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Wykaz skrótów 
 

[Ca2+]cyt – cytozolowy wapń wolny 

•O2
− – anionorodnik ponadtlenkowy 

4CL – ligaza 4-kumarylo-CoA  

ABA – kwas abscysynowy  

ABCG44 – białka błonowe z kasetą wiążącą ATP z  

podrodziny G (ang. ATP-Binding  

 Cassette, subfamily G) 

ADP – adenozyno-5′-difosforan 

AMP – adenozyno-5′-monofosforan 

Ap3A – diadenozyno 5′,5′′′-P1,P3-trifosforan 

Ap3C – P1-(5′-adenozyno)- P3-(5′-cytydyno)-trifosforan  

Ap3U – P1-(5′-adenozyno)- P3-(5′-urydyno)-trifosforan 

Ap4A – diadenozyno 5′,5′′′-P1,P4-tetrafosforan 

Ap4C – P1-(5′-adenozyno)- P4-(5′-cytydyno)- 

tetrafosforan 

ATP – adenozyno-5′-trifosforan 

BenPut – N-benzoiloputrescyna 

C4H – 4-hydroksylaza kwasu cynamonowego 

CAD – dehydrogenaza alkoholu cynamylowego 

cAMP – cykliczny 3′,5′-adenozynomonofosforan 

CAT – katalaza 

CCR – reduktaza cynamylo-CoA 

CDP – cytydyno-5′-difosforan 

cGMP – cykliczny 3′,5′-guanozynomonofosforan  

CHS – syntaza chalkonowa 

CMP – cytydyno-5′-monofosforan 

CNGC – kanały bramkowane cyklicznymi 

nukleotydami 

Cp3C – dicytydyno 5′,5′′′-P1,P3-trifosforan 

Cp4C – dicytydyno 5′,5′′′-P1,P4-tetrafosforan 

CTP - cytydyno-5′-trifosforan 

DW – sucha masa (ang. dry weight) 

eATP – zewnątrzkomórkowy ATP 

GMP – guanozyno-5′-monofosforan 

Gp3G – diguanozyno 5′,5′′′-P1,P3-trifosforan 

Gp4G – diguanozyno 5′,5′′′-P1,P4-tetrafosforan 

H2O2 – nadtlenek wodoru 

MAP – białkowe kinazy aktywowane mitogenami 

NAD+ – dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy  

NADP+ – fosforan NAD+ 

NADPH – zredukowany fosforan dinukleotydu 

nikotynoamidoadeninowego 

NH2-pA – adenozyno 5′-fosforamid 

NH2-pC – cytydyno 5′-fosforamid 

NH2-pG – guanozyno 5′-fosforamid 

NH2-pN – nukleozydo 5′-fosforamid  

NH2-pU – urydyno 5′-fosforamid 

NO – tlenek azotu 

NpnN′ – dinukleozydopolifosforany 

P2K1/DORN1 – błonowa receptorowa kinaza 

białkowa LecRK-I.9 

P2K2/DORN2 – błonowa receptorowa kinaza 

białkowa LecRK-I.5 

PAL – amoniakoliaza fenyloalaniny  

RBOHD – homolog D oksydazy NADPH wybuchu 

tlenowego (ang. NADPH Respiratory  

Burst Oxidase Homolog Protein D) 

RBOHF – homolog F oksydazy NADPH wybuchu 

tlenowego (ang. NADPH Respiratory 

Burst Oxidase Homolog Protein F) 

RFT – reaktywne formy tlenu  

SnRK – kinazy serynowo-treoninowe spokrewnione 

z kinazami SNF-1 (ang. SNF1 (sucrose non 

fermentation 1)– Related Kinases) 

SOD – dysmutaza ponadtlenkowa 

STS – syntaza stilbenowa 

UMP – urydyno-5′-monofosforan  

Up3U – diurydyno 5′,5′′′-P1,P3-trifosforan 

Up4U – diurydyno 5′,5′′′-P1,P4-tetrafosforan 

ZAT – palec cynkowy Arabidopsis thaliana (ang. 

ZINC FINGER of Arabidopsis thaliana) 
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Streszczenie rozprawy doktorskiej 

Ze względu na brak mobilności rośliny wykształciły unikalne mechanizmy obronne 

uruchamiane w odpowiedzi na niekorzystne warunki środowiskowe. Reakcje na czynniki 

biotyczne jak i abiotyczne odbywają się m.in. na poziomie molekularnym, w którym to 

kluczową rolę pełni odbiór, a następnie transdukcja sygnału. Aktywacja szlaku 

fenylopropanoidowego, a co za tym idzie indukcja syntezy produktów z niego pochodzących 

oraz zamykanie aparatów szparkowych stanowią elementy strategii obronnej u roślin 

wyższych. Do molekuł pełniących funkcje sygnalne w komórkach roślinnych zaliczane są 

niektóre nukleotydy. W ich obrębie wyróżnić można nukleotydy zwane nietypowymi, do 

których należą dinukleozydopolifosforany (NpnN′) oraz nukleozydo 5′-fosforamidy (NH2-

pN).  

Nadrzędnym celem pracy było określenie roli NpnN′ i NH2-pN w transdukcji sygnału 

i regulacji szlaku fenylopropanoidowego u winorośli właściwej (Vitis vinifera L.) i 

rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.). Potwierdzono, że egzogenne 

NpnN′ regulują szlak fenylopropanoidowy w zawiesinowej kulturze komórkowej V. vinifera 

cv. Monastrell zależnie od typu nukleozydu. Odnotowano istotne różnice akumulacji dwóch 

stilbenów: trans-resweratrolu oraz trans-piceidu w pożywce, zarówno pod wpływem NpnN′ 

purynowych (Ap3A i Gp3G), pirymidynowych (Up3U i Up4U) oraz puryno-pirymidynowej 

hybrydy (Ap3U). Co więcej, wykazano wpływ badanych nukleotydów na poziom 

transkryptów genów kodujących enzymy zaangażowane w szlaku fenylopropanoidowym. 

Wzrost akumulacji stilbenów pod wpływem Ap3A, Gp3G, Up3U i Up4U był skorelowany z 

indukcją ekspresji genu STS1 kodującego syntazę stilbenową oraz genu C4H1 kodującego 

hydroksylazę kwasu cynamonowego. Te same nukleotydy indukowały ekspresję genu 

ABCG44 kodującego białko ABCG44 transportujące trans-resweratrol na zewnątrz komórki. 

Pirymidynowe NpnN′ takie jak Cp3C, Cp4C i purynowo-pirymidynowa hybrydy Ap4C, silnie 

hamowały biosyntezę stilbenów co związane było z obniżeniem ekspresji genów STS1 i 

ABCG44 przy jednoczesnej indukcji ekspresji genu CCR2 kodującego reduktazę cynamylo-

CoA kontrolującą biosyntezę lignin. Podobnie do badań nad wpływem NpnN′, wykazano że 

NH2-pN również regulują szlak fenylopropanoidowy w komórkach zawiesinowej kultury V. 

vinifera cv. Monastrell zależnie od typu nukleozydu. Odnotowano istotne różnice akumulacji 

trans-resweratrolu oraz trans-piceidu w komórkach oraz pożywce zarówno pod wpływem 
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NH2-pN purynowych (NH2-pA, NH2-pG) jak i pirymidynowych (NH2-pU, NH2-pC). 

Wykazano, że badane nukleotydy modyfikowały ekspresję genów kontrolujących biosyntezę 

stilbenów i lignin przy czym najistotniejsze różnice ekspresji genów odnotowano pod 

wpływem NH2-pC. Ponadto nukleotyd ten indukował szybki wzrost poziomu N-

benzoiloputrescyny. 

Kluczowym elementem percepcji sygnału są oddziaływania pomiędzy molekułą 

sygnalną a receptorem. Poznanym i dobrze opisanym receptorem u roślin dla 

zewnątrzkomórkowego nukleotydu purynowego, eATP, jest błonowa receptorowa kinaza 

białkowa LecRK-I.9 (P2K1/DORN1). Pomimo wielu przesłanek wskazujących na działanie 

egzogennych NpnN′ jako molekuł sygnalnych, mechanizmy percepcji i transdukcji sygnału 

wywołanych przez NpnN′ u roślin pozostawały nieznane. W badaniach przeprowadzonych 

w ramach realizacji niniejszej rozprawy doktorskiej wykazano, że P2K1/DORN1 jest 

kluczowym elementem w percepcji i transdukcji sygnału wywołanego przez Ap4A. Co 

więcej, egzogenne Ap4A i Cp4C istotnie zmniejszały stopień rozwarcia aparatów 

szparkowych u A. thaliana, jednakże proces ten pod wpływem Cp4C zachodził niezależnie 

od P2K1/DORN1. Udowodniono, że molekułami sygnalnymi pośredniczącymi w 

zamykaniu aparatów szparkowych przez Ap4A i Cp4C są reaktywne formy tlenu (RFT) w 

postaci anionorodnika ponadtlenkowego (•O2
−), i nadtlenku wodoru (H2O2). Ponadto u A. 

thaliana typu dzikiego traktowanych ATP i Ap4A wykazano indukcję wybranych genów 

biorących udział w transdukcji sygnału i reakcję roślin na stres czego nie odnotowano u 

mutanta dorn1-3 typu knock-out posiadającym insercje T-DNA w obrębie genu kodującego 

P2K1/DORN1. Indukcji ekspresji owych genów nie wykazano w liściach A. thaliana typu 

dzikiego pod wpływem CTP i Cp4C.  

Kluczowym osiągnięciem niniejszej pracy jest również wskazanie roślinnego 

purynoreceptora P2K1/DORN1 jako istotnego białka błonowego w percepcji sygnału 

wywołanego przez Ap4A. Jest to pierwsze opisane roślinne białko receptorowe mogące 

oddziaływać z Ap4A. Ponadto określono rolę elementów mogących uczestniczyć w 

transdukcji sygnału prowadzącego do modyfikacji szlaku fenylopropanoidowego u V. 

vinifera i regulacji ruchów aparatów szparkowych u A. thaliana. Co więcej, wykazano, że 
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P2K1/DORN1 nie pełni takiej funkcji w przypadku dinukleotydu pirymidynowego Cp4C, co 

świadczyć może o występowaniu u roślin innych białek oddziałujących z tymi nukleotydami. 
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Streszczenie rozprawy doktorskiej w języku angielskim 

As the mobility of plants is impossible, they developed unique defence mechanisms 

allowing them to respond to adverse environmental conditions. Responses to abiotic and 

biotic factors are manifested, among others, at molecular level, where the key elements, such 

as signal perception and its subsequent transduction, occur. Characteristic defence 

mechanisms of higher plants include closure of the stomata and the activation of 

phenylpropanoid pathway, resulting in synthesis of related products. Molecules with 

signalling functions in plant cells include certain nucleotides. Among them, the group of 

nucleotides named uncommon nucleotides including dinucleoside polyphosphates (NpnN′) 

and nucleoside 5′-phosphamides (NH2-pN) can be distinguished.  

The overarching aim of this study was to determine the role of NpnN′s and NH2-pNs 

nucleotides in signal transduction and phenylpropanoid pathway regulation in grapevine 

(Vitis vinifera L.) and thale cress (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.). Results demonstrate 

that extracellular NpnN′s regulate the phenylpropanoid pathway in V. vinifera cv. Monastrell 

suspension cultured cells depending on the type of nucleoside. Significant increase in the 

level of accumulation of trans-resveratrol and trans-piceid in the culture medium were 

observed after the application of purine (Ap3A and Gp3G), pyrimidine (Up3U and Up4U) and 

purine-pyrimidine hybrid (Ap3U) nucleotides. Moreover, the effect of NpnN′s on the 

transcript levels of genes encoding enzymes involved in the phenylpropanoid pathway was 

studied. The increase in stilbene accumulation, as a result of application of Ap3A, Gp3G, 

Up3U and Up4U was correlated with a significant rise in STS1 gene encoding stilbene 

synthase and C4H1 gene encoding cinnamate-4-hydroxylase expressions. The same 

nucleotides induced the expression of the ABCG44 gene encoding the ABCG44 protein that 

transports trans-resveratrol outside the cell. Pyrimidine NpnN′s, i.e. Cp3C, Cp4C and the 

purine-pyrimidine hybrid Ap4C, strongly inhibited stilbene biosynthesis, which was 

associated with a decrease in the expression of STS1 and ABCG44 genes while the induction 

of the expression of the CCR2 gene encoding a cinnamoyl-CoA reductase controlling lignin 

biosynthesis was observed. Similarly to studies on the NpnN′ effect, it was shown that NH2-

pNs regulate the phenylpropanoid pathway in V. vinifera cv. Monastrell suspension cultured 

cells which also depends on the type of nucleoside. Significant differences in the level of 
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accumulation of trans-resveratrol and trans-piceid in the culture medium were observed after 

the application of both purine (NH2-pA, NH2-pG) and pyrimidine (NH2-pU, NH2-pC) NH2-

pNs. It was shown that the studied nucleotides modified the expression of genes controlling 

stilbene and lignin biosynthesis. The most significant differences in gene expression were 

observed when NH2-pC was applied. Furthermore, this nucleotide induced a rapid increase 

of N-benzoylputrescine (BenPut) level.  

Interactions between the signalling molecule and the receptor are the key element in 

signal perception. A well-known and widely described purine nucleotide plant receptor 

interacting with eATP, is LecRK-I.9 (L-type lectin receptor-like kinase) (P2K1/DORN1). 

Despite many indications that extracellular NpnN′s act as signalling molecules, the 

mechanisms of NpnN′s -induced signal perception and transduction had remained unknown. 

The research carried out as part of this dissertation demonstrated that P2K1/DORN1 is a 

critical element of the Ap4A-induced signal transduction. Furthermore, a significant 

reduction of the lumen of the stomata was demonstrated when Ap4A and Cp4C were applied. 

However, this process mediated by Cp4C, occurred independently from P2K1/DORN1. It 

was shown that reactive oxygen species (ROS), in particular superoxide anion radical (•O2
-) 

and hydrogen peroxide (H2O2), are involved in mediating stomatal closure evoked by Ap4A 

and Cp4C. In addition, the induction of selected genes involved in signal transduction and 

plant stress response in leaves of A. thaliana wild-type, that were treated with ATP and Ap4A 

was demonstrated. Such a response was not observed in the dorn1-3, A. thaliana knock-out 

mutant carrying a T-DNA insertion within the P2K1/DORN1 encoding gene. Induction of 

expression of these genes was not demonstrated in A. thaliana wild-type leaves under the 

CTP and Cp4C treatment. 

The most important achievement of the present work is the identification of the plant 

purinoreceptor P2K1/DORN1 as an important membrane protein involved in Ap4A-induced 

signal perception. Furthermore, the role of elements participating in signal transduction 

leading to modification of the phenylpropanoid pathway in V. vinifera and regulation of 

stomatal apparatus movements in A. thaliana was established. In addition, P2K1/DORN1 

was shown to have no perception function for the pyrimidine dinucleotide Cp4C, which 

indicated that other proteins interacting with this nucleotide are present in plants.  
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1. Wprowadzenie 

Nukleotydy to organiczne związki chemiczne występujące u wszystkich organizmów 

żywych. Stanowią podstawowy element strukturalny kwasów nukleinowych, odgrywają 

kluczowe role w wielu procesach metabolicznych oraz uczestniczą w procesie transdukcji 

sygnału jako cząsteczki sygnalne. Do grupy nukleotydów o ugruntowanej funkcji sygnalnej 

w komórkach roślinnych zaliczyć można: cykliczny 3′,5′-adenozynomonofosforan (cAMP), 

cykliczny 3′,5′ - guanozynomonofosforan (cGMP), dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy 

(NAD+), fosforan NAD+ (NADP+) i zewnątrzkomórkowy ATP (eATP) (Pietrowska-Borek, 

Dobrogojski i in., 2020a). 

Grupą nukleotydów o mało poznanej funkcji u roślin są nukleotydy nietypowe, a wśród nich 

dinukleozydopolifosforany (NpnN′) i nukleozydo 5′-fosforamidy (NH2-pN) będące 

przedmiotem badań niniejszej rozprawy doktorskiej. NpnN′ zbudowane są z dwóch 

nukleozydów, połączonych łańcuchem reszt fosforanowych, których liczba waha się od 2 do 

7 (Pietrowska-Borek i in., 2020b). Pierwszym NpnN′ zidentyfikowanym w materiale 

biologicznym w zarodkach krewetek był diguanozynotetrafosforan (Gp4G) (Finamore i 

Warner, 1963). Jednakże, najpowszechniej badanymi spośród NpnN′ są diadenozyno 5′,5′′′-

P1,P4-tetrafosforan (Ap4A) i diadenozyno 5′,5′′′-P1,P3-trifosforan (Ap3A). Obecność Ap4A 

wykazano po raz pierwszy w 1976 roku w komórkach ssaczych (Rapaport i Zamecnik, 1976). 

Inne NpnN′ zidentyfikowano w komórkach bakteryjnych, drożdżowych (Lee i in., 1983; 

Coste i in., 1987), zwierzęcych i ludzkich (Lüthje i Ogilvie, 1983). Ze względu na znaczący 

wzrost poziomu NpnN′ w komórkach poddawanych stresom, takim jak podwyższona 

temperatura, etanol czy kadm, molekuły te zakwalifikowano do grupy związków 

nazywanych „alarmonami” (Lee i in., 1983; Baltzinger i in., 1986; Coste i in., 1987; Pálfi i 

in., 1991). Istotnym elementem w poznaniu funkcji badanych nukleotydów jest identyfikacja 

ich efektorów oraz enzymów zarówno syntetyzujących jak i degradujących te molekuły. 

Elementy te szeroko omówiono w pracy przeglądowej, której jestem współautorem 

(Publikacja 1; Pietrowska-Borek, Dobrogojski i in., 2020a). Nieodłącznym elementem 

działania molekuły sygnalnej są enzymy kontrolujące jej poziom. Identyfikacja enzymów 

zaangażowanych w biosyntezę i degradację NpnN′ zarówno w komórkach prokariotycznych 

jak i eukariotycznych wzmocniła hipotezę o ich funkcji sygnalnej (Ferguson i in., 2020; 

Publikacja 1; Pietrowska-Borek, Dobrogojski i in., 2020a). U roślin dotychczas 
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zidentyfikowano trzy enzymy katalizujące reakcję syntezy NpnN′. Są nimi ligaza 4-

kumarylo-CoA (EC 6.2.1.12) z Arabidopsis thaliana (Pietrowska-Borek i in., 2003) oraz 

dwie syntetazy fenyloalanylo-tRNA (EC 6.1.1.20) i serylo-tRNA (EC 6.1.1.11) z Lupinus 

luteus (Jakubowski, 1983). Wśród enzymów degradujących NpnN′ wyróżniono substratowo 

specyficzne i niespecyficzne. Do enzymów specyficznie degradujących NpnN′ należą 

asymetryczna hydrolaza NpnN′ (EC 3.6.1.17), symetryczna hydrolaza NpnN′ (EC 3.6.1.41) 

oraz hydrolaza Np3N′ (EC 3.6.1.29) (Guranowski, 2000). U roślin aktywność asymetrycznej 

hydrolazy NpnN′ wykryto w nasionach Lupinus luteus (Jakubowski i Guranowski, 1983), 

Helianthus annuus, Cucurbita pepo (Guranowski, 1990), komórkach pomidora (Feussner i 

in., 1996), nasionach Lupinus angustifolius (Maksel i in., 1998) oraz w Hordeum vulgare 

(Churin i in., 1998). Do roślinnych, niespecyficznych enzymów katalizujących reakcje 

degradacji NpnN′ należą fosfodiesteraza I (EC 3.1.4.1) z Lupinus luteus (Jakubowski, 1983) 

i pirofosfataza nukleotydowa (EC 3.6.1.9) z bulwy ziemniaka (Bartkiewicz i in., 1984).  

Spośród NH2-pN najczęściej badanym jest adenozyno 5′-fosforamid (NH2-pA). Do tej pory 

jego obecność wykazano w mieszaninie nukleotydów wyizolowanych z Chlorella 

pyrenoidosa (Fankhauser i in., 1981). Podobnie jak w przypadku NpnN′, identyfikacja 

enzymów katalizujących reakcję syntezy oraz degradacji NH2-pA kontrolujących stężenie 

tego nukleotydu, zarówno w komórkach organizmów prokariotycznych jak i 

eukariotycznych, sugeruje jego powszechne występowanie (Fankhauser i in., 1981; 

Guranowski i in., 2008, 2010; Wojdyła-Mamoń i Guranowski, 2015). Reakcję syntezy NH2-

pA katalizuje adenylylotransferaza-adenylylo siarczano:amoniak (EC 2.7.7.51). Aktywność 

tego enzymu u roślin wykazano w Hordeum vulgare, Spinacia oleracea (Fankhauser i in., 

1981) oraz Lupinus luteus (Wojdyła-Mamoń i Guranowski, 2015). U roślin rozkład NH2-pA 

do AMP i NH3 katalizowany jest przez hydrolazy (Guranowski i in., 2008, 2010, 2011) 

natomiast do ADP i NH3 przez fosforylazę (Guranowski i in., 2011). Białkami posiadającymi 

zdolność zarówno syntezy jak i degradacji NH2-pA są enzymy z rodziny białek Fhit (ang. 

Fragile histidine triad; Guranowski i in., 2008).  

W odpowiedzi na niekorzystne czynniki środowiskowe w komórkach roślinnych ulega 

indukcji szereg mechanizmów obronnych mających na celu zwalczanie pojawiających się 

niepożądanych efektów. U roślin wyższych, jednym z mechanizmów uruchamianych w 
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stresie wywołanym działaniem zarówno biotycznych jak i abiotycznych czynników jest 

aktywacja szlaku fenylopropanoidowego dostarczającego metabolitów wtórnych takich jak 

flawonoidy, ligniny czy stilbeny. Pierwsza reakcja w wyniku której L-fenyloalanina zostaje 

przekształcona do kwasu trans-cynamonowego katalizowana jest przez amoniakoliazę 

fenyloaniny (PAL). Następnie, 4-hydroksylaza kwasu cynamonowego (C4H) katalizuje 

powstanie kwasu p-kumarowego z kwasu trans-cynamonowego. Kolejno, w wyniku 

aktywności ligazy 4-kumarylo-CoA (4CL) kwas p-kumarowy ulega przekształceniu do p-

kumarylo-CoA. Na tym etapie szlak fenylopropanoidowy ulega rozgałęzieniu, a p-kumarylo-

CoA stanowi substrat wyjściowy dla licznych przemian metabolicznych (Sharma i in., 2019). 

Wykazano, że nukleotydy nietypowe takie jak Ap3A, Ap4A i NH2-pA mogą modyfikować 

szlak fenylopropanoidowy w roślinie modelowej A. thaliana (Pietrowska-Borek i in., 2011, 

2015). Zaobserwowano, że egzogenny Ap3A i Ap4A indukowały ekspresję genów PAL2 i 

4CL. Co więcej, Ap3A i Ap4A istotnie zwiększały aktywności enzymów kodowanych przez 

te geny (Pietrowska-Borek i in., 2011). Ponadto nukleotydy cykliczne (cAMP i cGMP), 

molekuły o dobrze poznanej funkcji sygnalnej, również wpływały na badany szlak 

(Pietrowska-Borek i Nuc, 2013). Podobny efekt zaobserwowano pod wpływem 

przepuszczalnych dla błon komórkowych i nie ulegających rozkładowi przez fosfodiesterazę 

analogów cyklicznych nukleotydów tj. 8-Br-cAMP i 8-Br-cGMP (Pietrowska-Borek i Nuc, 

2013). Wykazano wzrost poziomu transkryptów genów PAL2, 4CL1 i genu CHS, kodującego 

syntazę chalkonową oraz aktywności enzymów kodowanych przez te geny (Pietrowska-

Borek i Nuc, 2013). Stymulacja ekspresji genów PAL, 4CL oraz genu CCR2 kodującego 

reduktazę cynamylo-CoA, enzymu katalizującego reakcje na drodze syntezy lignin, została 

wykazana również pod wpływem egzogennego NH2-pA. Jednocześnie zaobserwowano 

wzrost akumulacji lignin i kwasu salicylowego (Pietrowska-Borek i in., 2015). Grupą 

fenylopropanoidów wykazujących właściwości antyoksydacyjne są stilbeny a w śród nich 

trans-resweratrol (Sharma i in., 2019). Związek ten zaliczany jest do fitoaleksyn, związków 

syntetyzowanych w odpowiedzi na stres. Rośliną o dużej zawartości stilbenów, do których 

należy trans-resweratrol jest winorośl właściwa (Vitis vinifera). Aktywację szlaku 

fenylopropanoidowego wykazano również w komórkach kultury zawiesinowej Vitis vinifera 

cv. Monastrell traktowanych Ap3A (Pietrowska-Borek i in., 2014). Indukcja ekspresji genów 

PAL1, 4CL1, C4H1 oraz genu STS1, kodującego syntazę stilbenową, w początkowych 
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punktach czasowych eksperymentu była skorelowana z istotnym wzrostem akumulacji w 

komórkach stilbenów, trans-resweratrolu i trans-piceidu. Pomimo identyfikacji enzymów 

odpowiedzialnych za syntezę i degradację NpnN′ oraz NH2-pA, jak dotąd brak w literaturze 

danych potwierdzających występowanie tych nukleotydów w komórkach roślinnych. 

Jednakże modyfikacja szlaku fenylopropanoidowego u A. thaliana i V. vinifera pod 

wpływem Ap3A i Ap4A oraz NH2-pA, sugeruje ich zaangażowanie w odpowiedź na działanie 

czynników stresowych u roślin.  

Coraz więcej badań nad udziałem w odpowiedzi roślin na różne stresy środowiskowe dotyczą 

innego nukleotydu purynowego jakim jest egzogenny ATP (eATP). Dowiedziono, że 

nukleotyd ten bierze udział w regulacji wzrostu (Kim i in., 2006; Wu i in., 2007; Riewe i in., 

2008; Clark i in., 2010; Tonón i in., 2010; Zhu i in., 2020) i rozwoju rośliny (Reichler i in., 

2009; Wu i in., 2018). Ponadto eATP jest zaangażowany w odpowiedź rośliny na stres 

wywołany czynnikami biotycznymi (Chivasa i in., 2005; Chen i in., 2017; Tripathi i in., 

2018; Goodman i in., 2022), i abiotycznymi (Thomas i in., 2000; Sun i in., 2012; Kim i in., 

2009; Hou i in., 2018). Wyniki badań nad funkcją eATP u roślin opublikowane w ostatnich 

latach wskazują na udział tego nukleotydu w mechanizmie zamykania aparatów 

szparkowych w odpowiedzi na atak chorobotwórczych patogenów takich jak Pseudomonas 

syringae (Chen i in., 2017; Duong i in., 2022) oraz stres wywołany suszą (Wang i in., 2022). 

Dotychczas zidentyfikowano dwa roślinne błonowe receptory posiadające zdolność wiązania 

eATP. Białkami tymi są receptory P2K1/DORN1 oraz P2K2/DORN2 należące do 

błonowych receptorowych kinaz białkowych LecRKs (ang. L-type lectin receptor kinases) 

(Choi i in., 2014; Pham i in., 2020; Cho i in., 2023). Interakcja eATP z receptorem 

P2K1/DORN1 powoduje wzrost poziomu cząsteczek sygnałowych takich jak tlenek azotu 

(NO), reaktywnych form tlenu (RFT) oraz cytozolowego wapnia wolnego [Ca2+]cyt (Clark i 

in., 2010; Tanaka i in., 2010; Chen i in., 2017; Wu i in., 2018). Po rozpoznaniu eATP 

następuje bezpośrednia fosforylacja błonowej oksydazy NADPH, RBOHD (ang. 

Respiratory Burst Oxidase Homolog D; Chen i in., 2017), której aktywność powoduje wzrost 

stężenia anionorodnika ponadtlenkowego (•O2
−), który następnie przekształcany jest do 

nadtlenku wodoru (H2O2) (Song i in., 2006). Wykazano, że w zamykaniu aparatów 

szparkowych pod wpływem eATP, uczestniczą RFT (Chen i in., 2017). Wysokie stężenie 

RFT, [Ca2+]cyt oraz NO zapoczątkowuje aktywację białkowych kinaz aktywowanych 
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mitogenami (MAP) (Smékalová i in., 2014; Jiang i in., 2022). Kinazy te tworzą u roślin 

rozbudowane ścieżki sygnałowe w formie kaskad, które aktywują przez fosforylację inne 

białka np. czynniki transkrypcyjne. Wykazano, że kinazami MAP zaangażowanymi w 

transdukcję sygnału w odpowiedzi na eATP są MAPK3 oraz MAPK6 (Choi i in., 2014). 

Finalnie, w wyniku aktywacji szlaku transdukcji sygnału wywołanego przez eATP u A. 

thaliana dochodzi do zamknięcia aparatów szparkowych oraz, jak wykazano dzięki analizie 

funkcjonalnej (GO, ang. Gene Ontology term enrichment), indukcji ekspresji genów 

indukowanych stresem oraz genów powiązanych z transdukcją sygnału (Choi i in., 2014). 

Pomimo wielu przesłanek wskazujących na funkcję sygnalną NpnN′ oraz NH2-pA, roślinne 

mechanizmy percepcji i transdukcji sygnału wywołanych przez te molekuły pozostawały 

nieznane.  
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2. Hipotezy i cele badań 

 

Przyjęto następujące hipotezy badawcze: 

  

1. Szlak fenylopropanoidowy jest regulowany przez purynowe i pirymidynowe 

dinukleozydopolifosforany oraz nukleozydo 5′-fosforamidy w komórkach V. vinifera 

cv. Monastrell, 

2. Zarówno NpnN′ purynowe (Ap3A, Ap4A) jak i pirymidynowe (Cp3C, Cp4C) indukują 

zamykanie aparatów szparkowych u A. thaliana, 

3. Błonowa receptorowa kinaza białkowa LecRK-I.9 (P2K1/DORN1) jest niezbędna w 

transdukcji sygnału prowadzącego do zamknięcia aparatów szparkowych 

wywołanego przez Ap4A i Cp4C u A. thaliana. 

Cele pracy doktorskiej: 

Nadrzędnym celem pracy było określenie roli NpnN′ i NH2-pN w transdukcji sygnału 

i regulacji szlaku fenylopropanoidowego u winorośli właściwej (Vitis vinifera L.) i 

rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.).  

Zasadniczy cel pracy realizowano poprzez następujące cele szczegółowe: 

1. Analizę zmian ekspresji genów kodujących wybrane enzymy szlaku 

fenylopropanoidowego pod wpływem badanych NpnN′ (Ap3A, Gp3G, Up3U, Up4U, 

Cp3C, Cp4C, Ap3U, Ap3C, Ap4C) i NH2-pN (NH2-pA, NH2-pG, NH2-pC, NH2-pU) w 

zawiesinowej kulturze komórkowej V. vinifera cv. Monastrell, 

2. Określenie zmian w akumulacji dwóch stilbenów: trans-resweratrolu i trans-piceidu 

w komórkach, a także w pożywce pod wpływem wybranych NpnN′ i NH2-pN w 

zawiesinowej kulturze komórkowej V. vinifera cv. Monastrell, 

3. Ocenę wpływu wybranych NH2-pN na poziom lignin i fenyloamidów w komórkach a 

także w pożywce w zawiesinowej kulturze komórkowej V. vinifera cv. Monastrell, 

4. Analizę funkcji NpnN′ purynowych (Ap3A, Ap4A) i pirymidynowych (Cp3C, Cp4C) 

w regulacji zamykania aparatów szparkowych u A. thaliana,  
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5. Określenie udziału błonowej receptorowej kinazy białkowej LecRK-I.9 

(P2K1/DORN1) w procesie zamykania aparatów szparkowych wywołanym przez 

Ap4A i Cp4C u A. thaliana, 

6. Określenie udziału RFT (•O2
− i H2O2) jako molekuł pośredniczących w transdukcji 

sygnału wywołanego przez Ap4A i Cp4C prowadzącego do zamykania aparatów 

szparkowych u A. thaliana, 

7. Analiza zamian wywołanych ATP, CTP, Ap4A i Cp4C w ekspresji genów kodujących 

kluczowe białka zaangażowane w transdukcję sygnału u A. thaliana.  

 

Założono, że wyjaśnienie roli NpnN′ i NH2-pN w transdukcji sygnału i regulacji szlaku 

fenylopropanoidowego u roślin pozwoli na identyfikację białek zarówno receptorowych, 

ścieżek transdukcji sygnału jak i białek enzymatycznych kluczowego szlaku biorącego udział 

w reakcji roślin na stresy.  
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3. Omówienie uzyskanych wyników  

Kluczowym aspektem w procesie wyjaśniania funkcji potencjalnej molekuły sygnalnej 

jest identyfikacja efektora oraz elementów szlaków transdukcji sygnału prowadzących do 

określonej reakcji organizmu. Ostatnie badania na poziomie molekularnym, biochemicznym 

i fizjologicznym dowodzą o roli sygnalnej nukleotydów takich jak eATP, NH2-pA i NpnN′ 

w licznych procesach zachodzących w komórkach roślinnych. Szczegółowy opis i dyskusję 

nad owym zagadnieniem zawiera praca przeglądowa, której jestem współautorem 

(Publikacja 1). W pracy tej zaproponowano hipotetyczny szlak transdukcji sygnału 

wywołanego przez NpnN′ i NH2-pA u roślin (Publikacja 1, Fig. 5), który prowadzi do 

odpowiedzi roślin na NpnN′ i NH2-pA w postaci modyfikacji ekspresji genów szlaku 

fenylopropanoidowego i syntezy kwasu salicylowego u Arabidopsis thaliana (Pietrowska-

Borek i in., 2011, 2014, 2015). Hipoteza zakładała obecność błonowych receptorów i/lub 

kanałów transportujących NpnN′ i NH2-pA do wnętrza komórki roślinnej, zaangażowanie 

wtórnych przekaźników sygnału i kaskad kinaz powszechnie biorących udział w transdukcji 

sygnału w komórce.  

W celu odpowiedzi na pytanie o uniwersalny charakter uruchamiania mechanizmów 

obronnych jakim jest indukcja szlaku fenylopropanoidowego przez NpnN′ i NH2-pN u roślin, 

przeanalizowano wpływ egzogennych NpnN′ (Ap3A, Gp3G, Up3U, Up4U, Cp3C, Cp4C, 

Ap3U, Ap3C, Ap4C) i NH2-pN (NH2-pA, NH2-pG, NH2-pC, NH2-pU) w zawiesinowej 

kulturze komórkowej Vitis vinifera cv. Monastrell. Ze względu na naturalnie wysoki poziom 

stilbenów gatunek ten okazał się być dobrym modelem do zaplanowanych eksperymentów. 

Wzrost akumulacji trans-resweratrolu i trans-piceidu w pożywkach w porównaniu do kultur 

kontrolnych zaobserwowano pod wpływem 5 µM nukleotydów purynowych (Ap3A i Gp3G), 

pirymidynowych (Up3U i Up4U) oraz puryno-pirymidynowej hybrydy (Ap3U) do 24 godzin 

od potraktowania zawiesinowej kultury komórkowej (Publikacja 2, Fig. 2). Analizie 

poddano również ekspresję genów kodujących wybrane enzymy szlaku 

fenylopropanoidowego. Po 24 godzinach trwania eksperymentu odnotowano wzrost 

akumulacji stilbenów w pożywce pod wpływem Ap3A, Gp3G, Up3U i Up4U co było 

skorelowane z istotną indukcją ekspresji genu C4H1 oraz genu STS1 kodującego enzym 

katalizujący syntezę trans-resweratrolu (Publikacja 2, Fig. 4). Na uwagę zasługuje również 
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istotny, nawet 5-krotny wzrost ekspresji pod wpływem Ap3A, Gp3G, Up3U i Up4U genu 

ABCG44 kodującego białko ABCG44 transportujące trans-resweratrol na zewnątrz komórki 

(Publikacja 2, Fig. 5). Natomiast inne badane pirymidynowe nukleotydy takie jak Cp3C, 

Cp4C i purynowo-pirymidynowy Ap4C silnie hamowały ekspresję genu STS1 (Publikacja 

2, Fig. 4) i genu ABCG44 (Publikacja 2, Fig. 5) co odzwierciedlało również akumulację 

stilbenów w pożywce i w komórkach (Publikacja 2, Fig. 2). Co ciekawe, po 72 godzinach 

od potraktowania zawiesinowej kultury komórkowej V. vinifera cv. Monastrell Cp3C i Cp4C, 

zaobserwowano ok. 6-krotny wzrost ekspresji genu PAL1, 5-krotny wzrost ekspresji genu 

4CL1 oraz 8-krotny wzrost ekspresji genu CCR2. Potraktowanie komórek Ap4C również 

spowodowało ok. 8-krotny wzrost ekspresji genu CCR2 po 72 godzinach (Publikacja 2, Fig. 

4). Uzyskane wyniki wskazują na odmienny mechanizm modyfikacji szlaku 

fenylopropanoidowego przez nukleotydy zawierające różne purynowe lub pirymidynowe 

nukleozydy. Dinukleotydy cytydynowe indukowały szlak syntezy lignin, jednego z 

odgałęzień szlaku syntezy fenylopropanoidów. Dowiedziono również, że produkty 

ewentualnego rozpadu tych nukleotydów takie jak AMP, GMP, UMP czy CMP nie wpływały 

na nagromadzanie stilbenów w pożywkach (Publikacja 2, Fig. 3). W związku z powyższymi 

obserwacjami kolejną hipotezą była hipoteza mówiąca o udziale w modyfikacji aktywności 

szlaku fenylopropanoidowego purynowych i pirymidynowych NH2-pN w zawiesinowej 

kulturze komórkowej V. vinifera cv. Monastrell. Uzyskane wyniki potwierdziły jedną z 

postawionych hipotez dotyczącą regulacji szlaku fenylopropanoidowego przez purynowe i 

pirymidynowe NpnN′ i NH2-pN. Odnotowano istotne różnice akumulacji dwóch stilbenów: 

trans-resweratrolu oraz trans-piceidu w komórkach oraz pożywce, zarówno pod wpływem 

NH2-pN purynowych (NH2-pA, NH2-pG) jak i pirymidynowych (NH2-pU, NH2-pC). 

Różnice w poziomie stilbenów w komórkach oraz pożywce zależały również od czasu 

traktowania komórek poszczególnymi nukleotydami. Największe zmiany w poziomie trans-

resweratrolu w pożywce zaobserwowano pod wpływem NH2-pG, NH2-pU i NH2-pC w 

pierwszym badanym punkcie czasowym, tj. po 6 godzinach od traktowania oraz po 12 

godzinach tylko pod wpływem NH2-pU i NH2-pC (Publikacja 3, Fig. 5b). Akumulacja 

trans-resweratrolu w pożywce po 24 i 48 godzinach była istotnie indukowana przez NH2-pA 

(Publikacja 3, Fig. 5b). Niezależnie od typu NH2-pN poziom trans-resweratrolu w pożywce 

po 72 godzinach był niski i zbliżony do poziomu w próbie kontrolnej (Publikacja 3, Fig. 
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5b). Istotne statystycznie zmiany w poziomie trans-piceidu w pożywce zaobserwowano 

tylko pod wpływem NH2-pA po 24 godzinach od traktowania zawiesinowej kultury 

komórkowej (Publikacja 3, Fig. 5c). Istotną różnicę w akumulacji stilbenów w komórkach 

zaobserwowano dopiero po 24 godzinach traktowania. Około 1,5-krotny wzrost poziomu 

trans-resweratrolu w komórkach był spowodowany przez NH2-pA oraz NH2-pU, podczas 

gdy pod wpływem NH2-pC odnotowano ok. 7-krotny spadek w porównaniu do kontroli 

(Publikacja 3, Fig. 4b). Nie wykazano zmian zawartości trans-resweratrolu pod wpływem 

NH2-pG po 24 godzinach w porównaniu do próby kontrolnej (Publikacja 3, Fig. 4b). Co 

ciekawe, po 48 godzinach poziom trans-resweratrolu w komórkach pod wpływem NH2-pA 

i NH2-pC uległ ok. 7-krotnej redukcji, podczas gdy NH2-pG i NH2-pU nie powodowały 

istotnych zmian (Publikacja 3, Fig. 4b). W przypadku akumulacji trans-piceidu w 

komórkach wykazano istotny, bo ok. 13-krotny spadek jego akumulacji pod wpływem NH2-

pG po 24 godzinach traktowania, podczas gdy nie zaobserwowano istotnych zmian pod 

wpływem pozostałych NH2-pN (Publikacja 3, Fig. 4c). Natomiast, po 48 godzinach 

zaobserwowano ok. 2-krotny wzrost poziomu trans-piceidu w komórkach pod wpływem 

NH2-pA i NH2-pC, podczas gdy nukleotydy NH2-pG i NH2-pU nie powodowały istotnych 

zmian (Publikacja 3, Fig. 4c). Niezależnie od typu NH2-pN poziom trans-resweratrolu i 

trans-piceidu w komórkach po 72 godzinach był niski i zbliżony do poziomu w próbie 

kontrolnej (Publikacja 3, Fig. 4). Ponadto odnotowano, że ekspresja genów kontrolujących 

biosyntezę stilbenów oraz lignin była modyfikowana przez badane NH2-pN. Największą 

indukcję ekspresji genów kodujących enzymy szlaku fenylopropanoidowego wykazano po 

72 godzinach od potraktowania 5 µM NH2-pN zawiesinowej kultury komórkowej: ok. 8-

krotny genu PAL1 pod wpływem NH2-pC, a ok. 4-krotny pod wpływem NH2-pG i NH2-pU 

(Publikacja 3, Fig. 3a). Podobne zależności zaobserwowano w przypadku ekspresji genów 

4CL1 i STS1. Uzyskane dane wykazały, że gen 4CL1 ulegał ok. 10-krotnej indukcji pod 

wpływem NH2-pC oraz ok. 3-krotnej pod wpływem NH2-pG i NH2-pU (Publikacja 3, Fig. 

3c). Około 13-krotną indukcję ekspresji genu STS1 zaobserwowano pod wpływem NH2-pC 

oraz ok. 5-krotną pod wpływem NH2-pG i NH2-pU (Publikacja 3, Fig. 4a). Ponadto po 72 

godzinach traktowania nukleotydami zawiesinowej kultury komórkowej zaobserwowano ok. 

2,5-krotny wzrost ekspresji genu C4H1 pod wpływem NH2-pC, podczas gdy ekspresja tego 

genu uległa obniżeniu pod wpływem pozostałych NH2-pN (Publikacja 3, Fig. 3b). Na 
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uwagę zasługuje również podobny, bo ok. 3-krotny wzrost ekspresji genu 4CL1 pod 

wpływem NH2-pA (Publikacja 3, Fig. 3b). Ponadto zmiany w poziomie związku N-

benzoiloputrescyny (BenPut), jednego z fenyloamidów będących pochodnymi 

fenylopropanoidów i poliamin, wykazano pod wpływem NH2-pA, NH2-pG i NH2-pC po 24-

godzinnach trwania eksperymentu (Publikacja 3, Fig. 9). Z kolei, w pierwszym punkcie 

czasowym, tj. po 6 godzinach traktowania zawiesinowej kultury komórkowej badanymi 

nukleotydami, fenyloamid BenPut był wykrywalny na poziomie ok. 0,35 µg g−1 suchej masy 

(DW) w komórkach V. vinifera cv. Monastrell tylko pod wpływem NH2-pC. Niezależnie od 

typu NH2-pN poziom BenPut w komórkach po 48 i 72 godzinach był niski i zbliżony do 

poziomu w próbie kontrolnej (Publikacja 3, Fig. 9). Co istotne, badane nukleotydy nie 

wpływały na żywotność komórek (Publikacja 3, Fig. 6), poziom lignin (Publikacja 3, Fig. 

8c) oraz zmiany w suchej masie komórek (Publikacja 3, Fig. 7) w trakcie trwania 

eksperymentu. Uzyskane wyniki badań nad udziałem NpnN′ i NH2-pN w kontroli aktywności 

szlaku fenylopropanoidowego u V. vinifera cv. Monastrell (Publikacja 2 i 3) oraz na 

podstawie danych literaturowych wskazujących na ich udział w takim procesie u rośliny 

modelowej A. thaliana (Pietrowska-Borek i in., 2011, 2015) dowodzą, że są to molekuły 

sygnalne. 

Istotnym elementem percepcji sygnału są oddziaływania pomiędzy molekułą 

sygnalną a receptorem. Poznanym i dobrze opisanym u roślin receptorem nukleotydu 

purynowego, eATP, jest P2K1/DORN1. Dlatego też kolejną hipotezą jaką poddano 

weryfikacji w niniejszej pracy doktorskiej jest hipoteza mówiąca o tym, że P2K1/DORN1 

może być również receptorem dla purynowych dinukleozydopolifosforanów i brać udział w 

zamykaniu aparatów szparkowych. Rozpoznawanie eATP przez receptor P2K1/DORN1, a 

następnie bezpośrednia fosforylacja RBOHD prowadzi do wzrostu RFT, a w konsekwencji 

zamknięcia aparatów szparkowych (Choi i in., 2014; Chen i in., 2017). Ruchy aparatów 

szparkowych stanowią modelowy system umożliwiający badania nad transdukcją sygnałów 

komórkowych oraz śledzenie reakcji rośliny na czynnik stresowy (Jia i Zhang, 2008; Kollist 

i in., 2014). Podobnie jak w pracach opisujących P2K1/DORN1 jako receptor dla eATP w 

pierwszych badaniach skupiono się na obserwacji ruchów aparatów szparkowych pod 

wpływem Ap4A. Bazując na wynikach badań nad efektem CpnC w modyfikacji szlaku 

fenylopropanoidowego sprawdzono również wpływ nukleotydów pirymidynowych na ruchy 
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aparatów szparkowych. Spośród nukleotydów purynowych przetestowano Ap3A, Ap4A, 

ADP oraz ATP natomiast pirymidynowych Cp3C, Cp4C, CDP oraz CTP. Wykazano, że 

egzogenne Ap4A i Cp4C indukują zamknięcie aparatów szparkowych (Publikacja 4, Fig. 1). 

Obserwacji tej dokonano po dwugodzinnej inkubacji epidermy liści pobranych z 

czterotygodniowych roślin A. thaliana w roztworze zawierającym 2 mM badane nukleotydy. 

Podobnego efektu nie zaobserwowano pod wpływem purynowego nukleotydu Ap3A oraz 

pirymidynowych CDP, CTP i Cp3C (Publikacja 4, Fig. 1). Jako kontrolę pozytywną, 

stymulującą zamykanie aparatów szparkowych zastosowano 2 mM nukleotydy purynowe 

ADP i ATP oraz 10 µM kwas abscysynowy (ABA) (Choi i in., 2014; Chen i in., 2017). W 

związku z występowaniem u roślin enzymów degradujących dinukleozydopolifosforany 

zbadano skład roztworów nukleotydów, w których inkubowano epidermę, pod kątem ich 

rozpadu do mononukleotydów. Co ciekawe, nie zaobserwowano rozpadu Ap4A oraz Cp4C 

do mononukleotydów, które mogłyby wywoływać zamykanie aparatów szparkowych 

(Publikacja 4, Fig. S1). Ponadto dowiedziono, iż podobnie do eATP, Ap4A nie wywołuje 

zmian w rozwartości aparatów szparkowych w mutancie dorn1-3 typu knock-out 

posiadającym insercje T-DNA w obrębie genu kodującego P2K1/DORN1. Tego efektu nie 

zaobserwowano również pod wpływem Cp4C (Publikacja 4, Fig. 2). Wyniki te potwierdzają 

jedną z postawionych hipotez w tej pracy doktorskiej mówiącej o tym, że purynoreceptor 

P2K1/DORN1 może być również receptorem dla Ap4A. Ponadto dowiedziono tutaj, że 

P2K1/DORN1 nie jest zaangażowany w zamykanie aparatów szparkowych wywołane przez 

pirymidynowy nukleotyd Cp4C. Jedną z charakterystycznych odpowiedzi roślin na bodźce 

stresowe jest synteza RFT w przestrzeni apoplastycznej (Macho i Zipfel, 2014; Mittler i in., 

2022). Aktywowane są oksydazy NADPH, w tym RBOHD, bezpośrednio przyczyniające się 

do wzrostu poziomu anionorodnika ponadtlenkowego (•O2
−), który następnie przekształcany 

jest do H2O2 (Song i in., 2006). W celu odpowiedzi na pytanie dotyczące zaangażowania RFT 

w mechanizmie transdukcji sygnału wywołanego przez badane nukleotydy zastosowano 

dwie metody. Pierwsza z nich zakładała wykazanie akumulacji •O2
− i H2O2 w liściach 

poddanych dwugodzinnej inkubacji w 2 mM roztworze nukleotydów purynowych (ATP, 

Ap4A) i pirymidynowych (CTP, Cp4C). Wykorzystując barwienie chlorkiem błękitu 

tetrazolowego, wykazano zwiększoną akumulację •O2
− w liściach A. thaliana typu dzikiego 

traktowanych CTP, Ap4A i Cp4C w porównaniu do kontroli. Indukcję akumulacji •O2
− w 
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liściach mutanta dorn1-3 zaobserwowano tylko w przypadku traktowania liści nukleotydem 

Cp4C (Publikacja 4, Fig. 3a). Następnie, wykorzystując tetrahydrochlorek 3,3′-

diaminobenzydyny udokumentowano zwiększoną zawartość H2O2 pod wpływem ATP, 

Ap4A i Cp4C w liściach A. thaliana typu dzikiego w porównaniu do kontroli. Natomiast w 

liściach mutanta dorn1-3 nie wykryto H2O2 pod wpływem ATP i Ap4A. Akumulacja H2O2 

pod wpływem CTP była wykrywalna na niskim i podobnym poziomie w liściach 

pochodzących z obu typów roślin (Publikacja 4, Fig. 3b). Druga metoda zakładała pomiar 

rozwartości aparatów szparkowych po dwugodzinnej inkubacji epidermy liści pobranych z 

czterotygodniowych roślin A. thaliana w 2 mM roztworze nukleotydów purynowych (ATP, 

Ap4A) i pirymidynowych (CTP, Cp4C) w obecności dwóch enzymów antyoksydacyjnych: 

dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) i katalazy (CAT), usuwających RFT w postaci •O2
− i 

H2O2. Zastosowanie obu enzymów wyeliminowało efekt zamykania aparatów szparkowych 

przez ATP, Ap4A i Cp4C (Publikacja 4, Fig 4). Wyniki te wskazują na zaangażowanie 

badanych RFT jako molekuł sygnalnych pośredniczących w procesie zamykania aparatów 

szparkowych przez Ap4A i Cp4C.  

Jak wykazała analiza funkcjonalna (GO ang. Gene Ontology term enrichment), 

efektem zaobserwowanym pod wpływem działania eATP była również modyfikacja 

ekspresji genów (Choi i in., 2014). Spośród 574 modulowanych genów pod wpływem eATP, 

indukcji ekspresji podlegały geny kodujące białka związane z odpowiedzią obronną oraz 

transdukcją sygnału (Choi i in., 2014). W związku z tym przeprowadzono analizę ekspresji 

wybranych genów biorących udział w transdukcji sygnału i reakcję roślin na stres u A. 

thaliana zarówno typu dzikiego (Col-0) jak i mutancie dorn1-3 pod wpływem badanych 

nukleotydów purynowych (ATP, Ap4A) i pirymidynowych (CTP, Cp4C). Skupiono się na 

badaniach modyfikacji ekspresji genów kodujących kinazy białkowe SnRK (SnRK1.1, 

SnRK1.2, SnRK2.2, SnRK2.3 oraz SnRK2.6) (Publikacja 4, Fig. 5c), które powiązane są 

bezpośrednio z kontrolą poziomu ABA w komórce roślinnej (Soon i in., 2012). U roślin, 

szczególną rolę w regulacji odpowiedzi na działanie czynników stresowych pełnią kinazy 

MAP (Boudsocq i in., 2015). Wykazano indukcję ekspresji genu kodującego MAPK6 

zarówno pod wpływem ATP jak i Ap4A (Publikacja 4, Fig. 5d). Wiadomo, że kinazy SnRK 

grupy 1 (SnRK1), kinazy SnRK grupy 2 (SnRK2) i MAPK oddziałują z czynnikami 

transkrypcyjnymi (Skalak i in., 2021). Powszechnie znane jest zaangażowanie czynników 
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transkrypcyjnych ZAT6 i ZAT12 zawierających typowe dla roślin domeny palców 

cynkowych typu Cys2/His2 oraz domenę EAR (ang. ERF-associated amphiphilic 

repression), w odpowiedzi roślin na kadm i inne czynniki abiotyczne (Opdenakker i in., 

2012; Shi i in., 2014; Chen i in., 2016; Dang i in., 2022). Odnotowano, że zarówno ATP i 

Ap4A wpływały również na wzrost poziomu transkryptów genów ZAT6 i ZAT12 (Publikacja 

4, Fig. 5e). Za syntezę RFT w komórkach roślinnych odpowiedzialne są m. in. błonowe 

oksydazy RBOH (Yoshioka i in., 2016). Zaobserwowano, że pod wpływem Ap4A silnej 

indukcji ekspresji ulegał gen RBOHF, podczas gdy ten sam nukleotyd wywoływał niewielką 

zmianę w poziomie ekspresji genu RBOHD. Z kolei, pod wpływem ATP silnej indukcji 

ekspresji ulegał gen RBOHD, podczas gdy ten sam nukleotyd wywoływał niewielką zmianę 

w poziomie ekspresji genu RBOHF (Publikacja 4, Fig. 5a). Wykazano, że pod wpływem 

ATP i Ap4A poziom transkryptów wyżej wymienionych genów był istotnie zmniejszony w 

mutancie dorn1-3 w porównaniu do rośliny typu dzikiego (Publikacja 4, Fig. 5). Białkami 

niezbędnymi do prawidłowego wzrostu, rozwoju oraz odpowiedzi na czynniki stresowe u 

roślin są kanały bramkowane cyklicznymi nukleotydami (CNGC). Wykazano wzrost 

ekspresji genu CNGC2 pod wpływem Ap4A w roślinie typu dzikiego, podczas gdy ekspresja 

tego genu ulegała obniżeniu w mutancie dorn1-3. Egzogenny ATP istotnie zmniejszył 

poziom transkryptów tego genu w obu typach roślin (Publikacja 4, Fig. 5b). Spośród genów 

analizowanych jako potencjalne geny modyfikowane przez badane nukleotydy purynowe, 

analizie poddano geny kodujące kinazy SnRK w podpowiedzi na Cp4C. Nukleotyd 

pirymidynowy Cp4C nie modyfikował poziomu ekspresji genów SnRK1.1, SnRK1.2, 

SnRK2.2, SnRK2.3, SnRK2.6 (Publikacja 4, Fig. S2). 

Pomimo wielu przesłanek wskazujących na działanie NpnN′ oraz NH2-pA jako molekuł 

sygnalnych, w literaturze brakowało zidentyfikowanych molekularnych elementów 

zaangażowanych w percepcję oraz transdukcję sygnału wywołanego przez te nukleotydy. W 

wyniku analizy dostępnych danych literaturowych w 2020 roku zaproponowaliśmy 

oryginalny model transdukcji sygnału wywołanego przez NpnN′ oraz NH2-pA (Publikacja 

1, Fig. 5). Model zakładał, że nukleotydy mogą być zewnątrzkomórkowymi cząsteczkami 

sygnałowymi i oddziaływać z komórkami roślinnymi poprzez nieznane wówczas receptory 

błony plazmatycznej lub mogą być transportowane do wnętrza komórki. Ponadto wiadomo, 

że ich poziom w komórce roślinnej jest regulowany przez enzymy syntetyzujące i 
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degradujące (Publikacja 1; Pietrowska-Borek, Dobrogojski i in., 2020a). Zakładano, że 

zarówno zewnątrzkomórkowe, jak i wewnątrzkomórkowe badane nukleotydy nietypowe 

mogą wpływać na biosyntezę wtórnych przekaźników sygnału oraz hormonów. 

Hipotetyczny model transdukcji sygnału prowadzący do obserwowanych zmian pod 

wpływem NpnN′ oraz NH2-pA w postaci modyfikacji szlaku fenylopropanoidowego zakładał 

również zaangażowanie kaskady MAP kinaz, które biorą udział w regulacji wzrostu i rozwój 

roślin, odpowiedzi na fitohormony, regulację cyklu komórkowego oraz odpowiedzi na stresy 

biotyczne i abiotyczne. Funkcją MAP kinaz jest fosforylacja innych białek np. czynników 

transkrypcyjnych, wpływając tym samym na poziom transkryptów genów regulowanych 

przez owe czynniki transkrypcyjne. Rezultatem przeprowadzonych badań w ramach 

niniejszej rozprawy doktorskiej jest potwierdzenie ówcześnie postawionych hipotez 

dotyczących funkcji sygnalnej Ap4A i Cp4C oraz molekularnych elementów transdukcji 

sygnału wywołanego przez te nukleotydy (Publikacja 4). Wykazano, że molekułami 

sygnalnymi pośredniczącymi w zamykaniu aparatów szparkowych przez Ap4A i Cp4C są 

RFT (•O2
− i H2O2). Ponadto zidentyfikowano pierwszy roślinny receptor, P2K1/DORN1, 

zaangażowany w proces zamykania aparatów szparkowych wywołany przez Ap4A u A. 

thaliana. Udowodniono również, że P2K1/DORN1 nie uczestniczy w percepcji sygnału 

indukowanego przez Cp4C. Wykazano również, że zamykaniu aparatów szparkowych pod 

wpływem Ap4A towarzyszy istotna indukcja ekspresji kluczowych genów zaangażowanych 

w procesy obronne przed niekorzystnymi czynnikami środowiskowymi. Podobnych 

obserwacji dokonano dla ATP. Interesującym jest fakt, że nukleotyd pirymidynowy Cp4C 

nie wpływał na indukcję ekspresji badanych genów. Wyniki przeprowadzonych badań 

wchodzące w skład publikacji stanowiących cykl prac w niniejszej rozprawie doktorskiej 

dostarczają nowych danych wyjaśniających funkcje sygnalne dinukleozydopolifosforanów i 

nukleozydo 5′-fosforamidów oraz wskazują elementy transdukcji sygnału przez nie 

wywołanego. Po raz pierwszy w literaturze zidentyfikowano białko błonowe, 

purynoreceptor, który jest kluczowym elementem percepcji sygnału dla Ap4A. Uzyskane 

wyniki pozwoliły na uzupełnienie wielu hipotetycznych punktów w modelu transdukcji 

sygnału zaproponowanego w Publikacji 1 (Pietrowska-Borek, Dobrogojski i in., 2020a). 

Uzupełniony model przedstawiono w Publikacji 4, Fig. 6 (Dobrogojski i in., 2023). Dalsze 

badania mające na celu identyfikację efektorów oraz elementów szlaków transdukcji sygnału 
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prowadzących do wykazanych w niniejsze pracy reakcji roślin, będą stanowiły kluczowy 

aspekt w procesie wyjaśniania funkcji sygnalnej pozostałych NpnN′ i NH2-pN.  
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4. Podsumowanie i wnioski 

 Badania nad rolą NpnN′ i NH2-pN w transdukcji sygnału i regulacji szlaku 

fenylopropanoidowego u winorośli właściwej (Vitis vinifera L.) i rzodkiewnika pospolitego 

(Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.) doprowadziły do sformułowania następujących 

konkluzji: 

1. Potwierdzono, że egzogenne NpnN′ regulują szlak fenylopropanoidowy w 

zawiesinowej kulturze komórkowej V. vinifera cv. Monastrell zależnie od typu 

nukleozydu (Publikacja 2): 

 wzrost akumulacji stilbenów w pożywce pod wpływem Ap3A, Gp3G, Up3U i 

Up4U był skorelowany z indukcją ekspresji genu C4H1, STS1 oraz genu 

ABCG44, 

 pirymidynowe NpnN′ tj. Cp3C, Cp4C oraz puryno-pirymidynowy nukleotyd 

Ap4C, silnie hamowały biosyntezę stilbenów co związane było z obniżeniem 

ekspresji genów PAL1, 4CL1 i STS1 przy jednoczesnej indukcji ekspresji 

genu CCR2 kodującego reduktazę cynamylo-CoA kontrolującą biosyntezę 

lignin. 

2. Potwierdzono, że NH2-pN regulują szlak fenylopropanoidowy zawiesinowej kultury 

komórkowej V. vinifera cv. Monastrell zależnie od typu nukleozydu (Publikacja 3): 

 zarówno purynowe (NH2-pA, NH2-pG) jak i pirymidynowe (NH2-pU, NH2-

pC) NH2-pN modyfikowały ekspresję genów kontrolujących biosyntezę 

stilbenów i lignin, 

 spośród testowanych NH2-pN, NH2-pC wykazał największą indukcję 

ekspresji genów kodujących enzymy szlaku fenylopropanoidowego, takich 

jak PAL1, C4H1, 4CL1 i STS1. Ponadto nukleotyd ten indukował szybki 

wzrost poziomu N-benzoilputrescyny (BenPut), 

 nie wykazano zamian zawartości lignin w komórkach V. vinifera w 

porównaniu do kontroli pod wpływem badanych NH2-pN, 

 nie zaobserwowano negatywnego wpływu badanych NH2-pN na żywotność 

komórek V. vinifera.  
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3. Wykazano, że błonowa receptorowa kinaza białkowa LecRK-I.9 (P2K1/DORN1) 

jest kluczowym elementem w percepcji i transdukcji sygnału wywołanego przez 

Ap4A (Publikacja 4): 

 egzogenne Ap4A i Cp4C istotnie zmniejszały stopień rozwarcia aparatów 

szparkowych u A. thaliana, podczas gdy Ap3A i Cp3C nie wywołały 

podobnego efektu, 

 receptor P2K1/DORN1 nie uczestniczy w percepcji i transdukcji sygnału 

prowadzącego do zamknięcia aparatów szparkowych wywołanego przez 

Cp4C, 

 molekułami sygnalnymi pośredniczącymi w zamknięciu aparatów 

szparkowych przez Ap4A i Cp4C są RFT (•O2
− i H2O2),  

 zamykaniu aparatów szparkowych pod wpływem Ap4A towarzyszy istotna 

indukcja ekspresji genów SnRK1.1, SnRK1.2, SnRK2.2, SnRK2.3, SnRK2.6, 

RBOHD, RBOHF, MAPK6, ZAT6, ZAT12. Ekspresja wyżej wymienionych 

genów uległa obniżeniu w mutancie dorn1-3 w porównaniu do roślin typu 

dzikiego. Podobne obserwacje odnotowano pod wpływem ATP, 

 zmian w ekspresji genów SnRK1.1, SnRK1.2, SnRK2.2, SnRK2.3, SnRK2.6, 

nie odnotowano pod wpływem CTP oraz Cp4C. 

 

Kluczowym osiągnięciem niniejszej pracy jest wskazanie roślinnego purynoreceptora 

P2K1/DORN1 jako istotnego białka błonowego w percepcji sygnału wywołanego przez 

Ap4A. Jest to pierwsze opisane roślinne białko receptorowe mogące oddziaływać z Ap4A. 

Ponadto określono rolę elementów mogących uczestniczyć w transdukcji sygnału 

prowadzącego do modyfikacji szlaku fenylopropanoidowego u V. vinifera i regulacji ruchów 

aparatów szparkowych u A. thaliana. Co więcej, wykazano, że P2K1/DORN1 nie pełni takiej 

funkcji w przypadku dinukleotydu pirymidynowego Cp4C, co świadczyć może o 

występowaniu u roślin innych białek oddziałujących z tymi nukleotydami.  
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