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1. UvOD

Eukariotski genomi daleko su slozeniji nego genomi prokariota te je sama DNA kod
eukariota organizirana drugacije nego ona kod prokariota. Genom eukariota organiziran je u vise
kromosoma od kojih svaki sadrzava jednu linearnu, dvolan¢anu molekulu DNA. Eukariotska
DNA je vezana na male bazi¢ne proteine, histone, ¢ija je funkcija u jezgri odrzavanje i pravilno

pakiranje DNA (Cooper i Hausman 2004).

1.1. Kromatin

Proteini zajedno sa DNA ¢ine kompleks koji se naziva kromatin i obi¢no sadrzi
dvostruko viSe proteina nego same DNA. Vecinu proteina kromatina ¢ine histoni, a razlikujemo
Cetiri tipa histona: H1, H2a, H2b, H3 i H4. Histoni su visoko konzervirani u eukariotskim
organizmima. Histoni, zajedno s DNA c¢ine osnovnu strukturnu jedinicu kromatina, a to je

nukleosom, prikazan na slici 1 (Cooper i Hausman 2004).

~

Slika 1. Shematska grada nukleosoma (model ogrlice). Na slici su ozna¢eni srzni histoni H2a, H2b, H3 i H4 te

histon H1 (djelomi¢no promijenjeno prema http://www.solunetti.fi/tiedostot/kuvat_solubiologia/histonit.gif)

Kromatin dijelimo na eukromatin i heterokromatin. Eukromatin ¢ini DNA koja je

metaboli¢ki aktivna i s koje se prepisuju geni. Takva DNA je rahlije pakirana pa se bojanjem


http://www.solunetti.fi/tiedostot/kuvat_solubiologia/histonit.gif�

acetokarminom eukromatin boji svjetlije. Za razliku od eukromatina, heterokromatin je guscée
pakiran, s njega se ne prepisuju geni te se boji tamnije. Takoder, heterokromatin sadrZi i
uzastopno ponavljaju¢e dijelove DNA. Najvec¢i broj takvih ponavljanja nalazi se upravo u

centromernim i telomernim regijama (Cooper i Hausman 2004).

1.2. Metafazni kromosom

Kako se stanica priblizava mitozi, kromatin se sve viSe kondenzira i oblikuje se metafazni
kromosom, shematski prikazan na slici 2. Ovdje jasno postaje vidljiv centromer, regija zasluzna
za prihvadanje kromosoma na niti diobenog vretena. Struktura koja omogucava vezanje
kromosoma na mikrotubule diobenog vretena naziva se kinetohor (Cooper i Hausman 2004).

Detaljnija funkcija centromera i kinetohora opisana je u slijede¢im poglavljima.

sestrinske kromatide kinetohor

/ centromer

mikrotubuli

Slika 2. Metafazni kromosom. (djelomiéno promijenjeno i preuzeto sa

http://www.lbl.gov/Publications/Currents/Archive/images/Jan-11-2002/kinetochore.jpg)


http://www.lbl.gov/Publications/Currents/Archive/images/Jan-11-2002/kinetochore.jpg�

2. CENTROMER

U eukariotskim organizmima centromeri su organizirani u tri nezavisna dijela. Unutarnji
dio koji predstavlja centromerni kromatin, zaduzen je za interakciju s proteinima kinetohora, koji
pak omogucéavaju interakciju s mikrotubulima diobenog vretena (Dalal i Bui 2010). Struktura
centromera kod kvasca Schizosaccharomyces. pombe takoder se sastoji od tri dijela, prikazana na
slici 3. Centromer ovog organizma sastoji se od jedinstvenog podrucja (cnt) koji se nalazi unutar
dva identi¢na invertna ponavljanja (imr). lza tih ponovljenih sekvenci dolazi vanjska

ponavljajuca regija (otr) (Ishi 2009).

S. pombe

ofr imr ot imr otr

dg dh dg dh dg dh (IR (IRy dh dg dh dg dh

[ — - | NE— -
s 'l

hetergchromatin +— 10-12 kb ———»= heterochromatin

Slika 3. Struktura centromera kvasca Schizosaccharomyces pombe. Centromerni kromatin &ini regiju cnt nakon

koje slijede invertna ponavljanja imr iza kojih se nalaze vanjske ponavljajuce regije otr (Ishi 2009)

Centromerni kromatin bogat je AT ponavljanjima koja su upakirana u specifi¢ni
centromerni nukleosom — CENH3 nukleosom. Nukleosom CENH3 je zapravo centromerna
varijanta histona H3, a varijante centromernog histona pronadene su kod ¢ovjeka, kvasca, biljke
Arabidopsis thaliana, oblica Caenorabditis elegans te vinske musice (Dalal i Bui 2010). lako
postoje evidentni dokazi da je centromerna regija epigeneticki regulirana, ipak glavnu ulogu u
mnogim vrstama ima DNA sekvenca. Tako kod ljudi specifi¢cnu sekvencu ¢ini alfa satelitna

DNA te kod kvasca srediSnja jezgra. Centromerna sekvenca u mnogim organizmima nije



o¢uvana, dapace, postoje velike razlike, no unato¢ tim razlikama svi centromeri dijele zajednicku

funkciju (Buscaino i sur. 2010).

2.1. Struktura centromernog kromatina

Postoje tri tipa centromera prema strukturi koju posjeduju, a razlike proizlaze iz broja
mikrotbula koji se veZzu na njih i prema tome sadrZe li pericentromerni kromatin. Prema tome,
organizme moZemo podijeliti na monocentricne i holocentri¢ne (slika 4). Monocentri¢ni
organizmi mogu imati tockasti centromer, kao $to je slucaj kod kvasca (slika 4a) ili regionalni
centromer, kao $to je to kod covjeka (slika 4b). Predstavnik holocentricnih organizama je obli¢
C. elegans koji ima tzv. difuzne centromere rasporedene po ¢itavom kromosomu te sukladno s

time stupa u interakciju s vise mikrotubula (slika 4c) (Ekwall 2007).

Point centromere

b
1Il

Regional centromere

L
! ;

Holocentric chromosome

Slika 4. Tri tipa centromera: a tockasti centromer; b regionalni centromer; ¢ difuzni centromer (Ekwall 2007)

Centromerna DNA kvasca Saccharomyces cerevisae sadrzi vrlo mali broj baza, svega
125 pb. Unutar te sekvence postoji regija CDEIIl sa palindromskim ponavljanjima ukupne
duljine 25 pb. Sekvenca CDEIII okruzena je s jedne strane s ~80 pb dugom sekvencom CDEII,

bogatom AT baznim parovima, a s druge strane sekvencom CDEI, duljine ~8 pb. Ovakav tip
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centromera naziva se toCkasti centromer. S druge strane, centromer kvasca S. pombe i
viSestani¢nih organizama ne sadrzi specifi¢nu sekvencu 1 mnogo su veci. Takav tip centromera

naziva se regionalni centromer (Bloom i Joglekar 2010).

2.2. Grada centromernog nukleosoma

Kao $§to je ranije spomenuto, centromerni nukleosom poprilicno se razlikuje u proteinskoj
strukturi od normalnog, kanonskog nukleosoma. U centromernom nukleosomu histon H3
zamijenjen je centromernim histonom CENH3 (CENP-A). Protein CENP-A veli¢ine 18 kDa,
prvi puta je izoliran i okarakteriziran kod Covjeka. Kada je vezan na DNA, CENP-A formira
strukturu nalik disku promjera 0,5 — 1,0 um. U ljudskoj centromernoj regiji vezano je ~15 000
nukleosoma CENP-A. Nukleosomi CENP-A, vezani na centromerni kromatin, zajedno Cine
kvaternu strukuru, potpuno drugaciju od obi¢nog histona H3 koji vezan na kromatin stvara niti.
U centromernoj regiji takoder moze doc¢i do ugradnje i histona H3, ali je on metiliran na Lys4 te
se na taj nacin razlikuje od kanonskog histona H3. Aminokiselinska sekvenca histona H3 i
CENP-A dijeli 51% sli¢nosti. N-terminalna domena proteina CENP-A u potpunosti se razlikuje
od N-terminalne domene histona H3, dok s druge strane N-terminus proteina CENP-A dijeli
veliku slicnost s varijantama centromernog histona H3 u drugim vrstama, ukazuju¢i na
mogucnost da je upravo ta regija zaduzena za interakciju sa komponentama kinetohora (Valdivia
i sur. 2009).

Nukleosom CENH3 (CENP-A) veze se na DNA duljine ~120 pb, dok se kanonski
nukleosom s histonom H3 veZze na DNA duljine ~150 pb. U prisutnosti chaperona NAP-1,
nukleosom CENH3 s lakocom otpusta H2a i H2b dimere, za razliku od nukleosoma H3. Jo$
jedna zanimljiva karakterisitka CENH3 nukleosoma jest da se u prisutnosti heparina, CENH3/H4

tetramer, u potpunosti rastavlja (Dalal 2009).

2.3. Sastavljanje nukleosoma CENH3

Istrazivanjima je ve¢ prije viSe od 10 godina ustanovljeno da je ugradnja histona CENH3
u centromernu regiju vodena chaperonima. Medutim, model ugradnje CENH3 jo$ uvijek nije u
potpunosti razjaSnjen. Prema jednom modelu, CENH3 pronalazi specifi¢nu metu u centromernoj

regiji u koju se ugraduje, dok prema drugom modelu, CENH3 se ugraduje u kromatin na nacin



da popunjava praznine. Istrazivanja na kvascu pokazuju da ukoliko se delecijom inaktiviraju
proteini Misl6 i Misl8, dolazi do gubitka funkcije centromera i pogreSne segregacije
kromosoma. Mis18 je zaduzen za regrutiranje Cse4 (varijanta CENH3) dok Mis16 mobilizira H3
ostavljajuci na taj nacin praznine u nukleosomima i otvara put ugradnji Cse4. Ovo istraZivanje
sugerira da bi moguci model ugradnje CENH3 u nukleosom bio popunjavanjem praznine (Dalal 1
Bui 2010).

Detaljan mehanizam ugradnje histona CENP-A (CENH3) nije u potpunosti razjasnjen.
Histon H3 korsiti proteine CAF-1 (Chromatin Assemlby Factor 1) i HIRA za ugradnju u
kromatin. Nedavna istrazivanja pokazuju da ova dva proteina takoder mogu sudjelovati u
ugradnji CENP-A, kao dio kompleksa za ugradnju CENP-A. Za prepoznavanje CATD (mjesto
za koje se veze CENP-A) koristi se protein HJURP. lako molekularni mehanizam prepoznavanja
CATD od strane proteina HJURP nije u potpunosti razjaSnjen, smatra se da je HJURP specifi¢ni
chaperon proteina CENP-A (Bernad i sur. 2009).

Ekspresija i ugradnja CENP-A proteina strogo je regulirana i ovisna u fazi stani¢nog
ciklusa. Ekspresija CENP-A zapocinje u G2 fazi stani¢nog ciklusa, dok se ugradnja odvija u
kasnim fazama mitoze te u poCetku G1 faze stani¢nog ciklusa (Black i Bassett 2008). Kao §to je
spomenuto, ugradnju CENP-A omogucuje topivi chaperon HJURP u kasnoj telofazi te u po¢etku
G1 faze (Buscaino i sur. 2010). Ovisnost ekspresije i ugradnje CENP-A o fazi stani¢nog ciklusa

prikazan je naslici 5.

CENP-A is Expressed CENP-A is Assembled

into Centromeric DNA
Chromosome
Duplication Enter into Chromosome Exit Mitosis
(S-phase) GQ Mitosis Segregation and Early G1
> > —_—-
&
A
\
1
1

Centromere Priming by
Mis18a/f} and KNL2

Current Opinion in Cell Biology

Slika 5. Ekspresija i ugradnja proteina CENP-A regulirana je fazom stani¢nog ciklusa. Ekspresija se odvija za

vrijeme G2 faze, dok se ugradnja odvija za vrijeme izlaska iz mitoze te u ranoj G1 fazi (Black i Bassett 2008).



Za stvaranje funkcionalnog centromera u normalnim uvjetima potrebna je specificna
nukleotidna sekvenca. U kvasca S. cerevisiae sama nukleotidna sekvenca centromerne regije
dovoljna je za poticanje ugradnje CENP-A proteina eksprimiranog sa plazmida CEN. Nedavna
istrazivanja pak pokazuju da uz samu nukleotidnu sekvencu centromerne regije vaznu ulogu ima
i pericentromerni kromatin, osiguravajuci na taj na¢in povoljan okoli§ za ugradnju CENP-A i

stvaranje CENP-A kromatina (Buscaino i sur. 2010).

Da bi centromer savrseno funkcionirao, dovoljno je da kromosom sadrzi 125 pb dugu
sekvencu na koju se moze vezati CENP-A protein. Prema tome, postavlja se logi¢no pitanje,
zaSto svi centromeri nisu ovako jednostavni. Naime, epigeneticki mehanizmi osiguravaju
spaSavanje slomljenog ili rearaziranog kromosoma koji bi inace bio izgubljen. Formiranje
neocentromera, o ¢emu c¢e biti viSe rijei kasnije, predstavlja jedan od nacina spaSavanja
kromosoma, ali takoder ima znac¢ajan utjecaj u evoluciji genoma i specijaciji. Neocentromeri se
pojavljuju na mjestima gdje se to ne bi ocekivalo, akumuliraju ,,sebi¢nu“ DNA koja s lako¢om
veze proteine kinetohora te se na taj nacin stvaraju satelitne DNA kakve pronalazimo u brojnim
centromerima. Upravo Cinjenica da postoje centromeri kojima nedostaju repetitivne regije
podrZava teoriju neocentromerizacije i objaSnjava postanak kompleksnih centromera (Buscaino i
sur. 2010).



3. KINETOHOR

Da bi centromer pravilno funkcionirao, moraju biti zadovoljena tri fizikalno-kemijska
uvjeta: specificno smatanje kromatina, sastavljanje kinetohora te ostvarivanje pokretackih sila
diobenog vretena (Black i Bassett 2008). Kinetohor je struktura koja omoguduje vezanje
kromosoma na + kraj mikrotubula, a gradi ga viSe od 70 proteina (Bloom i Joglekar 2010). Na

slici 6. prikazan je kinetohor.

Csed-containing MNelcB0 complex: Ndci30,
. (centramere-specific) MNuf2, Spc2d, Spcls
nucleosome

O Cananical nuclessome <amE— PC105 Complex:
B C c Cleo Spcl0s, Ydrs32e

CBF2 comples: Cep3, Ct13, () RAIND complex: .
Mda10 (also known as Chi2), Skpl At Nnfl, Nel, Dsnl

DASH complex:

D Mif2 e Askl, Dadl, DadZ, Dad?,
Dad4a, Darm, Duol, Hsk3,
CH19 complex; THI9 Memle, T2 Sprl? Spoad

@ Chi4, Memi2 (alsa known as Imc2),
Okpl, Amel, Mom22, Mkpl, Nkp2

Slika 6. Proteinska arhitektura kinetohora u kvasca S. cerevisiae (Bloom i Joglekar 2010)
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Radi oCuvanja stabilnosti genoma 1 oCuvanja prijenosa geneticke informacije sa stanice
majke na stanicu kéer, segregacija kromosoma mora biti iznimno ucinkovita. Diobeno vreteno
eukariotske stanice ima upravo tu mogucnost, a njegovu osnovu predstavlja dinamic¢ka mreza
polimera tubulina. Na svaku sestrinsku kromatidu kromosoma veze se kinetohor koji predstavlja
vezu izmedu kromosoma i tubulinskih lanaca (mikrotubula) (Bloom i Joglekar 2010). Na slici 7.

shematski je prikazana interakcija niti diobenog vretena s kinetohorom.

Slika 7. Shema interakcije diobenog vretena i kinetohora. Zelenom bojom prikazani su elementi diobenog vretena

(mikrotubuli i mikrotubularni organizacijski centar), plavim su prikazani kinetohori, crvenim je oznac¢ena DNA, a

svijetlozelenim histoni (Bloom i Joglekar, 2010).

3.1. Formiranje kinetohornog aparata

Tijekom stani¢nog ciklusa odredeni centromerni proteini vezani su za centromer
permanentno, dok su drugi vezani samo u odredenoj fazi stanicnog ciklusa. Konstitutivno vezani
proteini jesu CENP-A, CENP-B i CENP-C. Nukleosom CENP-A direktno regrutira kompleks
NAC sastavljen od CENP-C, CENP-M, CENP-N, CENP-T, CENP-U i CENP-H te uz pomo¢
proteina CENP-P tvori kinetohornu plocu. Kompleks CENP-A — NAC dalje sluzi kao temelj za
nanoSenje distalnih kinetohornih proteina CENP-K, CENP-L, CENP-O, CENP-Q, CENP-R i

CENP-S (zajednicki nazvan kompleks CAD). Biokemijskim i bioinformatickim metodama
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utvrdeno je da kinetohor sadrzi jo§S jedan strukturni protein KMN koji se direktno veze na
mikrotubule, a preko kompleksa CENP-H/I na kinetohornu plo¢u (Valdivia i sur 2009).

Od nekonstitutivno vezanih proteina vazno je spomenuti skupinu kinaza Aurora
zaduzenih za fosforilaciju proteina CENP-A. Fosforilacija proteina CENP-A omogucuje
epigeneticku kontrolu sastavljanja kinetohora, a moguce je i1 da sudjeluje u pravilnoj segregaciji

kromosoma (Valdivia i sur 2009).

3.2. Interakcija kinetohora s diobenim vretenom

Za pravilnu segregaciju kromosoma vrlo je bitna pravilna interakcija kinetohora i
mikrotubula (Tanaka i Desai 2008). Na slici 8. prikazani su koraci nuzni za ostvarivanje

funkcionalne veze izmedu kinetohora 1 mikrotubula.

1) Kinetochore capture by the lateral surface of a microtubule

@ Kinetochore

@—— Spindie pole
and

microtubule

2) Microtubule-dependent kinetochore transport towards a spindle pole

Sliding End-coupled pulling

S O ol

3) Interaction of sister kinetochores with microtubules
from the same or opposite spindle poles

Re-orientation
—_—

4) Sister kinetochore bi-orientation (tension applied)

) Sister chromatid separation

] b

Current Opinion in Cell Biology

Slika 8. Shema nastanka veze izmedu mikrotubula i kinetohornog aparata (Tanaka i Desai 2008).
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U prvom koraku kinetohor se prihvac¢a za mikrotubule s jednog pola stanice, a zatim i s
drugog pola. Vrlo rijetko moZe se dogoditi da se oba kinetohora istog kromosoma prihvate za
mikrotubule iz istog pola stanice. Tada se nuzno mora dogoditi preorjentacija kinetohora,
prikazana u koraku 3 na slici 8. U sljede¢em koraku prekidaju se veze izmedu sestrinskih
kromatida i zapocinje odvajanje kromatida i kretanje prema polovima stanice (Tanaka i1 Desai
2008).

Vanjski dio kinetohora ¢ini kompleks NDC80 i predstavlja klju¢ni element kinetohora.
Njegova uloga i aminokiselinska sekvenca visoko je ocuvana od kvasca do covjeka. Ukoliko se
pojavi poremecaj u kompleksu NDCS80, u stanici dolazi do ozbiljnih problema i velikih

potesSkoca u segregaciji kromosoma (Tanaka i Desai 2008).

3.3. Kretanje kromosoma uzduz mikrotubula

Otkri¢e polimerne strukture mikrotubula, koji rastu i smanjuju se putem dodavanja i
oduzimanja podjedinica s kraja mikrotubula, predlaze mogucénost stvaranja pokretacke sile
upravo ovim mehanizmom. Polimerizacija mikrotubula odvija se dodavanjem GTP-tubulinskih
dimera na + kraj mikrotubula (Joglekar i sur. 2010).

Kinetohor se pri¢vrs¢uje za lateralnu povrSinu mikrotubula i zatim se giba u smjeru
polova stanice. Kod nekih organizama brzina putovanja kinetohora je relativno velika, iznosi 10
— 50 pum/min, dok u drugima, poput kvasca iznosi svega 1 — 1,5 um/min. Tako velika razlika u
brzini putovanja posljedica je upotrebe razli¢itih motora. ViSestani¢ni organizmi uglavnom
koriste procesivni motor dinein, dok kod kvasaca pronalazimo neprocesivni motor Kar3 (Tanaka
i Desai 2008).

Za pokretanje kinetohora nuzna je sila, a nju osiguravaju mikrotubuli diobenog vretena.
Kromosomi su preko kinetohora cijelo vrijeme vezani za + kraj mikrotubula. Polimerizacijom ili
depolimerizacijom mikrotubula ostvaruje se kretanje kromosoma prema ekvatorijalnoj ravnini ili
prema polovima. Ova karakteristika mikrotubula daje dva moguc¢a modela nastanka pokretacke
sile, prikazana na slici 9: polarna difuzija i pokretanje silom. U prvom modelu, prikazanom na
slici 9a, kinetohor stupa u interakciju s mikrotubulima preko kompleksa NDC80 (Tanaka i Desai
2008, Joglekar i sur. 2010). Depolimerizacija mikrotubula osigurava snagu potrebnu za

pokretanje kinetohora prema polu stanice. Otkrice kompleksa DASH omogucéilo je stvaranje
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novog modela (slika 9b) prema kojem bi depolimerizacija mikrotubula davala energiju
kompleksu DASH za kretanje prema kraju mikrotubula. Ultrastukturna istrazivanja pokazala su
postojanje nitastih spojnika (eng. couplers) prikazanih na slici 9c. Potonje otkrie otvara
mogucnost da nitasti spojnici osiguravaju silu potrebnu za pokretanje kinetohora (Tanaka i Desai
2008).

Microtubule
depolymerization

Microtubule
Linker protein Mdc80 complex
complexes
c d
Microtubule
,n""h depolymerization
-af—
Thermal ratchet

=
=]
=
20
o

Fibrillar

coupler

Slika 9. Modeli pokretanja kinetohora uzduz mikrotubula. a polarna difuzija (biased diffusion); b, ¢ pokretanje
silom (forced walk) (Tanaka i Desai 2008).
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3.4. Regulacija centromera i kinetohora

Istrazivanjima na kukuruzu otkrivena je mala molekula RNA koja stupa u interakciju s
kinetohorom, medutim, njezina to¢na uloga do danas nije razjasnjena. Pretpostavlja se da bi
mogla sudjelovati u kontroli ugradnje CENH3 ili u obiljezavanju centromera. Takoder, nije
razjasnjeno djeluje li ova RNA in cis ili in trans, medutim, ¢injenica da je sliéna molekula RNA
pronadena i kod ¢ovjeka, pretpostavlja se da je interakcija kinetohora sa ovom RNA univerzalni

fenomen (Birchler i sur. 2009).
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4. NEOCENTROMERI

Danas se jako puno zna o strukturalnim i funkcionalnim karakteristikama neocentromera,
medutim, jo$§ uvijek vrlo slabo poznajemo mehanizam kojim nastaju. Dokazi o postojanju i
formiranju neocentromera pronadeni su u razliitim eukariotskim vrstama. Jedna od mogucih
teorija nastanka neocentromera je aberantna ugradnja proteina CENP-A tijekom replikacije

DNA. Takoder, istrazivanja pokazuju da prekomjerna ekspresija proteina CENP-A u stanicama
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Slika 10. Konstitutivni centromeri kod ¢ovjeka. A mijesta konstitutivnog nastajanja centromera u ljudskom

genomu. Okomite crte prdestavljaju mjesta nastanka neocentromera — razli¢ita boja predstavlja razli¢ite klase

neocentromera; B Vruéa mjesta neocentromerizacije na 13q. Zutom bojom prikazana su mjesta neocentromerizacije
(Marshall i sur. 2008)
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vinske musSice i Covjeka dovodi do pogreSne ugradnje CENP-A duZ krakova kromosoma
(Marshall 1 sur. 2008, Black i Bassett 2008). Neocentromeri kod ¢ovjeka nastaju u regijama gdje
postoji alfa satelitna DNA ili neka druga uzastopno ponavljajuca sekvenca. Istrazivanja pokazuju
da ovakvi sljedovi imaju sposobnost regrutirati sve kinetohorne proteine, osim proteina CENP-B
(Buscaion i sur. 2010).

Prema tome, ugradnja proteina CENP-A u krakove kromosoma mogla bi biti ozbiljan
problem, s obzirom da moze do¢i do nastanka multicentri¢nih kromosoma. Aberantna ugradnja
proteina CENP-A, na sre¢u, ne dovodi uvijek do stvaranja novog centromera. Naime, kromosomi
koji ve¢ posjeduju funkcionalni centromer s velikom efikasnos¢u uklanjaju pogreSno ugradeni
protein CENP-A, najvjerojatnije pomocu faktora koji djeluju in cis. S druge strane, acentri¢ni
kromosomi, nastali kromosomskim lomovima i rearanzmanima, imaju velik potencijal za
stvaranje neocentromera (Marshall i sur. 2008, Buscaino i sur. 2010).

Neocentromeri ne nastaju na nasumic¢nim mjestima u kromosomu, ve¢ za to postoje vruca
mjesta na kojima je povoljno nastajanje neocentromera. U ljudskom genomu to su primjerice 3q,
8p, 13q 1 15q (slika 10a). OcCito je da je na nekim mjestima u kromosomu nastanak
neocentromera povoljniji nego na drugima. Na q kraku kromosoma 13 pronadene su dvije jasne
regije pogodne za neocentromerizaciju ili vrua mjesta neocentromerizacije i1 to unutar
citogenetickih pruga 13q21 i 13932 (slika 10b). Ukoliko se pokaze da je postojanje vruc¢ih mjesta
univerzalno pravilo, to bi znacilo da je neocentromerizacija usko povezana sa sekvencom DNA u

kojoj nastaje neocentromer (Marshall i sur. 2008).
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5. BOLESTI VEZANE UZ POREMECAJE CENTROMERA |
KINETOHORNOG APARATA

Molekularni mehanizmi ocuvanja pravilne segregacije kromosoma kriti¢ni su za
ocuvanje euploidije u eukariotskim organizmima. Nazalost, brojni mehanizmi mogu
destabilizirati kromosome, primjerice umnazanje centrosoma, pogreske u interakciji mikrotubula
I Kinetohora te poremecaji u kretanju kromosoma prema polovima stanica. Aneuploidija, jedna
od posljedica poremecaja u radu segregacijske masinerije, moze nastati na 5 razlicitih nacina: 1)
povecéanje broja centrosoma $to dovodi do multipolarne mitoze, 2) gubitak kromosoma zbog
defekata u radu kinetohora, 3) pogresna segregacija kromosoma uslijed poremecaja u odvajanju
sestrinskih kromatida, 4) mitotsko proklizavanje zbog inhibicije mitoze Sto dovodi do
tetraploidije i 5) izostanak citokineze zbog pogreske u formiranju mikrofilamenata. Aneuploidija,
kako pokazuju istrazivanja, ima kljuénu ulogu u karcinogenezi i nastanku tumora (Iarmarcovai i
sur. 2006).

PogreSke u sastavljanju kinetohornog aparata, kao Sto je navedeno u prethodnom
odlomku, mogu dovesti do ozbiljnih problema, vrlo &esto do aneuploidija. Cesto takva o3teéenja
nisu letalna za samu stanicu, ali zbog poremecenog broja kromosoma, takva je stanica sposobna
inducirati karcinom. Nedavna istrazivanja pokazuju da bi uzrok ovakvim poremecajima mogla
biti prekomjerna ekspresija proteina CENP-A. Ranije je navedeno kako prekomjerna ekspresija
CENP-A dovodi do stvaranja multicentri¢nog kromosoma te brojnih drugih poremecaja. S druge
strane, stanicama kojima je utiSan gen za CENP-A pokazuju takoder defekte i to ve¢ u ranim
fazama razvoja. U takvim stanicama pojavljuju se brojni mikronukleusi, fragmentacija kromatina
te hiperkondenzacija kromatina. Imunofluorescentnim bojanjem pokazano je u stanicama bez
CENP-A da se ostale komponente kinetohora, prvenstveno CENP-B i CENP-C nalaze razbacane
po kromosomu, ukazujuci tako na vaznost proteina CENP-A u funkcioniranju centromera
(\Valdivia i sur. 2009).

Na zalost, danas ne postoje lijekovi kojima bi se lijecili pacijenti oboljeli od ovakvih
poremecaja. UtiSavanje gena za CENP-A zasigurno nije metoda kojom bi se mogli lijeciti ovakvi
poremecaji jer dovodi do smrti i zdravih i bolesnih stanica. Najnovije spoznaje govore da je za

aktivnost proteina CENP-A potrebna fosforilacija. Takoder, ukoliko se fosforilirani CENP-A
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inaktivira protutijelima, stanica zavrSava svoj ciklus u prometafazi, prestaje se dijeliti i odlazi u
apoptozu. S druge strane, autoimune bolesti tipa skleroderme sadrze visoku koncentraciju
autoprotutijela za proteine CENP-A i CENP-B. Takvi pacijenti pokazuju takoder visok stupanj
aneuploidija. Prema tome, koriste¢i ove Cinjenice, smatra se da mogucnost lijeCenja lezi u
varijabilnim N-terminalnim i konzerviranim C-terminalnim domenama proteina CENP-A. U
buduénosti bi se ovakvi lijekovi koristili za pravilnu segregaciju kromosoma, lijeCenje

aneuploidija i samim time osiguravali bi pravilnu diobu stanica (Valdivia i sur. 2009).
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6. ZAKLJUCAK

Kromosomi su iznimno bitan dio stanice i imaju iznimno vaznu ulogu u zivotu stanice.
Oni osiguravaju nasljednu uputu kojim stanica to¢no zna $to joj sve treba za normalan Zivot i
razmnozavanje. Kromosomi su u svojoj osnovi gradeni vrlo jednostavno, sastoje se od
dvolan¢ane molekule DNA koja na prvi pogled izgleda veoma monotono — sastoji se od svega 4
razli¢ite podjedinice (adenin, gvanin, citozin i timin). Molekula DNA je vezana na proteine —
histone, koji omogucuju pakiranje DNA i zajedno u kompleksu proteini i DNA ¢ine kromatin.
Kromatin dijelimo na heterokromatin — nekodiraju¢i dio koji je kompaktnije pakiran i

eukromatin — kodirajuci dio koji je rahlije pakiran.

Od iznimne je vaznosti jedan dio kromosoma, a to je centromer. Centromer osigurava
vezanje kromosoma na niti diobenog vretena putem kinetohora. Diobeno vreteno izuzetno je
efikasan mehanizam pravilne segregacije kromosoma i prijenosa sa stanice majke na stanicu
kéer, pod uvjetom da sve komponente, centromer, kinetohor i diobeno vreteno, pravilno

funkcioniraju.

Centromer je definiran svojom nukleotidnom sekvencom i postoje tri tipa centromera:
najjednostavniji tockasti centromer, prisutan kod kvasca S. cerevisae, zatim regionalni
centromer, prisutan kod ¢ovjeka te na kraju difuzni centromer, prisutan kod obli¢a C. elegans. Za
razliku od ostatka kromatina, centromerni kromatin sadrzi centromernu varijantu histona H3 —
CENH3, koji je naden kod velikog broja eukariota. U razli¢itim organizmima se razli¢ito naziva,
pa je tako kod Covjeka to protein CENP-A. Ugradnja CENH3 pazljivo je regulirana i ovisna o
stani¢nom ciklusu. U G2 fazi zapoc€inje ekspresija CENH3 dok u kasnoj telofazi i u pocetku G1

faze traje ugradnja CENH3 u centromerni kromatin.
Za pravilnu funkciju centromera vazan je i kinetohorni aparat. Kinetohor je sastavljen od

visSe od 70 proteina i omogucuje vezu izmedu kromosoma i mikrotubula diobenog vretena.

Depolimerizacija mikrotubula daje energiju potrebnu za kretanje kromosoma uz pomoc
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procesivnih motora dineina kod viSestani¢nih organizama te neprocesivnih motora Kar3, kao §to

je to kod kvasca.

U kromosomu takoder moze doc¢i do procesa neocentromerizacije, $to je ¢esto povezano
uz razli¢ite poremecaje, ali takoder moze predstavljati korisno svojstvo u acentri¢nim
kromosomima. Neocentromerizacija je proces stvaranja novih centromera (neocentromera) u
regijama gdje to nije za ocekivati. Medutim, za nastanak neocentromera takoder je vazna DNA
sekvenca, tako da u kromosomu postoje vru¢a mjesta nastanka neocentromera. Vru¢a mjesta
obi¢no su vezana uz alfa satelitnu DNA ili AT ponavljanja. Mehanizam nastanka neocentromera
strogo je reguliran, tako da do neocentromerizacije ne¢e do¢i ukoliko na kromosomu ve¢ postoji
funkcionalni centromer. Za neocentromerizaciju takoder je, kao i kod normalnog centromera,

vazna ugradnja centromernog histona CENP-A (CENH3).

lako neocentromerizacija moZe predstavljati prednost, ukoliko se pojavi acentri¢ni
kromosom, ponekad se moze dogoditi da upravo taj proces dovede do poremecaja u stanici i do
nastanka tumora. Vrlo ¢est uzrok nastanka tumora jesu aneuploidije vezane uz poremecaje rada
segregacijske masinerije. Danas se veliki napori ulazu u pronalazak lijeka za rjeSavanje ovakvih

potesSkoca, ali jos uvijek bez znacajnih rezultata.
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8. SAZETAK

Kromosomi predstavljaju iznimno vazan dio eukariotske stanice. Oni nose nasljednu
uputu (DNA) 1 osiguravaju prijenos geneticke informacije s roditelja na potomstvo. Veoma
vazan dio kromosoma jesu centromeri koji zajedno s kinetohornim aparatom ¢ine vezu izmedu
kromosoma i mikrotubula diobenog vretena.

U ovom seminaru objasnjena je specificna grada centromera na razini nukleosoma.
Takoder je opisana grada kinetohora te na koji se nacin osigurava kretanje kinetohora, a samim
time i kromosoma uzduz mikrotubula diobenog vretena. Na kraju, dan je osvrt na proces
neocentromerizacije (stvaranje novih centromera) te je objasnjena uloga centromera, kinetohora i

neocentromera u mehanizmu nastanka poremecaja vezanih uz segregaciju kromosoma.

9. SUMMARY

Chromosomes are very important part of eukaryotic cells. They carry genetic information
(DNA) and provide transfer from parents to the offspring. Centromere and kinetochore are very
important part of eukaryotic chromosome because they make link between chromosome and
mitotic spindle and thus provide chromosome segregation.

In this seminar specific architecture of centromere is explained. It also describes
kinetochore architecture that provides kinetochore movement and thus chromosomes along
mitotic spindle microtubules. At the end are an overview of neocentromerisation process and the

role of centromere, kinetochore and neocentromeres in the chromosomes segregation disorders.

24



	Sadržaj
	1. Uvod
	1.1. Kromatin
	1.2. Metafazni kromosom

	2. Centromer
	2.1. Struktura centromernog kromatina
	2.2. Građa centromernog nukleosoma
	2.3. Sastavljanje nukleosoma CENH3

	3. Kinetohor
	3.1. Formiranje kinetohornog aparata
	3.2. Interakcija kinetohora s diobenim vretenom
	3.3. Kretanje kromosoma uzduž mikrotubula
	3.4. Regulacija centromera i kinetohora

	4. Neocentromeri
	5. Bolesti vezane uz poremećaje centromera i kinetohornog aparata
	6. Zaključak
	7. Literatura
	8. Sažetak
	9. Summary

