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Streszczenie: Neocentromery sg strukturami w petni aktywnymi w procesie separacji chromatyd i ich
kierowania ku biegunom wrzeciona podzialowego podczas mitozy i mejozy. Nukleosomy chromatyny
centromerowej zawieraja biatko CENP-A i jego homologi, b¢dace wariantami histonu H3 i decydujace o
tozsamosci centromeru/neocentromeru. Neocentromery powstaja w odleglych, niecentromerowych stre-
fach chromosoméw i dlatego zawieraja DNA inny niz centromerowy. Utworzenie centromeru moze by¢
odpowiedzig na dezaktywacj¢ endogennego centromeru. Neocentromery tworza si¢ zwykle w wyniku
rearanzacji chromosomow, na ich fragmentach acentrycznych, dzigki czemu taki fragment moze prze-
mieszczaé si¢ prawidtowo do biegunow wrzeciona. Do 2004 r. u czlowieka opisano 70 przykladow
wystgpowania neocentromeréw powstalych w wyniku rearanzacji chromosoméw. Szczegdlnie podatne
na ich tworzenie sg ramiona chromosomoéw 3q, 13q i 15q. Powstanie funkcjonalnych neocentromeréow
moze by¢ indukowane in vitro na minichromosomach ssakéw oraz na ludzkich sztucznych chromoso-
mach. Neocentromery tworza si¢ po wprowadzeniu do komorek w kulturach in vitro droga transfekcji lub
mikroiniekcji centromerowego DNA. U roslin prawdziwe neocentromery, tj. zawierajace biatko CENH3
(homolog CENP-A) oraz inne biatka centromerowe i kinetochorowe, tworza si¢ w wyniku rearanzacji
chromosomoéw. Nazwe ,,neocentromery’ nadaje si¢ niestusznie duzym blokom heterochromatynowym,
zwanym knobami, zawierajacymi powtdérzenia DNA o diugosci 350 pz i 180 pz. Knoby tacza si¢ z
mikrotubulami i szybko przesuwaja si¢ ku biegunom podczas anafazy 11 podzialu mejozy. Knoby nie
zawieraja ani CENH3, ani jakichkolwiek bialek centromerowych. W jadrach endopoliploidalnych, pozba-
wionych zdolnosci do podzialéw mitotycznych, zwielokrotnieniu DNA centromerowego nie towarzy-
szy proporcjonalne zwigkszenie poziomu CENH3. Neocentromery cztowieka powstajace w prazkach
euchromatynowych zawieraja, podobnie jak endogenne centromery chromosomu 8. u ryzu, sekwencje
unikatowe. W przeciwienstwie do typowych centromerdw zaréwno w neocentromerach, jak i w regio-
nach centromerowych u ryzu moze zachodzi¢ proces transkrypcji.

Stowa kluczowe: neocentromery, knoby, chromosomy dicentryczne, minichromosomy, sztuczne chro-
mosomy.

Summary: The centromere is a highly specialized domain on a chromosome that controls the process of
faithtull sister chromatid segregation during mitosis and meiosis. The common feature of the centromeric
DNA is the presence of long tandem arrays in which the monomers are species-specific. Centromere
identity is epigenetically determined by the presence of centromere protein CENP-A and its homologues,
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conserved histone H3 variants. Neocentromeres are the structures devoid of complete activity characte-
ristic of centromeres. Neocentromeres originate from ectopic, noncentromeric region of a chromosome. It
is possible that neocentromere formation depends on the inactivation of an endogenous centromere.
Inactivation of endogenous centromere consists in loss of centromeric constitutive proteins, with excep-
tion of CENP-B (if present). In dicentric chromosomes formed by fusion of two chromosome arms
belonging to the same chromosome, each bearing one centromere, therefore containing the same kind of
centromeric DNA, the switching of the centromere activity seems to be due to epigenetic changes, e.g. as
a result of histone hyperacetylation. Neocentromeres are formed mainly on acentric chromosome frag-
ments, therefore such a chromosome behaves during mitosis and meiosis as a normal one. Despite the
absence of centromeric DNA, neocentromeres are able to assemble all the centromere and kinetochore
proteins. Human neocentromeres are formed mainly as a result of chromosome rearrangements, on chro-
mosomal acentric arm fragments, but neocentromeres can also originate on unarranged chromosomes. Till
2004, 70 neocentromeres have been identified on human chromosomes. Non-random distribution of
neocentromeres in the human genome has been observed. Disproportional number of neocentromeres is
formed on 3q, 13q and 15q. Formation of centromere on 4q21 is not preceded by chromosome rearrange-
ment. Formation of neocentromeres can be induced in vitro on mammalian minichromosomes and human
artificial chromosomes (HACs). Upon introduction by transfection or microinjection of centromere DNA
repeats into several kinds of cells, functional neocentromeres are formed. Neocentromeres on human
minichromosomes and on HACs are formed after transfection of human centromeric alphoid DNA
repeats containing CENP-B boxes elements into cells in tissue culture. In plants, true neocentromeres,
i. e. devoid of CENH3 protein (homologue of CENP-A) and other centromere and kinetochore proteins,
are similar to those described in human chromosomes. They are formed in response to chromosome
rearrangements. The term of ,.neocentromere™ is used also to denote the structures being large heterochro-
matic domains — knobs — that contain two kinds of DNA tandem repeats, 350 bp and 180 bp. Knobs
associate with microtubules and move rapidly poleward during 2™ anaphase in meiosis and function
together with an endogenous, true centromere. These structures contain neither CENH3, nor other centro-
meric proteins and are described in detail only in abnormal chromosome 10 in maize. In endopoliploid
nuclei, unable to enter mitosis, in spite of proportional centromere DNA multiplication, the amount of
CENH3 does not increase proportionally to the level of centromeric DNA. Human neocentromeres that
originate on euchromatic bands of a chromosome, contain some unique sequences of DNA, similary as
endogenous centromere of rice chromosome 8. Contrary to canonical endogenous centromeres, transcrip-
tional competence has been demonstrated of both types of centromere, i. e. human neocentromeres and
centromere of rice chromosome 8.

Key words: neocentromeres, knobs, dicentric chromosomes, minichromosomes, artificial chromosomes.

1. WSTEP

Kompleks centromer/kinetochor decyduje o poprawnej segregacji siostrzanych chromatyd
podczas anafazy mitozy i I podziatu mejozy oraz chromosomoéw homologicznych podczas
anafazy [ podzialu mejozy. Kompleks ten, obecny w chromosomach wszystkich Eukaryota,
ze wzgledu na jego role w wiernym przekazywaniu materialu genetycznego, zostal
stosunkowo dobrze poznany (ref. [21, 22, 23]). Funkcja centromerdéw polega na montowaniu
skladnikow biatkowych kinetochoru, potaczeniu mikrotubul wrzeciona podzialowego,
utrzymaniu i likwidacji kohezji siostrzanych chromatyd i ich przemieszczaniu do biegunow
wrzeciona (ref. [17]).

Utrata centromeru w wyniku uszkodzenia chromosomu powoduje powazne
zaklocenia w rozdzielaniu oraz przemieszczaniu siostrzanych chromatyd do jader
potomnych, co w konsekwencji prowadzi do zakldcen w strukturze i funkcji genomu.
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Powstanie neocentromeru jest wigc swoista odpowiedzig na sygnat SOS, poniewaz
fragmenty chromosoméw wyposazone w neocentromer sa sprawnie przekazywane
do jader potomnych.

Neocentromer jest funkcjonalna struktura powstala spontanicznie jako odpowiedz
na brak lub uszkodzenie endogennego (pierwotnego) centromeru lub indukowana
doswiadczalnie w nowym regionie chromosomu, uprzednio pozbawionym centromeru.
Najczescie] utworzenie neocentromeru jest konsekwencja aberracji chromoso-
mowych, w wyniku ktorych powstaja fragmenty acentryczne, a wyjatkowo tylko —
bez dostrzegalnych zaktocen strukturalnych w chromosomie, co powoduje pojawienie
si¢ chromosomu dicentrycznego. Z reguly w chromosomach dicentrycznych centro-
mer endogenny ulega dezaktywacji, co zapobiega uszkodzeniu takiego chromosomu
podczas anafazy, zas on sam jest mejotycznie i mitotycznie stabilny. Nieaktywny
centromer w chromosomie dicentrycznym traci wszystkie biatka centromerowe i
kinetochorowe, z wyjatkiem CENP-B (o ile u danego gatunku to biatko jest obecne).

W przeciwienstwie do bialek kompleksu centromer/kinetochor, DNA centrome-
rowy nie ma charakteru konserwatywnego. Ma on uktad sekwencji typowy dla
heterochromatyny, tj. zbudowany z sekwencji utozonych tandemowo, przy czym
dtugos¢ monomerdéw wynosi np. u cztowieka 171 pz, u rosliny Arabidopsis thaliana
— 178 pz. Sekwencje te sa bogate w AT. Jednak rodzaj DNA nie decyduje o
tozsamosci centromeroéw, poniewaz neocentromery tworzg si¢ na rozmaitych
sekwencjach DNA, czesto na odcinkach euchromatynowych chromosomoéw, o czym
Swiadcza wyniki analizy DNA w neocentromerach u cztowieka (ref. [11]) i u
Drosophila (ref. [2]).

O tozsamosci centromerdw decyduje obecne w nukleosomach chromatyny
centromerowej konserwatywne biatko CENP-A i jego homologi, bedace wariantem
specyficznym gatunkowo histonu H3 (ref. [24]). Zatem kluczowym i podstawowym
procesem warunkujacym powstanie neocentromeru jest nabycie tego bialka.
CENP-A i jego homologi stanowia wigc epigenetyczne pigtno centromeru. Tetramery
CENP-A-H4 majg strukture bardziej zwarta i sztywna niz tetramery H3-H4 (ref.
[11]). Obecnos¢ CENP-A warunkuje przylaczenie innych bialek z grupy konstytu-
tywnych (tj. obecnych podczas catego cyklu komdrkowego) — CENP-C i CENP-I
oraz montowanie kinetochoru, polegajace na przylaczaniu biatek fakultatywnych
(syntetyzowanych w pdznej fazie G2 lub we wezesnej profazie). Liczba poznanych
fakultatywnych biatek kinetochorowych stale sie¢ zwigksza; jest ich co najmniej
kilkadziesiat i sa one rowniez konserwatywne. Ich funkcja polega na posredniczeniu
miedzy chromosomem poprzez centromer a mikrotubulami wrzeciona podziatowego,
regulacji punktu kontrolnego anafazy dzigki usunigciu kohezji miedzy siostrzanymi
chromatydami (ref. [22, 23]). Neocentromery sa wyposazone we wszystkie te biatka,
co zostalo dowiedzione metodami immunocytochemicznymi.

Heterochromatyna przycentromerowa (pericentromerowa) jest staltym sktadnikiem
regionu centromerowego u wyzszych Eukaryota. Obecnos¢ heterochromatyny
sprzyja wzbogaceniu w kohezyne w tym miejscu i utrzymania jej az do separacji
siostrzanych chromatyd, tj. inicjacji anafazy (ref. [2, 22]).
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Wspolczesny stan wiedzy o tworzeniu neocentromeréw nie daje odpowiedzi
na pytanie, co jest czynnikiem determinujacym miejsce, w ktorym jest montowany
kompleks neocentromer/kinetochor, ani w jaki sposéb chromatyna z CENP-A jest
ograniczana tylko do locus neocentromerowego oraz czy i w jaki sposob DNA
stanowigcy podloze neocentromeru uczestniczy w tych procesach. Jak dotad,
mechanizm kierujacy CENP-A do nowego genomowego miejsca podczas monto-
wania neocentromeru nie jest znany [17].

Powstanie neocentromeréw w wyniku aberracji chromosomowych ma miejsce
w genomie cztowieka i powoduje szczegotowo poznane stany patologiczne [27].
Informacji o neocentromerach brak jest w polskich podrecznikach dotyczacych cyto-
genetyki zaréwno cztowieka [3], jak i zwierzat domowych [26]. Neocentromery sa
uwzglednione jedynie w podreczniku cytogenetyki roslin [18]. Okolicznos¢ ta
stanowita zachete do szerszego omowienia stanu wiedzy o tych strukturach.

2. WYSTEPOWANIE I STRUKTURA NEOCENTROMEROW

U roslin neocentromery sa bardzo rzadkim zjawiskiem, stad literatura ich
dotyczaca jest bardzo skapa. Glownym zrédlem informacji o neocentromerach sa
badania przeprowadzone na chromosomach cztowieka.

2.1. Neocentromery u roslin

U roslin wyzszych wyrdznia si¢ dwie kategorie neocentromerdw: te, ktore sg
podobne do typowych neocentromerdéw zbadanych gidwnie u czlowieka oraz
wystepujace wylacznie u roslin struktury, ktére nie powinny by¢ zaliczane do
neocentromerdéw, poniewaz brak jest w nich biatka CENH3 (homolog CENP-A u
ro$lin). Typowe neocentromery powstaja w wyniku indukowanych aberracji chromo-
somowych [20]. Druga kategoria, aczkolwiek zaliczana przez wszystkich autoréw
do neocentromerow, nie powinna by¢ tak klasyfikowana, poniewaz struktury te sa
pozbawione wszelkich biatek kompleksu centromer/kinetochor; ich aktywnosé
»heocentromerowa” ujawnia si¢ tylko podczas mejozy w duzych skupieniach
heterochromatynowych, zwanych knobami (ang. knob).

W wyniku aberracji w chromosomie 7H u jeczmienia (indukowanej przez tzw.
system gametobdjezy, tj. krzyzowek miedzyrodzajowych migedzy jeczmieniem —
Hordeum vulgare a pszenica) otrzymano izochromosom krétkiego ramienia, w
ktorym nie byto sekwencji DNA typowych dla centromerow jeczmienia (retroele-
menty cereba z grupy gypsy i sekwencja satelitarna AGGGAG). Mimo braku tych
sekwencji, chromosomy takie byly stabilnie przekazywane kolejnym pokoleniom,
poniewaz w strefie zawierajacej przycentromerowa heterochromatyng chromosomu
7H znajdowaly si¢ biatka centromerowe — CENH3 i CENP-C. Natomiast trans-
lokacja centromerowych powtorzen jeczmienia (AGGGAG)n do chromosomu
pszenicy nie generowala dicentrycznego chromosomu ([20] ref. [8]).



NEOCENTROMERY. 1. WYSTEPOWANIE I STRUKTURA 263

W wyniku aberracji moga powstawa¢ chromosomy dicentryczne (por. 2.3). U
kukurydzy sa one stabilne, poniewaz tylko jeden centromer jest funkcjonalny. W
przypadku dicentrykdéw powstatych w drodze fuzji centrycznych fragmentow chro-
mosomdow A i B, nieaktywny staje si¢ centromer z chromosomu B, czego
dowiedziono poprzez wykazanie obecnosci biatka CENH3 tylko w centromerze z
chromosomu A. Oba centromery zawierajg sekwencje DNA (CentC i CRM)
specyficzne dla centromerow kukurydzy [10]. W obrebie chromosomoéw B, poza
normalnie funkcjonujacym centromerem, znajduja si¢ regiony, zawierajace te
specyficzne dla centromerow kukurydzy powtorzenia sekwencji DNA (nalezace do
grupy retroelementow Ty3/gypsy) [15].

W liniach kukurydzy bez knobdéw zwanych KTF (ang. Knobless Tama Flint)
wykryto wersje chromosomu 8. z dwoma regionami centromerowymi, z ktorych
jeden znajdowatl si¢ w pierwotnej pozycji, a drugi na powstalym w wyniku
translokacji dlugim ramieniu. Aktywny okazal si¢ tylko ten drugi centromer [15].

Knoby sa stosunkowo duzymi, silnie barwiacymi si¢ skupieniami heterochro-
matyny, potozonymi zwykle terminalnie lub rzadziej centrycznie w obrgbie chromo-
somu. Funkcjonowanie aktywnych knobéw ma miejsce tylko podczas mejozy;
wowczas tworza wypustki chromatyny skierowane ku biegunom wrzeciona i tacza
si¢ z jego mikrotubulami. Sa obecne razem z normalnym centromerem. W konsek-
wencji, chromosomy wyposazone w aktywne knoby zachowuja si¢ jak dicentryki
podczas mejozy, za§ w mitozie funkcjonuja tylko normalne centromery. Aktywne
knoby uczestnicza w zjawisku zwanym ,,meiotic drive”; tym terminem okresla si¢
odchylenia od mendlowskiej segregacji w heterozygotach. ,,Meiotic drive” jest
procesem faworyzujacym szybsze przemieszczanie si¢ chromatydy wyposazonej w
aktywny knob podczas anafazy Il podziatu mejozy. U roslin dotyczy to tej przysziej
megaspory, z ktorej rozwinie si¢ woreczek zalazkowy. U kukurydzy aktywny knob
przemieszcza si¢ znacznie szybciej niz normalne centromery, wskutek czego
chromatyda z knobem wysuwa si¢ na czoto grupy chromosoméw podczas anafa-
zy (ref. [9]). Poza kukurydza funkcjonujace podczas mejozy knoby zostaly opisane
u zyta (ref. [22]); ponadto ich obecnos¢ zastata stwierdzona u kilkunastu gatunkow
roslin okrytozalazkowych i krzyzowek miedzyrodzajowych (ref. [12]).

Najlepiej poznano strukture i funkcjonowanie knobéw u kukurydzy. Sa one obecne
w liniach zawierajacych nienormalny chromosom 10. (Ab10). W liniach z normalnym
chromosomem 10. (N10) knoby sa nieaktywne. Powstanie Ab10 jest spowodowane
przez liczne rearanzacje N10, w wyniku ktorych Ab10 jest od niego dtuzszy. Polimor-
fizm Ab10 wyklucza crossing-over, tworzac haplotyp. Chromosom Ab10 jest stworzo-
ny z czterech odmiennych domen, zlokalizowanych terminalnie: segmentu z trzema
matymi knobami, centralnej euchromatyny, knobu K10L i distalnego szczytu. DNA
trzech matych knoboéw jest zbudowany gilownie z powtorzen TR-1 (monomery
dtugoscei 350 pz), zas duzy knob K10L zawiera dodatkowo powtdrzenia sekwencji
DNA o dlugosci 180 pz (ref. [9]). Aktywne knoby w Ab10 pozbawione sg biatek
centromerowych i kinetochorowych (ref. [9,12]). Liczba powtoérzen monomeréw w
poszczegdlnych knobach jest rozmaita, przy czym znajduja si¢ one w dwoch
oddzielnych domenach. Dzigki zastosowaniu metody FISH mozna bylo przesledzi¢
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ksztalt, jaki przybieraja knoby w Ab10 podczas anafazy Il mejozy. Powtorzenia
TR-1 ukladaja sie, poczawszy od metafazy I, rdwnolegle do osi wrzeciona podziato-
wego, tworzac wypustki skierowane ku biegunom. Poréwnanie liczby takich uktadow
z udzialem sekwencji 180 pz i TR-1 wskazuje, ze powtdrzenia TR-1 sg czestsze,
co jest interpretowane jako wieksze powinowactwo do mikrotubul, z ktérymi sie
tacza (ref. [9]). ,,Neocentromerowa” aktywnos¢ powtdrzen 180 pz i TR-1 jest
kontrolowana niezaleznie przez odrgbne loci w Ab10. W wyniku analizy mutantow
z delecjami Ab10-Df(I) (czes¢ przylegajaca do powtorzen TR-1) i Ab10-Df(K)
(czesé przylegajaca do powtdrzen 180 pz), tj. delecji sekwencji w strefie rozdzie-
lajacej uktady TR-1 i 180 pz wykazano, ze aktywnos¢ ,,neocentromerowa” uktadoéw
z powtorzeniami 180 pz byla znacznie zredukowana w liniach delecyjnych. Natomiast
taxol (uszkadzajacy mikrotubule) nie powoduje mierzalnej redukcji aktywnosci tych
,heocentromerow” [12].

Podczas endoreplikacji DNA w bielmie kukurydzy nastgpuje proporcjonalne
zwielokrotnienie DNA zaréwno normalnych centromerdw, jak i knobow, mimo ze
endopoliploidalne komoérki nie sg zdolne do podziatdéw mitotycznych [5]. Mimo
zwielokrotnienia DNA centromerowego, ilos¢ specyficznie centromerowego biatka
CENH3 w jadrach endopoliploidalnych osiaga zaledwie ok. 28% poziomu oczeki-
wanego na podstawie poziomu ploidalnosci [16].

2.2. Neocentromery u cztowieka

Neocentromery sa rzadka aberracja w chromosomach cztowieka. Polega ona na
tworzeniu nowego centromeru w miejscu nie-centromerowym. Powstanie neocentro-
merow we fragmentach acentrycznych sprzyja ich mitotycznej stabilnosci. Neo-
centromery moga pojawiaé si¢ w chromosomach, ktére nie ulegly rearanzacji. U
cztowieka obecno$¢ spontanicznie powstatych neocentromeréw w chromosomach,
ktére nie ulegly rearanzacji, stwierdzono w 4q21 [1] oraz w 10q25 i 20q12 [7, 27].
W takich dicentrykach jeden centromer ulega dezaktywacji.

Do 2001 r. zidentyfikowano u cztowieka ok. 70 przyktadéw wystepowania
neocentromerow, pochodzacych z 19 rozmaitych chromosomoéw, ktore powstaty w
wyniku aberracji. Neocentromery tworza si¢ w wyniku aberracji chromosomowych
typu delecji pericentrycznych i paracentrycznych, inwersji, duplikacji i terminalnych
delecji. Pericentryczne delecje polegaja na wycieciu fragmentu centrycznego,
zawierajacego endogenny centromer i fuzji dwdch acentrycznych fragmentow, ktore
dzieki powstaniu neocentromeru sa sprawne w anafazie. Delecje paracentryczne
polegaja na wycigciu acentrycznego fragmentu chromosomu, wytworzeniu na nim
neocentromeru i fuzji z acentrycznym fragmentem. W przypadku duplikacji odwro-
conej zachodzi inwersja i duplikacja czesci chromosomu, w wyniku czego powstaje
fragment centryczny z centromerem endogennym, za$ na jednym z ramion
zduplikowanego fragmentu tworzy si¢ neocentromer [27]. W pewnych przypadkach
w wyniku rearanzacji moga by¢ wytworzone w niearanzowanych chromosomach
neocentromery w pozycji znacznie oddalonej (ektopowej) od endogennego centro-
meru, w wyniku czego powstaje neodicentryczny chromosom, w ktérym endogenny
centromer ulega dezaktywacji [27].
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Czgstotliwosé powstawania aberracji i tworzenia neocentromerow nie wydaje sie
by¢ przypadkowa. W niektoérych chromosomach i pewnych domenach wystepuje
szczegolne nasilenie tworzenia neocentromerdw. Sa to 3q, 13q i 15q, ale takze 4q21
oraz 8p23; ten ostatni w wyniku zduplikowanych inwersji. W chromosomie 4.
neocentromer moze powstawac bez rearanzacji; w tym przypadku nastgpuje dezak-
tywacja endogennego centromeru (por. nizej i ref. [27]).

Blizsza analiza chromosomu 15. z odmiennymi punktami peknig¢ — 15q24.1 i
15g25.3, ktérych wynikiem byta zduplikowana inwersja (invdup), neocentromery
powstaja w linii granicznej migdzy pojedyncza kopia i zduplikowanym DNA, co
sugeruje, ze powodem preferencyjnego powstania w tym miejscu neocentromeru
moze by¢ naprawa DNA. Jednak w wigkszosci przypadkow tworzenie neocentro-
meroéw zachodzi daleko od miejsca rearanzacji chromosomoéw, jak rowniez oddalo-
nych od endogennych centromeréw (ref. [27]).

Szczegolnie wysoka liczba neocentromerow w 13q zachgcita badaczy do blizszej
analizy siedmiu przypadkow neocentromerdw powstajacych w 13q32. Jest to w
normalnym chromosomie prazek euchromatynowy, zachowany w chromosomie
utworzonym w wyniku inwersji i duplikacji (invdup). Stosunkowo wysoka czestot-
liwo$¢ pojawiania si¢ neocentromerdw w tym prazku sugeruje, ze stanowi on ,./0t-
spot” dla tworzenia neocentromerow (powstaje tylko jeden, mimo ze oba ramiona sa
identyczne). Przeprowadzono badania z zastosowaniem metody ChIP (ang. Chromatin
ImmunoPrecipitation) z uzyciem przeciwcial przeciwko CENP-A i DNA z prazka
13q32. Okazalo sig, ze domena chromatyny z nukleosomami zawierajacymi CENP-A
w kazdym z badanych neocentromerow w 13q32 zajmuje obszar 215 kpz, 130 kpz i
275 kpz, znajdujacych si¢ w domenie dtugosci ok. 6,5 Mpz. Te trzy domeny wiazace
CENP-A byly rozdzielone przez regiony dlugosci odpowiednio ok. 5 Mpz i 1 Mpz.
Wyciagnigto z tych wynikéw wniosek, ze 13q32 nie zawiera sekwencji, ktéra by
wyjasniata ,,hotspot” dla neocentromeru [27]. Takimi samymi metodami uzyskano
analogiczne wyniki w odniesieniu do 10925 i 20p12. Nie wykryto jakichkolwiek
konserwatywnych motywoéw ani homologii do centromerowych sekwencji DNA typu
a-satelitarnych DNA, ani tandemowych uktadow DNA. Jedyna wspolna cecha
charakterystyczna dla DNA, na ktérym budowane sa neocentromery, jest bogactwo
AT oraz wzglednie niska zawartos¢ sekwencji powtarzalnych typu SINE (ang. Short
INterspersed Elements albo Short Interspersed Nuclear Elements), tj. tych cech
charakteryzujacych endogenne centromery cziowieka (ref. [27]).

Blizszej analizie zostal poddany réwniez pseudodicentryczny neocentryczny
wariant chromosomu 4. u czlowieka — PD-NC4 (ang. PseudoDicentric-Neocentric
Chromosome 4) [1]. Mimo powstania neocentromeru w ramieniu ¢, chromosom
ten jest mitotycznie i mejotycznie stabilny. Powstanie pseudodic(4)(q21.3;p10) nie
byto poprzedzone przez zmiany strukturalne (rearanzacje) w obrgbie tego chromo-
somu. Badaniom metodami cytogenetyki molekularnej zostaty poddane chromosomy
PD-NC4 z linii komdrkowej limfoblastow uzyskanych od osobnikow dotknietych ta
aberracja chromosomu 4. Wyniki FISH wykazaly — podobnie jak w przytoczonych
wyzej przypadkach — brak jakiegokolwiek sygnatu swiadczacego o obecnosci w
neocentromerach o-satelitarnego DNA oraz silny sygnal z ta sama sonda w
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endogennym centromerze w 4p10. Biatka CENP-A, CENP-C, CENP-E, CENP-I i
BUBI byly obecne wylacznie w neocentromerze, natomiast CENP-B — tylko w
nieaktywnym endogennym centromerze. Jest to spowodowane omdwiona nizej (por.
3) obecnoscia specyficznego dla CENP-B motywu w a-satelitarnym DNA, nieza-
leznie od stanu funkcjonalnego centromeru. Bialko heterochromatynowe HP1 jest
obecne zaréwno w aktywnym neocentromerze, jak i w nieaktywnym endogennym
centromerze. Region, w ktorym powstal neocentromer, zawiera 11 znanych i 4
domniemane geny i jest wzbogacony w AT (61,2%). Zahamowanie deacetylacji nie
przywraca nieaktywnemu centromerowi zdolnosci do funkcjonowania. Chromosom
PD-NC4 jest przekazywany mejotycznie bez jakichkolwiek zaktocen kariologicznych
lub fenotypowych, co $§wiadczy o tym, ze powstanie neocentromeru przy jedno-
czesnej dezaktywacji endogennego centromeru moglo mie¢ miejsce podczas ewolucji
i specjacji [1].

Integralnym skladnikiem regionu centromerowego jest heterochromatyna przy-
centromerowa. Jej charakterystyczna cecha, poza rodzajem DNA, jest znaczny sto-
pien kondensacji, uwarunkowany obecnoscia bialka HP1 i metylacja lizyny 9. w
histonie H3 [24]. HP1 znajduje si¢ w neocentromerze chromosomu 13., aczkolwiek
w nieznacznych ilosciach [27] i 4. [1], natomiast metylacja lizyny 9. w histonie H3
nie zostata dotad dowiedziona w sposob niebudzacy watpliwosci. llos¢ przycentro-
merowe] heterochromatyny wydaje si¢ by¢ znacznie mniejsza w neocentromerach
w poréwnaniu z endogennymi centromerami. O nieznacznej ilosci heterochromatyny
w regionie centromerowym S$wiadczy rowniez fakt, ze aktywnos¢ transkrypcyjna
gendéw znajdujacych sie w neocentromerze 10q25 jest taka sama jak w normalnym
chromosomie 10. (ref. [27]). Trzeba jednak przypomnie¢, ze w centromerze chromo-
somu 8. u ryzu znajduja si¢ przynajmniej 4 geny, ktore ulegaja ekspresji [19]. Wyniki
badania preferencji miejsca wytwarzania neocentromerow wskazuja, ze powinowac-
two chromatyny z CENP-A bylo obnizone w tych regionach, ktére zawieraty wysoko
acetylowane histony H3 i H4, co jest charakterystyczne dla chromatyny aktywnej
transkrypcyjnie (ref. [24, 27]).

Poréwnanie centromerow i neocentromerow na przyktadzie cztowieka wskazuje
na kilka zasadniczych réznic. Podstawowa jest brak w neocentromerach nie tylko
powtarzalnych uktadéw sekwencji o-satelitarnego DNA, ale brak jakichkolwiek
sekwencji powtarzalnych. Okres replikacji centromerowego DNA przypada na
srodkowa i pdzng fazg S; tak samo jest w przypadku neocentromeru na obszarze
ok. 450 kpz, zas po jego utworzeniu obszar ten zwigksza si¢ do 1500 kpz.
Heterochromatyna przycentromerowa zaréwno w centromerach endogennych, jak
i W neocentromerach zawiera biatko HP1la, ale w neocentromerach chromatyna
skondensowana przycentromerowa jest znacznie mniejszych rozmiardéw, a obecnosé
w niej zmetylowanej lizyny 9. w histonie H3 jest watpliwa (ref. [1, 7, 27]).

2.3. Mechanizmy dezaktywacji centromerow

Mechanizmy dezaktywacji centromeréw badano w roznych typach chromoso-
moéw dicentrycznych, powstajacych w systemie Pushmi-Pullyn somatycznych
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hybrydach komoérkowych mysz-cztowiek. Uzyskano 3 klony dicentrycznych ludzkich
chromosomoéw: 1 — takie, w ktorych jeden z dwoch genetycznie identycznych
centromerow jest trwale nieaktywny; 2 — funkcjonalnie dicentryczne chromosomy,
w ktorych oba centromery sa trwale aktywne; 3 — dicentryczne chromosomy
heterogenne pod wzgledem aktywnosci centromeréw [13]. Dicentryczne chromo-
somy pierwszego typu powstaty z krotkiego ramienia ludzkiego chromosomu X,
idic(Xp), a zatem ramiona stanowig lustrzane odbicie i zawieraja genetycznie
identyczne centromery. Ich a-satelitarny DNA nie wykazywal zmian w poréwnaniu
z DNA centromerowym wyjsciowych chromosoméw X. Wykazano, poprzez obec-
nos¢ CENP-A i CENP-E, ze aktywnos$¢ centromerdw w tych trzech typach chromo-
somow jest zwykle dziedziczona klonalnie. Wygaszanie aktywnosci centromeréw
nastepuje w wyniku modyfikacji epigenetycznych.

Okres replikacji DNA w aktywnych i nieaktywnych centromerach jest taki sam,
co wskazuje, ze ten czynnik nie uczestniczy w dezaktywacji centromeru. Podobnie
brak jest roznic w acetylacji lizyny 12. w histonie H4 w aktywnych i nieaktywnych
centromerach, natomiast zahamowanie deacetylacji (przez inkubacj¢ ze specyficznym
inhibitorem deacetylacji TSA) moze zakloci¢ aktywnosé centromerdéw, poniewaz
histony H3 i H4 sa hypoacetylowane, z niektérymi wyjatkami dotyczacymi H3K9 i
H4K16 [ref. 24]. Jednak oba centromery w badanych chromosomach dicentrycznych
wykazuja te wlasciwos¢. Wprawdzie nieaktywny centromer nie wydaje si¢ by¢
hyperacetylowany, ale dezaktywacja centromeru moze by¢ indukowana przez TSA.
Autorzy sg zdania, ze procesy niezbedne dla dezaktywacji moga zachodzi¢ w
specyficznych punktach cyklu komérkowego [13].

Nieaktywny endogenny centromer w dicentrycznym chromosomie 4. u cztowieka
(DC-NC4, por. 2.2) poza brakiem biatek centromerowych i kinetochorowych
(CENP-A, CENP-I, CENP-E i BUBI1) charakteryzuje si¢ obecnoscia CENP-B, co
si¢ thumaczy istnieniem w o-satelitarnym DNA (ktorego brak jest w neocentro-
merach) motywu sekwencyjnego wigzacego to biatko. Poziom acetylacji histonu H4
w komodrkach traktowanych TSA byl wiekszy o 62—1119%, w zaleznosci od trwania
inkubacji z tym inhibitorem. Nawet po pieciu dniach dzialania TSA, w nieaktywnym
endogennym centromerze nie byto wiazane CENP-A, z czego wyciagnieto wniosek,
ze zahamowanie acetylacji nie przywraca nieaktywnemu centromerowi zdolnosci do
funkcjonowania [1].

Dla wyjasnienia mechanizmdéw, warunkujacych dezaktywacje endogennego
neocentromeru w PD-NC4, zaproponowano dwa modele. W jednym z nich zaktada
si¢ zmiany w DNA, w drugim — udzial czynnikdéw epigenetycznych. W pierwszym
przyjeto, ze dezaktywacja endogennego centromeru wynika z czesciowej delecji
o-satelitarnego DNA; z ta koncepcja sprzeczne sa dane wskazujace, ze funkcje
centromeru zaleza wylacznie od krotkich subdomen o-satelitarnego DNA oraz ze
nie wszystkie o-satelitarne sekwencje sa rownowazne. Np. tylko sekwencje ze
specyficznymi motywami wiazg CENP-B. Czynnikiem uczestniczacym w dezakty-
wacji centromeru mogloby by¢ — zdaniem autoréw — upakowanie chromatyny, ktdre
zapobiega wigzaniu CENP-A w tym miejscu. Drugi model zaklada, Zze nastepuje
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utrata lub nabycie hipotetycznych epigenetycznie kontrolowanych czynnikéw
promujacych lub hamujacych aktywnos¢ centromeru [1].

3. NEOCENTROMERY W MINICHROMOSOMACH
I SZTUCZNYCH CHROMOSOMACH CZ1L.OWIEKA

Uzyskiwanie minichromosomdw i sztucznych chromosomoéw cztowieka polega
na wprowadzeniu do aktywnych mitotycznie komodrek in vitro sekwencji DNA
naturalnych lub uzyskanych droga syntezy. Funkcjonalne minichromosomy i sztuczne
chromosomy, aby mogly si¢ reprodukowaé, musza mie¢ m.in. funkcjonalny centromer,
w tych przypadkach — neocentromer.

W komorkach embrionalnych myszy uzyskano minichromosomy z DNA dtugosci
2,6 Mpz, skladajace si¢ z sekwencji pochodzacych z 12. i 15. chromosomu myszy
(ale bez powtorzen obu centromerowych sekwencji DNA) oraz ludzkiego chromo-
somu Y; nalezy zaznaczy¢, ze sekwencje centromerowe myszy sa catkowicie
odmienne od o-satelitarnych powtorzen u czlowieka. Wykazano, ze taki minichro-
mosom wytworzyt funkcjonalny neocentromer z sekwencjami DNA z ludzkiego
chromosomu Y. W neocentromerach obecne bylo biatko centromerowe CENP-C
[25]. Zdaniem autoréw byl to wowczas pierwszy przyklad sztucznego minichro-
mosomu, ktéry tworzy neocentromer.

Od 1971 r. prowadzone sg prace dotyczace tworzenia minichromosomow w
komorkach ludzkich linii fibroblastomy HT1080 z uzyciem alfoidalnych DNA z
chromosomoéw 5., 13., 14, 17., 21., 22., X i Y. Stwierdzono, ze alfoidalny DNA z
chromosomoéw Y i 21. nie zawierat 17-nukleotydowego motywu wiazacego biatko
CENP-B (obecnego w centromerach nie wszystkich wyzszych Eukaryota — ref. [22]).
Powstale de novo centromery wiazaly wszystkie zbadane centromerowe biatka, w
tym CENP-A, CENP-B, CENP-C i CENP-E (ref. [14]). Wykazano, ze wydajnos¢
tworzenia funkcjonalnych minichromosoméw zalezy od dlugosci wprowadzanego do
komorek linii HT1080 a-satelitarnego DNA. Szczegolnie wysoka wydajnos¢ (50%)
tworzenia neocentromerdw nastgpuje po transfekcji uktadow DNA o dlugosci
110-160 kpz z chromosoméw 17., 13/21. i 14/22.; mniejsza wydajnos¢ (29%) miala
miejsce przy krétszych uktadach — 50 kpz. Najwigksza wydajnosé uzyskano przy
zastosowaniu o-satelitarnego DNA o dlugosci 200 kpz z chromosomu 18. [14].

Od lat 90. ub. wieku z powodzeniem uzyskuje si¢ sztuczne chromosomy drozdzy
— YAC (ang. Yeast Artificial Chromosome) paczkujacych (Saccharomyces
cerevisiae, Kluyveromyces lactis, Candida glabra), a takze drozdzy rozszczep-
kowych (Schizosaccharomyces pombe). Sa one mitotycznie i mejotycznie stabilne.
U wymienionych organizmdéw centromery powstaja de novo po wprowadzeniu
nagiego DNA (pozbawionego bialek) zawierajacego sekwencje centromerowe.
Jednak u drozdzy rozszczepkowych stwierdzono, ze w przypadku braku w tym DNA
odwréconych powtorzen centromerowych lub gdy ich zawartos¢ byta obnizona,
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wytworzenie neocentromerow bylo opoznione o kilka generacji (ref. [6]). W
przeciwienstwie do wspomnianych YAC i ludzkich sztucznych chromosoméw (por.
nizej), u drozdzy Candida albicans egzogennie wprowadzony centromerowy nagi
DNA nie wigze biatka CaCsed4p (homolog CENP-A), co wskazuje, ze w tym
przypadku sam centromerowy DNA nie wystarcza dla powstania neocentromeru
[6]. Nalezy zauwazyé¢, ze u tego gatunku w regionie centromerowym brak jest
motywow konserwatywnych i dlugich uktadow powtarzalnego DNA. Region ten
dtugosci 4-18 kpz nie zawiera genoéw 1 jest oflankowany przez euchromatyne.
Delecja regionu centromerowego destabilizuje ten chromosom, z ktérego zostat
usuniety. Obecnos¢ biatek CaCsedp oraz CaMif2p (homolog CENP-C) wskazuje,
Ze region ten jest miejscem montowania kinetochorow [6].

Wiele uwagi poswigcono uzyskiwaniu ludzkich sztucznych chromosoméw — HAC
(ang. Human Artificial Chromosome) ze wzglgdu na mozliwos¢ zastosowania ich
jako przenosnika gendéw w terapii genowej u ludzi. Wykazano, ze geny wiaczone
de novo do HAC-6w ulegaja ekspresji (ref. [14]). W przypadku tych sztucznych
chromosoméw powstaja neocentromery i dlatego sa one tutaj omawiane.

Stwierdzono, ze w przypadku HAC-6w dla tworzenia centromerdéw de novo
niezbedny jest taki o-satelitarny DNA czlowieka, w ktorym sa motywy wiazace biatko
CENP-B. Dowiedziono tego, konstruujac zmodyfikowana sekwencjg¢ DNA dlugosci
2,7 kpz z chromosomu 17. w taki sposéb, aby kazdy z monomerow dtugosci ok.
170 pz zawieral motyw dla CENP-B 5 — TTT CGT TGG AAA CGG GA 3’. Jako
kontrole uzyto a-satelitarnego DNA z chromosomu Y, ktory nie zawiera motywu dla
CENP-B. W takim doswiadczeniu kontrolnym tylko jeden wsrod 40 klonéw zawieral
neocentromer, podczas gdy wsrod 45 klondw z pelnym motywem dla CENP-B, dziesigé
wytworzylo neocentromery. Wynik ten wskazuje, ze dla wysokiej wydajnosci motywy
dla CENP-B sa czynnikiem wspomagajacym tworzenie centromerdw de novo w
systemie HAC. Ponadto wykazano, ze tempo tworzenia neocentromerdéw zalezy od
wysycenia DNA motywem dla CENP-B. We wszystkich zbadanych przypadkach, te
neocentromery wigzaly CENP-C i byly mitotycznie stabilne [4].

Przytoczone wyniki $wiadcza o niezbednosci motywow dla CENP-B do wysokiej
wydajnosci tworzenia HAC-6w sg zastanawiajace. Od dawna wiadomo, ze CENP-B,
chociaz nalezy do bialek konstytutywnych centromeru, nie jest obecne w wszystkich
wyzszych Eukaryota pod tym wzgledem zbadanych oraz ze brak genu kodujacego to
biatko nie zakloca ani powstawania kinetochordw, ani przebiegu mitozy (ref. [22]).

Omawiane rezultaty badan, a takze wyniki z dawniejszej literatury wskazuja, ze
obecnos¢ CENP-B i motywu w DNA wiazacego to biatko jest krytycznym, ale nie
jedynym elementem uczestniczacym w tworzeniu de novo centromeréw w HAC
[4]. Nalezy jednak podkresli¢, ze nie udalo si¢ utworzenie HAC-6w w doswiad-
czeniach, w ktorych uzyto syntetycznych powtdérzen DNA, bogatych w AT i
zawierajacych motywy dla CENP-B [17].
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4. PODSUMOWANIE

Z przytoczonych danych wynika, ze zastosowanie metod cytogenetyki mole-
kularnej pozwolito na rozpoznanie struktury neocentromeréw, ktora jest bardzo
podobna do struktury endogennych centromeréow z wyjatkiem DNA neocen-
tromerowego, ktorym staje sie¢ DNA obecny w miejscu inicjacji neocentromeru.
Wyposazenie neocentromeréow w kluczowe biatko CENP-A lub jego homologi,
stanowigce o tozsamosci centromeru, wyklucza zaliczenie knobow do neocen-
tromeréw, bowiem knoby nie zawieraja bialek centromerowych i moga funkcjonowac
jednoczes$nie z endogennym centromerem podczas prawidlowo przebiegajacej
anafazy Il podzialu mejozy.
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