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Ocena
pracy doktorskiej mgr Eweliny Wozniak pt:
»Mechanizm genotoksycznego dzialania i wybrane efekty epigenetyczne glifosatu, jego preparatu
herbicydowego — Roundup 360 PLUS oraz metabolitu — kwasu aminometylofosfonowego w

jednojadrzastych komérkach krwi obwodowej czlowieka”

Rozprawa doktorska mgr Eweliny Wozniak dotyczy istotnego zagadnienia zwigzanego z ochrong
srodowiska naturalnego, a takze zycia i zdrowia ludzi narazonych na dzialanie substancji toksycznych
powszechnie stosowanych w rolnictwie, jako srodki ochrony roslin. Rosnace zuzycie preparatow
herbicydowych, w szczegdlnosci tych zawierajgcych glifosat, jako substancje czynna, jest podyktowane
zapotrzebowaniem na zwigkszanie wydajnosci upraw roslinnych. Dziatanie herbicydow zwigksza plony,
ale rownolegle stanowi rosngce zagrozenie dla zycia i zdrowia ludzi bezposrednio stykajgcych sig z nimi.
Substancje czynne i metabolity preparatow ochrony ro$lin stanowig takze poérednie zagrozenie
toksykologiczne, poprzez przenikanie do srodowiska naturalnego, gdzie w sposéb niekontrolowany mogg
zanieczyszcza¢ wode, glebe 1 zywnos¢. Glifosat, jako substancja czynna wielu srodkéw ochrony roslin,
jest stosowany w rolnictwie od ponad 40 lat. Wprowadzenie do upraw ro$lin genetycznie
modyfikowanych, odpornych na glifosat, spowodowato, ze w ostatnich 20 latach wzrosto znaczaco jego
zuzycie. Szacuje sie, ze obecnie na kazdy hektar ziemi ogétem na catym $wiecie przypada az ok. 0,5 kg
glifosatu. Cho¢ poczgtkowo uwazano glifosat za zwigzek catkowicie bezpieczny, obecnie pojawia si¢
jednak coraz wigcej doniesien o potencjalnie rakotwodrczym dziataniu tego zwiazku i jego pochodnych.
Wyniki sg na tyle niepokojace, ze Migdzynarodowa Agencja Badan na Rakiem zmienita klasyfikacj¢ tego
zwigzku na ,,prawdopodobnie rakotwdrczy”. Komisja Europejska natomiast nie zgodzita sig z taka
klasyfikacjg glifosatu i przedtuzyla stosowanie tej substancji czynnej herbicydéw do 2022 roku. W
zwigzku z tym, obecnie na calym $wiecie sg prowadzone intensywne badania, majace na celu wyjasnienie
ewentualnego epigenetycznego i genotoksycznego dziatania glifosatu, jego preparatow i metabolitow. W
badania te z powodzeniem wpisuja si¢ eksperymenty przeprowadzone przez pania mgr Eweling Wozniak,

majgce na celu okreslenie genotoksycznych i epigenetycznych skutkéw oddziatywania glifosatu, jego
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preparatu herbicydowego Roundup 360 PLUS oraz metabolitu kwasu aminometylofosfonowego (AMPA)

z jednojadrzastymi komorkami krwi obwodowej czlowieka.

Praca doktorska pani mgr Wozniak ma klasyczny uklad, zawarty na 176 stronach. Napisana jest
bardzo dobrze i starannie pod wzgledem stylistycznym i merytorycznym. Po szczegotowym spisie tresci
znajduje si¢ wyjasnienie licznych skrotow stosowanych w pracy liczace 5 stron. Bardzo dobrze
opracowany i szczegolowy Wstep, skladajacy si¢ z 5 podrozdziatdéw i zajmujacy 28 stron, stanowi
znakomite wprowadzenie do tematyki badawczej rozprawy. Dostarcza on szeregu bardzo istotnych
informacji, popartych aktualng literaturg, o preparatach herbicydowych zawierajagcych glifosat oraz
zagrozeniu wynikajgcym z ich stosowania, a takZze dotyczy biomarkeréw stosowanych do oceny

narazenia srodowiskowego na pestycydy.

Cel badan oraz dobdr materiatu badawczego zostaly przedstawione w dwdch kolejnych rozdziatach

poprzedzajgcych szczegdtowo opisane w 16 podrozdziatach metody badawcze.

W przedstawionej mi do oceny dysertacji, cel pracy zostat sformutowany prawidlowo na stronie 29
oraz zrealizowany poprzez ciekawe i nowatorskie badania. Wybrane przez Doktorantkg obiekty
badawcze, zastosowane nowoczesne metody i techniki pomiarowe, jak rowniez wyznaczone szczegotowo

zadania badawcze, dawaly gwarancje zrealizowania postawionego celu.

Dobér uzytych zwigzkdw i preparatu, jak rowniez dobdr ich ste¢zen, zostaly poparte doniesieniami
literaturowymi i wczesniej przeprowadzonymi badaniami. Zakresy stgzen glifosatu i AMPA oraz
preparatu Roundup odpowiadaly st¢zeniom wystgpujacym w narazeniu $rodowiskowym i zawodowym.
Dobodr obiektu badawczego, w postaci jednojgdrzastych komoérek krwi obwodowej czlowieka, rowniez
wydaje si¢ uzasadniony. Zabraklo mi jednak w tej czeSci pracy wyraznego uzasadnienia Doktorantki

wyboru takiego obiektu badawczego.

Plan pracy badawczej zostal logicznie opracowany przez Doktorantk¢. Na szczegolng uwage
zastuguje bardzo bogaty warsztat badawczy pani mgr Wozniak obejmujacy szereg nowoczesnych technik
pomiarowych z zakresu: mikroskopii, spektroskopii fluorescencyjnej, cytometrii przepltywowej,
mikroptytkowej analizy spektrofotometrycznej i immunoenzymatycznej, PCR w czasie rzeczywistym i
izolacji DNA i RNA. Opis zastosowanych metod jest szczegdtowy i przejrzysty. Na szczegdlng uwage
zastuguje umiejetnos$¢ projektowania starteréw do badan genetycznych w oparciu o bioinformatyczne

bazy danych Primer-BLAST NCBI-NIH oraz NCBI Reference Sequences oraz wspoétpraca Doktorantki w

UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU

KATEDRA FIZYKI I BIOFIZYKI

ul. Norwida 235, 50-375 Wroctaw

tel. 71 3205275 « fax 71 3205167

e-mail: dorota.bonarska-kujawa@upwr.edu.pl * www.upwr.edu.pl



hr

HR EXCELLENCE IN RESEARCH

UNIWERSYTET
PRZYRODNICZY
WE WROCEAWIU

KATEDRA FIZYKI I BIOFIZYKI

tym zakresie z zespotem badawczym Zaktadu Genetyki Molekularnej i Epigenetyki Instytutu Medycyny

Pracy im. prof. Jerzego Nofera w Lodzi.

W tej czescei pracy zainteresowal mnie proces izolacji jednojadrzastych komérek krwi obwodowej
cztowieka. Doktorantka napisata na str. 34, w rozdziale 3.2., Ze: ,,zastosowana metoda, nie pozwala na
otrzymanie wylgcznie limfocytow”, czy znane sg Doktorantce metody izolacji pozwalajace otrzymac
wylacznie limfocyty? Ciekawi mnie tez dodatek antybiotykéw penicyliny i streptomecyny w medium
hodowlanym, uzytym do izolacji jednojgdrzastych komoérek krwi. Czy te antybiotyki mogg mie¢ wplyw

na wyniki badan i czy nie oddziatuja one w sposéb istotny z btonami jednojadrzastych komérek krwi?

W rozdziale 4.1. do oznaczenia zywotnosci komoérek z wykorzystaniem bigkitu trypanu
Doktorantka wykorzystala ciekawg technik¢ mikroskopowa. Mam pytanie, w jaki sposéb przebiegat
proces liczenia komoérek zywych i martwych i na jakiej probie byt on wykonany? Wyniki badan zostaly
szczegdlowo przedstawione w rozdziale Wyniki na 83 stronach w formie opisowej oraz zamieszczone na
przejrzystych i czytelnych 31 wykresach oraz w 50 tabelach. Ponadto zostaly syntetycznie opisane w
rozdziale Podsumowanie wynikow w formie krotkiego opisu i trzech tabel. Doktorantka w swoich
badaniach wykazata, ze w wyniku narazenia jednojadrzastych komérek krwi obwodowej cztowieka na
dziatanie glifosatu, jego metabolitu AMPA i preparatu herbicydowego Roundup, dochodzi w nich do
szeregu zmian. Substancje te indukuja uszkodzenia nici DNA, generuja reaktywne formy tlenu, obnizajq
globalng metylacje¢ DNA oraz zmieniaja metylacje w obrgbie sekwencji promotorowej genow
supresorowych i protoonkogendéw. Dochodzi takze do zmiany profilu ekspresji genéw zaangazowanych

w kluczowe procesy epigenetyczne na skutek posredniego oddziatywania tych substancji z DNA.

W rozdziale 7 Doktorantka sformutowata wnioski, ktére zawieraja nowe i wazne aspekty
poznawcze. Wskazala, ze wszystkie badane substancje dziatajg genotoksycznie i zaburzaja mechanizmy
epigenetyczne w jednojadrzastych komorkach krwi. Roundup okazat si¢ najbardziej genotoksyczny i
jednoczesnie najsilniej wptywajacy na procesy epigenetyczne. Zmiany wywolywane przez ten preparat
wystepowaly juz w stezeniach odpowiadajacych narazeniu $rodowiskowemu. Glifosat i AMPA dziataly
genotoksycznie w stezeniach, na jakie narazone sg osoby zawodowo kontaktujace si¢ z tymi

substancjami, a epigenetycznie w stezeniach odpowiadajacych narazeniu ze strony srodowiska.

W swietle uzyskanych wynikéw i sformutowanych wnioskow bardzo ciekawa wnikliwa i rzeczowa
jest Dyskusja umieszczona przez Doktorantke w rozdziale 8 na 16 stronach. W oparciu o dane
literaturowe mgr Ewelina Wozniak konfrontuje wyniki swoich badan z innymi doniesieniami na temat
toksycznego dziatania herbicydéw zawierajacych glifosat. Zaréwno z badan Doktorantki, jak i z danych
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literaturowych jasno wynika, ze preparaty herbicydowe zawierajace glifosat, typu Roundup, sg bardziej
cytotoksyczne niz sam glifosat. Natomiast zwigzek AMPA, bgdacy metabolitem glifosatu wykazuje
najmniejszg genotoksyczno$¢. Doktorantka wnioskuje réwniez, Ze najprawdopodobniej dziatanie
genotoksyczne badanych preparatow jest posrednie i wynika gtownie z wiasciwosci oksydacyjnych
badanych zwigzkéw, nie jest za$ skutkiem tworzenia adduktéw z DNA. Jednak dalsze badania nad
substancjami herbicydowymi wydaja si¢ niezbedne, aby w pelni wyjasni¢ molekularny mechanizm ich
dziatania. Autorka rozprawy podkresla tez, Ze proces powstawania nowotworéw jest bardzo
skomplikowany, a zmiany, ktore sa wywolywane przez badane zwigzki, moga si¢ do niego skutecznie

przyczyniaé poprzez generowanie w komorkach niestabilno$ci genetyczne;j.

W dyskusji zwraca uwage latwosé, z jaka Doktorantka konfrontuje swoje wyniki z danymi
literaturowymi, oraz proba wyjasnienia mechanizméw dziatania badanych substancji na przejrzystych
rycinach. W dyskusji zaciekawila mnie tez jedna informacja zamieszczona na str. 143 dotyczaca korelacji
narazenia rolnikéw na dtugotrwatg ekspozycje na dziatanie pestycydéw z niestabilnoscig genowag w ich
komoérkach krwi, Czy sg znane jakie$ badania epidemiologiczne, ktdre laczylyby stalg ekspozycje tej

grupy zawodowej na dziatanie herbicydéw z wystgpowaniem nowotworow?

Prace konczy streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz obszerny spis literatury obejmujacy

123 pozycje z ostatnich 30 lat, w tym gléwnie z ostatniego dziesigciolecia.

Na konicu pracy Doktorantka umiescita wykaz swoich publikacji i monografii, obejmujacy
odpowiednio 10 i 14 pozycji. Warto podkresli¢, ze dorobek pani mgr Eweliny Wozniak, o sumarycznej
liczbie punktow MNiSW 325 i tgcznym IF rownym 24.453, $wiadczy o Jej duzej aktywnosci naukowej.
W swoim dorobku pani mgr Wozniak zgromadzita prace opublikowane w renomowanych czasopismach
o zasiggu migdzynarodowym znajdujacych sie na liscie JCR takich jak: Food and Chemical Toxicology,
Scientific Reports i Biochimica et Biophysica Acta - Gene Regulatory Mechanism (posiadajace po 40 pkt
MNiSW oraz IF odpowiednio 3.977, 4.122 i 5.179). Pozostale artykuly opublikowala w innych
czasopismach polskich i zagranicznych oraz w monografiach pokonferencyjnych. Jest tez wspétautorkg
19 prezentacji ustnych i komunikatéw konferencyjnych, przedstawionych na 19 konferencjach
naukowych, w tym dziewigciu miedzynarodowych. Dorobek naukowy pani mgr Eweliny Wozniak jest

imponujacy, $wiadczy o duzym potencjale naukowym Doktorantki i oceniam go bardzo wysoko.

Praca doktorska zostata wykonana pod kierunkiem pani promotor prof. dr hab. Bozeny Bukowskiej
w Katedrze Biofizyki Skazen Srodowiska, w Instytucie Biofizyki, Wydzialu Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu Lodzkiego oraz przy wspolpracy z: Katedra Genetyki Molekularnej UL,
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Instytutem Medycyny Pracy im. prof. Jerzego Nofera w Lodzi, a takze z Instytutem Przemyshu
Organicznego w Warszawie. Praca doktorska realizowana byla w ramach dotacji na dziatalnos¢
polegajaca na prowadzeniu badan naukowych lub prac rozwojowych stuzacych rozwojowi mlodych

naukowcow oraz uczestnikow studiow doktoranckich w latach 2017/2018.

Podsumowujgc, bardzo wysoko oceniam rozprawg doktorskg zrealizowang przez panig mgr
Eweling Wozniak. Doktorantka podjela ciekawy i wazny temat, dotyczacy skutkow dzialania
toksycznych dla organizmu substancji oraz zrealizowala postawione cele badawcze. Na duzg wartos¢
merytoryczng przedstawionej mi do recenzji pracy sktadajg sie umiejetnie zaplanowane, przeprowadzone
i opracowane badania z zastosowaniem wielu technik badawczych, wnikliwie poprowadzona dyskusja i
umiejetnie wyciggniete wnioski, co $wiadezy o dojrzatosci naukowej Doktorantki. Przedstawione w niej
badania majg w pemi charakter nowatorski i mogg stanowi¢ inspiracj¢ do kontynuowania badaf nad
szkodliwoscig stosowanych powszechnie srodkéw ochrony roélin. Doktorantka wykazata si¢ ponadto
duzymi umiej¢tnosciami samodzielnego prowadzenia badan eksperymentalnych, a takze wspdlpracy z
innymi grupami badawczymi oraz znajomoé$cig problematyki z zakresu genetyki, cytobiologii,
toksykologii i biofizyki. W swojej rozprawie przedstawita oryginalne badania, ktére wzbogacaja nauke o
nowe aspekty o charakterze poznawczym. Rozprawa doktorska pani mgr Wozniak spelnia wymagania
stawiane rozprawom doktorskim okreslone w Ustawie Prawo o szkolnictwie wyZzszym i nauce z dnia 20
lipca 2018 roku. Uwazam, Ze przedtozona mi do recenzji rozprawa jest podstawg do nadania Doktorantce

stopnia naukowego Doktora w dziedzinie nauk biologicznych, w dyscyplinie biofizyka.

Zwracam si¢, wiec z uprzejmg prosba do Rady Wydzialu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu £.odzkiego o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Eweliny Wozniak do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Ponadto, biorac pod uwagg niezwykle bogaty dorobek naukowy pani mgr
Wozniak, zakres i jako$¢ przeprowadzonych przez Nig badan, zwracam si¢ do Wysokiej Rady o

wyrdznienie rozprawy doktorskiej.

Dr hab. inz. Dorota Bonarska-Kujawa
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