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rozprawy doktorskiej mgr. Krzysztofa Kaszkowiaka
pt. ,Ocena zagrozen zdrowotnych zwigzanych z glifosatem na podstawie jego
zawartoéci w wodzie pitnej i w modelu eksperymentalnym /in vitro”

Od wielu lat trwajg spory dotyczace szkodliwosci glifosatu dla ludzi, zwierzat i
érodowiska. Jest on substancja stuzacg miedzy innymi do fatwego, nieselektywnego i
stosunkowo taniego niszczenia chwastéw. Wprawdzie glifosfat zostat zatwierdzony przez
Komisje Europejska do stosowania w $rodkach ochrony rodlin, jednak decyzje maja
obowiazywa¢ do 15. 12. 2022 roku, dobrze sig stato, ze Doktorant podjat sie badan w tym
kierunku.

Rozprawa doktorska ma uktad typowy, liczy 85 stron maszynopisu w tym 16 tabel i 16
rycin. Zawiera kolejno wykaz stosowanych skrotow, wstep, cel pracy, materia w metody,
wyniki, dyskusje, wnioski, streszczenie, abstract, pismiennictwo oraz informacje dotyczace
aktywnosci naukowej autora.

W interesujacym wstepie zostaty przedstawione miedzy innymi informacje dotyczace
zastosowania glifosatu jako herbicydu, preparaty handlowe na jego bazie. Wptyw glikosatu
na organizm cztowieka ze szczegoinym zwrocenie uwagi na potencjalne drogi ekspozycij
ludzi na glifosat, narazenie zwigzane z zywnoscig oraz wplywem na organizm cziowieka.
Wiaséciwoscig tego preparatu budzacg obawy jest jego trwatoé¢ w glebie i mozliwos¢
przenikania do wod. Autor omowit rowniez wyniki wskazujacych na szkodliwe dziatanie tego
preparatu w tym aktywno$¢ kancerogenng i potencjalne dziatanie jako zwigzku endokrynnie
czynnego. Waznym podsumowaniem wstepu s3 aktualne kontrowersje dotyczace roznych

wynikéw wptywu ekspozycji ludzi na glifosat.
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Celem pracy byto oszacowanie wielkosci skazenia glifosatem wody wodociggowej z
uje¢ na terenie Wielkopolski i préba oceny jak stezenia tego zwigzku poréwnywalne z
wykrytymi w wodzie, moga wptywaé na wybrane reakcje komdrek krwi obwodowej in vitro.
Cele szczegbtowe obejmowaty:
1. ocene wystepowania glifosatu w wodzie wodociggowej z uje¢ na terenie Wielkopolski
2. ocene wplywu niskich stezed glifosatu  na produkcje reaktywnych pochodnych
tlenowych przez ludzkie granulocyty krwi obwodowej (co $wiadczytoby o wptywie tego
zwigzku na metabolizm wewnatrzkomdrkowy)
3. oceng potencjalnego wptywu niskich stezen glifosatu na poziom glutationu, gtéwnego
czynnika zapewniajgcego rownowage redoks w komérkach.
Materiaty i metody
Badania doswiadczalne wykonano w Zakladzie Immunobiologii Wydziatu Medycznego
Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu. Zostaty wiasciwie dobrane
do zatozonych celéw i odpowiednio opisane. Prébki wody pitnej pobierano losowo z
obiektdw Stacji Uzdatniania Wody na Terenie Wielopolski (bez regionu poznanskiego) w
okresie pazdziernik-grudzien 2017 r., uzyskiwano z Pracowni Badania Gleb i Wdd
Wojewddzkiej Stacji Sanitarno-Epidemiologicznej.

W pracy wykorzystano metody stosowane do oznaczania stezenia glifosatu oraz do
oceny wptywu tego zwigzku na funkcje ludzkich komdrek krwi obwodowej. Badajgc wplyw
glifosatu na leukocyty wykorzystywano prébki krwi od zdrowych dawcdw z Wojewddzkiej
Stacji Krwiodawstwa w Poznaniu. Krew pobierano do probowek z heparyng litowa i
dostarczano do laboratorium w maksymalnie do 1 godziny. Stezenia glifosatu oznaczono w
66 probkach wody wodociggowej metodami ELISA i HPLC. Oznaczanie stezen glifosatu
Oparte jest na konkurencji glifosat w badanej probce z glifosatem wyznakowanym
enzymatycznie o miejsce wigzania na kroliczych przeciwciatach. Réwnolegle stosowano
technike wysokocisnieniowej chromatografii cieczowej (HPLC). Probki wody z glifosatem
byly poddawane derywatyzacji. Wszystkie badane probki analizowano co najmniej
trzykrotnie.

Ocena zywotnosci leukocytéw krwi obwodowej opiera sie na ocenie odsetka komdrek

apoptotycznych wybarwionych znakowanymi fluorescencyjnie inhibitorami kaspaz i odsetka
komérek nekrotycznych.



Do badania produkgji reaktywnych form tlenu (RFT) w granulocytach uzyto zestawu
PHAGOBURST. Zetkniecie sie obcej czastki z zewnetrzng blong neutrofila zapoczatkowuije
faze pochtaniania (endocytozy). W momencie oddzielania sie btony od powierzchni komérki
nastepuje zwiekszone wytwarzanie reaktywnych form tlenu, co jest okre$lane jako ,wybuch
oddechowy”.

Oceniajac zdolnoS¢ neutrofiléw do fagocytozy badano pochtanianie bakterii przez
granulocyty (uzyto zestawu PHAGOTEST).

Do okreslenia zmian w potencjale oksydacyjno-redukcyjnym komérek pod wplywem
glifosatu wykorzystano zestaw Glutatione Colorimetric Detection Kit EIAGSHC umozliwiajgcy
pomiar zredukowanego i utlenionego glutationu w lizatach komdrkowych.

Wszystkie oznaczenia byly przeprowadzane zgodnie z instrukcjami producentéw.

Wyniki zostaty wyczerpujaco przedstawione, poddane odpowiednio dobranej analizie
statystycznej oraz omdwione z uwzglednieniem aktualnego $wiatowego pimiennictwa.

Obliczenia statystyczne byly wykonywane w Zakladzie Bioinformatyki i Biologii
Obliczeniowej Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

Dyskusja bardzo dobrze $wiadczy o wiedzy Doktoranta i czyta sie jg z przyjemnoscia.
Na podstawie uzyskanych wynikow i omawianego piémiennictwa przedstawiona zostata
hipoteza, Ze niskie stezenia glifosatu moga reagowad ze S$ciezkami sygnatowymi
aktywowanymi przez bakteryjny oligopeptyd N-formylo-met-met-leu-phe (fMLP).

Przedstawiono osiem wnioskéw wsrod ktérych najwazniejszy wydaje sie byé ostatni
przedstawiony jako podsumowanie dyskusji i streszczenia: ,Na podstawie uzyskanych
wynikéw mozna sugerowaé, Ze glifosat wplywa na drogi sygnatowe prowadzace do
aktywacji oksydazy NADPH, niezalezne od aktywacji kinazy biatkowej C. Mozna wiec uznac,
ze choC niskie dawki glifosatu nie sa szkodliwe dla ludzi, synergistyczne dziatanie tego
zwigzku z innymi skazeniami Srodowiskowymi moze stanowi¢ wazny element mechanizmow
patogenetycznych. ... co musi by¢ uwzgledniane przy ocenie zagrozenia zdrowia populacii
ludzkiej”

Jako czytelnik tej pracy, chetnie bym sie dowiedziat, czy planowano weryfikacje
hipotezy dotyczacej wptywu glifosatu na drogi sygnatowe prowadzace do aktywacji
oksydazy NADPH? Bioragc pod uwage, ze prdbki wody pitnej pobierano w okresie
pazdziernik — grudzien 2017 r., czy poréwnywano poziom skazenia glifosatem w innych
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miesigcach (przy wigkszej aktywnosci rolniczej) i w pdZniejszych latach? Dlaczego nie
pobierano prébek wody wodociggowej z regionu poznarnskiego?

Na uwage zastuguje réwniez fakt, ze cze$¢ wynikéw zamieszczonych w pracy
doktorskiej zostata juz opublikowana w 2020 r. w czasopiémie o miedzynarodowym
zasiggu, a Doktorant jest pierwszym autorem w tej publikacji. Praca doktorska mgr.
Krzysztofa Kaszkowiaka przynosi nowe, oryginalne informacje i $wiadczy o naukowej
dojrzatoéci autora. Zamierzone cele pracy zostaty osiggniete.

Pamigtajac o kontrowersjach zwigzanych z réznymi wynikami badan oraz z faktem, ze
wzrasta zuzycie glifosatu na catym Swiecie, w tym i w Polsce, nalezy cieszy¢ sie z wynikéw
analizy skazen wody wodociggowej na terenie Wielopolski. Na podstawie wstepnych
wynikéw przeprowadzonych w Wielkopolsce w 2017 r. nie mozemy oceniaé aktualnej
prognozy dla pozostatych regionéw. Jednoczesnie powinno to stanowi¢ zachete do
przeprowadzenia aktualnej oceny zagrozen zdrowotnych zwigzanych z glifosadem w wodzie
pitnej na terenie catej Polski.

Nie wnosze zadnych merytorycznych zastrzezed do recenzowanej pracy. Wedtug
mojej opinii w petni odpowiada warunkom okreélonym w Ustawie o stopniach naukowych i
tytule naukowym, stawianym pracom doktorskim.

W zwiazku z powyzszym zwracam sie do Wysokiej Kapituty Kolegium Nauk o Zdrowiu
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu o dopuszczenie
mgr. Krzysztofa Kaszkowiaka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Warszawa, 8. 07. 2022 r.
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