Poznan, dnia 01.09.2016 r.

dr hab. n. med. Czestaw Zaba
Kierownik Katedry i Zaktadu Medycyny Sadowe;j
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

Ocena
rozprawy doktorskiej
mgr Matyldy Czosnykowskiej-Lukackiej
na temat:

L,IDENTYFIKACJA GENETYCZNA GRZYBOW
HALUCYNOGENNYCH W BADANIACH SADOWYCH”
pod kierunkiem

prof. dr hab. Tadeusza Dobosza i dr. Marka Halamy

W codziennej praktyce medycyny sadowej, a zwlaszcza genetyce sagdowej i krymi-
nalistyce identyfikacja ro$lin i grzybow jest coraz czgsciej prowadzona. Jest to spowo-
dowane m.in. nielegalnym handlem i rozpowszechnianiem zakazanych gatunkow roslin,
w tym zawierajgcych substancje narkotyczne. Takze identyfikacja gatunkowa roslin i
grzyboéw zabezpieczonych na miejscu przestepstwa wymaga precyzyjnych i pewnych
metod diagnostycznych. Wsrdd nich grzyby halucynogenne ciesza si¢ szczegdlnym
zainteresowaniem ze wzgledu na duza czesto$§¢ wystepowania w Polsce, ich latwy
dostep 1 niski koszt. Tradycyjna diagnostyka mikologiczna oparta na metodach oceny
morfologicznej, hodowlanej 1 enzymatycznej aktywnosci jest niewystarczajgca W przy-
padku grzybow o dziataniu neurotropowym i toksycznym. Z punktu widzenia Klinicz-
nego, a takze postgpowania karnego prawidtowa identyfikacja taksonomiczna grzybow
o dziataniu neurotropowym ma istotne znaczenie.

Grzyby, to stabo poznana grupa, zaréwno pod wzglgdem réznicowania gatunko-
wego, jak 1 wiedzy na temat sekwencji nukleotydowych taksonéw juz poznanych. W
tym kontek$cie wykorzystanie badan genetycznych wydaje si¢ atrakcyjng alternatywa
dla analiz morfologicznych i toksykologicznych.

Z tego wzgledu opracowanie swoistego testu do szybkiego i bezposredniego wykry-
cia grzybow odurzajgcych opartego na specyficzng detekcje regionu DNA jest intere-
sujacym eksperymentem, ktorego rezultaty beda miaty praktyczne zastosowanie w labo-
ratoriach genetyki sagdowej. Dletego podjecie badan przez mgr Matylde Czosnykowska-
Lukackg majacych za cel m.in. opracowanie specyficznego i szybkiego testu do bezpo-

sredniego wykrycia grzybow zawierajgcych substancje neurotropowe z wykorzystaniem
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metod biologii molekularnej jest ambitnym i godnym podkreslenia zadaniem nauko-
wym. Rozprawa doktorska mgr Matyldy Czosnykowskiej-Lukackiej szeroko przedsta-
wia ww. aspekty.

Przedstawiona do oceny praca jest starannie oprawionym wydrukiem liczagcym 92
karty. Uktad pracy jest typowy z podzialem na rozdzialy i podrozdzialy. Praca sktada
si¢ z czeSci teoretycznej ze wstepem, zatozen i celem pracy oraz czesci doswiadczalnej
sktadajgcej si¢ z materialu i metod badan, wynikoéw, dyskusji i wnioski oraz stre-
szczenia w jezyku polskim i angielskim.

W pracy autorka zamiescita 112 pozycji pismiennictwa, a ponadto 4 zataczniki, 10
rycin, 16 tabel oraz wykaz skrotow.

Czg$¢ teoretyczna do rozprawy jest 26 stronicowym rozdzialem omawiajacym
zagadnienia dotyczace aspektow grzybow o dzialaniu neurotropowym, a wigc grzybow
psylocybinowych o dziataniu halucynogennym, grzybow o dziataniu atropinopodobnym,
identyfikacji grzybow neurotropowych wymieniajaCc analiz¢ morfologiczng, analize
toksykologiczng i analiz¢ genetyczng. Doktorantka przedstawita w nim takze zagadnie-
nia identyfikacji gatunkowej grzybow w aspekcie genetyki sadowej oraz regulacje
prawne dotyczace postgpowania z okreslonymi grzybami zawierajagcymi psylocybing i
psylocyne. We wstepie mgr Matylda Czosnykowska-Eukacka opisuje takze historyczne
aspekty zwigzane z grzybami halucynogennymi. Wstep pracy przemawia za bardzo
dobra znajomoscia tematu i doskonatym przygotowaniem merytorycznym. Rozdziat jest
ciekawie 1 starannie napisanym tekstem, zawierajacym duzo istotnych informacji opar-
tych na przegladzie piSmiennictwa. W pracy sg odniesienia do obszernych materialow
zrodlowych dotyczacych grzybow o dziataniu neurotropowym. Tekst jest napisany
profesjonalnym, a jednoczesnie zrozumiatym jezykiem i stanowi doskonate wprowa-
dzenie w dalsze czg$ci pracy.

Zalozenia i cele pracy zostaly jasno sprecyzowane; szczegoétowo i catoSciowo
obejmuja zagadnienia, ktore dotyczg przedstawionej rozprawy. Stanowig one logiczng
kontynuacje wstepu.

Celem pracy byto: - opracowywanie testu opartego na technice multipleks PCR do
szybkiej 1 bezposredniej identyfikacji wybranych gatunkow grzybow zawierajacych
substancje narkotyczne (Psilocybe semilanceata, Psilocybe cubensis, Psilocybe subcu-
bensis, Amanita muscaria); - optymalizacja metody izolacji DNA z wybranych gatun-

kow grzybow podstawkowych (Basidiomycetes), zarowno ze $wiezych owocnikow, jak
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i suszu grzybowego pochodzacego ze zbioréw zielnikowych herbarium; - analiza sek-
wencji wewnetrznych niekodujacych regionow ITS rDNA oraz kodujacej podjednostki
5.8: ITS1-5.8-ITS2 wybranych gatunkow grzybow podstawkowych pod wzgledem zgo-
dnosci, obecnosci polimorfizmdéw 1 podobienstwa filogenetycznego oraz uzupelnienia
baz danych (GenBank, Unite) o uzyskane sekwencje.

Realizacja tych zadan wymagata od Doktorantki przeprowadzenia badan laborato-
ryjnych. Materiatem do badan stanowit 45 probek pozyskanych z owocnikéw 26
gatunkow grzybow podstawkowych nalezacych do 6 gatunkow. Dodatkowo badano
DNA kolonii grzyba workowatego z rodzaju Candida.

Grzyby sa trudnym materiatem do izolacji DNA ze wzgledu na duza ilo$¢ polisa-
charydoéw oraz inne zwigzki metaboliczne, a metody izolacji DNA nie do konca dostar-
czaja oczekiwane rezultaty. Autorka szczegdtowo przedstawita metodyke zastosowa-
nych badan, w tym morfologi¢ owocnikow, charakterystyke hodowli grzybow, jak i
metody przygotowania wlasciwego substratu do ww. hodowli. Doktorantka opisuje w
Sposob bardzo obszerny metody do izolacji DNA, wykorzystujac rozne zestawy kolu-
mienkowe oraz metody organiczne. W rozdziale tym zauwazono, ze Autorka wprowa-
dzita szereg zmian w procedurach izolacji DNA. Wydaje si¢, ze wskazane byloby
przeprowadzenie szczegdtowej walidacji zastosowanych metod, przede wszystkim w
obszarze metodyki, ktory zostat zmieniony.

Wyniki badan poddano rzetelnej weryfikacji i ocenie. Doktorantka uzyskata intere-
sujagce wyniki uwzgledniajace metody badan laboratoryjnych, ktore przedstawita w
formie opisu, tabel oraz zdje¢, ktore utatwiajg merytoryczng ich interpretacje. Rezulta-
tem przeprowadzonych badan jest opracowany test oparty na technice multipleks PCR
do szybkiej identyfikacji grzyboéw zawierajacych substancje neurotropowe; opracowany
proces izolacji DNA, ktdry pozwala na uzyskanie materiatu genetycznego nadajacego
si¢ do bezposrednich analiz z bardzo niewielkiej ilo$ci materiatu. Doktorantka uzyskata
takze szereg sekwencji nukleotydowych uznajgc je za specyficzne gatunkowo, ktore
beda umieszczone w banku sekwencji GenBank, a kilka z nich zostanie zdeponowanych
PO raz pierwszy.

Przeprowadzone przez Doktorantke¢ badania poszerzyly wiedze na temat bior6zno-
rodnosci grzybow, dostarczajgc nowych danych z zakresu genetyki grzybow.

Rozprawa konczy si¢ dyskusja i wnioskami, ktore sg sformutowane czytelnie i

zrozumiale.



W dyskusji Doktorantka umiej¢tnie przedstawita wlasne spostrzezenia z pogladami
innych autoréw postugujac si¢ duzym, bo liczacym 112 pozycji piSmiennictwa, ktore
jest aktualne i dobrze dobrane. W tym rozdziale bazujac na przedstawionym pisSmien-
nictwie oraz na uzyskanych wynikach badan witasnych — Doktorantka analizuje pie¢
protokotow izolacji DNA z grzybow. Wszystkie protokoty dawaly pozytywne rezultaty
w przypadku $wiezego materiatlu. Natomiast DNA wyizolowany ze zbioréw muzeal-
nych jest mato trwaly i z uptywem czasu ulega stopniowej degradacji. Z uwagi na
nietrwatos¢ DNA nalezy niezwlocznie po izolacji przeprowadzi¢ dalsze analizy mole-
kularne, a zwtaszcza gdy otrzymano niskie stezenie DNA. W pracy dokonano analizy
regioné6w 1TS1-5.8-1TS2 pod wzgledem zgodnosci, obecnosci polimorfizméw i podo-
bienstwa filogenetycznego. Analiza pordwnawcza ww. sekwencji potwierdzila zgo-
dno$¢ uzyskanych sekwencji z umieszczonymi sekwencjami w bazie GenBank na po-
ziomie 97-98%. W bazie danych ciagle brakuje informacji z zakresu genetyki moleku-
larnej grzybow podstawkowych.

Praca ma walory interdyscyplinarne, poniewaz poza aspektem genetyczno-Sado-
wym, poprzez stworzenie swoistego testu do identyfikacji i opracowaniem metodyki,
poszerza wiedzg na temat roznorodnosci grzybow, a takze dostarcza nowych informacji
z zakresu genetyki grzybow mozliwych do wykorzystania w taksonomii grzybow.

W wnioskach Doktorantka podata, ze wyizolowany material genetyczny nalezy
podda¢ niezwtocznie dalszym analizom genetycznym z powodu mozliwosci degradacji
lub na mozliwo$¢ powstawania modyfikacji DNA podczas przechowywania. Opraco-
wany test do identyfikacji grzyboéw zawierajacych zwigzki neurotropowe uznano za
specyficzny i wysoce czuly. Zaproponowany test oparty na technice multipleks PCR
moze by¢ wykorzystany w praktyce genetycznych badan sagdowych. Szereg sekwencji
nukleotydowych uzyskanych z probek grzybow zawierajacych zwiazki neurotropowe
uzupetnig baze danych GenBank o brakujace dane odnos$nie tych gatunkow.

Podczas analizy tekstu nasuwajg si¢ drobne uwagi. W pracy wystepuja btedy inter-
punkcyjne, zwlaszcza w rozdziale dyskusja. Majac na uwadze warto§¢ merytoryczna
pracy, ktora mozna w przyszitosci wykorzystaé podczas wykonywania badan w dzie-
dzinie genetyczno-sgdowej, wskazane byloby poszerzy¢ analize o wigkszg ilo$¢ probek,
a przede wszystkim przeprowadzi¢ walidacj¢ wprowadzonych zmian w procedurach
badawczych. Wskazane wyzej uwagi w zaden sposob nie obnizaja wysokiej wartosci

merytorycznej pracy.



Praca jest napisana przejrzyscie, w sposob dojrzaly i $wiadczy dobrej znajomosci
zagadnienia oraz umiejetnosci ujecia wlasnych badan w dyskusji z innymi badaczami.
Doktorantka zachowata ostroznoéé i poczucie odpowiedzialnosci w formulowaniu
koncowych ocen.

Reasumujgc stwierdzam, ze opracowanie mgr Matyldy Czosnykowskiej-ELukackiej
jest interesujagcym doniesieniem naukowym, posiadajacym wartosci poznawcze, a prze-
de wszystkim walory praktyczne. Praca moze przyczyni¢ si¢ do przyblizenia genetykom
sagdowym, lekarzom medycyny sadowej, ale takze toksykologom i biologom, wielu
zagadnien zwigzanych z identyfikacja grzybow zawierajgcych substancje odurzajace.

Z satysfakcja stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Matyldy Czosnykowskiej-
Fukackiej pt.: ,JDENTYFIKACJA GENETYCZNA GRZYBOW HALUCYNOGEN-
NYCH W BADANIACH SADOWYCH” spetnia wymogi pracy doktorskiej i warunki
okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz.
595 z p6zn. zm.).

Zwracam si¢ do Pani Dziekan i Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwer-
sytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu z wnioskiem o dopuszczenie

mgr Matyldy Czosnykowskiej-Eukackiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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