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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr Jedrzeja Dobrogojskiego

pt. ,,Rola dinukleozydopolifosforanow (NpnN’) i nukleozydo 5’-fosforamidow (NHz-pN) w
transdukcji sygnalu i regulacji szlaku fenylopropanoidowego u winorosli wlasciwej (Vitis
vinifera L.) i rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.)”

wykonanej pod promotorstwem dr hab. Malgorzaty Pietrowskiej-Borek, prof. UPP w Katedrze
Biochemii i Biotechnologii, Wydziatu Rolnictwa, Ogrodnictwa i Biotechnologii, Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu.

Wprowadzenie

Komorka, jak i caty wielokomorkowy organizm, jest uktadem zamkniety posiadajacym pewien
stan uporzadkowania. Informacje docierajace do komorki zaré6wno zewnatrz, jak i te bedace
konsekwencjg pojawienia si¢ czynnikdw wewngtrznych, wymuszaja zmiang¢ aktualnego stanu
stacjonarnego komorki w odniesieniu do wybranych procesow. Dzieki obecno$ci mechanizmoéw
regulujacych, komorka rozpoznaje i specyficznie odpowiada na kazdy bodziec, ktory niosgc swoistg
informacje, zmienia stan aktualnie panujacy. Za odbiér i analize sygnatow odpowiadaja
wyspecjalizowane biatka receptorowe, ktore przekazuja i kierujg informacje do wtasciwych, stepujacych,
elementow efektorowych w komorce formujacych produkt finalny jako odpowiedz komorki. Docelowo
prowadzi to do zmian w ekspresji genow, reorganizowania cytoszkieletu czy modyfikacji aktywnosci
biatek.

Przeniesienie informacji zawartej w bodzcu do miejsca uczestniczacego bezposrednio w inicjacji
procesu swoistej odpowiedzi fizjologicznej zachodzi za posrednictwem kaskady zdarzen, ktére formujg
szlak transdukcji sygnatu, angazujac szereg biatkowych i niebiatkowych czasteczek sygnalnych takich
jak jony wapnia, tlenek azotu czy rozne formy nukleotydow, ktore muszg si¢ pojawi¢c w komodrce w
okreslonym czasie by prawidlowo sformutowac odpowiedz.

Wyjasnienie szlakow transdukcji sygnatu od lat jest nadrzgdnym celem wielu badan naukowych.
Niezaleznie od obszaru badacze starajg si¢ odkry¢ i pozna¢ elementy tych uktadow, ustali¢ ich kolejnosc¢
w szlaku, wyjasni¢ ich role i mechanizm dziatania w przekazywaniu informacji.

Uzupehienie wiedzy w tej tematyce jest nadrzgdnym™ celem przedstawionej mi do oceny
dysertacji, w ktorej Pan mgr Jedrzej Dobrogojski podjat udany wysitek, ugruntowania pozycji
dinukleozydopolifosforanow (Np.N") oraz nukleozydo 5'-fosforamidéw (NH2-pN), przedstawicieli tzw.
nukleotydow nietypowych, jako czastek sygnalnych Wykorzystujac winorosl wtasciwa i rzodkiewnika
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pospolitego jako model badawczy, okreslit rolg tych nukleotydow w regulacji szlaku
fenylopropanoidowego, kluczowego etapu w odpowiedzi roslin na stres, a takze w transdukcji sygnatu.
Biorgc pod uwage wzrost zainteresowania nukleotydami jako czastkami sygnalnymi u roslin, zwitaszcza
cyklicznymi nukleotydami, oraz niewielka ilo$¢ danych literaturowych, podjecie czy kontynuacja badan
zwigzanych z tym tematem sg catkowicie uzasadnione.

Ocena formalna

Rozprawa doktorska mgr Jedrzeja Dobrogojskiego, stanowi spojny tematycznie cykl publikacii,
na ktory skladajg si¢ cztery oryginalne prace anglojezyczne, opublikowane w specjalistycznych
czasopismach naukowych o zasiggu migdzynarodowym. Jeden artykul opublikowany w czasopismie
Cells (MDPI) ma charakter przegladowy, trzy pozostate to prace eksperymentalne, opublikowane w Plant
Physiology and Biochemistry (Elsevier) oraz International Journal of Plant Science (MDPI).
Sumaryczny impact factor (zgodny z rokiem wydania) wynosi 22,678, za$ catkowita warto$¢ wedtug
kryteriow MNiSW stanowi 480. Mgr Jedrzej Dobrogojski jest pierwszym autorem jednej pracy
eksperymentalnej a w pozostatych jest na drugim lub trzecim miejscu. Zwazywszy, ze artykuly sa
wieloautorskie, pozycja doktoranta §wiadczy o znaczacym udziale w powstate prace.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma klasyczny uktad, typowy dla prac doktorskich
stanowiacy zbidr opublikowanych i powigzanych tematycznie artykutéw naukowych. Zostata opatrzona
w kilkunastostronicowy komentarz podzielony na cze$ci. Cato$¢ otwiera wykaz publikacji stanowiacych
podstawe rozprawy. Kolejne czgsci obejmuja streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz
stosowanych skrotow, wprowadzenie teoretyczne do analizowanego problemu, przyjete hipotezy
badawcze oraz cel gtowny badan i wykonane cele szczegdlowe. Najobszerniejsza cze$¢ stanowia,
zrelacjonowane w zwiezty sposob zwigzty, po ktorych autor dokonat podsumowania i wyciggnat wnioski.
W mojej ocenie ten punkt lepiej by si¢ prezentowat, gdyby byt rozbity na dwa osobne rozdziaty z
wyraznie zaznaczonymi wnioskami lub prezentujacy tylko wnioski. Calo$¢ rozprawy konczy spis
wykorzystanej literatury fachowej, o§wiadczenia wspotautorow oraz kopie publikacji wchodzacych w
sktad rozprawy doktorskie;j.

Ogolnie do tej czg$ci oceny nie mam zastrzezen. Calo$¢ czyta si¢ dobrze. Autor w sposob
kompaktowy, logiczny i chronologiczny, a w mojej ocenie przejrzysty, opisat aktualny stan wiedzy i
swoje osiggni¢cia. Pomimo ogolnie dobrze napisanej pracy w opracowaniu pojawia si¢ kilka
niefortunnych wyrazow i sformutowan. np. zamiast sformutowania ,,co ciekawe” lepiej uzy¢ ,,godne
podkreslenia” czy ,.intersujace”. Doktorant uzywa tez parokrotnie zwrotu, ze ,,dany gen byt kilkukrotnie
indukowany” np., ,,Uzyskane dane wykazaty, ze gen 4CL1 ulegat ok. 10-krotnej indukcji pod wptywem
NH2-pC”. Owszem mozna tak zrobi¢ i taka sytuacja moze si¢ wydarzy¢, ale w tych konkretnych
przypadkach domniemam, ze doktorant indukowat badany gen jednokrotnie osiagajac 10-krotny wzrost
jego ekspresji.

Ocena merytoryczna

Tematyka niniejszej rozprawy doktorskiej $cisle wiaze si¢ z badaniami nad nietypowymi
nukleotydami u ros$lin, realizowanymi od wielu lat przez Panig promotor, dr hab. Matgorzate Pietrowska-
Borek, prof. UPP. W ramach przeprowadzonych badan mgr Jedrzej Dobrogojski skoncentrowat si¢ na
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realizacji dwoch probleméw badawczych. Pierwszy obejmowat wskazanie sygnatowej roli petnionej
przez purynowe i pirymidynowe dinukleozydopolifosforany (Np.N’) oraz nukleozydo 5'-fosforamidy
(NH2-pN), w reakcji obronnej roslin poprzez posrednie uczestnictwo w regulacje poziomu transkrypcji
kluczowych enzymoéw szlaku fenylopropanoidowego prowadzacego do produkcji enzymow
odpowiedzialnych za synteze obronnych metabolitow wtornych takich jak flawonoidy, ligniny czy
stilbeny w odpowiedzi na dziatanie zar6wno biotycznych, jak i abiotycznych czynnikow stresowych.
Drugi z problem6w miat na celu potwierdzenie, ze oba typy nukleotyddw stanowig istotny element szlaku
prowadzacego do zamykania si¢ komodrek szparkowych, a biatko receptorowe LecRK-1.9
(P2K1/DORNT) jest elementem niezbgednym do zajScia tego procesu.

Jako model badawczy postuzyty doktorantowi: uzytkowa winorosl wiasciwa (Vitis vinifera L.) i
ruderalny rzodkiewnik pospolity (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.).

Wyniki swoich prac doktorant przedstawit w 3 pracach. Dwa pierwsze artykuly zawieraja wyniki
badan nad udzialem NpsN' i NHo-pN jak czastek sygnalnych w kontroli aktywnosci szlaku
fenylopropanoidowego.

W pierwszym artykule zatytutowanym (Purine and pyrimidine dinucleoside polyphosphates
differentially affect the phenylpropanoid pathway in Vitis vinifera L. cv. Monastrell suspension cultured
cells) doktorant dowiodl, ze w komorkach winoro$li traktowanych dinukleozydopolifosforanami
dochodzi do odmiennego mechanizmu regulacji szlaku fenylopropanoidowego, a zaleznos¢ ta jest
wynikiem odmiennej budowy nukleotydu, w ktorym kluczowsg role odgrywa purynowy lub
pirymidynowy nukleozyd. Ten wniosek Doktorant wyciagnat obserwujac, iz dinukleotydy adeninowe,
guaninowe i urydynowe (ApsA, GpsG, UpsU i UpsU) ale nie cytydynowe (CpsC i CpsC), juz w
pierwszych 24h wptywaty na wzrost akumulacji stilbenoéw, trans-resweratrolu i trans-piceidu w
pozywkach w poréwnaniu do kultur kontrolnych. Wzrost ten korelowat z podwyzszong ekspresjg genu
(ABCG44) kodujacego biatko ABCG44 odpowiedzialne za transport trans-resweratrol na zewnatrz
komorki, a takze wzmozong ekspresja dwoch genéw C4H1 oraz STS1 kodujacego enzym katalizujacy
synteze trans-resweratrolu. W obecnosci nukleotydow z cytydyng w czasteczce dochodzito do wyraznego
zmniejszenia ekspresji powyzszych genow, co wplywato na ilos¢ badanych stilbenéw zarowno w
komorkach jak i w pozywce. Doktorant wykazat, iz wyciszeniu ekspresji genow szlaku syntezy trans-
resweratrolu, towarzyszyt natomiast kilkukrotny wzrost poziomu transkryptow genow PAL1L, 4CL1 oraz
CCR2 prowadzacych do syntezy lignin, jednego z odgalezien szlaku syntezy fenylopropanoidow.

W drugim artykule (Nucleoside 5’-phosphoramidates control the phenylpropanoid pathway in
Vitis vinifera suspension-cultured cells) doktorant zastosowal analogiczne podejScie koncepcyjno-
eksperymentalne badajac tym razem wplyw nukleozydo 5'-fosforamidow (NH2-pN). Autor wykazat, ze
podobnie jak dinukleotydy (NpnN'), NH2-pN rowniez reguluja szlak fenylopropanoidowyw komorkach
winorosli zaleznie od typu nukleozydu. Doktorant wykazat, ze kazdy z testowanych NHz-pN, w sposéb
zroznicowany, powodowat akumulacje trans-resweratrolu oraz trans-piceidu w komoérkach winorosli i
medium hodowlanym, a takze zwiekszat ekspresje genu (VWABCG44) transportera trans-resweratrolu.
Wszystkie badane nukleotydy, posrednio wptywaty na ekspresje genow (PALL, C4H1, 4CL1, STS1)
szlaku biosyntezy stilbenow i lignin, przy czym najsilniejszy efekt doktorant zanotowal pod wpltywem
nukleotydu cytydyno 5’-foforamidu (NH2-pC).
Nieodlacznym i najwazniejszym etapem dzialania czasteczki sygnalnej jest jej percepcja przez
wlasciwy receptor. Probe znalezienia receptora dla badanych nukleotydow mgr Jedrzej Dobrogojski
opisat w trzecim artykule (The plasma membrane purinoreceptor P2K1/DORN1 is essential in stomatal
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closure evoked by extracellular diadenosine tetraphosphate (ApsA) in Arabidopsis thaliana). Doktorant
oparl swoje badania na poznanym i dobrze opisanym u ro$lin receptorze zewnatrzkomorkowego
nukleotydu purynowego (eATP) - P2K1/DORN1, ktérego aktywacja prowadzi do zamykania si¢
aparatow szparkowych. Ten fizjologiczny proces jest zarazem modelowym system umozliwiajacy
badania nad transdukcja sygnatow w komorce w odpowiedzi na czynnik stresowy. W nastepstwie badan
doktorant wykazat, ze rowniez dinukleotydy, ale tylko adeninowy i cytydynowy (ApsA i CpsC), rowniez
wplywaja na zamykanie si¢ aparatow szparkowych, a szlak transdukcji przebiega w sposob podobny jak
w przypadku eATP, angazujac reaktywne formy tlenu (RFT) jako posrednie czasteczki sygnalne.
Opierajgc si¢ ponadto na wynikach badan przeprowadzonych na komoérkach zwierzgcych, pokazujacych,
ze rozne nukleotydy, w tym eATP i Ap:A, moga by¢ wigzane przez te same grupy receptoréow, doktorant
postanowit sprawdzi¢ czy taki mechanizm jest uniwersalny i moze wystepowaé w przypadku zamykania
si¢ aparatow szparkowych u roslin. Prowadzac obserwacje fizjologiczne i poréwnawcze badania
molekularne na roslinach posiadajacych nieaktywny receptor eATP (mutant dornl-3) doktorant wykazat,
ze receptor P2K1/DORNT jest kluczowym elementem w percepcji i transdukcji sygnatlu wywotanego
rowniez przez ApsA i moze funkcjonowac jako jego receptor. Pokazat ponadto, ze szlak transdukcji moze
przebiegaé przez wspoélne elementy, gdyz podobnie jak eATP, ApsA wptywa na ekspresje tych samych
genow (geny kodujace izoformy kinaz SnRK, MAPK6 czy biatka kanalow zaleznych od cyklicznych
nukleotydow; CNGC2) i nie wywoluje zmian w aperturze aparatow szparkowych w mutancie dornl-3.
Wykluczyt jednoczesnie by proces przebiegat analogicznie dla nukleotydu Cp.C.

Uzupelnieniem powyzszych osiagnie¢ eksperymentalnych, jest artykul przegladowy,
wspotautorstwa mgr Jedrzeja Dobrogojskiego, opisujacy obecny stan wiedzy na temat tej grupy
elementow sygnatowych, nietypowych nukleotydow roslinnych.

W tym miejscu, wykorzystujac przywilej recenzenta prositbym by doktorant ustosunkowat si¢ do
ponizszych pytan:

1. W publikacjach sygnalizuje Pan, iz do chwili obecnej nie oznaczono nukleotydow nietypowych
w roslinnych. Gdzie wg Pana, tkwi przyczyna braku mozliwosci oznaczenia endogennego
poziomu badanych przez Pana nukleotydow? Czy podejmowatl Pan proby oznaczenia poziomu
tych nukleotydow?

2. W pierwszym artykule, na figurze 2 (str. 68), przedstawiajacej poziom trans-piceidu w pozywce,
wida¢ wyrazne wahania tego glikozydu w probach kontrolnych, niezaleznie od traktowania
nukleotydem. Czy moglby doktorant wyttumaczy¢ przyczyne takiego stanu rzeczy?

3. Jak wytlumaczy Pan, ze receptor eATP (P2K1/DORN1) jest rowniez receptorem dla
dinukleotydu ApsA? Czy mozna pokusi¢ sie juz o stwierdzenie, ze jest to receptor uniwersalny
dla nukleotydow z adening w czasteczce, a jednoczesnie selektywny wzgledem pozostatych? Czy
idac tym topem jest mozliwe, ze ten receptor moze wiaza¢ roéwniez NH>-pA?

4. Czy podjat Pan probg symulacji in silico dokowania nukleotydow ATP i Ap4A z receptorem
celem potwierdzenia wyciggnigetych wnioskow?

5. Z przedstawionej metodyki wynika, ze doswiadczenia prowadzone na kulturach komorkowych
winoro$li byly prowadzone w ciemnosci. Czy moze Pan wytlumaczy¢ czemu przyjat Pan taki
wariant eksperymentalny?

6. Czy na podstawie tego, co Pan przedstawit w swojej rozprawie, do ktérej grupy czastek
sygnalnych zaliczy Pan badane nukleotydy, do ligandow czy wtérnych przekaznikoéw informacji?
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Podsumowanie

Po analizie dysertacji doktorskiej oraz artykutéw wchodzacych w sktad osiggnigcia naukowego
mgr Jedrzeja Dobrogojskiego stwierdzam, ze wyniki przestawione w tych pracach w petni realizuja
zatozenia rozprawy. Doktorant przedstawil oryginalne, cickawe i wartosciowe dane dostarczajac nowych
informacji wyjasniajacych funkcje sygnalne dinukleozydopolifosforanoéw i nukleozydo 5'-fosforamidow
oraz wskazujac potencjalnie elementy transdukcji sygnatlu przez nie wywolane, w szczegolnie
identyfikujac potencjalny receptor. Po lekturze tych pracy, jak rowniez analizujac pozostale osiagniecia
doktoranta, jestem przekonany, ze mgr Jedrzej Dobrogojski jest dobrze uksztaltowanym badaczem,
gotowym do samodzielnego przeprowadzania eksperymentow, oceny uzyskanych wynikoéw, jak rowniez
ich prezentacji w $wietle aktualnego stanu wiedzy.

Whiosek koncowy

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spetnia wszystkie
wymagania ustawowe stawiane rozprawom doktorskim, zgodnie z wymaganiami artykutu 187 Ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z p6zn. zm.).
Praca przyczynita si¢ do znacznego wzbogacenia wiedzy na temat nukleotydow jako czastek sygnalnych
w komorkach roslinnych, potwierdza ogolng wiedze doktoranta oraz jego umiejetnos¢ samodzielnego
prowadzenia badan naukowych. Zwracam si¢ zatem do Rady Dyscypliny Rolnictwa i Ogrodnictwa
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o dopuszczenie Pana mgr Jedrzeja Dobrogojskiego do
dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednocze$nie z uwagi na wartos¢ naukowa uzyskanych
wynikéw wnioskuje do Wysokiej Rady o mozliwo$¢ wyrdznienia pracy odpowiednig nagroda.
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