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Proces degradace laminovych struktur po zahajeni
meiotického zrani v oocytu

Souhrn

Po vystoupeni oocytu z prvniho meiotického bloku v profazi I dochazi k rozpadu
jaderné membrany, v tomto procesu se postupné zvysuje propustnost vlivem oddélovani
komponentt jaderné membrany, jako jsou proteiny asociované na jaderné pory, nebo laminy
asociované s vnitini jadernou membranou. Laminy jsou dilezitymi faktory v udrzovani
bunécné i jaderné integrity, organizace chromatinu v jadre, pii transkripcni kontrole ale také
pii vzniku aneuploidii. Zda se vSak, ze laminy hraji vyznamnou roli i v dynamice a prubéhu
meiotického zrani. Cilem prace bylo ovéfit hypotézu, zda nerozpoznané laminové struktury
po NEBD (nuclear envelope break down, rozpad jaderného obalu) vytvareji mechanické
bariéry a jsou dulezité pro frakcionaci cytoplasmy béhem meiotického zrani. Tato hypotéza
byla ovéfovana na zakladé sledovani dynamiky Laminu A / C v prabéhu meiotického zrani u
oocytl mysi ve staifi od 4 do 18 tydnti (mlad€) a u oocytli mysi starSich jednoho roku (staré).
Pomoci imunoblottingu byla nejdiive u oocytti v riznych ¢asovych usecich po vystupu
z meiotického bloku zjistovana ptitomnost fosoforylovaného Laminu A / C a
depolymerizovanych Laminti A a C. Nasledné byla imunocytochemickou metodou
zjistovana pritomnost mechanickych bariér u obou sledovanych skupin oocyti po rozpadu
jaderné membrany. Pomoci konfokalni mikroskopie a live cell imaging bylo nasledné
potvrzeno, ze existuji statisticky vyznamné rozdily v dynamice meiotického zrani a chovani
laminovych struktur mezi obéma skupinami oocytti. U mladych oocyti dochéazi po
znovuzahajeni meidzy k fosforylaci Laminti A / C a rozpadu jaderné membrany statisticky
vyznamn¢ pozdéji, nez u starych oocytl. Mechanicka bariéra tvofena asociovanymi Laminy
A/ C a endoplazmatickym retikulem se u mladych oocytti formuje po NEBD a mizi v
prometafazi I. V oocytech starych mysi dochazi k rychlejsi fosforylaci Lamind A/C po
vystoupeni z prvniho meiotického bloku, a také k rychlejsi fragmentaci a rozpadu jaderné
membrany. Mechanické bariéry lokalizované po rozpadu jaderné membrany mizi diive, nez u
mladych oocytl a dochézi také k casnéjSimu vydéleni prvniho pélového téliska. Dle téchto
vysledkll Ize uvazovat o iloze laminovych struktur v dynamice meiotického zrani v zavislosti
na véku matek, ale také o jejich illoze pti vzniku aneuploidii, jejichZ frekvence se zvySuje

s vékem matky a tedy se stafim oocytu.
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The process of degradation of lamin structures after the
Initiation of meiotic maturation of the oocyte

Summary
After the oocyt gets of the first meiotic block in prophase I, nuclear membrane decays. In this
process, the troughput gradually increases due to the separation of nuclear membrane
components, such as proteins associated to nuclear pores or laminas associated with inner
nucelar membrane. Laminas are important factors in maintenance of cell and nuclear
integrity, organization of chromatin in the nucleus, at the transcriptional control but also when
an aneuploidy arises. However, it seems that the laminae play an important role in the
dynamics and process meiotic maturation. The purpose was to test the hypothesis, if the
unrecognized lamine structures after NEBD (nuclear envelope break down), create a
mechanical barrier and if they are important for fractionation cytoplasm during meiotic
maturation. This hypothesis was tested by monitoring the dynamics of lamin A/ C during
meiotic maturation of mice oocytes. Mice were 4-18 weeks old (young) and other were older
then one year. Using immunoblotting, the presence of phosphorylated lamins A/ C and
depolarized Lamins A and C was detects in oocytes at different time intervals after exit from
meiotic block.Than was detected the presence of omechanical barriers of both groups of
oocytes after the decay of the nuclear membrane. It was done by immunocytochemical
mehtod. Using confocal microscopy and live cell imaging was subsequently confirmed that
there were statistically significant differences in the dynamics of meiotic maturation and
behavior lamines structures between the two groups of oocytes. In young oocytes,
after resumption of meiosis to the phosphorylation of lamin A / C and the decay of the
nuclear membrane occurs significantly later than the old oocytes. Mechanical barrier formed
by associated lamin A / C and endoplasmic reticulum is in young oocytes formed after NEBD
and disappear in prometaphase I. There is faster phosphorylation of lamin A / C after leaving
the first meiotic block in the old mouse oocytes and also faster fragmentation and
disintegration of the nuclear membrane. Mechanical barriers localized after decay of nuclear
membrane dissapears earlier than in young oocytes and also dividing of the first polar
corpuscle is earlier. Based on these results the role of lamines structures in the dynamic of
meiotic maturation depending on the age of mothers can be considered. Their role in the rise
of aneuploidy, whose frequency increases with maternal age and therefore the age of oocytes

can be considered too.
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1. Uvod

Jaderny obal a jeho dynamika v prubéhu meiotického zrani pfitahuje v poslednich
desetiletich stale vétsi pozornost. I kdyz biologicky vyznam jaderné membrany v somatickych
buiikéach je ztejmy, az v poslednich letech bylo zjisténo, Ze rostouci seznam lidskych
dédi¢nych chorob souvisi s proteiny jaderné membrany, zejména s nuklearnimi laminy,
proteiny vnitini jaderné membrany a komplexy jadernych pora. Tyto choroby se oznacuji
jako laminopatie nebo envelopathie. Vzhledem k pokroktim v proteomice a sekvenovani se
velmi omezeny pocet charakterizovanych jadernych proteini vyrazné rozsitil. Spolu s lepsimi
biochemickymi a genetickymi znalosmi jaderné membrany umoznily pokro¢ilé zobrazovaci
metody lepSi pochopeni jeji dynamiky v Zivych somatickych bunikach a stale castéji také

v zarode¢nych bunkéach.

Vétsina naSich znalosti o biochemii jaderné membrany a S ni spojenych nuklearnich
lamind v pribéhu meiotického zrani vSak vychazi z meiotickych in vitro systéma oocyta
hvézdic (Patiria miniata), oocyta drapatky vodni (Xenopus laevis) a had’atka obecného
(Caenorhabditis elegans). Nicméné nase porozuméni dynamice jaderné membrany v prubéhu
meiotického zrani a s tim spojena dynamika jadernych lamint v takovych buikach je
omezenéjsi, nez nase znalosti dynamiky v somatickych bunkach. V posledni dekadé¢ studie
vyuzivajici oocyty, které jsou idedlni pro sledovani prubéhu dynamické zmény ve struktuie
jaderné membrany a lamind v G2 / M fazi in vivo ukazaly, ze se funkce 1isi od somatickych
sav¢ich bunék. Zaroven bylo na mySich modelech zjisténo, ze se zvySujicim se vékem matek
se také zvySuje vyskyt aneuploidii ve zkoumanych oocytech. V této praci se budeme snazit
shrnout poznatky o laminovych proteinech z mitotickych a meiotickych systému, poukazat na
jejich rozdily a jedine¢né vlastnosti a objasnit zakladni otazky dynamiky jadernych lamind

Vv prub¢hu meiotického zrani v zavislosti na stafi jedinca.



2. Védecka hypotéza a cil prace

Na zaklad¢ dostupnych udaji z odborné literatury byla stanovena hypotéza, ze
nerozpoznané laminové struktury po NEBD vytvaieji mechanické bariéry a jsou dilezité pro
frakcionaci cytoplasmy béhem meiotického zrani. Cilem této prace je ovéfeni hypotézy
pomoci sledovani lokalizace laminu A/C v oocytech mysi starSich jednoho roku a v

oocytech mysi do véku 18 tydnt v prubéhu meiotického zrani.



3. Literarni prehled

3.1. Laminy — jaderné strukturalni bilkoviny

Vlastnosti eukaryotickych bunék jsou definovany jejich jadrem, které je oddéleno od
cytoplazmy jadernou membranou (NE, nuclear envelope). Jaderna membrana je slozena ze
dvou vrstev, vnéjsi (ONM, outer nuclear membrane) a vnitini (INM, inner nuclear membrane)
jaderné membrany. Ty jsou mezi sebou odd€leny takzvanou luminalni plochou, ktera ma
ptiblizné Sitku 100 nm. Jadernou membranu je také moZno rozlisit na zaklad¢ tfi odliSnych
struktur, samotné jaderné membrany, komplexi jadernych porta (NPC, nuclear pore complex),
a nuklearni vrstvy lamint (Gerace and Blobel, 1990; Broers et al., 2005). Vnéjsi ¢ast jaderné
membrany je spojena a sdili biochemické a funk¢ni vlastnosti s endoplazmatickym retikulem
(ER). Naproti tomu vnitini jadernd membrana je odliSna a je charakterizovana mnozstvim
integralnich membranovych proteint, nazyvanych transmembranové proteiny (NET, nuclear
envelope transmembrane proteins), které jsou do ni integrovany béhem interfaze (Schirmer et
al., 2001). Mezi tyto proteiny, které zaroven interaguji s laminy, se fadi i LAP2s (lamin-
associated polypeptide), Emerin, MAN1, Nesprin a SUN. Komplexy jadernych pora (NPC),
které reguluji prichod makromolekul mezi cytoplazmou a jadrem, pterusuji po celé délce

jadernou membranu. Pod vnitfni membranou se nachazi nuklearni vrstva lamina (Goldberg et
al., 1999; Broers et al., 2005).

Laminy jsou strukturni proteiny, které patii k V. typu proteinové rodiny intermedialnich
filament. Tvofi proteinovou sitovinu a obloZeni nukleoplasmatické plochy vnitini jaderné
membrany. Tato sitovina se sklada z jednoho nebo vice propojenych strukturalnich proteint,
lamind, které hraji vyznamnou roli v organizaci nuklearni architektury (Gerace, 1986; Broers
et al., 2006). Laminy se vSak nenachazeji jen na nuklearni periferii, ale také voln¢ uvnitf
jadra, v takzvanych nukleoplazmatickych loziskach a dale také jako jiz zminéna sitovina
Vv celém prostoru jadra (Moir et al., 2000). V savéich somatickych buiikach jsou tfi hlavni
typy lamint - A, B a C — a jsou jasn¢ odliitelné (Gerace and Blobel, 1980). Laminy Aa C
jsou odvozeny alternativnim sestiihem pre-mRNA kodujici LMNA gen (Lin and Worman,
1993). Neméné dulezité jsou i Bl a B2 laminy, které jsou kodovany odlisnymi geny, nez
Laminy A/C, jsou to geny LMNB1 a LMNB2 (Peter et al., 1990; Vorburger et al., 1989;
Krohne et al., 1989). Také existuji diikazy o dal§im mensim laminovém polypeptidu u ptakd

(Lehner et al., 1987). Stejné jako savéi Lamin A a Lamin C, které se lisi jen v jejich COOH-
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terminalni ocasové doménég, by mohly vzniknout ze stejného piepisu diferencidlnim sesttihem

(McKeon et al. 1986; Fisher et al. 1986).

Expresi odliSnych typt laminti reguluji rizné genové programy a cytoplazmatické
proteiny intermedialnich filament (Benavente et al 1985; Quinlan et al., 1985; Osborn et al.,
1985; Stewart and Burke, 1987; Lehner et al., 1987). Specificka exprese riznych lamint
podle bunééného typu byla poprvé uvedena u drapatky vodni (Krohne and Benavente, 1986).
Dale napiiklad u raného mysiho embrya v obdobi od blastocysty, kdy podle Stewart a Burke
(1987) dochazi k expresi pouze laminu B.

Laminy tedy patii mezi hlavni komponenty jaderné membrany a poruchy, souvisejici
s laminy, jsou spojené s abnormalni lobulaci jaderné membrany (Goldman et al., 1992).
Mutace proteini jaderné membrany, laminti nebo NPC proteinti tedy vede k Siroké Skale
dédicnych onemocnéni, souhrnné nazyvané bud’ jaderné envelopathie, pokud mutace vznikaji
v INM nebo NPC proteinech (Nagano and Arahata, 2000; Burke et al., 2001; Somech et al.,
2005), nebo laminopatie, coz jsou mutace vznikajici v laminech (Burke and Stewart 2002,
Gruenbaum et al., 2005). Zmény v expresnich vzorech lamint jsou rovnéz zapojeny do
progrese nadort (Broers et al., 1997; Ramaekers et al., 2003). Je ziejmé, Ze asociace proteinti
jaderné membrany miize mit za nasledek Sirokou Skalu onemocnéni a tyto proteiny plni
dulezité funkce ve fyziologickém vyvoji mnoha riznych typt tkani. Laminopatie patii do
rychle rostouci skupiny chorob, které jsou zplisobené abnormalitami ve struktuie nebo
upravach laminu A/C (LMNA) genu. Mutace nebo nespravné zpracovani je pfi¢inou vice nez
tuctu raznych dédi¢nych chorob, od onemocnéni piicné pruhovanych svalovych vlaken, ptes
onemocnéni tuki a perifernich nervovych bunék, dale lipodystroficky syndrom, periferni
neuropatie, progeroidni syndromy a také vytvairi podminky, které vedou k vaznym
vyvojovym vadam a abortim. Usuzuje se, Ze laminy se zdaji byt jednim z kli¢ovyvh faktord,
mimo jiné i v kontrolnim procesu starnuti bunék, protoze poruchy ve struktuie laminovych

bilkovin vedou k n€kolika formam ptfed¢asného starnuti (Somech et al., 2005).

Mnohé proteiny jaderné membrany, stejné jako laminy, maji rozdilné profily exprese
béhem vyvoje a byly u nich prokazany fady bunéénych funkci. Laminy, které jsou velice
vyznamné, komunikuji a také zfejmé stabilizuji n€kolik dalSich strukturdlnich proteinti
jaderné membrany, jako je naptiklad Emerin a Nesprin. Také vhodna distribuce komplext

jadernych port v jaderné membrang je udrzovana laminy (Hutchison, 2002).



Jaderna membrana a s ni spojené laminy jaderné vrstvy (jaderna lamina) jsou také
zodpovédné za fizeni jadernych funkci, v€etné genové exprese, prostiednictvim interakce
S chromatinem a také se podili na jeho organizaci (Malhas and Vaux, 2009). Dimerizace
lamind s jadernymi proteiny mitotického aparatu (NUMA), stabilizovana pomoci RNA, by
mohla uréit chromatinovou organizaci vyssiho fadu (Barboro et al., 2003). Dale laminy
prispivaji ke spravné bunéc¢né ¢innosti, véetné replikace, transkripce, a opravy DNA (Moir et
al., 1994; Dechat et al., 2008; Dechat et al, 2010; Redwood et al., 2011). Pomérné nedavné
studie ukazuji, ze Laminy B jsou stalé komponenty jaderného interiéru, oproti tomu Laminy
AJ/C jsou dynamictéjsi (Tang et al., 2008; Shimi et al., 2008). Studie Tang et al. (2008)
potvrdila, ze Lamin A/C zvysuje mobilitu, jestlize nuklearni laminy obsahuji nizké trovné
Laminu B1. Dalsi aspekt, ktery by mél byt vzat v tivahu, je vnitini pozice lamint (Hozak et
al., 1995), které mohou byt soucasti jaderné matrix (Barboro et al., 2010).

3.1.1. Strukturalni vlastnosti laminua

Nuklearni laminy byly ptivodné definovany jako fibrilarni slozka jadra (Pappas, 1956),
ktera je rezistentni vii¢i detergentiim a solim (Dwyer and Blobel, 1976). Nasledujici
biochemické a imunohistochemické vyzkumy ukazaly, Ze hlavni komponenty jaderné vrstvy
proteint z krysich jater byly polypeptidy migrujici mezi 65 a 70 kDa v SDS-
polyakrylamidovém gelu, tyto polypeptidy byly nazvany laminy. Béhem jaderné¢ho déleni
jsou depolymerizovany a podle typu laminového polypeptidu se chovaji dvéma odlisnymi
zpusoby: laminy s relativni molekulovou hmotnosti 70 (Lamin A) a 65 kDa (Lamin C) jsou
volné rozpustné dimery a jsou oznacovany jako Laminy typu A. Naproti tomu laminy s
molekulovou hmotnosti 67 (Lamin B1) a 68 kDa (Lamin B2) zustavaji spojené s membranou
a jsou oznacovany jako Laminy typu B (Gerace et al., 1978; Gerace and Blobel, 1980). Po
podrobném zkoumani struktury laminii z GV oocytl drapatky vodni bylo zjisténo, ze se
vrstva sklada z vlaken o rozmérech intermedialnich filament (Aebi et al., 1986). Nasledné
klonovani a sekvenovani potvrdilo, Ze laminy jsou skute¢né ¢leny IF (intermedidlni filamenta)
supergenové rodiny a byly klasifikovany jako typ V IF rodiny (Fisher et al., 1986; McKeon et
al., 1986).

3.1.1.1.  Struktura zralych (maturovanych) lamini

Laminy se tedy fadi mezi proteiny intermedidlnich filament, které maji pomérné dobie

definovanou strukturu, skladajici se z:



e variabilni NH2-terminalni globularni domény neboli koncové hlavové domény

e centrdlni a-helikdlni tyCové domény, obsahujici Ctyfi svinuté domény 1A, 1B, 2A a 2B

(civky), které jsou oddé€leny spojovacimi regiony L1, L12, a L2

e globularni COOH - terminalni domény, neboli takzvané koncové ocasové domény,
obsahujici jaderny lokaliza¢ni signal, imunoglobulinovou doménu a CAAX box

(specificka sekvence pro fernesylaci, neni ptitomna u Laminu C)

Stoc¢ené (svinuté) domény 1A, 1B, 2A a 2B, které jsou soucasti centralni tycové domény,
jsou uspotadany kolem dokola v heptanovém (hepta = 7) opakovani (Quinlan et al., 1985;
Conway and Parry, 1990; Herrmann et al., 2007). Uvnitf svinuté 1B domény je navic 42
aminokyselinovych zbytkt (6 heptadii = 6 X 7), které nejsou ptitomny v jinych proteinech
intermedialnich filament (Fisher et al., 1986, McKeon et al., 1986). Sto¢ené domény tvofi
provazcovité struktury, a v laminech tyto domény tvoii dimery v délce ~ 50 nm (Aebi et al.,
1986). Spojovaci regiony, které propojuji svinuté domény, maji vysoce stabilni sekvence, coz
nasvédCuje jejich dilezité uloze ve struktuie a funkci lamint (Conway and Parry, 1990). Zda
se, ze ve vSech typech intermedialnich filament ma L2 spojovaci region pomérné pevnou
konformaci (North et al., 1994). Naproti tomu spojovaci region L12 se zda byt relativné
flexibilni a maze slouzit jako "zavés" mezi stoCenymi doménami jednotlivych intermedialnich
filament (Smith et al., 2002). Pfedpoklada se, Ze spojovaci region L1, nejvice flexibilni
oblast intermedialnich filament typu | — IV (Smith et al., 2002), je u laminti pomérné pevny a
zda se, Ze ptijima a-helikalni konformaci, podobnou spojovacimu regionu L2 (Parry and
Steinert, 1995).

V porovnani s ostatnimi intermedidlnimi filamenty globularni hlavova doména lamint je
krat8i, nez v jinych IF bilkovinach, naptiklad 28 — mi zbytkovéa globuldrni hlavova ¢ast
Laminu A (A a C) je vysoce kladné nabitd. To samé plati pro COOH — terminélni ocasovou
doménu, coz naznacuje, ze obé oblasti jsou dulezité pro interakce mezi jednotlivymi
molekulami proteinti. Podrobng&jsi studie (Dhe — Paganon et al., 2002; Krimm et al., 2002)
ukazaly, ze globularni COOH — terminalni doména Lamind A obsahuje ~116 zbytkt
aminokyselin. Té&chto 116 zbytki je sloZzeno do deviti f — fetézct. Jadro této globularni oblasti
je tvofeno hydrofobnimi zbytky, zatimco vétsina nabitych zbytkd se vyskytuje na povrchu
molekuly (Krimm et al., 2002), coz umoziuje interakce s jinymi (ne laminovymi) proteiny
nebo DNA (Stierle et al., 2003).



Mezi COOH - terminalni doménou a imunoglobulinovou doménou obsahuji Laminy A a
B sekvenci jaderného lokaliza¢niho signdlu, ktery neni pfitomen u jinych proteind
intermedialnich filament (Frangioni and Neel, 1993). Mutace jaderného lokaliza¢niho signalu
vede k aberantni integraci lamini v cytoplazmé (Loewinger and McKeon, 1988; Zwerger and
Medalia, 2013).

Laminy jsou obligatni dimery, i kdyz stale jesté neni presné jasné, zda laminy tvofi
homodimery nebo heterodimery (Gruenbaum et al., 2002). Studie ukazuji, Ze Laminy typu A
a Laminy typu B se pfednostné sestavuji do homopolymert, tvofenych bud’ Laminy typu A
nebo B (Delbarre et al., 2006). Dimerizace nastava paralelnim sdruzenim v ramci sto¢enych
domén v regionu centralni ty¢ové domény (Aebi et al., 1986). Podrobné srovnani krystalové
struktury sto¢ené domény 2B a Vimentinu (protein intermedialnich filament I1I) odhalila
vyznamné rozdily v distribuci nabitych zbytki a jiny vzor intrahelikéalnich a interhelikélnich
solnych mastkt. Tyto studie naznacuji, ze laminy a Vimentin mohou podstupovat rizné
integra¢ni drahy in vivo (Strelkov et al., 2004). Laminové dimery jsou bohuzel in vitro silné
nachylné k sdruzeni hlavovych a ocasovych domén (head — to — tail), které vede k tvorbé
protofilament (Heitlinger et al., 1991; Moir et al., 1991; Heitlinger et al., 1992). Tvorba
tohoto spojeni je polymeraci druhého fadu a dochazi k tvorb¢ tetramert, ve kterych dochazi k
nelinedrnimu sdruzeni dvou laminovych dimert vytvofenych piekrytim ¢asti COOH —
terminalni ¢asti sto¢ené domény 2B a NH 2 — terminalni ¢asti této stoCené domény,
zprostiedkované elektrostatickou interakci mezi témito dvéma sto¢enymi ¢astmi (Strelkov et
al., 2004). Na dalsi urovni organizace polymeru laminovych filament se piedpoklada
vytvofeni antiparalelniho sdruzeni tak, Ze jednotlivé tetramery obsahuji oba NH2 — terminalni

a COOH — terminalni piesahy (Stuurman et al., 1998).

Jednim z duvodu, pro¢ je obtizné sestavit laminy do 10 nm filament bez piekryvi in vitro
je, Ze vysoce nabité globuldrni hlavové a ocasni domény siln€ interaguji mezi sebou a tyto
interakce se jevi jako upfednostiiované, dochazi tedy k posunu smérem k tvorbé head — to —
tail polymert. Odstranénim globularni hlavové a v mensi mife také ocasové domény se
inhibuje tvorba head — to — tail polymeru (Heitlinger et al., 1992). Za urcitych okolnosti in
vitro laminy postradajici ocasovou doménu stale tvoti laminové polymery (Gieffers and
Krohne, 1991). Imunoglobulinova doména laminu také ptispiva k vytvoteni laminového
polymeru, protoze ptekiizené proteinové fragmenty, které obsahuje tato doména, inhibuji
integraci laminG u drapatky vodni. Jedind bodova mutace v tomto zahybu je dostatecna k
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odstranéni této dominantni negativni funkce imunoglobulinového ptehybu (Shumaker et al.,
2005).

Konstituce jadernych lamind je stale predmétem diskuse. Zatimco u drapatky vodni je pod
jadernou membranou viditelna 10 nm miizka laminovych filament, vrstva v sav¢ich bunkach,
jako jsou fibroblasty, se zda mit velmi variabilni tloustku a jejich molekularni organizace je
stale nejasnd. To by mohlo znamenat, zZe krom¢ tvorby filament existuji i jiné typy
organizace, jako jsou naptiklad parakrystaly (Herrmann and Aebi, 2004). Zatimco na niz§ich
urovnich organizace polymert jsou vytvoreny nejpravdépodobnéji homopolymery spise nez
heteropolymery (Delbarre et al., 2006), je zfejmé, ze v jadrech vétSiny bunek jsou alespon
Ctyfi rizné molekularni struktury, sestavajici z Laminu A, Laminu C, Laminu B1 a Laminu
B2, které na sebe vzajemné pusobi. Po komplikovanéjsi analyze struktury lamind bylo
prokazano, ze se vazebné interakce lamint in vitro vyznamné 1is§i mezi jednotlivymi partnery.
Zatimco miZe existovat pomérn¢ silna vazba mezi Laminy A, C, a B1, interakce s Laminy B2
se zda byt mnohem slabsi, zatimco i B2 — B2 interakce jsou slabsi neZ jiné kombinace. To
naznacuje, ze charakteristicka kombinace interakce heterotypického laminu ovlivituje stabilitu

laminového polymeru (Schirmer and Gerace, 2004).

Vzhledem k tomu, Ze Laminy B jsou nezbytné a jeden nebo vice Lamint B jsou
exprimovany ve vsech bunkach, bylo navrzeno, Ze jsou zakladnimi stavebnimi kameny

lamind. Tomu nasvédcuji tyto dikazy:

e Ptizpétném znovusestaveni jaderné membrany V telofazi se objevi Laminy typu B

v nuklearni vrstvé diive, nez Laminy typu A (Moir et al., 2000).

e V jadernych bezbunéénych systémech je inkorporace Laminu A do nuklearni vrstvy

zavisla na ptitomnosti Laminu typu B (Dyer et al., 1999).

e Laminy typu A jsou relativné mobilni a mohou migrovat mezi nuklearni vrstvou a
nukleoplazmou, zatimco Laminy typu B jsou obvykle pevné spojeny s nuklearni

vrstvou (Broers et al., 1999; Moir et al., 2000).

e Mysi modely, ve kterych byl gen LMN A upraven tak, Ze se exprimoval jen Lamin C

ukazaly, ze tato transgenni zvifata maji zcela normalni vyvoj (Fong et al., 2006).



Dynamické chovani laminii béhem interfaze a mitdzy mtze také ¢astecné tvotit zaklad

alespon nékterych z patologii pozorovanych u nemoci zpisobenych Laminy A / C.

3.1.1.2.  Posttranskrip¢ni modifikace

Jednotlivé druhy laminii jsou odvozené od alternativné sestiithanych produkti jediného 12.
exonu genu, ktery se nachazi na chromozomu 1q21.1-21.3 a je nazvan LMNA (Lin and
Worman, 1993; Wydner et al., 1996). Byly popsany ¢tyfi rizné proteiny jako alternativné
sesttizené produkty genu LMNA. Laminy A a C jsou hlavnimi produkty genu LMNA ve
vétsing diferencovanych bunék (Fisher et al., 1986; McKeon et al., 1986; Herrmann et al.,
2007). Lamin C je totozny s Laminem A az do kodénu 566, po kterém postrada ¢ast exonu
10, jakoZ 1 exony 11 a 12, ale disponuje péti unikdtnimi zbytky aminokyselin na svém
COOH-terminalnim konci. Lamin A ma takzvanou zvlastni ocasovou doménu Laminu A,
ktera je odvozena od aminokyseliny v pozici 567 — 664, obsahujici COOH — terminalni
CAAX motiv (Fisher et al., 1986; McKeon et al., 1986). Tento motiv nesou i Laminy B.
Lamin B1 je zdanlivé jedinecny produkt 11 exonu genu LMNBI1 a nachazi se na chromozému
5023.3-g31.1 (Lin and Worman, 1995). Gen LMNB?2, ktery se nachazi na chromozému
19p13.3 (Biamonti et al., 1992), ma dva produkty alternativniho sestéihu: Lamin B2, ktery je
exprimovan ve vét§iné bunék (Broers et al., 1997), a Lamin B3, ktery je exprimovan pouze ve
spermatocytech (Furukawa and Hotta, 1993). Lamin AA10 je alternativné spojeny produkt,
ktery postrada vSechny zbytky exonu 10 a byl zjistén v nadorovych bunéénych liniich, stejné
jako u nékolika béznych typu bunék (Machiels et al., 1996). Lamin C2 je specificky
zarodeény produkt LMNA (Furukawa et al., 1994).

Pocet laminovych polypeptidi nachazejich se v riznych mnohobunéénych organismech
se tedy lisi (Weber et al., 1991). Obecné plati, Ze u obratlovci dochazi k odlisné expresi
riznych druhl laminii v somatickych, zarode¢nych a embryotickych buiikdch. Naproti tomu u
¢lenovcl a bezobratlych dochazi k expresi pouze jednoho nebo dvou typt lamint (Hutchison,

2002). Lidé maji tfi odliSné laminové geny, které kdduji sedm riznych proteint.

Laminy typu A a B se 1i$i nejen v jejich chovani pfi mitdze, ale také v jejich expresi. U
ptaki, obojzivelnikil a saveil jsou Laminy B1 a B2 exprimovany ve vétSiné bunck jak u
embryi, tak u dospélych zvitat (Benavente et al., 1985; Lehner et al., 1987). Exprese Lamint
typu B je zasadni pro jadernou integritu, pfezivani bunék a normalni vyvoj (Len-Bohme et al.,
1997; Liu et al., 2000; Harborth et al., 2001; Vergnes et al., 2004). Narozdil od typu B,
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Laminy typu A jsou odlisné exprimovany, a jejich obsah v kazdém bunééném typu obvykle
koreluje s diferenciaci (Benavente et al., 1985; Lehner et al., 1987; Rober et al., 1989; Broers
et al., 1997). U mysi jsou Laminy typu A postradatelné pro vyvoj, i kdyz LMNA - / - mysi
Laminy typu A, bud’ zemiou v dé€loze, nebo brzy po porodu (Muchir et al., 2003; Van
Engelen et al., 2005), zatimco kultivované burky postradajici Laminy A a C je mozné délit
docela adekvatné (Harborth et al., 2001). Laminy typu B jsou tedy nezbytné pro pieziti bunék,
to dalo podnét k piedstave, ze jsou zakladni stavebni kameny nukledrni vrstvy lamin,

zatimco Laminy typu A maji vice zvlastnich funkci (Hutchison et al., 2001).

3.1.1.3. Posttranslaéni modifikace

Laminy jsou jediné IF proteiny, které vlastni sekvenci jaderného lokaliza¢niho signalu a
také CAAX boxu (chybi u Laminu C), ktery je mistem nékterych posttranslaénich modifikaci
(Krohne et al., 1989; Vorburger et al., 1989). Posttransla¢ni modifikace globularni hlavové a

ocasové domény je vyzadovana pro integraci lamint do nuklearni vrstvy (Herrmann et al.,
2007).

Laminy podstupuji posttranslacni fosforylaci v pritbé¢hu interfaze a pii mitdze. Obsahuji
Cdk1 (Cyklin — dependentni kinaza 1) cilové sekvence v globularnich hlavovych, i ocasovych
doménach. Obe¢ z téchto sekvenci jsou v blizkosti koncovych oblasti centralni tycové domény
(Peter et al., 1990; Ward and Kirschner, 1990). Ob¢ sekvence jsou fosforylovany mitotickymi
kinazami nebo Cdk1 piimo jak in vivo, tak in vitro, a fosforylace téchto mist je v korelaci s

disociaci laminovych filament (Peter et al., 1991; Zwerger and Medalia, 2013).

Kromé toho, substituce Serinu na Arginin v téchto mistech blokuje mitotickou disociaci
laminovych filament in vivo (Heald and McKeon, 1990). Zatimco kompletni disociace lamint
b&hem mitdzy je pravdépodobné zprostiedkovana fosforylaci dvou Cdk1 cilovych sekvenci,
existuji i dalsi cilové sekvence proteinkinaz v ramci laminové ocasové domény. Cilova
sekvence proteinkinaz v oblasti ocasni domény Laminu B1 je oblast, kde dochazi ke zméné
jaderné BII proteinkinazy C (PKC) béhem interfaze a mitdzy, a fosforylace na tomto misté
také destabilizuje laminova filamenta (Collas et al., 1997). Fosforylace druhého
fosfoakceptoru na misté prilehlém k Cdk1 sekvenci v hlavové oblasti také destabilizuje
laminova filamenta (Stuurmann, 1997). Fosforylace téchto dalSich mist v prib&hu interfaze
miiZze omezit head — to — tail vazby mezi laminovymi dimery, a proto umoziuje spravnou
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integraci laminovych filament. V této souvislosti je také vyznamna kotevni protein kinaza A
(AKAP149), ktera tvoii komplex na INM, zachytavajici fosfatazu 1 (PP1). Ptitahovani PP1 k
INM je nezbytné pro opétovné sestaveni laminti na konci mitdzy (Steen et al., 2000), jakoz i k
zachovani integrity jaderné membrany béhem interfaze (Steen et al., 2003). Proto se zda
pravdépodobné, ze souhra mezi BII PKC a PP1 zajistuje spravné sestaveni laminovych
filament in vivo. Ackoliv souhra mezi BII PKC a PP1 muze byt dilezZita pro sestaveni 10 nm
vlaken, jsou potfeba dalsi posttranslacni modifikace pro zajisténi integrace jadernych lamint

na INM.

VSechny ostatni laminy, kromé Laminu C, obsahuji COOH — terminalni motiv obsahujici
Cystein, dv¢ alifatické aminokyseliny, a libovolnou COOH — terminalni aminokyselinu, tento
komplex se nazyva CAAX box. CAAX Box je cilem pro sled zmén, které vedou k
isoprenylaci a methylaci cysteinového COOH-terminalniho zbytku. K pfidani 15 —ti
uhlikového Farnesyl — isoprenoidu k Cysteinu dochazi nejprve v nukleoplazmé a je
nasledovano proteolytickym stépenim (Wolda and Glomset, 1988; Farnsworth et al., 1989;
Vorburger et al., 1989; Beck et al., 1990; Glomset et al., 1990; Sinensky et al., 1994).

Po tomto $tépeni je cysteinovy zbytek modifikovan methylaci (Sinensky et al., 1994).
Isoprenylace a methylace na COOH — terminalnich cysteinovych zbytcich jsou modifikace
nezbytné pro lokalizaci Laminu typu A a Laminu typu B v INM. Avsak poté se na INM osudy
Lamind typa A a B 1i$i. Lamin A obsahuje dals$i misto pro Stépeni endoprotedzou, ktera stépi
15 aminokyselin pied COOH — terminalnim cysteinovym zbytkem. Tato endoproteaza se
nazyva zinkova metaloproteinaza ZMPSTE24. Zatimco Laminy typu B zistavaji
isoprenylovany po celou dobu jejich zivotnosti, ¢imz jsou permanentné uchyceny na vnitini
jaderné membrang, Lamin A se obvykle ziskava z formy zvané pre — Lamin A (ktery
obsahuje navic 18 terminalnich aminokyselin), vzniklému Laminu A téchto 18 terminalnich
aminokyselin chybi (Beck et al., 1990; Sinensky et al., 1994; Kilic et al., 1997). Ztrata
isoprenylovaného cysteinového zbytku ve zralém Laminu A zodpovida za jeho rozpustnost
b&hem mitdzy, jelikoZ neni schopen udrzet asociace s membranami, jakmile je lamin

disociovan (Bergo et al., 2002; Pendas et al., 2002).

Zatimco farnesylace a methylace Laminu typu B a pre — Laminu A jsou ziejmé nutné pro
jejich spravnou integraci na INM, jsou nutné i dalsi interakce s IMP (inner membrane

proteins, proteiny vnitini jaderné membrany) pro integraci laminovych filament. Bylo
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dokazano, ze protein asociovany s laminy LAP2f (lamin — associated polypeptide) specificky
interaguje s tycovou doménou Laminu B in vitro (Furukawa and Kondo, 1998). Krom¢ toho,
injekce vazebného fragmentu LAP2f do zivych bungk inhibuje jak integraci lamint, tak rist
jaderné membrany (Yang et al., 1997). Proto se zda, ze LAP2 je nutny pro integraci Laminu

B do jaderné membrany.

3.1.2. Funk¢ni vlastnosti lamina

Jako vyznamné strukturdlni proteiny vnitini jaderné membrany maji laminy dilezité
upeviovaci funkce pro transmembranové proteiny (NETS). Lamin / NET komplexy jsou
dulezité pro organizaci periferniho chromatinu. Laminy maji také dulezité funkce v
polohovani NPC v ramci jaderné membrany, maji tedy také klicovou roli v organizaci
cytoskeletu. Jelikoz se zd4, ze laminy mayji Gstfedni funkci v organizaci vice riiznych
architektonickych prvkii v butice, vSeobecné se predpoklada, ze laminy jsou nosnou
konstrukci, ktera poskytuje odolnost a schopnost odolavat silam deformace v buiikach, které

nemaji bunéénou sténu (Broers et al., 2004).

3.1.2.1.  Udrzovani jaderné integrity

Sit¢ intermedialnich filament nachazejici se bud’ v cytoplazmé, nebo v jadie, maji zasadni
roli v udrzovani buné¢né a tkanové integrity. Naptiklad mikroinjekovanim mimetického
peptidu, jehoZ sekvence je odvozena od sekce 1A centralni ty¢ové domény lamint, specificky
narusuje vimentinovou sit’ intermedialnich filament a vede ke ztraté integrity cytoskeletu a
zaobluje ploché bunky (Goldman et al., 1996). Mechanicka stabiliza¢ni funkce
intermedialnich filament se odrazi v jejich fyzikalnich vlastnostech in vitro. Jestlize jsou
intermedidlni filamenta vystavena napéti, jsou schopna odolavat mnohem vétsi deformaci bez
poskozeni, nez ostatni hlavni komponenty cytoskeletu, jako jsou mikrofilamenta a

mikrotubuly (Janmey, 1998).

Pokud jsou jadra sestavovana ve vajecném extraktu drépatky vodni, z nichz vétSina je
imunodeficientnich, vyslednd jadra jsou mala a kiehkd (Newport, 1990). Dale byla provedena
podobna studie, kdy byla jadra sestavovana za ptitomnosti dominantniho negativniho
laminového mutanta. Tento mutant narusi laminovou polymerizaci, coz vede k formovani
nepravidelného tvaru jadra. Podobné vysledky se ukazuji po injikovani mutantniho

laminového genu do sav€ich bun€k. Timto mutantnim laminem naruSend, imunodeficientni
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jédra, jaderna membrana a jaderné pory se jevi jako bézné formujici, ale membrana je
nachylna k prasknuti béhem centrifugace nebo béhem mechanického stresu (Spann et al.,
1997).

3.1.2.2. Interakce s chromatinem

Fluorescen¢ni mikroskopické studie potvrdily pfitomnost jak A, tak B lamint v jaderném
interiéru, projevujici se jako laminové invaginace, které jsou pozorovatelné po celém interiéru
jadra (Malhas and Vaux, 2011). V MEFs (mysi embryonalni fibroblasty) se Laminy typu B
Casto spojuji s klastry centromerického heterochromatinu, které se nazyvaji chromocentra.
Jaderné kanaly pronikaji jadernym interiérem a tvoii velmi dlouhé vybézky, délka kanalu je
piiblizné 30 % poloméru jadra. V nedavné studii bylo pozorovano, ze invaginace pozitivni na
Laminy A se vazou na loziska HP1b znac¢enych GFP. HP1b je isoforma
Heterochromatinového proteinu 1, ktery se vaze N — terminalnim koncem k methylovanym
histoniim a C — terminalnim koncem k Laminu A (Sehnalova et al., 2014). Dale byla
imunologicky detekovana invaginace pozitivni na Lamin A za vyuziti specifickych protilatek.
Zajimavé bylo zjisténi, Ze jaderné regiony s vysokou koncentraci Laminu A maji nizkou
koncentraci Laminu B a naopak. Tato analyza rovnéz potvrdila nékteré vlastnosti specifické
pro regiony s vysokym obsahem Laminu A. Mezi tyto vlastnosti se fadi skute¢nost, Ze
laminové kandly obklopuji chromatinova centra. Dale Ze se laminové kanaly asociuji
S jadérkem. Loziska HP1b a kanaly Laminu A byly pozorovany jak na jaderné periferii, tak
V interiéru jadra. V této studii byla také dokdzana asociace laminti s kompartmenty jadérka,
coz bylo jiz diive dokazano pro Lamin B1 McNamara et al. (2012). Kanaly Laminu A/ C
byly ¢asto pozorovany v izkém kontaktu s regiony jadérka pozitivnimi na Fibrillarin

(Legartova et al., 2014).

3.1.2.3. Interakce s transmembranovymi proteiny

Hlistice had’atko obecné poskytuje dilezity modelovy systém pro pochopeni podstaty
proteinovych komplexd, které jsou organizovany kolem lamint. Had’atko se jako model
vyuzivéa diky své jednoduchosti. Obecné plati, ze proto, Ze sav¢i buiiky exprimuji mnohem
vice lamint a NETs, existuji vyznamné rozdily ve zptsobu sestavovani proteinovych
komplexti na jadernou membranu pomoci lamint. U had’atka dochazi k expresi jen jednoho
typu laminu, takzvaného Ce — Laminu, a tato exprese muze byt snadno potlac¢ena pomoci

RNA interference (RNAI) (Liu et al., 2000). Potlac¢eni exprese Ce — laminu pomoci RNAI je
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obecné doprovazeno embryonalni smrti. Vytazeni Ce — laminu zptsobuje jaderné
morfologické a mitotické vady (Liu et al., 2000) a dochazi ke ztraté lokalizace komplexti Ce —
Emerin a Ce — MAN1 v ER. Emerin a MANI jsou integralni membranové proteiny, které se
ve vazbé na lamin podileji na segregaci chromosomu a déleni buriky, zatimco neptitomnost
Emerinu neni pro bunku letalni, pravdépodobné z diivodu ¢aste¢ného piekryvani funkei
téchto dvou proteini, MAN1 mutze funkce Emerinu ptevzit a je nepostradatelny. Jednim z
dalsich komplext proteind, ktery neni vitbec, nebo jen kratce lokalizovan v jaderné membrané
nasledkem potlacenim exprese Ce — laminu, je BAF komlex. BAF komplex v savéich
bunikach reguluje genovou expresi modifikaci chromatinoveé struktury (Liu et al., 2001).
Zajimavé je, ze potlaceni tvorby Ce — MANL1 a Ce — Emerin diky RNAi také vede k selhani
lokalizace BAF v jaderné membrané. Potlaceni exprese Ce — Laminu, Ce-MAN1 / Emerinu,
nebo Ce — BAF pomoci RNAI vede ve v§ech pripadech k identické tvorbé letalniho
mitotického fenotypu, v€etné tvorby anafazickych chromatinovych mostt a aneuploidie. Tato
zjisténi naznacuji, ze Ce — Lamin je Gstfedni soucasti komplexi Ce — MAN1, Ce — Emerin a
Ce — BAF, které jsou nezbytné pro spravnou segregaci chromatinu béhem mitozy (Liu et al.,
2000; Zheng et al., 2000; Liu et al., 2001).

U obratlovci byla laminova asociace s NETs zkoumana za pouziti bun¢k
nesyntetizujicich Laminy A / C ziskanych z mysi, pomoci RNAi nebo pomoci dominantnich
negativnich mutantt, ktefi naruSuji laminova filamenta. Pti pouziti téchto postupu bylo
ziejmé, ze existuji rizné typy Lamin A — NET komplexii a Lamin B — NET komplexd, i kdyz
se mohou piekryvat. Ukazalo se, Ze Laminy typu A se vazou na Emerin in vitro, vazebné
misto pro Emerin bylo mapovano na sekvenci ocasové domény, ktera je spole¢na pro Lamin
A a Lamin C (Clements et al., 2000, Sakaki et al., 2001). Podobné u Lamin A / C vazebné
misto pro Emerin bylo mapovano na sekvenci v polovin¢ jeho ocasové domény (Lee et al.,
2001). V neptitomnosti Laminti A / C, nebo po odstranéni Laminti A / C z jaderné vrstvy do
nukleoplazmatickych agregéti v ptitomnosti dominantnich negativnich mutantii laminu,
Emerin ztraci lokalizaci na ER (Sullivan et al., 1999; Vaughan et al., 2001; Muchir et al.,
2003). Zajimavé je, ze absence Laminu typu A v jaderné vrstvé nevede ke ztraté lokalizace
LAP2p na ER (Vaughan et al., 2001), coz naznacuje, ze Emerin a LAP2f jsou upevnény do
INM riznymi laminovymi komplexy. Tento navrh je podporovan zjisténim, ze LAP2J se
vaze k Laminu typu B in vitro (Furukawa and Kondo, 1998) a dominantni mutant Laminu B1,

vvvvv .

ktery naruSuje filamenta Laminu B, zapfic¢inuje ztratu lokalizace LAP2. LAPS jsou proteiny

14



asociované s laminem, nachézejici se v nukleoplazmé a pro pteziti buiiky jsou

nepostradatelné (Schirmer et al., 2001).

Zatimco Emerin a LAP2p existuji v odlisnych laminovych komplexech, oba proteiny se
vazi na BAF prosttednictvim svych LEM domén (doména totozna pro LAP2, Emerin a
MANL1) (Furukawa, 1999; Lee et al., 2001; Shumaker et al., 2001), stejné jako MAN1
(Mansharamani and Wilson, 2005). BAF je lokalizovan na INM v sav¢ich bunkach, i kdyz
analyzy naznacuji, Ze je pomérné mobilni. Dulezité je, ze BAF interaguje pfimo s Emerinem
na INM (Shimi et al., 2004). Exprese chybnych mutaci BAF v lidskych burikach inhibuje
sestaveni Emerinu, LAP2f a Laminu A ve znovu se formujicich jadrech. V souladu s timto
zjisténim se usuzuje, ze emerinové proteiny, které obsahuji mutace v ramci domény LEM,
nejsou integrovany jadernou membranou po mitéze (Haraguchi et al., 2001). Podobné
peptidy, které obsahuji doménu pro LEM LAP2f, inhibuji sestaveni laminti. Nicméné se zda,
ze v savc¢ich butikach existuji dva rizné komplexy na INM, které obsahuji BAF. Jeden
obsahujici Emerin a MAN1, ktery je upoutan na Lamin A, a druhy obsahujici LAP2p ktery je
upoutan na Laminy B (Gant et al., 1999).

3.1.2.4. Organizace jadernych péri (NPCs)

Druhym dualezitym fenotypem spojenym s RNAI knockoutem Ce — Laminu je shlukovani
NPC v ramci ER (Liu et al., 2000). Tento fenotyp je totozny jako ve studii zabyvajici se
disrupci Laminu DmO v octomilce obecné (Lenz-Bohme et al., 1997), coz naznacuje, ze
jaderné laminy upeviuji NPC v ramci jaderné membrany a udrzuji normalni distribuce. U
spermii drapatky vodni bylo zjisténo, ze doména Laminu B interaguje s COOH — terminalni
doménou Nukleoporinu Nup153 (Smythe et al., 2000). Protein Nup153 je soucasti jadernych
pora a podili se na trasportu ¢astic. Nachazi se v takzvaném nukleoplazmatickém kruhu NPC,
odkud je schopny komunikovat s laminovymi filamenty (Walther et al., 2001). Kromé toho,
naruSeni laminovych filament dominantnimi negativnimi laminovymi mutanty, zptsobuje
selektivni ztratu Nup153 (ale ne jinych nukleoporinll) z NPC, coz naznacuje, Ze jsou potiebna
laminova filamenta k udrzovani Nup153 v nukleoplazmatickém kruhu (Smythe et al., 2000).
Eliminace Nup153 nebrani integraci laminovych filament, ale vede k migraci a seskupovani
NPC v ramci jaderné membrany (Walther et al., 2001). Na zaklad¢ téchto zjisténi bylo
navrzeno, ze jaderna vrstva lamind interaguje s nukleoplazmatickym kruhem NPC ptes

Nup153, a tim upeviiuje NPC na jaderné membrané (Hutchison, 2001). Pozdéji byl objeven
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jiny protein NPC, nazyvany Nup53, u kterého bylo prokazano, ze se vaze ptimo na Lamin B a
upeviiuje NPC subkomplex obsahujici Nup93, Nup155 a Nup205 v jaderné membrané
(Hawryluk — Garaet al., 2005). V nedavné studii byla také potvrzena vazba mezi proteinem
jadernych pora Nup88 a Laminem A. Tento protein se specificky vaze na ocasovou doménu
Laminu A, ale nevaze se na Lamin B, eliminaci této vazby dochazelo u much octomilek

obecnych Vv tvorbe laminopatii (Lussi et al., 2011).

3.1.2.5. Organizace cytoskeletu

Had’atko obecné bylo také poprvé vyuzito ke zjisténi role laminovych komplexa v
organizaci cytoskeletu. Na vnitini a vnéjsi jaderné membrané byly lokalizovany 3 proteiny
tfadici se do SUN proteinové domény. Tyto proteiny se nazyvaji UNC — 83, UNC — 84, a
Matefin / SUN1 (Malone et al., 1999; Starr et al., 2001; Lee et al., 2002; Malone et al., 2003).
Zminéné domény ukotvuji Nesprin k jaderné membrané a podileji se na upevnéni jaderné
membrany k cytoskeletu. UNC — 84 a Matefin / SUNL1 jsou laminové vazebné proteiny,
jejichz lokalizace na INM je zavisla na Ce — laminu. UNC-83 bylo lokalizovano na ONM

vazbou na UNC — 84 v lumen jaderné membrany (Gruenbaum et al., 2005).

v v s

dalsi proteiny. ZYG — 12 je mikrotubularni vazebny protein, ktery je upevnén na ONM
pomoci Matefin / SUN1 (Walenta et al., 2001; Malone et al., 2003). ANC - 1 je homolog
had’atka k Nesprinu — 1 a je upevnén na ONM pomoci UNC — 84, kde interaguje s aktinovym
cytoskeletem (Starr et al., 2001). Pomoci navazani UNC — 84 k INM udrzuje Ce — lamin dva
nezavislé proteinové komplexy na ONM, které propoji jadernou membranu bud’ s
mikrotubuly a MTOC, nebo s Aktinem. Odstranéni Ce — laminu, UNC — 84 / matefin
(komplex homologni k sav¢im komplexim SUN domén) nebo ZYG — 12 (homologni

k sav¢imu mikrotubularnimu vazebnému proteinu) komplexa vede k naruseni migrace
centrosomu na jedné strané, coz se projevuje tim, Ze dochédzi k mitotickému selhani fenotypu

(Malone et al., 2003).

Odstranéni Ce — Laminu, UNC — 84 nebo 1 — ANC komplexu vede ke ztraté kontaktu s
aktinovym cytoskeletem a tato ztrata se projevuje poruchou jaderného polohovani
(positioning) a migrace. Existuji dikazy, ze také v sav¢ich buiikach laminy upeviiuji
proteinové komplexy jaderné membrany, které interaguji s cytoskeletem (Starr and Han,
2002).
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A. Vazba na Nesprin

Nukleédrni vrstva lamind a cytoskelet tvofi ucelenou strukturu, ktera zarucuje fadnou
mechanickou funkci bun¢k. Byla studovana korelace mezi stavebnim a migra¢nim chovanim
ve fibroblastech s/bez Laminu typu A. Ukazalo se, Ze ztrata Laminu typu A zptsobuje ztratu
Emerinu a Nesprinu — 3 z jaderného obalu, souc¢asné¢ s naruSenim spojeni mezi jadrem a
cytoskeletem v LMNA - / - bunikach (Lamin A — deficientni). Funk¢éni migraéni testy in vitro
v téchto buiikdch odhalily zpozdéné pieorientovani jadra a organizacniho centra mikrotubulii
pfi migraci, jakoz 1 ke ztraté jaderného oscilaéniho otaceni. Tato pozorovani ve fibroblastech,
izolovanych z LMNA knockout mysi, byla potvrzena v 3T3 buné¢né linii se stabilnim
snizenim LMNA exprese zptisobenym RNAi (Houben et al., 2008).

Nesprin — 1 se vaze k Laminu A a Emerinu in vitro (Mislow et al., 2002), ptisobi také jako
Aktin — vazebny protein in vivo a in vitro. Vazebna funkce Nesprinu — 1 vyplyva z jeho
lokalizace na ONM (Padmakumar et al., 2004). Dalsi funkci Nesprinu — 1 je upevnéni jader
na postsynaptické membrany na nervosvaloveé ploténky (Apel et al., 2000). Nicméné protoze
se vaze piimo na Lamin A a Emerin, mohl by byt také pfitomen na INM. Navic lokalizace
Nesprinu — 1 na INM je v souladu se zjisténim, ze Nesprin — 1 se podili na upevnéni
kotevniho proteinu svalové kinazy A (mAKAP — muscle A — kinase anchoring protein)

jaderné membrany kardiomyocytii (Pappas, 1956).

V piipadé Nesprinu — 2 byla také prokazana vazba na Laminy typu A a Emerin in vitro,
jeho lokalizace v jaderné membrané je zavisla na expresi Laminu A, nebo C (Libotte et al.,
2005; Zhang et al., 2005). Pfitomnost Nesprinu — 2 v komplexech Laminu A / C se zda byt
nezbytna pro lokalizaci Emerinu na INM, jelikoz dominantni mutanti Nesprinu — 2 mohou
zpusobit chybnou lokalizaci Emerinu v ER (Libotte et al., 2005). Nedavna studie prokazala
totéz i u Nesprinu — 3, ve fibroblastech postradajicich Lamin A doslo ke ztraté lokalizace
Emerinu a Nesprinu — 3, soucasné se ztratou spojeni mezi jadrem a cytoskeletem (Houben et
al., 2009).

Nesprin — 1 a Nesprin — 2 by také méli byt upevnény do komplext, které nezahrnuji
Laminy typu A. Oba proteiny interaguji se savéimi homology SUN1 prostfednictvim COOH
— koncovych zbytktll. Navic, malé interferujici (si) RNA vyrazné snizuji expresi SUN1 nebo
dominantnich negativnich SUN1 mutantt, oboji vede k chybné lokalizaci Nesprinu —2 v ER.

Lokalizace SUN1 na INM neni z4visla na typu laminu, coz naznacuje eXistenci odlisnych
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Lamin — Nesprin a SUN1 — Nesprin komplexti (Padmakumar et al., 2005). Existence Nesprin
— SUNI komplext byla potvrzena a vyzkum prokazuje, ze SUN2 se také podili na tvorbé

transnukledrnich membranovych komplexi (Crisp et al., 2006).
B. Vazba na mikrotubuly

Cytosol, aktinové polymery, intermedialni filamenta a mikrotubuly se mohou upevnit na
povrchové bunééné adheze, byt vzajemné propojeny a tvorit slozité sité. Tento cytoskelet je
upevnén do jadra pres LINC komplexy (links the nucleoskeleton and cytoskeleton), které
piekryvaji jadernou membranu a nasledné upeviuji sité filament do jadra. Nukleoskelet
zahrnuje jaderné pory spojené s filamenty, Lamin A a B intermedialni filamenta, sit’
jaderného mitotického aparatu (NUMA- nuclear mitotic apparatus), spektriny, Titin,
polymery Aktinu a nejméné deset riznych myosinovych a kinesinovych motori. Tyto prvky
predstavuji "sit’ siti", kterd dynamicky reorganizuje béhem mit6zy a je zodpovédna za

organizaci a integritu genomu (Simon and Wilson, 2011).

Zatimco Vv had’atku obecném se vazby lamind na mikrotubuly a MTOC (mikrotubule —
organizing centre, organiza¢ni centra mikrotubuli) zdaji byt zprostfedkované prostfednictvim
UNC — 84 a UNC - 83 (homology SUN), v savéich bunkach bylo dokazano spojeni mezi
ztratou kontaktu jadra s cytoskeletem a absenci Lamint A v jadie. Ptimé fyzické spojeni
lamind na mikrotubuly v sav€ich bunikéch je tfeba teprve stanovit. U octomilky obecné jiz
bylo piipojeni laminti na mikrotubuly prokazano (Patterson et al., 2004; Houben et al., 2009).
Buiky exprimujici mutantni lamin ztraci toto spojeni, jelikoz standardni jaderné migrace v
disku oc¢i octomilek jsou potlaceny, zaroveni dojde v téchto bunkach k odpojeni MTOC od
jadra (Patterson et al., 2004). Pfedpoklada se, ze v savCich bunkach dochazi k ptipojeni
lamind na mikrotubuly pifes SUN1 a proteiny ONM (Gruenbaum et al., 2005).

C. Vazba na intermedialni filamenta

Elektronové mikroskopické studie prokazaly piimou souvislost mezi NPC a
cytoplazmatickymi filamenty (Kiseleva et al., 2003), které jsou pravdépodobné
intermedialnimi filamenty (Stoffler et al., 2003). Kromé& toho, biochemické studie naznacuji
fyzické ptipojeni proteinii cytoplazmatickych intermedidlnich filament k laminiim pfes NPC
(Bloom et al., 1996; Tolstonog et al., 2002). Vazba Desminu (protein, tvofici stavebni

podjednotku intermedidlnich filament III., nejcastéji u svalovych bunék) na NPC se jevi jako
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prostiedek pro vazbu sarkomery na chromatin pomoci lamind, jestlize jsou pak srdecni
myocyty natazené, 1ze pozorovat zmény v prostorovém uspoiadani, a to jak v siti Desmin —
Lamin intermedidlnich filament, tak na chromatinu asociovaném na jaderné membrang.
Protazenim vyvolané zmény v chromatinu, zprostiedkované spojenim intermedialnich
filament a laminu, mohou byt mechanismem pro aktivaci genti spojenych s hypertrofii
(Bloom et al., 1996). Dalsi diikaz vazby Lamin-Desmin piisel ze studii LMNA - / - srde¢nich
bungk, zobrazujicich neorganizované sarkomery a absenci Desminu v NPC komplexech
(Nikolova et al., 2004). Také dalsi ¢lenové rodiny proteind intermedidlnich filament III. se
zdaji byt ovlivnéni absenci Laminu typu A. LMNA - / - fibroblasty ukazuji dezorganizaci
vimentinove sité (protein, ktery je hlavni sloZkou intermedialnich filament IlI.
mezenchymalnich bunék) (Broers et al., 2004; Satteli and Li, 2011). Dalsi studie prokazala, ze
kromé spojeni intermedidlnich filament s NPC proteiny se cytoplazmatickd intermedialni
filamenta vazi na protein Nesprin — 3 pfes plektinové proteiny (velké strukturalni proteiny,

které se vazou na intermedialni filamenta) (Liu et al., 1996; Wilhelmsen et al., 2005).

3.1.2.6. Regulace genové exprese

Laminy maji vyznamnou funkci pti replikaci a transkripci DNA. Je vSak dulezité
poznamenat, zZe vzhledem ke komplexni povaze téchto procest, jejich presna uloha je stale
jesté ponckud nejasna. Funkéni studie jsou vétSinou provadény v umélych modelech,
zahrnujicich rozpad laminovych molekul, celé laminové jaderné vrstvy, nebo celé jaderné
membrany ve velkém métitku. Vysledkem je, Ze zmény v bunécnych funkcich, ptipisované
modifikacim lamind, mohou byt sekundarnimi u¢inky vyplyvajicimi z daného postupu.
Nekteré navrzené funkce pii transkripci nastavaji v INM a zahrnuji tvorbu represorovych
komplexi. Dalsi funkce se vyskytuji v ramci nukleoplazmy a naznacuji, ze laminy, zejména
Laminy typu A, jsou lokalizovany v jadernych doménach, ve kterych interaguji s vazebnymi
partnery, které nejsou integralnimi membranovymi proteiny. Ukazuje se, ze Laminy typu A
hraji také vyznamnou roli pti regulaci diferenciace dospélych kmenovych bunék, a Ze tyto

role selhavaji pti mutacich laminu (Broers et al., 2005).
A. replikace DNA

Jaderné laminy jsou dulezité pro pribéh replikace DNA v pribéhu S-faze. Prvni studie,
které dokazuji, Ze Lamin B se podili na replikaci DNA, vznikly za vyuziti bezbuné¢ného
extraktu z vajicek drapatky vodni, ktery podporuje shlukovani kompetentnich jader
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schopnych replikace in vitro, vétsina laminti v tomto extraktu byla imunodeficientni (Newport
et al., 1990; Meier et al., 1991). Fyzické nebo funkéni vycerpani endogenniho Laminu B z
téchto extraktl, za pouziti protilatek, vyusti v sestaveni jader, ktera maji kiehké jaderné
membrany a funkéni NPC, ktera vsak postradaji laminy a nejsou schopna replikovat DNA,
piestoze jaderna membrana se jevi schopna transportovat proteiny fyziologicky (Newport et
al., 1990; Meier et al., 1991; Jenkins et al., 1993). V tomto modelu je vyzadovano sestaveni
lamind pro stabilizaci a udrzeni bariérové funkce jaderného obalu tak, ze replikacni faktory
(jako DNA polymeraza a PCNA) mohou byt koncentrovany v jadru (Walter et al., 1998).
Tento zavér je zalozen na vysledcich ziskanych z vysoce koncentrovanych jadernych extraktt
pochazejicich z replikujicich jader Drapatky. Tento extrakt byl pouzit na podporu
semikonzervativni replikace na chromatinovych templatech za nepfitomnosti jaderné

membrany a bez sestaveni detekovatelnych laminovych struktur (Spann et al., 1997).

Lamin B1 byl také pozorovan v kultivovanych bunikach k lokalizaci center replikace DNA
béhem S faze (Moir et al., 1994; Philimonenko et al., 2006). Proto se zda, ze Laminy typu B
mohou mit dileZitou tlohu pti syntéze DNA. Mechanismus, kterym laminy ovliviiuji
replikaci DNA je vSak diskutabilni. Dominantni negativni mutanti Laminu B postradajici
sekvence ocasové domény, které jsou pouzity bud’ k inhibici sestavovani lamint nebo
rozru$uji laminy plné sestaveného, replikujiciho se jadra. Pti pouziti tohoto piistupu, jedna
studie uvedla, ze Laminy typu B se hromadi jako nukleoplazmatické agregaty, které asociuji
proteiny zapojené do elongac¢ni faze replikace DNA, coz vede k domnénce, Ze laminy se
podileji na elongaéni fazi replikace DNA (Spann et al., 1997; Moir et al., 2000). Naproti tomu
replikace DNA. Zatimco naruseni lamint v jadrech, ktera jiz zahdjila iniciaci replikace DNA,
neinhibuje rozb&hlou syntézu, coz znamena, ze laminy jsou nutné pro iniciaci, ale ne pro
elonga¢ni fazi replikace DNA (Ellis et al., 1997; Izumi et al., 2000). Kromé¢ toho tyto studie
ukazuji, ze vychytdvani proteinil zapojenych do elongacni faze replikace DNA do
nukleoplazmatickych laminovych agregatt neinterferuje s replika¢nimi komplexy (Izumi et
al., 2000). Komplexy LAP2 a HA95 se také ukazaly jako potiebné pro iniciaci, ale ne
elongacni fazi replikace DNA. Zda se, Ze tento komplex zabraiiuje zaméfeni iniciacniho
proteinu cdc6 (cell division control protein 6). Proto jedno vysvétleni pro roli Laminu typu B
v iniciaci replikace DNA je, Ze nabira LAP2f3 / HA95 komplex na INM a tim stabilizuje cdc6
(Martins et al., 2003).
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Dale bylo zjisténo, ze dva faktrory nezbytné pro elongacni fazi replikace, PCNA a RFC

(replikacni faktor C), se nachazeji v agregatech s laminovymi proteiny (Ellis et al., 1997).

V nedavné studii byla také pozorovana asociace mezi Laminy A a replika¢nimi lozisky
pozitivnimi na BrdU (Bromodeoxyuridin — synteticky nukleosid analogni k thymidinu). BrdU
slouzi jako marker syntézy DNA. Interni laminové kanaly nebyly kolokalizovany s BrdU
pozitivnimi replika¢nimi lozisky, ale blizka asociace byla pozorovana mezi Laminem A/ C a
BrdU pozitivnimi replika¢nimi lozisky na periferii jadra. Toto zjisténi koreluje s tim, ze
jaderna periferie reprezentuje dilezity region pro vazbu heterochromatinu (Legartova et al.,
2014).

B. transkripce

Jak Laminy typu A, tak Laminy typu B maji vyznamné funkce v regulaci transkripce.
V embryonalnich i somatickych bunikach se mohou Laminy B vazat na RNA polymerazu II a
naruseni laminl s pouzitim dominantnich negativnich mutantti inhibuje aktivitu této
polymerazy Il (Spann et al., 2002). Z tohoto zjisténi vyplyva, ze laminy jsou zapojeny v
zékladnim procesu syntézy RNA. Na rozdil od Lamint B, Laminy A ovliviuji aktivitu
proteintl, které reguluji transkripci. Bylo pozorovano, ze se Laminy typu A vazi na rizné

transkrip¢ni regulatory:
e protein MOK?2 (Dreuilled et al., 2002) — zinc finger protein

e vazebny protein SREBP1 (Lloyd et al., 2002) - Sterol regulatory element — binding

transcription factor 1
e protein retinoblastomu (Rb), (Ozaki et al., 1994)

e piima interakce s c-Fos (Ivorra et al., 2006) — transkrip¢ni faktor (celullar proto-

oncogenic transcription factor)

Rb funguje tak, Ze potlacuje aktivitu komplexu E2F — DP3 transkrip¢niho faktoru, ktery je
nutny pro aktivaci exprese genti pottebnych pro vstup do S — faze bunééného cyklu (Korenjak
and Brehm, 2005). Rb figuruje jako transkripéni represor a koreluje s tim, Ze je upoutan na
struktury v jadru a deleci v jeho COOH — konci se zabrani nuklearni vazbé (Mittnacht and
Weinberg, 1991). Vazany Rb je lokalizovan na nukleoskeletu vlaken, kterd maji rozméry jako
intermedialni filamenta (Mancini et al., 1994). Nejméné dvé linie diikazli dosvédcuji, Ze tato

21



filamenta obsahuji Laminy typu A (Dechat et al., 2000; Markiewicz et al., 2002; Johnson et
al., 2004).

Také byla objevena pifima interakce mezi Laminy A/ C a ¢ — Fos. Interakce Laminu A's
¢ — Fos ma za nasledek potlaceni aktivac¢niho proteinu AP — 1 a snizeni proliferace mysich
embryonalnich fibroblasti. Nedavno bylo také zjisténo propojeni mezi Laminy A/ C a

transkripnimi misty zna¢enymi FIU — positivnim signalem (Legartova et al., 2014).

Ackoliv laminy samy o sob¢ pusobi jako transkripcni faktory, existuje stale vice diikaz,
ze jejich interakce s né€kolika transkripénimi regula¢nimi proteiny mtize vysvétlit vznik

riznych nemoci spojenych s laminy.

3.1.3. Dynamika lamini béhem interfize somatickych bunék

Zatimco nejcastéjsi lokalizace laminti béhem interfaze je v jaderném obvodu, stale veétsi
pocet studii uvadi, ze v interfaznich bunikach lze nalézt laminy v nukleoplazmatickych

oblastech. Na zaklad¢ téchto poznatkl Ize rozlisit tfi Grovné organizace lamind:
1) laminy spojené s jadernou membranou
2) laminy uspofadany do intranuklearnich lozisek

3) laminy viditelné jako dispergované v nukleoplazmé (Broers et al., 2005)

3.1.3.1. Dynamika laminu integrovanych do jaderné membrany

Nejvyznamnéjsi koncentrace lamint je viditelna na vnitini stran¢ jaderné membrany, kde
se laminy shromazd'uji do sitoviny laminovych proteinti, nazvanych nuklearni vrstva. Za
pouziti fluorescen¢nich bélicich technik Lamin — GFP transferovanych bunék bylo potvrzeno,
ze vétsina laminovych proteind, Které jsou organizovany do nuklearni vrsty, vykazuje velmi
nizky pohyb. Oba, jak Lamin A — GFP, tak Lamin B1 — GFP jsou v nuklearni vrstvé téméf
zcela nepohyblivé, jak bylo odvozeno z nedostatku aktivity po odbarvovani v prub¢hu
nékolika hodin pro Lamin A a dokonce v ramci 45 hodin, pro Lamin B1 (Broers et al., 1999;
Daigle et al., 2001). Nicméné poté, co byl pozorovan touto metodou Lamin C — GFP, bylo
zjiSténo znacné sniZzeni fluorescencniho signalu v laminech mimo bélenych regiont, coz
naznacuje, ze Lamin C je mobilné&jsi, nez Laminy A nebo B1 (Broers and Ramaekers, 2004) a

potvrzuje tak pifedchozi biochemické studie (Gerace and Blobel, 1982; Dagenais et al., 1990).
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Funkéni dasledky pro dynamické chovani Laminu C v jaderné vrstvé nejsou jasné. Lamin C
muze pusobit jako prostfedek pro upevnéni riznych oblasti heterochromatinu na jaderné
membrany i k inaktivaci genové exprese. Piipadné mize Lamin C tvofit kyvadlovitou
strukturu mezi nuklearni vrstvou a nukleoplazmatickymi laminy v reakci na replikaci a / nebo
regulaci transkripce (Broers and Ramaekers, 2004).

3.1.3.2. Dynamika lamini v intranuklearnich loZiscich

Existuje stale vice diikazl, Ze intranuklearni loziska lamint jsou nativni laminové
struktury, které mohou byt spojené se zahajenim replikace (Spann et al., 1997; Dimitrova and
Berezney, 2002), nebo s transkripénimi komplexy (Jagatheesan et al., 1999).

Ve studii vyuzivajici mikroinjekace biotinylovaného lidského Laminu A do cytoplazmy
mysich 3T3 bunék byl protein rychle transportovan do jadra, kde se v prostoru nukleoplazmy
zformovala samostatna loziska, kterd se nasledn¢ zaclenila do endogenni laminové vrstvy po
dobu nekolika hodin. Tyto tidaje naznacuji, Ze laminové subjednotky mohou vstoupit do
polymerizované laminové sité¢ béhem interfaze. Podobna loziska byla pozorovana v bunkach
za pouziti laminovych protilatek, zejména v prubéhu G1 faze, coz naznacuje, ze tyto
nukleoplazmatické struktury nejsou pouze pozustatky, které se nahromadily kvtli ptebytku
laminovych proteinti (Goldman et al., 1992; Bridger et al., 1993). Také byla provedena
analyza buné¢ného cyklu distribuce Laminu A a C v lidskych dermalnich fibroblastech a byla
objevena laminova loziska a vlaknité provazcovité struktury uvnitt jadra, také nejvice
napadné v G1 Fazi. Barveni lipofilnim barvivem indikuje, Ze nejsou asociované
s invaginacemi jaderné membrany. Nukleoplazmatické akumulace lamini byly zaznamenany
v bunkéch transferovanych wild-type a mutantnim genem laminu. Laminové provazce
Vv téchto buiikach se spojuji s regiony obsahujicimi heterochromatin (Holtz et al., 1989;
Horton et al., 1992; Lutz et al., 1992; Martelli et al., 1992).

Moir et al. (1994) ukazali, ze zejména Lamin B je spojen s lozisky replikace DNA vV S —
fazi bunék. Nasledné studie popsaly, ze Laminy A jsou pfitomny v ohniscich replikace DNA
obklopujici jadérko, které obsahuji replikaéni proteiny, jako jsou P150 a PCNA (Kennedy et
al., 2000). Tato loziska jsou zalozena v rané G1 fazi a také zahrnuji ¢leny rodiny pRB
(retinoblastomovy protein). Pozdé&ji, v S — fazi, jsou loziska replikace DNA rozmisténa do

regiontl po celém jadfe. Studie mutantnich lamind naznacuji, ze fyziologické shromazd’ovani
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laminti vyzaduje zalozeni replika¢nich center DNA (Ellis et al., 1997), a ze laminy jsou

dulezité pro elongaéni fazi syntézy DNA (Spann et al., 1997).

Kromé asociace lamint s replika¢nimi lozisky, existuje dalsi vyzkum o koncentraci
lamind v jaderné oblasti se zvySenou aktivitou RNA polymerazy II, ukazujici na transkripci
(Spann et al., 2002). Tito autofi ukazuji, ze naruseni normalni laminové organizace inhibuje
aktivitu RNA polymerazay II, coz naznacuje, ze laminy jsou zapojeny do syntézy RNA tim,
ze pusobi jako leseni, na kterém jsou organizovany transkripéni faktory potiebné pro aktivaci
RNA polymerazy II. Jagatheesan et al. (1999) a Muralikrishna et al. (2001) ukazali
potencialni ulohu Laminu A v procesu sestiihu RNA. Nasli pfitomnost intranuklearnich
ohnisek Laminu A, které se sdruzuji s misty RNA sestiihu v C2C12 myoblastii a myotubult.
Laminova loziska byla pozorovana u délicich myoblastu, ale zmizela brzy béhem diferenciace
v postmitotickych myocytech, a nebyla pfitomna v myotubulech a svalovych vlaknech. Tyto
vysledky naznacuji, ze diferenciace svalovych bun¢k je doprovazena regulovanymi
piestavbami v organizaci Laminu A (Jagatheesan et al., 1999, Muralikrishna et al., 2001).
Nov¢jsi prace se vénuji otazkam zasadni role Lamint A/C v sestfihu, jelikoZz mysi LMNA -/ -
buniky se zdaji byt schopny udrzet pln¢ funkéni kompartmenty faktorti sestiihu. Ve
skutecnosti mohou byt detekovana specifickd intranuklearni loziska pouze pomoci jedné
konkrétni monoklonalni protilatky a ta by mohla prezentovat néco jiného, nez struktury

obsahujici lamin (Vecerova et al., 2004).

Je pravdépodobné, Ze alespon néktera z intranuklearnich laminovych lozisek, viditelnych
s vyuzitim imunofluorescence, jsou podobna intranuklearnim a transnuklearnim kanalam,
pozorovanych po mikroinjekci (Fricker et al., 1997) nebo po zobrazeni GFP — lamin
transfekovanych bun¢k (Broers et al., 1999). Tyto intranuklearni kanaly jsou viditelné po
transfekci s GFP — Laminy A nebo s GFP — Lamin B1), ale také v normalnich lidskych
fibroblastech, za pouziti béznych imunofluorescenénich technik. Pocet intranuklearnich
kanall je velmi variabilni, v rozmezi od nuly do desitek kanali na buniku. Vétsina z téchto
kanalkti obsahuje membranové lipidy, jakoZ i komplexni proteiny jadernych port (Broers et
al., 2004).

Laminy A, Laminy B, Emerin a proteiny komplexu nuklearnich p6rti mohou byt v téchto
kanalech pfitomny, coz naznacuje, Ze by tyto plné€ vyvinuté invaginace jaderné membrany

mohly slouzit jako pfepravni kanaly mezi riznymi cytoplazmatickymi oblastmi (Fricker et al.,
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1997). Kromé toho bylo prokazéano, ze cytoplazmatické aktinové proteiny jsou také ptitomny
v téchto strukturach (Johnson et al., 2003). Zobrazeni v zivych bunkach ukazuje, ze tyto
kanaly mohou ptetrvavat po delsi dobu a zda se, Ze jsou pomérné stabilni, ale pruzné,
podobné¢ jako laminy pfitomné v jaderné vrstve, jak bylo vidéno v trojrozmérném
zobrazovani. Dalsi studie ukazaly, ze fluorescen¢ni kanaly GFP — lamind jsou stabilni s velmi
nizkym pohybem fluorescen¢nich molekul, podobné jako laminy v jaderné vrstvé (Broers et
al., 1999). Johnson et al. (2003), naznacuji, ze pocet kanali se zvySuje s dediferenciaci. V
umélych systémech pti nadmérné expresi Laminti A, B1, B2 (ne Laminu C) dochazi k ristu
jaderné membrany, ktery je doprovazen jadernou asociaci a zvySenim jadernych invaginaci
nebo takzvanych intranuklearnich membranovych sestav. Zda se, Ze ptitomnost (¢ast) CAAX
motivu v laminech je dostacujici k vyvolani ristu jaderné membrany (Prufert et al., 2004).
Prufert et al. (2004) uvadéji, ze v modelu, ktery pouzili, byl pre-Lamin A pravdépodobné v
surovém stavu (nezpracovany), zatimco jini mohli detekovat zvySenou tvorbu
intranuklearnich kanalu po transfekci Laminem A — GFP, ktery byl prokazan jako plné
zpracovany (Broers et al., 1999). Podobné akumulace Progerinu, ktery je ¢aste¢né zpracovany
mutovanym pre — Laminem A, zptsobuje tvorbu intranuklearnich membranovych invaginaci

(McClintock et al., 2006).

3.1.3.3. Dynamika disperznich nukleoplazmatickych lamini

Vyzkumy naznacuji ptitomnost disperznich intermedialnich filament laminové sité v
celém jadru (Hozak et al., 1995; Jackson, 2004). Také Cdc14B (Cell division cycle 14B)
Tyrosin-fosfataza ozna¢ena GFP ukazuje jadernou sit’ filament, ktera za¢ina na nukleolarni
periferii a roz$ifi se na nuklearni membranu a ¢asto tvofi zké spojeni s komplexy jadernych
péru (Nalepa and Harper, 2004). Existence disperzni sité nukleoplazmatickych lamini byla
navrzena po pouziti riznych technik, které prokazaly, Ze zna¢nd ¢ast intranuklearnich lamind,
viditelnych jako difuzni nukleoplazmaticka fluorescence, je stabiln€ integrovana do jaderného
interiéru (Broers et al., 1999; Moir et al., 2000). Pozoruhodné je, Ze jsou pozorovany velké
rozdily v intercelularnim fluorescenénim zobrazeni po transfekci Laminu C — GFP, ktery je
vyrazné&jsi nez Lamin A — GFP transfekované bunky (Broers and Ramaekers, 2004). Interakce
s jinymi intranuklearnimi strukturami, véetné (docasné) asociace chromatinu nebo vazba na
jaderné histonové proteiny, znamé pro své interakce S laminy in vitro (Taniura et al., 1995;
Goldberg et al., 1999), se zdaji byt zfejmym vysvétleni tohoto jevu. Bylo navrzeno, ze laminy
mohou polymerovat do intranuklearnich intermedialnich filament (Hozak et al., 1995), mohly
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by tedy existovat alternativni sestavovaci vzory. Ukol této sité v bunéénych procesech je
nejasny. Pfedpoklada se, Ze tato nukleoplazmaticka laminova filamenta poskytuji oporu pro
procesy, jako je transkripce a replikace DNA. Studie na buné¢nych liniich transfekovanych
GFP — laminy, ve kterych se vyskytuji mutace podobné jako u Emery — Dreifussovy svalové
dystrofie a Dunniganovy lipodystrofie ukazaly, Ze tyto mutované laminy se fadné nezaclenu;ji
do nukleoplazmatické vrstvy. Tato zjisténi podporuji mozny vyznam Lamind A ve

fyziologickém fungovani DNA (Broers et al., 2005).
3.1.4. Dynamika lamini béhem mitotického déleni somatickych bunék

3.1.41. Rozpad jadernych lamini

K nejdramatictéj$im zméndm v architektuie laminti dochazi v pritbéhu procesu déleni
bunék — pi1 mitdze. Pti prechodu z profaze do prometafaze bunécného déleni dochazi k
rozpadu jaderné membrany a také lamini. Bylo zjisténo, ze na konci profaze se mikrotubuly
vazi na jadernou membranu pies Dynein a odtrhavaji membranové fragmenty z jadra. V
dusledku toho se jaderny obal stava ¢aste¢né naruSeny, coz umoziuje kinazam vstup do jadra
a mohou fosforylovat laminové molekuly, které se nasledné rozpoustéji (Beaudouin et al.,
2002).

Jelikoz mechanismus desintegrace jaderné membrany pomoci mikrotubult je zajimavy,
existuji dalsi studie, které argumentuji proti klicové roli mikrotubula pfi naruSeni membrany a
vyvolani mit6zy. Za prvé, v bunikach postradajicich Cdk1 jsou mikrotubuly a Dynein
normalné pfitomny, ale k rozdéleni jaderného obalu nedochazi (Laronne et al., 2003). Za
druhé, mohou polymery Laminu B1, pfitomné v interfazi, odolavat mnohem vy$$imu napéti,
nez je sila, ktera miize byt vytvofena tahem mikrotubuli na jadernou membranu. Proto se zda
byt kombinace fosforylace s tahem membrany namisto trhani pravdépodobné&jSim scénarem
pro iniciaci mitozy. V savéich bunkach za¢ina disociace Lamint A / C jaderné vrstvy v rané
profazi, zatimco Laminy B se oddéluji teprve pozdé&ji (Georgatos et al., 1997). Laminy A se
na pocatku profaze rychle rozpousti a zcela rozptyluji do cytoplazmy, zatimco ¢astice Laminu
B zistavaji na jaderné periferii az do prometafaze spojené s konstrukci jaderné membrany
(Gerace and Blobel, 1980; Nigg, 1992; Georgatos et al., 1997). Tento nazor byl ale v rozporu
s vyzkumem, ve kterém pomoci Lamin B1 — GFP dokazuji, Zze se Laminy B rozpousti na
zacatku mitozy (Daigle et al., 2001; Beaudouin et al., 2002). Avsak to, zda se nativni Laminy

B oddé€luji od vesikull jaderné membrany béhem mitozy, je tieba jesté prokazat. Poradi
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disociace jinych proteinti jaderné membrany, ktera je do znacné miry zavisla na disociaci
lamint, je obtizné urcit, vzhledem ke kratké dob¢ trvani této konkrétni faze bunécného cyklu,

a rozsahlé zmén¢ epitopu proteint vyplyvajici z fosforylace (Margalit et al., 2005).

Naptiklad rozpad lamind v prub&hu mitézy vyzaduje 3 — 4 hodiny v jadrech jater potkanti,
1 — 2 hodiny v thymocytech potkant a ptiblizné¢ 20 minut v embryonalnich jadrech drapatky
(Newport and Forbes, 1987). Tyto doby by mohly byt rozdilné diky odlisné specifické
bunécné expresi laminovych izoforem (Rober et al., 1989). Jadra potkanich jater exprimuji
oba typy Lamind, jak A, tak B, zatimco thymocyty a embryotické bunky exprimuji
prednostné Lamin B (Gerace and Blobel, 1980; Krohne et al., 1984; Rober et al., 1989). Tyto
riuzné ¢asové intervaly laminové depolymerace jsou tedy pravdépodobné zapti¢inéné riznymi
bunéénymi typy. Rlizné bunécné typy také vykazuji riznou tloustku nuklearni vrstvy lamind,
coZz ma za nasledek rozdilné ¢asové intervaly depolymerace, diky vétSimu mnozstvi polymert
lamint, dale je interval ovlivnén expresi lamin asociovanych proteini (LAPs) a sekundéarni

modifikaci laminti (Paddy et al., 1990; Belmont et al., 1993; Moir et al., 1995; Krohne, 1998).

Rozklad jadernych lamind je fizen fosforylaci laminovych podjednotek diky p34Cdc2
kinaze (Cyklin — dependentni kinaza 2 fosfoprotein), coz zptisobuje depolymerizaci
laminovych polymera vysiho fadu za vzniku pfedevSim monomerti, dimert a tetramerti. Tato
kinaza zda se pifimo fosforyluje lamin na zbytcich, které lemuji ty¢ovou doménu laminu a je
vyznamna pro iniciaci mitozy (Gerace and Blobel, 1980; Ottaviano and Gerace, 1985;
Newport and Forbes, 1987; Peter et al., 1990; Heald and McKeon, 1990; Dessev et al., 1991).
Opcétovné sestaveni lamind je v ptimé korelaci s defosforylaci téchto zbytkt (Peter et al.,
1990). Degradacni proces lamint se zda byt postupny, coz vede ke smrStovani
korespondujicim se zmensovanim jaderného pruméru (Newport and Forbes, 1987; Dessev
and Goldman, 1988).

3.1.4.2. Opétovné slozeni lamini

Na konci mitotického déleni bun€k dochazi k opétovnému znovusloZeni komponentt
jaderné membrany kolem chromatinu a k opétovné tvorbé bariéry mezi jadrem a cytoplazmou
(Gant and Wilson, 1997). Laminy komunikuji s komponenty jaderného obalu a
S chromatinem a tyto interakce jsou stéZejni pro spravné sestaveni jaderné membrany (Burke
and Gerace, 1986). Opétovné slozeni laminti za¢ina jiz na konci anafaze sdruzenim LAP2a a
BAF s koncovymi ¢astmi chromozomti, doprovazené LBR (Lamin B receptor) a malymi
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frakcemi Emerinu (Yang et al., 1997; Haraguchi et al., 2000), nasledované LAP2[ (Haraguchi
et al., 2000; Dechat et al., 2004). Existuji nékteré protichtidné udaje o zpétné reasociaci
Lamin® B, zejména Laminu B1. Studie s GFP — znac¢enym lidskym Laminem B1 v
mitotickych bunkach ukézaly, ze tento lamin se za¢ina sdruzovat s okrajovymi oblastmi
chromozomi béhem pozdni anafaze az do poloviny telofize, coz naznacuje, Ze je vyzadovana
polymerace Laminu B1 pro dekondenzaci chromatinu a vazbu prekurzort jaderné membrany
Vv prub¢hu ranych fazi opétovného slozeni jaderné membrany (Moir et al., 2000; Lopez —
Soler et al., 2001). Bylo vsak také zjisténo, ze akumulace Laminu B1 kolem chromatinu by
mohla byt detekovana pouze v pozdni telofazi / zac¢atku cytokineze, tedy ve fazi, kdy je jiz
chromatin utésnén membranou obsahujici pory (Daigle et al., 2001; Broers and Ramaekers,
2004). Od telofaze se Lamin B1 znova spojuje s membranovymi ¢asticemi, které vsak dosud
obklopuji chromozomy. Toto znovusestaveni Laminu B, které¢ mtize byt viditelné kratce po
LAP2B, je pozorovatelné kolem chromatinu. AZ v pozdni telofazi / cytokinezi Se Lamin B1 —

GFP znovu zadleniuje do struktury jaderné membrany (Dechat et al., 2004).

Zobrazovani Laminu A — GFP v burikach (Broers et al., 1999, Moir et al., 2000) ukazalo,
ze po metafazi dochazi k opétovnému sestaveni vSech tii typu Laminu A (Lamin A, Lamin
AA10 a Lamin C) aZ po cytokinezi. Vétsina molekul viech tif typt Laminu A se nepohybuje
smérem k nové se formujicimu jadru, dokud nedojde k dokonceni cytokineze (Broers et al.,
1999), kdy se vétsina Lamint A zda byt translokovana prosttednictvim nové formované NPC
(Chaudhary and Courvalin, 1993). V této fazi jsou Laminy A velmi rychle spojeny s
chromatinem a jadernym obalem, jelikoZ jiZz neni viditelny v cytoplasmé Zadny GFP signal
obklopujici chromozomy béhem 3 minut po zahdjeni lamin — GFP kondenzace. Zatimco
zobrazovaci studie distribuce GFP — laminu v zivé butice nemiize vyloucit, zda se
subpopulace zejména molekul Laminu C koncentruje na ¢asti povrchu chromozomi v pozdni
anafazi, je ziejmé, ze vétsina molekul Laminu A se znovu sestavuje az v prubéhu a po
skonéeni cytokineze. Jelikoz zraly Lamin A a Lamin AA10 (alternativné spojeny produkt
genu LMNA, ktery postrada vSechny zbytky exonu 10) ztraci svou isoprenylovou skupinu po
zaclenéni do jaderné membrany, opétovné znovusestaveni téchto proteind po konci mitozy,

spolu s Laminem C, bude zahrnovat mechanismus, ktery je nezavisly na této isoprenylové
skupiné (Foisner, 1997; Yang et al., 1997; Dechat et al., 2004).

U drapatky vodni a octomilky obecné byly zjistény dvé rlizné skupiny jadernych vesikul
potfebnych ke znovusestaveni jaderné membrany. Prvni populace se miize vazat na
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chromatin, ale vyzaduje fuzi s druhym, takzvanym fiizogennim typem vesikul, za tvorby
dvojité jaderné membrany (Vigers and Lohka, 1991; Drummond et al., 1999). U drapatky
jsou rizné izoformy lamini spojeny s obéma typy téchto vesikul, zatimco u octomilky je

jedna laminova izoforma spojena pouze s nefizogennimi vesikuly (Goldberg et al., 1998).

3.1.5. Dynamika lamini v oocytech v pribéhu meiotického zrani

Oocyty, nebo také samic¢i zdrode¢né buiky, maji velmi odliSnou architekturu od
somatickych bunék. Jsou to velké, vysoce specializované buiiky obsahujici zasoby vSech
bunéénych komponentt, potiebnych pro podporu rychlého casného embryonalniho déleni v
jejich cytoplazmé. Jadro oocytll pozastavenych na zac¢atku meidzy v profazi I (prvni
meioticky blok), je velmi velké a je oznacovano jako zarode¢ny vacek (GV, germinal
vesicle). I kdyz funk¢ni relevance GV oocytl je jasna, mize byt také prosttedkem
k dlouhodobému ukladani spontanné slozenych slozek jaderné membrany, jako jsou NPC a
laminy (Goldberg et Allen, 1993; Ribbeck and Gorlich, 2001). PIné dorostly sav¢i oocyt je
transkripéné neaktivni a vyuziva pouze RNA transkripty syntetizované a ulozené v prubéhu
casného vyvoje. Tyto RNA transkripty pfitomné v jadie obsahuji i mRNA nezbytné pro
meiotickou progresi. Pfed rozpadem jaderné membrany, tedy ve stadiu GV, jsou velké
translaéni oblasti lokalizovany Vv perinuklearni oblasti. V nedavné studii Susor et al. (2015),
zabyvajici se regulacnimi drahami translace bylo zjiSténo, ze kratce po rozpadu jaderné
membrany v pribéhu prvniho meiotického déleni, dochazi k rozvoji dvou rozdilnych
translacnich oblasti. Prvni byla lokalizovana v oblasti chromozomii (CTA — chromozomalni
translacni oblast) a druhd v oblasti, ktera pred rozpadem jaderné membrany obklopovala jadro
(PTA — perispindularni transla¢ni oblast). Tyto odli$né oblasti byly od sebe odd¢lené
asociovanymi Laminy A / C a endoplazmatickym retikulem. Toto ohraniceni bylo

lokalizovano kratce po rozpadu jaderné membrany a mizelo v pribéhu prometafaze I.

Meidza je vysoce specializovany bunéény proces, nezbytny pro pohlavni rozmnozovani.
Diploidni zdrode¢né buiiky museji podstoupit meidzu, neboli také redukéni déleni, aby mohly
produkovat haploidni gamety. Haploidizace zahrnuje parovani a rekombinaci homolognich
chromozom jako piedpoklad pro jejich fadné oddéleni. Parovani homolognich chromozomu
vyZaduje jejich aktivni pfemisténi v rdimci meiotického jadra, které zavisi na interakci telomer
s jadernym obalem. Tato asociace je Zivotn¢ dlileZita pro spravny priibéh meiodzy a tedy
zasadni pro plodnost (Lenart and Ellenberg, 2003). V nedavné studii bylo pomoci

protetickych a interakénich metod potvrzeno, Ze laminové struktury jaderného obalu
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interaguji s rekombinacnim medidtorem BRCA2 a koheznim faktorem PDS5 pro zajisténi
trvalych rekombinaénich mist v jaderném obalu a také spole¢né s Kohesinem interaguji
laminy jaderné membrany s transkripénim represorem CTCF pro zajisténi spravného
polohovani gent v intranuklearnich oblastech (Carlberg and Molnar, 2014). Data dokazuji,
ze trvalé DNA zlomy mohou korespondovat s crossing overy, které jsou mobilizované do

jaderné membrany (Kusch, 2014).

V jiné studii byla zkoumana tloha jadernych lamint strukturélniho skeletu, ktery je tizce
spojen s vnitini ¢asti jaderné membrany. V somatickych burnikach jsou laminy klicovym
hra¢em v organizaci chromatinu a plni rizné funkce, jako je tdrzba jaderné struktury a
regulace transkripce. Aby byla pochopena jejich role pii meidze, byl ve studii pouzit Lamin
C2, exprimovany v sam¢ich zarodecnych buiikéach. Jak se ukazalo, Lamin C2 je nezbytny pro
vCasné premisténi meiotickych telomer. Pti jeho absenci jsou synapse homolognich
chromozomu vazné ovlivnény. Tyto meiotické defekty vedou k neplodnosti u muzt. To téz
vede k zavéru, Ze jaderné laminy piimo ptispivaji k plodnosti usnadnénim meiotického

pohybu chromozomui (Dernburg, 2013).

Ve studii Mori et al. (2014) vyuzivajici oocyty hvézdic (Patiria miniata) bylo zjisténo, zZe
po znovuzahdjeni meidzy po meiotickém bloku dochdzi k rozpadu jaderné membrany
(NEBD) jingym mechanismem, nez je tomu u somatickych buné¢k. Jelikoz jadra oocytii jsou
mnohondsobn¢ vetsi, nez vétsSina jader somatickych bunék, tubuliny, které pii mitéze tahem
dezintegruji jadernou membranu, by nedokazaly obsdhnout celou plochu jadra oocytu.

V procesu meiotického zrani u oocyti hvézdice nejdiive dochazi k rozpadu komplext
jadernych pori a k formovani aktinového obalu (Arp2/3 F — Aktin komplex) kolem jaderné
membrany, se kterou asociuje a diky této asociaci nasledné dochazi k fragmentaci jaderného
obalu a také dochazi k fragmentaci jadernych lamint. Nakonec dochazi k depolymeraci
jadernych lamint a rozpadu jaderné membrany. Aktinovy obal zformovany kolem jaderného
obalu v profazi I je stéZejni nejen pro fragmentaci a nasledny rozpad jaderné membrany
oocytl hvézdic, zdsadné se podili 1 na spravném zachyceni chromozémt do mikrotubulérniho

vieténka (Mogessie and Schuh, 2013; Mori et al., 2014).

Zvysovani permeability a nasledny rozpad jaderné membrany je disledkem hromadéni
MPF (maturation promoting factor) v jadie béhem ¢asné profaze. Tato akumulace vede k jeho

aktivaci. Aktivovany MPF pak fosforyluje substraty béhem, nebo bezprostfedné po vstupu do
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jadra. Mezi substraty fadime vétsSinu nukleoplazmatickych proteinti, jako jsou nukleoporiny,
proteiny vnitini jaderné membrany a laminy. Jejich fosforylaci dochazi k uvolnéni z jaderné
membrany (Hashimoto and Kishimoto, 1986; Ward and Kirschner, 1990; Ookata et al., 1992;
Hagting et al., 1999; Iwashita et al., 1998; Hinchcliffe et al., 1999; Takizawa and Morgan,
2000). Je pravdépodobné, ze permeabilizace zacina lokalnim porusenim membrany, které je
zpusobené Gplnym odstranénim NPC. Permeabilizace se poté $iti z pivodniho mista ve viné
pres povrch jaderné membrany. Depolymerace lamini zac¢iné az poté, co dochazi ke smichani

obsahu jadra a cytoplazmy (Terasaki, 1994; Terasaki et al., 2001).

Po NEBD chromozomy pokrac¢uji do metafazni desticky meidzy I, poté rychle vstupuji do
anafaze a telofaze a je vydéleno prvni polové télisko. Chromozomy se rychle zarovnavaji do
druhého meiotického vieténka a zde, ve stadiu metafaze 11 se u vétSiny obratlovcl tvoti druhy

meioticky blok a do anafaze II vstupuji az po fertilizaci (Lenart and Ellenberg, 2003).

Bé&hem meidzy I a II jsou oocyty v M fazi, s vyznamnou aktivitou MPF (Nebreda and
Ferby, 2000; Karabinova et al., 2011). Proteiny jaderné membrany, jako jsou laminy a
nukleoporiny jsou fosforylovany, aby nedochazelo k polymeraci laminti a zpétnému sestaveni
NPC. Zajimavé je, ze i kdyz aktivita MPF klesa mezi dvéma meiotickymi délenimi,
nedochazi ke zpétnému formovani jaderné membrany kolem chromozomd. Prevence tvorby
jaderné membrany je zifejmé dalezitym piedpokladem pro inhibici replikace DNA
v reduk¢nim déleni (Nakajo et al., 2000; Nebreda and Ferby, 2000).

V nedavné studii (Susor et al., 2015) bylo vSak na mysich modelech zji§téno, Ze po
rozpadu jaderné membrany dochazi v rané fazi meiotického zrani na rozdil od mitdzy
k asociaci depolymerovanych laminovych struktur a endoplazmatického retikulala a tyto
struktury tvoii mechanické bariéry kolem chromatinu. Dochazi k tvorbé kompartmentd, které
odd¢€luji chromatin a nukleoplazmu od zbytku bunééné cytoplazmy a tvoii tak dvé rozdilné
transla¢ni oblasti. Tyto asociované Laminy A / C a ER tvofici jakousi bariéru po NEBD, ktera
mizi v prometafizi |. Pravdépodobné jde o mechanismus, ktery zaruéuje frakcionaci
cytoplasmy po NEBD u takto velké bunky.

3.1.6. Dynamika lamini v prubéhu embryonalniho vyvoje

Na rozdil od Laminu A, Laminy B jsou exprimovany ve v§ech butikach v prubéhu celého
vyvoje. Laminy B jsou povazovany za nepostradatelné pro zivotaschopnost bunék, tyto

zaveéry byly demonstrovany u lidskych bunék a bun¢k had’atka obecného. Laminy B1 a B2
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jsou téz nepostradatelné v procesu organogeneze, jak bylo dokazano u mysi, které postradaly
Laminy B1 a/ nebo Lamin B2. Tyto mysi zemiely kratce po narozeni nasledkem tézkych
neurologickych vad (Liu et al., 2000; Harborth et al., 2001; Coffinier et al., 2011; Kim et al.,
2011, Kim et al., 2013).

Rober et al., (1989) provedli imunofluorescenéni studii laminové exprese V pribéhu
embryonalniho vyvoje mysi, byla zkoumana exprese Lamind A / C. Exprese byla pozorovana
v embryonalnich tkanich v ¢ase, kdy za¢ina dana tkan diferenciaci. Pfed zahajenim
diferenciace je exprimovan pouze Lamin B. Tyto vysledky dopliuji a rozsifuji studium
Schatten et al. (1985), ktery poznamenal, Ze dochazi k expresi Laminu B, ale ne Laminu A/ C
v blastocystach mysi, a Stewart a Burka (1987), kteti uvedli, Ze Lamin B je jediny druh
laminu exprimovany vV mysi blastocysté. Presto byla v nedavné studii potvrzena velice nizka
hladina laminti A/C i v ranych my$ich embryonalnich bunikach (Eckersley-Maslin et al.,
2013).

Nacasovani nastupu exprese Laminu A / C je zavislé na tkani. Nicméné rizné organy
zacinaji expresi Laminu A / C v riznych ¢asech. Tudiz napiiklad jednotlivé bunky urcené pro
vytvoieni svalii o¢i, koncetin a trupu navozuji expresi Laminu A / C jasn¢ ve stejny den,
stejné jako urcité bunky hladkého svalstva cév. Ve zna¢ném kontrastu s tim jsou myocyty,
které postradaji Laminy A / C a exprese téchto lamint v srdeénim svalu se zda byt v podstaté
postnatalni udalost, ktera za¢ina kratce po narozeni a pak zrychli. Stejné tak k akvizici
Lamint A / C v mozku dochazi v podstaté jen n¢kolik dni po narozeni. Tento poné¢kud pozdni
zacatek exprese Lamini A/C v mozku neni bezprecedentni. Nékteré proteiny cytoskeletu,
jako je naptiklad Velky neurofilamentovy polypeptid NF — H (Shaw and Weber, 1982;
Pachter and Liem, 1984), n¢které tau — proteiny (Mareck et al. 1980), jakoz i Gliovy protein
intermedialnich filament (GFAP), jsou v prvni fadé ziskavany po narozeni. V prubéhu
embryonalniho vyvoje je tedy vyznamna korelace mezi expresi Laminu A/ C a procentem
proliferujicich bunék (Raju et al., 1981).

Nasledny podrobnéjsi vyzkum Fosterova et al. (2006) zabyvajici se expresi Laminu Aa C
Vv pritbéhu raného prasec¢iho embryondlniho vyvoje popisuje, Ze za vyuziti specifickych
protilatek pro Lamin A a pro Lamin C byla potvrzena pfitomnost obou typt téchto lamini
V raném embryonalnim vyvoji, a to v intranuklearnich loZiscich a v nuklearni periferii.

V pozdéjsich stadiich sice nebyl pozorovan Lamin A (jeho lokalizace se postupné snizuje),
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Lamin C byl vSak pozorovan ve vsech stadiich embrya. Z toho vyplyva, ze kazdy z téchto
typl zastava zejména béhem vyvoje jinou funkci, ackoliv se jedna o produkty téhoz genu.
Nejvetsi intranuklearni loziska Laminu A byla pozorovéana v predimplantaénim obdobi a
pozdéji se vyskyt lozisek snizoval a Lamin A se lokalizoval spiSe na periferii jadra. Ve stadiu
Ctyfbunééného embrya dochazi v prasecich embryich k zahajeni transkripce, po transkripéné
neaktivnim obdobi v prib¢hu zrani a fertilizace zarodecné buriky. Intranuklearni loziska
Laminu A, ptiléhajici k témto transkripénim oblastem, maji pravdépodobné vliv na tento
proces, stejné tak se predpoklada, ze laminova loziska se zapojuji do prvnich kol embryonalni
replikace a jsou soucasti nukleoskeletu (Tomanek et al. 1989; Freitag et al. 1991; Jarrell et al.
1991; Schoenbeck et al. 1992; Hyttel et al. 2000; Viuff et al. 2002).

3.1.7. Laminy v pribéhu apoptézy

Studie chovani lamini béhem procesu programované bunééné smrti (apoptozy) zdlraznily
nejen vyznam lamind ve fazi uskute¢néni bunééného a zejména jaderného rozkladu béhem
apoptozy, ale také prinesly novy pohled na molekularni organizaci jadernych lamint a jaderné

membrany (Broers et al., 2005).

| kdyZ bylo prokazano, ze laminy tvofi substraty pro kaspazy (cysteinproteinazy stépici
peptidickou vazbu v prabéhu apoptdzy), je znamo velmi malo o krocich, které fidi proteolyzu
struktury jadernych lamini béhem apoptdzy. Degradace laminti je pravdépodobné dilezitym
krokem pii ukonceni funkce bunék, diky degradaci strukturalni podpory jadra dané burnky.
Jelikoz v bunikach transfekovanych laminy, které obsahuji mutovana §tépna mista pro
kaspazy, byla jaderna degradace béhem apoptdzy z velké ¢asti zpozdéna (Rao et al., 1996).
Kaspaza — 6 byla identifikovana jako hlavni proteaza odpovédna za degradaci laminu (Slee et
al., 2000), stépeni laminu a apoptoza by tedy mohly byt zcela naruSeny peptidovymi
inhibitory Kaspazy — 6. Laminy A se §tépi na misté, které se nachazi v nesto¢eném
spojovacim regionu L12 na pozici 227 — 230. Tato oblast obsahuje vazebna mista pro
chromatin (Glass et al., 1993) a je také zapojena do tvorby laminovych struktur (McKeon,
1991). Studie vyuZzivajici bezbunééné extrakty bud’ Kaspazy — 3 nebo Kaspazy — 6 ukazaly,
ze proteolyza Laminu B byla ovlivnéna odstranénim obou téchto kaspaz. To nasvéd¢uje tomu,
ze by mohlo byt degradace Laminu B ve fazi uskute¢néni apoptozy rovnéz dosazeno
prostiednictvim aktivity Kaspazy — 3 (Slee et al., 2000). Lavastre et al. (2005) prokazali, ze
degradace Laminu B1 by mohla byt zvracena pomoci inhibitoru Kaspazy — 6, ale nikoliv

inhibitoru Kaspazy — 8.
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Byla provedena komplexni studie o dynamice a dusledcich $tépeni lamint v pribéhu
apoptozy v zivych bunkach, pro ziskani lep$iho pochopeni rychlého a koordinovaného ¢lenéni
slozité struktury jadra (Broers et al., 2002). Indukce apoptdzy v bunkach transfekovanych
Laminem A — GFP odhalila ztratu lokalizace znacené struktury na periferii jadra, pii
soucasném premisténi do nukleoplazmy a cytoplasmy bunky. Velmi rychle po premisténi
Laminu A byla viditelna kondenzace chromatinu. Imunoblottingem apoptotickych bunék bylo
zjisténo, ze byla Stépena pouze ¢ast laminovych proteint, pii¢emz vétsina z téchto proteinti
byla ziejmée jesté neporusend, ale zaroven depolymerovand. Dochazi tedy k malému nartstu v
rozpustnosti depolymerovanych, ale nestépemych laminovych monomert pied hlavnim
nastupem kondenzace DNA béhem apoptdzy. Na rozdil od Laminti A, nebyl pozorovan zadny
signal Laminu B1 — GFP v cytoplazmé ¢asnych apoptotickych bunék, ale je stale mozné
pozorovat strukturu podobnou Laminiim B1 po obvodu jadra po nastupu kondenzace DNA.
Pozorovani, ze fragmenty Laminu B1 zistavaji viditelné jako nuklearni struktury béhem
apoptozy, je v souladu se zjisténimi Buendia et al. (1999), ktefi dokazali, ze v prubéhu
apoptozy vétsina proteolytickych fragment Laminu B2 zlstava spojena S nerozpustnou
strukturou, zatimco vétSina proteolytickych fragmenti Nup153, a komponentta NPC se

uvolnuje do cytoplazmatického prostoru.

Bylo popséno, ze u¢innd laminova desintegrace béhem apoptdzy vyzaduje jak
hyperfosforylaci laminu pomoci PKC (Protein kinaza C), tak kaspazou zprostfedkovanou
proteolyzu (Cross et al., 2000; Brodie and Blumberg, 2003). Nicméné pokud je fosforylace
dualezita pro desintegraci lamind béhem apoptozy, nedé se o¢ekavat rozpustnost laminti v
pritomnosti Staurosporinu, zndmého inhibitoru, ktery mize byt pouzit k indukci apoptdzy
(Broers et al., 2002). Park a Baines (2006) prokazali, ze infekce virem herpes simplex (HSV —
1) navozuje fosforylaci Laminta B diky PKC a tato vysoka fosforylace Laminu B v butikach
infikovanych HSV — 1 byla ¢aste¢né sniZena pomoci inhibitorit PKC. Tyto tdaje naznacuji
model, ve kterém jsou kinazy, které $tépi nuklearni vrstvu béhem apoptozy, odvadény do
jaderné membrany, a tam fosforyluji Lamin B a tim poméhaji s modifikaci nuklearnich

laminti béhem apoptozy (Broers et al., 2005).

Je mozné spekulovat, zda odlisné chovani Laminti A a B béhem apoptotické kaskady
odrazi rozdily v molekularni organizaci mezi laminovymi subtypy. Laminy typu A, C a B se
1isi v jejich COOH — terminalni doméné. Zralé A a B laminy si udrzuji hydrofobni izoprenovy
CAAX box, zatimco Laminy C postradaji toto vazebné misto pro jadernou membranu. Jiz
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diive bylo uvedeno, ze motiv CAAX v této oblasti ocasu je nezbytny pro uc¢innou integraci
Lamint B do jiz vytvofené nuklearni vrstvy, jelikoz CAAX mutanty téchto lamina vykazaly
snizené cileni do nuklearni vrstvy a zdalo se, Ze nedojde k asociaci s jadernou membranou. To
dokazuje, Ze zmény v CAAX motivu jsou zodpovédné za asociaci Lamint B s jadernou
membranou (Mical and Monteiro, 1998, Barrowman et al., 2012). Bylo prokazano, Ze jaderna
membrana stale obklopuje chromatinové fragmenty vytvotené v pribéhu apoptozy
(Oberhammer et al., 1993). Pravdépodobné je dostatecna lateralni nebo head — to — tail
kompletace molekul Laminu B1 (Stuurman et al., 1996), aby zajistila, Ze oba NH2-terminalni
a COOH-terminalni fragmenty Lamint B1 zlstavaji pfipojeny k jaderné membrang, a to i po

apoptickém stépeni lamint (Stuurman et al., 1996).

Laminy typu A i B interaguji s riznymi asociovanymi proteiny, které by mohly
zpusobovat rozdily v migraci béhem apoptdzy. COOH — konec LAP2a se vaze piimo na
zbytky 319 — 566 v Laminech A, které zahrnuji COOH — konec ty¢ové domény a celou
ocasovou (Furukawa and Kondo, 1998). Béhem apoptozy, kdy se LAP2a. §tépi kaspazou,
apoptoticky COOH — terminalni fragment LAP2a zlstava spojen se zbytkovou strukturou po
extrakci pomoci detergentnich/solnych pufrii, zatimco NH2 — termindIni fragment se
extrahuje z intranuklearnich struktur (Gotzmann et al., 2000). LAP2 se specificky vaze na
region uvnitf sto¢ené domény 1B Laminu B (Furukawa and Kondo, 1998) a na chromatin, ale
ma nizkou afinitu pro Laminy A (Foisner and Gerace, 1993, Hutchison et al., 2001). Na rozdil
od LAP2a, LAP2p je integrovan do vnitini jaderné membrany (INM) pomoci COOH —
terminalni domény. Bylo publikovano, ze LAP2f je $tépen béhem apoptdzy, pravdépodobné
aktivitou Kaspazy — 3. Dale bylo prokazano, ze $té€peni jak LAP2p, tak Laminu B2 za¢ina v
apoptotické procesu piiblizné ve stejném ¢asovém bodé (Buendia et al., 1999). Dalsim
asociovanym proteinem je LBR (Lamin B receptor), integralni protein vniténi jaderné
membrany (INM), ktery interaguje s Laminy B, avSak ne s Laminy A. Bylo popsano, ze NH2
— koncovéa doména LBR se specificky §té€pi v pozdéjsi fazi apoptdzy, nasledné po Stépeni
Laminu B (Duband-Goulet et al., 1998). V dalsi studii se nepodafilo zaznamenat apoptotické
produkty stépeni LBR ani po delsim obdobi, zatimco Lamin B2 byl jiz rozstépen (Buendia et
al., 1999). Interakce LAP2p a LBR, které jsou $tépeny v pozdnich fazich apoptdzy, s relativné
brzy $tépenym Laminem B1 mtze byt pfic¢inou, pro¢ tyto fragmenty poskytuji strukturalni
oporu jaderné membrany, coZ je vlastnost, ktera by mohla byt dilezita pti tvorbé

apoptotickych figur (Rao et al., 1996, Buendia et al., 1999).
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4. Materialy a metody

4.1. Material

4.1.1. Experimentalni skupiny

Byly pouzity dvé odlisné experimentalni skupiny mysi, z nichz jednu skupinu tvotily mysi
ve stari 4 az 18 tydnd (mladé mysi) a druhou skupinu tvotily mysi ve véku od 1 roku (staré
mysi). Ob¢ skupiny byly 48 hodin pied izolaci oocytl z vaje¢nikd stimulovany pomoci
PMSG (pregnant mare serum gonadotropin, Sigma — Aldrich). Se zvifaty bylo pracovano dle
legislativy Zakona na ochranu zvifat proti tyrani ¢. 246 / 1992 sb.

4.1.2. Ziskani vajeéniki a oocyti

Vajecniky byly odebirdny ze starych a mladych mysi 48 hodin po injekci PMSG pro
indukci ovulace. Do 30 — ti minut od vyjmuti vaje¢nikt byly izolovany GV oocyty z folikuld,
které byly naruSeny pomoci jehel. Vhodné oocyty byly nasledné pomoci kapilary pfeneseny
z pracovniho média s IBMX (3 — isobutyl — 2 — methilxanthin, inhibitor fosfodiesteraz,
Sigma) do kultiva¢ni jamky (Fisher Scientific) s kultivaénim médiem M16 (Millipore), také
s obsahem IBMX, do inkubatoru (37 °C, 5 % CO,) a poté byly pouzity k dalSimu studiu.

4.1.3. Média pouZita pro in vitro zrani mySich oocyti
M16

Pro zrani mySich oocytd v in vitro podminkach bylo pouzivano kultiva¢ni médium M16.
Toto médium je skladovano po alikvotech 500 pl pti teploté -20 °C v 1 ml zkumavkach
(Millipore) az do doby pouziti, kdy je na vyhfevné ploténce nejdiive rozmrazeno a poté
napipetovano do kultiva¢nich jamek, které jsou umistény s mirné pootevienym vikem,

z diivodu ptivodu CO,, do inkubatoru. Skladovani pti -20 °C az do doby pouziti (2 mésice).
PVA/PBS (promyvaci zamrazovaci médium)

Toto médium bylo ptipraveno smichanim PBS (phosphate — buffered saline, Sigma) a
PVA (polyvinyl alkohol, Sigma). Jedna tableta PBS byla nejdiive rozpusténa ve 200 ml vody
a poté byla nadoba s roztokem sterilizovdna. Roztok se nasledn¢ smichal s PVA v poméru 1

mg PVA na 25 ml PBS. Toto médium se skladuje pii teploté 4 °C po dobu pul roku.
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Transfer médium (promyvaci zraci médium)

Mysi tranfer médium bylo piipraveno z BSA (bovinni sérovy albumin, Sigma — Aldrich)
a praseciho transfer média v poméru 0,25 g BSA na 100 ml transfer média. Praseci transfer

médium se pak skladalo z roztoku A (tabulka 1) a z roztoku B (tabulka 2).

Tabulka 1 SloZeni rozotoku A pro pfipravu praseciho transfer média

Roztok A
Slouc¢enina Molekularni | g/1000ml | Koncentrace

hmotnost (mM)
NaCl 58,45 6,400 108,73
KCI 74,55 0,400 4,78
CaCl, . 2H,0 147,00 0,300 1,70
KH,PO, 136,09 0,700 1,19
MgSQO, . 7TH,O 246,50 0,097 1,19
Glukéza 180,20 2,000 5,55
HEPES acid (N — (2 — hydroxyethyl)
piperazine — N' — (2 — ethanesulfonic acid) 2,000
PVA (polyvinyl alkohol) 1,000

Po navazeni a smichani danych komponent roztoku A (tabulka 1) byla tato smés dolita do
1000 ml destilovanou vodou, rozlita po 500 ml do lahvi a ty se poté autoklavovaly. Po
sterilizaci se kazda lahev (tj. 500 ml) smichala s roztokem B (tabulka 2) a tim jsme dostali

praseci transfer médium, potfebné pro ptipravu transfer média mysiho.
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Tabulka 2 SloZeni roztoku B pro pripravu praseciho transfer média

ROZTOK B
Sloucenina mnoZzstvi
NaHCO; (7,5 %) 7,5000 ml
Penicilin 0,0225 ¢
Streptomycin 0,0325¢g
Amphotericin (25 pg/ml) 0,5000 ml
Na pyruvat 0,1000 g

Pracovni médium

Jako pracovni médium pro manipulaci s oocyty, u kterych byla pozadovana docasna
inhibice zrani, bylo vyuzito mysi transfer médium s IBMX (0,125 mg / ml) v poméru 1:1000,
to znamena 20 ml transfer media na 20 pul IBMX. Toto médium se skladuje pti teploté 4 °C az

do doby pouziti (n€kolik dni).

4.1.4. Pracovni média a protilatky pro imunolokalizaci

4% paraformaldehyd

4 gramy paraformaldehydu (Sigma) bylo rozmichano v 80 ml PBS a pii michani
zahtivano. Teplota nesméla presahnout 70 °C, vznikl mirn¢ zakaleny roztok, ve kterém se
rozpustila vétSina paraformaldehydu. Poté se nechal roztok vychladnout a nasledné byly za
stalého michani pfidavany 3 kapky 1 N NaOH, po n€¢kolika minutach dochazelo k ceteni
roztoku (pH 6,9). Vysledkem byl 4% roztok paraformaldehydu. Skladovani pti -20 °C az do

doby pouziti (1 mésic).
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Zasobni roztok Tritonu X — 100

Pro permeabilizaci buné¢né membrany zasobnim roztokem Tritonu X — 100 (Sigma —
Aldrich) bylo potieba smichat 2 pl Tritonu (0,1 %) s 5 ml PBS a nasledné umistit na
minimalné¢ 10 minut na shaker pti pokojové teploté. Vysledny roztok byl uréeny

k okamzitému pouziti, neskladuje se.
Primarni protilatky

Na kazdy vzorek, ktery byl podroben imunocytochemickému barveni, bylo zapotiebi
smichat 100 pl roztoku PVA / PBS s kazdou pouzitou primarni protilatkou. Pro ucely pokusu
bylo smichano 100 pul PVA / PBS se 2 ul krali¢i protilatky anti — o — Tubulinu (T3952, 1:150,
Sigma) a se 2 ul mysi protilatky anti — LMN A/ C (SAB4200236, 1:150, Sigma). Tento

roztok byl takto pfipraven k okamzitému pouziti.
Sekundarni protilatky

Pro ptipravu roztoku sekundarnich protilatek bylo zapotiebi smichat na kazdy vzorek 500
ul PVA / PBS se 2 ul kazdé sekundarni protilatky, to znamena 2 ul anti — rabbit sekundarni
protilatky IgG (Alexa Fluor® 488, 1:250, Molecular probes) a 2 pl anti — mouse sekundarni
protilatky IgG (Alexa Fluor® 594, 1:250, Molecular probes). Ptipraveno k okamzitému

pouziti.
Montovaci médium

Montovaci médium (hardening, Vectrashield labs) obsahuje DAPI (1,5 pg/ ml; 4', 6 —
diamidin — 2 — fenylindol), coz je fluorescenéni barvivo, které se vaze na AT oblasti DNA. Na
kazdé kryci sklicko (Fisher Scientific) se vzorky bylo pouzito 25 pl média. Po naneseni na
vzorek bylo nutno nechat médium ztvrdnout pifi 4 °C na 1 — 2 hodiny. Montovaci médium se

skladuje bez ptistupu svétla pti 4 °C az po dobu pouziti (n¢kolik mésictt).
4.1.5. Materialy a média pro imunoblotting
Roztok 20 % towbinu (pH 9,2)
Pro ptipravu 1 litru tohoto roztoku bylo zapotiebi smichat 5,82 g Tris base (tris

(hydroxymethyl) aminomethan, Sigma) se 2,93 g Glycinu a tyto komponenty nasledné
rozpustit v 750 ml destilované vody. Potfebné pH bylo ziskano pomoci 10M NaOH / HCI,
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poté bylo ptidano 200ml metanolu a doplnéno destilovanou vodou do 1 litru. Vysledny roztok

se skladuje pti 4 °C po dobu 1 mésice.
Roztok 10 % towbinu (pH 9,2)

Pro ptipravu 1 litru roztoku bylo zapottebi smichat stejné mnozstvi Tris base a Glycinu
jako v ptedchozim piipadé, avsak tyto komponenty nasledné rozpustit v 850 ml destilované
vody a po upravé pH 10M NaOH priidat 100 ml metanolu a dolit do 1 litru destilovanou

vodou. Plati stejné skladovani.
TTBS

Pro ptipravu roztoku 1 litru TTBS bylo smichano 8 g NaCl, 0,5 ml Tween a 10 ml 2M
TRIS (pH 7,6). Tato smés byla nasledné dopInéna do 1 litru destilovanou vodou. Skladuje se

pii 4 °C po dobu maximalné 3 dnd.
2M TRIS (pH 7,6)

Pro ptipravu bylo nutno v 80 ml destilované vody rozpustit 27,02 g Tris hydrochloridu se
3,46 g Tris base, pomoci 10M NaOH dotitrovat na pH 7,6 a nasledné doplnit do 100 ml

destilovanou vodou. Skladovani 1 mésic pti pokojové teploté.
Primarni protilatky

Byly pouzity mysi primarni protilatky anti — Lamin A/ C (SAB4200236,
1:1000/1:20000, Sigma) a krali¢i anti — pLamin A/C (2026, 1:500, Cell Signaling) a anti —
GAPDH (69545, 1:20000, Sigma). Inkubace v primarnich protilatkach a roztuku 1 % mléka
s TTBS probihala ptes noc pii 4 °C.

Sekundarni protilatky

Pro inkubaci s konjugaty sekundarnich protilatek byly pouzity 1,33 ul anti — mouse
(1:7500, Sigma) a 1,33 pl anti — rabbit (1:7500, Sigma) sekundérni protilatky rozpusténé ve
20 ml roztoku 1 % mléka. Inkubace probihala 1 hodinu p#i pokojové teploté na pieklapécce.
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4.2. Metody

4.2.1. lzolace a in vitro kultivace oocytu

GV oocyty byly ziskany z vaje¢nikti mladych a starych mysi 48 hodin po injekci PMSG.
Po izolaci z vaje¢nika byly oocyty umistény do pracovniho média s IBMX. Nasledné byly
vybrané oocyty piremistény do média M16 bez obsahu IBMX a umistény do inkubatoru, ktery
simuluje prirozené podminky pti 37 °C a 5 % CO2.

4.2.2. Imunolokalizace laminu A/ C

Oocyty byly nejprve promyty v médiu PVA / PBS, nasledné byly fixovany 4%
paraformaldehydem (PFA) v PVA / PBS po dobu 15 — 30 minut. Poté byly fixované oocyty
opét promyty v PVA / PBS (pii pokojové teploté na tiepacce) a umistény do kultivaéni jamky
s roztokem PVA / PBS a 0,1 % roztokem Tritonu X — 100 a nasledné na 10 minut umistény
pii pokojové teploté na tiepacku tak, aby doslo k permeabilizaci membrany oocyti. Poté byly
oocyty opét promyty v PVA / PBS a pies noc inkubovany pii 4 °C na tiepacce s roztoky
primarnich protilatek. Druhy den, po opétovném promyti v PVA / PBS od primarnich
protilatek na tfepacce, byly oocyty pfemistény do kultivacni jamky s roztoky sekundarnich
protilatek a inkubovany 1 hodinu pii pokojové teploté bez pristupu svétla (az do konce
experimentu). Po opétovném promyti v PVA / PBS byly oocyty umistény na podlozni skli¢ko
do mounting média (s DAPI) a ptekryty krycim sklickem. Médium se nasledné nechalo 1 — 2
hodiny pti 4 °C vytvrdnout a poté bylo kryci sklicko fixovano lakem, po zaschnuti byly

vzorky pozorovany pomoci konfokalniho mikroskopu.

4.2.3. Live cell imaging

Oocyty kultivované v M16 s IBMX byly promyty pomoci transfer media od IBMX a poté
S co nejmensim mnozstvim tohoto média pteneseny do kultiva¢ni jamky upevnéné na
podloznim skli¢ku (Fisher Scientific) s kapkou M16 (2 pl) ptekrytou mineralnim olejem
(Sigma). Nasledné byly ob& nasazené skupiny piekryty krytem. Vzorky byly vizualizovany za
pouziti konfokalniho mikroskopu TCS SP5 Leica vybaveného EMBL inkubatorem a HCX PL
APO 20 x /0.7 IMM CORR ABL a HCX PL APO 40 x /1.1 objektivy. Snimky byly sestaveny

ve Photoshopu CS3 a spolu s videi kvantifikovany v Image J software.

41



4.2.4. Elektroforeticka separace

Oocyty v riizném stadiu meiotick€ého zrani byly nejdiive denaturovany. Ke kazdému
vzorku o objemu 0,5 p bylo pfidano 9,5 ul 1x koncentrovaného LDS vzorkového pufru (Life
Technologies), vzorky byly nasledné zahiivany na 100 °C po dobu 5 minut, poté byly takto
upravené vzorky zvortexovany a piipraveny k nasazeni do jamek. Pro horizontalni plosnou
elektroforetickou separaci byl pouzit 10 % polyakrylamidovy gel (Life Technologies).
Elektroforetické zatizeni bylo po nasazeni vzork, zaliti 1 — krat koncentrovanymi
elektrolytickymi pufry (MES SDS running buffers, Life Technologies) s antioxidantem (Life
Technologies) a zapojeni elektrod, nastaveno na 25 mA a 180 V a po spusténi piistroje
dochazelo k separaci vzorki podle jejich molekularni hmotnosti a hustoty gelu, pficemz néboj
byl uniformni. Separace probihala po dobu 1 hodiny. Po vyjmuti gelu z ptistroje, po skonceni

separace, byl tento gel se separovanymi vzorky nasledné vyuzit na imunoblotting.

4.2.5. Imunochemicka detekce proteini v gelu — Western blot

Po elektroforetické separaci vzorkt na polyakrylamidovém gelu byly tyto vzorky
pfeneseny na nitrocelulézovou membranu (Millipore) za pouziti polosuchého blottovaciho
systému (Biometra GmbH), blotovani trvalo po dobu 30 minut na 5 mA / cm? pii 18 W.
Nejdiive v8ak bylo nutné gel pfenést do nadoby s 10 % (20 %) towbinem, umistit na 10
minut na shaker a nasledn¢ aktivovat membranu ponofenim do metanolu a posléze také do 10
% (20 %) towbinu. K membrané byl do roztoku towbinu pfidan také filtra¢ni papir (2 X)a
nasledné byla vani¢ka s membranou a filtraénim papirem v towbinu pfenesena na 5 minut na
shaker. Poté se na blotovaci zatizeni navrsil nejdiive filtracni papir, membrana a gel a na n¢;j
dalsi filtracni papir. Blotovani trvalo 30 minut. Diky pfeneseni na membranu byly proteiny
zakotveny v membrané a byly tedy nasledné ptistupné k reakci s imunodetek¢nimi ¢inidly. Po
preneseni byla vSechna nespecifickd mista blokovana ponofenim mebrany do roztoku
obsahujiciho protein, v nasem piipadé do 1% odstiedéného mléka rozpusténého v TTBS
(tween-tris-buffer saline), v poméru 1 g mléka na 100 ml TTBS, pti Ph 7,4 na 1 hodinu, za
stalého tfepani. Néasledné byla membrana inkubovéna v primarnich protilatkdch a 1 %
mlékem pti 4 °C pies noc. Byly pouzity primarni protilatky anti - Lamin A/ C a GAPDH. Po
uplynuti potfebné doby byla membrana promyta v TTBS 3 — krat po 10 — ti minutach od
nespecificky zachycené primarni protilatky a inkubovéana 1 hodinu s konjugatem

sekundarnich protilatek za stalého tfepani. Po dikladném promyti v TTBS (3 — krat po 10 — ti
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minutach) byly imunodetekované proteiny na membrang pieneseny do fotokomory, kde byly

za pouziti ECL kitu z membrany vizualizovany na film.

4.2.6. Fotokomora

Po pteneseni membrany do fotokomory bylo nejdiive nutné ptipravit roztok ECL
(Amersham), na kazdych 50 cm? membrany byl pouzit 1 ml roztoku, ktery byl ptipraven
smichdnim dilu A a dilu B (1 : 1). Membrana byla polozena na sklo a v tomto pfipraveném
roztoku byla smacena 5 minut. Nasledné byla membréana prenesena do folie a do kazety,
okraje folie byly prelepeny. Poté byl na folit umistén film a kazeta byla zaviena. Po uplynuti
potiebné doby (1, 5, 60 minut) byl film umistén do vyvojky na 1 minutu, poté byl oplachnut
vodou a piendan do ustalovaée na 10 sekund. Vysledny film byl oplachnut destilovanou

vodou a nechal se uschnout.

4.2.7. Test kinazové aktivity

Oocyty byly nejdiive lyzovany v lyzaénim pufru, ktery obsahoval 0.5 % Triton X-100,
5 mM Tris, 1 % deoxycholate sodium stl, 0.15 M NaCl, 1 mM Na,VO,, 4 mM inhibitory

proteaz (Roche), pH 7,5. Celkovy objem byl 10 ul lyzacniho roztoku. Reakce byla zahéajena
pridanim 10 ul roztoku, ktery obsahoval 10 mM MgCl,, 20 uM cAMP — dependentni protein
kinazy (PKI), 0,2 mM ATP, 20 ug / ml kazdého z pepstatinu, chymostatinu, aprotinin, 40 ug /
ml leupeptinu, 0,4 mM orthovanadi¢nan sodny (Amersham) a 5 ug histonu H1 (Boehringer
Mannheim). Reakce probihala pii teploté 37 °C po dobu 20 minut a zastavena byla varem, po

3 minutach bylo piidano 20 ul 2 — krat koncentrovaného Laemmli vzorkového pufru (Sigma —
Aldrich). Vzorky byly podrobeny 10 % SDS — PAGE a poté imunoblottingu.

4.2.8. Vyhodnoceni experimenti

Analyza obrazu

Fotografie ziskané z konfokalniho mikroskopu (TCS SP5; Leica) byly hodnoceny na
zaklad¢ fluorescen¢niho signalu. Byl pozorovan pomér mezi asociovanymi a neasociovanymi
laminy A/C na zékladé¢ lokalizace jejich fluorescencniho signalu a nasledné bylo stanoveno

procento asociovanych/neasociovanych laminii u obou experimentalnich skupin.

Snimky a videa ziskané z epifluorescen¢niho mikroskopu Leica SP5 byly hodnoceny na

zaklad¢ Casovych intervald, pottebnych od rozpadu jaderné membrany oocytli obou skupin po
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vydéleni prvniho pélového téliska. Tyto ¢asové intervaly byly méfeny u oocyt obou
experimentalnich skupin soucasné pomoci live cell imaging. Vysledky byly zpracovany

v programu Microsoft Excel.

Negativy ziskané po imunoblottingu vyvolanim ve fotokomote byly hodnoceny na
zaklad¢ pruhti (bendi), které byly vytvoreny diky rozdilné molekulové hmotnosti
detekovanych proteint (diky rtizné velikosti = rizné pohyblivost v polyakrylamidovém gelu)
a diky imunologickému znaceni pomoci protilatek. Pomoci markeru o zndmé molekulové

hmotnosti pak byla stanovena molekulova hmotnost separovanych proteint.
Statisticka analyza

Staticka analyza byla provadéna v programu STATISTICA, verze 9.0. Pouzita byla
metoda studentlv t-test. Nulova hypotéza (HO) byla potvrzena na hladin€ vyznamnosti o =
0,05.
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5. Vysledky

Je znamo, ze po zahdjeni meiotického zrani v oocytu dochdzi nejprve k rozpadu jadernych
péru a k fosforylaci lamint asociovanych s vnitini jadernou membranou pomoci MPF, coz je
nezbytny krok pro disociaci téchto struktur a také pro s tim spojeny rozpad jaderné
membrany. Pomoci elektroforetické separace a imunochemické detekce bylo vSak zjisténo, ze
Laminy A/ C v oocytech mladych mysi podléhaji fosforylaci a depolymeraci po zahajeni
meiotického zrani pozdéji, nez Laminy A / C v oocytech starych mysi (obrazek 1). Zatimco u
starych mysi byly fosforylované Laminy A / C zaznamenany jiz 1 hodinu po promyti oocytl
od IBMX, u mladych mysi byly fosforylované Laminy A / C v detekovatelném mnozstvi
zaznamenany az 3 hodiny po promyti oocytti od IBMX. Vysledky testu aktivity Histon HI a
MAP kindzy také ukazaly, ze ihned po promyti od inhibitoru zrani (IBMX) byla u oocytt
starych mysi aktivita obou proteinovych kindz spojenych se znovuzahéajenim meiotického

zrani a fosforylaci proteinti jaderného obalu vyssi, nez u oocytti mladych mysi (obrazek 2).

Pomoci imunocytochemického barveni oocytl bylo dale zjisténo, ze po rozpadu jaderné
membrany jsou lokalizovany asociované struktury Laminu A / C v cytoplazmé, kde obklopuji
oblast formujiciho se vieténka oocytu. Tim bylo potvrzeno, ze po depolymeraci lamin
vnitini jaderné membrany a rozpadu celé¢ bunééné membrany jsou laminové jednotky
asociovany a spolu s endoplazmatickym retikulem tvoii bariéry obklopujici chromatin a
nukleoplazmu. Tvoii tak dvé odliSné translacni oblasti, z nichz jedna je vné této bariéry
(PTA) a druhd uvniti bariéry (CTA), v blizkosti chromatinu. Avsak jak dokazalo podrobné;jsi
studium se zaméefenim na staii mysi poskytujicich oocyty, na rozdil od oocytth mladych mysi
(obrazek 3), kde struktury vymizi ve stadiu prometafaze I, u oocytii starych mysi dochézi
k vymizeni téchto struktur podstatné diive (obrazek 4). To bylo potvrzeno imunolokalizaci
lamint, kdy 2 hodiny po promyti oocytli obou skupin od IBMX bylo procento asociovanych
Lamint A / C v oocytech mladych mysi vyrazné vyssi, nez procento asociovanych Lamini

A/C oocytl starych mysi (graf 1).

Za vyuziti imunochemické detekce bylo také potvrzeno, Ze laminy pfitomné v oocytu,
které jsou pied NEBD asociované s bunéénou membranou a po rozpadu tvoii zminéné
mechanické bariéry, jsou Laminy A/ C, tvotici charakterististické produkty o molekulové
hmotnosti ~75 kDa (Lamin A) a ~65 kDa (Lamin C). Na rozdil od somatickych bunék je vSak

Lamin C v oocytech ptitomen ve velmi malych koncentracich (obrazek 5). Diky malému
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obsahu Laminu C v oocytu se muze pii kratké expozici jevit jako nedetekovatelny. Pomoci
téchto metod byla v§ak potvrzena i pfitomnost fragmentu o velikosti ~50 kDa, ktery byl
sledovan ve vys$$i koncentraci zejména u oocyti mladych mysi (obrazek 6). I pies
potencionalné rychlejsi pribéh meidzy u oocytd starych mysi byl obsah tohoto 50 kDa
produktu v téchto oocytech podstatné mensi, nez u oocyti mladych mysi. Nejvyssi
koncentrace téchto fragmenti byly pozorovany u oocytii mladych mysi ve stadiu zarode¢ného
vacku az po vydéleni polového téliska. Naopak oocyty starych mysi vykazovaly mensi
koncentrace téchto fragmenti u stadia GV a GVBD a dale se tyto koncentrace v nasledujicich

stadiich jesté zmensSovaly.

Postupnym snimanim Zivych oocytt v priabéhu jejich meiotického zrani (live cell
imaging) bylo zjisténo, ze dochazi u oocytd mladych mysi po zahajeni meidzy k rozpadu
jaderné membrany a vydéleni 1. polarniho téliska statisticky vyznamn¢ pozdé&ji (= 40 minut),
nez u oocyti starych mysi. Obé skupiny zivych oocyti byly soubézné izolovany, kultivovany
a nasledné pozorovany a snimany Vv pétiminutovych intervalech. Ze ziskanych dat bylo
provedeno vyhodnoceni kazdého oocytu obou experimentalnich skupin zvlast' a pomoci
statistické analyzy bylo nésledné zjisténo, ze oocyty starych mysi prechazeji ze stadia GV do
GVBD a nasledné do stadia MII statisticky vyznamné rychleji, nez oocyty mladych mysi
(tabulka 1, graf 2).
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F-LMN A

F-LMN C

F-LMN A
F-LMN C

Obrazek 1 Fosforylace laminu A / C v pribéhu meiotického zrani

YO0 Y1l Y3 Y6 YMII 00 o1 O3 06  OMII

: - - = - — —

- — - R .

— e —

N=2

N — pocet oocytii v kazdém vzorku, Y0 — oocyty mladych mysi ihned po promyti od IBMX, Y1 —
oocyty mladych mysi 1 hodinu po promyti od IBMX, Y3 — oocyty mladych mysi 3 hodiny po
promyti od IBMX, Y6 — oocyty mladych mysi 6 hodin po promyti od IBMX, YMII — oocyty
mladych mysi ve stadiu metafaze 11, O0 — oocyty starych mysi ihned po promyti od IBMX, Ol
— oocyty starych mysi 1 hodinu po promyti od IBMX, O3 — oocyty starych mysi 3 hodiny po
promyti od IBMX, O6 — oocyty starych mysi 6 hodin po promyti od IBMX, OMII — oocyty
starych mysi ve stadiu metafize I. F-LMN A —fosfo — Lamin A, F-LMN C — fosfo — Lamin C.
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Obrazek 2 Aktivita histon H1 a MAP kinazy po znovuzahijeni meiotického zrani

N — pocet oocytii v kazdém vzorku, Y-0 — oocyty mladych mysi ihned po promyti od IBMX, Y-1
— oocyty mladych mysi 1 hodinu po promyti od IBMX, Y-3 — oocyty mladych mysi 3 hodiny po
promyti od IBMX, Y-5 — oocyty mladych mysi 5 hodin po promyti od IBMX, Y-6 — oocyty
mladych mysi 6 hodin po promyti od IBMX, Y-1 — oocyty mladych mysi 7 hodin po promyti od
IBMX, O-0 — oocyty starych mysi ihned po promyti od IBMX, O-1 — oocyty starych mysi 1
hodinu po promyti od IBMX, O3h — oocyty starych mysi 3 hodiny po promyti od IBMX, O-5 —
oocyty starych mysi 5 hodin po promyti od IBMX, O-6 — oocyty starych mysi 6 hodin po
promyti od IBMX, O-T — oocyty starych mysi 7 hodin po promyti od IBMX. Sipky poukazuji na
rozdily v aktivité HI/MAP kindz u oocytu starych a mladych mysi pred rozpadem jaderné

membrany.
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Obrazek 3 Bunééna lokalizace laminu A / C v oocytu mladych mysi 2 hodiny po promyti

od IBMX

Young — oocyt mladé mysi. Lamin A | C byl lokalizovin pomoci fluorescence pouZitim
protilatky anti-Lamin A/IC v oocytech 2 hodiny po promyti od IBMX. Zelené je znacen tubulin

pomoci protilatky anti-o-tubulin, modie chromatin pomoci DAPI. QOocyt byl sniman v roviné

rozpadu jaderné membrany. Zvétseni 400x.
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Obrazek 4 Bunééna lokalizace laminu A / C v oocytu starych mys$i 2 hodiny po promyti
od IBMX

Old — oocyt staré mysi. Lamin A [ C byl lokalizovan pomoci fluorescence pouzitim protilatky
anti-Lamin A/C v oocytech starych mysi 2 hodiny po promyti od IBMX. Zelené je znacen
tubulin pomoci protilatky anti-a-tubulin, modre je znacen chromatin pomoci DAPI. Oocyt byl

sniman v roviné rozpadu jaderné membrany. Zvétseni 400x.
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LAMINOVE STRUKTURY PO ROZPADU

JADERNE MEMBRANY (%)

Graf 1 Tvorba asociovanych laminovych struktur po NEBD u oocytu starych a
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N — pocet oocytii v kazdé skupine, YOUNG — oocyty mladych mysi, OLD — oocyty starych

mysi.
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Obrazek 5 Vyskyt laminu A a C v oocytech a somatickych buiikach
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X 4 O > Y 4
75kDa . . — - Lamin A
65 kDa — C—  —— Lamin C
75 kDa Lamin A
65 kDa Lamin C
S — — — —— GAPDH

N=15

N — pocet oocytii v kazdém vzorku, K. B. GV — kumularni bunky oocytu ve stadiu zarodecného
vacku, K. B. MII — kumularni bunky oocytu ve stadiu metafdze II, GV — 00Cyt ve stadiu
zarodecného vacku, MII — oocyt ve stadiu metafize 1, GAPDH — glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogendza.
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Obrazek 6 Pritomnost Laminu A a C a 50 kDa fragmentu laminu A v oocytech

V pribéhu meiotického zrani

MO YOh Y1h Y3h Y6h YMII O0Oh Olh O3h O6h OMII Z

Lamin A
Lamin C

Lamin 50 kDa

Lamin A

Lamin C

Lamin 50 kDa

—— —————————— | GAPDH

N=15

N — pocet oocytii v kazdém vzorku, MO — mrtvé oocyty, YOh — oocyty mladych mysi ihned po
promyti od IBMX, Y1h — oocyty mladych mysi 1 hodinu po promyti od IBMX, Y3h — oocyty
mladych mysi 3 hodiny po promyti od IBMX, Y6h — oocyty mladych mysi 6 hodin po promyti
od IBMX, YMII — oocyty mladych mysi ve stadiu MII, OOh — oocyty starych mysi ihned po
promyti od IBMX, O1h — oocyty starych mysi 1 hodiny po promyti od IBMX, O3h — oocyty
starych mysi 3 hodiny po promyti od IBMX, O6h — oocyty starych mysi 6 hodin po promyti od
IBMX, Z — zygoty, GAPDH — Glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogendza.
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CASOVY INTERVAL OD GVBD PO MII

(hodiny)

Tabulka 3 Relativni dynamika meiotického zrani v oocytech starych a mladych mysi od
rozpadu jaderné membrany po vydéleni 1. polového téliska

SKUPINA N GVBD - Ml (h) GVBD - MIl  (min)
X+ SD Xx£SD
YO 46 8,485+ 0,623 509,129 + 37,390
(0]0) 29 7,989 + 0,643 479,311 + 38,561

N — pocet oocytii v kazdé skupine, GVBD — oocyty ve stadiu rozpadu zarodecného vacku, MII
— oocyty ve stadiu metafaze II, YO — oocyty mladych mysi, OO — oocyty starych mysi, SD —
smerodatna odchylka pri 0=0,05.

Graf 2 Dynamika meiotického zrani v oocytech starych a mladych mysi od rozpadu

jaderné membrany po vydéleni 1. polového téliska

9 -
P=0,001

8,5 -

8 A mOLD

B YOUNG

7,5 -

7 = T

N=46 N=29

N — pocet oocytii pouzitych v kazde skupiné, YOUNG — oocyty mladych mysi, OLD — oocyty

starych mysi, SD — smerodatna odchylka, P — hladina vyznamnosti.
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6. Diskuse

Po podrobném zkoumani struktury laminti z GV oocytl drapatky vodni (Xenopus laevis)
bylo zjisténo, ze se tato proteinova struktura sklada z vlaken o rozmérech intermedidlnich
filament (Aebi et al., 1986) a nasledné byly laminy klasifikovany jako strukturni proteiny,
které patii k V. typu proteinové rodiny intermedialnich filament (Fisher et al., 1986, McKeon
et al., 1986). Tvofi proteinovou sitovinu a oblozeni nukleoplasmatické plochy vnitini jaderné
membrany (Gerace, 1986, Broers et al., 2006). Jaderna membrana a s ni spojené laminy jsou
také zodpoveédné za fizeni jadernych funkci, véetné genové exprese, prostfednictvim interakce

S chromatinem a také se podili na jeho organizaci (Malhas and Vaux, 2009).

Rozpad jaderné membrany a depolymerace laminovych proteinil vnitini jaderné
membrany je proces nezbytny ke spravnému pribéhu meiotického zrani a segregaci
chromozomu. Laminy jsou depolymerizovany a déli se na produkty s relativni molekulovou
hmotnosti ~70 kDa (Lamin A) a laminy s molekulovou hmotnosti ~65 kDa (Lamin C)
(Gerace and Blobel, 1980, Gerace et al., 1978). Jak se ale podafilo prokazat v této praci, na
rozdil od somatickych buniek, kde jsou koncentrace jak Laminu A, tak jeho izoformy Laminu
C ve vétsi rovnovaze, v oocytech se Lamin C vyskytuje jen ve velice malych koncentracich a
muze se jevit jako nedekovatelny. V nasi studii byl vSak kromé téchto produktt zjistén 1
laminovy fragment o molekulové hmotnosti 50 kDa. Tento fragment byl pfitomen ve vySich
koncentracich zejména v oocytech mladych mysi. Bude proveden dalsi vyzkum pro jeho

identifikaci a objasnéni vzniku a tlohy béhem meiotického zrani.

Pro fragmentaci a depolymeraci laminti je nezbytna jejich fosforylace. Rozklad jadernych
lamind je fizen fosforylaci laminovych podjednotek diky p34Cdc2 kinaze, coz zptsobuje
depolymerizaci laminovych polymert vyssiho fadu za vzniku predevsim monomerti, dimera a
tetramert. Tato kindza ptimo fosforyluje lamin na zbytcich, které lemuji tyCcovou doménu
laminu (Dessev et al., 1991, Gerace and Blobel, 1980, Newport and Spann, 1987, Ottaviano
and Gerace, 1985, Peter et al., 1990, Heald and McKeon, 1990). Opétovné sestaveni laminti je
v piimé korelaci s defosforylaci téchto zbytka (Peter et al., 1990). Disocia¢ni proces lamin
se zda byt postupny, coz vede ke smr§tovani korespondujicim se zmenSovanim jaderného
pruméru (Dessev and Goldman, 1988, Newport and Spann, 1987). Avsak v této praci bylo na
mysSich modelech zjisténo, Ze existuji rozdily ve fosforylaci laminli po zahdjeni meiotického

zrani a jejich disociaci v zavislosti na stéfi jedinc, jejichZ oocyty byly pozorovany.
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Fosforylované Laminy A / C byly v oocytech starych mysi po vystupu z meiotického bloku
pozorovany diive, nez v oocytech mladych jedincti. Coz potvrzuje domnénku, ze v oocytech
starych mysi dochézi k rozpadu jaderné membrany po zahdjeni meiotického zrani diive, nez u
oocytd mladych mysi. Tomu nasvédcuje i rozdilna aktivita Histon H1 a MAP kinaz
pozorovana u obou skupin oocytii pted rozpadem jaderné membrany. Ob¢ kinazy vykazovaly
vyssi aktivitu pfed rozpadem jaderné membrany u oocytl starych mysi, nez byla aktivita
téchto kindz pted rozpadem jaderné membrany u mladych mysi. Histon H1 kinaza slouzi jako
biochemicky ukazatel fosforylacni aktivity proteinového komplexu p34Cdc2, ktery
fosforyluje Lamin A/ C (Jung et al., 1993). MAP kinazy se podileji na pfenosu signalu a také
uvolnuji Rb a c-fos z jejich vazby na jaderné laminy. Tyto kinazy jsou nezbytné pro iniciaci
meiotického zrani a jejich aktivita po zahajeni meidzy I se postupné zvysuje az do stadia

anafaze (Rodriguez et al., 2010).

Po disociaci laminovych struktur jejich fosforylaci a po rozpadu jaderné membrany
dochazi k tvorbé fyzikalni bariéry, tvofenou z asociovanych Lamind A / C a déle z
endoplazmatického retikula. Tyto struktury odd€luji po rozpadu jaderné membrany chromatin
od zbytku cytoplazmy a vytvaieji tak dveé odlisné transla¢ni oblasti oocytu. Jedna
Z translac¢nich oblasti se nachazi uvniti této bariéry v tésné blizkosti chromatinu a nazyva se
chromozomalni transla¢ni oblast a druha se nachazi vné této bariéry v cytoplazmé a nazyva se
perispinduldrni transla¢ni oblast. V pribéhu prometafaze I pak dochazi k vymizeni téchto
struktur (Susor et al., 2015). V této praci se viak podafilo prokazat rozdily v priibdhu tohoto
procesu a lokalizaci téchto struktur u oocyti mladych a starych jedincti mys$i. Pomoci
imunocytochemické metody byly u obou skupin mysi lokalizovany Laminy A / C kratce (2
hodiny po promyti od inhibitoru zrani) po rozpadu jaderné membrany. Zatimco u oocyti
mladych mysi byla bariéra v tomto stadiu lokalizovana, u oocytl starych mysi bariéra tvoiena
asociovanymi Laminy A/C a endoplazmatickym retikulem v tomto stadiu lokalizovana
nebyla. U oocytit mladych mysi tvofily asociované laminy ve stadiu po NEBD a
Vv prometafazi I vétSinu Lamintt A/C disociovanych od jaderné membrany. U oocytl starych

my$i naopak tvofily v tomto stadiu vétSinu Lamini A/C laminy neasociované.

Tvrzeni, ze u oocytl starych mys$i dochdzi k rychlejsimu priitbéhu meiotického zrani,
podporuje 1 vyzkum Sebestova et al. 2012 zabyvajici se segregaci chromozomi a vzniku
chromozomovych aberaci, ve kterém bylo uvetfejnéno, Ze existuje rozdil v casovych

intervalech, méfenych od rozpadu jaderné membrany po segregaci chromozomu, mezi oocyty
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mladych a starych mysi. U oocytu starych mysi byl tento interval kratsi, nez u mladych.
Vyskyt aneuploidii se zvySoval s vékem matky, coz bylo zatim potvrzeno u lidi a u mysi
(Hassold and Hunt, 2001). Jednim z faktori, které ptispivaji k tak vysokému vyskytu
aneuploidii v oocytech starych matek je tvorba nezarovnanych kinetochérti a oslabeni
centromerické soudrznosti, vznikajici v disledku neschopnosti oocytu premistit kohesiny pfi
dlouhodobém pozastaveni profaze I (Chiang et al., 2010; Lister et al., 2010). Redukované
spojeni mezi sesterskymi chromatidami a nestejné¢ dlouhé kinetochory zpiisobuji pfedcasnou
segregaci chromozomt v meidze | a rychly nastup anafaze I (Tachibana-Konwalski et al.,
2010, Revenkova et al., 2010).

S tim koresponduje nas vyzkum, ve kterém bylo zjisténo, Ze u oocytll starych mysi
dochazi k fosforylaci a disociaci lamint, jaderné desintegraci a vydéleni prvniho pélového
téliska statisticky vyznamné diive, neZ u oocytiit mladych mysi. To miize také souviset
S nepfitomnosti bariéry asociovanych laminti u oocytl starych mysi na pocatku prometafaze
I. Tyto bariéry oddélujici chromozomy od zbytku cytoplazmy v raném stadiu meiotického
zrani a jejich ¢asné vymizeni, stejn€ jako casna fosforylace laminti a rozpad jaderné
membrany u oocytl starych mysi, by také mohlo mit vliv na Spatnou segregaci chromozomii a
zvyseny vyskyt aneuploidii. To koresponduje se studii Dernburga (2013), kde byl pouzit
Lamin C2 exprimovany v sam¢ich zdrode¢nych bunkach. Jak se ukazalo, Lamin C2 byl
nezbytny pro v¢asné piemisténi meiotickych telomer. Pfi jeho absenci byly synapse
homolognich chromozomil vazné ovlivnény. To téz vede k zavéru, ze jaderné laminy piimo

prispivaji k plodnosti usnadnénim meiotického pohybu chromozomiti.

Je tedy zfejmé, ze laminy hraji diilezitou roli v prubéhu meiotického zrani, at’ uz se jedna
o jejich fosforylaci a desintegraci jaderné membrany, jejich komunikaci s chromatinem,
oddéleni chromatinu od zbytku cytoplazmy po rozpadu jaderného obalu, nebo pfi spravné
segregaci chromozomtl. Déle Ize ptedpokladat, Ze u oocyti starych jedincti jsou tyto
fyziologické pochody laminu urychleny, stejn€ jako cely pribéh meidzy a to miize souviset se

zvySenym vyskytem aneuploidii.
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7. Z.avér

Cilem této prace bylo potvrdit hypotézu, Ze nerozpoznané laminové struktury po NEBD
vytvareji mechanické bariéry a jsou dilezité pro frakcionaci cytoplasmy béhem meiotického
zrani. Hypotéza byla ovéfovana pomoci sledovani dynamiky Laminu A / C v oocytech

mladych a starych mysi.

V této praci se podafilo prokazat ptitomnost mechanickych bariér v oocytech starych a
mladych mysi, tvofenych asociovanymi Laminy A / C a endoplazmatickym retikulem, po
rozpadu jaderné membrany v rané fazi meidzy 1. Tyto struktury u mladych oocytli vymizi na
konci prometafaze 1. Zaroven bylo pomoci imunocytochemické metody prokazano, zZe tyto
mechanické bariéry v oocytech starych mysi vymizi diive, nez je tomu u oocytlh mladych

mysi.

Dale bylo prokazano, ze u oocytu starych mysi dochazi po vystupu z meiotického bloku a
zahajeni meiotického zrani k fosforylaci Laminu A / C dfive, nez u oocytti mladych mysi.
Nasledkem rychlejsi fosforylace Laminu A / C po vystupu z meiotického bloku u oocyti
starych mysi dochazi diive k fragmentaci a depolymeraci lamint z jaderné membrany a to
nasledné pravdépodobné vede k rychlejsi fragmentaci a rozpadu jaderné membrany diky
rychlejsimu formovani aktinového obalu, ktery asociuje s jadernou membranou a zptsobuje
jeji fragmentaci a rozpad. S tim koreluji dalsi vysledky této préace, ve kterych bylo zjisténo, ze
u oocytu starych mysi dochazi k rychlejsimu rozpadu jaderné membrany a vydé€leni prvniho

polového téliska, nez u oocytl mladych mysi.

Na zaklad¢ vysledkt 1ze uvazovat o rychlejSim priabéhu meiotického zrani u oocytt
starych mysi a o zapojeni laminovych a Arp2/3 F — Aktinovych struktur do tohoto procesu.
Rychlejsi fosforylace Laminu A / C, disociace od jaderné membrany a diivéjsi vymizeni
mechanické bariéry obklopujici chromatin po rozpadu jaderné membrany, stejné€ tak jako
rychlejsi formovani aktinového obalu, by mohlo vypovidat o zapojeni téchto struktur do
rychlejSiho pritbéhu meiotického zrani, ale také o zapojeni do vzniku aneuploidii vlivem

Spatné segregace chromozomtl.

K tplnému objasnéni role lamint a rozdilti v dynamice v prubéhu meiotického zrani

Vv zavislosti na véku matky je vSak tfeba dalSich experimentd.
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Prilohy
Seznam zkratek a symboli

AKAP149 — 149 kDa protein kinase A anchoring protein

AP1 — activating protein 1

Arp2/3 F — Aktin — komplex tvotici u mof. hvézdic aktinovy obal zodpovédny za rozpad NE
BAF — barrier — to — autointegration factor

bp — base pair

BRCAZ2 — breast cancer gene 1

BrdU — bromodeoxyuridin

BSA — bovinni sérovy albumin

CAAX —sekvence Laminu A a B zodpovédna za posttranslacni modifikace
Cdc6 — cell division protein 6

Cdc14B — cell division cycle 14B

Cdk1 — cyklin — dependent kinase 1

C — fos — cellular protooncogenic transcription factor

CTA — chromosomal translational area

CTCF — transkrip¢ni represor

DAPI —4', 6 — diamidin — 2 — fenylindol

DNA — deoxyribonukleova kyselina

ER — endoplazmatické retikulum

E2F — DP3 — transkrip¢ni faktor

FIU — fault injection unit

GAPDH - glyceraldehyd — 3 — phosphate dehydrogenase

GFAP — glial fibrillary acidic protein / gliovy protein intermedialnich filament
GFP — green fluorescent protein

GV — germinal vesicle

GVBD - germinal vesicle break down

HP1b — heterochromatin protein B

HSV — 1 — herpes simplex virus 1

IBMX — 3 —isobutyl — 1 — methylxanthine

INM — inner nuclear membrane

LAPs — lamin — associated polypeptides
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LBR — lamin B receptor
LDS — lithium dodecyl sulfate
LINC — links the nucleoskeleton and cytockeleton
LMN — gen kodujici laminy
MAKAP — muscle A — kinase anchoring protein
MAPK — Mitogen-activated protein kinase
MEF — mouse embryonic fibroblast
MI — metafaze I
MII — metafaze I1
M16 — kultiva¢ni médium
MOK?2 — zinc finger protein
MPF — maturation promoting factor
MTOC — microtubule — organizing center
NE — nuclear envelope
NEBD - nuclear envelope break down
NET — nuclear envelope transmembrane proteins
NF — H — neurofilament haevy polypeptide
NPC — nuclear pores complex
NUMA — nuclear mitotic apparatus protein
Nup — nucleoporin
ONM - outer nuclear membrane
PBS — phosphate — buffer saline
PCNA — proliferating cell nuclear antigen
PDS5 — kohezni faktor
PKC — protein kinase C
PMSG - pregnant mares serum gonadotropin
PP1 — protein phosphatase 1
PTA — perispindular translational area
PVA — polyvinyl alcohol
P150 — replikacni protein
p34Cdc2 — cyklin — dependent kinase 2 phosphoprotein
Rb — retinoblastoma protein
RFC — replication factor C
90



RNA — ribonukleova kyselina

RNAI — interferujici ribonukleova kyselina

SREBP1 — sterol regulatory element — binding transcription factor 1
SUN — proteinova doména NE

TRIS — 2 — Amino — 2 — hydroxymethyl — propane — 1, 3 — diol
TTBS —tris — tween buffered saline

UNC — doména had’atka homologni k SUN sav¢i doméné
ZMPSTE?24 — zinkova metaloproteindza

ZY G — mikrotubularni vazebny protein had’atka obecného

3T3 — bunééna linie mysich fibroblastl
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