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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Dagmary Holm-Kaczmarek

pt. ,Rola bialka ATRX w organizacji chromatyny neuronéw
hipokamplanych szczura”, ktérej promotorami s3: dr hab. Adriana
Magalska i prof. dr hab. Maria Jolanta Redowicz. Praca zostala wykonana
w Pracowni Neuromorfologii Molekularnej i Systematycznej oraz w
Pracowni Molekularnych Podstaw Ruchéw komérkowych Instytutu Biologii

Dos$wiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie

Rozprawa doktorska mgr Dagmary Holm-Kaczmarek dotyczy aktualnego
problemu naukowego, jakim jest poznanie zmian zachodzgcych w jadrze
komorkowym neuronéw hipokampalnych w czasie pobudzenia i mechanizmu tych
zmian, ktore maja kluczowe znaczenie dla ich funkcjonowania. Mgr Dagmara Holm-
Kaczmarek zbadala lokalizacje 1 funkcje biatka ATRX w jadrze komorkowym

neurondéw w fazie spoczynkowej i po stymulacji przez cLTP.

Ocena ogdlnej wiedzy teoretycznej
We Wstepie rozprawy (24 strony) mgr Dagmara Holm-Kaczmarek przedstawita
szereg zagadnien dobrze wprowadzajacych w tematyke pracy, ktére swiadeza o
szerokiej wiedzy autorki od informacji podstawowych do szczegolowych. Opisata
budowe neuronu, zjawisko plastycznoscei synaptycznej w mozgu, morfologie jadra
komodrkowego i jaderka oraz scharakteryzowata gtéwne biatka jaderkowe (nukleoling,

UBF. B23). Ponadto opisala stres jaderkowy i znaczenie procesow jaderkowych dla
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funkcjonowania neuronéw. We Wstepie znajduje si¢ tez opis modyfikacji
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strukturalnych chromatyny, mechanizméw regulujacych ten proces oraz bialek m.in.

modyfikacjach chromatyny. Informacje zawarte we Wstepie wskazuja na duzg wiedzg
Doktorantki i umiejetnos¢ jej przedstawienia. Zbyt ogolnie przedstawiono jednak
mechanizm plastycznosci synaptycznej. Nie zgadzam sig tez z twierdzeniem, ze laminy
blaszki jadrowej nadaja ostonce jadrowej elastycznosé, ze w $rodku jaderka jest
centrum granularne, i ze biosynteza rybosomow zachodzi w jaderku, bo dotyczy to

Wydzial Biologii
podjednostek rybosomalnych, a nie rybosoméw. Uwazam tez za nieprecyzyjne

okreslenia ,,geny palca cynkowego” i ,.cialo gendw”. Sg to drobne blegdy, ktore nie i
wplywaja na moja bardzo dobrg oceng wiedzy teoretycznej Doktorantki. Taka wiedza
Doktoranta réwniez wykazala sie piszac rozdzial Dyskusja (10 str.), w ktérym [nstytut Zoologi
przedyskutowata otrzymane wyniki z adekwatnymi wynikami innych autorow. W i Badan Biomedycznych
rozprawie zacytowano 119 pozycji literatury, ktore $wiadcza o dobrej znajomosci przez
Doktorantke tematyki, ktéra jest przedmiotem rozprawy. Faklath Biologh
i Ohrazowania Komérki
Ocena umiejetnosci samodzielnego prowadzenia badan

Doktorantka postawila hipoteze, ze biatko ATRX bierze udzial w organizacji
chromatyny pod wplywem pobudzenia. T¢ hipotezg weryfikowala przez analize
lokalizacji ATRX w jadrze komdrkowym neuronéw w stanie spoczynkowym i po
chemicznym pobudzeniu wywolujacym dlugotrwate wzmocnienie synaptyczne (LTP),
zbadanie czy ATRX zaangazowane jest w modyfikacje potranslacyjne histonow i czy
obnizenie poziomu ATRX powoduje zaburzenia organizacji chromatyny, morfologi
struktur jadrowych i neuronéw. Badania zostaly wlasciwie zaplanowane przez
Doktorantke. Do badan zastosowata odpowiednie metody. Lokalizacje ATRX badala
w neuronach hipokampa szczura w hodowli in vitro, w skrawkach hipokampa w
hodowli organotypowej z wykorzystaniem znakowania immunohistochemicznego i
mikroskopii konfokalnej. Do wyciszania genu Atrx zastosowala wektor plazmidowy z
shRNA i ¢cDNA kodujace GFP. LTP wywolywala chemicznie przez zastosowanie
mieszaniny forskoliny. rolipramu i pikrotoksyny. W badaniach zastosowala tez inne
metody jak technika Western Blot, elektrofizjologia technika whole-cell patch-clamp,
przygotowanie plazmidow i transfekcja neuronéw metoda lipofekcji. transdukcja 20-887 Reakow

neuronéw wektorem wirusowym. W mikroskopie konfokalnym oprocz obrazowania ul- Gronostajows 9
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réznych markeréw, analize kolokalizacji ATRX i innych bialek. Wszystkie metody sa
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dokladnie opisane w rozprawie i $wiadcza o ich dobrym opanowaniu przez

zilustrowanie na zdjeciach z mikroskopu konfokalnego. rowniez dowodzi dobrego
opanowania technik badawczych i samodzielnego przeprowadzenia badarn.

Na podstawie zatozonych celéow badawczych, zaplanowania metod
przedstawionych w rozprawie i wykorzystanych w badaniach, moge stwierdzié, ze

Doktorantka posiada umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia badan. L
Wydzial Biologii

i Nauk o Ziemi
Ocena rozprawy doktorskiej, jako oryginalnego rozwigzania

problemu naukowego
W rozprawie doktorskiej zawarto oryginalne wyniki, istotne dla poznania Instytut Zoalogil
znaczenia modyfikacji chromatyny w stanie spoczynkowym i po pobudzeniu i Badan Biomedycznych
neuronéw hipokampalnych, w ktérej bierze udziat biatko ATRX.
Doktorantka wykazala, ze ATRX wystepuje w jadrze komorkowym badanych Saflat Bidlogi
neuronéw hipokampa, w stanie spoczynkowym z heterochromatyng, a po ¢LTP z _ _
i Ohrazowania Komdrki
euchromatyna, ktéra jest aktywna transkrypcyjnie. Obnizenie poziomu ATRX po
wycieszeniu genu Asrx, wywoluje wzrost kondensacji chromatyny i wplywa na
morfologi¢ neuronéw (zmniejszenie liczby dendrytow). Po raz pierwszy Doktorantka
wykryla obecnosé ATRX w jaderku, w miejscach nazwanych przez Autorke ciatkami
ATRX. Wykazala, ze liczba i polozenie cialek ATRX zmienia si¢ w zaleznosci od
pobudzenia neuronow (cLTP) i w warunkach stresu. Stwierdzenie roli biatka ATRX w
organizacji chromatyny w jadrze komorkowym neuronéw i wplyw na morfologie
neuronéw jest waznym odkryciem i wskazuje na rolg biatka ATRX w plastycznosci

neuronalnej.

Uwagi
Praca zostala starannie przygotowana pod wzgledem graficznym, jest napisana
w sposob jasny i zrozumialy, jednak w tekscie zdarzaja si¢ bledy literowe, stylistyczne
a nawet ortograficzne. Niektore terminy jak wiazania hydrofobowe sg nieprawidlowe,
a moga to byé oddzialywania hydrofobowe, a wiazania sa np. wodorowe,

i - 30-387 Krakow
kowalencyjne.
Prosze réwniez o wyjasnienie, co oznacza nastepujace zdanie na str. 67: ,.Po ul. Gronostajowa 9
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bardziej skupiona, zwlaszcza w obszarach przy skondensowanej chromatynie”. Czy po
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cL TP nie powinna si¢ zmniejszy¢ ilos¢ skondensowanej chromatyny?

Podsumowanie
Wiedza teoretyczna Doktorantki, wyniki badan uzyskane w czasie prowadzenia
badan zawarte w rozprawie doktorskiej oraz oryginalne rozwiazanie problemu
naukowego, jakim bylo poznanie roli biatka ATRX w funkcjonowaniu neurondow,
pozwalaja na bardzo dobra ocene rozprawy doktorskiej mgr Dagmary Holm- ‘ ,
Wydziat Biologil
Kaczmarek.
. i Nauk o Ziemi
Rozprawa doktorska mgr Dagmary Holm-Kaczmarek spelnia warunki
okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z p6zn. zm.). Instytut Zoologil
W zwigzku z powyzszym wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii i Badai Biomedycznych
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie o dopuszczenie mgr Dagmary
Holm-Kaczmarek do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia Fakisd Bialgi

doktora. ‘
i Obrazowania Komorki
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\PLYNERO ™
Recenzja pracy doktorskiej mgr Dagmary Holm-Kaczmarek

pt. ,Rola bialka ATRX w organizacji chromatyny neuronéw hipokampa mézgu szczura”.

Mgr Dagmara Holm-Kaczmarek wykonala swojg prace doktorska w Pracowni
Neuromorfologii Molekularnej i Systemowej oraz w Pracowni Molekularnych Podstaw Ruchéw
Komérkowych Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN pod kierunkiem dwéch
Pan promotor: dr hab. Adriany Magalskiej i prof. dr hab. Marii Jolanty Redowicz.

Recenzowana rozprawa ma klasyczny uklad i sklada si¢ z o$miu rozdziatow: 1) Wstep;
2) Zatozenia i cele pracy; 3) Materiaty; 4) Metodologia; 5) Wyniki; 6) Dyskusja; 7) Podsumowanie
i wnioski; 8) Bibliografia. Zwracam uwagg, ze rozdziat nr 4 powinien nosié tytul ,,Metody”, a nie
.»Metodologia” (nauka o metodach badan naukowych). Prac¢ uzupelniajg: streszczenie w jezyku
polskim i angielskim, wykaz skrotow oraz spis publikacji i doniesien zjazdowych Doktorantki. Cate
opracowanie liczy 119 stron i zawiera 13 tabel oraz 42 bardzo dobre ryciny, z ktorych

35 przedstawia wyniki badan Doktorantki.

Ocena merytoryczna

Organizacja przestrzenna chromatyny jest jednym z kluczowych czynnikdw regulujgcych
ekspresj¢ genéw na poziomie transkrypcji. Pobudzenie komoérek nerwowych prowadzi do znaczgcej
zmiany ich transkryptomu, jednak wplyw pobudzenia neuronalnego na struktur¢ chromatyny pozostaje
stabo scharakteryzowany. Do bialek remodelujacych chromatyne i istotnych dla prawidlowego
rozwoju neurondéw nalezy ATRX. Rola ATRX w odpowiedzi neuron6w na pobudzenie synaptyczne
nie zostata do tej pory opisana w literaturze. Realizujagc swojg prace doktorska, mgr Holm-
Kaczmarek postawila hipotezg, ze bialko ATRX bierze udzial w reorganizacji chromatyny
po pobudzeniu synaptycznym. Aby zweryfikowa¢ te hipoteze, mgr Holm-Kaczmarek sformutowata
kilka szczegotowych celéow badan, ktore zakladaly przede wszystkim: i) okreslenie lokalizacji
ATRX w jadrach komoérkowych neurondow w stanie spoczynku i po pobudzeniu; ii) analize
powigzania rozmieszczenia ATRX z okreslonymi modyfikacjami posttranslacyjnymi histonow
charakterystycznymi dla aktywnej i nieaktywnej transkrypcyjnie chromatyny; iii) analize wplywu
obnizenia zawartosci komorkowej ATRX na strukturg chromatyny i morfologie neuronow.

ul. llji Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa
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Przedstawiong do recenzji rozprawe otwiera Wstep, ktory przekrojowo przedstawia kontekst
badan opisanych w dalszej czgsci pracy. Autorka najpierw wprowadza czytelnika w tematyke
plastycznosci synaptycznej, roli neuronéw hipokampalnych i aktualnych poglagdéw na budowg jadra
komdrkowego oraz charakterystyki i funkcji jaderek, a nastgpnie przechodzi do omowienia
zagadnien bezposrednio zwigzanych z prowadzonymi badaniami, czyli —mechanizméw
kontrolujacych strukture chromatyny oraz funkcji biatka ATRX. Mgr Holm-Kaczmarek dobrze
poradzila sobie z ujeciem tak zréznicowanych zagadnien w skondensowanej formie. Szeroko
zakrojona tematyka poruszana we Wstepie wymusza skrotowosc opisu, ale przytoczone informacje
sa wystarczajagce do zrozumienia dalszej czgsci rozprawy. Zabraklo mi jedynie omodwienia
opublikowanych w 2022 r. wynikéw badan zespotlu, w ktérym Doktorantka wykonywala swoja
prace. Badania te pokazaly, ze podczas pobudzenia neuronéw dochodzi do globalnej reorganizacji
struktury chromatyny, co stato si¢ jedng z podstaw sformulowania hipotezy badawczej. Wyniki,
o ktorych mowa, zostaly tylko jednozdaniowo wspomniane w rozdziale Zalozenia i cele pracy,
a omowione dopiero w dalszej czgéci rozprawy (Wyniki, Dyskusja). Dokladniejsze opisanie ich
przed sformulowaniem hipotezy, ze wskazaniem, jakie luki w wiedzy wymagaja uzupelnienia,
wzmocnitoby argumentacj¢ uzasadniajaca podjgcie opisywanych badan.

W czasie lektury Wstepu nasuneto mi sie¢ kilka uwag, ktére wypunktowatam ponizej:

1. Thomas Cremer i wsp. proponujg model organizacji jadra komorkowego opierajacy si¢ na jego
podziale na dwa przedzialy: aktywny i nieaktywny, Zgodnie z tym modelem przestrzen
miedzychromatynowa (inaczej: interchromatynowa, IC) jest czescig przedzialu aktywnego.
Do IC wnikajg aktywne transkrypcyjnie petle chromatynowe, ale z definicji IC to obszar
»niechromatynowy”. Stad stwierdzenie, ze 1C ,,charakteryzuje si¢ malg gestoscig nukleosomow”,
jest zbytnim skrotem myslowym, podobnie jak: ,,Charakterystyczne dla interchromatyny jest
znaczne wzbogacenie w potranslacyjng modyfikacie H3K4me3” (oba cytaty ze str. 21). Forma
histonu H3K4me3 jest charakterystyczna dla chromatyny aktywnej transkrypcyjnie i wykrywana
w chromatynie graniczacej z IC, a nie w samym przedziale IC (zob. np.: Smeets, D. i in. (2014),

Epigenetics & Chromatin 7, 8, https.//doi.org/10.1186/1756-8935-7-8.).

2. Bialko kodowane przez gen NPMI funkcjonuje w literaturze pod réznymi nazwami, jednak
zgodnie np. z danymi baz UniProt i NCBI/Protein jego oficjalng nazwg jest ang. nucleophosmin.
Dla zachowania spdjnosci ze zZrodtami anglojezycznymi warto byloby rozwazy¢ stosowanie
nazwy ,,nukleofosmina”, ktéra juz pojawia si¢ w polskiej literaturze naukowej.

3. W opisie biatka B23 (nukleofosminy) pojawia si¢ stwierdzenie: ,,Posiada ono, tak jak i inne

bialka jgderkowe sygnal lokalizacji jgderkowej NoLS’ (str. 26). Sekwencje réznych bialek
niezbedne do lokalizacji w jaderkach i nazywane NoLS charakteryzujg si¢ duzym

zroznicowaniem, chociaz zdecydowanie dominujg w nich aminokwasy zasadowe (R/K).
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Wyznacznikiem potencjalu zatrzymania biatka w jaderkach jest wigc raczej obecnosé silnego
tadunku dodatniego skumulowanego na okreslonej powierzchni biatka, a nie konkretnej
sekwencji aminokwasowej. Z drugiej strony, typowe sekwencje NoLS sa stosunkowo rzadkie
1nie sa bezwzglednie wymagane do lokalizacji jaderkowej. Akumulacja bialek w jaderkach
najcze¢sciej jest konsekwencja wigzania do innych skladnikéw jaderka: DNA/RNA lub bialek
(Martin RM i in. (2015) Nucleus. 6:314-25, https://doi.org/10.1080/19491034.2015.1079680;
Emmott E i Hiscox JA. (2009) EMBO Rep. 10:231-8, https://doi.org/10.1038/embor.2009.14 ).

4. Stwierdzenie: ,,Aktywacja klasycznego szlaku reakcji na stres jgderkowy powoduje uwolnienie

biatek rybosomalnych z jgderka do nukleoplazmy a nastepnie dochodzi do utraty integralnosci
jagderka” jest uproszczeniem, gdyz rézne czynniki stresowe wplywaja w rézny sposob
na jaderka, w tym na kolejnos¢ przemieszczania sie bialek do nukleoplazmy. Na zachowanie
integralnosci jaderek wigkszy wplyw ma przemieszczanie innych bialek niz rybosomalne.
W zalezno$ci od nasilenia i czasu ekspozycji na czynnik stresowy nie zawsze dochodzi tez
do dezintegracji jaderek, czasami jedynie do ich reorganizacii.

5. Skrét myslowy wkradt sie chyba tez do zdania: ,.indukowana przez srodowisko lub traumatyczne
przezycia metylacja DNA zmienia wlasciwosci kodowanego przez gen biatka” (str. 28). Chodzito
zapewne o zmiang¢ zawartosci komorkowej biatka b¢daca konsekwencjg zmian w ekspresji genu.

6. Biatko DNMT3L, wymienione na str. 29 jako jedna z metylotransferaz DNA (DNMT), nie
wykazuje tej aktywnosci enzymatycznej, chociaz ze wzgledu na homologie sekwencji jest
zaliczane do rodziny DNMT. Moze natomiast peilni¢ rolg regulacyjna w metylacji DNA
oddziatujgc z metylotransferazami DNMT3A i DNM3B.

7. Biatko MDM2 powinno by¢ precyzyjnie okreslone jako ,,ligaza ubikwityny”, a nie ,,ligaza”

Nastgpujacy po Wstepie krotki rozdzial Zalozenia i cele pracy prezentuje hipoteze
1 szczegotowe cele badawcze, ktore mgr Holm-Kaczmarek potem konsekwentnie realizowata. Cele
byly tez adekwatnie aktualizowane w trakcie wykonywania pracy, o czym $wiadczy rozszerzenie
ich o analize morfologii struktur jgderkowych zawierajgcych ATRX, ktére Doktorantka odkryla
dopiero realizujac projekt. Nalezy podkresli¢, ze hipoteza zostala odpowiednio umotywowana
wiedzg przedstawiong we Wstepie i dodatkowo opiera si¢ na wlasnych wezesniejszych badaniach
zespohu (zob. wyzej).

Cze$¢ metodyczna pracy zostata podzielona na dwa rozdziaty. W pierwszym z nich Autorka
opisala bardzo skrupulatnie, wlgcznie z podaniem numeréw katalogowych, odczynniki i inne
materialy wykorzystywane w badaniach. Ich pogrupowanie w przejrzyste tabele bardzo ulatwia
znalezienie potrzebnych informacji. W kolejnym rozdziale omdwione zostaly szczegolowo

stosowane metody. Opis jest na tyle dokladny, ze umozliwia niezalezne powtoérzenie doswiadczen.
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Zabraklo jedynie informacji na temat hodowli mysich neuronéw hipokampalnych i linii nerwiaka
zarodkowego, ktére sg pokazane w podrozdziale 5.6.3 rozdzialu Wyniki. Nie udalo mi si¢ tez
znalez¢ informacji, jakie bylo ostateczne st¢zenie procentowe DMSO w podtozu hodowlanym. Zbyt
wysokie stezenie DMSO moze wplywaé na funkcjonowanie komorek, a w pracy nie zostaly
pokazane poréwnania obrazéw mikroskopowych komérek hodowanych w podtozu standardowym i
z dodatkiem DMSO. Czy sam DMSO nie wplywa na lokalizacje¢ analizowanych biatek i strukture
chromatyny?

Wyniki zostaly zaprezentowane w logicznym ciagu na czytelnych i dobrze opisanych
rycinach. Doktorantka prowadzila wiekszos¢ badan z wykorzystaniem pierwotnej hodowli
neuronéw hipokampalnych poddanych procedurze chemicznego diugotrwalego wzmocnienia
synaptycznego (cLTP). Wykazata, ze ATRX w stymulowanych neuronach wspélwystepuje
ze skondensowang nieaktywna transkrypcyjnie chromatyna, ale czesciowo lokalizuje si¢ takze
w obszarach euchromatynowych. Obnizenie komorkowej zawartosci ATRX skutkuje podwyzszong
kondensacjg chromatyny oraz zaburzeniem morfologii drzewek dendrytycznych. Ponadto
mgr Holm-Kaczmarek jako pierwsza zaobserwowata w niektorych neuronach zaggszczanie ATRX
w wyraznie wyodrebnionych sferycznych strukturach nazwanych w pracy ciatkami ATRX. Liczba
struktur jgderkowych zawierajgcych ATRX wzrasta w warunkach pobudzenia cLTP oraz stresu
jaderkowego, co sugeruje, ze ATRX moze pelni¢ dodatkowo niepoznane jeszcze funkcje w tych
dwdch procesach.

Wigkszos¢ badan opisanych w rozprawie opierata si¢ na mikroskopowych analizach komorek,
w ktérych wybrane biatka znakowano immunofluorescencyjnie. Na pierwszej rycinie (Ryc. 5.1)
Autorka pokazala obraz mikroskopowy szerszego pola widzenia obejmujgcego kilka jader
komorkowych. Pozostale zdjecia ilustrujace analizy szczurzych neurondéw hipokampalnych
przedstawiaja pojedyncze przykladowe jadra. Jednak na wspomnianej Ryc. 5.1. wida¢, ze jadra
réznig si¢ migdzy sobg zaréwno rozmieszczeniem ATRX, jak i stopniem kondensacji DNA.
Podobnie, kiedy poréwna sig¢ obraz jader komorek stymulowanych cLTP pokazanych na rdznych
rycinach (Ryc.5.2, 5.6 — 5.10 i kolejne) wida¢ znaczne réznice w rozmieszczeniu ATRX (np. por.
2h cLTP na Ryc.5.2 i 5.9). Warto byloby podaé informacje, jaki procent jgder wykazywal
rozmieszczenie analizowanych biatek i DNA takie jak pokazane na przyktadowych zdjeciach.
Odpowiednig informacj¢ znalaztam w Dyskusji tylko w odniesieniu do jgder zawierajacych
jaderkowe ciatka ATRX (ok. 20% komodrek). Inne pytanie, ktore mi si¢ nasuneto, to czy utrwalanie
komorek w trakcie procedury znakowania immunofluorescencyjnego nie zmienia rozmieszczenia
wewnatrzjagdrowego ATRX. Czy poréwnywano je np. z lokalizacja biatka fuzyjnego typu ATRX-

GFP w komorkach obserwowanych przyzyciowo?
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Wspotwystepowanie (kolokalizacja) bialek oraz bialek i DNA bylo weryfikowane
z wykorzystaniem dwdch niezaleznych dodatkow do programu Imagel: i) wykreslajgcego profil
RGB wybranego przekroju jadra i ii) mape koloréw kolokalizacji (Colocalization colormap).
Prosilabym o doprecyzowanie w czasie obrony, jak Doktorantka interpretowata indeks korelacji
(Icorr) wyliczany w drugiej z wymienionych analiz. Nie jest dla mnie jasne, jak wartosci Icorr
przekladaly si¢ na wnioskowanie o kolokalizacji czgsteczek lub jej braku.

Szczegolnie zainteresowaly mnie ciatka ATRX. Czy sama obserwacja lokalizacji ATRX
1 DAXX w postaci granul jest wystarczajgca, zeby mowi¢ o nowych substrukturach jagderkowych?
Bylabym tez ostrozna w twierdzeniu, ze ATRX jest niezbedne dla utworzenia tych struktur
(np. str. 98) jedynie na podstawie obserwacji, ze jest wymagane do zatrzymania w nich bialka
DAXX. Chetnie wyshichalabym w czasie obrony opinii Doktorantki na ten temat oraz jakie ma
propozycje dalszych badan, ktore moglyby zidentyfikowac natur¢ i role postulowanych ciatek
ATRX. Wyglad pokazywanych cialek kojarzy mi si¢ np. z jaderkowsg lokalizacjg biatek typowych
dla matych ciat jgdrowych: koiliny (ang. coilin, z cialek Cajala) i biatka PML, wykrywanych
w pewnych warunkach takze w jaderkach w formie zblizonych sferycznych struktur (zob. Gilder AS
i in. (2011) Mol Biol Cell. 22:1070-9. htips://doi.org/10.1091/mbc.el0-08-0731; Tapia O i in.
(2010). Chromosoma. 119:527-40. https://doi.org/10.1007/500412-010-0276-7; Mattsson K i in.
(2001) Proc Natl Acad Sci. 98:1012-7. https://doi.org/10.1073/pnas.98.3.1012). Natomiast

struktury, w ktorych gromadzi si¢ ATRX po zahamowaniu aktywnosci polimerazy I RNA, bardzo
przypominajg tworzone przez fibrylaryng lub przez UBF w analogicznych warunkach i warto
byloby zweryfikowa¢, czy nie sa z nimi tozsame (zob.: Shav-Tal Y i in. (2005) Mol Biol Cell.
6:2395-413. https://doi.org/10.1091/mbe.e04-11-0992).

Ponizej zamieszczam kilka dodatkowych drobnych uwag do rycin prezentujacych wyniki:

1. Ryc. 5.1 — w gérnym rzedzie panelu przedstawiajgcego pojedyncze jadra zdjgcia s podpisane
odwrotnie, tzn. podpisane ATRX to barwienie DNA, a DNA — znakowanie ATRX.

2. Ryc. 5.4 — bardziej odpowiedni bylby opis typu: ,,zawartos¢ biatka cFos”, niz ,.ekspresja biatka
cFos™.

3. Ryc. 5.8 — profil RGB pokazuje moim zdaniem brak kolokalizacji ATRX i modyfikowanego
histonu H3K9Ac¢ w warunkach kontrolnych, a oba biatka zaczynaja si¢ kolokalizowa¢ dopiero
po pobudzeniu cLTP. Opis ryciny sugeruje, ze analizowane biatka kolokalizujg sig¢ niezaleznie
od warunkow.

4. Ryc. 5.23, str. 84 — opis ryciny sugeruje, Zze objetos¢ aktywnej chromatyny spada po wyciszeniu
ATRX, niezaleznie od warunkéw doswiadczalnych. Jednak z wykresu wynika, ze ten spadek ma

miejsce po pobudzeniu cLTP, ale nie w warunkach kontrolnych.

ul. llji Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa
tel.: 22 55 43 111, faks: 22 55 43 221
e-mail: a.girstun@uw.edu.pl 5



Prace zamyka Dyskusja i krotki rozdziat Podsumowanie i wnioski. O ile Wstep byl dosy¢
ogolny, to Autorka rekompensuje to w Dyskusji i szczegétowo omawia role ATRX w neuronach,
siegajac do najnowszych artkutéw naukowych, w tym opublikowanych w ciggu ostatniego roku.
Na tym tle oméwione zostajg wyniki zaprezentowane w pracy. Dyskusja jest poprawna, odnosi si¢
do wszystkich uzyskanych wynikéw. Zabraklo mi jedynie troche bardziej poglebionego
przedyskutowania potencjalnej wielofunkcyjnosci ATRX w czasie pobudzenia neuronalnego.
Jak Doktorantka interpretuje mozliwe jednoczesne zaangazowanie ATRX w rejonach chromatyny
aktywnych i nieaktywnych transkrypcyjnie?

Podsumowujge, wyniki uzyskane przez mgr Holm-Kaczmarek potwierdzily role ATRX
w organizacji chromatyny w jadrach neuronéw w stanie spoczynku oraz w rearanzacji struktury
chromatyny w stanie pobudzenia cLTP. Tym samym Doktorantka potwierdzita postawiona na
wstepie hipotezg. Przeprowadzone badania byly dobrze zaplanowane, uwzgledniaty odpowiednie
kontrole, a tam, gdzie to bylo uzasadnione, takze analiz¢ ilosciows i statystyczng. Wyniki zostaty
przedyskutowane w kontekscie aktualnej wiedzy i dostgpnych danych literaturowych. Uwagi
zamieszczone wyzej wynikaja z checi naukowej dyskusji, a nie majg na celu umniejszenia wartosci

pracy Doktorantki.

Uwagi dotyczgce bibliografii

Spis pismiennictwa obejmuje okoto 120 pozycji, ale niestety jest niekompletny. Naliczylam
dodatkowo okolo 50 prac cytowanych w tekscie i niewymienionych w Bibliografii. Braki sa na tyle
duze, ze nasuwa si¢ przypuszczenie, iz do pracy zostal omytkowo dolgczony nieostateczny, roboczy
spis zamiast wlasciwego. Sugeruj¢ okazanie uzupetnionej Bibliografii (w formie wydruku) w czasie
obrony i zalaczenie jej do dokumentacji obrony oraz jako erratg¢ do rozprawy. Udalo mi sig
zidentyfikowaé niemal wszystkie pozycje brakujace w spisie. Przewazajgca wigkszos¢ z nich
to oryginalne prace doswiadczalne lub przegladowe opublikowane w periodykach naukowych i nie
budza merytorycznych zastrzezen. Jesli dobrze zidentyfikowalam Zrédta niewymienione
w Bibliografii, to w kilku miejscach, omawiajgc podstawy funkcjonowania ukladu nerwowego
ikomoérek nerwowych, Autorka cytuje podreczniki akademickie (np. Konturek, 1998
to prawdopodobnie podrgcznik pt. ,Fizjologia czlowieka tom IV — Neurofizjologia™, a Longstaff,
2011 — ,Krotkie wyklady. Neurobiologia™). Sg to Zzrédla wiarygodne, ale w rozprawie doktorskie;j
bytoby lepiej wykorzysta¢ aktualne artykuly naukowe. Szkoda tez, ze we Wstepie Autorka nie
odwoluje sig¢ czgsciej do prac badawczych, a jedynie do publikacji przegladowych, czasami dosy¢
starych. Nalezy jednak zaznaczyé, ze w Dyskusji zacytowanych zostalo znacznie wigcej prac
oryginalnych i opublikowanych w ostatnim czasie, co pokazuje, ze mgr Holm-Kaczmarek ma

odpowiednig orientacje w literaturze zwigzanej z tematyka jej pracy i aktualng wiedze na ten temat.
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Niektore z prac cytowanych we Wstepie sg poza tym nie do konca trafnie dobrane.
Przyktadowo: i) praca Kobayashi, 2008 podana jako odnosnik do informacji, ze ,,Jgderko, oprocz
rDNA zlokalizowanego w obszarach NOR, sktada si¢ glownie z bialek” (str. 25), nie omawia skladu
bialkowego jaderek, a traktuje gléwnie o roli tRNA; ii) przy opisie modyfikacji histonéw (str. 29)
pojawia si¢ odwolanie do pracy Rorbach-Dolata i in., 2017, ktéra omawia zmiany epigenetyczne
zwigzane z rozwojem cukrzycy i zawiera tylko krétki podrozdzial na temat ogélnie modyfikacji
histonow. Miejscami we Wstepie brakuje tez odnosnikéw do zrddet literaturowych, np. przy
omawianiu: charakterystyki jaderek (str. 23), nukleoliny (str. 25), rozwoju koncepcji epigenetyki
(str. 28), wplywu modyfikacji histonéw na transkrypcje (Tabela 1.1, str. 30/31), kompleksow
przebudowujacych chromatyne (str. 32). O ile w wigkszosci przypadkéw pominigcie cytowania
dotyczy podstawowej i tatwej do zweryfikowania wiedzy, to w kontekscie badan prowadzonych
przez Doktorantke szczegolnie brakowalo mi podania zrédia informacji: ,,Neurony pierwotnej
hodowli in vitro wyksztalcajg dendryty i aksony oraz charakteryzujg sie¢ ekspresjg tych samych

bialek znacznikowych, co komorki nerwowe in vivo™ (str. 15).

Uwagi dodatkowe

Doktorantka napisata prace w wigkszosci prawidlowym i jasnym jezykiem, co sprawia, ze
tekst dobrze si¢ czyta i tatwo podgza sie¢ za tokiem przekazu. W pracy zdarzaja si¢ jednak
niepoprawnie skonstruowane zdania, w tym takie, ktorych btedy konstrukcyjne wypaczajg ich sens
(np. ,, jest waznym biatkiem utrzymujgcym strukture chromatyny o wlasciwosciach helikazy”, str. 5;
W odrdznieniu od dendrytéow neurony posiadajg tylko jeden akson”, str. 13). DNA i RNA
wystepuja w rodzaju nijakim. Ostatnio coraz wiecej stownikoéw dopuszcza uzycie tych skrotowcow
jako wyrazow w rodzaju nijakim, ale jednak nadal rodzaj meski jest podawany jako podstawowy
i w oficjalnych tekstach pisanych powinien by¢ zachowany. Autorce udato si¢ w wigkszosci
przypadkéw unikngé zargonu laboratoryjnego (troche daje si¢ zauwazy¢ w opisie metod), ale
miejscami wkradly sie anglicyzmy lub niezbyt fortunnie spolszczone terminy (np. linkerowy DNA,
str. 20; foci, str. 80; wysegmentowane jgdra, str. 82). Zauwazylam tez sporo blgdow
interpunkcyjnych (gltéwnie brak przecinkéw, czasami kropek na koncu zdania) oraz typowo
redakcyjno-edytorskich, w tym literowki i brak spacji (czgsto przed jednostkami miar). W wykazie
skrotow zabraklo konsekwencji redakcyjnej, wiekszo$¢ skrotow pochodzacych od terminow
anglojezycznych jest rozwinigta w dwoch jezykach, ale niektore tylko po polsku, a ponadto czgs¢
pelnych nazw zostala zapisana wielka, a czes¢ - malg literg. Nalezaloby tez zwrdci¢ wigkszg uwage
na zapis nazw genow i bialek, zwlaszcza funkcjonujacych jako skrotowce oraz stosowanie tych

nazw konsekwentnie w jednej formie (np. pojawia si¢ cFos i cFOS).
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Zdecydowanie jednak najpowazniejsze niedociaggnigcie, o ktérym pisalam wczesnie;j,
to niekompletna bibliografia, ktora dodatkowo zawiera bledy redakcyjne, w tym niepelne dane
bibliograficzne (np. prac: Gibbons i Higgs, 2000; Cremer, 2015, Goldberg i in., 2011, Higgs i in.,
2005, i innych) oraz nieujednolicone formatowanie cytowania. Inne bledy redakcyjne, ktore
znalaztam w Bibliografii, to niepotrzebne zamieszczenie adresu internetowego pracy Biata, 2007,
omytkowe podanie lokalizacji pliku na lokalnym dysku komputerowym (pracy: Sacharowski, 2019)
oraz pozostawienie w kilku miejscach niepotrzebnych znakéw, wyrazéw, liczb porzadkowych
iimion autorow. W danych pracy Gapp i in.,, 2014 zostal ponadto blednie podany tytul.
Oczywistosé tych bledow tym bardziej sugeruje, ze do rozprawy zostal mylnie dolaczony roboczy,
a nie ostateczny, spis literatury.

Chcialabym podkresli¢, ze wyszczegdlnione wyzej niedociagniecia dotycza gléwnie strony
redakcyjnej pisania rozprawy i jakkolwiek mogg mie¢ wplyw na jej odbidr, to nie wplywajg
na ocen¢ merytorycznej strony pracy. Uwagi zawarte w tej czesci recenzji nie wymagaja

ustosunkowania si¢ Doktorantki w czasie obrony.

Whiosek koncowy

Podsumowujgc, po zapoznaniu si¢ z zaprezentowang rozprawg oceniam, ze mgr Dagmara
Holm-Kaczmarek przedstawila oryginalne rozwiazanie problemu naukowego, jednoczesnie
wykazujac si¢ umiejgtnoscig samodzielnego prowadzenia badan naukowych i posiada adekwatna
wiedzg teoretyczng z dziedziny, w ktorej wykonywala swojg prace doktorskag. W mojej opinii
mgr Dagmara Holm-Kaczmarek wypelnita ustawowe wymagania stawiane osobom ubiegajacym si¢
o stopien doktora. Rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742, z pozn. zm.).
W zwiazku z powyzszym, wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej
o dopuszczenie mgr Dagmary Holm-Kaczmarek do dalszych etapow post¢gpowania w sprawie

nadania stopnia doktora.
f
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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pani magister Dagmary Holm-Kaczmarek
pt. ,Rola biatka ATRX w organizacji chromatyny neuronow
hipokampa moézgu szczura.”

Rozprawa doktorska zostala opracowana pod kierunkiem dr hab. Adriany Magalskiej
oraz prof. dr hab. Marii Jolanty Redowicz w Pracowni Neuromorfologii Molekularnej i
Systemowej oraz Pracowni Molekularnych Podstaw Ruchéw Komoérkowych Instytutu
Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego Polskiej Akademii Nauk w Warszawie. Jako
recenzent, zostalem powotany do oceny tej pracy przez Rade Naukowg Instytutu.

Przedmiotem doktoratu jest rola biatka ATRX w funkcjonowaniu neuronéw
hipokampa, kluczowego dla utrzymania struktury chromatyny i zwigzanego z zespolem
ATRX, ktory objawia si¢, miedzy innymi, op6znieniem umystowym. Autorka rozprawy za
cel postawita sobie zbadanie lokalizacji i funkcji ATRX w jadrze komoérkowym neuronéow w
stanie spoczynku oraz po indukowanym dlugotrwalym wzmocnieniu synaptycznym.
Badania przeprowadzone na hodowlach pierwotnych neuronéw hipokampalnych
dostarczyly interesujacych informacji o wptywie biatka ATRX na organizacje chromatyny i

morfologie drzewek dendrytycznych.



Bialko ATRX jest niezbedne w regulacji struktury chromatyny i procesach
transkrypcji, rozpoznaje i  przeksztalca  heterochromatyne, wspolpracujac =z
modyfikowanymi  histonami oraz biatkami HPla 1 HP1p, ktore stabilizuja
heterochromatyne. Wspoétdziata rowniez z EZH2 i MeCP2 w kontekscie metylacji histonow i
wyciszania genéw. Istotna jest takze jego wspodlpraca z DAXX, ktoéra umozliwia relokacje
histonu H3.3, kluczowego dla transkrypcji, replikacji DNA i naprawy uszkodzen. Rola
ATRX w neuronach jest kluczowa dla prawidlowego funkcjonowania tych komorek, a jej
dalsze badania moga przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia mechanizméw chorob
neurodegeneracyjnych.

Wstep do pracy doktorskiej stanowi dobry opis struktury i funkcji neuronéw oraz
mechanizméw plastycznosci neuronalnej z szczegétowym omoéwieniem roli jadra
komoérkowego i jaderka. Autorka omawia plastycznos¢ neuronalng, akcentujac jej role w
adaptacji mozgu do nowych doswiadczen, uczenia si¢ i pamieci. Nastepnie skupia sie na
strukturze i funkcjach jadra komoérkowego, centrum regulacji ekspresji genow. Dalej we
wstepie pracy opisuje funkcje jaderka, omawiajac wybrane biatka jaderkowe, wpltyw stresu
na funkcjonowanie jaderka i specyfike jaderka w komodrkach nerwowych. Porusza tez
procesy kontrolujace strukture chromatyny, takie jak modyfikacje DNA i histonéw, oraz
kompleksy przebudowujace chromatyne, niezbedne dla odpowiedniej ekspresji genetycznej.
W koncu wstepu koncentruje sie na biatku ATRX, jego strukturze, funkcjach i zwigzku z
zespolem ATRX, co stanowi wprowadzenie do gtéwnego tematu pracy. Szczegdlowy opis
funkcji helikazy ATRX, jej roli w utrzymaniu struktury chromatyny oraz interakcjach z
innymi biatkami ukazuje kompleksowos$¢ i znaczenie tego biatka szczegoélnie w badanych
komorkach.

W  doktoracie autorka wysuneta hipoteze, ze biatko ATRX wuczestniczy w
reorganizacji chromatyny po stymulacji synaptycznej. Do weryfikacji tej hipotezy
przeprowadzila analize lokalizacji biatka ATRX w jadrach neuronéw hipokampalnych
zar6wno w stanie spoczynkowym, jak i po indukowanym pobudzeniu, prowadzacym do
dlugotrwalego wzmocnienia synaptycznego (LTP). Badania obejmowatly takze ocene
wspotwystepowania biatka ATRX 2z modyfikacjami potranslacyjnymi histonow,
sprawdzenie wplywu obnizenia poziomu ATRX na organizacje chromatyny, analize
morfologii struktur jaderkowych zawierajacych ATRX oraz ocene morfologii neuronéw z

obnizonym poziomem tego biatka.



Najistotniejsze wnioski wynikajace z analizy wynikow pracy to:

A. Bialko ATRX zmienia swoja lokalizacj¢ w jadrze neurondéw hipokampalnych w
odpowiedzi na pobudzenie synaptyczne, takie jak chemicznie indukowana dlugotrwata
potencjalizacja (cLTP). W stanie spoczynkowym ATRX wspotwystepuje =z
heterochromatyna, natomiast po pobudzeniu kolokalizuje si¢ rowniez z euchromatyna,
co $wiadczy o jego dynamicznej roli w przestrzennych zmianach chromatyny.

B. Obnizenie poziomu biatka ATRX prowadzi do nadmiernej kondensacji chromatyny,
manifestujacej si¢ tworzeniem licznych skupien heterochromatyny. Potwierdza to
kluczowg role ATRX w utrzymaniu prawidlowej organizacji chromatyny w jadrach
neuronow.

C. Redukcja poziomu ATRX powoduje istotne zaburzenia w rozwoju drzewka
dendrytycznego neuronow, wskazujac na zaangazowanie tego biatka w regulacje tych
procesow.

D. Odkryto nowe struktury jaderkowe, nazwane ciatkami ATRX, ktore zawierajg biatko
ATRX w kompleksie z biatkiem DAXX. Obecnos¢ ATRX jest niezbedna do
formowania tych cialek, a ich liczba i potozenie w jaderku zmieniaja si¢ w zaleznos$ci
od pobudzenia synaptycznego (cLTP) oraz warunkow stresu jaderkowego, sugerujac
potencjalny udzial w odpowiedzi na te czynniki.

E. Wyniki wskazuja na wielofunkcyjng role biatka ATRX w regulacji chromatyny w
neuronach. ATRX uczestniczy zar6wno w utrzymaniu stanu spoczynkowego
chromatyny, jak 1 w jej dynamicznej przebudowie w odpowiedzi na sygnaly

synaptyczne, kolokalizujac si¢ z heterochromatyng i euchromatyna.

Podsumowujac, praca dostarcza nowych, istotnych informacji o funkcjonowaniu biatka
ATRX w neuronach, poglebiajac wiedz¢ na temat jego roli w przestrzennej organizacji
chromatyny, rozwoju drzewek dendrytycznych oraz odpowiedzi na pobudzenie synaptyczne i

stres jaderkowy.

Badania zaprezentowane w tej rozprawie stanowia doskonaly przyklad
eksperymentalnej biologii komoérkowej. Godne podziwu jest precyzyjne zaplanowanie oraz

logika przeprowadzonych eksperymentéw, ktore przyniosty bardzo interesujace wyniki.



Te wyniki umozliwiaja postawienie ciekawych pytan, na ktére Autorka odpowiada w
rozdziale "Dyskusja", formulujac nowe hipotezy dotyczace odpowiedzi na pobudzenie

synaptyczne oraz stres jaderkowy.

Uwagi:

Wigkszos¢ wynikow badan uzyskano przy uzyciu techniki mikroskopii
fluorescencyjnej, a nastepnie analizowano je, wykorzystujac rozne metody analizy
kolokalizacji. Moim zdaniem, doskonalym wyborem do tego typu analiz bytaby mikroskopia
wysokorozdzielcza typu STORM Ilub technologia Minflux. Inng mozliwoscia byloby
zastosowanie metody ligacji zblizeniowej in situ (PLA) na co Autorka zwrécita uwage w
dyskusji. Oczywiscie, te techniki sg bardzo kosztochtonne lub wymagaja specjalistycznego
sprzetu, co stanowi powazne ograniczenie dla badacza. Z tego wzgledu, wybdér metody
analizy kolokalizacji z uzyciem detekcji fluorescencji uzyskanej w mikroskopie
konfokalnym, wydaje sie by¢ trafny, mimo wszystkich zwigzanych z tym ograniczen.

Gléwne pytanie, ktore chcialbym zada¢, dotyczy wyboru metody analizy
kolokalizacji. Dlaczego autorka zdecydowala si¢ na analize za pomoca metody
"Colocalization Colormap”, a nie na przyklad analize opierajaca si¢ na takich
wspolczynnikach kolokalizacji jak wspolczynnik Mandersa, korelacja Spearmana czy
korelacja Pearsona.

Metoda "Colocalization Colormap" jest prostym i tatwym w obstudze narzedziem do
wizualizacji kolokalizacji, ktére generuje mape kolorow przedstawiajaca intensywnosc
kazdego kanalu oraz pikseli kolokalizowanych. Umozliwia to szybka ocen¢ stopnia
kolokalizacji miedzy dwoma kanalami. Ta technika jest przydatna, jednak posiada
ograniczenia, poniewaz nie dostarcza ilosciowych wspolczynnikow kolokalizacji i nie
nadaje si¢ do szczegdtowej analizy.

Moim zdaniem, lepszym rozwigzaniem byloby zastosowanie innej metody, na
przyklad "Just Another Colocalization Plugin" (JACoP) dostepnego w programie Image].
JACoP oferuje bardziej zaawansowane narzedzia do ilosciowej analizy kolokalizacji, takie
jak wspolczynniki Mandersa, korelacja Spearmana i korelacja Pearsona. Te metody
umozliwiaja lepsza analize i latwiejsza interpretacje kolokalizacji na poziomie
molekularnym, co czyni je bardziej odpowiednim narzedziem dla badan wymagajacych

szczegOtowych wynikéw do dalszej analizy.



W pracy wystepuja drobne bledy jezykowe czy edytorskie w tekscie, ktore sg nie do
unikniecia przy tak obszernym tekscie i nie wplywaja na moja bardzo pozytywng ocene
pracy.

Podsumowujac, rozprawa doktorska Pani magister Dagmary Holm-Kaczmarek
zawiera wazne i oryginalne wyniki, §wiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu doktorantki
do prowadzenia badan. Wyszczegdlnione drobne uwagi wynikaja z obowiazku recenzenta i

nie maja one wielkiego wplywu na wysoka ocene pracy.

W podsumowaniu, na podstawie dokonanej wysoce pozytywnej oceny rozprawy
doktorskiej, stwierdzam, Ze recenzowana rozprawa doktorska speinia warunki okreslone w
art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021
r. poz. 478, 619, 1630) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej o
dopuszczenie Pani magister Dagmary Holm-Kaczmarek do dalszych etapéw postepowania

w sprawie nadania stopnia doktora.

dr hab. Dariusz Jan Smolinski, prof. UMK
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