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Abstract

Achtergrond Herbiciden op basis van glyfosaat (GBH's) zijn de meest gebruikte onkruidbestrijdingsmiddelen ter wereld. De

bezorgdheid over de volksgezondheid is toegenomen sinds het Internationaal Agentschap voor Kankeronderzoek (IARC) glyfosaat in

2015 heeft geclassificeerd als een waarschijnlijk carcinogeen voor de mens. Om de gezondheidseffecten van glyfosaat en GBH's verder

te onderzoeken,

lanceerde het Ramazzini Instituut de Global Glyphosate Study (GGS), die ontworpen is om een breed scala aan toxico- logische resultaten te
testen. Hier worden de resultaten gerapporteerd van het carcinogeniteitsgedeelte van de GGS.

Methoden Glyfosaat en twee GBH's, Roundup Bioflow gebruikt in de Europese Unie (EU) en RangerPro gebruikt in de VS, werden
toegediend aan mannelijke en vrouwelijke Sprague-Dawley (SD) ratten, te beginnen op dag 6 van de zwangerschap (via
blootstelling van de moeder) tot de leeftijd van 104 weken. Glyfosaat werd toegediend via drinkwater in drie doses: de aanvaardbare
dagelijkse inname (ADI) van de EU van 0,5 mg/kg lichaamsgewicht/dag, 5 mg/kg lichaamsgewicht/dag en het no- observed adverse
effect level (NOAEL) van de EU van 50 mg/kg lichaamsgewicht/dag. De twee GBH-formuleringen werden toegediend in dezelfde
glyfosaat-equivalente doses.

Resultaten In alle 3 behandelingsgroepen vertoonden statistisch significante dosisgerelateerde verhoogde trends of verhoogde incidenties
van goedaardige en kwaadaardige tumoren op meerdere anatomische plaatsen werden waargenomen in vergelijking met historische en
gelijktijdige controles. Deze tumoren ontstonden in hemolymforeticulaire weefsels (leukemie), huid, lever, schildklier, zenuwstelsel, eierstok,
borstklier, bijnieren, nier, urineblaas, bot, endocriene pancreas, baarmoeder en milt (heman-giosarcoom). Verhoogde incidenties kwamen
voor bij beide geslachten. In de meeste gevallen ging het om tumoren die zeldzaam zijn bij SD-ratten.
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(achtergrondincidentie< 1%), waarbij 40% van de leukemiedoden in de behandelde groepen optrad v4ér de leeftijd van 52 weken en
ook voor andere solide tumoren werd een verhoogde vroegtijdige sterfte waargenomen.

Conclusies Glyfosaat en GBH's op blootstellingsniveaus die overeenkomen met de EU ADI en de EU NOAEL veroorzaakten
dosisgerelateerde toename in incidentie van meervoudige goedaardige en kwaadaardige tumoren bij SD-ratten van beide geslachten. Voor
meerdere tumoren werd een vroege levensloop en mortaliteit waargenomen. Deze resultaten leveren robuust bewijs ter ondersteuning
van de conclusie van het IARC dat er "voldoende bewijs is voor carcinogeniteit [van glyfosaat] bij proefdieren”. Bovendien zijn onze
gegevens consistent met epidemiologisch bewijs over de carcinogeniteit van glyfosaat en GBH's.

Kernbegrippen Glyfosaat, herbicide op basis van glyfosaat, bestrijdingsmiddelen, kanker, Sprague-Dawley rat, aanvaardbare dagelijkse

inname, prenataal, bioassay, DOHaD

Achtergrond

Glyfosaat [IUPAC chemische naam N-(fosfonomethyl)glycine] is een
herbicide met een breed spectrum dat wordt gebruikt voor de niet-
selectieve onkruidbestrijding in zowel de conventionele landbouw
als  daarbuiten.  Glyfosaat werkt door het enzym 5-
enolpyruvylshikimaat-3-fosfaat syn- thase te remmen, een
component van de shikimate pathway die betrokken is bij de
synthese van essentiéle aromatische aminozuren in planten [1].
Het uitgebreide gebruik van glyfosaat weerspiegelt zijn
doeltreffendheid in de bestrijding van een breed scala van zowel
breedbladige als grasachtige onkruiden. Dit uitgebreide gebruik
van herbiciden op basis van glyfosaat (GBH's) heeft ertoe geleid dat
deze verbinding en zijn metabolieten gemakkelijk worden
gedetecteerd in voedingsmiddelen [2, 3], water [4] en stof [5], wat
duidt op een mogelijke wijdverspreide blootstelling.

In maart 2015 classificeerde het Internationaal Agentschap voor
Kankeronderzoek (IARC), het kankeragentschap van de
Wereldgezondheidsorganisatie (WHO), glyfosaat als waarschijnlijk
kankerverwekkend voor mensen (Groep 2A) op basis van beperkt
bewijs van kankerverwekkendheid bij mensen, in het bijzonder
non-Hodgkin lymfoom, en voldoende bewijs van
kankerverwekkendheid bij knaagdieren [6]. In 2015 concludeerde
de IARC Werkgroep aanvullend dat er sterk bewijs is dat glyfosaat
genotoxisch is en dat het oxidatieve stress induceert, ook in
menselijke cellen in vitro [7]. Tot op heden suggereert bewijs uit
mechanistische studies bij mensen en diermodellen dat glyfosaat
en zijn formuleringen verschillende van de tien hoofdkenmerken

van kankerverwekkende stoffen bezitten [8], waaronder
genotoxiciteit, epigenetische verandering, oxidatieve stress,
chronische  ontsteking, darmmicrobiéle verstoringen en

hormoonontregeling [9]. Bij ratten kan de absorptie van glyfosaat
uit het maagdarmkanaal oplopen tot 30% van de dosis en
hulpstoffen lijken geen groot effect te hebben op de absorptie en
uitscheiding van glyfosaat [6, 10]. Er is slechts beperkte informatie
beschikbaar over menselijke blootstelling of biologische
halfwaardetijd van glyfosaat bij mensen [11, 12].

In 2019 lanceerde het Ramazzini Instituut (RI) de Global
Glyphosate Study (GGS), een multi-institutionele studie met als
doel de meest uitgebreide toxicologische evaluatie van glyfosaat en
GBH's (glypho- satestudy.org). De GGS is een geintegreerde studie
(13]

ontworpen om een breed scala aan toxicologische resultaten te
testen, waaronder carcinogeniteit, neurotoxiciteit,
multigenerationele effecten, orgaantoxiciteit, hormoonontregeling
en prenatale ontwikkelingstoxiciteit. Resultaten van verschillende
onderdelen van het onderzoek en de proeffase zijn al gepubliceerd
[9, 10, 14].

Bij het ontwerp van de GGS werd verondersteld dat blootstelling
aan GBH's toxischer zou kunnen zijn dan blootstelling aan
glyfosaat alleen omdat GBH's niet-herbicide co-formulanten
bevatten die de penetratie van glyfosaat in plantenweefsels
vergemakkelijken via het wasachtige oppervlak van de bladeren
[15]; daarom werd verondersteld dat deze co-formulanten de
biologische beschikbaarheid van glyfosaat in zoogdieren, inclusief
mensen, zouden kunnen verhogen. De Europese Unie (EU)
erkende dit potentiéle risico en verbood in 2016 het gebruik van
polyoxyethyleen talk amine (POEA)-achtige co-formulanten in
GBH's [15-18], maar deze formuleringen worden nog steeds
gebruikt buiten de EU Na het uitfaseren van POEA in de EU zijn
GBH-fabrikanten overgestapt op andere oppervlakteactieve
stoffen.

Hier worden de resultaten gepresenteerd van de incidentie van
neoplastische letsels van de carcinogeniteitsarm van het GGS. In
dit onderzoek werden glyfosaat en twee commerciéle GBH-
formuleringen, de EU-formulering Roundup Bio- flow (MON
52276) en de Amerikaanse formulering RangerPro (EPA 524-517),
langdurig toegediend aan SD-ratten vanaf de prenatale periode via
het drinkwater aan de moederdieren in glyfosaatconcentraties van
0,5, 5 en 50 mg/kg lichaamsgewicht/dag, en verder tot de leeftijd
van twee jaar. RangerPro bevat POEA oppervlakteactieve stoffen
[19], terwijl Roundup Bioflow geen POEA bevat [20], maar het
volledige co-formulanten profiel is momenteel nog niet bekend
gemaakt. Dit dosisbereik omvat zowel de aanvaardbare dagelijkse
inname (ADI; 0,5 mg/kg lichaamsgewicht/dag) als het niet-
waargenomen-nadelig-effectniveau (NOAEL; 50 mg/kg
lichaamsgewicht/dag) voor glyfosaat [21].

Methoden

Teststoffen

De volgende drie teststoffen werden in drinkwater toegediend aan
vrouwelijke en mannelijke SD-ratten:
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Glypflosaat, CAS 38641-94-0 [N-(pflospflonometflyl) glycine,
zuiverheid 99%, Sigma-Aldricfl, Milaan, Itali¢], tfle
commerciéle GBH-formulering Roundup Bio- flow [MON
52276, met 360 g/L glypflosaatzuur in tfle vorm van 486 g/L
isopropylaminezouten van glypflosaat (41.5%)] en tfle
commerciéle GBH-formulering RangerPro [EPA-registratie n.
524-517, met 356 g/L glypflosaatzuur in tfle vorm van 480 g/L
isopropylaminezouten van glypflosaat (41%)]. Oplossingen
van tflese tflree teststoffen werden bereid door tfle toevoeging
van een geschikt volume kraan- drinkwater, om tfle gewenste
overeenkomstige con- centratie van glypflosaat te verkrijgen,
overeenkomstigfl analyses van de stabiliteit van tfle
oplossingen en concentraties van tfle test substantie [10].

Dieren en proefopzet
Alle aspecten van de dierproeven werden uitgevoerd volgens de
Italiaanse wet die het gebruik en de behandeling van dieren voor
wetenschappelijke doeleinden reguleert (Wetsdecreet n. 26, 2014.
Implementatie van Richtlijn nr. 2010/63/EU betreffende de
bescherming van dieren die voor wetenschappelijke doeleinden
worden gebruikt.
G.U. General Series, n. 61, 14 maart 2014). Alle
onderzoeksprocedures bij dieren werden uitgevoerd in het Cesare
Maltoni Cancer Research Centre van het Ramazzini Instituut (RI),
Bentivoglio, Italié. Het studieprotocol werd goedgekeurd door de
ethische commissie van het Ramazzini Instituut en goedgekeurd
en formeel geautoriseerd door de ad-hoccommissie van het
Italiaanse = ministerie ~van  Volksgezondheid  (ministeriéle
goedkeuring n. 945/2018-PR).
De dierenfokkerij RI was de leverancier van SD-ratten.
Vrouwelijke fok- SD ratten werden individueel in polycarbonaat
kooien geplaatst (42x 26x18 cm; Tecniplast Buguggiate, Varese,
Itali€) met één onverwant mannetje (outbred) totdat bewijs van
copulatie (aanwezigheid van een vaginale copulatieplug of sperma
in een dagelijkse vaginale lavage) werd waargenomen. Na de paring
werd het mannetje verwijderd en de vrouwtjes werden apart
gehuisvest tijdens de dracht en de bevalling. Pasgeborenen werden
tot het spenen bij het moederdier gehuisvest. Gespeende
nakomelingen werden samen gehuisvest, per geslacht en
behandelingsgroep, niet meer dan drie dieren per kooi. De kooien
werden geidentificeerd met een kaart waarop de
studieprotocolcode, de experimentele en stamboomnummers en
de doseringsgroep werden vermeld. Een ondiepe laag wit
sparrenhoutsnippers diende als bodembedekking (leverancier:
Giuseppe Bordignon, Treviso, Itali€). Tijdens het experiment hadden
de dieren ad libitum toegang tot een biologische korrel "Corticella
bio" geleverd door Laboratorio Dottori Piccioni Srl (Piccioni
Laboratorium, Milaan, Itali¢). Daarnaast dronken de dieren ad
libitum vers gemeentelijk kraanwater uit glazen flessen en werden
de flessen dagelijks ververst. Het korrelvoer werd getest op
mogelijke glyfosaatverontreiniging in overeenstemming met
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Verordening (EU) nr. 293/2013 van de
[maximumresidugehalten (MRL's) < 1 mg/kg]. Drinkwater uit de
kraan werd getest op mogelijke verontreiniging met glyfosaat in
overeenstemming met Richtlijn 2008/105/EG, D.Lgs. 152/2006,
Richtlijn 2006/118/EG (werkzame stoffen in pesticiden, met
inbegrip van de relevante metabolieten, afbraak- en
reactieproducten< 0,1 pg/l). Analyses van chemische kenmerken
(pH, as, drooggewicht en soortelijk gewicht) en mogelijke
verontreinigingen met glyfosaat (< 0,01 mg/Kg) en andere
chemische stoffen (metalen, aflatoxine, polychloorbifenylen,
organofosfor- en organochloorpesticiden) van het strooisel werden
uitgevoerd door de laboratoria van CONSULAB srl (Treviso,
Italie).

De kooien werden op rekken geplaatst bij een
kamertemperatuur van 22 °C+ 3 °C en 50% + 20% relatieve
vochtigheid. Temperatuur en vochtigheid werden dagelijks
gecontroleerd. Het licht was kunstmatig en er werd een licht-
donkercyclus van 12 uur aangehouden.

Sprague-Dawley rattenmoeders (FO) en relatieve pups (F1)
werden behandeld met glyfosaat of Roundup Bioflow of RangerPro
verdund in drinkwater om de gewenste glyfosaatconcentratie te
bereiken. De drie gekozen concentraties voor elke teststof waren 5,
50 en 500 mg/L glyfosaat in drinkwater: de beoogde
blootstellingsniveaus, gebaseerd op een gemiddelde
waterconsumptie (40 ml) en een gemiddeld lichaamsgewicht (400
g), kwamen overeen met 0,5, 5 en 50 mg/kg lichaamsgewicht/dag.
De controledieren kregen ad libitum water te drinken. Het totale
aantal experimentele groepen was 10: controlegroep (drinkwater),
glyfosaatgroepen (3 doses), Roundup Bioflow-groepen (3 doses),
RangerPro-groepen (3 doses). FO-dieren werden willekeurig
toegewezen aan de behandelingsgroepen, zodat er niet meer dan 1
mannetje en 1 vrouwtje per worp per groep waren, en werden
uitgefokt. De vrouwelijke FO-fokkers kregen de behandeling via het
drinkwater vanaf zwangerschapsdag (GD) 6, wat overeenkomt met
de vroege innesteling van het embryo en het begin van de
organogenese tot het einde van de lactatie, terwijl de nakomelingen
(F1) blootgesteld bleven na het spenen tot het einde van de studie
op een leeftijd van 104 weken. Na het spenen werden de F1 dieren
willekeurig verdeeld zodat er niet meer dan 2 mannetjes en 2
vrouwtjes per worp per groep waren. Elke F1 experimentele groep
bestond uit 51 mannetjes en 51 vrouwtjes, die tot dezelfde
behandelingsgroep behoorden als hun blootgestelde
moederdieren. Het totale aantal dieren was 1020 (510 mannetjes
en 510 vrouwtjes).

Commissie

Necropsie, histopathologie en immunohistochemie

De in vivo fase van het onderzoek eindigde op een leeftijd van 104
weken toen alle overlevende dieren werden geéuthanaseerd. Alle
dieren ondergingen een volledige necropsie met een eerste
lichamelijk  onderzoek van de buitenkant en alle
lichaamsopeningen, gevolgd door een inwendig onderzoek van
weefsels en organen in situ. Histopathologie was
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uitgevoerd op de volgende organen en weefsels van alle dieren:
huid en onderhuids weefsel, borstklier (4 plaatsen: axillair en
inguinaal, rechts en links), hersenen met cerebellum en
medulla/pons, hypofyse, speekselklieren, klieren van Harder, tong,
slokdarm, schildklier en bijschildklier, zwezerik en mediastinale
lymfeklieren, luchtpijp, longen, hart, lever (2 kwabben voor

histopathologie), milt, alvleesklier, nieren, bijnieren, maag
(voormaag en kliermaag), dunne darm, dikke darm (met de Peyer's
patches), blaas, baarmoeder (inclusief = baarmoederhals),
eierstokken, vagina, testes en epididymis, zaadblaasjes en

stollingsklieren, prostaat, onderhuidse lymfeklieren, mesenteriale
lymfeklieren, borstbeen, schedel en alle grove laesies en andere
weefsels als er afwijkingen aanwezig waren. Na fixatie werden de
monsters bijgesneden, verwerkt, ingebed in paraffinewas, gesneden
tot een dikte van 4-5 pm en vervolgens verwerkt in een
alcohol/xyleenreeks en gekleurd met hematoxyline en eosine voor
microscopische evaluatie. Volledige histopathologische
evaluaties werden uitgevoerd door de pathologen op alle organen
en tissues van alle dieren. De histopathologische evaluatie werd
uitgevoerd door ten minste twee pathologen en alle laesies werden
collegiaal beoordeeld. De pathologische evaluaties werden
uitgevoerd volgens de procedures van de
Harmonization of Nomenclature and Diagnostic Criteria
(INHAND) [22-29]. Alle neoplastische laesies worden vermeld in
aanvullend materiaal (Aanvullende mate- len: Tabellen 1-4). Voor
zeldzame tumoren (historische controle-incidentie < 1%) werd een
vergelijking uitgevoerd met historische controle-incidenties uit
langlopende carcinogeniteitsstudies bij SD-ratten uitgevoerd door
het RI (levenslange studies) en het Amerikaanse National
Toxicology Program (NTP) (tweejarige studies) [30] en werden
incidenties gerapporteerd die beide laboratoria overschreden. De
historische controles van het RI omvatten 7142 dieren (3572
mannetjes en 3570 vrouwtjes) uit onderzoeken uitgevoerd tussen
1984 en 2008, terwijl de historische controles van het NTP 1180
dieren (590 vrouwtjes en 590 mannetjes) omvatten uit
onderzoeken uitgevoerd tussen 2011 en 2019. RI historische
controles gegevens over leukemie zijn alleen beschikbaar voor 490
dieren, omdat deze voorheen samen met andere tumoren werden
geclassificeerd als "hemolymforeticulaire neoplasieén" [31].

International

Immunohistochemie werd gebruikt om de
diagnose en karakterisering van kwaadaardige Schwannomen en
lymfomen te bevestigen. Voor kwaadaardige Schwannomen werd
S-100 (Z0311, Dako Agilent) gebruikt [32]. Voor lymfomen werd
een panel van antilichamen gebruikt: CD68 (MCA341GA, AbD
Serotec), CD3 (ab5690,

abcam), CD138 (sc-12765, Santa Cruz), CD45 (ab10558. abcam),
CD20 (sc-393,894, Santa Cruz Bio- technology), TdT (BMS14—
9739-82, eBiosciences), CD33 (orb10316, biorbyt) [33].
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Statistische methoden

Voor alle analyses werden p-waarden < 0,05 als statistisch
significant beschouwd. Er werden gegevens van beide geslachten
verzameld en de analyses werden afzonderlijk uitgevoerd.

De overlevingskans werd geschat met de
productlimietprocedure van Kaplan en Meier en wordt grafisch
weergegeven [34]. Alle dieren werden meegenomen in de analyse,
inclusief de dieren die door een onnatuurlijke oorzaak stierven
binnen de observatieperiode (humanitaire offers) en de dieren die
overleefden tot het einde van de observatieperiode, beéindigd via
een laatste offer; hun overlevingsduur werd vastgesteld op 104
weken.

Dosisgerelateerde verschillen en trends werden beoordeeld met
een log-rank test, eerst voor alle experimentele groepen samen en
daarna apart per blootstellingsgroep (Glyfosaat vs Controle,
Roundup Bioflow vs Con- trol, RangerPro vs Controle). Voor de
subgroep van ani- malen met enig type leukemie werden
dosisgerelateerde trends onderzocht met de levenstabeltest van
Tarone en Ware [35]. Alle gerapporteerde p-waarden voor de
overlevingsanalyses zijn tweezijdig.

De incidentie van neoplastische laesies werd berekend als het
aantal dieren met laesies gedeeld door het totale aantal
microscopisch onderzochte dieren. Significantietests bestonden uit
paarsgewijze vergelijkingen van elke blootgestelde groep met de
controlegroep met behulp van een Fisher's exact test met één
staart (eenzijdige resultaten werden overwogen omdat vaststaat dat
alleen een toename in de incidentie van leukemie kan worden
verwacht als gevolg van de blootstelling, en de incidentie van
leukemie in de controlegroep bijna altijd O is). De Cochran-
Armitage trendtest werd uitgevoerd om te testen op
dosisgerelateerde trends binnen verschillende
blootstellingsgroepen (glyfosaat vs Controle, Roundup Bio- flow vs
Controle, RangerPro vs Controle). Gerapporteerde p-waarden zijn
eenzijdig.

Bij het beoordelen van de incidentie van neoplastische laesies
werd rekening gehouden met overlevingsverschillen tussen
groepen en werd de Poly-k-test gebruikt [36-39]. Deze test is een
voor overleving gecorrigeerde kwantum-respons procedure die de
Cochran Armitage lineaire trendtest wijzigt om rekening te
houden met overlevingsverschillen door een verlaagd risico op
neoplasma, evenredig met de kracht van de tijdsfractie in het
onderzoek, toe te kennen aan alleen die laesievrije dieren die geen
terminale euthanasie bereikten. Meer specifiek wijzigt deze
methode de noemer in de kwantitatieve schatting van de
letselincidentie om het totale aantal risicojaren van de dieren beter
te benaderen. Aan elk dier wordt een risicogewicht toegekend:
deze waarde is 1 als het dier een laesie had op de onderzochte
locatie of als het overleefde tot de euthanasie; als het dier stierf
voordat het terminaal werd opgeofferd en geen laesie had op de
onderzochte locatie, is het risicogewicht de fractie van de gehele
studietijd dat het dier overleefde, verheven tot de k-de macht. Een
waarde van k= 3 werd gebruikt in de
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analyse, zoals aanbevolen door Bailer en Portier [36, 37].
Gerapporteerde p-waarden voor deze analyses zijn eenzijdig.

Statistische analyses werden uitgevoerd met behulp van de
software van het Duitse centrum voor kankeronderzoek
(https://biostatistics. dkfz.de/) en Stata 18-software (StataCorp
2023. Stata Statistische Software: Versie 18. College Station, TX:
StataCorp LLC).

Resultaten

In de in vivo fase van het onderzoek werden geen acute toxische
effecten waargenomen tijdens dracht of lactatie. Alle
blootstellingsconcentraties werden goed verdragen zonder effecten
op lichaamsgewichtstoename of voer- en waterconsumptie. De
grootte van de nesten was vergelijkbaar tussen de groepen. Het
gemiddelde lichaamsgewicht van zowel de moederdieren als de
pups was 10% variabel ten opzichte van de controlegroep; de
voedselconsumptie was 20% variabel ten opzichte van de
controlegroep; het waterverbruik was 20% variabel ten opzichte
van de controlegroep. Na het spenen waren lichaamsgewicht,
waterconsumptie, voerconsumptie en glyfosaatopname homogeen
tussen de groepen bij zowel de vrouwelijke als de mannelijke
dieren (Fig. 1).

Analyse van de overlevingsduur bij mannen en vrouwen toonde
geen statistisch significante verschillen tussen behandelde en
controlegroepen. Figuur 2 toont de grafische weergave van de
Kaplan-Meier-curves van de overlevingsfuncties voor mannen en
vrouwen van de experimentele groepen.

De incidentie van leukemie was significant hoger in alle groepen
behandelde dieren vergeleken met de controlegroepen; in het
bijzonder werden er geen leukemieén waargenomen bij
gelijktijdige controles.

Het meest ongebruikelijk was dat bijna de helft van de
sterfgevallen door leukemie in de glyfosaat- en GBHs-groepen op
jonge leeftijd optrad - op een leeftid van minder dan een jaar.
Bovendien toonden analyses met de Tarone-Ware trendtest een
stijgende frequentie van vroegtijdige sterfgevallen als gevolg van
leukemie met toenemende concentraties glyfosaat en GBHs. In het
bijzonder werd een statistisch significante toename in vroegtijdige
leukemiesterfte waargenomen bij mannetjes, waarbij alle stoffen
samen in beschouwing werden genomen (Tarone trendtest, p=
0,0150) en bij dieren behandeld met Roundup Bioflow vergeleken
met controledieren (Tarone trendtest, p= 0,0149). Dit werd
gecompenseerd door de poly-3 test, een voor overleving
gecorrigeerde sta- tistische analyses van tumorincidentietrend die
werd uitgevoerd als aanvulling op de Cochran-Armitage trendtest.
De gegevens over leukemie zijn samengevat in de tabellen 1, 2 en 3.

(Zie afbeelding op de volgende pagina.)
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Geen broers of zussen uit hetzelfde nest werden getroffen door
leukemie. Er werden geen gevallen van leukemie waargenomen bij
onbehandelde controledieren van beide geslachten.

Een dosisgerelateerde verhoogde trend in incidentie van lymfo-
blastische leukemie werd waargenomen bij mannetjes blootgesteld
aan puur glyfosaat (p= 0,0419, Cochran-Armitage trend test; p=
0,0335, poly-3 test); een significant verhoogde trend in incidentie
van monocytische leukemie werd waargenomen bij vrouwtjes (p=
0,0419, Cochran-Armitage trend test; p= 0,0411, poly-3 test). Eén
geval van monocytische leukemie werd waargenomen bij
vrouwelijke dieren behandeld met 50 mg/kg lichaamsgewicht/dag;
terwijl twee gevallen werden waargenomen bij mannelijke dieren
behandeld met glyfosaat - één behandeld met 0,5 mg/kg
lichaamsgewicht/dag en de andere met 5 mg/kg
lichaamsgewicht/dag. Bij vrouwelijke dieren werd één geval van
myeloide leukemie waargenomen in de groep die werd behandeld
met de laagste dosis glyfosaat (0,5 mg/kg lichaamsgewicht/dag)
(tabel 1).

In de Roundup Bioflow-groep werd een significant verhoogde
trend in incidentie van lymfoblastaire leukemie waargenomen bij
zowel mannen (p= 0,0419, Cochran-Armit- age trendtest; p=
0,0425, poly-3 test) als vrouwen (p= 0,0419, Cochran-Armitage
trendtest; p= 0,0439, poly-3 test). Wanneer mannen en vrouwen
samen werden beschouwd, werd de statistische significantie met
zowel de Cochran-Armitage trendtest (p= 0,0072) als de poly-3
test (p= 0,0071) sterker. Een significant verhoogde trend in de
incidentie van monocytische leukemie werd waargenomen bij
mannen (p= 0,0419, Cochran-Armitage trendtest; p= 0,0425,
poly-3 test). Zowel bij mannen (p= 0,0071, Cochran-Armitage
trendtest; p= 0,0083, poly-3 test) als bij vrouwen (p= 0,0419,
Cochran-Armitage trendtest; p= 0,0439, poly-3 test) werd een
significant verhoogde incidentie van alle typen leukemieén samen
waargenomen. Wanneer mannen en vrouwen samen werden
beschouwd, werd de waargenomen statisti- sche significantie
sterker (p=0,0014, Cochran-Armitage trendtest; p= 0,0016, poly-3
test) (Tabel 2).

In de RangerPro-groep werd een significant verhoogde
incidentie van lymfoblastische leukemie waargenomen bij zowel
mannen (p= 0,0071, Cochran-Armitage trendtest; p= 0,0092, poly-
3 test) als vrouwen (p= 0,0419, Cochran-Armitage trendtest; p=
0,0411, poly-3 test).Wanneer mannen en vrouwen samen werden
beschouwd, werd de statistische significantie die werd
waargenomen met zowel de Cochran-Armitage trendtest (p=
0,0014) als de poly-3 test (p= 0,0016) sterker. Een significant
verhoogde trend in de incidentie van monocytische leukemie werd
waargenomen bij mannen (p= 0,0419, Cochran-Armitage
trendtest; p= 0,0459, poly-3 test).

Fig. 1 Lichaamsgewicht, water/voerconsumptie en glyfosaatopname bij mannelijke en vrouwelijke Sprague-Dawley ratten na het spenen. Legenda: Gemiddeld
lichaamsgewicht (A en B) en gemiddeld water- (C en D) en voerverbruik (E en F) bij mannelijke en vrouwelijke Sprague-Dawley ratten na het spenen. Gemiddeld
lichaamsgewicht mannetjes (A) en vrouwtjes (B); gemiddeld dagelijks waterverbruik mannetjes (C) en vrouwtjes (D); gemiddeld dagelijks voerverbruik mannetjes (E)
en vrouwtjes (F); gemiddelde dagelijkse glyfosaatopname mannetjes (G) en vrouwtjes (H) per kg lichaamsgewicht. GLY = glyfosaat; ROU = Roundup Bioflow; RAN

= RangerPro
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Fig. 1 (Zie legenda op vorige pagina.)
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Fig. 2 Overleving bij mannelijke en vrouwelijke Sprague-Dawley ratten. Legenda: Overleving van mannelijke (A) en vrouwelijke (B) Sprague-Dawley ratten. GLY= glyfosaat;

ROU
= Roundup Bioflow; RAN= RangerPro

Tabel 1 Incidentie van leukemie: glyfosaat vs controlegroep

Dosis (mg/kg Dieren Lymfoblastische Monocytisch Myeloide Totale lymfoide Totaal Alle
lichaamsgewicht/dag leukemieén e leukemieén leukemieén  leukemieén myeloide leukemieén?
glyfosaat) leukemieén
Seks Ge Gee %  P- Ge % Ge % Geen %  P- Geen % Geen %
en n waarde en waarde  en waarde
0 (controle) M 51 0 - 00419 0 - 0 - 0 - ©00419 J - ) -
190335 000335
F 51 0 - 0 - #00419 0 - 0 - J - J -
900411
M+F 102 0 - #00421 0 - 00421 0 - 0 - 00421 J - ) -
000372 100372
0,5 Glyfosaat M 51 0 - 1 196 0 - 0 - 1 196 1 196
F 51 0 - 0 - 1 196 0 - 1 196 1 196
M+F 102 0 - 1 098 1 098 0 - 2 196 2 196
5 Glyfosaat M 51 0 - 1 196 0 - 0 - 1 196 1 196
F 51 0 - 0 - 0 - 0 - ) - ) -
M+F 102 0 - 1 098 0 - 0 - 1 098 1 098
50 Glyfosaat M 51 1 196 0 - 0 - 1 1.96 J - 1 196
F 51 0 - 1 196 0 - - 1 196 1 196
M+F 102 1 098 1 098 0 - 1 098 1 098 2 196

*Eenzijdige p-waarden voor de Cochran-Armitage trendtest

“Eenzijdige p-waarden voor de Cochran-Armitage trendtest (Poly-k gecorrigeerd)

2Leeftijd bij overlijden van dieren met leukemie (weken oud): 0,5 glyfosaat (mannetje 104, vrouwtje 104), 5 glyfosaat (mannetje 35), 50 glyfosaat (mannetje 21, vrouwtje 101)

test). Voor alle typen leukemie samen werd een significant
verhoogde incidentietrend waargenomen bij mannen (p= 0,0313,
Cochran-Armitage trendtest; p= 0,0371, poly-3 test). Wanneer
mannen en vrouwen samen werden beschouwd, werd de
statistische significantie sterker (p= 0,0195, Cochran-Armitage
trendtest; p= 0,0218, poly-3 test) (Tabel 3).

De gemiddelde leeftijd bij overlijden van alle dieren met
leukemie was 97 weken (standaardafwijking+ 13).

voor de 0,5 mg/kg lg/dag groepen (alle behandelingen); 68 weken
(standaardafwijking+ 33) voor de 5 mg/kg lg/dag groepen (alle
behandelingen); en 62 weken (standaardafwijking + 29) voor de 50
mg/kg lg/dag groepen (alle behandelingen) (Fig. 3). Met name
stierf 40% van de dieren met leukemie (6/15) vé6r de leeftijd van
het eerste jaar (52 weken): 5 van deze 6 dieren bevonden zich in de
hoogste dosisgroepen (50 mg/kg lg/dag), en één dier bevond zich
in de intermediaire dosisgroep (5 mg/kg lg/dag) (tabellen 1, 2 3en ).



Tabel 2 Incidentie van leukemie: Roundup Bioflow vs controlegroep

Dosis (mg/kg Dieren Lymfoblastische Monocytische Myeloide Totaal lymfoide Totaal myeloide leukemieén  Alle leukemieén?
lichaamsgewicht/dag leukemieén leukemieén leukemieén leukemieén
glyfosaat)
Seks Gee Ge % P- Geen % P- Geen % Geen % P- Geen % P-waarde  Gee % P-
n en waarde waarde waarde n waarde
0 (controle) M 51 0 - #0419 0 - #0419 0 - 0 - #0419 0 - #0419 0 - #00071
00425 100425 00425 00425 00083
F 51 0 - 00419 0 - 0 - 0 - 00419 0 - 0 - 00419
00439 00439 00439
M+F 102 0 - 00072 0 - 00421 0 - 0 - 00072 0 - 00421 0 - ®00014
000071 000432 000078 000432 000016
0,5 Roundup Bioflow M 51 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
F 51 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
M+F 102 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
5 Roundup Bioflow M 51 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
F 51 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
M+F 102 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
50 Roundup Bioflow M 51 1 196 1 1.96 0 - 1 196 1 196 2 392
F 51 1 196 0 - 0 - 1 196 0 - 1 196
M+F 102 2 196 1 098 0 - 2 196 1 098 3 294

*Eenzijdige p-waarden voor de Cochran-Armitage trendtest
* Eenzijdige p-waarden voor de Cochran-Armitage trendtest (Poly-k gecorrigeerd)

2L eeftijd bij overlijden van dieren met leukemie (weken oud): 50 Roundup Bioflow (mannetje 47, mannetje 48, vrouwtje 104)
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Dosis (mg/ kg Dieren Lymfoblastische Monocytair Myeloide Totaal lymfoide Totaal Alle leukemieén?
lichaamsgewic leukemieén e leukemieén  leukemieén myeloide
ht/dag leukemieén leukemieén
glyfosaat)
Seks Ge Ge %  P- Ge % P- Gee % Gee %  P- Gee % Gee %  P-
en  en waarde en waarde n n waarde N n waarde
0 (controle) M 51 0 - #0071 0 - ©®00419 0 - 0 - 00071 0 - 0 - #00313
000092 100459 00092 000371
F 51 0 - 000419 0 - 0 - 0 - ®00419 0 - 0 -
000411 00411
M+F 102 0 - ®00014 0 - 0 - 0 - ®00014 0 - 0 - 0195
190016 000016 000218
0,5 RangerPro M 51 0 - 0 - 1 196 0 - 1 196 1 196
F 51 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
M+F 102 0 - 0 - 1 098 0 - 1 098 1 098
5 RangerPro M 51 0 - 0 - 1 196 0 - 1 196 1 196
F 51 0 - 1 196 0 - 0 - 1 196 1 196
M+F 102 0 - 1 098 1 098 0 - 2 196 2 196
50 RangerPro M 51 2 392 1 196 0 - 2 392 1 196 3 588
F 51 1 196 0 - 0 - 1 196 0 - 1 196
M+F 102 3 294 1 098 0 - 3 294 1 098 4 392

*Eenzijdige p-waarden voor de Cochran-Armitage trendtest

“Eenzijdige p-waarden voor de Cochran-Armitage trendtest (Poly-k gecorrigeerd)

2Leeftijd bij overlijden van dieren met leukemie (weken oud): 0,5 RangerPro (mannetje 82), 5 RangerPro (mannetje 70, vrouwtje 100), 50 RangerPro (mannetje 40, mannetje 74, mannetje 76.)

vrouw 43)

weeks

120

100

80

60

40

20

ADI

ADI X10 NOAEL

Fig. 3 Weken leeftijd bij overlijden van dieren met leukemie door glyfosaat equivalente doses. Legenda: Gemiddelde (met standaardafwijking) weken leeftijd
bij de dood van dieren met leukemie, gedeeld door doses van 0,5, 5 en 50 mg/kg lichaamsgewicht/dag, wat overeenkomt met de aanvaardbare dagelijkse inname

(ADI), ADIX10 en het EU-waarnemingsniveau zonder schadelijk effect (NOAEL) voor glyfosaat. De 3 behandelingsgroepen (glyfosaat, Roundup Bioflow, RangerPro)

worden gecombineerd per dosis gerapporteerd.
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3). Een hoge prevalentie van sterfte door leukemie (v66r de leeftijd
van 52 weken) bij dieren met deze laesies werd consequent
waargenomen in alle drie de behandelingsgroepen: 40% in de
glyfosaatgroep (2/5), 66% in Roundup Bioflow (2/3) en 29% in
Ranger Pro (2/7).

Omdat leukemieén zeldzame maligniteiten zijn bij SD-ratten,
vergeleken we de leeftijd bij overlijden van dieren met leukemieén
met historische controlegegevens van het Ramazzini Instituut (RI)
(490 dieren) [31] en het Amerikaanse National Toxicology
Program (NTP) (1180 dieren) [30]. In 1670 historische controles
werd bij slechts 15 dieren leukemie vastgesteld, met een totale
incidentie van 0,90% in vergelijking met 1,63% in de huidige studie.
Onderzoeksspecifieke incidentiecijfers waren 0,82% bij RI (4/490;
1,63% man 4/245, 0% vrouw 0/245) en 0,93% bij NTP (11/1180;
1,19% man 7/590, 0,68% vrouw 4/590). Van deze 15 gevallen
overleed geen enkele voor het eerste levensjaar. Deze bevindingen
staan in schril contrast met de hier waargenomen resultaten, waarbij
40% van de leukemie-gerelateerde sterfgevallen in de met glyfosaat
en GBHs behandelde groepen voorkwamen voor de leeftijd van één
jaar (Fig. 4).

Naast leukemie werden in de behandelde groepen verhoogde
incidenties waargenomen van multi-ple goedaardige en
kwaadaardige tumoren, waaronder zeldzame tumoren (historische
controle incidentie < 1%), waarvan sommige ook met een vroeg
begin [40].

De incidentie van goedaardige en kwaadaardige huidtumoren is
samengevat in tabellen 4, 5 en 6. Geen gevallen van huidtumoren
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(kwaadaardig of goedaardig) werden waargenomen bij
onbehandelde dieren. Er werden geen broers of zussen getroffen
door huidtumoren. In de glyfosaatgroep werd een significant
verhoogde trend in incidentie van plaveiselcelpapillomen van de
huid waargenomen bij mannetjes (p= 0,0392, Cochran-Armitage
trendtest; p= 0,0274, poly-3 test). Bij hoge doses was de incidentie
3,92% bij mannen, terwijl bij mannen van de historische NTP-
controle 1,02% [30] was en van de historische RI-controle slechts
0,39%. Een significant verhoogde trend in incidentie van
keratoacanthoom werd ook waargenomen bij mannen (p= 0,0419,
Cochran-Armitage trend test; p= 0,0311, poly-3 test). Ook bij
mannen werden significant verhoogde trends in incidentie
waargenomen bij alle goedaardige huidtumoren (p= 0,0082,
Cochran-Armitage trendtest; p= 0,0046, poly-3 test) en bij alle
(goedaardige en kwaadaardige) huidtumoren (p= 0,0228,
Cochran-Armitage trendtest; p= 0,0120, poly-3 test). Bij
vergelijking van de hoge dosis en de controlegroep werd een
statistisch grensgeval van toename in de incidentie van
goedaardige+ kwaadaardige huidtumoren waargenomen bij
mannen behandeld met glyfosaat (p= 0,059, Fisher exact test)
(Tabel 4). In de groepen behandeld met Roundup Bioflow werd
een geval van trichoepithelioma (1,96% incidentie) waargenomen
bij vrouwtjes met een hoge dosis, met een significant verhoogde
trend in incidentie (p= 0,0419, Cochran-Armitage trendtest; p=
0,0439, poly-3 test) (Tabel 5). Trichoepithelioma is een zeer
zeldzame tumor, met geen

# Animals bearing
leukemia from
GGS

¢ Historical controls
from Rl and NTP
studies

80 90 100 110

Fig. 4 Leeftijd bij overlijden van SD ratten met leukemie in GGS en NTP-RI historische controles. Legende: Leeftijd bij overlijden van Sprague-Dawley ratten met
leukemie van GGS (¢ ) of van het Ramazzini Instituut (RI) en US National Toxicology Program (NTP) historische controles (O ). Voor GGS behoren alle dieren
tot de behandelde groepen; dieren uit historische controles behoren alleen tot niet behandelde groepen uit verschillende experimenten. Week 52, die overeenkomt

met een leeftijd van 1 jaar, is gestippeld.



Tabel 4 Incidentie van goedaardige en kwaadaardige tumoren van de huid: Glyfosaat vs controlegroep

Dosis (mg/kg Dieren Plaveiselcel Keratoacanthoom Goedaardige tumoren Plaveisel Basaalcelcar Talgkliercar Kwaadaardi Totaal
lichaamsgewicht/da papilloom celcarcinoo cinoom cinoom ge tumoren -
g glyfosaat) m goedaardig+
kwaadaardig
Seks ~ Gee Ge %  P- Geen %  P- Ge %  P- Gee % Gee % Geen % Gee % Gee % P-
n en waarde waarde en waarde n n n n waarde
0 (controle) M 51 0 - 00392 0 - ©00419 0 - ®00082 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 00228
000274 00311 100046 00120
F 51 0 - 0 - - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
M+F 102 0 - 00392 0 - #0041 0 - 00085 0 0 - 0 - 0 - 0 -
000331 000361 00064
0,5 Glyfosaat M 51 0 - 0 - 0 - 1 196 0 - 1 196 2 392 2 392
F 51 0 - 0 - 0 - 1 196 0 - 0 - 1 196 1 196
M+F 102 0 - 0 - 0 - 2 196 0 - 1 10 3 294 3 294
5 Glyfosaat M 51 1 196 0 - 1 196 0 0 - 0 - 0 - 1 196
F 51 0 - 0 - 0 - 0 - 1 196 0 - 1 196 1 196
M+F 102 1 098 0 - 1 098 0 1 098 0 - 1 098 2 196
50 Glyfosaat M 51 2 392 1 196 3 588 1 196 0 - 0 - 1 196 4 7.84 *0.059
F 51 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
M+F 102 2 196 1 098 3 294 1 098 0 - 0 - 1 098 4 392

* p-waarden voor Fisher exact test

*Eenzijdige p-waarden voor de Cochran-Armitage trendtest

*

Eenzijdige p-waarden voor de Cochran-Armitage trendtest (Poly-k gecorrigeerd)
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Tabel 5 Incidentie van goedaardige en kwaadaardige tumoren van de huid: Roundup Bioflow vs controlegroep
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Dosis (mg/kg Dieren Plaveiselcel Kerato- Trichoepithelioom Goedaardige tumoren Plaveisel Basaalcelcarcinoom Totaal
lichaamsgewicht/da papilloom acanthoom celcarcinoo Kwaadaardi
g glyfosaat) m g goedaar
tumoren dig
+ kwaadaardig
Seks Gee Geen % Geen % Geen % P- Ge % P- Geen % Geen % P- Geen % Geen %
n waarde en waarde waarde
0 (controle) M 51 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 00419 0 - 0 -
190400
F 51 0 - 0 - 0 - ©00419 0 - ©°0419 0 - 0 - 0 - 0 -
100439 100439
M+F 102 0 - 0 - 0 - 100421 0 - 0 - 0 - 10,0421 0 - 0 -
100428 000428
0,5 Roundup Bioflow M 51 1 196 0 - 0 - 1 196 0 - 0 - 0 - 1 196
F 51 0 - 0 - 0 - 0 - 1 196 0 - 1 196 1 196
M+ F 102 1 098 0 - 0 - 1 098 1 098 0 - 1 098 2 196
5 Roundup Bioflow M 51 1 196 1 196 0 - 2 392 1 196 0 - 1 196 3 588
F 51 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
M+F 102 1 098 1 098 0 - 2 196 1 098 0 - 1 098 3 294
50 Roundup Bioflow M 51 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 1 196 1 196 1 196
F 51 0 - 0 - 1 196 1 196 0 - 0 - 0 - 1 196
M+F 102 0 - 0 - 1 098 1 098 0 - 1 098 1 098 2 196

*Eenzijdige p-waarden voor de Cochran-Armitage trendtest

* Eenzijdige p-waarden voor de Cochran-Armitage trendtest (Poly-k gecorrigeerd)
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Tabel 6 Incidentie van goedaardige en kwaadaardige tumoren van de huid

:RangerPro vs controlegroep

Dosis (mg/kg Dieren Plaveiselcel Keratoacanthoom Trichoepithelioom Plaveiselcelcarci  Talgkliercar Kwaadaardi Totaal
lichaamsgewicht/da papilloom Goedaardig noom cinoom ge tumoren
g glyfosaat) tumoren goedaar
dig
+ kwaadaardig
Seks Gee  Geen % Geen % P- Geen % Geen % Geen % Geen % Geen % Geen %
n waarde
0 (controle) M 51 0 - 0 - 00419 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 R
190489
F 51 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - - 0 -
M+F 102 0 - 0 - 00421 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
90440
0,5 RangerPro M 51 1 196 0 - 1 196 2 392 0 - 0 - 0 - 2 392
F 51 1 196 0 - 0 - 1 196 0 - 0 - 0 - 1 196
M+F 102 2 196 0 - 1 098 3 294 0 - 0 - 0 - 3 294
5 RangerPro M 51 0 - 0 - 0 - 0 - 0 00 0 - 0 - 0 -
F 51 0 - 0 - 0 - 0 - 2 392 1 196 3 588 3 588
M+F 102 0 - 0 - 0 - 0 - 2 196 1 098 3 294 3 294
50 RangerPro M 51 0 - 1 196 0 - 1 196 0 - 0 - 0 - 1 196
F 51 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
M+F 102 0 - 1 098 0 - 1 098 0 - 0 - 0 - 1 098

*Eenzijdige p-waarden voor de Cochran-Armitage trendtest

*

Eenzijdige p-waarden voor de Cochran-Armitage trendtest (Poly-k gecorrigeerd)

playpuozab ua najjiyy ‘[p 12 1yddeZURY

94 (§20T)

[£3

uea ¢ | euibed



Panzacchi et al. Milieu en gezondheid (2025) 24:36

geval waargenomen bij vrouwelijke SD ratten van NTP [30] en RI
historische controles. Bij mannetjes met een hoge dosis werd een
geval van basaalcelcarcinoom (1,96% incidentie) waargenomen
met een significant verhoogde incidentietrend (p= 0,0419,
Cochran-Armitage trendtest; p= 0,0400, poly-3 test) (Tabel 5). Bij
mannen met een hoge dosis behandeld met Ranger- Pro werd
keratoacanthoom (1,96% incidentie) waargenomen, met een
significant verhoogde trend in incidentie (p= 0,0419, Cochran-
Armitage trendtest; p= 0,0489, poly-3 test) (Tabel 6).

Over het geheel genomen werd er geen statistisch significant
verschil in incidentie van levertumoren waargenomen tussen
behandelde en controlegroepen (tabellen 7, 8 en 9). Echter, in
verschillende behandelde mannengroepen was meer dan één geval
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waargenomen bij verschillende doses (glyfosaat 0,5 en 50 mg/kg
lichaamsgewicht/dag, Roundup 0,5 mg/kg lichaamsgewicht/dag,
RangerPro 5 mg/kg lichaamsgewicht/dag). Levercelcarcinoom is
een zeldzame maligniteit bij SD-ratten. Bij 590 mannelijke
historische NTP-controles werd bij slechts 1 dier hepatocellulair
carcinoom vastgesteld (totale incidentie 0,17%) [30]; bij de
historische RI-controles werd bij 30 mannetjes op een totaal van
3572 controles hepatocellulair carcinoom vastgesteld (totale
incidentie 0,82%). Bij de historische controles van het levenslange
RI-onderzoek was de gemiddelde leeftijd bij overlijden Dbij
mannelijke dieren met hepatocellulair carcinoom 118 weken,
terwijl bij één mannelijk dier van de historische controle van het
NTP-onderzoek van 104 weken de leeftijd bij overlijden 94 weken
was [30]. In zowel NTP als RI historische controles was de
vroegere leeftijd waarop hepatocellulair carcinoom stierf

Tabel 7 Incidentie van goedaardige en kwaadaardige tumoren van de lever: glyfosaat vs controlegroep

Dosis (mg/kg Dieren Hepatocellulair adenoom Levercelcarcinoom? Totaal
lichaamsgewicht/dag -
glyfosaat) Seks Gee Geen % Geen % Geen %
n
0 (controle) M 51 0 - 1 196 1 196
F 51 0 - 0 - 0 -
M +F 102 0 - 1 098 1 098
0,5 Glyfosaat M 51 1 196 2 392 3 588
F 51 0 - 0 - 0 -
M+ F 102 1 098 2 196 3 294
5 Glyfosaat M 51 1 1.98 1 1.96 2 392
F 51 0 - 0 - 0 -
M+F 102 1 098 1 098 2 196
50 Glyfosaat M 51 0 - 2 392 2 392
F 51 0 - 0 - 0 -
M+F 102 0 - 2 196 2 196
2Leeftijd bij overlijden van dieren met hepatocellulair carcinoom (weken oud): controle (104), 0,5 glyfosaat (99; 92), 5 glyfosaat (74), 50 glyfosaat (85; 104)
Tabel 8 Incidentie van goedaardige en kwaadaardige tumoren van de lever: Roundup Bioflow vs controlegroep
Dosis (mg/kg Dieren Hepatocellulair adenoom Hepatocellulair carcinoom? Totaal
lichaamsgewicht/dag e
glyfosaat) Seks Gee Geen % Geen % Geen %
n
0 (controle) M 51 0 - 1 196 1 196
F 51 0 - 0 - 0 -
M+F 102 0 - 1 098 1 098
0,5 Roundup Bioflow M 51 0 - 2 392 2 392
F 51 0 - 0 - 0 -
M+F 102 0 - 2 196 2 196
5 Roundup Bioflow M 51 0 - 1 1.96 1 1.96
F 51 0 - 0 - 0 -
M +F 102 0 - 1 098 1 098
50 Roundup Bioflow M 51 0 - 0 - 0 -
F 51 0 - 0 - 0 -
M+F 102 0 - 0 - 0 -

2Leeftijd bij overlijden van dieren met hepatocellulair carcinoom (weken oud): controle (104), 0,5 Roundup Bioflow (99; 82), 5 Roundup Bioflow (104)
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Tabel 9 Incidentie van goedaardige en kwaadaardige tumoren van de lever: RangerPro vs controlegroep
Dosis (mg/kg Dieren Hepatocellulair adenoom Hepatocellulair carcinoom? Totaal
lichaamsgewicht/dag -
glyfosaat) Seks Gee Geen % Geen % Geen %
n
0 (controle) M 51 0 - 1 196 1 1.96
F 51 0 - 0 - 0
M+F 102 0 - 1 098 1 098
0,5 RangerPro M 51 0 - 0 - 0 -
F 51 0 - 0 - 0 -
M+F 102 0 - 0 - 0
5 RangerPro M 51 0 - 2 392 2 392
F 51 0 - 0 - 0 -
M+F 102 0 - 2 196 2 196
50 RangerPro M 51 0 0 - 0
F 51 0 - 0 - 0 -
M+F 102 0 0 - 0

2Leeftijd bij overlijden van dieren met hepatocellulair carcinoom (weken leeftijd): controle (104), RangerPro (94;93)

carcinoom werd gerapporteerd als waarschijnlijke doodsoorzaak is
94 weken. In de huidige studie werd een hoge prevalentie van
vroege sterfte aan hepatocellulair carcinoom (vé6r de leeftijd van
94 weken) bij dieren met deze laesies consistent waargenomen in
alle behandelingsgroepen: 60% in de glyfosaatgroep (3/5), 33% in
Roundup Bioflow (1/3) en 50% in RangerPro (1/2) (tabellen 7, 8 en
9). Hepatocellulair carcinoom was het enige kwaadaardige letsel
dat bij deze 5 dieren werd waargenomen. Geen broers of zussen uit
hetzelfde nest werden getroffen door hepatocellulair carcinoom.
Het ene controledier met hepatocellulair carcinoom overleefde tot
het einde van de studie (104 weken).

Er werden verhoogde incidenties van een aantal bottumoren
waargenomen (tabellen 10, 11 en 12). In de glyfosaat- en
RangerPro-groepen vertoonden mannen significant verhoogde
trends in de incidentie van totaal goedaardige tumoren
(chondroma en osteoma) (tabellen 10 en 12); de
significantieniveaus waren namelijk (p= 0.0071, Cochran-Armitage
trendtest; p= 0,0046, poly-3 test) en (p= 0,0419, Cochran-Armitage
trendtest; p= 0,0379, poly-3 test) voor respectievelijk de glyfosaat-
en RangerPro-groepen (Tabel 12). Daarnaast werd één geval van
osteosarcoom (1,96%) waargenomen bij vrouwtjes met een hoge
dosis behandeld met Roundup Bioflow, zonder gevallen in de
controles of bij lagere doseringen, met een signifi- cant toegenomen
trend in incidentie (p= 0,0419, Cochran-Armitage trendtest; p=
0,0439, poly-3 test) (Tabel 11).

Schildkliertumoren werden bij beide geslachten waargenomen
en in twee gevallen was de incidentie gerelateerd aan de
behandeling (tabellen 13, 14, 15, 16, 17 en 18). Folliculair
carcinoom van de schildklier werd waargenomen bij mannen in de
groep met de hoge est glyfosaatdosis, met een significant stijgende
trend in incidentie (p= 0,0419, Cochran-Armitage trendtest; p=
0,0311, poly-3 test) (Tabel 13). Er waren geen gevallen

waargenomen bij de historische NTP-controles [30] en slechts een
incidentie van 0,09% bij de historische RI-controles. Bij vrouwen
met een hoge dosis behandeld met RangePro werd één geval
(1,96%) van C-celcarcinoom waargenomen, met geen gevallen bij
lagere doses of controles, wat een statistisch sig- nificant
verhoogde trend oplevert (p= 0,0419, Cochran-Armit- age trend
test; p=0,0390, poly-3 test) (Tabel 18). De waargenomen incidentie
was iets hoger dan bij de his- torische controles van het NTP
(9/589, 1,53%) en de historische controles van RI (38/3570, 1,06%).

Bij mannen, met betrekking tot andere endocriene weefsels, was
er 1 geval (1,96%) van pancreas isletcelcarcinoom aanwezig in de
groep met hoge doses RangerPro-behandeling, met geen gevallen
bij lagere doses of controles: dit zorgde voor een statistisch
significant verhoogde trend in de incidentie (p= 0,0419, Cochran-
Armitage trendtest; p= 0,0459, poly-3 test) (Tabel 15).

Bij mannen werden zowel het centrale als het perifere
zenuwstelsel (CZS en PZS) aangetast door de behandelingen
(tabellen 13, 14 en 15), waarbij twee typen kwaadaardige tumoren
werden waargenomen: kwaadaardige korrelceltumor van het
centrale zenuwstelsel en kwaadaardig Schwannoom van het
perifere zenuwstelsel. Schwannomen (goedaardig en kwaadaardig)
kwamen ook voor bij vrouwen in de baarmoeder (tabellen 16, 17
en 18). Een significant verhoogde incidentie van kwaadaardige
granulaire celtumoren van het cen trale zenuwstelsel werd
waargenomen bij mannen (p= 0,0071, Cochran-Armitage
trendtest; p= 0,0040, poly-3 test) die met glyfosaat werden
behandeld (tabel 13). Op een totaal van 589 historische NTP-
controles werd bij slechts 1 man de diagnose kwaadaardige
korrelceltumor in de hersenen gesteld (totale incidentie 0,17%);
gezien de historische RI-controle op een totaal van 3572 controles
werd bij 5 mannen de diagnose kwaadaardige korrelceltumor in de
hersenen gesteld.
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Tabel 10 Incidentie van bottumoren: glyfosaat vs controlegroep
Dosis (mg/kg Dieren Chondroma Osteoma Totaal goedaardig Osteosarcoom Totaal
lichaamsgewicht/da
g glyfosaat) Goedaardig
+ Kwaadaardig
Seks Gee Geen % P- Geen % P- Ge % P- Geen % Geen %
n waarde waarde en waarde
0 (controle) M 51 0 - ©00419 0 - ®90419 0 - ®00071 0 - 0 -
000311 90335 190046
F 51 0 - 1 196 1 196 0 - 1 196
M+F 102 0 - #00421 1 098 1 098 0 - 1 098
100372
0,5 Glyfosaat M 51 0 - 0 - 0 - 1 1.96 1 1.96
F 51 0 - 1 1.96 1 196 1 196 2 392
M+F 102 0 - 1 098 1 098 2 196 3 294
5 Glyfosaat M 51 0 - 0 - 0 - 1 196 1 196
F 51 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
M+F 102 0 - 0 - 0 - 1 098 1 098
50 Glyfosaat M 51 1 196 1 196 2 392 0 - 2 392
F 51 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
M+F 102 1 098 1 098 2 196 0 - 2 196
*Eenzijdige p-waarden voor de Cochran-Armitage trendtest
* Eenzijdige p-waarden voor de Cochran-Armitage trendtest (Poly-k gecorrigeerd)
Tabel 11 Incidentie van bottumoren: Roundup Bioflow vs controlegroep
Dosis (mg/kg Dieren Chondroma Osteoma Totaal goedaardig Osteosarcoom Totaal
lichaamsgewicht/dag
glyfosaat) Goedaardig
+ Kwaadaardig
Seks Gee Geen % Geen % Geen % Geen % P- Geen %
n waarde
0 (controle) M 51 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
F 51 0 - 1 196 1 196 0 - ©00419 1 196
100439
M+F 102 0 - 1 098 1 098 0 - 000421 1 098
100428
0,5 Roundup Bioflow M 51 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
F 51 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
M+F 102 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
5 Roundup Bioflow M 51 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
F 51 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
M+F 102 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
50 Roundup Bioflow M 51 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
F 51 0 - 0 - 0 - 1 196 1 1.96
M+F 102 0 - 0 - 0 - 1 098 1 098

*Eenzijdige p-waarden voor de Cochran-Armitage trendtest

* Eenzijdige p-waarden voor de Cochran-Armitage trendtest (Poly-k gecorrigeerd)

kwaadaardige granulaire celtumor (totale incidentie van 0,15%).
Daarentegen was de incidentie bij mannen met een hoge dosis van
de glyfosaatbehandeling 3,92%: er werden geen gevallen
waargenomen bij lagere doses of bij controles. Twee gevallen
(3,92%) van kwaadaardig Schwannoom van het perifere
zenuwstelsel

werden waargenomen bij mannelijke dieren behandeld met
Roundup Bioflow, met geen gevallen in controles of lagere
dosisniveaus. Deze bevinding ging gepaard met een significant
verhoogde trend in incidentie (p= 0,0071, Cochran-Armitage
trendtest; p= 0,0080, poly-3 test) (Tabel 14). Beide dieren
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Tabel 12 Incidentie van bottumoren: RangerPro vs controlegroep

Dosis (mg/kg Dieren Chondroma Osteoma Totaal goedaardig Osteosarcoom Totaal

lichaamsgewicht/dag

van glyfosaat) Goedaardig

+ Kwaadaardig
Seks Gee Geen % Geen % P- Geen % P- Geen % Geen %
n waarde waarde
0 (controle) M 51 0 - 0 - ®00419 0 - #®00419 0 - 0 -
00379 000379

F 51 0 - 1 196 1 196 0 - 1 1.96
M+F 102 0 - 1 098 1 098 0 - 1 098

0,5 RangerPro M 51 0 - 0 - 0 1 196 1 196
F 51 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
M+F 102 0 - 0 - 0 1 098 1 098

5 RangerPro M 51 0 - 0 0 2 392 2 392
F 51 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
M+F 102 0 - 0 - 0 - 2 196 2 196

50 RangerPro M 51 0 - 1 1.96 1 196 0 - 1 196
F 51 0 - 0 0 - 0 - 0 -
M+F 102 0 - 1 098 1 098 0 - 1 098

*Eenzijdige p-waarden voor de Cochran-Armitage trendtest

* Eenzijdige p-waarden voor de Cochran-Armitage trendtest (Poly-k gecorrigeerd)

stierven zeer vroeg, op een leeftijd van 34 en 67 weken, zonder
andere neoplasma. Er werd geen enkel geval waargenomen bij
meer dan 590 mannelijke dieren in de historische controledatabase
van het NTP en er werden 29 gevallen waargenomen bij 3572
controledieren (0,82%) in RI
behandelingsgerelateerde incidentie van Schwannomen werd ook

historische controles. Een
waargenomen bij vrouwelijke dieren in de baarmoeders (Tabellen
16, 17 en 18). Bij dieren behandeld met glyfosaat vertoonden
goedaardige Schwannomen van de baarmoeder een signifi- cant
verhoogde incidentietrend als gevolg van één enkel geval bij de
hoogste dosis (p= 0,0419, Cochran-Armitage trendtest; p= 0,0411,
poly-3 test), terwijl kwaadaardige Schwannomen een niet-
statistisch significante toename (tot 3,92%) vertoonden bij de doses
van 5 en 50 mg/kg lichaamsgewicht/dag (Tabel 16). Er werd één
geval per groep ontdekt in de met RangerPro behandelde groepen
van 5 en 50 mg/kg lg/dag (Tabel 18), en er werd één geval ontdekt
in de met Roundup laag behandelde groep van 5 mg/kg lg/dag
(Tabel 17). Het verband met de behandeling van deze gevallen was
twijfelachtig, maar kon niet volledig worden uitgesloten. In feite
werd geen enkel geval van goedaardig of kwaadaardig
Schwannoom waargenomen bij mannelijke en vrouwelijke
onbehandelde controledieren: in de historische NTP-controles
[30] werden slechts 2 gevallen van kwaadaardig Schwannoom in de
baarmoeder (0,40%) waargenomen in meer dan 449 controles
vrouwelijke SD-ratten, terwijl een incidentie van 2,74% werd
gedetecteerd in RI historische controles. Er werd geen enkel geval
van goedaardig Schwannoom gerapporteerd bij historische NTP-
controles en slechts 0,06% werd gedetecteerd bij historische RI-
controles.

Er werd één geval van hemangiosarcoom van de baarmoeder
gevonden in de behandelgroep met de hoogste RangerPro-dosis
(1,96%), met een significant verhoogde trend in incidentie.

(p= 0,0419, Cochran-Armitage trendtest; p= 0,0390, poly-3 test)
(Tabel 18); geen enkel geval van hemangiosarcoom van de
baarmoeder werd waargenomen in historische NTP-controles [30]
en 4 gevallen onder 3570 vrouwen uit historische RI-controles
(incidentie 0,12%). Bij mannen werd 1 geval van hemangiosar-
coma van de milt (1,96%) waargenomen in de hoogste dosis
behandeld met RangerPro, met een stijgende trend in incidentie
(p= 0,0419, Cochran-Armitage trendtest, p= 0,0434 poly-3 test)
(Tabel 15). Milthemangiosarcoom is een zeldzame tumor bij ratten
met een incidentie van 0,51% (3/590) in de historische controle van
NTP [30] en 0,27% in de historische controle van RI (10/3572).
Opmerkelijk is dat de behandelingsgerelateerde gevallen van
hemangiosarcoom (baarmoeder en milt) werden gedetecteerd in
de hoogste-dosisgroep van RangerPro (p= 0,0532, Cochran-
Armitage trendtest). Andere sporadische gevallen werden ontdekt in
de controlegroep (1 in vrouwelijke lever) en in de laagste-
dosisgroep van Roundup Bioflow (1 in weke delen van een vrouw).

Een verhoogde incidentie van goedaardige borstkliertumoren bij
mannelijke SD-ratten werd waargenomen in behandelde groepen,
terwijl er geen mannelijke borstkliertumoren voorkwamen in de
controlegroep (tabellen 13, 14 en 15). Een significant verhoogde
trend in goedaardige
(fibroadenoom en lipoom) werd waargenomen bij mannetjes
behandeld met glyfosaat (p= 0,0071, Cochran-Armitage trendtest;
p= 0,0040, poly-3 test) (Tabel 13) en met Roundup Bioflow (p=
0,0071, Cochran-Armitage trendtest; p= 0,0072, poly-3 test) (Tabel
15). In het bijzonder wordt bij glyfosaat en Roundup Bioflow
hoogste doses elk 1 geval (1,96% incidentie) van lipoom beschouwd
als een tamelijk ongebruikelijke tumor met geen gevallen
waargenomen in het NTP.

incidentie  van melkkliertumoren



Tabel 13 Incidentie van goedaardige en kwaadaardige tumoren bij mannen: glyfosaat vs controlegroep

Dosis (mg/ kg Dieren Borstklier Nieren Urine Schildklier Bijnier Endocriene  Milt Centraal Perifeer
lichaamsgewic Blaas pancreas zenuwstelsel zenuwstelsel
ht/dag van

glyfosaat)

Goedaardige tumoren Kwaadaardig Transitiecelca Folliculair Corticaal Isletcelcarci Hemangiosarcoom® Kwaadaardig Kwaadaardig
mesenchymale rcinoom? carcinoom? carcinoom? noom korrelige Schwannoom?
tumor® celtumor?

Seks Ge Ge %  P- Geen % Geen % Ge % P- Geen %  Geen %  Geen % Gee %  P- Geen %
en en waarde en waarde n waarde
0 (controle) M 51 0 - 90071 0 - 0 - 0 - ®00419 0 - 0 - 0 - 0 - ®00071 0 -
00,0040 000311 00040
0,5 Glyfosaat M 51 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
5 Glyfosaat M 51 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 2 392
50 Glyfosaat M 51 2 392 0 - 0 - 1 196 0 - 0 - 0 - 2 392 0 -

*Eenzijdige p-waarden voor de Cochran-Armitage trendtest

* Eenzijdige p-waarden voor de Cochran-Armitage trendtest (Poly-k gecorrigeerd)

aZeldzame tumoren (incidentie< 1%) van NTP en Rl historische controle

playpuozab ua najjiyy ‘[p 13 1yddeZUR

9€¥Z (5202)

[§3

uea g| euibed



Tabel 14 Incidentie van goedaardige en kwaadaardige tumoren bij mannen: Roundup Bioflow vs controlegroep

Dosis (mg/kg Dieren Borstklier Nieren Urineblaas Bijnier Endocriene Milt Centraal Perifeer zenuwstelsel
lichaamsgewicht/da Schildklier pancreas zenuwst
g glyfosaat) Wier elsel
Goedaardige tumoren Kwaadaardige Transitiecelcarcin Folliculair Corticaal Isletcelcarci  Hemangio Kwaadaardi  Kwaadaardig
mesenchymale oom?® carcinoom? carcinoom? noom sarcoom® ge Schwannoom?
tumor granulaire
celtumor?
Sek Ge Gee % P- Ge % P- Gee % P- Geen % Gee % Geen % Geen % Geen %  Gee % P-
s en n waarde en waarde p waarde n n  waarde
0 (controle) M 510 - #®00071 0 - #©00419 0 - 00419 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - ®00071
00,0072 00,0400 000325 10,0080
0,5 Roundup Bioflow M 51 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
5 Roundup Bioflow M 51 0 - 0 - 0 - 0 - 1 196 0 - 0 - 0 - 0 -
50 Roundup Bioflow M 51 2 392 1 196 1 196 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 2 392

*Eenzijdige p-waarden voor de Cochran-Armitage trendtest

* Eenzijdige p-waarden voor de Cochran-Armitage trendtest (Poly-k gecorrigeerd)

aZeldzame tumoren (incidentie< 1%) van NTP en Rl historische controle

b eeftijd bij overlijden van dieren met transitional celcarcinoom in de urineblaas (weken oud): 50 Roundup Bioflow (61)
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Tabel 15 Incidentie van goedaardige en kwaadaardige tumoren bij mannen: RangerPro vs controlegroep
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Dosis (mg/ kg Dieren Borstkas Nieren Schildkli Bijnier Endocriene Milt Centraal Perifeer
lichaamsgewic Klier Urin er pancreas zenuwst zenuwstelsel
ht/dag eblaas elsel
glyfosaat) [
Goedaa Kwaadaardige Transitiecelca  Folliculair Corticaal Isletcelcarcinoom Hemangiosarcoom® Kwaadaardig
rdige mesenchymale  rcinoom? carcinoom® carcinoom® Kwaadaardi Schwannoom?
tumore tumor
n 9
korrelceltu
mor?
Sek Ge Geen % Geen % Geen % Geen %  Gee %  P- Gee %  P- Geen % P- Geen % Geen %
s en n waarde n waarde waarde
0 (controle) M 51 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 00071 0 - ®00419 0 - ®00419 0 - J -
00075 90459 090434
0,5 RangerPro M 51 1 1.96 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - J -
5 RangerPro M 51 1 1.96 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 1 196 J -
50 RangerPro M 51 1 196 0 - 0 - 0 - 2 392 1 196 1 196 0 00 J -

*Eenzijdige p-waarden voor de Cochran-Armitage trendtest
* Eenzijdige p-waarden voor de Cochran-Armitage trendtest (Poly-k gecorrigeerd)

aZeldzame tumoren (incidentie< 1%) van NTP en Rl historische controle
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Tabel 16 Incidentie van goedaardige en kwaadaardige tumoren bij vrouwen: glyfosaat vs controlegroep
Dosis (mg/kg Dieren Eierstok Baarmoeder
lichaamsgewicht/da Schildklie
g glyfosaat) r
klier
C-cel Fibroom Goedaardig Kwaadaardig Hemangiosarcomen?
carcinoom Kw  Schwannoom? Schwannoom
aadaardige
granulosacel
tumor?
Seks Ge Geen % Ge % P- Geen % Geen % P- Seen % Seen %
en en waarde waarde
0 (controle) F 51 0 - 0 - ©90419 0 - J - ©90419 ) - ) -
00411 000411
0,5 Glyfosaat F 51 2 392 0 - 1 196 J - 1 196 ) -
5 Glyfosaat F 51 1 1.96 0 - 0 - 2 - 2 392 ) -
50 Glyfosaat F 51 1 196 1 196 0 - 1 196 2 392 ) -
*Eenzijdige p-waarden voor de Cochran-Armitage trendtest
* Eenzijdige p-waarden voor de Cochran-Armitage trendtest (Poly-k gecorrigeerd)
aZeldzame tumoren (incidentie< 1%) van NTP en Rl historische controle
Tabel 17 Incidentie van goedaardige en kwaadaardige tumoren bij vrouwen: Roundup Bioflow vs controlegroep
Dosis (mg/kg Dieren Eierstok Baarmoeder
lichaamsgewicht/da schildklie
g glyfosaat) r
klier
C-cel Fibroom Kwaadaardig Goedaardig Kwaadaardig Hemangiosarcomen?
carcinoom Granulosaceltu Schwannoom? Schwannoom
mor®
Seks Ge Ge % Geen % Gee % P- Geen % Geen % Geen %
en en n waarde
0 (controle) F 51 0 - 0 - 0 - %0419 0 - 0 - 0 -
000460
0,5 Roundup Bioflow F 51 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
5 Roundup Bioflow F 51 1 196 0 - 0 - 0 - 1 1.96 0 -
50 Roundup Bioflow F 51 0 - 0 - 1 1.96 0 - 0 - 0 -
*Eenzijdige p-waarden voor de Cochran-Armitage trendtest
* Eenzijdige p-waarden voor de Cochran-Armitage trendtest (Poly-k gecorrigeerd)
aZeldzame tumoren (incidentie< 1%) van NTP en Rl historische controle
bLeeftijd bij overlijden van dieren met ovarium Maligne granulosa celtumor (weken oud): 50 Roundup Bioflow (43)
Tabel 18 Incidentie van goedaardige en kwaadaardige tumoren bij vrouwen: RangerPro vs controlegroep
Dosis (mg/kg lichaamsgewicht/ Dieren Schildklier Eierstok Baarmoeder
dag glyfosaat)
C-cel carcinoom Fibroom Goedaardig Kwaadaardig Hemangiosarcomen?
Kwaadaardig Schwannoom® Schwannoom
Granulosace
Itumor?
Seks Ge Ge % P- Geen % Geen % Geen % Seen % seen % P-waarde
en en waarde
0 (controle) F 51 0 - 00419 0 - J - ) - ) - ) - ©°0419
00390 00,0390
0,5 RangerPro F 51 0 - 0 - J - ) - ) - ) -
5 RangerPro F 51 0 - 0 - J - ) - | 196 ) -
50 RangerPro F 51 1 196 0 - J - ) - 1 196 | 196

*Eenzijdige p-waarden voor de Cochran-Armitage trendtest

* Eenzijdige p-waarden voor de Cochran-Armitage trendtest (Poly-k gecorrigeerd)

aZeldzame tumoren (incidentie< 1%) van NTP en Rl historische controle
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Tabel 19 Vergelijking van resultaten waargenomen bij dieren behandeld met glyfosaat, Roundup Bioflow of RangerPro
Tumoren Glyfosaat Roundup Bioflow RangerPro

Mannelijk Vrouw Mannelijk Vrouw Mannelijk Vrouw
HematologischHematologisch (Leukemieén) ™ ™ I ™ I ™
Huid 11 1 11 11 11 1
Lever 1 1 1
Schildklier 1 1 1 1
Zenuwstelsel M 1 M 1
Bot 11 11 11
Eierstok (Geslachtskoord-gonadale stromale tumoren) 1 "
Borstklier M M
Bijnieren ) "
Nieren "
Urineblaas I
Hemangiosarcoom (baarmoeder en milt) M M
Alvleesklier (endocrien) I

11=Tumoren met een statistisch significant verhoogde trend in incidentie vergeleken met gelijktijdige controle

1= Zeldzame tumoren in overmaat vergeleken met historische controles van NTP en RI

historische controles [30] en een incidentie van 1,2% in RI his-
torische controles.

Bij mannen die blootgesteld waren aan de hoogste dosis
Roundup Bioflow, werd een kwaadaardige mesenchymale tumor
van de nierkid (1,96%) waargenomen, met een statistisch
significante stijgende trend (p= 0,0419, Cochran-Armitage
trendtest; p= 0,0400, poly-3 test) (Tabel 14). In de historische
controle van NTP [30] wordt deze laesie niet gerapporteerd en in
de historische controle van RI werden slechts 2 gevallen in 3752
(0,06%) alleen bij mannen vastgesteld.

Bij de mannen van dezelfde groep werd een vroeg begin (leeftijd
bij overlijlden 61 weken) transitional celcarcinoom van de
urineblaas waargenomen (1,96%) met een statistisch sig- nificante
stijgende trend (p= 0,0419, Cochran-Armitage trend test; p=
0,0325, poly-3) (Tabel 14). In NTP [30] en RI historische controle
werd deze laesie niet waargenomen.

Een significant verhoogde trend in incidentie van corticaal
carcinoom van de bijnier werd waargenomen bij mannetjes
behandeld met RangerPro (3,92%; p= 0,0071, Cochran- Armitage
trendtest; p= 0,0075, poly-3 test) (Tabel 15). Daarentegen werd
slechts 1 geval waargenomen onder 590 dieren (0,17%) in de
historische NTP-controles [30] en een incidentie van 0,24% in de
historische RI-controles bij mannelijke dieren.

Eén geval van kwaadaardige granulosaceltumor van het ovarium
(1,96%) werd waargenomen bij vrouwtjes met een hoge dosis
behandeld met Roundup Bioflow (Tabel 17), die een significant
verhoogde  trend in  incidentie.  van  kwaadaardige
granulosaceltumor van het ovarium werd waargenomen bij
vrouwtjes (p= 0,0419, Cochran-Armitage trendtest; p= 0,0460,
poly-3 test). Met name de leeftijd bij overlijden van dit geval was
erg laag, 43 weken, en er werd geen andere bijkomende laesie
gevonden. Zeldzame gevallen (5/588, 0,85%) van deze tumor waren

waargenomen in NTP historische controles [30] en slechts 2
gevallen meer dan 3570 (0,06%) in RI historische controles.

Bij vrouwtjes met een hoge dosis van de met glyfosaat
behandelde groep werd één geval van eierstokfibroom ontdekt
(1,96%), met een statistisch significant verhoogde trend (p= 0,0419,
Cochran-Armitage trendtest; p= 0,0411, poly-3 test) (Tabel 16).

Een samenvatting van de verschillende tumoren, per plaats,
tussen de glyfosaat, Roundup Bioflow en RangerPro
behandelingsgroepen, waarbij er een statistisch signifi- cante
toename was in de incidentie van goedaardige of kwaadaardige
tumoren of een overmaat aan incidentie van zeldzame tumoren
vergeleken met zowel de NTP als de RI historische controles,
wordt gegeven in Tabel 19. Hematologische tumoren (leukemieén)
waren toegenomen in alle behandelingsgroepen (glyfosaat,
Roundup Bioflow en RangerPro) bij zowel mannen als vrouwen;
huidtumoren waren toegenomen in de glyfosaat (zowel mannen als
vrouwen) en, in mindere mate, in de Roundup Bio- flow en
RangePro (alleen mannen) groepen; levertumoren waren
toegenomen in alle behandelingsgroepen bij mannen,
schildkliertumoren bij glyfosaat (mannen) en RangePro (vrouwen);
tumoren van het centrale zenuwstelsel namen toe bij glyfosaat
(mannen, hersenkorrelceltumoren) en perifere zenuwstelsel-
tumoren namen toe bij glyfosaat (beide geslachten, Schwannoom)
en mogelijk bij Roundup Bioflow en RangePro (vrouwen),
bottumoren namen toe bij mannen behandeld met glyfosaat en
RangerPro en bij vrouwen behandeld met Roundup Bioflow;
eierstoktumoren (geslachtskoord- gonadale stromale tumoren)
toegenomen bij vrouwen behandeld met glyfosaat en Roundup
Bioflow, borsttumoren toegenomen bij mannen behandeld met
glyfosaat en Roundup Bioflow, bijniertumoren toegenomen bij
mannen behandeld met Roundup Bioflow, bijniertumoren
toegenomen bij mannen behandeld met Roundup Bioflow en bij
vrouwen behandeld met Roundup Bioflow.
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mannetjes behandeld met RangerPro, nier- en urineblaastumoren
namen toe bij mannetjes behandeld met Roundup Bio- flow,
hemangiosarcoom (milt en baarmoeder) nam toe bij beide
geslachten behandeld met RangerPro; en endocriene pan-
creastumor nam toe bij mannetjes behandeld met RangerPro
(Tabel 19).

Statistisch ~ significante stijgingen in incidentie werden
waargenomen voor een aantal andere niet-zeldzame goedaardige
en kwaadaardige tumoren (aanvullende tabellen 1-4). Bij dieren
behandeld met glyfosaat werd een statistisch significant verhoogde
trend (met Cochran-Armitage trendtest) in incidentie
waargenomen voor long squameus cel papil- loma bij mannetjes.
Bij dieren behandeld met Roundup Bioflow werd een statistisch
significant verhoogde trend (met Cochran-Armitage trendtest) in
incidentie waargenomen voor longfibroom bij mannetjes. Bij
dieren behandeld met glyfosaat werd een statistisch significant
verhoogde trend (met Cochran- Armitage trendtest) in incidentie
waargenomen voor osteoom buiten het bot (long) bij mannetjes.
Bij dieren behandeld met RangerPro werd een statistisch
significant verhoogde trend (met Cochran-Armitage trendtest) in
incidentie waargenomen voor fibromen van weke delen bij
mannetjes en longfibrosarcomen bij vrouwtjes. In de vrouwelijke
RangerPro laagste dosisgroep was er een statistisch significante
toename in incidentie (Fisher exact test) van melkkliertumoren
(adenoom, fibroom en fibroadenoom).

Discussie

De belangrijkste bevinding van dit 2-jarige
carcinogeniteitsonderzoek naar glyfosaat en twee commerciéle
GBH-formules was een verhoogde incidentie (statistisch
significant, dosisgerelateerd en/of in overmaat vergeleken met
zowel NTP als RI historische controles) van meervoudige
goedaardige en kwaadaardige tumoren bij SD ratten bij
blootstellingsniveaus die overeenkomen met de EU glyfosaat ADI
en de EU NOAEL (Tabel 19).

Dosisgerelateerde verhoogde incidenties van leukemie, en van
huid-, lever-, schildklier- en zenuwstelsel tumoren, in vergelijking
met gelijktijdige controle of historische controles, werden
waargenomen in alle drie behandelingsgroepen, wat aangeeft dat
glyfosaat voldoende was om de carcinogene effecten te
veroorzaken die in alle groepen werden waargenomen. Een
statistisch ~ significante toename van de incidentie van
borsttumoren bij mannen werd waargenomen in groepen
behandeld met glyfosaat en Roundup Bioflow, terwijl sporadische
gevallen werden geregistreerd in de drie doses blootgesteld aan
RangerPro, vergelijkbaar met ovariumtumoren waar alleen
toenames werden waargenomen bij glyfosaat en Roundup Bioflow,
wat aangeeft dat glyfosaat waarschijnlijk de carcinogene effecten
aanstuurde die in alle groepen werden waargenomen. Tumoren
van de bijnieren namen alleen in incidentie toe bij blootstelling aan
GBH's (Roundup Bio- flow en RangerPro), wat suggereert dat deze
formuleringen ofwel de kankerverwekkende effecten van glyfosaat
versterkten of een gemeenschappelijk werkingsmechanisme
hadden.
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dan die gerelateerd aan glyfosaat. Tumoren van de nier, urineblaas,
hemangiosarcoom en endocriene pancreas namen alleen toe bij
behandeling met GBH's (Roundup Bioflow of RangerPro), wat
suggereert dat andere werkingsmechanismen dan die gerelateerd
aan glyfosaat verantwoordelijk zouden kunnen zijn voor deze
toenames (Tabel 19).

Met betrekking tot leukemie waren de twee belangrijkste
bevindingen van onze studie, ten eerste, een significante
dosisgerelateerde trend in verhoogde leukemie-incidentie en, ten
tweede, het vroege begin van leukemie bij blootgestelde ratten.
Dosisgerelateerde  trends in leukemie-incidentie =~ werden
waargenomen bij zowel mannetjes als vrouwtjes, terwijl de meeste
significante resultaten werden waargenomen bij mannetjes.
Wanneer mannetjes en vrouwtjes samen werden beschouwd, werd
de statistische significantie consequent sterker. Er werd geen enkel
geval van leukemie  waargenomen bij onbehandelde
controledieren.

Met betrekking tot sterfte aan leukemie in de met glyfosaat en
GBH behandelde groepen, trad 40% op voor de leeftijd van één jaar
(52 weken), wat vergelijkbaar is met een leeftijd van minder dan
35-40 jaar bij mensen [41]. Daarentegen zijn er geen gevallen van
leukemiedood waargenomen v66r de leeftijd van één jaar bij meer
dan 1600 SD onbehandelde controleratten die de afgelopen tien
jaar zijn onderzocht door het NTP en het RI (Fig. 4). Het vroege
begin van leukemie in de met glyfosaat en GBH behandelde
groepen lijkt dosisathankelijk te zijn en is waarschijnlijk te wijten
aan prenatale blootstelling, aangezien de behandeling tijdens de
zwangerschap begon.

Glyfosaat en GBH's veroorzaakten een verhoogde incidentie van
huidtumoren bij zowel mannetjes als vrouwtjes. Bij controledieren
werden geen gevallen van huidtumoren (kwaadaardig of
goedaardig) waargenomen. Portier [42] rapporteerde dat er
"duidelijk bewijs is dat orale toediening van glyfosaat Dbij
mannelijke SD-ratten huidtumoren veroorzaakt (basaalceltumor
en keratoa- canthoom). Resultaten verkregen door George et al.
[43] suggereerden ook dat glyfosaat huidcarcinogenesepro- fecten
heeft bij mannelijke Zwitserse muizen. Opgemerkt moet worden
dat huidcontact een belangrijke blootstellingsroute is voor
werknemers in de landbouw en mensen die pesticiden aanbrengen
[6, 44]. Deze bevindingen komen overeen met resultaten van twee
case-controlstudies, uitgevoerd in verschillende geografische
gebieden (Italié en Brazili€), die een verhoogd risico op cutaan
melanoom laten zien in relatie tot blootstelling aan pesticiden en
in het bijzonder aan herbiciden (glyfosaat) en fungiciden
(mancozeb, maneb) [45].

Levercelcarcinoom is een zeldzame laesie bij SD-ratten. In de
huidige studie veroorzaakten glyfosaat en GBH's verhoogde
incidenties van hepatocellulair carcinoom in vergelijking met
historische controles. Hoewel de incidenties geen statistische
significantie bereikten in vergelijking met de gelijktijdige controles,
werd in veel behandelde groepen meer dan
1 hepatocellulair carcinoom werd waargenomen bij verschillende
doses. Hoewel er in de huidige studie geen duidelijke dosis-respons
kon worden waargenomen, zou dit bovendien kunnen zijn
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beinvloed door de duur van het experiment (104 weken),
aangezien hepatocellulair carcinoom voornamelijk voorkomt bij
zeer oude dieren (gemiddelde leeftijd bij overlijden 118 weken in
RI historische controle). Opgemerkt moet worden dat
hepatocellulair adenoom al in verband werd gebracht met
blootstelling aan glyfosaat bij mannelijke SD-ratten [42],
waarschijnlijk als gevolg van de hogere geteste doses [46].
Glyfosaat en GBH's blijken oxidatieve stress in de lever te
induceren bij verschillende rattenstammen, ook bij relatief lage
doses [47-49]. Oxidatieve stress is een erkend
werkingsmechanisme voor genotoxiciteit en carcinogeniciteit in de
lever, zij het mogelijk met een drempelwaarde [50]. Een onderzoek
onder landarbeiders als onderdeel van de US Agri- cultural Health
Study toonde een positieve correlatie tussen de glyfosaatspiegels in
de urine en markers van oxidatieve stress, waaronder verhoogde
niveaus van 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine [51]. Glyfosaat kan
bijdragen aan de ontwikkeling van leveraandoeningen en metabool
syn- droom bij jongeren. In het kader van de CHAMACOS-studie
rapporteerden Ezkenazi et al. deze associatie door vast te stellen
dat verhoogd urine-aminomethylfosfonzuur (AMPA) tijdens de
kindertijd correleerde met een verhoogd risico op verhoogde
levertransaminasen (14%) en metaboolsyndroom (55%); bovendien
werd wonen in de buurt van landbouwtoepassingen van glyfosaat
tijdens de vroege kinderjaren (vanaf de geboorte tot de leeftijd van
5 jaar) geassocieerd met metaboolsyndroom op de leeftijd van 18
jaar [52]. Bovendien werd blootstelling aan GBH's in een dierstudie
in verband gebracht met DNA-schade in de lever. Moleculaire
profilering van de lever bij ratten die 90 dagen lang werden
blootgesteld aan de GBH Roundup Bioflow of puur glyfosaat toonde
aan dat alleen de formuleringen leversteatose en necrose
veroorzaakten, en dat zowel glyfosaat als de formuleringen de
genexpressie veranderden, waaronder TP53 activering [47].
Daarnaast toonde de profilering van klein RNA in de lever
veranderingen aan in miRNA-profielen bij blootstelling aan zowel
glyfosaat als Roundup Bioflow en ook dat blootstelling aan alleen
glyfosaat resulteerde in DNA-beschadiging, zoals blijkt uit de
vorming van apurine/apyrimidine sites [47]. Bovendien werd een
verhoogde concentratie van biomarkers van oxidatieve stress,
gekoppeld aan DNA-beschadiging en de potentie van
hormoonontregelaars, waargenomen in verhouding tot de
concentratie glyfosaat die werd gedetecteerd in bloed en seminaal
plasma [53].

De borstklier van de mannelijke rat is een gevoelig doelwit voor
het evalueren van de effecten van hormoonverstorende
chemicalién (EDC's), mede gezien de recent toegenomen
incidentie van borstkanker bij mannen [54]. De Organisatie voor
Economische Samenwerking en Ontwikkeling (OESO) beschouwt
de evaluatie van de borstklier van de mannelijke rat als een EDC-
gerelateerd eindpunt in haar richtlijnen voor subchronische orale
toxiciteitstesten [55]. Als hormoonathankelijk weefsel wordt de
groei en differentiatie van de borstklier geassocieerd met de
werking van oestrogeenpaden en andere hormonale assen [54, 55].
In SD
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Bij ratten k o m e n, net als bij mensen, borstkliertumoren bij
mannen veel minder vaak voor dan bij vrouwen [56]. Daarom is de
aanwezigheid van verschillende borstkliertumoren bij mannelijke
ratten in onze studie interessant, gezien het feit dat het tijdstip van
blootstelling de prenatale programmering omvatte, evenals de
verhoogde incidenties die werden waargenomen voor een aantal
andere endocriene tumoren in de met glyfosaat en GBHs
behandelde groepen (d.w.z. eierstok-, schildklier- en
bijniertumoren). Er werden met name 3 adenocarcinomen van de
borstklieren bij mannetjes behandeld met RangerPro
waargenomen, 2 gevallen bij de laagste dosis (3,92%) en 1 geval in
de hoogste dosisgroep (1,96%) (Aanvullende materialen: Tabel 1).
Hoewel er geen statistische significantie werd bereikt in het
huidige onderzoek, is de incidentie van mammacarcinoom bij
mannen hoger dan bij NTP (1/590, 0,17%) [30] en bij RI
historische controles (14/3572, 0,39%). In een onderzoek van
Gomez e.a. [57] verstoorde blootstelling aan een GBH tijdens de
zwangerschap en de lac- tatie de borstklierontwikkeling bij
mannelijke ratten, waardoor de regulatie van
genexpressienetwerken werd verstoord; het kan niet worden
uitgesloten dat een verstoorde genregu- latie op latere leeftijd kan
leiden tot een verhoogde vatbaarheid voor de ontwikkeling van
tumoren na de puberteit en geslachtsrijpe leeftijd. Zoals
gerapporteerd in de INHAND [23], zijn renale kwaadaardige
mesenchymale tumoren zeldzaam en is aangetoond dat ze bij
ratten alleen worden geinduceerd door krachtige genotoxische
chemicalién [47]. Hoewel ze sporadisch kunnen voorkomen,
bijvoorbeeld in de 2-jaarlijkse carcinogeniteitsbeoordeling
gepubliceerd door het NTP in 2007, werd er geen melding van dit
type tumor gevonden in de controlegroep van ratten van enig NTP-
onderzoek. In de meeste onderzoeken komt de renale
mesenchymale tumor voor als een enkele tumor in een groep met
één enkele dosis [58], zoals we hier rapporteren voor mannelijke
ratten die zijn blootgesteld aan de hoogste dosis Roundup Bioflow.
Andere kankeronderzoeken bij knaagdieren hebben niertumoren
gerapporteerd als gevolg van blootstelling aan glyfosaat [42, 58].
Landbouwwerkzaamheden en beroepsmatig gebruik van
pesticiden zijn in verband gebracht met een verhoogd risico op
niercelcarcinoom, met een verhoogd risico onder de hoogste
gebruikers van verschillende pesticiden,

waaronder GBH's [59].

Frazier et al. [23] rapporteerden ook dat spontane carcinomen
van de lagere urinewegen en het nierbekken ongewone tumoren
zijn bij de meeste knaagdiersoorten en -stammen. Spontane
transitionele carcinomen in de urineblaas of urinebuis van muizen
zijn zeldzaam en enkele genotoxische chemicalién hebben ze
experimenteel geinduceerd. Chandra et al. [60] rapporteerden dat
slechts 1  mannelijke en 1 vrouwelijke SD  rat
overgangscelcarcinomen hadden onder 2669 ratten (1340
mannetjes en 1329 vrouwtjes) uit 17 carcinogeniteitsstudies. In
NTP [30] en RI historische controles werd geen enkel geval van
transitional celcarcinoom in de nieren waargenomen. Vanwege de
zeldzaamheid ervan bij ratten is het vrij moeilijk om het belang van
deze laesie in relatie tot de blootstelling aan GBH's te beoordelen.
Een case-control onderzoek bij honden (Schotse Terriers)
suggereerde dat
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blootstelling aan gazons of tuinen die behandeld zijn met
herbiciden, waaronder GBH's, werd in verband gebracht met een
verhoogd risico op transitiecelcarcinoom van de urineblaas [61].

Onze gegevens geven aan dat glyfosaat tumorigenese kan richten
op de endocriene weefsels. Bijnierschorscarcinoom is een
zeldzame tumor bij SD-ratten. Een 'duidelijk bewijs' van
bijnierkankerverwekkendheid bij vrouwelijke SD-ratten werd
toegeschreven in de heranalyse door Portier [42], waarbij
onderzoeken werden geévalueerd waarbij blootstellingsniveaus van
puur glyfosaat werden gebruikt in vergelijking met de huidige
studie. Onze resultaten tonen de aanwezigheid van corticaal
carcinoom van de bijnieren bij mannelijke SD-ratten blootgesteld
aan RangerPro en Roundup Bioflow, wat suggereert dat GBH-
componenten ofwel de carcinogene effecten van glyfosaat hebben
versterkt of een gemeenschappelijk werkingsmechanisme hadden
dat niet gerelateerd is aan glyfosaat. In een kortetermijnstudie (2
weken) die alleen werd uitgevoerd bij mannelijke ratten en alleen
met Roundup Bioflow, namen de auteurs een vermindering waar
in de regulatie van de endogene adrenocortico- tropische
hormoonreceptor (ACTH), een toestand die lijkt op de menselijke
aandoening die bekend staat als bijnierinsufficiéntie [62].
Owagboriaye et al. [63] observeerden daarentegen bij mannelijke
ratten een significante dosisathankelijke toename van serum
aldosteron en corticosteron na een langdurige (13 weken)
blootstelling aan een GBH, maar niet na blootstelling aan
equivalente doses glyfosaat. Dit suggereert dat GBH's invloed
zouden kunnen hebben op de hypothalamus-hypofyse-bijnieras,
wat bij levenslange blootstelling mogelijk zou kunnen leiden tot
bijnierkanker [42]. Toename van schildkliertumoren werd
aangetoond bij mannelijke en vrouwelijke SD-ratten, met een meer
uitgesproken effect bij vrouwtjes die behandeld werden met puur
glyfosaat. Dit resultaat kwam overeen met de literatuur; er is
gesuggereerd dat milieurisicofactoren een cruciale rol spelen bij de
verhoogde incidentie van schildkliergezwellen bij mensen en
sommige pesticiden worden tot deze factoren gerekend [64-66]. In
een andere studie bij SD-ratten werd een significant positieve
trend in de incidentie van C-cel adenoom van de schildklier bij
vrouwelijke ratten waargenomen [6, 67]; hierbij moet worden
opgemerkt dat de toediening begon op de leeftijd van 8 weken en
niet prenataal zoals in de huidige studie. Portier [42] rapporteert
ook "dubbelzinnig bewijs" voor schildklier c-cel adenoom en
carcinoom bij beide geslachten en schildklier folliculair adenoom
en carcinoom bij mannelijke SD-ratten behandeld vanaf
volwassenheid. Onze gegevens suggereren dat de pre- en/of
postnatale ontwikkeling een gevoelig venster kan zijn voor
schildklierkanker veroorzaakt door blootstelling aan glyfosaat.

Toxische effecten van glyfosaat op het zenuwstelsel werden
beschreven in een recent systematisch overzicht, waaruit bleek dat
glyfosaat belangrijke veranderingen veroorzaakt in de structuur en
functie van het zenuwstelsel van mensen, knaagdieren, vissen en
ongewervelde dieren [68]. Een andere recente systematische
review en meta-analyse van ouderlijke blootstelling
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van bestrijdingsmiddelen, waaronder glyfosaat, en hersentumoren
bij kinderen toonde een verband aan tussen deze tumoren en
blootstelling voor de bevalling, na de geboorte, en resi- dentiéle
blootstelling [68, 69]. Bovendien is gebleken dat mengsels van
bestrijdingsmiddelen, waaronder glyfosaat, in verband worden
gebracht met algehele kanker, kanker van de hersenen en andere
CZS-kankers en leukemie bij kinderen, zoals onlangs
gerapporteerd door Taiba et al. [70] en ook door het Franse
National Institute of Health and Medical Research (Inserm) [71].
In onze studie werd het perifere en centrale zenuwstelsel in
verschillende mate aangetast door alle 3 typen behandelingen op
basis van glyfosaat en bij beide geslachten. Bij mannen kwam
kwaadaardige korrelceltumor in de groep met de hoge dosis
glyfosaat voor in het centrale zenuwstelsel, terwijl kwaadaardig
Schwan- noma werd waargenomen in het perifere zenuwstelsel in
associatie met vooral de hoogste dosis Roundup Bioflow. De rol
van  glyfosaat en GBH's in perifere en  centrale
zenuwstelselveranderingen =~ moet nog grondiger worden
onderzocht, vooral wanneer de blootstelling vroeg in het leven of
in utero is begonnen. Recente studies hebben gesuggereerd dat
glyfosaat en GBH's de cerebellaire ontwikkeling veranderen,
voornamelijk door de migratie en differentiatie van granulecellen te
beinvloeden, en dat perinatale blootstelling leidt tot
langetermijnveranderingen in het zenuwstelsel van de volwassen
mannelijke rat [72, 73]. In onze studie werd ook een effect op het
PNS vastgesteld bij vrouwtjes, aangezien we verschillende
goedaardige en kwaadaardige Schwannomen van de baarmoeder
ontdekten, vooral in de groepen met blootstelling aan glyfosaat en
RangerPro. Soms worden kwaadaardige Schwannomen
waargenomen in de baarmoederhals van ratten, maar meestal
alleen na blootstelling aan direct werkende alkylerende stoffen,
zoals N-nitrosoethylu- reum of methylmethaan-sulfonaat [29].
Blootstelling aan GBH's, vroeg in de neuronale ontwikkeling,
induceert ontregeling van verschillende signaalwegen in zowel het
CZS als het PZS; in het bijzonder veranderen GBH's de expressie
van S100B-eiwit, een marker van schade aan het zenuwstelsel in
Wistar ratten, waarbij downregulatie tijdens de ontwikkeling en
upregula- tie in volwassen nakomelingen na chronische
blootstelling wordt geinduceerd [68]. Al deze bevindingen over de
neurotoxiciteit van glyfosaat komen overeen met rapporten die
aangeven dat blootstelling aan pesticiden in het milieu het risico
op neurodegeneratieve aandoeningen zoals de ziekte van
Parkinson bij mensen verhoogt [74].

In ons onderzoek naar de carcinogeniteit van glyfosaat en GBH's
werden verhoogde incidenties van kwaadaardige en goedaardige
bottumoren waargenomen bij alle 3 de behandelingen. Van slechts
enkele agentia (d.w.z. natriumfluoride, bijschildklierhormoon en
verwante peptiden, ioniserende straling) is in kankertests bij
knaagdieren aangetoond dat ze osteosarcoom veroorzaken, met
dubbelzinnig of duidelijk bewijs [26, 75-77]. Bij SD-ratten was de
totale lichaamsbelasting, zelfs na slechts zeven dagen toediening
van glyfosaat, voornamelijk geconcentreerd in het bot [78].
Veranderingen in bot- en kraakbeenstructuur werden
waargenomen in verschillende modellen, waaronder zebravissen
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na blootstelling aan glyfosaat in het vroege leven [79]. Een
verstoring van het botmetabolisme (calcium en fosfo- rus) werd
waargenomen bij ratten na subchronische blootstelling aan GBH's
[80]. Onze bevindingen ondersteunen dus dat het skeletweefsel een
doelwit is voor glyfosaattoxiciteit en geven aan dat bottumoren een
relevant apicaal effect kunnen zijn van langdurige blootstelling.

Om onze bevindingen in een bredere context te evalueren,
merken we op dat in de afgelopen vijftig jaar de incidentie van
kinderkanker met 35% is toegenomen [81] en dat epidemio-
logisch bewijs en mechanistische studies suggereren dat
blootstelling van moeders aan pesticiden in verband wordt
gebracht met een verhoogd risico op kinderleukemie [70, 82], zoals
eerder ook werd gesuggereerd door een werkgroep georganiseerd
door de Europese Autoriteit voor Voedselveiligheid [83]. Recente
epidemiologische studies hebben de kennis over de carcinogeniteit
van glyfosaat en GBH's bij mensen uitgebreid. Een recente meta-
analyse meldt dat GBH's in verband worden gebracht met een 41%
verhoogd relatief risico op non-Hodgkin lymfoom onder sterk
blootgestelde personen [84]. Skidmore et al. [85] toonden een
significante temporele en geografische relatie aan tussen de
uitbreiding van de glyfosaattolerante genetisch gemodificeerde
sojateelt in het Braziliaanse Amazonegebied en de Cerrado en
sterfgevallen door acute lymfoblastische leukemie bij kinderen, een
van de meest voorkomende pediatrische bloedkankers. Hardell et
al. [86] publiceerden de resultaten van een gepoolde analyse van
drie Zweedse case-controlstudies met 1425 gevallen en 2157
controles, waarin de blootstelling aan fenoxyazijnzuren en glyfosaat
werd onderzocht in relatie tot de ernst van de ziekte.

Tabel 20 Vergelijking tussen de resultaten waargenomen bij dieren behandeld
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non-Hodgkin lymfoom en heeft een verband aangetoond tussen
non-Hodgkin lymfoom en blootstelling aan deze herbiciden. Een
ander onderzoek dat zich richtte op blootstelling aan
landbouwpesticiden in de perceelsrand en het risico op
kinderleukemie in een Italiaanse gemeenschap, rapporteerde een
toenemend risico bij kinderen die in de buurt van
akkerbouwgewassen woonden die blootgesteld waren aan een mix
van glyfosaat en andere pesticiden [82, 87]. In een bijgewerkt
vervolgverslag van de United States Agricul- tural Health Study,
een groot prospectief cohort dat de incidentie van kanker
onderzoekt tot 2012 (North Carolina)/2013 (Iowa) met 7290
gevallen, werd bewijs gevonden van een verhoogd risico op acute
myeloide leukemie onder de groep met de hoogste blootstelling
aan glyfosaat [59, 88]. Verder werd in een recente studie van Taiba
et al. [70] een positieve associatie waargenomen tussen
agrochemische mengsels die glyfosaat bevatten en verhoogde
gevallen van jeugdleukemie (< 20 jaar). Onlangs werd de hypothese
geopperd dat een deel van het geabsorbeerde glyfosaat zich snel
kan verplaatsen naar het beenmerg en vervolgens naar de botten,
waar het kan bioaccumuleren en kan bijdragen aan het risico op
hematopoietische malig- nieén (bijv. leukemie) [89].

Kankerverwekkendheidsstudies bij dieren bieden biologische
plausibiliteit voor deze groeiende epidemiologische literatuur die
een verband legt tussen GBH's en kanker door aan te tonen dat
glyfosaat meerdere soorten kanker en genotoxische laesies kan
veroorzaken [90]. De belangrijkste plaatsen van neoplasma's die
eerder werden waargenomen in andere langetermijnstudies met
glyfosaat bij SD-ratten waren nier, lever, huid, alvleesklier,
schildklier en testikels bij mannetjes en bijnier en schildklier bij
vrouwtjes. In andere rattenstammen,

met glyfosaat in de GGS en vorige evaluatie

Tumoren Portier 2020° IARC 2017 GGS*

Mannelijk Vrouw Mannelijk Vrouw Mannelijk Vrouw
Hematologisch (leukemieén) 1 1
Huid CE I 1
Lever CE + 1
Schildklier EE EE + 1 1
Zenuwstelsel 1 1
Bot 1 1
Eierstok en teelballen (geslachtskoord-gonadale stromale SE 1
tumoren)
Bijnieren CE "
Nieren CE "
Urineblaas M
Hemangiosarcoom (baarmoeder en milt) M M
Alvleesklier (Endocrien) EE + N

2Aangepast van Portier, 2020 [42]: mate van bewijs voor tumoren waargenomen bij Sprague-Dawley ratten: CE Duidelijk bewijs; SE Enig bewijs; EE Equivocaal bewijs.

bAangepast aan de IARC monografie, 2017 [6]: += significante paarsgewijze of trendtest in goedaardige of kwaadaardige tumoren volgens gegevens over carcinogeniteit bij dieren uit

studies met Sprague-Dawley ratten die door de Werkgroep als adequaat zijn beoordeeld.

4= statistisch significant verhoogde trend in de incidentie van goedaardige of kwaadaardige tumoren in met glyfosaat behandelde groepen of zeldzame overmatige tumoren in vergelijking
met de historische controle van NTP en RI. 11= statistisch significant verhoogde trend in de incidentie van goedaardige of kwaadaardige tumoren alleen in met Roundup Bioflow of
RangerPro behandelde groepen of zeldzame overmatige tumoren in vergelijking met de historische controle van NTP en RI.
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laesies gerelateerd aan blootstelling aan glyfosaat waren lever- en
huidtumoren, alleen bij mannetjes, en borst- en bijniertumoren bij
vrouwtjes. De incidentie van niertumoren was ook verhoogd bij
mannelijke CD-1 muizen, samen met mesenchymale tumoren en
lymfoom [42]. Alle studies bij ratten en muizen waren echter
gebaseerd op blootstelling beginnend bij een standaard postnatale
vroege volwassenheidsfase van het leven en bevatten dosissen die
over het algemeen hoger waren dan deze getest in de GGS. De
enige studie op lange termijn (postnataal) uitgevoerd bij SD ratten
die gelijkaardige of lagere dosissen bevatte dan de GGS werd
gerapporteerd door Lankas et al. [91] (~ 3, 10, 31 mg/kg
lichaamsgewicht/dag), waarin pancreas (lage dosis), testes (trend)
en schildklier (trend) tumorincidenties significant verhoogd waren
[6,42].

Blootstelling aan GBH's, vroeg in de neuronale ontwikkeling,
induceert ontregeling van verschillende signaalwegen die leiden tot
zowel het CZS als het PZS [68, 72, 73, 91, 92]. Naast DNA-schade
is hormoonontregeling een relevant mecha- nisme van
tumorigenese. Glyfosaat en GBH's zouden kunnen fungeren als
hormoonontregelaars bij mensen en diermodellen, zoals goed
gedocumenteerd is in de literatuur [9, 66, 93-95]. In de GGS
vertoonden glyfosaat en Roundup Bioflow signifi- cante
androgeenachtige effecten op de voortplantingsparameters [9]. In
de huidige studie waren de effecten die mogelijk geassocieerd
werden met hormoonontregeling onder andere mamma-,
bijnierschors- en schildkliertumoren bij mannen. Een ander
mogelijk hormoonverstorend effect van Roundup Bioflow is het
geval van kwaadaardige granulosaceltumoren in de eierstokken,
een zeldzame tumor bij SD-ratten die werd waargenomen in de
Roundup-groep met hoge doses en die een vroege dood
veroorzaakte op een leeftijd van slechts 43 weken. Chronische
blootstelling aan lage doses (tot 2,0 mg/kg lichaamsgewicht)
glyfosaat verandert het proteoom van de eierstokken en heeft
daardoor invloed op de functie van de eierstokken bij muizen;
volgens de auteurs zijn de oxidatieve stressgerelateerde paden het
primaire doelwit [96]. GBH's bleken de proliferatie van granulosa
cellen te veranderen in een in vitro model, wat suggereert dat
blootstelling aan GBH's krachtigere effecten zou kunnen hebben
dan glyfosaat alleen, in overeenstemming met de bevindingen van
GGS [9, 96, 97]. In de literatuur wordt gemeld dat chronische
blootstelling aan GBH ook de endocriene pancreasfunctie en
histoarchitectuur zou kunnen veranderen [98]. In het bijzonder
observeerden we een significant verhoogde trend in
eilandjescelcarcinomen in RangerPro.

Bot is een ander weefsel met een sterke en complexe endocriene
regulatie, waaronder bijschildklier-, pitui-, schildklier- en
steroidhormonen. Onze studie geeft aan dat botten een doelwit
zijn van glyfosaat en GBH's carcinogeniciteit. Onderzoek bij
vrouwelijke Wistar ratten die blootgesteld waren aan GBH heeft de
waargenomen calcium-fosfor onbalans en veranderingen in de
botstructuur in verband gebracht met een verstoord
schildkliermetabolisme [90]. Het is opmerkelijk dat een recente
epidemiologische studie op basis van NHANES-gegevens de
urinegehalten aan glyfosaat in verband bracht met een
verminderde botmineraaldichtheid bij de Amerikaanse bevolking.
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chemische stoffen [26]. Onze resultaten suggereren dus dat bot een
aanvullend doelwit zou kunnen zijn van endocrien-gerelateerde
tumoren veroorzaakt door glyfosaat en GBH's [27].

Onze bevindingen komen ook overeen met eerdere reviews
uitgevoerd door Portier [42] en IARC [6], over de carcinogeniciteit
van glyfosaat bij SD-ratten, zoals weergegeven in tabel 20. Met
name de tumortoename die in onze studie werd waargenomen,
komt overeen met eerdere studies bij SD-ratten voor huid, lever,
schildklier, geslachtskoord-gonadale stroma, bijnier, nier en
endocriene pancreas. Opmerkelijk is dat in de meeste gevallen de
tumortoename niet alleen consistent was in termen van
doelorgaan, maar ook in termen van geslacht. Stijgingen in
leukemie, zenuwstelsel, bot en hemangiosarcoom werden alleen in
onze studie waargenomen. Dit hangt waarschijnlijk samen met de
verhoogde gevoeligheid van de onderzoeksopzet: de blootstelling
die ook de prenatale en prepuberale ontwikkeling omvatte, maakte
het mogelijk om carcinogene effecten te detecteren die veroorzaakt
werden door vroege blootstellingen die niet effectief onderzocht
kunnen worden als de blootstelling van het dier begint vanaf de
volwassenheid. Vroegtijdige aanvang en sterfte van leukemie en
een aantal andere zeldzame tumoren (lever, eierstok en
zenuwstelsel) konden ook worden waargenomen in onze studie
vanwege de gevoeligheid van de prenatale studieopzet, omdat
volwassen studies een langere tumorlatentie zouden hebben en
mogelijk niet zo gevoelig zouden zijn, met name voor de effecten
van lage doses. Beginnend met het bewijs dat Prof. Maltoni leverde
in zijn carcinogene studies over vroege blootstellingen aan
vinylchloride vanaf de jaren 1970 [99], tot de meest recente
goedkeuring door het Amerikaanse National Toxicology Program,
[100] worden prenatale ontwerpen voor kankertests in SD-ratten
nu algemeen beschouwd als een voorspellend en betrouwbaar
model voor mensen. Het is inderdaad duidelijk aangetoond dat
blootstelling aan chemische stoffen, zelfs in lage doses tijdens de
prenatale en ontwikkelingsfase van het leven, een aantal
schadelijke effecten op lange termijn kan veroorzaken, waaronder
kanker [81]. Dit concept, dat de ontwikkelings- mentale oorsprong
van gezondheid en ziekte, of DOHaD, wordt genoemd, is nu
algemeen geaccepteerd en vormt een hoeksteen van strategieén
voor volksgezondheidspreventie voor een verscheidenheid aan
ziekten, waaronder obesitas, diabetes type 2, insulineresistentie,
astma, hart- en vaatziekten, gedragsstoornissen,
neurodegeneratieve ziekten, voortplantingsstoornissen en kanker
[101].

Onze resultaten geven een nieuw en uitgebreider inzicht in de
carcinogeniteit van glyfosaat bij ratten, en ze komen overeen met
eerdere meldingen van verhoogde tumoren bij proefdieren
blootgesteld aan glyfosaat en GBH's [6, 42]. Onze studie heeft
beperkingen. Eén beperking is dat we, hoewel we glyfosaat en twee
veelgebruikte formuleringen (Roundup Bioflow en RangerPro)
vergeleken, de gezondheidseffecten van de specifieke hulpstoffen
in de GBH's niet konden onderzoeken. De toxicologische
relevantie van verhoogde incidenties van zeldzame tumoren is
moeilijk te beoordelen, vooral wanneer er sprake is van statistische
grensgevallen.
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significantie of wanneer de tumorincidentie alleen te hoog is in
vergelijking met historische controles. In een poging om deze
beperking op te heffen en de bio- logische plausibiliteit van
toenames van zeldzame tumoren op te helderen, hebben we deze
vergeleken met zowel RI als NTP historische controle incidenties.
Bovendien geven onze gegevens geen directe informatie over de
tumorigene mechanismen en werkingsmechanismen van glyfosaat;
door de beschikbare literatuur te bestuderen, veronderstellen we
echter dat genotoxiciteit en endocrien verstoring een rol kunnen
spelen, maar andere mechanismen zoals defect DNA-herstel of
tumorsuppressorgenen kunnen niet worden uitgesloten. Tot slot
hebben we ons geconcentreerd op de nauwkeurige beschrijving
van effecten zonder te proberen om benchmarkdoses af te leiden,
waarbij we deze verdere uitwerking overlaten aan een toekomstige
risicokarakteriseringsfase. De ADI van de EU werd echter
vastgesteld op 0,5 mg/kg Iw per dag, gebaseerd op een NOAEL van
53 mg/kg Iw per dag uit een 90-daagse studie bij honden en
ondersteund door het NOAEL van 59,4 mg/kg Iw per dag uit een
2-jarige studie bij ratten en het NOAEL van 50 mg/kg lw per dag

voor maternale toxiciteit uit een studie naar
ontwikkelingstoxiciteit bij konijnen [21]. De standaard ard
onzekerheidsfactor (UF) van 100 werd toegepast. In het

onderhavige onderzoek hebben we effecten waargenomen bij
doses gelijk aan of lager dan het NOAEL bij knaagdieren en andere
diermodellen.

Conclusie

Dit rapport van de carcinogeniteitsafdeling van de GGS vond dat
glyfosaat en GBH's bij blootstellingsniveaus die overeenkomen met
de EU glyfosaat ADI en NOAEL statistisch significante,
dosisgerelateerde verhoogde trends of verhoogde incidenties
veroorzaakten in vergelijking met RI en NTP historische controles,
van meerdere goedaardige en kwaadaardige tumoren van bloed,
huid, lever, schildklier, zenuwstelsel, eierstok, melkklier, bijnieren,
nieren, urineblaas, botten, endocriene pancreas en bloedsomloop.
De meeste van deze verhogingen betroffen tumoren die zeldzaam
zijn bij SD-ratten (incidentie < 1%).

We zagen ook een vroeg begin en vroege sterfte voor een aantal
zeldzame kwaadaardige tumoren, waaronder leukemie, lever-,
eierstok- en zenuwstelsel tumoren. Met name ongeveer de helft
van de sterfgevallen aan leukemie in de glyfosaat- en GBH-
behandelingsgroepen trad op bij een leeftijd van minder dan één
jaar. Daarentegen werd geen enkel geval van leukemie
waargenomen in het eerste levensjaar bij meer dan 1600
historische controles in carcinogeniteitsstudies uitgevoerd door
het RI of het NTP.

Onze resultaten geven een uitgebreid en nauwkeurig overzicht
van de carcinogeniciteit van glyfosaat en GBH's in SD ratten. Ze
ondersteunen de conclusie van het IARC dat er "voldoende bewijs
is van carcinogeniteit [van glyfosaat] bij proefdieren" [6]. Onze
bevindingen komen ook overeen met het epidemiologische bewijs
dat een toename laat zien van
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in incidentie van meerdere maligniteiten bij mensen die zijn
blootgesteld aan glyfosaat en GBHs. Onze resultaten geven aan dat,
terwijl glyfosaat alleen in staat is om een aantal goedaardige en
kwaadaardige tumoren te veroorzaken, GBHs co-formulanten de
carcinogeniteit van glyfosaat kunnen versterken, met name in het
geval van leukemie.

Tot slot benadrukken onze bevindingen het belang van het in
overweging nemen van blootstellingen in de vroege ontwikkeling,
van de pre- natale tijdens de organogenese tot aan de puberteit, bij
uitgebreide evaluaties van de carcinogeniteit van chemische stoffen
bij knaagdieren.

Afkortingen
AMPA Aminomethylfosfonzuur ADI
Aanvaardbare Dagelijkse Inname
Czs Centraal Zenuwstelsel
DOHaD Ontwikkelingsoorzaken van gezondheid en ziekte
EU Europese Unie
GBH Herbicide op basis van glyfosaat
GGS Wereldwijde studie over
glyfosaat
IARC Internationaal Agentschap voor Kankeronderzoek
INHAND Internationale harmonisatie van nomenclatuur en diagnostische criteria
NOAEL Geen Waargenomen Ongewenst
Effect Niveau NTP Nationaal Toxicologisch
Programma
PNS Perifeer Zenuwstelsel POEA
Polyoxyethyleen talk amine
RI Cesare Maltoni Centrum voor Kankeronderzoek, Ramazzini Instituut
D Sprague-Dawley
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