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Streszczenie

Biatko ATRX (ang. alpha thalassemia mental retardation syndrome X-linked) jest
waznym biatkiem utrzymujacym struktur¢ chromatyny o wlasciwosciach helikazy.
Wystepuje w roznych typach komorek i tkanek ssakow, a jego obecnos¢ wydaje si¢ by¢
szczegoblnie istotna w tkance nerwowej, gdyz mutacje w genie ATRX prowadzg do
wystgpienia zespotu ATRX charakteryzujgcego si¢ m.in. opoznieniem umystowym.
Mimo tych obserwacji funkcja biatka ATRX w neuronach jest wcigz mato poznana. Dane
literaturowe sugeruja, ze gldéwnym zadaniem tego biatka jest uczestnictwo w
przebudowie chromatyny i wyciszaniu sekwencji DNA. Jednak istniejg roéwniez
doniesienia wskazujace na jego rol¢ w aktywacji ekspresji genéw, co swiadczy o jego
waznej, lecz niejednoznaczne;j roli.

Moje wstepne badania dotyczace wystepowania biatka ATRX w neuronach
hipokampa potwierdzity jego lokalizacjc w skondensowanych regionach DNA.
W zwiazku z tym, celem niniejszej rozprawy byto okreslenie lokalizacji 1 roli biatka
ATRX w jadrze komorkowym neuronéw W stanie spoczynkowym i po pobudzeniu.
Cel ten realizowatam z wykorzystaniem pierwotnej hodowli neuronéw hipokampalnych
poddanych procedurze chemicznego wywotywania dlugortwatego 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 kolokalizujgc 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 manifestujacych si¢
wzmozong kondensacja chromatyny, czemu towarzyszag zmiany we Wwzorcu
potranslacyjnych modyfikacji histonow. Ponadto zidentyfikowatam nowg strukture
jaderkowa zlozong z biatka ATRX, ktore jest konieczne do jej utrzymania. Wykazatam
rowniez, ze wyciszenie Atrx skutkuje zmianami funkcjonalnymi w neuronach, czego
odzwierciedleniem sg zmiany w morfologii drzewek dendrytycznych, ktore staja sie
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$¢ miedzy strukturg chromatyny a morfologia komoérki 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. | 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 Atrx 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, | identified a new nucleolar structure
composed of the ATRX protein, which is required for its maintenance. | 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.
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Wykaz skrotow

ACSF ang. artificial cerebrospinal fluid, sztuczny ptyn mozgowo-
rdzeniowy

AMP ang. adenosine 5'-monophosphate, adenozynomonofosforan

AMPA ang. a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-isoxazolepropionian, kwas
a-amino-3- hydroksy-5-metylo-4-izooksazolopropionowy

AraC arabinozyd cytozyny, cytostatyk

ATP adenozyno-5’-trifosforan

ATRX ang. alpha thalassemia mental retardation syndrome X-linked,
helikaza zalezna od ATP

B23 biatko jaderkowe GC, zwane réwniez nukleofosming (NMP1)

BSA ang. bovine serum, albumina z bydlecej surowicy

BRG1 ang. Brahma-related gene-1, aktywator transkrypcji, znany
réwniez pod nazwa SMARCA4

BDNF ang. Brain derived neurotrophic factor, neurotroficzny czynnik
pochodzenia mézgowego

CamK 11 ang. Calcium/calmodulin-dependent protein kinase |1, kinaza
biatkowa II zalezna od Ca?* i kalmoduliny

CAMP cykliczny adenozyno-3',5'-monofosforan

cFOS ang. cellular Finkel-Biskis-Jinkismurine osteosarcoma

protooncogene, czynnik transkrypcyjny nalezacy do gendéw
wczesnej odpowiedzi

CLTP chemiczne dlugotrwate wzmocnienie synaptyczne

CNS ang. central nervous system, osrodkowy uktad nerwowy

CTCF ang. CCCTC-binding factor, biatko strukturalne chromatyny
wigzace si¢ Z genomowg sekwencjg CCCTC

DIV ang. Day in vitro, dzien hodowli in vitro

DMSO ang. dimethyl sulfoxide, dwumetylosulfotlenek

DNA ang. deoxyribonucleic acid, kwas deoksyrybonukleinowy

DRB ang. 5,6-dichloro-1-beta-D-ribofuranosylbenzimidazole,

5,6-dichloro-1-B-D-rybofuranozylobenzimidazol, inhibitor
transkrypcji zaleznej od RNA polimerazy 11

DAXX ang. Death Domain Associated Protein, biatko wigzace domeng
smierci

DMEM ang. Dublecco’s Modified Eagle Medium, podtoze hodowlane

FBS ang. Fetal Bovine Serum, ptodowa surowica bydleca

5-FU 5-fluorouracyl, inhibitor dojrzewania RNA

GABA kwas gamma-aminomastowy

GAPDH ang. Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, dehydrogenaza
aldehydu 3-fosfoglicerynowego

GFP ang. Green fluorescent protein, biatko zielonej fluorescencji

HAT ang. histone acetylotransferaze, acetylotransferaza histonowa

HEPES kwas hydroksyetylodietylenodiaminoetanolosulfonowy

10



HMT
HP1

LB

LTD
LTP

m. Ccz.
mEPSC

MECP2

MEM
NMDA
NOR
PABPN1

PBS

PDL
PKA
PML

RNA
rpm
SEM
SshRNA

TAD

ang. histone methyl transpherase, metylotransferaza histonowa
ang. heterochromatin protein 1, biatko oddziatujace z
heterochromatyna

ang. Luria Bertani , pozywka do mikrobiologicznej hodowli
bakterii

ang. long term depression, dtugotrwate ostabienie synaptyczne
ang. long term potentation dtugotrwale wzmocnienie synaptyczne
masa czasteczkowa

ang. miniature excitatory postsynaptic currents, miniaturowe
pobudzajace prady postsynaptyczne

ang. methyl CpG binding protein 2, biatko wigzace si¢ ze
zmetylowanym DNA, inhibitor transkrypcji

ang. minimum essential medium, minimalna pozywka hodowlana
N-metylo-d-asparaginian

ang. nucleolar organizer region, obszar jaderkotworczy

ang. poly(A) binding protein nuclear 1, czynniki dojrzewania
konca 3° RNA

ang. phosphate-buffered saline, roztwor soli fizjologicznej
buforowanej jonami fosforanowymi

ang. poly-D-lysine, poli-D-lizyna

ang. CAMP dependent protein kinase, kinaza zalezna od cAMP
ang. promyelocytic leukaemia bodies, ciatka biataczki
promielocytowej

ang. ribonucleic acid, kwas rybonukleinowy

ang. revolutions per minute, obroty na minute

ang. standard error of the mean, btad standardowy $redniej
ang. short hairpin RNA, krotkie RNA o strukturze spinki do
wlosow

ang. topologically associating domains, topologicznie zwigzane
domeny
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1. Wstep

Pami¢¢ oraz uczenie si¢ odgrywaja kluczowa rol¢ w naszym zyciu. Pozwalaja
nam na zbudowanie wiedzy opartej na faktach, zasadach, umiejetnosciach, ale takze
przekonaniach i informacjach o doswiadczeniach osobistych, ktore sg centrum naszego
poczucia siebie jako jednostki. Zdolno$¢ uczenia si¢ oraz zapamig¢tywania jest
niezmiernie interesujaca dziedzing badan, ale jednocze$nie najbardziej zagadkowym
zjawiskiem (Janiszewski, 1993). Mozliwo$¢ uczenia si¢ zawdzigczamy plastycznym
wlasciwo$ciom uktadu nerwowego, czyli umiej¢tnosci tworzenia i przechowywania
sladu pamigciowego (Konturek, 1998). Wedlug obecnej wiedzy neuroplastycznos$c
odnosi si¢ do zmian w liczbie i sile polaczen synaptycznych, ktore powstaja
w odpowiedzi na nowe doswiadczenia w zmieniajgcym si¢ otoczeniu. Tkanka nerwowa,
z ktorej zbudowany jest osrodkowy uktad nerwowy utworzona jest gléwnie przez
neurony oraz komorki glejowe. Te dwa typy komodrek pomimo licznych rdznic
morfologicznych i funkcjonalnych sa silnie uzaleznione od wzajemnych oddziatywan
miedzy sobg oraz naczyniami krwiono$nymi. W Kklasycznym ujeciu to neuron jest
podstawowa jednostka strukturalng i czynnosciowa osrodkowego uktadu nerwowego.
Neurony charakteryzuja si¢ zdolno$cig reagowania stanem czynno$ciowym (impulsem)
na pobudzenie i mozliwoscig przewodzenia tego stanu na inne neurony. Struktura
neuronéw zostata zobrazowana po raz pierwszy w 1873 roku, kiedy to wiloski
neurobiolog Camillo Golgi opracowal metod¢ barwienia preparatow histologicznych.
Od tamtej pory drzwi do rozwoju badan nad neuronami stanegty przed badaczami
otworem; 15 lat pozniej Santiago Ramon y Cajal, hiszpanski neurobiolog, udoskonalit
metode barwienia Golgiego, dzigki czemu mogl jeszcze lepiej opisa¢ neuronalng
architekture. Ten hiszpanski anatom zdefiniowal takie pojecia, jak dendryty, ciato
komorki czy akson. Dokonal rowniez obserwacji, iz ksztalt neurondéw 1 ich rozmiar
zalezne s3 od ich potozenia oraz roli, jaka spetniaja w uktadzie nerwowym. Zaré6wno
Ramon y Cajal, jak 1 Golgi za wktad w rozwoj fizjologii i medycyny zostali uhonorowani
Nagrodg Nobla w 1906 roku (De Carlos i Borrell, 2007; de Castro i in., 2007). Prace
Ramona y Cajala zapoczatkowaty trend w badaniach nad dokladniejszym poznaniem

typow komorek neuronalnych oraz ich potaczen.
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1.1 Budowa neuronu

Pod wieloma wzgledami cialo komoérki nerwowej (zwane perikarionem) niczym
nie rézni si¢ od typowej komorki zwierzgcej — otoczone jest podwodjng blong
fosfolipidowa, zawiera jadro, aparat Golgiego, rybosomy, mitochondria, siateczke
srodplazmatyczng (Ryc 1.1). Jednak strukturalnie perikarion neuronu jest
wyspecjalizowany w utrzymaniu duzej aktywnos$ci biosyntetycznej (Longstaff, 2011).
Przykltadem jest szorstkie retikulum endoplazmatyczne, ktore zawiera tak wiele
rybosomow, 1z tworzy charakterystyczne struktury zwane ciatkami Nissla. Kolejna cecha
odrézniajaca neuron od typowej komorki nienerwowej jest obecno$¢ wypustek -
dendrytow oraz aksonu. Dendryty sa silnie rozgalezionymi przedtuzeniami ciata
komorki, tworzacymi tzw. drzewko dendrytyczne, a ich szczeg6lna cechg oprocz
tworzenia wielu rozgalezien jest obecno$¢ na ich koncach licznych kolcow
dendrytycznych. Kolce dendrytyczne to wypustki btony podlegajace plastycznym
zmianom 1 charakteryzujace si¢ mnogoscig ksztaltow. W odréznieniu od dendrytow
neurony posiadaja tylko jeden akson, ktory bierze swdj poczatek we wzgorku
aksonalnym. Podobnie jak dendryty, akson zakonczony jest licznymi rozgat¢zieniami,

tworzacymi koncowe kolaterale.

Kolce _—
dendrytyczne —

Dendryty

Rycina 1.1. Schematyczna budowa neuronu. Charakterystyczna budowa komoérki neuronalne;j
cechuje si¢ obecnoscig dlugich wypustek neuronalnych (akson i dendryty). Wnetrze ciata
komorki wypehiaja struktury typowe dla komorek eukariotycznych. Rycina na podstawie
wlasnych obrazéw mikroskopii elektronowej oraz grafiki neuronu nasysowanej w BioRender.

13



Fundamentalnym zadaniem neuronéw jest otrzymywanie, przetwarzenie
1 transmisja sygnalu (Alberts, 2008). Dzigki obecnosci aksonow i dendrytow komorki
nerwowe tacza si¢ w sie¢ neuronalng, przekazujg i integruja informacje w uktadzie
nerwowym w postaci impulséw nerwowych (potencjatow czynnosciowych). Impulsy te
przekazywane sg w jednym kierunku: dendryty odbierajac sygnat przekazuja go do ciata
komorki, skad propagowany jest do aksonow i presynaptycznych zakonczen, ktore
przekazujg sygnat dale;.

Obecnie przyjeta teoria neuronalna zaktada, ze neurony stanowig odrebne
elementy strukturalne - pomigdzy nimi nie ma bezposredniej tacznosci, a miedzy
wypustkami istnieje niewielka przerwa — synapsa. Synapsy sa wyspecjalizowanymi
domenami btony komoérkowej, bedacymi miejscami kontaktu i komunikacji miedzy
neuronami (Yamada i Nelson, 2007). Typowa synapsa sktada si¢ z domen pre-
1 postsynaptycznych oddzielonych od siebie szczeling synaptyczng. Synapsy ro6znig si¢
mechanizmem przekazywania impulsu nerwowego, dzieli si¢ na je na synapsy
elektryczne oraz chemiczne (Alcami i Pereda, 2019). O ile w synapsach elektrycznych
impuls przekazywany jest bezposrednio miedzy komodrkami, to w synapsach
chemicznych sygnat przekazywany jest za pomocg neurotransmiteréw, wydzielanych
przez blone presynaptyczng do szczeliny synaptycznej, wskutek potencjatu
czynno$ciowego. Pod wplywem dziatania neuroprzekaznika na obecne w cze$ci
postsynaptycznej receptory powstaje pobudzeniowy lub hamujacy potencjat
synaptyczny. Jesli bedzie wystarczajagco duzy, lub jesli zsumuje si¢ aktywnos$¢ wielu
synaps, to w ciele neuronu powstanie potencjal czynnosciowy. To ile synaps
1 synaptycznych potaczen znajduje si¢ w danej komorce zalezy w duzej mierze od
wielkosci 1 rozlozystosci drzewka dendrytycznego komorki nerwowej. Liczne
rozgat¢zienia aksonow i dendrytow umozliwiaja neuronom tworzenie ztozonych sieci
sygnalizacyjnych, dochodzi do interakcji z wieloma innymi komorkami jednoczesnie.

Drzewko dendrytyczne zbudowane z wielu mniejszych rozgatgzien utworzonych
od jednego gléwnego dendrytu. Szeroko$¢ dendrytow zmniejsza si¢ wraz z odlegloscia
od ciata komorki, natomiast szeroko$¢ aksonow jest stata. Udowodniono, iz patologiczne
zmiany w morfologii drzewka dendrytycznego lub kolcow dendrytycznych, sg przyczyna
wielu zaburzen neurologicznych takich, jak autyzm, choroba Alzheimera, schizofrenia,
czy zespot tamliwego chromosomu X (Kaufmann i Moser, 2000). Pokazano rowniez,
iz do zmian w morfologii drzewek dendrytycznych moze dochodzi¢ wskutek

chronicznego stresu, co prowadzi do depresji (Eiland i in., 2012). Liczne badania, majgce
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na celu poznanie mechanizméw rozwoju neuronu mozliwe sa dzigki hodowli neuronow
in vitro. Neurony pierwotnej hodowli in vitro wyksztalcaja dendryty i aksony oraz
charakteryzujg si¢ ekspresja tych samych biatek znacznikowych, co komorki nerwowe in
vivo, a badania nad nimi pozwolilty na identyfikacje kluczowych czynnikow
molekularnych  odpowiedzialnych za polaryzacj¢ neuronu. Rozwdj drzewka
dendrytycznego jest skomplikowanym i wieloetapowym procesem, w ktorym wyrdznié
mozna nastepujace fazy: inicjacje i wzrost neurytéw, réznicowanie dendrytéw, tworzenie
rozgalezien dendrytow i formowanie synaps oraz stabilizacje drzewka dendrytycznego.
Poza programem genetycznym na ksztalt drzewka dendrytycznego i kolcoéw
dendrytycznych maja wpltyw sygnaly zewnatrzkomorkowe np. BDNF (ang. brain-
derived neurotrophic factor) (Urbanska i in., 2008), ktory jest jak do tej pory jednym z
najlepiej zbadanych czynnikow wzrostu. Dowiedziono, iz BDNF jest niezbgedny w
procesach wzrostu i rozgaleziania drzewka dendrytycznego, a badania z podawaniem
czynnika BDNF w neuronach piramidowych in vitro wykazaty wzrost liczby dendrytow
(Horch i Katz, 2002). Zmiana sity potaczen mi¢dzyneuronalnych, czyli zmiana sity i

liczby potaczen synaptycznych lezy u podstaw zmian plastycznych.

1.2 Plastycznos¢

Pamig¢ i inne rodzaje dlugoterminowych zmian adaptacyjnych w mézgu zaleza
od plastyczno$ci komunikacji neuronalnej, w tym mechanizméw plastycznos$ci
synaptycznej (Bramham, 2010). Pojecie plastycznosci sformutowat po raz pierwszy Jerzy
Konorski (Konorski, 1948). Zdefiniowat je jako trwale przeksztalcenia funkcjonalne
w wyniku okre§lonych bodzcow lub ich kombinacji w okreslonych uktadach neuronow.
Jednak dopiero kilka lat pdzniej udalo si¢ pozna¢ mechanizmy plastycznosci
synaptycznej — dtugotrwate wzmocnienie synaptyczne (LTP) oraz dtugotrwate ostabienie
synaptyczne (LTD). W 1973 roku Tim Bliss oraz Terje Lomo opisali zjawisko LTP
w hipokampie krolika (Bliss i Lomo, 1973). Zauwazyli, ze kilkukrotne pobudzenie
wiokien kory wechowej krolika bodzcami elektrycznymi powoduje wzrost reaktywnos$ci
pobudzanej drogi nerwowej — uzyskali wzmocnienie wytadowan grupowych. Wzrost ten
utrzymywat si¢ przez kilka kolejnych godzin, a LTP zostato uznane za model procesow
zachodzacych podczas powstawania $ladu pamieciowego (Kossut, 2019) i stato si¢
najczesciej stosowanym modelem w badaniach nad pamiecig. Na nasze wspotczesne

rozumienie podstaw pamiegci bardzo duzy wplyw mialy badania z udzialem osoby —
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znanej jako pacjent H.M. Mgzczyzna ten utracit zdolno$¢ do tworzenia nowych
wspomnien po chirurgicznym usunigciu duzej czgsci obu platdow skroniowych, w tym
hipokampa. Dzi¢ki tym badaniom, a po nich wielu innym, wiemy ze hipokamp jest
strukturag szczegodlnie zaangazowang w konsolidacje nowo tworzonej pamigci

epizodycznej w pami¢¢ dtugotrwata.

A. Kora Mc’)ildiek

Grzbietowy
hipokamp 5 = Pieft mézgu
“—Hipokamp czeé¢ brzuszna

odktadka

Podwzgérze

Nerw wzrokowy

Rycina 1.2. Schemat budowy szczurzego hipokampa. A. Schemat moézgu szczura
przedstawiajacy gtowne struktury mozgu, w tym hipokampa. B. Rycina przedstawia przekroje
koronalne lewego hipokampa, na prawo obraz przyktadowego przekrdju z zaznaczonymi polami
hipokampa (CA1, CA2, CA3, DG). Rycina na podstawie Selakovic i in., 2019, zmieniona oraz
Cheung i Cardinal, 2005, zmieniona.

Formacja hipokampalna znajduje si¢ gtgboko we wnetrzu mozgu, po wewnetrznej
stronie ptata skroniowego (Duvernoy, 2005) 1 jest strukturg parzysta o ksztalcie
zblizonym do ksztaltu konika morskiego (stad tez jego nazwa, ktora z greki oznacza
konika morskiego). Nalezy do starej kory mozgu (archicortex) i jest jedng z najstarszych
filogenetycznie struktur mozgu. Jest tez czeScig ukladu limbicznego, ktory
odpowiedzialny jest przede wszystkim za regulacje zachowan emocjonalnych, a takze
standw emocjonalnych takich, jak odczuwanie zadowolenia, przyjemnosci, strachu czy
motywacji. Formacja hipokampalna charakteryzuje si¢ budowa wielowarstwowa, w jej
strukturze mozna wyr6zni¢ nastepujace gtdéwne regiony: zakret zebaty (gyrus denatus),
rég Ammona (cornus Ammonis), podktadka (subiulum) przechodzaca nastepnie w korg
srodwechowa oraz hipokamp wilasciwy skladajacy sie z pol CAl, CA2, CA3, CA4
(Ryc. 1.2). W podstawowym obiegu informacji impulsy, ktéore dochodza z kory

mozgowe] do kory $rodwechowej zostaja przekazane do zakretu zgbatego, ktory
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nastepnie wysyta projekcje do pola CA3, a stamtad do obszaru CAl. Z kolei CA1 wysyla
projekcje do podpory hipokampa, regionu posredniczacego w przeptywie informacji
z hipokampa do innych struktur mézgowia (Mierzejewski, Kostowski 2002). Hipokamp
jest strukturg odpowiadajaca za konsolidacj¢ pamigci epizodycznej w pamigé
dhugotrwatg. Istnienie pamiegci, ktorej trwato$¢ jest ograniczona jest koniecznym
elementem do ,buforowania” nadchodzacych informacji i pozwala na dokladne
zakodowanie w korze mozgowej bez interferencji z poprzednimi wspomnieniami (Gluck,
1997). Dowodem na rol¢ hipokampa w procesie zapamig¢tywania jest przerwanie
polaczen korowo-podkorowych, spowodowane obustronnym usunigciem formacji
hipokampa. Taki defekt u ludzi uniemozliwia wprowadzanie informacji do pamigci
dlugotrwatej. Proces dlugotrwatego zapamigtywania pozostawia trwate $lady
pamigciowe, tzw. engramy w neuronach. Obecnie istnieje kilka hipotez mechanizmow
pamieci dlugotrwatej, dotycza one zwigkszenia liczby nowopowstajacych synaps
w sieciach neuronalnych oraz zmian w metabolizmie komorkowym — wzmozonej syntezy
RNA i produkcji biatek.

Plastyczno$¢ synaptyczna odnosi si¢ do biochemicznych zmian, jakie zachodza
w synapsach na skutek pobudzenia. Na skutek bodzca §rodowiskowego dochodzi do
powstania potencjalu czynnos$ciowego, ktory prowadzi do napltywu jondw w czesci
presynaptycznej, co powoduje uwolnienie czasteczek neuroprzekaznika do szczeliny
synaptycznej. Czasteczki te wigzg si¢ z receptorami AMPA, znajdujacymi si¢ na blonie
postsynaptycznej co powoduje otwarcie kanatéw dla jonow sodu i1 podnosi potencjat
neuronu. Kiedy potencjat wzrosénie na tyle, by przekroczy¢ prog pobudzenia dochodzi do
depolaryzacji blony komorkowej. W warunkach, w ktorych pojawia si¢ dluzsza
depolaryzacja wywolana silnym, t¢zcowym bodzcem, aktywacja receptoréw
glutaminianergicznych typu NMDA (dla N-metylo-D-asparaginianu) prowadzi do
zniesienia blokujacego wptywu jond6w magnezu 1 masywnego naptywu jonow wapnia
przez kanaty jonowe w tych receptorach (Biata, 2007). Dokomoérkowy naptyw jonow
wapnia poprzez kanaly NMDA pehi kluczowa role w indukcji LTP. Wzrastajace
wewnatrzkomorkowe stezenie jondw wapnia aktywuje kinazy biatkowe takie jak zalezna
od wapnia i kalmoduliny kinaza typu Il (ang. Ca?*/calmodulin-dependent protein
kinasell, CaMKII) czy kinaza biatkowa C (ang. protein kinase C, PKC), co prowadzi do
fosforylacji receptorow AMPA (Byrne, 2008) oraz NMDA prowadzac do utrwalenia
potaczen migdzy neuronami i zwigkszenia ich pobudliwosci. Fosforylacji ulegaja rowniez

czynniki transkrypcyjne takie, jak CREB (ang. CAMP response element binding protein),
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c-Fos i Jun-B, ktore wplywaja na ekspresje genow, wiazac si¢ ze swoistymi sekwencjami
DNA regulujac w ten sposob transkrypcje. Poczatkowy etap LTP (nazywany wczesnym
—ang. early LTP) jest niezalezny od syntezy biatek i mozna utozsamiaé go z pamigcig
krotkotrwata (Rodrigues i in., 2004). W poznej fazie LTP (ang. late LTP) wysokie
wewnatrzkomorkowe st¢zenie jondw wapnia aktywuje cyklaze adenylanowa,
co zwicksza stezenie cyklicznego adenozyno-3’,5’-monofosforanu (CAMP). cAMP
aktywuje kinazg biatkowa A (PKA), co powoduje fosforylacj¢ biatkka CREB. Nastepuje
inicjacja transkrypcji, a to skutkuje ekspresja gendéw i syntezag nowych biatek, ktore
potrzebne sg m.in. do przebudowy synaps (Rodrigues i in., 2004). Przeciwstawnie do
LTP, proces dlugotrwalego ostabienia synaptycznego (LTD) powstaje wskutek
wolniejszej depolaryzacji wywotanej stabszym bodzcem (Byrne, 2009). Wiaze si¢ to ze
stabszym naptywem jondéw wapnia, c0 aktywuje fosfatazy m.in. kalcyneuryne,
co powoduje defosforylacje biatek, w tym takze receptorow AMPA i czynnika CREB.

Pomimo faktu, iz regulacja transkrypcji lezy u podioza tych procesow zmiany
zachodzace w jadrze i w strukturze chromatyny podczas pobudzenia neuronalnego
pozostaja stabo scharakteryzowane. Komoérki nerwowe z definicji reaguja na zewngtrzng
stymulacjg, zatem w ich przypadku precyzyjna regulacja transkryptomu w odpowiedzi na
pobudzenie jest bardzo wazna. (Benito i Barco, 2015; Walczak i in., 2013b; Yap
i Greenberg, 2018).

1.3 Jadro komorkowe

Jadro komodrkowe to miejsce przechowywania i transkrypcji materiatu
genetycznego. Jego wysoce uporzadkowana |  wyspecjalizowana  struktura
o niejednorodnym wngtrzu zapewnia mozliwos¢ petnienia zréznicowanych funkciji.
Srednica jadra w zaleznosci od typu komoérki moze wynosié od 3,5 do 20 pm (Khatau i
in., 2009) czyniac je najwigkszym organellum w komorce. Otoczone jest podwojng blona
fosfolipidowa (Ryc.1.3), co warunkuje rozdzielenie transkrypcji i translacji w czasie
I przestrzeni, a to z kolei umozliwia wielostopniowa regulacje ekspresji genow.
Zewngtrzna btona przylega do cytoplazmy komorki i zachowuje ciaglos¢ z szorstkim
retikulum endoplazmatycznym, ktoére odpowiada za biosyntez¢ i1 faldowanie bialek.
Wewngtrzna blona przylega do blaszki jadrowe;j, ktora stanowi rusztowanie dla jadra. Jest
to sie¢ delikatnych wiokien bialkowych utworzonych przez laminy, ktére nadaja
wytrzymalo$¢ mechaniczng jadra a jednocze$nie pewna elastycznos$¢. Jednak laminy

pelnig tez role w przestrzennej organizacji chromatyny tworzac tzw. domeny powigzane
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z laminami LAD (ang. Lamina-associated domain) (Burke i Stewart, 2013; Nazer, 2022)
Btona jadrowa jest nieprzepuszczalna dla wigkszosci czastek, dlatego obecne sg w niej
pory jadrowe. Sa to kanaly zbudowane z nukleoporyn tworzacych kompleks poru
jadrowego, w skiad ktorego wchodza wspotosiowo potozone pierscienie przechodzace
przez obie blony tworzac niejako tunel. Umozliwiajg one nieselektywny transport jonow
I czasteczek o masie ponizej 40 kDa z cytoplazmy do jadra komérkowego i w kierunku
przeciwnym. Transport wigkszych czastek jest S$cisle kontrolowany i zachodzi
na zasadzie transportu aktywnego kontrolowanego przez bialka transportowe —
importyny i eksportyny. Rozpoznaja one krotkie sekwencje sygnatowe, w ktore
wyposazone sa biatka — sygnal lokalizacji jadrowej NLS (ang. Nuclear Localization
Signal) badz sygnat eksportu jadrowego NES (ang. Nuclear Export Signal).

Teretoria chromosomalne
i cetka jadrowa

OtOCZka eretorium chromosomalne
jadrowa
o
Kompleksy porow__» g G G5 |
jadrowych TR (
g N 2(:}3—: Teretorium chro osom;;w?
¥ g\ e Aktywne - Nieaktywne
v . AN P St —==— geny —e—=— geny
s . ron Perichromatyna
i Ciatko .~
3 PML
omosomalne

ey

‘Terytor
, 0moso
Ciatko = =
Polycomb y s

Rycina 1.3. Schemat budowy jadra komoérkowego. Znaczna cze$¢ jadra komorkowego
wypemia chromatyna zorganizowana w terytoria chromosomalne, pomigdzy tymi regionami
znajduje si¢ przestrzen interchromatynowa wraz z cetkami jadrowymi (kolor czerwony). Wsrod
cialek jadrowych wystepuja m. in. jaderka, ciatka PML i ciatka Polycomb. Catos$¢ jadra otoczona
jest otoczka jadrowa z wystepujacymi w niej licznymi kompleksami poréw jadrowych. Rycina
na podstawie Botchkareva i in., 2012, zmieniona.

Glownym sktadnikiem jadra komorkowego jest material genetyczny, ktory musi
by¢ odpowiednio upakowany, aby zmiesci¢ si¢ W relatywnie matej objetosci jadra
komoérkowego. Dysproporcja dlugosci genomowego DNA, ktére mierzy okoto 2 metrow
1 $rednica jadra komoérkowego, ktora jest okoto 200 tysigcy razy mniejsza powoduje,
iz genom jadra interfazowego musi by¢ upakowany w $cisle uporzadkowany sposob.
Uporzadkowanie to musi zapewnia¢ z jednej strony kompaktowos$¢ wiokna DNA,

ale z drugiej strony jego dostepno$¢ dla czynnikow zapewniajacych przetwarzanie
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informacji  genetycznej. Obecny stan wiedzy sugeruje kilka nastepujacych
mechanizmow. Podstawowym mechanizmem jest nawijanie dwuniciowego DNA wokot
oktameru histonowego. Wspomniany oktamer sklada si¢ z dwodch kopii kazdego
z kanonicznych biatek histonow H2A, H2B, H3, H4 — ktore wraz z helisa DNA tworzg
razem nukleosom (Kornberg, 1974). Histony maja niewielkg mas¢ czasteczkowg (ponizej
23 kDa) i sg silnie zasadowe. Ze wzgledu na wazng i uniwersalng funkcje, jaka spetniajg
sg biatkami silnie konserwowanymi ewolucyjnie, a geny kodujace je wystepuja w wielu
kopiach w genomie (Talbert i Henikoff, 2010). Histony tworzace nukleosom, tzw. histony
rdzeniowe majg tez $cisle zakonserwowany plan budowy (ang. histone fold domain),
pozwalajacy na skuteczng dimeryzacje histonu H3 z H4 i H2A z H2B. Laczac si¢ w pary
ustawiajg si¢ w konfiguracji gtowa-ogon; przypomina to gest splecionych dtoni stad tez
jego nazwa (ang. hand-shake motif) (Placek i Gloss, 2002). Kolejng strukturg, jaka tworza
histony jest ,,wigzka czterech helis” (ang. four-helix boundle). Dimery oddziatuja ze soba
tworzac tetramer, poprzez wigzke czterech helis migdzy dwoma tancuchami H3, czyli
wigzanie histonu H3 z dimeru H3-H4 z histonem H3 drugiego dimeru. Dimer H2A-H2B
wiaze si¢ po obu stronach poprzez wigzke czterech helis miedzy H2B i H4. H2A jest
jedynym histonem rdzeniowym, ktéry nie jest bezposrednio zaangazowany w wigzke
czterech helis w nukleosomie (Luger i in., 1997). Histony eukariotyczne posiadaja
N-koncowe fragmenty biatka wystajace swobodnie poza nukleosom tzw. ogony (ang.
histone tails), sg one miejscem szczeg6lnie intensywnych modyfikacji potranslacyjnych
(Ryc. 1.4).

Kolejne nukleosomy oddzielone sg od siebie tzw. linkerowym DNA 0 zmienngj
dhugosci 10 — 80 pz, tworzac strukturg przypominajacg ,,koraliki na sznurku”, zwang tez
witoknem 10 nm (Felsenfeld i Groudine, 2003). W minionych latach postulowano,
iz struktura ta ulega dalszej kondensacji do tzw. widkna 30 nm (Felsenfeld i Groudine,
2003). Miato do tego dochodzi¢ poprzez przytaczenie histonu tacznikowego H1, ktoéry
odpowiedzialny jest za kondensacj¢ wtokna. Jednak badania z uzyciem najnowszych
metod nie wykazaty istnienia wtdkna 30 nm in vivo (Fussner i in., 2012). Wiadomo
natomiast, ze histon HI1 stabilizuje struktur¢ nukleosomu, jak rowniez struktury

chromatyny wyzszego rzedu (Hergeth i Schneider, 2015).
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Rycina 1.4. Nukleosom z modyfikacjami potranslacyjnymi histonéw. Pogladowy model
nukleosomu sktadajacy si¢ z histonow wraz z zaznaczonymi przyktadowymi modyfikacjami
potranslacyjnymi. Na podstawie publikacji Tsankova (2007), zmienione.

W oparciu o stopien upakowania chromatyny mozna wyr6zni¢ euchromatyne
I heterochromatyng. Euchromatyng charakteryzuje luzny stopien upakowania, przez co
moze by¢ aktywna transkrypcyjnie. Heterochromatyna jest zwartg forma chromatyny,
a jej silne upakowanie uniemozliwia przebieg transkrypcji. Poniewaz jadro komorkowe
posiada ograniczong przestrzen, stad konieczno$¢ duzego upakowania DNA przy
jednoczesnym zachowaniu mozliwosci szybkiego dostepu np. dla czynnikow
transkrypcyjnych. Jesli nie dochodzitoby do rozluznienia struktury chromatyny, nie
bytaby ona dostgpna dla polimerazy. Mozna zatem powiedzie¢, ze przestrzenne zmiany
struktury chromatyny réwniez kontrolujg ekspresje genow. W 2015 r. bracia Cremer
zaproponowali model podziatlu jadra na obszary aktywne (ang. Active Nuclear
Compartment, ANC) oraz nieaktywne (ang. Inactive Nuclear Compartment, INC)
(Cremer, 2015) (Ryc 1.3). W aktywnym przedziale wyroznili przestrzen
miedzychromatynowa (ang. Interchromatin Compartment, [IC). Region ten
charakteryzuje si¢ matg gestoscig nukleosomow 1 jest bogaty w kompleksy polimeraz,
czynnikow transkrypcyjnych 1 replikacyjnych. Interchromatyna rozcigga si¢ od poréw
jadrowych 1 peini istotng rolg¢ w procesie eksportu mRNA z jadra komodrkowego
(Sacharowski, 2019). Charakterystyczne dla interchromatyny jest znaczne wzbogacenie
w potranslacyja modyfikacje H3K4me3. W jadrze istniejg takze domeny topologiczne
(ang. Topologically Associating Domains, TADs), ktore sa jednostkami terytoridw
chromosomowych 1 obejmujg odcinki DNA o dlugosci rzedu miliona par zasad.
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W domenach tych dochodzi do licznych przestrzennych interakcji pomigdzy odcinkami
DNA. Dzigki wypetleniom si¢ nici chromatynowych dochodzi do przemieszczania si¢
sekwencji regulatorowych, np. wzmacniaczy, lub sekwencji wyciszajacych w poblize
regulowanych przez nie gendéw, ktore czesto wystepuja w znacznej odleglosci od siebie
wzdhuz liniowej czasteczki DNA (Wilczynski, 2014). Kluczowa rol¢ dla tego procesu
przypisuje si¢ biatku CTCF (ang. CCCTC binding factor), ktore dziata jako aktywator,
represor badz izolator transkrypcji (Kim i in., 2015). Tworzenie petli fizycznie zbliza do
siebie odcinki DNA oddalone od siebie liniowo, np. pomig¢dzy promotorem
a wzmacniaczem (Mifsud i in., 2015).

Dzigki mikroskopii elektronowej (Monneron, 1969), ale takze konfokalnej
(Spector, 2001) poza chromatyng mozliwym bylo zdefiniowanie innych przedziatow
jadra komorkowego. Bo chociaz wnetrze jadra komorkowego nie jest podzielone btonami
lipidowymi, to w jego budowie mozna wyrdzni¢ przedzialy rdznigce si¢ swoimi
funkcjami. Wystepuja w nim liczne struktury takie, jak: jaderka, cialka Cajala, cetki
jadrowe SC-35 (ang. splicing speckles), ciatka PML, struktury OPT, macierz jadrowa
i ciatka Polycomb (Ryc.1.3). Ciatka jadrowe moga mie¢ rézny ksztatt — od owalnych, jak
np. ciatka PML po nieregularne ksztalty cetek jadrowych. Taka kompartmentalizacja
przestrzeni jadra, tworzona przez ciatka jadrowe, umozliwia odpowiednig koncentracje
makroczastek (Galganski i in., 2017), zwigkszajac efektywnos$¢ i specyficznos¢ procesow
zachodzacych w ograniczonej przestrzeni jadrowej. Ciatka jadrowe mozna réwniez
opisa¢ jako konglomeraty zbudowane z kwaséw nukleinowych i bialek (cho¢ nie
wszystkie ciatka jadrowe sktadajg si¢ z kwasow nukleinowych). Nie sg otoczone btona,
ich integralno$¢ nie zalezy wiec od obecnosci btony lipidowej, a od oddziatywan miedzy
budujacymi je czasteczkami. Ten brak fizycznej bariery oddzielajacej je od nukleoplazmy

umozliwia stata, swobodng wymiane sktadnikow, w odpowiedzi na potrzeby komorki.

1.4 Jaderko

Jednym z najwazniejszych ciatek jadrowych jest jaderko. Morfologia jaderka jest
tak fatwo dostrzegalna pod mikroskopem §wietlnym, ze juz prawie 250 lat temu zostato
zaobserwowane najpierw przez Felice Fontang (1781 r.) a pdzniej opisane niezaleznie
przez Rudolfa Wagnera (1836 r.), Gabriela Valentini (1836/1839 r.) oraz oczywiscie
Roberta Browna (1831 r.). Temu ostatniemu przypisuje si¢ nadanie nazwy nucleolus

(Jaderko), gdyz jako pierwszy naukowiec dostarczyl tak szczegdtowego opisu jadra
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komoérkowego (réwniez on jako pierwszy uzyt nazwy nucleus (jadro) w odniesieniu do
jadra komérkowego). Jednak od chwili uwidocznienia i opisania jaderka mingto wiele lat
nim udato si¢ je bardziej pozna¢. Sama morfologia jaderek zostata na przyktad picknie
zilustrowana w pracy Montgomery’ego (Montgomery, 1898), ktory wykonat imponujaca
liczbe 364 ilustracji jaderek. Jednak dopiero dzigki mikroskopii elektronowej mozliwym
byto okreslenie struktury jaderka (Yasuzumi i in., 1958) oraz szczegotowe opisanie jego
funkcji na poziomie ultrastrukturalnym. Dzi§ wiadomo juz, ze jaderko jest miejscem
biogenezy rybosoméw (Birnstiel i Hyde, 1963; Miller i Beatty, 1969; Perry, 1967).
Zachodzi w nim transkrypcja genow kodujacych 18S, 5.8S i 28S rRNA, obrobka
pierwotnych transkryptdw oraz wigzanie powstajacych czasteczek rRNA ze sktadnikami
pochodzacymi spoza jaderka: biatkami rybosomalnymi i 5S rRNA. Nastepnie utworzone
podjednostki rybosomoéw transportowane sa do cytoplazmy, gdzie dochodzi do ich
dojrzewania. W bliskim sgsiedztwie jaderka znajduje si¢ tzw. heterochromatyna
perinukleolarna (PH, ang. peri-nucleolar heterochromatin) Struktura ta zwigzana jest z
jaderkiem, ale stanowi odrebng czg$¢ jadra. Jest miejscem przechowywania jadrowych
rybonukleoprotein oraz transkryptéw polimerazy Il (genéw 5S rRNA). Jaderko powstaje
wokol  regionéow  jaderkotworczych (NOR), zwanych inaczej organizatorami
jaderkotwodrczymi a ich liczba i umiejscowienie sg charakterystyczne dla danego gatunku.
U ludzi jest to 10 obszarow jaderkotworczych znajdujacych si¢ na krétkich ramionach
pieciu par akrocentrycznych chromosomoéow (chromosomy 13, 14, 15, 21 oraz 22).
Powstawanie jaderek jest zalezne od aktywnosci komorki i jej biosyntetycznych
zapotrzebowan, np. w komodrkach o duzej aktywnosci 1 duzym zapotrzebowaniu na
syntez¢ biatek jaderko moze zajmowaé nawet 25% objetosci jadra komorkowego, co
czyni jaderko najwieksza substrukturg jadra komorkowego. W  aktywnym
transkrypcyjnie jaderku wyrdznia si¢ trzy obszary: centrum fibrylarne (FC, ang. fibrillar
center), gesty sktadnik fibrylarny (DFC, ang. dense fibrillar component) i sktadnik
ziarnisty (GC, ang. granular component) (Ryc. 1.5). Poszczegdlne etapy biosyntezy
rybosomow zachodzg wiec w odrgbnych regionach. Proces ten zaczyna si¢ w FC, gdzie
nastepuje transkrypcja genu 45S przez polimerazg 1. Na granicy FC i DFC gestego
sktadnika fibrylarnego znajduja si¢ transkrypty rDNA. Dalsze etapy biogenezy
rybosomow, w tym modyfikacje pre-rRNA i przetwarzanie go do dojrzatych rRNA (18S,
5.8S128S) oraz sktadanie rRNA z biatkami rybosomalnymi i 5S rRNA zachodza w DFC
I GC. Koncowe produkty tego procesu, podjednostki rybosomow 40S i 60S, sa
eksportowane poza jadro, gdzie w cytoplazmie dochodzi do ich dojrzewania. Dojrzate
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podjednostki 40S i 60S taczg si¢ ze soba, tworzac kompletne jednostki rybosomow (80S
u eukariontow). Dojrzate rybosomy sa gotowe do uczestnictwa w procesie translacji,

czyli syntezy biatek na podstawie informacji zawartej] w mRNA.

Rycina 1.5. Obraz jaderka neuronéw. Jaderko neurondow z zaznaczonymi obszarami gesty
sktadnik fibrylarny (DFC) kolor czerwony, centrum fibrylarne (FC) - granatowy oraz sktadnik
ziarnisty (GC) - zotty. Rycina wiasna.

Z biofizycznego punktu widzenia jaderko jest odseparowane od jadra, pomimo iz
nie jest otoczone zadng blong, a formuje si¢ poprzez aktywnos$¢ polimerazy I oraz poprzez
separacj¢ faz ciektych (LLPS, ang. liquid-liquid phase separation) (Lafontaine i in.,
2020). Jak trafnie to ujeto: ,,jaderko: organellum utworzone w wyniku budowy
rybosomu” (M¢lése i Xue, 1995), co oznacza, ze jaderka istnieja z powodu aktu
biosyntezy rybosomoéw, w przeciwnym razie ich struktura reorganizuje si¢, a nawet
rozktada. Doswiadczenia z zahamowaniem aktywnosci RNA polimerazy I pokazuja, ze
jaderko rozpada si¢ po zahamowaniu transkrypcji zaleznej od polimerazy | (Kalita i in.,
2008). Ten szybki montaz i demontaz jaderka mozliwy jest wtasnie dzigki wtasciwosciom
biofizycznym (brak btony i powstawanie na skutek separacji faz ciektych) (Warmerdam
I Wolthuis, 2019). Fascynujaca organizacja struktury jaderka, ktore moze si¢ rozpadac
1 na nowo zreformowac¢, gdy warunki zostang znormalizowane podobne jest do kropelek
cieczy, ktore pod ciSnieniem rozpadaja si¢ na mniejsze kropelki by pdzniej w innych
warunkach potaczy¢ si¢ z powrotem. Doswiadczenia in vitro dotyczace rekonstrukcji
jaderek dowiodty, ze wyizolowane biatka jaderkowe takie, jak fibrylaryna i B23, sa w
probowkach oddzielone fazowo 1 tworzg skondensowane kropelki cieczy ktore wykazujg
cechy biofizyczne jaderka (Brangwynne i in., 2011; Feric i in., 2016) Dzigki tym
unikalnym wtasciwo$ciom jaderko moze pemi¢ funkcje czujnika posredniczacego
w przekazywaniu czynnikow zewnetrznych takich jak np. stymulacja, a takze jako
czujnik stresu — w przypadku nickorzystnych warunkow takich, jak deficyty

metaboliczne lub stres oksydacyjny dochodzi do obnizenia syntezy rRNA (Grummt
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I Ladurner, 2008) w sposob zalezny i niezalezny od biatka p53 (Marquez-Lona i in.,

2012), 0 czym wigcej w podrozdziale 1.5.2.

1.4.1 Charakterystyka wybranych bialek jaderkowych

Jaderko, oprocz rDNA zlokalizowanego w obszarach NOR, sktada si¢ gtownie z
bialek (Kobayashi, 2008). Human Genome Atlas identyfikuje okoto 1000 biatek
jaderkowych. Wsrdd nich znajduja sie biatka rybosomowe RPL i RPS, enzymy
odpowiedzialne za transkrypcj¢, jak np. polimeraza RNA 1, enzymy Kkatalizujgce
dojrzewanie pre-RNA, jak np. fibrylaryna czy biatka regulatorowe, jak np. NPM1. Wiele
biatek jaderkowych nie jest bezposrednio zaangazowanych w synteze podjednostek
rybosomowych, ale w inne procesy jak np. regulacja cyklu komoérkowego, naprawa
uszkodzen DNA czy aktywacja innych biatek. Jaderko koordynuje zatem wiele proceséw

zachodzacych w komorce (Tsekrekou i in., 2017).

1.4.1.1 Nukleolina

Nukleolina (m. cz. ~110 kDa) jest najpowszechniej wystepujacym biatkiem w
jaderku komorkowym, reprezentujac okoto 10% calkowitej liczby biatek obecnych w tym
obszarze. Glowna funkcja nukleoliny jest udzial w biogenezie rybosoméw, w tym

transkrypcji rDNA, dojrzewaniu rRNA oraz sktadaniu i dojrzewaniu rybosomow.

1.4.1.2 Czynnik transkrypcyjny UBF

Biatko UBF (ang. Upstream Binding Factor), (m.cz. ~ 90 kDa) odgrywa
kluczowg role w transkrypcji genow kodujacych rybosomalne RNA (rRNA) (McStay i
Grummt, 2008). Jest biatkiem charakterystycznym dla centrum fibrylarnego jaderka.
Biatko UBF rozpoznaje dwa rejony promotora rDNA i poprzez interakcje z czynnikiem
selekcyjny SL1 (ang. selectivity factor 1) oraz polimeraza RNA I odpowiada za inicjacje¢
transkrypcji.  Biatko UBF dziata rowniez w kompleksie z innymi czynnikami
transkrypcyjnymi i biatkami remodelujacymi chromatyng, aby zapewni¢ odpowiednia

ekspresje genow rRNA.

1.4.1.3 Bialko B23

Wsrod biatek jaderkowych szczegoélng uwage zwraca biatko B23 (m.cz. ~ 37
kDa), znane rowniez jako biatkko NPM1, nukleofosmina, numatryna badz NO3S.

Wystepuje powszechnie w jaderku, doktadnie w centrum granularnym, gdzie
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zaangazowane jest w kazdym z etapow syntezy podjednostek rybosoméw od etapu
transkrypcji rDNA, przez dojrzewanie prekursoréw rRNA, sktadanie podjednostek po ich
eksport do cytoplazmy (Maggi i in., 2008). Posiada ono, tak jak i inne biatka jaderkowe
sygnat lokalizacji jaderkowej NoLS (ang. nucleolar localization signal), sygnat importu
do jadra (NLS) oraz sygnal eksportu z jadra (NES). Obecno$¢ tych sekwencji
sygnatowych, a co si¢ z tym wigze, przemieszczanie si¢ biatka B23 jest kluczowe dla
biogenezy podjednostek rybosomowych i dla ich transportu z jadra do cytoplazmy gdzie
ostatecznie sg formowane. Biatko B23 uznawane jest rowniez za marker stresu
jaderkowego, jako ze zaobserwowa¢ mozna jego szybkie przemieszczanie si¢ do jadra z

jaderka podczas indukcji stresu komérkowego (Yang i in., 2016).

1.4.2 Stres jaderkowy

Mianem stresu jaderkowego okresla si¢ nieprawidtowe funkcjonowanie jaderka
spowodowane zaburzeniami w biogenezie rybosoméw oraz wadliwg architekturg
jaderka. Warto zauwazy¢, iz stres jaderkowy moze by¢ wywotany przez wiele czynnikow
stresogennych takich, jak: zahamowanie aktywnosci polimerazy RNA | (Yung i in.,
1985), promieniowanie UV (Thielmann i in., 1999), uszkodzenia DNA (Yogev i in.,
2008), ekspozycja na czynniki cytotoksyczne (Desnoyers i in., 1996), infekcja wirusowa
(Matthews, 2001) czy szok cieplny (Liu i in., 1996), a takze ekspozycja na reaktywne
formy tlenu. Aktywacja klasycznego szlaku reakcji na stres jaderkowy powoduje
uwolnienie biatek rybosomalnych z jaderka do nukleoplazmy a nastgpnie dochodzi do
utraty integralnosci jaderka. Fizjologicznie stres jaderkowy wystepuje w komorkach
starzejacych si¢ oraz apoptycznych. W odpowiedzi na ekspozycj¢ na reaktywne formy
tlenu dochodzi do zmian w interakcji pomiedzy biatkiem B23, a biatkiem ARF (p19)
(ang. alternate reading frame), co z kolei inaktywuje ligaze MDM2 (ang. Mouse Double
Minute 2) (Dai i in., 2004; Lindstrém i in., 2018; Rubbi i Milner, 2003). Ligaza MDM?2
jest gtownym regulatorem biatka p53, poprzez ubikwitynacje prowadzi do jego
degradacji w proteasomie. Biatko p53 to regulator komorkowy, tzw. ,,straznik genomu”
petniacy role supresora nowotwordéw, odpowiadajacy za kontrole cyklu komérkowego
I napraw¢ DNA oraz indukujacy apoptoze w przypadku uszkodzen genetycznych,
co przyczynia si¢ do utrzymania stabilnosci genomu i zapobiegania rozwojowi
nowotworow. Inaktywacja ligazy MDM?2 podczas stresu jaderkowego prowadzi do

wzrostu poziomu biatka p53, co prowadzi do zatrzymania komoérki w cyklu komoérkowym
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badz skierowania jej na droge apoptozy. Warto zauwazy¢, ze istnieja rowniez specyficzne
szlaki stresu jaderkowego niezalezne od biatka p53, ktore skutkuja aktywacja apoptozy,
zatrzymaniem cyklu komorkowego, starzeniem si¢ komorki i uszkodzeniem DNA (James
i in., 2014; Olausson i in., 2012) Te niezalezne od biatka p53 szlaki sygnatowe sa
szczegolnie interesujace dla opracowania terapii leczenia nowotworow, poniewaz biatko

pS3 odzwierciedla najczegsciej zmutowany gen w roznych typach nowotworow.

Podsumowujac jaderko jest niezwykle wazng substrukturg jadra, a jego funkcje

wykraczaja daleko poza samg biosynteze rybosomow.

1.4.3 Jaderko komorek nerwowych

Funkcja jaderek jest szczegolnie istotna dla komoérek nerwowych. Pomimo ze
neurony s3 terminalnie zréznicowanymi komorkami, musza utrzymywaé zdolno$¢ do
wzrostu ze wzgledu na ich specyficzng morfologi¢. Drzewka dendrytyczne neuronow
rosng, ulegaja przebudowie oraz tworzg nowe synapsy, co wymaga ciaglej syntezy rRNA
dla zapewnienia statych dostaw rybosomow. Te zapotrzebowania sg na tyle duze,
ze przypominajg te w komorkach dzielacych sie. Liczba jaderek w komorce neuronalne;j
waha si¢ migdzy 1 a 4 ($rednio 2.2) (Hetman i Pietrzak, 2012). W badaniach nad
plastycznymi zmianami po aktywacji neuronéw czesto obserwowano wzmozong
aktywnos¢ jaderka (Richter i Klann, 2009; Vargas i in., 2000). Co ciekawe, badania nad
izolowanymi dendrytami udowodnity, iz lokalna translacja juz istniejacych mRNA jest
wystarczajgca do utrzymania wezesnej fazy LTP (Reymann i Frey, 2007), ale dtugotrwate
zmiany takie, ktore zapewnig efektywne funkcjonowanie synapsy wymagaja aktywacji
ekspresji genow. Formowanie si¢ pamigci dtugotrwatej wymaga syntezy nowych biatek
i ekspresji nowych gendéw, a integralno$¢ jaderka jest niezbgdna do utrzymania
dhlugoterminowej plastycznosci synaptycznej (Allen i in.,, 2014). Zaburzenia w
funkcjonowaniu jaderka zostaty zidentyfikowane w chorobach neurodegeneracyjnych
m.in. w chorobie Parkinsona, Huntingtona oraz Alzheimera (Nunez Villacis i in., 2018).
Ponadto zaburzenia w powstawaniu rybosoméw prowadza do patologii w neurorozwoju.
Mutacje w sktadowych rybosoméw prowadzag do uposledzenia rozwoju moézgu
objawiajacego si¢ malogtowiem, autyzmem, deficytami intelektualnymi 1/lub
postepujaca neurodegeneracjg jak podsumowano w pracy przegladowej zespotu Hetmana

(Hetman i Slomnicki, 2019). W tej samej publikacji wskazano takze, iz czynniki
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egzogenne takie, jak alkohol czy wirus Zika rowniez zaktocajg rozwoj uktadu nerwowego
poprzez ingerencje w biogeneze rybosomow.

Podsumowujac, jadro komorkowe wraz ze wszystkimi swoimi strukturami nie jest
homogenne i to zréznicowanie na domeny strukturalne i funkcjonalne zapewnia nie tylko
bezpieczne przechowywanie materialu genetycznego, ale przede wszystkim doskonatg

maszyneri¢ do kontroli proceséw w nich zachodzacych.

1.5 Mechanizmy kontrolujace struktur¢ chromatyny

W 1942 r. Waddington zdefiniowat epigenetyke jako zespot réoznych procesow
1 zaleznosci zachodzacych pomiedzy genotypem, a fenotypem. W 1957 r. przedstawit on
tzw. epigenetyczny krajobraz, ilustrujacy rozne $ciezki rozwojowe, jakie moze przyjac
komorka organizmu podczas swojego roznicowania, w zaleznosci od tego, jakie geny sa
wlaczone, a jakie wylaczone. Nieco inng koncepcje epigenetyki zaproponowatl rok
p6zniej mikrobiolog Nanney, ktory wyroznil dwa systemy kontroli komoérkowe;:
genetyczny — oparty na strukturze DNA, 1 pomocniczy, w ktéry zaangazowane byly
specyficzne mechanizmy wptywajace na ekspresje gendw. I to wlasnie te mechanizmy
nazwal ,,epigenetycznymi”, ktore, jak stwierdzil, sa procesami biochemicznymi, jakim
podlega genom. | tak np. indukowana przez Srodowisko lub traumatyczne przezycia
metylacja DNA zmienia wlasciwosci kodowanego przez gen biatka. Co wigcej, taka
zmiana chemiczna, je$li dotyczy komorek rozrodczych, moze zosta¢ przekazana
kolejnym pokoleniom w postaci zmian biologicznych, bgdacych nos$nikiem ,,pamigci”
o przesztych urazach. (Gapp i in., 2014). Kiedy w 2003 roku ukonczono projekt
sekwencjonowania ludzkiego DNA (ang. Human Genome Project) jasnym stato sig, iz
genomowe DNA ma znacznie mniejszg kontrolg nad biologicznymi procesami 1 stanami
chorobowymi niz wcze$niej uwazano. Metody sekwencjonowania nastgpnej generacji
(ang. next generation sequencing) potwierdzilty te przypuszczenia, wskazujac czynniki
epigenetyczne jako precyzyjne czynniki determinujagce okreSlong transkrypcje.
Przyktadem takiej metody sg metody typu C np. 3C (ang. chromatin conformation
capture), a takze ich udoskonalenia — 4C i 5C, ktore pozwalaja na wizualizacj¢
organizacji chromatyny — czyli na przestrzenng analiz¢ wybranego obszaru chromatyny
I zrozumienie wzajemnej relacji mi¢dzy strukturg genomu a jego funkcja (Dekker 2002).

Szereg mechanizmow precyzyjnie reguluje strukture DNA, po to, aby
kontrolowa¢, ktory gen ma ulega¢ ekspresji w okreslonym czasie. Organizmy

eukariotyczne wykorzystujg wiele mechanizmoéw wptywajacych na dostepnosc
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okreslonych sekwencji regulatorowych w DNA, co prowadzi do aktywacji badz represji
transkrypcji. Zmiany epigenetyczne nie zmieniaja wilasciwej, pierwotnej sekwencji
jadrowego DNA, ale dzialajg na jego dostgpnos¢ dla czynnikow transkrypcyjnych oraz
polimerazy DNA. Zdolno$¢ do regulowania organizacji chromatyny jest szczegdlnie
wazna w komodrkach nerwowych, ktore z definicji dynamicznie odpowiadaja na
zewngtrzng stymulacje. Wspodiczesnie mozna wyr6ozni¢ pie¢ elementdw, ktore sa
kluczowe dla przebudowy chromatyny: modyfikacje DNA, warianty i modyfikacje
potranslacyjne histonow, dlugie niekodujace RNA, kompleksy przebudowujace
chromatyne i przestrzenne utozenie chromatyny w jadrze komorkowym. (Sacharowski,

2019).

1.5.1 Modyfikacje DNA

Zasady, z ktorych zbudowane jest DNA moga ulega¢ chemicznym modyfikacjom.
Glowng i zarazem najlepiej poznang modyfikacja DNA jest metylacja, ktora dotyczy
cytozyn, po ktorych w sekwencji nastepuje guanina. Takie miejsca nazywane sg wyspami
CpG. Za przenoszenie grup metylowych na pozycje 5 w cytozynie w regionach wysp
CpG odpowiedzialne sg metylotransferazy DNA (DNMT) (Wu i Zhang, 2014). Do tej
pory poznano cztery metylotransferazy DNA: DNMT1, DNMT3A, DNMT3B oraz
DNMT3L (Jin i Robertson, 2013). DNMT 1 utrzymuje wzor metylacji DNA po replikacji.
Pozostate metylotransferazy wprowadzaja metylacje de novo. Zmetylowane DNA
rozpoznawane jest przez biatka z domeng MBD (ang. methyl-CpG binding domain), a te
z kolei rozpoznawane sa przez kompleks deacetylazy histonu, ktory prowadzi do
deacetylacji i kondensacji chromatyny. Silnej metylacji ulegaja regiony satelitowe,
elementy powtorzeniowe, regiony wewnatrzgenowe, a metylacja tych sekwencji

zapewnia integralno$¢ genomu.

1.5.2 Warianty i modyfikacje potranslacyjne histonow

Jak juz opisano w podrozdziale 1.4 zasadowe histony rdzeniowe (H2A, H2B, H3
1 H4) lacza si¢ z kwasnym DNA, tworzac nukleosomy. Modyfikacje epigenetyczne
histonéw sg zlozone i mogg obejmowac acetylacje, metylacje (jedno-, dwu- lub
trojczasteczkowy), fosforylacje, ubikwitynacje lub sumoilacje  Polegaja one na
przytaczaniu do czasteczek histonéw odpowiednio grup: acetylowych, metylowych,

fosforanowych, ubikwityny lub biatka SUMO (Rorbach-Dolata i in., 2017). Wymienione
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grupy tacza si¢ z ogonami histondw znajdujacymi si¢ na N-koncach przy udziale
odpowiednich enzymow. Reakcje te sa odwracalne poprzez dziatanie przeciwstawnych
enzymoOw (np. acetylaza i1 deacetylaza). W wyniku potranslacyjnych modyfikacji
histonow dochodzi do zmiany struktury i konformacji chromatyny. Wplywaja w ten
sposob na modulacje ekspresji genéw. Jak rowniez wspomniano w podrozdziale 1.4 -
W oparciu o stopien upakowania chromatyny mozna wyrdézni¢ dwie kanoniczne,
a wlasciwie trzy gldwne formy: euchromatyna — potocznie zwang ,,otwartg” ze wzgledu
na luzny stopien upakowania. Jest ona aktywna transkrypcyjnie i charakteryzuje si¢
obecnos$cig potranslacyjnych modyfikacji takich jak trimetylacja histonu 3 na lizynie 4
(H3K4me3) oraz acetylacja (roznych) reszt lizynowych na N koncach histonow
(Medrano-Fernandez i Barco, 2016) Heterochromatyna - transkrypcyjnie nieaktywna
forma charakteryzujaca si¢ potranslacyjnymi modyfikacjami o charakterze represyjnym.
Heterochromatyna ma dwa stany funkcjonalne — jako heterochromatyna konstytutywna,
dla ktorej charakterystycznymi modyfikacjami sg metylacje wysp CG i trimetylacja
lizyny 9 na histonie 3 (H3K9me3) (Kouzarides, 2007) oraz jako heterochromatyna
fakultatywna, ktora jak sama nazwa wskazuje, moze wykazywaé aktywnosc¢
transkrypcyjng i znakowana jest trimetylacja lizyny 27 na histonie 3 (H3K27me3)
(Botchkarev i in., 2012). Oprocz wymienionych modyfikacji histonéw wystepuje szereg
innych, charakterystycznych dla danych form chromatyny, ktore zebrane zostaly

w postaci podsumowania w Tabeli 1.1.

Tabela 1.1 Przykladowe modyfikacje histonéw oraz ich wpltyw na

transkrypcje
Nazwa Wplyw na transkrypcje
ACETYLACJA
H3ac aktywacja
H4ac aktywacja
H3K4ac aktywacja
H3K9ac aktywacja
H3K14ac aktywacja
H3K18ac aktywacja
H3K27ac aktywacja
H4K16ac aktywacja
METYLACJA
H3K4me2 aktywacja
H3K4me3 aktywacja
H3K9me2 represja
H3K9me3 represja
H3K27me3 represja




H3K36me3 aktywacja

H3K79mel aktywacja
H4K20me2/me3 represja
FOSFORYLACJA
H3S10P aktywacja
UBIKWITYNACJA
H2Aub represja
H2Bub aktywacja

W  przewazajacej wigkszosci acetylacje zwigzane sa z chromatyng aktywna
transkrypcyjnie, natomiast metylacje z chromatyng nieaktywnga trakskrypcyjnie. Wyjatek
stanowig metylacje lizyny (czwartej 1 trzydziestej szoOstej) na histonie 3, ktore
odpowiadajg za aktywacje transkrypcji.

Do nukleosoméw moga by¢ wprowadzane warianty histonow o odmiennych
wlasciwosciach  fizykochemicznych, wynikajacych ze zmienionej sekwencji
aminokwasowej (Herre i Korb, 2019). W przeciwienstwie do kanonicznych histonow
ekspresja i depozycja wariantow histonow jest niezalezna od fazy cyklu komérkowego
1 wlaczana jest w okre$lonych miejscach w chromatynie przez specjalne kompleksy
biatkowe. Przyktadem jest inkorporacja wariantu histonu H3 — H3.3 do ktérej dochodzi

w odpowiedzi na wzrost aktywnosci neuronow (Maze i in., 2015).

1.5.3 Kompleksy przebudowujace chromatyne

Jak opisano w powyzszych podrozdziatach, DNA i histony ulegaja wielu
modyfikacjom, ponadto chromatyna moze by¢ przebudowywana za sprawg wigzania nici
nieckodujacych RNA, ktore rowniez wptywaja na dalsze procesy przebudowy. Wszystko
to wymaga obecnos$ci maszynerii, ktora zintegruje te sygnaly. Sa nimi kompleksy
przebudowujace chromatyng¢. Ze wzgledu na pelnione przez nie funkcje mozna je
podzieli¢ na: kompleksy rozpoznajgce modyfikacje DNA (ang. readers), wprowadzajace
modyfikacje (ang. writers) oraz usuwajgce modyfikacje (ang. erasers) (Herre i Korb,
2019) Dziatanie komplekséw przebudowujacych chromatyng umozliwia modyfikacje
struktury chromatyny i wplywa na aktywnos$¢ gendw, poprzez utatwienie dostepu do
DNA dla czynnikéw transkrypcyjnych i innych biatek regulatorowych (Vincent i in.,
2008). Dziatanie tych kompleksow wymaga energii, poniewaz zmiany w strukturze
chromatyny takie, jak rozluznianie, przemieszczanie nukleosomoéw i modyfikacje
histondw, wymagaja wywazenia sit wigzacych DNA 1 histony. Stad kompleksy
przebudowujgce chromatyne zawierajg zazwyczaj podjednostke zdolng do hydrolizy
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ATP. Energia z hydrolizy ATP umozliwia im pokonywanie barier energetycznych, ktore
sa zwigzane z przeksztalceniem struktury chromatyny. Istnieje wiele rodzajow
kompleksow przebudowujacych chromatyng, 0 rdéznych sktadach biatek i o
specyficznych funkcjach. Nalezg do nich kompleksy SWI/SNF (ang. Switch/Sucrose
Non-Fermentable), ISWI (ang. Imitation SWI), CHD (ang. Chromodomain Helicase
DNA-binding), INO80, NuRD (ang. Nucleosome Remodeling and Deacetylase) i wiele
innych. Kazdy z tych kompleksow ma unikalne cechy i jest zaangazowany w regulacje
roznych procesOw biologicznych takich, jak rozwoj, roznicowanie komoérkowe, naprawa
DNA, a takze odpowiedz na stresy srodowiskowe. Mozna zatem powiedzie¢, ze niektore
biatka oraz kompleksy biatkowe maja zdolno§¢ do rozpoznawania epigenetycznych
znacznikow i poprzez ich zdolno$ci do przeksztatcania struktury chromatyny wptywaja

na transkrypcje.

1.6 ATRX helikaza zalezna od ATP

Jednym z biatek nalezacych do rodziny SWI/SNF, regulujacych strukture
chromatyny, jest biatko ATRX. Biatko ATRX kodowane jest u ssakow przez gen ATRX,
zlokalizowany na dtugim ramieniu chromosomu X, a jego mutacje zostaly po raz
pierwszy zidentyfikowane u pacjentow cierpiacych na zespdt niepelnosprawnosci
intelektualnej sprzezonej z niedokrwistoscia (a-talasemig X) (Gibbons i in., 1991). Stad
wzigta si¢ nazwa zespolu ATRX - o-talasemia z opdznieniem umystowym
o dziedziczeniu sprzezonym z chromosomem X (ang. alpha thalasemia mental
retardation syndrome X-linked) (OMIM# 301040). Biatko ATRX zlokalizowane jest
glownie w jadrze komorkowym, gdzie dziata jako helikaza DNA i uczestniczy
w procesach zwigzanych z replikacja, transkrypcja oraz naprawa DNA. Ekspresja ATRX
moze by¢ r6zna w zaleznosci od typu komorki, tkanki oraz etapu rozwoju organizmu.
Biatko ATRX wystepuje powszechnie we wszystkich komoérkach ssakow, a jego synteza
moze by¢ rézna w zalezno$ci od typu komorki, tkanki oraz etapu rozwoju organizmu.
Wysoki poziom biatka ATRX zaobserwowano w embrionalnej tkance nerwowej,
co wskazuje na kluczowy udziat biatka ATRX w rozwoju mozgu (Pang i in., 2023).
Ponadto biatko ATRX zaangazowane jest w organizacj¢ pericentrycznej chromatyny
podczas roznicowania neuronow (Marano i in., 2019). Regulacja struktury chromatyny,
nie tylko podczas roznicowania, ma nadrz¢dne znaczenie dla wielu podstawowych
procesow jadrowych — ekspresji genéw, naprawy DNA, replikacji i rekombinacji. Biatko

ATRX okazuje si¢ by¢ bardzo waznym graczem zaangazowanym we wszystkie
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te procesy (Clynes i in., 2013). Gléwna i najlepiej opisang funkcjg biatka ATRX jest
wlaczanie wariantu histonu H3.3 do swoistych regionow genomu takich, jak telomery,

heterochromatyna, rRNA i pericentryczne regiony heterochromatyny (Dyer i in., 2017).

1.6.1 Budowa bialka ATRX

Biatko ATRX jest wielodomenowym biatkiem o m. cz. 280 kDa. Jest produktem
genu ATRX o dtugosci ok. 300 kpz, sktadajgcego si¢ z 35 eksonow (Picketts i in., 1996;
Villard i in., 1997). Istniejg roéwniez doniesienia o transkrybowanej krotszej formie
ATRX, w ktorej brakuje domeny zaleznej od ATP (Garrick i in., 2004). Poréwnanie
sekwencji nukleotydow ludzkiego i mysiego genu kodujacego ATRX wykazuje 85%
homologii, co swiadczy o wysokiej konserwacji ewolucyjnej tego biatka (Picketts i in.,
1998). Biatko ATRX nalezy do rodziny biatek SWI/SNF (ang. SWItching
defective/Sucrose NonFermenter) (Picketts i in., 1996) i lokalizuje gtéwnie przy
heterochromatynie (McDowell i in., 1999). C-koncowa cze$¢ biatka ATRX zawiera
domeny o aktywnosci helikazy zaleznej od ATP o homologii do biatek z rodziny SNF2
(ang. sucrose non fermentable) (Ryc.1.6). Bialka z rodziny Snf2 przeksztalcaja energie
pochodzacg z hydrolizy ATP na energi¢ mechaniczng, umozliwiajaca przebudowe
struktury chromatyny (Ryan i Owen-hughes, 2014). N-koniec biatka ATRX zawiera
nietypowa domen¢ ADD (ATRX-DNMT3-DNMT3L) z motywem palca cynkowego,
ktora wigze si¢ z ogonem histonu H3 (Ratnakumar i Bernstein, 2013). Domena taka
wystepuje rowziez w metyltransferazach DNA (DNMTS), czyli enzymach katalizujacych
reakcje metylacji. W budowie biatka ATRX wyrdzni¢ mozna roéwniez domeny wigzace

z bialkami m.in. biatkiem Daxx.

1 300 600 900 1200 1500 1800 2100 2492

(= ]

Domena interakcji z mH2A1
(1-841)

- Domena ADD (161-292) Domena oddziatywan z Daxx (1189-1326)

Region oddziatywan z nukleosomami

Region oddziatywan z EZH2 (321-734) (1441-1470)

B Domena oddziatywar z HP1a (561-595) Domena ATPazowa (1574-2136)

Rycina 1.6. Struktura bialka ATRX. Schemat organizacji domen biatka ATRX przedstawiono
réznymi kolorami zgodnie z legendg pod schematem. Fragment N-koncowy posiada domene
ADD oraz odpowiada za oddziatywanie z biatkami EZH2 czy HPla. Fragment C-koncowy
posiada domen¢ ATPazowa. Rycina na podstawie publikacji Ratnakumar i in. (2013), zmieniona.

33



1.6.2 Funkcje bialka ATRX

Analizy catego genomu w mysich i ludzkich komoérkach wskazuja, ze biatko
ATRX ma tendencj¢ do wigzania si¢ z sekwencjami bogatymi w G 0 wysokim potencjale
do tworzenia kwadrupleksow G. Bialko ATRX lokalizuje na telomerach,
pericentromerycznej chromatynie, bierze udziat w inaktywacji chromosomu X (Baumann
I De La Fuente, 2009; McDowell i in., 1999; Wong i in., 2010), co wskazuje na jego rolg
w tworzeniu badz utrzymaniu nieaktywnej transkrypcyjnie chromatyny. ATRX posiada
w swojej budowie domen¢ ADD, ktéra rozpoznaje i tgczy si¢ ze zmodyfikowanym
histonem H3K9me3 na heterochromatynie. Co wiecej, biatko ATRX taczy si¢ z biatkami
zwigzanymi z wyciszeniem chromatyny - HP1a (Ryc. 1.6) i HP1B (Bérubé i in., 2000),
warunkujgc obecnos¢ tych biatek na telomerach (Wong i in., 2010). Innie biatka
opisywane w literaturze jako partnerzy ATRX réwniez wskazuja na jego udziat
w wyciszaniu transkrypcji - EZH2 (ang. Enhancer of zeste homolog 2) uczestniczy
w metylacji histonéw, MeCP2 (ang. methyl-CpG binding protein 2) rozpoznaje i taczy
si¢ z sekwencjami GC. Ponadto udowodniono, iz ATRX wraz bialkiem MeCP2
kontroluja oblozenie nukleosomow w miejscach wiazania czynnika CTCF, umozliwiajac
w ten sposob lokalne konfiguracje petli chromatyny i represje ekspresji imprintowanych
genow w mozgu (Kernohan i in., 2014). Spo$roéd znanych partneréw biatka ATRX na
szczegolng uwage zastuguje biatko DAXX (ang. Death Domain Associated Protein,
bialko 6 zwiagzane ze $miercig). Zostato ono po raz pierwszy opisane przy interakcji w
cytoplazmie z klasycznym receptorem Fas, bioragcym udziat w regulacji apoptozy (Yang,
1997). To wielofunkcyjne bialko zostalo rowniez opisane zarowno w cytoplazmie,
jak i jadrze (brak jednak doniesien z jaderka) jako biatko opiekuncze histondéw, jest
rowniez jednym z konstytutywnych sktadnikoéw ciatek jadrowych PML (Ishov i in., 1999)
Biatko DAXX tworzy kompleks z biatkiem ATRX 1 wspolnie odpowiadaja za depozycje
histonu H3.3. Pod wzgledem budowy biatka wariant histonu H3.3 rozni si¢ tylko
piecioma aminokwasami w poréwnaniu do kanonicznego histonu H3.1 (Trovato i in.,
2020), ale obecno$¢ wiasnie tych odmiennych aminokwaskow warunkuje rozpoznawanie
histonu H.3.3 przez kompleks ATRX/DAXX i wbudowywanie go do telomeréw czy
heterochromatyny pericentromerycznej (Elsaesser i in., 2011; Goldberg i in., 2011; Lewis
I in, 2010). Analiza ChlP-seq ATRX potwierdzita powigzana ATRX
z heterochromatyng, ale co niezmiernie ciekawe, ujawnita tez r6znorodne miejsca jego

z euchromatyng (Truch i in., 2022), w szczegélnosci ATRX wiaze aktywne elementy
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regulatorowe, takie jak geny palca cynkowego, wzmacniacze, promotory i ciata genow.
Autorzy wskazuja, iz ATRX dziata w sposob stochastyczny, ultatwiajac rozne jadrowe
procesy zarowno w heterochromatynie jak i w euchromatynie. Wiadomym jest rowniez,
ze mutacje w genie ATRX skutkujg obnizong ekspresjg a-globuliny, a biatko ATRX wigze
si¢ fizycznie z klastrem genu a-globuliny, co ponownie wskazuje na jego role w aktywacji
transkrypcji (Higgs i in., 2005).

1.6.3 Zespot ATRX

Mutacje w genie ATRX sg przyczyng wystgpowania zespolu ATRX. Do jego
typowych objawéw nalezg niepelnosprawno$s¢ umystowa, hipotonia mig$niowa,
dystroficzne cechy twarzy, anomalie uktadu moczowo-ptciowego oraz obecnos¢ wtretow
hemoglobiny H w badaniu obwodowym krwi. Zesp6t ten objawia si¢ juz od wczesnego
dziecinstwa. Wielu z pacjentow nie potrafi chodzi¢ do poznego dziecinstwa, rozwoj
mowy ogranicza si¢ zwykle do kilku stow. Pojawiajg si¢ rowniez napady drgawkowe
(1/3 przypadkéw), zazwyczaj sa to napady kloniczno-toniczne lub miokloniczne
(Gibbons i Higgs, 2000). Peten fenotyp mutacji zostal zebrany w Tabeli 1.2. Nalezy
doda¢, ze fenotyp chorobowy przejawiaja jedynie osobniki ptci meskiej, osobniki pici
zenskiej dzigki obecno$ci dwoch kopii chromosomu X, nawet jes$li s3 nosicielkami

mutacji, nie wykazuja objawow.

Tabela 1.2 Zestawienie cech zespolu ATRX

Zaburzenia w budowie mikrocefalia

twarzoczaszki aplazja zatok czotowych
hipoplazja srodkowego pigtra twarzy
mate uszy

nisko osadzone uszy

uszy zrotowane do tytu
hiperteloryzm oczny

zmarszczki nakatne

niski grzbiet nosa

nos o trojkatnym ksztatcie
przodopochylenie nozdrzy

szeroko rozstawione gorne siekacze
ubytek przegrody miedzykomorowej

Zaburzenia wzrostu pourodzeniowe zahamowanie wzrostu
Zaburzenia ukladu przepuklina pgpowinowa
pokarmowego zaparcia

refluks Zotadkowo-przetykowy
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Zaburzenia ukladu kostnego stopa konsko-szpotawa
kifoskolioza
potkregi
kolana koslawe
Zaburzenia neuronalne czuciowo-nerwowa utrata stuchu
(rzadko)
uposledzenie umystowe
Zaburzenia w obrebie jamy "rybie usta"
ustnej petne wargi
glossoptoza (zapadanie jezyka)
Zaburzenia ukladu moczowo- wygladzona moszna
plciowego mikropenis
spodziectwo
wnetrostwo
agenezja nerki
wodonercze

Mutacje w genie ATRX powodujg rowniez wystepowanie innych zespotow takich,
jak: zespot Chudleya-Lowry'ego, zespot Juberga-Marsidiego, zespot Carpentera-Waziri,
zespot Holmesa-Ganga i zesp6l Smitha-Finemana-Myersa, ktore obecnie okresla si¢
terminem ,,uposledzenie umystowe sprzezone z chromosomem X (OMIM#309580)
(Abidi i in., 2005, Villard i Fontes, 2002). W zespotach tych nie wystepuja objawy
hematologiczne, charakterystyczne dla zespotu ATRX. (Clynes i in., 2013)

Sekwencjonowanie nowej generacji probek krwii pochodzacych od 986 pacjentow
z niesyndromicznym op6znieniem umystowym (ID) zidentyfikowato warianty ATRX
jako jedng z najczestszych przyczyn tych zespotéw chorobowych (Morgan i in., 2015).
Wskazuje to, ze biatko ATRX jest niezwykle wazne dla rozwoju prawidlowych funkcji
poznawczych.

Pierwsze doniesienia o zespole ATRX pojawity si¢ ponad 30 lat temu i do dzisiaj
nie istnieje zadna skuteczna terapia. Obiecujace dane docieraja jednak z Japonii, gdzie
wykorzystano potencjalng strategi¢ terapeutyczng ukierunkowang na kwadrupleksy G
zmniejszajacg zaburzenia poznawcze zwigzane z zespotem ATRX (Shioda, 2018).
Badania te sg obecnie w fazie badan klinicznych. Dalsze badania nad tym interesujacym
I niejednoznacznym czynnikiem remodelujacym chromatyne sa niewatpliwie bardzo

wazne.
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2. Zalozenia i cele pracy

Niniejsza rozprawa dotyczy poznania roli biatka ATRX w organizacji chromatyny
neuronéw hipokampalnych. W badaniach przeprowadzonych w bytej Pracowni
Neuromorfologii Molekularnej i Systemowej oraz w Pracowni Molekularnych Podstaw
Ruchéw Komoérkowych wykazano, ze podczas pobudzenia neuronalnego w jadrach
neuronow dochodzi do globalnej reorganizacji struktury chromatyny. W oparciu o te
odkrycia postawitam hipotezg, iz bialko ATRX bierze udzial w organizacji

chromatyny po pobudzeniu synaptycznym.

Hipoteze t¢ postanowitam zweryfikowaé poprzez realizacje nastepujacych celow

badawczych:

1. analize lokalizacji biatka ATRX w jadrach neuronow hipokampalnych w stanie
spoczynkowym i po pobudzeniu wywolujacym dlugotrwale wzmocnienie synaptyczne
(LTP);

2. zbadanie, czy biatko ATRX wspotwystepuje z modyfikacjami potranslacyjnymi

histonoéw;

3. sprawdzenie, czy obnizenie poziomu biatka ATRX powoduje zaburzenia organizacji

chromatyny neuronow;
4. analiz¢ morfologii struktur jaderkowych zawierajacych ATRX;

5. analize morfologii neurondéw z obnizonym poziomem biatka ATRX.

37



3. Materialy

3.1 Odczynniki chemiczne

Najczes$ciej uzywane odczynniki chemiczne na potrzeby niniejszej pracy

doktorskiej zaprezentowano w formie tabeli 3.1

Tabela 3.1 Zwigzki chemiczne

Nazwa Producent Numer katalogowy
Aceton Sigma Al1410
Alkohol etlowy bezwodny 99,8% | Gibco 16140-071
Chlorek Magnezu (MgCl,) Sigma Aldrich M8266
Chlorek potasu (KCI) POCH 794121116
Chlorek sodu (NaCl) POCH 874870116
Chlorek wapnia (CaCly) Sigma G8769
Difosforan sodu (NaH2PO4) POCH 742020112
Diwodorofosforan potasu Sigma 276855-100ML
(KH2POy)
DMSO Dimetylosulfotlenek Sigma-Aldrich 276855
EDTA POCH 396480111
EGTA BioShop EGT101.25
Gliceryna BioShop GLNO01.1
Glicyna Thermo Fisher H3570
K2SO4 POCH BA9603115
Kwas azotowy 65% POCH 531360115
Kwas borowy Sigma K3375-5G
Kwas kynureninowy Roche 11243217001
Metanol Sigma Aldrich 322415
Mleko w proszku odttuszczone Spotdzielnia Mleczarska w -

Gostyniu

Pafarormaldehyd Sigma P6148
Siarczan potasu (K2SO4) POCH 7778805
Siarczan sodu (Na2SO4) POCH 7757826
Sacharoza BioShop SUC507.1
TRIS BioShop TRS001.1
tris(hydroksymetylo)aminometan
Triton X-100 Sigma 11332481001
Tween 20 Sigma P9416
Wodorotlenek sodu (NaOH) POCH 810981118
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3.2 Material zwierzecy do wyprowadzania hodowli neuronalnych

Wszystkie procedury z wykorzystaniem zwierzat do zatozenia hodowli z oseskow
zostaly przeprowadzone zgodnie z regulacjami i za zgoda I Lokalnej Komisji Etycznej
do spraw Doswiadczen na Zwierz¢tach w Warszawie oraz z regulacjami i wytycznymi
Uniwersytetu Bordeaux CNRS oraz za zgoda Komitetu Opieki 1 Uzytkowania Zwierzat.
Oseski PO szczurow rasy Wistar pochodzily ze Zwierz¢tarni Instytutu Biologii
Doswiadczalnej PAN im. M. Nenckiego, natomiast oseski P5 szczurow rasy Wistar

pochodzity ze Zwierzetarni Uniwersytetu Bordeaux CNRS.

3.3 Odczynniki uzywane do przygotowania pozywek hodowlanych

Najczesciej uzywane odczynniki do przygotowania hodowli neuronow
przedstawiono w Tabeli 3.2. W Tabeli 3.3 zawarto sktady buforéw i pozywek uzywanych
w celu wyprowadzenia i utrzymania hodowli neuronalnych. Materiaty wykorzystywane

do hodowli neuronalnej wyszczegdlniono w Tabeli 3.4.

Tabela 3.2 Odczynniki uzywane do przygotowania pozywek hodowlanych

Nazwa Producent Numer katalogowy
B27 suplement Thermo Fisher 23227
Boraks POCH 796080110
3§ﬁ;vﬂjb“m'”a SUrOWIey | gieco 17504-044
Cysteina Lab Empire S.C. CYS555.10
GlutaMax (100x) Sigma H0887-100ML
Inhibitor trypsyny Sigma Aldrich T9253
HEPES Sigma S8830
Kwas kynureninowy Sigma Aldrich K3375-5G
Kwas pirogronowy Sigma Aldrich 107360
Laminina Roche 11243217001
Odczynnik GlutaMAX Life Technologies 35050061
Papaina Worthington LS003126
Pirogronian sodu Life Technologies 11360070
z:‘}dF"EVBVS"‘)S““’WICa bydleea || ite Technologies 16140071
Poli-D-lizyna Sigma Aldrich P7886
OptiMEM Gibco 11058021
Pozywka DMEM Thermo Fisher Scientific 11995065
Pozywka Neurobasal A 1x Life Technologies 10888022
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II)(ZZYWka minimalna MEM Life Technologies 51200046
Roztwor czerwieni . .

fenolowej Sigma Aldrich P0290
Roztwoér D-(+)-glukozy 45% | Sigma Aldrich G8769
Roztwor MEM

aminokwasow egzogennych | Sigma Aldrich M7145
100x

Roztwér penicylina- Thermo Fisher 15140-148
streptomycyna

Roztwoér soli GBSS Sigma Aldrich G9779
Surowica konska Invitrogen 16050130

Tabela 3.3 Sklad buforéw i pozywek uzytych do przygotowania dysocjowanej
hodowli neuronalnej oraz organotywej hodowli skrawkow hipokampalnych

Nazwa buforu/pozywki

Skiad

Bufor boranowy 0.1 M pH 8,5

0.1 M kwas borowy
0.1 M czertoboran sodu dziesieciowodny
(boraks)

Pozywka dysocjacyjna DM pH7,4

1 M NazSO,

0,5 M K3SO4

1 M MgCl,

100 mM CaCls,,

1 M HEPES,

2,5 M glukozy 45%,
0,5% Phenol Red,
0,1 M NaOH

Pozywka 10x Ky/Mg

10 mM kwas kynureninowy
100 mM MgCl,

5 mM HEPES

0,5% Phenol Red

NaOH do ustalenia pH

DM+Ky/Mg 90 ml DM
10 ml Ky/Mg
Roztwor papainy 9.7 ml DM+Ky/Mg

4.5 mg cysteine
25 ul 1M NaOH
100 U papaina

Roztwor inhibitora trypsyny

10 ml DM+Ky/Mg
100mg inhibitor trypsyny
15 pl NaOH

Roztwor do preparacji tkanki w hodowli
organotypowej

GBSS 99%
1% glukoza

Pozywka Neurobasal A/B27

97% NeurobasalA

2% Suplement B27

1% Penicylina/ streptomycyna
1% GlutaMax (100X)
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Pozywka MEM/FBS

MEM 82,85%

10% FBS

1% 100x MEM

3,15 % - 45% glukozy

1% GlutaMax

1% pirogronianu sodu

1% mieszaniny penicyliny i streptomycyny

MEM/HS

MEM 46,88%

25% surowica konska — HS
25% HBSS

1,12 % - 45% glukozy

1% GlutaMax

1% mieszaniny penicyliny i streptomycyny

Tabela 3.4 Materialy wykorzystywane do hodowli neuronalnej

Nazwa Producent/pochodzenie Numer
katalogowy

Inserty 0.4 pM Milicell Millipore PIHP03050
Plytki 6-dotkowe VWR 734-2323
Ptytki 12-dotkowe VWR 734-2324
Ptytki 24-dotkowe VWR 734-2325
Szklelrk’a nakrywkowe 13mm, VWR 631-0150
grubos¢ 1.5
Szklelrkra nakrywkowe 18mm, VWR 631-0153
grubos$¢ 1.5

3.4 Najczesciej stosowane roztwory

Do sporzadzania roztwordéw uzywano wody oczyszczonej przez odwrocong

osmoze i ultrafiltracje, otrzymywang przy pomocy aparatury firmy Millipore: Milli-

RO® Plus. W Tabeli 3.5 wymieniono sktady najczesciej stosowanych roztwordw.

Tabela 3.5 Sklad najczesciej stosowanych roztworéw

Nazwa Skiad
Roztwory do immunofluorescencji
10 x PBS 1,3 M NaCl; 0,07 M Na;HPO4
0,014 M KH2PO4, 0,027 M KClI
Bufor utrwalajacy 4% PFA; 4% sacharoza w 1x PBS pH 7,4
PBS-T 0,1% Triton X-100w 1 x PBS pH 7,4
Bufor blokujacy 5% BSAw1xPBS-T
Roztwory uzywane do pracy z bialkami i techniki Western Blot
10 x bufor do elektroforezy 0,25 M Tris pH 8,4; 2 M glicyna
biatek (Tris — glicyna-SDS) 10% SDS
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0,5 M Tris-HCI pH 7,5; 1,5 M NaCl

10 x TBS

1xTBS-T 0,05 M Tris-HCI; 0,15 M NaCl; 0,1% Tween20
0,025 M Tris Base; 0,192 M glicyny; 1% SDS;

1 x Bufor Towbin’a 20% metanol

0,315 M Tris-HCI pH#6,8; 50% glycerol; 10% SDS;
5 x bufor Laemmliego 25% B-merkaptoetanol; 0,0125% biekit
bromofenolowy

50 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA,
1% SDS

5% mleko odtluszczone w 1x TBS - T

1 x bufor do lizy tkanki

Bufor blokujacy blony
nitrocelulozowe

0,25% czerwien Ponceau S; 40 % metanol; 15%

Roztwoér czerwieni Ponceau S
kwas octowy

3.5 Materialy uzyte na potrzeby hodowli bakteryjnych

Do uzyskania hodowli bakteryjnych wykorzystano wyszczegdlnione ponizej
szczepy 1 podtoza:

e Szczepy bakteryjne Escherichia coli DH5a; Invitrogen

Podloza:

e LB (ang. Luria-Bertani Broth); Sigma, numer katalogowy C7352-25G

e LB Agar; Bio-Shop, numer katalogowy: LBL406

e Pozywka SOC (ang. super optimal catabolite repression), Sigma-Aldrich,
numer katalogowy: 85469

e Podloze selekcyjne LB + - LB lub LB Agar, antybiotyk chloramfenikol 100
pg/mL

Antybiotyki:
e Ampicylina, so61 sodowa (100 pg/mL); Bio-Shop; numer katalogowy: AMP201

3.6 Roztwory wykorzystane do pomiarow elektrofizjologicznych

Sktady roztwordw wykorzystanych do pomiaréw elektrofizjologicznych

przedstawiono w formie tabeli (Tabela 3.6)
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Tabela 3.6 Sklady roztworéw do elektrofizjologii

Nazwa roztworu Sklad
125 mM NacCl,

Roztwor do inkubacji, tzw. sztuczny

) i 25 mM NaHCO;3,
plyn mozgowo-rdzeniowy (aCSF) 3 mM KCl.
napowietrzanie karbogenem 2 mM CaCl,,

; | 1 mM MgCl,

X . o =
(mieszanina 95% O, — 5% CO>). 3 mM pirogronian sodu,

25 mM glukoza

125 mM Cs-metanosulfonian
10 mM CsCl,

10 mM HEPES,

Roztwor do elektrody 0.3 mM EGTA,

2 mM MgATP,

0,3 mM NaGTP,

pH=7,25

3.7 Zestawy i materialy stosowane w metodach biologii molekularnej

W metodach biologii molekularnej wykorzystano komercyjne zestawy do biologii

molekularnej zestawione w formie Tabeli 3.7.

Tabela 3.7 Komercyjne zestawy do biologii molekularnej

Nazwa Producent Numer katalogowy
Zestaw do oczyszczania
plazmidowego DNA - Plasmid | Qiagen 12162
Maxi Kit

Zestaw po pomiaru stgzenia
biatka: DC Protein Assay
Zestaw do chemiluminescencji
- Amersham ECL Prime GE Helthcare RPN2232
Western Blotting
Btony nitrocelulozowe;

Thermo Scientific 23252

Whatman Sigma Aldrich WHA1001125

Filmy $wiatloczute Foma -

Lipofectamine2000 Invitrogen 11668019
Standardy mas czgsteczkowych

PageRuler™ Fermentas 26625

Spectra™ Fermentas 26617

3.8 Odczynniki stosowane w technikach immunocytochemicznych

Liste przeciwcial uzytych w badaniach na potrzeby ninjeszej rozprawy
wymieniono w Tabeli 3.8 (przeciwciala pierwszorzedowe) oraz Tabeli 3.9 (przeciwciata

drugorzedowe).

43



Tabela 3.8 Lista uzywanych przeciwcial pierwszorzedowych

Przeciwcialo Rozcienczenie Producent Nr. katalogowy

ATRX 1:200 Santa Cruz Sc-1540B
Biotechnology

ATRX (D-5) 1:100 Santa Cruz Sc-55584
Biotechnology

B23 1:1000 Abcam ab10530

c-FOS 1:1000 Synaptic System 226004

CTCF 1:200 Santa Cruz Sc-271474
Biotechnology

DAXX 1:200 Santa Cruz Sc-7152
Biotechnology

H3K9ac 1:1000 Abcam Ab12179

H3K9me?2 1:500 Abcam Ab1220

H3K9me3 1:100 Merck Millipore 07-442

H4K20me2me3 1:500 Abcam Ab78517

NeuN 1:1000 Merck Millipore ABN91

Nukleolina 1:1000 Abcam Ab22758

Polimeraza 1:100 Santa Cruz Sc-48385

RNA | Biotechnology

PABPN1 1:1000 Abcam Ab75855

SFa66 1:100 Abcam Ab77800

UBF 1:200 Santa Cruz Sc-13125

Biotechnology

Wszystkie przeciwciata drugorzedowe uzywane na potrzeby tej pracy pochodzity

od jednego producenta - Jackson ImmunoResearch, wszytskie tez stosowane bylty w

rozcienczeniu 1:250. Szczegoty przeciwceiat drugorzegdowcy wymienione w Tabeli 3.9.

Tabela 3.9 Lista uzywanych przeciwcial drugorzedowych

Specyficznosé Florochrom nr.katalogowy.
krolik CY3 711-166-152
krolik Alexa 488 711-546-152
krolik Alexa 647 703-606-155
mysz CY3 715-165-150
mysz Alexa 488 715-545-150
mysz Alexa 647 715-606-151
kurczak Alexa 647 703-606-155
kawia domowa Alexa 647 706-605-148

Ponadto w technikach immunocytochemicznych
ponizej odczynniki:

e barwnik Hoechst 33258; Invitrogen

e Vectashield; H-1000, Vector Laboratories
¢ inhibitory proteaz i fosfataz; S8830, Sigma

zastosowano wymienione




Tabela 3.10 Lista przeciwcial uzywanych do immunodetekcji

nr.
Specyficznosé Antygen Rozcienczenie | Producent | katalogowy
przeciwciato z peroksydaza
chrzanowg z kozy 1gG myszy 1:5000 Milipore | AP308P
przeciwciato z peroksydaza
chrzanowa z kozy IgG krolika 1:5000 Milipore | AP307P

3.9 Substancje biologicznie czynne

Wykorzystywane w  do$wiadczeniach  $rodki  farmakologiczne  zebrano

I scharakteryzowano w Tabeli 3.10.

Tabela 3.11. Srodki farmakologiczne uzywane w do§wiadczeniach

Nazwa Efekt dzialania Producent Numer
katalogowy
Aktynomycyna D | Blokuje aktywnos¢ RNA Sigma Aldrich | A7030
polimerazy |
Chloramfenikol Antybiotyk BioShop CLR201.10
5-Fluorouracyl Ctyostatyk, zaburza synteze Sigma Aldrich | F-6627
RNA i DNA
1,6-Heksanodiol Rozbija stabe wodorowe Sigma Aldrich | 240117

wigzania w komoérkach
Odczynniki do wzbudzania chemicznego LTP

Forskolina Stymuluje cAMP zwigkszajac | Sigma Aldrich | F6886
jego poziom w komorce

Pikrotoksyna Wiazac sie do receptora Sigma Aldrich | P1675
GABA obniza prog
pobudzenia

Rolipram Hamuje rozktad cAMP Sigma Aldrich | R6520

poprzez zahamowanie
aktywnosci fosfodiestraze-4

3.10 Wektor plazmidowy

Wektor plazmidowy uzyty do wyciszenia endogennego genu Atrx pochodzi z
firmy OriGene i wystepuje pod nazwa: ShATRX, numer katalogowy TL704354. Plazmid
ten, jest plazmidem ekspresyjnym pGFP-C-shLenti, umozliwiajgcym jednoczesng
konstytutywng produkcje krotkiego interferujacego RNA (shRNA, ang. short harpin
RNA) oraz GFP (ang. green fluorescent protein) w komorkach ssaczych. Sekwencja

shRNA komplementarna do szczurzej, regulowana jest przez promotor polimerazy RNA
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Il - U6 RNA. cDNA kodujace GFP znajduje si¢ pod kontrolg promotora CMV. Niesie

gen opornosci na chloramfenikol.

Loop
-] g
Target Sequence 'm(‘ Target Sequence RC* Y
TITINIG GAA
200t ~2ot
t S
»* Y

A

pGFP-C-shLenti
o 8.7 kb
3
A

e

*RC: reverse complement

Myp, _ o

Rycina 3.1. Mapa plazmidu shATRX. Graficzne przedstawienie plazmidu wraz z
zaznaczonymi najwazniejszymi informacjami: promotor U6 dla szpilki RNA, promotor CMV dla
GFP, gen opornosci dla kanamycyny. Mapa pochodzi ze strony producenta (OriGene)
https://www.origene.com/catalog/vectors/shrna-vectors/tr30023/pgfp-c-shlenti-shrna-vector.

Plazmid ten zostal wykorzystany do wyprodukowania wirusa w ustugowej
Pracowni Modeli Zwierzgcych Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego

PAN w Warszawie.
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4. Metodologia

4.1 Hodowla pierwotna neuronéw hipokampa

4.1.1 Przygotowanie szkielek nakrywkowych

Pierwszym etapem przygotowawczym do hodowli hipokampa in vitro jest
przygotowanie szkietek nakrywkowych, na ktérych neurony beda hodowane. Szkietka
nakrywkowe utozono pojedynczo w porcelanowych statywach i umieszczono w 68%
kwasie azotowym na 48 godz. Po tym czasie ptukano je osiem razy, co 15 min.
w kolejnych zmianach wody MiliQ, a na koniec suszono i sterylizowano w piecu w temp.
180°C przez 3 godz. Dzien przed planowang hodowla szkietka nakrywkowe umieszczano
w ptytce, odpowiednio 12 lub 24-dotkowej, pokrywano kropla mieszaniny poli-D-lizyny
(0,05 mg/mL) z lamining (0,25 mg/mL) w buforze boranowym i inkubowano przez noc
w temp. pokojowej, chronigc ptytki przed $wiattem ze wzgledu na $wiattoczutosc
lamininy. Nastepnego dnia szkielka ptukano 3-krotnie sterylng wodg destylowana.
Po serii ptukan szkietka suszono i tak pozostawiano do momentu uzycia. Szkietka pokryte
PDL z dodatkiem lamininy zapewniajg dobra przyczepnos¢ komoérek do podtoza, ponadto
laminina oprocz wspomnianej adhezji wydhuza zywotnos$¢ komorek (Sendrowski i in.,

2008).

4.1.2 Izolacja hipokampa i zakladanie hodowli hipokampalnej in vitro

Przed preparatyka wszystkie roztwory oraz narzedzia wysterylizowano
w autoklawie. Tkanki z nowonarodzonych oseskow pobierano w sterylnych warunkach.
Po humanitarnym u$mierceniu zwierzecia, dekapitowane glowy umieszczono na lodzie,
a nastgpnie przeprowadzono izolacj¢ mozgu. Poprzez rozcigeie powlok skornych
I czaszki wydobyto mdzg za pomocg sterylnej szpatutki i umieszczono go w zimnym
roztworze DM-Ky/Mg na lodzie. Po przecigciu mozgowia na pot, wzdhuz poédikul,
wydobyto pien mozgu i blony zewngtrzne. Struktura hipokampa jest tatwa w ocenie
morfologicznej (Ryc. 1.2), co byto znaczacym utatwieniem przy izolacji. Wyizolowane
hipokampy umieszczono na lodzie w zimnym roztworze DM-Ky/Mg nastepnie delikatnie
przenoszono je do proboéwki typu falcon o objetosci 50 ml zawierajgcej zimny roztwor
DM-Ky/Mg. Nastepnie trzykrotnie przemyto §wiezym, zimnym roztworem DM-Ky/Mg,

po czym usuni¢to roztwor znad hipokampow i dodano 5 ml roztworu zawierajacego
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100 jednostek papainy, cato§¢ dwukrotnie inkubowano przez 15 min. w cieplarce
z delikatnym mieszaniem (temp. 37°C). Po tym czasie delikatnie odciggnigto roztwor
znad hipokampow i dwukrotnie cieptym DM-Ky/Mg, a nastepnie trzykrotnie cieptym
roztworem MEM+FBS przeptukano tkanke 1 usuni¢to caty roztwoér znad hipokampow.
W 2 ml pozywki MEM+FBS przeprowadzono dysocjacje hipokampow uzywajac do tego
sterylnych koncowek do pipet typu eppendorf o objgtosci 1 ml. Zawiesing komorek
hipokampa przeniesiono do probowki typu falcon zawierajacej 20 ml cieptego (37°C)
roztworu MEM+FBS, a nastepnie zwirowano przez 10 min. przy 10 000 rpm w temp.

pokojowej. Supernatant odebrano, a komoérki zawieszono w 2 ml pozywki MEM/FBS.

4.1.3 Wysiewanie komoérek oraz warunki hodowli

Do dotkéw ptytki ze szkietkami opisanej w podrozdziale 4.1.1. dodano
odpowiednio po 500 ul MEM/FBS na dotek ptytki 24-dotkowej i 1000 pl MEM/FBS na
dotek ptytki 12-dotkowej. Zawiesing komoérek w 2 ml roztworu MEM/FBS zliczono
w komorze Biirkera i wysiano w ilosci 75 000 komoérek na wcezesniej przygotowane
szkietko nakrywkowe o $rednicy 13mm lub w gestosci 100 000 komorek na szkietko 0
srednicy 18 mm. Ptytki umieszczono w inkubatorze, w warunkach o temp. 37°C
1 atmosferze zawierajacej 5% CO2. Po trzech godzinach (jest to czas umozliwiajacy
komorkom osadzenie si¢ na szkietkach pokrytych PDL) zmieniono roztwor na pozywke
hodowlang Neurobasal A suplementowane B27. Drugiego dnia od zatozenia hodowli
dodano roztwor AraC do koncowego stezenia 2,5 uM w celu eliminacji komérek makro-
I mikrogleju, oraz ewentualnych fibroblastow. Po czternastu dniach od zatozenia hodowli
szkietka z dobrze rozwinigtymi kulturami komoérkowymi wykorzystano do dalszych

badan.

4.2 Transfekcja neuronéw hipokampalnych metoda lipofekcji

Hodowle neuronalne transfekowano w 3 lub 7 dniu hodowli in vitro (DIV3 lub
DIV7) przy uzyciu metody lipofekcji. Przed rozpoczgciem procedury przygotowywano
podtoze kondycjonowane poprzez dodanie 500 pl §wiezej pozywki NB-A/B27 do dotkow
z hodowanymi neuronami. Po uplywie co najmniej godziny pobierano 250 pl pozywki
kondycjonowanej NB-A/B27 z dotkéw z hodowlami neuronalnymi i zahowano do uzycia

w dalszym etapie procedury. Ponizsza procedura opisuje transfekcje neuronow
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hipokampalnych hodowanych w 1 dotku szalki 24-dotkowej. Do 1 pg DNA dodawano
50 pl podtoza NB-A, rownolegle przygotowywano mieszaning sktadajaca si¢ z 1,6 pl
Lipofectamine 2000 oraz 50 pl podtoza NB-A. Obie te mieszaniny tgczono, a nastepnie
bezposrednio zakraplano do dotka. Po uptywie godziny zmieniano pozywke na podtoze

sktadajace si¢ z podtoza kondycjonowanego i niekondycjonowanego w stosunku 1:1.

4.3 Organotypowe hodowle skrawkow hipokampalnych

Hodowle skrawkow hipokampalnych wyprowadzane byty ze szczurzych oseskow
w 5 dniu po narodzinach (P5), zgodnie z protokotem opisanym przez Stoppini (Stoppini
i in., 1991). Z mozgdéw izolowano hipokampy (analogicznie jak w podrozdziale 4.1.2.),
ktore nastgpnie cieto koronalnie na skrawki o grubosci 300 um, przy uzyciu
elektrycznego ostrza do tkanek (ang. tissue chopper). Izolowanie hipokampow
przebiegato w zimnej pozywce GBSS + glukoza. Skrawki umieszczano po 4-5 sztuk na
insertach hodowlanych w ptytce 6-dotkowej i inkubowano w temp. 36°C w atmosferze
5% CO.. Trzeciego dnia in vitro (DIV3) pozywke suplementowano AraC, a nastgpnie

podtoze hodowlane zmieniano co 2 dni.

4.4 Elektrofizjologia technikg whole-cell patch-clamp

Celem analizy zmian funkcjonalnych komorek pobudzonych cLTP (ang. chemical
long term potentation) zastosowano technike rejestracji elektrofizjologicznej
z pojedynczych neuronow metoda patch-clamp w konfiguracji whole-cell, w hodowlach
organotypowych stymulowanych przez 2 godz. roztworem odczynnikow wywotujacych
CLTP (50 uM forskolina, 50 pM pikrotoksyna oraz 0,2 uM rolipram). Kontrole
traktowano rowng objetoscig rozpuszczalnika DMSO rowniez przez 2 godz. Prady
rejestrowano przy uzyciu wzmacniacza ITC-18 HEKA (HEKA Elektronik). Sygnaty
analogowe filtrowano dolnoprzepustowo przy 10 kHz i zbierano przy 20 kHz przy uzyciu
oprogramowania PatchMaster. Skrawki przenoszono do komory rejestracyjnej
zanurzonej i stale perfundowanej w sztucznym ptynie mozgowo-rdzeniowym (aCSF).
Kapilary ze szkta borokrzemianowego o rezystancji 3-5 MQ wypelniono roztworem
elektrodowym. Miniaturowe prady postsynaptyczne (MEPSC) rejestrowane byly

w konfiguracji ,,whole-cell” w trybie stabilizacji napigcia przy -70 mV w temp. 36°C.

Analizowano dwa parametry: amplitude pojedynczych zdarzen mEPSC

wywotanych spontanicznym uwolnieniem neuroprzekaznika oraz interwaty czasowe
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mi¢dzy zdarzeniami. Do analizy danych wykorzystano program IgorPro (Wavemetrics,
USA) oraz pClamp 10.3 (Molecular Devices, Axon Instruments, Sunnyvale, CA, USA).

4.5 Transdukcja wektorem wirusowym

Hodowle neuronalne transdukowano w 3. dniu hodowli in vitro (DIV3) wektorem
wirusowym z rodzaju lentiwirusow drugiej generacji wyprodukowanym w Pracowni
Modeli Zwierzecych Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN im. M Nenckiego.
Do produkcji wirusa uzyto DNA plazmidowego z podrozdziatu 3.10 Transdukcje
przeprowadzono poprzez dodanie do hodowli neuronow odpowiedniej objetos¢ pozywki
z wirusem tak, aby stosunek liczby czastek wirusa do liczby komoérek docelowych
wynosit 200 MOI (ang. multiplicity of infection). Komoérki hodowano przez kolejne dnie

i wykorzystano do dalszych eksperymentéw w 14 dniu hodowli (DIV 14).

4.6 Pobudzenie neuronéw cLTP

Dhugotrwate wzmocnienie synaptyczne byto wzbudzane w 14-dniowych (DIV14)
neuronach hipokampalnych poprzez chemiczng indukcje mieszaning forskoliny (50 uM),
rolipramu (50 nM) oraz pikrotoksyny (200 uM). Odczynniki te rozpuszczone byly w
DMSO, dlatego tez jako kontrolg uzywano tej samej objg¢tosci DMSO. Forskolina
bezposrednio stymuluje cyklaze adenylowa (cAMP), tym samym zwigkszajac jej poziom
w komorce. Rolipram wspiera to dziatanie poprzez zahamowanie fosfodiesterazy-4 (ang.
Phosphodiesterase 4, PDE4), ktéra w fizjologicznych warunkach rozktada cAMP
(Otmakhov i in., 2004). Pikrotoksyna obniza prog pobudzenia i poteguje efekt
pobudzenia, poniewaz jako antagonista receptora GABA blokuje naplyw jonow
chlorkowych do komorki, co powoduje ze nie dochodzi do wyciszenia sygnatu.
Jak wspomniano we Wstegpie, wysoki poziom cAMP indukuje szereg szlakoéw
przekazywania sygnatow, w tym tych odpowiedzialnych za aktywacje kinazy A i kinaz
MAP oraz ekspresj¢ genéw odpowiedzi wezesne;.

Ponizsza procedura opisuje wzbudzenie neuronéw  hipokampalnych
hodowanych w 1 dotku szalki 24-dotkowe;j. Do 20 ul podtoza NB-A dodano mieszaniny
CLTP lub analogicznej objetosci DMSO, a nast¢pnie bezposrednio zakraplano mieszaning
do dotka. Po uplywie dwoch godz. cato§¢ pozywki $ciggano znad dotka i utrwalano

komorki. W przypadku eksperymentow pokazujgcych zmiany w czasie (ang. time course)
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komorki utrwalano w okreslonych punktach czasowych, od 10 min do 3 godz. po dodaniu
CLTP.

4.7 Odplukiwanie mieszaniny cLTP

Neurony stymulowane w sposob opisany W podrozdziale 4.6 zostaly poddane
odplukiwaniu poprzez odebranie catosci pozywki zawierajacej mieszaning do CLTP i
dodanie kondycjonowanej pozywki NB-A. Nastepnie neurony utrwalano w wybranych

punktach czasowych — po uptywie od 10 min. do 3 godz.

4.8 Utrwalanie komorek

Do utrwalenia komodrek uzywano 4% paraformaldehydu (PFA) w buforze
fosforanowym (PBS). Do utrwalenia komoérek celem obrazowania drzewek
dendrytycznych uzywano 4% PFA z 4% sacharoza w buforze fosforanowym (PBS).
Najpierw odbierano catos¢ pozywki znad komoérek a nastepnie delikatnie dodawano 4%
PFA ogrzanego do temp. 37°C i inkubowano przez 10 min. w temp. pokojowej. Po tym
czasie odbierano calg objetos¢ PFA i plukano komorki PBS. Utrwalone komorki

przechowywano w temp. 4°C w roztworze PBS.

4.9 Barwienie immunofluorescencyjne

Procedura znakowania obejmowata dwa dni. Wszystkie bufory miaty temp.
pokojowa. Pierwszego dnia utrwalone komorki trzykrotnie przeptukano buforem PBS po
10 min., za kazdym razem odciagajac bufor i zastgpujac go Swiezym, a nast¢pnie
permabilizowano komorki przez 10 min. 0,1% roztworem TritonX-100 w PBS
1 ponownie przeptukano buforem PBS jak wcze$niej. Niespecyficzne miejsca wigzania
przeciwciat blokowano 5% roztworem BSA w buforze PBS przez godz. Inkubacja
z przeciwciatem pierwszorzedowym w 5% roztworze BSA w buforze PBS trwata przez
noc w temp. 4°C. Pierwszorzedowe przeciwciala wykorzystane w pracy przedstawiono
w Tabeli 3.8. W przypadku stosowania wigce] niz jednego przeciwciata
pierwszorzgdowego neurony inkubowano jednocze$nie dwoma przeciwciatami
pierwszorzgdowymi z zaChowaniem zasady, iz kazde przeciwcialo pochodzi od innego
gospodarza. Nastepnego dnia nieswoiScie zwigzane przeciwciata oraz ich nadmiar
odptukano trzykrotnie 0,1 % roztworem TritonX-100 (3 x 5min.). Nastepnie komorki

inkubowano z przeciwcialem drugorzedowym skoniugowanym z fluorochromem.
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Liste przeciwciat drugorzedowych wymieniono w Tabeli 3.9. Inkubacja trwata 60 min.,
w temp. pokojowej, w ciemnosci, aby zapobiec wyswiecaniu fluorochromu, po czym
odptukano nadmiar przeciwciat PBS-T (3xbmin.) i dwukrotnie przeptukano PBS (po 5
min.). W celu uwidocznienia jader komérkowych zastosowano znakowanie barwnikiem
Hoechst o stezeniu 1pg/ml w PBS przez 5 min. Po tym czasie ponownie przeplukano
0,1% roztworem tritonu oraz PBS-T (3x5min, 1x5min). Gotowe preparaty zamknigto na
szkietkach podstawowych przy pomocy Vectashield. Brzegi szkietek nakrywkowych
dodatkowo zabezpieczono przed wysychaniem transparentnym lakierem do paznokci.

Gotowe preparaty przechowywano w temp. -20°C w zaciemnianych pudetkach.

4.10 Indukcja stresu jaderkowego

Celem zahamowania transkrypcji i wywotania stresu jaderkowego uzyto
inhibitora polimerazy RNA | - D-aktynomycyny o stg¢zeniu 0,05ug/ml w przedziale
czasowym od 10 min. do 4 godz. poprzez dodanie do pozywki z neuronami odpowiedniej
objetosci inhibitora. Nastepnie komorki stymulowano przez 2 godz. cLTP, jako kontroli
uzyto analogicznej objetosci rozpuszczalnika DMSO.

Inng metoda wywolania stresu jaderkowego jest zahamowanie dojrzewania rRNA
przy uzyciu 5-fluorouracylu. Nalezy on do analogéw pirymidyn i stosowany jest jako
cytostatyk w leczeniu nowotworow a takze jest jednym z czynnikow powodujacych stres
jaderkowy (Rubbi i Milner, 2003). Dodanie 10 uM 5-FU na 24 godz. do pozywki
hodowlanej komorek in vitro powoduje zahamowanie procesu dojrzewania prekursorow

rybosomalnego RNA. Jako kontrolg uzyto analogiczng objetos¢ rozpuszczalnika DMSO.

4.11 Analiza struktury jaderkowych cialek ATRX

W celu okreslenia wiasciwosci jaderkowych struktur znakowanych ATRX
uzytam 1,6-heksanodiolu powodujacego rozbicie stabych wigzan hydrofobowych
w neuronach in vitro. 1,6-heksanodiol jest alkoholem powodujacym rozbicie
hydrofobowych wigzan (ang. liquid-liquid phase separation). Heksanodiol rozpuszczony
w pozywce NB-A dodano do pozywki w dotkach ptytki z neuronami in vitro tak, aby jego
stezenie koncowe wynosito 5% i inkubowano przez 10 min. w temp. pokojowej. Po tym

czasie komorki utrwalono jak opisano w podrozdziale 4.8.
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4.12 Hodowle bakterii

4.12.1 Warunki hodowli bakterii

Do hodowli bakterii uzywano podtoza ptynnego LB oraz podioza statego LB
z dodatkiem 1,5% agaru. Po procesie autoklawowania i schtodzeniu do temp. 50°C, do

podtoza dodawano chloramfenikol o st¢zeniu koncowym 34 ug/ml.

4.12.2 Produkcja i izolacja bakterii

Do produkeji i izolacji pojedynczych klonéw bakteryjnych uzywano podioza
statego LB. Podloze wylewano na szalki Petriego, pozostawiano do zastygniecia, po
czym suszono w temp. 37°C przez 1 godz. Zawiesing bakterii rozprowadzano glaszczka
po powierzchni szalki, a nastgpnie hodowano w 37°C przez 18 godz.W celu izolacji
plazmidowego DNA pojedyncze kolonie bakteri namnazano w ptynnym podtozu LB.
Podtoze =zaszczepiano bakteriami 1 hodowano 2z wytrzagsaniem 250 rpm

w temp. 37°C przez 18 godz. (namnazanie plazmidowego DNA).

4.13 lzolacja plazmidowego DNA

DNA plazmidowe, ktore w pdzniejszych etapach bylo uzywane do transfekcji
komorek eukariotycznych, powinno charakteryzowac si¢ wysokim stopniem czystosci
oraz by¢ wolnym od endotoksyn. Do oczyszczenia plazmidowego DNA uzyskanego jak
opisano w podrozdziale 4.14 uzywano zestawow firmy Qiagen Plasmid Maxi Kit
Procedura izolacji DNA przebiegala zgodnie z protokotem dotaczonym do zestawu.

Stezenie 1 czysto$¢ preparatow DNA ustalano spektrofotometrycznie poprzez
pomiar absorbancji przy dlugosciach fal 260 nm 1 280 nm, z uzyciem spektrometru
NanoDrop One (Thermo Scientific). Czysto$¢ preparatow okre§lano poprzez
wyznaczenie wspotczynnika A260nm/A280nm. Preparat DNA uznawano za czysty

woweczas, gdy warto$ci wspolczynnika miescity si¢ w zakresie 1,8 - 2,0.

4.14 Przygotowanie ekstraktow bialkowych z hodowli komérkowych i oznaczanie

stezenia bialka

Szescio-dotkowa ptytke z neuronami przeznaczonymi na ekstrakty biatkowe
do elektroforezy biatek umieszczono na lodzie i przeptukano zimnym PBS. Nastepnie
neurony zalewano buforem RIPA z dodatkiem inhibitorow proteaz i zdrapywano przy
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uzyciu skrobaka cytologicznego (zdrapywaczki) oraz koncoéwki pipety typu eppendorf.
Nastepnie lizaty przenoszono pipeta do probowek i wykorzystywano do dalszych
doswiadczen lub zamrazano w temp. - 80°C.

Oznaczanie stgzenia biatka w ekstraktach biatkowych wykonywano w ptytkach
96-dotkowych przy uzyciu zestawu do oznaczania stezenia biatka — BCA Protein Assay,
zgodnie z instrukcja dotaczong przez producenta. Krzywa wzorcowa wyznaczano
na podstawie rozcienczen BSA w buforze, ktérego uzywano do lizy. Analizowany
materiat mierzony byt w dwoch rozcienczeniach. Kazde rozcienczenie BSA 1 badanych
probek, powtarzane bylo w trzech dotkach. Po zakonczeniu reakcji detekcji biatek,
warto$ci absorbancji odczytywano przy dlugosci fali 595 nm w czytniku do plytek
96-dotkowych (Bio-Rad). Odczyty dla znanych ilosci BSA stuzyly wykresleniu krzywej
wzorcowej, do ktorej dopasowywano funkcje liniowa. Rownanie funkeji stuzyto

nastepnie do wyliczenia stgzen biatka w analizowanych ekstraktach.

4.15 Technika Western Blot

4.15.1 Elektroforeza bialek w warunkach denaturujacych

Elektroforeze biatlek w zelu denaturujgcym (ang. Sodium Dodecyl Sulfate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE) przeprowadzano zgodnie z procedura
opisang przez Laemmliego (1970 r.). Rozdziat biatek wykonywano przy uzyciu systemu
Mini-Protean Il (Bio-Rad). Przygotowywano dwuwarstwowe zele poliakrylamidowe
0 wymiarach 80 x 100 x 1 mm. Pierwszg warstwe od gory stanowil zel zaggszczajacy o
dhugosci okoto 2 cm, sktadajacy si¢ z: 4% akrylamid/bis-akrylamid (9:1); 0,125 M Tris-
HCI pH 6,8, natomiast drugg warstwe stanowit Zel rozdzielajacy zawieral: 6-12%
(wyzsze stezenia stosowano w celu analizy biatek o nizszej masie czasteczkowe;j)
akrylamid/bis-akrylamid (9:1); 0,375 M Tris-HCI pH 8,8. W sktadzie obu zeli znajdowat
si¢ 0,1% SDS. Polimeryzacja zeli byta indukowana przez dodanie nadsiarczanu amonu 1
katalizatora TEMED do st¢zen odpowiednio 0,05% i 0,1%. Do probek biatkowych, przed
natozeniem na zel, dodawano odpowiednig objetos¢ 5x stezonego buforu Laemmliego,
a nastepnie podgrzewano w bloku termicznym przez 5 min. w temp. 95°C. Elektroforezg
prowadzono w buforze do elektroforezy biatek. Do momentu przejécia czota barwnika
przez granice zelu rozdzielajacego, elektroforeze prowadzono przy napigciu 90V,

a nastepnie przy 140V do momentu przejscia okreslonej wysokosci barwnika. W celu
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wyznaczenia mas czasteczkowych analizowanych bialek uzywano komercyjnych

wzorcOw M. Cz. bialek wymienionych w podrozdziale 3.5., Tabela 3.7.

4.15.2 Immunodetekcja

W celu przeprowadzenia immunodetekcji z przeciwciatami, po zakonczeniu
rozdzialu elektroforetycznego, biatka przenoszono z zelu na btong nitrocelulozowag
(Whatman) metoda mokrego elektrotransferu w buforze Towbina w aparacie firmy
BioRad, stosujgc prad o stalym natezeniu 250 mA przez 1,5 godz. w temp. 4°C.
W przypadku transferu duzych biatek o m. cz. przekraczajacej 300kDa (jakim jest ATRX)
elektortransfer trwat cata noc (16 godz.) i stosowano state napigcie o wysokosci 100 V.
W celu oceny jakos$ci i wydajnosci transferu, po jego zakonczeniu biatka immobilizowane
na blonie nitrocelulozowej barwiono w roztworze czerwieni Ponceau S w celu oceny
jakosci transferu. Nastepnie btong odptukiwano buforem TBS-T, blokowano inkubujac
przez 1 godz. w temp. pokojowej w buforze do blokowania btony nitrocelulozowej po
elektrotransferze. Membrange inkubowano przez noc w 4°C z przeciwcialem
pierwszorzgdowym, odpowiednio rozcienczonym w buforze do blokowania
zawierajagcym 5% mleko, badz 5% BSA w TBS-T (Tabela 3.5). Nastepnego dnia btone
ptukano szeséciokrotnie buforem TBS-T (kazdorazowo przez 10 min.), po czym
inkubowano przez 1 godz. w temp. pokojowej z odpowiednim przeciwcialem
drugorzgdowym sprz¢zonym z peroksydaza chrzanowa, rozcienczonym w buforze do
blokowania. Blon¢ ponownie ptukano, a nastepnie przeprowadzano detekcje reakcji
z przeciwciatami stosujac zestaw do chemiluminescencji - Amersham ECL Prime
Western Blotting. Do wizualizacji wyniku wykorzystywano bton¢ $wiatloczuta. Lista

przeciwcial uzytych w technice Western Blot znajduje si¢ w Tabeli 10 3.

4.16 Zbieranie i analiza obrazéw mikroskopowych

4.16.1 Mikroskopia fluorescencyjna

Materiat do analizy obrazu zbierano przy uzyciu kamery cyfrowej potaczonej
z mikroskopem fluorescencyjnym firmy Nikon. Celem obrazowania drzewka
dendrytycznego neuronéw z hodowli in vitro obrazy zbierano przy uzyciu suchego

obiektywu powigkszajacego 20 razy. Do obstugi kamery cyfrowej, zapamigtywania
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1 wstgpnej obrobki zdje¢ otrzymanych przy uzyciu mikroskopu Nikon uzywano program
Image Pro Plus (MediaCybernetics).

4.16.2 Mikroskopia konfokalna

Material do analizy obrazu zbierano przy uzyciu kamery cyfrowej potaczonej
z systemem fotopowielacz—detektor mikroskopu konfokalnego LSM 780 firmy Zeiss lub
Zeiss LSM 800 Airyscan (Pracownia Obrazowania Struktury i Funkcji Tkankowych,
Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego, PAN). Do obrazowania
wykorzystywano obiektyw immersyjny 63x/1.4 oraz lasery diodowe o nastepujacych
dhugosciach fal: 405 nm (wzbudzenie barwnika Hoechst), 561 nm (wzbudzenie
fluorochromu CY3), 647 nm (wzbudzenie fluorochromu Alexa 647). Ponadto uzywatam
lasera argonowego 488 nm (wzbudzenie fluorochromu Alexa 488).

Z kazdego preparatu wybieralam co najmniej 5 p6l widzenia i skanowantam
z rozdzielczoscig 80 nm x 80 nm x 210 nm W 0Si X, Y, cata grubo$¢ pojedynczej warstwy
komoérek na preparacie (zwykle okoto 60-70 warstw) celem uzyskania pdzniej
trojwymiarowej rekonstrukcji do dalszej analizy. Kazdorazowo podczas skanowania
zbierano rowniez obraz kKulek kalibrujacych o srednicy 500 nm dla wszystkich czterech
zakresow dlugosci fal 1 na podstawie ich potozenia dokonywano korekcji przesunigcia
pomiedzy poszczegdlnymi kanatami. Calo$¢ obrazowania i korekcji przeprowadzono
przy uzyciu programu ZEN (Blue i Black edidion, ZEN). W rozdziale Wyniki
przedstawiono obrazy reprezentujace pojedynczg, Srodkowa warstwe neurondow
o grubosci 0,21 um lub ztozenie wszystkich warstw wzdtuz osi Z, o czym informowano

w opisie rycin.

4.17 Analiza obrazow

Wszystkie obrazy analizowano w programie ImageJ (Fiji) z wykorzystaniem
nastepujacych ,,wtyczek”: Colocalization colormap, NeuronJ, 3D segmentation oraz
RGB Profile.

Do analizy rekonstrukcji jader neuronéw 3D wykorzystatam program PartSeg
(Bokota i in., 2021)
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4.17.1 Analiza w programie ImageJ

4.17.1.1 Pomiar intensywnosci sygnalu fluorescencji w programie ImageJ

Obrazy analizowano przy uzyciu programu Image]. Poprzez zlozenie
pojedynczych warstw ze wszystkich glebokosci preparatu (Z-stack) uzyskano
maksymalng projekcje sygnatu z ktorej nastepnie mierzono pola (ROI) o tej samej
powierzchni przy uzyciu opcji Measure. Wykresy przedstawiaja wartosci (w jednostkach

umownych) dla poszczegolnych wariantow.

4.17.1.2 Analiza kolokalizacji

Analizy kolokalizacji dokonano dzigcki mapie koloréw kolokalizacji
(Colocalization colormap), ktora jest ,,wtyczka” programu Image)J pozwalajaca na
analizg ilo$ciowa i wizualizacje¢ kolokalizacji w postaci mapy kolorow (Gorlewicz, 2020)
poprzez analiz¢ dystrybucji pomiedzy parami korespondujacych ze sobg pikseli dwoch
roznych kanatéw. Algorytm tej ,wtyczki” opiera si¢ na kalkulacji znormalizowanych
wartos$ci pikseli podzielonych przez iloczyn maksymalnych $rednich odchylen. Nastepnie
dla kazdego zbioru (x,y) skoordynowano znormalizowany iloczyn odchylenia §redniego

(nMDP, ang. normalized mean deviation product):

. (Ai-A)(Bi-B)

(Amax—i) (Bmax—ﬁ)

[13%2]

gdzie: Ai oraz Bi sa wartosciami dla  konkretnego piksela 17,
A i B sg $rednimi, Amax oraz Bmax sg najwyzszymi warto$ciami intensywnosci pikseli

w danych sygnatach A oraz B.

Dzigki temu generowana jest mapa korelacji, ktora jest dystrybucja przeliczonych
wartosci nMDP w skali od -1 do 1, gdzie -1 oznacza brak kolokalizacji a 1 silng
kolokalizacje. Obraz koncowy przedstawia wynik kolokalizacji dwoch kanalow w postaci
mapy ciepta, gdzie ciepte kolory koresponduja z wysoka kolokalizacja - wartosciami
powyzej 0, natomiast zimne z brakiem kolokalizacji - warto$ci ujemne. Metoda ta

przelicza takze indeks korelacji (Icorr), ktory reprezentuje frakcje pozytywnie
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skorelowanych (kolokalizujacych) pikseli. Dla przyktadu Icorr 0.95 oznacza natozenie

kolokalizacji w 92%, natomiast Icorr 0.50 oznacza 0% kolokalizacjg.

4.17.1.3 Wyznaczenie profilu RGB

Do wyznaczenia profilu RGB (ang. Red Green Blue) wykorzystano wtyczke
programu ImagelJ, ktora umozliwia doktadng oceng kolokalizacji. Po konwersji obrazu
do RGB wyznaczono za pomocg strzalki przekrdj jadra a nastgpnie wyznaczono profil
intensywnos$ci fluorescencji dla danego przekroju i zaprezentowano go w postaci
wykresu, gdzie na osi y sg warto$ci intensywnos$ci fluorescencji, a na osi x odlegtos¢
wyznaczona przez strzatke (odleglos¢ mierzona w pikselach). Poczatek strzatki wyznacza

0 na osi X.

4.17.2 Analiza w programie PartSeg

Do analizy uzyskanych obrazow mikroskopowych wykorzystano program
PartSeg (Bokota i in., 2021), ktory posiada dwa moduty — ROI Mask oraz ROl Analysis.
Pierwszym krokiem do analizy byto przeprowadzenie segmentacji jader komorkowych
przy wykorzystaniu modutu ROI Mask. Na podstawie sygnalu pochodzacego ze
znakowania DNA, o manualnie dobranej wartosci tak, aby zaznaczona byta cata objetosc
jadra, program tworzyl maske stanowigca trojwymiarowe granice jadra. Nastepnie
wyodrebnione pojedyncze jadra byty poddane dalszej analizie z wykorzystaniem modutu

ROI Analysis.

4.18 Analiza statystyczna wynikow

Analizy ilosciowe powstaly w oparciu o co najmniej 3 niezalezne powtdrzenia
biologiczne. Do opracowania wynikow statystycznych wykorzystano program
GraphPrism. Wyniki przedstawiono jako wykresy stupkowe przedstawiajace $rednie
z podaniem bledow standardowych sredniej (SEM) jako stupki btedéw. Normalnosé
rozktadow sprawdzano testem Shapiro-Wilka lub, gdy liczebnos$¢ na to nie pozwalata,
testem Kolmogorova-Smirnova. Istotno$¢ statystyczng réznic pomigdzy dwiema grupami
badano testem t Studenta dla rozktadow normalnych, badz testem U Manna Whitneya
w przypadkach odchylenia od rozktadu normalnego.Za krytyczny poziom istotnosci
przyjeto standardowo wartos¢ p<0,05 a poziomy istotnosci oznaczano odpowiednio:
* dla p<0,05; ** dla p<0,01; *** dla p <0,001. Dla wynikoéw nieistotnych statystycznie

uzyto oznaczenia ,,ns”.
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5. Wyniki

5.1 Lokalizacja bialka ATRX w neuronach hipokampalnych szczura

Jak opisano w rozdziale 1.7 Wstepu wiekszo$¢ badan nad biatkiem ATRX
w komorkach zdolnych do podziatu wskazuje na jego lokalizacje w powtarzalnych,
heterochromatycznych regionach genomu. W tych miejscach ATRX odgrywa
pomocniczg rolg w szerokim zakresie procesow jadrowych, ulatwiajac replikacje,
modyfikacje chromatyny i transkrypcj¢. Badania opisane w niniejszej rozprwie dotycza

neuronow - komorek terminalnie zroznicowanych, niepodlegajacych dalszym podziatom.

5.1.1 Lokalizacja biatka ATRX w niepobudzonych neuronach hipokampalnych
szczura

W  celu zbadania lokalizacji biatka ATRX w dojrzalych neuronach
hipokampalnych pochodzacych z 14 dnia hodowli in vitro (DIV 14) przeprowadzono
barwienie z uzyciem przeciwciata specyficznie rozpoznajacego biatko ATRX (Ryc. 5.1).
Biatko ATRX w niepobudzonych neuronach hipokampalnych szczura wystepuje
W jadrze komorkowym w rozproszeniu w calej objetosci jadra. Jego zaggszczenie
wystepuje w ciatku Barra. Ponadto zageszczenia ATRX wystepuja z zageszczeniami
heterochromatyny (DNA foci i/lub chromocentra), jednak nie jest to reguta, poniewaz
zaobserwowalam zaréwno chromocentra z kolokalizacjag ATRX oraz chromocentra
pozbawione ATRX. Poza chromocentrami ATRX tworzy takze skupienia w innych
obszarach chromatyny, widoczne na Rycinie 5.1 jako skondensowane znakowanie
ATRX. W jaderku zaobserwowaé¢ mozna nieopisane dotad kuliste struktury jaderkowe

silnie wyznakowane ATRX.
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ATRX DNA Scalenie

Scalenie

Powiekszenie

Rycina 5.1. Lokalizacja bialka ATRX w jadrze niepobudzonych neuronow hipokampa.
Znakowanie immunofluorescencyjne biatka ATRX (czerwony), DNA (niebieski), uwidocznione
na obrazach z mikroskopu konfokalnego. Obrazy sa wynikiem scalenia warstw w osi Z. Dolny
panel przedstawia powigkszenie wybranych reprezentatywnych jader neuronéw. Skala 5 pm.

5.1.2 Lokalizacja biatka ATRX w jadrach pobudzonych neuronow hipokampalnych

szczura w modelu chemicznie wywolywanego LTP

Wykazalismy, ze w wyniku pobudzenia chromatyna neuronéw podlega globalne;j
restrukturyzacji i proces ten jest zalezny od deacetylazy HDAC1 (Grabowska i in., 2022).
W wyniku stymulacji hipokampalnych neuronéw cLTP dochodzi do rearanzacji
chromatyny. Proces ten zaczyna si¢ bezposrednio tuz po indukcji pobudzenia i
manifestuje si¢ poczatkowo formowaniem skupisk skondensowanej chromatyny (DNA
foci). Wraz z trwaniem pobudzenia dochodzi do coraz silniejszego upakowania DNA w
dobrze rozpoznawalne domeny. Zmiany te dotycza zaréwno chromatyny polozone;j
centralnie, jak i tej zlokalizowanej tuz pod otoczka jadrowa.

Wzér znakowania ATRX wykazuje kolokalizacje przy kondensujacej si¢
chromatynie (Rycina 5.2). Wraz ze wzrostem czasu pobudzenia dochodzi do silniejszej
kolokalizacji ATRX i DNA. Uwage zwracajg rowniez obszary ze skupieniem biatka

ATRX, w ktorych nie ma silnie skondensowanej chromatyny.
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ATRX DNA nalozenie
©
° 3
E=R
s/ o
N

=
e
n
£

e
o
—

CLTP — punkty czasowe
30 min

60 min

120 min

ERANRE

Profil RGB kolokalizacja

Intensywnos¢ sygnatu

Odleglos¢ (piksele)

.8 =
2z P
§
2
z
3
¢
B
H
g
£
Odleglo$¢ (piksele)
2
2
g
z
H
8
g
B
2
L
g ]
Icorr 0.57
Odleglos¢ (piksele)
2
g
H
3 N
€ ~_3
i
5 (
£ | .7
Icorr 0.63
Odleglo$¢ (piksele)
2
g
2
w
b
¢
H 1
g i i
£ 1 i
2 !
Odleglo$¢ (piksele)
2 A
E Cha ‘
5
> N, 1 1
> 23
3
g
B
H
g
£
Odleglosc¢ (piksele)
Ciatko Barra

-Chromocentrum z kolokalizacja ATRX
-Chromocentrum bez kolokalizacji ATRX

>
——

>Chromocentrum otoczone przez ATRX

1
=

Przedzial interchromatynowy

Rycina 5.2. Lokalizacja bialka ATRX w jadrze pobudzonych neuronow Znakowanie

immunofluorescencyjne biatka ATRX (czerwony)
obrazach z mikroskopu konfokalnego. Obrazy

oraz DNA (niebieski) uwidocznione na
prezentuja pojedyncza warstwe obrazu

konfokalnego o grubosci 0,21 pm ktéra pochodzi ze $rodka jadra. W pierwszym rzedzie
zaprezentowano przyktadowa komorke kontrolna, w ktorej wzor ATRX rozproszony jest w catym
jadrze i skupia si¢ przy chromocentrach. Kolejne rzedy prezentujg punkty czasowe pobudzenia
CcLTP. Wraz ze wzrostem skondensowania chromatyny dochodzi do skondensowania wzoru
ATRX, co dodatkowo zobrazowano za pomoca profilu RGB, gdzie o$ x prezentuje przekroj jadra,
zgodne z zaznaczeniem strzalki, a o§ y intensywnos¢ sygnatu fluorescencyjnego. Analiza

kolokalizacji zaprezentowana na obrazach z mapa
wspotczynnika Icorr na obrazach. Skala 5 pm.
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5.3 Potwierdzenie zaistnienia pobudzenia chemicznego LTP
5.3.1 Rejestracja miniaturowych pradéw postsynaptycznych (mEPSC)

Aby zweryfikowa¢, czy w moich warunkach doswiadczalnych, po pobudzeniu
cLTP dochodzi do charakterystycznych dla LTP zmian w czestotliwo$ci i amplitudzie
miniaturowych pragdéw postsynaptycznych, dokonatam pomiaréw elektrofizjologicznych
na skrawkach organotypowych szczurzego hipokampa. Przy wykorzystaniu techniki
»patch clamp” w konfiguracji ,, whole cell”, w trybie stabilizacji napigcia, dokonatam
pomiarow elektrofizjologicznych miniaturowych pradéw postsynaptycznych (mEPSC).
Zgodnie z przewidywaniami, po wywotaniu cLTP obserwuje si¢ wzrost amplitudy
pradow, a takze wzrasta ich czgstotliwosé. Jest to zgodne z zatozeniem, iz pobudzenie
synaptyczne w wyniku zmian plastycznych jest coraz silniejsza. Wzmocniony impuls
nerwowy moze by¢ tatwiej przekazywany, co stanowi podstawowe zatozenia modelu

LTP.

Czestotliwos$é [HZz] Amplituda [pA]
2.5 x 40 L
—_— T
2.0
0 T 30-
1.54
20
1.0
l —
0.5 0
OO—j | 0 T
kontrola cLTP kontrola cLTP

Rycina 5.3. Potwierdzenie wywolania pobudzenia neuronéw cLTP. Wyniki pomiarow
elektrofizjologicznych hipokampalnych komoérek regionu CA3 zmierzonych metoda patch
clamp. Po lewej przebiegi przyktadowych minaturowych pragdéw postsynaptycznych dla kontroli
DMSO oraz po dwugodzinnej stymulacji cLTP. Po prawej, wykresy przedstawiajace $rednie
warto$ci czestotliwosci (lewy wykres) oraz amplitudy (prawy wykres) dla kontroli (n=5)
przedstawionej na stupku w kolorze niebieskim oraz po stymulacji cLTP (n=5) przedstawione na
stupku w Kkolorze pomaranczowym. Wyniki zostaly przeanalizowane testem t-Studenta,
a istotno$¢ statystyczna przedstawiona w postaci gwiazdek nad wykresem. Stupki biedu
prezentujg wartosci SEM, ** p<0,01.
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5.3.2 Analiza poziomu bialtka cFOS w pobudzeniu ¢ LTP

Pobudzenie neuronéw cLTP skutkuje szybka eckspresja gendw wczesnej
odpowiedzi. Przyktadem takiego genu jest CFOS, ktorego poziom rosnie po stymulacji
komorek, gen ten uznawany jest zatem jako wskaznik pobudzenia (Kaczmarek, 1992).
Sprawdzitam wiec, czy w zastosowanym modelu pobudzenia cLTP dochodzi do wzrostu
ekspresji biatka cFOS. W stanie spoczynkowy poziom biatka cFOS jest niezauwazalny
na obrazach konfokalnych przedstawionych na Ryc 5.4. (gérny panel). Dolny panel
przedstawia komoérki stymulowane cLTP (120 min. od rozpoczgcia stymulacji), a poziom
cFOS (kolor zielony) wzrasta, co zostatlo zmierzone, jako intensywno$¢ fluorescencji

przy uzyciu programu ImageJ.
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Rycina 5.4. Znakowanie na obecnos$¢ bialka cFOS przed i po pobudzeniu cLTP w neuronach
hipokampa hodowanych in vitro. Znakowanie immunofluorescencyjne biatka cFOS (zielony)
oraz DNA (niebieski) uwidocznione na obrazach z mikroskopu konfokalnego. Przedstawiony
obraz pochodzi ze skanowania pojedynczej warstwy preparatu o grubosci 0,21 um ze $rodka
jadra. Gorny panel przedstawia kontrolne komorki, dolny po dwugodzinnej stymulacji cLTP.
Skala 5 um. W wyniku pobudzenia neuronéw hipokampalnych cLTP przez dwie godz. dochodzi
do wzrostu ekspresji biatka cFOS, ktore widoczne jest w w calej objetosci jadra komorkowego.
W stanie spoczynkowym (kontrola DMSQO) poziom biatka cFOS jest niemalze niewidoczny.
Wykres stupkowy przedstawia $redni poziom fluorescencji dla komoérek kontrolnych DMSO
(N=3, n=25) reprezentowanych kolorem niebieskim. Stupek cLTP w kolorze pomaranczowym,
(N=3, n=24). Na osi y przedstawiono arbitralne warto$ci fluorescencji zmierzonej w programie
ImageJ. Wyniki przeanalizowano testem U Manna-Whitneya a poziom istotnosci statystycznej
przedstawiono w postaci gwiazdek nad SEM. *** p<0,001.

5.3.3 Analiza odwracalnos$ci skutkow cLTP

Celem zbadania, czy zmiany zachodzace w organizacji struktury chromatyny po

pobudzeniu s3 odwracalne oraz jak zmienia si¢ wzor znakowania biatka ATRX
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towarzyszacy tym zmianom, przeprowadzono odptukiwanie odczynnikéw do cLTP
z neuronéw poddanych uprzednio dwugodzinnej stymulacji. Zaobserwowano, ze wzor
chromatyny ze skupionego w liczne chromocentra i wokot otoczki perinukleolarnej
rozluznia si¢. Zmianom ulega réwniez wzor znakowania ATRX. Po odptukaniu
mieszaniny do CLTP wzor ATRX pozostaje skupiony wokot chromatyny i powoli
powraca do wyjSciowego (rozproszonego w calym jadrze), jest to jednak proces
wolniejszy niz w przypadku samej chromatyny. Na Ryc.5.5 wida¢, iz nawet po 180 min.
od odptukania odczynnikow CLTP wzér znakowania ATRX nadal jest bardziej
skoncentrowany w niektérych obszarach (prawdopodobnie w tych, w ktorych weze$niej

byta silnie skondensowana chromatyna).
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ATRX natozenie

Odptukiwanie
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20 godz.

Rycina 5.5. Jadrowa lokalizacja ATRX wzgledem chromatyny po odplukiwaniu
odczynnikow do cLTP. Znakowanie anty-ATRX(czerwony) uwidocznione na obrazach
z mikroskopu konfokalnego. Chromatyng jadra komorkowego zabarwiono barwnikiem Hoechst
(niebieski). Przedstawiony obraz pochodzi ze skanowania pojedynczej warstwy preparatu o
grubosci 0,21 um ze $rodka jadra. Kolumny przedstawiajg znakownia (od lewej) na ATRX, DNA
oraz natozenie obu kanatow, po dwugodzinnym pobudzeniu cLTP a nastgpnie w wybranych
punktach czasowych po odptukaniu mieszaniny do cLTP Skala 5 pm.
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5.4 Kolokalizacja ATRX z markerami modyfikacji histonéw w jadrze neuronow

hipokampalnych

Zmianom konformacji chromatyny towarzysza modyfikacje histonow.
Sprawdzono, czy wzor znakowania ATRX kolokalizuje z modyfikacjami histonow.

Przyktadowe zdj¢cia wybranych modyfikacji podsumowano na Ryc. 5.6.

5.4.1 Heterochromatyna konstytutywna

Trimetylacja lizyny 9 na histonie 3 (H3K9me3) jest markerem chromocentréw —
heterochromatyny  konstytutywnej, czyli  obszaréw  chromatyny  najsilniej
skondensowanej, ktora nie wulega transkrypcji. W niepobudzonych neuronach
hipokampalnych in vitro znakowanie na ATRX oraz H3K9me3 wykazuje kolokalizacje,
co $wiadczy o tym iz ATRX obecny jest na chromatynie nieaktywnej transkrypcyjnie. Po
pobudzeniu cLTP struktura chromatyny ulega zmianie, chromocentra pozostajg jednak
skondensowane, rowniez poziom trimetylacji H3K9 pozostaje na podobnym poziomie

jak przed pobudzeniem.

Kolokalizacjia
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Rycina 5.6. Lokalizacja ATRX wzgledem chromocentrow (nieaktywnej transkrypcyjnie

chromatyny). Znakowanie anty-ATRX (czerwony), anty H4K9me3 (zielony) oraz DNA
(niebieski) w kontroli (DMSO) oraz po 2 godz. pobudzeniu cLTP uwidocznione na obrazach
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z mikroskopu konfokalnego. Przedstawione obrazy pochodza ze skanowania pojedynczej
warstwy preparatu o grubosci 0,21 um. Na scaleniu pojedynczych warstw kanalow zaznaczono
przebieg linii do analizy profilu RGB. Wykresy RGB przedstawiaja kolokalizacje ATRX
wzgledem nieaktywnej transkrypcyjnie chromatyny w warunkach kontrolnych i po pobudzeniu.
Os$ x reprezentuje odlegtos¢ (mierzona w pikselach) zgodnie z zaznaczong linig na scalonym
obrazie, O$ y przedstawia poziom fluorescencji dla kanatu czerwonego, zielonego i niebieskiego.
Z6bMa strzatka wskazuje kolokalizacje ATRX w chromocentrach. Skala 5 pum.

5.4.2 Chromatyna nieaktywna transkrypcyjnie

Trimetylacja 1 dimetylacja lizyny 20 w histonie 4 (H4K20me2me3) jest
znacznikiem transkrypcyjnie nieaktywnej chromatyny. W komoérkach kontrolnych
(niepobudzonych) obserwujemy kolokalizacje tego markera (Ryc. 5.7), m.in. w
chromocentrach oraz jako rozproszony wzoér w catej objetosci jadra. Po pobudzeniu
dochodzi do zmiany wzoru metylacji histonu, modyfikacja ta staje si¢ bardziej skupiona,

zwlaszcza W obszarach przy skondensowanej chromatynie.

Kolokalizacjia

ATRX H4K20me2me3 DN natozenie ATRX i metylacji
L
o
c
o
X
D- . .
|_
—
[}
Profil RGB Profil RGB
2 250 T T T B 3 150 T T
2 8
Q 200 KOntl’Ola g 200 - CLTP
[ 7
:§ 150 :§
; c
5‘ 100 ;
S 2
£ "/ i £
IS /%j/w\ <

¢ I I
0 50 100 150 200 0 50 100 150

Odlegtos¢ [piksele] Odlegtos¢ [piksele]

Rycina 5.7. Lokalizacja ATRX wzgledem nieaktywnej transkrypcyjnie chromatyny.
Znakowanie anty-ATRX (czerwony) oraz anty H4K20me2me3 (zielony) w kontroli (DMSO)
oraz po 2 godz. pobudzeniu cLTP uwidocznione na obrazach z mikroskopu konfokalnego.
Chromatyne jadra komoérkowego zabarwiono Hoechst (niebieski). Przedstawione obrazy
pochodza ze skanowania pojedynczej warstwy preparatu o grubosci 0,21 um, ze $srodka jadra.
Wyniki kolokalizacji ATRX oraz H4K20me2me3 przeanalizowano za pomoca ,,wtyczki”
colocalization colormap wraz z podana wartoscia Icorr. Na nalozeniu pojedynczych warstw
kanatéw zaznaczono przebieg linii do analizy profilu RGB. Wykresy RGB przedstawiaja
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kolokalizacjg ATRX wzgledem nieaktywnej transkrypcyjnie chromatyny w warunkach
kontrolnych i po pobudzeniu. O$ x reprezentuje odlegtos¢ zgodnie z zaznaczona linig na scalonym
obrazie, 08 y przedstawia poziom fluorescencji dla kanatu czerwonego, zielonego i niebieskiego.
Skala 5 pm.

Przygladajac si¢ znakowaniu ATRX oraz metylacji wyraznie wida¢ kolokalizacj¢
w stanie bazalnym w silnie skondensowanym regionie DNA. Po pobudzeniu uwage
zwraca fakt, iz ATRX wspotwystepuje z metylacja lizyny 20 na histonie 4, ale (podobnie
jak w przypadku acetylacji) wystepuja takze obszary duzego skupienia ATRX bez
wyraznego skupienia H4K20me2me3.

5.4.3 Chromatyna aktywna transkrypcyjnie

Acetylacja lizyny 9 na histonie 3 (H3K9Ac) jest znacznikiem transkrypcyjnie
aktywnej chromatyny. W niepobudzonych (kontrolnych komorkach) wzor acetylacji jest
rozproszony, miejscami tworzac niewielkie skupiska, podobnie jak wzoér ATRX.
Po pobudzeniu (cLTP) acetylacja zlokalizowana jest w miejscach aktywnej

transkrypcyjnie chromatyny (Ryc. 5.8).
Kolokalizacjia
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Rycina 5.8. Lokalizacja ATRX wzgledem aktywniej transkrypcyjnie chromatyny.
Znakowanie anty-ATRX (czerwony) oraz anty-H3K9Ac (zielony) w kontroli (DMSO) oraz po 2
godz. pobudzeniu cLTP uwidocznione na obrazach z mikroskopu konfokalnego w skali szaro$ci
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celem lepszego kontrastu. Chromatyng jadra komoérkowego zabarwiono barwnikiem Hoechst
(niebieski). Przedstawione obrazy pochodza ze skanowania pojedynczej warstwy preparatu
o grubosci 0,21 um pochodzacej ze srodka jadra komoérkowego. Wyniki kolokalizacji ATRX oraz
H3K9Ac przeanalizowane za pomoca wtyczki ,,colocalization colormap” wraz z podana
warto$cig Icorr. Na natozeniu pojedynczych warstw kanatow zaznaczono przebieg linii do analizy
profilu RGB. Wykresy RGB przedstawiaja kolokalizacje ATRX wzgledem aktywnej
transkrypcyjnie chromatyny w warunkach kontrolnych i po pobudzeniu. O$ x reprezentuje
odleglos¢ zgodnie z zaznaczong linig na scalonym obrazie, O$ y przedstawia poziom fluorescencji
dla kanatu czerwonego, zielonego i niebieskiego. Skala 5 um.

Co ciekawe wzor znakowania ATRX oraz acetylacji kolokalizuje, co wida¢
analizujac profil RGB. Acetylacja wyraznie gromadzi si¢ w obszarach blisko granic
skondensowanej chromatyny, gdzie jest markerem euchromatyny. Wzér ATRX
kolokalizuje z tymi obszarami, co wskazuje na role biatka ATRX, wazng przy aktywacji

transkrypcji po pobudzeniu synaptycznym.

5.4.4 Kolokalizacja ATRX z markerem przestrzeni interchomatynowej

W jadrze komorkowym miedzy skupieniami chromatyny wystepuje tzw.
przestrzen interchromatynowa, ktéra jest wzbogacona w czynniki splicingowe pre-
MRNA. Przyktadem znacznika tego obszaru jadra jest biatko PABPNI, ktore jest
czynnikiem dojrzewania konca 3° mRNA. Celem sprawdzenia, czy biatko ATRX
kolokalizuje z tym obszarem jadra dokonano znakowania immunofluorescyjnego,

a obrazy przeanalizowano (Ryc. 5.9).
Kolokalizacjia
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Rycina5.9. Lokalizacja ATRX wzgledem przestrzeni interchromatynownej (cetki jadrowe).
Znakowanie anty-ATRX (czerwony) oraz anty PABPNL1 (zielony) w kontroli (DMSO) oraz po 2
godz. pobudzeniu cLTP uwidocznione na obrazach z mikroskopu konfokalnego. Chromatyng
jadra komorkowego zabarwiono barwnikiem Hoechst (niebieski). Przedstawione obrazy
pochodza ze skanowania pojedynczej warstwy preparatu o grubosci 0,21 pm. Wyniki
kolokalizacji ATRX oraz PABPN1 przeanalizowane za pomocg ,,wtyczki” colocalization
colormap wraz z podang warto$cia Icorr. Na scaleniu pojedynczych warstw kanatow zaznaczono
przebieg linii do analizy profilu RGB. Wykresy RGB przedstawiaja kolokalizacje ATRX
wzgledem cetek jadrowych w kontroli i w pobudzeniu. O$ x reprezentuje odleglos¢ zgodnie z
zaznaczong linig na scalonym obrazie, 0§ y przedstawia poziom fluorescencji dla kanatu
czerwonego, zielonego i niebieskiego. Skala 5 um.

Zaréwno w kontroli (DMSO), jak i po pobudzeniu wzoér znakowania ATRX nie
kolokalizuje z biatkiem PABPN1, lokalizujgc si¢ przy obrzezach granic cetek jadrowych,

co wida¢ na wykresie RGB, zwlaszcza po pobudzeniu komorek cLTP.

5.5 Bialko ATRX w jaderku neuronow

5.5.1 Identyfikacja jaderkowego cialka zawierajacego ATRX

Znakowanie immunocytochemiczne celem obrazowania biatka ATRX w jadrze
pozwolito mi na odkrycie w czesci analizowanych jaderek nicopisanego dotad kulistego
cialka zawierajacego to biatko. Ciatka te charakteryzujg si¢ $rednica ponizej 1 pm,
wystepuja w niektorych neuronach w liczbie od 1 do 3 (bez zaleznosci
parzy$cie/nieparzyscie); nazwatam t¢ struktur¢ ciatkiem ATRX. Zaobserowalam, zZe
liczba tych cialek wzrasta po pobudzenie cLTP lub wskutek infekcji wirusem. Brak
danych literaturowych na temat funkcjonowania ATRX w jaderku zachecit mnie do
zbadania potencjalnej roli tego biatka w tym regionie jadra.

Aby zobrazowaé potencjalne oddzialywania miedzy jaderkowymi ciatkami
ATRX, a innymi  biatkami  jaderkowymi,  wykonalam  znakowania
immunofluorescencyjne z zastosowaniem przeciwcial skierowanych przeciwko
nukleolinie, ktora jest biatkiem charakterystycznym dla jaderka, przeciw UBF w celu
wyznakowania centrum fibrylarnego (FC) jaderka, przeciw B23 do wyznakowania
obszaru granularnego (GC) jaderka, a takze przeciw polimerazie RNA | celem
sprawdzenia czy ATRX kolokalizuje w obszarze gdzie zachodzi aktywna transkrypcja.

Wyniki przedstawiono na ponizszych Rycinach 5.10 — 5.13.

70



5.5.1.1 Analiza wspétwystepowania bialka ATRX z nukleoling

Nukleolina jest jednym z najpowszechniej wystepujacych biatek w jaderku,
zlokalizowana jest gtéwnie w obszarze gestego sktadnika wioknistego (DFC) oraz
granularnego (GC) jaderka. Celem okreslenia, czy jaderkowe ciatka ATRX kolokalizuja
z nukleoling wykonano znakowanie immunofluorescencyjne, a wyniki przedstawiono na
Rycinie 5.10. Jaderkowe ciatko ATRX w zasadzie nie kolokalizuje z nukleoling, lecz po

pobudzeniu oba biatka wydajg si¢ wspotwystepowac na obrzezach ciatek.
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Rycina 5.10. Lokalizacja ATRX i nukleoliny. Znakowanie anty-ATRX (czerwony) oraz anty-
nukleolina (zielony) w kontroli (DMSO) oraz po 2 godz. pobudzeniu cLTP uwidocznione na
obrazach z mikroskopu konfokalnego. Chromatyne jadra neuronow zabarwiono Hoechst
(niebieski). Przedstawione obrazy pochodza ze skanowania pojedynczej warstwy preparatu o
grubosci 0,21 um, ze $rodka jadra. Na natozeniu pojedynczych warstw kanatow zaznaczono
fragment obrazu, ktory zostat nastepnie powigkszony i zaprezentowany po prawej. Skala 5 um i
1 um dla powigkszonego obrazu.

5.5.1.2 Analiza wspolwystepowania ATRX z B23

Biatko B23 powszechnie wystepuje w centrum granularnym jaderka, petnigc
rozliczne funkcje, zwiazane glownie z synteza rybosomoéw. Celem okreslenia

kolokalizacji biatka ATRX z tym biatkiem jaderkowym wykonatam znakowanie

71



immunofluorescencyjne, a nastgpnie przeanalizowatam przy uzyciu profilu RGB.
Reprezentatywne obrazy przedstawione na Ryc. 5.11 oraz analiza profilu RGB
uwidaczniaja, ze biatko ATRX w zasadzie nie kolokalizuje z biatkiem B23, cho¢ oba

biatka wydajg si¢ kolokalizowa¢ na obrzezach ciatek.
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Rycina 5.11. Lokalizacja ATRX i B23. Znakowanie anty-ATRX (czerwony) oraz anty-B23
(zielony) w kontroli (DMSO) oraz po 2 godz. pobudzeniu cLTP uwidocznione na obrazach z
mikroskopu konfokalnego. Chromatyng¢ jadra komérkowego zabarwiono barwnikiem Hoechst
(niebieski). Przedstawione obrazy pochodzg ze skanowania pojedynczej warstwy preparatu o
grubosci 0,21 pum, ze $rodka jadra. Na natozeniu pojedynczych warstw kanatow zaznaczono
fragment obrazu, ktéry zostal nastepnie powickszony i zaprezentowany po prawej. Zaznaczona
strzatka wyznacza przekroj jaderka, ktory zostal przeanalizowany profilem RGB. Na 0si y poziom
fluorescencji kanalow, na osi x odlegto$¢ zgodnie z zaznaczong strzatkg. Skala 5 umi 1 um dla
powiekszonego obrazu.

5.5.1.3 Analiza wspolwystepowania ATRX z UBF

Biatkiem charakterystycznym dla centrum fibrylarnego jest UBF, ktory
odpowiada za transkrypcj¢ genow rDNA. | podobnie jak dla nukleoliny i B23 znakowanie

immunofluorescencyjne na biatko ATRX oraz biatko UBF nie wykazalo w zasadzie
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kolokalizacji, natomiast oba biatka wydaja si¢ kolokalizowa¢ po pobudzeniu cLTP na

obrzezach cialek.
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Rycina 5.12. Lokalizacja ATRX i bialka UBF. Znakowanie anty-ATRX (czerwony) oraz UBF
(zielony) w kontroli (DMSO) oraz po 2 godz. pobudzeniu cLTP uwidocznione na obrazach z
mikroskopu konfokalnego. Chromatyng¢ jadra komorkowego zabarwiono Hoechst (niebieski).
Przedstawione obrazy pochodza ze skanowania pojedynczej warstwy preparatu o grubosci 0,21
um. Na scaleniu pojedynczych warstw kanaléw zaznaczono fragment obrazu, ktéry zostat
nastepnie powickszony i zaprezentowany po prawej. Zaznaczona strzatka wyznacza przekroj
jaderka, ktory zostat przeanalizowany profilem RGB. Na osi y poziom fluorescencji kanatow, na
osi x odleglos¢ zgodnie z zaznaczong strzatka. Skala 5 umi 1 pm dla powigkszonego obrazu.

5.5.1.4 Analiza wspolwystepowania ATRX z polimerazg RNA |

Polimeraza RNA | to enzym wykorzystujacy matryce DNA do przepisywania
informacji na RNA. W jaderku obszary, gdzie zachodzi intensywna transkrypcja rDNA
sa znakowane polimerazag RNA 1. Dlatego barwienie na polimeraz¢ RNA I oraz biatko

ATRX pozwolito na analize wspotwystepowiania tych dwoéch biatek. Wyniki
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przedstawione na Ryc. 5.13 wskazuja, iz biatko ATRX nie kolokalizuje z polimeraza
RNA | ani w stanie spoczynkowym, ani w stanie pobudzenia, co wida¢ na

reprezentatywnych obrazach konfokalnych oraz na wykresach analizy profilu RGB.
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Rycina 5.13. Lokalizacja ATRX i polimerazy RNA |. Znakowanie anty-ATRX (czerwony)
oraz polimeraza RNA | (zielony) w kontroli (DMSO) oraz po 2 godz. pobudzeniu cLTP
uwidocznione na obrazach z mikroskopu konfokalnego. Chromatyn¢ jadra komorkowego
zabarwiono Hoechst (niebieski). Przedstawione obrazy pochodza ze skanowania pojedynczej
warstwy preparatu o grubo$ci 0,21 um, ze $rodka jadra. Na natozeniu pojedynczych warstw
kanatow zaznaczono fragment obrazu, ktéry zostat nastgpnie powickszony i zaprezentowany po
prawej. Zaznaczona strzatka wyznacza przekroj jaderka, ktory zostat przeanalizowany profilem
RGB. Na osi y poziom fluorescencji kanatéw, na osi x odleglos¢ zgodnie z zaznaczong strzatka.
Skala 5 umi 1 um dla powigkszonego obrazu.

5.6 Wspolwystepowanie bialka ATRX w jadrze z jego partnerami — CTCF i DAXX

Wsrod dotychczas opisanych partnerow biatka ATRX szczegdlng uwage zwracaja

zwlaszcza te bialka, ktore rowniez opisywane sg jako biorgce udziat w przebudowie
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chromatyny. Biatkami takimi s3 CTCF (ang. CCCTC-binding factor) oraz DAXX (ang.

Death Domain Associated Protein).

5.6.1 Analiza wspolwystepowania ATRX z CTCF
Biatko CTCF jest kluczowym czynnikiem transkrypcyjnym i regulatorowym

biorgcym udzial w regulacji ekspresji gendw oraz w organizacji struktury chromatyny
(Kim i in., 2015). Jest to wielodomenowe biatko, ktére petni istotng role w organizacji
przestrzennej chromatyny oraz w kontrolowaniu dostepu do genéw. Biatko CTCF wigze
si¢ z okreSlonymi sekwencjami DNA, ktore zawieraja charakterystyczne motywy
CCCTC. Sekwencje te znajduja si¢ w roznych miejscach w genomie, w tym w obszarach
regulatorowych genéw oraz w granicach domen chromosomowych, a wiazac si¢ z nimi
biatko CTCF moze dziata¢ zarowno jako aktywator, jak i represor ekspresji genow,
w zalezno$ci od kontekstu i jego lokalizacji w obrebie chromosomu (Kim i in., 2015).
W celu okreslenia, czy w badanych przeze mnie neuronach CTCF oddziatuje
z ATRX wykonatam znakowanie z wykorzystaniem przeciwcial anty-CTCF i anty-
ATRX (Ryc. 5.14). Jak wynika z przedstawionych obrazéw oba biatka kolokalizujg

w stanie spoczynkowym neuronéw, a lokalizacja wydaje si¢ spada¢ w cLTP.

Kolokalizacja
DNA ATRX CTCF nalozenie ATRX i CTCFE

Kontrola

cLTP

Rycina5.14. Lokalizacja biatka ATRX i biatka CTCF. Znakowanie na ATRX (czerwony) oraz
CTCF(zielony), DNA (niebieski) w stanie spoczynkowym (DMSQ) oraz po 2 godz. pobudzeniu
(cLTP). Skala 5 pm.
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5.6.2 Analiza kolokalizacji ATRX z DAXX

Szereg znakowan immunocytochemicznych pozwolil mi na zdefiniowanie, iz
ciatka ATRX kolokalizujg z biatkiem Daxx (biatko 6 zwigzane ze $miercig). Zostalo ono
po raz pierwszy opisane przy interakcji w cytoplazmie z klasycznym receptorem Fas,
biorgcym udzial w regulacji apoptozy (Yang, 1997). To wielofunkcyjne biatko zostato
réwniez opisane zarowno w cytoplazmie, jak i jadrze (brak jednak doniesien z jaderka)
jako partner dla PML czy jako partner odpowiadajacy za depozycj¢ histonu H3.3.
Na Rycinie 5.15 przedstawitam znakowania biatka ATRX oraz DAXX w stanie

spoczynkowym oraz po pobudzeniu cLTP.

ATRX DAXX natozenie

Kontrola

CLTP

Rycina 5.15. Lokalizacja bialka ATRX i bialka DAXX. Znakowanie na ATRX (czerwony)
oraz DAXX (zielony), DNA (niebieski) w stanie spoczynkowym (DMSO) oraz po 2 godz,
pobudzeniu (cLTP). Pod kolorowymi obrazami te same warstwy zaprezentowane w skali
szaro$ci. Cieplna mapa kolokalizacji wskazuje na bliskie wspotwystgpowanie ATRX i DAXX,
zwlaszcza w jaderku gdzie silna kolokalizacja biatka ATRX oraz DAXX wskazuje iz razem

tworzg ciatko jaderkowe. Skala 5 um.
Uzyskane obrazy wskazuja, ze ATRX 1 DAXX oddziatujg réwniez w ciatku

ATRX, co moze sugerowad, iz biora w nim udzial w regulacji genow rDNA poprzez
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wbudowywanie wariantu histonu H3.3, tak jak juz to opisano w literaturze w kontekscie

regulacji chromatyny jadrowej, lub, w zupelnie nowym, nieopisanym jeszcze procesie.

5.6.3 Obecnos¢ jaderkowych cialek ATRX w skrawkach mézgu myszy i szczura
oraz w mysiej hodowlii i linii komdérkowej

Opisane powyzej jaderkowe ciatka ATRX zaobserwowatam w hodowli neuronéw
szczurzych, ale ich wystepowanie nie ogranicza si¢ tylko do hodowli neuronéw in vitro.
Analogiczne struktury zaobserwowatam w mysiej hodowli hipokampalnej (Ryc.5.16A),
a takze w lini komorkowej nerwiaka zarodkowego (neuroblastoma) (Ryc. 5.16B).

A.
Mysia hodowla neuronéw stymulowana cLTP

DNA, ATRX, cFOS DNA natozenie

]
1
1
:
1
1
[

Neuroblastoma, ATRX, DNA

Rycina 5.16. Znakowanie ATRX w mysiej hodowli neuronéw stymulowana chemicznym
LTP oraz w linii komérkowej neuroblastomy. A. Przyktadowe pole widzenia i wybrane
przyktadowe jadro z mysiej hodowli hipokampalnej po 2 godz. stymulacji cLTP, wyznakowane
na ATRX (czerwony), cFOS (zielony) oraz DNA (niebieski). Ostatnia kolumna przedstawia
natozenie warstw ATRX i DNA. Skala 10 um i 5 pm na powigkszonym zdjeciu. B. Znakowanie
na anty-ATRX (czerwony) oraz anty-DNA (niebieski), po prawej powiekszone jadro komorkowe
i dalej jadero w ktorym stwierdzitam obecnos¢ ciatka ATRX.
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Nastepnie postanowilam sprawdzi¢, czy ciatka ATRX wystepuja w szczurzym
hipokampie in vivo. W tym celu przeprowadzitam znakowanie immunohistochemiczne
na skrawkach pochodzacych z moézgu szczura poddanego stymulacji HFS (ang. high
frequency stimulation) (Ryc.5.17A), preparaty uzyskatam dzieki uprzejmosci Tambudzai
Kanhemy Jacobsen z Uniwersytetu Bergen. Wystepowanie jaderkowych ciatek ATRX
nie jest ogranicza si¢ jedynie do formacji hipokampa. Udalo mi si¢ tez zidentyfikowac
jaderkowe ciatka ATRX réwniez w innych strukturach moézgowia myszy takich, jak
amygdala Ryc. 5.17B. Preparaty mysich m6zgéw uzyskatam dzigki uprzejmosci dr Any

Martin Gonzalez z Insytutu Nenckiego.

A.
Szczurzy hipokamp, pole CA3, stymulacja LTP HFS, ATRX oraz

Rycina 5.17. Wystepowanie cialek ATRX in vivo w przykladowych strukturach moézgu
gryzoni. A. Komorki regionu CA3 szczurzego hipokampa po 1 godz. stymulacji HF LTP ATRX
wyznakowany na czerwono, DNA na niebiesko. Obraz po prawej przedstawia powigkszone
jadero komorkowe z jaderkowym ciatkiem ATRX w skali szarosci B. Obraz mysiej tkanki
pochodzacej z regionu ciata migdatowatego, Stymulowane poprzez doswiadczenia
z warunkowaniem strachem. ATRX na czerwono, DNA na niebiesko. Obrazy po prawej
przedstawiaja powickszone jadro i jaderko zgodnie z zaznaczeniem kwadratem. Skala 10 pm dla
wyjsciowych zdje¢ oraz 5 um i 1 um dla powigkszonych obrazow.
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5.7 Wplyw wyciszenia Atrx na organizacje chromatyny w jadrach neuronow

Za pomocg wektora lentiwirusowego, niosacego sekwencje szpilki RNA (shRNA,
ang. short hairspin RNA) specyficznej dla szczurzego Atrx i jednocze$nie sekwencje
biatka zielonej fluorescencji (GFP, ang. Green Fluorescence Protein), udato si¢ wyciszy¢
Atrx na poziomie zar6wno transkryptu, jak i biatka (Ryc. 5.18 i 5.19). Wyciszenie Atrx
skutkuje dramatycznymi zmianami w strukturze chromatyny (Ryc 5.18). Zauwazytam
bardzo silng kondensacje¢ chromatyny, ktora formuje sie w liczne foci DNA, co wskazuje,
ze dochodzi do nadmiernego upakowania materiatu genetycznego. Nasuwa si¢ wniosek,
iz ATRX jako helikaza, jest niezb¢dna do ,,otwierania” chromatyny i zapobiegania jej
nadmiernej kondensacji. Stad tez przy obnizeniu poziomu biatka ATRX chromatyna jest

silniej upakowana.

DNA ATRX scalenie

Kontrola scrambled

Wyciszenie ATRX

Rycina 5.18. Wyciszenie bialka ATRX. Przyktadowe jadra neuronéw z wyciszonym biatkiem
ATRX (dolny wiersz) oraz kontrola (gorny wiersz). Od lewej znakowanie anty-ATRX
(czerwony), anty-DNA (niebieski) oraz natozenie warstw. Wszystkie obrazy prezentuja scalenie
warst w osi z, skala 5 pm.

Poziom wyciszenia Atrx zmierzytam na obrazach konfokalnych w programie
ImageJ, jak opisatam wcze$niej w Metodach. Pomiarow dokonatam dla wszystkich grup
eksperymentalnych (stan spoczynkowy i po pobudzeniu) transdukowanych wirusem
wyciszajgcym Atrx lub wirusem zawierajgcym kontrolng sekwencje (scrambled, scr).
Wyniki tych pomiaréw wyraznie wskazujg, iz poziom wyciszenia jest bardzo wysoki,
gdyz intensywno$¢ sygnatu ATRX w grupie wyciszonej jest bliska zera (Ryc. 5. 19 A).
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Poziom biatka ATRX oszacowatam rowniez przy uzyciu techniki Western Blot. ROwniez

tu udato mi si¢ potwierdzi¢ znaczne obnizenie poziomu biatka ATRX (Ryc. 5.19 B)
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Rycina 5.19. Wyciszenie Atrx. A. Wykres przedstawia intensywno$¢ sygnatu fluorescencyjnego
ATRX z obrazow konfokalnych dla poszczegélnych grup. Analizowano po 30 komoérek dla
kazdej z grup z trzech niezaleznych hodowlii. Wyniki przeanalizowatam testem t-Studenta, a
poziom istotno$ci statystycznej przedstawiono w postaci gwiazdek nad SEM. *** p<0,001. B.
Immunodetekcja Western Blot z przeciwciatem wykrywajacym biatko ATRX. W przypadku grup
kontrolnych (scr DMSO i scr LTP) widoczne prazki na wysokosci okoto 315 kD, co odpowiada
m. cz. ATRX. K*/Na* ATPazy uzyto jako kontroli natozenia probek.

5.7.1 Zmiany w organizacji chromatyny

Stymulacja neurondw wplywa na przestrzenng oOrganizacj¢ chromatyny
(Grabowska i in., 2022), ktora wraz z pobudzeniem ulega coraz silniejszej kondensacji.
Aby dowiedzie¢ si¢ jakim zmianom ulega chromatyna, neurony z obnizonym poziomem
biatka ATRX, poddawatam pobudzeniu cLTP (Ryc 5.20 — 5.21). Jako kontrole uzytam
wirusa scrambled (scr), a jako kontrolg CLTP uzylam odpowiedniej objetosci
rozpuszczalnika DMSO. Nastepnie neurony utrwalatam 4% PFA i poddawatam
znakowaniu immunocytochemicznemu. Preparaty obrazowatam przy uzyciu mikroskopii
konfokalnej, nastepnie uzyskane dane analizowatam w programie PartSeg. Roznice w
stopniu skondensowania chromatyny widoczne byly juz w neuronach kontrolnych
(z wyciszonym Atrx, w stanie spoczynkowym) (Ryc. 5.20). Analiza wykazata, ze po
pobudzeniu zaréwno liczba foci DNA/chromocentrow oraz ich objetos¢ wzrasta w

stosunku do neuronéw kontrolnych.
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Rycina 5.20. Wplyw obnizenia poziomu bialka ATRX na strukture chromatyny A.
Przyktadowe segmentacje jader neuronéw (kontrolne scrambled) oraz z wyciszonym Atrx
(shATRX) z zaznaczonymi zielong otoczkg foci DNA. B Wykresy stupkowe liczebnosci foci
DNA (srednia liczba foci na komorke) pokazuja wzrost przy wyciszeniu Atrx. Wykres stupkowy
prezentujacy objetos¢ chromocentéw wyrazong jako udziat procentowy jadra wskazuje na wzrost
objetosci chromocentrow w grupie pozbawionej ATRX. Badana grupa liczyta 220 komorek
kontrolnych (scrambled) oraz 255 badanych (ShATRX). Wyniki przeanalizowatam testem t-
Studenta, a poziom istotnosci statystycznej przedstawiono w postaci gwiazdek nad SEM. **
p<0,01.

Aby okresli¢ zmiany w organizacji calej chromatyny neurondéw dokonatam
segmentacji jader neuronow, a nastepnie obliczytam catkowitg objeto$¢ chromatyny dla
kazdej z grup badawczych (wyciszenie i jego kontrola, w stanie spoczynkowym i po
pobudzeniu cLTP). Wyniki przedstawitam na Ryc. 5.21. Objetos¢, jaka zajmuje
chromatyna maleje po wyciszeniu Atrx i spadek ten jest jeszcze silniejszy po pobudzeniu
CLTP.
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Rycina 5.21. Segmentacja chromatyny przy wyciszeniu bialka ATRX. Przyktadowe
wysegmentowane jadra (kontrolne scrambled) oraz z wyciszonym Atrx (ShATRX) pobudzone
(2 godz.) i niepobudzone cLTP. Chromatyna zaznaczona zielong otoczkg na podstawie analizy w
programie PartSeg. Wykres przedstawia dane ilo$ciowe analizy, wyciszenie ATRX powoduje
spadek w catkowitej objetosci chromatyny, spadek ten poglebia si¢ po pobudzeniu neuronow
CLTP. Badana grupa liczyta 220 komorek kontrolnych (scrambled) oraz 255 badanych
(ShATRX). Wyniki przeanalizowalam testem t-studneta, a poziom istotnosci statystycznej
przedstawiono w postaci gwiazdek nad SEM. *** p<0,001.

5.7.2 Analiza przestrzenna (3D) upakowania chromatyny w jadrach neuronéow

hipokampalnych z wyciszonym Atrx

W oparciu o intensywnos$¢ barwienia DNA przeprowadzitam ilo§ciowa analizg
3D przy pomocy programu PartSeg. Program ten pozwala na wyodrebnienie ze zdjgc
poszczegolnych jader komoérkowych poprzez natozenie maski. Segmentacja w oparciu
o natozong maske zostata dostosowana manualnie za pomocg progu intensywnos$ci
znakowania DNA. Nastepnie na wyodrebnionych jadrach przeprowadzitam
automatyczng analize rozszerzong metodg Otsu (Multiple Otsu — wielopoziomowe
progowanie Otsu) (Ryc.5.22). Metoda ta polega na binaryzacji obrazu i podzieleniu go
na klasy w oparciu o intensywnos¢ pikseli, ktora koresponduje ze stopniem
skondensowania chromatyny (im wigksza intensywno$¢, tym wicksza kondensacja,
I odwrotnie - im mniejsza intensywnos¢, tym mniejsza kondensacja). Wyniki zostaty
podzielone na 7 klas, a kazdy ze zbiorow segmentacji Otsu reprezentuje dang klase
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chromatyny, zaczynajac od klasy 1, ktéra jest reprezentacja interchromatyny, klasy 2-3
prezentujg aktywng chromatyng, natomiast klasy 4-7 nieaktywna chromatyne. Najsilniej

upakowang klasg chromatyny jest klasa 7, a najluzniejsza jej forma jest klasa 2.

Klasy segmentacji metoda Znakowanie intesnywnosci
wielopoziomowego Otsu DNA w skali 16-bitowej

interchromatyna  aktywna nieaktywana
chromatyna chromatyna

Rycina 5.22. Metoda segmentacji. Przyktadowe zdjecie metody wielopoziomowego
progowania Otsu, przedstawiajgce siedem klas chromatyny o rosnacej intensywnosci DNA (lewy
panel). Zdjecie po prawej przestawia znakowanie DNA przedstawione w skali 16-bitowej
oznaczone] kolorami (im cieplejsze kolory tym wigksza intensywno$¢ znakowania DNA).

Uzyskane wyniki segmentacji poddatam dalszej analizie statystycznej, a wyniki
przedstawitam na Ryc. 5.23. Wartosci dla kazdej z analizowanych klas odzwierciedlaja
rzeczywista objetos¢ chromatyny w danym przedziale, stad analizujac wyniki skupitam
si¢ na roéznicach dla poszczegdlnych przedziatow, tj. aktywnej i nieaktywnej chromatyny,
oraz najsilniej upakowanej chromatyny tworzacej DNA foci (Ryc. 5.23). Analiza
wynikow pokazuje, iz objeto$¢ aktywnej chromatyny spada po wyciszeniu Atrx, ro$nie
natomiast objetos¢ niaktywnej transkrypcyjnie chromatyny. Najwigksza roznice
w objetosci chromatyny mozna zaobserwowa¢ w przedziale najsilniej skondensowanych
klas (klasa 6 i 7). Zarowno w stanie spoczynkowym, jak i po pobudzeniu dochodzi do

wzrostu objetosci foci DNA po wyciszeniu Atrx.
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Rycina 5.23. Segmentacja chromatyny i analiza zmian jej objetosci. Przyktadowe
wysegmentowane jadra dla kazdej z grup eksperymentalnych (kontrola scrambled
niepobudzona/pobudzona oraz wyciszenie Atrx (ShATRX) niepobudzone/pobudzone). Goérny
panel przedstawia znakowanie DNA w skali 16-bitowej, dolny panel przedstawia te same jadra
podzielone na klasy w oparciu o segmentacje wielopoziomowg Otsu. Wykresy stupkowe
prezentujg zmiany w objetosci danej klasy chromatyny (przedstawione jako udziat procentowy
calej objetosci jadra). Badana grupa liczyta odpowiednio: 212 komoérek w grupie scr kontrola,
264 - sShATRX kontrola, 287 - scr LTP i 257 - ShATRX LTP. Istotno$¢ statystyczna zmierzona
testem U Manna-Whitneya wynosi p <0,001- ***

5.7.3 Poziom biatka cFOS po wyciszeniu Atrx

Wiedzac, iz po wyciszeniu Atrx dochodzi do znacznej kondensacji chromatyny,
postanowitam sprawdzi¢, czy zmianie ulega rowniez ekspresja gendw bioragcych udziat
we wczesnej odpowiedzi. Jak juz wczeSniej wspomniano, przyktadem takiego genu jest
cFOS. Porownatam wigc poziom fluorescencji znakowania biatka cFOS w obrazach

konfokalnych dla grupy kontrolnej (scrambled) oraz z wyciszonym Atrx (ShATRX)
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pobudzonych cLTP (Ryc. 5. 24). Wyniki analizy poziomu flurescencji biatka cFOS
przedstawilam na wykresie. Po wyciszeniu Atrx dochodzi do nieznacznego obnizenia

poziomu intensywnoS$ci znakowania CFOS, zmiany te nie sg jednak istotne statystycznie.

cFOS DNA nalozenie
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Rycina 5.24. Poziom cFOS po wyciszeniu Atrx. Przyktadowe obrazy jader po pobudzeniu LTP
i wyznakowaniu na ATRX (czerwony), cFOS (zielony) oraz DNA (niebieski). Kontrola
(scrambled) przedstawiona w goérnym wierszu, w dolnym wyciszenie Atrx (ShATRX). Skala 5
um. Wykres po prawej przedstawia analize ilosciowa; dokonano pomiaru sygnaty intensywnosci
znakowania cFOS w trzech niezaleznych powtorzeniach biologicznych (N=3) na grupie komoérek
liczacych co najmniej 20 komorek dla kazdej z grup. Stupki biedu prezentuja SEM. Istotnosé¢
statystyczna zmian mierzona testem t-studenta wyniosta p = 0.4855, co oznacza brak istotnosci
statystycznej (ns).

5.7.4 Wplyw wyciszenia ATRX na potranslacyjne modyfikacje histonow

Obnizenie poziomu biatka ATRX w komorkach hipokampalnych hodowanych in
vitro poprzez powodowanie zmian w konformacji chromatyny (czyli wzmozong
kondensacje) powinno wplywaé rowniez na potranslacyjne modyfikacje histonow. W
niniejszej pracy skupitam si¢ na dwoch modyfikacjach — acetylacji lizyny 9 na histonie 3
(H3K9AC), ktora jest charakterystyczna dla chromatyny aktywnej transkrypcyjnie oraz
di- i trimetylacji lizyny 20 na histonie 4 (H4K20me2me3), ktora jest znacznikiem
chromatyny nieaktywnej transkrypcyjnie.

Zaobserwowano wzrost acetylacji H3K9Ac w stanie spoczynkowym oraz spadek
poziomu acetylacji po pobudzeniu cLTP w neuronach z obnizonym poziomem ATRX
(Ryc. 5. 25).
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Rycina 5.25. Wplyw wyciszenia Atrx na acetylacje H3K9Ac. A. Przyktadowe jadra
komorkowe znakowane na H3K9Ac (zielony) oraz DNA (niebieski) po obnizeniu biatka ATRX
lub w kontroli (gérny panel). Skala 5 pm. B. Wykres przedstawia analizg iloSciowa poziomu
fluorescencji H3K9Ac dla wszystkich badanych grup. Liczba n dla kazdej z badanych grup
wynosita co najmniej 50 neuronéw; z trzech niezaleznych powtorzen biologicznych (N=3).
Stupki btedu prezentujg SEM. Istotnos$¢ statystyczna zmian mierzona testem t-Studenta wyniosta
*** co odpowiada p<0,001 i ** co odpowiada p <0,01.

W przypadku analizy metylacji H4K20me2me3 zaobserwowatam, ze wyciszeniu
Atrx towarzyszy hipermetylacja tego histonu, znaczny wzrost metylacji zaobserwowatam
zarowno w kontroli DMSO, jak i cCLTP. Hipermetylacja byta widoczna w postaci duzych

rozmiarow skupienia w sgsiedztwie silnie skondensowanej chromatyny (Ryc. 5.26).
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Rycina 5.26. Wplyw wyciszenia Atrx na metylacje H4K920me2me3. A. Przyktadowe jadra
komorkowe znakowane na H4K20me2me3 (zielony) oraz DNA (niebieski) po wyciszeniu biatka
ATRX lub w kontroli (gérny panel). B. Analiza iloSciowa przedstawiona na wykresie
stupkowym, wyciszenie Atrx powoduje wzrost metylacji w niepobudzonych komérkach oraz w
komérkach pobudzonych cLTP. Skala 5 um. Liczba n dla kazdej z grup wynosita co najmniej 50
neurondw, z trzech niezaleznych powtoérzen biologicznych (N=3). Istotno$¢ statystyczna zmian
mierzona testem t-Studenta wynosi ** co odpowiada p <0,01.

Wiyniki te potwierdzity zatem udzial biatka ATRX w organizacji chromatyny.
Wyciszenie Atrx skutkuje silniejszym upakowaniem chromatyny i zmianom tym

towarzysza zmiany we wzorze modyfikacji potranslacyjnych histonow.

5.7.5 Wplyw wyciszenia Atrx na obecno$¢ jaderkowych cialek ATRX

W celu sprawdzenia czy cialka sg obecne w neuronach z obnizonym poziomem
biatka ATRX wykKorzystalam znakowanie przeciwko biatku DAXX. Analizowatam
neurony pochodzace z trzech niezaleznych powtorzen biologicznych, wyszukujac
wystepowania ciatek jaderkowych z biatkiem DAXX kazdorazowo w pigciu roznych

ptaszczyznach na kazdym z trzech preparatow.

87



natozenie

o
o
<
]

s X

Q@

o]

€

©

O

N
o
=
—
o
<
=
€
]
¥

>

4

=

<

<

n

CLTP

Rycina 5.27. Przykladowe jadra znakowane na DAXX (zielony) oraz DNA (niebieski).
Poszczegblne wiersze przedstawiajg warianty kontrolne i z wyciszonym Atrx stymulowane LTP
oraz kontrolne (DMSO). Granice jaderka (zaznaczone czerwonymi okrggami) wyznaczone po
podstawie barwienia DNA w skali szarosci (druga kolumna)
z dostosowang jasnoscig §wiecenia tak aby wyraznie wida¢ bylo obszar jaderka. Skala 5 um.

Jak wynika z analizy obrazéw przedstawionych na Ryc. 5.27 wyciszenie Atrx
skutkuje zanikiem wyzej opisanych ciatek jaderkowych, co $wiadczy o kluczowej roli

biatka ATRX w powstawaniu i/lub utrzymywaniu ciatek jaderkowych.

5.10 Wplyw stresu jaderkowego na lokalizacj¢e ATRX w jaderku

5.10.1 Zahamowanie aktywnosci polimerazy RNA |

Dane literaturowe wykazuja, ze uzycie D-aktynomycyny (ActD) w stezeniu (0,05
ug/ml) blokujacym polimerazg RNA 1, ale nieblokujagcym polimerazy RNA |1, prowadzi
do rozpadu jaderka (Kalita i in., 2008) UBF i fibrylaryna ulegaja wowczas translokacji

na obrzeza jaderka, a B23 i nukleolina — translokacji do nukleoplazmy (Boulon i in.,
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2010). Poniewaz wykazalam obecnos¢ biatka ATRX w jaderku postanowitam zbadac,
jaki wplyw na jego lokalizacje ma stres jaderkowy wywolany uzyciem tego inhibitora.
W tym celu przeanalizowalam obrazy mikroskopii konfokalnej preparatow znakowanych
na obecno$¢ ATRX oraz znacznika jaderka — nukleoliny w warunkach zahamowania
polimerazy RNA | przy uzyciu ActD (Ryc. 5. 28). Jaderko w tych warunkach ulega
drastycznej dezintegracji, a pozostatosci jaderka przesuwajg si¢ na obrzeza jadra.
Zaobserwowalam, ze w tych warunkach wzrasta liczba cialek ATRX, pojawiaja si¢ one
juz po 30 min. od dodania ActD w niemal w kazdym neuronie, w liczbie od 2 do 16 (Ryc.
5.28), a ich wielko$¢ jest mniejsza niz typowych cialek w warunkach bez stresu
jaderkowego. Analiza ilo$ci ciatek po 2 godz. od zahamowania aktywnosci polimerazy
RNA | wykazata, ze ciatka wystgpuja w kazdym neuronie, a ich liczba $rednio wynosi
ok. 5. Zaobserwowatam réwniez przemieszczanie si¢ ciatek ATRX z obszaru ,,post-

jaderkowego” w kierunku otoczki jadrowe;.
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Rycina 5.28. Wplyw zahamowania polimerazy RNA I na morfologi¢ jaderek i cialek ATRX.
Znakowanie immunofluorescencyjne neuronow; ATRX (czerwony), nukleolina (zielony) DNA
(niebieski) z trzech powtérzen badawczych (kazda kolumna to jedno powtorzenie).
Przedstawione przyktadowe jadra sktadaja si¢ z natozenia trzech kanatow i ze scalenia warstw w
0si z W gornym panelu zaprezentowano kontrolg, w ponizszych wierszach wybrane punkty
czasowe stresu jaderkowego (od 10 min. do 3 godz.). Skala 5 pm. Wykres prezentuje $rednig
ilo§¢ ciatek ATRX na neuron W kontroli i po zastostowaniu ActD przez 2 godz. dla trzech
powtorzen biologicznych (N=3, kontrola n=53 oraz ActD n=54). Istotno$¢ statystyczna
zmierzona testem U Manna-Whitneya wynosi *** co odpowiada p <0,001.
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Nastepnie neurony traktowane ActD znakowatam na ATRX i jego partnera -
DAXX. Wyniki te potwierdzily, ze stres jaderkowy wywotywany ActD prowadzi do
zwigkszenia liczby ciatek ATRX (Ryc 5. 29), a cialka t¢ mimo zmiany lokalizacji

z jaderka na obrzeza jadra caty czas kolokalizuja z biatkiem DAXX.

ATRX DAXX natozenie scalenie

« »

Rycina 5.29. Kolokalizacja jaderkowego cialka ATRX i DAXX w warunkach stresu
jaderkowego. Znakowanie immunofluorescencyjne neuronow; ATRX (czerwony), DAXX
(zielony) DNA (niebieski) prezentowane w skali szarosci dla lepszej wizualizacji. W ostatniej
kolumnie scalenie nalozonych kanatéw w osi z, ktore wyraznie uwidacznia kolokalizacje ATRX
i DAXX. Skala 5 um.

Kontrola
4 godz.

ActD 10min.

ActD 30min.

ActD
1 godz.

ActD
2 godz.

ActD
3 godz.

ActD
4 godz.
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5.10.2 Wplyw zahamowania dojrzewania rRNA za pomoca 5-fluorouracylu na
ATRX w jaderku

Celem sprawdzenia, czy biatko ATRX zaangazowane jest w procesy zwigzane z
dojrzewaniem rybosomow przeprowadzitam do$§wiadczenia z zahamowaniem syntezy
RNA poprzez inkubacje neuronéw z 5-FU przez 24 godz. Indukowany w ten sposob stres
jaderkowy nie powoduje rozpadu jaderka, jaderko zachowuje swoja integralnos¢
w przeciwienstwie do traktowania ActD. Zahamowaniu ulega natomiast dojrzewanie
rRNA. 5-Fluorouracyl strukturalnie podobny jest do uracylu, gtdéwna réznica w budowie
to zastgpienie atomu fluoru z atomem wodoru w pozycji 5 w pierscieniu pirymidowym.
Whbudowywanie czasteczek 5-FU zamiast czgsteczek uracylu skutkuje zaburzeniem
transkrypcji, co w konsekwencji prowadzi do inhibicji syntezy RNA. Zahamowanie
syntezy RNA w opisanym modelu powoduje wzrost liczby jaderkowych ciatek ATRX
(Ryc 5.30).

scalenie

ATRX UBF

Rycina 5.30. Zahamowanie dojrzewania rybosoméw przy uzyciu 5-FU. Przyktadowe jadra
komorkowe przedstawione jako ztozenie warstw w osi Z. Znakowanie na ATRX (czerwony),
UBF jako znacznik jaderka (zielony), DNA (niebieski), ostatnia kolumna przedstawia natozenie
wszystkich kanatow oraz warstw w ozi Z. Skala 5 um. B. Wykres przedstawia liczbe ciatek
ATRX po inhibicji 5-FU (n=74) oraz w kontroli (n=50), obserwujemy znaczny wzrost ilosci

ciatek ATRX po inhibicji dojrzewania RNA (wynik analizy dla 3 powtorzen biologicznych, N=3).
Istotnos$¢ statystyczna zmian testem U Manna-Whitneya wynosi *** co odpowiada p <0,001.

Srednia liczba ciatek ATRX

Kontrola

ilos¢ ciatek na neuron
T

5-FU 24h

kontrola 5FU

Celem sprawdzenia, czy ciatka ATRX po zahamowaniu dojrzewania RNA
kolokalizuja z biatkiem DAXX przeprowadzono dodatkowe znakowanie
immunofluorescencyjne na obecnos¢ biatka DAXX. Wyniki przedstawiono na Ryc. 5.
31.
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ATRX DAXX scalenie

5-FU 24h

Rycina 5.31. Cialka ATRX po zahamowaniu dojrzewania RNA Kkolokalizuja z bialkiem
DAXX. Przyktadowe neurony znakowanie na ATRX (czerwony), DAXX (zielonym), DNA
(niebieski) w warunkach stresu jaderkowego. Analiza obrazéw potwierdza kolokalizacje
jaderkowych ciatek ATRX z DAXX po zahamowaniu dojrzewania RNA przy uzyciu 5-FU. Skala
S um.

Analiza obrazow wykazata, ze ATRX i DAXX nadal kolokalizujag w warunkach
stresu wywotanego 5-FU.

5.10.3 Wplyw rozbicia wigzan hydrofobowych na cialka ATRX

Celem dalszej charakterystyki ciatek ATRX przeprowadzitam doswiadczenie
z rozbiciem wigzan hydrofobowych w komorce, czyli separacji faz ciektych (ang. liquid-
liquid phase separation), po to aby okresli¢ wtasciwosci ciatek ATRX. Przy uzyciu 5%
heksanodiolu udato mi si¢ wykaza¢, ze ciatka ATRX powstaja poprzez separacj¢ faz
ciektych (Ryc. 5. 32). Do tego doswiadczenia wybrano neurony traktowane ActD,
poniewaz w komorkach tych (jak pokazano na wczesniejszych rycinach (Ryc. 5.28
i Ryc. 5. 29) obserwowany jest znaczny wzrost liczby ciateck ATRX. Dodanie 5%
heksanodiolu do komorek traktowanych ActD skutkowato zmniejszeniem sredniej liczby
cialek o potowg. Jako kontrole dzialania heksanodiolu uzyto znakowania na biatko
SFa66, ktore jest znacznikiem struktur jadrowych nazywanych paraspeklami. Wskutek
dziatania heksanodiolu struktury te zmieniaja swoja objg¢tos¢, spada rowniez ich

liczebno$¢ (Ryec. 5. 32).
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ATRX SFa66 scalenie

ActD 2 godz
kontrola 10 min

ActD 2 godz.
Hex 10 min

Rycina 5.32. Rozbicie wigzan hydrofobowych skutkuje Srednia liczba ciatek ATRX
rozpadem cialek ATRX. Przykladowe jadra neuronow 25— * k%
traktowane ActD przez 2 godz., a nastegpnie poddane rozbiciu

wiazan hydrofobowych heksanodiolem (dolny panel). Gorne 5 20+

obrazy przedstawiaja kontrolg heksanodiolu. Ostatnia 3

kolumna reprezentuje metode liczenia cialek ATRX jako % 154

liczenie ROI (ang. region of interest) w programie ImageJ. &

Wykres stupkowy prezentuje liczbe ciatek ATRX, po S 107
zastosowaniu heksanodiolu, liczba ciatek spada o potowe. ﬁ 5

Analiz¢  przeprowadzono na  trzech  niezaleznych  ~ J_
powtorzeniach biologicznych (N=3), a catkowita liczebnos¢ 0 : |
grup wynosi odpowiednio n=66 dla kontroli i n=69 dla @ >
wariantu eksperymentalnego. Istotnos¢ statystyczna zmian (\x@ Qob\
mierzona testem t-Studenta wynosi *** co odpowiada o \(\Q\’@'z’

p <0,001.

5.11 Wplyw wyciszenia Atrx na morfologi¢ drzewek dendrytycznych

W celu zbadania, czy i jak zmiany w organizacji heterochromatyny i/lub obecnos¢
ciatek jaderkowych ATRX w neuronach z wyciszonym Atrx przektadaja si¢ na zmiany
funkcjonalne neurondéw, postanowitam dokona¢ analizy drzewek dendrytycznych
neuronéw kontrolnych i tych z obnizonym poziomem biatka ATRX. W tych
doswiadczeniach wykorzystatam wektor plazmidowy opisany w podrozdziale 3.9, ktory
wprowadzalam do neuronéw za pomoca techniki transfekcji. Transfekcja komorek
nerwowych ma niskg wydajnos$¢, co w tym przypadku bylo zaleta, gdyz pozwolito mi na
uzyskanie pojedynczej stransfekowanej komorki na jedno pole widzenia. Ponadto,
wspomniany plazmid dzigki ekspresji fluorescencyjnego biatka GFP umozliwit mi
identyfikacj¢ transfekowanych komorek oraz uwidocznienie ich morfologii. W celu
potwierdzenia, ze obserwowane wyniki sg spowodowane wyciszeniem ekspresji Atrx

przez shRNA, a nie sa skutkiem niespecyficznego efektu zastosowania techniki ShRNA,
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neurony kontrolne transfekowano plazmidem kodujacymi shRNA ,scrambled” (scr),

ktory réwniez posiadat metke¢ GFP. Zaobserwowatam, iz drzewko dendrytyczne

neuronéw z obnizonym poziomem biatka ATRX jest zubozone zardéwno w konteksScie

catkowitej dtugosci wypustek, jak i liczby rozgatezien (Ryc. 5. 33 oraz Ryc. 5. 34).

ATRX

>

Kontrola scrambled

ShATRX

Rycina 5.33. Wplyw wyciszenia Atrx na morfologie
drzewka dendrytycznego. Przyktadowe obrazy
znakowania na ATRX (czerwony) i DNA (niebieski)
oraz ekspresja GFP (zielony) pozwalajaca na okre$lenie
wielko$ci 1 rozgalezienia drzew dendrytycznych.A.
Kontrola scrambled o typowej morfologii drzewka
dendrytycznego. B. Woyciszenie Atrx wplywa na
zubozenie rozgalezien drzewka dendrytycznego.
C. Walidacja poziomu wyciszenia Atrx metoda
transfekcji, wykres prezentuje pozim fluorescencji
ATRX w kontroli n=104 (szary) i po wyciszeniu Atrx
n=104 (zielony). Zmiany analizowano testem U Manna-
Whitneya stupki btedow przedstawiajg SEM, a poziom
istotno$ci  statystycznej przedstawiono w postaci
gwiazdek nad SEM. *** p<0,001.
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W celu poréwnania morfologii drzewka dendrytycznego skoncentrowatam si¢ na
jego dwoch podstawowych cechach: ztozonosci drzewka dendrytycznego oraz jego
ekspansywnosci, czyli zdolnosci do rozprzestrzeniania si¢ dendrytow na powierzchni
wokot ciata neurondéw. Przy pomocy programu NeuronJ dla kazdego z analizowanych
neurondéw, wykonatam maske z odrysowanymi dendrytami na podstawie sygnalu GFP.
Z tak przygotowanych masek w sposob automatyczny odczytywalam dtugosé
poszczegbdlnych dendrytow oraz ich sumaryczng dhugosé. Przykladowe rekonstrukcje
drzewek dendrytycznych przedstawiono na Ryc. 5.34, a wyniki analizy ilo$ciowej na
Ryc. 5.35.

Kontrola scrambled

Wvciszenie ATRX

100 pm

Rycina 5.34. Przykladowe drzewka dendrytyczne kontrolne i z obnizonym poziomem bialka
ATRX. Gorny panel przedstawia kontrolne drzewka (scrambled), uwage zwracaja liczne
rozgatezienia i dtugo$¢ wypustek. Na dolnym panelu komorki z wyciszonym Atrx, drzewko
dendrytyczne jest widocznie mniejsze oraz mniej rozgalezione.

Do analizy ilo$ciowej wykorzystano co najmniej trzy powtdrzenia biologiczne,
a calkowita liczba analizowanych komodrek wynosita odpowiednio n=62 dla grupy

kontrolnej i n=63 dla grupy z wyciszonym Atrx.
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Rycina 5.35. Analiza ilosciowa morfologii drzewka dendrytycznego po wyciszeniu Atrx.
Srednia dugos¢ dendrytow po wyciszeniu Atrx (zielony) spada niemal dwukrotnie, zmniejsza sig
tez roztozysto§¢ drzewka dendrytycznego, wyciszenie Atrx powoduje spadek sredniej liczby
dendrytow.

Analiza iloSciowa potwierdzila obserwacje uzyskane w  obrazach
mikroskopowych. Srednia liczba dendrytow spadata ponad dwukrotnie, podobnie jak
srednia dtugo$¢ dendrytow, co oznacza, ze wyciszenie Atrx wptywa na morfologie¢

drzewka dendrytycznego.
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6. Dyskusja

W  badaniach nad struktura chromatyny rola biatek przebudowujacych
chromatyne jest silnie ugruntowana. W konteks$cie tego dynamicznego procesu
regulacyjnego, biatko ATRX posiadajgce aktywnos¢ ATPazowa, odgrywa niezmiernie
istotng funkcj¢. Postawiona w niniejszej pracy hipoteza zaktadata, iz biatko to stanowi
kluczowy element regulacji struktury chromatyny w jadrach neuronéw, niezbednej do
prawidtowe;j transkrypcji genow, zwlaszcza po pobudzeniu synaptycznym. Biatko ATRX
kontroluje dostepno$¢ gendéw majgcych ulegaé transkrypcji, przy réwnoczesnym
thumieniu ekspresji genéw majacych nie ulega¢ transkrypcji. Podczas pobudzenia
synaptycznego dochodzi do reorganizacji struktury chromatyny i zmian w transkryptomie
(Barr i Bertram, 1949; Benito i Barco, 2015; Billia i in., 1992; Grabowska i in., 2022;
Tao-Cheng, 2018; Walczak i in., 2013a; Yap i Greenberg, 2018). Badania
przeprowadzone w bytej juz Pracowni Neuromorfologii Molekularnej 1 Systemowej oraz
kontynuowane w Pracowni Molekularnych Podstaw Ruchow Komorkowych
potwierdzity te obserwacje, zidentyfikowaliSmy bowiem jedno =z bialek
odpowiedzialnych za rearanzacj¢ struktury chromatyny po pobudzeniu synaptycznym -

deacetylazg 1 histonow, HDACI1 (Grabowska i in., 2022).

Przeprowadzone przeze mnie badania wykazaly, ze rowniez biatko ATRX
podczas pobudzenia synaptycznego bierze udziat w organizacji chromatyny, szczegolnie
w warunkach pobudzenia synaptycznego, gdzie obserwowatam wzrost kolokalizacji
ATRX 1 skondensowanej chromatyny w jadrach neurondéw hipokampalnych. Co wiecej,
zaobserwowalam, ze obnizenie poziomu biatka ATRX powoduje nadmierng kondensacj¢
chromatyny, co potwierdza rol¢ tego biatka w regulacji organizacji chromatyny rowniez
w jadrach neuronéw. Stwierdzitam, stosujac techniki immunofluorescencyjne, ze biatko
ATRX wystepuje w wielu przedziatach jadra neurondw szczura i myszy oraz nerwiaka
(neuroblastoma), gdzie jest obecne rowniez w jaderku. Co ciekawe, wtasnie w jaderku
odkrylam obecnos¢ biatka ATRX w niezidentyfikowanym dotychczas ciatku
jaderkowym, ktdre z racji tego, ze to biatko jest niezbgdne dla jego utworzenia nazwatam
ciatkiem ATRX. Co wigcej wykazatam, ze obnizenie poziomu biatka ATRX zaburza
organizacj¢ drzewek dendrytycznych. Uzyskane wyniki poglebity dotychczasowa wiedze

o biatku ATRX w funkcjonowaniu neurondéw, zwlaszcza w kontekscie pobudzenia
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neuronalnego i stanowig zaczyn do przeprowadzenia dalszych badan w celu poznania

funkcji tego intrygujacego bialka.

6.1 Rola bialka ATRX w neuronach

Pomimo znaczacej roli biatka ATRX w prawidtowym rozwoju neuronow, a takze
jego zwigzku z zaburzeniami kognitywnymi u ludzi, funkcja biatka ATRX
w osrodkowym uktadzie nerwowym nie jest dobrze poznana. Moze to wynika¢ z faktu,
ze - Jak wykazano u myszy- delecja genu Atrx w linii zarodkowej powoduje obumieranie
embrionéw (Garrick 1 in., 2006), natomiast warunkowa delecja Atrx w komorkach
neuroprogenitorowych prowadzi do nadmiernych uszkodzen DNA spowodowanych
stresem replikacyjnym DNA i p6zniejszag apoptozg zalezng od Tp53 (Seah i in., 2008;
Watson i in., 2013). W rozwijajacym si¢ mozgu obserwuje si¢ wysoki poziom biatka
ATRX, co wskazuje na jego wazng role dla rozwoju i funkcjonowania mézgu. Waznego
odkrycia dokonali Marano i in., ktérzy udowodnili, iz podczas roznicowania neuronow
biatko to bierze udzial w organizacji chromatyny pericentrycznej poprzez interakcje
z transkryptem RNA Xist (ang. X-inactive specyfic transcript) i wynikajacg z tego
stymulacje kompleksu PRC2 (ang. Polycomb-repressive complex 2) do inaktywowania
jednej z kopii chromosomu X (Marano i in., 2019). Ta interakcja wskazuje na rolg biatka
ATRX w utrzymywaniu struktury heterochromatyny podczas rdéznicowania si¢
neuronéw. Natomiast w innym badaniu, przeprowadzonym przez Buning i in., badano
transkryptom rdznicujacych si¢ neurondw myszy i wykazano, ze biatko ATRX wraz
z czynnikiem transkrypcyjnym SOX2 wpltywaja na wzrost aktywno$ci rejonu
wzmacniacza (enhancera) oraz aktywacje ekspresji genéw w tych neuronach (Bunina i
in., 2020). Jest to zatem kolejny dowod potwierdzajacy role biatka ATRX w regulacji
ekspresji genéw, w tym przypadku biatko to odpowiada za aktywacje 1 wzmocnienie

transkrypcji okreslonych genow.

Jak wynika z powyzszych (oraz wielu innych) prac biatko ATRX jest niezbgdne
dla prawidlowego rozwoju neuronow, a takze do ich przezycia (Bérubé i in., 2005; Seah
I in., 2008). Programowana $mier¢ komoérek odgrywa wazng rolg w rozwoju kory mozgu
poprzez usuwanie nadmiernej liczby neuronéw, ktore sa generowane w strefie

podkomorowej, ale nie sg nastepnie wlaczane do warstw mozgu. W pracy Bérubé i in.
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(Bérubé i in., 2005) wykorzystano dwie rézne krzyzowki transgeniczne Cre do
zaburzenia ekspresji genu Atrx u myszy i zaobserwowano znaczacg i nieprawidtowa
utrat¢ neuronow podczas rozwoju kory moézgowej, co manifestuje si¢ zmniejszonym
przodomdzgowiem. Natomiast u pacjentow z zespolem ATRX badania rezonansem
magnetycznym (MRI) wykazaty atrofie moézgu w rejonie istoty biatej (Singh i in., 2023;
Wadai in., 2013). Biatko ATRX oddziatuje rowniez z innymi biatkami, ktore biorg udziat
w rozwoju, takim przykladem moze by¢ biatko MECP2. Mutacje w genie Mecp2
powoduja zespot Retta, czyli uwarunkowang genetycznie chorobe neurorozwojowa,
diagnozowang W Szczegodlnosci u dziewczynek, objawiajaca si¢ przede wszystkim
uwstecznieniem rozwoju, zachowaniami autystycznymi, zaburzeniami motoryki ciala
i padaczka (Percy i in., 2023). Biatko MECP2 wraz z biatkiem ATRX odpowiada za
prawidtowy rozwdj neuronow (Wenderski i Maze, 2016), zas samo biatko ATRX jest
niezb¢dne do prawidlowego formowania chromocentrow podczas rdznicowania

neuronéw (Marano i in., 2019).

Najnowsze doniesienia z pracy Singha i wspot. (Singh i in., 2023) implikuja, iz
inaktywacja ATRX w neuronach wplywa na aktywno$¢ synaptyczng i plastycznosc,
a wiec prowadzi to potencjalnie do zaburzen kognitywnych. Bardzo interesujacego
odkrycia dokonali réwniez Gugustea 1 wspot., ktorzy udowodnili, ze ATRX jest
wymagany w pobudzajacych neuronach przodomoézgowia do osiagnigcia prawidtowego
LTP w hipokampie (Gugustea i in., 2020). To odkrycie sugeruje, ze biatko ATRX jest
zaangazowane w modulacje plastycznosci synaptycznej w hipokampie. Wczesniej Noh
1 wspol. dowiedli, iz biatkko ATRX peti funkcje ochronne wobec matych satelitarnych
powtdrzen w neuronach podczas pobudzenia synaptycznego (Noh i in., 2015). W pracy
tej opisano zdolno$¢ biatka ATRX do rozpoznawania zaleznej od aktywnos$ci
synaptycznej kombinatorycznej modyfikacji histonéw, trimetylacji histonu H3 lizyny
9/fosforylacji seryny 10 (H3K9me3S10ph) w neuronach. W neuronach taka zmiana
metylacji na fosforylacj¢ nastgpuje wylacznie po okresach stymulacji 1 wystgpuje
zwlaszcza w heterochromatycznych powtdrzeniach. Podobnie jak w moich badaniach,
w tej pracy wykazano zmian¢ lokalizacji biatka ATRX po pobudzeniu w jadrach

neurondw myszy, o czym ponizej (rozdziat 6.2).

A zatem powyzsze doniesienia wskazuja, ze biatkko ATRX moze by¢ istotne dla
rozwoju i funkcjonowaniu mézgu poprzez zaangazowanie w regulacji ekspresji genow

w odpowiedzi na pobudzenie synaptyczne.
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6.2 Bialko ATRX a pobudzenie cLTP

Wigkszo$¢ badan przeprowadzitam przy uzyciu szczurzych dysocjowanych
hipokampalnych neuronéw hodowanych in vitro. Model ten, powszechnie
wykorzystywany przez neurobiologdéw, pozwala - w poréwnaniu do badan in vivo - na
stosunkowo tatwe i efektywne przeprowadzenie manipulacji genetycznych takich, jak
wyciszenie czy nadekspresja produkcji biatka, a takze na manipulacje farmakologiczne.
Ponadto, umozliwia obrazowanie morfologii pojedynczych neuronéw, w tym jader
i drzewek dendrytycznych (Banker i Cowan, 1977; Beaudoin i in., 2012; Michaluk i in.,
2011).

Badania nad struktura chromatyny skupiajg si¢ przede wszystkim na komoérkach
zdolnych do podziatu, w ktorych dochodzi do zmian w strukturze chromatyny wraz
z kolejnymi fazami cyklu komorkowego. Natomiast neurony, po zrdznicowaniu
z postmitotycznych neuroblastow, nie ulegaja juz dalszym podzialom komorkowym.
Jako komorki pobudliwe ulegajg natomiast pobudzeniu synaptycznemu, ktéremu - jak
wykazano - towarzysza zmiany w organizacji chromatyny, ktore sg bardzo dynamiczne
(Grabowska i in., 2022). W warunkach hodowli in vitro neuronéw pobudzenie mozna
uzyskaé poprzez zastosowanie tzw. chemicznego modelu pobudzenia (cLTP), opartego
0 mieszaning trzech zwigzkéw farmakologicznie czynnych - forskoliny, rolipramu
i pikrotoksyny (Otmakhov i in., 2004; Jaworski i in., 2018; Kaczmarek i Chaudhuri,
1997). Pobudzone w ten sposob neurony wykazujg obecno$¢ biatka cFOS, ktore jest
markerem aktywacji, a takze dochodzi w nich do ekspresji genéw wczesnej odpowiedzi

takich, jak Arc, Egrl, Egr2 czy Bdnf (Argilli i in., 2008).

Wciaz niewiele wiadomo o mechanizmach zwigzanych z regulacja organizacji
chromatyny w jadrach pobudzonych neuronow. Jednym z takich mechanizmow wydaje
si¢ by¢ zaangazowanie biatka ATRX, ktore jest nie tylko istotne dla rozwoju mozgu,
ale takze - jak wykazano w innych typach komorek - bierze udziat w regulacji ekspresji
genow 1 utrzymywanie struktury chromatyny Co wigcej, zostalo ono nawet nazwane
,,straznikiem chromatyny” (Aguilera i Lopez-Contreras, 2023). Jest ono badane glownie
w kontekscie udzialu w replikacji DNA, utrzymywania telomerdw, regulacji ekspres;ji
genow 1 naprawy DNA (Clynes i in., 2014; Aguilera i Lopez-Contreras, 2023). Niewiele
jednak wiadomo o jego roli podczas pobudzenia synaptycznego, a zwlaszcza jego udziatu

w dynamicznej przebudowie struktury chromatyny w jadrach neuronéw.
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Moje badania wykazaly, Ze biatko ATRX wykazuje wysoka responsywnos¢ na te
dynamike, gdyz po pobudzeniu towarzyszy zmianom w organizacji chromatyny. Wzor
znakowania ATRX pokrywa si¢ z kondensacjg chromatyny, a kolokalizacja ta wzrasta po
pobudzeniu cLTP. Dlatego tez niezmiernie cickawym bylo sprawdzenie mechanizméw,
czy bialko ATRX jest - w trakcie pobudzenia synaptycznego - (i) zwigzane z aktywacja
ekspresji genéw poprzez otwieranie chromatyny, czy tez moze (ii) petnié rolg biatka
,»WYyciszajacego” regiony chromatyny tak, aby zapobiec ekspresji genéw zbednych
w czasie pobudzenia. Jeszcze inng mozliwoscig wydaje si¢ by¢ jego (iii) przytaczanie do
regionow, ktore maja by¢ aktywowane wkrotce po ustaniu pobudzenia. Moje badania
sugeruja, ze biatko ATRX wydaje si¢ bra¢ udziat we wszystkich tych procesach, co czyni
go biatkiem wielofunkcyjnym. Wynika¢ to moze m.in. wielodomenowej budowy tego
duzego biatka (m.cz. ~280 kDa), umozliwiajacej nie tylko wykazywanie aktywnosci
helikazy, ale takze oddziatywania z innymi biatkami (np. histonami) i/lub kompleksami
biatek i DNA (Hashimoto i in., 2010). Co cieckawe, biatko ATRX bierze réwniez udziat
w wyciszaniu sekwencji DNA wirusa podczas infekcji, wykazano bowiem, ze wigze si¢
ono z DNA wirusa opryszczki juz po 15 minutach po jego wniknigciu do jadra gospodarza

(Cabral i in., 2018).

W pobudzonych neuronach dochodzi do intensywnej ekspresji gendéw, konieczna
jest wigc Scista kontrola genomu (Misteli, 2020). Moja obserwacja, ze biatko ATRX
towarzyszy rearanzacji chromatyny w czasie pobudzenia cLTP wydaje si¢ sugerowac,
1z bierze ono udziat w regulacji ekspresji genéw podczas pobudzenia. Aby sprawdzic,
czy jest to zwigzane z ,,wyciszaniem” sekwencji DNA, czy tez z aktywacja genoéw
dokonatam jednoczesnego znakowania immunofluorescencyjnego biatka ATRX oraz
wybranych modyfikacji histonow. Modyfikacje histonow sg charakterystyczne dla
aktywnej i nieaktywnej transkrypcyjnie chromatyny (Jenuwein i Allis, 2001). Wyniki
okazaty si¢ zaskakujace, a mianowicie okazato sig, iz w Stanie spoczynkowym biatko
ATRX kolokalizuje nie tylko z heterochromatyng (wskaznikiem tego jest metylacja
reszty lizyny 20 na histonie 4 — H4K20me2me3), co sugeruje, ze zaangazowane jest w
,wyciszanie” ekspresji badz utrzymywanie chromatyny w stanie nieaktywnym -
»wyciszenia”, ale takze zauwazono jego obecnos$¢ przy aktywnej chromatynie, ktorej
znacznikiem jest acetylacja reszty lizynowej 9 w histonie 3 (H3K9Ac). Jak sie¢
spodziewatam, po pobudzeniu cLTP zaobserwowalam zmian¢ wzoru acetylacji

1 kolokalizacje biatka ATRX z tak modyfikowanym histonem. Natomiast obnizenie
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poziomu biatka ATRX spowodowato znaczne zmiany w organizacji chromatyny oraz we
wzorze modyfikacji (Rycina 6.1). Zaobserwowatam bowiem znaczny wzrost metylacji
reszty lizynowej 20 w histonie 4 (H4K20me), prowadzacy do powstania hipermetylacji
histonu (H4K920me2me3). I zgodnie z oczekiwaniami, po pobudzeniu zaobserwowatam
znaczny spadek poziomu H3K9Ac. Natomiast po pobudzeniu cLTP nie zauwazytam w
modyfikowanych genetycznie neuronach statystycznie istotnych zmian w poziomie
biatka cFos, co wskazuje, ze nalezy ostroznie interpretowa¢ wyniki dotyczace udziatu

biatka ATRX w ekspresji gendéw wczesnej odpowiedzi na pobudzenie synaptyczne.

Kontrola ShATRX

CLTP

Rycina 6.1. Zmiany w organizacj chromatyny. Kontrolne komoérki w stanie spoczynkowym
wykazujg obecno$¢ rozproszonej chromatyny (kolor niebieski) i nielicznych skupien DNA
(chromocentra) (kolor ro6zowy). Wyciszenie Atrx skutkuje kondensacja chromatyny, ktora skupia
si¢ w liczne foci DNA, a kondensacja ta poglebia si¢ po pobudzeniu cLTP. Zmianom ulaga
morfologia drzewka dendrytycznego, wyciszenie Atrx skutkuje jego zmniejszeniem.

Nalezy podkresli¢, ze wigkszo$¢ moich wynikdéw uzyskalam technika mikroskopii
konfokalnej, a zatem aby pozna¢ wplyw na i/lub oddziatywanie biatka ATRX
z modyfikowanymi histonami nalezatoby przeprowadzi¢ badania z wykorzystaniem
innych technik, np. immunoprecypitacji czy tez ligacji zblizeniowej in situ (PLA, ang.
proximity ligation assay). Niestety, ze wzgledu na ograniczenia czasowe nie udato mi si¢

tego sprawdzi¢. Mam jednak nadzieje, iz badania te beda kontynuowane w przysztosci.
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6.3 Funkcje bialka ATRX w jaderku neuronow

W niniejszej rozprawie, przy uzyciu technik znakowania immunocytologicznego,
po raz pierwszy wykazatam obecno$¢ biatka ATRX w jaderku. Co wiecej, po raz
pierwszy przedstawilam dowod na jego wystepowanie w nieopisanych dotychczas
ciatkach w jaderku neuronow szczurzych zaréwno in vitro, jak i in vivo - w skrawkach

moézgu szczura. Cialka te nazwatam ciatkami ATRX.

Jaderko jako centrum biogenezy rybosomdéw jest niezbedne do wzrostu
rozwijajacych si¢ neurondow, wilaczajac w to zar6wno morfogenezg neurytow, jak
i dlugotrwate utrzymywanie dojrzatych neuronéow (Hetman i Pietrzak, 2012). Biogeneza
rybosomow jest ztozonym procesem, bierze w nim udziat 80 rybosomalnych i ponad 200
nie-rybosomalnych biatek (Freed i in., 2010). Wigkszo$¢ etapow biogenezy rybosomow
zachodzi w jaderku, ktore zawiera setki kopii genu pre-rRNA 47S (rDNA) (Sirri i in.,
2008), ale w wigkszosci komoérek tylko okoto potowa tych genow jest aktywna
transkrypcyjnie, natomiast druga potowa jest wyciszona epigenetycznie (Sharifi
i Bierhoff, 2018). Ten transkrypcyjnie nieaktywny fragment rDNA jest kluczowy dla
organizacji struktury i utrzymywania integralnosci genomu. Bialko ATRX nie bylo
dotychczas opisywane jako bialko jaderkowe, mimo ze w jaderku wystepuja liczne
powtdrzenia rDNA, a jak wiadomo biatko to wykazuje duze powinowactwo do 3czenia
si¢ z sekwencjami powtorzeniowymi w genomie. Brakuje jednak danych literaturowych
opisujacych biatko ATRX w jaderku, szczegolnie w jaderku neuronoéw. Badania w
komorkach nowotworowych z mutacjg ATRX dokonane przez Wonga 1 wspot. wykazaty,
ze biatko ATRX jest wymagane do utrzymania struktury powtorzen rDNA (Udugama i
in., 2018). Badacze ci pokazali bowiem, ze podobnie jak w telomerach, rowniez na
powtorzeniach rDNA dochodzi do depozycji wariantu histonu H3.3 dzigki obecnosci
kompleksu ATRX-DAXX. Ponadto, wykazali, ze obnizenie poziomu biatka ATRX
prowadzi do zaburzen w strukturze heterochromatyny, co w nastgpstwie zaburza
stabilnos$¢ 1 liczbe powtorzen rDNA, a w konsekwencji prowadzi do znacznego spadku

produkcji podjednostek rybosomow.

W moich badaniach wykazatam, iz w jaderku biatko ATRX wystepuje
w nieopisanych dotychczas strukturach - ciatkach ATRX (Rycina 6.2). W ciatkach tych
biatko ATRX jedynie czgsciowo (na ich obrzezach) kolokalizuje z biatkami jaderkowymi

— nukleoling, B23 i UBF, natomiast nie kolokalizuje z polimerazg RNA I, co sugeruje,
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ze cialka te nie s3 zaangazowane w procesie transkrypcji rRNA, ale moga uczestniczy¢
m.in. w procesach dojrzewania i lub/transkrypcji rDNA. Biatko ATRX wystepuje w tych
strukturach w kompleksie z biatkiem DAXX, opisanym wczes$niej partnerem ATRX (Xue
i in., 2003). Stwierdzitam rowniez, ze obecno$¢ biatka ATRX jest konieczna do
formowania ciatek ATRX, gdyz jego brak uniemozliwia ich tworzenie. Intrygujacym byt
fakt, ze w warunkach stresu jaderkowego te ciatka byly wcigz obecne i zachowany byt
kompleks ATRX-DAXX. Nie zaobserwowatam natomiast w tych ciatkach kolokalizacji
ATRX z innym partnerem — czynnikiem transkrypcyjnym CTCF, kluczowym dla
regulacji ekspresji genéw i w organizacji struktury chromatyny (Kim i in., 2015).
Co ciekawe, w nukleoplazmie kolokalizacja biatka ATRX i CTCF spada po pobudzeniu
CLTP, natomiast z DAXX — wzrasta po pobudzeniu, co wydaje si¢ dodatkowo
potwierdza¢ moje obserwacje wskazujace na zaangazowanie biatka ATRX w organizacji

chromatyny w odpowiedzi na pobudzenie.

Kontrola /
Stres jgderkowy

Pobudzenie?
Transdukcja lentiwirusem

N

Woyciszenie Atrx

Rycina 6.2. Zmiany w ilosci jaderkowych cialek ATRX. Schematyczne przedstawienie jader
neurondéw  (niebieski) z  jaderkami (zielony). Ciatka  ATRX  (czerwony)
w warunkach stresowych wystepuja w jaderkach liczniej niz w kontroli, zanikaja jednak po
rozbiciu stabych wigzan wodorowych przez 1,6-heksanodiol.

Na podstawie powyzszych obserwacji nie mozna spekulowac, jaka role petnig te
ciatka w jaderkach neuronow, nie wiemy réwniez, czy sa one obecne w innych typach
tkanek/komorek. Wiemy natomiast, ze ich liczba wzrasta po pobudzeniu cLTP oraz w
warunkach stresu jaderkowego (wywotlanego dziataniem ActD). Po rozpadzie jaderek
w wyniku dziatania ActD, cialka ATRX przesuwaja si¢ w kierunku obrzeza jadra
komorkowego. Jest to zgodne z powszechnie uznang hipoteza, iz nieaktywne sekwencje

kierowane sg na obrzeza jadra, co m.in. udowodniono w pracy Skupien-Jaroszek i wspot.
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(Skupien-Jaroszek i in., 2021). Wzrost liczby ciatek zaoobserwowatam takze po dziataniu
5-fluorouracylu, powszechnie stosowanego chemioterapeutyku, ktory wbudowuje si¢ w
miejsce uracylu w tancuch DNA, skutkujac zaburzeniem transkrypcji, a wigc
zahamowaniem syntezy RNA. Co ciekawe, w warunkach stresu jaderkowego dodanie
1,6-heksanodiolu - czynnika powodujacego rozbicie wigzan wodorowych, sprzyjajac tym
samym rozdziatowi faz ptynnych, prowadzi do znacznego zmniejszenia liczby tych ciatek
(Ryc 6.2). Obserwacje te wskazujg zatem na dynamike tworzenia tych ciatek w zaleznoSci

od stanu pobudzenia neuronu, aktywacji procesu transkrypcji oraz stresu jagderkowego.

Kwestig istotng jest rowniez fakt, ze nie obserwowatam cialek ATRX w jaderkach
wszystkich neuronow widocznych w analizowanych polach widzenia; szacuje,
ze wystepowaty one w ok. 20% jaderek. Trudno mi spekulowac o przyczynach tego
spostrzezenia, odpowiedzi moga udzieli¢ kolejne badania. Z pewnos$cig nalezaloby
zbada¢ przebieg tworzenia tych ciatek; sprawdzié, czy i jakie inne biatka — poza DAXX
— wspottworzg ciatka ATRX; zbadac, czy ich obecnos¢ jest charakterystyczna jedynie dla
neuronow, czy tez moga by¢ one obecne w innych komorkach uktadu nerwowego, np. w
gleju i w innych tkankach. W tym kontekscie istotna jest obserwacja, ze prowadzace do
utraty funkcji mutacje w genie ATRX zostaty wykryte w ok. 40% ludzkich glejakow (Pang
1 in., 2023). Ponadto, trwaja badania nad okres$leniem w glejakach korelacji pomiedzy
poziomem biatka ATRX, a przezywalnoscig pacjentow (Chaurasia i in., 2016).
Interesujaca wydaje si¢ rowniez obserwacja, ze w neurosekrecyjnych komoérkach PC12
wsrdd partneréw dla niekonwencjonalnej miozyny VI jest G22p1, biatko o aktywnosci
helikazy DNA, co sugeruje mozliwos¢ oddziatywania tego motoru molekularnego
rowniez z biatkiem ATRX (Majewski i in., 2018). Co wiecej, nieopublikowane wyniki z
naszej grupy wskazuja, ze miozyna VI jest obecna w jaderku i bierze udziat w organizacji
jaderka 1 rybosomow (Nowak 1 in., dane mieopublikowane). Z pewnos$cig nalezatoby
réwniez sprawdzi¢, czy brak ATRX wptywa na organizacj¢ rybosomow i syntez¢ bialek,

czyli kluczowych proceséw zwigzanych z funkcjonowaniem jaderka.

6.4 Bialko ATRX a morfologia drzewka dendrytycznego

Wielkos$¢ 1 ztozono$¢ drzewka dendrytycznego maja kluczowe znaczenie dla
funkcjonalnos$ci polaczen pomiedzy neuronami. Stad tez zaburzenia w morfologii
drzewka skutkuja nieprawidtowosciami w transmisji sygnalow i w konsekwencji

prowadza do uposledzenia funkcji mézgowia. Zaburzenia takie obserwuje si¢ w réznych
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stanach patologicznych takich, jak np. choroba Alzheimera, uposledzenie umystowe,
epilepsja i stany chronicznego stresu (van Elburg i van Ooyen, 2010). W niniejszej pracy
wykazatam, i1z wyciszenie genu Atrx, skutkujace znacznym obnizeniem poziomu biatka
ATRX prowadzi do zmniejszenia rozmiaru oraz roztozystosci drzewek dendrytycznych
w analizowanych neuronach (Rycina 6.1). Jest to zgodne z obserwacjami innych badaczy,
ktorzy wykazali in vivo, iz delecja ATRX w neuronach spowodowala zmniejszenie
drzewek dendrytycznych (Tamming i in., 2017, 2020). Towarzyszyly temu zmiany w
transkrypcji genow oraz deficyty w pamigci dtugotrwalej. A zatem moje wyniki popieraja
hipoteze, ze biatko ATRX odgrywa wazng rol¢ w prawidlowym formowaniu si¢ drzewek
dendrytycznych, a co za tym idzie prawidtowym formowaniu pamigci. Kluczowym
jednak pozostaje pytanie — czy dzieje si¢ tak dlatego, iz ATRX kontroluje transkrypcje
gendéw odpowiedzialnych za prawidtowe formowanie drzewek? Czy dzieje si¢ tak jedynie
poprzez regulacje organizacji chromatyny? Jakie inne mechanizmy moga by¢ w to

zaangazowane?

Wiasciwe formowanie drzewek dendrytycznych jest procesem ztozonym
i zaleznym od wielu czynnikéw. W pracy Skupien i wspot. dowiedziono, iz jednym
z czynnikow kluczowych dla prawidtowej morfologii drzewek jest biatko CD44, receptor
hialuronianu. CD44 aktywujac kinaz¢ Src wptywa na funkcje aparatu Golgiego, co w
konsekwencji wptywa na organizacj¢ drzewka dendrytycznego (Skupien i in., 2014).
W tym miejscu nalezy zada¢ kolejne pytanie — czy w takim razie biatko ATRX moze
peli¢ swoje funkcje poprzez regulacje syntezy rybosomow w jaderku? Czy ma to
zwigzek z obecno$cig ciatek ATRX, o ktorych enigmatycznej roli spekulowatam
powyzej. A moze ATRX, w sposéb posredni/lub bezposredni oddzialuje z biatkami
regulujagcymi organizacj¢ cytoszkieletu neuronow? W tym kontekscie na pewno warto
przeprowadzi¢ analizy cytoszkieletu aktynowego 1 mikrotubularnego, ktory jest
kluczowy dla funkcjonowania neurondéw, w tym dla rozwoju drzewka dendrytycznego
(Urbanska i in., 2012). Ta sugestia jest istotna, zwazywszy na fakt, ze wspomniane
powyzej biatko CD44 reguluje aktywno$¢ matych GTPaz z rodziny Rho, ktore kontroluja
organizacj¢ cytoszkieletu aktynowego (Roszkowska i in., 2016). Powigzanym
zagadnieniem jest rowniez kwestia analizy, czy 1 jak biatko ATRX wptywa na morfologi¢
kolcow dendrytycznych, struktur bezposrednio zaangazowanych w przekazywanie

sygnatow wskutek pobudzenia synaptycznego (Renner i Rasia-Filho, 2023).
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Podsumowujac, morfologia drzewka dendrytycznego ma znaczacy wplyw na
wyzwalanie impulséw 1 przetwarzanie informacji w neuronach. Zmiany w wielkosci
1 topologii dendrytéw moga prowadzi¢ do zmian we wzorcach przewodzenia impulsow,
a zmiany te zaobserwowano w réznych stanach patologicznych. Zrozumienie i poznanie
nowych mechanizméw (takze tych z udzialem biatka ATRX) lezacych u podstaw
zwigzku miedzy morfologia dendrytow, a wzorcami wzbudzania neuronéw ma kluczowe
znaczenie dla odkrycia kognitywnych implikacji, jakie niosg ze sobg zaburzenia

morfologii drzew dendrytycznych.
6.5 Podsumowanie

Uzyskane przeze mnie wyniki wskazuja, ze biatkko ATRX jest zaangazowane
w organizacj¢ chromatyny w jadrach neurondéw, a w stanie pobudzenia synaptycznego
(cLTP) w dynamiczng jej przebudowg. Obnizenie poziomu tego biatka skutkuje
nadmierng kondensacja chromatyny, co przektada si¢ na zubozenie drzewka
dendrytycznego. Intrygujaca obserwacja jest tworzenie przez to biatko
(najprawdopodobniej in concerto z innymi biatkami i/lub rDNA) dynamicznych struktur
- ciatek jaderkowych (nazwanych przeze mnie ciatkami ATRX), ktérych obecno$¢ ma
zwigzek nie tylko z biatkiem ATRX, ale rowniez z pobudzeniem synaptycznym i stresem
jaderkowym. Wcigz enigmatyczne pozostaja mechanizmy zaangazowania biatka ATRX
W organizacj¢ chromatyny w jadrze neuronéow. Moje badania wskazujace, ze poza
jaderkiem biatko wspotwystepuje zardwno z nieaktywna heterochromatyng oraz
z aktywng euchromatyna, implikuja jego wielofunkcyjnos¢, co by¢ moze warunkuje jego

zaangazowanie w dynamiczng przebudowe¢ chromatyny w odpowiedzi na pobudzenie.
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7. Podsumowanie i wnioskKi

Opisane w przedstawionej rozprawie wyniki badan, dotyczace roli biatka ATRX

W przestrzennej organizacji struktury chromatyny wykazaty, iz:

1. Biatko ATRX w jadrze neurondw w stanie spoczynkowym wspotwystepuje
z heterochromatyng, natomiast po pobudzeniu neuronéw cLTP towarzyszy

przestrzennym zmianom chromatyny kolokalizujac rowniez z euchromatyna.

2. Obnizenie poziomu biatka ATRX w neuronach skutkuje zmianami w strukturze
chromatyny, ktéra tworzy liczne skupienia $wiadczace o wysokim stopniu jej

skondensowania.

3. Obnizenie poziomu biatkka ATRX w neuronach skutkuje zmianami w strukturze
drzewka dendrytycznego, co wskazuje, ze jest ono zaangazowne w regulacje rozwoju

drzewka.

4. W jaderku neuronow wystepuja ciatka zawierajace biatko ATRX, ktore jest niezbedne

do ich utworzenia; dlatego tez nadatam im nazwe ciatek ATRX.

5. Jaderkowe ciatka ATRX to dynamiczne struktury, ich obecnos¢, liczba i1 potozenie
w jaderku jest zalezna od pobudzenia cLTP oraz warunkow stresu jaderkowego,

co wskazuje, ze mogg one bra¢ udziat w odpowiedzi na pobudzenie i stres.

Powyzsze dane wskazuja na wazng rol¢ biatkka ATRX w organizacji struktury
chromatyny w jadrze neuronéw zaréwno w stanie spoczynkowym, jak i po pobudzeniu,
a zaburzenia w regulacji organizacji chromatyny skutkuja nieprawidtowa morfologia

drzewek dendrytycznych.
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plakat: The role of ARTX in neuronal nucleolus and nuclear chromatin architecture
2018 r. Mini-Sympozjum Neuroscience meets genome biology, Serock, Polska
prezentacja w formie wyktadu: ATRX — particular chromatin remodeler

2018 r. Keystone Conference: Chromatin Architecture and Chromosome Organization
(X5),Whistler, Kanada

wspoétautorka plakatu: Activity-driven chromatin remodeling in neurons is dependent on
HDAC1 deacetylase

2018 r. 11th FENS Forum of Neuroscience, Berlin, Niemcy

wspotautorka plakatu: Activity-dependent chromatin architecture remodeling

2018 r. EMBL Conference: Principles of Chromosome Structure and Function,
Heidelberg, Niemcy

wspotautorka plakatu: Activity- induced chromatin remodeling in neurons is dependent
of HDACL histone deacetylase

2017 r. 4D Nucleome: The Cell Nucleus in Space and Time, Krakéw, Polska
wspotautorka plakatu: Activity driven chromatin condensation in neurons
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Errata do rozprawy doktorskiej pt.
“Rola bialka ATRX w organizacji chromatyny neuronow hipokampa
mozgu szczura” autorstwa Dagmary Holm-Kaczmarek
w odpowiedzi na recenzj¢ dr Agnieszki Girstun
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