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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Przebieg wielu proceséw jadrowych determinuja interakcje swoistych czynnikéw transi cis, w ktérych
uczestniczy struktura szkieletowa jadra komérkowego tzw. macierz jadrowa (NM). Struktura jest
opisywanajako pozachromatynowy, rybonukleoproteinowy zrab jadrowy, odporny na dziatanie roz-
twordw o duzej sile jonowej, detergentéw niejonowych oraz enzyméw nukleolitycznych. W komérce
pehi funkgje strukturalng odpowiadajgc za utrzymanie ksztattu jadra komérkowego oraz prze-
strzenng organizacje chromatyny. Wskazuje sie na zaangazowanie NM w przebieg wielu proceséw
komérkowych, takich jak replikacja i naprawa DNA, ekspresja genéw, transport RNA, przekazywanie
sygnaléw, regulacja cyklu komérkowego, réznicowanie komdrek, a takze apoptoza i nowotworzenie.
Gléwnym elementem cis umozliwiajacym wypehianie opisywanych funkcji sa krétkie sekwencje
nukleotydowe tzw. S/MAR, bedace miejscami przyczepu petli chromatynowych do biatek macierzy
jadrowej (NMP). Dynamika sktadu polipeptydowego NM uwarunkowana rodzajem i stopniem zrdz-
nicowania tkanki/komérki oraz zachodzgcymi procesami fizjologicznymi wptywa na zréznicowang
ekspresje gendw i koreluje ze zmianami miejsc kotwiczenia sekwencji S/MAR.

W pracy usystematyzowano wiadomosci na temat struktury szkieletowej jadra komérkowego,
ze szczegblnym uwzglednieniem funkcjonujacych w literaturze modeli organizacji NM oraz
roli jaka petni w wybranych procesach komérkowych. Oméwiono réwniez choroby wywotane
zaburzeniami prawidlowego funkcjonowania NM lub poszczegélnych jej sktadnikéw.

biatka macierzy jadrowej - ekspresja genéw - epigenetyka - laminopatie - macierz jagdrowa - nowotwo-
rzenie - patogeneza - S/MAR - szkielet jadrowy
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Summary

The nuclear matrix (NM), or nuclear skeleton, is the non-chromatin, ribonucleoproteinaceous
framework that is resistant to high ionic strength buffers, nonionic detergents, and nucleolytic
enzymes. The NM fulfills a structural role in eukaryotic cells and is responsible for mainta-
ining the shape of the nucleus and the spatial organization of chromatin. Moreover, the NM
participates in several cellular processes, such as DNA replication/repair, gene expression,
RNA transport, cell signaling and differentiation, cell cycle regulation, apoptosis and carci-
nogenesis. Short nucleotide sequences called scaffold/matrix attachment regions (S/MAR)
anchor the chromatin loops to the NM proteins (NMP). The NMP composition is dynamic and
depends on the cell type and differentiation stage or metabolic activity. Alterations in the NMP
composition affect anchoring of the S/MARs and thus alter gene expression.

This review aims to systematize information about the skeletal structure of the nucleus, with
particular emphasis on the organization of the NM and its role in selected cellular processes.
We also discuss several diseases that are caused by aberrant NM structure or dysfunction of
individual NM elements.

nuclear matrix proteins - genes expression - epigenetics - laminopathies - nuclear matrix - carcinogene-
sis - pathogenesis « S/MAR - nudlear skeleton
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A - adenina, AD-EDMD - dystrofia miesniowa Emery‘ego-Dreifussa forma autosomalna domi-
nujaca, ADLD - autosomalna dominujaca leukodystrofia, ALS - stwardnienie zanikowe boczne
postac rodzinna, AONs - antysensowne oligonukleotydy, APL - syndrom Barraquera-Simonsa, AR-
-EDMD - dystrofia miesniowa Emery’ego-Dreifussa forma autosomalna recesywna, Arg - arginina,
C - cytozyna, CMT2B1 - choroba Charcot-Marie-Tooth typu 2B1, CT - terytoria chromosomowe,
Cys - cysteina, DCM1A - kardiomiopatia rozstrzeniowa typu 1A, EDMD - dystrofia miesniowa
Emery’ego-Dreifussa, FPLD2 - rodzinna dystrofia Dunningana, FSHD - dystrofia twarzowo-to-
patkowo-ramieniowa, G - guanina, Gln - glutamina, HGPS - progeria Hutchinsona-Gilforda,
hnRNA - heterogenny jadrowy RNA, HSC - hematopoetyczne komérki macierzyste, IC - domena
interchromatynowa, INM - macierz wewnetrzna, LCR - region kontrolny locus, LGMD1B - dystrofia
obreczowo-konczynowa typu 1B, IncRNA - dtugi niekodujacy RNA, MADA - dysplazja zuchwowo-
-obojczykowa typu A, MHC-I - gtéwny uktad zgodnosci tkankowej klasy I, NM - macierz jadrowa,
ori - miejsce inicjacji replikacji, PCR - reakcja fancuchowa polimerazy, Phe - fenyloalanina, RD
- dermopatia restryktywna, rDNA - rybosomalny DNA, RNP - rybonukleoproteiny, rRNA - rybo-
somalny RNA, S/MAR - sekwencja DNA wigzana przez NMP, Ser - seryna, shRNA - interferencyjne
RNA o strukturze spinki do wtoséw, snRNA — maty jadrowy RNA, snRNP - mate jagdrowe RNP, T -
tymina, TCR - receptor limfocytéw T, Th1,Th2, Th17 - subpopulacje limfocytéw T pomocniczych,

L limfocyty T regulatorowe, Trp - tryptofan.

Wsrep

Jadro komérkowe jest wyspecjalizowana struktura, ktéra
dzieki obecnosci funkcjonalnych domen tworzy $rodo-
wisko dla wielu gtéwnych proceséw, takich jak repli-
kacja i naprawa DNA, transkrypcja oraz alternatywne
sktadanie RNA (splicing). Mimo znacznego rozwoju tech-
nik badawczych wcigz nie udato sie wyjasnié zalezno$ci
istniejacych miedzy organizacja jadra komérkowego,
a realizacja informacji genetycznej zawartej w DNA.
Szeroko dyskutowana kwestig prowadzonej w ostatnim
pétwieczu debaty jest udziat w tym procesie struktury
szkieletowej jadra komdrkowego.

Jednym z istotnych osiaggnie¢ wieloletnich badah nad
organizacja jadra komérkowego bylo uzyskanie przez
Berezneya i Coffeya w warunkach in vitro szkieletu jadro-
wego szczurzych hepatocytéw, izolowanego 2M roztwo-
rem NaCl z jednoczesnym wytrawieniem chromatyny.
Wprowadzony przez autoréw termin macierzy jadrowej
(NM) odnosit sie do resztkowej struktury jadra komér-
kowego, o charakterze rybonukleoproteinowym (RNP),
pozostatej po dziataniu roztworéw soli, detergentéw
oraz nukleaz [8]. Analiza biochemiczna wykazata, ze NM
ma charakter polipeptydowy i jest zbudowana gtéwnie
(>97%) z biatek niehistonowych o kwasnym odczynie.
Ponadto w jej sktad wchodza $ladowe ilo$ci RNA, fos-

folipidéw i DNA, a uzupetnieniem struktury sa cukry
w postaci glukozy oraz niewielkiej domieszki galaktozy
i mannozy [9]. Badania prowadzone poczatkowo na zwie-
rzecych i ludzkich liniach komérkowych rozszerzono
wkrétce o nizsze Eucaryota oraz organizmy ro$linne, uzy-
skujac strukture okreslana przez poszczegdlnych bada-
czy mianem: rusztowania jadrowego, karioszkieletu,
nukleoszkieletu czy endoszkieletu jadrowego [92,124].
Wyniki tych eksperymentéw potwierdzaty obecno$é
zrebu jadrowego, ktérego sktad biochemiczny pozosta-
watl w zwiazku z filo- i ontogenetycznym stopniem roz-
woju organizmu, pochodzeniem tkankowym, faza cyklu
komérkowego czy rodzajem bodZca zaktécajacego home-
ostaze organizmu [79].

Macierz JADROWA

Charakterystyka wybranych sktadnikéw macierzy
jadrowej

Biatka macierzy jgdrowej

Biatka NM (NMP) wchodza w sktad resztkowej otoczki
jadrowej, budujacej macierz peryferyczna, fibrylarno-
-granularnej struktury macierzy wewnetrznej oraz
resztkowego jaderka. Sktad polipeptydowy NM charak-
teryzuje sie znaczna dynamika w zaleznosci od rodzaju
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i stopnia zréznicowania tkanki/komdérki, fazy cyklu
komdrkowego lub rodzaju zachodzacego procesu, wia-
czajac apoptoze i nowotworzenie [52,79]. Stosujac zréz-
nicowane kryteria klasyfikacji, NMP mozna podzieli¢ ze
wzgledu na ich budowe, funkcje oraz umiejscowienie
jadrowe. Badania proteomu NM mysiej linii komérkowej
PD36 wykazaly obecno$¢ biatek z domenami struktural-
nymi typu RNP-1, DEAD/DEAH, Brix, D111/G-patch, o/p,
coiled coil, obszarami bogatymi w proline oraz powté-
rzeniami WD40 [43]. Analiza funkcjonalna NMP ujaw-
nifa ich zréznicowana role i zaangazowanie w przebieg
wielu proceséw komdérkowych. Wérédd zidentyfikowa-
nych polipeptydéw znalazly sie biatka o charakterze
strukturalnym, biatka szoku cieplnego, enzymy, sktad-
niki komplekséw replikacyjnych, transkrypcyjnych,
translacyjnych, remodelujacych chromatyne, a takze
uczestniczace w dojrzewaniu i transporcie RNA, proce-
sie réznicowania czy transdukcji sygnatu [43,59].

Strukturalna rola NMP zostata potwierdzona m.in.
w badaniach Ma i wsp. [84], ktérzy wykazali, ze usuniecie
90% histonéw i rozpuszczalnych biatek frakeji jadrowe;
nie zaburza terytoriéw chromosomowych (CT). Jedna
z pierwszych analiz sktadu peptydowego NM ujawnita
obecno$¢ trzech frakcji polipeptydéw, zidentyfikowa-
nych jako sktadniki blaszki laminowej [8,50]. Znaczenie
lamin w organizacji i stabilizacji otoczki jadrowej oraz
CT i chromatyny wykazano wielokrotnie, takze w trak-
cie funkcjonalnych interakcji z innymi polipeptydami.
Wsréd polipeptyddw tych zidentyfikowano m.in. sktad-
niki kompleksu LINC tgczacego nukleo- i cytoszkielet,
biatka LAP1, LAP2a, LCO1, LEM2, emeryne czy NUP153
zaangazowane w organizacje jadrowg oraz kotwicze-
nie chromatyny i komplekséw porowych [27,77,118].
Oprécz typowo peryferyjnego umiejscowienia lamin ich
obecno$¢ stwierdzono réwniez wewnatrz jagdra komdr-
kowego w elektronowo gestych ziarnisto$ciach, filamen-
tach i wpukleniach wewnetrznej btony otoczki jadrowej
tworzacych wewnatrzjadrowe kanaty [3,50,77]. Na pod-
stawie wynikéw uzyskanych za pomoca mikroskopii
$wietlnej, konwencjonalnej mikroskopii elektronowej
oraz wielu metod biochemicznych wykazano, ze wéréd
biatek strukturalnych NM znajduje sie takze wimentyna,
NuMA, B-aktyna, tubulina, miozyna IC, aktynina a, fibry-
laryna, matryna 3, spektryna, tytyna czy biatko p275°/
elF6 [21,43,59,101]. Mimo Ze dane literaturowe potwier-
dzajg zdolno$¢ wiekszosci z nich do tworzenia polime-
réw, jak dotad nie udato sie ustali¢ gtéwnego sktadnika
strukturalnego tréjwymiarowej sieci rozgatezionych
filamentéw NM.

Obecno$¢ w puli NMP polimeraz RNA, topoizomerazy
I, deacetylazy histonéw 1 (HDAC1) oraz wielu czynni-
kéw transkrypcyjnych sprawia, ze NM reguluje proces
transkrypcji i ekspresji genédw [43,54,95,125,126]. Iden-
tyfikacja licznych elementéw spliceosomu jako rezy-
dentéw NM pozwala na powiazanie szkieletu jadrowego
z procesem dojrzewania RNA. Wéréd rozpoznanych
macierzowych czynnikéw splicingowych znajduja sie
polipeptydy z rodziny Sm, biatka pomocnicze wchodzace

w sktad komplekséw snRNP, niektére czynniki splicin-
gowe SR oraz inne elementy trans, tj. PUF60, Prp6, Prp8
i Syf1[12,43,109,136]. Polimerazy DNA «, f i y, topoizo-
meraza Il, prymaza, RNaza H, metylaza DNA, egzonu-
kleaza 3’-5" i jadrowy antygen komérek proliferujacych
(PCNA) stanowig gtéwne sktadniki NM odpowiedzialne
za proces replikacji DNA [62,95,119]. Ze strukturg NM
asocjuja komponenty szlakéw sygnalizacyjnych, do
ktérych naleza fosfolipazy A, i D, sfingomielinaza oraz
kinazy biatkowe C, CK2 i PI4KA [59,119]. Ponadto do
funkcjonalnych sktadnikéw NM sg zaliczane elementy
systemu naprawy DNA [5,59], niehistonowe biatka HMG
[23], sktadniki komplekséw SWI/SNF remodelujgcych
chromatyne [111], niektdre biatka szoku cieplnego [51],
biatka rybosomowe [59] czy sktadniki systemu proteaso-
mowego [43,64].

Rosnaca liczba doniesieri jednoznacznie wskazuje na
powigzanie strukturalnej i funkcjonalnej roli macie-
rzy jadrowej przez poszczegdlne NMP. Takim przy-
ktadem sa laminy, ktére odpowiadajac za utrzymanie
architektury jadra komérkowego uczestniczg jedno-
cze$nie w procesie regulacji ekspresji gendw i naprawy
DNA [76,77]. Dzieki kompleksowemu charakterowi NM
jest swoista ,,platforma” umozliwiajaca przebieg naj-
wazniejszych proceséw jadrowych, a w konsekwencji,
i komdrkowych.

RNA

W czasie badan ultrastrukturalnych NM ludzkiej linii
komérkowej HeLa, He i wsp. zaobserwowali, ze okoto
70% catkowitego jadrowego RNA jest oporne na eks-
trakcje 2M roztworem NacCl pozostajac zwiazane z tg
struktura [58]. Zastosowanie metod mikroskopowych
i biochemicznych wykazato, ze czasteczki syntetyzowa-
nych transkryptéw asocjuja z macierza jadrowa wcho-
dzac w interakcje z NMP. Wynikiem tych oddziatywan
jest ich obecno$¢ w elementach fibrylarnych oraz granu-
lach zawieszonych w przestrzeni jadrowej [58,60,66,131].
Cze$¢ puli RNA zwigzanego z NM stanowi nieoczapeczko-
wany hnRNA lub czasteczki pozbawione ogona poliA na
3’ koricu [46,58]. Obecno$¢é hnRNA w NM potwierdza ana-
liza sktadu biochemicznego NM embrionéw D. melanoga-
ster, ktéra ujawnita obecno$é mRNA oraz niekodujacych
sekwencji transkrybowanych z obu nici DNA, zawierajg-
cych w wiekszosci powtdrzenia mikrosatelitarne AAGAG
[105]. W strukturze szkieletowej jadra komérkowego
stwierdzono réwniez obecno$é snRNA i rRNA [60,136].

Trawienie preparatéw NM enzymami rybonukle-
olitycznymi powoduje, oprécz spadku zawartosci
RNA, uwalnianie zasocjowanych biatek [3,46,58,64].
Wigze sie to z zanikiem filamentdéw jadrowych
i elementéw granularnych oraz zaburzeniami orga-
nizacji CT wywotanymi zapadaniem sie tej struktury
i agregacja chromatyny [3,46,58,84,98]. Wyniki jed-
noznacznie wskazuja, ze przynajmniej cze$¢ RNA jest
sktadnikiem strukturalnym powigzanym z biatkami NM
[3,46,55,57,58,84,98,105,120].
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Obecnie duze zainteresowanie wzbudza rola nieko-
dujacego RNA jako sktadnika NM. Liczne doniesienia
wskazujg zaréwno na strukturalne, jak i funkcjonalne
znaczenie dtugiego niekodujacego RNA (IncRNA) w tej
strukturze. Przyktadowo:

¢ IncRNA Hotair - swoi$cie oddziatuje z kompleksami
PRC2 i COREST/REST remodelujagcymi chromatyne, ktére
hamujg proces transkrypcji przez metylacje histonéw
w obrebie docelowych obszaréw chromatyny [36,112],

* IncRNA Firre - kolokalizuje z miejscami transkrypcji.
Wykazano, ze za wtasciwg lokalizacje Firre odpowiada
jego zdolno$¢ do interakcji z biatkiem NM hnRNPU/
SAF-A/Sp120, sugerujac jednocze$nie udzial Firre
w regulacji ekspresji genéw [55],

* Malat1/Neat2 - oddziatuje z czynnikami splicingowymi
z rodziny SR uczestniczac w regulacji procesu dojrzewa-
nia RNA [10,123]. Ponadto wskazuje sie na udziat Malat1/
Neat2 w utrzymaniu prawidlowego przebiegu cyklu
komdrkowego, ruchliwo$ci komérek oraz procesie eks-
presji gendw czy apoptozy [10],

* Xist - bierze udzial w inaktywacji chromosomu X.
Badania na liniach komérkowych wykazaty bezpo-
$rednie interakcje Xist z biatkiem NMP1/YY1, odpo-
wiedzialnym za tworzenie tzw. centrum nukleacji
na chromosomie X [69]. Wla$ciwe umiejscowienie
Xist oraz promowany proces transkrypcyjnego wyci-
szania gendw wymaga dodatkowo obecnosci macie-
rzowych czynnikéw hnRNPU/SAF-A/Sp120, SATB1
i SATB2 [1,56,69]. Oddzialywanie Xist z kompleksem
PRC2 wywoluje reakcje trimetylacji lizyny 27 histonu 3
(H3K27me3) wzdluz inaktywowanego chromosomu X,
poczawszy od centrum nukleacji [10],

¢ IncRNA Gomafu - wplywa na proces ekspresji gendw.
Wykazano, ze nadekspresja genu Gomafu w komdrkach
neuronalnych wiaze sie z obnizong ekspresja powiaza-
nych ze schizofrenig genéw DISC1 i ERBB4 oraz ich alter-
natywnych wariantéw splicingowych [7]. Wykazano
réwniez interakcje IncRNA Gomafu z czynnikami splicin-
gowymi SF1 i QKI [7]. Dyskutowana jest takze rola tego
IncRNA w procesie pietnowania rodzicielskiego [120].

DNA

Obecnie funkcjonujacy model organizacji chromatyny
zaklada przestrzenng izolacje chromosoméw w wydzie-
lonych CT [33,80]. Wykorzystanie metod mikroskopo-
wych oraz biochemicznych doprowadzito do wniosku, ze
ulozenie chromosomdéw w obrebie jadra komérkowego
nie jest przypadkowe i wykazuje swoisto$¢ tkankowa
i komérkowa [33,103]. Doniesienia te sg zgodne z wcze-
$niejszymi wynikami badan wskazujacymi na peryfe-
ryjne potozenie w jadrze komérkowym chromosoméw
o wyzszym stopniu kondensacji, uznawanych za pézno
replikujace [19,45]. Zaproponowany przez zespdt Cre-
mera model przestrzennej organizacji CT zostat potwier-

dzony metoda Hi-C, ujawniajgca wzajemne interakcje
matych, bogatych w geny chromosoméw [80].

Jednym z poziomdéw organizacji materiatu genetycznego
sg petle chromatynowe [73,90,117]. Ich powstanie jest
mozliwe dzieki wzajemnym interakcjom NM z sekwen-
cjami kotwiczacymi, ktére zmapowano w obrebie telo-
merdéw, centromeréw oraz chromatynie rozdzielajacej
te obszary [2,37,44,81,90]. Elementy te w zalezno$ci od
metody izolacji okre$lono mianem MAR (Matrix Asso-
ciated Region) badz SAR (Scaffold Attachment Region)
[81]. Jak opisuja Linneman i wsp. sekwencje MAR wydaja
sie usytuowane w rejonach intergenowych, podczas gdy
SAR sg skupione w obrebie gendw [81]. Jednocze$nie ci
sami autorzy wykazali, ze mimo réznic w stosowanych
metodach izolacji NM, potozenie cze$ci sekwencji kotwi-
czacych jest niezmienne, dlatego w literaturze czesto
przyjmuje sie nazwe S/MAR na okre$lenie miejsc przy-
czepu do NM. Zgodnie z definicjg S/MAR tworzy swoisty
100-1000 pz fragment DNA zasocjowany z NM po trawie-
niu endonukleazami [29,49,87]. Wéréd motywdw charak-
terystycznych dla S/MAR znajduja sie sekwencje:
* bogate w pary AT i TG,
+ podatne na zakrzywienie/zagiecie oraz skrecenie,
« tworzace struktury spinki do wloséw,
* rozpoznawane przez topoizomeraze II lub
* bedace przypuszczalnymi miejscami startu replikacji
(ori).

W obrebie S/MAR stwierdzono wieksze nagromadzenie
sekwencji rozpoznawanych przez liczne biatka regula-
torowe w poréwnaniu do $redniej wartosci dla catego
genomu [13,15]. Kotwiczenie S/MAR do NM jest uwarun-
kowane wieloma czynnikami poczawszy od sktadu nukle-
otydowego sekwencji kotwiczacej, poziomu jej metylacj,
profilu NMP, a skoriczywszy na statusie transkrypcyjnym
komérki [13,23,42,72]. Na opisywane interakcje wptywa
réwniez poziom zréznicowania i typ komérki, rodzaj
bodZca zaburzajacego jej homeostaze czy faza cyklu
komdérkowego [6,23,26,49,73,81,117]. Z tego powodu
doktadna liczba S/MAR jest trudna do okre$lenia. Przyj-
muje sie, ze w genomie ssakéw moze sie znajdowac 60-64
tys. sekwencji tego typu [13,81]. Pod wzgledem roli pet-
nionej w komérce S/MAR podzielono na strukturalne
i funkcjonalne [13]. Pierwsza z funkcji wynika ze zdolno-
$ci S/MAR, obecnych w podstawach petli chromatyno-
wych, do interakcji z NMP i tworzenia funkcjonalnych
domen [13,28,64,73,81]. Sekwencje te pelniag wéwczas
role elementéw granicznych zdolnych do utrzymania
zréznicowanego statusu transkrypcyjnego w obrebie
zdefiniowanych, izolowanych domen. Moze to wynika¢
m.in. z kolokalizacji S/MAR z miejscami rozpoznawa-
nymi przez biatka wigzace insulatory [23,99,121]. Jed-
noznacznie wykazano, ze wielko$¢ tworzonych petli
koreluje z utrzymaniem otwartej struktury chroma-
tyny lub jej kondensacja, a wiec wyciszeniem gendw
w poszczegdlnych obszarach chromosomu [74]. Badania
dotyczace potozenia S/MAR w jednostkach transkrypcyj-
nych wykazaly, ze znajduja sie one na ich 5’ i 3’ koricach,
jak réwniez wewnatrzgenowo [23,28,29,73,74,81,90,99].
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Funkcjonalna rola S/MAR wiaze sie z ich zdolnoécig do
oddzialywan z regulatorowymi NMP. Rodzaj wigzanego
czynnika trans okre$la wlasciwosci S/MAR jako elementu
regulatorowego cis w selektywnej ekspresji gendéw, per se
badZ w ztozeniu z innymi sekwencjami determinujacymi
ten proces.

Wykazano réwniez udziat S/MAR w procesie replika-
cji i integracji wiruséw, ich kolokalizacje z ruchomymi
elementami genomu oraz niesparowanymi fragmen-
tami DNA. Rozplecenie S/MAR w obrebie miejsc kotwi-
czenia do NM moze spowodowaé ich nadwrazliwo$¢ na
dziatanie nukleaz [2,13,74,87]. Doniesienia z ostatnich lat
wskazuja na mozliwo$¢ naktadania sie roli strukturalnej
i funkcjonalnej S/MAR [23].

Ultrastruktura macierzy jadrowej — modele organizacji

NM

Zréznicowanie pogladéw dotyczacych budowy NM
oraz przestrzennej organizacji chromatyny znalazto
odzwierciedlenie w licznych modelach prezentowanych
przez wiele grup badawczych. Analiza wigkszosci z nich
pozwala na wytonienie kilku wspdlnych elementéw NM,
do ktérych nalezy blaszka laminowa z wyraznie zazna-
czonym kompleksem porowym, struktura wypetniajaca
wnetrze jadra komérkowego oraz znajdujace sie w jej
obrebie szczatkowe jaderko. Ponadto wiekszo$¢ badaczy
wskazuje na znaczenie NM zaréwno w utrzymaniu sfe-
rycznego ksztalttu jadra komérkowego, jak i w licznych
procesach komérkowych [9,58,67].

Pod wzgledem organizacji przestrzennej modele NM
mozna pogrupowal na dwa zasadnicze typy, tj. fibry-
larny oraz oparty na strukturze kanatowej. W mys$l
koncepcji fibrylarnej NM tworzy tréjwymiarowa sie¢
ograniczona przez szczatkowa otoczke jadrows, ztozona
z lamin oraz pozostatosci komplekséw porowych jadra
komérkowego [9,58]. Warstwa laminy tworzy bariere
jadrowg pozostajac jednocze$nie w bezpos$rednim kon-
takcie zaréwno z filamentami po$rednimi cytoplazmy,
jak i filamentami wewnatrzjadrowymi [58]. Ponie-
waz w genomach roslinnych nie stwierdzono obecno-
$ci genéw kodujacych laminy oraz ortologéw biatek
wigzgcych laminy, prowadzone badania majg na celu
ustalenie sktadnika strukturalnego resztkowej otoczki
jadrowej w komérkach roélinnych. Najprawdopodob-
niej sa to biatka z rodziny NMCP/LINC/CRWN uwa-
zane za ro$linne analogi lamin [27]. Rozpo$cierajgca sie
od blaszki laminowej ku wnetrzu jagdra komérkowego
macierz wewnetrzna (INM) jest zbudowana z gesto uto-
zonych, polimorficznych wiékien, z ktérymi wiaza sie
elektronowo geste ziarnistosci oraz macierz jaderkowa
[3,9,18,46,58,67,92]. Sie¢ filamentédw INM ma charak-
ter rybonukleoproteinowy o zréznicowanym sktadzie
biochemicznym [3,58]. Model jest zgodny z wczeéniej-
szymi doniesieniami zespotu Buscha, ktéry na poziomie
mikroskopii elektronowej dowodzit obecnosci rybonu-
kleoproteinowej sieci w wolnej od chromatyny prze-
strzeni jadra komérkowego komérek nowotworowych

raka piersi oraz szczurzych hepatocytéw [8,33]. Inten-
sywne ekstrakcje NM buforami o wysokich stezeniach
soli powoduja usuniecie wiekszo$ci biatek wchodza-
cych w sktad wtékien, ujawniajac rdzeniowy charakter
filamentdw. Te cienkie, regularne struktury wykazuja
wyzszy poziom uporzadkowania przestrzennego
w poréwnaniu z grubszymi wiéknami obserwowanymi
po ekstrakcji NM solami o niskich stezeniach. Dzieje sie
tak poniewaz grube wiékna NM buduja wiazki ztozone
z kilku filamentéw rdzeniowych [58]. Istnienie ultra-
cienkich filamentéw wykazali réwniez Barboro i wsp.
na podstawie obserwacji jader komérkowych szczu-
rzych hepatocytéw [3]. Mialy one $rednice 4,1-4,8 nm
i wykazywaly podobieristwo do oktameréw protofibryli
wchodzacych w sklad filamentéw posrednich. Takze
w trakcie elektroelucji trawionego DNA z jader komé-
rek zatopionych w mikrokapsutkach agarozowych ujaw-
niono obecno$¢ rozgatezionych struktur wiéknistych,
pozostajacych w kontakcie ze szczatkowymi skupiskami
chromatyny. Tak otrzymane nukleofilamenty ultrastruk-
turalnie przypominaly filamenty posrednie [67]. Mimo
znacznych réznic w technikach izolacji NM, filamenty
uzyskiwane przez zespoly Berezneya, Penmana i Cooka
mialy zblizong grubo$é 7-15 nm oraz podobng morfolo-
gie, co pozwala sadzié, ze s to struktury analogiczne.

Podobnych informacji dostarczyty zdjecia ultrastruk-
tury NM pochodzenia roslinnego, na ktérych INM jest
widoczna w postaci sieci filamentéw udekorowanych
elektronowo gestymi ziarnisto$ciami [18,92]. W odréz-
nieniu od preparatéw NM izolowanych z komérek zwie-
rzecych, ziarnistosci te nie tworza duzych skupisk i sg
wytacznie w obrebie INM. Ponadto rozmieszczenie kom-
ponentu granularnego nie jest homogenne, co moze
wskazywal na istnienie domen o odmiennej struk-
turze i sktadzie polipeptydowym. Liczne doniesienia
potwierdzaja, ze roslinna NM jest bardziej stabilna niz
zwierzeca, a jednym z proponowanych wyjasnieti jest
zréznicowany sktad NMP. Roélinna macierz jaderkowa
inaczej niz w swoim odpowiedniku u zwierzat ma zto-
zong strukture fibrylarna, w obrebie ktérej nie zaobser-
wowano zaréwno sktadnika granularnego, jak réwniez
gestego sktadnika fibrylarnego [92].

Nieco odmienny poglad na organizacje NM przedstawit
zesp6t Razina, opisujac macierz wewnetrzna nie jako
sie¢ filamentdw, lecz potaczone z porami jadrowymi
kanaty umozliwiajgce transport miedzy jadrem komér-
kowym a cytoplazmg. Tworzg one rozgateziong sied,
ktéra lokalnie moze formowaé tzw. kawerny - miejsca
przestrzennej organizacji komplekséw enzymatycznych.
Pojawiajace sie w czasie izolacji NM filamenty zdaniem
autoréw sg wynikiem zapadania sie kanatéw i agrega-
cji znajdujacych sie w nich komponentéw [110]. Struk-
tury tego typu obserwowano w mikroskopie §wietlnym
oraz elektronowym, zaréwno w komérkach pochodze-
nia rolinnego, jak i zwierzecego. Miaty posta¢ wpuklet
otoczki jadrowej, nazwanych nucleoplasmic reticulum
i stanowity przedtuzenie siateczki $rédplazmatycznej
[86]. Wérdd innych opisywanych struktur znajduja sie
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utworzone przez filamenty biatkowe kanaly bedgce
przedluzeniem poréw jadrowych, ktére moga umozli-
wiaé transport miedzy cyto- a nukleoplazma [118].

Inny model organizacji jadra komdrkowego zapropono-
wali Cremer i wsp. [34]. W my§l tej koncepcji tréjwymia-
rowa przestrzen jagdra komdrkowego podzielona jest na
dwa kompartmenty - CT, odpowiedzialny za organiza-
cje chromatyny oraz domene interchromatynowa (IC),
wykazujaca znaczne zréznicowanie na poziomie struk-
turalnym i funkcjonalnym. IC rozciaga sie od poréw
jadrowych, otaczajac CT i wnikajgc cze$ciowo do ich
wnetrza. Do interakcji biatek i niewielkich komplekséw
biatkowych o wtasciwos$ciach regulatorowych docho-
dzitoby zdaniem autoréw na powierzchni CT natadowa-
nej ujemnie [33]. W zatozeniu modelu CT-IC biofizyczne
wiasciwoséci IC moga sprzyjaé formowaniu w jej obre-
bie filamentéw o charakterze rybonukleoproteinowym,
co upodabnia ten model do fibrylarnej koncepcji NM
[33,34]. Zaktadajac jednak, ze IC jest odpowiednikiem
systemu kanatéw przenikajacych CT, nie mozna takze
nie zauwazy¢ podobiefistw tego modelu do organiza-
cji jadra komdrkowego opisanego przez Razina. Wydaje
sie wiec, ze model CT-IC organizacji jadra komérkowego
taczy w sobie wiele cech fibrylarnej oraz kanatowej orga-
nizacji NM.

Rola macierzy jadrowej w procesach komérkowych
Ekspresja gendw

Szczegbtowa analiza na poziomie ultrastrukturalnym
wskazuje, ze miejscem przebiegu procesu transkrypcji
w NM sg struktury o granularno-fibrylarnym charakte-
rze [122,127]. Wykazano, ze nowo powstaly, znakowany
RNA tworzy hybrydy z matrycowym DNA w obrebie tzw.
widkien okotochromatynowych, potozonych na peryfe-
riach skupisk skondensowanej chromatyny oraz gestego
sktadnika fibrylarnego i sktadnika granularnego jaderka
[61,122]. Obecnie funkcjonujacy model zaktada organiza-
cje elementéw maszynerii transkrypcyjnej w postaci tzw.
fabryk transkrypcyjnych [41,68]. Badania Jacksona i wsp.
[68], ktérzy uwidocznili miejsca transkrypcji za pomoca
technik mikroskopii $wietlnej poparto metodami bioche-
micznymi, umozliwiajacymi izolacje komplekséw biatko-
wych wchodzacych w sktad fabryk transkrypcyjnych [88].
Wsréd zidentyfikowanych biatek znajdowaly sie m.in.
czynniki transkrypcyjne SATB1, AML-1, NMP1/YY1, PIT-
1, hnRNPU/SAF-A/Sp120, Sp1-Sp4, ATF, OCT-1 i 2, Fos,
Jun, C/EBPB, c-myc, CREB1 i Nfx1, polimerazy RNA, 111 111
oraz pozostale elementy regulatorowe kompleksu trans-
krypcyjnego [43,54,95,125,126]. Wielokrotnie wykazano,
ze sktadniki fabryk transkrypcyjnych, podobnie jak nowo
powstajacy transkrypt, pozostajg zasocjowane ze struk-
tura NM i sg wystarczajace do zainicjowania oraz prze-
prowadzenia tego procesu [9,66,68,88,93,127].

Liczne doniesienia literaturowe wskazuja na korelacje
miedzy aktywno$cig transkrypcyjna genéw, a wigzaniem
ich chromatyny przez S/MAR do NM [26,42,102]. Miejsca

S/MAR oskrzydlajgce sekwencje genu wraz z jego ele-
mentami regulatorowymi mogg stanowi¢ granice funk-
cjonalnej jednostki transkrypcyjnej. Po utworzeniu petli
chromatynowych regulatorowe dziatanie S/MAR moze
sie rozciggad na znaczne odlegltoéci obejmujac skupiska
jednostek transkrypcyjnych, jak w przypadku gendw
globinowych cztowieka regulowanych przez powigzany
z NM region LCR (Locus Control Region) [102]. W obre-
bie ukonstytuowanych domen nastepuje wiazanie swo-
istych badZ powszechnie wystepujacych regulatoréw
transkrypcji, rekrutacja acetylotransferaz histonowych
oraz kompleksédw remodelujacych [23]. Do§wiadczenia,
w ktérych wykorzystano izoschizomery endonukleaz
rézniace sie wrazliwo$cig na metylacje dinukleotydu
CpG ujawnily, ze mniej niz potowa genédw rDNA w szczu-
rzych fibroblastach byta oporna na trawienie nukleoli-
tyczne. Geny rDNA niezwigzane z NM charakteryzowaly
sie wyzszym poziomem metylacji sekwencji [117]. Obec-
nie obowiagzujacy model przebiegu transkrypcji zaktada,
ze sktadniki kompleksu transkrypcyjnego pozostaja
zasocjowane z NM, podczas gdy DNA jest elementem
ruchomym [61,66,89]. Funkcjonalnym nastepstwem
unieruchomienia fabryk transkrypcyjnych jest moz-
liwo$¢ jednoczesnej ekspresji wielu genéw w oparciu
o jeden kompleks biatkowy.

Syntetyzowany hnRNA oraz posrednie i koficowe pro-
dukty jego splicingu pozostaja zasocjowane z NM
[66,131,136]. Miejsca transkrypcji, w ktérych wystepuje
polimeraza I1 RNA sg czasowo i przestrzennie powigzane
z kompleksami splicingowymi [35,93,122,127]. Istotne
znaczenie odgrywaja tu wzajemne interakcje biatek
SR i kompleksu snRNP U1 z polimeraza II RNA. Dowie-
dziono, ze zachodzgce podczas transkrypcji przytaczanie
sktadnikéw spliceosomu wptywa zaréwno na efektyw-
no$¢ splicingu, jak i reguluje etap elongacji transkrypcji
[35,123]. Uwidocznione za pomoca mikroskopu elek-
tronowego kompleksy splicingowe maja postaé ziarni-
sto$ci otoczonych przez elementy fibrylarne tworzone
przez nowo powstate transkrypty [12]. Wérdd czynni-
kéw splicingowych gtéwna role odgrywaja biatka SR
oraz snRNA U [11,12,136]. Macierzowy czynnik hnRNP
U/SAF-A/Sp120 jest powiazany z niezbednymi elemen-
tami maszynerii splicingowej ssakéw wchodzac jed-
noczes$nie w interakcje z hnRNA, w tym ze wszystkimi
znanymi klasami IncRNA [130]. Dojrzewanie RNA pozo-
staje skorelowane z transportem koticowych produktéw
tego procesu. Wykazano, ze obecny w kompleksie spli-
cingowym czynnik SRm160 oprécz funkcji koaktywatora
splicingu uczestniczy réwniez w transporcie jadrowym
[126].

Replikacja i naprawa DNA

W fazie S cyklu komdrkowego procesy transkrypcji
i replikacji zachodzg w odrebnych domenach funkcjo-
nalnych [68,127]. Sktadniki kompleksu replikacyjnego
tworzgce fabryki replikacyjne, jak i nowo powstate pro-
dukty procesu replikacji, pozostaja w $cistym kontak-
cie ze strukturg szkieletu jadrowego [62,65,128]. Fabryki
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replikacyjne zostaty uwidocznione w postaci skupisk
na poziomie mikroskopii $wietlnej oraz w postaci elek-
tronowo gestych ziarnisto$ci na poziomie ultrastruk-
turalnym [62,96]. Ziarnistosci charakteryzuja sie rézna
wielko$cia oraz potozeniem w zaleznosci od fazy cyklu
komdérkowego. Na przetomie faz G, /S dochodzi do wzro-
stu ich liczby, a struktury te sa widoczne w postaci nie-
wielkich skupisk rozproszonych w przestrzeni jadrowej.
Po aktywacji komplekséw wraz z uptywem fazy S naste-
puje ich agregacja i nagromadzenie wokdt jaderka oraz
na peryferiach jadra komdrkowego. Pé7ng faze S cechuje
obecno$¢ nielicznych skupisk replikacyjnych o duzych
rozmiarach, ktére sg umiejscowione w centralnej czesci
jadra komdrkowego [63]. Obserwacje sa zgodne z danymi
literaturowymi opisujgcymi jadrowa dystrybucje obsza-
réw wezednie i pézno replikujacych [96,128].

W obrebie fabryk replikacyjnych zlokalizowano m.in. poli-
meraze DNA «, PCNA, jak réwniez stwierdzono obecno$é
zaleznego od fazy cyklu komérkowego biatka ORC1.
Funkcja ORC1 jest rekrutacja komponentéw kompleksu
replikacyjnego w miejscu ori i skierowanie go do NM
[62,128]. Podobnie jak w przypadku procesu transkrypcji
ustalono, ze asocjacja fabryk replikacyjnych z NM wymu-
sza przewijanie matrycowego DNA przez immobilizo-
wany kompleks biatkowy [62,65]. Potwierdzily to wyniki
reakcji PCR, w ktdrych za pomoca swoistych starteréw
namnazano fragmenty domeny genéw albuminowych na
matrycach DNA zwigzanych z NM szczurzych hepatocy-
téw, regenerujacych po czesciowej hepatektomii [113].
Ponadto, wykazano kolokalizacje miejsc ori i sekwencji
S/MAR w promotorze genu c-myc komdrek embrional-
nych X. laevis i komdrkach raka zarodkowego myszy [53].
Stwierdzono, ze w zalezno$ci od fazy cyklu komérkowego
wielko$¢ domen ulega znacznym wahaniom i koreluje
z postepem procesu replikacji. Wykazano, ze wejscie
komérki w faze S powoduje skrécenie dtugosci petli DNA
W poréwnaniu z rozmiarami osigganymi w fazach G, iG,
[32]. Ujawniono ponadto, ze w regenerujacej watrobie
szczura podczas replikacji dochodzito do zmiany wzorca
kotwiczenia chromatyny, ktéry byt odtwarzany po zakon-
czeniu tego procesu [113].

Zmiana struktury macierzy jadrowej a procesy
nowotworzenia

Towarzyszgce transformacji nowotworowej zmiany
w strukturze jadra komdrkowego zaburzaja prawi-
dlowe funkcjonowanie komdrki [78]. Wielokrotnie
udowadniano, ze procesowi nowotworzenia towarzy-
szg zmiany sktadu polipeptydowego NM. Charakter
zmian zalezy od rodzaju nowotworu, jego potozenia
w organizmie oraz stopnia zréznicowania komérek guza
[4,5,6,23,40,78,119,133]. Analiza technikami Western blot
i spektroskopii masowej ujawnita w profilu NMP komé-
rek raka pecherza moczowego oraz zdrowego nabtonka
drég moczowych obecno$é biatek o zréznicowanym
znaczeniu funkcjonalnym. Wsrdd polipeptydéw ziden-
tyfikowano biatka wystepujace zaréwno w komédrkach
zdrowych i nowotworowych, typowe dla komérek zdro-

wych, charakterystyczne dla komérek nowotworowych
niezaleznie od stadium oraz spotykanych tylko w naj-
bardziej zaawansowanej postaci raka [6]. Analogiczne
wyniki uzyskano dla innych typédw nowotworéw m.in.
wczesnego stadium raka watrobowokomérkowego, raka
stercza czy raka piersi [4,5,40,133]. Sktad NMP zmie-
niat sie nie tylko w zalezno$ci od stopnia zréznicowania
komérek nowotworowych, ale réwniez w obrebie organu
oraz podtypu nowotworu [52].

Obserwacje dotyczace zmiany profilu NMP w procesie
nowotworzenia mogg postuzy¢ do wytonienia marke-
réw molekularnych i opracowania odpowiednich testéw
diagnostycznych. W diagnostyce raka pecherza moczo-
wego zastosowanie znajduje biatko NMP22, ktérego ste-
zenie ro$nie w komdrkach nowotworowych nabtonka
drdég moczowych [132]. Jak podaje Xylinas i wsp. opraco-
wano dwa testy diagnostyczne oparte na pomiarze ste-
zenia NMP22 w moczu [132]. Natomiast Barboro i wsp.
wskazujg jako biomarker polipeptyd p54™®, ktérego
nadekspresja koreluje ze wskaznikiem $miertelno$ci
pacjentéw po cystektomii [6]. Badania immunohistoche-
miczne pozwolily takze na identyfikacje innego biatka
NM, SATB2, jako potencjalnego markera raka jelita gru-
bego. W komdrkach tego nowotworu ekspresja SATB2
znaczgco ro$nie w odréznieniu od innych przebadanych
nowotwordw, takich jak rak stercza, piersi, zotadka,
trzustki, jajnika czy ptuc. Wykazano, ze swoisto$¢ badan
diagnostycznych raka jelita grubego z udziatem prze-
ciwciat anty-SATB2 wynosi 85% i wzrasta do 97% po
zastosowaniu markeréw SATB2 i cytokeratyny 20 (CK20)
[85]. Ponadto SATB2 moze by¢ markerem pomocniczym
w badaniach diagnostycznych nowotworéw pochodze-
nia osteoblastycznego [31]. W diagnostyce raka piersi
moga to by¢ biatka p114 i NMP66. Analiza metodg South-
western ujawnita obecno$¢ p114 w badanych odmianach
raka piersi, czego nie obserwowano w zdrowej tkance
oraz zmianach o charakterze tagodnym [83,133]. NMPé66
wykrywano w prébkach krwi pacjentek z nowotworem
piersi na etapie stadium wczesnego, péznego oraz raka
z przerzutami [83], co zaowocowalo stworzeniem przez
firme Matritech GmbH testu diagnostycznego wykrywa-
jacego biatko NMP66.

Patogeneza laminopatii

Analiza sktadu polipeptydowego NM wskazuje, ze
stanom patofizjologicznym towarzysza oscylacje
wewnatrzjadrowej puli NMP [4,5,6,23,40,52,78,119,133].
Coraz czesciej zaburzenia ekspresji NMP sa identyfi-
kowane jako bezposrednia lub posrednia przyczyna
schorzen. Doskonatym przyktadem sa laminopatie pier-
wotne, heterogenna grupa choréb powstatych na skutek
mutacji genédw laminowych (LMNA, LMNB1, LMNB2). Jak
dotad scharakteryzowano ponad 400 mutacji sekwencji,
z ktérych wiekszo$é zostata powigzana z genem LMNA
[16]. Jeden z funkcjonujgcych obecnie systemdw klasy-
tikacji laminopatii pierwotnych obejmuje cztery katego-
rie schorzen wyszczegSlnione na podstawie typu tkanki
ktérego dotycza. Wérdd nich znajduja sie:
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« choroby mies$ni poprzecznie prazkowanych,

« lipodystrofie,

* neuropatie obwodowe oraz

« zaburzenia zwigzane z przyspieszonymi procesami sta-
rzenia [129].

Najlepiej opisana choroba zwigzanag z tkankg mie$niowa
poprzecznie prazkowana jest dystrofia mie$niowa Eme-
ry’ego-Dreifussa (EDMD) obejmujaca trzy typy schorzen,
pierwszy powigzany z chromosomem X i powstajacy
na skutek mutacji genéw emeryny (EMD) lub FHLI oraz
dwa kolejne bedace wynikiem mutacji LMNA - postal
autosomalna dominujgca (AD-EDMD) oraz autosomalna
recesywna (AR-EDMD). AR-EDMD jest najrzadziej spoty-
kanym typem z zaledwie kilkoma odnotowanymi przy-
padkami klinicznymi [14,108]. Jak opisuje Jimenez-Escrig
i wsp. [70] jednym z wariantéw mutacji LMNA odpowie-
dzialnym za recesywna postaé EDMD jest substytucja
zachowywanej ewolucyjnie reszty argininy (Arg225Gln)
w taficuchu aminokwasowym laminy. Mutacje LMNA
zwigzane z EDMD mogg wystepowal na catej dtugosci
genu zaréwno wewnatrz eksondéw, jak réwniez na gra-
nicy ekson/intron. Najcze$ciej maja charakter zmiany
sensu z przewagg substytucji 1357C>T, skutkujgcej pod-
stawieniem Arg453Trp w taricuchu aminokwasowym,
a w mniejszym stopniu wykazujg cechy mutacji nonsen-
sownych lub innych warunkujacych haploinsuficjencje
lamin typu A [14,108,114,129]. Objawy kliniczne towarzy-
szace EDMD charakteryzujacg sie duzg zmiennoscia feno-
typowa [14,108,114]. Typowy przebieg choroby wigze sie
z wystepowaniem przykurczy $ciegien, postepujacym
ostabieniem i zanikiem mie$ni oraz zaburzeniami pracy
serca w tym m.in. zaburzeniami przewodzenia czy kardio-
miopatia rozstrzeniowa. Ostatnie z wymienionych dole-
gliwo$ci moga doprowadzi¢ do naglej $mierci na skutek
zatrzymania akcji badZ postepujacej niewydolnosci serca.
Obserwowany w AD-EDMD zanik mie$ni nasila sie po trze-
ciej dekadzie zycia doprowadzajac do catkowitej lub cze-
$ciowej utraty zdolnosci chodzenia oraz kardiomiopatii
rozstrzeniowej [14]. W AR-EDMD fenotyp jest podobny do
AD-EDMD jednak zaburzenia pracy serca nie wystepuja lub
sg wyraznie opéznione [14,108].

Mutacje LMNA powiazano réwniez z innymi choro-
bami mie$ni poprzecznie prazkowanych, dziedziczo-
nymi w sposéb autosomalny dominujacy. Naleza do nich
dystrofia obreczowo-koriczynowa typu 1B (LGMD1B)
oraz kardiomiopatia rozstrzeniowa typu 1A (DCM1A)
[14]. LGMD1B charakteryzuje sie powolnym, postepujg-
cym ostabieniem mie$ni poczgtkowo w obrebie obreczy
miednicowej, a nastepnie barkowej, jednak bez typo-
wych dla EDMD wczesnych przykurczéw [94]. W DCM1A
obserwuje sie zaburzenia sercowe charakteryzujace sie
poszerzeniem komdor serca powigzanym z zaktéceniami
przewodzenia przedsionkowo-komorowego, ktére moga
takze towarzyszy¢ LGMD1B [14].

Wsrdd lipodystrofii oraz neuropatii obwodowych na
uwage zastuguja odpowiednio rodzinna dystrofia Dun-
ningana (FPLD2) oraz choroba Charcota-Mariego-Tootha

typu 2B1 (CMT2B1). Za gtéwng przyczyne FPLD2 uznaje
sie substytucje, umiejscowione w obrebie catego genu
LMNA [75]. Choroba ma charakter autosomalny dominu-
jacy z typowymi objawami obejmujacymi postepujaca
utrate podskérnej tkanki ttuszczowej koticzyn z jedno-
czesnym odktadaniem jej w okolicach karku i twarzy.
Pacjentdéw charakteryzuje wiele zaburzeni metabolicz-
nych w postaci hiperlipidemii, insulinoopornosci oraz
cukrzycy typu 2 [14,75]. Natomiast CMT2B1 jest akso-
nalnym podtypem neuropatii, ktéry podlega dzie-
dziczeniu w sposdéb autosomalny recesywny [14,39].
Przyczynag CMT2B1 jest substytucja nukleotydowa
w eksonie 5 LMNA prowadzaca do podstawienia zacho-
wywanej w toku ewolucji reszty argininy przez cyste-
ine (Arg298Cys). Obraz badania elektrofizjologicznego
pacjentéw wskazuje na aksonalne uszkodzenie nerwéw
obwodowych, natomiast typowe objawy kliniczne obej-
mujg arefleksje, ostabienie i zanik mie$ni odsiebnych
oraz deformacje stép. Badania dotyczace cztowieka
potwierdzono na modelach zwierzecych wykorzystujac
homozygotyczne myszy z nokautem genu LMNA. Osob-
niki charakteryzowaly sie zaburzeniami motorycznymi
oraz zmianami histopatologicznymi objawiajacymi sie
m.in. demielinizacjg nerwéw kulszowych [39].

Ostatnim typem laminopatii sa progerie, fenotypowo
przypominajace proces starzenia obserwowany przed-
wczesnie o znacznej intensywno$ci przebiegu [20]. Wéréd
najczeséciej opisywanych choréb znajduje sie proge-
ria Hutchinsona-Gilforda (HGPS), dermopatia restryk-
tywna (RD) czy dysplazja zuchwowo-obojczykowa typu
A (MADA). W 2003 r. zidentyfikowano mutacje 1824 nukle-
otydu C>T w genie LMNA jako odpowiedzialng za wyste-
powanie HGPS [38]. Ta pojawiajaca sie de novo w eksonie
11 mutacja powoduje aktywacje kryptycznego miejsca
splicingowego i powstanie tzw. progeryny, charakteryzu-
jacej sie utratg 50 reszt aminokwasowych obejmujacych
miejsce ciecia metaloproteinazy FACE1/ZMPSTE24. Mole-
kularnym nastepstwem delecji jest pozostanie farnezylo-
wanej reszty Cys na C-koricu prelaminy, co zaburza proces
dojrzewania laminy A i powoduje akumulacje progeryny
w jadrze komérkowym [20,38]. Fenotypowo HGPS ujaw-
nia sie opdznieniem wzrostu, ktéremu towarzysza m.in.
osteoliza, osteoporoza, zanik tkanki miesniowej i ttuszczo-
wej, atrofia skéry czy tysienie. Smieré nastepuje $rednio
w wieku 13,5 lat [20].

Badania Navarro i wsp. [97] ujawnity, ze mutacja w obre-
bie miejsca donorowego intronu 11 LMNA wywolujaca
delecje 90 reszt aminokwasowych (G567_Q656del) wigze
sie takze z dermopatia restryktywna. Ta $miertelna cho-
roba charakteryzuje sie artrogrypoza, zaburzeniami
dermatologicznymi, obnizona gesto$cia kosci oraz dys-
morfig twarzy [20,97].

Mutacja zmiany sensu w obrebie genu LMNA powodujaca
zmiane reszty argininy w pozycji 527 na histydyne zostata
wykazana przez Novelli i wsp. [100] jako genetyczne pod-
toze MADA. Schorzenie jest dziedziczone w sposéb auto-
somalny recesywny, natomiast objawy kliniczne obejmuja
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m.in. opéznienie wzrostu, hipoplazje zuchwy, osteolize
obojczykéw, lipodystrofie czy atrofie skéry potaczona ze
zmianami pigmentacji. U pacjentéw mogg réwniez wysta-
pi¢ zaburzenia metaboliczne w postaci insulinoopornosci
oraz cukrzycy [typu 1 czy 2] [14].

Za gtéwna przyczyne rzadkich schorzei zwigzanych
z mutacjami genéw LMNBI i 2 w ogélnej puli lamino-
patii uwaza sie brak funkcjonalnych lamin typu B
[16,135]. Letalnos$é tego efektu potwierdzaja bada-
nia prowadzone na myszach, w ktérych homozygoty
Lmnb2 ~/~ umieraly w przeciggu godziny po urodze-
niu. Jak wykazano w czasie ich rozwoju embrional-
nego stwierdzono zaburzenia migracji neurondw ze
strefy komory do ptytki korowej, skutkujace nieprawi-
dtowym wyksztalceniem sie mézgu [30]. Jedng z cho-
réb dziedzicznych zwiagzanych z patologia genu LMNBI
jest autosomalna dominujaca leukodystrofia (ADLD),
fenotypowo przypominajgca stwardnienie rozsiane.
U pacjentéw z ADLD wystepuje dodatkowa kopia genu,
co podwyzsza ekspresje laminy typu B1l. Natomiast
mutacje LMNB2 powiazano ze stopniowa utratg pod-
skérnej tkanki ttuszczowej w gérnych partiach ciata
towarzyszacg syndromowi Barraquera-Simonsa (APL)
[104,135].

Mimo znacznego postepu w badaniach molekularne
podtoze laminopatii jak dotad nie zostato w petni scha-
rakteryzowane. Jednym z pytan pozostajacych bez odpo-
wiedzi jest to w jaki sposéb mutacje jednego genu, jakim
jest LMNA, wywotujg tak wiele chordb i towarzyszacych
im objawdw. Podejmujac prébe rozwiktania tej zagadki
nalezy wzia¢ pod uwage rosngcg liczbe doniesiert doku-
mentujacych udziat lamin w réznych procesach komér-
kowych [76,77]. Przyjmuje sie, ze mutacje w genach
kodujacych laminy zaburzajg interakcje miedzy NMP
oraz innymi sktadnikami otoczki jadrowej, zmieniajac
ksztatt jadra komérkowego, powodujac niewtasciwe
umiejscowienie rezydentéw biatkowych komplekséw
jadrowych, zaburzajac organizacje chromatyny, funk-
cjonowanie szlakéw sygnatowych czy transport miedzy
nukleo- a cytoplazma [20].

Obecnie nie ma jeszcze skutecznego leku przeciwko lami-
nopatiom, a stosowane terapie maja charakter prewen-
cyjny lub objawowy [14,16]. Wsrdd opracowywanych
metod leczenia obiecujacych wynikéw dostarczaja bada-
nia nad inhibitorami transferazy farnezylowej oraz staty-
nami, ktére u pacjentéw z HGPS zwiekszaja gestos¢é tkanki
kostnej, tempo jej wzrostu oraz poprawiaja funkcjonowa-
nie naczyn krwiono$nych. Nalezy jednak pamieta¢, ze
zastosowanie inhibitoréw nie prowadzi do catkowitego
wyleczenia, lecz jedynie opéznia postep choroby. Nie-
rozwigzanym wcigz pozostaje problem wptywu tych sub-
stancji na inne biatka, a przez to procesy komérkowe [16].
Doniesienia Gabriel i wsp. [47] wskazujg na korzystny
wplyw sulforafanu, naturalnego izotiocyjanianu o wiasci-
wosciach antyoksydacyjnych, ktéry w komérkach fibro-
blastéw pacjentéw z HGPS redukuje stezenie progeryny,
jak i obniza poziom uszkodzeti DNA na skutek zwieksze-

nia aktywnosci proteasomowej komérek oraz procesu
autofagii [47]. Wcze$niejsze doniesienia Liu i wsp. [82]
dokumentuja réwniez mozliwo$é zastosowania naprawy
uszkodzonych genéw za posrednictwem rekombinacji
homologicznej z wykorzystaniem wektoréw wirusowych
niosgcych poprawne sekwencje DNA. Opisywane bada-
nia wskazujg, ze efektywny proces rekombinacji zacho-
dzi zaréwno w indukowanych pluripotencjalnych oraz
mezenchymalnych komérkach macierzystych cztowieka
i skutkuje zanikiem ekspresji progeryny na rzecz funkcjo-
nalnej postaci laminy A [82]. Innym obiecujacym kierun-
kiem w terapii laminopatii jest opisane przez Scharnera
i wsp. [115] zastosowanie antysensownych oligonukleoty-
déw (AONs). AONs mogg maskowaé miejsca splicingowe,
kryptyczne oraz rejony wzmacniajace splicing, doprowa-
dzajac do pominiecia eksonu lub przywrécenia prawi-
dlowego procesu sktadania transkryptéw. Wyniki badan
prowadzonych na mysich fibroblastach z nokautem genu
LMNA ujawnily, ze skrécone postaci ludzkich lamin z dele-
cja eksonu niosagcego mutacje nonsensowne moga niwe-
lowa¢ nieprawidtowosci zwigzane z laminopatiami [115].

Mimo ze laminopatie sg najbardziej znang grupa cho-
réb wywotanych zaburzeniami struktury i funkcji NM
dane literaturowe wskazuja na istnienie innych scho-
rzef powiazanych ze szkieletem jadrowym. Na przyktad
zmiany w faficuchu aminokwasowym Ser85Cys oraz Phe-
115Cys matryny (MATR3) zostaly zidentyfikowane jako
przyczyna rzadkiej rodzinnej postaci stwardnienia zani-
kowego bocznego (ALS) objawiajgcego sie degeneracja
neurondw motorycznych w mézgu i rdzeniu kregowym,
prowadzaca do $mierci na skutek niewydolnosci odde-
chowej [71,116]. Innym schorzeniem wywotanym zmiang
miejsca przyczepu sekwencji S/MAR do NM w obrebie
locus 4935 jest dystrofia twarzowo-topatkowo-ramie-
niowa (FSHD). Fenotypowo FSHD objawia sie postepujg-
cym ostabieniem oraz zanikiem mies$ni twarzy i obreczy
barkowej. Molekularne podtoze choroby jest zwigzane
z cze$ciowy delecja tandemowo powtérzonego elementu
D474, w obrebie ktérego zlokalizowano element enhan-
cerowy. Delecja D4Z4 wiaze si¢ z dysocjacja sekwencji S/
MAR (tzw. FRR-MAR) i zmiang przestrzennej organizacji
chromatyny w domenie. Badania prowadzone na liniach
komérkowych ujawnity, ze FRR-MAR jest elementem
strukturalnym oddzielajacym powtdrzenia D4Z4 od sasia-
dujacych z nimi genéw FRG2, FRG1 i SLC25A4. Uzyskane
wyniki pozwolity autorom na zaproponowanie modelu,
w ktérym utrata miejsca przyczepu powoduje aktywa-
cje transkrypcyjng FRG2, FRGI i SLC25A4, co moze petnié
gtéwna role w powstawaniu FSHD [106,107].

Odpowiedz immunologiczna

Nadrzedng funkcja faczgca NM i uktad immunologiczny jest
utrzymanie homeostazy organizmu. Wlasciwe dziatanie
systemu odporno$ciowego jest zwigzane z odpowiednim
sktadem polipeptydowym szkieletu jadrowego wptywaja-
cym modulujaco na odpowiedz immunologiczng. Jednym
z gtéwnych sktadnikéw NM bioracych udziat w tym pro-
cesie jest biatko SATB1, czynnik transkrypcyjny odpowie-
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dzialny za epigenetyczng regulacje ekspresji genéw [24].
Wyciszenie ekspresji SATB1 ujawnito istotng funkcje tego
biatka w organizacji chromatyny locus genéw klasy I gtéw-
nego ukfadu zgodnosci tkankowej (MHC-I) cztowieka.
Ponadto wykazano, ze ukonstytuowanie petli chromaty-
nowych w locus MHC-I ma charakter swoisty komérkowo
i zalezy od odpowiedniego poziomu ekspresji SATB1. Zréz-
nicowanej organizacji domen chromatynowych towarzy-
szy selektywna zmiana aktywno$ci transkrypcyjnej genéw
MHC, co potwierdzaja do$wiadczenia in vivo z uzyciem
shRNA wyciszajacym ekspresje SATB1 [48].

Biatko SATBI1 jest zaangazowane réwniez w procesy réz-
nicowania hematopoetycznych komérek macierzystych
(HSC) poczawszy od hamowania spontanicznej polary-
zacji HSC po regulacje wczesnych i koricowych etapéw
dojrzewania poszczegdlnych subpopulacji limfocytéw.
Regulacja odbywa sie na poziomie przestrzennej i cza-
sowej kontroli ekspresji gendéw docelowych kodujacych
m.in. cytokiny i czynniki transkrypcyjne, ktérych pro-
dukty odgrywaja gtéwna role w ksztattowaniu fenotypu
komdrek. Stwierdzono, ze ponad 300 genéw regulowa-
nych przez SATB1 jest wlaczonych w réznicowanie ludz-
kich limfocytéw T CD4* w kierunku subpopulacji komérek
Th1 i Th2. Udowodniono réwniez, ze biatko to w wyniku
interakcji z p-katening odgrywa istotna role w procesie
dojrzewania limfocytéw Th2 zaleznym od szlaku sygna-
towego Wnt. Wspomniane oddziatywania stanowig ele-
ment kontroli ekspresji genu GATA-3, kodujacego gtéwny
regulator transkrypcji linii Th2 [17]. SATB1 jest réwniez
negatywnym regulatorem réznicowania i utrzymania
subpopulacji limfocytéw T regulatorowych (T, ). Nad-
rzedna role w tym procesie odgrywa czynnik FoxP3 ktéry
hamuje ekspresje SATB1 w sposéb bezposredni wiazac
sie z promotorem lub aktywujac miR-155 oddziatujacy
z 3" UTR transkryptu SATB1. Wykazano jednoczesnie, ze
ektopowa ekspresja SATB1 w limfocytach T powoduje
utrate ich funkcji supresorowych oraz nabywanle feno-
typu komdrek efektorowych [17,134].

W 2000 r. Chattopadhyay i wsp., w oparciu o badania pro-
wadzone na tymocytach myszy, opisali inne biatko NM,
SMAR1 oddziatujgce z miejscem S/MAR w obrebie locus
genu receptora f limfocytéw T (TCR) [22]. SMAR1 pelni role
immunomodulatora rekrutujacego czynniki remodelujace
chromatyne, takie jak mSin3A czy HDAC1 oraz zaangazo-
wanego w epigenetyczna regulacje procesu rekombinacji
genéw VDJ [24,121]. Wykazano, ze SMAR1 moze funkcjo-
nowaé jako wewnatrzkomdrkowy przetacznik moleku-
larny zaangazowany w proces réznicowania limfocytéw
T. Potwierdzaja to wyniki badati z wykorzystaniem trans-
genicznych myszy z nokautem genu SMARI, u ktérych
zaobserwowano obnizona reakcje immunologiczna
zalezna od komérek Th2 w odpowiedzi na indukowang
alergiczng chorobe drég oddechowych. Stwierdzono, ze
réznicowanie limfocytéw dziewiczych izolowanych od
tych osobnikéw byto zahamowane w warunkach in vitro
i korelowatlo ze wzrostem poziomu mRNA genéw IFN-
Y, T-bet oraz IL-17. Analizujgc molekularny mechanizm
zjawiska ujawniono w obrebie promotoréw T-bet i IL-17

obecno$é sekwencji S/MAR wchodzacych w interak-
cje z biatkiem SMAR1 oraz dodatkowymi czynnikami, tj.
SMRT i HDAC1. Wiazanie tych bialek z docelowymi ele-
mentami cis promotoréw w komdrkach Th2 powodowato
hamowanie aktywacji genéw T-bet i IL-17, a w konsekwen-
cji negatywng regulacje procesu réznicowania subpopu-
lacji limfocytéw Th1 i Th17 oraz utrzymanie fenotypu
Th2 [25]. Udzial SMAR1 w réznicowaniu limfocytéw T
potwierdzono réwniez w warunkach in vivo podczas
indukowanego chemicznie nieswoistego zapalenia jelit
u myszy. Wykazano takze, ze SMAR1 odgrywa istotna
role w utrzymaniu réwnowagi miedzy subpopulacjami
limfocytéw regulatorowych (T, ) i Th17. U transgenicz-
nych myszy z nokautem genu SMARI nastepowala utrata
funkcji supresorowej limfocytéw T, oraz wzrost ekspre-
sji gendéw kodujacych cytokiny prozapalne TNF-a, IL-17
i IFN-y. Wydaje sie, ze wazng role w utrzymaniu feno-
typu komérek T odgrywajq wzajemne interakcje mie-
dzy SMAR1 a czynmkaml FoxP3 i STAT3, jednak obecne
rozumienie tych oddziatywan jest fragmentaryczne [91].

Liczne doniesienia literaturowe wskazuja réwniez na
udzial innych NMP zaréwno w proces réznicowania, jak
i funkcjonowania elementéw uktadu odporno$ciowego.
Znajduja sie wsrdd nich zaréwno pojedyncze polipep-
tydy badz ztozone kompleksy biatkowe np. YY1, Bright,
Gfi-1, SWi/SNF, MeCP2, PARP, HMG czy HP1 [24]. Tak sze-
roki udziat NMP w sposdb bezsprzeczny dowodzi roli NM
w kreowaniu odpowiedzi immunologicznej organizmu,
chociaz wskazanie bezposrednich zalezno$ci miedzy
poszczegllnymi elementami tej skomplikowanej sieci
wymaga dodatkowych badar.

PopsumowaNie

Na podstawie licznych doniesien literaturowych ist-
nienie struktury szkieletowej jadra komdrkowego nie
powinno obecnie budzi¢ watpliwo$ci. Wielokrotnie
wykazano, ze NM jest zaangazowana w wiele proceséw
komérkowych, waznych z punktu widzenia utrzyma-
nia homeostazy catego organizmu. Niewatpliwie duze
znaczenie odgrywa tu charakter omawianej struktury
powiazany z dynamika sktadu komponentu rybonu-
kleoproteinowego i $cisle dopasowany do przeprowa-
dzanego procesu. Ponadto jednoznacznie wykazano,
ze niefizjologiczne zmiany kompozycji NMP powoduja
wystepowanie réznorodnych stanéw patologicznych,
ktére sa prawdziwym wyzwaniem wspéiczesnej medycy.

Chociaz w ciagu ostatnich 40 lat odnotowano znaczny
postep w poznaniu NM wiele kwestii w dalszym ciagu
pozostaje przedmiotem dyskusji $rodowiska nauko-
wego. Wsrdd nich mozna wymieni¢ chociazby opisy-
wane w pracy modele organizacji struktury szkieletowej
jadra komdrkowego. Prawdziwym wyzwaniem stawia-
nym obecnie przed badaczami jest réwniez identyfika-
cja petnej listy czynnikéw wchodzacych w sktad NM,
w tym gléwnego sktadnika strukturalnego, co stanowi-
toby przetom w badaniach nad ta struktura i umozliwito
pelne zrozumienie roli jaka petni w komérce.
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