Streszczenie

Biatko ATRX (ang. alpha thalassemia mental retardation syndrome X-linked) jest
waznym biatkiem utrzymujacym strukture chromatyny o wiasciwosciach helikazy. Wystepuje
w réznych typach komorek i tkanek ssakow, a jego obecnos¢ wydaje si¢ by¢ szczegdlnie istotna
w tkance nerwowej, gdyz mutacje w genie ATRX prowadza do wystgpienia zespolu ATRX
charakteryzujgcego si¢ m.in. op6znieniem umystowym. Mimo tych obserwacji funkcja biatka
ATRX w neuronach jest wcigz mato poznana. Dane literaturowe sugeruja, ze gtéwnym
zadaniem tego biatka jest uczestnictwo w przebudowie chromatyny i wyciszaniu sekwencji
DNA. Jednak istniejg rowniez doniesienia wskazujace na jego role w aktywacji ekspresji
gendw, co §wiadczy o jego waznej, lecz niejednoznacznej roli.

Moje wstepne badania dotyczace wystgpowania biatka ATRX w neuronach hipokampa
potwierdzity jego lokalizacje w skondensowanych regionach DNA.
W zwigzku z tym, celem niniejszej rozprawy bylo okreslenie lokalizacji i roli biatka ATRX w
jadrze komoérkowym neuronéw w stanie spoczynkowym 1 po  pobudzeniu.
Cel ten realizowalam z wykorzystaniem pierwotnej hodowli neuronéw hipokampalnych
poddanych  procedurze chemicznego wywotywania dlugortwalego  wzmocnienia
synaptycznego (cLTP). Analiza lokalizacji biatka ATRX w jadrze neuronéw wykazata, ze w
stanie spoczynkowym ATRX lokalizuje przy chromatynie, kolokalizujac z chromocentrami,
natomiast po wywotaniu cLTP towarzyszy zmianom w organizacji chromatyny otaczajac jej
skupienia, badz kolokalizujac z nimi, a takze ze znacznikami euchromatyny, co wskazuje na
dwojaka role¢ ATRX w neuronach. Natomiast wyciszenie Atrx w neuronach prowadzi do zmian
w organizacji chromatyny manifestujagcych si¢ wzmozong kondensacjg chromatyny, czemu
towarzysza zmiany we wzorcu potranslacyjnych modyfikacji histonéw. Ponadto
zidentyfikowatam nowg strukture jaderkowa ztozong z biatka ATRX, ktére jest konieczne do
jej utrzymania. Wykazatam réwniez, ze wyciszenie Atrx skutkuje zmianami funkcjonalnymi w
neuronach, czego odzwierciedleniem s3a zmiany w morfologii drzewek dendrytycznych, ktére
stajg si¢ mniejsze i mniej roztozyste.

Podsumowujac, uzyskane przeze mnie wyniki wskazuja, iz biatko ATRX odgrywa w
neuronach wazng role w organizacji chromatyny oraz struktur jaderkowych, a mozliwa

zalezno$¢ migdzy strukturg chromatyny a morfologia komérki wymaga dalszych badan.



Summary

The ATRX (alpha thalassemia mental retardation syndrome X-linked) protein is an
important protein that maintains chromatin structure with helicase properties.
Its presence appears to be particularly important in neural tissue, as mutations in the Atrx gene
lead to alpha thalassemia mental retardation syndrome X-linked (ATRX) characterized by,
among other things, mental retardation. Despite these observations, the function of the ATRX
protein in neurons is still poorly understood. Literature data suggest that the main function of
this protein is participation in chromatin remodeling and DNA sequence silencing. However,
there are also reports indicating its role in the activation of gene expression, demonstrating its
important but ambiguous role.

My preliminary studies on the occurrence of ATRX protein in hippocampal neurons
confirmed its localization in condensed DNA regions. Therefore, the purpose of this dissertation
was to determine the localization and role of the ATRX protein in the cell nucleus of neurons
in the resting state and after stimulation. I pursued this goal using primary culture of
hippocampal neurons subjected to a procedure for chemically inducing long term potentiation
(cLTP). Analysis of the ATRX protein localization in the nucleus of neurons showed that in the
resting state ATRX localizes at chromatin, colocalizing with chromocenters, while after cLTP
evoking it accompanies changes in chromatin organization by surrounding chromatin clusters
or colocalizing with them as well as with euchromatin markers, indicating an ambiguous role
for ATRX in neurons. In contrast, silencing of Afrx in neurons leads to changes in chromatin
organization manifested by increased chromatin condensation, accompanied by changes in the
pattern of post-translational modifications of histones. In addition, I identified a new nucleolar
structure composed of the ATRX protein, which is required for its maintenance. I also showed
that silencing of Atrx results in functional changes in neurons, as reflected by changes in the
morphology of dendritic trees, which become smaller and less spread out.

In conclusion, my results indicate that ATRX protein plays an important role in neurons
in the organization of chromatin and nucleolar structures, and the possible relationship between

chromatin structure and cell morphology requires further research.



