STRESZCZENIE

Jadro komorkowe odpowiada za wiele podstawowych funkcji komorki. Ksztatt i rozmiar
jadra komorkowego wplywaja m.in. na proliferacje komoérek (Versaevel i wsp. 2012) ekspresje
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). NajczesSciej spotykanym ksztaltem jadra jest ksztatt owalny lub okragly. Istniejg jednak
pewne typy komorek, u ktérych nietypowy ksztalt jadra jest zjawiskiem prawidlowym np. w
neutrofilach (Rowat i wsp. 2013).

Niektore komorki systemu krwiotworczego charakteryzuje nietypowy ksztatt jadra
komorkowego — co dotyczy bazofilow, eozynofiléw, neutrofiléw i makrofagdéw (Yang i wsp.
2013). Nietypowy ksztalt jadra komoérkowego w neutrofilach jest potrzebny do prawidtowego ich
funkcjonowania, jadro podzielone na fragmenty zwane segmentami jest niezbedne do
przemieszczania si¢ (Hoffmann i wsp. 2002). Odmienny ksztalt jadra wystepuje rowniez w
komoérkach wielu typow nowotwordw. Poszczegdlne typy nowotwordOw powigzane sg z
charakterystycznymi zmianami w strukturze wewnatrzjadrowej, co jest wykorzystywane w
diagnostyce (Zink i wsp. 2004). Wykazano, ze odmienny ksztalt jadra komorki nowotworowe;j
umozliwia przemieszczanie si¢, doprowadzajagc do przerzutow (Dahl i wsp. 2008, Bell 1
Lammerding 2016).

Jadro otoczone jest otoczka jadrowa, ktéra zbudowana jest z wewngtrznej 1 zewngtrznej
btony jadrowej. Zawiera duza liczbe réznych biatek, ktore odgrywaja role w organizacji
przestrzennej chromatyny 1 regulacji gendw. Pod wewngtrzng btong 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 jadra w komorkach nowotworowych (Zink i wsp. 2004) i innych
komorkach (Lammerding i wsp. 2005) jest powigzana z mutacjami genow lamin.

Proces réznicowania obejmuje zmiany nie tylko w fenotypie komorki, ekspresji genow i
reorganizacji struktury wewnatrzjadrowej, ale takze elastycznosci i ksztaltu jadra komoérkowego
(Pejrowski i wsp. 2007). Roznicowanie si¢ komorek wystepuje na przyktad w hipokampalne;j
neurogenezie dorostych, w ramach ktorej wyrdzniono pigé¢ fenotypow komodrek o roznej

morfologii. Poniewaz ksztalt jadra komoérkowego zalezy réwniez od morfologii komoérek (Chen 1



wsp. 2015), neurogeneza dorostych stanowi odpowiedni model umozliwiajacy oceng zmiennosci
ksztaltu jadra komoérkowego.

W procesie neurogenezy hipokampalnej, ktéry ma miejsce u dorostych ssakow,
stwierdzono wystgpowanie neuralnych komorek macierzystych (NSC), z ktoérych powstaja nowe
neurony ziarniste. Hipokampalna neurogenecza dorostych jest procesem wieloetapowym, w
ramach ktorego wyrdzniono cztery subpopulacje komorek 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, réznigce si¢ na podstawie stanu aktywnosci
(aktywne i wyciszone NSC, czyli NSCaNSC i NSCqNSC) oraz na podstawie morfologii komorki
(typ a 1 typ B). Neuralne komorki progenitorowe migrujac z warstwy podziarnistej do warstwy
ziarnistej zakretu zgbatego hipokampa, przechodza roznicowanie, co zapewnia regeneracje¢ tkanki
oraz prawdopodobnie wspomaga procesy plastycznosci (Kempermann i wsp. 2015).

Nietypowy ksztatt jadra NSC zostat 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 cziowieka.
Wykazano, ze wystepowanie ELCS w komorkach typu B jest powigzane ze stanem ich wyciszenia.
Wystepowanie Ww. charakterystycznych elementéw chromatyny opisano takze w komorkach typu
1 zakretu zebatego, jednakze sa to obserwacje dotyczace jedynie trzech komadrek (Cebrian-Silla i
wsp. 2017). Jak dotad nie opisano szczegdlowo nietypowego ksztattu jader NSC w zakrecie
zgbatym, nie jest znana funkcja ich odmiennego ksztattu.

Zbadano ksztalt jader w poszczegdlnych typach komorek neurogenezy hipokampalnej
dorostych. Wykorzystano transgeniczng lini¢ myszy z genem GFP pod promotorem nestyny, a
poszczegblne typy komorek wyznakowano metoda immunohistochemiczng oraz klasyfikowano
na podstawie cech morfologicznych: typ 1 (nestyna-GFP+, dtuga 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+), qNSC (nestyna-GFP+/Ki67+). Metodg mikroskopii
konfokalnej zostaly zebrane zdjecia calego jadra komorkowego, za$s metoda mikroskopii
elektronowej zbadano ultrastrukture jadra komorki nestyna+ i1 przeprowadzono rekonstrukcje w

programie Imaris.



Przy uzyciu programu VisNow obliczono parametry okreslajgce ksztatt jader komorek
kazdego typu. Jadra komorek typu 1 wykazaty najmniejsza kulistos¢ 1 objetos¢, w porownaniu z
pozostatymi typami komorek. Znamienne réznice wystgpowaty rowniez poréwnujac Srednig
warto$¢ kulisto$ci 1 objetosci pomigdzy typem 2a a pozostatymi typami komorek. Cecha
odrozniajacg NSC od NeuPC jest wysoko$¢ jadra, ktorej pomiar jest istotnie wiekszy niz w jadrach
NeuPC. Najwieksza wysokos¢ jadra miaty komorki typu 4, ktore rowniez cechujg si¢ najwicksza
objetoscia, powierzchnig oraz kulisto$cig. Odrdzniajaca cechg komorek typu 2a jest sptaszczony
ksztalt jadra, przypominajacy ksztaltem erytrocyt. Omowione charakterystyczne cechy ksztattu
zostaty rowniez potwierdzone poprzez zastosowanie automatycznego klasyfikatora typu komorki,
opracowanego na podstawie istniejagcego programu ITK-SNAP. Przeprowadzona analiza
umozliwila osiggniecie prawdopodobienstwa przyporzadkowania jadra na podstawie cech ksztattu
do typu komorki na poziomie 46%, co jest dobrym wynikiem biorac pod uwage to, ze program
uczyt si¢ jedynie na zbiorze 150 jader. Wpuklenia NE stwierdzono w komdrkach NSC i NeuPC
na obrazie z mikroskopu elektronowego, a rekonstrukcja tréjwymiarowa jadra pozwolita
zobrazowaé przestrzenne utozenie wpuklenia. Ta analiza rowniez potwierdzita wystepowanie
nieregularnego ksztaltu jadra w NSC/NeuPC. Analiza jader komorek w réznym stanie aktywnos$ci
pokazata, ze komorki te nie roznig si¢ pod wzgledem cech ksztaltu. Stwierdzono natomiast réznice
w przestrzennej organizacji chromatyny. W komorkach aktywnych chromatyna jest mniej
rOwnomiernie roztozona w przestrzeni — prawdopodobnie wynika to z wigkszej ilosci skupisk
heterochromatyny. Jadra komorek typu a 1 typu B wykazuja bardzo podobne cechy ksztaltu, nie
pokazano istotnych réznic dotyczacych badanych zmiennych.

Uzyskane wyniki stanowig podstawe do dalszych badan nad czynnikami wptywajacymi na
proces neurogenezy, ktore sg zalezne od ksztaltu jadra lub wplywaja na ksztatt jadra, takimi jak
budowa NE, przestrzenna organizacja chromatyny czy tez mechanizmy epigenetyczne.
Opracowana metoda umozliwita kompleksowa trojwymiarowa analize ksztattu jader
komoérkowych. Jak dotad nie opisano odmiennego ksztattu jader komoérek linii neurogennej w
literaturze, istnieja jedynie wzmianki o nieregularnym ksztatcie komoérek typu 2 (Kempermann i
wsp. 2004), a takze wykazano obecnos¢ ELCS w trzech komodrkach NSC neurogenezy
hipokampalnej (Cebrian-Silla i wsp. 2017). Ponadto opracowanga metod¢ mozna zastosowaé¢ do

analizy ksztattu innych komorek eukariotycznych, co moze stanowi¢ cenne narzedzie



diagnostyczne w chorobach nowotworowych lub innych, ktére sg powigzane ze zmiang ksztattu

jadra.



