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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marii Duszyn
pt. ,,Rola cyklicznego GMP w odpowiedzi na stres biotyczny wywolany
przez Fusarium pseudograminearum u klosownicy dwuklosowej (Brachypodium distacyon)”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Adriany Szmidt-Jaworskiej
i promotora pomocniczego dr Brygidy Swiezawskiej-Bonieckiej
w Katedrze Fizjologii Roélin i Biotechnologii Wydzialu Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych
Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu

Podstawa formalng wykonania recenzji jest pismo Dziekana Wydzialu Nauk Biologicznych
i Weterynaryjnych Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu, prof. dr. hab. Wernera Ulricha, z dnia
25 maja 2022 roku informujace mnie o powolaniu na recenzenta w/w rozprawy doktorskiej na podstawie
uchwaly Rady Naukowej w Dyscyplinie Nauki Biologiczne Uniwersytetu Mikolaja Kopernika

w Toruniu z dnia 20 maja 2022 roku.

Podstawg ubiegania si¢ mgr Marii Duszyn o stopien naukowy doktora sa dwa oryginalne

i tematycznie powiazane artykuly naukowe opublikowane w renomowanych anglojezycznych

czasopismach znajdujgcych si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR). Sa to nastgpujace publikacje:

1. Duszyn, M.; Swiezawska-Boniecka, B.: Wong, A.; Jaworski, K.; Szmidt-Jaworska, A. In Vitro
Characterization of Guanylyl Cyclase BdPepR2 from Brachypodium distachyon ldentified through
a Motif-Based Approach. Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 6243 (IF2021 6,208, 1Fs5.1e1i6,628; pkt MNiSW
140).

2. Duszyn, M.; Swieiawska—Boniecka, B.: Skorupa, M.; Jaworski, K.; Szmidt-Jaworska, A. BAGUCDI1
and Cyclic GMP Are Required for Responses of Brachypodium distachyon to Fusarium
pseudograminearum in the Mechanism Involving Jasmonate. Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 2674 (IF202
6,208, IFs.1emi6,628; pkt MNiISW 140).

Laczny wspotczynnik oddzialywania (IF 5-letni) wymienionych publikacji wynosi 13,256, co
mozna uzna¢ za bardzo dobry poziom tego parametru oceny bibliometrycznej. Nalezy podkresli¢, ze

w obu publikacjach mgr Maria Duszyn jest autorem pierwszym i korespondencyjnym, a na podstawie
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analizy zatagczonych oswiadczen wszystkich wspotautoréw publikacji, jednoznacznie mozna stwierdzi¢,
ze wkiad Doktorantki w planowanie i wykonanie badan, opracowanie, analizg i interpretacje wynikéw
oraz przygotowanie pierwotnych i ostatecznych wersji manuskryptéw byt wiodacy. Poza artykutami
i oswiadczeniami wspolautoréw publikacji naukowych, w sklad rozprawy doktorskiej wchodza
rowniez: oswiadczenia Promotora, Promotora pomocniczego i Autora rozprawy doktorskiej,
streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz 18-stronicowe opracowanie w jezyku polskim
zawierajgce wprowadzenie w zagadnienie roli cyklicznych nukleotydéw w reakcji roélin na biotyczny
czynnik stresowy jak réwniez opis stanu aktualnej wiedzy na temat cyklaz guanylanowych u roslin,
hipotezy i cele badawcze, podsumowanie i wnioski, najwazniejsze wyniki oraz liczaca 47 pozycji
bibliografig. W rozprawie zamieszczono informacjg o finansowaniu badan z projektu PRELUDIUM pt.
~¢GMP jako czasteczka koordynujgca procesy sygnalizacyjne uruchamiane w komérkach
Brachypodium distachyon na skutek infekcji Fusarium pseudograminearum™ finansowanego przez
Narodowe Centrum Nauki (nr 2018/29/N/NZ9/00812), ktérego Doktorantka byla kierownikiem.

Tematyka rozprawy doktorskiej mgr Marii Duszyn wpisuje si¢ w aktualne badania dotyczace
identyfikacji roslinnych enzyméw syntetyzujacych cykliczne nukleotydy i zaangazowania tych
nukleotydéw, a w szczegolnosci cGMP, w liczne procesy fizjologiczne u roslin. Stwierdzam, Ze temat
pracy doktorskiej mgr Marii Duszyn jest oryginalny, a wyniki uzyskane podczas jej realizacji stanowia
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Przedstawiona rozprawa doktorska speinia zatem wymog
oryginalnosci podjetej tematyki badawczej. Doktorantka w sposob kompleksowy i wnikliwy analizuje
otrzymane wyniki, konfrontujgc je z najnowszymi danymi literaturowymi dotyczacymi poruszanych
zagadnien wskazujgc na wysoki poziom ogdlnej wiedzy teoretycznej w zakresie prowadzonych badan.
Z o$wiadczen wspotautorow publikacji bedacych podstawa do ubiegania sig o stopien doktora wynika,
ze mgr Maria Duszyn brala udzial w przygotowaniu koncepcji artykuléw naukowych realizowala
doswiadczenia, analizowala i interpretowata otrzymane wyniki oraz przygotowata manuskrypty. Moge

tu smialo stwierdzi¢, ze Doktorantka posiadta umieje¢tno$é samodzielnego prowadzenia pracy naukowej.

Doktorantka zaréwno we Wstgpach publikacji, jak i we Wprowadzeniu polskojezycznej czesci
rozprawy, przedstawifa aktualny stan wiedzy na temat enzymoéw syntetyzujacych cGMP oraz opisata
funkcje jakie pelni ten nukleotyd sygnalny w komoérkach rolinnych. Nadmieni¢ tu nalezy, ze pierwsza
ro$linng cyklaza guanylanowa opisang w roku 2003 bylo biatko AtGC1 z Arabidopsis thaliana. Biatko
to, jako jedno z siedmiu, zostalo wytypowane na podstawie analiz bioinformatycznych znanych
sekwencji cyklazy guanylanowej z cyjanobakterii oraz z nizszych i wyzszych organizméw
eukariotycznych. Analizy te pozwolity okresli¢ 14-aminokwasowy region centrum aktywnego domeny

katalitycznej. Dalsze badania in silico nad wytypowaniem bialek o potencjalnej aktywnosci cyklazy
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guanylanowej i weryfikacja tych danych in vitro, doprowadzita do scharakteryzowania kolejnych bialek
o takiej wilasnie aktywnosci, gléwnie w A. thaliana. Jak do tej pory u roslin jednolisciennych zostaly
scharakteryzowane dwie cyklazy guanylanowe. Badania bedace przedmiotem rozprawy doktorskiej mgr
Marii Duszyn doprowadzily do poszerzenia wiedzy z tego zakresu o kolejne dwa biatka o aktywnosci
cyklazy guanylanowej w tej grupie roélin. Biatkami tymi sa: PepR2 (publikacja 1, Duszyn i wsp. 2021)
i GUCDI z Brachypodium distachyon (publikacja 2, Duszyn i wsp. 2022). W mojej opinii jest to bardzo
istotny wktad w poszerzenie wiedzy z zakresu bialek zaangazowanych w syntez¢ jednej z czasteczek
sygnalnych jaka jest cGMP. Ponadto Doktorantka wykazala, ze patogen, jakim jest Fusarium
pseudograminearum, wywolujacy choroby zb6z, wplywa na ekspresj¢ genéw kodujacych powyzsze
biatka i modyfikuje poziom molekul sygnalnych, takich jak nukleotydy cykliczne czy fitohormony.

W pierwszej publikacji sktadajacej si¢ na rozprawe doktorska (Duszyn i wsp. 2021) zawarte sg
wyniki badan dotyczacych analizy sekwencji BdPepR2, charakterystyki Kkinetycznej reakcji
katalizowanych przez badane bialko, oraz analizy mutacji w |4-aminokwasowym centrum
katalitycznym biatka BdPepR2. W trakcie lektury publikacji 1 (Duszyn i wsp. 2021) rozprawy
doktorskiej mgr Marii Duszyn nasungto mi si¢ kilka pytan, na ktére nie znalaztam odpowiedzi, ani w
polskojezycznym opisie badan, ani w publikacji. Dlatego prosze Doktorantke o ustosunkowanie si¢ do
ponizszych kwestii.

1) Na Figurze 2 przedstawiono aktywnos$é BdPepR2 jako cyklazy guanylanowej w zaleznosci od
stezenia GTP, jonéw Mn?*' i/lub jonéw Mg?" oraz poréwnano aktywno$é¢ tego bialka jako
cyklazy guanylanowj i adenylanowej. Natomiast na Figurze SA mozemy zobaczy¢, ze cGMP
moze powstawaé w mieszaninie reakcyjnej bez udzialu bialka BdPepR2 (szara linia
chromatogramu). Czy moze to by¢ efektem zanieczyszczenia handlowo dostgpnego preparatu
GTP? Czy podczas obliczen aktywnosci cyklazy guanylanowej brano pod uwagg t¢ ilos¢? I jaka
iloé¢ cGMP zawarta jest w przedstawionym piku?

2) Na Figurze 2B przedstawiono aktywnosé¢ BdPepR2 jako cyklazy guanylanowej w obecnosci
jonéw Mn** i/lub Mg?". Jak widaé, obecnos¢ obu jonéw metali jednocze$nie w mieszaninie
reakcyjnej hamuje szybkos¢ reakcji. Poproszge Doktorantkg¢ o probg zinterpretowanie tego
wyniku.

3) W publikacji | wyznaczono wartosci Ky i Viax dla BdPepR2. Proszg o doprecyzowanie zakresu
stezef GTP, jak i punktéw czasowych podczas wyznaczanie wyzej wymienionych parametrow.
Czy te oznaczenia byly w zakresie od 0,5 do 2 mM GTP i tylko w jednym punkcie czasowym,
tj. w 15 minucie? I wedlug jakiej metody wyznaczono wartosci Kum i Vimax?

4) Doktorantka w publikacji 1 podaje dane literaturowe dotyczace wartosci Ve innych roslinnych
cyklaz guanylanowych. Czy autorzy publikacji dotyczacych aktywnosci innych bialek, jako
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cyklaz guanylanowych, podaja réwniez wartoéci Kn? Jesli tak, to mozna byloby w tym miejscu
podyskutowaé o specyficznosci substratowej badanych cyklaz wobec GTP.

5) Kontynuujgc watek specyficznodci substratowej, ciekawym w mojej opinii, bylyby réwniez
wartosci Ky, dla substratu GTP badanych mutantéw BdPepR2M1066A i BdPepR2M1006R.
Skoro zaobserwowano spadek aktywnosci tych bialek jako cyklazy guanylanowej, to by¢ moze
maja one mniejsze powinowactwo do GTP.

6) Mam tez pytanie dotyczace zakresu ilosci cGMP, jaki poshuzyl do wyznaczenia krzywej
kalibracyjnej. Na Figurze 3C w opisie osi X widnieje zakres do 600 pmoli cGMP, natomiast w
legendzie - do 0,58 pmoli. Zatem, czy na osi X nie powinna by¢ jednostka ,,fmole™?

7) Niejasnym dla mnie jest sformulowanie na stronie 7 (linia 22-23) publikacji 1, méwigce
o wplywie mutacji aminokwasowych na aktywno$¢ badanego biatka jako cyklazy
adenylanowej. Mianowicie, Autorka podaje, ze mutanty wykazywaly nizsza aktywnos¢ jako
cyklazy adenylanowe, a w nastgpnym zdaniu podaje, ze mutacja w pozycji 14 nie miata wplywu
na aktywno$¢ AC. Czy mogeg prosi¢ o wyjasnienie tej sprzecznosci?

8) W niniejszej pracy badano rowniez wpltyw GTP i ¢cGMP na aktywnos¢ kinazowa formy dzikiej
i dwoch bialek z mutacjg aminokwasowa. Na stronie 8 i Figurze 6A pokazano, Zze zar6wno GTP
jak i cGMP obnizajg aktywnos¢ kinazowa. Mam tutaj pytanie — czy oznaczano ilo$¢ cGMP
w mieszaninie reakcyjnej zawierajacej 1,5 mM GTP? Zwazywszy na to, ze efekt cGMP badano
przy jego stezeniu 1 uM (czyli 1500 razy nizszym niz GTP) mozna przypuszczaé, ze moze to
by¢ efekt powstalego cGMP.

9) Czy badano poziom cAMP w mieszaninach reakcyjnych dla oznaczen aktywnosci kinazowej
badanych biatek?

Druga publikacja wchodzaca w zakres rozprawy doktorskiej (Duszyn i wsp. 2022) zawiera
wyniki badan wskazujace, ze rekombinowane biatko GUCDI z Brachypodium distachyon wykazuje
aktywnos¢ cyklazy guanylowej. Ponadto Doktorantka wykazala, Ze traktowanie klosownicy
dwuklosowej Fusarium pseudograminerum wplywa na ekspresje gendow kodujacych dwa biatka, ktére
wlasnie zostaly opisane przez Doktorantke, o aktywnosci cyklazy guanylanowej, zawarto$¢ cGMP i
fitohormonéw takich jak kwas jasmonowy, salicylowy i abscysynowy.

Rowniez mam kilka pytan do wynikow zaprezentowanych w tej publikacji:

1) Na Figurze 1A $ciezka 2 przedstawia analize przeprowadzong metoda Western blot z uzyciem
przeciwcial anty-GST. Prazek o masie okolo 55 kDa to, jak podaje Doktorantka, GST-
BdGUCDI. Prazek ponizej to, jak si¢ domyslam, GST. W czgsci publikacji opisujacej
zastosowane metody, jak i w legendzie do tej Figury 1 podano, ze mieszanina reakcyjna

zawierala 5 pg biatka. Poprosze zatem o doprecyzowanie informacji, czy do oznaczania
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aktywnosci stosowano frakcje przedstawione na Figurze 1A $ciezka 2? Jesli tak, dlaczego nie
pokuszono si¢ na odcigcie i ,odplukanie” GST?

2) Kolejna kwestia, ktéra prosze doprecyzowa¢ jest aktywno$¢ badanego biatka jako cyklazy
adenylanowej i guanylanowej zaprezentowanej na Figurze 1B, C i D. Czy wyraznie nizsza
aktywnos¢ BdGUCDI jako cyklazy guanylanowej i adenylanowej, pokazana na Figurze 1B ,
niz aktywnos¢ widoczna na Figurze 1C i 1D wynika z tego, Ze mieszanina reakcyjna (czgé¢ B)
zawierala jednoczesnie | mM GTP i | mM ATP?

3) Prosze réwniez o uszczegélowienie danych dotyczacych wyznaczania Vi i Km zaréwno dla
GTP i ATP. W jakim zakresie stgzen substratéw i w ilu punktach czasowych oznaczano iloéé
powstatych produktéw?

4) Na stronie 4 publikacji 2 Doktorantka podaje, ze badane biatko BADUCDI1 ma wieksze
powinowactwo do GTP niz ATP. Jednakze wartosci K, dla GTP wynosi 0,73 mM, a dla ATP
0,32 mM. Wartosci te mowig jednak o wigkszym powinowactwie do ATP. Poprosze
o komentarz Doktorantki — jakie dane byly brane pod uwage wysuwajac taki wniosek?

5) Pierwszym punktem czasowym jaki brano pod uwage podczas badan nad wpltywem infekcji
Fusarium, byt punkt po 24 godzinach od infekeji. Zaréwno ilosé cGMP, ekspresja genéw obu
badanych cyklaz guanylanowych, jak i poziom kwasu jasmonowego i salicylowego byt
najwyzszy. Czy brano pod uwage krotszy termin traktowania roslin patogenem, np. po 12
godzinach? Wyniki te mogtyby dostarczy¢ informacji na temat szybkiej odpowiedzi na badany
czynnik stresowy.

6) W publikacji 2, czy tez w polskoj¢zycznym opracowaniu, zabraklo mi podsumowania np.
w postaci uproszczonego schematu na ktorym Doktorantka uwzglednitaby dane literaturowe
i badane elementy szlaku transdukcji sygnalu wywolanego w odpowiedzi na Fusarium
pseudograminarium u  Brachypodium distachyon 1 jednocze$nie podsumowanie to
wskazywaloby na rolg¢ cyklicznego GMP w odpowiedzi na stres biotyczny wywolany przez
Fusarium pseudograminearum u ktosownicy dwukloskowej. Zachgcam Doktorantke do takiego

podsumowania podczas publicznej obrony.

Podsumowujgc, rozprawg doktorska mgr Marii Duszyn oceniam bardzo wysoko, a pytania czy
drobne zastrzezenia ktore sformulowalam w niniejszej recenzji w zadnej mierze nie umniejszaja
wysokiej wartosci naukowej zaprezentowanych wynikéw, lecz sa elementem naukowej dyskusji, ktéra
zapewne w pelni begdzie mogia by¢ zrealizowana podczas publicznej obrony ocenianej pracy.
Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Marii Duszyn spelnia ustawowe wymogi okreslone dla prac
doktorskich stanowigc bardzo waing pozycj¢ w badaniach nad identyfikacja biatek roslinnych
o aktywnosci cyklaz guanylanowych. Wnoszg tym samym do Rady Naukowej w Dyscyplinie Nauki
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Biologiczne Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu o dopuszczenie mgr Marii Duszyn do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Whioskujg¢ ponadto do Rady Naukowej w Dyscyplinie Nauki Biologiczne Uniwersytetu

Mikotaja Kopernika w Toruniu o wyrdznienie pracy doktorskiej mgr Marii Duszyn stosowng nagroda.

Uzasadnienie wniosku o wyr6znienie.

1.

Badania prowadzone przez mgr Mari¢ Duszyn doprowadzily do identyfikacji dwoch biatek
(BdPepR2 i BAGUCDI) o aktywnosci cyklazy guanylanowej u Brachypodium distachyon
(publikacja 1 i 2). Jak do tej pory, u roslin jednolisciennych znane byly tylko dwa biatka
o aktywnosci cyklazy guanylanowej. Zatem zidentyfikowanie dwoch kolejnych bialek jest
znaczgcym wkiadem w nasza wiedze o roslinnych cyklazach.

Dzigki badaniom z wykorzystaniem narzedzi bioinformatycznych i przeniesieniu ich rezultatow
do badan in vitro, poszerzono wiedzg na temat sktadu aminokwasowego centrum aktywnego
odpowiedzialnego za syntez¢ cGMP u kinazy BdPepR2 nalezacej do klasy transmembranowych
receptorow LRR-RLK (publikacja 1). Wyniki przeprowadzonych badan pozwalaja wskazaé¢
kinaz¢ BdPepR2 jako biatko o podwdjnej aktywnos$ci — znanej wezesniej kinazowej i opisanej
przez Doktorantke — cyklazy guanylanowej.

Obie wyzej wymienione cyklazy scharakteryzowano pod katem kinetycznym katalizowanych
reakcji syntezy cGMP (publikacja 1 i 2).

Doktorantka dowiodla, ze stres biotyczny wywolany przez Fusarium pseudograminearum
powoduje zmiany w ekspresji genéw kodujacych BdPepR2 i BAGUCDI.

O wysokiej randze uzyskanych wynikéw $wiadczy wspolczynnik oddzialywania (IF)
publikacji, ktory tacznie dla dwoch artykutéw wynosi 13,256.
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