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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr JEDRZEJA DOBROGOJSKIEGO
pod tytulem:
»Rola dinukleozydopolifosforanéw (NpaN') i nukleozydo 5'-fosforamidéw (NH2-pN)
w transdukcji sygnatu i regulacji szlaku fenylopropanoidowego u winorosli wlasciwej

(Vitis vinifera L.) i rzodkiewnika pospolitego (4drabidopsis thaliana (L.) Heynh.)”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Jedrzeja Dobrogojskiego w dziedzinie
nauk scistych i przyrodniczych, w dyscyplinie rolnictwo i ogrodnictwo, wykonana zostala pod
kierunkiem dr hab. Matgorzaty Pietrowskiej-Borek w Katedrze Biochemii i Biotechnologii Wydziatu
Rolnictwa, Ogrodnictwa i Biotechnologii Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. Podstawa do
opracowania recenzji jest pismo z dnia 26 marca 2024r. od prof. dr hab. Andrzeja Blecharczyka,
Przewodniczacego Rady Naukowej Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu z informacja o powotaniu mnie na recenzenta rozprawy doktorskiej mgr

Jedrzeja Dobrogojskiego.
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Pan mgr Jedrzej Dobrogojski ukonczyt studia pierwszego stopnia na Wydziale Biologii
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Stacjonarne studia magisterskie odbyl na
kierunku biotechnologia tej samej uczelni. Ukoficzyt je w dniu 16 czerwca 2018 roku z ocena
koncowg dobry plus. W przedstawionych dokumentach brak informacji czy Doktorant starat sie
wcezesniej o nadanie stopnia doktora, zatem uznaje, ze jest to jego pierwszy przewdd doktorski.
Aktualnie jest doktorantem V roku Stacjonarnych Studiéw Doktoranckich prowadzonych przy
Wydziale Rolnictwa, Ogrodnictwa i Bioinzynierii Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu,

zrealizowat program tych studiéw i zdal wszystkie wymagane egzaminy.

Problematyka badawcza pracy doktorskiej dotyczy roli nietypowych nukleotydéw, do ktérych
naleza dinukleozydopolifosforany (Np,N') oraz nukleozydo 5'-fosforamidy (NH2-pN), w przesytaniu
sygnatu stresu Srodowiskowego. Jest to grupa nukleotydéw o mato poznanej funkcji u roslin, cho¢
ich wystepowanie wykazano juz bardzo wiele lat temu u zwierzat, bakterii czy drozdzy.
Zakwalifikowano je nawet do grupy zwiazkow nazywanych ,,alarmonami” ze wzglgdu na znaczacy
wzrost ich poziomu w komoérkach poddawanych stresom. Wystgpowanie wspomnianych
nukleotydow nietypowych u roslin potwierdzono poprzez identyfikacje enzyméw zaangazowanych
w ich syntez¢ oraz degradacje. Jedna ze strategii obronnych u roslin wyzszych w odpowiedzi na stres
srodowiskowy jest wzmozona synteza produktow szlaku fenylopropanoidowego. Wiadomo, ze w
aktywacj¢ tego szlaku zaangazowane s3 wiasnie nukleotydy nietypowe. Nieznany jest jednak
mechanizm ich dziatania ani biatko receptorowe i cata $ciezka przekazywania sygnatu. Funkcja
nukleotydow oraz regulacja przez nie szlaku fenylopropanoidowego u roélin od lat pozostaje w kregu
zainteresowan naukowych grupy prowadzonej przez dr hab. Malgorzat¢ Pietrowskg-Borek,

promotorke Doktoranta.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska jest oparta na czterech publikacjach, ktore
ukazaty si¢ w ciggu ostatnich 3 lat:

1./ Pietrowska-Borek M., Dobrogojski J., Sobieszczuk-Nowicka E., Borek S. 2020. New
insight into plant signaling: extracellular ATP and uncommon nucleotides. Cells, 9, 345.

2./ Pietrowska-Borek M., Wojdyta-Mamon A., Dobrogojski J., Mtynarska-Cieslak A.,
Baranowski MR., Dgbrowski JM., Kowalska J., Jemielity J., Borek S., Pedrefio MA.,
Guranowski A. 2020. Purine and pyrimidine dinucleoside polyphosphates differentially affect
the phenylpropanoid pathway in Vitis vinifera L. cv. Monastrell suspension cultured cells.

Plant Physiology and Biochemistry, 147, 125-132.
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3./ Pietrowska-Borek M., Dobrogojski J., Wojdyta-Mamonn AM., Romanowska J.,
Golebiewska J., Borek S., Murata K., Ishihara A., Pedrefio MA., Guranowski A. 2021.
Nucleoside 5'-phosphoramidates control the phenylpropanoid pathway in Vitis vinifera
suspension-cultured cells. International Journal of Molecular Sciences, 22, 13567,

4./ Dobrogojski J., Nguyen V.H., Kowalska J., Borek S., Pietrowska-Borek M. 2023. The
plasma membrane purinoreceptor P2K1/DORNT is essential in stomatal closure evoked by
extracellular diadenosine tetraphosphate (ApsA) in Arabidopsis thaliana. International

Journal of Molecular Sciences, 24, 16688.

Recenzowana rozprawa doktorska zostata pozytywnie zweryfikowana przez system oceny
antyplagiatowej JSA. Jej uklad jest zgodny z normami dla tego typu opracowan. Przedlozona
rozprawa sktada si¢ z 11 rozdziatéw, z czego tresci merytoryczne zajmujg 33 strony (od rozdziatu V
do IX). Skiada si¢ na nie: Wykaz skrotow, Wprowadzenie, Hipotezy i cele badan, Omoéwienie
uzyskanych wynikow, Podsumowanie i wnioski oraz Bibliografia obejmujaca 67 pozycji. Pozostate
rozdzialy zawierajg wymagane ustawa elementy, m.in. Streszczenia w jezyku polskim i angielskim,
Oswiadczenia wspotautorow prac oraz Kopie publikacji wchodzacych w sktad rozprawy. Uktad
pracy jest czytelny i minimalistyczny w formie. Cztery oryginalne prace opublikowane w
specjalistycznych czasopismach o zasiggu migdzynarodowym, o tacznym czynniku wptywu (Impact
Factor) 22,678, stanowia podstawe rozprawy. Jedna z prac jest pracg przegladowa. Zaledwie w jednej
pracy Doktorant jest pierwszym autorem. Jednakze Jego wktad w powstanie wszystkich prac jest
znaczgcy i nie budzi to zastrzezen, chociaz nie wskazano konkretnie w procentach udziatu Doktoranta
w poszczegblnych publikacjach. Z przedstawionych o$wiadczen wynika, ze brat udziat zaréwno w
etapie projektowania niektorych eksperymentéw, jak i ich przeprowadzeniu, analizie i interpretacji
wynikow oraz przygotowaniu manuskryptow. Sktad autorski przedstawionych publikacji wskazuje
na duze wsparcie i wspdldziatanie zespotu badawczego w realizacji badan, ktére prezentowane sa w
przedstawionej do oceny rozprawie. Autorem korespondencyjnym wszystkich prac jest Promotor dr
hab. Malgorzata Pietrowska-Borek. Wszystkie trzy prace do$wiadczalne bedace przedmiotem
rozprawy prezentujg powigzane tematycznie oryginalne podejscie do zarysowanego problemu
naukowego. Ich wsp6élnym mianownikiem bylo wykazanie roli nukleotydéw nietypowych jako
czgsteczek sygnalnych.

Streszczenia w jezyku polskim i angielskim zostaly napisane wlasciwie. Obejmuja
uzasadnienie podjetej problematyki badawczej, cele pracy, krétki opis uzyskanych rezultatéw oraz

najwazniejsze wnioski ze zrealizowanych badan.
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Rozprawa mgr Jedrzeja Dobrogojskiego rozpoczyna si¢ od teoretycznego Wprowadzenia,
gdzie Doktorant opisat syntetycznie aktualny stan wiedzy. Duzo informacji znajduje sie tez w
Publikacji nr 1 Autora rozprawy, ktéra jest pracg przegladowg z 2020r. Wprowadzenie stanowi dobre
wprowadzenie do problematyki rozprawy, jest klarowne i zwigzle, nie budzi zastrzezen
merytorycznych. Jak dla mnie zabrakto ilustracji, np. obrazujgcych budowe¢ nukleotydow
nietypowych - dinukleozydopolifosforanéw i nukleozydo 5'-fosforamidéow oraz szlak
fenylopropanoidowy z jego enzymami i poszczegdlnymi metabolitami. Te ilustracje pojawiajg sig
wprawdzie w omawianych pracach, ale umieszczenie ich bezposrednio we Wprowadzeniu ufatwito
by jego odbidr. Drobne zastrzezenia dotycza btedéw edytorskich, np. na str. 13 ,,Podobny efekt
zaobserwowano pod wptywem przepuszczalnych dla blon komoérkowych..." powinno by¢: ,,Podobny
efekt zaobserwowano pod wptywem przepuszczalnych przez blony komoérkowe...”; na str. 14
»Coraz wigcej badan nad udzialem w odpowiedzi roslin na rézne stresy Srodowiskowe dotycza...”
powinno by¢: ,,Coraz wigcej badan nad udziatem w odpowiedzi roslin na r6zne stresy Srodowiskowe
dotyczy...”. We Wprowadzeniu Doktorant wspomina, ze pod wplywem nukleotydow
nietypowych dochodzi w Arabidopsis do wzmozonej syntezy kwasu salicylowego. Czy wiadomo
co$ o wplywie tych nukleotydow na poziomy innych fitohormonéw?

Hipotezy i cele badaii sformutowano jasno i jednoznacznie, sa one zgodne z tematyka
rozprawy. Autor rozprawy sformutowat az 7 celi szczegotowych, ale wszystkie skladajg si¢ na jeden
nadrzgdny cel podkreslajacy spojny charakter przeprowadzonych bada.

Zabrakio mi rozdziatu opisujgcego techniki stosowane w pracy, gdzie Doktorant powinien
wymieni¢ i opisa¢ glowne metody, ktére wykorzystat do uzyskania wynikow. Odzwierciedlaty by
one zakres badan zaprezentowany w artykutach wchodzgcych w skiad osiggniecia naukowego i
swiadezyty o opanowaniu przez Doktoranta wiasciwego warsztatu badawczego.

Wyniki opisane w publikacjach, ktore stanowia podstawe rozprawy mgr Jedrzeja
Dobrogojskiego, zostaty przedstawione w rozdziale Omoéwienie uzyskanych wynikéw. Opisane sa
jasno i precyzyjnie, stanowig streszczenie trzech publikacji wynikowych. Poprzedzone sa krotkim
wprowadzeniem i hipoteza badawczg przedstawiong w Publikacji nr 1, pokazujaca szlak transdukcji
sygnatu wywotanego przez NpnN' i NHz2-pA u rolin prowadzgcy do modyfikacji ekspresji genow
szlaku fenylopropanoidowego i syntezy kwasu salicylowego. Wiasnie te hipoteze Doktorant
weryfikuje w swoich badaniach. Uzyskane przez Doktoranta wyniki opisane w trzech kolejnych
publikacjach sa bardzo ciekawe. Publikacja nr 2 i Publikacja nr 3 sg bardzo do siebie podobne w
schemacie doswiadczefi. Pan mgr Jedrzej Dobrogojski opisal w nich wplyw nukleotydow
nietypowych na szlak fenylopropanoidowy w kulturach zawiesinowych winorosli wilasciwe;j.

Winorosl zostata tu wybrana jako gatunek modelowy ze wzgledu na wysokg zawartos$c
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fenylopropanoidow. W Publikacji nr 2 opisano wplyw egzogennie podanych nukleotydow
purynowych (ApsA i Gp3G), pirymidynowych (UpsU i UpsU) oraz puryno-pirymidynowej hybrydy
(ApsU) na wzrost iloci trans-resweratrolu i trans-piceidu, czyli zwiazkoéw nalezacych do grupy
stilbenow. Skorelowane to bylo ze wzrostem ekspresji wybranych genéw kodujacych enzymy szlaku
fenylopropanoidowego. Co ciekawe, inne badane nukleotydy pirymidynowe (CpsC, CpsC) i
purynowo-pirymidynowy ApsC silnie hamowaty ekspresje genow kodujgcych enzymy szlaku
fenylopropanoidowego, co korelowato z obnizong akumulacjg stilbenéw w komérkach jak i w
pozywce. Wskazuje to na odmienny mechanizm w jaki nukleotydy zawierajace rézne purynowe lub
pirymidynowe nukleozydy modyfikuja szlak fenylopropanoidowy. Publikacja nr 3 w podobny
sposob prowadzi czytelnika poprzez analizy wplywu na szlak fenylopropanoidowy kolejnych
badanych przez Doktoranta nukleotydéw. Tym razem sg nimi purynowe i pirymidynowe nukleozydo
5'-fosforamidy. I tu najbardziej skutecznym w indukcji genéw kodujgcych enzymy szlaku
fenylopropanoidowego okazat si¢ by¢ nukleotyd NHz-pC. Najwickszy wzrost ekspresji gendow
odnotowano po 72 godzinach od podania nukleotydow. Natomiast najwiekszg akumulacje stilbenow
w komorkach zadziwiajaco wykazano po 24 i 48 godzinach, podczas gdy po 72 godzinach ich
zawartos¢ byla juz réwna kontroli. Prositabym Doktoranta o wyjasnienie mechanizmu tego
fenomenu. Dlaczego w komoérkach kontrolnych odnotowany zostal tak znaczny wzrost
zawartosci stilbenow po 24 godzinach od rozpoczecia badania skoro nie bylo zadnej zmiany w
ekspresji genow tego szlaku? Uzyskane wyniki badan wyraznie uwydatniajg udziat egzogennie
dodanych NpaN'"i NH2-pN w kontroli aktywnosci szlaku fenylopropanoidowego, a zatem wskazuja,
ze sa to czasteczki sygnalne. Jaki Doktorant zaproponowalby mechanizm dzialania
dinukleozydopolifosforanéw i nukleozydo 5'-fosforamidéw w indukcji syntezy stilbenow? Jak
hipotetycznie przebiegalaby $ciezka sygnalna prowadzaca do zmian transkrypcyjnych? I jak
ewentualnie eksperymentalnie potwierdzié te przewidywania teoretyczne? W Publikacji nr 4
opisana jest wiasnie taka Sciezka sygnalna prowadzgca do efektu fizjologicznego jakim jest
zamykanie aparatow szparkowych. Tym razem jako rosling modelowa uzyto Arabidopsis thaliana.
Poniewaz dobrze opisanym u roslin receptorem nukleotydu purynowego, eATP, jest blonowa kinaza
biatkowa P2ZK1/DORNI, stusznie zauwazono, iz moze ona tez by¢ receptorem dla purynowych
dinukleozydopolifosforanow. Wykazano, ze egzogennie podane ApsA i Cp4C indukuja zamkniecie
aparatow szparkowych, a w przypadku ApsA ten proces jest zalezny od receptora P2ZK1/DORNI.
Prawdopodobnie, nukleotydy pirymidynowe, sg wigzane przez inny typ receptorow. I tu mam do
Doktoranta pytanie — czy s3 znane jakie$ pirymidyno-receptory, ktore ewentualnie mogiyby
wigzaé Cp4C? Nastepnie dowiedziono, ze w proces zamykania aparatow szparkowych przez ApsA

i Cp4C sg zaangazowane wolne rodniki tlenowe. ApsA wyraznie byt zaangazowany w indukcje
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ekspresji kluczowych genoéw, kodujacych np. oksydaze RBOHF, kinazy MAP, kinazy SnRK,
zaangazowanych w procesy obronne przed stresami srodowiskowymi. Ciekawym aspektem jest, ze
Cp4C nie wywotywat indukcji ekspresji tych genéw, co sugeruje istnienie innej Sciezki sygnalnej dla
nukleotydow pirymidynowych. Prositabym Doktoranta o interpretacje wyniku umieszczonego
na Figurze 5 w Publikacji nr 4, dotyczacego zmian ekspresji genow. Dlaczego puryny powoduja
indukcj¢ ekspresji genéw m.in. dla oksydazy RBOHF, kinazy MAP, kinaz SnRK, skoro
transdukcja sygnalu polega tu raczej na szybkich reakcjach fosforylacji/defosforylacji
poszczegolnych bialek w kaskadzie sygnatowe;j?

Podsumowaniem rozprawy s trzy gtéwne wnioski, dla kazdej publikacji oddzielny, poparte
wyszczegolnionymi najwazniejszymi wynikami z prac. Autor starat sie¢ konsekwentnie odpowiedzie¢
na pytania i wyjasni¢ kwestie stuzace realizacji celu postawionego na wstepie pracy. Wnioski sa
sformutowane prawidfowo i podkreslaja najistotniejsze osiagnigcia pracy.

I na koniec pytanie dotyczace metabolizmu siarkowego roslin, a wigc mojego spektrum
zainteresowani. Substratem do syntezy nukleozydo 5'-fosforamidéw jest adenozyno 5'-
fosfosiarczan, pierwszy produkt na icieice redukcji siarczanu do siarczku (APS). Czy mozliwe
Jest, ze nukleozydo 5'-fosforamidy jako tak $ciSle powiazane z APS mogg uczestniczy¢ w
sygnalizacji deficytu siarkowego? Albo by¢ sygnatem ogélnej dostepnosci siarki?

I na koniec jeszcze dwie drobne poprawki edytorskie, ktére udato mi sie znalezé:

* nasir. 7 w Streszczeniu rozprawy doktorskiej: ,,...mutanta dornl-3 typu knock-out
posiadajgcym insercje T-DNA” powinno by¢ ,,...mutanta dornl-3 typu knock-out
posiadajgcym insercj¢ T-DNA”

* na str. 21 w Omoéwieniu uzyskanych wynikéw: ,,... po 24 godzinnach trwania

eksperymentu” powinno by¢ ,,... po 24 godzinach trwania eksperymentu”

Uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa jest pracg oryginalng o wysokiej wartosci
naukowej. Cykl do$wiadczen wykonanych w ramach tej pracy, ktorego celem bylo okreslenie roli
wybranych  nukleotydéw  nietypowych ~w  transdukcji sygnalu i regulacji szlaku
fenylopropanoidowego u winorosli wtasciwej i rzodkiewnika pospolitego, zostat dobrze
przemyslany, poprawnie wykonany i opisany, a przede wszystkim wyniki zostaty juz poddane
krytycznej ocenie przez niezaleznych recenzentow, ekspertow z dziedziny, kitorzy docenili wartosé
merytoryczng prezentowanych wynikow. Autor dysertacji bazujac na uzyskanych wynikach
potwierdzil postawione przez siebie 3 hipotezy badawcze.

Poza opisanymi w rozprawie publikacjami Doktorant jest takze wspotautorem 6 innych

anglojezycznych publikacji naukowych, jak wynika z zalagczonego Wykazu osiggnie¢ naukowych.
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Nie zostaty one ujete w przedstawionej rozprawie, gdyz dotycza innej tematyki, ktéra Doktorant
zajmowat si¢ podczas wykonywania pracy licencjackiej i magisterskiej w Zaktadzie F izjologii Roélin
Wydziatu Biologii Uniwersytetu im Adama Mickiewicza w Poznaniu, a takZe podczas stazu w
ramach programu Erasmus+ odbytego na University of Natural Resources and Life Sciences w
Wiedniu. Pan mgr Jedrzej Dobrogojski jest wspotautorem 20 doniesiefi konferencyjnych, w tym 5
zaprezentowanych zagranicg. Odbyt 2 staze naukowe w os$rodkach krajowych oraz 3 staze naukowe
w roznych osrodkach europejskich. Jest to dosé znaczacy dorobek, jak na ten etap kariery naukowe;.
Te udokumentowane naukowe aktywnosci Doktoranta Swiadczg o niezwyklej pracowitosci i

zaangazowaniu w prace zwigzane z poruszang tematyka i umiejetnosci pracy zespolowe;j.

WNIOSEK KONCOWY

Przedstawiong mi do recenzji rozprawe doktorska oceniam wysoko. Pan mgr Jedrzej
Dobrogojski wykazat si¢ duza wiedza z zakresu tematyki prowadzonych badan, umiejetnoscia
planowania i wykonywania doswiadczen oraz formutowania wnioskéw i ich dyskusji, co jest
niezb¢dne u dojrzatych naukowo badaczy. Rozprawa zawiera szereg elementow nowosci naukowe;j i
stanowi bardzo uzyteczny wkitad do wiedzy o nukleotydach nietypowych jako czasteczkach
sygnalnych. Rozprawa doktorska spetnia wymagania okre$lone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r., Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst jednolity Dz. U. z 2023r. poz. 742). Dlatego
tez zwracam si¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu o dopuszczenie Pana mgr Jedrzeja Dobrogojskiego do dalszych etapow
przewodu doktorskiego i popieram wniosek o nadanie mu stopnia naukowego doktora. Majac na
uwadze zakres, poziom i wage¢ przeprowadzonych badan oraz wysokag aktywnos¢ naukowsg

Doktoranta, wnioskuje takze o wyroznienie jego pracy stosowna nagroda.

vIQ LOMW&&L

dr hab. Anna Wawrzynska
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