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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Eweliny Wozniak zatytutowanej ,,Mechanizm
genotoksycznego dziatania 1 wybrane efekty epigenetyczne glifosatu, jego preparatu
herbicydowego — Roundup 360 PLUS oraz metabolitu — kwasu aminometylofosfonowego
w jednojadrzastych komorkach krwi obwodowej cztowieka” wykonanej w Katedrze Biofizyki
Skazen Srodowiska w Instytucie Biofizyki Wydzialu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu £odzkiego pod kierunkiem prof. dr. hab. BoZzeny Bukowskiej, prof. zw.

Oceniana rozprawa doktorska przedstawia wyniki kompleksowych badan
nad efektami wywotanymi 24 godzinng inkubacja jednojadrzastych komoérek krwi obwodowej
cztowieka zawieszonych w buforze fosforanowym z dodatkiem preparatu herbicydowego
Roundup 360 PLUS, jego substancji czynnej glifosatu i metabolitu glifosatu - kwasu
aminometylofosfonowego (AMPA) w roznych stgzeniach obejmujacych zakres narazenia
srodowiskowego 1 zawodowego. Glifosat jest obecnie najpowszechniej uzywanym
herbicydem. Jak wynika z danych zgromadzonych przez Charlesa Benbrooka w 2014 roku
zuzyto na $wiecie prawie 826 tys. Mg tej substancji czynnej (Environ Sci Eur (2016) 28:3).
Jest stosukowo trwatym zwigzkiem, co powoduje, ze wlasciwie jest wykrywany

we wszystkich elementach srodowiska.

W zwiazku z kontrowersjami dotyczacymi szkodliwosci dla ludzi stosowania
preparatéw herbicydowych opartych na glifosacie 1 jego pochodnych na §wiecie toczy sie
gorgca publiczna i naukowa dyskusja dotyczaca tej kwestii. Tylko w bazie Web of Science
Core Collection pod hastem ,,glyphosate” mozna znalez¢ 10119 publikacji, poczawszy
od pierwszych trzech publikacji z roku 1974 (rok rozpoczecia stosowania glifosatu),

a skonczywszy na 718 w 2018 roku (dane na dzien sporzadzania recenz;ji).

Glifosat stosowany jest od ponad czterdziestu lat i jeszcze do niedawna byt uwazany
za nieszkodliwy dla zwierzat 1 ludzi. Niektore wyniki badan sugeruja jednak, ze wplywa

negatywnie na uklad nerwowy i rozrodczy zwierzat, a takze moze wywolywaé nowotwory.
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Dopiero w 2015 roku Miedzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem Swiatowej Organizacji
Zdrowia uznala, ze istnieja przekonujace dowody na to, ze glifosat moze powodowaé raka
u zwierzat laboratoryjnych i dlatego zostatl zaklasyfikowany jako zwigzek prawdopodobnie
rakotworczy dla ludzi (grupa 2A). Mimo tego Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa
Zywnosci stwierdzil w 2017 roku, ze dowody na rakotworczo$¢ glifosatu sa bardzo
ograniczone i niejednoznaczne i na tej podstawie Komisja Europejska przedhuzyta mozliwos¢
stosowana glifosatu jako substancji czynnej herbicydow do 2022 roku. Wyniki badan
prezentowanych w ocenianej rozprawie wpisuja si¢ w toczaca sie dyskusje, dostarczajac

jednoznacznych argumentéw zwolennikom wprowadzenia zakazu stosowania tego herbicydu.

Tytut pracy do$¢ dobrze okre§la zawarto$¢ rozprawy, chociaz pierwsza czgsé tytutu
,Mechanizm genotoksycznego dzialania” sugeruje poznanie podstaw molekularnych
genotoksycznego dziatania badanych substancji w jednojadrzastych komodrkach krwi
obwodowej cztowieka. Po przeczytaniu rozprawy pozostaje pewien niedosyt, poniewaz
przedstawione wyniki uprawdopodobniaja posrednie dziatanie tych substancji na DNA
poprzez indukcj¢ w komorce reaktywnych form tlenu, natomiast nie znajdziemy wyjasnienia,

w jaki sposob dochodzi do powstawania tych reaktywnych form tlenu.

Oceniana rozprawa doktorska jest obszernym, oryginalnym opracowaniem
o klasycznym uktadzie treSci, podzielonym na kilka rozdzialdéw nastepujacych po sobie
w logicznej kolejnosci, z ktorych: ,,Wstep”, ,,Materiat badawczy”, ,,Metody” i ,,Wyniki”
zostaty podzielone na szereg podrozdziatdéw. Catos¢ opatrzona jest spisem tresci, wykazem
stosowanych skrotow, streszczeniem w jezyku polskim 1 angielskim, wykazem cytowanej
literatury oraz wykazem publikacji, rozdziatéw i doniesien, ktorych autorkg lub wspotautorka

jest Autorka rozprawy. Nie mam zastrzezen do formalnego uktadu pracy.

Rozdziat ,,Wstep” (str. 1 - 28) stanowi wyczerpujace przedstawienie tta dla badan
podjetych przez Autorkg¢ dostarczajac  podstawowych informacji literaturowych
przygotowujacych czytelnika do odbioru dalszych czgsci pracy. W opinii recenzenta moze
jedynie w podrozdziale ,,Budowa 1 wtasciwosci chemiczne glifosatu” troch¢ wiece; uwagi
mozna bylo poswigci¢ wlasciwosciom chemicznym glifosatu wynikajacym z jego budowy,
a szczegollnie jesli chodzi o mozliwo$¢ istnienia az w pigciu stanach jonowych, czy

mozliwo$¢ chelatowania jonow metali.

Nastepnie Autorka wskazuje w oddzielnym rozdziale glowne cele badan: a) okre$lenie
wplywu, b) poréwnanie toksycznosci glifosatu, jego preparatu herbicydowego Roundup 360
PLUS i metabolitu kwasu aminometylofosfonowego (AMPA) na jednojadrzaste komorki krwi
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obwodowej cztowieka, do osiggniecia ktorych niezbedna byta realizacja bardzo wielu zadan
badawczych. Poczawszy od oceny jedno- i dwuniciowych peknig¢ DNA poprzez oceng
uszkodzen oksydacyjnych puryn i pirymidyn, analize kinetyki naprawy powstatych
uszkodzen DNA, ocen¢ reaktywnosci form tlenu, analize¢ tworzenia adduktow DNA,
nastepnie ocen¢ globalnej metylacji DNA i ocene metylacji zaprojektowanych sekwencji
promotorowych, skonczywszy na analizie ekspresji zestawu gendéw zwigzanych z regulacja

cyklu komorkowego i ekspresji gendw zwigzanych z procesami epigentycznymi.

Po tym nastgpuje prezentacja materialdow 1 metod wykorzystanych do realizacji
zamierzonego celu. Wydaje si¢, ze bardziej trafnym byloby tu potaczenie tych dwoéch
rozdzialow, poniewaz w rozdziale ,,Material badawczy” znajduja si¢ czgsto opisy procedur,
a wigc metod uzyskania okre$lonego materiatu do badan. Bardziej podoba mi si¢ uktad
zastosowany w artykule w czasopismie Food and Chemical Toxicology, gdzie opublikowana
zostata cze$¢ wynikoéw prezentowanych w ocenianej rozprawie. W tym miejscu musze
skierowa¢ pytanie do Autorki. Na stronie 35 uzyto po raz pierwszy, a pozniej wielokrotnie
okreslenia czynnosci ,,odmywano zwiagzki” (na stronie 36 ,,odmycie preparatu), zamiennie
z usunig¢ciem pestycydu, ktore nie bardzo wiadomo jak rozumieé. Bardzo prosze¢ Autorke
rozprawy o przedstawienie w czasie publicznej obrony doktoratu, na czym polegata procedura

odmywania i jakie byty jej efekty?

W nastgpnym rozdziale Autorka przedstawia wyniki swoich badan realizowanych
na kazdym z etapoéw. Jest to najobszerniejsza cze$¢ dysertacji, zajmuje az 83 strony.
Przedstawione wyniki obejmuja ogromng seri¢ dobrze zaplanowanych i przeprowadzonych
doswiadczen. Zaprezentowane wyniki pozwalaja uprawdopodobni¢ teze, ze podstawowa
przyczyng dzialania glifosatu jest generowanie stresu oksydacyjnego prowadzacego
do uszkodzen oksydacyjnych DNA, zmian epigenetycznych takich jak zmiany w metylacji
DNA, modyfikacji histonow, modyfikacji ekspresji genow regulujacych procesy
epigenetyczne i cykl komorkowy. Mam tu tylko uwage do jednego eksperymentu. Wsrod
zadan badawczych znalazta si¢ cyt.: ,,analiza tworzenia adduktow z DNA”. Jako metodg
stuzaca sprawdzeniu cyt.: ,,czy badane zwigzki bezposrednio wigza si¢ z DNA” Autorka
rozprawy wykorzystata test relaksacyjny (konformacyjny) uzywajac plazmidu pUCI19.
Zalozyta, cyt.: ,,ze w przypadku bezposredniego taczenia si¢ preparatu i badanych zwigzkow
z DNA, moga wystapi¢ pojedyncze lub podwojne peknigcia DNA”, co w konsekwencji
bedzie prowadzito do zmiany struktury przestrzennej plazmidu. Nie bardzo wiadomo, jak

miatoby dochodzi¢ do rozrywania wigzan w DNA, skoro wiadomo, ze do tego konieczny jest



np. rodnik hydroksylowy. Nasuwa si¢ pytaniec skad ten rodnik mialby si¢ pojawié, jesli
inkubowano plazmidy z glifosatem w wodzie destylowanej. Nie znam pracy naukowej, ktora

pokazywalaby, ze glifosat generuje w wodzie destylowanej reaktywne formy tlenu.

Z obowiazku recenzenta musz¢ podnie$s¢ kilka kwestii, ktore prawdopodobnie
wynikajg z niedociagni¢¢ redakcyjnych i dotycza sposobu prezentacji wynikow. Po pierwsze
w tytutach dwunastu tabel: 5.6; 5.8; 5.10; 5.12; 5.14; 5.16; 5.18; 5.20; 5.21; 5.23; 5.31; 5.33
podano, ze zawieraja one dane w postaci: $rednia £ SEM. Niestety nie zostaly podane w tych
tabelach wartosci SEM, a pokazywane sg tabele przedstawiajace wyniki testow istotnosci
roznic. W tej Sytuacji nie ma mozliwosci sprawdzenia czy testy istotnosci przeprowadzono
prawidtowo. Po drugie nawet jesli w tabelach zostaly lub zostatyby podane wartosci SEM
to i tak tabele zawierajace za kazdym razem wyniki testu Tukeya w odniesieniu
do konkretnego eksperymentu: 5.2; 5.4; 5.5; 5.7; 5.9; 5.11; 5.13; 5.15; 5.17; 5.19; 5.22; 5.25;
5.26; 5.27; 5.28; 5.29; 5.30; 5.32; 5.34; 5.35; 5.36; 5.37; 5.38; 5.39; 5.40; 5.41; 5.42; 5.43;
5.44; 5.45; 5.46; 5,47; 5.48; 5.49; 5.50 sa niepotrzebne, poniewaz na wykresach i w tabelach
poprzedzajacych tabele z wynikami testu Tukeya zaznaczono w powszechnie przyjety sposob
poziom istotnosci roznic. Dodatkowo generowanie tak duzej liczby tabel sprzyja pomytkom,
bo w tabelach 5.35 i 5.36 blednie wpisano poziom istotnosci 0,5 zamiast 0,05, a w tabeli 5.49

btednie wpisano w przypadku Roundupu stezenie 0,05 uM zamiast 0,5 uM.

Rozprawe konczy kilkunastostronicowa dyskusja wynikéw poprzedzona ich krotkim
podsumowaniem i zestawieniem wnioskow. Dyskusja stoi na wysokim poziomie, wywody
1 interpretacje sa logiczne i bardzo dobrze powigzane z wynikami prezentowanymi w pracach
innych autoréw. Autorka $wietnie rozeznaje si¢ w literaturze przedmiotu postugujac sie
najnowszg, az 54 % cytowanych prac ukazalo si¢ w ostatnich 5 latach (lata 2014 — 2018).
Zgadzam si¢ z Autorka rozprawy, ze badania wpltywu glifosatu, jego preparatu
herbicydowego — Roundup 360 PLUS oraz metabolitu — kwasu aminometylofosfonowego
na zmiany epigenetyczne w jednojadrzastych komorkach krwi obwodowej czlowieka maja

charakter pionierski.

Ogolnie jestem pod wrazeniem wielkosci tadunku naukowego zaprezentowanych
w pracy badan, logiki kolejnych krokéw badawczych, systematycznosci w dazeniu
do zrealizowania celu. Wprawdzie wykorzystane w badaniach metody nalezy raczej zaliczy¢
do standardowych, to rzadko spotka si¢ w rozprawach doktorskich tak szerokie spektrum
eksperymentow i calosciowy charakter badan. W mojej ocenie praca znacznie przekracza

zawarto$cig wymagania stawiane rozprawom doktorskim.



Z obowigzku recenzenta musze stwierdzi¢, ze strona edycyjna rozprawy jest dobra,
chociaz pojawiaja si¢ drobne braki i niedociggni¢cia. Autorka nie ustrzegla si¢ bledow
edytorskich, takich jak powtorzen czy opuszczen wyrazow, sporadycznych bledow
gramatycznych, opuszczenia niektorych cytowan w spisie literatury, cytowania niezgodnego
z przyjetymi zasadami, braku niektorych uzywanych skrotow, czy wykorzystanie angielskiej
notacji liczb. Wszystkie te btedy traktuj¢ jako mato istotne i informacje o nich przekazg
bezposrednio Autorce. Pragne podkresli¢, ze wskazane drobne braki i niedociggnigcia

nie obnizajg warto$ci merytorycznej rozprawy.

Bezsporne sa osiagnigcia Autorki ocenianej rozprawy, do ktérych przede wszystkim
zaliczam: wykazanie genotoksycznego dziatania preparatu herbicydowego Roundap 360
PLUS, glifosatu i jego metabolitu AMPA; udowodnienie generowania zmian
epigenetycznych przez te substancje; wykazanie, ze zmiany genetyczne i epigenetyczne
wywolane dziataniem preparatu herbicydowego Roundap 360 PLUS wystepuja juz

w stezeniach odpowiadajacych narazeniu §rodowiskowemu.

W celu realizacji tak szerokiego zakresu badan Autorka musiata opanowac bogaty
warsztat badawczy, umiejetnie taczac mozliwosci biologii molekularnej, metod
biofizycznych, biochemicznych i biotechnologicznych. W tym miejscu pragng zauwazy¢, jak
istotna dla Doktorantki byta mozliwos$¢ prowadzenia badan w duzych, interdyscyplinarnych
zespotach naukowych, bez ktorych realizacja ambitnego celu pracy bylaby niemozliwa.
Doktorantka mogta, ale przede wszystkim potrafita skorzysta¢ z dopracowanych w tych

zespotach metod badawczych i s$wietnego zaplecza aparaturowego.

Sumujac stwierdzam, ze oceniana rozprawa doktorska mgr Eweliny Wozniak,
przygotowana pod opieka prof. dr hab. Bozeny Bukowskiej, stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego, jak réwniez wykazuje ogoélng wiedzg teoretyczng Doktorantki
i dowodzi umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Autorka rozprawy
spetnia z nadwyzkg wymagania stawiane kandydatom do stopnia naukowego doktora zgodnie
z ustawg z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
I tytule w zakresie sztuki (tekst jednolity: Dz.U. z 2017 r., poz. 1789). Wnosz¢ o przyjecie

rozprawy i dopuszczenie Autorki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczes$nie biorgc pod uwage aktualno$¢ tematyki badan oraz osiggni¢cia naukowe

Autorki zawarte w ocenianej pracy, ktore mogg przyczyni¢ si¢ do poznania wpltywu



1 wyjasnienia potencjalnych zagrozen wynikajacych ze stosowania preparatow
herbicydowych produkowanych na bazie glifosatu, wnosz¢ 0 wyr6znienie rozprawy mgr

Eweliny Wozniak.
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