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RECENZJA 

rozprawy doktorskiej Pani magister Dagmary Holm-Kaczmarek 
pt. „Rola białka ATRX w organizacji chromatyny neuronów  

hipokampa mózgu szczura.” 
 

 

Rozprawa doktorska została opracowana pod kierunkiem dr hab. Adriany Magalskiej 

oraz prof. dr hab. Marii Jolanty Rędowicz w Pracowni Neuromorfologii Molekularnej i 

Systemowej oraz Pracowni Molekularnych Podstaw Ruchów Komórkowych Instytutu 

Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego Polskiej Akademii Nauk w Warszawie. Jako 

recenzent, zostałem powołany do oceny tej pracy przez Radę Naukową Instytutu. 

Przedmiotem doktoratu jest rola białka ATRX w funkcjonowaniu neuronów 

hipokampa, kluczowego dla utrzymania struktury chromatyny i związanego z zespołem 

ATRX, który objawia się, między innymi, opóźnieniem umysłowym. Autorka rozprawy za 

cel postawiła sobie zbadanie lokalizacji i funkcji ATRX w jądrze komórkowym neuronów w 

stanie spoczynku oraz po indukowanym długotrwałym wzmocnieniu synaptycznym. 

Badania przeprowadzone na hodowlach pierwotnych neuronów hipokampalnych 

dostarczyły interesujących informacji o wpływie białka ATRX na organizację chromatyny i 

morfologię drzewek dendrytycznych. 
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Białko ATRX jest niezbędne w regulacji struktury chromatyny i procesach 

transkrypcji, rozpoznaje i przekształca heterochromatynę, współpracując z 

modyfikowanymi histonami oraz białkami HP1α i HP1β, które stabilizują 

heterochromatynę. Współdziała również z EZH2 i MeCP2 w kontekście metylacji histonów i 

wyciszania genów. Istotna jest także jego współpraca z DAXX, która umożliwia relokację 

histonu H3.3, kluczowego dla transkrypcji, replikacji DNA i naprawy uszkodzeń. Rola 

ATRX w neuronach jest kluczowa dla prawidłowego funkcjonowania tych komórek, a jej 

dalsze badania mogą przyczynić się do lepszego zrozumienia mechanizmów chorób 

neurodegeneracyjnych. 

Wstęp do pracy doktorskiej stanowi dobry opis struktury i funkcji neuronów oraz 

mechanizmów plastyczności neuronalnej z szczegółowym omówieniem roli jądra 

komórkowego i jąderka. Autorka omawia plastyczność neuronalną, akcentując jej rolę w 

adaptacji mózgu do nowych doświadczeń, uczenia się i pamięci. Następnie skupia się na 

strukturze i funkcjach jądra komórkowego, centrum regulacji ekspresji genów. Dalej we 

wstępie pracy opisuje funkcje jąderka, omawiając wybrane białka jąderkowe, wpływ stresu 

na funkcjonowanie jąderka i specyfikę jąderka w komórkach nerwowych. Porusza też 

procesy kontrolujące strukturę chromatyny, takie jak modyfikacje DNA i histonów, oraz 

kompleksy przebudowujące chromatynę, niezbędne dla odpowiedniej ekspresji genetycznej. 

W końcu wstępu koncentruje się na białku ATRX, jego strukturze, funkcjach i związku z 

zespołem ATRX, co stanowi wprowadzenie do głównego tematu pracy. Szczegółowy opis 

funkcji helikazy ATRX, jej roli w utrzymaniu struktury chromatyny oraz interakcjach z 

innymi białkami ukazuje kompleksowość i znaczenie tego białka szczególnie w badanych 

komórkach. 

W doktoracie autorka wysunęła hipotezę, że białko ATRX uczestniczy w 

reorganizacji chromatyny po stymulacji synaptycznej. Do weryfikacji tej hipotezy 

przeprowadziła analizę lokalizacji białka ATRX w jądrach neuronów hipokampalnych 

zarówno w stanie spoczynkowym, jak i po indukowanym pobudzeniu, prowadzącym do 

długotrwałego wzmocnienia synaptycznego (LTP). Badania obejmowały także ocenę 

współwystępowania białka ATRX z modyfikacjami potranslacyjnymi histonów, 

sprawdzenie wpływu obniżenia poziomu ATRX na organizację chromatyny, analizę 

morfologii struktur jąderkowych zawierających ATRX oraz ocenę morfologii neuronów z 

obniżonym poziomem tego białka. 
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Najistotniejsze wnioski wynikające z analizy wyników pracy to: 

A. Białko ATRX zmienia swoją lokalizację w jądrze neuronów hipokampalnych w 

odpowiedzi na pobudzenie synaptyczne, takie jak chemicznie indukowana długotrwała 

potencjalizacja (cLTP). W stanie spoczynkowym ATRX współwystępuje z 

heterochromatyną, natomiast po pobudzeniu kolokalizuje się również z euchromatyną, 

co świadczy o jego dynamicznej roli w przestrzennych zmianach chromatyny. 

B. Obniżenie poziomu białka ATRX prowadzi do nadmiernej kondensacji chromatyny, 

manifestującej się tworzeniem licznych skupień heterochromatyny. Potwierdza to 

kluczową rolę ATRX w utrzymaniu prawidłowej organizacji chromatyny w jądrach 

neuronów. 

C. Redukcja poziomu ATRX powoduje istotne zaburzenia w rozwoju drzewka 

dendrytycznego neuronów, wskazując na zaangażowanie tego białka w regulację tych 

procesów. 

D. Odkryto nowe struktury jąderkowe, nazwane ciałkami ATRX, które zawierają białko 

ATRX w kompleksie z białkiem DAXX. Obecność ATRX jest niezbędna do 

formowania tych ciałek, a ich liczba i położenie w jąderku zmieniają się w zależności 

od pobudzenia synaptycznego (cLTP) oraz warunków stresu jąderkowego, sugerując 

potencjalny udział w odpowiedzi na te czynniki. 

E. Wyniki wskazują na wielofunkcyjną rolę białka ATRX w regulacji chromatyny w 

neuronach. ATRX uczestniczy zarówno w utrzymaniu stanu spoczynkowego 

chromatyny, jak i w jej dynamicznej przebudowie w odpowiedzi na sygnały 

synaptyczne, kolokalizując się z heterochromatyną i euchromatyną. 

 

Podsumowując, praca dostarcza nowych, istotnych informacji o funkcjonowaniu białka 

ATRX w neuronach, pogłębiając wiedzę na temat jego roli w przestrzennej organizacji 

chromatyny, rozwoju drzewek dendrytycznych oraz odpowiedzi na pobudzenie synaptyczne i 

stres jąderkowy.  

Badania zaprezentowane w tej rozprawie stanowią doskonały przykład 

eksperymentalnej biologii komórkowej. Godne podziwu jest precyzyjne zaplanowanie oraz 

logika przeprowadzonych eksperymentów, które przyniosły bardzo interesujące wyniki.   
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Te wyniki umożliwiają postawienie ciekawych pytań, na które Autorka odpowiada w 

rozdziale "Dyskusja", formułując nowe hipotezy dotyczące odpowiedzi na pobudzenie 

synaptyczne oraz stres jąderkowy. 

Uwagi: 

Większość wyników badań uzyskano przy użyciu techniki mikroskopii 

fluorescencyjnej, a następnie analizowano je, wykorzystując różne metody analizy 

kolokalizacji. Moim zdaniem, doskonałym wyborem do tego typu analiz byłaby mikroskopia 

wysokorozdzielcza typu STORM lub technologia Minflux. Inną możliwością byłoby 

zastosowanie metody ligacji zbliżeniowej in situ (PLA) na co Autorka zwróciła uwagę w 

dyskusji. Oczywiście, te techniki są bardzo kosztochłonne lub wymagają specjalistycznego 

sprzętu, co stanowi poważne ograniczenie dla badacza. Z tego względu, wybór metody 

analizy kolokalizacji z użyciem detekcji fluorescencji uzyskanej w mikroskopie 

konfokalnym, wydaje się być trafny, mimo wszystkich związanych z tym ograniczeń. 

Główne pytanie, które chciałbym zadać, dotyczy wyboru metody analizy 

kolokalizacji. Dlaczego autorka zdecydowała się na analizę za pomocą metody 

"Colocalization Colormap", a nie na przykład analizę opierającą się na takich 

współczynnikach kolokalizacji jak współczynnik Mandersa, korelacja Spearmana czy 

korelacja Pearsona. 

Metoda "Colocalization Colormap" jest prostym i łatwym w obsłudze narzędziem do 

wizualizacji kolokalizacji, które generuje mapę kolorów przedstawiającą intensywność 

każdego kanału oraz pikseli kolokalizowanych. Umożliwia to szybką ocenę stopnia 

kolokalizacji między dwoma kanałami. Ta technika jest przydatna, jednak posiada 

ograniczenia, ponieważ nie dostarcza ilościowych współczynników kolokalizacji i nie 

nadaje się do szczegółowej analizy. 

Moim zdaniem, lepszym rozwiązaniem byłoby zastosowanie innej metody, na 

przykład "Just Another Colocalization Plugin" (JACoP) dostępnego w programie ImageJ. 

JACoP oferuje bardziej zaawansowane narzędzia do ilościowej analizy kolokalizacji, takie 

jak współczynniki Mandersa, korelacja Spearmana i korelacja Pearsona. Te metody 

umożliwiają lepszą analizę i łatwiejszą interpretację kolokalizacji na poziomie 

molekularnym, co czyni je bardziej odpowiednim narzędziem dla badań wymagających 

szczegółowych wyników do dalszej analizy. 
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W pracy występują drobne błędy językowe czy edytorskie w tekście, które są nie do 

uniknięcia przy tak obszernym tekście i nie wpływają na moją bardzo pozytywną ocenę 

pracy. 

Podsumowując, rozprawa doktorska Pani magister Dagmary Holm-Kaczmarek 

zawiera ważne i oryginalne wyniki, świadczy o bardzo dobrym przygotowaniu doktorantki 

do prowadzenia badań. Wyszczególnione drobne uwagi wynikają z obowiązku recenzenta i 

nie maja one wielkiego wpływu na wysoka ocenę pracy. 

W podsumowaniu, na podstawie dokonanej wysoce pozytywnej oceny rozprawy 

doktorskiej, stwierdzam, że recenzowana rozprawa doktorska spełnia warunki określone w 

art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyższym i nauce (Dz. U. z 2021 

r. poz. 478, 619, 1630) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doświadczalnej o 

dopuszczenie Pani magister Dagmary Holm-Kaczmarek do dalszych etapów postępowania 

w sprawie nadania stopnia doktora. 

 

 

 

                                                                        

         dr hab. Dariusz Jan Smoliński, prof. UMK 
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