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Streszczenie: Neocentromery nie zawieraja DNA charakterystycznego dla endogennych centromerow, tj.
tandemowych uktadéw sekwencji powtarzalnych; zatem rodzaj DNA nie decyduje o tozsamosci neocen-
tromeréw. Tworzenie neocentromeréw odbywa si¢ przez mechanizmy epigenetyczne. Jest prawdopo-
dobne, ze osrodkiem tworzenia neocentromeréw w odcinkach euchromatynowych chromosoméw mo-
glyby by¢ ruchome elementy, ktdre licznie wystepuja w genomach eukariotycznych i sa rOwniez obecne
we wlasciwym centromerze oraz w przylegajacej do niego heterochromatynie przycentromerowej. Wy-
niki badan metodg immunoprecypitacji wykazaty, ze kluczowe biatko CENP-A/CENH3, decydujace o
powstaniu centromeru, wigze si¢ z retorelementami. Nadekspresja tego biatka u Drosophila powoduje
jego pojawienie si¢ w miejscach niecentromerowych chromosoméw, powstanie funkcjonalnych neocen-
tromeréw i chromosomoéw policentrycznych, co skutkuje licznymi zakloceniami w przebiegu mitozy.
Mechanizm zapobiegajacy nadmiarowi CID (homolog CENP-A u Drosophila) polega na proteolizie tego
biatka niezwiazanego z centromerami. Zastosowanie bialek fuzyjnych CENP-A i jego homologow — GFP/
YFP/EYEP pozwolito na stwierdzenie, ze u wigkszosci wyzszych Eukaryota synteza i montowanie tego
biatka do nukleosomow chromatyny centromerowej odbywa si¢ w fazie G2, u Drosophila—w fazie S,
za$ u drozdzy — podczas S i G2. O specyficznym dla centromeréw montowaniu CENP-A/CENH3
decyduje obecnos¢ w ich C-terminalnym krancu domeny docelowej, CATD. Montowanie CENP-A i
homologdw nastgpuje rowniez przy braku gatunkowo-specyficznego N-terminalnego kranca. Integralna
czg$cig regionu centromerowego jest heterochromatyna, obecna we wlasciwym centromerze i w regionie
przycentromerowym. W endogennych centromerach heterochromatyna wykazuje wszystkie epigene-
tyczne cechy wlasciwe dla heterochromatyny i nieaktywnej transkrypcyjnie chromatyny skondensowa-
nej: metylacj¢ DNA, metylacje lizyn 9.127. w histonie H3 oraz lizyny 20. w histonie H4, brak acetylacji
H3 i H4, obecnos¢ biatka HP 1. Te modyfikacje pojawiaja si¢ w regionie neocentromerowym powstatym
w obre¢bie euchromatyny, ale w mniejszym stopniu niz w endogennych centromerach. Kohezyna, powo-
dujaca przyleganie siostrzanych chromatyd, pojawia si¢ wraz z odtwarzaniem chromatyny, po replikacji
DNA i preferencyjnie wiaze si¢ z regionami heterochromatynowymi, z ktérych jako ostania zanika przy
heterochromatynie przycentromerowej. Ostatnio wykazano wigzanie kohezyny do odcinkéw euchro-
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matynowych. Podczas ewolucji chromosomow nastgpuja zmiany w lokalizacji centromerow w wyniku
ich dezaktywacji i powstawania neocentromeréw. Uzyskane dotad dane doswiadczalne dotyczace two-
rzenia neocentromerdw sa nieliczne: nadal nie wiadomo, dlaczego neocentromery tworza si¢ zardwno w
regionach eu-, jak i heterochromatyny oraz co — poza dezaktywacja endogennego centromeru — powoduje
ich pojawienie.

Stowa kluczowe: neocentromery, ruchome elementy, CENP-A i homologi, heterochromatyna, kohezja,
ewolucja.

Summary: Contrary to endogenous centromeres containing the species-specific tandem repeated DNA
arrays, the neocentromeres are formed on DNA sequences without tandem arrays, therefore DNA does
not decide about a neocentromere identity, and epigenetic mechanisms have an essential role in neocentro-
mere assembly. The transposable elements are the most abundant class of DNA in higher Eukaryota. LTR
retrotransposons are present both in centromeric and pericentromeric heterochromatin in the endogenous
centromeric region. Chromatin immunoprecipitation data indicate that the key proteins for the centromere
assembly, CENP-A/CENH3 interact with retroelements. It is possible that, even single copy, retroele-
ments could be the first mark for the site of a future neocentromere. Overexpression of CID (CENP-A
homologue in Drosophila) results its mislocalization, i. e. the presence in normally noncentromeric
chromosome region. Several disturbances of mitosis (e. g. chromosome missegregation and aneuploidy)
indicate that these ectopic neocentromeres induce active multicentromere chromosomes. Mechanism that
prevents deposition of CID out of endogenous centromeres consists in proteolysis of soluble CENP-A,
not incorporated into centromeric chromatin nucleosomes. Nucleosomal location of the centromere-
specific variant of histone H3, CENP-A and its homologues is necessary for the assembly of other
centromeric and kinetochore proteins. Studies performed recently with fusion protein CENP-A or its
homologues — GFP/YFP/EYEP gave precise information concerning the time of synthesis organisms
(mammalians and angiosperm plant species), synthesis and loading of CENP-A/CENH3 occur mainly in
(G2 faze, but even in the same type of cells, HeLLa, maximum expression and CENP-A loading were shown
to take place, depending on the authors, either in G2 or during telophase and G1 phase. In yeast these
processes occur in S and G2 phase, while in Drosophila — during S phase. Therefore, the synthesis and
loading of CENP-A and its homologues should take place during interphase before the onset of mitosis
with chromosome bearing a neocentromere. In human, Drosophila, yeast and Arabidopsis thaliana cells it
has been shown that histone-fold domain is required for centromere-specific deposition of CENP-A and
its homologues. The C-terminal parts of these proteins are responsible for the recognition of centromeres.
This region, CENP-A targeting domain (CATD) includes the L1 linker and o2 helix of CENP-A and is
sufficient to direct this protein to centromeres, even when its N-terminal (species-specific) tail is absent.
Heterochromatin is an integral part of the centromere region. It is present at the centromere itself and in the
pericentromeric region flanking it. In endogenous centromeres both kinds of heterochromatin display the
epigenetic DNA and histone modifications characteristic of condensed and transcriptionally inactive
chromatin, i.e. cytosine methylation in DNA, methylation of lysine 9 and 27 in the histone H3, methyla-
tion of lysine 20 in the histone H4, absence of acetylation of the latter two. Moreover, heterochromatin
of the centromeric region contains HP1 protein. In endogenous centromeres in human cells mutation of
DNA methyltransferase gene results in decreased methylation of centromeric DNA and in several distur-
bances in sister chromatid separation during mitosis. The amount of heterochromatin at neocentromeres
formed on euchromatin bands in chromosomes is reduced as compared to endogenous centromeres,
although some epigenetic marks characteristic of heterochromatin and the presence of HP1 have been
observed. These modifications do not occur in those domains in neocentromere region that contain coding
DNA sequences. The role of cohesion is to establish sister chromatid cohesion. It is generally admitted
that in higher Eukaryota cohesin is preferentially bound by heterochromatic parts of chromatin just after
DNA replication and chromatin restitution. During mitosis the last disappearing part of cohesin is that
bound to pricentromeric heterochromatin. Reduction of sister chromatids cohesion as a result of dimini-
shed amount of pricentromeric heterochromatin in some human neocentromeres has been observed. It has
to be noted that recent results suggest possibility of cohesion binding to euchromatic parts of chromatin.
Some data obtained from the studies on chromosome evolution can facilitate understanding of neocentro-
mere formation. Chromosome rearrangements are known as mechanisms that contribute to the changes of
chromosome shape and of centromere position, e. g. in rare de novo formation of centromeres on acentric



NEOCENTROMERY. II. WARUNKI POWSTAWANIA 275

chromosome fragments. A particular role in centromere evolution has been attributed to transposable
elements, as they have an important role in initiating heterochromatin formation from a single-copy
domain at an euchromatic region. The location of a centromere and its inactivation or activation can change
during evolution. Centromere repositioning occurred, among others, in mammalian X chromosome. The
centromeres of X chromosome in two lemur species and in human are located in different positions and
contain different DNA repeats. Therefore, centromere repositioning may due to the endogenous centro-
mere inactivation/neocentromere formation. The presence of active genes in centromere 8§ region in rice and
in some human neocentromeres may indicate their relatively recent formation. Up to now, there are only
few data concerning the question of why a neocentromere originates in a particular — both heterochromatic
as euchromatic — location and what, besides endogenous centromere inactivation, triggers their formation.

Keywords: neocentromere, transposable elements, CENP-A and homologues, heterochromatin, cohesion, evolution.

1. WSTEP

Podstawowym zjawiskiem warunkujacym powstanie neocentromeru jest pojawienie
si¢ w nukleosomach przyszlej chromatyny centromerowej biatka CENP-A (lub jego
homologdw), ktdrego obecnos¢ warunkuje przytaczenie innych bialek centromerowych
i kinetochorowych. Dla osiagnigcia przez neocentromer stanu funkcjonalnego, taka
chromatyna musi znajdowac¢ si¢ na zewnetrznych powierzchniach siostrzanych chromatyd,
tj. skierowanych ku przeciwlegtym biegunom (ref. [33, 39]).

Rodzaj DNA, na ktérym tworzy si¢ neocentromer, wydaje si¢ mie¢ podrzedne
znaczenie. Niekiedy obserwowano, ze preferowane sa odcinki DNA tworzace hetero-
chromatyng. Np. znaczne ilosci heterochromatyny w dlugim ramieniu chromosomu Y u
czlowieka moze sprzyja¢ tworzeniu neocentromeru [39], zas u jeczmienia centromer
chromosomu 7. przemieszcza si¢ do heterochromatyny (ref. [7]). Z drugiej strony
wiadomo, ze neocentromery czesto tworza sie¢ w miejscach euchromatynowych
chromosomu (ref. [34]). Dobrym kandydatem na inicjowanie i wyznaczanie miejsca
tworzenia neocentromeru moglyby by¢ ruchome elementy (por. nizej, 2.1). Wspolnymi
— jak si¢ obecnie wydaje — wilasciwosciami DNA, na terenie ktorego powstaja
neocentromery, sg jego replikacja w pdznej fazie S i bogactwo w AT ([1, 2], ref. [39]).

Dla prawidlowego rozdzielenia siostrzanych chromatyd niezbedny jest system
kohezji. Pod koniec metafazy kohezyna przylega do heterochromatyny przycentro-
merowej: jej ilo§¢ przy neocentromerach jest zredukowana (ref. [34]). Te zagadnienia
w odniesieniu do powstania neocentromerow sg omowione nizej (por. 2.4). Dane
zaczerpnigte z badan ewolucji centromeréw moga by¢ uzyteczne w rozwazaniach
dotyczacych powstawania neocentromerow (por. 3).
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2. CZYNNIKI NIEZBEDNE DLA POWSTAWANIA
NEOCENTROMEROW

2.1. Ruchome elementy

Obecnie nie budzi watpliwosci fakt, ze nie rodzaj DNA wchodzacy w sktad
centromeru, lecz mozliwos¢ powstania chromatyny z nukleosomami zawierajacymi
CENP-A lub jego homologi jest warunkiem utworzenia centromeru de novo.

Ruchome elementy powszechnie wystepuja w genomach wyzszych Eukaryota.
U cztowieka stanowia 46% genomu, u Drosophila — ok. 30% (ref. [40]). Ich
obecnos¢ stwierdzono réwniez u roslin. U gatunkow dwulisciennych sa one obecne
zarowno we wlasciwym centromerze, jak i w heterochromatynie przycentromerowej
([42], ref. [30]). U traw retroelementy sa dominujacym sktadnikiem DNA centro-
merowego (ref. [30]). Naleza one do klasy retrotranspozonéow z LTR-ami (ang.
Long Terminal Repeats), zwykle sa centromerowo-specyficzne i dlatego nazywane
CR (ang. Centromeric Retrotransposons). Aktualne dane dotyczace obecnosci CR
w genomach wskazuja, ze wystgpuja one takze w innych niecentromerowych
regionach. U traw pojedyncze kopie monomeréw wchodzacych w sktad diugich
powtdrzen retroelementdw znajdujacych si¢ w centromerze, zostaly znalezione
rowniez w innych czesciach genomu (ref. [19]).

Przypuszcza sig, ze charakterystyczne dla wspotczesnych endogennych centro-
merow uklady tandemowe (satelitarne) sa uktadami pierwotnymi i ze centromerowe
retroelementy sa badz sprawnie dzialajacym pasozytem centromerdw, badz ulatwiaja
utworzenie centromeru [7].

Wielokrotnie dowiedziono metoda ChIP (ang. Chromatin ImmunoPrecipitation), ze
retroelementy w centromerach wiaza biatka CENP-A/CENH3 ([11, 15, 38], ref. [20, 40]).

Biorac pod uwage przytoczone fakty, mozna przypuscié, ze ruchome elementy moglyby
by¢ osrodkami tworzenia neocentromeréw [7, 20]. Wyniki badan ewolucji DNA
centromerowego przynosza wiele informacji réwniez przemawiajacych za mozliwoscia
inicjujacej roli ruchomych elementéw w tworzeniu neocentromerow (por. 3).

2.2. Udzial biatka CENP-A i jego homologéw w tworzeniu
neocentromerow

Istnieja dowody, Swiadczace o znaczeniu blednej lokalizacji bialek CENP-A/CENH3/CID
wynikajacej z ich nadekspresji (CID jest homologiem CENP-A u Drosophila). Punktem wyjscia
dla tej koncepcji bylo stwierdzenie, ze u Drosophila i jgczmienia neocentromery powstaja blisko
funkcjonalnego endogennego centromeru, co sugerowalo rozprzestrzenianie sie¢ w obrebie
chromosomu tych biatek kluczowych dla tozsamosci chromatyny centromerowej. Jednak u
cztowieka w komorkach in vitro nadmiar CENP-A, mimo wlaczenia tego biatka do
nukleosomdw, nie powodowal powstania funkcjonalnych neocentromeréw (ref. [10]);
nadekspresja CENP-A towarzyszy procesom nowotworowym (ref. [6, 10]).

Stosujac metode¢ fuzyjnych bialek CID-GFP (ang. Green Fluorescent Protein) i
H3-GFP, uzyskano ich stabilng ekspresje w serii kontrolnej komorek Drosophila, biatko



NEOCENTROMERY. II. WARUNKI POWSTAWANIA 277

CID-GFP byto obecne wytacznie w endogennych centromerach, zas H3-GFP byto
rozmieszczone rownomiernie na terenie jader interfazowych. Wyniki analizy metody
Western wykazaly, ze indukcja nadekspresji genéow kodujacych CID powodowata
70-krotne zwiekszenie jego zawartosci. Po zastosowaniu metody immunocyto-
chemicznej stwierdzono, ze nadekspresja CID prowadzi do jego blednej lokalizacji na
chro-mosomach mitotycznych i politenicznych, przy czym bylo ono preferencyjnie
wlaczone do euchromatyny, podczas gdy histon H3 — do heterochromatyny [10]. W
wigkszosci komorek kontrolnych z biatkami fuzyjnymi CID-GFP i H3-GFP
segregacja chromosomow podczas anafazy odbywala si¢ normalnie. Defekty
mitotyczne wykryto w ok. 18% komorek. Natomiast w komorkach z nadekspresja
CID byly liczne uszkodzenia chromosomoéw i zaktocenia w segregacji chromosomow.
W zaleznosci od poziomu indukcji CID, komorki takie stanowily 55%, 78% i 100%.
Dane te wskazuja, ze te defekty sa bezposrednim wynikiem btednej lokalizacji CID,
tj. jego obecnosci w niecentromerowych regionach chromosomow. Czes¢ defektow
mitotycznych mogta by¢ spowodowana przez uszkodzenie mechanizmu kohezji [10].

Biatko centromerowe CENP-C oraz biatka kinetochorowe oraz zwigzane z
likwidacja kohezji i segregacja siostrzanych chromatyd — MEI-S332 i BUBR1 — w
komérkach kontrolnych i tych, w ktorych zaindukowano nadekspresje histonu H3,
byly prawidlowo zlokalizowane, tj. znajdowaly si¢ w regionie centromer/kinetochor.
Natomiast w komorkach z nadekspresja CID, w ktorych to biatko bylo blednie
zlokalizowane, liczba sygnaléw po immunobarwieniu byla znacznie wyzsza, przy czym
ta roznica nie byla spowodowana przez wigksza liczb¢ chromosoméow (wywolang
przez zaklécenia w przebiegu mitozy). Wyniki te wskazuja, ze nadmiar CID,
powodujacy jego bledng lokalizacje, moze powodowaé powstanie funkcjonalnych
neocentromerdéw. Wynikiem ich obecnosci byto utworzenie chromosoméw policen-
trycznych, a w konsekwencji — bledna segregacje chromosoméw [10].

Blednej lokalizacji CENP-A zapobiega proteoliza tego biatka, znajdujacego si¢ poza
chromatyna centromerowa. Dowody na stusznos¢ tego twierdzenia zostaly uzyskane u
drozdzy 1 Drosophila. U drozdzy Saccharomyces cerevisiae wykazano, ze zawartos¢
biatka Cse4 (homolog biatka CENP-A) jest regulowana przez proteoliz¢ w systemie
ubikwityna-proteasom. Rozpuszczalne biatko jest szybko degradowane, natomiast to
wmontowane w nukleosomy chromatyny centromerowej jest ochraniane przed degradacja
[6]. Analogiczne wyniki uzyskano u Drosophila poshugujac si¢ biatkiem fuzyjnym
CID-YFP (ang. Yellow Fluorescent Protein). Proteolityczna degradacja nadmiaru CID
nie nastgpuje w obecnosci inhibitora proteasoméw MG132 [26].

2.3. Montowanie CENP-A/CENH3 do nukleosoméw

Semikonserwatywna replikacja DNA powoduje zmniejszenie o potowe zawartosci
nukleosoméw z CENP-A/CENH3 w chromatynie centromerowej [12]. Z licznych badan
wiadomo (ref. [31]), ze synteza i montowanie CENP-A u ssakow nastgpuje w fazie G2.
Ostatnio, po raz pierwszy na materiale roslinnym (Arabidopsis thaliana i jeczmien
Hordeum vulgare) wykazano, postugujac sie biatkiem fuzyjnym CENH3-EYEP (ang.
Enhanced Yellow Fluorescent Protein), ze rtdwniez u roslin okrytozalazkowych synteza



278 M. J. OLSZEWSKA

i montowanie tego biatka odbywa si¢ podczas fazy G2 [17, 18], czego mozna bylo
si¢ spodziewaé na podstawie wygladu sygnatu immunocytochemicznego, ktory u
jeczmienia tylko podczas fazy G2 jest obecny w postaci dwoch kropek [18, 27]. U
krasnorostu Cyanidioschyzon merolae (niewielki, prymitywny glon), u ktorego
chromosomy nie ulegaja mitotycznej kondensacji, zawartos¢ CENH3 szybko zwigksza
si¢ podczas fazy S, po czym nastgpuje rozdzielenie sygnalow immunocytochemicznych
na dwie struktury [22]. U Drosophila montowanie CID nastgpuje juz podczas fazy
S [26]. U drozdzy rozszczepkowych (Schizosaccharomyces pombe) montowanie
homologu tego biatka, Cnpl, odbywa si¢ podczas dwdch faz: S i G2 [37], za$ u rosliny
wyzszej z chromosomami holokinetycznymi (policentrycznymi) — dopiero w okresie
prometafazy/metafaza [18].

Zupelie odmienne wyniki niz u ssakéw, w tym u cztowieka, otrzymano w bada-
niach przeprowadzonych na ludzkich komérkach HeLa, poddanych synchronizacji
cykléw komérkowych metoda tymidynowa. W tych warunkach CENP-A pojawiato
si¢ juz w telofazie, a montowanie ich do nukleosomdéw nastgpowalo wylacznie w
fazie G1 [12].

U drozdzy rozszczepkowych zidentyfikowano dwa czynniki, Ams2 i Mis6, z ktoérych
kazdy jest niezbedny dla nukleosomowej lokalizacji biatka Cnpl (nazywanego takze
SpCENP-A). Ams2 moze by¢ odpowiedzialny za zespolone z replikacja DNA
tadowanie SpCENP-A przez ulatwienie tworzenia nukleosoméw podczas fazy S.
Podczas srodkowej fazy G2 sygnaly bialka fuzyjnego SpCENP-A-GFP gromadzg si¢
stopniowo w centromerach; najwigksze nasilenie fluorescencji ma miejsce w pdznej
fazie G2 i podczas mitozy. Wydaje si¢, ze Ams2 ma kluczowa role w aktywacji
transkrypcji gendw histonow rdzeniowych specyficznej dla fazy S i prawdopodobnie
uczestniczy w selektywnym wiaczaniu nukleosoméw zawierajacych SpCENP-A do
chromatyny centromerowej. U mutanta pozbawionego Ams2, do nukleosomoéw jest
wilaczany histon H3 zamiast SpCENP-A, co $wiadczy o decydujacej roli tego czynnika
w montowaniu centromerowo-specyficznej chromatyny u drozdzy [37].

Analiza czynnikdéw niezbednych do zatadowania biatka CENP-A/CENH3 i jego
homologéow do nukleosomoéw chromatyny centromerowej w komorkach drozdzy i
wyzszych Eukaryota wykazaly, ze niezbedna i wystarczajaca dla specyficzne;j
dyspozycji tego biatka jest C-terminalna zwinigta domena ze zmiennym regionem
tzw. petli. Proces ten odbywa si¢ nawet pod nieobecnos$¢ czgsci N-terminalnej
(wysoce zmiennej, specyficznej gatunkowo — ref. [5, 33]) oraz [17]. Niezbedny jest
dla tego procesu region nazywany CATD (ang. CENP-A Targeting Domain)
zawierajacy tacznik L1 i o-helise. Jest mozliwe, ze inna sekwencja, poza CATD,
rowniez uczestniczy we wilasciwym ukierunkowaniu CENP-A (ref. [5]). CATD dla
CENP-A sam przez si¢ posredniczy w konformacyjnej sztywnosci w nukleosomach
zawierajacych to biatko, zatem wyznacza lokalizacj¢ nowych miejsc dla fadowania
CENP-A. Mimo tego, istnienie nukleosoméw z CENP-A nie jest niezbgdne dla jego
montowania, poniewaz mozliwe jest montowanie centromeru de novo [4].

U nicienia Caenorhabditis elegans (chromosomy holokinetyczne) zostato odkryte
biatko KNL-2; nazwa ta pochodzi od mutanta pozbawionego tego biatka i pozba-
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wionego kinetochoru (ang. Kinetochore NuL). U tego nicienia fenotyp KNL
charakteryzuje si¢ takimi samymi zaktoceniami mitozy i mejozy, jak u mutantow
pozbawionych homologu CENP-A, CeCENP-A. Bialko KNL-2 zawiera w krancach
C taka domeng, jaka zostala wczesniej odkryta w protoinkogenie Myb i jest obecna
w wielu biatkach powodujacych zmiane struktury (remodelowanie) chromatyny.
Biatko KNL-2 znajduje si¢ w centromerach, podobnie jak CeCENP-A. U osobnikow
pozbawionych KNL-2 nie nastgpowato montowanie CeCENP-A, ale brak KNL-2
nie wplywat na stabilnos$¢ juz wmontowanego CeCENP-A. Brak KNL-2 nie naruszat
lokalizacji w nukleosomach ani podstawowego histonu H3, ani histonéw H2b, co
udowodniono stosujac biatko fuzyjne H2b-GFP. Fakty te wskazuja, ze KLN-2 jest
specyficznie niezbedne dla tadowania CeCENP-A do nukleosomoéw. Obecnos¢ biatka
KNL-2 stwierdzono rowniez u cztowieka [21].

2.4. Heterochromatyna przycentromerowa i kohezja siostrzanych
chromatyd

Niezbednym warunkiem prawidlowego przemieszczania si¢ chromatyd siostrzanych
do jader potomnych jest ich poprawne rozdzielenie podczas przejscia metafazy w
anafaze, bowiem podczas metafazy sg one ze soba potaczone w regionie chromatyny
przycentromerowej za posrednictwem kompleksu biatkowego zwanego kohezyna.
W sklad kohezyny wchodza co najmniej cztery biatka o charakterze konser-
watywnym (ref. [24]). Asocjacja kohezyny z chromatyng u wyzszych Eukaryota
rozpoczyna si¢ w fazie S i postgpuje w miare replikacji DNA i odtwarzania
chromatyny (ref. [31]), za$ u drozdzy paczkujacych (Saccharomyces cerevisiae)
przylaczanie kohezyny rozpoczyna si¢ juz w fazie G1 [29]. U wyzszych Eukaryota
szczegolne nagromadzenie kohezyny ma miejsce w regionach heterochromatyno-
wych, a gléwnie — przy heterochromatynie przycentromerowej, od strony przeciwnej
niz kinetochory (ref. [32]). U drozdzy rozszczepkowych biatko Swi6 (homolog biatka
heterochromatynowego HP1) jest fizycznie zasocjowane z biatkiem kohezyny Rad21
(ref. [28]). U Drosophila biatko MEI S332, istotne dla kohezji, podczas mitozy oraz
czgsciowo podczas mejozy, znajduje si¢ przy centromerze, od ktérego odlacza si¢
w okresie przejsciowym metafaza/anafaza. U mutanta mei s332 brak jest kohezji
siostrzanych chromatyd podczas anafazy | podziatu mejozy, co powoduje bledna
segregacje podczas Il podziatu [15].

Ostatnio stwierdzono, ze wsrod bialek kohezyny znajduje si¢ konserwatywne biatko
nazwane Nipped-B, o wielorakiej funkcji. Wyniki badan immunocytochemicznych
wykazaty, ze u Drosophila wystgpuje ono razem z kohezyna migdzy siostrzanymi
chromatydami podczas mitozy i mejozy. Jest ono obecne w ekstraktach jadrowych,
w rozpuszczalnych kompleksach, wraz z podjednostkami kohezyny. U mutantow
Nipped-B nastepuje przedwczesna separacja siostrzanych chromatyd [8]. Rowniez
u Drosophila metoda ChIP wykazano, ze biatko Nipped-B i kohezyna wiaza si¢
preferencyjnie, ale nie wylacznie, w tych samych miejscach z regionami chromatyny,
w ktorych w danej fazie rozwoju nastepuje transkrypcja, o czym $wiadczy obecnos¢
polimerazy RNA II. Autorzy [25] postuluja, Ze transkrypcja utatwia wigzanie kohezyny
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do zdekondensowanej chromatyny. Nalezy zauwazyé¢, ze u drozdzy paczkujacych
Nipped-B wiaze si¢ w innych miejscach niz kohezyna, ktdra jest obecna w obszarach
miedzygenowych (ref. [25]). Przytoczone dane moga wskazaé, ze wiazanie kohezyny
migdzy chromatydami zawierajacymi neocentromery mogtoby odbywac si¢ w regionach
euchromatynowych, ktére wtérnie moglyby poprzez mechanizmy epigenetyczne
przeksztatci¢ si¢ w chromatyng skondensowana (por. nizej).

Heterochromatyna przycentromerowa endogennych centromeréw zbudowana jest
z sekwencji tandemowych, wsrdd nich — z retroelementéw i nosi wszelkie cechy
epigenetyczne wlasciwej (konstytutywnej) heterochromatyny: wysoki poziom metylacji
DNA, metylacja w histonie H3 lizyny w pozycji 9. i w histonie H4 lizyny w pozycji
20., obecnos¢ biatka HP1 oraz hypoacetylacja histonéw H3 i H4 (ref. [33, 42]).
Istnieje poglad, w mysl ktérego heterochromatyna przycentromerowa utatwia
przyleganie chromatyd siostrzanych, ale nie jest niezbedna dla kohezji. U mutantow
Arabidopsis thaliana, u ktorych uszkodzona jest metylacja lizyny 9. w histonie H3,
separacja chromatyd przebiega normalnie. W neocentromerze chromosomu 13. i w
chromosomie PD-NC4 u cztowieka (ref. [34]) znajduje si¢ chromatyna noszaca
cechy heterochromatyny, ale w nieznacznej ilosci. U czlowieka mutacja w genie
kodujacym metylotransferaze 3B powoduje obnizona metylacje DNA w hetero-
chromatynie przycentromerowej w 1gh, 16gh i 9gh (w chorobie immunologicznej
zwanej IFC). Wynikiem tej mutacji sa liczne zakldcenia podczas mitozy, jak mosty
anafazowe, fragmentacja chromosoméw i tworzenie mikrojader [9]. U Schizo-
saccharomyces pombe wszelkie anomalie we wlasciwosciach epigenetycznych
cechujacych heterochromatyng powoduja bledy w segregacji chromatyd z powodu
utraty kohezji (ref. [38]).

Przytoczone dane wskazuja, ze w wigkszosci zbadanych obiektow obecnosé
heterochromatyny przycentromerowej, przynajmniej w minimalnej ilosci, jest niezbedna
dla poprawnej separacji chromatyd siostrzanych.

3. EWOLUCJA CENTROMEROW PODCZAS EWOLUCJI
CHROMOSOMOW

Chromosomy ewoluuja w wyniku pierwotnych i wtdrnych rearanzacji, a u roslin
réwniez w wyniku zmian w ploidalnosci, bedacych nastepstwem migdzygatunkowych
krzyzéwek i/lub bledow podczas mitozy lub mejozy. Pierwotne i wiekszos¢ wtdrnych
rearanzacji sa spowodowane przez bledna ligacje nici DNA podczas naprawy.
Transpozycja, bledy podczas replikacji DNA, inwersje i/lub delecje podczas naprawy
podwdjnych peknig¢ moglyby takze uczestniczy¢ w ewolucji przez promowanie
skracania lub wydluzania poszczegolnych chromosoméw [36]. Znaczny udziat w tych
modyfikacjach przypisuje si¢ retroelementom (ref. [35]). W wyniku takich zmian pozycja
centromeru moze ulec zmianie nie tylko wskutek inwersji lub translokacji, ale takze
przez stabilng inaktywacje centromeru w chromosomach dicentrycznych oraz przez
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utworzenie de novo centromeru na fragmencie acentrycznym [36]. Takie procesy
prowadzace do powstania neocentromeru zostaly opisane wczesniej (ref. [34]).

Ruchome elementy szczegodlnie obficie wystgpuja w centromerze i w regionie
przycentromerowym. Ruchomym elementom, TE (ang. Transposable Elements) i
transpozasom przypisuje si¢ znaczaca role w ewolucji centromerowego DNA i
sktadnikow biatkowych centromeru [40]. Zaklada sie, ze wzbogacenie i dywersy-
fikacja TE w regionie przyszlego centromeru nastgpuje droga ich amplifikacji i
nierownego crossing-over, w rezultacie czego powstaja uklady TE centromerowe
i przycentromerowe oraz odmienne subdomeny chromatyny, tj. takie, ktore sa zdolne
do zastgpowania w nukleosomach histonu H3 przez CENP-A/CENH3 i wigzanie
bialek centromerowych [40]. Ostatecznie autorzy [40] postuluja mozliwos¢ ini-
cjowania neocentromeré6w w euchromatynie w miejscu wystepowania tylko poje-
dynczej kopii TE, a szczegdlnie retroelementu z LTR-ami.

Jednym z kierunkow badan, ktore moga rzucic¢ swiatlo na kwesti¢ miejsca powsta-
nia neocentromeru jest rozpoznanie ewolucyjnego przemieszczania si¢ centromerow.
Np. pozycja neocentromeru w 15q u czlowieka znajduje si¢ w regionie 8 Mpz
proksymalnie i 1,5 Mpz dystalnie w odniesieniu do centromeru w ekwiwalentnym
chromosomie u malp Starego Swiata. Region ten zawiera znaczne zageszczenie
chromosomo-specyficznych replikonoéw, co do ktorych postulowano, ze uczestnicza
w duzej czestotliwosci wylaniania si¢ centromeréw w tym regionie [39].

W rozwazaniach dotyczacych ewolucji centromerdéw gtownie rozpatrywano ewo-
lucj¢ DNA centromerowego. U cztowieka wyrdzniono dwa typy alfoidalnego DNA
w centromerze: typ | obecny w chromosomie X (a wigc rzadki) i typ II —
powszechny. Sugeruje sig, ze typ | jest ewolucyjnie mlodszy i ma zdolno$¢ do
inicjowania centromerow de novo oraz indukowania przesunigcia pozycji centro-
meru. W typie | znajduje si¢ motyw wiazacy biatko CENP-B (ref. [34]), ktore
wykazuje znaczng homologie do niektorych transpozas. Wobec tego jest prawdo-
podobne, ze interakcja CENP-B/motywy CENP-B w alfoidalnym DNA moglyby
dziata¢ jako sita napedowa w procesie przemieszczania centromeru z pierwotnej
pozycji [23].

Chromosomy X u dwoch gatunkéw lemura i u czlowieka wykazuja genetyczng
syntenie, ale centromery w tych trzech chromosomach X nie tylko znajduja si¢ w
rozmaitych pozycjach, ale takze zawieraja odmienne powtorzenia satelitarne. Analo-
giczne obserwacje byly poczynione u wielu innych gatunkéw ssakow. Te fakty
wskazuja, ze jednym z mozliwych mechanizméw zmiany usytuowania centromerdéw
jest powstanie neocentromerdw sprzezone z utrata lub dezaktywacja pierwotnego
centromeru (ref. [41]).

Centromery w chromosomie 8. u ryzu przypominaja neocentromery u czlowieka,
poniewaz znajduja si¢ w regionie zawierajacym geny (ref. [34]) i dlatego zostaly
uznane za ewolucyjnie mtode. Przypuszcza sig, ze nabycie przez neocentromery
typowych dla centromeréw sekwencji powtarzalnych moglo nastapi¢ badz przez
przemieszczenie z pierwotnych centromerow, badz przez spontaniczne powstanie
takich sekwencji w neocentromerze [41]. Obie mozliwosci sa prawdopodobne
zwazywszy, ze w centromerowym DNA znaczny udzial maja ruchome elementy
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(por. wyzej, 2.1). Chromatyna zawierajaca geny charakteryzujace sie, podobnie jak
w innych regionach genomu, obecnoscia w nukleosomach dimetylacji lizyny 4. w
histonie H3 i acetylacji histonu H4, co jest typowe dla potencjalnie aktywnej
transkrypcyjnie chromatyny, podczas gdy w innych obszarach regionu centro-
merowego w histonie H3 byta metylowana lizyna w pozycji 9., co jest stala cecha
chromatyny nieaktywnej transkrypcyjnie (ref. [14]).

Przyktad chromosomu PD-NC4 u cztowieka (ref. [34]), powstatego bez dostrze-
galnych rearanzacji, wskazuje, ze przemieszczenie si¢ centromeru poprzez jedno-
czesng dezaktywacje endogennego centromeru i tworzenie neocentromeru mogloby
podobnie przebiega¢ podczas procesu zmiany pozycji centromeru w ewolucji i
specjacji. Jest prawdopodobne, ze neocentromer taki, jaki w chromosomie PD-NC4,
pozbawiony ¢i-satelitarnego DNA, podczas ewolucji uzyskiwalby o-satelitarny DNA
z innych chromosomoéw, dzigki czemu nabylby wlasciwosci typowego centromeru,
a dowdd na jego neocentromerowe pochodzenie uleglby zatarciu. Chromosom
PD-NC4 moglby by¢ najwczesniejszym stadium przejscia z neocentromeru do typo-
wego centromeru [1].

4. PROCESY WARUNKUJACE POWSTAWANIE
NEOCENTROMEROW - FAKTY I HIPOTEZY

W s$wietle dotad uzyskanych danych, tworzenie neocentromeréw odbywa si¢ za
posrednictwem mechanizmow epigenetycznych. Powyzej (2.2-2.4) zostaly opisane te
wiasciwosci centromerdw, ktore musza (obecnosé biatka CENP-A lub jego homologow)
lub powinny (heterochromatyna przycentromerowa) mie¢ funkcjonalne neocentromery.

Faktem jest, ze rodzaj DNA nie odgrywa decydujacej roli w wyznaczaniu miejsca
powstawania neocentromerow; jedyna cecha centromerowego DNA jest znaczna
zawartos¢ AT. To stwierdzenie dotyczy neocentromeréw powstajacych spontanicznie,
poniewaz w przypadku indukcji neocentromeréw w minichromosomach cztowieka,
powstanie neocentromerow jest uwarunkowane przez wprowadzenie naturalnego,
o-satelitarnego DNA odpowiedniej dtugosci ([13], ref. [34]). W przypadku ludzkich
sztucznych chromosomoéow (HAC, ang. Human Artificial Chromosome) niezbedny
jest taki o-satelitarny DNA, ktory zawiera motyw wiazacy biatko CENP-B (]3],
ref. [34]). W odniesieniu do spontanicznie powstajacych neocentromerow mozna
przy-pusci¢, ze zaktywizowane ruchome elementy moglyby przemieszczaé si¢ z
regionu endogennego centromeru i stanowi¢ zapoczatkowanie neocentromeru.
Ruchome elementy wiaza si¢ z CENP-A/CENH3 (por. 2.1), a powstanie chromaty-
ny z nukleosomami zawierajacymi to biatko stanowi mechanizm spustowy inicjujacy
powstanie neocentromeru w regionach euchromatynowych (por. 3). Do czynnikow
sprzyjajacych utworzeniu neocentromeru mozna zaliczy¢ ektopowa lokalizacje tego
biatka przy jego nadprodukcji (por. 2.4). Wydaje sig, ze wykrycie nowej rodziny biatek
KNL-2 (por. 2.3) moze stanowi¢ punkt wyjscia dla zrozumienia tego krytycznego
etapu w tworzeniu neocentromeru [21].
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Znaczna czes$¢ procesow warunkujacych stan funkcjonalny centromeru odbywa sie
podczas interfazy. Nalezy do nich montowanie CENP-A lub jego homologdéw po
replikacji DNA centromerowego, synteza i montowanie w centromerze centro-
merowych biatek konstytutywnych, powstanie i przylaczanie kohezyny. Biatka te
moglyby by¢ dostgpne w wyniku dezaktywacji centromeru endogennego (w chromo-
somie dicentrycznym), ale w przypadku powstania neocentromeru we fragmentach
acentrycznych chromosoméw lub przy indukeji neocentromerdw w minichromosomach
i sztucznych chromosomach (ref. [34]), pochodzenie tych biatek jest nieznane.

Heterochromatyna stanowi charakterystyczny dla regionu centromerowego typ
chromatyny, obecnej zarowno we wlasciwym centromerze, jak i w obszarze przycen-
tromerowym. W endogennych centromerach nosi ona wszystkie modyfikacje
epigenetyczne heterochromatyny zwanej konstytutywna [33]. Nabycie tych cech przez
euchromatyng, w obrebie ktdrej moga tworzy¢ si¢ neocentromery, polega na metylacji
lizyny 9. i 27. w histonie H3 oraz lizyny 20. w histonie H4 (podobnie jak w
heterochromatynie), ale przy zachowaniu modyfikacji epigenetycznych wiasciwych dla
euchromatyny [33]. Zatem powstanie chromatyny skondensowanej z obszaru euchro-
matynowego, tj. zjawiska czgsto zachodzacego w jadrach interfazowych, wydaje sie
by¢ procesem, dla ktdrego realizacji ztozona maszyneria stale istnieje podczas interfazy.
Faktem wskazujacym, ze tak wiasnie ten proces si¢ odbywa, jest wykazanie, ze w
HAC-ach na lewym ramieniu powstaje chromatyna skondensowana w wyniku
modyfikacji epigenetycznych, ktore polegaja na trimetylacji lizyny 9. w histonie H3
oraz na wmontowaniu biatka HP1a. Tak zmodyfikowana chromatyna skondensowana
nosi wigc epigenetyczne cechy heterochromatyny przycentromerowej, a wyposazone
w nia HAC-i wykazuja prawidlowa kohezj¢. Prawe ramie HAC-6w zbudowane jest
nadal z aktywnej transkrypcyjnie euchromatyny z nukleosomami zawierajacymi
standardowy histon H3. Zatem w de novo powstalym regionie centromerowym zostaje
wytworzony system warunkujacy kohezje siostrzanych chromatyd, a takze system
sterujacy ich rozdzieleniem, w tym kinaza Aurora B [28]. Nalezy jednak zaznaczyc¢,
ze nie zawsze niedobdr heterochromatyny przycentromerowej powoduje zaklocenia
w kohezji siostrzanych chromatyd (por. wyzej, 2.4).

Stwierdzenie, ze synteza i montowanie CENP-A w komdrkach HelLa odbywa
si¢ podczas telofazy i fazy G1 [12] wskazuje na mozliwos¢ postmitotycznej (a nie
premitotycznej, jak u wigkszosci Eukaryota) inicjacji neocentromerow, co stworzyloby
mozliwos¢ montowania kohezyny, zachodzacego podczas fazy S (por. 2.4).

Niedobdr informacji na temat mechanizméw warunkujacych powstawanie neo-
centromerow jest spowodowany brakiem odpowiedniego modelu do badan. Pomocne
dla wyjasnienia tego zagadnienia moga by¢ dalsze badania ewolucji centromerdw (por.
3.). Sporo informacji dostarczyly wyniki dotyczace chromosomu PD-NC4 u czlowieka
(ref. [34], por. 3, [1]), poniewaz neocentromer w tym chromosomie wykazuje kilka cech
wskazujacych, ze jest on we wczesnym stadium formowania, czemu dali wyraz jego
odkrywcy, okreslajac te sytuacje jako ..in progress” [1]. Mozna oczekiwaé, ze rdwniez
dalsze badania dotyczace powstawania sztucznych chromosoméw i minichromosomow
przyczynia si¢ do powstania procesdw warunkujacych powstanie neocentromeru.
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Nie jest wyjasnione, co stanowi impuls do spontanicznego utworzenia neocentro-
meru. Nalezy przypomnie¢, ze neocentromery mogg powstawac spontanicznie w
acentrycznych fragmentach chromosoméw (ref. [34]) lub moga by¢ indukowane
w minichromosomach i sztucznych chromosomach (ref. [34]). Wydaje si¢ zatem
prawdopodobne, ze uszkodzenie i w konsekwencji dezaktywacja centromeru endo-
gennego moze stanowi¢ pierwotny sygnat dla powstania neocentromeru, przy czym
proces ten powinien odbywaé si¢ w interfazie, aby neocentromer stat si¢ funkcjo-
nalny, a chromosom dicentryczny byt stabilny mitotycznie.
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