vizsgált 

anyagokkal való kezelés. A sejtek arányát a kezdődő DNS-replikációs (S), sejtosztódási (G2/M) 

és növekedési (G0/G1) fázisokban a Muse™ Cell Cycle Assay Kit (MCH100106, Merck Millipore, 

Budapest, Magyarország) segítségével detektáltuk. 

A sejteket 6-lyukú sejttenyésztő lemezekre (Thermofisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA) 1,5× 105 sejt/lyuk sűrűséggel ültettem le, 24 órán keresztül inkubáltam, majd 

elvégeztem a különböző koncentrációjú GLY-IPA-, R- vagy POE-15-kezelést MEM, illetve α-

MEM tápközegben. Az NE-4C sejtvonalon vizsgált koncentrációk GLY-IPA esetében 0,41%, 

0,29%, 0,21% R-egyenértékű oldatnak feleltek meg, amelyek a hatóanyag szempontjából 1992,60 

µg/ml, 1409,40 µg/ml, 1020,60 µg/ml GLY-IPA-koncentrációnak felelnek meg. A R-kezelésnél 

alkalmazott koncentrációk sorrendben 0,0026%, 0,0018%, 0,0013%. A POE-15-kezelések 

esetében a vizsgálat során alkalmazott R-ekvivalens koncentrációk sorrendben a következők 

voltak; 0,0013%, 0,001%, 0,0007%. Ezek a koncentrációk a POE-15-tartalom szempontjából 2,36 

µg/ml, 1,82 µg/ml, 1,27 µg/ml POE-15-koncentrációnak felelnek meg. 

Az MC3T3-E1 sejtvonalon vizsgált koncentrációk GLY-IPA esetében a 0,2075%, 0,415%, 

0,83% R-egyenértékű oldatnak feleltek meg, amelyek a hatóanyag szempontjából 1008,45 µg/ml, 

2016,90 µg/ml, 4033,80 µg/ml GLY-IPA-koncentrációnak felelnek meg. A R-kezelésnél 

alkalmazott koncentrációk sorrendben 0,0025%, 0,005%, 0,01%. A POE-15-kezelések esetében a 

vizsgálat során alkalmazott R-ekvivalens koncentrációk sorrendben a következők voltak; 

0,00039%, 0,00079%, 0,00157%. Ezek a koncentrációk a POE-15-tartalom szempontjából 0,71 

µg/ml, 1,44 µg/ml, 2,85 µg/ml POE-15-koncentrációnak felelnek meg. 

A Muse™ Cell Cycle Assay Kit DNS-kötő festéket használ, amely a sejtek DNS-éhez 

kötődik, és fluoreszcenciával jelzi a DNS tartalmát. A különböző sejtciklus-fázisokban a sejtek 

eltérő mennyiségű DNS-t tartalmaznak; G0/G1-fázisban, normál, diploid DNS mennyiség (2n), S-
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fázisban a DNS-tartalom növekszik, mivel a DNS megduplázódik, G2/M-fázisban a DNS 

megduplázódott, tehát a sejtnek tetraploid DNS mennyisége van (4n). A Muse™ Cell Analyzer 

ezeket a különböző fluoreszcencia intenzitásokat méri, és ez alapján megállapítja, hogy a sejtek 

hány százaléka található az egyes fázisokban. A mérés a festést követően a DNS-replikáció során 

jellegzetes növekedést, majd a sejtmérethez viszonyított csökkenést is kimutatta, amint az a DNS-

tartalom indexen és a hisztogramon, valamint a vizsgálat által meghatározott sejtméret indexen 

látható (Muse™ Cell Cycle Assay Kit User Guide). 

 

3.8. STATISZTIKAI ELEMZÉS 

 

Az IC50-értékeket minden vizsgálatban az OriginPro v.7.0 adatelemző és grafikus 

szoftverrendszer (Origin(Pro), Version 7.0, OriginLab Corp., Northampton, MA, USA) 

segítségével számoltam ki. Az eredményeket átlag ± szórás (SD) határoztam meg. Az 

eredményeket nemlineáris regresszióval elemeztem, szigmoid dózisválasz alkalmazásával, a 

≤0,05 p értékeket statisztikailag szignifikánsnak tekintve. A sejtciklusteszthez a statisztikai 

elemzéseket az R 3.5.1 statisztikai programmal végeztem (R Development Core Team, 2018). 
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4. EREDMÉNYEK ÉS ÉRTÉKELÉSÜK 

 

4.1. A SEJTEK ÉLETKÉPESSÉGE 

 

Vizsgálatainkban a sejtek életképességét MTT-vizsgálattal és áramlási citometriával is 

meghatároztuk, az élő és az elhalt sejtek megkülönböztetésére. Az alkalmazott festékek az ép és a 

sérült sejtmembránt eltérően festették meg, melyet kolorimetriásan mértünk. Az MTT-vizsgálatnál 

MTT festéket alkalmaztam, míg az áramlási citometriás tesztrendszernél PI festéket, ami a 

vizsgálati készlet része volt. Az így kapott eredményeket összehasonlítottuk és értékeltük a mérési 

módszereket.  

 

4.1.1. MTT-VIZSGÁLAT 

 

A sejtek életképességének mérésére biokémiai (enzimes) vizsgálatban végeztem el az 

MTT-vizsgálatot minden egyes anyag, GLY-IPA, POE-15 és R esetében. A kapott adatok azt 

mutatják, hogy a vizsgált koncentrációtartományban minden vizsgált vegyület jól kimutatható 

gátló hatást fejt ki a sejtek életképességére (8A. és 8B. ábrák), ám különböző mértékben. A R 

0,0032% feletti koncentrációban jelentősen csökkentette a neuroektodermális NE-4C sejtek 

életképességét. A 24-órás vizsgálatot követően meghatározott IC50-értékek 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. ábra). A NE-4C sejtvonalon végzett 24-órás kezelést követően a POE-15 

citotoxicitása körülbelül 200-szor nagyobb, mint a GLY-IPA esetében. Tehát a felületaktív anyag 

több mint két nagyságrenddel erősebb arányban gátolta a sejtek életképességét, mint a hatóanyag. 

Az MC3T3-E1 preoszteoblasztsejteken a 24-órás IC50-értékek a fentiekhez hasonlóan 

meghatározva 0,7256±0,0068%, 0,0101±0,0004% és 0,00639±0,00003% voltak a GLY-IPA, R és 

POE-15 esetében (8B. ábra). A citotoxicitás a POE-15 vizsgálatánál 110-szer nagyobb, mint a 

GLY-IPA esetében 24-órás kezelést követően. A GLY-IPA, POE-15 és a R esetében meghatározott 

citotoxicitásra és egyéb biológiai hatásokra meghatározott IC50- és LGD-értékeket a Mellékletben 

található 2. táblázat foglalja össze.  

 

4.1.2. ÁRAMLÁSI CITOMETRIÁS SEJTÉLETKÉPESSÉGI VIZSGÁLAT 

 

24-órás expozíció után az NE-4C sejteket MEM tápfolyadékkal mostam, majd Muse™ Cell 

Analyzer műszer segítségével elemeztem a gyártó általi használati utasításban megfelelően. A 

GLY-IPA esetében 4-szer alacsonyabb koncentrációt határoztunk meg, mint a mezőgazdasági 
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alkalmazásokban használt koncentráció (GLY-IPA tartalom a 2%-os Roundup oldatban). A GLY-

IPA esetében alkalmazott koncentrációkat szakirodalmi adatok alapján számoltuk ki. A POE-15 

és a R esetében nagyfokú, a GLY-IPA -nál körülbelül 500-szor nagyobb citotoxicitást mutattak ki 

karcinomasejtekhez képest (SZÉKÁCS et al., 2014).  

Az NE-4C sejtek a 24-órás kezelésnél mért IC50-értékek (8C. ábra) 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 koncentráció esetében. Tehát a tudományos szakirodalomban 

közölt értékekhez (SZÉKÁCS et al., 2014, KOLLER et al., 2012, NAGY et al., 2021) hasonlóan, 

a jelen vizsgálatban megfigyelt eredmények megerősítették, hogy a R és a POE-15 nagyon nagy 

hígításban, lényegesen a várható mezőgazdasági expozíciók alatt, citotoxikus hatást fejtett ki az 

NE-4C sejtekre. A citotoxicitás 24-órás kezelések után a POE-15 esetében körülbelül 495-ször 

nagyobb volt a sejtéletképesség-csökkenés, mint a GLY-IPA esetében. 

Az MC3T3-E1 sejteket nem esszenciális aminosavakkal módosított MEM (α-MEM) 

pufferrel mostuk, és a NE-4C sejtekhez hasonlóan kezeltük és elemeztük. A GLY-IPA lényegesen 

kisebb mértékű gátlást okozott a sejtek életképességében, mint a R vagy a POE-15. A 24-órás 

kezelést követően az MC3T3-E1 preoszteoblasztikus sejtekre a fentiekhez hasonlóan 

meghatározott IC50 értékek (8D. ábra) 1,2495±0,0024%, 0,0187±0,0007%, 0,00936±0,00085% 

voltak a GLY-IPA, R és POE-15 esetében. Az IC50-értékek azt jelzik, hogy ez a vizsgálati 

tesztrendszer az NE-4C sejtek értékelésére érzékenyebbnek tűnik az MTT-vizsgálatnál. 
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8. ábra Koncentrációfüggő hatások a sejtek életképességére 24-órás GLY-IPA ( ), R () és 

POE-15 () anyagokkal végzett kezelés után. Életképesség meghatározása MTT-teszttel NE-4C 

(A) és MC3T3-E1 (B) sejtvonalakon, illetve a Muse™ Count and Cell Viability vizsgálati készlet 

segítségével NE-4C (C) és MC3T3-E1 (D) sejtvonalakon. Az adatokat átlag ±SD értékben 

tüntettük fel. 

 

Életképességi vizsgálatainkban minden vizsgált anyag, hatást gyakorolt az NE-4C és az 

MC3T3-E1 sejtekre egyaránt. Az NE-4C sejtvonalat mindkét életképességi vizsgálatban (Muse™ 

Count and Cell Viability vizsgálati készlet, MTT-vizsgálat) 1,1-2-szer érzékenyebbnek találtuk az 

összes vizsgálati anyagra, mint az MC3T3-E1 sejteket. Ez az NE-4C sejtek érzékenységéből fakad, 

hiszen neuroektodermális őssejt típusú sejtvonal, tehát mint idegsejt, különösen érzékeny a kémiai 

anyagok, köztük a növényvédő szerek iránt. Így az ilyen sejtek a gyenge toxicitás legérzékenyebb 

mutatói, hiszen kisebb dózisoknál hamarabb jelentkeznek a hatások, mint a könnyű károsodást 

követő egyéb tünetek. 

A korábbi eredményekkel összhangban vizsgálataink is egyértelműen kimutatták a POE-

15 kifejezett citotoxicitását, amelyet más vizsgálatokban a R készítménnyel egyenértékű 
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koncentrációban 0,00155% és 0,0097% között hatással volt (BENACHOUR & SÉRALINI, 2009, 

MESNAGE et al., 2013). 

A GLY és a GBH-k citotoxicitására vonatkozó in vitro adatok azt mutatták, hogy a 

legérzékenyebb sejtvonalak a következők: humán hepatopoetikus Epstein-Barr-vírussal 

transzformált limfocita Raji-sejtek (TOWNSEND et al., 2017), a humán perifériás fehérvérsejtek 

(NAGY et al., 2021), a mandzsu csík (Misgurnus anguillicaudatus) regeneratív uszonysejtvonalai 

(QIN et al., 2017), a humán epiteliális HaCaT keratinocitasejtek (HEU et al., 2012) és az egér 

neuroektodermális őssejtszerű NE-4C sejtvonal (SZÉKÁCS et al., 2014). Ezzel szemben a JEG3, 

MC3T3-E1 egérpreosteoblaszt-sejtek (FARKAS et al., 2018), humán embrionális vesesejtek 

(HEK293) (BENACHOUR et al., 2007, BENACHOUR & SÉRALINI, 2009, GASNIER et al., 

2009, ROMANO et al., 2010, SZÉKÁCS & DARVAS, 2018, WILLIAMS et al., 2012) 

alacsonyabb érzékenységű sejttípusok voltak. 

 

4.2. DNS-KÁROSODÁS  

 

A DNS-károsodást comet-teszt és áramlási citometria módszerével értékeltük. Az előbbi 

eljárás a fragmentált DNS elektroforetikus elválasztásán és vizualizálásán alapul (SCGE), míg az 

utóbbival a kettős szálú DNS töréseinek specifikus festése detektálható. Vizsgálati 

eredményeinkben bevezettük a legalacsonyabb genotoxikus dózis (LGD) értéket (KAWAGUCHI 

et al., 2010), tekintettel arra, hogy a genotoxicitási vizsgálatoknál nem tudunk IC50-értéket 

megállapítani. Az LGD-érték azt a legalacsonyabb dózist jelenti, amelynél a vizsgált anyag pozitív 

választ indukál a genotoxicitási vizsgálatban (OLÁH et al., 2022). 

 

4.2.1. COMET-TESZT 

 

A faroknyomatékot (a DNS-fragmentáció sebességét) fluoreszcens mikroszkóppal tettem 

láthatóvá, és a LUCIA™ Comet Assay 3.5 szoftverrel automatikusan számítottam. A 

faroknyomaték a farok DNS-tartalmának és a farokban való átlagos vándorlási távolságnak a 

szorzata. Az NE-4C sejtek faroknyomatéka 21,9 és 104,6 µm között volt a vizsgált anyagok 

esetében, míg a farok intenzitása és a farok hossza 42,8% és 63,8 µm között, illetve 43,6 % és 

114,1 µm között volt. Az MC3T3-E1 esetében a faroknyomaték értéke 2,15 és 38,1 µm között volt 

a vizsgált anyagoknál, míg a farok intenzitása és a farok hossza 7,12% és 28,6 % és 6,64–45,9 µm 

között volt. A 9A. ábrához hasonlóan meghatároztam az LGD-értékét, 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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koncentrációban meghatározva. A comet-teszt nagy érzékenységet mutatott a GLY-IPA, a R és a 

POE-15 potenciális genotoxicitásának kezdeti szűrésére (MLADINIC et al., 2009, TOWNSEND 

et al., 2017). A POE-15 esetében magas szintű DNS-migrációt mutattam ki, körülbelül 2910-

szeresét és 2247-szeresét, mint a GLY-IPA és a R esetében. GLY-IPA és R MC3T3-E1 sejteken a 

fentiekhez hasonlóan került meghatározásra, és a 9B. ábrán látható 24-órás LGD-értéke 0,0835%, 

0,00224%, 0,0024125% voltak a GLY-IPA, R és POE-15 esetében. A R ekvivalens 

koncentrációban magas szintű DNS-migrációt észleltem a POE-15 esetében, ami 34-szer 

magasabbak, mint a GLY-IPA esetében. Az NE-4C és MC3T3-E1 sejtekben végzett DNS-migráció 

során kapott eredmények összehasonlítása azt mutatja, hogy az NE-4C sejtek érzékenyebbek a 

DNS-károsító hatásokra, mint az MC3T3-E1 sejtek, így a POE-15, R és GLY-IPA 24-órás LGD-

értékei 271, 120 és 3,2-szer magasabbak az MC3T3-E1 esetében, mint az NE-4C sejteknél. A 

genotoxicitás és a GLY-IPA, POE-15 és a R esetében meghatározott egyéb biológiai hatások LGD-

értékeit az 2. táblázat foglalja össze, amely a mellékletben található. Az eredmények egyértelműen 

bizonyítják, hogy a POE-15 1300-szor alacsonyabb koncentrációban már hatást gyakorol DNS-re 

a comet-tesztben, mint amilyen koncentrációban ezt a felületaktív anyagot tartalmazzák a GBH-k 

a mezőgazdasági alkalmazása során (2% R). 

 

4.2.2. ÁRAMLÁSI CITOMETRIÁS VIZSGÁLAT KETTŐS SZÁLÚ DNS-TÖRÉSEK 

KIMUTATÁSÁRA 

 

A hiszton H2X.A és az ATM fehérje kináz együttesen írja le a DNS-re gyakorolt hatást, 

mely főleg kettős szálú töréseket indukál. A Muse™ Multi-colour DNA-Damage Kit százalékos 

arányban képes leírni a DNS-károsodás mértékét. Az NE-4C sejteken 24-órás expozíció után a 

9C. ábrán a fentiekhez hasonlóan határoztam meg az LGD-értéket, melyek a következők: 

0,0376%, 0,00117% és 0,000295% a GLY-IPA, R, POE-15 esetében. Magas szintű DNS-migrációt 

észleltem a POE-15-tel való 24-órás kezelést követően, amely 127-szer magasabb, mint a GLY-

IPA esetében, és 3,9-szer magasabb, mint a R-nél. 

Az eredményemben 55% feletti DNS-károsodást nem tudtam kimutatni, mert efölött 

sejthalált tapasztaltam. Vizsgálataim folyamán a kontroll kezelésben is DNS-károsodást figyeltem 

meg, mely magyarázható az NE-4C sejtek tulajdonságával, hiszen ebből a sejtvonalból hiányzik a 

p53 tumorszupresszor fehérje, melynek hatása az áramlási citométerrel végzett vizsgálatok 

eredményeiben jobban megmutatkozott, mint a comet-tesztben. Az NE-4C sejtek esetében a 

comet-teszt érzékenyebb, mint az áramlási citometriás kettős szálú DNS-törésvizsgálat. A 

vizsgálati készlettel vizsgált MC3T3-E1 sejtek LGD-értékét a fentiekhez hasonlóan határoztuk 

meg, és 0,0375%, 0,000786%, 0,0000935% értéket mértünk a GLY-IPA, R, POE-15 esetében (9D. 
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ábra). Magas szintű DNS-károsodás volt kimutatható a POE-15 esetében, amely 401-szer 

nagyobb, mint a GLY-IPA esetében, és 8,4-szer nagyobb, mint a R esetében. 

 

 

 

9. ábra. Koncentrációfüggő hatások a sejtek DNS-károsodására 24-órás GLY-IPA (□), R (■) és 

POE-15 (●) expozíció után, meghatározva comet-teszttel NE-4C (A) és MC3T3-E1 (B) sejteken, 

illetve a Muse™ Multi-colour DNS-Damage Kit segítségével NE-4C (C) és MC3T3-E1 (D) 

sejteken. Az adatokat átlag ± SD értékkel tüntettük fel. A ToC érték a citotoxicitási küszöbértéket 

jelöli, mely felett a citotoxicitás akadályozza a faroknyomaték meghatározását (ToC R, ToC POE-

15 és ToC GLY-IPA). Az RC érték jelöli a megfigyelt DNS-károsodást a negatív kontrollban, 

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

 

Eredményeink szerint a DNS-károsodás mértéke (a faroknyomaték értékét vizsgálva) 

comet-tesztben jelentős volt 24-órás kitettség mellett. Eredményeink korrerálnak a szakirodalmi 

adatokkal, ahol más sejtvonalakat vizsgáltak GBH-összetevő vegyületeket comet-teszttel 

(MLADINIC et.al., 2009, TOWNSEND et al., 2017, MANAS et al., 2009a). A két DNS-

károsodási vizsgálat eredményei közötti különbség annak a ténynek tudható be, hogy a comet-
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teszt az egyszálú DNS, míg az áramlási citometriai vizsgálat a kettős szálú DNS töréseit mutatja 

ki. Az egyszálú DNS-törések gyakrabban fordulnak elő, mint a kettős szálúak, ami megmutatkozik 

az LGD-értékekben a két vizsgálati módszer között. Mindazonáltal a célunk az volt, hogy 

bemutassuk a megfigyelt DNS-károsodás mértékét,illetve hogy összehasonlítsuk a két módszert 

egymással. 

 

4.3. ÁRAMLÁSI CITOMETRIAI VIZSGÁLATOK APOPTÓZIS- ÉS A KASZPÁZ 3/7-

AKTIVITÁS MEGHATÁROZÁSÁRA 

 

Az apoptózis kiemelten fontos sejtfolyamat a szervezetek életében. Az apoptózis és a 

programozott sejthalál a sejtek elhalásához vezető jelenség, ám a két folyamat nem teljesen 

azonos. Programozott sejthalálról akkor beszélünk, amikor a sejtek differenciálódásuk végén, 

lényegében természetes folyamatban elpusztulnak. Az apoptózis ellenben azon morfológiai 

változások összességét jelenti, amelyek a sejt halálához vezetnek, de nemcsak természetes, hanem 

exogén hatások is kiválthatják. Nagyon nehéz a két folyamatot megkülönböztetni egymástól, 

különösen kísérleti feltételek között. A sejtek nemcsak apoptózissal halhatnak meg, hanem 

nekrózissal is, mely két folyamat nagyban különbözik egymástól. Az apoptózis energiát igénylő, 

genetikailag meghatározott, aktív folyamat, amely új gének expressziójával jár együtt, míg a 

nekrózis passzív, energiabefektetést nem igénylő folyamat. Az apoptózis általában vízveszteséggel 

kezdődik, ennek következtében a sejtek formája megváltozik, zsugorodni kezdenek, majd a 

plazmamembrán fodrossá válik, így tartalmuk nem jut ki az extracelluláris térbe. A nekrózist a sejt 

váratlan fizikai vagy kémiai sérülése váltja ki, ebben az esetben a sejtek – általában több egymás 

melletti sejtet is érintően – lizálódnak, ami a sejtszövetben gyulladásos reakciót vált ki. 

 Az apoptózisban kulcsszerepet játszó legfontosabb enzimek a kaszpázok. Magasabb rendű 

szervezetekben a kaszpáz enzimcsaládnak eddig 11 tagját mutatták ki. A kaszpázok lényegében 

sajátos specifitású proteázok: mindig aszparaginsav után hasítanak, és ők maguk is rendelkeznek 

ilyen hasító helyekkel, ezért képesek autoaktivációra, tehát saját magukat aktiválják vagy más 

kaszpázok által aktiválhatók. Az apoptózisban részt vevő kaszpázokat is két csoportra lehet 

osztani, iniciátorokra (melyek a kaszkádsor elején állnak, kaszpáz-2, -8, -9 és -10) és effektorokra 

(melyek a kaszkádsor végén állnak, kaszpáz-3, -6 és -7), együttesen az úgynevezett végrehajtó 

kaszpázok. Jelen vizsgálatban a végrehajtó kaszpázokkal foglalkoztunk. Az apoptózis regulációja 

sok ponton kapcsolódik a sejtciklus szabályozásához, melyet az 7. ábra is mutat, hiszen a két 

folyamatnak mindig egyensúlyban kell lennie egymással (DARVAS & LÁSZLÓ 2005). 

 A programozott sejthalál és az apoptózis mértékét áramlási citometriával értékeltük a 

kezelt sejtkultúrákban meghatározott annexinszint és kaszpázaktivitás alapján. A programozott 
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sejthalál a sejtnövekedés és -burjánzás fontos szabályozási útvonala. A kaszpázok fontos 

szabályozó elemei a proapoptotikus jelekre adott programozott sejthalálnak, mivel a kaszpáz 3 és 

a kaszpáz 7 enzimek az apoptózis végrehajtói (NICHOLSON & THORNBERRY, 1997, LAVRIK, 

2005, FARKAS et al., 2018). 

A Muse™ Annexin V halott sejtek vizsgálati készletet használtuk az összes apoptotikus 

sejtek arányának meghatározására, 24-órás expozíció után. Az útmutató szerint jártunk el, amint 

az összes áramlási citometriás vizsgálat folyamán. Az NE-4C esetében meghatározott, és a 10A. 

ábrán bemutatott IC50-értékek a következők voltak a GLY-IPA, R, POE-15 esetében, Roundup 

Classic ekvivalens koncentrációban mérve: 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 

áramlási citometriás Muse™ Annexin V halott sejtek kit segítségével; 273-szoros és 2,6-szoros 

arányban magasabbat, mint a GLY-IPA és a R esetében. Ezek az eredmények korreláltak a korábbi 

vizsgálati készletek eredményeivel, ami azt jelzi, hogy a GLY-IPA alacsonyabb toxicitást fejt ki, 

mint a R vagy a POE-15. Az eredmények azt is kimutatták, hogy a POE-15 alacsonyabb 

koncentrációban indukál apoptózist, mint a R. Az Annexin V és a halott sejtek vizsgálati készlet 

esetében az MC3T3-E1 sejtvonalon az IC50-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 

koncentrációban (10B. ábra). 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 áramlási 

citometriás Muse™ Annexin V halott sejtek vizsgálati készlet segítségével. Az eredmények azt 

mutatják, hogy a 24-órás kezelések után az életképes sejtek száma csökkent, az elhalt sejtek aránya 

pedig dózisfüggő módon nőtt. 

A Kaszpáz 3/7 vizsgálati készletet használtuk az apoptotikus és elhalt sejtek arányának 

meghatározására. 24-órás expozíció után, a fentiekhez hasonlóan meghatározva és a 10C. ábrán 

bemutatva, az IC50-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 mutatták ki, amely 573-szoros és 7,5-

szer magasabb, mint a GLY-IPA és a R esetében. 

A Kaszpáz 3/7-vizsgálati készletben a Roundup Classic ekvivalens koncentrációban 

kifejezett IC50-értékek MC3T3-E1 sejtvonalon a következők voltak; 0,6412±0,0339%, 

0,0073±0,0001% és 0,00649±0,00012%, a GLY-IPA, R, POE-15 esetében. Az apoptotikus és 

elhalt sejtek magas szintjét mutatták ki a POE-15 esetében, 99-szeres és 1,1-szeres arányban 

magasabbat, mint a GLY-IPA és a R esetében, az áramlási citometriás kaszpáz 3/7 vizsgálati 

készlet segítségével. Az apoptózis értékelésére szolgáló két módszer, az annexin vizsgálati készlet 

és a kaszpáz 3/7 vizsgálati készlet eredményei között jelentős különbség mutatkozik. Ez azzal 
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magyarázható, hogy az előbbi külön-külön mutatja az összes apoptotikus sejt szintjét az elhalt 

sejtekkel együtt, míg az utóbbi csak a kaszpázaktivált apoptotikus sejtek és az elhalt sejtek együttes 

szintjét jelzi. 

 

 

10. ábra Koncentrációfüggő hatások a sejtek apoptózisra 24-órás GLY-IPA (□), R (■) és POE-15 

(●) expozíció után, meghatározva Muse™ Annexin V and Dead Cell Kit segítségével NE-4C (A) 

és MC3T3-E1 (B) sejteken, illetve Muse™ Caspase 3/7 Kit segítségével NE-4C (C) és MC3T3-

E1 (D) sejteken. Az adatokat átlag ± SD értékben tüntettük fel. 

 

Méréseink során csak az apoptotikus sejtek teljes számát használtuk, mivel ez mutatja a késői 

apoptotikus és az elhalt sejtek arányát az Annexin V halott sejt vizsgálati készletben. A sejtek 

maximális apoptikus száma 60-70%-ot tudtam detektálni az NE-4C sejteknél (11.A, B, C ábra). 
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(A) 

 

(B) 
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(C) 

 

11. ábra. Az NE-4C sejtekben GLY-IPA, R és POE-15 által indukált apoptózis. (A) Merck Muse 

áramlási citométert által generált pontdiagram, (B) kaszpáz 3/7 apoptózisprofil, a sejtek eloszlása 

az adott vizsgálati koncentrációk esetében és (C) dózis–válasz-görbék az élő sejtek arányában. 

 

Az NE-4C sejteknél a POE-15 expozíciónál körülbelül 2,15 nagyságrendnyi különbség, 

mint a GLY-IPA, és 2,5-szer magasabb, mint a R. Az MC3T3-E1 sejteknél magasabb apoptotikus 

szintet figyeltünk meg (80-100%). Az MC3T3-E1 sejtvonalon az apoptotikus és halott sejtek 

mértéke a POE-15 esetében, ami körülbelül 2,5 nagyságrendnyi különbség, mint a GLY-IPA, és 

7,5-szer magasabb, mint a R áramlási citometria kaszpáz 3/7 vizsgálati készlet segítségével. 

Hasonlóan emelkedett szinteket figyeltünk meg mindkét áramlási citometriás vizsgálatban az 

MC3T3-E1 sejtvonal esetében is (12. ábra A, B, C). 
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(A) 

 

 

(B) 
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(C) 

 

12. ábra. Az MC3T3-E1 sejtekben GLY-IPA, R és POE-15 által indukált apoptózis. (A) Merck 

Muse áramlási citométert által generált pontdiagram, (B) kaszpáz 3/7 apoptózisprofil, a sejtek 

eloszlása az adott vizsgálati koncentrációk esetében és (C) dózis-válasz görbék az élő sejtek 

arányában. 

 

Az MC3T3-E1 sejvonal esetében a kaszpáz 3/7-aktivitást nem lehetett meghatározni adott 

koncentrációk felett (R esetében 0,01 % és POE-15 0,0016 %), mivel ezek a szintek már teljes 

sejthalált okoztak (12. ábra A, B, C). Ezzel szemben a GLY-IPA csak 17% csökkenést okozott a 

kaszpáz 3/7-aktivitásban 1,2%-os R-ekvivalens koncentrációban tartalmazó GLY-IPA 

mennyiségben. A sejtmorfológiai megfigyelések a R készítményben található GLY-IPA és POE-

15 között bizonyos szinergia fedezhető fel. Fontos hangsúlyozni, hogy R készítményt 

mezőgazdasági felhasználását illetően 1-2%-os hígításban használják, ami legalább 2 

nagyságrenddel magasabb koncentráció, mint amiket a vizsgálatainkban használtunk. 
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4.4. ÁRAMLÁSI CITOMETRIAI VIZSGÁLAT A SEJTCIKLUS ELEMZÉSÉHEZ 

 

A sejtciklus-elemzést áramlási citometriás módszerrel végeztük PI-festést követően. A 

Muse™ Cell Cycle Assay Kit alkalmazásakor előre elkészített reagenssel dolgoztunk. 

A sejtciklus szabályozása nagyon összetett rendszer, amely ciklinfüggő fehérjekinázokon 

alapul. A sejtciklus fázisai nem felcserélhetők, szigorú sorrendben követik egymást. A folyamat 3 

ellenőrző pontján dől el, hogy a sejt az aktuális szakaszból át tud-e lépni a következőbe (MERRITT 

et al., 1997). Az első ilyen ellenőrzési pont, az úgynevezett restrikciós pont, amely a DNS épségét 

ellenőrzi, a G1-fázis végén következik be. A második pont, a G2 ellenőrző pont a G2-fázis végén 

jelenik meg, mely a DNS duplikációjának integritását biztosítja. Végül az M ellenőrző pont az 

osztódás metafázisában található, amely azt vizsgálja, hogy a kromoszómák síkba rendeződtek-e, 

és hogy a kromatidák szétválasztása pontosan zajlott-e le. A PI a sejtciklus különböző 

szakaszaiban lévő sejteket eltérő DNS-tartalmuk miatt másképpen festi meg, ezért lehetővé teszi 

a fázisok közötti megkülönböztetést. A DNS-festés specificitását az RNS jelenléte felerősíti. Az 

NE-4C és az MC3T3-E1 sejteket 24 órán keresztül kezeltük GLY-IPA, R és POE-15 megfelelő 

koncentrációival, majd áramlási citométerrel elemeztük a Muse ™ sejtciklus-vizsgálati készlet 

segítségével. 

A negatív kontrollban a NE-4C sejtvonal DNS-károsodását figyeltük meg, mivel ezekből 

a sejtekből hiányzik a p53 tumorszupresszor gén, emiatt nem képesek a véletlen mutációk 

javítására (JÁDY et al., 2016). A sejtciklus-elemzéshez a kezelési koncentrációkat a genotoxicitási 

vizsgálatok eredményei alapján választottuk ki, hogy elkerüljük a túlzott genotoxicitásból eredő 

sejtciklus-változásokat. Ennek ellenére az NE-4C sejtek 24-órás expozíciója 0,82% Roundup 

Classic-ekvivalens GLY-IPA-val és a 0,0026% R ekvivalens POE-15-tel végzett kezelések során 

nyilvánvaló toxicitás lépett fel, ami miatt a sejtciklus meghatározása ebben a két esetben nem volt 

megfelelő. A 13. ábra a sejtek különböző fázisokban való eloszlását mutatja a sejtszám és a 

genomtömegindex függvényében. Az eukarióta sejtvonalak diploidok, és az eukarióta sejtek teljes 

genomtömege körülbelül 7 pg. Ezért a 13. ábrán a DNS-tartalomindexeket a 0-7 pg tartományban 

ábrázoltuk. 
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13. ábra Koncentrációfüggő hatások az NE-4C sejtek sejtciklusára 24-órás GLY-IPA-, R- és POE-

15-expozíció után, a Muse™ Cell Cycle vizsgálati készlet segítségével meghatározva. Fent: 

kontroll kezelés 24 óra elteltével, GLY-IPA (0,41% Roundup Classic egyenértékű) 24 óra 

elteltével. Lent: Roundup (0,0026%) 24 óra után, POE-15 (0,013% Roundup Classic egyenértékű) 

24 óra után. 

 

24 óra elteltével a NE-4C sejtek negatív (kezeletlen) kontrollja azt mutatja, hogy a sejtek 

~46% a G0/G1-fázisban van (13. ábra). Úgy tűnik, hogy ezeknek a sejteknek az aránya csökken a 

GLY-IPA-, R- és POE-15-kezelés hatására (14. ábra). Ez a csökkenés monoton dózisfüggést mutat 

a R és a POE-15 esetében a 0,0007-0,0026% Roundup Classic egyenértéktartományban, míg a 

GLY-IPA hatása érdekes módon a legalacsonyabb alkalmazott koncentrációnál (0,2% Roundup 

Classic egyenérték) a legerősebb, és magasabb koncentrációknál (0,29-0,41% Roundup Classic 

ekvivalens) fokozatosan közelít a kontrollszinthez. Az S-fázisban lévő sejtek arányát nem 

befolyásolja a GLY-IPA-kitettség (0,2-0,41% Roundup Classic ekvivalens), de csökkenti a kezelés 

a R vagy POE-15 anyagokkal (0,0007-0,0026% Roundup Classic ekvivalens). Ezzel szemben a 

G2/M-fázisban lévő sejtek aránya a kezelések hatására nőtt, a R és a POE-15 esetében 

koncentrációfüggő módon, de a GLY-IPA-val való expozíció esetén a legalacsonyabb 



 

59 

 

koncentrációnál (0,2% Roundup Classic ekvivalens) volt a legnagyobb növekedés, és a magasabb 

koncentrációknál (0,29-0,41% Roundup Classic ekvivalens) fokozatosan csökkent (14. ábra). Az 

NE-4C sejtek a G0/G1-fázisban próbálnak növekedni, amíg a körülmények optimálisak nem 

lesznek a megkettőződéshez és a későbbi mitózishoz. 

Ezért a GLY-IPA esetében a sejtek aránya (%) a dózis növekedésével nő: a sejtek nem 

érzékelnek optimális állapotot (mivel ez nem valósul meg), így a G0/G1-fázisban leállítják a 

sejtciklust, és G0-fázisban maradnak. A sejtciklusban csak kevés sejt jut át az ellenőrző ponton az 

S-fázisba, majd később a G2/M-fázisba, amit a 14. ábra is mutat, tekintve, hogy a sejtek aránya 

ezekben a fázisokban alacsonyabb, mint a kontrollban. 
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14. ábra Koncentrációfüggő hatások az NE-4C sejtek sejtciklusára 24-órás GLY-IPA (A), 

R (B) és POE-15 (C) expozíció után, Muse™ Cell Cycle Assay kit segítségével meghatározva. 

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 koncentrácio [1,2,3,4]), 

az adatokat átlag ± SD értékkel feltüntetve. A statisztikai elemzéseket az R statisztikai program 

v.4.0.0. (R Development Core Team, 2020) alkalmazásával végeztem. A csillagok a kontrolltól 

való szignifikáns különbségek szintjeit jelzik (*:p < 0,05, **:p < 0,01, ***:p < 0,001). n.a. a túlzott 

sejtpusztulás miatt nem mérhető adatokat jelzi. 

 

A negatív (kezeletlen) kontroll MC3T3-E1 sejtek 24 óra elteltével még magasabb (~80%) 

sejtszámot mutatott G0/G1-fázisban, mint az NE-4C sejtek esetében (15. ábra). A nyugalmi (G0) 

és a G1-fázisban lévő sejtek ilyen magas relatív aránya az MC3T3-E1 sejtek egyedi jellemzője 

(HUANG et al., 2019, LI et al., 2012, LIU et al., 2018). Ez az arány (G0/G1) szinte minden esetben 

következetesen csökken R (0,0025-0,01%) és POE-15 (0,0004-0,0016% Roundup Classic 
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ekvivalens koncentrációnál) hatására (16. ábra). Ezzel szemben az S-fázisban lévő sejtek arányát 

a kezelések láthatóan nem befolyásolják, míg a G2/M-fázisban lévő sejtek aránya következetesen 

növekszik 24-órás expozíció után. 

 

15. ábra. Koncentrációfüggő hatások az MC3T3-E1 sejtvonal sejtciklusára 24-órás GLY-IPA-, R- 

és POE-15-expozíciót követően, a Muse™ Cell Cycle Assay vizsgálati készlet segítségével 

meghatározva. Fent: kontroll kezelés, GLY-IPA (0,83%-os Roundup Classic ekvivalens 

koncentráció). Lent: R (0,005%), POE-15 (0,0004% Roundup Classic ekvivalens koncentráció). 
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16. ábra. Koncentrációfüggő hatások az MC3T3-E1 sejtvonal sejtciklusára 24-órás GLY-IPA (A), 

R (B) és POE-15 (C) expozíciót követően, Muse™ Cell Cycle Assay kit segítségével 

meghatározva. Kontroll kezelés, GLY-IPA (0,21-0,83% Roundup Classic ekvivalens 

koncentráció.[1,2,3,4]), R (0,0025-0,001%,.[1,2,3,4]), POE-15 (0,0004-0,0016% Roundup 

Classic ekvivalens koncentráció.[1,2,3,4]), az adatokat átlag ± SD értékekkel feltüntetve. A 

statisztikai elemzéseket az R statisztikai program v.4.0.0. (R Development Core Team, 2020) 

alkalmazásával végeztem. A csillagok a kontrolltól való szignifikáns különbségek szintjeit jelzik 

(*:p < 0,05, **:p < 0,01, ***:p < 0,001). 
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4.5. A GLY GENOTOXICITÁSÁNAK ÉRTÉKELÉSE A GYAKORI GENOTOXIKUS 

ÉLELMISZER-SZENNYEZŐ ANYAGOKKAL SZEMBEN 

 

A GLY és az élelmiszeripari adalékanyagok, illetve élelmiszer-szennyezőként ismert 

genotoxikus anyagok közötti kapcsolat új megközelítésben mutatja be a felhalmozódott 

szermaradékokat, különösen az élelmiszerbiztonság és a közegészség szempontjából. Bár a GLY 

elsősorban gyomirtó szerként használják, jelenléte a mezőgazdasági termékekben és 

élelmiszerekben aggodalomra adhat okot, mivel a maradványai potenciálisan bekerülhetnek az 

élelmiszerláncba. Mohammadi és munkatársai kifejlesztettek egy módszert, hogy az 

élelmiszerekben található GLY szermaradékokat bioszenzor segítségével ki tudják mutatni. Ez a 

bioszenzor kiemelkedő hatékonysággal képes a GLY kimutatására élelmiszer- és vízmintákban, 

ami hozzájárulhat az egészségesebb és jobb minőségű mezőgazdasági termékek előállításához és 

forgalmazásához. Ez a megközelítés hozzájárul az emberi egészség védelméhez azáltal, hogy 

csökkenti a potenciálisan káros anyagok jelenlétét az élelmiszerekben és vízforrásokban. 

(MOHAMMADI et al., 2024). 

Mind a GLY, mind számos élelmiszer-adalékanyag vagy élelmiszer-szennyező anyag 

(például akrilamid, benzoesav és citromsav) genotoxikus hatásokkal bírnak, amelyek közé tartozik 

a DNS károsodása és a kromoszómaaberráció. A genotoxikus anyagok által kiváltott DNS-

károsodás hozzájárulhat a sejtek rosszindulatú átalakulásához, így ezek az anyagok potenciális 

rákkeltők lehetnek. Tudományos vizsgálatok kimutatták, hogy a GLY okozhat DNS-száltöréseket, 

amelyeket különféle sejtvonalakon, például HepG2, GM38 és HT1080 sejtvonalakon mutattak ki. 

Mladinic és munkatársai 4-órás comet-tesztet végeztek S9 májhomogenizátum hozzáadásával, és 

az eredmények szerint magasabb koncentrációnál (580 µg/ml) szignifikánsan megnőtt a DNS-

károsodás mértéke, míg S9 jelenlétében ez a növekedés minden vizsgált koncentrációnál 

kimutatható volt (MLADINIC et al., 2009). Monroy és munkatársai vizsgálták a GLY citotoxikus 

és genotoxikus hatásait normál humán GM38 sejtekben és humán fibroszarkóma HT1080 

sejtekben. Genotoxikus hatásokat 4,0–6,5 mM (GM38) és 4,75–5,75 mM (HT1080) GLY-

koncentrációnál mutattak ki (MONROY et al., 2005). Az ilyen típusú károsodások hosszú távon 

növelhetik a rák kockázatát. Az akrilamid, amely a magas hőmérsékleten feldolgozott 

élelmiszerekben (pl. sült krumpli, kenyér) keletkezik, genotoxikus és rákkeltő hatással bír. A 

comet-tesztek alapján az akrilamidról megállapították, hogy jelentős DNS-károsodást okoz, ezért 

IARC 2A (emberre valószínűleg rákkeltő) kategóriába sorolta (NABIH et al., 2021). A benzoesav, 

mint élelmiszer-tartósítószer, genotoxikus hatásokat mutat, bár ezek mértéke alacsonyabb, mint az 

akrilamidé vagy GLY-é, de érzékeny sejtvonalakon, még mindig kimutatható. 
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Az MRL a mezőgazdasági vegyi anyagok, például a GLY, illetve az élelmiszer-

adalékanyagok megengedett maradékszintjét jelzi az élelmiszerekben. Az olyan anyagok esetében, 

mint a GLY, szigorú szabályozás vonatkozik az MRL-re, hogy a fogyasztók biztonságban legyenek 

a lehetséges toxikus hatásoktól. Az EU-ban és más országokban meghatározott MRL-szintek 

biztosítják, hogy a mezőgazdasági termékekben található GLY-maradványok a megengedett 

határokon belül maradjanak. Ugyanakkor a GLY genotoxikus potenciálját többek között a WHO 

és az IARC is vizsgálta, és 2A kategóriájú rákkeltőnek sorolta be, ami „valószínűleg rákkeltő 

hatású az emberre”. A legtöbb élelmiszer-adalékanyagra, mint például a citromsavra, nincsen 

MRL érték, mivel ezek biztonságosnak minősülnek a megengedett fogyasztási szinteken belül. 

Azonban egyes adalékanyagokról, például a benzoesavról bebizonyosodott, hogy genotoxikus 

hatású lehet. 

A GLY elsősorban mezőgazdasági növényekről kerülhet az élelmiszerekbe, míg az 

adalékanyagok, mint például a benzoesav és a citromsav, közvetlenül az élelmiszer-feldolgozás 

során kerülnek az élelmiszerekbe. A humán expozíció szintje befolyásolja a kockázat mértékét. 

Bár a GLY jelenléte az élelmiszerben alacsony szinten is kérdéseket vet fel a hosszú távú 

egészségügyi hatásokkal kapcsolatban (BOU-MITRI et al., 2025), az adalékanyagokat és 

szennyező anyagokat szigorú szabályozás alatt tartják, hogy minimalizálják a kockázatokat. 

Az előző alfejezet toxicitási eredményeiből is látható, a POE-15 formázóanyag minden 

elvégzett toxicitási vizsgálatban toxikusabbnak bizonyult, mint a GLY-IPA önmagában. Minden 

egyes vizsgálatban a legalacsonyabb toxikus hatás GLY-IPA-nak, a legmagasabb pedig a POE-15-

nek tulajdonítható. Érdekes módon azonban a GLY-IPA és a POE-15 közötti toxicitás aránya az 

MC3T3-E1sejtvonalon végzett genotoxicitási vizsgálatokban volt a legalacsonyabb: itt a POE-15 

„csak” 13-szor és 73-szor toxikusabbnak bizonyult a GLY-IPA-nál. E megállapítás jelentőségének 

értékeléséhez ezeket a genotoxicitási értékeket (a comet-teszttel és a Muse™ DNS-károsító 

vizsgálati készlet segítségével meghatározva) összehasonlítottam az élelmiszeriparban 

adalékanyagként használt és élelmiszer-szennyezőként bejelentett ismert genotoxikus anyagok 

megfelelő értékeivel. A genotoxicitás értékeléséhez az összehasonlítások alapjául a 

genotoxicitásra általánosan alkalmazott LGD-értéket (KAWAGUCHI et al., 2010) használtam. A 

jelen vizsgálatban a comet-tesztben a GLY-IPA meghatározott 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 hatások tekintetében érzékenyebb a GLY-IPA hatóanyagra, mint 

az MC3T3-E1 sejtek (hasonlóan a többi alkalmazott vizsgálati típushoz). Az ebben a vizsgálatban 

eredményül kapott genotoxicitási értékeket és a tudományos szakirodalomban közölt 

genotoxicitási értékeket a Mellékletben található 3. táblázat tartalmazza. 
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A GLY-ről szóló IARC-monográfia tartalmazza az összes releváns a DNS-károsodásra, 

valamint a sejtproliferációra és az apoptózisra gyakorolt hatásokra vonatkozó toxikológiai 

tanulmányokat. A GLY által kiváltott DNS-változásokat a tudományos szakirodalomban 

különböző sejtvonalakon kimutatták, pl. a DNS-szálszakadások humán epiteliális HepG2 

sejtekben és indukált kromoszómaaberrációk a limfocitákban (MLADINIC et al., 2009, MANAS 

et al., 2009b). valamint a GM38 fibroblasztokban. Genotoxicitási vizsgálatunk (comet-teszt) azt 

mutatja, hogy a GLY genotoxikusabbnak tűnik az NE-4C sejtekre, mint a bórsav, és csak valamivel 

kevésbé genotoxikusabb az akrilamidnál HepG2 sejteken. A benzoesav élelmiszerekben, például 

gyümölcslevekben, lekvárokban és savanyúságokban általánosan elterjedt tartósító szer, az NE-

4C sejtekre háromszor olyan genotoxikus, míg az MC3T3-E1 sejtekre valamivel kevésbé 

genotoxikus, mint a GLY. Úgy tűnik, hogy a GLY hasonló genotoxicitással rendelkezik az NE-4C 

sejtekre, mint a citromsav az HSP sejtvonalra. Ugyanakkor igaz, hogy a GLY utóbbi besorolása 

nem kizárólag az általunk is alkalmazott genotoxicitási teszteken alapul. Például az akrilamidot, 

amelyet 4,5- és 1,5-ször genotoxikusabbnak találták, mint mi a GLY-ot az NE-4C és az MC3T3-

E1 sejtvonalakon, az IARC szintén a 2A rákkeltő kategóriába sorolta.  

A GLY és az élelmiszer-adalékanyagok, közötti kapcsolat rávilágít arra, hogy a 

mezőgazdasági vegyszerek és élelmiszer-adalékanyagok maradványainak jelenléte az 

élelmiszerekben milyen potenciális egészségügyi kockázatokat jelenthet. Az ilyen anyagok 

genotoxikus hatásai hosszú távon hozzájárulhatnak a rák kockázatának növekedéséhez, és ezért 

fontos a szigorú szabályozás és a folyamatos kutatás ezekre vonatkozóan. Az expozíció 

minimalizálása érdekében mind a mezőgazdasági gyakorlatokat, mind az élelmiszer-feldolgozási 

folyamatokat optimalizálni kell, hogy a fogyasztók egészségét megóvják. 

 

4.6. A KIMUTATOTT CITO- ÉS GENOTOXIKUS, ILLETVE SEJTCIKLUS-

BEFOLYÁSOLÓ HATÁSOK ÁLTALÁNOS ÖKOTOXIKOLÓGIAI KÖVETKEZMÉNYEI 

 

Az ökotoxikológiai vizsgálatok gyakorta elsősorban a hatóanyagokra összpontosítanak, 

miközben az élő szervezetek valós körülmények között összetett növényvédőszer-

készítményeknek vannak kitéve. A nem célszervezetekre gyakorolt hatások széleskörűek, ami 

ellentétben áll azzal a feltételezéssel, hogy a gyomirtó szerek specifikusak és csak a célnövényekre 

hatnak. Mind a GLY, mind a GBH-k nem szándékolt mellékhatásokkal járnak számos szárazföldi 

és vízi fajokra, ilyenek a nem célzott növények, mikroorganizmusok, rovarok, pókok, 

földigiliszták, különböző vízi gerinctelenek és nem utolsó sorban a gerincesek. E negatív hatások; 

főként az oxidatív stressz, egészségi és egészségkárosító hatású folyamatok megváltozásáról 

számoltak be, ahol a genotoxikus és citotoxikus hatás is fellelhető. Az esetek túlnyomó 
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többségében a GBH-k toxicitása meghaladja – esetenként messze meghaladja – a GLY toxicitását, 

ami azt bizonyítja, hogy az inertnek tartott segédanyagok vagy önmagukban is mérgezőek, vagy 

kölcsönhatásba lépnek egymással, és fokozhatják az aktív hatóanyag toxicitását. A célzott 

gyomokon túl akár szántóföldi növényeket is érinthet a GLY-szennyezés. A GLY fitotoxikus hatást 

fejt ki a szántóföldi növényekre (köztük a Capsicum-fajokra is), tehát kelés után (posztemergens 

módon) nem lehet kijuttatni, csak kelés előtt (preemergens módon). A gyökérkolonizáció miatt a 

talajgombák által fitotoxikus hatás figyelhető meg a sikimisavszint nyomonkövetésével, ahol a 

Capsicum annuum (közönséges paprika) bioindikátorként viselkedik: bebizonyosodott, hogy a 

GLY jelenléte – a rizoszférán keresztüli felvétele nyomán – paprikanövényből kimutatható 

(RONCO et al., 2008). A GLY mikorrhizagombákra gyakorolt hatásán keresztül akár a teljes 

talajökoszisztémát képes befolyásolni. (KLÁTYIK et al., 2017). 

A 2010 és 2023-2025 között gyűjtött adatok alapján Klátyik és munkatársai összefoglalták 

a GLY, készítményei és formulációi szárazföldi- és vízi ökoszisztémákra, valamint a környezet- és 

emberi egészségre gyakorolt hatásait (KLÁTYIK et al., 2023, KLÁTYIK et al., 2024, KLÁTYIK 

et al., 2025). A GLY csökkentheti a talajban élő gombák és baktériumok sokféleségét és 

populációját, ami hosszú távon talajdegradációhoz vezethet. Ezen kívül a formázószerek, 

amelyeket gyakran nem vizsgálnak olyan szigorúan, mint a fő hatóanyagokat, szintén komoly 

kockázatot jelentenek. Ezek az anyagok toxikusabbak lehetnek a GLY-nál. A beporzó rovarok, a 

méhek, különösen érzékenyek a GLY és formázószerek együttes hatására, ami hozzájárulhat a 

globális beporzási válsághoz. A GLY hatása az élőlényekre nem mindig azonnal nyilvánvaló, és 

hosszabb távú hatások is előfordulhatnak, mint például a szubletális hatások, amelyek 

befolyásolhatják az állatok szaporodási képességeit (KLÁTYIK et al., 2023). A vízi 

ökoszisztémákra gyakorolt toxikus hatást fejthetnek ki a halakra, kétéltűekre, rákokra és algákra, 

amelyek kulcsfontosságúak a vízi táplálékláncban. Különösen aggasztó, hogy a GLY alacsony 

koncentrációban is hormonális zavarokat okozhat a halakban, ami befolyásolja azok növekedését 

és szaporodási képességeit. Azt is kimutattuk, hogy a GLY-készítményei még toxikusabbak 

lehetnek, mint maga a hatóanyag, főleg a szufaktánsok jelenléte miatt. Hangsúlyoztuk, hogy a 

formázó szerek nem megfelelő szabályozása komoly veszélyt jelenthet a vízi ökoszisztémákra, 

mivel ezek az anyagok jelentősen növelhetik a GLY környezeti perzisztenciáját és 

bioakkumulációs potenciálját (KLÁTYIK et al., 2024, TAJNAIOVÁ et al., 2020). Mindkét 

tanulmányban egyértelműen jelezzük, hogy a GLY széles körű használata és a formázó szerek 

toxikológiai profiljának hiányos értékelése jelentős ökológiai kockázatot jelent. 

Áttekintésünkben nemcsak az ökotoxicitás és az ökotoxicitási tényezők bemutatásával 

foglalkozunk, hanem összefoglaltuk a GLY és a GBH-k szárazföldi, biológiai és ökológiai 
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ökoszisztémákra, valamint a nem célszervezetekre gyakorolt hatását is, különös tekintettel olyan 

specifikus indikátorfajokra, mint a méhek és a madarak (17. ábra). 

 

 

17 ábra. A GLY hatóanyagú gyomirtószer és kereskedelmi készítményeinek főbb ökotoxikológiai 

hatásai talajlakó nem célszervezetekre. (Piros nyilak mutatják felfelé: növekedés; lefelé: 

csökkenés; kétirányú: változás).(KLÁTYIK et al., 2023). 

 

Ide tartozik a GLY és a GBH-k más kémiai vegyületekkel, hatóanyagokkal, 

segédanyagokkal, nehézfémekkel, mikroműanyagokkal vagy kórokozókkal való kombinált 

hatásának bemutatása is. A GLY különböző talajszervezetekre gyakorolt hatásáról rendelkezésre 

álló adatok vegyesek, és a talajra gyakorolt hatásuk összetett, az eredmények néha 

ellentmondásosak. Ez a megfigyelt hatásokat befolyásoló számos tényezőknek köszönhető. A 

legfontosabb tényezők, amelyek befolyásolják a környezeti sorsot (pl. mobilitás, kioldódás), a 

biológiai hozzáférhetőséget, valamint a talaj nem célszervezeteire gyakorolt hatásokat, a talaj 

jellemzői, például a víztartalom és a különböző talajok összetétele, ideértve a mikrobiális 

közösségeket is.  

A vízi élőlények jelentős mértékben ki vannak téve a szennyező anyagok hatásainak, mivel 

a xenobiotikumokkal való érintkezés a vizekben elkerülhetetlen. A GLY és a GBH ökotoxicitását 

számos vízi organizmuson vizsgálták, beleértve különböző algafajokat, apró (Daphnia magna) 

vizibolhákat, puhatestűeket, halakat és kétéltűeket (18. ábra). 
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18. ábra. A GLY hatóanyagú gyomirtószer és kereskedelmi készítményeinek főbb ökotoxikológiai 

hatásai vízi nem célszervezetekre. (Piros nyilak mutatják felfelé: növekedés; lefelé: csökkenés; 

kétirányú: változás).(KLÁTYIK et al., 2024). 

 

Az ECHA a GLY hosszútávú toxikus hatásai miatt a vegyületet toxikusnak minősítette a 

vízi élővilágra. Bár a GBH-k alkalmazását vízi környezetben ritkán engedélyezik, a GLY és annak 

metabolitja, az AMPA, valamint a GBH-készítmények világszerte gyakran kimutathatók a felszíni 

vizekben. Ez egyértelműen rámutat arra, hogy a vízi szennyezőanyagok fokozott jelenléte miatt 

megnövekszik a vízi szennyező anyagnak való fokozott kitettség valószínűsége. 

Az intenzív használat miatt a GLY széles körben megtalálható a környezetben, és néha 

károsítja a nem célzott élőlényeket, melyet fentebb hangsúlyoztam, ugyankkor bekerül az ivóvízbe 

és az élelmiszerláncba. Az embereknél több egészségügyi problémával, például rákkal és 

hormonális zavarokkal hozták összefüggésbe, de az egészségügyi hatások mértéke vitatott. A 

kutatások tovább folytatódnak, miközben javasolt a GLY használatának mérséklése és 

biztonságosabb alkalmazási szabályok bevezetése (19.ábra). 
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19. ábra A GLY, a GLY-tartalmú készítmények és formázószerek mellékhatásait okozó 

hatásmechanizmusok, valamint ezekhez kapcsolódó lehetséges élettani rendellenességek. 

 

Széles körben elfogadott nézet, különösen a szabályozó hatóságok körében, hogy a GLY és 

annak kereskedelmi készítményei célzottan csak a meghatározott növényfajokra vannak hatással. 

Azonban az ebben az áttekintésben bemutatott számos bizonyíték arra utal, hogy a GLY/GBH-k 

jelentős hatással lehetnek a talajlakó és vízi ökoszisztémák nem célzott szervezeteire is. A GLY 

fizikai-kémiai tulajdonságai miatt könnyen bejuthat a vízi környezetbe. Hasonlóan, a GLY és a 

GBH-k többféle hatásai a szárazföldi ökoszisztémákra szintén egyértelműen bizonyítást nyertek. 

A növényi és állati vízi szervezetek esetében bemutatott eredmények alapján, úgy tűnik a GBH-k 

esetében az oxidatív stressz az egyik fő kiváltó ok, ami erősen kapcsolódik a vizsgálatainkban 

tárgyalt apoptózis, DNS-károsodás és citotoxikus hatásokhoz is. Ezek a folyamatok sejtszinten is 

végbe mennek, ezért is nagyon fontosak az in vitro vizsgálatok. A GLY-IPA, R és POE-15 

sejttoxikus hatásainak részletes feltárását követően áttekintettük a GLY hatóanyag, a formázott 

GBH növényvédőszer-készítmény és a formázó anyag ökotoxikus hatásait a vízi és szárazföldi 

szervezetekre és életközösségekre. A részletes áttekintés alapján kitűnt, hogy bizonyos 

ökotoxikológiai jelenségek közvetlen összefüggésben állhatnak az általunk feltárt cito- és 

genotoxikus, illetve sejtciklus-befolyásoló hatásokkal, ilyen például a szárazföldi és vízi 

szervezetekre jellemző oxidatív stressz (KLÁTYIK et al., 2023, KLÁTYIK et al., 2024). 
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5. ÚJ TUDOMÁNYOS EREDMÉNYEK 

 

Doktori kutatásom során vizsgáltam a Roundup Classic készítményt a benne található hatóanyagot 

és a benne alkalmazott formázószert hagyományos sejtbiológiai módszerekkel és áramlási 

citométerrel is. Vizsgálataim során megismertem a vizsgálati anyagok életképességre, DNS-

károsodásra, apoptózisra és sejtciklusra gyakorolt hatásait két egér sejtvonalon (NE-4C, MC3T3-

E1). A sejtéletképességi vizsgálatot két módszerrel, áramlási citométerrel és 3-(4,5-dimetil-tiazol-

2-il)-2,5-difenil-tetrazolium-bromid (MTT) szubsztrátumot alkalmazó teszttel (MTT-teszt) 

végeztem, míg a DNS-károsodást comet-teszttel és áramlási citométerrel vizsgáltam. Az 

apoptózisvizsgálatokat és a sejtciklusra gyakorolt hatások vizsgálatát áramlási citometriás 

módszerrel végeztem. Az így kapott eredményeket össze is hasonlítottam egymással. Az alábbi 

tézispontokban az egyes koncentrációkat csupán a Roundup Classic-ekvivalens% 

koncentrációértékekben adom meg, de a dolgozat természetesen az ezekhez tartozó abszolút 

koncentrációértékeket (µg/ml) is tartalmazza. 

 

Új tudományos eredményeimet az alábbi tézisekben összegzem: 

 

1. A sejtéletképességi vizsgálatokban az NE-4C sejtvonalon az MTT-tesztben a következő 

IC50-értékeket állapítottam meg: 0,652%±0,006%, 0,00315%±0,00007% és 0,00995%±0,00010% 

GLY-IPA, POE-15 és R vizsgálati anyagok esetében (Roundup Classic-ekvivalens 

koncentrációban). Az MC3T3-E1 sejtvonalon MTT-tesztben a következő IC50-értékeket 

állapítottam meg: 0,7256%±0,0068%, 0,00639%±0,00003% és 0,0101%±0,0004% GLY-IPA, 

POE-15 és R vizsgálati anyagok esetében (Roundup Classic-ekvivalens koncentrációban). Az NE-

4C sejtvonalon áramlási citométerrel mért sejtéletképességi vizsgálatban a következő IC50-

értékeket állapítottam meg: 0,595%±0,009%, 0,00115%±0,00007% és 0,00469%±0,00008% 

GLY-IPA, POE-15 és R vizsgálati anyagok esetében (Roundup Classic-ekvivalens 

koncentrációban). Az MC3T3-E1 sejtvonalon áramlási citométerrel mért sejtéletképességi 

vizsgálatban a következő IC50-értékeket állapítottam meg 1,2495%±0,0024%, 

0,00936%±0,00085% és 0,0187%±0,0007% GLY-IPA, POE-15 és R vizsgálati anyagok esetében 

(Roundup Classic-ekvivalens koncentrációban). A három vizsgálati anyagra vonatkozóan mindkét 

módszernél hasonló nagyságrendű arányokat, de az MC3T3-E1 sejtvonal esetében magasabb 

értékeket mértem, mint az NE-4C sejtvonallal. Ugyanakkor megállapítottam, hogy az NE-4C 

sejtvonal érzékenyebbnek mutatkozott az áramlási citométeres vizsgálatban, hiszen az MTT-teszt 

eredményei 91%, 36% és 47%-kal (átlagosan 58%±29%-kal) magasabbak, mint az áramlási 

citométerrel mért értékek. Az MC3T3-E1 sejtvonal esetében fordított összefüggést állapítottam 
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meg, hiszen a sejtvonal az MTT tesztben bizonyult érzékenyebbnek 58%, 68% és 54%-kal 

(átlagosan 60%±7%-kal) az áramlási citométerrel mért értékeknél.  

 

2. A DNS-károsodási vizsgálatokban az NE-4C sejtvonalon a comet-tesztben a következő 

LGD-értékeket állapítottam meg: 0,0259%, 0,0000089% és 0,00002% GLY-IPA, POE-15 és R 

vizsgálati anyagok esetében (Roundup Classic-ekvivalens koncentrációban). Az MC3T3-E1 

sejtvonalon a comet-tesztben a következő LGD-értékeket állapítottam meg: 0,0835%, 

0,0024125% és 0,00224% GLY-IPA, POE-15 és R vizsgálati anyagok esetében (Roundup Classic 

ekvivalens koncentrációban). Az NE-4C sejtvonalon áramlási citométerrel mért DNS-károsodási 

vizsgálatban a következő LGD-értékeket állapítottam meg: 0,0376%, 0,000295% és 0,00117% 

GLY-IPA, POE-15 és R vizsgálati anyagok esetében (Roundup Classic-ekvivalens 

koncentrációban). Az MC3T3-E1 sejtvonalon áramlási citométerrel mért DNS-károsodási 

vizsgálatban a következő LGD-értékeket állapítottam meg: 0,0375%, 0,0000935% és 0,000786% 

GLY-IPA, POE-15 és R vizsgálati anyagok esetében (Roundup Classic ekvivalens 

koncentrációban). Az LGD-értékei alapján az NE-4C sejtvonal átlagosan két nagyságrenddel 

érzékenyebbnek bizonyult a comet-tesztben az MC3T3-E1 sejtvonalnál, mely egyértelműen a p53 

tumorszupresszor fehérje és ezáltal a DNS-károsodásokat javító mechanizmusok hiányából ered 

az előbbi sejtvonalban. Az MC3T3-E1 sejtvonal esetében a DNS-károsodást vizsgáló áramlási 

citometriás vizsgálati készlet eredményezett érzékenyebb kimutatást, ahol az az LGD-értékek 

44%, 3% és 35%-át (átlagosan 27%±22%-kal) voltak alacsonyabbak a comet-teszthez képest.  

 

3 Az NE-4C sejtvonalon az apoptózis vizsgálatot áramlási citométerrel végeztem el, melynél 

a következő IC50-értéket kaptam, 0,246±0,134%, 0,00092±0,000005% és 0,00238±0,00003% 

GLY-IPA, POE-15 és R vizsgálati anyag esetében (Roundup Classic-ekvivalens koncentrációban). 

Az MC3T3-E1 sejtvonalon az apoptózis teszttel a következő IC50-értékeket kaptam, 

0,2731±0,0045%, 0,01169±0,00048% és 0,0167±0,0013% GLY-IPA, POE-15 és R vizsgálati 

anyag esetében (Roundup Classic-ekvivalens koncentrációban). Az NE-4C sejtvonalon áramlási 

citométerrel mért kaszpáz 3/7 aktiviásnál a következő IC50-értékeket kaptam, 0,568±0,043%, 

0,00099±0,00002% és 0,00748±0,00012% GLY-IPA, POE-15 és R vizsgálati anyag esetében 

(Roundup Classic-ekvivalens koncentrációban). Az MC3T3-E1 sejtvonalon áramlási citométerrel 

mért kaszpáz 3/7 aktiviásnál a következő IC50-értékeket kaptam, 0,6412±0,0339%, 

0,00649±0,00012% és 0,0073±0,0001% GLY-IPA, POE-15 és R vizsgálati anyag esetében 

(Roundup Classic-ekvivalens koncentrációban). NE-4C esetében átlagban 55%-kal érzékenyebb 

volt, az apoptózis vizsgálat, mely az összes apoptotikus sejtet határozta meg, a kaszpáz 3/7 

vizsgálati készlethez képest, mely az apoptotikus és halott sejteket detektálta. Vizsgálatomból 
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megállapítható, hogy az NE-4C sejtvonal a POE-15 esetében átlagban 9-szer érzékenyebben 

reagált mindkét apoptózis vizsgálatra az MC3T3-E1 sejtvonalhoz képest. 

 

4 Az NE-4C sejtek sejtciklus vizsgálata során a GLY-IPA kezelés hatására, a sejtek a G0/G1-

fázisban maradnak, hiszen nem érzékelnek optimális körülményeket a növekedéshez és el sem 

érik az első restrikciós pontot, meglepő módon a legalacsonyabb koncentrációnál a legmagasabb 

a G0/G1-fázisban lévő sejtek aránya, ahol szignifikáns különbséget mutattunk ki a kontroll 

kezeléshez képest (p<0,05). R- és a POE-15-kezelés hatására a G0/G1-fázisban lévő sejtek aránya 

csökken monoton dózisfüggő módon 0,0007-0,0026% (Roundup Classic-ekvivalens 

koncentrációban). A R-kezelésnél a legkisebb koncentráció kivételével és a POE-15-kezelésnél 

szignifikáns különbséget (p<0,001) mutattam ki az S és a G2/M-fázisban a kontrollhoz képest. 

MC3T3-E1 sejtek sejtciklus vizsgálata során a kontrollban a G0/G1-fázisban tartozkodó sejtek 

aránya átlagban 57 %-kal magasabb, mint az NE-4C esetében, ez az arány a kezelések hatására 

csökken. Az S-fázisban lévő sejtek arányát nem befolyásolta a kezelés, míg a G2/M-fázisban lévő 

sejtek aránya növekszik a 24-órás kezelést követően. 
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6. KÖVETKEZTETÉSEK ÉS JAVASLATOK 

 

A vizsgálatok során szerzett adatokból világosan kirajzolódott, hogy a különböző 

módszerek különböző érzékenységgel és információtartalommal bírnak. Az MTT-teszt az 

általános sejtműködés, míg az áramlási citometria a részletesebb sejtfiziológiai paraméterek 

vizsgálatára alkalmas. A comet-teszt előnye a vizuális információ, az áramlási citometriás DNS-

vizsgálat pedig a kvantitatív és objektív adatszerzés. A kombinált vizsgálatok azt is megmutatták, 

hogy egyes sejtvonalak eltérő érzékenységgel reagálnak ugyanazon vegyületekre. Ez különösen 

fontos volt a POE-15 toxikus hatásainak vizsgálatakor, mivel az eredmények azt mutatták, hogy 

ez a vegyület önmagában is nagyságrendekkel toxikusabb, mint a GLY-IPA önmagában. 

Általánosságban a dolgozatomban felhasznált vizsgálati anyagokról (GLY-IPA, R és POE-

15) elmondható, hogy mindegyik vizsgálatban gátló hatást mutattak a kontroll kezelésekhez 

képest, ezek mértéke eltérő volt, melyet az eredményekben ki is fejtettem. Vizsgálatainkban a 

legnagyobb gátló hatást a POE-15 idézett elő, ez egyáltalán nem meglepő, hiszen 2016-ban azokat 

a GLY-tartalmú készítményeket betiltották az EU-ban, amelyek POE-15 formázószert 

tartalmaztak, ami jelentős lépés volt a növényvédő szerek biztonságosabbá tétele érdekében. A 

POE-15 egy felületaktív anyag, amelyet a GLY hatékonyságának növelésére használtak, mivel 

segíti a GLY gyorsabb felszívódását a növények levelein keresztül, a hatóanyag bejutását javítja 

és fokozott levéltapadást idéz elő. A POE-15 betiltását megelőzően a toxikológiai hatásai miatt 

nőtt az aggodalom, különösen a humán és környezeti egészségre gyakorolt potenciális veszélyek 

miatt. A döntés alapja az volt, hogy a POE-15 potenciálisan káros hatással van a környezetre, 

különösen a vízi élővilágra, és egészségügyi kockázatokat is jelenthet az emberekre nézve. Az 

Európai Élelmiszerbiztonsági Hatóság (EFSA) felhívta a figyelmet arra, hogy a POE-15 jelenléte 

fokozhatja a GLY toxicitását, ezért javasolták a felületaktív anyag kivonását a piacról. A POE-15 

részletes toxikológiai problémái, melyeket a saját vizsgálataimmal is bizonyítottam. Humán 

toxikológia tekintetében, citotoxicitást mutattak ki in vitro kísérletekben, ahol a POE-15 jelentős 

mértékben károsítja az emberi sejteket, különösen a bőrt, a tüdőt és a májat érintő sejteket. Az 

emberi sejtvonalakon végzett vizsgálatokban (pl. HEK293 vesesejtek) azt tapasztalták, hogy a 

POE-15 sejthalált okoz, még alacsony koncentrációkban is (SUN et al., 2024, MESNAGE et al., 

2013). Genotoxikus hatásait a comet-teszt és más genotoxicitási tesztek kimutatták, hogy a POE-

15 DNS-károsodást okoz, ami növeli a rákkeltő kockázatot és más hosszú távú egészségügyi 

problémákat. In vitro és in vivo vizsgálatok is kimutatták, hogy a POE-15 oxidatív stresszt okozhat 

a sejtekben, ami hozzájárulhat a sejthalálhoz és más toxikus hatásokhoz is. Ezen tényszerű 

következtetéseket a saját vizsgálataimból is megállapítottam, és bebizonyítottam parallel az 

irodalmi adatokkal. Környezettoxikológiai szempontból a POE-15 szintén jelentős környezeti 
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kockázatot jelent, különösen a vízi ökoszisztémákban. A POE-15 mérgezőnek bizonyult számos 

vízi organizmusra, például halakra és kétéltűekre, ami az ökológiai egyensúlyt fenyegeti 

(KLÁTYIK et al., 2023, KLÁTYIK et al., 2024). Az EFSA és az ECHA, arra a következtetésre 

jutottak, hogy a POE-15 használata elfogadhatatlan kockázatokat jelent az emberi egészségre és a 

környezetre nézve. Összességében a POE-15 betiltása fontos mérföldkő volt a GLY-tartalmú 

készítmények biztonságosabbá tétele érdekében, és rávilágított arra, hogy a segédanyagoknak 

ugyanolyan figyelmet kell szentelni a toxikológiai vizsgálatok során, mint magának a 

hatóanyagnak, jelen esetben a GLY-nak. 

A GLY miatt bekövetkezett betegségek kialakulása egy érdekes kérdéskört vet fel, hiszen 

az egészségügyi szervezetek sem tudnak konszenzusra jutni ezügyben. Több tanulmány 

foglalkozott gazdálkodók vizeletében felhalmozódott GLY-tal (ACQUAVELLA et al.,2004, 

CHANG et al., 2024, CONNOLLY et al., 2020), több szempontot figyelembe véve, hogy 

használtak kesztyűt, hosszúujjas ruhát viseltek-e, amikor hígították a GLY-t, illetve nem 

mezőgazdasági munkásokat használtak kontrollnak. Következtetésként levonható ebből a 

tanulmányból, hogy mind a gazdálkodók, mind a nem mezőgazdasági munkát végzők ki vannak 

téve a GLY hatásainak, és a foglalkozásszerű GLY-használat a vizelet GLY-koncentrációjának 

legmeghatározóbb tényezője, ezért is szükséges a GLY folyamatos biomonitorozása különböző 

környezetekben (CHANG et al., 2024).  

A GLY és a non-Hodgkin limfóma (NHL) közötti kapcsolat az egyik legvitatottabb kérdés 

a GLY biztonságosságával kapcsolatban (INSERM, 2021). Az évek során számos tanulmány 

vizsgálta ezt a lehetséges összefüggést, és míg néhány kutatás azt sugallja, hogy a GLY expozíció 

növelheti a non-Hodgkin limfóma kockázatát, más tanulmányok nem találtak erre meggyőző 

bizonyítékot. A non-Hodgkin limfóma egy olyan kórképet foglal magába, amely a nyirokrendszer 

sejtjeit érinti. Ez a betegség különbözik a Hodgkin-limfómától, mivel eltérő típusú limfocitákból 

indul ki, és más klinikai jellemzőkkel rendelkezik. Az NHL több típust foglal magában, és változó 

súlyosságú lehet, a lassan fejlődő formáktól a gyorsan progresszáló, agresszív típusokig. A GLY 

tekintetében 2015-ben az IARC és a WHO 2A csoportba sorolta, ezen besorolást többek között a 

non-Hodgkin limfómával kapcsolatos epidemiológiai vizsgálatok eredményeire alapozva 

állapították meg. Az állatkísérletek bizonyos rákos megbetegedésekre utaló bizonyítékokat 

szolgáltattak. Az emberi epidemiológiai vizsgálatok néhány esete kapcsolatot mutatott a GLY 

expozíció és a non-Hodgkin limfóma kockázatának növekedése között. Az IARC különösen 

hangsúlyozta, hogy a mezőgazdasági munkások körében nagyobb a kockázat, mivel ők hosszú 

távon és nagyobb mennyiségben vannak kitéve a vegyszernek (GALLI et al., 2024). Számos 

epidemiológiai tanulmány vizsgálata a GLY expozíció és az NHL kialakulása közötti összefüggést 

(PAHWA et al., 2019), De Roos és munkatársai a mezőgazdasági dolgozók körében végeztek 
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felméréseket és GLY expozíció esetében megnövekedett az NHL kockázata (DE ROOS et al., 

2003). Egy másik tanulmányban készült egy metaanalízis, amely több tanulmány adatait 

újraértékelte és arra következtetésre jutott, hogy a GLY akár 41%-kal is növelheti az NHL 

kockázatát a legnagyobb expozíciós szintű emberek (mezőgadasági munkások) esetében (ZHANG 

et al., 2019).  

Az Egyesült Államokban az elmúlt években több ezer mezőgazdasági munkás és kertész 

indított pert a GLY gyártó Monsanto (a vállalatot később felvásárolta a Bayer) ellen, azt állítva, 

hogy a GLY használata okozta náluk a NHL-t. Az első három nagy perben a bíróságok több 

százmillió dolláros kártérítést ítéltek meg az áldozatok javára. A perek középpontjában az állt, 

hogy a GLY gyártója nem tájékoztatta megfelelően a felhasználókat a termék lehetséges rákkeltő 

hatásairól. Az IARC besorolása ellenére más egészségügyi és szabályozó szervezetek nem találták 

elegendő bizonyítéknak arra, hogy a GLY rákkeltő lenne: A GLY és a non-Hodgkin limfóma 

közötti kapcsolat továbbra is vitatott téma a tudományos körökben. A kutatások folytatódnak 

annak megértésére, hogy milyen tényezők (pl. expozíció időtartama, dózis, egyéni genetikai 

hajlam) befolyásolhatják a kockázatot. Míg egyes tanulmányok statisztikailag jelentős kapcsolatot 

mutattak ki a GLY expozíció és az NHL között, mások nem találtak ilyen egyértelmű összefüggést, 

tehát a tudományos közösségek nem érték el a konszenzust. 

Ezeknek a fényében a bemutatott vizsgálataimból több megállapítás is levonható, a R és a 

POE-15 toxikusabb, mint a GLY-IPA mindkét vizsgált egérsejtvonalra, a neuroektodermális, 

őssejttípusú NE-4C sejtekre és az MC3T3-E1 preoszteoblaszt sejtekre egyaránt. A két sejtvonal 

minden kísérletünkben jellegzetes különbségeket mutatott, mivel vizsgálataimban az NE-4C 

sejtek legalább 2,5-szer érzékenyebbnek bizonyultak a vizsgált anyagokkal szemben.  

Az NE-4C sejtvonal különösen érzékeny a neurotoxikus anyagokkal, illetve hosszútávú 

környezeti szennyezőkkel szemben mivel embrionális neuroektodermális eredetűek, ami lehetővé 

teszi, hogy in vitro modellekben jól tükrözzék az idegsejtek toxikológiai válaszait, képesek az 

idegsejt-differenciációra, így alkalmasak az idegrendszerre gyakorolt káros hatások vizsgálatára. 

Neurotoxikus anyagokkal szembeni érzékenységük különösen abban nyilvánul meg, hogy gyorsan 

reagálnak oxidatív stresszre, mitokondriális diszfunkciókra és apoptotikus folyamatokra, amelyek 

a sejthalálhoz vezethetnek. Az NE-4C nagyfokú érzékenysége is erre vezethető vissza, a 

meghatározott IC50-értékek következetesen azt jelezték, hogy a célvegyületek gátló hatásának 

sorrendje egyértelműen POE-15 > R > > GLY-IPA mindkét sejtvonal esetében. Ez nem azt jelenti, 

hogy a hatóanyag gátló hatása csekély a formázószerhez és a R-hoz képest, hiszen 

megállapítottam, hogy a GLY is gátolta a sejtek funkcióit mezőgazdasági kijuttatási 

koncentrációban (1-2%). Ez a következtetés összhangban áll a tudományos szakirodalom korábbi 

megállapításaival, ahol GBH-kat és a GLY-t vizsgáltak. 
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A genotoxicitási vizsgálatokban a legalacsonyabb hatást az MC3T3-E1 sejteknél a GLY-

IPA esetében mértük, összehasonlítva más vizsgált anyagokkal, az LGD-érték a comet-

vizsgálatokban a R és GLY-IPA közötti különbség 5,5-szeres, és a DNS-károsodási vizsgálati 

készlet esetében 9-szeres. A többi mérésnél az IC50-érték (életképesség, apoptózis) több mint 25-

szörös a R és a GLY-IPA között. A szakirodalmi adatok eredményei alapján, vizsgálataink is 

egyértelműen kimutatták a POE-15 citotoxicitását, amelyet más vizsgálatokban a sejtlégzésre és a 

membrán integritásra gyakoroltak 0,00155% és 0,0097% közötti Roundup Classic ekvivalens 

koncentrációval. Vizsgálatunkban a faroknyomaték nagysága a comet-tesztben korrelál a 

szakirodalmi adatokban fellelhető eredményekkel, amik 24-órás kitettség mellett, GLY-IPA-, R- 

és POE-15-kezeléssel végeztek.  

Eredményeink bebizonyították, hogy további genotoxikus veszélyt jelentenek az emberi 

egészségre és az ökoszisztémára. A jelen vizsgálatban megfigyelt eredmények egyértelműen 

megállapították hogy fokozott cito- és genotoxikus hatást fejt ki a R és a POE-15. Eredményeink 

azt is kimutatták, hogy a legnagyobb genotoxikus hatást a POE-15 érte el, mind a Muse DNS-

károsító vizsgálati készlet, mind a comet-teszt segítségével. A legalacsonyabb LGD-értékeket a 

POE-15 esetében az NE-4C sejtvonalon mértük a genotoxicitási vizsgálatokban, ami szintén 

bizonyítja a POE-15 DNS-károsító hatását. 

Végezetül, vizsgálataink eredményeképpen a következő megállapításokat tettük: a 

sejtciklust befolyásoló hatásra vonatkozó eredményeink az általunk vizsgált sejtvonalakon 

korrelálnak a tudományos szakirodalomban más sejtvonalakon közöltekhez képest. 

Kísérleteinkben a sejtciklus-vizsgálati készlettel a G0/G1-fázisban lévő sejtek magas arányát 

mutattuk ki (a kontrollhoz képest), mind az NE-4C, mind az MC3T3-E1 sejtek esetében a 

vizsgálati anyagok káros hatásai miatt, melyek gátolták a sejtek S-fázisba történő progresszióját, 

így kevesebb sejt tudott továbbhaladni az S-fázisba. A citotoxicitásra vonatkozó ismereteink 

bővítésén túlmenően a célanyagokkal kapcsolatban, e vizsgálat eredményei további bizonyítékkal 

szolgálnak a GLY-tartalmú készítmények értékelésénél. 

A GLY és az élelmiszer-adalékanyagok közötti összefüggés rávilágít arra, hogy a 

mezőgazdasági vegyszerek és az élelmiszer-adalékanyagok maradványainak jelenléte az 

élelmiszerekben jelentős egészségügyi kockázatot hordozhat. Ezen anyagok genotoxikus hatása 

hozzájárulhat a daganatos megbetegedések kialakulásának kockázatához, így elengedhetetlen a 

szigorú szabályozás és a folyamatos kutatási tevékenység. Az expozíció csökkentése érdekében 

nemcsak a mezőgazdasági gyakorlatoknak kell változniuk, hanem az élelmiszer-feldolgozási 

folyamatokat optimalizálni kell, úgy, hogy a fogyasztók egészsége is védve legyen. 

Az utóbbi években egyre több tanulmány vizsgálja a GLY és más adalékanyagok esetleges 

káros hatásait az emberi szervezetre. Ezek az anyagok akkumulálódhatnak a szervezetben, ami 
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különösen a hosszú távú expozíció esetén jelenthet nagy kockázatot. Az egyre növekvő számú 

bizonyítékok alapján sürgető, hogy a mezőgazdaságban használt vegyszerek szabályozása 

szigorúbb legyen, mivel a jelenlegi normák nem minden esetben nyújtanak elegendő védelmet. A 

megfelelő tájékoztatás és tudatosság növelése szintén kulcsfontosságú lehet, hogy a fogyasztók 

tisztában legyenek az élelmiszereikben lévő vegyi anyagok lehetséges hatásaival. 

A kutatások arra is rámutattak, hogy a különböző élelmiszer-adalékanyagok szinergista 

hatással lehetnek a GLY-re, ami még nagyobb egészségügyi problémákat okozhat. A modern 

élelmiszeriparban alkalmazott technológiák szintén hozzájárulhatnak az ilyen anyagok 

jelenlétéhez, ezért a gyártási folyamatok újraértékelése is szükséges lehet. Az élelmiszerbiztonság 

terén dolgozó szakemberek egyetértenek abban, hogy a fogyasztók hosszú távú egészségének 

védelme érdekében a szabályozásnak lépést kell tartania a tudományos felfedezésekkel. Fontos 

szempont, hogy alternatív megoldások is rendelkezésre álljanak, mint például a biogazdálkodás 

elterjedése, amely csökkentheti a vegyi anyagok használatát. Összességében a GLY és az 

élelmiszer-adalékanyagok kérdése globális probléma, amely alapos vizsgálatot és hatékony 

intézkedéseket igényel. A fogyasztók tudatosabb döntései, a fenntartható mezőgazdasági 

gyakorlatok elterjedése és a folyamatos kutatási eredmények segíthetnek minimalizálni a 

kockázatokat. A dolgozatomban elvégzett vizsgálatokkal és leírt eredményekkel is ehhez 

szeretnék hozzájárulni. 
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7. ÖSSZEFOGLALÁS 

 

A piacvezető, széles spektrumú, totális gyomirtószer, a Roundup Classic, hatóanyagának, 

a GLY (izopropilamin (IPA) só formájában) és a készítmény felületaktív anyagának, a polietoxilált 

faggyúaminok (POE-15) citotoxikus hatását két egérsejtvonalon, egy neuroektodermális 

őssejtszerű (NE-4C) és egy magas alkalikus foszfatáz-aktivitású, csontvelőprekurzor-sejtvonalon 

(MC3T3-E1) határoztuk meg. A vizsgálati anyagaink a GLY-IPA, R és POE-15 citotoxikus, 

genotoxikus, és a sejtciklusokra gyakorolt hatását öt áramlási citometriás vizsgálati készlettel 

vizsgáltuk, amelyek közül a két előbbit összehasonlítottuk az MTT-teszttel és az egysejtes 

gélelektroforézis (comet-teszt) eredményeivel. Valamennyi vizsgálat azt mutatta, hogy a NE-4C 

sejtek érzékenyebbek a célvegyületekkel végzett kezelésekre, mint az MC3T3-E1 sejtvonal. Az 

áramlási citometriával végzett életképességi vizsgálatban nagyobb érzékenységi különbségeket 

észleltünk (7-9-szer), mint az MTT vizsgálatnál (1,5-3-szor) a két sejtvonal között. Ez a tendencia 

érvényes a comet-tesztben (3,5-403-szor), és a DNS-károsodási vizsgálatban is (9,3-158-szor). Az 

apoptózis vizsgálatnál az Annexin V halott sejtek vizsgálati készletnél szintén az NE-4C sejt volt 

(1,1-12,7-szeres) érzékenyebb és ez igaz a kaszpáz 3/7 vizsgálati készlet esetében is (1-6,5-szeres). 

A sejtciklusvizsgálatok az MC3T3-E1 sejtek esetében a G0/G1-fázisban lévő sejtek magas számát 

~70% mutatta a vizsgálati készlet, míg az NE-4C sejteknél ez ~40% volt 24 óra elteltével. A 

célvegyületek gátló hatásának sorrendje egyértelműen a következő volt: POE-15 > Roundup 

Classic > > GLY-IPA. Ez nem azt bizonyítja, hogy maga a hatóanyag nem bír toxikus hatással, 

hanem a formázóanyag és a késztményben fellelhető egyéb anyagokkal együtt erősebb toxicitást 

mutat, mint maga a hatóanyag. E megállapítás jelentőségének értékeléséhez a mért genotoxicitási 

értékeket (a comet-teszttel és a Muse™ DNS-károsító vizsgálati készlet segítségével 

meghatározva) összehasonlítottuk az élelmiszeriparban adalékanyagként használt és élelmiszer-

szennyezőként bejelentett ismert genotoxikus anyagok genotoxicitási értékeivel. Az értékeléséhez 

az összehasonlítások alapjául a genotoxicitásra általánosan alkalmazott értékként a legalacsonyabb 

genotoxikus dózisokat használtuk. A GLY genotoxikusabb a bórsavnál, és a benzoesav (általános 

tartósítószer) 3-szor, genotoxikusabb, mint a GLY. A citromsav genotoxicitása HSP sejtvonalon 

hasonló értéket mutat, mint a GLY az NE-4C sejtvonalon, ebből a szempontból nem egyértelmű, 

hogy a citromsavra miért nem határoztak meg MRL-értéket. Az akrilamid 4,5- és 1,5-ször 

genotoxikusabb, mint a GLY az általunk vizsgálat két sejtvonalon, ugyanakkor az akrilamidot 

szintén 2A IARC rákkeltő kategóriába sorolták, mint a GLY-t. A vizsgálatainkban hiába volt a 

GLY a legkevébé genotoxikus anyag, más mindennapi élelmiszer-adalékokkal összehasonlítva 

kiderül, hogy nem veszélytelen. Ezen vizsgálataink segítséget nyújthatnak, további bizonyítékkal 

szolgálhatnak a GLY-tartalmú készítmények értékelésénél. 



 

79 

 

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-E1 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 G0/G1 phase for MC3T3-E1 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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TÁBLÁZATOK ÉS BIZTONSÁGI ADATLAPOK 
 

1. táblázat A vizsgált GLY hatóanyag és GLY-tartalmú növényvédőszer-, valamint  formázószer összetétele és jellemzői 

Hatóanyag 

megnevezése 
CAS szám Aktív hatóanyag koncentrációja Szerkezeti képlet 

Adalékanyag koncentrácója 
Fizikai megjelenés 

glyphosate-

izopropilammónium-só 
38641-94-0 

62% 

 
 

– vízoldható emulzió 
(GLY-IPA-só) (486 g/l GLY 

  szabad sav) 

Növényvédőszer-

készítmény megnevezése 

Aktív 

hatóanyag 
Az aktív hatóanyag koncentrációja Adalékanyagok Adalékanyag koncentrácója Formuláció típusa 

Roundup Classic GLY-IPA-só 41,5% (360 g/l GLY szabad sav) 
polietoxilált faggyúaminok keveréke (POE-

15) 
15,50% 

folyékony vízoldható 

koncentrátum 

Formázóanyag 

megnevezése 
CAS szám A formázóanyag koncentrációja A formázóanyag szerkezeti képlete Adalékanyag koncentrácója Formuláció típusa 

Emulson AG GPE 3SS 

POE-15 

(CAS 61791-

26-2) 

100% 

 

– vízoldható emulzió 
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2. táblázat A GLY, a polietoxilált faggyúamin (POE-15) és a Roundup Classic esetében meghatározott 50%-os gátló koncentráció (IC50) a citotoxicitás és az 

apoptózis, valamint a legalacsonyabb genotoxikus dózis (LGD)* értékei a genotoxicitási vizsgálatok esetében, az NE-4C és MC3T3-E1 sejtvonalon. 

IC50-és LGD-értékek (Roundup Classic-kal ekvivalens koncentrációban (%) és µg/ml értékben kifejezve)a 

NE-4C b 

                                                     GLY-IPA POE-15 R c 

  (%) (µg/ml) (%) (µg/ml) (%) GLY-IPA (µg/ml) POE-15 (µg/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 

Életképesség 

vizsgálati keszlet 

(Muse) 

0,595±0,009 2891,7 0,00115±0,00007 2,09 0,00469±0,00008 22,79 8,51 

DNS károsodás               

Comet-teszt 0,0259 125,87 0,0000089 0,043 0,00002 0,09 0,03 

DNS károsodás 

vizsgálati készlet 

(Muse) 

0,0376 182,55 0,000295 0,54 0,00117 5,68 2,12 

Programozott 

sejthalál 
              

Apoptózis vizsgálati 

készlet (Muse) 
0,246±0,134 1195,56 0,00092±0,00005 1,67 0,00238±0,00003 11,57 4,32 

Kaszpáz 3/7 vizsgálati 

készlet (Muse) 
0,568±0,043 2760,48 0,00099±0,00002 1,8 0,00748±0,00012 36,35 13,58 
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MC3T3-E1 b 

  GLY-IPA POE-15 Rc 

  (%) (µg/ml) (%) (µg/ml) (%) GLY-IPA (µg/ml) POE-15 (µg/ml) 

Sejt életképesség               

MTT-teszt 0.7256±0.0068 3526,42 0.00639±0.00003 11,60 0.0101±0.0004 49,09 18,33 

Életképesség vizsgálati 

keszlet (Muse) 
1.2495±0.0024 6072,57 0.00936±0.00085 16,99 0.0187±0.0007 90,88 33,94 

DNS károsodás            

Comet-teszt 1.2624±0.0604 6135,26 0.09686±0.00102 175,82 0.2307±0.0083 1121,20 418,76 

DNS károsodás 

vizsgálati készlet 

(Muse) 

1.8864±0.1121 9167,90 0.02576±0.00047 46,76 0.2091±0.0034 1016,23 379,55 

Programozott 

sejthalál 
  

  
  

 
  

 
 

Apoptózis vizsgálati 

készlet (Muse) 
0.2731±0.0045 1327,27 0.01169±0.00048 21,22 0.0167±0.0013 81,16 30,31 

Kaszpáz 3/7 vizsgálati 

készlet (Muse) 
0.6412±0.0339 3116,23 0.00649±0.00012 11,78 0.0073±0.0001 35,48 13,25 

 

* Az LGD-érték az a koncentráció, ahol a genotoxikus hatás megfigyelhető a kontrollkezeléshez képest. 
a A vizsgálati anyagok megfelelő koncentrációját tartalmazó hígított Roundup Classic tömegszázalékos koncentrációja. 
b Sejtvonalak - NE-4C: egy neuroektodermális őssejtvonal, amit egy 9-napos egér embrió agyi vezikulumából izoláltak, melyből hiányzik a funkcionális p53 gének; MC3T3-E1: Mus 

musculus (egér) koponyából származó csontvelő prekurzor sejtvonal. 
c A Roundup Classic-ban a GLY hatóanyag és a formázószer POE-15 százalékos koncentrációi, valamint a hatóanyag és a formázószer tényleges koncentrációi az adott tömeg/térfogat 

koncentrációban vannak feltüntetve.
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3. táblázat GLY és az élelmiszer-adalékanyagok genotoxikus hatásainak (megfigyelt genotoxictási 

érték mM-ban meghatározva) összehasonlítása comet-teszttel. 

 

Vegyület 
Genotoxicitási 

teszt típus 
Sejtvonala 

LGD-értékb, 

megfigyelt 

genotoxitás 

(mM) 

Hivatkozás 

bleomicin Comet HCM 0,0000706 WOZNIAK et al., 2004. 

brilliantkék Comet HSP 0,252 PANDIR, 2014. 

sunset yellow 

/narancssárga 
Comet HSP 0,442 PANDIR, 2014. 

dezoxinivalenol 

(DON) 
Comet Caco-2 0.0005 c BONY et al., 2006. 

Citromsav Comet HSP 0,52 PANDIR, 2014. 

GLY 
Comet/ DNS 

károsodás 
NE-4C  

0,552 
saját vizsgálat 

(~0.80) d 

benzoesav Comet HSP 1,637 PANDIR, 2014. 

GLY 
Comet/ DNS 

károsodás 
MC3T3-E1  

1,779 
saját vizsgálat 

-0,798 

Akrilamid Comet HepG2 2,5 JIANG et al., 2007. 

Bórsav Comet HepG2 24 e TOMBULOGLU et al., 2020. 

aA szakirodalomban vizsgált sejtvonalak: - HCM: humán vastagbélnyálkahártya sejtek; HSP: humán 

spermium sejtek; Caco-2: humán kolorektális adenokarcinóma sejtek; NE-4C: 9-napos egérembriók egér 

embriók agyának középső vezikuláiból létrehozott sejtek, amelyekből hiányzik a funkcionális p53 gén; 

MC3T3-E1: oszteoblaszt prekurzor (preoszteobleszt), Mus musculus (egér) koponyából származó 

sejtvonal; HepG2: humán hepatokarcinóma sejtvonal.  
b A legalacsonyabb genotoxikus dózis (LGD) érték azt a legalacsonyabb dózist jelenti, amelynél a 

vizsgált anyag pozitív választ okoz a genotoxicitási vizsgálatban. 
c IC10 gátlási koncentráció érték  
d Jelentős DNS-károsodást figyeltek meg a negatív kontrollban is, mivel a p53 tumorszupresszor gén 

elnémult az NE-4 C sejtvonalban, ezért a sejtek nem képesek javítani a látszólagos DNS-töréseket.  
e A genotoxicitási szintet a citotoxicitás szintjén (IC50) mértük.  
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Roundup Classic biztonsági adatlap 
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POE-15 biztonsági adatlap
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segítségemre volt a comet teszt végrehajtásában.  

Szeretnék köszönetet mondani Férjemnek a mérhetetlen türelméért és a családunkért 

tett áldozatos munkájáért, nélküle ez a doktori munka nem készülhetett volna el. Köszönöm két 

fiamnak türelmüket, megértésüket, és a szeretetüket. 

Köszönetet mondanék Bátyámnak és családjának, hogy hittek bennem és támogattak 

ezen a rögös úton. Végül, de nem utolsó sorban köszönöm Szüleimnek, hogy minden lehetőséget 

megadtak nekem, hogy addig tanulhassak, ameddig csak szeretnék, és tudom, hogy nagyon 

büszkék rám. Munkámat Édesapám emlékének ajánlom.  

 

 

Doktori munkámat az alábbi kutatások pályázat támogatták: 

– OTKA K109865 – „Állatgyógyászati és mezőgazdasági felületaktív anyagok 

mechanizmusfüggő teratogén, hormonmoduláns és egyéb toxikus hatásai” 

– TKP2021-NVA-22 – „Az agrár- és élelmiszergazdaság létfontosságú rendszerelemei 

és kritikus infrastruktúrái megerősítésének kutatása” 

– A Magyar Agrár- és Élettudományi Egyetem „Mezőgazdasági szennyezők környezeti sorsa 

és ökotoxikus hatásai” Kiemelt Kutatócsoportok Programja 

 


