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Wykaz skrotow

aNSC — aktywne neuralne komorki macierzyste (ang. active neural stem cells)
BAF — biatka BAF (ang. barrier-to-autointegration factor)

DG — zakret zebaty (ang. dentate gyrus)

EGFR — receptor czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor receptor)

ELCS — mostki chromatynowe (ang. envelope-limited chromatin sheets)

ER — siateczka $rédplazmatyczna (ang. endoplasmic reticulum)

GFP — biatko zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent protein)

H20: — nadtlenek wodoru

HGPS — zesp6t Hutchinsona-Gilforda (ang. Hutchinson-Gilford progeria syndrome)
HP1 — biatko wigzace heterochromatyne 1 (ang. heterochromatin protein 1)

INM — wewnetrzna btona jadrowa (ang. inner nuclear membrane)

LAD — domeny zwigzane z laming (ang. lamin associated domains)

LINC — kompleks biatkowy LINC (ang. linker of nucleoskeleton and cytoskeleton)
NDS — surowica osla (ang. normal donkey serum)

NE — otoczka jadrowa (ang. nuclear envelope)

NET — migdzyblonowe biatka NE (ang. nuclear envelope transmembrane proteins)
NeuPC — neuralne komorki progenitorowe (ang. neural progenitor cells)

NSC — neuralne komoérki macierzyste (ang. neural stem cells)

Nup153 — biatko kompleksu poru jadrowego 153 (ang. nuclear pore complex 153)
Nupl170 — biatko kompleksu poru jadrowego 170 (ang. nucleoporin 170)

Nup188 — biatko kompleksu poru jadrowego 188 (ang. nucleoporin 188)

ONM - zewnetrzna btona jadrowa (ang. outer nuclear membrane)

PARP1 — polimeraza poli-ADP rybozy (ang. poly-ADP ribose polymerase)

PB — bufor fosforanowy (ang. phosphate buffer)

PBS — buforowana fosforanem sol fizjologiczna (ang. phosphate buffered saline)
PFA — paraformaldehyd

Pom152 — biatko pory btonowej 152 (ang. pore membrane protein 152)

PP2A — fosfataza bialkowa 2A (protein phosphatase 2A)

gNSC — wyciszone neuralne komoérki macierzyste (ang. quiescent neural stem cells)
SGZ — warstwa podziarnista (ang. subgranular zone)

TAD — domeny powigzane topologicznie (ang. topologically associated domains)



1. WSTEP

Jadro komorkowe jest wysoce dynamiczng i ztozong strukturg w komoérkach eukariotycznych,
ktére odpowiada za wiele kluczowych procesow takich jak np. proliferacja czy synteza biatek;
u zrodla tych procesow lezy regulacja ekspresji genow (Versaevel, Grevesse i Gabriele 2012,
Jain i wsp. 2013, Thomas i wsp. 2002). Coraz wigcej obserwacji wskazuje na to, ze sam ksztalt
jadra istotnie wptywa na prawidtowe funkcjonowanie komorek (Westerman i wsp. 1999,
Umehara i wsp. 2010). Zmianom ksztattu jadra towarzysza na przyktad jakoSciowe zmiany w
przestrzennej organizacji chromatyny, ktére z kolei prowadza do zmian w ekspresji genow
(Gisselsson i wsp. 2001, Towbin i wsp. 2012, Deolal i Mishra 2021).

W prawidlowo funkcjonujacych komorkach najczgsciej obserwuje si¢ jadro o
owalnym ksztalcie, jednakze niektére wyspecjalizowane typy komoérek moga wykazywac
nietypowy ksztalt jadra, ktoéry wplywa na ich prawidlowe funkcjonowanie (Hoffman i wsp.
2007). Z kolei zmiany w morfologii jadra wystepuja w stanach chorobowych, np. w
laminopatiach i chorobach nowotworowych (Baylin i Jones 2016, Zink i wsp. 2004).

Nietypowy ksztatt jadra i wysoce skondensowana chromatyna zostaty takze opisane w
neuronalnych komoérkach macierzystych (ang. neural stem cells, NSC) neurogenezy
hipokampalnej dorostych (ang. adult neurogenesis) (Kempermann i wsp. 2004). Z tych
komorek powstaja dojrzate neurony, ktore sa w petni funkcjonalne i wlaczane w istniejace sieci
neuronalne (Kempermann 2002). Ksztatt jadra komorkowego NSC i nowo powstalych
neurondw moze by¢ jednym z kluczowych elementéw majacych wplyw na regulacje
neurogenezy. Jak dotad nie opisano w sposob systematyczny odmiennej morfologii jadra tych
komorek, dlatego tez przedmiotem niniejszej pracy jest jej doktadne zbadanie i opisanie.

W dalszej czg$ci wstepu zostang opisane 1 omowione czynniki, ktore wptywaja na
morfologi¢ jadra komdrkowego, a takze potencjalne funkcje odmiennego ksztattu jadra — na
wybranych przykladach. Zostanie przedstawiona takze aktualna wiedza na temat odmiennej
morfologii jader NSC zakretu zgbatego hipokampa, a takze jej przypuszczalne biologiczne

znaczenie w przebiegu procesu neurogenezy.

1.1. Budowa i funkcje jadra komdrkowego

Cecha charakterystyczng komorki eukariotycznej jest obecno$¢ jadra, w ktorym
znajdujg si¢ chromosomy oddzielone od cytoplazmy btong jadrowa (Pederson 2011). Btona

jadrowa (ang. nuclear envelope, NE) sktada si¢ z dwdoch podwojnych warstw lipidowych —



wewnetrznej i zewnetrznej (Wilson i Berk 2010). U podstawy wewnetrznej btony jadrowej
(ang. inner nuclear membrane, INM) lezy blaszka jadrowa, ktéra zbudowana jest z sieci
witokien lamin i innych powigzanych biatek (Wilson i Berk 2010). Wewnetrzna i zewngtrzna
btona jadrowa (ang. outer nuclear membrane, ONM) sg potaczone ze sobg kompleksami bialek
tworzacymi pory jadrowe, ktore zbudowane sg z wielu kopii okoto 30 jadrowych biatek
porowych, tworzac strukture o masie okoto 60 MDa. Pory jadrowe rozmieszczone sg na catej
przestrzeni NE i umozliwiajg transport czasteczek miedzy cytoplazma a jadrem (Hetzer i wsp.
2005, Wente i Rout 2010). Liczba poroéw jadrowych w otoczce jadrowej jest zalezna od
organizmu, aktywnos$ci metabolicznej i typu komorki, liczba ta waha si¢ miedzy ok. 100 u
drozdzy a ok. 2000 u ludzi (Maul i Deaven 1977, Maeshima i wsp. 2011).

Pomimo tego, ze ONM i INM tworzg jedng strukture polaczong porami jadrowymi,
roznig si¢ one sktadem biatkowym (Schirmer i Foisner 2007). ONM jest potaczona z siateczka
srédplazmatyczng (ang. endoplasmic reticulum, ER), na powierzchni, ktorej znajduja si¢
rybosomy. W sktad ONM wchodzi wiele biatek, ktore znajduja si¢ rowniez w ER (Hetzer i
wsp. 2005, English i wsp. 2009). Z kolei w INM znajduja si¢ biatka, ktore oddziatluja z blaszka
jadrowa, biatkami wchodzacymi w interakcj¢ z chromatyna, takimi jak biatka BAF (ang. barier-
to-autointegration factor), HP1 (ang. heterochromatin protein 1) i histony (Ryc. 1) (Zuleger i
wsp. 2011). Biatka BAF wigza si¢ bezposrednio z podwojng nicia DNA umozliwiajac
bezposredni kontakt dwoch odleglych fragmentow DNA z aktywatorami transkrypcji i
biatkami INM. Co ciekawe, odlegto§¢ miedzy INM 1 ONM jest stata, prawdopodobnie ze
wzgledu na obecnos¢ komplekséw biatkowych LINC (ang. linker of nucleoskeleton and

cytoskeleton, Ryc. 3), ktore tacza obie btony.
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Ryc. 1. Porowy kompleks jadrowy (ang. NPC, nuclear pore complex) oraz biatka
miedzyblonowe znajdujace si¢ w wewngtrznej blonie jadrowej (ang. INM, inner nuclear
membrane). Biatka INM wchodza w interakcje z blaszkg jadrowa i biatkami wigzacymi si¢ z
chromatyng takimi jak BAF (ang. barrier-to-autointegration factor), HP1 (ang. heterochromatin
protein 1) i histonami.

Blaszka jadrowa odpowiada za utrzymanie sztywnosci jadra, reagujac na sity mechaniczne,
ktorych oddziatywanie na jadro powoduje zmiany w jego sztywnosci (Lee i wsp. 2007, Dahl i
wsp. 2008, Aoki i wsp. 2011). Ponadto, interakcje migdzy blaszka jadrowa a chromatyng
odgrywaja role w organizacji genomu, na przyktad utatwiajac rozmieszczenie chromosomow
w okres$lonych terytoriach w jadrze, czy tez kontrolujac proces réznicowania si¢ komorek, w
tym komorek neurogenezy (Toda i wsp. 2017). We wszystkich organizmach interakcje biatek
wewngetrznej blony jadrowej z chromatyng odgrywaja role w regulacji ekspresji genéw. Zatem
btona jadrowa to znacznie wigcej niz tylko bariera dyfuzyjna miedzy jadrem a cytoplazma,
odgrywa role w regulacji transkrypcji, ekspresji genéw, a takze bierze udziat w reakcji na stres

mechaniczny.



1.2.  Czynniki, ktére wptywajg na ksztalt jadra

1.2.1. Laminy

Laminy sg gtownym sktadnikiem blaszki jadrowej, sg obecne u wszystkich zwierzat,
nie wystepujag w roslinach i eukariontach jednokomoérkowych (Ditter i wsp. 2011, Simon i
Wilson 2011). Istnieja dwa glownie rodzaje lamin jadrowych: typ A i typ B. U ssakow laminy
typu A sg kodowane przez gen LMNA, a laminy typu B sg kodowane przez geny LMNBL i
LMNB2. Geny lamin majg wiele wariantéw sktadania prekursorowego mRNA (np. lamina C
jest wariantem sktadania prekursorowego mRNA genu LMNA). U wigkszosci bezkrggowcow
wystepuje tylko jedna izoforma laminy, podobna do laminy B wystepujacej u ssakow.
Ekspresja genu laminy jest zalezna od rozwoju: geny laminy B ulegaja ekspresji w czasie
rozwoju, podczas gdy geny laminy A ulegaja ekspresji w komorkach zréznicowanych (Dechat
i wsp. 2008).

Niektore mutacje w genach kodujacych laminy, w enzymach przeksztatcajacych
laminy lub w biatkach zwigzanych z laminami odpowiadaja za choroby z grupy laminopatii
(Capell i Collins 2006). Choroby te mogg wptywac na migénie szkieletowe, migénie sercowe,
tkanke tluszczowa 1 kosci. Jedng z najbardziej charakterystycznych zmian komorkowych
obserwowanych w laminopatiach jest nietypowa morfologia jadra spowodowana mutacjg w
genie LMNA, co podkresla znaczenie blaszki jadrowej w utrzymaniu prawidtowego ksztattu
jadra komorkowego. Mutacja tego typu wystepuje w zespole Hutchinsona-Gilforda (ang.
Hutchinson-Gilford progeria syndrome, HGPS) — tak zwanym syndromie przedwczesnego
starzenia si¢. Konsekwencja pojawienia si¢ tej mutacji sg zaburzenia stabilnos$ci struktury jadra
i ekspresji genow (Vidak i Foisner 2016). Komorki pacjentow z HGPS wykazuja
znieksztatcone jadra, w ktorych charakterystyczne sa wpuklenia NE, a takze pecherzyki
jadrowe, czyli wystajace fragmenty NE, majace ksztatt pecherzy (Worman 2012). Warto
podkresli¢, ze prawidtowo starzejace si¢ komorki wykazuja podobny fenotyp (Scaffidi i Misteli
2006; Pathak i wsp. 2021).
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1.2.2. Jadrowe kompleksy porowe

Architektura wewnatrzjadrowa jest takze regulowana przez aktywnos$¢ jadrowych
kompleksow porowych (Ryc. 2) (ang. nuclear pore complex, NPC), ktore odgrywaja znaczaca
role w regulacji transkrypcji (Casolari i wsp. 2004, Capelson i wsp. 2010, Peric-Hupkes i wsp.
2010). W badaniu nad zabg Xenopus wykazano, ze zmniejszenie zawarto$ci biatek Nup188
(ang. nucleoporin 188), ktore wspoditworza NPC, doprowadzitlo do zwickszonego tempa
transportu bialek z cytoplazmy do INM, a nastgpniec do zwigkszenia rozmiaru jadra
(Theerthagiri i wsp. 2010). Warty uwagi jest fakt, ze zmniejszenie zawarto$ci Nup188 wptyneto
jedynie na tempo transportu bialek a nie na rozmiar transportowanych bialek, ktory jest
ograniczony do 40 kDa (Ohba i wsp. 2004), a takze zachowana =zostala zasada
nieprzepuszczania biatek ONM, czy tez ER (Theerthagiri i wsp. 2010). Zatem Nup188 oraz
inne bialka NPC moga kontrolowa¢ przeptyw bialek z cytoplazmy do INM, uczestniczac w
utrzymaniu prawidtowego rozmiaru i ksztaltu jadra.

Wyeliminowanie Nup170 w szczepie drozdzy pozbawionym transblonowego biatka
Pom152 (ang. pore membrane proteins) prowadzi do deformacji jadra (Aitchison i wsp. 1995).
Jednym z potencjalnych mechanizméw, ktoéry wptywa na ksztalt jadra na skutek zmian w
biatkowym sktadzie poréw jadrowych moze by¢ oddziatywanie miedzy biatkami NE a
wnetrzem  jadra. Jezeli zmienione pory jadrowe zaburzaja taczenie NE z biatkami
strukturalnymi jadra komorkowego, NE moze by¢ bardziej podatna na sily ciggnace
oddziatlujace na jadro komoérkowe poprzez cytoszkielet, np. podczas migracji (Witkin i wsp.
2010). Zmiany w sktadzie biatkowym porow jadrowych, ktore licznie wystepuja w otoczce
jadrowej, moga prowadzi¢ do niekontrolowanego rozrostu NE 1 zmiany ksztaltu jadra.

Wykazano, ze w neuronalnych komorkach progenitorowych (ang. neural progenitor
cells, NeuPC) interakcje Nupl53 z czynnikiem transkrypcyjnym Sox2 wplywaja na
architektur¢ wewnatrzjagdrowa. Interakcja Nup153 1 Sox2 reguluje proces roznicowania si¢
NeuPC, utrzymujac statg pule niezroznicowanych komorek. Stwierdzono takze wystgpowanie
korelacji pomigdzy liczba interakcji Nup153 z promotorami genéw lub miejscami transkrypcji
a, odpowiednio, zwigkszong lub zmniejszong ekspresja gendw, natomiast hamowanie ekspresji

Nup153 zmienia genomowg lokalizacje Sox2 i indukuje ré6znicowanie (Toda i wsp. 2017).
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Ryc. 2. Budowa jadrowego kompleksu porowego (ang. NPC, nuclear pore complex). NPC
sktada si¢ z trzech pierScieni oraz koszyka poru. PierScien zewngtrzny i wewnetrzny
umiejscowione sg odpowiednio w zewngtrznej (ang. outer nuclear membrang, ONM) i
wewngetrznej blonie jadrowej (ang. inner nuclear membrang, INM).

1.2.3. Bialka z domenami KASH i SUN

Zarowno u nizszych, jak 1 wyzszych organizmow eukariotycznych NE zawiera biatka
z domenami KASH i SUN, ktore fizycznie taczg cytoszkielet z blaszka jadrowa (u wyzszych
eukariontow) lub chromatyng (u drozdzy). Biatka z domeng KASH (Klarsicht-Ancl-syne 1
homolog) sa zakotwiczone w ONM, podczas gdy biatka z domeng SUN (Sad1l/UNC-84)
znajduja si¢ w INM (Ryec. 3) (Fridkin i wsp. 2009, Jahed i wsp. 2018, Razafsky i Hodzic 2009).
Konce C biatek z domenami KASH i SUN oddziatujg ze sobg w przestrzeni migdzybtonowe;j
NE, tworzac mostki blonowe zwane LINC (Crisp i wsp. 2006). N-koniec biatka z domeng SUN
znajduje si¢ w nukleoplazmie i oddziatuje z chromatyng u drozdzy, a u wyzszych eukariontow
— z biatkami INM np. emeryna, receptorem laminy B a takze z biatkami nukleoszkieletu np.
laming A (Chang i wsp. 2015). Cytoplazmatyczna cze$¢ biatek z domeng KASH wchodzi w
interakcje z réznymi elementami cytoszkieletu — w tym wloknami aktynowymi i
mikrotubulami; pokazano tez, ze powigzana z mikrotubulami aktomiozyna wplywa na ksztatt
jadra (Geng i wsp. 2023). Kompleks LINC odgrywa kluczowa rol¢ w przestrzennej organizacji

jadra, przemieszczaniu si¢ chromosoméw i w regulowaniu wptywu sit mechanicznych
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oddziatujacych na jadro. Oddziatywania sit mechanicznych wplywaja zarowno na integralnos¢
NE, jak i na ksztatt jadra.

Wiele innych obserwacji wskazuje na istotng role bialek kompleksu LINC w
utrzymaniu prawidtowego ksztaltu jadra komorkowego. W liniach komorkowych Hela
wyciszenie ekspresji gendw kodujacych biatka zdomenami SUN1 i SUN2, zwicksza przestrzen
miedzy INM i ONM (Crisp i wsp. 2006). Wykazano, ze obnizenie zawarto$ci okreslonej
izoformy nespryny (biatka z domeng KASH) prowadzi do szeregu zmian ksztattu jadra, od
niewielkiego wybrzuszenia NE do powstania powaznie znieksztatlconych ogromnych jader
(Luke i wsp. 2008). Podobnie u sluzowca Dictyostelium discoideum mutacja w genie biatka
Sun-1, w wyniku ktorej nie powstaje domena wigzaca chromatyng, prowadzi do powaznych
deformacji jadra (Xiong i wsp. 2008). Ponadto w neutrofilach, u ktoérych jadro jest
wieloplatowe, wykazano brak wystepowania lub nizsze st¢zenie niektorych bialek kompleksu
LINC w porownaniu do makrofagéw, ktorych jadra wykazuja owalny ksztatt (Olins i Olins
2009). Sugeruje to, ze poziom ekspresji gendw biatek tworzacych kompleks LINC moze by¢
regulowany w celu kontrolowania ksztattu i architektury jadra. Zatem kompleks LINC wraz z

innymi biatkami odgrywa kluczowa rol¢ w utrzymaniu prawidtowego ksztattu jadra.

SUN %

. ‘}( ; [ \}“:
emeryna receptor laminy B & 3
INM ‘ ,‘ %

lamina
=
2 chromatyna

Ryc. 3. Kompleks LINC sktada si¢ z biatka z domeng KASH, ulokowanego w zewngtrznej
btonie jadrowej (ONM) i biatka z domeng SUN, zakotwiczonego w wewnetrznej blonie
jadrowej (INM). Pod powierzchnig bton jadrowych znajduje si¢ blaszka jadrowa, ktorej
glownym sktadnikiem sg laminy. Biatka SUN wchodza w interakcje z biatkami INM, natomiast
biatka KASH wigzg sie z elementami cytoszkieletu, np. aktyng, mikrotubulami.
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1.2.4. Chromosomy i organizacja przestrzenna chromatyny

Biorac pod uwagg zwigzek migdzy NE, blaszka jadrowa i chromatyng, mozna
przypuszczaé, ze zmiany ksztattu jadra moga wptywacé na ekspresj¢ genéw 1 naprawe DNA,
przyczyniajac si¢ w ten sposob do przyspieszenia starzenia si¢, do wywotania procesu
chorobowego czy tez wystgpienia prawidlowego procesu fizjologicznego. Wykorzystujac
metode do badania organizacji przestrzennej chromatyny, przy minimalnym zakldceniu jej
trojwymiarowe;j struktury Bolzer i wsp. (2005) wykazali, ze w jadrach ludzkich fibroblastow w
spoczynku i w trakcie podzialu wystepuje okreSlone rozmieszczenie prometafazowych
chromosomow i terytoriow chromosomowych. W tych komoérkach, ktére maja plaskie
elipsoidalne jadra, chromosomy byly ulozone wedlug wielko$ci, przy czym mniejsze
chromosomy prawdopodobnie znajdowaty si¢ blizej $rodka jadra, a wigksze chromosomy
czgsciej znajdowaty si¢ w obwodowej czesci jadra. W przeciwienstwie do rozmieszczenia
chromosomoéw w limfocytach i innych typach komorek ludzkich, ktore maja jadra kuliste i w
ktorych rozmieszczenie chromosomoéw nie jest zwigzane z wielko$cig, ale z gestoscia
wystepowania genow. Chromosomy z wysoka gestosciag wystgpowania genéw znajduja si¢
zwykle blizej $rodka jadra, podczas gdy chromosomy z niska gestosciag wystepowania genow
zlokalizowane sg w cze$ci obwodowej jadra (Boyle i wsp. 2001). Te obserwacje nasuwajg
pytanie, czy ksztatt jadra decyduje o rozmieszczeniu terytoriéw chromosomowych, czy tez jest
odwrotnie.

Domeny powigzane topologicznie (ang. topologically associated domains, TAD) w
genomach zwierzat stanowia regiony chromosomalne, ktore zwykle znajduja si¢ blisko siebie.
W obrebie jednego TAD wystepuja interakcje 1 petle chromatyny migdzy regionami
regulacyjnymi, takimi jak wzmacniacze transkrypcji, promotory i izolatory, ktére reguluja
ekspresje genow. Sgsiadujace ze sobg TAD sg izolowane od siebie, w tym m.in. przez biatko
izolujagce CTCF (ang. CCCTC-binding factor) i retrotranspozony (Maul i Deaven 1977, Alber
i wsp. 2007, Dixon i wsp. 2012). Znaczenie CTCF w organizacji chromosoméw wykazano
poprzez zmiany orientacji lub pozycji miejsc wigzania CTCF, ktére prowadza do skrdocenia
petli chromatyny i modyfikacji architektury przestrzennej chromosomoéow (Guo i wsp. 2015,
Lupianez i wsp. 2015). Podczas gdy niektore aspekty organizacji TAD sg takie same dla wielu
roznych typow komorek (Dixon i wsp. 2012), zmiany interakcji TAD zachodzg na skutek
réznicowania i w odpowiedzi na zmiany Srodowiska zewngtrznego (Bell i Felsenfeld 2000,
Robinson 2006, Splinter i wsp. 2006, Dixon i wsp. 2012, Waszak i wsp. 2015). Wptyw rozmiaru

1 ksztattu jadra na organizacj¢ TAD jeszcze nie zostal zbadany.
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Domeny zwigzane z laming (ang. lamina-associated domains, LAD) to transkrypcyjnie
represyjne domeny chromatyny zlokalizowane w NE. LAD s3g na ogét wzbogacone w
represyjne modyfikacje histonéw (Towbin i wsp. 2012), a umiejscowienie aktywnych gendéw
przy blaszce jadrowej moze powodowaé ich wyciszenie. Dla przykladu w ludzkich
embrionalnych komoérkach macierzystych 1 cialkach zarodkowych aktywne geny cyklu
okotodobowego sa wyciszane po przeniesieniu do LAD przez polimeraze poli-ADP rybozy
PARP1 (ang. poly ADP ribose polymerase) i CTCF (Zhao i wsp. 2015). Laminy reguluja
organizacje przestrzenng chromatyny poprzez interakcje z poszczegdlnymi domenami LAD.
Dla przyktadu u muszki Drosophila laminy typu B wchodza w interakcje z biatkiem Wash (ang.
washout), nalezacym do rodziny biatlek WAS (ang. Wiskott-Aldrich syndrome), aby zachowac¢
prawidtowa organizacje LAD i chromosomow (Verboon i wsp. 2015). Wyeliminowanie laminy
B w mysich embrionalnych komorkach macierzystych zmniejszyto liczbe interakcji migdzy
poszczegblnymi regionami chromatyny, ktére tworzyly LAD w mysich embrionalnych
komorkach macierzystych z prawidlowa zawartoscia laminy B, a blaszka jadrowa (Zheng i wsp.
2015). Wiadomo, ze laminy i inne biatka znajdujace si¢ w blaszce jadrowej wpltywaja na
rozmiar 1 ksztalt jadra, mozna spekulowac zatem, ze wptywaja takze na organizacj¢ LAD.

Chromatyna moze wystgpowacé w postaci euchromatyny lub heterochromatyny, przy
czym ta ostatnia czesto znajduje si¢ na obrzezach jadra. Zmiany w iloéci heterochromatyny i
euchromatyny sg rowniez powszechnie spotykane w nowotworach i innych chorobach (Morgan
i Shilatifard 2015). Modyfikacje histonow, ktore znacznie zwigkszaja poziom euchromatyny
powodujg ostabienie sztywnosci jadra, jego nieprawidtowa morfologie i peknigcia (Stephens i
wsp. 2018). Dla przyktadu nadekspresja genu biatka jadrowego HMGNS (ang. high mobility
group N5) powoduje zmniejszenie zaggszczenia chromatyny, stabilnosci 1 sztywnosci jadra, a
w konsekwencji prowadzi do jego pecznienia (Furusawa i wsp. 2015). Utrzymanie
prawidlowego ksztaltu obserwowano po zwigkszeniu zawartosci heterochromatyny zaréwno w
przypadku zaburzen zwigzanych z modyfikacjg histonow, ale rowniez zaburzen zwigzanych z
laminami, w tym w komoérkach z nadmierng acetylacja histonéw, zmniejszong zawartoscia
laminy B1 lub nadekspresja progeryn, a takze w komorkach pacjentow z HGPS (Stephens i
wsp. 2018, Stephens i wsp. 2019). Ostatnio pokazano takze rolg¢ aktomiozyny w regulacji
ksztattu jadra komorkowego (Geng 1 wsp. 2023).
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1.2.5. Siateczka $rédplazmatyczna (ER)

Otoczka jadrowa jest integralng czg¢scia ER. Nie mozna wykluczy¢ zatem, ze
utrzymanie prawidtowego ksztattu 1 rozmiaru jadra zalezy takze od przebiegu formowania si¢
jadra 1 ER po podziale komorkowym, gdy dochodzi do powstania bton ER w postaci kanalikow,
blaszek i cystern. Przypuszczalnie, w trakcie ponownego formowania NE, komodrki moga
kontrolowa¢ ilo$¢ podwdjnej btony lipidowej przeznaczonej do odbudowy NE, co jest $cisle
powigzane z regulacjg ilosci podwojnej btony lipidowej do odbudowy ER. Badania na C.
elegans wskazuja, ze retikulony, biatka znajdujgce si¢ w ER, odgrywaja wazng role przy
rozpadzie NE przed podziatem komorkowym (Audhya i wsp. 2007). Pozbawienie C. elegans
genow YOP1/RET1 zablokowalo uwalnianie biatek INM podczas mitozy i zapobieglo
rozpadowi NE, wskazujac na istotng role ER w formowaniu jadra. Postawiono hipoteze, ze
przyczyng tego blokowania jest zmieniona morfologia ER (Audhya i wsp. 2007). Podobne
zjawisko opisano w zarodkach C. elegans, gdzie zmiany w morfologii ER, wywotane przez
zaklocenie syntezy lipidow, zbiegly si¢ rowniez z zaktoceniem rozpadu NE i1 powstaniem
zdeformowanych jader w kolejnym cyklu komorkowym (Golden i wsp. 2009). Ta zalezno$é
migdzy rozpadem NE a morfologia ER pokazuje, ze rozdzielenie bialek i podwojnej btony
lipidowej pomiedzy poszczegdlne domeny ER odgrywa wazng role fizjologiczng, a dynamika
NE zalezy od struktury siateczki.

Po podziale komoérkowym dochodzi do rozdzielenia lipidow i biatek miedzy NE a ER.
Rozdziat ten moze odbywac si¢ na podstawie powinowactwa bialek ER do bialek cytoszkieletu,
a biatek NE — do bialek jadrowych. Dla przyktadu pory jadrowe odgrywaja wazng role w
kontrolowaniu ruchu bialek miedzy INM a ONM (Ohba i wsp. 2004). Biatka INM sg
syntetyzowane w obwodowej czesci ER 1 dyfunduja do ONM zanim zostang
przetransportowane za posrednictwem poréw jadrowych do INM (Mattaj 2004). Wykazano, ze
podczas mitozy obwodowa czgs¢ ER wystepuje prawie catkowicie w postaci kanalikow (Puhka
i wsp. 2007), a takze ze kanaliki sg potrzebne do ponownego powstania NE (Anderson i Hetzer
2007, Anderson i Hetzer 2008). W kolejnych badaniach stwierdzono natomiast, ze podczas
mitozy w komorkach ssakow ER prawie w cato$ci sktada si¢ z ptaskiej blony i ze jadro powstaje
ponownie z tych blaszek btonowych (Lu i wsp. 2009, Lu i wsp. 2011). Nalezy podkresli¢, ze
ER pozostaje jedng ciaggla strukturg przez caty cykl komérkowy. Bez wzgledu na to, czy ER
ma posta¢ blaszek btonowych czy kanalikow podczas mitozy, jasne jest, ze dynamiczne
zmiany, ktore zachodza w ER podczas cyklu moga oddziatywaé¢ na NE. W ludzkich liniach

komorkowych mutacja w genie receptora laminy B i ekspresja zmienionego biatka, ktdre jest

16



biatkiem INM, prowadzi do powi¢kszenia §wiatla ER oraz przestrzeni pomigdzy INM a ONM
(Zwerger, Kolb i wsp. 2010).

1.2.6. Metabolizm lipidowy

Fosfolipidy sg jednym z glownych skladnikow NE, zatem przypuszczalnie synteza
lipidow odgrywa role w utrzymaniu ksztattu i rozmiaru jadra (Antonin i Siniossoglou 2022).
Udowodniono rolg syntezy lipidéw w utrzymaniu prawidtowego rozmiaru i ksztattu jadra w
wielu badaniach na drozdzach ze zmienionym metabolizmem lipidéw, w tym mutantéw spo74,
nemlA oraz pahlA (Siniossoglou i wsp. 1998). Biatka S. cerevisiae Spo7 i Neml tworzg
zwigzany z ER kompleks fosfatazy, ktory aktywuje biatko Pahl poprzez defosforylacje
(Santos-Rosa i wsp. 2005). Pahl jest kluczowym regulatorem metabolizmu lipidow;
przeksztatca kwas fosfatydowy w diacyloglicerol (Orso i wsp. 2009) i reguluje ekspresj¢ genow
biosyntezy lipidow (Santos-Rosa i wsp. 2005, O'Hara i wsp. 2006). Usuniecie SPO7, NEM1
lub PAH1 w S. cerevisiae powoduje rozbudowanie ER i utworzenie zdeformowanego jadra
(Siniossoglou i wsp. 1998, Santos-Rosa i wsp. 2005, Campbell i wsp. 2006). Jadra S. cerevisiae
sa zazwyczaj okragle, a jaderko tworzy strukture przypominajaca ksztaltem czapeczke i
umiejscowione jest w bliskiej odlegtosci do NE. W komorkach spo74, nem14 i pahlA otoczka
jadrowa rozciaga si¢ w miejscu jaderka tworzac ,,smuge”, natomiast fragment NE otaczajacy
chromatyne zachowuje swoj okragty ksztatt (Campbell i wsp. 2006). Istnieje kilka mozliwych
wyjasnien, dlaczego rozciggni¢cie NE dotyczy tylko fragmentu znajdujacego si¢ w okolicy
jaderka. Otoczka jadrowa przylegajaca do jaderka moze by¢ miejscem, w ktorym lipidy sa
przytaczane lub jest to najbardziej elastyczny fragment NE, ktory moze gromadzi¢ dodatkowy
material blonowy. Rozcigganie NE tylko w okolicy jaderka wskazuje na mozliwosé
wystepowania réznych domen lipidowych w otoczce jadrowej, ktore maja r6zne wlasciwosci
fizyczne, co moze wptywaé na plastyczno$¢ btony. Domeny te mozna wyszczegdlni¢ na
podstawie interakcji miedzy otoczka jadrowa a lezaca u podstaw NE chromatyna.

Proces przytaczania si¢ lipidow do NE jest jeszcze mato poznany. Pozostaje pytanie o
to, czy lipidy moga swobodnie przeptywaé¢ migdzy ER a otoczka jadrowa. Jezeli transfer
lipidowy przebiega swobodnie, moze dochodzi¢ do rozrostu NE i jednoczes$nie do rozrostu
btony ER. Wystepuje kilka mutantow, u ktorych pokazano jednoczesny rozrost btony ER i NE.
Na przyktad w drozdzach wyeliminowanie genéw SEC31, SEC53, SAR1 biatek szlaku
wczesnego wydzielania biatka (ang. early protein secretion pathways) prowadzi do rozrostu

btony ER i jednoczesnie NE (Siniossoglou i wsp. 1998, Matynia i wsp. 2002, Santos-Rosa i
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wsp. 2005, Campbell i wsp. 2006). U C. elegans dezaktywacja szlaku, ktory jest kontrolowany
homologiem Pahl, znanym jako lipina, prowadzi do rozrostu blony ER, przy czym zaburzony
jest proces rozktadu NE i ponowne;j jej rekonstrukcji, co z kolei wptywa na ksztatt jadra (Golden
i wsp. 2009).

Na ksztatt jadra wptywajg takze biatka NE, ktére moga odgrywac role w homeostazie
lipidow. Przyktadem tak funkcjonujacego biatka jest Mps3 z domeng SUN, ktdre oprocz tego,
ze znajduje si¢ w INM, jest zlokalizowane rowniez na wrzecionie podzialowym (Jaspersen i
wsp. 2006). Nadekspresja dominujacego allelu MPS3 prowadzi do nadmiernego rozrostu NE i
nieprawidlowej morfologii jadra, z kilkoma utozonymi warstwami btony jadrowej (Friederichs
i wsp. 2011). Morfologia ER tych mutantow nie ulega zmianie. Ten defekt mozna
wyeliminowa¢ poprzez usuni¢cie gendw FAA3 lub DEP1, ktore biorg udzial w metabolizmie
lipidow, lub przez dodanie substancji chemicznych, ktore wplywaja na wiasciwosci btony,
takich jak alkohol benzylowy i kwas oleinowy. Mechanizm wptywu Mps3 na homeostazg
lipidow nie jest znany, ale jasne jest, ze bialka wewngtrznej blony jadrowej i metabolizm

lipidow moga mie¢ znaczacy wplyw na ksztalt jadra.

1.2.7. Neutrofile jako przyktad odmiennego ksztaltu jadra w stanie fizjologicznym

Jednymi z najlepiej poznanych typéw komodrek z odmiennym ksztattem jadra sa
neutrofile. Neutrofile sa komdrkami uktadu odpornosciowego, ktore migruja do ognisk infekcji.
Ich cechg charakterystyczng jest posegmentowane jadro, zwykle sktadajace si¢ z dwoch do
pigciu ptatéw, oddzielonych cienkimi witdknami nukleoplazmy, w ktérych znajduje sie¢
niewielka ilos¢ chromatyny (Hoffmann i wsp. 2007). Platowa struktura jadra powstaje w
procesie roznicowania; okragte jadro u prekursorow mielocytow stopniowo zwigksza liczbe
ptatéw (Ryc. 4). Analiza przestrzenna chromatyny wykazala, ze wigkszo$¢ chromosomow jest
losowo rozmieszczana w platach neutrofili, ale ich utozenie moze ulec zmianie po aktywacji
komorki przez bakterie (Yerle-Bouissou i wsp. 2009). W obrebie kazdego ptatu organizacja
chromatyny jest ustalona zgodnie z uktadem opartym na gestosci genow, w ktorym chromatyna
uboga w geny znajduje si¢ w obwodowej czgdci jadra, a chromatyna o duzej gestosci
wystepowania genéw znajduje si¢ blizej jego srodka (Boyle i wsp. 2001, Hubner i wsp. 2015).

Uwaza sig, ze posegmentowane jagdro umozliwia neutrofilom przechodzenie przez
mate szczeliny w $rodblonku i przestrzeni zewnatrzkomoérkowej (Hoffmann i wsp. 2007). W
przypadku anomalii Pelger-Hueta, ktora wywotana jest mutacjg w genie receptora laminy B,

granulocyty obojetnochtonne nie sg w stanie uformowac prawidtowo wieloptatowego jadra, a
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takze wystepujg u nich zaburzenia migracji (Hoffmann i wsp. 2002). Ptatowanie (lobulacja)
jadra jest zalezne nie tylko od receptora laminy B, ale wigze si¢ takze ze zmniejszeniem ilo$ci
niektorych biatek blaszki jadrowej i zalezy od obecnosci mikrotubul (Olins i wsp. 2008).
Neutrofile majg takze wigksza réznorodnos¢ dtugosci linkera DNA miedzy nukleosomami niz
limfocyty T, co wskazuje na zwigkszong elastyczno$¢ chromatyny (Valouev i wsp. 2011).
Jednakze, okazato si¢, ze posegmentowane jadro nie jest absolutnie konieczne do migracji,
chociaz zdecydowanie moze jg wspomagaé (Voisin i wsp. 2009).

Granulocyty majg mniejszg ilo$¢ lamin w poréwnaniu do makrofagéw i monocytow —
gléwnie zmniejszona jest zawartos¢ laminy A 1 C, za$ wigksza jest zawarto$¢ laminy B
(Hoffmann i wsp. 2007). Stosunek zawartosci laminy A do laminy B wplywa na elastyczno$é¢
jadra (Shin i wsp. 2013). Zaburzenia lamin zwigzane z normalnym starzeniem si¢ wptywaja na
ksztatt jadra wszystkich granulocytoéw, w wyniku zmian w sztywnoSci 1 strukturze blaszki
jadrowej (Scaffidi i wsp. 2005, Chan i wsp. 2010). Te zwigzane z wiekiem defekty w strukturze
blaszki jadrowej sa rowniez widoczne w laminopatiach, takich jak HGPS (Worman 2005).

W niektorych stanach chorobowych mozna zauwazy¢ hipersegmentacj¢ neutrofili,
czyli powstawanie szes$ciu lub wigcej ptatdéw jadrowych. Wykazano np. Ze jest ona zwigzana z
niedokrwisto$cig megaloblastyczng wynikajaca z niedoboru witaminy B12 i kwasu foliowego
oraz niedokrwistoscig spowodowang niedoborem zelaza (Westerman i wsp. 1999). Jest ona
réwniez zwigzana z zespotem Bouchera-Neuhdusera — defektem metabolicznym lipidow
(Umehara i wsp. 2010). U szczuréw niedobor witaminy A powoduje hiposegmentacje zwigzang
z koniecznos$cig obecnosci retinoidow w roznicowaniu promielocytow do dojrzatych neutrofili
(Twining i wsp. 1996). Zatem wystepuje wiele Sciezek, ktore kontrolujg powstanie ptatowej

morfologii jadra neutrofili.

—_— — —p

granulopoeza

komérka macierzysta
hemopoezy neutrofil

Ryec. 4. Jadro komoérki macierzystej hemopoezy ma ksztatt owalny. W procesie réznicowania
jadro neutrofili zwigksza liczbe ptatow (Biorender).
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1.2.8. Nowotwory jako przyktad odmiennego ksztaltu jadra w stanie chorobowym

Nieprawidtowy ksztalt jadra jest cechg charakterystyczng komodrek nowotworowych,
jedng z cech diagnostycznych nowotworoéw jest pleomorfia, czyli zwigkszona réznorodnos¢
ksztaltow i rozmiarow jader. Pleomorfia nasila si¢ w miare rozwoju nowotworu (True i Jordan
2008, Zink i wsp. 2004). Zwiazek mi¢dzy mutacjami wystepujacymi w komodrkach
nowotworowych a morfologia jadra jest malo poznany. Pojawia si¢ wigc pytanie, czy zmiany
w ksztalcie jadra przyczyniaja si¢ do powstawania mutacji DNA tych komorek, czy sg jedynie
jej konsekwencja.

Potwierdzono wystepowanie zaleznos$ci migdzy nieprawidlowym ksztattem jadra a
niestabilnoscig chromosoméw (Gisselsson i wsp. 2001). Niestabilne chromosomy zwykle
prowadza do powstawania pecherzykoéw jadrowych. Na przyktad genomowe badanie RNAi w
ludzkich komorkach zidentyfikowalo wiele genow, ktéorych wyciszenie prowadzi do
odksztalcenia jadra (Neumann i wsp. 2010). Geny te byty rowniez potrzebne do prawidtowej
segregacji chromosomow, co wskazuje na wystepowanie zwigzku migdzy organizacja
przestrzenng chromosoméw a ksztaltem jadra. Mozna spekulowaé, ze zmiany ksztaltu jadra
spowodowane nieprawidtowg segregacja chromosoméw mogga z kolei prowadzi¢ do zmian w
ekspresji gendéw, wplywajac na prawidlowe funkcjonowanie komorek, potencjalnie
przyczyniajac si¢ do powstawania mutacji w ich DNA.

Niedawno pokazano, ze poddawanie komodrek osteosarkomy dziataniu nadtlenku
wodoru (H202) indukuje zalezne od st¢zenia zmiany ksztaltu jadra, ktore ustgpuja pod
wplywem dziatania przeciwutleniacza N-acetylo-L-cysteiny lub nadekspresji katalazy.
Okazato si¢ rowniez, ze bardziej podatne na dziatanie nadtlenku wodoru (H202) sa komorki
mitotyczne, co sugeruje, ze H2O2 wptywa gltownie na procesy rozkladu i ponownego sktadania
NE w trakcie podziatu komorkowego. Zbadano wptyw H202na aktywnos¢ fosfatazy biatkowe;j
2A (ang. protein phosphatase 2A, PP2A), ktéra bierze udzial w ponownym skladaniu NE
podczas mitozy, i wykazano, ze H2O2 zmniejsza aktywnos¢ PP2A. Ponadto wykazano, ze
nadekspresja PP2A czgsciowo niweluje efekt wywolany dziataniem H202. W tym samym
badaniu wykazano rowniez, ze H2O2 powoduje nieprawidtowg lokalizacje biatek BAF, ktore sa
substratem PP2A w czasie telofazy. Ten efekt jest zwigzany ze zmiang lokalizacji lamin A/C,
a nadekspresja PP2A zapobiegta tym zmianom (Ahn i wsp. 2019).

Zmiany w morfologii jader komérek nowotworowych powigzane sa ze zmianami w
stezeniu biatek NE, np. lamin A i C (Bell i Lammerding 2016). Dla komodrek migrujacych te

zmiany mogg przyczynia¢ si¢ do wigkszej elastycznosci NE i utatwi¢ przemieszczanie si¢
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komorek w obrebie przestrzeni miedzykomorkowej. Nalezy roéwniez zwrdci¢ uwage na to, ze
zmiany w sktadzie NE moga wplywac takze na szlaki sygnatowe i prowadza¢ do zmian w
transkrypcji w komoérkach nowotworowych.

Kolejng cecha morfologiczng odrozniajaca komorki nowotworowe od zdrowych jest
odmienna organizacja chromatyny, w zwigzku z czym podejmowane sg proby kliniczne
opracowania terapii opartych na modyfikacjach epigenetycznych. Chaetocyna jest obiecujagcym
kandydatem jako srodek terapeutyczny do leczenia nowotwordéw (Lai i wsp. 2015). Jest
inhibitorem metylotransferazy histonowej (posredniczacej w trimetylacji lizyny 9 histonu H3,
markera konstytutywnej heterochromatyny). Poddawanie fibroblastow dziataniu chaetocyny
powoduje reorganizacj¢ ich chromatyny (lllner i wsp. 2010) i pojawienie si¢ terytoriow
chromosomowych o duzej gestosci gendow w obwodowej czgsci jadra komoérkowego.

Poszczegdlne nowotwory maja swoje wlasne cechy wyrdzniajace — na przyktad rak
cewki moczowej mozna odrozni¢ od zdrowej tkanki za pomoca szczegdlnie duzych jader
(Poropatich i wsp. 2016). Mozliwos¢ doktadnej oceny tych cech stanowilaby cenne narzedzie
do diagnozy onkologicznej. Cechy morfologiczne jader, takie jak ich symetria i rozmiar, moga
tez odzwierciedla¢ stopien dziatania chemioterapii (Diamond 1982, Ogura i wsp. 2016).
Dlatego szczeg6lnie wazne jest rozwijanie narzgdzi przeznaczonych do diagnozy nowotworow,
ktére umozliwiajg rozrdéznienie stadiow zaawansowania choroby i rowniez takich, ktore na

podstawie oceny zmiennosci ksztaltu jadra beda mogly oceni¢ efekt terapeutyczny.

1.2.9. Plemnik jako przyktad migrujacej komorki o odmiennym ksztalcie jadra.

Migracja komoérek moze wptywac na zmiang ksztaltu jadra. Jednym z przyktadow
komorki o odmiennym ksztatcie jadra, ktoéra migruje, jest plemnik. Istnieja znaczace rdznice w
morfologii jadra komoérkowego, a takze w budowie komorki migdzy meskimi i zenskimi
gametami. Podczas gdy komorka jajowa jest najczesciej duza, nieruchliwa 1 ma kuliste jadro,
plemniki sg male, wysoce ruchliwe i przybierajg rdzne ksztatty (Zuccotti i wsp. 2005). W
jadrach plemnikéw wystepuje m.in. wigksze zageszczenie chromatyny, co takze mozna
stwierdzi¢ w jadrach NSC i NeuPC. Przyczyny dodatkowego zageszczenia chromatyny w
plemnikach sg dyskusyjne. Prawdopodobnie umozliwia ono plywanie, ale moze réwniez
chroni¢ DNA przed uszkodzeniem 1 zapewni¢ dodatkowy poziom regulacji epigenetycznej
genomowi ojcowskiemu (Rathke i wsp. 2014). Gdy jadro si¢ kurczy, rozwijajacy si¢ plemnik
pozbywa si¢ réwniez wigkszosci cytoplazmy. W konsekwencji wigkszo$¢ glowki jest

wypelniona jadrem plemnika, a ksztalt jadra czesto $cis§le odpowiada ksztaltowi glowki
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plemnika. Wiele wskazuje na to, ze jadro jest aktywnym uczestnikiem spermatogenezy
decydujacym o ostatecznym ksztalcie plemnika. Jadro kondensuje i przyjmuje ksztatt zanim
plemnik porzuci zbgdng cytoplazmeg, a nast¢pnie btona zaciska si¢ wokot jadra dostosowujac

si¢ do ksztattu jadra (Verhoeven 1999).

1.3.  Hipokampalna neurogeneza dorostych

Hipokamp jest struktura w mozgu, ktora odpowiada za procesy poznawcze, takie jak
pamie¢ i uczenie si¢ (Squire 1992), niezbedne dla prawidtowego funkcjonowania u ludzi.
Odkrycie neurogenezy hipokampalnej dorostych pociggneto za sobg pojawienie si¢ pytan
dotyczacych funkcji nowo powstatych neuronow u dorostych osobnikow. Przypuszczalnie
neurony te przyczyniaja si¢ do wzrostu plastycznosci mozgu i regeneracji tkanki nerwowej (Liu
i wsp. 2013). Funkcja nowych neuronéw jak dotad nie zostata jednak wyjasniona, pojawia si¢
bowiem wiele sprzecznosci w badaniach nad ich rolg w pamigci i uczeniu si¢. W wielu pracach
pokazano ich kluczowe znaczenie (Jessberger i wsp. 2009, Zhang i wsp. 2008, Imayoshi i wsp.
2008), aczkolwiek inni badacze wykazali, Ze myszy i szczury pozbawione neurogenezy potrafig
poprawnie wykonywaé szereg testow kognitywnych (Jaholkowski i wsp. 2009, Urbach i wsp.
2013, Jessberger i wsp. 2009). Obecnie przyjmuje si¢, Ze nowo powstale neurony maja istotne
znaczenie w rozdzielaniu wzorcéw (ang. pattern separation), czyli zdolnosci do rozrdzniania
podobnych miejsc, zdarzen i doswiadczen (Danielson i wsp. 2016, Tronel i wsp. 2012,
Nakashiba i wsp. 2012). Wykazano, takze ze istnieje zwigzek pomiedzy obnizeniem procesu
neurogenezy hipokampalnej u dorostych a wystgpowaniem chordob moézgu zwigzanych z
wiekiem, jak rowniez zaburzen nastroju (Small i wsp. 2011, Miller i Hen 2015).

W neurogenezie hipokampalnej dorostych powstaja gtdéwnie komorki ziarniste zakretu
zgbatego (ang. dentate gyrus, DG) formacji hipokampa (Kempermann i wsp. 2015). Komorki
te sa podstawowymi pobudliwymi komoérkami nerwowymi DG. Otrzymuja sygnal z kory
srédwechowej 1 przekazuja go do regionu CA3 hipokampa, odpowiadajac za pobudzenie
komorek piramidowych. Aktywno$¢ neuronow ziarnistych jest modulowana przez duza liczbe
interneuronéw znajdujacych si¢ w DG hipokampa i we wngce (hilus) (Kempermann i wsp.
2015). Komorki prekursorowe, ktore wspottworza nisze neurogenna, znajdujg si¢ w waskim
pasmie tkanki miedzy warstwa ziarnistg komorek a wneka zwang warstwa podziarnista (SGZ,
ang. subgranular zone) (Imayosh i wsp. 2009).

Hipokampalna neurogeneza dorostych jest procesem wieloetapowym, w ramach

ktérego wyrdzniono cztery subpopulacje komorek linii neurogennej: NSC (typ 1), neuralne

22



komorki progenitorowe (typ 2a i typ 2b), neuroblasty (typ 3) i neurony ziarniste (typ 4) (Ryc.
5, Kempermann 2004). NSC wyrdzniaja si¢ szczegdlng morfologia komoérkows, maja
wypustke, ktora przebiega przez catg warstwe ziarnista i sigga do warstwy molekularnej, gdzie
rozgatezia sie (Huttmann i wsp. 2003, Kiriegstein i Alvarez-Buylla 2009,
Beckervordersandforth i wsp. 2014). Wigkszos¢ komorek typu 1 pozostaje w stanie spoczynku,
czyli w stanie odwracalnego zatrzymania cyklu komoérkowego (Urban i wsp. 2019). Po
aktywacji NSC, w wyniku podziatu asymetrycznego powstaje komorka typu 2. W kolejnych
etapach roznicowania, w wyniku wielokrotnych podziatow komoérkowych, powstaje populacja
komorek progenitorowych, w ramach ktorej mozemy wyodrebni¢ komorki typu 2a, typu 2b i
typu 3. Nastepnie komorki typu 3 roznicujg do neuronow ziarnistych, w ramach tego etapu
mozemy rozrdézni¢ wezesne postmitotyczne dojrzewanie i pdzne postmitotyczne dojrzewanie

(Kempermann i wsp. 2004).

4; 4:' , G ‘ 'f‘ I't :
# warstwa
molekularna
PRI
1\ m/ 3 “'
warstwa
ziarnista
‘E\y
\"\
\ \ —_
/, F ,‘ J warstwa
w el - > podziarnista
typ 1 beta typ 1 alfa typ 1 typ 2a typ 3
wyciszona wyciszona  alfa typ 2b typ 4

Ryc. 5. Dojrzewanie komorek nerwowych w procesie neurogenezy. Komorki typu 1 sg
neuralnymi komérkami macierzystymi, w ramach, ktorych wyrdznia si¢ podtypy na podstawie
cech morfologii komorki — komorki a 1 B, w ramach ktérych komorki a wystepuja w stanie
wyciszonym i aktywnym, B za§ w stanie wyciszonym. W wyniku asymetrycznego podzialu
komorkowego powstajag komorki typu 2 — wyrdznia si¢ typ 2a i1 typ 2b. Komorki typu 3 sa
neuronalnymi komadrkami progenitorowymi w dalszej fazie r6znicowania, ktore maja zdolno$¢
do samopowielania. Na ostatnim etapie neurogenezy w wyniku roznicowania komorek typu 3
powstaje niedojrzaty a nastgpnie dojrzaty neuron ziarnisty, inaczej zwany komorka typu 4.
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Coraz wigcej badan pokazuje, ze proces neurogenezy jest procesem bardzo dynamicznym i nie
da si¢ rozdzieli¢ poszczegdlnych etapow sztywng linig. Co wigcej, wiele badan wskazuje na to,
ze w obrgbie populacji NSC wystepuje roznorodnos¢ na poziomie molekularnym i
morfologicznym (Joly i Tropepe 2018). Pomimo tych rozbieznosci, aby lepiej rozumie¢ proces
neurogenezy hipokampalnej, potrzebna jest spdjna klasyfikacja poszczegdlnych stadiow
procesu i rozréznienie poszczegolnych typow komorek, dlatego kolejne etapy tej pracy beda

opieraly si¢ na opisanej wyzej klasyfikacji.

1.3.1. Aktywne i spoczynkowe NSC

Powstawanie nowych neuroné6w w procesie neurogenezy hipokampalnej jest
regulowane przez roznorodne czynniki fizjologiczne na wielu jej etapach. Jednym z
kluczowych etapdw jest zmiana stanu spoczynku i ponowne uruchomienie cyklu komérkowego
NSC. Wykazano, ze w ramach populacji komorek NSC mozna wyrdzni¢ dwa podtypy, ktore
roznig si¢ pod wzgledem wiasciwosci molekularnych (Codega i wsp. 2014, Llorens-Bobadilla,
i wsp. 2015). Aktywne NSC (ang. active neural stem cells, aNSC) wykazuja ekspresj¢ GFAP,
CD133, receptora czynnika wzrostu (EGFR) i nestyny, podczas gdy NSC w stanie spoczynku
(ang. quiescent neural stem cells, QNSC) wykazujg ekspresj¢ GFAP, CD133, ale juz nie EGFR
i nestyny. Co wigcej, qNSC nie wykazuja ekspresji markerow proliferacji takich jak Ki67
(Doetsch i wsp. 1999, Codega i wsp. 2014).

Wigkszo§¢ NSC wystepuje w stanie spoczynkowym; qNSC wykazuja niski
metabolizm 1 wysoka wrazliwo$¢ na sygnaly S$rodowiska zewngtrznego, i moga byc¢
aktywowane przez roznorodne bodzce fizjologiczne (Urban i wsp. 2019). Rownowaga miedzy
wyciszeniem NSC a ich aktywacja wplywa nie tylko na tempo neurogenezy, ale takze na
dlugoterminowe utrzymanie puli komodrek macierzystych 1 potencjalu neurogennego
starzejacego si¢ mozgu. Zachowanie NSC w stanie spoczynku jest takze zwigzane z regulacja
ekspresji genow, o czym $wiadcza wystepujace w tych komorkach regiony heterochromatyny,
ktore odpowiadajg wyciszonym genom (Capelson i wsp. 2010). Wykazano takze, ze interakcje
Nup153 z Sox2 odpowiadajg za regulacj¢ procesu roznicowania i wptywaja na utrzymanie puli
niezréznicowanych neuronalnych komoérek progenitorowych (Toda i wsp. 2017).

W rozwoju embrionalnym 1 wczesnopoporodowym myszy, w DG dzielace si¢
progenitory wytwarzaja neurony ziarniste, ktore stajg si¢ qNSC pod koniec pierwszego
tygodnia postnatalnego. W drugim tygodniu postnatalnym qNSC nabieraja typowych cech

morfologicznych i tworzg rozpoznawalng nisz¢ neurogenng w SGZ (Berg i wsp. 2019). W
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poczatkowych badaniach zidentyfikowano wszystkie NSC jako spoczynkowe komorki
progenitorowe, sa one zazwyczaj identyfikowane poprzez brak markeréw proliferacji (Codega
I wsp. 2014). Wigkszos¢ NSC u myszy nie uruchamia cyklu komérkowego (Doetsch i wsp.
1999), a niewielka ich cz¢$¢ wykazuje aktywnos$¢, na co wskazuje stwierdzenie obecnos$ci
markerow cyklu komorkowego takich jak Ki67 lub MCM2, a takze bromodeoksyurydyny lub
etynylodeoksyurydyny po ich podaniu (Codega i wsp. 2014, Urban i wsp. 2016).

Wiekszo$¢ tkanek u dorostych osobnikow zawiera komorki macierzyste, ktore dzielg
si¢, aby wygenerowac zroznicowane komoérki w celu naprawy tkanek a takze samoodnowy —
tj. generowania nowych komoérek macierzystych, ktore nastepnie przechodza w stan spoczynku,
w celu utrzymania populacji komoérek macierzystych przez dtuzszy okres. Pomimo tego, ze w
stanie spoczynku komorki wykazuja niskg aktywnos$¢ metaboliczng, w tym niski poziom RNA
1 syntezy bialek, stan spoczynku jest aktywnym procesem obejmujagcym wiele Sciezek
molekularnych, ktorych uruchamianie ma na celu zatrzymanie komorki przed wejsciem na
Sciezke roznicowania si¢. Ten stan zapobiega starzeniu si¢ oraz umozliwia zatrzymanie cyklu
komorkowego (Cheung i Rando 2013).

Stan spoczynku NSC jest definiowany jako odwracalne zatrzymanie cyklu
komorkowego w fazie GO, a takze w G2 (Otsuki i Brand 2018). Brak proliferacji jest rowniez
cecha charakterystyczng komorek trwale zréznicowanych i starzejacych sig, ale qNSC moga
ponownie wejs¢ w cykl komérkowy w warunkach fizjologicznych. Stan spoczynku jest
uwazany za wazny dla dtugo zyjacych komorek dzielacych sig, poniewaz chroni je przed utratg
ich potencjatu proliferacyjnego i pozwala unikna¢ akumulacji uszkodzen DNA, bialek 1
mitochondridow, ktére mogg prowadzi¢ do rozwoju nowotwordw ztosliwych lub starzenia sig¢
(Cheung i Rando 2013).

Jednokomoérkowa analiza transkryptomu komorek izolowanych z niszy neurogennej
moézgu dojrzatej myszy daje nowe spojrzenie na rozumienie stanu spoczynku zwigzane ze
zmianami w ekspresji gendw 1 fizjologii komorki, ktore zachodza, gdy NSC stajg si¢ aktywne
(Llorens-Bobadilla, i wsp. 2015, Artegiani i wsp. 2017, Basak i wsp. 2018). Taka analiza
pokazuje, ze wystepuje réznorodno$¢ molekularna w obrebie populacji qNSC. Réznorodnos¢
ta jest przypisana komoérkom wystepujacym w roznych stadiach spoczynku, co tworzy pewnego
rodzaju kontinuum pomigdzy przejsciem od stanu spoczynku do stanu aktywnosci.

Charakterystyczna dla stanu spoczynku NSC jest wysoka aktywnos$¢ szlakow
sygnatowych niszy neurogennej oraz niski poziom transkrypcji i translacji biatek w NSC.

Aktywacja NSC obejmuje aktywacj¢ gendw zaangazowanych w biogenezg rybosomow,
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nastepnie syntez¢ RNA 1 ekspresje gendéw cyklu komodrkowego, a takze stopniowe
wstrzymywanie aktywnos$ci zewngtrznych szklakow sygnatowych (Llorens-Bobadilla, i wsp.
2015, Dulken i wsp. 2017, Basak i wsp. 2018). Zewng¢trzne szlaki sygnalowe regulujg stan
spoczynku oraz aktywnosci NSC poprzez modyfikacje ekspresji genow, czynnikdéw
transkrypcyjnych i innych aktywnych czasteczek w tych komorkach. Organizacja przestrzenna
chromatyny 1 biatek NE, ktore biorg udziat w ekspresji gendw, transkrypcji i translacji w
procesie aktywacji NSC, prawdopodobnie przyczynia si¢ do prawidlowego utrzymania ksztattu
jadra tych komoérek. Ponadto roznorodno$¢ molekularna w obrebie populacji NSC oraz
kontinuum dynamiczne pomi¢dzy zmiang ze stanu spoczynku do stanu aktywacji NSC, moze
mie¢ swoje odzwierciedlenie w odmiennym ksztalcie jadra.

Weczesdniejsze badania wykazaly, ze mysie i ludzkie NSC pltodu w warstwie
przykomorowej komory bocznej, drugiej strefy neurogennej mézgu, maja nieregularne jadra,
ktore wykazuja nietypowe wpuklenia NE (Guerrero-Cazares i wsp. 2011, Capilla-Gonzalez i
wsp. 2014b). Zbadano ultrastrukturg i trojwymiarowa organizacje tych wpuklen i wykazano,
ze odpowiadajg one strukturom zwanym mostkami chromatynowymi (ang. envelope-limited
chromatin sheets, ELCS) (Cebrian-Silla i wsp. 2017). Te struktury zostaty pierwotnie opisane
w neutrofilach (Davies i Small 1968). ELCS sg zwigzane z biatkami NE: laming B, receptorem
laminy B i Lap2 (Ghadially 1997, Olins i wsp. 1998, Olins i Olins 2009). Warto podkresli¢, ze
ELCS opisano tylko w niektorych limfocytach i niektorych komoérkach nowotworowych, w tym
komorkach rdzeniaka pnia mozgu (Tani i wsp. 1971). Wykazano takze, ze obecno$¢ ELCS jest
zwigzana ze stanem spoczynku w NCS (Cebrian-Silla i wsp. 2017). Do tej pory jednak nie
zbadano szczegdélowo morfologii jader NSC neurogenezy. Bioragc pod uwage rolg, jaka
odgrywa ksztatt jadra w prawidtowym funkcjonowaniu komoérek, odmienna morfologia jadra

NSC moze okaza¢ si¢ znaczaca dla prawidlowego przebiegu procesu neurogenezy.

1.3.2. Dwa odrebne typy morfologiczne NSC

NSC znajdujace si¢ w SGZ cechujg si¢ charakterystyczng morfologia komorki,
podobng do komorki glejowej. W tych komorkach wystepuje dtuga wypustka, ktora przechodzi
przez cala warstwe ziarnistg i na jej zakonczeniu rozgatezia si¢ w warstwie molekularnej DG
(Huttmann i wsp. 2003, Kriegstein i Alvarez-Buylla 2009, Beckervordersandforth i wsp. 2014).
NSC w SGZ moga rowniez posiadaé krotsze wypustki, ktore rozciggaja sie horyzontalnie
(Steiner i wsp. 2006, Suh i wsp. 2007). Zaktada sig¢, ze regulacja proliferacji NSC odbywa si¢

w odpowiedzi na bodZce odbierane z niszy neurogennej poprzez wypustke neuralng, inaczej
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okreslang jako ,,drzewko” (ang. dendritic arbor, Gebara i wsp. 2016). Zidentyfikowano dwa
odrebne typy morfologiczne NSC w DG hipokampa — typ a i typ  — ktére mozna odrézni¢ na
podstawie dwoch prostych cech, dtugosci wypustki i stopnia zlozonos$ci rozgalg¢zienia

,,drzewka” (Gebara i wsp. 2016).

Lype a Type
GFAP-GFP NESTIN-GFP GFAP-GFP NESTIN-GFP

Ryc. 6. Obrazy konfokalne komorek o i komoérek B przedstawiajace parametry morfologiczne

(Gebara i wsp. 2016).

Typ a stanowi ok. 70% wszystkich NSC 1 cechuje si¢ dlugg wypustka 1 waskim
rozgalezieniem ,,drzewka”, ktora sigga do warstwy molekularnej DG. Z kolei komoérki 8
cechuja si¢ krotka wypustka, a jej zakonczenie jest bardziej rozbudowane i miesci si¢ glownie
w obrebie warstwy ziarnistej. Analiza ekspresji markeréw wykazata, ze zarowno w komoérkach
typu o, jak i B wystepuja markery NSC takie jak GFAP i Sox2. Jednakze, pozostale markery
NSC takie jak Sox1, prominina i nestyna ulegaty ekspresji tylko w niewielkiej frakcji komorek
typu B (Gebara i wsp. 2016). Komorki typu o wykazujg wszystkie cechy NSC, natomiast
komorki B wykazuja mniej jednoznaczne cechy. Morfologia 1 ekspresja markeréw
molekularnych sugeruja, ze komorki te stanowig stadium posrednie migdzy gNSC a
astrocytami, ze wzgledu na obecno$¢ markerow dojrzatych astrocytow — S1008 1 GLT1, ktore
zwykle nie wystepuja w NSC (Gebara i wsp. 2016). Alternatywnie, komoérki typu f moga
reprezentowac przejsciowg morfologie komorek typu o, ktére ulegaja przemianie do
astrocytow. Istnieje poglad, ze przemiana ta ma miejsce w czasie starzenia si¢ (Bonaguidi i
wsp. 2011, Encinas i wsp. 2011) lub w hiperaktywacji wywotanej padaczka (Sierra i wsp.
2015).

Zaleznos¢ miedzy morfologia a funkcjg NSC sugeruje, ze wypustki NSC odgrywaja
potencjalng role w regulacji ich aktywno$ci. Wykazano, ze oba typy komorek (o i B) sa

pofaczone bezposrednio z kilkoma typami komoérek niszy neurogennej, w tym m.in. z
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komorkami mikrogleju, astrocytami i naczyniami krwiono$nymi. Wiadomo, ze bezposrednie
przekazywanie sygnalow przez te komorki do NSC odgrywa kluczowa rolg w regulacji
proliferacji (Palmer i wsp. 2000, Sierra i wsp. 2010, Ashton i wsp. 2012). Potaczenie z
mikroglejem wydaje si¢ by¢ bardziej istotne dla komorek typu B, ze wzgledu na zwigkszong
liczbe powigzan z mikroglejem, w porownaniu z komoérkami typu a. Obecno$¢ mikrogleju w
DG wigze si¢ ze stanem zapalnym, ktory moze redukowaé proces neurogenezy poprzez
wytwarzanie cytokin (Monje i wsp. 2003).

Odmienna morfologia jadra NSC w hipokampalnej neurogenezie dorostych jak dotad
nie zostata przebadana. W kilku pracach pokazano wyst¢powanie nietypowych jader z
nieregularnym utozeniem NE w komoérkach B (ktore sg odpowiednikiem komorek typu 1 w
warstwie przykomorowej komory bocznej, drugiej strefie neurogennej moézgu ssakdéw) w
rozwoju ptodowym cztowieka i myszy (Capilla-Gonzalez i wsp. 2014a, Doetsch i wsp. 1999,
Morshead i wsp. 1994, Pastrana i wsp. 2009). Przypuszcza si¢, ze nietypowa morfologia jadra
moze by¢ powigzana z pluripotencjglnoscig komorek macierzystych (Gorkin i wsp. 2014,
Eckersley-Maslin i wsp. 2013). W jednej z prac potwierdzono obecnos$¢ wystepowania wpuklen
NE w komorkach B warstwy przykomorowej komory bocznej (Cebrian-Silla i wsp. 2017),
ktore odpowiadajg charakterystycznym elementom NE (ELCS) opisanym jak dotad w
neutrofilach i komoérkach nowotworowych, ktorych jedng z cech charakterystycznych jest
nietypowa morfologia jadra (Tani i wsp. 1971). W wymienionej powyzej pracy pokazano
wystepowanie ELCS takze w jadrach trzech przebadanych komorek typu 1 DG hipokampa. Jak
dotad niewiele wiadomo na temat odmiennej morfologii jadra NSC neurogenezy
hipokampalnej, ktéra moze mie¢ istotne znaczenie w prawidlowym przebiegu procesu

neurogenezy, w zwigzku z tym konieczne sg dalsze badania nad morfologig jader tych komorek.
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CELE PRACY

Opracowanie metody stuzacej do oceny ksztattu jader komorkowych przy zastosowaniu

obrazowania w mikroskopie konfokalnym.

. Kompleksowe opisanie 1 scharakteryzowanie cech ksztattu jader komorek neurogenezy
hipokampalnej w komorkach rozréznianych ze wzgledu na etap roéznicowania, stan

aktywnosci, a takze r6znice w morfologii komorki.

. Weryfikacja zastosowanej metody do oceny ksztattu jader komoérek w modelu

nowotworowym.
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3. MATERIALY I METODY
3.1.  Myszy

Linia myszy transgenicznych z wprowadzonym genem biatka zielonej fluorescencji (GFP, ang.
green fluorescent protein) pod promotorem nestyny (myszy nestyna-GFP oryginalnie pochodza
z laboratorium Masahito Yamaguchi z Uniwersytetu Osakijskiego, Yamaguchi i wsp. 2000)
sprowadzona zostata z Instytutu Maxa Plancka w Dreznie. W chwili rozpocze¢cia doswiadczenia
myszy byly w wieku 7-8 tygodni; karmione paszg standardowa ad libitum ze statym dostgpem
do wody. Dotozono wszelkich staran, aby zminimalizowa¢ cierpienie zwierzat i ich liczbe

wykorzystang w do§wiadczeniach.

3.2. Ugzyskanie skrawkow histologicznych

Preparaty zawierajace ludzkie medulloblastoma (rdzeniaka zarodkowego) i pilocytic
astrocytoma (gwiazdziak wlosowatokomoérkowy) wraz z kontrolnymi preparatami mézdzku
otrzymano od prof. Ewy Matyi, kierownika Zaktadu Neuropatologii Doswiadczalnej i
Klinicznej IMDiK PAN.

3.2.1. Do mikroskopu konfokalnego

Myszy nestyna-GFP zostaly poddane perfuzji, dosercowo podano 20 ml buforowanej
fosforanem soli fizjologicznej o stezeniu 0,1 M (PBS) a nastgpnie 25 ml roztworu
paraformaldehydu o stezeniu 4% (PFA), po uprzednio podanej narkozie (morbital, 100 ml/kg,
0,1 ml na mysz, dootrzewnowo). Mozgi utrwalono przez noc w temperaturze 4°C, w PFA, a
nastepnie poddano krioprotekcji w roztworze sacharozy (30%) przez trzy dni w temperaturze
4°C. Modzgi zamrozono poprzez zanurzenie w heptanie (Sigma-Aldrich) o temperaturze -80°C
na suchym lodzie i poci¢to na skrawki (40 um) na kriostacie (Leica CM 1950) (-20°C). Skrawki
przechowywano w roztworze krioprotekcyjnym (roztwor glikolu etylenu i gliceryny w PBS),

w temperaturze -20°C.

3.2.2. Do mikroskopu elektronowego
Myszy nestyna-GFP zostaly poddane perfuzji, dosercowo podano 20 ml PBS i 25 ml PFA o
stezeniu 2% z glutaraldehydem (0,5%; Sigma-Aldrich) w roztworze buforu fosforanowego o

stezeniu wyjSciowym 0,1 M, po uprzednio podanej narkozie (morbital, 100 ml/kg, 0,1 ml na

mysz, dootrzewnowo). Mozgi utrwalono przez noc w temperaturze 4°C, w PFA z
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glutaraldehydem. Nastepnie modzgi pokrojono na skrawki (50 pm) na wibratomie i

przechowywano w buforze fosforanowym (Campbell i wsp. 2006) w temperaturze 4°C.

3.3.  Immunohistochemia
3.3.1. Immunofluorescencja

Skrawki przeptukano w PBS i inkubowano przez 1,5 h w roztworze do blokowania,
sktadajacym sie z surowicy oslej (5%, ang. normal donkey serum, NDS) i Tritonu-X100 (0,1%)
rozpuszczonych w PBS. Pierwszorzedowe i drugorzedowe przeciwciata rozcienczono w NDS
o stezeniu 5% w PBS. Skrawki inkubowano z pierwszorzedowymi przeciwciatami przez 24 h
w temperaturze 4°C na wytrzgsarce, ptukano w roztworze PBS z Tritonem-X100 (0,1%, PBS-
Triton X-100), nastepnie inkubowano z drugorzedowymi przeciwciatami przez 1,5 h w
temperaturze pokojowej. Do wybarwienia DNA zastosowano inkubacje w barwniku
fluorescencyjnym Hoechst rozcienczonym (1:5000) w PBS-Triton X-100 przez 10 min, a
nastepnie trzykrotnie plukano w PBS. Pierwszorz¢dowe przeciwciala zastosowano w
stezeniach: a-GFP (koza, 1:400, Novus Biologicals), a-NeuN (kura, 1:400, Merck Milipore),
a-DCX (krolik, 1:200, Abcam), a-GFAP (mysz, 1:400, Synaptic Systems), a-Ki-67 (szczur,
1:400, Thermofisher Scientific). W przypadku przeciwciat drugorzgdowych zastosowano: osle
przeciwkozie Alexa Fluor 488 (1:250, Jackson ImmunoResearch), osle przeciwkrolicze Alexa
Fluor 549 (1:250, Jackson ImmunoResearch), osle przeciwkrolicze Alexa Fluor 647 (1:250,
Jackson ImmunoResearch), osle przeciwsczurze 549 (1:250, Jackson ImmunoResearch), osle

przeciwmysie 647 (1:250, Jackson ImmunoResearch).

3.3.2. Immunogold pre-embeddment

Skrawki mozgu przeptukano PB. Nastepnie inkubowano w roztworze blokujacym przez 2 h
(5%, NDS). Przeptukano roztworem surowicy oslej z Tritonem-X100 (0,1%) w celu
permabilizacji (delikatnego dziurawienia bton). Przeciwciala zostaty rozcienczone w roztworze
blokujgcym. Skrawki inkubowano z pierwszorzedowym przeciwciatem o-GFP (koza 1:500)
przez 24 h w temperaturze 4°C na wytrzasarce. Nastgpnie przeptukano roztworem PB i
inkubowano z drugorzgdowym przeciwcialem potaczonym ze zlotem os$le przeciwkozie
nanogold (1:250) przez 2 h w temperaturze pokojowe] na wytrzasarce. Zastosowano
wzmocnienie sygnatu ztotem inkubujac skrawki w roztworze GoldEnhancer (Nanoprobes)

przez 2 min.
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3.4. Mikroskop konfokalny

Obrazowanie wykonano przy uzyciu fluorescencyjnego mikroskopu konfokalnego Zeiss LSM
780 1 obiektywu 63x z immersja olejowa (obiektyw apochromatyczny 63x/1.6 Oil). W trakcie
wykonywania zdje¢ preparaty wzbudzano laserem o dlugosci fali 408 nm, 488 nm, 560 nm i
630 nm. Kolejne ptaszczyzny konfokalne (wzdtuz osi z) zbierano w odstepach 0,21 um, przy
rozdzielczosci obrazu 1024x1024 ze skalg szaros$ci 16-bit 1 powigkszeniu cyfrowym obrazu, co
pozwolito na uzyskanie wielkosci piksela rownej 0,07 x 0,07 um. Obrazowano cale jadra
losowo wybranych poszczegdlnych typéw komorek uzyskujac obrazy w formie plikow z-stack
o wielkosci voksela 78 x 78 x 210 nm, odpowiednio w osiach x, y i z. Obraz ustawiano tak, by
warstwa podziarnista polozona byta rownolegle do podstawy pola widzenia oraz ponizej
warstwy ziarnistej w celu zachowania takiego samego uktadu przestrzennego jader na kazdym
obrazie. Kazdy obraz cechuje si¢ identycznymi ustawieniami, dzigki czemu zachowane sg state
warunki przy segmentacji jader, a warto$ci uzyskanych parametréw ksztaltu dla zbadanych

jader mozna ze sobg porownywac.

3.5.  Segmentacja w programie VisNow

Wykorzystano program VisNow, ktory zmodyfikowano na potrzeby przeprowadzenia
prezentowanych analiz, dzigki wspotpracy z Interdyscyplinarnym Centrum Matematycznego
Programowania i Modelowania Uniwersytetu Warszawskiego. Segmentacj¢ przeprowadzono
rgcznie oraz bez znajomosci typu komorki, zaznaczajac cala powierzchnie jadra na kazdej
ptaszczyznie w osi z. Po dokonaniu segmentacji program obliczyt nast¢pujace parametry (Tab.
1): objetos¢, powierzchnie, kulisto$¢, srednig odleglos¢ od $rodka masy obiektu do jego
powierzchni, wysoko$¢, momenty centralne, wektory wlasne 1 wspotczynniki roéznic ksztattu.
Ta metoda dokonano analizy czterech grup komorek: pigciu typow komodrek neurogenezy,
komorek typu 1 neurogenezy aktywnych i1 wyciszonych, komoérek typu 1 neurogenezy
odroznianych ze wzgledu na typ morfologiczny — komorki alfa i komorki beta oraz wybranych
komoérek nowotworowych. Jadra komorek neurogenezy do analizy wybierano na podstawie
obecnosci markerow specyficznych dla danego typu komorki, w przypadku, gdy na jednym
obrazie byto wiecej komoérek danego typu niz jedna, za kazdym razem byty wybierane te, ktore
znajdowaly si¢ blizej srodka obrazu. Jadra komorek nowotworowych wybierano do analizy ze

srodka warstwy komorkowej, po jednym jadrze ze zdjgcia.
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3.6. Parametry wykorzystane do analizy ksztattu jadra

Zmierzono 30 roznych zmiennych / cech opisujacych ksztatt jadra (Tab. 1) oraz dwa rodzaje

wspoOtczynnikéw réznicujacych ksztalt, zastosowanie ktorych umozliwito uzyskanie 25

(wspotczynnik ,,DECIBEL”) i 17 (wspolczynnik ,,SQRT”) roéznych wartosci. Mierzone

parametry przedstawiajg si¢ w nast¢pujacy sposob:

Tab. 1. Parametry mierzone w programie VisNow opisujace cechy ksztattu badanego obiektu

trojwymiarowego, j.U., jednostki umowne.

width

Cecha (nazwa) Jedn. | Opis

Volume um?® Objetos¢ jadra obliczona z liniowej interpolacji obrazu na siatke
o voxelach sze$ciennych; interpolacja liniowa, gesto$¢ (w)
pomiedzy wo a Wi dla poszczegdlnych voxeli liczona jest zgodnie
z wzorem: w = hwy + (1-h) wo, gdzie h jest odlegtoscig pomigdzy
Wp a Wi.

STAT_sum j.u. Sumaryczna zawarto$¢ DNA obliczona na podstawie jasno$ci
poszczegblnych voxeli; przy zatozeniu liniowej proporcjonalno$ci
jasnosci obrazu 1 zawarto$ci znacznika w voxelu; sumaryczna
lo$¢ znacznika jadrowego w obiekcie.

STAT_avg j-u. Srednia gesto§¢ DNA; S$rednia intensywno$é znacznika
jadrowego obliczona ze $redniej jasnosci voxeli

STAT_stdev j.u. Odchylenie standardowe gestosci DNA; zmienno$¢
(nieréwnomiernos$¢) rozktadu DNA w obiekcie

STAT_min j-u. Pomiar intensywnosci znacznika jadrowego — minimum

STAT q1 j.u. Pomiar intensywnosci znacznika jadrowego — 1. kwartyl

STAT_med j.u. Pomiar intensywnosci znacznika jadrowego — mediana (2 kwartyl)

STAT g3 j.u. Pomiar intensywnosci znacznika jadrowego — 3. kwartyl

STAT_max j-u. Pomiar intensywnosci znacznika jadrowego — maksimum

C3D_bound_cube_ [ um Szeroko$¢ prostopadioscianu, w ktéore wpisane jest jadro

(zmierzona po osiach xyz) (,,obiektywna” gora/dot)
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C3D_bound _cube_ | um Wysokosé prostopadtoscianu, w ktore wpisane jest jadro (Xyz)

height

C3D_bound_cube_ | um Glebokos$¢ prostopadtos$cianu, w ktore wpisane jest jadro (Xyz)

depth

C3D_surf_size pm?3 Powierzchnia jadra. Wyrazona w pum®, gdyz jest to objetosé
warstwy powierzchniowej o grubosci 1 woksela — liczba wokseli
powierzchniowych x objetos¢ woksela.

C3D_mean_ um Promien Sredni; $rednia odlegtos¢ od srodka masy jadra do jego

dist2surf powierzchni

C3D_median_ pum Mediana odleglosci od $rodka jadra do jego powierzchni

dist2surf

C3D_SD _dist2surf | um Odchylenie standardowe odleglo$ci od $srodka jadra do jego

powierzchni. Ta warto$§¢ odzwierciedla gladko$¢ 1 stopien
pofatdowania.

eigenvalue_0 Osie gléwne; posortowane po wartosci bezwzglednej wartosci
wlasnej macierzy kowariancji jadra (binarnego). Rozumiane jako
eigenvalue_1 rozciagtos$¢ jadra w 3 kierunkach gtownych. Uporzadkowane od
najwiekszej do najmniejszej. Wzajemna relacja tych 3 warto$ci
eigenvalue_2 ocenia, czy jadro jest zblizone do kuli, czy bardziej podhuzne, czy
a tez plaskie.
, '
1
- 1
==
200, 020, 002 Momenty centralne I1 rzedu
(calki liczone wzgledem $rodka masy; pokazuja w ktorg strong
rozktad jest bardziej przechylony)
z-balance Stosunek masy goéra-dél; stosunek masy jadra w gornej jego
polowie do masy jadra w dolnej jego potowie w kierunku osi z
r=XX Wspotczynniki réznicowe ksztattu jadra na poszczegdlnych

poziomach szczegdtow
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3.7.  Segmentacja w programie ITK-SNAP

Opracowany zostal dodatkowy modul w programie ITK-SNAP stuzacy do automatycznej
segmentacji 1 klasyfikacji typow komorek, przy wspolpracy z Instytutem Biologii
Dos$wiadczalnej im. M. Nenckiego. Wykorzystano U-Net (Ronneberger i wsp. 2015) oparty na
Deep Convolutional Neural Network (DCNN), zmodyfikowany w celu dostosowania do
wielokanatowych obrazéw 3D. Cztery kanaly odpowiadajg czterem zastosowanym rodzajom
barwienia: nestyna, NeuN, Hoechst i DCX. Komorki maja przypisane prawdopodobienstwa
przynaleznosci do kazdego z 5 mozliwych typow. Ten program uczyt si¢ za pomoca sztucznej
inteligencji rozpoznawania typu komorki po ksztalcie jadra. Pula komorek, ktorej si¢ uczyt

nalezala do grupy 5 typow komorek neurogenezy.

3.8.  Analiza statystyczna; dostgpnos¢ danych

Przed zastosowaniem jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) zbadano normalnos¢
rozktadu za pomoca testu Shapiro-Wilka oraz sprawdzono, czy wariancje sg roOwne — za pomocg
testow Levene’a i Browna-Forsythe’a dla wszystkich zmierzonych zmiennych. Poniewaz nie
wszystkie zestawy danych spetialy warunek normalnosci rozktadu i réwnosci wariancji,
dokonano logarytmicznej transformacji danych metoda Box-Cox. W przypadku wystgpienia
efektu glownego, zastosowano analize¢ post-hoc typu Duncan. W sytuacjach, gdy po tych
dziataniach nadal nie otrzymano uzyskano normalno$ci rozktadu i réwno$ci wariancji,
zastosowano test Kruskalla-Wallisa dla wielu grup niezaleznych, a dla dwodch grup
niezaleznych — test U Manna Whitneya. W przypadku uzyskania wyniku znamiennego
statystycznie za pomocg testu Kruskalla-Wallisa zastosowano porownania testem Dunna (Dunn

1964, Dinno 2015) wraz z procedurg Benjaminiego-Hochberga (1995).

W celu znalezienia jader, ktorych kluczowe zmienne (objgtos¢ i sumaryczna ilos¢ DNA
tzn. STAT_sum) odstawaty od pozostatych, analizowano grupe zmiennych opisujacych ich
ksztalt. Zmienne poddawano przeksztalceniu za pomocg PCA (ang. principal component
analysis). Z dwoch gtownych czynnikow — PCAL (objetosé) | PCA2 (ilos¢ DNA), utworzono
macierz kowariancji. Przy zatozeniu, ze dane zlozone ze zmiennych PCA1 i PCA2 powinny
tworzy¢ dwuwymiarowy rozkltad normalny, odrzucano jadra, dla ktorych warto$¢
prawdopodobienstwa wylosowania z rozkladu normalnego zadanego powyzsza macierza

kowariancji byla mniejsza niz zatozony prog.
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Pokazano uzyskane istotne roznice na poziomie p < 0,05. Wyniki przedstawiono jako

$rednie + btad standardowy $redniej (SEM). Wszystkie zebrane dane sg dostepne jako:

DOI: 10.17632/xcvph2sryg.1.

3.9. Uklad doswiadczen

1) Doswiadczenie I
Ocena zmiennosci ksztattu jadra w zaleznos$ci od stadium dojrzatosci komoérek w procesie
neurogenezy. Przeanalizowano trzydziesci komorek z kazdego z 5 typow, ktore pochodzity z
15 osobnikow (Nosobniki = 15, Njgdra = 150).

2) Doswiadczenie II
Ocena zmiennosci ksztattu jadra w zaleznosci od stanu aktywacji komorki. Przeanalizowano
24 komorki z kazdego z 4 stanéw aktywacji, ktore pochodzity z 11 osobnikdéw (Nosobniki = 11,
Nigdra = 96).

3) Doswiadczenie II1
Ocena zmiennos$ci ksztattu jadra w zalezno$ci od cech morfologicznych komorki.
Przeanalizowano 22 komorki z dwoch typow morfologicznych, ktére pochodzity z 11
osobnikéw (Nosobniki = 11, Njgdra = 44).

4) Doswiadczenie IV
Zastosowanie automatycznej metody analizy parametréw ksztaltu z mozliwo$cia wyrdznienia
typow komoérek do oceny zmienno$ci ksztaltu jadra w zaleznosci od stadium dojrzatosci

(Nosobniki = 15, njqdra = 150)

5) Doswiadczenie V

Zbadanie ultrastruktury jadra komorki nestyna-GFP+ metodg mikroskopii elektronowej wraz z

trojwymiarowg rekonstrukcjg jadra.
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Tab. 2. Zestawienie markerow (przeciwcial pierwszorz¢dowych) i cech morfologicznych

wykorzystanych do okre$lenia typu komorki w opisanych do§wiadczeniach I, II, IIT 1 I'V.

Typ komorki

Przeciwciala
pierwszorzedowe

Badane cechy morfologiczne

Dos$wiadczenie |

typ 1 nestyna-GFP wypustka neuralna

typ 2a nestyna-GFP brak wypustki neuralnej
typ 2b nestyna-GFP i DCX brak wypustki neuralnej
typ 3 DCX brak wypustki neuralnej
typ 4 NeuN brak wypustki neuralnej
Doswiadczenie II

wyciszona GFAP wypustka neuralna

stan przejsciowy I

GFAP i nestyna-GFP

wypustka nerualna

stan przejsciowy II

nestyna-GFP

wypustka neuralna

aktywna

nestyna-GFP i Ki-67

wypustka neuralna

Dos$wiadczenie 111

alfa nestyna-GFP wypustka neuralna si¢gajaca do warstwy
molekularnej zakretu zebatego
beta nestyna-GFP wypustka neuralna niewykraczajaca poza

warstwe ziarnistg zakretu zebatego
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4. WYNIKI

Zbadano szereg wielkosci fizycznych opisujacych ksztalt jader komorkowych (zebrane w Tab.
1) pigciu typéw komorek neurogenezy hipokampalnej, czterech etapow aktywacji komorek
typu 1 oraz dwoch wariantow morfologicznych typu 1; na koncu wykorzystujac opracowang
metode wykonano badanie ksztattu jader komorek nowotworowych. Wyodrgbniono pie¢ typow
komorek na podstawie opisanych w literaturze markerow; typ 1 (nestyna-GFP+, obecnos¢
wypustki), typ 2a (nestyna-GFP+), typ 2b (nestyna-GFP+/DCX+), typ 3 (DCX+), typ 4
(NeuN). Komorki typu 1 nalezg do subpopulacji NSC, w ramach ktorej mozemy wyodrebni¢
komorki na podstawie stanu aktywnos$ci, wyrdzniamy komorki aktywne oraz wyciszone, a
takze komorki w stanie przejsciowym pomigdzy aktywacja a wyciszeniem. W niniejszej pracy
zostalty wyodrgbnione dwa stany przejSciowe, ktére byly rozpoznawane na podstawie
obecno$ci markerow; dla pierwszego etapu przejsciowego — GFAP i nestyna-GFP, dla drugiego
etapu przejSciowego — nestyna oraz stan aktywacji — z markerem Ki67. NSC mozna rozréznic¢
réwniez na podstawie cech morfologicznych. Wyrdznia si¢ typ a, ktory charakteryzuje si¢
dhuga wypustka zakonczong rozgalezieniem, okreslanym mianem ,,drzewka”, si¢ggajacym az do
warstwy molekularnej DG oraz typ B, ktory ma znacznie krotsza i bardziej rozgalgziong
wypustke, ktora siega nie dalej niz poza warstwe ziarnista DG. Ponizej podsumowano wybrane

wyniki przeprowadzonych pomiarow.

4.1.  Pordéwnanie budowy jader pieciu typow komorek neurogenezy hipokampalnej

Wybrane wyniki ww. badania opisujagce wilasciwosci pigciu typow komorek neurogenezy
hipokampalnej dorostych myszy pokazano na Ryc. 7. Porownano objetos¢ wokseli lezacych na
granicy jader — uzyskane wielkoSci nie sa rzeczywista wartoscig powierzchni jader, ale
umozliwiaja poréwnanie wzglednej wielkosci powierzchni pomigdzy komodrkami
poszczegbdlnych typow. Najwickszg wzgledng warto§¢ powierzchni jadrowej miaty komorki
typu 4 — neurony (Ryc. 7A). U komorek tych stwierdzono takze wystepowanie najwigkszej
objetosci. Drugie pod wzgledem objetosci byty komorki typu 3 (Ryc.7B), Na postawie ww.
dwoch parametréw obliczono kulisto§é jader — jako stosunek objetosci jadra do jego
powierzchni. Najbardziej kuliste okazaty si¢ jadra komoérek typu 4, a w dalszej kolejnosci —
jadra komorek typu 3, 2b, 2a, za$ jadra komoérek typu 1 mialy najnizszg wartos¢ kulistosci (RyC.
7C).
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Kolejna zmienng zbadang w celu okreslenia wielkosci i sferycznosci jadra byt promien
sredni — $rednia odleglos¢ od $rodka masy obiektu do jego powierzchni — mierzona wraz z
odchyleniem standardowym. W przypadku kuli odchylenie standardowe $redniej odlegltosci
od $rodka masy jest rowne 0. Im warto$¢ odchylenia standardowego jest wyzsza, tym wigksze
roznice wystepuja pomigdzy odleglosciami od srodka masy obiektu do jego powierzchni.
Okazalo si¢, ze najwigksza warto$¢ odlegtosci od srodka masy jadra do jego powierzchni
wystepuje w neuronach (Ryc. 7D), co potwierdza obserwacj¢ o najwickszej objetosci ich jader
(Ryc. 7B). Jednocze$nie jadra komoérek typu 1 i 2a mialy najwyzsze wartoSci odchylenia
standardowego mierzonej odleglosci (omawiane rdéznice nie byly jednak znamienne
statystycznie; nie pokazano), co potwierdza wystepowanie nieregularnego ksztattu jadra w tych
komorkach.

Kolejng cechg réznicujaca komoérki pomiedzy typami okazala si¢ by¢ Srednia wartos§¢
sygnalu jadrowego barwnika fluorescencyjnego. Ten pomiar pozwala oceni¢ wewngtrzng
strukture jadra, jego wynik mozna interpretowaé jako oddajacy gestosé DNA (powstaje na
podstawie rozkladu i intensywnosci barwienia DNA). Gestos¢ DNA uzyskata najwyzsze
warto$ci w jadrach komorek typu 1, 2a i 2b, najmniejsza za$ byla w jadrach komorek typu 4
(Ryc. 7E). Co wazne, pomiar odchylenia standardowego s$redniego sygnalu jadrowego
(odchylenie standardowe gestosci DNA) nie wykazat istotnych roznic, co wskazuje na to, ze
DNA jest roztozone w jadrach komorek kazdego typu w podobnie réwnomierny sposob (Ryc.
7F).

Zmierzono takze bardziej szczegotowe wymiary jader: szerokos¢, wysokosé i glebokos¢;
podstawowe 3 momenty centralne i osie glowne. Szeroko$¢, wysokos¢ i glebokos¢ jader
stanowig odpowiednie wymiary prostopadtoscianu (z zachowaniem osi ,,géra”-"dot”), w ktora
wpisane jest badane jadro. Jadra komorek typu 2a okazaly si¢ szersze od jader komorek typu 3.
Okazato sig, ze jadra komorek typu 1 i 3 sg nizsze do jader komorek typu 4, natomiast znaczaco
nizsze (sptaszczone) jadra wystepuja w komorkach typu 2a (Ryc. 7H), co potwierdzajg takze
obrazy z mikroskopu konfokalnego (Ryc. 9D). Z kolei istotne roznice w glebokosci wykazaty
komorki typu 1 1 typu 2a w poréwnaniu do komorek typu 4, ktére maja najmniejsza warto$¢
glebokosci, jednakze obserwowane roznice byty niewielkie (Ryc. 71).

Aby oceni¢, w jaki sposob rozklada sie masa jadra w przestrzeni wzgledem osi Xyz,
obliczono momenty centralne zwykte w kierunkach gtéwnych (catki liczone wzgledem srodka
masy). Okazato si¢ na przyktad, Zze jadra komorek typu 2a majg najbardziej roztozong mase¢

wzdhuz osi x 1y (Ryc. 7J 1 7L), co moze oznacza¢, ze jadra tych komorek sa ptaskie i podtuzne
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wzgledem warstwy ziarnistej] DG. Wzdluz osi z najbardziej rtOwnomiernie roztozong mas¢ maja
jadra komorek typu 4. Wyniki te potwierdzaja réwniez obrazy mikroskopowe, na ktérych jadro
komorki typu 2a ma mase roztozong wzdtuz osi x 1y. Jadro komorki typu 4 zachowuje podobna
mase¢ wraz z postgpem osi z (Ryc. 10).

Obliczono takze 3 gtowne wymiary badanych jader, tzn. osie gtowne (in. wektory wlasne;
ang. eigenvalues), ktore pozwalaja wpisa¢ obiekt w najbardziej zblizony do niego
prostopadtoscian potozony dowolnie w przestrzeni. Wzajemna relacja tych trzech wartosci
oddaje to, czy badany obiekt jest zblizony do kuli, bardziej podtuzny (przypomina ksztattem
cygaro), czy tez plaski (placek). Wyniki przedstawiono na Ryc. 7M-O.

4.2.  Por6éwnanie budowy jader komodrek neurogenezy hipokampalnej po odrzuceniu
wartosci odstajacych

Poniewaz zauwazono, ze w przypadku wielu jader mamy do czynienia z wynikami odstajacymi
od wartosci $rednich dla poszczegdlnych grup, co dotyczylo np. objegtosci i sumarycznej
zawartosci DNA, przeprowadzono analiz¢ wynikéw bez wartosci odstajacych. Liczby n dla
poszczegolnych grup podano w opisie Ryc. 7 1 8, a takze Ryc. 11 12.

W przypadku analizy pigciu typéw komorek neurogenezy dorostych eliminacja wartos$ci
odstajacych nie spowodowata utraty znamienno$ci najwazniejszych 1 najsilniejszych réznic
dotyczacych poréwnywanych zmiennych, a nawet wiele roznic uzyskalo silniejsze
znamiennos$ci lub pojawily si¢ dodatkowe rdéznice pomiedzy grupami — co dotyczy np.
powierzchni, objetosci, kulistosci, promienia, gestosci DNA, momentu centralnego 200 1 osi
glownej 1. Jednakze niektore rdznice obserwowane dla wszystkich jader nie pojawily si¢ po
analizie danych pozbawionych warto$ci odstajacych — co najbardziej wida¢ w przypadku

glebokosci (Ryc. 81) i momentu centralnego 002 (Ryc. 8L).
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Ryc. 7. Porownanie budowy jader komorek typu 1-4 (tzn. 1, 2a, 2b, 3, 4 — neurony, n = 30)
neurogenezy hipokampalnej na podstawie wybranych zmiennych (por. Tab. 1), tzn.
powierzchni (A), objetosci (B), kulistosci (C), promienia $redniego (D), gestosci DNA (E),
odchylenia standardowego gestosci DNA (F), szerokosci (G), wysokos$ci (H), gltebokosci (1),
momentu centralnego 200 (J), momentu centralnego 020 (K), momentu centralnego 002 (L),

osi gléwnej 1. (M), osi gtownej 2. (N) oraz osi glownej 3. (O).

W przypadku czesci ww. wielkosci mozliwa byta do przeprowadzenia analiza
parametryczna, a obserwowane roéznice pomigdzy grupami (Duncan) poparte zostaly
stwierdzeniem wystepowania efektu gtdéwnego grupy po jednoczynnikowej analizie wariancji
(ANOVA) w przypadku: powierzchni (A), F(4, 145) = 21,31, p < 0,0001; objetosci (B), F(4,
145) = 34,04, p < 0,0001; kulistosci (C), F(4, 145) = 34,22, p < 0,0001; promienia $redniego
(D), F(4, 145)=19,48, p <0,0001; gestosci DNA (E), F(4, 145)=5,33, p = 0,0005; osi glowne;j
1. (M), F(4, 145) = 3,15, p = 0,0162 oraz osi gtéwnej 2. (N), F(4, 145) = 23,26, p < 0,0001.

Z kolei w przypadku innych parametréw postuzono si¢ analizg nieparametryczng, a
obserwowane réznice pomig¢dzy grupami (Dunn z procedurg Benjaminiego-Hochberga) zostaty
oparte na wyniku testu Kruskala-Wallisa— w przypadku: szerokosci (G), p=0,0250; wysokos$ci
(H), p<0,0001; gtebokosci (1), p=0,0025; momentu centralnego 200 (J), p = 0,0201; momentu
centralnego 020 (K), p < 0,0001; jak rowniez momentu centralnego 002 (L), p = 0,0058.

Roéznice pomigdzy grupami (Duncan, Dunn) znamienne statystycznie: *, p < 0,05; **,

p < 0,01; *** p < 0,001.
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Ryc. 8. Porownanie budowy jader komorek typu 1-4 (tzn. 1, 2a, 2b, 3, 4 — neurony) neurogenezy
hipokampalnej na podstawie wybranych zmiennych po odrzuceniu warto$ci odstajacych (por.
Tab. 1). Porownano zmienne: powierzchnig (A), objetos¢ (B), kulistos¢ (C), promien $redni
(D), gestos¢ DNA (E), odchylenie standardowe gestosci DNA (F), szerokos¢ (G), wysokosé
(H), gtebokos¢ (1), moment centralny 200 (J), moment centralny 020 (K), moment centralny
002 (L), o$ gtéwna 1. (M), 0§ gtdowna 2. (N) oraz o$ gtowng 3. (O).

W przypadku czesci ww. wielkosci mozliwa byta do przeprowadzenia analiza
parametryczna, a obserwowane roznice pomiedzy grupami (Duncan) poparte zostaty
stwierdzeniem wystgpowania efektu gtdéwnego grupy po jednoczynnikowej analizie wariancji
(ANOVA) w przypadku: powierzchni (A), F(4, 99) =33,76, p <0,0001; objetosci (B), F(4, 99)
= 65,75, p <0,0001; kulistosci (C), F(4, 99) = 49,82, p < 0,0001; promienia $redniego (D), F(4,
99) =41,24, p <0,0001; gestosci DNA (E), F(4, 99) = 6,00, p = 0,0002.

Z kolei w przypadku innych parametréw postuzono si¢ analizg nieparametryczng, a
obserwowane réznice pomiedzy grupami (Dunn z procedurg Benjaminiego-Hochberga) zostaty
oparte na wyniku testu Kruskala-Wallisa— w przypadku: szerokosci (G), p=0,0210; wysokosSci
(H), p <0,0001; momentu centralnego 200 (J), p = 0,0142; momentu centralnego 020 (K), p <
0,0001; osi gtownej 1. (M), p = 0,0006; osi gtdéwnej 2. (N), p <0,0001 oraz osi glowne;j 3. (O),
p = 0,0100.

Liczba zbadanych jader: typ 1, n = 22; typ 2a, n = 20; typ 2b, n = 24; typ 3, n = 18; typ
4, n = 20. Roznice pomiedzy grupami (Duncan, Dunn) znamienne statystycznie: *, p < 0,05;
** p<0,01; *** p<0,001.
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Ryc. 9. Zdjecia z mikroskopu konfokalnego ilustrujace niektore opisane réznice pomigdzy

budowa jader komorek typu 1-4 (tzn. 1, 2a, 2b, 3, 4) neurogenezy hipokampalnej.

A. Objetos¢; jadra komorek typu 1 (zielone strzatki) i komorek typu 4 (niebieskie strzatki).

Jadra komorek typu 1 sg mniejsze w poroéwnaniu do jader komorek typu 4.

B. Kulistos¢; jadra komorek typu 1 (zielone strzalki) i komorek typu 4 (niebieskie strzaltki).
Jadra komorek typu 1 sg bardziej okragle (kuliste).

C. Gestos¢ DNA; jadra komorek typu 1 (zielone strzatki), typu 2a (z6lta strzatka) i komoérek
typu 4 (niebieskie strzatki). Widoczna gestos¢ DNA (sita sygnatu) jader komorek typu 4 jest

mniejsza niz w jagdrach komorek typu 11 2a.

D. Wysoko$¢; jadro komorki typu 1 (zielona strzatka), typu 2a (z6tta strzatka) i komorek typu
4 (niebieskie strzatki). Wysoko$¢ (wymiar pionowy obiektu) jest najmniejsza w przypadku

komorki typu 2a.

Kalibracja — 5 um.

45



46



typ 2a

typ 4

Ryc. 10. Jadro komorki typu 2a (strzatki zoétte) oraz komorka typu 4 (niebieskie strzatki) w
trzech ptaszczyznach, srodkowej oraz srodkowymi pomigdzy srodkiem a poczatkiem/koncem

osi z (przdd, srodek, tyt); kalibracja — 5 pm.
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4.3.  Pordéwnanie budowy jader NSC o réznej aktywnosci i morfologii

Analogiczne badanie przeprowadzono po zebraniu materialu mikroskopowego NSC (tzn.
jedynie typu 1): wyciszonych (GFAP+), na pierwszym (GFAP+/nestyna-GFP+) i drugim
(nestyna-GFP+) etapie przejsSciowym oraz aktywnych (nestyna-GFP+/Ki67+). W tym
zestawieniu uwzgledniono takze dwa warianty morfologiczne — o i B. Wybrane wyniki myszy
pokazano na Ryc. 111 12.

Stwierdzone r6éznice pomigdzy zmiennymi wystapity jedynie w przypadku odchylenia
standardowego gestosci DNA (Ryc. 11F) i wysokosci (Ryc. 11H), jednakze roznice te okazaty
si¢ bardziej znamienne po usuni¢ciu danych odstajgcych (Ryc. 12F i 12H). Komoérki Ki/67+
okazaly si¢ wyzsze niz komorki GFAP/Nes+ i Nes+, jak rdéwniez miaty mniejsze odchylenie

standardowe gestosci DNA niz komorki GFAP+, GFAP/Nes+ i Nes+.
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Ryc. 11. Porownanie budowy jadra komorkowego czterech r6znych grup neuralnych komorek
macierzystych (NSC, typ 1) o roznej aktywnosci (obecno$¢ markerow: GFAP, GFAP i nestyny,
nestyny oraz nestyny wraz z Ki67, n = 24) oraz dwoch wariantow anatomicznych NSC, tzn.
komorek alfa vs beta (n = 22) na podstawie wybranych zmiennych (por. Tab. 1), tzn.
powierzchni (A), objetosci (B), kulistosci (C), promienia $redniego (D), gestosci DNA (E),
odchylenia standardowego gestosci DNA (F), szerokosci (G), wysokosci (H), gltebokosci (1),
momentu centralnego 200 (J), momentu centralnego 020 (K), momentu centralnego 002 (L),
osi glownej 1. (M), osi glownej 2. (N) oraz osi glownej 3. (O). W oparciu o wyniki analizy
nieparametrycznej stwierdzono réznice pomiedzy grupami NSC o rdznej aktywnosci (Dunn z
procedura Benjaminiego-Hochberga; *, p < 0,05), ktore zostalty oparte na wyniku testu
Kruskala-Wallisa — w przypadku: odchylenia standardowego gestosci DNA (F), p = 0,0162 i

wysokosci (H), p = 0,0411. Nie stwierdzono zadnych réznic pomiedzy komorkami alfa i beta.
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Ryc. 12. Porownanie budowy jadra czterech réznych grup neuralnych komorek macierzystych
(NSC, typ 1) o roznej aktywnos$ci (obecno$¢ markerow: GFAP, GFAP i nestyny, nestyny oraz
nestyny wraz z Ki67) oraz dwoch wariantoéw anatomicznych NSC, tzn. komorek alfa vs beta
po odrzuceniu wartos$ci odstajacych na podstawie wybranych zmiennych (por. Tab. 1), tzn.
powierzchni (A), objetosci (B), kulistosci (C), promienia $redniego (D), gestosci DNA (E),
odchylenia standardowego gestosci DNA (F), szerokosci (G), wysokosci (H), gltebokosci (1),
momentu centralnego 200 (J), momentu centralnego 020 (K), momentu centralnego 002 (L),
osi glownej 1. (M), osi gtownej 2. (N) oraz osi gtownej 3. (O). W przypadku czesci ww.
wielkosci mozliwa byla do przeprowadzenia analiza parametryczna, a obserwowane roznice
pomiedzy grupami NSC o réznej aktywnosci (Duncan) poparte zostaly stwierdzeniem
wystepowania efektu gtownego grupy po jednoczynnikowej analizie wariancji (ANOVA) w
przypadku: odchylenia standardowego gestosci DNA (F) F(3, 56) = 8,13, p = 0,0001 i
wysokosci (H) F(3, 56) = 3,06, p = 0,0355. Nie stwierdzono zadnych rdznic pomig¢dzy
komorkami alfa i beta. Liczba zbadanych jader: GFAP +, n = 16; GFAP/nestyna+, n = 17,
nestyna+, n = 12; nestyna/Ki67+; typl alfa, n = 16; typl beta, n = 15. Roznice pomiedzy

grupami (Duncan) znamienne statystycznie: *, p < 0,05; **, p <0,01; ***, p < 0,001.
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4.4.  Sptaszczenie badanych jader

Uzyskane analizy pokazaty, ze wszystkie jadra komorkowe, niezaleznie od typu, majg zawsze
ten sam wymiar znacznie mniejszy — jest to wymiar w osi z (glgbokosc¢), podczas gdy szeroko$é
i gleboko$¢ badanych jader komérkowych powinny by¢ takie same (por. Ryc. 7G vs. 71).
Oznacza to, ze badane komorki zostaty Sptaszczone. Aby potwierdzié¢, czy rzeczywiscie tak
jest, wykonano zdje¢cia kontrolne przy uzyciu kulek o znanych wymiarach (4 upm)
wykorzystywanych do kalibrowania mikroskopu. Na zdje¢ciach z mikroskopu konfokalnego,
kulki majg taki sam wymiar w kazdej osi (Ryc. 13). Zatem oznacza to, ze analizowane komorki
zostaly w rzeczywisto$ci sptaszczone. Prawdopodobnie moze to by¢ spowodowane naciskiem
szkietka nakrywkowego. Aby potwierdzi¢ te hipotez¢ cze$¢ skrawkow zostato pocietych
strzatkowo 1 przygotowanych wedtug opisanych metod. Na uzyskanym zdjeciu skrawkow

strzatkowych, stwierdzono rowniez sptaszczenie komoérek w osi z (Ryc. 14).

Ryc. 13. Widok ortho obrazu konfokalnego w programie ZEN 2.3 SP1. Na obrazie znajduje si¢

nanokulka o wymiarach 4 um.
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Ryc. 14. Widok ortho obrazu konfokalnego w programie ZEN 2.3 SP1. Na obrazie wida¢ jadra
komorek w zakrecie zgbatym hipokampa myszy nestyna-GFP, ktorych skrawki pokrojono

strzalkowo.

45.  Czynniki roznicowe ksztattu

Zastosowano réwniez algorytm matematyczny — wieloskalowy deskryptor ksztattu w
postaci ciggu objetosci — umozliwiajagcy obliczenie rdéznic mnogosciowych pomiedzy
kolejnymi konturami rozmycia ksztattu badanych obiektow, ktore powstaty na podstawie
kolejnych wartosci ($rednicy, $rednicy/\2, érednicy/2, itd.), dzieki zastosowaniu rozmycia
gaussowskiego. Ta analiza pozwala zobrazowac ztozono$¢ jadra pod wzgledem wystepowania
chropowatos$ci, wpuklen lub odstajacych struktur tzw. szczegdtdw odrodzniajacych, ktérych
objetos¢ jest obliczana jako wielkos¢ wzgledna (Ryc. 15, o$ pionowa). Zastosowano dwa
sposoby roznicowania ksztaltu, z wykorzystaniem réznych wspdtczynnikéw rdéznicowania.
Jadra komorek typu 1 1 typu 2a na kazdym etapie oceny ksztattu wykazuja najwieksza

ztozonos$¢ swojej budowy w poréwnaniu z pozostatymi typami komorek (Ryc. 15).
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Ryc. 15. Czynniki réznicowe ksztattu jader komorek kazdego typu linii neurogennej DG, (A)

policzone wedlug wspotczynnika ,,DECIBEL”, (B) policzone wedlug wspotczynnika ,,SQRT”.

Przeanalizowane zostaty jadra komorek aktywnych i wyciszonych. Poréwnujac jadra czterech

podtypéw NSC nie wykazano znaczacych roznic ksztattu (Ryc. 16).
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Ryc. 16. Czynniki r6znicowe ksztattu jader komorek wyciszonych i aktywnych, (A) policzone

wedtug wspotczynnika ,,DECIBEL”, (B) policzone wedlug wspotczynnika ,,SQRT”.

Analiza wspotczynnikow réznicy ksztattu jader komorek a1 B wykazata, ze komorki te rowniez

nie r6znig si¢ pod wzgledem cech charakterystycznych ksztattu (Ryc. 17).
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Ryc. 17. Czynniki réznicowe ksztattu jader komorek alfa 1 beta, (A) policzone wedtug wzoru

,DECIBEL”, (B) policzone wedlug wzoru ,,SQRT”.

4.6.  Automatyczny klasyfikator typu komorki

Wykorzystano istniejagcy program ITK-SNAP stuzacy do segmentacji jader komorkowych
i innych struktur biologicznych. Program uczyl si¢ za pomocg sztucznej inteligencji
rozpoznawania typu komorki po roznych cechach opisujacych ksztatt jadra takich jak: objetose,
wydluzenie, splaszczenie, $rednica elipsoidy, obwdd 1 promien kuli, w ktorg wpisane jest jadro,
obwod wlasciwy, 0§ gtowna, $rednica Fereta, momenty bezwtadnosci, kulisto$¢. Pula komorek,

na podstawie ktorej program si¢ uczyt, nalezata do grupy 5 typow komorek neurogenezy.

Zastosowano losowe drzewko decyzyjne jako srodek do klasyfikacji jader. Najwyzsza
doktadnos¢ jaka wuzyskano dla pojedynczego drzewa decyzyjnego wynosita 67%

dla glebokosci 10 (Ryc. 18A). Przy kolejnej probie zastosowano 10 estymatorow przy
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glebokosci 10 i uzyskano doktadno$¢ na poziomie 97% (Ryc. 18B). Jednakze, po podzieleniu

zbioru danych na grupy uczace i testowe (7:3) osiaggni¢to doktadnos$¢ 46%, co jest wynikiem

lepszym niz wynik losowy, ale nie zapewnia ostatecznego i wiarygodnego przewidywania typu

komorki (Ryc. 18C).
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Ryc. 18. Macierze losowej pomylki dla automatycznego klasyfikatora: dla pojedynczego

drzewka decyzyjnego (A), z 10 estymatorami (B), uczona na 70% danych i przetestowana na

30% (C) (przygotowane przez zesp6t dr. P. Majki, IBD im. M. Nenckiego PAN).
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4.7.  Ultrastruktura jadra NSC

Wykonano tréjwymiarowa rekonstrukcje jadra komorki nestyna-GFP. Komorki zostaty
wyznakowane przeciwcialem koloidowanym ze zlotem. Na obrazie z mikroskopu
elektronowego wida¢ czarne kropki $§wiadczace o obecno$ci przeciwciata w komoérce (RyC.
19A, czerwone strzatki). Komorki nestyna+ z pofaldowaniami jadra i jego znacznie mniejsza
objetoscig nalezg prawd. do typu 1, typu 2a lub typu 2b. Zbadano cytoplazm¢ pozostatych
komorek tego samego fragmentu tkanki i nie potwierdzono obecnosci czarnych kropek,

$wiadczacych o pozytywnym sygnale nestyna-GFP (Ryc. 19B).

Ryc. 19. Jadra komoérki w zakrecie zebatym hipokampa; A, nestyna-GFP+ (czarne kropki

0znaczone czerwonymi strzatkami); B, nie stwierdzono czarnych kropek w cytoplazmie.

Na wybranym przekroju jadra wida¢ wpuklenie NE (Ryc. 19A). Podobne wpuklenia
stwierdzono réwniez na obrazach konfokalnych w komoérkach typu 1. (Ryc. 20)
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Ryc. 20. Jadra komorek typu 1 z widocznymi wpukleniami NE (zaznaczone zielong strzatka).

Wykonano tréjwymiarowa rekonstrukcje jadra komorki na podstawie obrazéw z mikroskopu
elektronowego za pomocg programu Imaris, przedstawiono trzy nastepujace po sobie

perspektywy jadra bedacego w obrocie (Ryc. 21).

—te

Ryc. 21. Jadro komorki nestyna-GFP+ po segmentacji w programie Imaris; kalibracja — 1 pm.

Mozna zauwazy¢, ze jadro tej komorki ma jeden wymiar najmniejszy, co moze potwierdzac¢
wczesniejszg obserwacje o splaszczeniu jader. Wpuklenie otoczki jadrowej, ktore zostato
pokazane na obrazie konfokalnym jest widoczne w postaci wpuklenia NE przebiegajacej przez

potowe diugosci jadra. Nie stwierdzono innych charakterystycznych elementéw ksztattu.

4.8.  Weryfikacja programu VisNow w modelu nowotworowym

Wykonano badanie ksztaltu jader komorek nowotworowych. Do analizy wybrano dwa rdzne
typy nowotworow (pilocytic astrocytoma i medulloblastoma) pobrane od czlowieka oraz
tkanke osoby zdrowej (fragment mo6zdzku) jako grupe kontrolng. Doswiadczenie to stuzyto
przede wszystkim weryfikacji mozliwosci zastosowania opracowanej metody badania ksztattu
jader w innych modelach badawczych. Do analizy wybrano kilka podstawowych zmiennych

opisujacych ksztatt jadra komorkowego. Wyniki przedstawiono na Ryc. 22.
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Ryc. 22. Poréwnanie budowy jader komoérek mozdzku (ang. cerebellum, CER) i wybranych
komorek nowotworowych mézdzku (pilocytic astrocytoma, PA i medulloblastoma, MB) na
podstawie analizy wybranych zmiennych (por. Tab. 1), tzn. powierzchni (A), objetosci (B),
kulistosci (C), promienia $redniego (D), gestosci DNA (E), odchylenia standardowego gestosci
DNA (F), szerokosci (G), wysokosci (H), glebokosci (1), momentu centralnego 200 (J),
momentu centralnego 020 (K), momentu centralnego 002 (L), osi gtdéwnej 1. (M), osi glowne;j

2. (N) oraz osi gtownej 3. (O).

W przypadku wigkszosci ww. zmiennych mozliwe okazato si¢ przeprowadzenie analiza
parametryczna, a obserwowane rdéznice pomi¢dzy grupami (Duncan) poparte zostaly
stwierdzeniem wystepowania efektu gtéwnego grupy w jednoczynnikowej analizie wariancji
(ANOVA), w przypadku: powierzchni (A), F(2, 27) = 27,97, p < 0,0001; objetosci (B), F(2,
27)=12,15, p=0,0002; promienia $redniego (D), F(2,27) = 18,79, p <0,0001; szerokosci (G),
F(2,27)=22,12, p <0,0001; wysokosci (H), F(2, 27) = 8,28, p = 0,0016; momentu centralnego
200 (J), F(2, 27) = 22,44, p < 0,0001; momentu centralnego 020 (K), F(2, 27) = 19,39, p <
0,0001; osi gltownej 2. (M), F(2, 27) = 12,94, p = 0,0001 oraz osi gtownej 3. (N), F(2, 27) =
43,28, p < 0,0001.

Z kolei w przypadku dwoch zmiennych postuzono si¢ analiza nieparametryczng, a
obserwowane réznice pomig¢dzy grupami (Dunn z procedura Benjaminiego-Hochberga) zostaty
oparte na wyniku testu Kruskala-Wallisa, tzn. w przypadku: gestosci DNA (E), p = 0,0001 i
odchylenia standardowego gestosci DNA (F), p = 0,0001.

Roéznice pomigdzy grupami (Duncan, Dunn) znamienne statystycznie: *, p < 0,05; **,

p <0,01; *** p <0,001.
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5. DYSKUSJA

5.1. Podsumowanie i wstgpne poréwnanie uzyskanych wynikéw z wiedzg literaturowa

W niniejszej pracy zbadano ksztalt jader poszczegdélnych typdéw komodrek neurogenezy
hipokampalnej w DG oraz wybranych podtypéw NSC wyr6znianych pod wzgledem stanu
aktywnosci i morfologii wykorzystujac program komputerowy do pomiaru szeregu zmiennych
ksztaltu. W tabeli ponizej przedstawiono najbardziej charakterystyczne elementy ksztattu

poszczegolnych typow zbadanych komorek.

Tab. 3. Podsumowanie obserwowanych réznic w ksztatcie jader komorkowych poszczegdlnych

typow komorek neurogenezy hipokampalnej wraz z odniesieniami literaturowymi.

typ komorki | wynik, obserwowane cechy jader odniesienia literaturowe

typ 1 ztozonos$¢ ksztattu (pokazana m.in. | obecno$¢ ELCS w trzech komorkach,
dzieki czynnikom réznicowym | Cerbian-Sillai wsp. 2017, brak informacji o
ksztattu), mata objetos¢ i kulistos¢, | objetosci jadra, kulistosci itd.
ksztatt wydtuzony, pionowy.

typ 2a ztozonos¢ ksztattu pokazana m.in. | Kempermanniwsp. 2004 - ,,chromatyna w
dzieki czynnikom réznicowym ksztattu, | jadrze wydaje sie bardziej
mata objetos¢ i kulisto$é; ptaskie | skondensowana”, ptaski ksztatt moze
(najmniejsza wysokos¢) i szerokie | wynika¢ z podziatu asymetrycznego
(wysoka wartos¢ gtebokosci), wysoka | (Tsunekawa i wsp. 2012, Tsunekawa i
wartos¢ gestosci DNA Osumi 2012).

typ 2b mata objetos¢ i kulistosé; niewielkie | brak danych w literaturze
roznice w poréwnaniu do komorek
typu 2a

typ 3 objetos¢ wieksza niz u 2a; kulistos¢ | brak danych w literaturze
wieksza niz w komérkach typu 1i 2a

typ 4 najwieksza powierzchnia, objetos¢, | brak danych w literaturze
promien sredni i kulisto$¢; najmniejsza
gestos¢ DNA i ztozonos$¢ ksztattu,
ksztatt ,,owalny”

Typ 1, komorki alfa i typ beta — brak rézni¢ | brak danych w literaturze na temat rdznic

alfa i beta pod wzgledem badanych cech ksztattu | w ksztatcie jadra, jest praca na temat
jadra ksztattu komérek alfa i beta (Gebara i wsp.

2016).

typ 1 GFAP+ | najmniejsza szerokosc brak danych w literaturze

typ 1 wiekszg wysokos¢ niz u typu 1 Nes i | brak danych w literaturze

Nes/Ki67 + najmniejsza gestos¢ DNA

Najwigksze roznice pomiedzy badanymi cechami ksztattu stwierdzono w obrebie grupy
pieciu typéw komoérek odpowiadajacych etapom rdéznicowania W neurogenezie w DG
hipokampa. Jak dotad nie opisano w sposob systematyczny i ilosciowy odmiennego ksztattu
jader pieciu typoéw komorek neurogenezy hipokampalnej, uwzgledniajac takze wybrane cechy

charakterystyczne komorek typu 1 takich jak stan aktywno$ci/wyciszenia i roznice w
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morfologii komorek — komorki typu o 1 komorki typu . Zatem uzyskana analiza moze stanowi¢
cenng baz¢ danych do badan nad czynnikami, ktére wptywaja na morfologi¢ jadra i roli jaka
odgrywa w procesie neurogenezy. Biorac pod uwage fakt, ze ksztatt NE ma wptyw na regulacje
ekspresji genow, morfologia jadra NSC i ich progenitordw moze mie¢ ogromne znaczenie w
stanach chorobowych, ktére moga by¢ powigzane z procesem neurogenezy takich jak choroby
neurodegeneracyjne czy depresja.

W wielu pracach pokazywano jednak jadra ww. komoérek na zdjeciach z mikroskopu
konfokalnego 1 elektronowego, na ktérych widoczne sg charakterystyczne cechy ksztattu
wymienione w Tab. 1. Na przyktad w publikacji Bedrosian i wsp. (2021) widoczny jest
nieregularny, niekulisty ksztalt jader komorek typu 1, 2a i 2b. Z kolei w pracy Encinasa i
Enikolopova (2008) mozna zauwazy¢ komorke typu 1 i 2a — jadro komorki typu 1 ma wyraznie
wydhluzony, ,,pionowy” ksztatt, a jadro komorki typu 2a ma ksztatt sptaszczony. Zespot prof.
Kempermana (2004) wspomina o bardziej skondensowanej chromatynie w komorkach typu 2a
w porownaniu do pozostatych typow komodrek neurogenezy hipokampalnej w DG. Ponadto
Cerbian-Silla i wsp. (2017) pokazuje nieregularny ksztatt jadra komoérek typu 1 i wystepowanie
struktur ELCS. Ponizej w sposOb bardziej szczegbtowy omoéwiono niektore z uzyskanych

wynikow.
5.2.  Typ1jako ,wyjatkowo odrozniajacy si¢”’; komorki typu 2b vs 3

Jadra komorek typu 1 cechujg si¢ ztozonoscig ksztaltu, malg objetoscig 1 kulistoscig oraz
maja ksztalt wydtuzony pionowo. W niniejszej pracy nieregularnos¢ ksztattu oraz pojawiajace
si¢ charakterystyczne elementy ksztattu zostaly potwierdzone pomiarem czynnikow
réznicowych ksztalttu. W pracach kilku autorow, na zdjgciach mikroskopowych mozna
zauwazy¢ nieregularny, niekulisty ksztalt jader komorek typu 1, natomiast autorzy o tym nie
wspominajg. Jadra tych komorek majg tez wyraznie skondensowang chromatyne oraz mniejsza
objetos¢ w poréwnaniu do neuronéw ziarnistych (Bedrosian i wsp. 2021, Encinas i Enikolopov
2008). W jednej z prac opisano wystepowanie charakterystycznych elementoéw chromatyny —
ELCS — w komorkach typu 1 za pomoca obrazowania w mikroskopie elektronowym, w strefie
przykomorowej komory bocznej, a takze na trzech przyktadach komorek typu 1 w DG
(Cebrian-Silla i wsp. 2017). W niniejszej pracy wyniki z mikroskopu elektronowego nie
potwierdzity wystgpowania ELCS w jadrach komoérek NSC/NeuPC — prawdopodobnie ze
wzgledu na zbyt malg liczbg zbadanych preparatéw. Natomiast widoczne byly wpuklenia NE
charakterystyczne dla jader NeuPC, a zwlaszcza NSC. Jednakze nie mozna jednoznaczne

stwierdzi¢, czy dana komorka jest komorka typu 1, typu 2a, czy 2b, np. na uzyskanym obrazie

64



(Ryc. 19A) nie jest widoczna wypustka charakterystyczna dla komoérek typu 1, co nie wyklucza
tego, ze byta ona w tej komorce obecna.

Co cickawe, jadra komorek typu 1 okazaly si¢ ,,wyzsze” od komorek typu 2a, ktore w
sposob bezposredni sg komdrkami potomnymi komorek typu 1. Morfologia jadra bardzo czesto
jest powigzana z morfologig samej komorki, jesli komorka jest wydtuzona, jadro komérkowe
takze, co moze thumaczy¢ obecnos¢ wydtuzonego (,,pionowego”) jadra komorek typu 1 (Weiss
I Garber 1952, Khatau i wsp. 2009). Komorki typu 2a wyr6zniajg si¢ z kolei tym, ze ich wymiar
szerokosci jest najwiekszy a wymiar wysoko$ci — najmniejszy. Réznice te sg prawdopodobnie
konsekwencjg niesymetrycznego podziatu jadra NSC (komorki typu 1). Pokazano, ze funkcja
tego podzialu jest utrzymanie potencjalu proliferacyjnego NSC/NeuPC poprzez
niesymetryczne przekazanie biatka cykliny D2 komorkom potomnym. Komoérka-corka, ktorej
zostaje przekazana cyklina D2 utrzymuje zdolno$¢ do samo-odnawiania, podczas gdy druga
komorka wchodzi na szlak réznicowania (Tsunekawa i wsp. 2014).

Nieregularny ksztatt jader NSC/NeuPC moze by¢ powigzany ze zmniejszeniem si¢
objetosci jadra komodrkowego. Wykazano bowiem, ze w hodowli komoérkowej mysich
embrionalnych fibroblastow, po uwolnieniu komoérek od podtoza ptytki hodowlanej, jadro
komorkowe zmniejszylo swoja objetos¢ o 50%, co byto skorelowane ze zmniejszeniem
objetosci komodrki rowniez o 50%. Zmianie w objetosci jadra towarzyszyto pofatldowanie NE i
przybranie nieregularnego ksztattu (Kim i wsp. 2016). Na obrazach z mikroskopu konfokalnego
NSC niniejszej pracy widoczne sa wpuklenia NE, a ksztalt jadra jest pofatldowany.

Nie stwierdzono réznic w zmiennych okreslajacych ksztatt jadra pomigdzy komorkami
typu 2b 1 3. Nalezy jednakze zwroci¢ uwage na to, ze podzial komorek na poszczegdlne typy
jest umowny, dlatego ze proces neurogenezy jest dynamiczny 1 ciggly (Kempermann 1 wsp.
2004), zatem ustalenie granicy pomig¢dzy zakonczeniem ekspresji a pojawieniem si¢ kolejnego
markera jest niejednoznaczne. Brak r6znic pomigdzy komorkami typu 2b a 3 pod wzgledem
ksztaltu jadra, moze wskazywac na to, ze komorki te sg do siebie na tyle podobne, ze w zasadzie

tworzg jedng acz heterogenng i zréznicowang grupe komorek.

5.3.  Neurony/ typ 4 — najbardziej kuliste, z odmienng organizacja chromatyny

Neurony ziarniste, ktorych jadra cechuja si¢ najwieksza kulistoScia w porownaniu do
pozostatych typéw komorek, maja przy tym najmniejsza gestos¢ DNA, co moze by¢ rezultatem
tego, ze DNA zajmuje wigksza przestrzen jadrowa — w porownaniu do jader o mniejszej
objetosci w przypadku komorek typu 1, 2a, 2b i 3. Obserwacja ta sugeruje, ze chromatyna w

NSC i1 NeuPC jest inaczej przestrzennie zorganizowana, co moze przeklada¢ si¢ na
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funkcjonowanie komorki. Wiadomo, ze wystepuja roznice w ekspresji genow pomiedzy
NSC/NeuPC a neuronami (Toda i wsp. 2017, Urban i wsp. 2019). W trakcie réznicowania
neuronalnego dochodzi do generalnych zmian w ekspresji gendéw, czemu towarzyszy
reorganizacja trojwymiarowej struktury chromatyny i struktury jadra komoérkowego (np.

Solovei i wsp. 2013).

5.4. Brak r6znic pomigdzy komorkami a1 3

Stwierdzono takze brak réznic pod wzglgdem badanych cech ksztaltu jader pomiedzy
komoérkami typu 1 o 1 typu 1 B. Sa to komoérki typu 1 rozrézniane ze wzgledu na cechy
morfologii komoérkowej, jednakze, jak pokazujg uzyskane wyniki, obserwowane roznice w
budowie zewnetrznej komorek nie sg powigzane z wystepowaniem roznic w ksztatcie ich jader.
Roéznice w morfologii tych komoérek dotycza gtownie dlugosci 1 rozgalezienia
charakterystycznej dla tych komorek wypustki (komorki f majg wypustke niewystajaca poza
warstwe ziarnista, komorki o — wystajaca), natomiast perykarion tych komorek jest do siebie
zblizony pod wzgledem morfologii (Gebara i wsp., 2016).

Rowniez pod wzglgdem badanej w niniejszej pracy gestosci jadrowego DNA,
odzwierciedlajgcej przestrzenng organizacj¢ chromatyny, komorki a i B nie wykazaty istotnych
roéznic. Jest to ciekawe, poniewaz komorki te nie tylko wykazuja réznice pod wzgledem
morfologii komorki, ale rowniez wykazano, ze rdznig si¢ aktywnoscia — komorki B pozostaja
nieaktywne w przeciwienstwie do komoérek a (Gebara i wsp. 2016). Réznice wystepuja takze
na poziomie markeréw, w komorkach typu a potwierdzono wystgpowanie markerow komorek
macierzystych np. Sox2, Sox1, Nestyna, GFAP i Promininal, w komdrkach B oprocz tych
obserwowano takze markery astrocytarne, np. GCL, S100p3 i GLT1 (Gebara i wsp. 2016). W
niniejszej pracy nie zweryfikowano obecnosci tych markerow, komorki byty odrézniane na

podstawie obserwacji morfologii komorek na obrazach konfokalnych.

5.5.  Niewiele réznic pomig¢dzy komorkami typu 1 o roznej aktywnosci

W obrgbie grupy komorek typu 1 rozréznianych pod wzgledem stanu aktywnosci stwierdzono
niewielkie roznice pod wzgledem badanych cech ksztalttu. Zwraca jednak uwage wynik
dotyczacy odchylenia standardowego wartosci sygnatu jadrowego. Wynik ten odzwierciedla
roznice W natezeniu sygnatu jadrowego w obrebie grupy, czyli pojawiajace si¢ obszary
skondensowanej chromatyny i obszary, w ktorych chromatyna nie wystgpuje lub jest mniej
skondensowana. Najbardziej rownomiernie rozlozony sygnal jadrowy pokazany zostal w

komorkach aktywnych (nestyna-GFP+/Ki-67+), zas w komorkach wyciszonych (GFAP+) i na
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I etapie przejSciowym (GFAP+/nestyna-GFP+) sygnat jest mniej rownomiernie roztozony,
wskazujac tym samym na wystgpowanie skupisk heterochromatyny w komoérkach wyciszonych
I na | etapie przejsciowym. Ta obserwacja znajduje swoje potwierdzenie we wczesniejszych
badaniach, w ktorych wykazano, ze utrzymanie stanu wyciszenia komorki jest powigzane z
regulacja na poziomie ekspresji genow, ktorg odzwierciedlaja pojawiajace si¢ w jadrze
komorkowym regiony heterochromatyny odpowiadajace wyciszonym genom (Capelson i
Corces 2004, Capelson i wsp. 2010)

Analiza ekspresji genéw oraz sekwencjonowanic RNA na poziomie pojedynczej
komorki (ang. single-cell RNA sequencing) wykazata wiele r6znic na poziomie transkryptomu
pomiedzy NSC wyciszonymi i aktywnymi. Transkryptom aktywnych NSC jest wzbogacony w
geny odpowiadajace transkrypcji, translacji i naprawie DNA, podczas gdy wyciszone NSC sg
wzbogacone w transkrypty odpowiadajace za przekazywanie sygnatow komorkowych we
wnetrzu komorki oraz odbieranie 1 odpowiadanie na sygnaly z macierzy komorkowej a takze
adhezje komorek (Basak i wsp. 2018, Codega i wsp. 2014, Dulken i wsp. 2017, Martynoga i
wsp. 2013). Nalezy takze zwroci¢ uwage na komorke aktywna (nestyna-GFP+/Ki-67+), ktorej
jadro miato najwigksza wysokos$¢ (Ryc. 11H i 12H), co moze odzwierciedla¢ przygotowanie

komorki do majacego nastapi¢ podzialu niesymetrycznego i powstania komorki typu 2a.

5.6.  Pytanie o funkcj¢/funkcje nietypowego ksztattu jader komorkowych

Nadal pozostaje jednak pytanie o funkcje odmiennego ksztattu jadra NSC i NeuPC. Jedng z
przypuszczalnych odpowiedzi w przypadku jader NeuPC moze by¢ umozliwienie im migracji.
Wykazano, ze NeuPC migrujg w warstwie ziarnistej DG (Sun i wsp. 2015, Bonaguidi i wsp.
2011). Migracja komorek moze wplywaé na zmiang ksztattu jadra. Jednym z przyktadow
komorki o odmiennym ksztatcie jadra, ktora migruje, jest plemnik, ktérego cechy ksztattu jadra
1 zwigzane z nim funkcje zostaly szczegdtowo opisane we wstepie. Role ksztattu jadra w
migracji komorek pokazano takze u roslin (Goto i wsp. 2021). Kolejnym dobrze zbadanym
przyktadem migrujacej komorki o odmiennym ksztatcie jadra jest neutrofil (Hoffmann i wsp.
2007). Warto podkresli¢, ze charakterystyczng strukturg chromatyny ELCS w jadrach neutrofili
i komoérek nowotworowych (czyli komorek migrujgcych), opisano rowniez w jadrach komorek
typu 1 neurogenezy hipokampalnej (Cebrian-Silla i wsp. 2017, Hoffmann i wsp. 2007).
Komorki typu 1 nie migruja w przeciwienstwie do NeuPC, aczkolwiek zarowno w przypadku
NSC, neutrofili i niektérych migrujacych komorek nowotworowych, ulegaja one sitom nacisku

w ciasnych przestrzeniach tkankowych, podobnie jak w przypadku komorek typu 1 (komorki
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B) w SVZ, u ktorych potwierdzono wystepowanie ELCS, a ich obecno$¢ powigzano dodatkowo
ze stanem wyciszenia

Jadra komodrek migrujacych w ciasnej przestrzeni tkankowej, a taka jest takze warstwa
ziarnista DG, ulegajg deformacjom ksztattu (Denais i wsp. 2016, McGregor i wsp. 2016).
Deformacja ksztattu jadra jest bardzo wazna w tym przypadku, poniewaz zakres deformacji
jadra wplywa na ograniczenie migracji komorek w macierzy zewnatrzkomorkowej (Petrie i
wsp. 2014). Srodowisko DG jest bardzo gesto ,,upakowane”, a zatem przypuszczalnie komorki,
ktore znajdujg si¢ w tej przestrzeni poddawane sa oddziatywaniu sit nacisku, zwtaszcza podczas
migracji. Deformacje ksztaltu jadra komorek, ktére migruja moga prowadzi¢ do zmian w
przestrzennej organizacji chromatyny, a w konsekwencji do zmian w ekspresji genow (Gupta i
wsp. 2012, Thomas i wsp. 2002, Vergani i wsp. 2004). Jednakze nie jest do konca jasne, czy
zmiany w ekspresji gendw przyczyniajg si¢ do deformacji ksztattu jadra komorek, czy tez inne
czynniki jak np. sity mechaniczne wptywaja na zmiang¢ ksztattu i tym samym przyczyniajq si¢
do zmian w ekspresji genéw. Odmienny ksztalt jadra NSC/NeuPC moze by¢ powigzany ze
specyficznym utozeniem biatek NE wzglgdem chromatyny lub czynnikéw transkrypcyjnych.
Jak juz wspomniano, wykazano bowiem, ze oddziatywanie nukleoporyny Nup153 z Sox2 w
NeuPC jest konieczne do kontrolowania prawidtowego przebiegu réznicowania do neuronow

(Toda i wsp. 2017).

5.7. Zastosowana metoda

Wyniki uzyskane dzigki zastosowanej metodzie pozwalajg na doktadng charakterystyke
jader komorek neurogenezy hipokampalnej pod wzgledem ksztattu. Wigkszo$¢ opisow
ksztattow jader i ich klasyfikacji, ktore mozna odnalez¢ w literaturze (np. Cebrian-Silla i wsp.
2017, Tsunekawa i wsp. 2014, Toda i wsp. 2017) zostala przygotowana na podstawie
dwuwymiarowego obrazowania i analizy, podczas gdy jadra komoérkowe sg strukturami, a
zatem przy badaniu morfologii jadra na podstawie jednej wybranej plaszczyzny traci si¢
informacj¢ na temat morfologii catego jadra komdrkowego. Zastosowana metoda pozwolita
odkry¢ wazng obserwacje. Okazalo si¢, ze wszystkie jadra w badanych komdrkach w jednym
z badanych wymiarow s3 sptaszczone. Pojawia si¢ pytanie, jaki wplyw ma splaszczenie
mechaniczne na tkankg, a w niej badane struktury, zwlaszcza w odniesieniu do badanego
ksztaltu jader. Prawdopodobnie komorki ulegaja sptaszczeniu podczas przygotowania
preparatu do obrazowania pod mikroskopem, w momencie, gdy na szkietko podstawowe
naktadane jest szkietko nakrywkowe, powodujac nacisk. Jest to na pewno temat wart uwagi,

nie tylko w przypadku badania jader, ale jakichkolwiek innych struktur znajdujacych si¢ w
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przestrzeni tkankowej. Pozostaje roéwniez pytanie, jak zachowujg si¢ jadra na preparatach z

hodowli tkankowych, czy tam rowniez dochodzi do podobnego zjawiska splaszczenia.

Niewatpliwie elementem opracowanej metody, ktory warto dopracowac, jest sposob
obrysowywania jader, ktory w niniejszym projekcie byl wykonywany recznie. Nie podjeto na
razie prac w celu wprowadzenia automatycznego obrysowywania jader w programie VisNow.
Natomiast w niniejszej pracy podjeto probg opracowania algorytmu uczenia si¢ w programie
ITK-SNAP, ktéry rowniez jest wykorzystywany do oceny ksztattu badanych struktur
biologicznych. Celem byto umozliwienie automatycznego obrysowania calej przestrzeni jadra
na obrazie z mikroskopu oraz identyfikacj¢ typu komorki na podstawie cech ksztattu. Jednakze
wynik automatycznego klasyfikowania typow komorek w programie ITK-SNAP pokazuje Ze,
prawdopodobienstwo wlasciwego przyporzadkowania typu komoérki na podstawie cech
ksztattu wyniost jedynie 46%. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage na to, ze w przypadku
automatycznej klasyfikacji — program ITK-SNAP obliczat i wykorzystywat inne cechy ksztattu
niz program VisNow. Pozostaje zatem pytanie, czy wykorzystujac inne parametry ksztattu
obliczane w programie VisNow mozliwe bedzie uzyskanie lepszego wyniku
prawdopodobienstwa przyporzadkowania jadra do danego typu komorki na podstawie
zbadanych cech ksztattu. Ponadto program ITK-SNAP uczyt si¢ na zbiorze 150 jader, zatem
warto przeprowadzi¢ automatyczng klasyfikacje na wigkszym zbiorze danych, aby

zweryfikowaé uzyskany wynik.

Nalezy zaznaczy¢ rowniez, ze badane cechy ksztaltu jadra, w programie VisNow,
przedstawiaja pomiar wartosci voxeli obrazu oparty na wybranych algorytmach
matematycznych. Co oznacza, ze opisane cechy ksztaltu nie s3 pomiarem rzeczywistym. Dla
przyktadu, pole powierzchni jader to jest suma voxeli okreslajaca badane jadro, wyrazana w
postaci objetosci. Ponadto, niektore z parametréw jak np. badane osie gtowne, wysokos¢,
szeroko$¢ oraz glebokos$¢ pozwalaja oceni¢ subtelne réznice ksztattu, jak to czy jadro jest
wydtuzone lub sptaszczone. Natomiast nie umozliwia wykrycia charakterystycznych cech
takich jak np. wpuklenia, ktére s3 widoczne na mikroskopie elektronowym. Parametrem, ktory
najlepiej pozwala oceni¢ ztozono$¢ ksztattu jader jest wieloskalowy deskryptor ksztattu.
Natomiast wynik uzyskany przy zastosowaniu tego parametru pokazuje nam profil zmian, np.
wigksze zmiany pomigdzy poszczeg6lnymi rozmyciami gaussowskimi w komoérkach typu 1 s
wigksze niz w neuronach ziarnistych, aczkolwiek nadal nie posiadamy informacji o

wystepujacych wpukleniach lub wypukleniach otoczki jadrowej. W zastosowanej metodzie
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brakuje sposobu na to, zeby oceni¢ wystepowanie takich wlasciwosci ksztattu, a takze zeby by¢

w stanie okresli¢ ich rozmiar.

Warto podkresli¢, ze opracowana metoda jest uniwersalna, a jej potencjal mozna
zastosowac do oceny cech ksztattu jader wielu innych komorek eukariotycznych, jak wykazano
w tej pracy na przyktadzie komoérek nowotworowych. Dzigki opracowaniu metody oceny
zmiennoS$ci ksztaltu jader, mozliwe bedzie rozrdéznienie poszczegdlnych typow komorek na
podstawie charakterystycznych cech ksztaltu w wielu procesach biologicznych, w ramach
ktorych wystepuje zmiennos$¢ ksztattu jadra, np. w procesie leukopoezy, lub tez w stanach
patologicznych, np. w dystrofii migsniowej i w chorobach nowotworowych, w tym ostatnim

przypadku moze stanowi¢ bardzo cenne narze¢dzie diagnostyczne i prognostyczne.

5.8. Znaczenie wynikow i dalsze kierunki badan

Odmienny ksztalt i rozmiar jadra zwigzane sa ze starzeniem i niektérymi stanami
chorobowymi, takimi jak nowotwory (Capell i Collins 2006, Pathak i wsp. 2021, Webster i
wsp. 2010, Zink i wsp. 2004). W przypadku nowotworéw obserwuje si¢ m.in. platy, wgltebienia
i faldy NE, a takze znacznie powigkszong objetos¢ jader komorkowych (Chow i wsp. 2012).
Pomimo ogromnego post¢pu w badaniach nad nowotworami na przestrzeni lat, nadal stosuje
si¢ tradycyjng metod¢ diagnostyczng polegajaca na ocenie histopatologicznej probki pobranej
od pacjenta, a nieprawidlowy ksztalt jader jest jednym z kluczowych kryteriow
diagnostycznych. Program VisNow moze zosta¢ wykorzystany w diagnostyce nowotworow.
Przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy, wstepne i bardzo nieprecyzyjne badanie dwoch
rodzajéow komorek nowotworowych pokazato, ze proponowana metodyka pozwala na
pokazanie r6znic pomiedzy preparatem kontrolnym a nowotworowym, jak rowniez umozliwia
wskazanie r6znic pomigdzy budowa jader r6znych nowotworow (Ryc. 22).

Ponadto na podstawie wiedzy, ktora posiadamy na temat czynnikéw, ktore wplywaja na
ksztalt jadra 1 na temat jego biologicznego znaczenia, kryterium stwierdzajace wystepowanie
odmiennej morfologii jadra moze by¢ niewystarczajace. Wiele wskazuje na znaczacg role NE
oraz bialek NE, ktore moga wptywa¢ na zmiany ksztattu jadra 1 s3 powigzane z chorobami
nowotworowymi (Chow i wsp. 2012). Dzisiaj istnieje bowiem wiele typow nowotworow, w
ktorych wykazano wystgpowanie réznych zmian w NE, o réznych genetycznych podiozach i
ich klinicznych cechach (rokowanie, przerzuty, sposob rozprzestrzeniania si¢, wrazliwos$¢ na
stosowane terapie) (Fischer 2014). Historycznie nowotworom nadano nazwy odnoszgce si¢ do
tkanek, z ktorych powstaly — klasyfikacja histogenetyczna. Jakkolwiek ta klasyfikacja

70



powoduje wykorzystanie ograniczonej liczby cech biologicznych okreslajgcych dany typ
nowotworu, dzisiaj wiemy, ze w obrgbie jednego typu nowotworu obserwuje si¢ ogromng
réznorodno$¢, m.in. np. pod wzgledem oceny nieprawidlowosci wystepujacych w otoczce
jadrowej (Chow i wsp. 2012). Zatem konieczne wydaje si¢ uwzglednienie morfologii catego
jadra w kryterium diagnostycznym, co moze zosta¢ zbadane stosujgc program VisNow.

Pomimo duzego diagnostycznego i prognostycznego znaczenia nieprawidlowosci w
ksztalcie jadra (Giardina i wsp. 1996, Haroske i wsp. 1996), doktadny mechanizm stojacy za
deformacjg jadra w komoérkach nowotworowych nie jest nadal dobrze poznany, a takze nie jest
zbadane to, czy deformacje ksztattu jadra wpltywaja na proces nowotworzenia czy odwrotnie.
Zatem opracowana w niniejszej pracy metoda laczaca obrazowanie tkanek za pomoca
mikroskopu konfokalnego i analizy ksztattu jadra moze by¢é wykorzystana w badaniach,
ktérych celem jest doktadne poznanie mechanizmoéw stojacych za deformacja jadra komorek
nowotworowych.

Wiadomo takze, ze modyfikacje histonow przyczyniajg si¢ do zmian w trojwymiarowej
organizacji chromatyny. Dla przykltadu — nadekspresja genu biatka HMGNS powoduje
zmniejszenie zaggszczenia chromatyny, stabilnosci i1 sztywnosci jadra, a w konsekwencji
prowadzi do jego pe¢cznienia (Furusawa i wsp. 2015). Nadekspresja HMGN5 u myszy
transgenicznych prowadzi do wad serca i przedwczesnej $mierci, co wskazuje na fizjologiczne
znaczenie mechanizmu decydujacego o ksztalcie jadra opartego na zmianach w chromatynie.
Zmiany w ilo$ci skondensowanej heterochromatyny i mniej skondensowanej euchromatyny sa
réwniez powszechnie spotykane w nowotworach i1 innych chorobach (Morgan i Shilatifard
2015). Modyfikacje histonow, ktére znacznie zwigkszajg poziom euchromatyny powoduja
oslabienie sztywnosci, nieprawidtowa morfologi¢ i peknigcia NE (Stephens i wsp. 2018).
Natomiast zwigkszenie ilosci heterochromatyny moze przywroci¢ prawidlowy ksztalt i
sztywnos$¢ NE. Utrzymanie prawidtowego ksztattu jadra pokazano poprzez zwigkszenie sig
zawartosci heterochromatyny — zaro6wno w przypadku zmian zwigzanych z modyfikacja
histonoéw, ale takze zmian zwigzanych z laminami (Stephens i wsp. 2018, Stephens i wsp.
2019). Zatem modyfikacje histonéw poprzez rézne mechanizmy epigenetyczne moga byc
czynnikami, ktore zarowno zaburzajg prawidtowy ksztatt jadra, jak i go przywracaja. Jest to
wskazaniem do dalszych badan nad mechanizmami epigenetycznymi i tréjwymiarowa
strukturg chromatyny w komorkach neurogenezy hipokampalnej, czego jak dotad nie zbadano.
Nie jest rowniez znana rola lamin i innych biatek NE w utrzymaniu prawidlowego ksztattu

jadra w komoérkach neurogenezy hipokampalnej,
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Badanie nietypowego ksztattu jader 1 nietypowych elementéw ksztattu jader
komorkowych jest dziedzing nowa i niewiele jest metod i strategii metodycznych stosowanych
do oceny ilosciowej opartej na materiale mikroskopowym (Janssen i wsp. 2022). Niniejsza

praca stanowi propozycj¢ takiej strategii.

5.9. Podsumowanie

Uzyskane wyniki stanowig podstawe do dalszych badan w wielu r6znych obszarach jak
np. neurogeneza i powigzane z nig choroby neurologiczne, jak i choroby nowotworowe — np.
badanie mechanizméw odmiennej morfologii jader komdrek nowotworowych, opracowanie
nowych metod diagnostycznych. Ponadto ta praca stanowi pierwszy i jedyny jak dotad, zbior
informacji na temat cech ksztaltu jader komorek w neurogenezie hipokampalnej 1 rzuca $wiatto
na kolejny aspekt tego procesu, jakim jest morfologia jadra, a takze pozostawia pytanie, jaka
rolg petni odmienny ksztatt jadra neuralnych komorek macierzystych i progenitorowych w DG.
Praca stanowi takze propozycj¢ metodycznej $ciezki postgpowania w ocenie morfologii jader
komorkowych: zebrania materiatu, odtworzenia struktury przestrzennej, analizy i

automatycznej klasyfikacji/identyfikacji badanych komorek.
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. PODSUMOWANIE WYNIKOW I WNIOSKI

. Komorki neurogenezy hipokampalnej rdznig si¢ poszczegdlnymi cechami ksztaltu
jadra. Na podstawie tych réznic mozna przyporzadkowac jadro do danego typu komorki
z prawdopodobienstwem na poziomie 46%.

Stwierdzono i udokumentowano wystepowanie wpuklen NE w komorkach NSC na
obrazach konfokalnych oraz w komorce progenitorowej na obrazie z mikroskopu
elektronowego.

. Komérki w réznych stanach aktywnos$ci nie rdznig si¢ pod wzgledem cech ksztattu
jadra, natomiast ro6znig si¢ pod wzgledem rozmieszczenia gestosci chromatyny w
przestrzeni jadrowej. Komorki aktywne, maja najmniej rdwnomiernie rozlozong
gesto$¢ chromatyny, co moze $wiadczy¢ o tym, ze chromatyna w jadrach tych komorek
wystepuje w formie skupisk skondensowanej chromatyny.

. Komoérki odrézniane ze wzgledu na réznice w morfologii komorki sa do siebie bardzo
podobne pod wzgledem badanych cech ksztattu jadra. R6znice w morfologii komorki

nie majg swojego odzwierciedlenia w rd6znicach morfologii jadra.
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2. STRESZCZENIE

Jadro komoérkowe odpowiada za wiele podstawowych funkcji komoérki. Ksztatt i
rozmiar jadra komorkowego wptywaja m.in. na proliferacje komoérek (Versaevel i wsp. 2012)
ekspresj¢ genow (Jain i wsp. 2013) i syntezg biatek (Thomas i wsp. 2002). W procesie starzenia,
a takze w stanach chorobowych np. w nowotworach, ksztalt i rozmiar jadra ulega zmianom
(Zink i wsp. 2004). Najczesciej spotykanym ksztattem jadra jest ksztalt owalny lub okragly.
Istnieja jednak pewne typy komorek, u ktorych nietypowy ksztalt jadra jest zjawiskiem
prawidlowym np. w neutrofilach (Rowat i wsp. 2013).

Niektére komorki systemu krwiotworczego charakteryzuje nietypowy ksztalt jadra
komorkowego — co dotyczy bazofilow, eozynofilow, neutrofilow i makrofagow (Yang i wsp.
2013). Nietypowy ksztalt jadra komoérkowego w neutrofilach jest potrzebny do prawidtowego
ich funkcjonowania, jadro podzielone na fragmenty zwane segmentami jest niezb¢dne do
przemieszczania si¢ (Hoffmann 1 wsp. 2002). Odmienny ksztalt jadra wystepuje rowniez w
komoérkach wielu typow nowotworéw. Poszczegdlne typy nowotwordOw powigzane sg z
charakterystycznymi zmianami w strukturze wewnatrzjadrowej, co jest wykorzystywane w
diagnostyce (Zink i wsp. 2004). Wykazano, ze odmienny ksztatt jadra komorki nowotworowej
umozliwia przemieszczanie si¢, doprowadzajac do przerzutow (Dahl 1 wsp. 2008, Bell 1
Lammerding 2016).

Jadro otoczone jest otoczka jadrowa, ktora zbudowana jest z wewngtrznej 1 zewngtrznej
btony jadrowej. Zawiera duza liczbe roznych bialek, ktore odgrywaja role w organizacji
przestrzennej chromatyny i regulacji gendw. Pod wewngtrzng btonag jadrowa znajduje si¢
blaszka jadrowa zbudowana z lamin i filamentéw posrednich, ktore zapewniaja mechaniczne
wsparcie, a takze miejsce, w ktorym znajduja si¢ kompleksy porow jadrowych (Hetzer 2010).
Wiadomo na przyktad, ze deformacja ksztattu jagdra w komorkach nowotworowych (Zink i wsp.
2004) 1 innych komoérkach (Lammerding i wsp. 2005) jest powigzana z mutacjami genow lamin.

Proces roznicowania obejmuje zmiany nie tylko w fenotypie komorki, ekspresji genow
1 reorganizacji struktury wewnatrzjagdrowej, ale takze elastyczno$ci 1 ksztaltu jadra
komorkowego (Pejrowski i wsp. 2007). Roznicowanie si¢ komorek wystepuje na przyktad w
hipokampalnej neurogenezie dorostych, w ramach ktérej wyr6zniono pi¢¢ fenotypow komorek
o roznej morfologii. Poniewaz ksztalt jadra komodrkowego zalezy rowniez od morfologii
komoérek (Chen 1 wsp. 2015), neurogeneza dorostych stanowi odpowiedni model

umozliwiajacy ocene zmiennos$ci ksztaltu jadra komorkowego.
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W procesie neurogenezy hipokampalnej, ktory ma miejsce u dorostych ssakow,
stwierdzono wystepowanie neuralnych komorek macierzystych (NSC), z ktorych powstaja
nowe neurony ziarniste. Hipokampalna neurogeneza dorostych jest procesem wieloetapowym,
w ramach ktérego wyrdzniono cztery subpopulacje komoérek linii neurogennej: NSC (typ 1),
neuralne komorki progenitorowe (typ 2a, 2b i typ 3) i neurony ziarniste (typ 4). Ponadto
komorki typu 1 mozna podzieli¢ na dwie subpopulacje, roznigce si¢ na podstawie stanu
aktywnosci (aktywne i wyciszone NSC, czyli NSCaNSC i NSCgNSC) oraz na podstawie
morfologii komorki (typ a 1 typ B). Neuralne komorki progenitorowe migrujac z warstwy
podziarnistej do warstwy ziarnistej zakrgtu zebatego hipokampa, przechodza réznicowanie, co
zapewnia regeneracj¢ tkanki oraz prawdopodobnie wspomaga procesy plastycznoSci
(Kempermann i wsp. 2015).

Nietypowy ksztalt jadra NSC zostal opisany w kilku pracach. Pokazano
charakterystyczne elementy chromatyny w jadrach komorek typu B (ang. envelope limited
chromatin sheets, ELCS) warstwy podkomorowej komory bocznej, rowniez w NSC rozwoju
embrionalnego cztowieka. Wykazano, ze wystgpowanie ELCS w komodrkach typu B jest
powiazane ze stanem ich wyciszenia. Wystepowanie WW. charakterystycznych elementéw
chromatyny opisano takze w komorkach typu 1 zakretu zgbatego, jednakze sg to obserwacje
dotyczace jedynie trzech komorek (Cebrian-Silla i wsp. 2017). Jak dotad nie opisano
szczegotowo nietypowego ksztattu jader NSC w zakrecie zgbatym, nie jest znana funkcja ich
odmiennego ksztattu.

Zbadano ksztatt jader w poszczegolnych typach komorek neurogenezy hipokampalnej
dorostych. Wykorzystano transgeniczng lini¢ myszy z genem GFP pod promotorem nestyny, a
poszczegdlne typy komorek wyznakowano metoda immunohistochemiczng oraz
klasyfikowano na podstawie cech morfologicznych: typ 1 (nestyna-GFP+, dluga wypustka
neuralna), typ 2a (nestyna-GFP+/DCX-, brak wypustki neuralnej), typ 2b (nestyna-
GFP+/DCX+), typ 3 (nestyna-GFP-/DCX+), typ 4 (NeuN+), aNSC (GFAP+), komorka
przejsciowa I (GFAP+/nestyna-GFP+), komorka przejsciowa II (nestyna-GFP+), gNSC
(nestyna-GFP+/Ki67+). Metoda mikroskopii konfokalnej zostaty zebrane zdjecia catego jadra
komorkowego, za§ metoda mikroskopii elektronowej zbadano ultrastrukture jadra komorki
nestyna+ i przeprowadzono rekonstrukcje w programie Imaris.

Przy uzyciu programu VisNow obliczono parametry okreslajace ksztatt jader komorek
kazdego typu. Jadra komorek typu 1 wykazaty najmniejszg kulisto$¢ 1 objetos¢, w poréwnaniu

z pozostatymi typami komodrek. Znamienne réznice wystepowaly réwniez poréwnujac Srednig
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warto$¢ kulistosci 1 objetosci pomiedzy typem 2a a pozostatymi typami komorek. Cechg
odrézniajacg NSC od NeuPC jest wysokos¢ jadra, ktdrej pomiar jest istotnie wigkszy niz w
jadrach NeuPC. Najwieksza wysokos¢ jadra mialy komorki typu 4, ktére rowniez cechujg si¢
najwiekszg objetoscia, powierzchnig oraz kulistoscig. Odrdzniajaca cechg komorek typu 2a jest
sptaszczony ksztalt jadra, przypominajacy ksztaltem erytrocyt. Omdwione charakterystyczne
cechy ksztaltu zostaly rowniez potwierdzone poprzez zastosowanie automatycznego
klasyfikatora typu komorki, opracowanego na podstawie istniejagcego programu ITK-SNAP.
Przeprowadzona analiza umozliwila osiggni¢cie prawdopodobienstwa przyporzadkowania
jadra na podstawie cech ksztaltu do typu komorki na poziomie 46%, co jest dobrym wynikiem
bioragc pod uwage to, ze program uczyl si¢ jedynie na zbiorze 150 jader. Wpuklenia NE
stwierdzono w komorkach NSC i NeuPC na obrazie z mikroskopu elektronowego, a
rekonstrukcja trojwymiarowa jadra pozwolita zobrazowac przestrzenne utozenie wpuklenia. Ta
analiza rdwniez potwierdzita wystgpowanie nieregularnego ksztaltu jadra w NSC/NeuPC.
Analiza jader komorek w r6znym stanie aktywnos$ci pokazata, ze komorki te nie r6znig si¢ pod
wzgledem cech ksztaltu. Stwierdzono natomiast roznice w przestrzennej organizacji
chromatyny. W komorkach aktywnych chromatyna jest mniej réwnomiernie roztozona w
przestrzeni — prawdopodobnie wynika to z wigkszej ilosci skupisk heterochromatyny. Jadra
komorek typu o i typu p wykazuja bardzo podobne cechy ksztaltu, nie pokazano istotnych
réznic dotyczacych badanych zmiennych.

Uzyskane wyniki stanowig podstawe do dalszych badaf nad czynnikami wplywajacymi
na proces neurogenezy, ktore sa zalezne od ksztattu jadra lub wptywaja na ksztatt jadra, takimi
jak budowa NE, przestrzenna organizacja chromatyny czy tez mechanizmy epigenetyczne.
Opracowana metoda umozliwita kompleksowa trojwymiarowg analize ksztattu jader
komorkowych. Jak dotad nie opisano odmiennego ksztattu jader komorek linii neurogennej w
literaturze, istnieja jedynie wzmianki o nieregularnym ksztatcie komorek typu 2 (Kempermann
I wsp. 2004), a takze wykazano obecno$¢ ELCS w trzech komodrkach NSC neurogenezy
hipokampalnej (Cebrian-Silla i wsp. 2017). Ponadto opracowang metod¢ mozna zastosowac do
analizy ksztattu innych komorek eukariotycznych, co moze stanowi¢ cenne narze¢dzie
diagnostyczne w chorobach nowotworowych lub innych, ktore sa powigzane ze zmiang ksztattu

jadra.
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3. ABSTRACT

The nucleus is responsible for many basic cellular functions. Nuclear shape is known to
have a significant influence on cell proliferation (Versaevel et al. 2012), gene expression (Jain
etal. 2013), and protein synthesis (Thomas et al. 2002). The nucleus typically has either an oval
or round shape. The size and shape of the nucleus is altered in normal physiological aging and
pathological situations like in cancer cells (Zink et al. 2004). Irregular nuclear shape can be

observed also in healthy cells, for example in neutrophils (Rowat et al. 2013).

Some cells of the blood system exhibit an unusual nuclear shape. Apart from granulocytes
(basophils, eosinophils and neutrophils), they also include macrophages (Yang i wsp. 2013).
The atypical shape of the nucleus is necessary for their proper functioning. In neutrophils, the
multi-lobed nucleus is used for migration into the infectious sites (Hoffmann et al. 2002). An
altered nuclear shape also occurs in many types of cancer. Particular types of cancer are
associated with characteristic changes in the nuclear architecture, which is a key diagnostic
feature (Zink et al. 2004). According to one hypothesis, the altered nuclear shape in cancer cells
enables it to migrate, leading to metastasis (Dahl et al. 2008, Bell i Lammerding 2016).

The nucleus is enclosed by the nuclear envelope, which is a highly regulated membrane
barrier composed of inner and outer nuclear membrane. It contains of a large number of
different proteins that have been implicated in chromatin organization and gene regulation.
Under the inner nuclear membrane lies a meshwork of nuclear lamina proteins composed of
intermediate filament lamins that provide mechanical support and anchor the nuclear pore
complexes (Hetzer 2010). It is known for example, that abnormally shaped nucleus is associated
with alterations in lamina proteins in cancer cells (Zink et al. 2004) and in mutated cells

(Lammerding i wsp. 2005).

The process of differentiation includes changes not only in the phenotype, gene
expression and reorganization of the intranuclear structure, but also in the flexibility and shape
of the nucleus (Pajerowski et al. 2007). Cell differentiation occurs for example, in adult
hippocampal neurogenesis, where five phenotypes of cells with different nuclear morphology
are distinguished. Since the shape of the nucleus also depends on the cell morphology (Chen et

al. 2015), adult neurogenesis is a suitable model to assess the variability in nuclear shape.
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In the process of adult hippocampal neurogenesis in mammals, neural stem cells (NSC),
which give rise to new granule neurons, are born. Adult hippocampal neurogenesis is a
multistage process in which subpopulations of neurogenic lineage cells have been
distinguished: NSC (type 1), neural progenitor cells (type 2a, 2b and type 3), and granular
neurons (type 4). In addition, type 1 cells can be divided into two subpopulations, differing in
their activity status (active and quiescent NSC, i.e. NSCaNSC and NSCgNSC), and cell
morphology (type a and type ). Neural progenitor cells, migrating from the subgranular layer
to the dentate gyrus (DG) of the hippocampus, undergo differentiation, which ensures tissue

regeneration and possibly supports plasticity (Kempermann et al. 2015).

The unusual shape of the NSC nucleus was shown in several publications. Characteristic
chromatin elements, i.e. envelope limited chromatin sheets, ELCS, were demonstrated in type-
B-cell nuclei of the subventricular layer of the lateral ventricle, as well as in NSC during human
embryonic development. It was shown that the presence of ELCS in type B cells is associated
with their quiescent state. The occurrence of ELCS was described in type 1 cells of the dentate
gyrus, however, these were observations concerning only three cells (Cebrian-Silla et al. 2017).
So far, the atypical shape of the NSC nuclei in the dentate gyrus was described in detail, and

the function of their different shape is unknown.

The shape of the nucleus in every cell type of adult hippocampal neurogenesis was
examined. A transgenic mouse with the GFP gene under nestin promotor was used, and
particular cell types were labelled using immunohistochemistry and classified according to
morphological features: type 1 (nestin-GFP+, neural process), type 2a (nestin-GFP+, no neural
process), type 2b (GFP+/DCX+), type 3 (DCX+), type 4 (NeuN+), aNSC (GFAP+), cell in |
transition state (GFAP+/nestyna-GFP+), cell in 1l transition state (nestyna-GFP+), qNSC
(nestyna-GFP+/Ki67+). Images of the entire cell nucleus were collected by confocal
microscopy, and electron microscopy was used to examine the ultrastructure of the nestin-GFP+

cell nucleus and reconstructed in the Imaris program.

Using modified VisNow software, shape parameters were measured in every cell type.
Analyzing the parameters, the nuclei of type 1 cells showed the lowest roundness and volume
compared to other cell types. Significant differences were also shown when comparing the
mean value of roundness and volume between type 2a and other types of cells. The feature that
distinguished NSC from NeuPC is the height of the nucleus, which is significantly higher than
the height of NeuPC. Type 4 cells have shown to have the highest nucleus, the biggest volume,
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surface area and also sphericity. The distinguishing feature of type 2a cells is the flattened shape
of the nucleus, resembling an erythrocyte. The described characteristic features of the shape
were also confirmed using an automated cell type classifier, developed on the basis of ITK-
SNAP software. Performed analysis allowed to achieve accuracy of 46%, which is a good result
considering that the program was learning only on a set of 150 nuclei. The nuclear envelope
invaginations were observed in the image from an electron microscope, and the three-
dimensional reconstruction of the nucleus allowed to visualize the spatial arrangement of this
feature. This analysis also confirmed the presence of an irregular nuclear shape in NSC/NeuPC.
Nuclear shape analysis of cells in different states of activity showed that these cells do not differ
in terms of nuclear shape features. Only differences in spatial organization of chromatin were
observed. In active cells, chromatin is less evenly distributed in space, probably due to the
presence of heterochromatin clusters. The nuclei of type a and type B cells show very similar

features, no significant differences were observed in the measured shape parameters.

Obtained results provide a structural framework for elucidating molecular mechanisms
that govern the altered shape and can be used for further research on the factors determining
neurogenesis, which depend on the shape of the nucleus, such as the composition of nuclear
lamina, chromatin organization or epigenetic mechanisms. The developed method allowed to
perform a detailed three-dimensional analysis of the nuclear shape. Until now the altered
nuclear shape of NSC has not been described, it has been observed in progenitor cells (type-2
cells) of adult hippocampal neurogenesis (Kempermann et al. 2004), and the presence of ELCS
in three NSC has been demonstrated (Cebrian-Silla et al. 2017). Furthermore, the developed
method can be used to analyze the nuclear shape of other eukaryotic cells, which can be a

valuable diagnostic tool in cancer or other diseases related to nuclear shape changes.
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4. INNOWACYJINOSC ROZPRAWY DOKTORSKIE]J

1. Opisanie ilosciowe odmiennego ksztattu jadra w neuralnych i progenitorowych
komorkach macierzystych neurogenezy hipokampalne;j.

2. Przedstawienie bazy danych/wynikow dotyczacych morfologii jader komorek
neurogenezy hipokampalnej, ktore mogg by¢ wykorzystane do badan nad funkcja
ksztattu jader tych komorek w stanie fizjologicznym, a takze w stanach chorobowych
lub w starzeniu sig.

3. Opracowanie metody analizy ksztaltu jader, ktora stanowi cenne narzgdzie
diagnostyczne, prognostyczne i badawcze, np.:

e zastosowanie w diagnostyce i rokowaniu nowotworow,

e zastosowanie do celoéw badawczych w badaniu zwigzku zmian ksztattu jadra
ze zmianami chorobowymi w dystrofii mig$niowej 1 chorobach
neurodegeneracyjnych.

4. Zastosowanie mikroskopii konfokalnej zamiast mikroskopii elektronowej do
rekonstrukcji ksztattu jader — jako alternatywa do badania ultrastruktury jader
komoérkowych, ktéra daje mozliwo$¢ przebadania wigkszej liczby komorek, a takze
zastosowania wielokrotnego znakowania immunohistochemicznego na jednym

preparacie.
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