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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Jedrzeja Dobrogojskiego pt.
"Rola dinukleozydopolifosforanéw (Np.N') i nukleozydo 5'-
fosforamidéw (NH2-pN) w transdukcji sygnatu i regulacji szlaku
fenylopropanoidowego u winorosli wtasciwej (Vitis vinifera L.) i
rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.)".
Recenzja wykonana na zlecenie Rady Naukowej Dyscypliny
Rolnictwo i Ogrodnictwo Uniwersytetu Przyrodniczego w
Poznaniu. Praca doktorska zostata wykonana w Katedrze
Biochemii i Biotechnologii Wydziatu Roln'ictwa, Ogrodnictwa i
Biotechnologii Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu pod

kierunkiem dr hab. Matgorzaty Pietrowskiej-Borek, prof. UPP.

Ocena formalna
Wartos¢ naukowa i merytoryczna rozprawy

Przenoszenie informacji w komérce (oraz miedzy
komdrkami) stanowi istotny element funkcjonowania
organizméw zywych. SzczegdIng role w transdukcji petnig wtérne
przekazniki sygnatu takie jak nukleotydy, w tym cykliczne
grupy

nukleozydo 5'-

nukleotydy jak i nietypowe nukleotydy z
(NpaN") i

fosforamidéw (NHz-pN). Wyniki badan, przedstawionych przez

dinukleozydopolifosforanéw

Doktoranta, stanowig kontynuacje i rozwinigcie tematyki

badawczej dotyczacej udziatu  dinukleozydopolifosoranéw
(okreslanych tez mianem ,alarmonéw") jako modulatoréw szlaku
fenylopropanoidowego w zawiesinie komérek winorosli wtasciwej
(Vitis vinifera L.) i w siewkach rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana
(L) Heynh.).

W zaleznosci od zastosowanego typu nukleotydu, czasteczki te w
sposéb aktywnos¢  szlaku

zréznicowany reguluja

fenylopropanoidowego w komdrkach winorosli wtasciwej. Wzrost
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aktywnosci poszczegdélnych enzyméw tego szlaku jest powszechnie obserwowanym
zjawiskiem u roslin, szczegdlnie jako reakcja na czynniki Srodowiskowe (biotyczne i
abiotyczne). Rézne produkty (i produkty posrednie) szlaku fenylopropanoidowego stanowia
wyspecjalizowane metabolity, czesto o charakterze obronnym np. w reakcji na stres
nitrooksydacyjny. Enzymy i metabolity tego szlaku wzbudzajg zainteresowanie badaczy,
poniewaz wptywaja na okreslone cechy roslin (materiatu roslinnego). Wzrost wydajnosci
upraw dzieki modyfikacjom sktadu metabolitéw wtérnych, szczegdlnie takich o wysokim,
biologicznym potencjale (np. trans-resweratrolu) stanowi istotny cel w produkc;ji roslinne;.
Inné, fundamentalna reakcja roslin na niekorzystne warunki srodowiska (np. niedobér wody)
jest zamykanie aparatéw szparkowych. Niewiele wiadomo na temat.udzia’:u nietypowych
nukleotydéw w transdukcji sygnatu prowadzgcego do zmian przewodnosci szparkowe;.
Szczegélnie ciekawe jest oddziatywanie tych czasteczek z innymi, ktérych funkcja
(zwthaszcza sygnatowa) jest juz zdecydowanie lepiej opisana (np. z reaktywnymi formami
tlenu (ROS) i azotu (RNS)). Tematyka badawcza podjeta przez Doktoranta nie jest szeroko
rozpowszechniona w $wiecie naukowym. Dostepne s3 tylko nieliczne prace opublikowane w
czasopismach naukowych, dotyczace tej problematyki. Zatem wyniki, ktére przedstawia
Doktorant stanowig istotny wktad w rozwdj tego zagadnienia i dostarczaja nowych
informacji dla wspétczesnej wiedzy.

Przedstawiona do recenzji rozprawa ma forme zwartego opracowania, do ktérego

zostaty dotaczone cztery prace opublikowane w czasopismach znajdujacych sig na liscie JCR:

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., Dabrowki 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.

3. Pietrowska-Borek M. Dobrogojski J., Wojdyta-Mamori AM., Romanowska J.
Gotebiewska J., Borek S., Murata K, Ishihara A., Pedrefio MA., Guranowski A. 2021.

Nucleoside 5'-phosphoramidates control the phenylpropanoid pathway in Vitis
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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/DORNT1 is essential in stomatal
closure evoked by extracellular diadenosine tetraphosphate (Ap4A) in Arabidopsis
thaliana. International Journal of Molecular Sciences, 24: 16688.

Sumaryczny czynnik wptywu (IF) prac w roku ich opublikowania wynosi: 22,678, a
suma punktéw wedtug wykazu czasopism MNiSW: 480. Publikacje wtaczone do rozprawy
doktorskiej s spdjne tematycznie, stanowia oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.
Publikacje te sg wieloautorskie, co wskazuje na bardzo dobrg i efektywng wspdtprace
wszystkich oséb zaangazowanych w badania, w tym samego Dokto.ranta. Doktorant jest
pierwszym autorem tylko w czwartej publikacii i nie petni funkcji autora korespondencyjnego
w wyzej wymienionych publikacjach. Z zyciorysu Doktoranta wynika, ze aktywnie starat si¢ o
finansowanie badan, byt uczestnikiem licznych stazy naukowych (w tym zagranicznych).
Wykazat sie aktywnoscig dydaktyczna i organizacyjna, brat tez czynny udziat w konferencjach
naukowych. W sumie, Doktorant moze poszczycié sie 10 publikacjami w swoim dorobku
naukowym. '

Rozprawa doktorska mgr Jedrzeja Dobrogojskiego liczy 157 stron i zawiera spis tresci,
spis publikacji wehodzacych w sktad rozprawy doktorskiej, streszczenie rozprawy doktorskiej
w jezyku polskim i angielskim, wprowadzenie, hipotezy i cele badari, oméwienie uzyskanych
wynikéw, podsumowanie i wnioski, a takze spis cytowar\. Ponadto do pracy zostaty dotaczone
kopie publikacji wraz z o$wiadczeniami wspétautoréw dotyczacych udziatu w tych
badaniach. Zgodnie z opinig promotora, Pani prof. UPP dr hab. Matgorzata Piotrowska-Borek
poswiadczyta, ze przedstawiona rozprawa doktorska spetnia wszystkie warunki formalne
okreslone w aktualnie obowigzujacych aktach prawnych, stad zostata dopuszczona do
dalszego postepowania w sprawie nadania stopnia doktora. Podobne o$wiadczenie ztozyta
Pani kierownik Studiéw Doktoranckich, prof. UPP dr hab. Monika Jakubus.

Komentarz naukowy w jezyku polskim (5 stron) nie zostat uzupetniony o schematy,
co zdecydowanie wzbogacitoby tresé. Zwtaszcza, ze jest to praca, w ktdrej Doktorant
wymienia zaréwno metabolity jak i krétko charakteryzuje szlak metaboliczny. Zwazywszy, ze
pierwsza, z wyzej wymienionych prac, zawiera interesujgce schematy, wybrane z nich

mogtyby byé (po np. pewnej, autorskiej modyfikacji) uwzglednione w tej czesci dysertacii.
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Tre$¢ wprowadzenia naukowego, wskazuje na bardzo dobra wiedze teoretyczna Doktoranta,
ktéry skorzystat z 67 pozycji literaturowych. Chciatabym zaznaczyé, ze 15 cytowanych
publikacji to dorobek naukowy macierzystej grupy badawczej Doktoranta. Doktorant
prawidtowo przedstawit hipotezy i cele badan, w tym cele szczegétowe. Rdwniez oméwienie
uzyskanych wynikéw zostato napisane w sposéb klarowny, z odniesieniem do konkretnych
wykreséw w odpowiednich publikacjach. Z o$wiadczenia Doktoranta wynika, ze techniki
badawcze stosowane w celu realizacji celéw badari obejmowaty: analize poziomu
transkryptéw (RT-gPCR) i analize zawartosci trans-resweratrolu i trans-piceidu (HPLC),
océng zywotnosci komorek, okreslenie stopnia rozwarcia aparatéw szparkowych oraz
lokalizacje in situ wybranych ROS (barwienia z wykorzystaniem NBT i DAB). Zaangazowanie
Doktoranta w analize statystycznga dotyczyto tylko 4 publikaciji (zgodnié z oswiadczeniami).
Mam watpliwos¢ co do stwierdzenia zawartego w tekscie: , Dinukleotydy cytydynowe
indukowaty szlak syntezy lignin,.." (str. 19.),. Stwierdzenie to poprzedza ,Uzyskane wyniki",
co w tym przypadku doktadnie Doktorant miat na mysli (ktéry wynik?) i czy to sa wyniki
autorskie? Co do wktadu Doktoranta w oznaczenie zawartosci lignin nie ma Zadnej deklaracii
Pana mgr Jedrzeja Dobrogojskiego. Nie ma tez wzmianki o zaplanowaniu (zleceniu?) tych
badar. '
W czesci Podsumowanie i wnioski mgr Jedrzej Dobrogojski stwierdzit, ze zrealizowat cele
badan, w tym:
1. Potwierdzit, ze egzogenne Np.N' reguluja szlak fenylopropanoidowy w zawiesinowe;j
kulturze komdrkowej V. vinifera cv. Monastrell zaleznie od typu nukleotydu.
2. Potwierdzit, ze NH,-pN regulujg szlak fenylopropanoidowy zawiesinowej kultury
komérkowej V. vinifera cv. Monastrell zaleznie od typu nukleozydu.
W tym punkcje mam tylko watpliwosci co do podpunktéw dotyczacych BenPut i lignin.
Nie ma informacji 0 zaangazowaniu Doktoranta w analize tych zwigzkéw.
3. Wykazat, ze btonowa, receptorowa kinaza biatkowa LecRK-1.9 (P2K1/DORNT1) jest
kluczowym elementem w percepciji i transdukcji sygnatu wywotanego przez Ap.A.
Wskazanie roslinnego purynoreceptora P2K1/DORN1 jako biatka btonowego,
uczestniczacego w percepcji sygnatu wywotanego przez ApsA byto szczegdélnym
(unikatowym) osiggnieciem niniejszej pracy.
Artykut 1.:
Opublikowany artykut stanowi przeglad literatury dotyczacy zewnatrzkomérkowego ATP
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(eATP) i nietypowych nukleotydédw. W publikacji zamieszczone s3 bardzo interesujace
schematy i tabele. Publikacja ta wskazuje na bardzo dobrg znajomos$¢ tematu
Doktoranta, a jego udziat (zgodnie z oswiadczeniem w publikacji) jest znaczacy (co nie do
korica wynika z oswiadczeri Doktoranta i wspétautoréw umieszczonych w ztozonej do
recenzji pracy).
Artykut 2.: '
Praca o charakterze eksperymentalnym, ktérej wyniki opublikowano w bardzo dobrym
czasopismie. Réwniez i w tej pracy znajduje sie uproszczony schemat, ktéry utatwia
‘czytelnikowi Sledzenie opisu szlaku biochemicznego. Z deklaracji Doktoranta wynika, ze
jego wktad w prace dotyczyt gtéwnie udziatu w czesci eksperymentéw. W czesci
opisujgcej metodyke brakuje informacji o standardzie wewne;trznyrﬁ w analizie HPLC. Czy
taki wzorzec byt stosowany, jesli tak to jaki? Ponadto w przypadku analizy poziomu
transkryptéw, czy zastosowano tylko jeden gen referencyjny? Na jakiej podstawie
wytypowano ten gen? Czy inne geny (potencjalnie) referencyjne byty sprawdzone?
Artykut 3.:
Publikacja o charakterze eksperymentalnym. Udziat Doktoranta w tej publikacji byt
mniejszy, ale wystarczajacy do realizacji celéw pracy doktorskiej. Réwniez i w tej publikacji
znajduja sie czytelne schematy, w tym Fig. 10. Nizszej jakosci sg wykresy, cho¢ zaktadam,
ze wspdtautorzy mieli na to maty wptyw. Wyniki niniejszej pracy stanowig kontynuacje
badan opublikowanych w 2020 r. W przypadku metodyki — moje uwagi pokrywaja sie z
tymi dotyczacymi Artykutu 2.
Artykut 4.
Publikacja o charakterze eksperymentalnym. Udziat Doktoranta w tej publikacji byt
wiodacy, najwiekszy sposréd wszystkich czterech artykutéw. Przedstawione wyniki w
postaci wykreséw s3 zdecydowanie bardziej czytelne, a zaproponowany model (Fig. 6.),
dotyczacy dziatania ApsA jest bardzo dobrym podsumowaniem wynikéw analiz.
Uwagi/pytania szczegétowe:
Doktorant wspomniat o tym, ze NH2pA jest najczesciej badang czasteczka (Str 12.). Dlaczego
akurat ta czasteczka wzbudza takie zainteresowanie (poza mozliwoscia regulacji szlaku
fenylopropanoidowego)?
Czy modyfikacja metabolizmu wtérnego w (dowolnym) materiale roslinnym poprzez

nietypowe nukleotydy jest mozliwa na wigkszg skale? Jakie potencjalne korzysci mozna
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uzyskaé stosujac te nukleotydy?

Czy badano wptyw wyzszego niz 5 uM stezenia nukleotydéw purynowych na aktywnosé
szlaku fenylopropanoidowego?

Jaka jest réznica pomiedzy poziomem biochemicznym a molekularnym (Str 18.)?

Jakie znaczenie na poziomie biochemicznym (a moze i fizjologicznym) maja zmiany stezenia
BenPut?

Czy Doktorant mégtby zaproponowac z czego wynikaja réznice w zawartosci anionorodnika
ponadtlenkowego i nadtlenku wodoru w badanym materiale poddanym dziataniu

nukleotydéw poza ewentualng zmiang aktywnosci Rboh?

Ocena poprawnosci redakcyjnej i uwagi szczegétowe

Praca napisana jezykiem poprawnym, cho¢ z pewnymi, nielicznymi btedami edytorskimi, w
tym gramatycznymi lub niescistosciami jezykowymi (np. strona 12, 14), ktdre nie umniejszaja
wartosci niniejszej pracy. Nagminnie uzywanym stowem przez Doktoranta, dotyczacym
zawartosci konkretnego metabolitu jest ,poziom” (ang. ,level”), a w zasadzie, zdecydowanie
bardziej odpowiednim jest stowo ,stezenie” (zawartos¢ danego sktadnika w jednostce
objetosci lub masy). Raz nawet to stowo pojawito si¢ w tekscie (str. 14). W czesci
Wprowadzenie Doktorant mégtby zastosowaé konsekwentnie polskie nazwy rodzajowe i
epitety gatunkowe wymienianych roslin i poprawnie zapisywa¢ nazwy tacifiskie. Mam
wrazenie braku konsekwencji i mieszania w nazewnictwie wymienianych gatunkdéw roslin.

Réwniez i ta uwaga nie ma wptywu na merytoryczng wartos$¢é tej pracy.

Whniosek koricowy

Podsumowujac, pozytywnie oceniam przedstawiong do recenzji rozprawe doktorska mgr
Jedrzeja Dobrogojskiego oraz stwierdzam, ze spetnia ona warunki okreslone w art. 187 ust. 3
ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020, poz. 85 z pézn. zm.). Na tej
podstawie wnosze do Rady Naukowej Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu o dopuszczenie mgr Jedrzeja Dobrogojskiego do dalszych

etapéw przewodu doktorskiego.

Warszawa dn. 27. 05. 2024 r.

Urszula Krasuska

Urside. Yiousba_



