POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 37 2010 NR 3 (507-524)

NOWE FUNKCJE LAMIN -
STARZY ZNAJOMI W NOWYM SWIETLE

LAMINS — A FRESH LOOK AT OLD FRIENDS
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Streszczenie: Jadro komorkowe jest wydzielone z cytoplazmy otoczka jadrowa. Struktura ta zbudowana
jest z podwdjnej btony lipidowo-biatkowej, kompleksow porowych oraz blaszki jadrowej. Gtoéwnym
sktadnikiem ostatniej z wymienionych sa laminy, biatka nalezace do filamentow posrednich typu V.
Intensywne badania dotyczace lamin prowadzono juz w latach siedemdziesiatych XX wieku. Poczatko-
wo postrzegano je jedynie jako elementy strukturalne. Wraz z rozwojem nauki odkrywano nowe ich
funkcje i zadania. Obecnie wiemy, ze laminy petnia funkcje mechaniczne budujac podporg dla otoczki
jadrowej. Chronig material genetyczny przed dziataniem sit mechanicznych, decydujac o ksztalcie, wiel-
kosci i lokalizacji jadra. Wplywajg na wlasciwe rozlokowanie kompleksow porowych i potaczenie cy-
toszkieletu ze szkieletem jadrowym. Wplywajq takze na podstawowe procesy zachodzace na terenie
jadra, takie jak replikacja i transkrypcja. Sadzi si¢ rowniez, iz moga one bra¢ udzial w fizjologicznych
procesach starzenia, mitozie, roznicowaniu komorki, procesach nowotworzenia, apoptozie oraz wply-
wac na przebieg infekcji wirusowych. Mutacje w genach kodujacych laminy sa przyczyng licznych
chordb dziedzicznych, okreslanych wspdlnym mianem laminopatii.
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Summary: The nuclear envelope separates the nucleoplasm from the rest of the cell. It includes two lipid
bilayers, nuclear pores and the nuclear lamina. Lamins are major protein components of the nuclear lamina
and are present in the nuclear interior as well. They are type V intermediate filament proteins. Intensive
research on lamins has been conducted since early 1970s. At first lamins were known only as major
structural components of the nucleus. As our knowledge progressed, their novel functions and roles were
revealed. Currently, it is clear that lamins are responsible not only for mechanical functions but also
organization of chromatin, DNA replication, regulation of transcription factors, epigenetics, DNA repair,
transcription, cell cycle regulation, cell development and differentiation, nuclear migration and apoptosis.
Recent studies have provided evidences in support of lamin function in virus infection, tumorogenesis,
mitosis and for linking the nucleoplasm to all major cytoskeletal networks. Mutations in nuclear lamina
genes may cause a wide range of heritable human diseases.

Praca dotowana ze Srodkdw Wroctawskiego Centrum Badan EIT+ w ramach realizacji pro-
jektu ,,Biotechnologie i zaawansowane technologie medyczne” — BioMed (POIG.01.01.02-
02-003/08) finansowanego ze Srodkow Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego (Pro-
gram Operacyjny Innowacyjna Gospodarka, Poddzialanie 1.1.2).
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Skroty: CeLam — jedyna lamina wystgpujaca u nicienia Caenorhabditis elegans, HGPS (ang. Hutchin-
son-Gilford Progeria Syndrome) — progeria Hutchinsona-Gilforda, INM (ang. /nner Nuclear Membrane)
—wewngtrzna blona jadrowa, LAP (ang. Lamina Associated Polypeptide) — biatka asocjujace z chroma-
tyna, LMNA —ludzki gen kodujacy laminy typu A/C, LMNBI1 — ludzki gen kodujacy laming B1, LMNB2
—ludzki gen kodujacy laminy B2 i B3, NLS (ang. Nuclear Leading Sequence)— sekwencja kierujaca do
przedziatu jadrowego, NPC (ang. Nuclear Pore Complex) — kompleks porowy, PKC (ang. Protein
Kinase C)—kinaza biatkowa C, ZMPSTE24/FACEI1 (ang. Zinc MetalloProteinase STE 24 homology) —
metaloproteinaza zalezna od jondw cynku.

LOKALIZACJA JADROWA I TYPY LAMIN

W komorkach eukariotycznych jadro komoérkowe jest wydzielone z cytoplazmy
ztozona strukturg nazywana otoczka jadrowa — NE (ang. Nuclear Envelope).
Zbudowana jest ona z podwojnej blony lipidowo-biatkowej rozdzielonej przestrzenia
perinuklearna, kompleksow porowych oraz blaszki jadrowej wyscielajacej nukleoplaz-
matyczng powierzchni¢ blony wewnetrznej. Miejscem bezposredniego oddziatywania
cytoszkieletu i szkieletu jadrowego jest kompleks LINC (ang. Linker of Nucleo-
skeleton and Cytoskeleton), w sklad ktérego wchodza biatka majace na C-koncu
czasteczki konserwatywng domeng KASH oraz oddziatujace z nimi biatka z domeng
SUN, np. Sunl i Sun2 [83]. Wewnetrzna blona otoczki jadrowej jest wyscielona
blaszka jadrowa nazywana laming. Jest to struktura o grubosci od 30 do 300 nm
[2], w zaleznosci od typu komorki i jej stanu fizjologicznego, wykazujaca rowniez
réznice grubosci w obrebie jednego jadra komorkowego. Glownym jej skladnikiem
sa laminy — bialka nalezace do rodziny filamentéw posrednich typu V [53]. Laminy
zidentyfikowano u wielokomoérkowych eukariontow, wyjatek stanowia rosliny i grzyby
[72]. Obok lokalizacji w otoczce jadrowej, laminy wykrywa si¢ takze wewnatrz
jadra, w nukleoplazmie. Nie wiadomo, czy wystepuja tam jako dimery, tetramery
lub oligomery, czy moze formy wysokospolimeryzowane. W pojedynczym jadrze
komorkowym moga znajdowac si¢ miliony czasteczek lamin. Szacuje sig, iz w
komorce HeLa jest ok. 10° kopii [97]. Ze wzgledu na wzér ekspresji kodujacych
je gendw, sekwencje aminokwasowa, wilasciwosci biochemiczne i lokalizacje
wewnatrzkomdrkowa laminy mozna podzieli¢ na dwie glowne klasy: laminy A/C oraz
laminy B. Laminy typu B wystepuja we wszystkich rodzajach komorek organizmu,
w czasie mitozy w wiekszosci pozostaja polaczone z frakcja blonowa (pgcherzykami
mitotycznymi), wystepuja w formie izoprenylowanej. Z kolei, ekspresja genu lamin
typu A/C jest zalezna od stadium rozwoju (identyfikuje sie¢ je w komodrkach
roznicujacych si¢ lub zrdéznicowanych), podczas podziatu jadra komodrkowego
wystepuja w formie rozpuszczalnej lokalizujac si¢ w cytoplazmie [72]. W warunkach
in vitro laminy obu typow moga tworzy¢ heterodimery [75], jednak wydaje sig, ze
w komorce oba typy formujq niezalezne sieci, ktore oddziatuja ze soba, przy czym
laminy typu B pozostaja prawdopodobnie blizej btony [21, 78]. W toku ewolucji
wzrasta liczba gendw odpowiedzialnych za kodowanie lamin, a takze roznorodnosé
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produktow ich ekspres;ji [53]. Ssaki maja 3 geny lamin: LMNA, LMNBI1 oraz LMNB2,
ktdére poprzez proces alternatywnego splicingu mRNA i potranslacyjnej modyfikacji
sa podstawa do syntezy wielu roznych wariantéw lamin. U Homo sapiens opisano
7 izoform lamin. Laminy A, C, C2 i AA10 powstaja w procesie alternatywnego
splicingu genu LMNA, ktory sktada sie¢ z 12 egzondéw. Lamina Bl jest jedynym
produktem genu LMNBI, z kolei gen LMNB2 koduje laminy B2 i B3. Lamina B2
jest obecna w komdrkach somatycznych, lamina B3 — w spermatocytach [72].

FUNKCJE LAMIN JAKO ELEMENTOW STRUKTURALNYCH
JADRA KOMORKOWEGO

Budowa czasteczek laminowych oraz wplyw lamin na strukture jadra

Laminy tworza wioknista strukture sieci zwana blaszka jadrowa i by¢ moze
wchodzg w skfad szkieletu wewnatrzjadrowego. Stad tez od dawna uznawano je
za wazny element strukturalny jadra komorkowego, niezbedny do utrzymania jego
prawidtowej architektury. Pod wzgledem strukturalnym biatka te charakteryzuja sie
trojczesciowa budowa (ryc. 1).

In vitro i in vivo laminy niespolimeryzowane wystepuja w postaci dimerow i moga
polimeryzowaé w struktury typu: glowa do ogona lub przez antyrownolegle utozone
dimery tworza tetramery polimeryzujace w grubsze widkna. Filamenty laminowe sg
zorganizowane w trojwymiarowa sie¢ blaszki jadrowej, zapewniajaca mechaniczng
podpore dla otoczki jadrowej i ochrone¢ dla materiatu genetycznego. Ten tworzony przez
laminy i ich partneréw biatkowych dynamiczny szkielet decyduje o ksztalcie, sztywnosci
i wielkosci jadra komorkowego [14, 53]. Swiadcza o tym obserwacje dotyczace
obnizenia poziomu ekspresji genow lamin powodujace wyrazne zmiany w strukturze i
ksztalcie jadra komdrkowego [45]. Ponadto, obecnos¢ jadrowych filamentéw posred-
nich jest konieczna do wlasciwego rozmieszczenia komplekséw porowych w obrebie
otoczki jadrowej. Prawidlowe umiejscowienie poréw jadrowych wiaze si¢ z interakcjami
lamin z biatkiem Nup153, sktadnikiem nukleoplazmatycznego pierscienia NPC [80] oraz
by¢ moze Nup53 [29]. Obie wspomniane nukleoporyny oddziatuja z laminami typu B
[29, 80].

Oddziatywanie cytoszkielet-szkielet jadrowy

Dzi$ wiemy juz, ze struktury cytoszkieletu i szkieletu jadrowego oddzialuja ze soba
poprzez kompleks LINC, co moze odgrywac role w pozycjonowaniu jadra w obregbie
komorki, wigzaniu centrosomu do otoczki jadrowej, lokalizacji telomeréw w czasie
mejozy [81, 92, 98] oraz odpowiedzi komorki na stres mechaniczny [32, 83]. Biatka
z domeng SUN stanowiace element opisywanego kompleksu sg w wigkszosci
integralnymi biatkami wewnetrznej btony jadrowej. Oddziatluja one bezposrednio z
laminami typu A i B [12]. Drugim sktadnikiem kompleksu LINC sg biatka z domena
KASH [82]. Nazwa tej domeny, zbudowanej z ok. 50 reszt aminokwasowych,
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RYCINA 1. Poréwnanie budowy monomeréw cytoplazmatycznych filamentéw posrednich (panel A) i
lamin (panel B). Laminy charakteryzuja si¢ skroceniem globularnej domeny glowowej, nietypowa
sekwencjg linkerowa L1, wydtuzeniem zwoju 1B o 42 reszty aminokwasowe. W domenie C-konicowej
jadrowe filamenty posrednie zawierajq sygnat kierujacy do kompartymentu jadrowego (NLS), domeng
Ig-fold oraz motyw CaaX (C — cysteina, a—aminokwas alifatyczny, X —dowolna reszta aminokwasowa),
dzigki ktoremu laminy podlegaja potranslacyjnym modyfikacjom umozliwiajacym ich kotwiczenie do
blony jadrowej (izoprenylacja, proteoliza i karboksymetylacja). Na schemacie oznaczono cztery
a-helikalne zwoje (1A, 1B, 2A, 2B)

FIGURE 1. Comparison of the cytoplasmatic (Panel A) and nuclear intermediate filaments (Panel B).
Lamins globular head domain is short, in the alfa helical rod domain there is a 42aa extension of coil 1B. Tail
domain contains a nuclear localization signal sequence (NLS), Ig-fold domain and CaaX sequence (C —
cysteine, a—aliphatic, X —any amino acid residue) — a site of posttranslational modifications (farnesylation,
carboxyl methylation, proteolytic cleavage) and nuclear membrane association. The coiled-coil domains
are marked as 1A, 1B, 2A and 2B.

pochodzi od biatek, w ktorych ja zidentyfikowano: Klarsicht, ANC-1 oraz SYNEI.
Moga one oddzialywaé z trzema podstawowymi sktadnikami cytoszkieletu [32, 76]:
aktyna [100], z filamentami posrednimi poprzez pektyne [93] i poprzez dyneing z
mikrotubulami, a takze z centrosomami [48]. Pamieta¢ nalezy, ze biatka z domeng
KASH, podobnie jak biatka z domena SUN, nie sa specyficzne dla przedziatu
jadrowego, wystepuja one réwniez w innych organellach komorkowych, moga mie¢
takze rézne lokalizacje w obrebie samego jadra komorkowego [82]. Poprzez
interakcje biatek SUN z biatkami z domena KASH, wystepujacymi w zewngtrznej
btonie otoczki jadrowej, tworzy si¢ ,,most” pomiedzy cytoszkieletem i szkieletem
jadrowym (ryc. 2).

W komorce wystegpuje zatem zlozona sie¢ fizycznie polaczonych ze soba
sktadnikow strukturalnych, ktéra z kolei oddzialuje z elementami macierzy
zewnatrzkomorkowej. Obok roli strukturalnej, sie¢ ta umozliwia réwniez przeka-
zywanie sygnatu bezposrednio do jadra komdrkowego w sposdb mechaniczny (przez
zmiany naprezenia). Umozliwia to komorce szybka odpowiedz na dzialajacy
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RYCINA 2. Schemat budowy otoczki jadrowej. Pokazano lokalizacj¢ lamin oraz interakcje z partnerami
biatkowymi. Zaznaczone zostaly integralne biatka wewngtrznej btony jadrowej oddzialujace z laminami
(Lap1, Lap2p, emeryna, MAN 1, nespryna 1, LBR), kompleks replikacyjny (polimeraza DNA 6, PCNA,
RFC), splajsosom. Pokazano rowniez oddziatywanie lamin z chromatyna, polimeraza RNA I, biatkiem
retinoblastomy (pRB) i Lap2a. Na schemacie wskazano takze kompleks stanowiacy miejsce
bezposredniego oddzialywania cytoszkieletu i szkieletu jadrowego, w sklad ktorego wchodza nespryna
oraz dimer bialka SUN. Oznaczenia: BAF — biatko BAF; C — cytoplazma, ER — retikulum
endoplazmatyczne, INM — wewngtrzna blona jadrowa, N —nukleoplazma, NL — blaszka jadrowa, NPC
— kompleks porowy, ONM — zewng¢trzna btona jadrowa

FIGURE 2. Schematic diagram of the nuclear envelope and the molecular linking between lamins and their
protein partners. The integral nuclear membrane proteins (Lapl, Lap2b, emerin, MAN 1, nesprin 1,
LBR), replication complex (DNA d polymerase, PCNA, RFC) and spliceosome are shown. Lamin inter-
actions with chromatin, RNA polymerase I, pRB and Lap2a are marked. A bridge that physically
connects the nucleoskeleton to the cytoskeleton formed by nesprin and SUN-domain proteins is also
demonstrated. C — cytoplasm, ER — endoplasmic reticulum, INM — inner nuclear membrane, N —nucleo-
plasm, NL — nuclear lamina, NPC — nuclear pore complex, ONM — outer nuclear membrane

mechaniczny czynnik stresowy (np. przez aktywacje¢ niektoérych genow) [32]. Brak
laminy B1, powodujacy prawdopodobnie zahamowanie oddzialywan szkieletu
jadrowego z cytoszkieletem, objawia si¢ wzmozong ,,rotacja” jader komoérkowych
[37]. Potwierdzono rowniez, ze nieobecnos¢ lamin typu A zaburza integralnosé
szkieletu komodrkowego jako calosci. Konsekwencja braku opisywanego biatka sa
defekty we wilasciwej lokalizacji jadra oraz centrum organizacji mikrotubul (MTOC)
[33]. Sadzi sig, ze obnizenie sztywnosci w fibroblastach pozbawionych lamin typu
A/C [42] jest rowniez efektem zaburzenia struktury kompleksu LINC [83]. Laminy
wplywaja na polarnos¢ komorki i reguluja pozycje jadra. Na przyktad u muszki
owocowej (Drosophila melanogaster) laminy determinuja polarnos¢ oocytu,
kontroluja migracje jader w czasie wydluzania i rozgaleziania tchawek [25], a takze
wplywaja na wedrowke jader w fotoreceptorowych komorkach oka [62].
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Laminy w mitozie jako skladnik macierzy wrzeciona podzialowego

Podczas procesu mitozy laminy obu typow podlegaja specyficznej fosforylacji,
ktéra umozliwia demontaz blaszki jadrowej. Czasteczki lamin uwolnione ze struktur
polimerowych sa rozproszone w komorce. Jednak pewna niewielka frakcja lamin
typu B, prawdopodobnie w efekcie zmiany wzoru fosforylacji i/lub uwolnienia z
kompleksu z importynami ¢ i B przez RanGTP, wystepuje w postaci spoli-
meryzowanej stanowigc sktadnik macierzy wrzeciona podziatlowego [87]. Wyciszenie
ekspresji genéw lamin B w komorkach Hel.a oraz genu laminy CelLam u C.
elegans powoduje defekty wrzeciona, zaburzenia segregacji chromosomow oraz
opoznienia prometafazy [45, 87]. W tworzeniu macierzy wrzeciona podzialowego
w sposob zalezny od dyneiny bierze udzial biatko Nudel (ang. NudE-like), ktére
oddziatluje bezposrednio z laminami typu B. Brak funkcjonalnej dyneiny lub Nudel
uniemozliwia formowanie wrzeciona mitotycznego, podczas gdy brak laminy B
prowadzi jedynie do spowolnienia procesu [47].

INNE FUNKCJE LAMIN

Rola lamin jako bialtek strukturalnych, stanowigcych mechaniczng ostong i budulec
jadra komorkowego, wydaje si¢ bezsporna. Jednak doniesienia ostatnich lat méwia
coraz czesciej o innych ich funkcjach. Potwierdzono, ze kompleksy laminowe
wplywaja na podstawowe procesy zachodzace na obszarze jadra komorkowego,
takie jak replikacja i transkrypcja [24, 35, 53].

Rola lamin w procesie replikacji DNA

W badaniach nad replikacja wskazuje si¢ na rolg lamin zlokalizowanych w
nukleoplazmie. Wchodzg one w skiad ,,centrow replikacyjnych” i oddziatuja z PCNA
(ang. Proliferating Cell Nuclear Antigen) [79] oraz duza podjednostka RFC (ang.
Replication Factor C) wplywajac na proces elongacji DNA. Zaburzenia struktury
lamin powoduja zmieniong dystrybucje wymienionych kofaktorow polimerazy DNA
delta, ktore tworza agregaty w nukleoplazmie, co w konsekwencji blokuje wydhuzanie
DNA. Jednocze$nie nie zmienia si¢ lokalizacja biatek zwigzanych z inicjacja
replikacji, ktéra nadal zachodzi [55,79].

Wplyw lamin na organizacj¢ przestrzenng chromatyny oraz ekspresje gendw

Biatka otoczki jadrowej uczestnicza w regulacji transkrypcji na kilku poziomach,
poczawszy od bezposrednich interakcji z czynnikami transkrypeyjnymi, poprzez
kontrole struktury chromatyny, po indukcj¢ epigenetycznych modyfikacji histonow.

Laminy kontroluja organizacje¢ przestrzenna chromatyny stanowiac miejsce
zakotwiczenia domen chromatynowych i w ten sposob moga regulowac ekspresje
zawartych w niej genow [2, 77]. Wiadomo takze, iz rozlokowanie chromosomow
w jadrze komorkowym nie jest przypadkowe i najprawdopodobniej zalezy od ilosci
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(gestosci) zawartych w niej genéw [11]. Rejony ubogie w geny znajduja si¢ na
peryferiach jadra, w poblizu blaszki, a rejony bogate — w jego wnetrzu. Za wlasciwe
rozlokowanie chromosoméw odpowiada prawdopodobnie jadrowa aktyna w komplek-
sie z miozyna, emeryng i laming A [52]. Domeny chromatynowe oddziatujace z
laminami zawieraja wiecej markerow wyciszania transkrypcji (H3K9me2, H3K27me3)
i sg ubogie w geny [63]. Przypuszczano, ze lokalizacja w poblizu otoczki jadrowe;j
i interakcje z laminami powoduja wyciszenie ekspresji genow, co potwierdzaly liczne
eksperymenty [66]. Jednak ostatnie doniesienia literaturowe dowodza, ze nie jest
to regula, a w poblizu otoczki jadrowej sa zlokalizowane zarowno nieaktywne, jak
i aktywne transkrypcyjnie geny [68]. Rola lamin w regulacji transkrypcji jest
bezsporna, jednak doktadny mechanizm ich dziatania wymaga dalszych badan.

Wystepowanie lamin w jadrze nie jest ograniczone jedynie do struktur blaszki
jadrowej. Znajduja si¢ one réwniez w jego wnetrzu. Moga wigc wplywaé na
regulacj¢ ekspresji gendw przez bezposrednie interakcje z czynnikami transkryp-
cyjnymi [16]. Dotyczy to zwlaszcza lamin typu A/C. Coraz czgsciej pojawiaja si¢
dane eksperymentalne wskazujace na udzial pary: lamina A-LAP2a w kompleksie
z bialkiem retinoblastoma (pRB) w bezposredniej regulacji procesu ekspresji genow
przez wplyw na czynniki transkrypcyjne z rodziny E2F [50]. Kompleks lamina
A-LAP2a moze regulowa¢ aktywnos$¢ pRB na roznych szlakach. Wiadomo, ze
komorki pozbawione lamin A charakteryzuja si¢ obnizonym poziomem biatka
retinoblastomy. Podobny efekt wywotuje obnizenie poziomu LAP2c. Laminy
stabilizuja pRb chroniac je przed degradacja proteosomalng [38]. Formuluje si¢
rowniez hipotezy zakladajace, ze regulacja aktywnosci pRB zachodzi przez rekru-
tacj¢ enzymoéw modyfikujacych chromatyne badz wspotzawodnictwo z innymi
partnerami biatkowymi pRb [16, 28]. Laminy moga wplywaé na poziom ufosfory-
lowania pRB. Potwierdzono interakcje lamin A/C z fosfataza PP2A (ang. Protein
Phosphatase 24), enzymem odpowiedzialnym za indukowang przez TGF-31 (ang.
Transforming Growth Factor-fg1) defosforylacje pRb oraz SMAD2 [88].

Potwierdzono réwniez oddziatywania lamin A/C z innymi czynnikami transkryp-
cyjnymi: biatkiem SREBP-1 (ang. Sterol Regulatory Element Binding Protein)
regulujacym procesy biosyntezy cholesterolu, lipogenezy i adipocytogenezy [46],
MOK-2 [18] oraz biatkiem c-Fos, skladnikiem kompleksu czynnika transkrypcyjnego
AP1 (ang. Activating Protein 1) [36]. Przypuszcza sig, ze rowniez bialko BAF (znany
partner lamin, zaangazowany w kontrole organizacji chromatyny) bierze udziat w
regulacji ekspresji genéw [56]. Ponadto udowodniono, iz sama lamina A, ekspresjo-
nowana jako biatko fuzyjne z domena wigzania DNA z drozdzowego biatka Gal4, taczac
si¢ do sekwencji promotorowych dziata jak represor transkrypcji [41].

Wiadomo, ze ekspresja genow jadrowych regulowana jest epigenetycznie, poprzez
modyfikacje zasad azotowych w okreslonych sekwencjach DNA (np. sekwencje
CpGQG) lub poprzez specyficzne, potranslacyjne modyfikacje histonow w okreslonym
obszarze chromatyny (tzw. epigenetyczny ,.kod histondw”). Pojawiaja sie rowniez
dowody potwierdzajace, ze epigenetyczny ,.kod histondw” moze by¢ czg$ciowo
zapisany w otoczce jadrowej, a doktadniej — w skladzie budujacych ja biatek [77].
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Na przyklad w komorkach pacjentki cierpiacej na progeri¢ Hutchinsona-Gilforda, u
ktérej ekspresjonowany jest zmutowany gen laminy A, obserwowano usunigcie z
nieaktywnego chromosomu X markera blokujacego transkrypcje (H3K27me3) oraz
obnizenie aktywnosci metylotransferazy EZH2, enzymu odpowiedzialnego za
wspomniang modyfikacje [22]. Podobnie w hodowlach ludzkich fibroblastéw, w
ktérych ekspresjonowana jest zmutowana wersja genu laminy A, obserwuje si¢
redukcje lub brak markera heterochromatyny (H3K9me3) [9, 74].

Laminy wplywaja rowniez na transkrypcje zalezng od polimerazy RNA II [40].
Ostatnio wykazano, ze zaburzenie struktury szkieletu laminowego, przez wyciszenie
ekspresji genu laminy B1 w ludzkich komodrkach Hel.a, obniza kilkukrotnie poziom
syntezy RNA, co wiaze si¢ z pojawieniem nieprawidlowosci w budowie jadra
komdrkowego [85].

Rola lamin w procesie starzenia

Wyniki prac zespotu Scaffidi i Misteli sugeruja udziat lamin typu A/C w fizjo-
logicznym procesie starzenia [73], pokazujac fenotypowy efekt mutacji polegajacych
na konstytutywnym uaktywnieniu miejsca splicingowego w egzonie 11. Powoduje
to produkcje krdtszej o 50 reszt aminokwasowych wersji biatka zwanej progeryna
lub LAASO [22, 67], ktora nie jest trawiona przez proteaze ZMPSTE24/FACEL.
Lamina przez utrate sekwencji rozpoznawanej przez proteaz¢ ZMPSTE24 ma na
karboksylowym koncu farnezylowana cysteing i w zwiazku z tym wykazuje
zmieniong lokalizacje (do wewnetrznej blony otoczki jadrowej), co jak si¢ przypuszcza
jest gldéwna przyczyna wyksztatcenia progerii typu Hutchinsona-Gilforda (HGPS)
[96]. Jednak podobne zmiany wystgpuja spontanicznie réwniez w zdrowych
komoérkach (tu miejsce splicingowe uaktywniane jest sporadycznie), a poziom
ekspresji krotszej wersji laminy A jest pozytywnie skorelowany z wiekiem. Ponadto,
jadra komdrkowe 0s6b starszych charakteryzuje wystgpowanie zmian fenotypowych
podobnych do obserwowanych u pacjentow z HGPS: zmiany poziomu modyfikacji
histonow, zwiekszenie ilosci uszkodzen DNA [67, 73] czy skorelowane pozytywnie
z wiekiem obnizenie tempa importu bialek do przedzialu jadrowego [65]. Na poziomie
komorkowym HGPS wiaze si¢ ze zmianami w organizacji chromatyny, opdznieniem
odtwarzania otoczki jadrowej po podziale komérkowym oraz defektami segregacji
chromosomow [15] i hamowaniem importu biatek do jadra komdrkowego [3]. Obni-
zenie ilosci progeryny w takich komdrkach przywraca fenotyp dziki [74]. Podwyz-
szona synteza zmienionej wersji laminy A, jak réwniez zwiekszenie poziomu
normalnego biatka, skorelowana jest z szybszym tempem skracania telomerow i
deformacjami jadra [34]. U dorostych osobnikow C. elegans w czasie starzenia
obserwuje si¢ deformacje jader, przemieszczenia heterochromatyny oraz zmniejszenie
poziomu laminy CeLam w blaszce jadrowej, przy jednoczesnym zwigkszeniu puli
laminy wewnatrzjadrowej. W przypadku wyciszenia ekspresji genu CeLam proces
starzenia si¢ nicienia zachodzi szybciej, skracajac okres zycia zwierzecia [26].

Do dzi$ brak pelnej odpowiedzi na pytanie o molekularne podloza efektu
fenotypowego wywolywanego pojawieniem si¢ w ludzkich komorkach laminy
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LAAS50. Wyniki eksperymentdéw sugeruja, ze moga to by¢ zmiany we wlasciwos-
ciach mechanicznych blaszki jadrowej [13]. W hodowlach fibroblastéw zaobserwo-
wano, ze synteza progeryny lub konstytutywnie farnezylowanego biatka laminy A
(L647R) powoduje zaburzenie proliferacji transdukowanych komorek i pojawienie
si¢ zmian morfologicznych podobnych jak w przypadku jader komodrek pobranych
od pacjentow z HGPS. Zmiany w proliferacji (nie morfologii) moga zosta¢ zniesione
przez inaktywacje p53 lub stabilng ekspresje genu katalitycznej podjednostki ludzkiej
telomerazy hTERT (ang. human Telomerase Reverse Transcriptase). Wskazuje
to, ze podlozem molekularnego mechanizmu odpowiedzialnego za wyksztalcenie
progerii moga by¢ zmiany w dynamice lub strukturze telomerow [39]. Biorac pod
uwage efekt fenotypowy wywotany obecnoscia laminy L647R (w pozycji 647 bialka
W miejscu reszty aminokwasowej leucyny wystegpuje reszta argininy) mozna
przypuszczaé, iz mechanizm pojawienia si¢ blokady proliferacji wynika z blednej
lokalizacji laminy A. Nastgpuje wtedy przeniesienie oddzialywan charakterystycznych
dla wewnatrzjadrowej laminy A do obszaru blaszki i otoczki jadrowej, gdzie zmieniona
lamina A jest ,.kotwiczona” przez farnezylacje.

Laminy w komorkach nowotworowych

Ostatnio dyskutowana jest rowniez funkcja lamin w procesie nowotworzenia.
Wiadomo, iz laminy typu A/C wraz z ich partnerami bialkowymi moga wptywa¢ na
szlaki regulacji wzrostu komorki: laminy A w kompleksie z LAP2a kontroluja
aktywnos$¢ supresora wzrostu pRb [17], natomiast w kompleksie z emeryna wply-
waja na aktywnos¢ B-kateniny [86]. Ponadto kompleks lamina A-MANT1 oddziatuje
ze SMAD jako antagonista TGF-3 [44]. Wykazano, ze komdrki LMNA */° sa
niewrazliwe na czynniki biatkowe zatrzymujace cykl komérkowy (pl6ink4a oraz
pldarf) [58].

Zmiany poziomu laminy moga by¢ skorelowane ze zmianami w poziomie ekspresji
genéow w komorkach nowotworowych. W komoérkach raka piersi obserwowano
zmiany w wigzaniu si¢ lamin do chromatyny i rearanzacje domen chromatynowych
[30]. W pewnych typach nowotworow obserwuje si¢ zmiany w poziomie lamin typu
B. Na przykltad w komoérkach nowotworu prostaty dochodzi do podwyzszenia pozio-
mu laminy B [10]. Podobnie w przypadku nowotworu watroby — HCC (ang.
HepatoCellular Carcinoma) poziom laminy Bl koreluje pozytywnie z postgpem
rozwoju i wielkoscia guza. Cechy te czynig laming B1 potencjalnym biomarkerem
w badaniach klinicznych [84]. Laminy B sa obecne we wszystkich ludzkich
komorkach, dlatego wystepuja tez w komorkach po transformacji nowotworowe;j.
Obecnos¢ lamin typu A/C charakteryzuje komorki réznicujace si¢ i zréoznicowane,
stad tez brak lamin tego typu moze by¢ charakterystyczny dla komoérek nowotwo-
rowych. W wielu typach nowotwordéw obserwowano obnizenie poziomu lamin typu
A/C, jednak nie jest to regula i zalezy od typu nowotworu, jego stopnia rozwoju i
ztosliwosci oraz moze by¢ modyfikowane przez dziatanie roznych substancji [64].
Obecnosci lamin A i/lub C nie wykrywa sie w pewnych typach nowotwordw skory,
gdzie obserwuje sie korelacje pomiedzy rodzajem laminy a tempem proliferacji
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komoérek nowotworowych. Brak laminy A koreluje z szybkim rozwojem guza,
podczas gdy odwrotna zalezno$¢ zachodzi dla laminy C [59, 98]. Odnotowano, ze
ekspresja genu lamin typu A/C moze by¢ biomarkerem zwigkszonego ryzyka i
stanowi¢ zlta prognoze dla pacjentéw cierpiacych na raka okreznicy. Smiertelno$é
wsrod osob, u ktérych zanotowano obecnos$¢ lamin A/C, wzrastala dwukrotnie w
stosunku do pacjentow, u ktorych biatko to nie byto obecne w komorkach nowotwo-
rowych. Ekspresj¢ genu laminy powiazano ze zwigkszong inwazyjnoscia, ktora jest
efektem wplywu biatka na reorganizacje szkieletu aktynowego przez podwyzszenie
poziomu T-plastyny. Prowadzi to do obnizenia w komodrce poziomu adhezyjnego
biatka E-kadheryny i w konsekwencji zmniejszenia adhezyjnosci takiej komorki [94,
95]. W przypadku niektérych tkanek ekspresja genu laminy moze by¢ markerem
stopnia zréznicowania nowotworu. Potwierdzono to dla jednego z typoéw raka jajnika
— OSC (ang. Ovarian Serous Carcinoma), gdzie podwyzszony poziom lamin typu
A/C wigze si¢ z bardziej zaawansowanym stadium rozwoju nowotworu [91].
Zastosowanie spektrometrii masowej w badaniach proteomu komodrek nowotwo-
rowych pokazalo, ze linie komdérkowe A549 (raka phluc) charakteryzuje wyzsza
zawartos$¢ ufosforylowanych lamin A/C [69]. Przedstawione powyzej i opisane w
literaturze badania kliniczne daja nadziej¢ na powiazanie poziomu lamin z tempem
proliferacji nowotworu, jego stopniem zroéznicowania czy inwazyjnoscia, co moze
uczyni¢ te biatka uzytecznymi markerami diagnostycznymi.

Rola lamin w apoptozie i réznicowaniu si¢ komorek

Sugeruje si¢, ze laminy w pewnym stopniu wptywaja na apoptoze komodrki. W
czasie programowanej smierci komorki dekondensacja chromosomoéw, fragmentacja
DNA oraz pakowanie materialu jadrowego do ciatek apoptotycznych jest poprzedzone
proteoliza lamin przy udziale kaspazy 6 [8]. Wydaje sie, ze proteoliza lamin A
umozliwia kondensacje chromatyny [70], a zwiekszony poziom biatka przedtuza
proces proteolizy. Natomiast wyciszenie ekspresji gendw lamin B1 i B2 indukuje
apoptoze [27]. Stwierdzono, ze apoptotyczna fragmentacja lamin skorelowana jest
pozytywnie z podwyzszonym poziomem ich fosforylacji, co prawdopodobnie
odpowiada za rozluznienie zwartej struktury blaszki jadrowej i zwigkszenie
dostepnosci dla proteaz [7].

Charakterystyczny wzér syntezy lamin typu A/C (obecne sa w komodrkach
réznicujacych sie i zroznicowanych) sugeruje, iz biora one udzial w réznicowaniu
komorki. Zauwazono, ze mysie fibroblasty LMNA/ proliferuja szybciej niz komorki
typu dzikiego [45]. Mysie mioblasty C2C12 w wyniku syntezy nieprawidlowej laminy
A (R453W) znacznie wolniej si¢ roznicuja [20].

Badania ostatnich lat pokazuja korelacje pomigdzy poziomem lamin typu A/C a
otyloscia i wystgpowaniem cukrzycy typu drugiego. W podskornej tkance thuszczowej
pacjentow dotknigtych tymi schorzeniami obserwuje sie postgpujace podwyzszenie
poziomu mRNA dla genu LMNA [54]. Wiadomo, ze poziom lamin wzrasta w czasie
roznicowania adipocytu [43]. Oddziatuja one z czynnikami transkrypcyjnymi
zaangazowanymi w procesie adipogenezy [97]. Ich bezposrednia rola nie jest w pelni
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poznana. Ostatnie dane sugeruja, ze kluczowym elementem facznikowym pomigdzy
laminami i lipodystrofia oraz potencjalnie cukrzyca typu Il moze by¢ modulacja szlaku
sygnalizacyjnego Wnt/$-katenina przez emeryng i laminy A/C. Odbywa si¢ to albo
w kierunku szlaku PPARy, albo szlaku poprzez B-katening i zalezna od kinazy
GSK3p degradacj¢ B-kateniny [86]. Jednak molekularny mechanizm i bezposrednia
rola lamin nie jest jeszcze w petni poznana. Wiadomo, ze laminy oddziatujg z
czasteczkami sygnalnymi mogac w ten sposéb wplywaé na rozne szlaki przeka-
zywania sygnatu w komorce. Partnerami biatkowymi lamin typu A/C sa: kinaza
PKCa, fosfatazy PP1 oraz PP2, a takze kinaza MAPK (Erk) [51].

Modyfikacje lamin

Laminy w komorce podlegaja licznym potranslacyjnym modyfikacjom. Modyfiko-
wany jest motyw CaaX (C — cysteina, a — aminokwas alifatyczny, X — dowolna
reszta aminokwasowa) zlokalizowany na C-koncu bialka [71]. Laminy podlegaja
fosforylacji. Wiadomo, ze specyficzna fosforylacja lamin jest konieczna do pelnej
depolimeryzacji otoczki jadrowej w czasie podziatu jadra komdrkowego [49]. Kolejng
potranslacyjna modyfikacja lamin jest SUMOylacja zachodzaca na reszcie lizyny w
pozycji 201 w obrebie domeny centralnej biatka [99].

Zdarza sig¢, ze zaburzenia prawidtowych modyfikacji lamin powiazane sa z
wystepowaniem fenotypu chorobowego, np. nieprawidtowa obrébka C-konca biatka
wiaze sie z fenotypem progerii typu Hutchinsona-Gilforda [19], nizszy poziom
fosforylacji N-terminalnej czgsci laminy A/C — z dystrofiami migsniowymi [6],
SUMOylacja — z kardiomiopatia [99]. Wiadomo, ze odwracalna fosforylacja lamin
kontroluje stopien polimeryzacji blaszki jadrowej. Umiejetnos¢ depolimeryzacji blaszki
jadrowej i otoczki jadrowej komoérek gospodarza zostata ,,nabyta” w procesie ewolucji
wirusow z rodziny Herpeswirus. Powodem tego jest zapewne wielkos$¢ nukleokapsy-
dow wirusowych uniemozliwiajaca ich transport przez kompleksy porowe, co zmusza
wirusy do pokonania bariery otoczki jadrowej [4]. Wykorzystuja one w tym celu
mozliwos¢ destabilizacji struktury blaszki jadrowej poprzez fosforylacje lamin i biatek
integralnych btony, takich jak emeryna. Aby przedosta¢ si¢ przez barier¢ otoczki
jadrowej, kapsydy wirusowe musza punktowo destabilizowac jej zwarta strukture,
nie dopuszczaja jednoczesnie do pelnej dysocjacji [61]. Prawidlowa otoczka jest
potrzebna do rozwoju wirusa, co potwierdzaja badania komdrek pozbawionych laminy
B1, w ktorych utrudniona jest replikacja wirusa opryszczki pospolitej HSV (ang.
Herpes Simplex Virus) [57].

Choroby wynikajace z mutacji gendw kodujacych biatka jadrowe

O znaczeniu lamin dla prawidlowego funkcjonowania organizmu cztowieka
swiadcza konsekwencje mutacji w genach kodujacych te biatka. Efektem takich
zmian sg liczne choroby dziedziczne nazywane ogélnie laminopatiami. W ludzkich
genach LMNA, LMNBI oraz LMNB2 zlokalizowano ponad 200 mutacji powiaza-
nych z co najmniej 13 typami chordb. Nalezg do nich schorzenia zwiazane z
mutacjami w genie kodujacym laminy typu A/C: autosomalna dominujaca dystrofia
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miesniowa typu Emery-Dreifussa (AD-EDMD), autosomalna recesywna dystrofia
migsniowa typu Emery-Dreifussa (AR-EDMD), obreczowo-konczynowa dystrofia
typu B1 (LGMDI1B), dysplazja zuchwowo-obojczykowa (MAD), rodzinna dystrofia
typu Dunningana (FPLD), choroba Charcot-Marie-Tooth 2B1 (CMT2B1), idiopa-
tyczna kardiomiopatia rozstrzeniowa (DCM1A), progeria Hutchinsona-Gilforda
(HGPS), ogolna lipodystrofia (LDHCP), atypowy syndrom Wernera (AWS),
dermopatia restryktywna (RD) [1, 5]. Mutacje chorobowe w genie LMNA maja
zazwyczaj fenotypowy efekt substytucji pojedynczych aminokwasow, czasami zmian
ramki odczytu, delecji lub wprowadzenia kodonu STOP. Moga réwniez powodowaé

aktywacje¢ miejsc splicingowych (ryc. 3).
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RYCINA 3. Zmiany w laminach typu A/C zwiazane z laminopatiami. Rycina zawiera przyktadowe
mutacje chorobowe. Rdzne typy laminopatii zaznaczone s3 odmiennymi kolorami. Zastosowane skroty:
EDMD - dystrofia migsniowa typu Emery-Dreifussa (czarny), DCM — idiopatyczna kardiomiopatia
rozstrzeniowa (czerwony), LGMDI1B — obrgczowo-konczynowa dystrofia typu B1 (fioletowy), FPLD
— rodzinna dystrofia typu Dunningana (ciemnozielony), CMT2B1 — choroba Charcot-Marie-Tooth
2B1(z61ty), MAD — dysplazja zuchwowa (niebieski), HGPS — progeria Hutchisona-Gilforda
(pomaranczowy), AWS — atypowy syndrom Wernera (szaro-zielony), RD — dermopatia restryktywna
(brazowy)

FIGURE 3. Schematic representation of the mutations in A/C lamins. Mutations causing autosomal
dominant Emery-Dreifuss muscular dystrophy (EDMD) are colored black, dilated cardiomyopathy
(DCM) are shown in red, limb girdle muscular dystrophy 1B (LGMDI1B) in violet, Duningan-type
partial lipodystrophy (FPLD) in green. Mutation connected with Charcot-Marie-Tooth disorder
(CMT2B1) are marked in yellow, mandibuloacral dysplasia (MAD) in blue, Hutchinson-Gilford progeria
syndrome (HGPS) in orange. Mutations associated with atypical Werner syndrome (AWS) and restric-
tive dermopathy (RD) are shown light green and brown respectively
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Zdecydowanie rzadziej laminopatie sg spowodowane zmianami w genach kodu-
jacych laminy typu B. Prawdopodobnie dlatego, iz konsekwencje wynikajace z braku
prawidlowo funkcjonujacych form lamin tego typu sa powazniejsze — efektem braku
laminy B jest $mieré komorki [27]. Myszy, u ktérych laminy B1 pozbawione sa
waznych domen funkcjonalnych (migdzy innymi sekwencji NLS, motywu CaaX),
umieraja w trakcie porodu [90]. Pierwszym opisanym typem choroby powigzanym
z genem LMNBI jest leukodystrofia — ADLD (ang. Adult-onset Autosomal
Dominant LeukoDystrophy), charakteryzujaca si¢ fenotypem podobnym do obja-
wow stwardnienia rozsianego. Pacjenci dotknigci tym schorzeniem maja dodatkowa
kopig genu kodujacego laming B1, co powoduje podwyzszenie poziomu biatka [60].
Ostatnio udato si¢ powiaza¢ fenotyp syndromu Barraquera-Simonsa — APL (ang.
acquired partial lipodystrophy) z mutacjami w drugim ludzkim genie kodujacym
laminy typu B — LMNB2 [31].

Objawy defektu laminowego, chociaz najczesciej sa efektem zmiany pojedynczej reszty
aminokwasowej w biatku, sg bardzo powazne i réznorodne. Symptomy chorobowe dotykaja
roznych typdw tkanek i funkcjonowania calego organizmu. Jedna z charakterystycznych
cech laminopatii jest niejednolity poziom manifestacji danego genotypu w réznych organach
i tkankach. Geny laminy ekspresjonowane sa we wszystkich komorkach organizmu, a
defekty w genach je kodujacych powoduja szerokie spektrum objawow, ktére w zaleznosci
od rodzaju mutacji odnosza si¢ tylko do wybranego typu tkanki. Powstato kilka hipotez
wyjasniajacych opisywane zjawisko [23].

PODSUMOWANIE

Dane literaturowe ostatnich lat ukazuja laminy w nowym $wietle. Bialka postrze-
gane poczatkowo jedynie jako elementy strukturalne budujace jadro komdrkowe,
okazaly si¢ waznym elementem wplywajacym na réznorodne procesy komoérkowe.
Wciaz wzrasta liczba i ré6znorodnos¢ znanych partneréw biatkowych lamin.
Potwierdzono istnienie interakcji lamin z wieloma integralnymi biatkami wewnetrzne;j
btony jadrowej (emeryna, MANI, LBR, otefina, YA, biatka z rodziny LAP1 oraz
LAP2, nespryna-lea, biatka kompleksu porowego i kompleksu LINC) oraz biatkami
nukleoplazmatycznymi petniacymi roznorakie funkcje w komorce, takimi jak: dimer
histonow H2A i H2B, jak réwniez LAP2a, pRB, MOK2, c-Fos, ERK-1/2, SREBP-
1, aktyna jadrowa, kinaza PKCe, sktadniki kompleksu polimerazy RNA Il oraz
antygen proliferacyjny PCNA i czynnik replikacyjny RFC [72, 97].
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