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Wykaz stosowanych skrétow

ADI - dopuszczalne dzienne spozycie, dopuszczalne dzienne pobranie, dopuszczalna
dzienna dawka (ang.acceptable daily intake)

AKT - kinaza biatkowa Sserynowo-treoninowa, kinaza biatkowa B (ang.
serine/threonine-specific protein kinase akt, protein kinase B)

CI - przedziat ufnosci (ang. confidence interval)

DG - diacyloglicerol (ang. diacylglycerol)

DHR123 — dihydrorodamina 123 (ang. Dihydrorhodamine 123)

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

ECHA - Europejska Agencja Chemikaliéw (ang. The European Chemicals Agency)
EFSA - Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (ang. The European Food
Safety Authority)

E. coli - komorki bakterii Escherichia coli

ELISA - test immunoenzymatyczny, test immunoenzymosorpcyjny (ang. enzyme-
linked immunosorbent assay)

ERK - kinaza regulowana sygnatem zewnatrzkomorkowym (ang. extracellular signal-
regulated kinase)

FAM - karboksyfluoresceina (ang. carboxyfluorescein)

FITC - izotiocyjanian fluoresceiny (ang. fluorescein isothiocyanate)

FI - fluorescencja

FLICA - znakowane fluorescencyjnie inhibitory kaspaz (ang. Fluorochrome Inhibitor
of Caspases)

fMLP - N-formylometionino-leucylo-fenyloalanina (ang. N-formylo-met-leu-phe)
FMK - fluorometyloketon (ang. fluoro-methylketone)

FMOC-CI - chloromroéwczan 9-fluorenylometylu (ang. 9-Fluorenylmethyl
chloroformate)

FSC - w cytometrii rozproszenie $wiatta ,,w przoéd” pod katem 0° do 10° ( ang. Forward
Scatter)

GDP - difosforan guanozyny (ang. guanosine diphosphate)

GMO - organizm modyfikowany genetycznie (ang. genetically modified organism)
GSH - zredukowany glutation (y-L-glutamylo-L-cysteinylo-glicyna)

GSSG - disulfid glutationu (glutation utleniony)

GTP - trifosforan guanozyny (ang. guanosine triphosphate)



HPLC - wysokocisnieniowa (wysokosprawna) chromatografia cieczowa — (ang. high
pressure (performance) liquid chromatography)

IARC - Mig¢dzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem (ang. International Agency for
Research on Cancer)

IP3 - trifosforan inozytolu (ang. inositol trisphosphate)

LPS - lipopolisacharyd bakteryjny (ang. lipopolysaccharide)

MAPK - kinaza biatlkowa aktywowana mitogenem (ang. mitogen-activated protein
kinase)

MEK - kinaza aktywowana mitogenem regulowana sygnatem zewnatrzkomorkowym
(ang. mitogen-activated extracellular signal-regulated kinase)

MEKK - kinaza kinazy aktywanej mitogenem (ang. MEK mitogen-activated protein
kinase kinase)

MPO - mieloperoksydaza (ang. myeloperoxidase)

MTT - test oceniajacy zywotno$¢ komorek na podstawie redukcji soli tetrazolowej
(bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy MTT) do
nierozpuszczalnego formazanu

NADPH - fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego, forma zredukowana
(ang. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, reduced form)

p38 MAPK - kinaza biatkowa p38 aktywowana mitogenem (ang. mitogen-activated
p38 protein kinase)

PBMC - jednojadrzaste komorki krwi obwodowej (ang. periperal blood mononuclear
cells)

PBS - buforowana fosforanem sol fizjologiczna (ang. phosphate buffered saline)

Pl - jodek propidionowy (ang. propidium iodide)

PI3K - kinaza fosfatydylo-3-inozytolu (ang. phosphatidylinositol 3-kinase)

PIP2 - 4,5-bisfosforan fosfatydyloinozytolu (ang. phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate)

PKA - kinaza biatkowa A (ang. protein kinase A)

PKC - kinaza biatkowa C (ang. protein kinase C)

PLA: - fosfolipaza A2 (ang. phospholipase A2)

PLC - fosfolipaza C (ang. phospholipase C)

PLD - fosfolipaza D (ang. phospholipase D)

PMz2s - pyt zawieszony o $rednicy nie wigkszej niz 2,5um (ang. atmospheric particulate

matter with a diameter of 2.5um or less)



PMA - 12-mirystylo-13-octan forbolu (ang. phorbol 12-myristate 13-acetate)

PTK - biatkowa kinaza tyrozynowa (ang. protein tyrosine kinase)

Raf - biatko RAF, kinaza serynowo-treoninowa (ang. RAF protein, serine-threonine
specific kinase)

Ras - biatko RAS

RFT - reaktywne formy tlenu

SD - odchylenie standardowe (ang. standard deviation)

SSC - w cytometrii rozproszenie $wiatta “w bok” pod katem 90° (ang. side scatter)
UE - Unia Europejska

UK-FSA - Brytyjska Agencja Standardow Zywnosci (ang. United Kingdom Food
Standards Agency)

W analizowanych w niniejszej pracy publikacjach st¢zenia glifosatu wyrazane byty w
r6znych jednostkach, co zachowano w przypadku cytowania. W przypadku glifosatu:

1ppb = 1pg/L = 5,9nM



1. Wstep

1.1. Zastosowania glifosatu jako herbicydu

Glifosat, zmieszany z tzw. ,sktadnikami obojetnymi” stanowi podstawe
popularnych $§rodkéw chwastobdjczych takich jak ,,Roundup®” i ,,RangerPro®”. Sg one
stosowane do nieselektywnego zwalczania chwastow lisciastych i traw w rolnictwie,
ogrodnictwie, sadownictwie, le$nictwie czy uprawach winorosli. Znajduja réwniez
zastosowanie w uprawach nierolniczych, w tym do zwalczania chwastoéw w siedliskach
wodnych oraz na terenach nieuprawnych (Perez-Jones i Mallory-Smith, 2010; Antier i
wsp., 2020; Rolando i wsp., 2017). Herbicydy zawierajace glifosat naleza do najczesciej
uzywanych na §wiecie, co w duzej mierze jest zwigzane ze wzrostem w ostatnich latach
arealu upraw roslin genetycznie modyfikowanych (GMO), odpornych na toksyczne
dziatanie tego zwigzku (Duke, 2018; Benbrook, 2016; Richmond, 2018). W 2014 roku w
USA zuzyto okoto 1,0 kg glifosatu na hektar upraw (Benbrook, 2016).

W Polsce, podobnie jak w innych czgsciach §wiata, zuzycie glifosatu wzrasta, co
mozna oceni¢ na podstawie wypowiedzi dyrektora departamentu Ministerstwa Rolnictwa
i Rozwoju Wsi na posiedzeniu Komisji Ochrony Srodowiska, Zasobéw Naturalnych i
Le$nictwa w dn.11 kwietnia 2018 r . Zgodnie z szacunkami sprzedaz glifosatu wzrosta z
4,4 milionow kg w 2015 r. do 5,4 milionéow kg w 2016 roku (KANCELARIA SEJMU,
2018). Catkowita ilo$¢ sprzedanego glifosatu w 2017 r. w UE wyniosta ok. 50 tysiecy
ton, z czego najwyzsza byta we Francji (19% catkowitej ilosciowe] sprzedazy), Polsce
(13%), Niemczech (9%), Wioszech (7%) oraz Hiszpanii (7%) (Antier, 2020). Z 31
herbicydéw zarejestrowanych w latach 1999-2019 do uzytku w lesnictwie w Polsce, 18
preparatow opartych bylo na glifosacie (Karmitowicz, 2019).

Trwatos¢ glifosatu w glebie jest bardzo roézna, a okres péitrwania waha si¢ od 1 do
200 dni, w zalezno$ci m.in. od temperatury, wilgotnosci i rodzaju gleby, skladu
mikrobiologicznego i pH srodowiska, zawartosci fosforanow, tlenkow/wodorotlenkoéw
glinu i zelaza w glebie (Bento i wsp., 2016; Borggaard i wsp., 2008). Zwigzek ten moze
by¢ roznoszony z pytem na duze odleglosci, zwlaszcza z czasteczkami o $rednicy nie
wiekszej niz 10um (Bento i wsp., 2016). Moze by¢ wyplukiwany do wod
powierzchniowych, lecz prawdopodobnie jest sorbowany i degradowany w glebszych
warstwach gleby przed dotarciem do wod gruntowych (Borggaard i wsp., 2008). Chociaz

transport glifosatu ze srodowiska ladowego do wodnego wydaje si¢ bardzo ograniczony,



dane dotyczace tego zjawiska sa rozbiezne. Wyniki z ponad 2000 probek pobranych z
miejsc rozmieszczonych na terenie caltych Standéw Zjednoczonych wskazuja, ze glifosat
jest bardziej mobilny i wystepuje w Srodowisku w szerszym zakresie niz wczesniej
sadzono. Glifosat (w stezeniach pomig¢dzy 0,1 a 0,02 mikrograma na litr) byt wykrywany
w probkach wody deszczowej (86%), takze w probkach pobranych z rowow
melioracyjnych i kanalizacji (71%) oraz gleby (63%); rzadziej zas z wod gruntowych
(3%) 1 duzych rzek (18%) (Battaglin i wsp., 2014). Herbicyd ten znajdowano w probkach
wody z roznych srodowisk na calym $wiecie (Masiol i wsp., 2018; Annett, 2014). Jego
wystepowanie zwigzane jest przede wszystkim z duzymi obszarami upraw rolnych (Van
Stempvoort i wsp., 2016; Montiel-Leon i wsp., 2019; Lupi i wsp., 2019), niemniej
zastosowania pozarolnicze moga w znacznym stopniu przyczynia¢ si¢ do ogodlnego
skazenia wod powierzchniowych (Poiger i wsp., 2017; Ramwell i wsp., 2014; Kolpin i
wsp., 2006).

1.2. Glifosat i preparaty handlowe na jego bazie

Glifosat zaliczany jest do herbicydow fosfonianowych, a pod wzgledem
chemicznym jest N-fosfonometyloglicyng. Jest to pochodna kwasu fosfonowego, w
ktorej jeden z atomow wodoru grupy metylowej bezposrednio potaczonej z fosforem

zostat zastgpiony przez glicyne (Rozanski i wsp., 1998).
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Ryc. 1. Wzér strukturalny glifosatu (N-fosfonometyloglicyna)

Glifosat (m.cz. 169.073g/mol) jest rozpuszczalny w wodzie (12g/L w 25°C i 60g/L w
100°C) (Modesto i Martinez, 2009). Jest praktycznie nierozpuszczalny w
rozpuszczalnikach organicznych z wyjatkiem kwasu trifluorooctowego. Dlatego tez
wnioskuje sie, ze nie rozpuszcza si¢ W ttuszczach, wobec czego nie powinien ulegac
bioakumulacji w tkankach zwierzecych (Pieniazek i wsp., 2003). Komercyjne preparaty
glifosatu zawieraja zwykle ten zwigzek w postaci soli, co zapewnia wyzsza

rozpuszczalno$¢, przy jednoczesnym zachowaniu wtasciwosci chwastobojczych zwigzku
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macierzystego (Pérez i wsp., 2011). Czesto stosowana sol izopropyloamoniowa glifosatu
jest dobrze rozpuszczalna w wodzie i1 jest najczgsciej stosowana w komercyjnych
produktach uzytkowych (np. Roundup®) (Pérez i wsp., 2011). Formy glifosatu w postaci
soli obejmuja takze s61 monoamonowag, so6l diamoniowa, sél potasows, s6l sodowg i sol
trimetylosulfoniowg (trimesium). Spos$rod nich formy soli izopropyloaminy i soli
monoamonowej sg powszechnie stosowane W preparatach herbicydowych (Miller i wsp.,
2012). Stezenie glifosatu jest zwykle wyrazane w mg substancji czynnej na litr lub mg
rownowaznika kwasu na litr (Pérez i wsp., 2011). Ekwiwalent kwasowy to teoretyczna
procentowa wydajno$¢ kwasu macierzystego ze sktadnika aktywnego pestycydu, ktory
zostal sformulowany jako pochodna (zwykle estry, sole lub aminy) (Nordby i Hager,
2011). Glifosat (N-fosfonometyloglicyna) i herbicydy na bazie tego zwigzku sg najszerzej
stosowanymi na $wiecie organofosfonianowymi, powschodowymi, uktadowymi,
nieselektywnymi herbicydami o szerokim spektrum zwalczania chwastow jednorocznych
I wieloletnich (Pérez i wsp, 2011; Mink i wsp, 2012). Najpopularniejszym herbicydem
na bazie glifosatu jest Roundup®. Inne nazwy handlowe herbicydow na bazie glifosatu i

ich producentoéw przedstawia ponizsza tabela. (Tu i wsp., 2001; Zhou i wsp., 2004).

Tab. 1. Preparaty na bazie glifosatu dost¢pne na rynku herbicydow

Producent Nazwa handlowa
Monsanto Roundup Ultra®, Roundup Pro®, Accord®, Honcho®,
Pondmaster®, Protocol®, Rascal®, Expedite®, Ranger®,

Bronco®, Campain®, Landmaster®, Fallow Master®,
Aquamaster®

Dow Agrosciences Glyphomax®, Glypro® i Rodeo®

Du Pont Herbicyd glifosatowy
Cenex / Land O’Lakes | Silhouette®

Nufarm Ltd. Rattler®

Platte MirageR®

Riverside / Terra JuryR®

Zeneca Touchdown®
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1.3. Potencjalne drogi ekspozycji ludzi na glifosat

Narazenie ludzi na kontakt z glifosatem mozna podzieli¢ na zawodowe, ktore
dotyczy przede wszystkim pracownikéw stosujacych ten herbicyd do ochrony upraw na
duzych obszarach (Pierce i wsp., 2020) i $rodowiskowe, zwlaszcza zwigzane ze
skazeniami wody i zywnosci (Faniband 1 wsp., 2021).

Wiarygodnym biomarkerem ekspozycji ludzi na glifosat jest jego wystepowanie w
moczu. Biologiczny okres pottrwania w fazie eliminacji oceniany jest na 3 do 10 godzin
(Faniband i wsp., 2021; Connolly i wsp., 2019; Zoller i wsp., 2020), co moze wynika¢ z
osobniczych réznic w metabolizmie. Taki stosunkowo krotki czas eliminacji jest
przydatny zar6wno do monitorowania skutkow ostrych zatru¢ tym preparatem (Roberts i
wsp., 2010; Zoller i wsp., 2020), jak i oceny wielkosci skazenia zar6wno w $rodowisku
pracy jak 1 zamieszkania. W przeprowadzonych badaniach st¢zenia glifosatu w moczu
rolnikow i ogrodnikow wahaty si¢ w dos¢ niewielkich granicach od 1,35ug/L do 3,2ug/L,
a warto$ci maksymalne wahaty si¢ od okoto 10ug/L do 233ug/L (Connolly i wsp., 2020).
U os6b majacych zawodowo kontakt z tym herbicydem stgzenie glifosatu w moczu
korelowato z ekspozycja na ten preparat (Zhang i wsp., 2020a; Pierce i wsp., 2020).

Problemem bardzo istotnym jest to, na ile uzycie $rodkéw ochrony roslin stanowi
zagrozenie dla ludzi nie majacych kontaktu zawodowego z takimi preparatami. W
ostatniej dekadzie ukazato si¢ wiele prac, dotyczacych tego zagadnienia. W badaniach
przeprowadzonych w czerwcu 2017 roku w Irlandii oceniano stezenia glifosatu w
probkach moczu od 50 dorostych. Z badania wykluczono osoby z okreslonymi nawykami
zywieniowymi (wegetarianie/weganie) oraz osoby, ktorych zawod wigzal sie¢ z
uzywaniem pestycydow. Sposrdd analizowanych probek 20% zawieralo wykrywalne
poziomy glifosatu (0,80-1,35ug/L) (Connolly i wsp., 2017). W szwedzkiej populacji
mtodych dorostych, mediana 1 maksymalne stezenie glifosatu w moczu wynosily
odpowiednio 0,03 i 3,39ug/L (Faniband i wsp., 2021). Mediana stezenia glifosatu w
moczu Portugalczykéw wynosita 0,13pg/L (Nova i wsp., 2020). Zrodta skazenia
populacji ludzkich nie mozna okres$li¢ jednoznacznie. Na niektorych obszarach Meksyku
zaobserwowano zbiezno$¢ pomiedzy stezeniami glifosatu w wodzie gruntowej (co moze
odzwierciedla¢ jego stosowanie w ochronie upraw), a stezeniami tego zwigzku w moczu
rolnikow produkujacych zywnosé na wlasne potrzeby (Rendon-von Osten i wsp., 2017).
W badaniach moczu 0s6b w wieku 20 do 29 lat mieszkajacych w potnocno-wschodnich
Niemczech odsetek probek zawierajacych glifosat na granicy oznaczalnosci (0,1ug/L) lub
powyzej tego progu zmienial si¢, osiagajac blisko 60% w latach 2012-2013 1 zmniejszajac
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si¢ do 40% w roku 2015, co mogto mie¢ zwigzek ze zmianami w wielko$ci zuzycia tego
preparatu w rolnictwie (Conrad i wsp., 2017). Proba oszacowania narazenia dzieci i
mtodziezy na obszarach wiejskich w potnocno-wschodniej Stowenii nie wykazata
istotnego wptywu sezonowego stosowania glifosatu. Czgs$¢ uzyskanych wynikéw mozna
thumaczy¢ bardziej intensywnym stosowaniem herbicydow wiosna, ale nie pozwalato to
na rozroznienie pomigdzy narazeniem wynikajacym z diety lub stosowania preparatéw w
srodowisku zamieszkania (Stajnko i wsp., 2020). Badania przeprowadzone w Danii
wykazaly podobne stezenia glifosatu w moczu 0sob zyjacych na terenach rolniczych i
zamieszkujacych poza nimi (Knudsen i wsp., 2017). Co ciekawe, w badaniach
przeprowadzonych wiosng i latem 2001 r. w Iowa (USA) zaobserwowano, ze cztonkowie
rodzin rolniczych mieli ogolnie wyzszy poziom pestycydow w moczu niz cztonkowie
rodzin ,,nierolniczych”, ale poziom glifosatu nie r6znit si¢ statystycznie (Curwin i wsp.,
2007). Glifosat zostal wykryty w 95% probek moczu dzieci portugalskich
(1,77+0,86ug/L, maksymalnie 4,35ug/L), przy czym st¢zenia byly wyzsze u dzieci w
wieku 7-9 lat, mieszkajacych w poblizu terenow rolniczych (<1 km) i spozywajacych
przetwory domowe w gospodarstwach, gdzie stosowano herbicydy (Ferreira i wsp.,
2021).

1.4. Narazenie zwiazane z Zywnoscia

Glifosat jest szybko eliminowany z organizmu, a wigc jego stezenie w moczu
pozwala na ocen¢ rzeczywistej dlugotrwalej ekspozycji w srodowisku zycia osob, ktore
nie sg narazone na kontakt z tym herbicydem z przyczyn zawodowych. Okreslenie zrodet
skazenia glifosatem w gospodarstwach domowych moze by¢ trudne, lecz
najwazniejszymi wydaja si¢ by¢ woda pitna 1 sposob odzywiania.

Publikacje dotyczace zawarto$ci glifosatu w wodzie pitnej sa nieliczne, wigkszo$¢
prac dotyczy wod gruntowych 1 powierzchniowych. W wodzie wodociggowe] w
Wielkopolsce stezenie tego herbicydu nie przekraczato 0,33ug/L (Kaszkowiak i wsp.,
2020), przy dopuszczalnej warto$ci obowigzujacej w UE 0,1mg/L (Li i Jennings, 2017)
Woda nie jest wiec prawdopodobnie nosnikiem glifosatu zawartego w normalne;j diecie.

Wigksze ilosci glifosatu zawiera zywnos$¢ pochodzenia roslinnego. W badaniach
europejskich stwierdzono nastgpujace stezenia tego zwigzku (Srednio w mg/kg):
mandarynki 0,022; jabtka 0,023; winogrona deserowe 0,021; kalafiory 0,054; fasola
szparagowa 0,013; nasiona soczewicy 0,267; ziarna zbdz: owies 0,382; ryz 0,050; zyto
0,195; pszenica 0,081 (Stephenson i Harris, 2016). Obecnos¢ glifosatu, chociaz na
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stosunkowo niskim poziomie wykryto w badaniach produktow spozywczych dostgpnych
na rynku szwajcarskim. Dotyczylo to przede wszystkim zbdz 1 nasion roslin
strgczkowych oraz uzyskiwanych z nich makaronow (Zoller i wsp., 2018). Pozostatosci
glifosatu wykryto w 42% probek swiezych owocow 1 warzyw, produktow zbozowych
mielonych, produktéw straczkowych oraz gotowych produktow spozywczych zebranych
od kwietnia 2015 r. do marca 2017 r. na kanadyjskim rynku detalicznym (Kolakowski i
wsp., 2020). W 2016 r. UK-FSA (UK Food Standards Agency - Brytyjska Agencja
Standardéw Zywnosci) przebadata probki pieczywa i przetworéw zbozowych. Ponad
30% z nich zawieralo glifosat, przy czym =zanieczyszczenie to wystgpowato we
wszystkich ptatkach $niadaniowych wyprodukowanych z owsa (Benbrook i Davis, 2020).
Posrod produktow spozywczych z kukurydzy lub soi z lokalnych supermarketow Afryki
Potludniowej 66,7% zawieralo glifosat, jednak na poziomie ponizej najwyzszego
dopuszczalnego poziomu pozostatosci ksenobiotyku (Viljoen i wsp., 2021).

Herbicyd ten byt takze wykrywany w winogronach przeznaczonych do produkcji
wina (Stephenson i Harris, 2016) oraz w winach, sokach owocowych (Kolakowski i wsp.,
2020) i miodzie (Kolakowski i wsp., 2020; Berg i wsp., 2018; John i Liu, 2018), probkach
herbaty czy kawy (John i Liu, 2018). W produktach pochodzenia zwierzecego zawartos¢
glifosatu jest niska. Badania wchtaniania, dystrybucji, metabolizmu i wydalania glifosatu
u szczuréw wykazaly, ze okoto jedna trzecia z podanej dawki jest wchtaniana i
metabolizowana, podczas gdy reszta jest wydalana z katem glownie w postaci
niezmienionej. Wigkszos¢ wchlonietej dawki zostaje wydalona z moczem, a mniej niz
1% jest zatrzymywany w organizmie (Brewster i wsp., 1991). W badaniach organow
krow poddanych ubojowi stwierdzono podobne stezania glifosatu (ok. 20ng/g) w jelitach,
watrobie, migsniach, $ledzionie i nerkach. (Kriiger i wsp., 2014)

Mozna wigc przyjac, ze produkty pochodzenia roslinnego stanowia ten sktadnik
diety, ktéry jest najbardziej podatny na zanieczyszczenia glifosatem. Badania
przeprowadzone w Stowenii wykazaly wigksze narazenie na ten herbicyd oséb z
wigkszym spozyciem orzechow i ryzu petnoziarnistego (Stajnko 1 wsp., 2020). W
badaniach niemieckich zaobserwowano istotng korelacje pomigdzy spozyciem nasion
roslin stragczkowych, a wydalaniem glifosatu z moczem (Soukup i wsp., 2020).
Stosowana dieta moze by¢ gtownym zrodlem narazenia na skazenie glifosatem, gdyz
przejscie ze standardowej diety na ,.ekologiczna” (z ograniczonym i kontrolowanym
uzyciem $rodkéw ochrony roslin) powodowato szybka redukcj¢ poziomu tego pestycydu

w moczu badanych osob (Fagan i wsp., 2020).

13



1.5. Wplyw glifosatu na organizm czlowieka

Potencjalne szkodliwe dziatania powszechnie stosowanych §rodkéw ochrony roslin
w uprawach rolniczych i zwigzana z tym mozliwo$¢ dostawania si¢ ich do organizmow
zwierzecych, spowodowaly duze zainteresowanie mozliwoscig skazenia glifosatem
zarowno zwierzat jak i ludzi (Peillex i Pelletier, 2020). Bylo to przedmiotem licznych
badan nie tylko srodowiskowych, ale takze laboratoryjnych, w tym in vitro. Glifosat w
warunkach in vitro indukuje apoptoz¢ Iludzkich komoérek jednojadrzastych krwi
obwodowej (Kwiatkowska i wsp., 2020; De Almeida i wsp., 2018), cho¢ w niektérych
badaniach duzg $miertelnos¢ komorek obserwowano tylko przy wysokich dawkach
(Kwiatkowska i wsp., 2016). W preparatach dostgpnych komercyjnie toksycznos¢ moga
zwigksza¢ dodatki wzmacniajgce dziatanie podstawowego czynnika aktywnego (Nagy i
wsp., 2019; Wozniak i wsp., 2018; Mesnage i wsp., 2021a). Za istotne zagrozenie przy
stosowaniu herbicydow uznano mozliwos¢ ich oddziatywania z materialem genetycznym
organizmoéw, przypadkowo narazonych na taka ekspozycje. Genotoksyczne dzialanie
glifosatu na ludzkie limfocyty zaobserwowano w badaniach in vivo (po ekspozycji
srodowiskowej) (Paz-y-Mifno i wsp., 2007; Bolognesi i wsp., 2009) i in vitro w
warunkach laboratoryjnych (Alvarez-Moya i wsp., 2014, Santovito i wsp., 2018;
Wozniak i wsp., 2018). Herbicyd ten moze takze wplywac na ekspresj¢ informacji
genetycznej, na drodze zmian metylacji DNA (Mesnage i wsp., 2021a; Rossetti i wsp.,
2021; Wozniak i wsp., 2021), ktoére moga by¢ przekazywane kolejnym pokoleniom na
drodze epigenetycznej (Kubsad i wsp., 2019; Ben Maamar i wsp., 2020). Zmienione
wzory metylacji zaobserwowano takze w przypadku promotoréw genoéw supresorowych
nowotworow P21 i TP53 (Wozniak i wsp., 2020; Kwiatkowska i wsp., 2017), co moze
tlumaczy¢ kancerogenne dziatanie glifosatu (Mesnage i wsp., 2021b). W przegladach
systematycznych wskazano na jego silng rakotworcza aktywnos¢ dla myszy i szczurow
laboratoryjnych (Portier, 2020). Opinie badaczy dotyczace mozliwego rakotworczego
glifosatu dla ludzi sg bardzo rozbiezne. W niektorych pracach powigzano ekspozycje na
preparaty zawierajace te substancj¢ z wystepowaniem chtoniakdéw nieziarniczych (Zhang
I wsp., 2019; Pahwa i wsp., 2019; Weisenburger, 2021), czy ostrej biataczki szpikowe;j
(Andreotti i wsp., 2018), cho¢ istnieja publikacje zaprzeczajace takiemu kancerogennemu
dziataniu (Williams i wsp., 2016a).

W niektérych publikacjach sugeruje sie, ze glifosat moze by¢ zwigzkiem
endokrynnie czynnym (endocrine disruptor). Dodanie preparatu RoundUpVR do

ludzkich linii komoérek tozyska hamowato produkcje estrogenu, co bylo zwigzane ze
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zmiang aktywnosci aromatazy (Benachour i wsp., 2007). Srodowiskowe narazenie na
glifosat byto zwigzane z podwyzszonym ryzykiem p6znych (w 12-19 tygodniu) poronien
samoistnych niezaleznie od tego, kiedy nastgpita ekspozycja (Zhang i wsp., 2020b).
Wyzszy (w stosunku do kontroli) poziom tego herbicydu w probkach moczu pobranych
od kobiet ciezarnych byl zwigzany ze zwigkszonym prawdopodobienstwem
przedwczesnego porodu (Silver i wsp., 2021; Arbuckle i wsp., 2001; Parvez i wsp., 2018).
Niekiedy zwickszone narazenie na glifosat jest wigzane z rozprzestrzenianiem chorob
tarczycy (Romano i wsp., 2021; Leemans i wsp., 2019). Nalezy jednak zauwazy¢, ze
pomimo podejmowanych badan interakcje glifosat-uktad hormonalny ciggle pozostajg w
sferze przypuszczen (Levine i wsp., 2020; de Aratjo-Ramos i wsp., 2021).

Problemem, ktéry budzi coraz wigksze zainteresowanie jest wptyw ksenobiotyku,
jakim jest glifosat na mikrobiom jelitowy czlowieka. Istnieja nieliczne badania nad
zmianami mikrobiomu po ekspozycji zwierzat laboratoryjnych na ten zwiazek.
Zaobserwowano zmniejszenie wzglednej liczebnosci bakterii z rodzaju Firmicutes,
Bacteroidetes i Lactobacillus (ocenianych jako pozyteczne, takze u ludzi), ale
zwigkszenie liczebnosci kilku szczepow potencjalnie patogennych (Tang 1 wsp., 2020;
Mesnage 1 wsp., 2021; Aitbali i wsp., 2018). Obserwowana dysbioza jelitowa mogta
powodowac wigkszg czgsto$¢ wystepowania zaburzen emocjonalnych, neurologicznych
i neurodegeneracyjnych u badanych zwierzat (Aitbali i wsp., 2018, Rueda-Ruzafa i wsp.,
2019). U ludzi, ostrozne oszacowania wskazuja, ze ponad polowa gatunkéw w rdzeniu
ludzkiego mikrobiomu jelitowego jest wrazliwa na glifosat (Leino i wsp., 2021).
Poniewaz obecnie przyjmuje si¢, ze zaleznosci organizm ludzki - mikrobiom jelitowy sg
bardzo $ciste (holobiom) i majg wptyw na funkcjonowanie organizmu cztowieka, to

dziatanie r6znych pochtonigtych herbicydow moze by¢ bardzo istotne dla zdrowia ludzi.

1.6. Kontrowersje dotyczace wplywu ekspozycji ludzi na glifosat

Interpretacja badan (takze z uwagi na r6zng metodyke) nad szkodliwoscig glifosatu
dla ludzi budzi wiele kontrowersji. Najgto$niejsze z nich dotyczg sprzecznosci w ocenie
jego potencjalnego dziatania rakotworczego. Miedzynarodowa Agencja Badan nad
Rakiem (IARC) uznata w 2015 roku, ze zwiagzek ten jest prawdopodobnie rakotworczy
dla ludzi (IARC, 2017). Z kolei Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA)
1 Europejska Agencja Chemikaliow (ECHA) (ECHA, 2021) przyjetly, ze brak dowodow
na kancerogenne dziatanie glifosatu. Mozna zalozy¢, ze gtéwna przyczyna rozbieznosci

w ocenie byly istotnosci wynikoéw przeprowadzonych eksperymentow, jak i roznice w
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wielkos$ciach uzytych w nich dawek. Kontrowersje te byty przedmiotem analiz w r6znych
publikacjach (Berry, 2020; Tarazona i wsp., 2017; Connolly i wsp., 2020). Czegs¢
ekspertow uwaza, ze glifosat nie jest toksyczny lub, ze jego toksyczno$¢ jest bardzo niska
zaleznie od skali ekspozycji, jaka zostala zastosowana i moglaby stanowi¢ zagrozenie
jedynie przy kontakcie z duzymi dawkami (Berry, 2020; Williams i wsp., 2016a). W UE
dopuszczalne dzienne pobranie (ADI- acceptable daily intake) dla ludzi zostato ustalone
na poziomie 0,5mg/kg masy ciala na dzien (EFSA, 2017). Takie toksykologiczne
wartosci referencyjne sg okoto czterech rzgdow wielko$ci mniejsze niz uznane przez
IARC jako indukujace nowotwory i uszkodzenia genotoksyczne (Tarazona i wsp., 2017).
Istnieja jednak obserwacje, ze glifosat moze wywiera¢ szkodliwy wplyw na zwierzeta w
dawkach znacznie mniejszych, niz przyjmowane jako toksyczne (Mesnage i wsp., 2015;
Chtopecka i wsp., 2014).
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2. Cel pracy

Na podstawie dostgpnych danych literaturowych mozna przyjaé, ze przyswajanie
glifosatu (sktadnika $rodkéw ochrony roslin) zawartego w sktadnikach codziennej diety
zwykle nie przekracza dopuszczalnego dziennego pobrania (zgodnie z wytycznymi UE).
Opisano jednak, ze niskie stezenia tego zwiazku wplywaja w warunkach in vitro na
funkcje ludzkich komoérek réznego pochodzenia. Badanie zauwazalnego dziatania takich
matych dawek na organizm czlowicka wymagatoby przeprowadzenia szeroko

zakrojonych badan epidemiologicznych, trudnych do interpretacji.

Celem niniejszej pracy bylo oszacowanie wielkosci skazenia glifosatem wody
wodociggowej z uje¢ na terenie Wielkopolski 1 proba oceny, jak stezenia tego zwigzku
porownywalne z wykrytymi w wodzie, moga wplywac¢ na wybrane reakcje komorek krwi
obwodowej in vitro. Dlatego tez w niniejszej rozprawie zastosowano model z uzyciem
ludzkich leukocytow krwi obwodowej, gdyz taki uktad wydaje si¢ dobrze odzwierciedla¢
mozliwe oddziatywanie niskich dawek glifosatu na zdrowie cztowicka w naturalnym

srodowisku zycia.

Cele szczegdtowe obejmowaty:

1. Oceng wystepowania glifosatu w wodzie wodociggowej z uje¢ na terenie
Wielkopolski.

2. Oceng wplywu niskich stezen glifosatu na produkcje reaktywnych pochodnych
tlenowych przez ludzkie granulocyty krwi obwodowej, co §wiadczyloby o wpltywie tego
zwigzku na metabolizm wewnatrzkomorkowy.

3. Oceng potencjalnego wptywu niskich stezen glifosatu na poziom glutationu,

gléwnego czynnika zapewniajacego rownowage redoks w komorkach.

17



3. Material i metody
Badania cksperymentalne wykonano w Zakladzie Immunobiologii Wydziatu

Medycznego Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

3.1. Materialy

Probki wody pitnej pobranej losowo z wydzielonych obiektow Stacji Uzdatniania
Wody na terenie Wielkopolski (z wyjatkiem regionu poznanskiego) w okresie
pazdziernik-grudzien 2017 r. uzyskiwano z Pracowni Badania Gleb i W6d Wojewddzkiej
Stacji Sanitarno-Epidemiologicznej.

Wode (200mL) pobierano do butelek z ciemnobrazowego szkta, konserwowano
tiosiarczanem sodu do stezenia koncowego ok. 0,002% i do czasu wykonania oznaczen
glifosatu przechowywano w temperaturze 4°C.

Do doswiadczen przeprowadzanych na probkach krwi przygotowano wyjsciowy
roztwor glifosatu (CAS# 1071-83-6) (98,9% w/w, Instytut Przemystu Organicznego,
Warszawa, Polska) o stezeniu 1mg/ml w wodzie apirogennej. Roztwor ten sagczono przez
filtr strzykawkowy PES 0,22um (Merck Millipore), rozporcjowywano do sterylnych
probowek do glebokiego mrozenia (1,8ml) i do momentu uzycia przechowywano w
zamrazarce (-18°C).

W badaniach uzywano krwi od zdrowych dawcéw zakupionej w Wojewddzkiej
Stacji Krwiodawstwa w Poznaniu, wobec czego zgoda komisji Bioetycznej nie byta
wymagana. Krew w objetosci 7,5ml byta pobierana do probowek z heparyng litowa
(Sarstedt, Germany) 1 dostarczana do laboratorium w mozliwie najkrétszym czasie

(maksymalnie 1 godz.).
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3.2. Metody

3.2.1. Oznaczanie stezenia glifosatu w roztworach wodnych

3.2.1.1. Oznaczanie stezenia glifosatu w wodzie metoda ELISA

Do oznaczen stezen glifosatu w wodzie pitnej uzyto zestawu Glyphosate ELISA
Plate Kit PN5000086 firmy Abraxis Inc., PA, USA. Granica wykrywalnosci glifosatu
wynosita 0,05ppb (ng/1)

Zasada metody.

Oznaczanie stezenie glifosatu w tym tescie oparte jest na konkurencji glifosatu w
badanej probce z glifosatem wyznakowanym enzymatycznie o miejsce wigzania na
kroliczych przeciwciatach.

Oznaczenia przeprowadzono zgodnie z instrukcjg producenta:

1. Standardy, kontrole i probki derywatyzowano dodajac do probowek 250uL
wzorca, kontroli lub probki badanej, 1ml buforu testowego, 100uL rozcienczonego
odczynnika derywatyzacyjnego, a nastgpnie inkubowano w temperaturze pokojowej
przez 10 minut.

2. Do mikrodotkéw dodawano S0uL derywatyzowanych roztwordéw i S50uL roztworu
przeciwciala, mieszano 1 inkubowano mikroptytki przez 30 minut w temperaturze
pokojowej, po czym dodawano 50uL roztworu koniugatu enzymu, nastgpnie inkubowano
przez 60 minut w temperaturze pokojowej.

3. Zawarto$¢ dotkow dekantowano, a mikroptytki ptukano trzykrotnie roztworem
buforu ptuczacego przy uzyciu pluczki automatyczne;.

4. Po osuszeniu do poszczegolnych dotkéw dodawano 150ul roztworu substratu
(barwnika), po wymieszaniu inkubowano plytki z probkami przez 30 minut w
temperaturze pokojowej w ciemno$ci, a nastgpnie dodawano 100uL roztworu
przerywajacego reakcje.

5. Absorbancj¢ odczytywano przy dlugosci fali 450nm za pomoca czytnika ELISA
(EPOCH, BioTek) w ciggu 15 minut od dodania roztworu przerywajacego reakcje.

6. Stezenia glifosatu w probkach wyznaczano na podstawie krzywych wzorcowych

wykres§lanych w kazdej serii badan. Wszystkie oznaczenia wykonywano podwojnie.
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3.2.1.2. Oznaczanie stezenia glifosatu w roztworach wodnych technika HPLC

Wzorcowe roztwory glifosatu (CAS# 1071-83-6) (98,9% w/w, Instytut Przemystu
Organicznego, Warszawa, Polska) w stezeniach od 100 pmol/L do 50mmol/L
przygotowano metodg kolejnych rozcienczen w wodzie bidestylowanej. Jako $rodki
derywatyzujace zastosowano chloromréwczan 9-fluorenylometylu (FMOC-CI) (CAS#
28920-43-6, 98%, w/w, Sigma-Aldrich) i chloromréwczan 1-(hydroksymetylo)pirenu.
Jako rozpuszczalnikow uzyto acetonitrylu o czystosci HPLC (CAS# 75-05-8 HPLC
gradient grade, J.T. Baker), wody bidestylowanej (CAS# 7732-18-5) i odczynnikoéw o
czystosci analitycznej (czda): dichlorometanu (CAS# 75-09-2, POCh, Polska),
chloroformu (CAS# 67-66-3, POCh, Polska), eteru dietylowego (CAS# 60-29-7
Lachema, Czechy), diwodorofosforanu potasu (CAS# 7778-77-0, POCh, Polska), kwasu
ortofosforowego 85% (CAS# 7664-38-2, POCh, Polska), wodorotlenku potasu (CAS#
1310-58-3, POCh, Polska).

Kalibracja przeptywu w pompach HPLC Gilson 305, 306 i 307 zostata
przeprowadzona metoda grawimetryczng przy uzyciu wagi analitycznej RadWag. W
metodzie tej w ustabilizowanym przeplywie masa rozpuszczalnika dostarczonego w
zadanym interwale czasu jest porownywana z iloczynem szybkosci przeptywu, zadanego
interwatu czasu 1 gestosci rozpuszczalnika. Ponadto przy ustalonym stalym przeptywie
cieczy metoda réznicowa mierzone jest napigcie (nanowoltomierz pradu statlego Unipan
252) oraz natg¢zenie podawane na silnik pompy. Kryterium, iz pompa moze by¢
wykorzystana 1 moze spetnia¢ swoja funkcje to odchylenia przeptywu ponizej poziomu
0,002 mL/min przy zadanym przeptywie 1,000mL/min oraz stato$¢ napigcia i natezenia.

Pomiar stato$ci ci$nienia przy zadanym przeptywie rozpuszczalnika wykonano
czujnikiem piezoelektrycznym ze stosunkiem sygnat-szum 120dB, czestotliwos¢
100kHz. Odchylenia ponizej 0,5bar przy ci$nieniu 200bar uznano za kryterium, iz pompa
z modutem ci$nieniowym lub modut cisnieniowy nie wymagaja dalszej kalibrac;ji.

Dilutor (wstrzykiwacz) Gilson 401 skalibrowano podobnie jak pompy metoda
grawimetryczng. Mierzono, czy zadana obj¢to$¢ (przeliczona na masg) oraz szybkosé¢
przeplywu pokrywa si¢ z ilorazem objetosci i czasu przeptywu.

Sprawdzenie poprawnos$ci dziatania detektora UV-Vis Dionex AD20 oprocz
wewnetrznego testu (uruchamianego z poziomu serwisowego) polegato na sprawdzeniu
statos$ci odczytu absorbancji przy stalym przeplywie cieczy, przy czym za dopuszczalny
uznano dryft podany przez producenta — tj. ponizej 100uAU/godz. lub 100uAU/°C (po

wczesniejszym ponad pétgodzinnym ,,wlgczeniu” lampy). Podobnie szum uznano za
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prawidtowy jezeli wynosit ponizej 10pAU dla dtugosci fali 254nm, w dwusekundowym
czasie narastania (przy przeplywie wody). Pomiaru stosunku sygnat-szum wykonano
takze przy czutosci —20dB (nanowoltomierze pradu przemiennego Unipan 232B i 233).
Poprawnos$¢ dziatania w zakresie UV oraz rejestrowane wartos$ci absorbancji oraz
relacje warto$ci absorbancji od st¢zenia wykonano przy pomocy roztworéw wzorcowych

kofeiny.

Derywatyzacja

Do 4ml standardowego roztworu glifosatu (100pmol/L do 33umol/L) lub
analizowanej probki wody wodociggowej dodawano 2ml buforu boranowego, a nastepnie
4 ml $wiezo przygotowanego roztworu odczynnika derywatyzujacego FMOC-CI (lub
chloromrowczanu 1-(hydroksymetylo)pirenu) w acetonitrylu (o stgzeniu 50mmol/L).
Catos¢ mieszano przez pédt godziny w temperaturze 45-50°C i nastgpnie ochlodzono
do 5-8°C. Nadmiar $rodka derywatyzujacego usuwano poprzez trzykrotne przemycie po
5ml dichlorometanu (ewentualnie chloroformu lub eteru dietylowego), po czym
przesaczono przez teflonowy filtr strzykawkowy (0,22um).

Zastosowano wysokosprawny chromatograf cieczowy z autosamplerem
(mozliwos¢ nastrzykiwan objetosci od 10 do 50uL) Gilson 231-402, odgazowywaczem
(degasserem), dwoma pompami: sterujgcg Gilson 307 (z modutem manometrycznym)
oraz Gilson 306 podiaczonej do mieszacza Dynamix Mixer Gilson 811C. Rozdziat
przeprowadzono na kolumnie MetaChem Polaris NH2 (2x150mm, 3 mikrometry, z
prekolumng Cig) W temperaturze 25°C. Zastosowano detektor UV-Vis AD20 firmy
Dionex. Pompy podtaczone byty do systemu zbierania danych - HP ChemStation 7.0 z
modutem interfejsu HP 35900 (A/D).

Przeptyw eluentu zadano na statym poziomie 0,45 lub 0,50mL/min. Fazg ruchoma
stanowit acetonitryl i 0,05mol/L roztwor KH2PO4 (1:1 v/v), doprowadzony do pH 5,0
kwasem ortofosforowym Iub wodorotlenkiem potasu) przesagczonym wczesniej przez
filtr teflonowy 0,22pum.

Wszystkie badane probki wody analizowano co najmniej trzykrotnie.
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3.2.2. Ocena zywotnosci leukocytow krwi obwodowej
Do badania zywotnos$ci granulocytéw zastosowano zestaw FLIVO® In vivo Poly

Caspase Assay (ICT) firmy ImmunoChemistry Technologies, LLC.

Zasada metody.

Procedura opiera si¢ na ocenie odsetka komorek apoptotycznych, wybarwionych
znakowanymi fluorescencyjnie inhibitorami kaspaz (FLICA - Fluorochrome Inhibitor of
Caspases) i odsetka komorek nekrotycznych, wybarwionych jodkiem propidionowym (PI
- Propidium lodide). Czasteczki FLICA przenikaja przez btong komorkowa do wngtrza
komorki i wigzg si¢ kowalencyjnie z centrum aktywnym kaspaz (proteaz cysteinowych)
kluczowych enzymdw w procesie apoptozy. Aktywowane kaspazy rozszczepiaja tancuch
biatkowy, rozpoznajac sekwencj¢ 3 lub 4 aminokwaséw, ktora musi zawieraé resztg
kwasu asparaginowego (D) w pozycji P1. Kazda sonda FLICA zawiera odpowiednia
sekwencje, ktora jest celem réznych kaspaz. Ta sekwencja jest umieszczona pomiedzy
karboksyfluoresceing (FAM), barwnikiem wykazujacym zielong fluorescencje przy fali
wzbudzenia 488-492nm i fluorometyloketonem (FMK). Kaspazy rozszczepiaja FLICA,
tworzac nieodwracalne wigzanie kowalencyjne z FMK. Niezwigzany odczynnik zostaje
usuniety z komorki podczas plukania. Komorki apoptotyczne, ktore wigzg FLICA
wykazuja wigksza intensywnos¢ fluorescencji niz komorki nieuszkodzone.

Komorki nekrotyczne od zywych odrézniano na podstawie barwienia jodkiem
propidionowym (PI), ktory wigze si¢ stechiometrycznie z dwuniciowymi kwasami
nukleinowymi. Jodek wnika do komorek dopiero przy zaburzeniu integralnosci btony
komorkowej, a stosowany w niskich stezeniach pozwala na zidentyfikowanie martwych

komorek.

Oznaczenia przeprowadzono zgodnie z instrukcjg producenta:

1. Do probowek zawierajacych 20uL krwi dodawano 20uL PBS i1 5uL roztworu
glifosatu lub soli fizjologicznej (kontrola) i inkubowano przez 1 godzing w temperaturze
pokojowej.

2. Do probowek dodawano 1pL roztworu FLICA i zawiesing delikatnie wstrzgsano.

3. Komoérki inkubowano bez dostgpu §wiatla w temperaturze 37°C przez 1 godzine,
nastepnie dodawano 200uL buforu ptuczacego (1 X Apoptosis Wash Buffer) i delikatnie

mieszano.

22



4. Probki odwirowywano przy przyspieszeniu 200 X g przez 7 minut w temperaturze
pokojowej, supernatant odrzucano, a komorki zawieszano w 100uL buforu ptuczacego.

5. Probki odwirowywano przy przyspieszeniu 200 x g przez 7 minut w temp.
pokojowej, a komorki zawieszano w 400uL buforu ptuczacego i inkubowano w 4°C przez
10 min.

6. Do zawiesiny dodawano 2uL PI, mieszano i umieszczano probki na lodzie na
20 min.

7. Nastepnie dodawano 400uL ptynu lizujacego i inkubowano przez 20 minut bez
dostgpu Swiatta w temperaturze pokojowej.

8. Probki odwirowywano przy przyspieszeniu 200 x g przez 7 minut w temperaturze
pokojowej, supernatant odrzucano, a komorki zawieszano w 1000uL buforu ptuczacego.

9. Fluorescencj¢ komodrek mierzono w cytometrze Sysmex Partec-CyFlow®Space
przy dhugosci fali wzbudzenia 488nm. Pomiaru fluorescencji PI dokonywano w zakresie
widma $wiatta czerwonego ponizej 630nm, natomiast FAM w zakresie widma $wiatta

zielonego 515-545nm, stosujac logarytmiczne wzmocnienie sygnatu.

3.2.3. Badanie ,,wybuchu oddechowego” neutrofilow
Do badania produkcji reaktywnych form tlenu (RFT) w granulocytach uzyto
zestawu PHAGOBURST™ firmy Glycotope Biotechnology GmbH.

Zasada metody.

Zetkniecie si¢ obcej czastki z zewnetrzng btong neutrofila zapoczatkowuje faze
pochlaniania (endocytozy). W momencie oddzielania si¢ blony, majacej utworzy¢
pecherzyk fagocytarny, od powierzchni komorki, nastepuje zwiekszone wytwarzanie
reaktywnych form tlenu (RFT), co jest okreslane jako "wybuch oddechowy" (oxidative
burst). W procesie tym gtéwnag role odgrywa aktywacja oksydazy NADPH, a powstajacy
anionorodnik ponadtlenkowy O2'- jest prekursorem innych reaktywnych pochodnych
tlenu. Poziom RFT w komorce mozna ocenié, uzywajac odpowiednich fluorochromoéw,
jak np. dihydrorodamina 123 (DHR123), ktora po utlenieniu do rodaminy 123 uzyskuje
wlasciwosci fluorescencyjne.

Szlak sygnalowy warunkujacy aktywacje oksydazy NADPH obejmuje zmiany
szeregu czasteczek 1 aktywacj¢ kinazy biatkowej C (PKC), enzymu oddziatywujacego z
kompleksem oksydazy NADPH. W warunkach in vitro PKC moze zosta¢ bezposrednio

zaktywowana przez estry forbolu (PMA-phorbol 12-myristate 13-acetate), co z kolei
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aktywuje dostgpne czasteczki NADPH i w rezultacie pozwala na oszacowanie zdolnos$ci
fagocytu do produkcji RFT.

Oznaczenia przeprowadzono zgodnie z instrukcjg producenta:

1. Do probowek zawierajacych 20uL krwi dodawano 20uL PBS i 5uL roztworu
glifosatu lub soli fizjologicznej (kontrola) i inkubowano przez 1godz. w temp. pokojowe;j.

2. Do wychtodzonych probek (inkubowanych przez 10 min. w 4°C) dodawano 8uL
wychtodzonej zawiesiny bakterii E. coli lub 8uL PMA 1 doktadnie mieszano.

3. Proby inkubowano przez 15 minut w temperaturze 37,0°C, po czym dodawano
8uL roztworu DHR123, doktadnie mieszano i inkubowano przez kolejne 15 min. w
37,0°C.

4. Do badanych probek krwi petnej dodawano 400uL roztworu lizujacego, mieszano
I inkubowano przez 20 min. w temperaturze pokojowej.

5. Komorki odwirowywano przez 5 min. przy 250 x g, w temperaturze pokojowej i
przemywano 1ml roztworu ptuczacego, po czym procedure powtarzano.

6. Supernatant odrzucano, a do probowek dodawano 40uL roztworu barwigcego
DNA (zawartego w zestawie) i inkubowano bez dostgpu $wiatta przez 10 min. w tazni
lodowej.

7. Fluorescencj¢ komorek mierzono w cytometrze Sysmex Partec -CyFlow®Space
przy dtugosci fali wzbudzenia 488nm. Pomiaru fluorescencji DNA dokonywano w
zakresie widma s$wiatta czerwonego ponizej 630nm, natomiast DHR123 w zakresie
widma $wiatta zielonego 515-545nm, stosujac logarytmiczne wzmocnienie sygnatu.

8. Granulocyty bramkowano wykorzystujac fluorescencje wybarwionego DNA, a

nastgpnie oceniano wielko$¢ produkcji RFT w tak wybarwionych komorkach.
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3.2.4. Ocena zdolnos$ci neutrofiléw do fagocytozy
Do badania pochtaniania bakterii przez granulocyty uzyto zestawu

PHAGOTEST™ firmy Glycotope Biotechnology GmbH.

Zasada metody.

Zdolnos¢ okreslonych komorek krwi do pochtaniania patogenéw (fagocytozy) jest
istotnym elementem odpornosci immunologicznej ssakow. U czlowieka do takich
komorek naleza granulocyty, ktore charakteryzuja si¢ duza zdolnoscig fagocytozy i
stanowig pierwsza lini¢ obrony w kazdym przypadku wniknigcia drobnoustrojéw do
organizmu. Neutrofile fagocytuja i zabijajg przede wszystkim szybko namnazajace si¢ i
inwazyjne bakterie. Komorka fagocytujaca, taczy si¢ w sposdb nieswoisty z patogenem,
prawdopodobnie na zasadzie interakcji powierzchniowych grup cukrowcowych
(wigzanie lektynopodobne). Proces ten, zwany przyleganiem, zachodzi latwiej po
optaszczeniu antygenu przez tzw. opsoniny, do ktorych naleza immunoglobuliny,
niektore skltadowe dopelniacza, a takze inne substancje. Aktywno$¢ fagocytarna

granulocytow jest jednym z istotnych wyktadnikow odpornosci wrodzone;.

Oznaczenia przeprowadzono zgodnie z instrukcja producenta:

1. Do probowek zawierajacych 20uL krwi dodawano 20uL PBS i 5uL roztworu
glifosatu lub soli fizjologicznej (kontrola) i inkubowano przez 1 godzing w temperaturze
pokojowe;j.

2. Do wychtodzonych probek dodawano 4ul wychlodzonej zawiesiny
opsonizowanych bakterii E. coli znakowanych izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC) i
doktadnie mieszano.

3. Proby inkubowano przez 10 minut w temperaturze 37,0°C.

4. Po inkubacji wszystkie proby umieszczano na lodzie w celu zatrzymania
fagocytozy i dodawano 20puL wychtodzonego roztworu ttumiacego fluorescencje bakterii
E.coli przytaczonych do zewngtrznej btony komorki.

5. Komorki odwirowywano przez 5 min. przy 250 x g, w temp. pokojowej i
przemywano 1ml roztworu ptuczacego, po czym procedure powtarzano.

6. Do probek z krwinkami dodawano 400uL roztworu lizujacego, mieszano i
inkubowano przez 20 min. w temperaturze pokojowej.

7. Komorki jadrzaste odwirowywano przez 5 minut przy 250 x g w temperaturze

pokojowej i przemywano 1ml roztworu ptuczacego.
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8. Supernatant odrzucano, komoérki zawieszano w 400uL roztworu pluczacego i
dodawano 40 pL roztworu barwigcego DNA , po czym inkubowano bez dostgpu $wiatta
przez 10 minut w azni lodowe;j.

9. Fluorescencj¢ komdrek mierzono w cytometrze Sysmex Partec CyFlow®Space
przy dlugosci fali wzbudzenia 488nm. Pomiaru fluorescencji DNA dokonywano w
zakresie widma $wiatta czerwonego ponizej 630nm, natomiast FITC w zakresie widma
$wiatta zielonego 515-545nm, stosujgc logarytmiczne wzmocnienie sygnatu.

10. Granulocyty bramkowano wykorzystujac fluorescencj¢ wybarwionego DNA, a
nastepnie oceniano wielko$¢ fagocytozy w tak wybarwionych komorkach.

11. Odczytane w ten sposob dane obejmowaty procentowa ilos¢ komorek, ktére
wykazaty fagocytoze oraz $rednig intensywno$¢ fluorescencji, odpowiadajaca liczbie

bakterii pochlonigtych przez jedng komorke.

3.2.5. Oznaczanie stezenia glutationu w lizatach komorkowych
Do oznaczen uzyto zestawu Glutathione Colorimetric Detection Kit EIAGSHC

firmy Invitrogen™. Czutos$¢ testu producent okreslit na 0,634 uM glutationu.

Zasada metody.

Glutation (y-glutamylo-cysteinylo-glicyna) jest jednym =z najwazniejszych
przeciwutleniaczy w przyrodzie. Wystepuje w formie tiolowej (zredukowanej - GSH) i
dwusiarczkowej (utlenionej — GSSG). GSSG powstaje z dwoch czasteczek GSH
potaczonych wigzaniem dwusiarczkowym w wyniku m.in. reakcji enzymatycznych
eliminujacych nadtlenki. W komorce eukariotycznej glowna role fizjologiczna odgrywa
GSH, uczestniczacy w obronie organizmu przed tzw. stresem oksydacyjnym; posta¢
utleniona stanowi mniej niz 1% catkowitej puli glutationu. GSSG jest redukowany do
GSH przez reduktaze glutationu zalezng od NADPH. Uktad redoks GSH / GSSG

zapewnia wlasciwe srodowisko w komorce.

26



Oznaczenia przeprowadzono zgodnie z instrukcja producenta:

1. Do probowek zawierajacych 20uL krwi dodawano 20uL PBS i 5uL roztworu
glifosatu lub soli fizjologicznej (kontrola) i inkubowano przez 1 godzing w temperaturze
pokojowe;j.

2. Probki krwi odwirowywano, usuwano nasgcz, plukano zimnym PBS i zawieszano
w 5% wychtodzonym roztworze kwasu 5-sulfo-salicylowego, wytrzasano i inkubowano
przez 10 minut w temperaturze 4°C.

3. Probowki z lizatem komoérkowym odwirowywano przy 14000 obr/min przez 10
minut w 4°C (wirowka Eppendorf 5804 R), a supernatant stuzyt do oznaczania st¢zen
GSH.

4. W przypadku oznaczania GSSG do 250uL supernantantu dodawano 5yl roztworu
2-winylopirydyny (aby zablokowa¢ wolny GSH lub inne tiole) i inkubowano przez 1
godzing w temperaturze pokojowe;j.

5. Badane supernantanty rozcienczano w proporcji 1:4 buforem dostarczonym przez
producenta.

6. W podobny sposob przygotowywano roztwory wzorcowe GSH lub GSSG.

7. Do mikrodotkéw dodawano 50uL wzorca lub badanych supernatantow, a
nastgpnie 25uL odczynnika do oznaczen kolorymetrycznych, znajdujacego sie w
zestawie.

8. Do kazdego dotka dodawano 25uL mieszaniny reakcyjnej zawierajacej reduktaze
glutationowa i NADPH, mieszano i inkubowano przez 20 minut w temperaturze
pokojowe;j.

9. Oznaczen dokonywano z uzyciem czytnika Epoch firmy Biotek przy dtugosci fali
405nm.

10. Stezenia GSH i GSSG wyznaczano z odpowiednich krzywych wzorcowych.
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3.2.6. Statystyczne opracowanie danych

3.2.6.1. Analiza statystyczna wynikow oznaczania stezenia glifosatu w wodzie
Rozktad danych oceniono przy uzyciu testu Kolmogorowa-Smirnowa. Istotno$¢
réznic pomie¢dzy wynikami badan wykonanych metodami HPLC i ELISA oceniano za
pomoca sparowanego testu Studenta. Korelacje miedzy wynikami badan HPLC i ELISA
oceniano za pomocg wspotczynnika korelacji Pearsona. Dane analizowano za pomocg

oprogramowania Medcalc® (Belgia).

3.2.6.2. Analiza statystyczna wplywu glifosatu na komérki in vitro

Analizg statystyczng wykonano w programie MedCalc® Statistical Software version
19.5.3 (MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org; 2020).

We wszystkich zastosowanych testach statystycznych poziom p<0,05 przyjeto jako
potwierdzajacy istotno$¢ statystyczng.

Dla zmiennych w poszczegélnych seriach badan wyliczono wartos$ci $rednie,
odchylenia standardowe, mediang oraz warto$¢ minimalng 1 maksymalng.

Nastepnie sprawdzano zgodno$¢ rozktadéw zmiennych z rozktadem normalnym. W
obu seriach badan nie wszystkie zmienne spehlily warunek normalnosci, dlatego
zastosowano test nieparametryczny dla zmiennych powiazanych — test Friedmana.

Gdy obliczone prawdopodobienstwo bylo mniejsze od wybranego poziomu
istotno$ci, to mozna stwierdzi¢, ze co najmniej dwie zmienne znacznie si¢ od siebie
r6znig. W dalszym kroku wykonywany byt test post-hoc (test post-hoc Conover), ktory
wskazuje pomiedzy ktérymi zmiennymi zachodzi istotnie statystyczna rdznica (gdy
p<0,05).

Dla zmiennych wyliczono wartosci $rednie, odchylenia standardowe, mediang oraz
warto$¢ minimalng 1 maksymalng. Nastepnie sprawdzano zgodno$¢ rozktadow
zmiennych z rozktadem normalnym. W przypadku, gdy nie wszystkie zmienne spetnity

warunek normalnos$ci, zastosowano test nieparametryczny Friedmana.

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

4.1. Stezenia glifosatu w wodzie wodociagowej

Stezenia glifosatu oznaczono w 66 probkach wody wodociggowe] metodami:
HPLC i ELISA. Korelacja pomigdzy danymi uzyskanymi obiema metodami byta wysoka
(r=0,97), co potwierdzita analiza regresji. Metoda HPLC wykrywano w badanych
probach glifosat w zakresie stezen 0,07 - 0,31pug/L (95% Cl przedziat ufnosci dla sredniej:
0,12 -0,18ug/L), natomiast w testach ELISA oznaczano jego wartosci od granicy
wykrywalnosci (0,1ug/L) do 0,332ug/L (95% CI dla $redniej: 0,12-0,18ug/L). Wykryte
stezenia byly stosunkowo niskie: 0,15+0,06 pg/L przy uzyciu HPLC i 0,15+0,07ug/L w
testach ELISA. Glifosat w roztworach wodnych jest stabilny. Zamrazanie i rozmraZanie,
gotowanie i autoklawowanie probek nie wptywato na poziom glifosatu w badanych
roztworach. Zwigzek ten nie byl rowniez usuwany z roztworu w procesie sgczenia przy

uzyciu komercyjnych filtréw do wody stosowanych w gospodarstwach domowych.

4.2. Ocena potencjalnie toksycznego dzialania glifosatu na leukocyty krwi
obwodowej

Do oceny toksycznos$ci glifosatu zastosowano metode cytometrii przeptywowej z
uzyciem sondy FLICA i jodku propidionowego.

Komorki apoptotyczne wykazywaty fluorescencje w zielonym zakresie widma,

martwe w zakresie czerwonym.
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200+
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SsC
Ryec. 2. Przyktadowy cytogram - wyodrgbniono bramkami populacje limfocytéw (R3),

monocytéw (R2) 1 granulocytow (R1) w obrazie cytometrycznym.
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Ryc. 3. Obraz z cytometru przeptywowego Sysmex Partec-CyFlow®Space
przedstawiajacy rozdziat badanych granulocytéw na:

QB3. Komorki zywe - FAM(-)PI -); QB4. Komorki umierajace - FAM(+)PI(-);

QB2. Komorki apoptotyczne - FAM(+)PI(+); QB1. Komorki nekrotyczne - FAM(-)PI(+)
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Ryc. 4. Obraz z cytometru przeptywowego Sysmex Partec -CyFlow®Space
przedstawiajacy rozdziat badanych limfocytéw na:

QA3. Komorki zywe - FAM(-)PI(-); QA4. Komorki umierajace - FAM(+)PI(-),
QAZ2. Komorki apoptotyczne - FAM(+)PI(+),

QA1. Komorki nekrotyczne - FAM(-)PI(+)
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Analiza statystyczna przedstawionych wynikow wykazata, ze jednogodzinna
inkubacja préobek komoérek krwi z badanymi stgzeniami glifosatu nie wpltywa na
zywotno$¢ granulocytow i limfocytow (Tabela 2 1 3). Testy MTT wykazaly brak
toksycznego wptywu glifosatu w stezeniu 10pug/mL w trzydniowych hodowlach in vitro

limfocytow niestymulowanych lub stymulowanych mitogenem. (inf. dr Jacek Sikora).

Tab. 2. Wplyw réznych stezen glifosatu na $redni kanat fluorescencji w populacji

granulocytow.
OGOLEM (N=7) Granulocyty
stezenia [ug/mL] | $rednia=SD | mediana min-max P
kontrola 0 95,85+2,03 | 95,88 93,04-98,50
0,01 96,50+1,75 | 96,88 93,28-98,60
0,1 96,68+0,86 | 97,13 95,31-97,46 0,2729
1 94,43+£2,07 | 93,76 92,47-97,17
10 95,55+3,14 | 96,84 89,29-98,09

Parametry statystyczne oraz wynik testu Friedmana (p>0,05 oznacza statystycznie

nieistotne réznice pomi¢dzy poroOwnywanymi grupami stezen).

Tab. 3. Wplyw réznych stezen glifosatu na $redni kanat fluorescencji w populacji

limfocytow.
OGOLEM (N=7) Limfocyty
stezenia [ug/mL] | $rednia+SD | mediana min-max P
kontrola 0 96,15+£2,20 | 95,58 92,92-99,22
0,01 96,51£1,95 | 97,27 93,36-98,51
0,1 96,49+2,00 | 96,72 92,41-98,59 0,7252
1 96,22+£2,56 | 96,41 92,59-99,49
10 95,33+£1,22 | 95,37 93,98-96,86

Parametry statystyczne oraz wynik testu Friedmana (p>0,05 oznacza statystycznie

nieistotne réznice pomi¢dzy porownywanymi grupami st¢zen).
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4.3. Badanie wybuchu oddechowego w granulocytach

Do oceny produkcji wolnych rodnikéw w granulocytach zastosowano metodg
cytometrii przeptywowej z uzyciem dihydrorodaminy 123 (DHR123) i roztworu
barwigcego DNA (zawartego w zestawie producenta). Wielkos$¢ produkcji reaktywnych
pochodnych tlenu (RFT) oceniono na podstawie intensywnosci fluorescencji w zielonym
zakresie widma, natomiast zywe komorki wykazujace fluorescencj¢ identyfikowano na

podstawie barwienia w zakresie czerwonym.
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Ryc. 5. Przyktadowy cytogram - populacje limfocytéw (R3), monocytow (R2) i

granulocytow (R1) w obrazie cytometrycznym. W dalszej analizie uzywano

wyodrgbnione bramka populacje granulocytow (R1) krwi obwodowe;.
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Ryc. 6. Histogram przedstawiajacy intensywnos$¢ fluorescencji DHR123 ($redni kanat)

w granulocytach spoczynkowych.
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Jednogodzinna inkubacja krwi pelnej z roztworami glifosatu o réznych stezeniach

nie powodowata zwigkszenia metabolizmu tlenowego w granulocytach. (Tab. 4)

Tab. 4. Wplyw réznych stezen glifosatu na $redni kanat fluorescencji w populacji

granulocytow niestymulowanych.

OGOLEM (N=32) Warto$¢ sredniego kanatu fluorescencji DHR123
stezenia glifosatu ) )
srednia+SD mediana min-max
[ng/mL] p
0 1,39+0,40 1,37 0,76-2,40
0,01 1,46+0,38 1,43 0,62-2,26
0,4124

0,1 1,44+0,51 1,31 0,67-2,55
1 1,39+0,47 1,29 0,75-3,16

Parametry statystyczne oraz wynik testu Friedmana (gdy p>0,05 oznacza statystycznie

nieistotne réznice migdzy poréwnywanymi grupami stezen).

4.3.1. Wplyw glifosatu na wybuch oddechowy w komoérkach stymulowanych PMA

2501 Gate: R4
2009

1504

FSC

100 R3

50—5‘ !

o 5 100 150 200 250
SsC
Ryc. 7. Cytogram przedstawiajacy - populacje limfocytow (R3), monocytow (R2)
1 granulocytow (R1) w probkach krwi po dodaniu PMA.
W analizie uzywano wyodrgbnione bramka populacje granulocytow (R1) krwi

obwodowe;j.
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Ryc. 8. Histogram przedstawiajacy intensywno$¢ fluorescencji DHR123 ($redni kanat)

w granulocytach stymulowanych PMA.

Jednogodzinna inkubacja krwi petnej z roztworami glifosatu o ré6znych stezeniach

nie powodowatla zmian w metabolizmie tlenowym granulocytow stymulowanych PMA.

Tab. 5. Wplyw ro6znych stezen glifosatu na $redni kanat fluorescencji w populacji

granulocytow stymulowanych PMA.

OGOLEM (N =16) | Warto$¢ wybuchu oddechowego po stymulacji PMA
stezenia [pg/mL] srednia+=SD mediana min-max P
kontrola O 49,77+13,79 49,90 23,70-67,20
0,01 60,99+11,38 60,70 45,20-81,80
0,1 60,20+£12,90 61,90 34,00-81,80
05 61,16+10,68 60,95 42,80-83,30 01409
1 62,42+8,64 60,95 49,70-84,90
5 61,19+£10,77 60,65 41,30-90,40

Parametry statystyczne oraz wynik testu Friedmana (gdy p>0,05 oznacza statystycznie

nieistotne réznice migdzy pordwnywanymi grupami stezen).
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4.3.2. Wplyw glifosatu na wybuch oddechowy komorek stymulowanych fMLP i

E.coli

2501 Gate: R4
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Ryc. 9. Cytogram przedstawiajacy - populacje limfocytéw (R3), monocytéw (R2) i
granulocytow (R1) w probkach krwi stymulowanych fMLP i E.coli.
W analizie uzywano wyodrgbnione bramka populacje granulocytow (R1) krwi

obwodowe;j.
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Ryc. 10. Histogram przedstawiajacy intensywnos¢ fluorescencji DHR123 ($redni kanat)

w granulocytach stymulowanych fMLP i E.coli.

35



W przeprowadzonych badaniach zaobserwowano stymulujacy wplyw réznych
stezen glifosatu na produkcje RFT w granulocytach stymulowanych fMLP i E.coli (od
20% przy 10pg/ml do 60% przy 0,5ug/ml) Wszystkie badane stgzenia zwigkszaty
produkcje wolnych rodnikoéw lecz nie zaobserwowano liniowej zalezno$ci od dawki
(Ryc. 11, Tab. 6, Tab. 7).

Intensywnos¢ fluorescencji granulocytow

inkubowanych z glifosatem o r6znych stezeniach
(n=32)

20
15

10

intensywnos¢ fluorescencji

0 0.01 0.1 1
stezenie glifosatu [pg/ml]

Ryc. 11. Wplyw jednogodzinnej inkubacji probek krwi obwodowej z r6znymi

stezeniami glifosatu na ,,wybuch oddechowy” granulocytow indukowany fMLP 1 E.coli.

Tab. 6. Procentowe zmiany warto$ci Sredniego kanatu fluorescencji DHR123

w granulocytach stymulowanych fMLP i E.coli w obecnosci glifosatu.

Stezenia glifosatu

[ng/mi] 0 0,01 0,1 0,5 1 5 10

Wartos¢ $redniego

kanatu fluorescencji 12,0 16,7 16,2 19,7 17,7 18,7 14,8

Procent zmian 100,00 | 137,09 | 134,85 | 163,83 | 146,96 | 155,67 | 123,34
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Tab. 7. Wplyw roznych stezen glifosatu na §redni kanat fluorescencji w granulocytach

stymulowanych fMLP i E.coli.

OGOLEM (N=32) intensywno$¢ fluorescencji
- - p

stezenie glifosatu [ug/mL] | $rednia+SD mediana min-max
0 12,06+7,63 10,60 2,20-36,2

0,01 16,74+9,97 14,60 5,20-48,9

0,0000
0,1 16,21+8,70 14,45 4,50-35,00
1 17,67+8,32 17,65 2,60-35,30

Parametry statystyczne oraz wynik testu Friedmana (gdy p<0,05 oznacza statystycznie
istotne roznice migdzy porownywanymi grupami stezen). Wyniki testu post hoc dla
testu Friedmana oznaczaja, ze na pewno stezenie 0 (kontrola) rdzni si¢ istotnie od

pozostatych, a st¢zenie 0,1pg/mL prawdopodobnie rozni si¢ od 1pg/mL .

4.4. Wplyw glifosatu na aktywnos$¢ fagocytarng granulocytow

Do oceny aktywnosci fagocytarnej granulocytéw zastosowano metode cytometrii
przeplywowej z uzyciem zawiesiny opsonizowanych bakterii E. coli znakowanych
izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC) i roztworu barwigcego DNA (zawartego w

zestawie producenta)

2501 Gate: R4

200+

150+

FSC

50\ E

0 50 100 150 200 250
SSC

Ryc. 12. Cytogram przedstawiajacy - populacje limfocytow (R3), monocytow (R2) i
granulocytow (R1) w probkach krwi z dodatkiem barwionych komorek E.coli. W

analizie uzywano wyodrebnione bramkg populacje granulocytow (R1) krwi obwodowe;.
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Ryc. 13. Histogram przedstawiajacy intensywno$¢ fluorescencji ($redni kanat) w

granulocytach, ktore pochtonetly E.coli.

Jednogodzinna inkubacja petnej krwi z r6Zznymi stezeniami glifosatu nie

zwigkszata aktywnosci fagocytarnej granulocytéw. Liczba komorek fagocytujacych

takze nie ulegata zmianie (Tab.8).

Tab. 8. Wplyw roznych stezen glifosatu na $redni kanat fluorescencji w granulocytach

fagocytujacych bakterie E.coli.

OGOLEM (N=10) FAGOTEST E.coli
stezenia glifosatu
srednia+=SD mediana min-max
[ng/mL] P
0 18,91+4,44 19,34 12,66-28,93
0,01 16,36+4,05 16,64 9,11-22,77
0,1 16,89+4,94 16,67 10,44-26,24 | 0,0687
1 18,30+5,38 18,02 10,63-29,97
10 17,07+4,44 17,19 11,16-23,99

Parametry statystyczne oraz wynik testu Friedmana (gdy p<0,05 oznacza statystycznie

istotne réznice migdzy porownywanymi grupami stezen).
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4.5. Wplyw inkubacji krwi obwodowej z glifosatem na wewnatrzkomorkowe

stezenia glutationu

4.5.1. Wplyw inkubacji prébek krwi obwodowej z wybranymi stezeniami glifosatu
na stezenia glutationu zredukowanego (GSH)

W testach kolorymetrycznych nie stwierdzono réznic istotnych statystycznie w
stezeniach zredukowanego glutationu w komorkach po jednogodzinnej inkubacji z

wybranymi st¢zeniami glifosatu (Tab. 9, Tab.10).

Tab. 9. Stezenia glutationu (uM) w badanych probkach krwi

Glifosat [pg/ml] 0 0,5 5
Probka 1 glutation [uM] 0,83 0,77 0,69
Probka 2 glutation [uM] 415 4,35 45
Probka 3 glutation [uM] 414 3,53 4 87
Probka 4 glutation [uM] 4,65 4,01 4,38
Probka 5 glutation [uM] 451 3,96 4.4
Probka 6 glutation [uM] 5,3 3,89 3,99

Tab. 10. Zmiany stezenia glutationu (WM) w badanych probkach krwi niestymulowanej

OGOLEM (N=6) GSH - glutation
stezenia glifosatu ) )
srednia+SD mediana min-max
[ng/ml] p
kontrola O 3,93+1,58 4,33 0,83-5,30
0,5 3,41£1,32 3,92 0,77-4,35 | 0,1146
5 3,80+1,55 4,39 0,69-4,87

Parametry statystyczne oraz wynik testu Friedmana (p<0,05 ozn. statystycznie réznice

miedzy pordwnywanymi grupami stgzen).
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4.5.2. Wplyw inkubacji probek krwi obwodowej stymulowanych PMA z
wybranymi stezeniami glifosatu na stezenia GSH
W testach kolorymetrycznych stwierdzono rdéznice istotng statystycznie w

stezeniach zredukowanego glutationu (GSH) w komorkach po jednogodzinnej inkubacji

(Tab.11, Tab.12)

Tab. 11. St¢zenia glutationu (WM) w badanych probkach krwi stymulowanej PMA

Glifosat [pg/ml] 0 0,5 5
Probka 1 glutation [uM] 0,7 0,68 0,69
Probka 2 glutation [uM] 441 3,24 3,76
Probka 3 glutation [uM] 4,2 3,94 4,04
Probka 4 glutation [uM] 452 4,14 422
Probka 5 glutation [uM] 4,16 3,34 3,32
Probka 6 glutation [uM] 3,83 3,26 3,54

Tab. 12. Zmiany stezenia glutationu (uM) w badanych probkach krwi stymulowanej
PMA

OGOLEM (N=6) Glifosat z PMA
stezenia glifosatu ] )
srednia+SD mediana min-max
[ng/ml] P
kontrola O 3,64+1,46 4,18 0,70-4,52
0,5 3,10+1,24 3,30 0,68-4,14 | 0,0057
5 3,26+1,30 3,65 0,69-4,22

Parametry statystyczne oraz wynik testu Friedmana (p<0,05 oznacza statystycznie
réznice miedzy porOwnywanymi grupami stezen). Nastepnie wykonano test post-hoc
Dunna, ktory wskazuje na statystycznie istotne roznice (p<0,01) miedzy stezeniem

0 (kontrola) a 0,5pug/ml oraz stgzeniem 0 a Spg/ml.
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4.5.3. Wplyw inkubacji probek krwi obwodowej z wybranymi stezeniami glifosatu

na stezenia glutationu utlenionego (GSSG)

W testach kolorymetrycznych nie stwierdzono roznic istotnych statystycznie w

stezeniach utlenionego glutationu (GSSG) w komorkach po jednogodzinnej inkubacji

probek (Tab.13, Tab.14).

Tab. 13. Stezenia utlenionego glutationu (uM) w badanych probkach krwi

niestymulowanej w réznych stezeniach glifosatu

Glifosat [pg/ml] 0 0,5 5
Probka 1 glutation [uM] 3,97 3,5 3,26
Probka 2 glutation [uM] 1,08 0,73 0,86
Probka 3 glutation [uM] 0,78 0,78 0,86
Probka 4 glutation [uM] 0,97 0,73 0,72
Probka 5 glutation [uM] 0,31 0,75 0,7

Tab. 14. Zmiany ste¢zenia utlenionego glutationu (uM) w badanych prébkach krwi

niestymulowanej

OGOLEM (N=5) GSSG - glutation utleniony
stezenia glifosatu ) ]
srednia=SD | mediana | min-max
[ng/mi] P
kontrola O 1,42+1,45 0,97 0,31-3,97
0,5 1,29+1,23 0,75 0,73-3,50 0,6918
5 1,28+1,11 0,86 0,70-3,26

Parametry statystyczne oraz wynik testu Friedmana (p>0,05 oznacza statystycznie

nieistotne roznice migdzy poréwnywanymi grupami stezen).
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4.5.4. Wplyw inkubacji probek krwi obwodowej stymulowanych PMA z

wybranymi stezeniami glifosatu na stezenia GSSG

W testach kolorymetrycznych nie stwierdzono roznic istotnych statystycznie w

stezeniach utlenionego glutationu (GSSG) w komorkach po jednogodzinnej inkubacji

probek (Tab.15, Tab. 16).

Tab. 15. Stezenia utlenionego glutationu (uM) w badanych probkach krwi

stymulowanych PMA w réznych stezeniach glifosatu

Glifosat [pug/ml] 0 0,5 5
Probka 1 glutation [uM] 3,31 3,35 3,36
Probka 2 glutation [uM] 3,34 2,71 2,64
Probka 3 glutation [uM] 1,03 0,77 0,81
Probka 4 glutation [uM] 0,79 0,67 0,81
Probka 5 glutation [uM] 0,66 0,62 0,67
Probka 6 glutation [uM] 0,69 0,56 0,6

Tab. 16. Zmiany stgzenia glutationu utlenionego (uM) w badanych probkach krwi

stymulowanej PMA

OGOLEM (N=6) GSSG - glutation utleniony
stezenia glifosatu [pg/ml] | $rednia+SD | mediana | min-max p
kontrola 0 1,64+1,32 0,91 0,66-3,34
0,5 1,45+1,25 0,72 0,56-3,35 | 0,1353
5 1,48+1,20 0,81 0,60-3,36

Parametry statystyczne oraz wynik testu Friedmana (p>0,05 oznacza statystycznie

nieistotne réznice migdzy poréwnywanymi grupami stezen).
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5. Dyskusja

5.1. Stezenia glifosatu w probkach wody wodociagowej z uje¢ na terenie
Wielkopolski

Glifosat zostat wykryty w wielu probkach wod zebranych na catym $wiecie (Masiol
I wsp., 2018; Annett i wsp., 2014). Jego wystepowanie wydaje si¢ by¢é zwigzane z
uprawami rolnymi (Van Stempvoort i wsp., 2016; Montiel-Leon i wsp., 2019), jednak
zastosowania pozarolnicze moga w znacznym stopniu przyczynia¢ si¢ do obecnosci
glifosatu w wodach powierzchniowych (Poiger i wsp., 2017; Ramwell i wsp., 2014). Ze
wzgledu na polarng strukture glifosatu, niska lotno$¢ i matg mase czasteczkowa, pomiar
glifosatu w wodzie pitnej (gdzie wystepuje on w niskich stezeniach) jest trudny (Ibafiez i
wsp., 2006). Te cechy czasteczki oraz brak grup chromoforowych sa podstawowa
przyczyna stosowania derywatyzacji (Martins-Junior i wsp., 2009), ktora jest konieczna
do uzyskania wysokiej czulosci oznaczen (Arkan i wsp., 2015). W niniejszej pracy
wykorzystano dwie techniki analityczne, obie obejmujace derywatyzacje mierzonego
zwigzku, ale oparte na r6znych zasadach: ELISA 1 HPLC. Wyniki uzyskane w obu
metodach sg zgodne, co potwierdza dotychczasowe obserwacje (Rubio i wsp., 2003; Lee
I wsp., 2002). Stezenia glifosatu w przebadanych probkach wody wodociggowej byty
stosunkowo niskie, co najmnie;j tysigc razy nizsze niz ADI i nie przekraczaty 0,33pg/L
(Kaszkowiak i wsp., 2020).

Woda wodociggowa w gospodarstwach domowych jest wykorzystywana do
roznych celow. Powinna wigc by¢ réwniez brana pod uwage jako mozliwe zrodlo
skazenia ludzi réZznymi patogenami i substancjami chemicznymi. W warunkach
domowych woda wodociggowa przed spozyciem moze by¢ filtrowana, przegotowywana
lub zamrozona. W przeprowadzonych do celow standaryzacji pomiarach, stezenie
glifosatu w roztworach wzorcowych nie ulegato zmianom w wyniku zamrazania i
rozmrazania, gotowania 1 autoklawowania probek, co jest zgodne z obserwacjami
podwyzszonego poziomu glifosatu w moczu 0séb, ktdre przypuszczalnie parzyty herbate
ze skazonych lisci (Stephenson i Harris, 2016). Poniewaz zwiazek ten nie byt usuwany
rowniez za pomocg domowych systemow filtracji wody, zatem tak przygotowane ptyny

moga zawiera¢ sladowe ilosci glifosatu.
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5.2. Wybor ukladu doswiadczalnego

Badania nad wplywem glifosatu na organizmy zwierzgce sa prowadzone w réoznych
uktadach eksperymentalnych. Uzywane w nich sg zaréwno zwierzgta, jak 1 linie
komoérkowe roznego pochodzenia, takze ludzkie. Pewnag cze$¢ doswiadczen
przeprowadzono na organizmach modelowych, takich jak nicien Caenorhabditis elegans
(Kronberg i wsp., 2018; Burchfield i wsp., 2019), wywilzna kartowata Drosophila
melanogaster (muszka owocowa) (de Aguiar i wsp., 2016) czy danio pregowany Danio
rerio (Faria i wsp., 2021), a takze na morskich bezkregowcach (Matozzo i wsp., 2020),
rybach stono- i stodkowodnych (Uren Webster i wsp., 2015; Kreutz i wsp., 2011; Richard
1 wsp., 2014) czy zétwiach stodkowodnych (Héritier i wsp., 2017). Doswiadczenia na
zwierzetach wodnych, podobnie jak na komorkach linii cigglych dostarczaja cennych
danych, gdyz prowadzone sa one w warunkach statej srodowiskowej ekspozycji na ten
zwigzek. Ocena potencjalnej szkodliwo$ci glifosatu dla ludzi opiera si¢ jednak na
badaniach z wykorzystaniem standardowych zwierzat laboratoryjnych: myszy i szczuréw
(np. Portier, 2020; Ford i wsp., 2017; Kubsad i wsp., 2019; Williams i wsp., 2016b).
Badania takie, podobnie jak badania na liniach komoérkowych, dotyczyty jednak populacji
homogennych genetycznie, podczas gdy osobnicza reakcja na dziatanie glifosatu w
populacji ludzkiej moze by¢ zmienna. W nielicznych przypadkach uzywano
prawidlowych ludzkich komorek, przy czym najczgsciej byly to izolowane jednojadrzaste
komorki krwi obwodowej (Kwiatkowska i wsp., 2017; Kwiatkowska i wsp., 2020; Nagy
1 wsp., 2019; Wozniak 1 wsp., 2021; Martinez 1 wsp., 2007). Ludzka krew pelna byla
rzadko wykorzystywana w takich badaniach (De Almeida i wsp., 2018; Nagy i wsp.,
2021; Santovito i wsp., 2018), chociaz przyjmuje si¢, ze taki model lepiej odzwierciedla
interakcje in vivo, gdzie wigksza roznorodnos¢ komorek odpornosciowych moze
wplywac¢ na wielko$¢ i szybko$¢ odpowiedzi na badang substancje (Duramad i wsp.,
2006). W niniejszej pracy podjeto probe zbadania wptywu glifosatu na ludzkie leukocyty
w probkach petnej krwi obwodowej pobranych od réznych osob, gdyz taki uktad wydaje
si¢ lepiej odzwierciedla¢ mozliwe oddzialtywanie tego preparatu na ludzi w naturalnym
srodowisku zycia.

Dziatanie glifosatu na komorki ludzkie badano analizujgc wptyw réznych stezen
tego zwigzku przy rdéznych czasach inkubacji. W doswiadczeniach na ludzkich
komorkach krwi obwodowej zakres badanych stezen w uzywanych podtozach wynosit
od 0.0125mg/L do ok. 1,7mg/L, a czas inkubacji od 4 do 96 godzin (Martinez i wWsp.,
2007; Kwiatkowska i wsp., 2017; Kwiatkowska i wsp., 2020; Nagy i wsp., 2019;
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Kwiatkowska i wsp., 2016; Wozniak i wsp., 2018; Santovito i wsp., 2018). Komorki
ludzkich linii ustalonych réznego pochodzenia jak Caco-2, HepG2, HEK293, JEG3,
A549, SH-SY5Y czy TR146 inkubowano w mediach hodowlanych o stezeniach tego
preparatu od 200mg/L do 10g/L w czasie od 20 min. do 24 godzin (Gildea i wsp., 2017;
Mesnage i wsp., 2013; Koller i wsp., 2012; Hao i wsp., 2019).

Zgodnie z Dyrektywa Rady 98/83/WE w Unii Europejskiej maksymalne st¢zenie
jakiegokolwiek pestycydu w wodzie pitnej nie powinno przekracza¢ 0.1ug/L (Council
Directive, 1998), natomiast dopuszczalne dzienne spozycie (ADI) dla ludzi zostato
ustalone na poziomie 0,5mg/kg masy ciala (EFSA, 2016). W niniejszej pracy
postanowiono zbada¢ wptyw glifosatu w relatywnie niskich stezeniach od 0.01mg/L =
0,06uM do 10mg/L = 59uM, zblizonych do dopuszczonych w normach Unii
Europejskiej. Biorac pod uwagg biologiczny czas poltrwania glifosatu w organizmie
ludzkim, szacowany na 3 do 10 godzin (Faniband i wsp., 2021; Connolly i wsp., 2019;
Zoller i wsp., 2020), zdecydowano si¢ na krotka, jednogodzinng inkubacje z tym
zwigzkiem. Bylo to istotne z tego wzgledu, ze przecigtny czas zycia granulocytow,
bedacych glownym obiektem badan w niniejszej pracy, w krwiobiegu jest szacowany na
5 do 8 godzin, a po izolacji dochodzi szybko do ich apoptozy (Bekkering i Torensma,
2013; Blanter i wsp., 2021), cho¢ istniejg obserwacje, ze granulocyty in vivo zyja we krwi
znacznie dtuzej (Bekkering i Torensma, 2013).

5.3. Toksycznosé glifosatu dla komoérek ludzkich

Potencjalna toksyczno$¢ glifosatu dla komorek r6znego pochodzenia byta oceniana
w wielu badaniach (Mesnage i wsp., 2015; Mesnage i wsp., 2013; De Almeida i wsp.,
2018). W niniejszej pracy poddano analizie wptyw glifosatu w stezeniach od 0,01ug/ml
(~0,06uM) do 10pg/ml (59uM) na zywotnos¢ leukocytow krwi obwodowej. W tym celu
zastosowano standardowg metod¢ cytometrii przeptywowej, z uzyciem sondy FLICA do
oceny apoptozy i jodku propidionowego do pomiaru odsetka komorek martwych (Faria i
wsp., 2021). Godzinna inkubacja probek krwi z badanymi roztworami glifosatu nie
powodowatla statystycznie istotnych zmian odsetka leukocytéw apoptotycznych czy
nekrotycznych w badanym materiale (Tab. 2, Tab.3, Ryc 2, Ryc. 3, Ryc. 4). Jest to zgodne
z obserwacjami innych autorow, ktorzy nie stwierdzali toksycznego dziatania niskich
dawek glifosatu na komorki ludzkie. W przypadkach inkubacji izolowanych
jednojadrzastych komorek krwi obwodowej (PBMC) przez 4 godziny w temp. 37°C

takiego efektu nie zaobserwowano przy stezeniach do ImM i SmM, stosujac odpowiednio
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techniki mikroskopii fluorescencyjnej (Nagy i wsp., 2019) i cytometrii przeptywowe;j
(Kwiatkowska i wsp., 2016), chociaz mozliwos$¢ stabego toksycznego dziatania tego
zwigzku stwierdzono przy stezeniach 0,5mM 1 wyzszych, stosujac takze metode
cytometrii przeptywowej (Kwiatkowska i wsp., 2020). Roéznice te mogly byé
spowodowane uzyciem w tych badaniach ro6znych sond fluorescencyjnych do
znakowania martwych komorek — kalceiny (Calcein AM) (Nagy i wsp., 2019;
Kwiatkowska i wsp., 2016) lub zo6tcieni oksazolowej (YO-PRO-1) (Kwiatkowska i wsp.,
2020). Barwienia bt¢kitem trypanu, ktory umozliwia identyfikacje martwych komorek,
nie wykazaly toksycznego dziatania glifosatu na PBMC, w warunkach inkubacji przez
24 godz. w roztworach o stezeniach do 100pg/ml (Martinez i wsp., 2007) lub 1mM
(Wozniak i wsp., 2018), natomiast w cytometrii przeptywowej przy st¢zeniach do SmM
(Kwiatkowska i wsp., 2016). W kontrolnych eksperymentach przeprowadzonych w
ramach niniejszej pracy sprawdzono takze wpltyw dluzszej, 72 godzinnej inkubacji z
glifosatem na komoérki krwi obwodowej. W tym celu zatozono hodowle izolowanych
komorek jednojadrzastych, niestymulowanych lub stymulowanych fitohemaglutyning w
podlozu zawierajacym 10pg/ml glifosatu. Oznaczenie zywotnosci komorek testem MTT
nie wykazato r6znic pomiedzy hodowlami z dodatkiem tego zwiazku, a kontrolami bez
glifosatu. Inni autorzy, stosujac taki sam test w przypadku komorek petnej krwi
(nierozdzielanych) inkubowanych z glifosatem przez 18 godzin zaobserwowali natomiast
minimalny wptyw tego zwiazku przy stezeniach 0,1ug/ml i 0,7ug/ml, ale znaczace
zmniejszenie zywotnosci komorek przy stezeniach 10ug/ml i 50ug/ml i zupelny brak
toksycznego dziatania przy stezeniu 500ug/ml w poréwnaniu z kontrolg (De Almeida i
wsp., 2018).

Pewnym wyjas$nieniem rozbieznos$ci, oprocz rdéznic w ukladach doswiadczalnych,
moze by¢ sama procedura uzycia standardowego testu MTT, opartego na redukcji soli
tetrazolowej  (bromek  3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy)  do
nierozpuszczalnego formazanu. Mierzy on bowiem cytotoksyczno$¢ na podstawie oceny
aktywno$ci dehydrogenazy mitochondrialnej, ktéra moze reagowaé bezposrednio z
glifosatem (Ugarte, 2014). Przedstawione dane literaturowe i1 otrzymane wyniki wyraznie
wskazuja, ze przy uzytych w do§wiadczeniach parametrach: czasie inkubacji 1 stgzeniu
badanego zwigzku nie powinno dochodzi¢ do apoptozy ani nekrozy w badanych

jadrzastych komorkach krwi.
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5.4. Produkcja wolnych rodnikéw przez spoczynkowe neutrofile krwi obwodowej
inkubowane z glifosatem

Jednym z wyktadnikéw, uzywanych w badaniach nad wplywem glifosatu na
rownowage oksydoredukcyjng w organizmach zwierzat, byla produkcja reaktywnych
pochodnych tlenowych [RFT]. Wyniki badanh w tym zakresie przeprowadzone na
szczurach nie sg jednoznaczne, m.in. ze wzgledu na réoznorodnos¢ stosowanych metod
analitycznych. Doustne podanie glifosatu w dawkach dziennych od 0,5 do 10mg/kg masy
ciata przez okres 28 dni nie powodowato zmiany st¢zen RFT w osoczu krwi zwierzat w
poréwnaniu z grupa kontrolng (Mili¢ i wsp., 2018), z kolei przy stosowaniu dawek
dziennych 50 i 500mg/kg podawanych przez 5 tygodni zaobserwowano wzrost stezenia
nadtlenku wodoru (H202) w surowicy i homogenatach komoérek watroby (Tang i wsp.,
2017). Aplikowanie zwierzg¢tom tego herbicydu w dawce 50mg/kg droga dootrzewnowsg
zwigkszato o 50% zawarto$¢ nadtlenku w hepatocytach (Soudani i wsp., 2019). W §wietle
tych danych mozna przyjac¢, ze glifosat moze indukowac produkcj¢ RFT w tkankach
zwierzecych.

W do$wiadczeniach przeprowadzanych na ludzkich liniach komoérkowych 1
1zolowanych komorkach krwi uzyskano takze rozbiezne wyniki. Inkubacja komorek linii
neuroblastoma SH-SY5Y w medium z dodatkiem SmM glifosatu powodowata ok. 25%
wzrost poziomu RFT po 48 godzinach (Martinez 1 wsp., 2020). W 24 godzinnych
hodowlach ludzkiej linii komorek naskorka HaCaT obecnos¢ w podtozu tego herbicydu
w stezeniach do 0,ImM stymulowata produkcj¢ RFT prawie dwukrotnie (George i1
Shukla, 2013). Odsetek tych komoérek wykazujacych obecno$¢ H202 wzrastat z 10% do
ok. 80% po 6 i 18 godz. inkubacji z 15, 20, 30 i 45mM roztworami glifosatu (Heu i wsp.,
2012).

Inkubacja probek krwi przez 1 godzing z glifosatem w stezeniach 0.01pg/ml,
0,1ug/ml, Tpg/ml, 10pug/ml czyli od ~0,06uM do 59uM nie zwickszala, oznaczanych
przy pomocy barwnika fluorescencyjnego dihydrorodaminy 123 (DHR123), produkcji
reaktywnych pochodnych tlenowych (RFT) w granulocytach (Ryc. 5, Ryc. 6, Tab. 4).
Jest to zgodne z badaniami innych autorow, ktorzy obserwowali wzrost zawartosci RFT
w komorkach jednojadrzastych po 4 lub po 24 godzinach inkubacji z glifosatem w
stezeniu powyze] 0,25mM (Kwiatkowska 1 wsp., 2020; Wozniak i wsp., 2018). Ze
wzgledu na réznice w wynikach, uzyskane w tych samych do$wiadczeniach przy
zastosowaniu fluorochroméw réznigcych si¢ powinowactwem do RFT (DCFH -

dioctandichlorodihydrofluoresceiny i HPF - 3-(p-hydroksyfenylo)- fluoresceina), mozna
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wnioskowac, ze zwigkszeniu ulega wytwarzanie nadtlenku wodoru (H202) i rodnika
hydroksylowego ("OH). W przypadku ludzkich erytrocytéw jednogodzinna inkubacja z
glifosatem w stezeniach powyzej 0,25mM powodowata wzrost produkcji RFT, co
wykrywano przy uzyciu DHR123 (Kwiatkowska i wsp., 2014).

Wyniki badan na ludzkich liniach komérkowych dawaty podobne wyniki.
Kroétkotrwala inkubacja (0.5 godz.) komorek ludzkiej linii naskérka HaCaT z
30mM roztworem glifosatu nie powodowala zmian w wewnatrzkomorkowych
stezeniach RFT (Heu i wsp., 2012). Wzrostu stezenia RFT nie zaobserwowano w
przypadku linii ludzkich komoérek watrobiaka HepG2 po 4 godzinach inkubacji z
tym herbicydem w st¢zeniach od 0,5ug/mL do 3,5ug/mL (Kasuba i wsp., 2017).
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5.5. Wplyw glifosatu na wytwarzanie wolnych rodnikow przez neutrofile
stymulowane PMA badz fMLP i E. coli

W badaniach postanowiono sprawdzi¢ wptyw niskich st¢zen glifosatu na
wytwarzanie RFT w granulocytach stymulowanych fMLP lub PMA. fMLF wigze si¢ ze
specyficznym receptorem formylopeptydowym i stymuluje kaskady sygnalowe w
komorce, a PMA przenika btony plazmatyczne i bezposrednio aktywuje kinazy biatkowe
C (PKC), analogicznie do diacylglicerolu. Obydwa te zwigzki indukujg w neutrofilach
produkcje anionorodnika ponadtlenkowego O2'- (Kobayashi i wsp., 2005), ktory ulega
dysmutacji do nadtlenku wodoru - H202 (Rutkowski i wsp., 2007). Do wykrywania zmian
w poziomie tego nadtlenku uzywano wykazujaca duze powinowactwo do niego,

dihydrorodaming 123 (Price i Kessel, 2010; Walrand i wsp., 2003).

0,

NADPH l oksydaza NADPH
NADPH*+H"

OZ._
l dysmutaza ponadtlenkowa

H,0,

DHR123 ——\’—n» Rodaminal23

zwigzek fluorescencyjny

Ryc. 14. Schemat oznaczania H202 przy uzyciu dihydrorodaminy 123.
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Zwigkszone wytwarzanie RFT przez neutrofile pod wptywem czynnikéw
zewngtrznych jest jednym z kluczowych mechanizméw, zapewniajacych obrong
organizmu przed szybko namnazajgcymi si¢ i inwazyjnymi bakteriami, jak Strepto- i
Staphylococcus sp. Neutrofile wykazuja szczegdlng aktywno$¢ w ognisku zakazenia,
gdzie rozpoznaja czynnik indukujacy proces zapalny. Docieraja one do miejsca
zapalnego na zasadzie chemotaksji, wedrujac z tozyska naczyniowego przez warstwe
srodbtonkow w strone wzrastajacego stezenia czynnika chemotaktycznego. Z takich
czynnikoéw, powstajacych w procesie zapalnym, duze znaczenie majg peptydy, uwalniane
w toku aktywacji dopelniacza i uktadu krzepnigcia oraz chemokiny produkowane przez
liczne komorki ustroju. Niektore zwigzki, wytwarzane przez drobnoustroje, jak np.
peptydy zawierajace reszty N-formylo-metioninowe takze powoduja ukierunkowang
wedrowke fagocytow (Bekkering i Torensma, 2013).

W wyniku zetknigcia si¢ obcej czastki z blong komorkowa fagocyta nastepuje
uruchomienie elementow kurczliwych protoplazmy, co zapoczatkowuje faze
pochtaniania (endocytoze). Fagocyt tworzy wypustki (pseudopodia), ktore otaczaja
czastke, prowadzac stopniowo do jej catkowitego pochioniecia. Po zamknigciu wakuoli
fagocytarne] nastepuje aktywacja oksydazy NADPH. Uruchomiony zostaje wtedy
proces, nazywany tzw. "wybuchem oddechowym" - "eksplozja tlenowa" - (oxidative
burst), w wyniku ktorego powstaje duza ilo§¢ anionow nadtlenkowych O2’- i nadtlenku
wodoru (H202), uwalnianych do fagosoméw. Z fagosomem tacza si¢ ziarnistosci
azurofilne neutrofiléw, uwalniajgce mieloperoksydazg (MPO), a to w obecnosci jonow
chloru prowadzi do powstania chloraminy (poprzez podchloryny), dziatajacej zabdjczo
na bakterie i wirusy. Zwiazki te, poza bezposrednim udzialem w niszczeniu
drobnoustrojow (tzw. zabijanie zalezne od tlenu), kontrolujg procesy proteolityczne w
fagosomach, zabezpieczajac potencjal redoks wewnetrznego S$rodowiska w  tych
organellach.

Reaktywne formy tlenu (RFT) sg pierwotnie generowane przez zaktywowany
kompleks oksydazy NADPH - oksydaza fosforanu dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase,
Nox2). W jego sktad wchodzi blonowy flawocytochrom b558 (zbudowany z dwoch
podjednostek gp-91phox i p-22phox) do ktorego dotaczajg sktadowe magazynowane w
cytozolu: p47phox, p67phox, p40phox (phox-phagocyte oxydase). W reakcjach udziat
biorg takze dwa niskoczasteczkowe kofaktory - Rac-2 wystgpujacy w cytozolu i Rap-1A

wystepujacy w formie rozpuszczalnej 1 btonowej. Zaktywowany kompleks katalizuje
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redukcje tlenu, w wyniku czego powstaje anionorodnik ponadtlenkowy O2'-, ktory w
reakcji dysproporcjonowania (dysmutacji) przechodzi w nadtlenek wodoru (Rutkowski i
wsp., 2007).

Jednym z kluczowych procesow w aktywacji oksydazy NADPH jest fosforylacja
jej podjednostek przez odpowiednie kinazy. Wiazanie bakteryjnego oligopeptydu
N-formylometionino-leucylo-fenyloalaniny (fMLF, fMLP, N-formylo-met-leu-phe) ze
swoistym receptorem indukuje transdukcje sygnatu przez blong plazmatyczng za
posrednictwem rodziny matych heterotrimerycznych biatek G, ktére sg aktywowane
poprzez wymian¢ zwigzanego difosforanu guanozyny (GDP) na trifosforan guanozyny
(GTP). Biatka G aktywuja szereg enzymow: fosfolipaze C (PLC), fosfolipaze A2 (PLA?2),
fosfolipazg D (PLD) 1 biatkowe kinazy tyrozynowe, co wuruchamia kaskady
sygnalizacyjne we wnetrzu komorki.

Fosfolipaza C rozszczepia 4,5-bisfosforan fosfatydyloinozytolu (PIP2) na
diacyloglicerol (DG) i trifosforan inozytolu (IP3). DG aktywuje kinazy biatkowe z
rodziny PKC, natomiast [Pz stymuluje uwalnianie wapnia z magazynow
wewnatrzkomorkowych, co takze wywiera wptyw na aktywno$¢ oksydazy NADPH.

Aktywacja PLD prowadzi do produkcji kwasu fosfatydowego (PA) z
fosfatydylocholiny, ktory moze aktywowac kinazy biatkowe, m.in. PKC. Zaktywowana
PLA: hydrolizuje glicerolofosfolipidy uwalniajac wolne kwasy tluszczowe (KT), w tym
kwas arachidonowy (KA), ktéry moze uczestniczy¢ w aktywacji PKC lub bezposrednio
aktywowac oksydaze NADPH. Stymulacja neutrofiléw przez fMLF wplywa na dziatanie
innych kinaz biatkowych, takich jak PKA, AKT i kinaz MAP (MAPK). (Sarniak i wsp.,
2016; Belambri i wsp., 2018; Thomas, 2017)
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PMA fMLP

R Btona komorkowa
Biatko G PTK
Odtaczenie @ ——{ GTP] 0 7
podjednostek ‘ GDP Ras [ MEKK ]
Raf
MEK3/6
Il

Fosforylacja podjednostek oksydazy NADPH ﬂ

[Aktywny kompleks oksydazy NADPH]

Ryc. 15. Schemat szlakow aktywacji oksydazy NADPH w komorce (wg Sarniak i wsp.,

2016; Belambri i wsp., 2018, zmodyfikowane)

DG - diacyloglicerol; ERK - kinaza regulowana sygnatem zewnatrzkomorkowym

IP3 - trifosforan inozytolu

MAPK - kinaza biatkowa aktywowana mitogenem
PI3K - kinaza fosfatydylo-3-inozytolu

PIP, - 4,5-bisfosforan fosfatydyloinozytolu

PKC - kinaza biatkowa C

PLC - fosfolipaza C

PTK- biatkowa kinaza tyrozynowa

R — receptor blonowy

Raf - biatko RAF, kinaza serynowo-treoninowa
Ras — biatko RAS
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W niniejszej pracy do oceny wielkosci produkcji reaktywnych form tlenu (RFT)
przez granulocyty stymulowane fMLF lub PMA zastosowano metode cytometrii
przeptywowej z uzyciem dihydrorodaminy 123 (DHR123). W odréznieniu od
konwencjonalnych technik ilosciowych, mierzacych s$rednig wartos¢ produkcji RFT
przez cate populacje komodrek, w cytometrii przeptywowej mierzona jest zawarto§¢ RFT
W pojedynczych komoérkach, co pozwala na okreslenie funkcjonalnych zmian w obrebie
okreslonych subpopulacji. DHR123 swobodnie przenika przez blon¢ komdrkowa, a po
utlenieniu do rodaminy 123, emituje wyrazny sygnat fluorescencyjny. Barwnik ten
reaguje z O2’- i H202 jedynie w obecnosci enzymatycznego katalizatora (peroksydazy)
(Wardman, 2007). Rodamina 123 ma charakter lipofilowy, wiaze si¢ z btonami
komoérkowymi 1 mitochondrialnymi, wigec zrodlo sygnatu fluorescencyjnego pozostaje
wewnatrz komorki. Poniewaz anionorodnik ponadtlenkowy 1 nadtlenek wodoru
wykazujg dtugi okres pottrwania i stosunkowo niskg reaktywnos$¢, ten sposdb 0znaczania
stezenia RFT w granulocytach jest na tyle wiarygodny, ze stosuje si¢ go w rutynowej
diagnostyce immunologicznej (Elbim i Lizard, 2009).

W przeprowadzonych doswiadczeniach obecnos¢ glifosatu w badanych stezeniach
nie wplywala na wielkos¢ wybuchu oddechowego w granulocytach stymulowanych
PMA, natomiast zwigkszata wytwarzanie RFT w granulocytach stymulowanych fMLP.
(Tab. 5, Tab. 6, Tab. 7, Ryc. 7, Ryc. 8, Ryc. 9, Ryc. 10, Ryc. 11). Nie wydaje si¢, aby taki
wzrost byt zwigzany z zakldceniami szlakow wewnatrzkomoérkowych prowadzacych do
aktywacji kinazy PKC. Glifosat nie wplywa bowiem na wytwarzanie RFT w
granulocytach pobudzonych przez PMA, ktory aktywuje PKC podobnie jak
diacylglicerol, natomiast szlak prowadzacy przez trifosforan inozytolu wigze si¢ z
uwalnianiem wapnia z magazynéw wewnatrzkomérkowych. Sygnaty Ca?* kontroluja
wiele szlakow, a podwyzszenie poziomu [Ca?*] wywiera wplyw na aktywno$¢ oksydazy
NADPH (Bréchard i wsp., 2013). Jednak chelatujgce whasciwosci glifosatu (Mertens i
wsp., 2018) moga zapobiegac¢ wzrostowi stgzenia dostepnych jonéw wapnia, co w efekcie
powinno zahamowac¢ ten szlak sygnalowy. Rdézna podatno$¢ na zaklocenia szlakow
sygnatowych stymulowanych przez PMA lub fMLP w granulocytach zaobserwowano
takze u pacjentow z przewlekta niewydolnoscig nerek. Nie obserwowano roéznicy w
wybuchu oksydacyjnym stymulowanym przez bezposrednig aktywacje kinazy biatkowej
C za pomocg PMA, ale wybuch indukowany Staphyloccus aureus i fMLP byt znaczaco
zwigkszony (Ward i McLeish, 1995).
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Niemniej, w przeprowadzonych wlasnych doswiadczeniach podj¢to probe wykluczenia
innych mechanizméw, ktore mogltyby powodowac¢ zwigkszenie fluorescencji DHR123 w
granulocytach stymulowanych fMLP i E. coli. Wzi¢to pod uwage mozliwos¢ zwiekszenia
aktywnosci fagocytarnej komorek pod wplywem glifosatu (co mogloby skutkowac
zwigkszonym wytwarzaniem RFT) badz zmniejszenie wewnatrzkomorkowego stgzenia
glutationu, bedacego silnym antyoksydantem (co zwigkszatoby dostepnos¢ RFT dla
DHR123).

H-0:

GSH GSSG

— DHR123 .
(glutation) (glutation utleniony) (Dil Rodaminal23

1ydrorodamina)

Ryc. 16. Schemat przemian H202 wewnatrz badanych komorek w wykonywanych

doswiadczeniach.

5.6. Wplyw glifosatu na aktywnos¢ fagocytarna neutrofiléw

W testach cytometrycznych oceniajacych wielkosé fagocytozy E. coli przez
granulocyty stwierdzono obnizenie ilosci fagocytowanych komorek bakteryjnych,
zwlaszcza przy stezeniu glifosatu 0,01pg/ml (Tab. 8, Ryc. 12, Ryc. 13). Publikacje
dotyczace wpltywu tego zwigzku na aktywno$¢ fagocytarng u kregowcow sa
nieliczne, w wigkszosci dotycza uktadu immunologicznego ryb (Sopinska 1 wsp.,
2000; Peillex i wsp., 2020). Wyniki tych badan wskazuja, ze narazenie na ten
zwigzek moze prowadzi¢ do zmniejszonej fagocytozy, podobnie do
zaobserwowanych w przeprowadzonych eksperymentach (Tab. 8). Pozwala to na
przypuszczenie, ze zmiany zwigzane z wplywem glifosatu na fagocytoze nie

wplywaja istotnie na wytwarzanie RFT przez granulocyty.

5.7. Wplyw glifosatu na wewnatrzkomorkowe stezenia glutationu

Przedstawione w wynikach zwigkszenie fluorescencji DHR123 w granulocytach
stymulowanych fMLP i E. coli moglo tez by¢ spowodowane zmniejszeniem
wewnatrzkomoérkowego stgzenia glutationu, bedacego silnym antyoksydantem (co

zwigkszatoby dostepnos¢ RFT dla DHR123).
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Niekorzystny wptyw glifosatu na stan zdrowia zwierzat jest bardzo cz¢sto wigzany z
indukcja stresu oksydacyjnego. Co wigcej, w przypadkach przewleklej ekspozycji stres
taki nie musi by¢ zwigzany z uszkodzeniami genetycznym czy zaburzeniami wszystkich
naturalnych mechanizmoéw antyoksydacyjnych. Zmiany stanu rownowagi pomig¢dzy
stezeniem antyoksydantow i1 wolnych rodnikéw w organizmie moga wystepowaé
zarbwno na poziomie komorki, jak 1 calego organizmu. Pojawienie si¢ stresu
oddechowego po kontakcie z glifosatem obserwowano w organizmach wielu gatunkow
zwierzat laboratoryjnych, nalezacych do réznych grup systematycznych.

Poddanie nicienia Caenorhabditis elegans zaréwno przewleklej (24 godz.) (Bailey
I wsp., 2018) jak i krotkiej (30 min) (Burchfield i wsp., 2019) ekspozycji na zawierajacy
glifosat herbicyd prowadzi do uszkodzenia mitochondriéw i produkcji nadtlenku wodoru.
Zwigkszenie produkcji RFT 1 aktywacj¢ odpowiedzi na stres oksydacyjny takze
zaobserwowano u tych nicieni w ciggu 16 godzin po kontakcie z glifosatem (Kronberg i
wsp., 2018). Z kolei u muszki owocowej Drosophila melanogaster glifosat pobierany z
pokarmem wplywal na zwigkszenie ekspresji gendw zwigzanych z mechanizmami
obrony antyoksydacyjnej juz po 24 godzinach (de Aguiar i wsp., 2016).

Zwigkszenie akumulacji reaktywnych form tlenu pod wptywem glifosatu
stwierdzono u myszy (Yahfoufi i wsp., 2020) i szczurdéw (Yahfoufi i wsp., 2020; Soudani
i wsp., 2019), a wyktadniki stresu oksydacyjnego obserwowano u szczuréw, zarOwno po
podaniu tego zwigzku doustnie (Mili¢ i wsp., 2018; Cattani i wsp., 2017) jak i
dootrzewnowo (EI-Shenawy i wsp., 2009).

Jednym z najwazniejszych zwigzkoéw hydrofilowych, chronigcych komorki przed
toksycznym dziataniem RFT jest glutation (y-L-glutamylo-L-cysteinylo-glicyna, GSH),
niezbedny w wielu procesach zwigzanych z utrzymaniem i regulacja stanu redoks w
organizmie. GSH na drodze bezposrednich reakcji ze zwigzkami elektrofilowymi, np.
wolnymi rodnikami przechodzi w formg¢ utlenionag, disulfid glutationu (GSSG) (Aquilano
i wsp., 2014).

W wielu publikacjach opisano zmiany stg¢zenia GSH u zwierzat narazonych na
dziatanie glifosatu. U szczuréw, ktérym dootrzewnowo podawano subletalne dawki
glifosatu (135mg/kg m.c.) przez 2 tygodnie co 2 dni, doszto do 30% redukcji
watrobowych stezen glutationu (EI-Shenawy i wsp., 2009). Podobne zmiany u szczurow
wywotywata nizsza dawka (50mg/kg m.c.), aplikowana w identyczny sposéb (Soudani i
wsp., 2019). Taka sama dawka podawana szczurom doustnie przez dtuzszy czas (5

tygodni) silnie zmniejszata poziom glutationu w nerkach (Tang i wsp., 2017). Uzycie w
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badaniach na tych zwierzetach preparatu Roundup w doustnej dawce dziennej 270 mg/kg
m.c. przez okres 1 miesigca powodowala obnizenie stezenia GSH w watrobie i nerkach o
ok. 20% (Djaber i wsp., 2020). Preparaty roslinobojcze zawierajace glifosat podawane
szczurom w karmie codziennie przez 8 tygodni w ilo$ci 375mg/kg m.c znaczgco obnizaty
poziom GSH we krwi pelnej, mozgu, sercu, watrobie i nerkach (Turkmen i wsp., 2019).
Z kolei u szczurdéw, ktorym podawano w wodzie glifosat (Larsen i wsp., 2012) lub
handlowo dostepny herbicyd na bazie tego zwigzku (Larsen i wsp., 2014) w stezeniach
0,7mg/L i 7Tmg/L przez 90 dni, zaobserwowano zwigkszony poziom zredukowanego
glutationu (GSH) i zwigkszong aktywno$¢ peroksydazy glutationowej (GPx), co moze
by¢ interpretowane jako mechanizm ochronny przed mozliwym szkodliwym dziataniem
tego herbicydu na organizmy zwierzece.

O mozliwym wplywie glifosatu na rownowage redox u ludzi mozna wnioskowac
na podstawie wynikoéw badan na liniach komorkowych ludzkiego pochodzenia. Niestety,
obserwacje takie sg nieliczne i dotyczg roznych rodzajéw komorek. W pochodzacych z
nabtonka gruczotu krokowego komorkach WPM-Y'.1 (Abdel-Halim i Osman, 2020) i linii
keratynocytow cztowieka HaCaT (Gehin i wsp., 2006) ekspozycja odpowiednio na
roztwor 0,025mM lub 10mM glifosatu powodowata istotny spadek zawartosci glutationu.
Zmian takich nie obserwowano w przypadkach 4 i 24 godzinnej inkubacji komorek
ludzkiego watrobiaka HepG2 w medium o stgzeniu tego herbicydu do 1mg/L (Hultberg,
2007) lub 3,5mg/L (Kasuba i wsp., 2017), a nawet, w pewnych przypadkach,
zaobserwowano wzrost wewnatrzkomorkowego stezenia GSH (Chaufan i wsp., 2014).

Zmiany stezen wewnatrzkomoérkowych form glutationu moga powodowac¢ §mier¢
komorek na réznych drogach (Franco i Cidlowski, 2009; De Nicola i Ghibelli , 2014; Sun
I wsp., 2018), wiec w pilotowych doswiadczeniach postanowiono sprawdzi¢ wplyw
dodania roztwordw glifosatu o wybranych stezeniach na zawarto$¢ glutationu w probkach
krwi obwodowej. Nie stwierdzono istotnych statystycznie zmian poziomu glutationu
(GSH) jak tez utlenionego glutationu (GSSG) w spoczynkowych komorkach krwi po
jednogodzinnej inkubacji z roztworami glifosatu o stezeniu 0,05ug/mL 1 0,5ug/mL.
Niemniej, w obu przypadkach $§rednie poziomy obu form glutationu byly nieznacznie
nizsze niz w kontroli (Tab. 9, Tab. 10, Tab. 13, Tab. 14). W probkach krwi, ktore
stymulowano PMA zaobserwowano, podobne jak w komorkach niestymulowanych,
zmiany w poziomach GSH i GSSG. Uzycie w tym przypadku glifosatu w st¢zeniu
0,5ug/mL powodowato istotnie statystycznie obnizenie stezenia GSH (Tab. 11, Tab. 12,
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Tab. 15, Tab. 16). Uzyskane wyniki sg zgodne z wigkszoécig publikacji dotyczacych tego
zagadnienia.

Niska istotno$¢ statystyczna prawdopodobnie odzwierciedla malg liczbe
wykonanych doswiadczen, ktore zostaty przerwane z przyczyn technicznych. Niemniej,
poniewaz zaro6wno w probkach stymulowanych PMA (aktywujacego PKC 1 wybuch
oddechowy), jak i w probkach niestymulowanych zmniejszeniu ulegly st¢zenia obu form
glutationu — zredukowanej i utlenionej, nalezy sadzi¢, ze za to zjawisko nie odpowiada
neutralizacja nadtlenku wodoru. W takich bowiem przypadkach spadkowi stezenia GSH
powinien towarzyszy¢ wzrost stgzenia GSSH, ktore jednak takze ulegto obnizeniu.
Wydaje si¢, ze taki wptyw glifosatu jest zwigzany z zakloceniem innych procesow
metabolicznych w komorce, jak np. torow przemiany cysteiny, prekursora syntezy
glutationu (Hultberg, 2007). Niemniej, mozna przyja¢, ze zaobserwowana W pracy
zwigkszona fluorescencja rodaminy 123 w granulocytach stymulowanych fMLP i E. coli

nie jest zwigzana ze zmianami metabolizmu glutationu w tych komorkach.

5.8. Potencjalne drogi dzialania glifosatu na komorki ludzkie

Szkodliwos¢ glifosatu dla organizméw zwierzecych byta przedmiotem badan na
osobnikach roznych grup systematycznych. W przypadku zwierzat ladowych 1 ludzi
nalezy bra¢ pod uwage rozmaite drogi wnikania tego zwigzku: per os (Torretta i wsp.,
2018), oddechowg (de F Sousa i wsp., 2019; Pierce i wsp., 2020) i transepidermalng
(Pierce i wsp., 2020). W przypadku populacji nie narazonych na kontakt z glifosatem z
przyczyn zawodowych za najbardziej prawdopodobne mozna uzna¢ wchlanianie tego
zwigzku droga pokarmowa.

Ocena stopnia wchtaniania glifosatu zawartego w pokarmie jest trudna. W
badaniach na szczurach oszacowano, ze mniej niz 1% z podanej dawki jest zatrzymywana
w organizmie, a wigkszo$¢ z wchlonigtej dawki zostaje wydalona z moczem (Brewster i
wsp., 1991). Jest to zgodne z wynikami obserwacji u ludzi, wskazujacymi na biologiczny
okres pottrwania tego zwigzku na 3 do 10 godzin (Faniband i wsp., 2021; Zoller i wsp.,
2020). Mozna wigc przyjac, ze nawet w przypadkach jednorazowej ekspozycji na
wysokie stezenia glifosatu jego poziom w organizmie szybko ulegnie znaczacemu
zmniejszeniu. Narazenie na ciagly kontakt z tym herbicydem w Zywnos$ci czy wodzie,
moze jednak skutkowaé utrzymywaniem si¢ statego, cho¢ bardzo niskiego poziomu

glifosatu w organizmie.

57



Mozliwo$¢ szkodliwego wpltywu niskich dawek (nizszych niz dopuszczalne dla
ludzi) byla przedmiotem badan na zwierzetach laboratoryjnych. U szczuréow, ktorym
przez dtuzszy czas podawano 45ng/L glifosatu (0,1ppb preparatu Roundup ) w wodzie
pitnej lub 0,09 do 4,87mg/kg wagi ciala/dzien zaobserwowano uszkodzenia watroby
(Mesnage i wsp., 2015). Badania te, podobnie jak badania na liniach komdrkowych,
obarczone sa pewna wada. Komorki zarowno zwierzat laboratoryjnych jak i linii
ustalonych majg wyselekcjonowane w czasie hodowli genomy, ktore moga wykazywac
roéznice w reaktywnos$ci na ksenobiotyki. Bardziej odpowiadajace warunkom naturalnym
wydajg si¢ by¢ modele ex vivo, wykorzystujace pobrane narzady lub ich fragmenty. W
takich uktadach mozna doktadniej okresli¢ wplyw krotkiego dziatania glifosatu na
wybrane tkanki, niz w przypadku catych organizmoéw zwierzecych, gdzie wystepuja
mechanizmy homeostazy ogdlnoustrojowej. W przeprowadzonych w niniejszej pracy
badaniach na pelnej krwi stwierdzono wyrazny wptyw tego herbicydu na granulocyty
krwi obwodowej stymulowane fMLP i E. coli. Przyktadem znaczenia badan ex vivo moze
by¢ model wykorzystujacy izolowane wycinki przewodu pokarmowego szczura.
Inkubacja takich wycinkow w roztworach glifosatu o stezeniach 0,014; 0,341 1,7g/l (pH
7,35) wyraznie zaburzala aktywno$¢ migsniowki w przypadku wszystkich
zastosowanych stezen substancji badanej (Chtopecka i wsp., 2014). Tego typu zmian,
mogacych zaburza¢ perystaltyke, a wiec 1 dostgpno$¢ treSci pokarmowych nie
dostrzezono w badaniach na zwierzgtach.

Drogi wnikania glifosatu do komorek zwierzecych nie zostaly jeszcze opisane. W
przypadku bakterii laseczki siennej Bacillus subtilis gtowng drogg wnikania glifosatu jest
symporter glutaminianu/asparaginianu (Wicke i wsp., 2019). W pewnej mierze jest to
zgodne z obserwacjami, ze inkubacja hodowli linii HeLa badz Hep G2 z tym herbicydem
w stezeniach 100pg/L 1 wyzszymi zaktoca transport cysteiny do komorek, gdyz w
komorkach zwierzegcych istnieje system transportu przezblonowego cystyna/glutaminian
i asparaginian (system XAG) (Hultberg, 2007). Zaobserwowano w niniejszej pracy
podobne zmiany wybuchu oddechowego granulocytow inkubowanych z ré6znymi
stezenia glifosatu (w zakresie od 0,06uM do 59uM), co pozwala sadzié, ze zwigzek ten
moze przechodzi¢ przez blony komorkowe na drodze transportu aktywnego. W
komorkach roslinnych przy niskich st¢zeniach zewngtrznych tego zwigzku (3—250uM)
zaobserwowano dziatanie aktywnego systemu pobierania, ktory przy wyzszych
stezeniach byl zamaskowany przez dyfuzje bierng (Hetherington i wsp., 1998). W

doswiadczeniach in vitro na ludzkich komorkach linii nabtonka jelitowego, Caco-2, z
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uzyciem glifosatu znakowanego radioaktywnym izotopem wegla C14, oszacowano ilos¢
miejsc wigzacych na 4x10'Y/komorke. Zwigzek ten w stezeniach powyzej 10mg/ml
(59mM) powodowat bardzo duze zwigkszenie przepuszczalnosci bton komoérkowych,
mierzony transmembranowym oporem elektrycznym (Vasiluk i wsp., 2005).

Wplyw glifosatu na metabolizm komorki roslinnej jest dobrze opisany i znane sg
jego punkty uchwytu. Stabo udokumentowane sugestie, ze zwigzek ten, polarna
pochodna glicyny (N-fosfonometyloglicyna) moze wbudowywac¢ si¢ w biatka w miejsce
glicyny (Samsel i Seneff, 2016) zostaly wykluczone w badaniach eksperymentalnych
(Antoniou i wsp., 2019). Zaobserwowano natomiast, ze in vivo w organizmach
zwierzecych (u myszy) glifosat moze by¢ metabolizowany do reaktywnego metabolitu,
glioksylanu, ktory hamuje aktywnos¢ biatek uczestniczacych w metabolizmie kwasoéw
thuszczowych. Naleza do nich tiolaza uczestniczaca w peroksysomalnym utlenianiu
kwasow thuszczowych (peroxisomal 3- ketoacyl-CoA thiolase, Acaalb), mikrosomalna
dehydrogenaza aldehydowa (Aldh9al) konwertujgca y-aminobutyraldehyd do kwasu
y-aminomastowego i cytozolowe biatko wigzace kwasy tluszczowe Fabpl (Ford i wsp.,
2017).

Na ile wptyw glifosatu na procesy wewnatrzkomdrkowe wigze si¢ ze zmianami w
produkcji RFT obecnie trudno wyjasni¢. Podobnie trudno oceni¢ znaczenie tego zjawiska
dla zdrowia czlowieka. Nadmierne wytwarzanie RFT jest uwazane za gldéwny czynnik
odpowiedzialny za patogenez¢ wielu chorob, miedzy innymi: nowotwordw, chorob serca
1 ukladu krazenia, chorob niedokrwiennych, cukrzycy, zwtoknienia pluc,
reumatoidalnego zapalenia stawow, bezdechu nocnego, chordéb neurodegeneracyjnych
(Alzheimera, Parkinsona), ale takze za procesy starzenia si¢ organizmu (Sarniak 1 wsp.,
2016). Badane w niniejszej pracy niskie stezenia glifosatu nie byly cytotoksyczne, ani nie
stymulowaly produkcji RFT w komorkach spoczynkowych, natomiast zwigkszaty
wytwarzanie RFT w trakcie procesu fagocytozy. Zjawisko takie mozna oceni¢ jako
korzystne w przypadku infekcji bakteryjnych. Zagrozenie stanowi jednak ekspozycja
organizmu na nanoczastki, zwlaszcza kontakt z uktadem oddechowym cztowieka.
Nieodlacznym elementem zanieczyszczenia powietrza sa pyly zawieszone (PM), ktore sa
mieszaning roznych czgstek w powietrzu. Zaobserwowano, ze wnikajgce z wdychanym
powietrzem ultradrobne czastki wegla szybko przechodza do krazenia systemowego ludzi
(Nemmar i wsp., 2002). Fagocytoza nanoczastek, zwlaszcza o okreslonych ksztattach,
przez neutrofile powoduje wzrost produkcji anionorodnika ponadtlenkowego (Hitzfeld i
wsp., 1997; Tamura i wsp., 2002; Safari i wsp., 2020). Moze to by¢ istotne w niektorych
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stanach chorobowych, gdyz w obecno$ci nanoczastek neutrofile chorych na astme
wykazywaty zwigkszong sklonno$¢ do generowania reaktywnych form tlenu po
stymulacji czgstkami PM2 s, niz neutrofile os6b zdrowych (Sierra-Vargas i wsp., 2009).
Zwigkszenie w takich przypadkach wytwarzania RFT moze spowodowac nasilenie
uszkodzen w tkance. Dodatkowo, nalezy wzig¢ pod uwage mozliwo$¢ nieswoistego
wigzania do nanoczgstek silnego czynnika prozapalnego, lipopolisacharydu bakteryjnego
(LPS). U myszy ekspozycja na glifosat stymuluje odpowiedz zapalng pluc wywotang
przez LPS (Pandher i wsp., 2021). Mozna wiec przyjaé, ze cho¢ niskie dawki glifosatu
nie sg szkodliwe dla ludzi, synergistyczne dzialanie tego zwigzku z innymi skazeniami
srodowiskowymi, zaré6wno organicznymi i nieorganicznymi, moze stanowi¢ wazny
element mechanizméw patogenetycznych, co musi by¢ uwzglgdnianie przy ocenie

zagrozenia zdrowia populacji ludzkiej.
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6. Whnioski.

1.

Uzyte metody oznaczania glifosatu w wodzie (wysokoci$nieniowa
(wysokosprawna) chromatografia cieczowa i test immunoenzymosorpcyjny)
charakteryzuje duza czulo$¢, a pomiedzy wynikami wystepuje wysoka
korelacja.

Stezenie glifosatu w wodzie wodociggowej z uje¢ na terenie Wielkopolski
(0,33ug/L) nie przekracza norm dopuszczalnych w Unii Europejskiej.
Inkubacja probek krwi przez 1 godzing z glifosatem w stezeniach 0,01pg/ml,
0,1pug/ml, 1pg/ml, 10pg/ml czyli od ~0,06uM do 59uM powoduje istotny
statystycznie wzrost produkcji reaktywnych pochodnych tlenowych w
granulocytach stymulowanych N -formylometionino-leucylo-fenyloalaning i
bakteriami Escherichia coli.

Wzrost ten nie jest zwigzany z toksycznym dzialaniem glifosatu na ludzkie
komorki wielojadrzaste, ani ze zwickszong aktywno$cig fagocytarng
granulocytow.

Glifosat w uzytych stezeniach nie indukuje wybuchu oddechowego w
granulocytach.

Obecnos¢ glifosatu w probkach krwi stymulowanych 12-mirystylo-13-
octanem forbolu nie wptywa takze na wielko$¢ produkcji reaktywnych form
tlenu w badanych komorkach.

Niewielkie obnizenie poziomu glutationu zredukowanego i utlenionego w
komorkach krwi po inkubacji z glifosatem 0 stezeniu 0,05ug/L lub 0,5ug/L
pozwala sadzi¢, ze wzmocnienie wybuchu oddechowego nie jest
spowodowanie zmianami st¢zenia tego zwigzku.

Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna sugerowac, ze glifosat wptywa na
drogi sygnatowe prowadzace do aktywacji oksydazy NADPH niezalezne od
aktywacji kinazy biatkowej C.
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7. Streszczenie

Glifosat stanowi baze licznych $rodkéw chwastobdjczych. Miedzynarodowa
Agencja Badan nad Rakiem (IARC) uznata glifosat za prawdopodobnie rakotwoérczy dla
ludzi. W badaniach na zwierzetach laboratoryjnych stwierdzono silng hepato- i
nefrotoksyczno$¢ duzych dawek tego zwigzku. Wigkszo$¢ badan nad ekspozycja ludzi na
glifosat dotyczyta grup narazonych na kontakt z tym pestycydem w zwiazku z
wykonywanym zawodem. Badania dotyczace wplywu niskich stezen glifosatu na
populacje nierolnicze powinny uwzglednia¢ wielkosci dawek, ktére moga si¢
kumulowa¢, a dostajacych si¢ do organizmu przede wszystkim na drodze pokarmowe;j.
W Unii Europejskiej maksymalne stezenie jakiegokolwiek pestycydu w wodzie pitnej nie
powinno przekracza¢ 0,1pg/L, natomiast dopuszczalne dzienne spozycie (ADI -
acceptable daily intake) dla ludzi zostato ustalone na poziomie 0,5mg/kg masy ciata.

Celem niniejszej pracy bylo oszacowanie wielkos$ci skazenia glifosatem wody
wodociggowej z uje¢ na terenie Wielkopolski 1 proba oceny, jak stezenia tego zwigzku
porownywalne z wykrytymi w wodzie, moga wptywaé na wybrane reakcje komorek krwi
obwodowej in vitro.

Do oznaczen stezen glifosatu w wodzie zastosowano metody HPLC (technika
wysokosprawnej chromatografii cieczowej) i ELISA (test immunoenzymosorpcyjny).
Wptyw glifosatu na zywotnos$¢ komorek, produkcje reaktywnych pochodnych tlenowych
i wielko$¢ fagocytozy analizowano przy uzyciu standardowych testow cytometrycznych,
a do okreslenia stezenia zredukowanego 1 utlenionego glutationu komercyjnego zestawu
ELISA.

Stezenia glifosatu w badanych probkach wody pitnej byty niskie, co najmniej tysiac
razy nizsze niz ADI i nie przekraczaty 0,33pg/L. Te stwierdzone zakresy stezen byty
powodem, Zze w niniejszej pracy postanowiono zbada¢ wptyw glifosatu w relatywnie
niskich st¢zeniach od 0,01 mg/L, 0,1mg/L, Img/L, 10mg/L czyli od ~0,06uM do 59uM,
zblizonych do dopuszczonych w normach Unii Europejskiej, na komoérki krwi
obwodowej. Biorgc pod uwage biologiczny czas pottrwania tego zwigzku w organizmie
cztowieka, szacowany na 3 do 10 godzin zdecydowano si¢ na krotka, jednogodzinng
inkubacje probek krwi z glifosatem. W prébkach krwi, inkubowanych z podanymi wyzej
stezeniami glifosatu w przyjetych warunkach doswiadczalnych zaobserwowano istotny
statystycznie wzrost produkcji reaktywnych pochodnych tlenowych (RFT) w
granulocytach stymulowanych N -formylometionino-leucylo-fenyloalaning (fMLP) i

komoérkami bakterii Escherichia coli. Wzrost ten nie byt zwigzany z toksycznym
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dziataniem glifosatu, ani ze zwigkszong aktywno$cig fagocytarng granulocytow.
Zwigzek ten w uzytych stezeniach nie indukowal wybuchu oddechowego w
granulocytach ani nie wptywat na wielko$¢ produkcji RFT w probkach krwi
stymulowanych PMA (12-mirystylo-13-octan forbolu). Niewielkie obnizenie poziomu
tak glutationu zredukowanego, jak i utlenionego w komorkach krwi po inkubacji w
roztworze glifosatu o stgzeniu 0,05ug/mL lub 0,5ug/mL pozwala sadzi¢, ze wzmocnienie
wybuchu oddechowego nie jest spowodowane zmianami st¢zenia tego zwigzku.

Na podstawie uzyskanych wynikow mozna sugerowac, ze glifosat wptywa na drogi
sygnatowe prowadzace do aktywacji oksydazy NADPH, niezalezne od aktywacji kinazy
biatkowej C. Mozna wigc uznac, ze cho¢ niskie dawki glifosatu nie sg szkodliwe dla ludzi,
synergistyczne dziatanie tego zwigzku z innymi skazeniami $rodowiskowymi moze

stanowi¢ wazny element mechanizmoéw patogenetycznych.
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8. Abstract

Glyphosate is the base of numerous herbicides. The International Agency for Research
on Cancer (IARC) identified glyphosate as possibly carcinogenic to humans. Strong
hepato- and nephrotoxicity of high doses of this reagent was reported in laboratory animal
studies. Most of the studies concerning human exposure to glyphosate have thus far
included peoples exposed occupationally to the pesticide. Studies on the effects of low
concentrations of glyphosate on non-agricultural populations should take into account the
magnitude of doses that may accumulate in the body, which are primarily absorbed
through the oral route. In European Union countries, the maximum concentration of any
pesticide in drinking water should not exceed 0.1pug/L, while the acceptable daily intake
(ADI) for humans is set at 0.5mg/kg body weight.

The aim of the study was to estimate the glyphosate levels in tap water samples collected
from different Water Treatment Plants in Greater Poland region, as well as assess how
this reagent — at doses comparable to those detected in tap water — may influence selected
reactions of human peripheral blood cells in vitro.

HPLC (high-performance liquid chromatography) and ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) methods were used to determine glyphosate concentrations in
water. The effects of glyphosate on cell viability, production of reactive oxygen species
(ROS), and rates of phagocytosis were analyzed using standard cytometric assays.
Furthermore, a commercial ELISA kit was used to determine reduced and oxidized
glutathione concentrations.

Glyphosate concentrations in the tested drinking water samples were low — at least one
thousand times lower than ADI — and did not exceed 0.33pug/L. Such concentration ranges
were the reason for this study to investigate the effects of glyphosate on peripheral blood
cells at relatively low concentrations of the reagent, i.e. from 0.01mg/L, 0.1mg/L, 1 mg/L,
10mg/L (from ~0.06uM to 59uM), which are close to norms acceptable within the
European Union. As the biological half-life of this compound in the human body is
estimated to be 3 to 10 hours, we decided to incubate blood samples with glyphosate for
a short period of one hour. Blood samples incubated with the given concentrations of
glyphosate under the specified conditions exemplified a statistically significant increase
of ROS production in granulocytes stimulated with N -formylmethionine-leucyl-
phenylalanine (fMLP) and Escherichia coli cells. This increase was not associated with
toxic effects of glyphosate or with increased phagocytic activity of granulocytes. The

reagent, when applied at specified concentrations, did not induce a respiratory burst in
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granulocytes or affect the amount of ROS production in blood samples stimulated with
12-myristate phorbol 13-acetate (PMA). A slight decrease in the level of both reduced
and oxidized glutathione in blood cells after incubation in glyphosate solution of
0.05pg/mL or 0.5ug/mL allows room for assumption that the enhancement of respiratory
burst is not caused by changes in the concentration of this antioxidant tripeptide.

On the basis of the results obtained, it may be suggested that glyphosate affects signaling
pathways leading to NADPH oxidase activation, independent of protein kinase C
activation. Thus, it can be concluded that although low doses of glyphosate are not
harmful to humans, synergistic effects of this compound with other environmental

pollutants may be an important part of pathogenic mechanisms.
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