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PROTEINS INVOLVED IN PROPER CHROMATID SEGREGATION
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Streszczenie: W pracy przedstawiono przegl¹d najnowszej literatury dotycz¹cej budowy i roli bia³ek utrzymu-
j¹cych strukturê chromatyd oraz innych bia³ek, których dzia³anie wp³ywa na proces segregacji chromosomów
w mitozie i mejozie. SMC (Structural Maintenance of Chromosomes) to bia³ka o du¿ej masie cz¹steczkowej,
maj¹ce aktywno�æ ATPazy. Bia³ka te s¹ wysoce konserwatywne w�ród Eukaryota i Prokaryota. Bia³ka SMC
s¹ wielkimi polipeptydami ze specyficzn¹ organizacj¹ domen: globularnych g³ów i alfa-helikalnych  ramion. W
domenie g³owy wystêpuj¹  konserwatywne motywy, w N-koñcu Walker A, a w C-koñcu Walker B oraz
motyw C. ATP wi¹¿e siê z domenami Walker A i B jednej podjednostki oraz motywem C drugiej podjednostki.
Dwie domeny g³owy ³¹czy bia³ko kleizyna. SMC mog¹ byæ podzielone na podrodziny. Poszczególne bia³ka
nale¿¹ce do ró¿nych podrodzin  tworz¹ dimery, aby pe³niæ swoje specyficzne funkcje. Bia³ka SMC s¹
istotnymi sk³adnikami kondensyn i kohezyn. Pojedyncza cz¹stka kondensyny i kohezyny sk³ada siê z hete-
rodimeru SMC i odpowiednio 3 lub 2 bia³ek innych ni¿ SMC. Kohezyny odpowiadaj¹ za kohezjê siostrza-
nych chromatyd i wystêpuj¹ w komórkach eukariotycznych jako ewolucyjnie  konserwatywny kompleks
czterech bia³ek: MCD1/RAD21/SCC1, SMC1, SMC3 i SCC3/SA1/SA2. Dzia³anie kohezyn opisuj¹ modele
pier�cienia lub objêcia. Heterodimer SMC1-SMC3 jest po³¹czony kleizyn¹ Scc1, co powoduje uformowanie
trójcz³onowego pier�cienia, który obejmuje dwa dupleksy DNA. Wiêkszo�æ kohezyn oddysocjowuje od
ramion chromosomowych w profazie. Na granicy metafazy i anafazy nastêpuje proteolityczne ciêcie Scc1
przez separazê, która jest enzymem proteolitycznym, ulokowanym we wrzecionie mitotycznym i na jego
biegunach. Otwiera to pier�cieñ kohezynowy i uwalnia chromatydy na pocz¹tku anafazy. Kondensyny
odgrywaj¹ wa¿n¹ rolê w kondensacji chromosomów. Ka¿da kondensyna zbudowana jest z piêciu bia³ek.
Wyró¿nia siê I i II kompleks kondensyn. W ró¿nych miejscach chromosomu wystêpuje zró¿nicowanie ilo�ci
poszczególnych kompleksów. Kondensyna II ³¹czy siê z chromatyn¹ we wczesnej profazie i powoduje
kondensacjê chromosomów. Kondensyna I zaczyna dzia³aæ dopiero po rozpadzie otoczki j¹drowej i jest
niezbêdna do uwolnienia kohezyn oraz do maksymalnej kondensacji chromosomów. Zaproponowano model
dzia³ania kondensyn oparty na obserwacji cytologicznej stopniowego gromadzenia siê kondensyn w osi
chromatydowej. Oprócz kohezyn i kondensyn znaczny wp³yw na segregacjê chromatyd ma bia³ko podobne
strukturalnie i funkcjonalnie do ubikwityny � SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier) i bia³ko centromerowe
CENP-F. SUMO reguluje aktywno�æ cyklosomu. Cyklosom � APC/C (Anaphase Promoting Complex/Cyclo-
som) powoduje degradacjê sekuryny, co uwalnia separazê, a tak¿e wp³ywa na konformacjê bia³ka Pds5
uwalniaj¹cego kohezyny. Bia³ko CENP-F jest fakultatywnym bia³kiem centromerowym, które przy wspó³-
dzia³aniu innych bia³ek centromerowych i bia³ek punktu kontroli wrzeciona podzia³owego wp³ywa  na
segregacjê chromosomów.
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Summary: The presented paper reviews the latest literature data on SMCs proteins (Structural Mainte-
nance of Chromosomes) which contribute to regular chromatid segregation in mitosis and meiosis. SMC
proteins are high molecular weight proteins with ATPase activity. These proteins are highly conserved in
eukaryotes and prokaryotes. The structure of  SMCs proteins is very specific, each SMC subunit contais
two globular domains and a helical domain, called arm. Conservative motifs Walker A and Walker B are
located at the N-terminal and C-terminal ends of the head domain. ATP binds to Walker A and Walker B of
one subunit and the C-motif of the second subunit. C-motif is a part of C-terminal domain. SMCs can be
classified into subfamilies, which associate with one another in particular pairs to perform their specific
functions. SMCs are crucial components of condensins and cohesins. A single condensin or cohesin
particle is composed of SMCs heterodimer and 3 or 2 non-SMC proteins, respectively. Cohesins are four-
subunit complexes MCD1/RAD21/SCC1, SMC1, SMC3 i SCC3/SA1/SA2. The role of cohesins is
holding sister chromatids together during mitosis and meiosis. They consists of SMC1-SMC3 heterodi-
mer and Scc1 subunit which connects the head domains of SMC1 and SMC3, altogether forming a
tripartite ring-like structure. Two models for the action of cohesin were proposed. One of them is referred
as an embrace model. According to this cohesin complexes embrace two DNA duplexes to hold the sister
chromatids together until metaphase. Proteolytic cleavage of Scc1 by separase at the start of anaphase
opens the ring and release two sister chromatids. Condensins play key role in chromosomes condensation.
They are five-subunit complexes containing SMC2-SMC4 heterodimer. This constitues the core of two
types of condensin complexes, condensin I and condensin II. The condensin II associates with chromatin
in prophase. Condensin I is cytoplasmic and interact with chromosomes after nuclear envelope break-
down. Condensin II is required for chromosome condensation in early prophase, whereas condensin I is
required for the complete dissociation of cohesin from chromosome arms, for chromosome compaction
and for normal timing of progression through metaphase. Therefore both types are essential for proper
chromosome segregation. Except for condensines and cohesines, there are other proteins which are impor-
tant in chromosome segregation. Another protein required for proper chromosome segregation is SUMO.
The SUMO is small ubiquitin related modifier is a member ubiquitin-like protein family. SUMO is
engaged in cyclosome regulation. Cyclosome (APC/C � Anaphase Promoting Complex /Cyclosom), cau-
ses degradation of securine, which release separase and affect the conformation of Pds5 protein setting
free cohesins. CENP-F is a facultative centromeric protein, which in cooperation with other centromeric
proteins and mitotic spindle checkpoint proteins affects chromosome segregation.

Key words: SMC, cohesin, condensin, SUMO, CENP-F.

WSTÊP

Prawid³owa segregacja chromatyd podczas mitozy i mejozy wymaga obecno�ci
wielu bia³ek, w tym specjalnych bia³ek chromosomowych nale¿¹cych do klasy SMC
(ang. Structural Maintenance Chromosomes).

Bia³ka SMC s¹ podstawowymi bia³kami reguluj¹cymi strukturaln¹ i funkcjonaln¹
organizacjê chromosomów pocz¹wszy od chromosomu bakteryjnego, a skoñczywszy
na chromosomach ludzkich. Wp³ywaj¹ one na kohezjê chromatyd i na kondensacjê
chromosomów. Odgrywaj¹ kluczow¹ rolê w segregacji chromatyd w procesie mitozy
i  mejozy. Pierwotnie uwa¿ano je za bia³ka motoryczne, ale wyniki licznych badañ
pokaza³y ich inn¹ naturê. Pe³ni¹ one rolê dynamicznych ³¹czników genomowych,
zaliczanych do klasy chromosomowych ATPaz [27]. Charakteryzuj¹ siê unikatow¹
struktur¹ w odniesieniu do innych bia³ek. Kluczowymi bia³kami dla kohezji chromatyd
siostrzanych s¹ kohezyny, a dla kondensacji chromosomów � kondensyny [52].
Fizjologicznym substratem dla dzia³ania tych kompleksów bia³kowych jest przede
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wszystkim chromatyna, st¹d te¿ wspó³dzia³aj¹ z nimi niektóre bia³ka buduj¹ce
chromatynê. W szczególno�ci fosfohiston H3 i histon H1 wspó³dzia³aj¹ce z kondensy-
nami [26, 37]. Kohezyny przy³¹czaj¹ siê do chromatyny po replikacji DNA i
przytrzymuj¹ chromatydy siostrzane razem a¿ do rozdzielenia siê ich w anafazie.
Prawdopodobne jest, ¿e okre�lone domeny ³¹czenia siê kohezyn z chromatyn¹ mog¹
dyktowaæ dystrybucjê kondensyn w chromosomach [26, 27, 37]. Jednak wiele prac
pokazuje, ¿e nie we wszystkich Eukaryota wymienione bia³ka s¹ wymagane do
kondensacji chromosomów, a ich rola w tym procesie jest nadal badana. W prezento-
wanej pracy przedstawiono najnowsze dane literaturowe na temat szczególnej roli
bia³ek SMC utrzymuj¹cych strukturê chromosomów � kohezyn i kondensyn w
segregacji chromatyd. Ponadto podano informacje o innych bia³kach, zwi¹zanych z
segregacj¹ chromatyd, takich jak: separaza, SUMO i CENP-F.

BUDOWA BIA£EK SMC

Bia³ka SMC s¹ wielkimi polipeptydami, zbudowanymi z 1000�1300 aminokwasów, ze
specyficzn¹ organizacj¹ domen. Ka¿dy monomer sk³ada siê z domen globularnych i dwóch
α-helis tworz¹cych ramiê. Monomer zawija siê
poprzez antyrównoleg³¹ interakcjê superzwoju
tworz¹c na jednym koñcu domenê g³owy (N-
i C-koniec), a na drugim domenê zawiasu.
Dwa monomery ³¹cz¹ siê ze sob¹ w domenie
zawiasu i tworz¹ heterodimer w kszta³cie litery
V [49, 67]. W domenie g³owy wykazano
obecno�æ konserwatywnych motywów struktu-
ralnych, na N-koñcu domeny motyw Walker
A, natomiast na C-koñcu � Walker B oraz
motyw C. Wystêpowanie tych trzech motywów
jest charakterystyczne dla ATPaz typu ABC.
Bia³ka ABC tworz¹ rodzinê transporterów
transb³onowych, których funkcjonalna podjed-
nostka jest zbudowana z dwóch domen trans-
b³onowych i pary kaset wi¹¿¹cych ATP. Do
tej klasy bia³ek nale¿¹ te¿ bia³ka (Rad 50)
naprawiaj¹ce pêkniêcia podwójnej nici DNA
(DSB) [26, 27].

Dwie domeny g³owy ³¹czy bia³ko klei-
zyna. Kleizyny s¹ wszechobecn¹ klas¹
bia³ek konserwatywnych, dzia³aj¹cych
bezpo�rednio z dimerami SMC. Cz³onko-
wie tej rodziny zawieraj¹ podjednostkê
kohezyn Scc1, podjednostkê kondensyn
CAP-H oraz podjednostkê bakteryjnego

RYCINA 1. Budowa dimeru SMC. Antyrówno-
leg³a struktura monomeru jest zaznaczona przeciw-
nymi strza³kami, koñczy siê na obu koñcach globu-
larnymi domenami:  zawiasu i  domen¹  g³owy
wi¹¿¹c¹  ATP [wg 27]
FIGURE 1. Basic structure of SMC dimer. The
antiparallel arrangement of monomer subunits is
marked by arrows; at its one end there is globular
hinge domain and at the second end there is another
globular domain � ATP binding head [acc. 27]
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kompleksu SMC - Scp A [27, 67]. Po po³¹czeniu domen g³owowych przez kleizynê tworzy
siê olbrzymi pier�cieñ o �rednicy oko³o 35 nm [1] i o d³ugo�ci ramion oko³o 50 nm, co
odpowiada d³ugo�ci odcinka 150 pz w dwuniciowej cz¹steczce DNA. Konformacja takich
dimerów SMC jest bardzo elastyczna, dlatego te¿ w mikroskopie elektronowym obserwowane
s¹ ró¿ne struktury: otwarty V, zamkniêty V lub pier�cienie [27].

Do kieszeni uformowanej przez motywy Walker A i Walker B w domenie
g³owowej jednej podjednostki SMC przy³¹cza siê ATP i ³¹czy siê z motywem C
drugiej podjednostki. Po³¹czenie g³owa-g³owa jest istotna dla hydrolizy ATP. Mutacja
w domenie N, w motywie Walker A nie pozwala na przy³¹czenie ATP. Natomiast
mutacja w domenie C blokuje po³¹czenie g³owa-g³owa i hydrolizê ATP. Mutacja typu
substytucji aminokwasów (kwas glutaminowy/glicyna) w motywie Walker B stabilizuje
po³¹czenie g³ów i spowalnia hydrolizê ATP [28]. Dzia³anie domeny zawiasowej nie zale¿y
od ATP. Natomiast mutacje w tej domenie bardzo silnie modyfikuj¹ heterotypow¹
interakcjê zawias-zawias lub uniemo¿liwiaj¹ dimeryzacjê bia³ek SMC [27].

HIPOTETYCZNE DZIA£ANIE BIA£EK SMC

Budowa bia³ek SMC wskazuje, ¿e mechanizmy ich dzia³ania mog¹ dotyczyæ
ró¿nego zestawu interakcji wewn¹trz- i miêdzycz¹steczkowych. Je¿eli dwie domeny
g³owy w dimerze po³¹cz¹ siê ze sob¹ utworzy siê pier�cieñ lub zamkniêty hetero-
dimer w kszta³cie V. Natomiast po³¹czenie g³owa-g³owa miêdzy ró¿nymi dimerami
prowadzi do powstania podwójnych pier�cieni, filamentów i rozety [27]. Aktualne
dane wskazuj¹ na to, ¿e miêdzycz¹steczkowe interakcje mog¹ wyst¹piæ tylko w
obecno�ci DNA [42].

Kleizyny maj¹ na N- i C-koñcach wspóln¹ domenê z motywem zwanym heliksem
skrzydlatym. Tym motywem kleizyna ³¹czy siê bezpo�rednio z C-koñcem domeny g³owy
SMC. Modelowym systemem budowy i dzia³ania bia³ek SMC jest system SMC u
Bacillus subtilis (BsSMC) [27]. Model zak³ada, ¿e dimer BsSMC wspó³dzia³a zarówno
z jednoniciowym, jak i z dwuniciowym DNA, a tak¿e wykazuje aktywno�æ ATPazow¹
niezale¿n¹ od DNA i stymulowan¹ przez DNA. Zak³ócenie dimeryzacji domeny
zawiasowej powoduje powstanie monomeru jednoramiennego, który nie wykazuje
zdolno�ci ³¹czenia siê z DNA. O s³uszno�ci twierdzenia dowodzi fakt, ¿e domena
zawiasowa ma istotn¹ funkcjê w cyklu mechano-chemicznym SMC [29]. Domena ta
ma dwa dodatnio na³adowane obszary � BP1 i BP2, które znajduj¹ siê w pobli¿u obszaru
dimeryzacji. Ka¿da z tych reszt zawiera lizynê w pozycji kluczowej � 565 w BP1 oraz
w trzech pozycjach kluczowych � 666, 667, 668 w BP2. Obszar BP2 jest istotny dla
pierwszych etapów wspó³dzia³ania z DNA. Wykazano, ¿e do DNA wi¹¿¹ siê bia³ka
SMC po³¹czone z ATP. Domeny g³owowe dimeru SMC s¹ wówczas ze sob¹ po³¹czone.
Po³¹czenie to wyzwala hydrolizê ATP, co prowadzi do rozdzielenia domen g³owowych.
Nastêpnie przy³¹czenie ATP promuje po³¹czenie g³owa-g³owa albo w obrêbie jednego
dimeru, albo pomiêdzy ró¿nymi dimerami. Dzia³anie domen wewn¹trz dimeru prowadzi
do uchwycenia DNA, a dzia³anie domen pomiêdzy ró¿nymi dimerami gromadzi nici lub
segmenty z ró¿nych cz¹steczek DNA [28, 29].
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KOHEZYNY

Jedn¹ z grup bia³ek nale¿¹cych do SMC s¹ kohezyny [52]. Ich g³ówn¹ rol¹ jest
utrzymywanie chromatyd siostrzanych razem w czasie mitozy i mejozy w komórkach
eukariotycznych [22]. Wystêpuj¹ one jako ewolucyjnie konserwatywny kompleks
czterech bia³ek: MCD1/RAD21/SCC1, SMC1, SMC3 i SCC3/SA1/SA2.

W chromosomach dro¿d¿owych wystêpuj¹ specyficzne miejsca przy³¹czania siê
kompleksu kohezyn zwane CARs (ang. Cohesin Associated Regions � obszary asocjacji
kohezyn). W tych miejscach kohezyny s¹ przy³¹czane w czasie przechodzenia lub po
przej�ciu wide³ek replikacyjnych [47, 50].

Dzia³anie kohezyn opisuj¹ modele �pier�cienia� lub �obejmy� [22]. W tym miejscu zostanie
to omówione na przyk³adzie
heterodimeru SMC1-SMC3. Domeny
g³owowe SMC1 i SMC3 ³¹czy kleizyna
� Scc1, co powoduje powstanie trójcz³o-
nowego pier�cienia. Wed³ug tego modelu
poszczególne kompleksy kohezyn
obejmuj¹ dwa dupleksy DNA wewn¹trz
swojej superzwiniêtej przestrzeni,
przytrzymuj¹c chromatydy siostrzane
razem a¿ do metafazy. Na granicy
przej�cia metafaza/anafaza nastêpuje
proteolityczne ciêcie podjednostki Scc1
przez enzym � separazê. Pozwala to na
otwarcie pier�cienia i uwalnia
chromatydy na pocz¹tku anafazy.
Zgodnie z tym modelem ciêcie kohezyn
powoduje dysocjacjê ich z chromatyny i
utratê kohezji chromatyd siostrzanych
[21, 52].

Ostatnie badania biochemiczne
minichromosomów kolistych u dro¿d¿y
wykaza³y, ¿e interakcja kohezyn z
chromatyn¹ ma charakter topologicznego
po³¹czenia z DNA [33]. Natomiast badania
kohezyn in vitro wykaza³y, ¿e oczyszczony
kompleks tych bia³ek ma umiarkowane
powinowactwo do chromatyny czy DNA,
dodatkowo tak¿e nie obserwowano aktywno�ci ATPazowej [35, 58]. Wy¿ej opisany model dzia³ania
kohezyn wydaje siê uproszczony, gdy¿ kolejne badania wskaza³y tak¿e, i¿ jeden pier�cieñ kohezynowy
otacza jedn¹ chromatydê i wspó³dzia³a z bia³kami, innymi ni¿ kohezyny, obecnymi w drugiej
chromatydzie [5]. Liczne dane wskazuj¹ na to, ¿e kohezja i dysocjacja kohezyn z ró¿nych obszarów
chromosomowych mo¿e byæ ró¿nie warunkowana. Badania na dro¿d¿ach wykaza³y,

RYCINA 2.  Budowa  kohezyny.  Heterodimer
Smc1-Smc3 stanowi rdzeñ kompleksu kohezyn,
który zawiera dwa bia³ka nienale¿¹ce do SMC.
Bia³ko Scc1, które jest cz³onkiem rodziny kleizyn
(znane te¿ jako Mcd1 lub Rad 21) i Scc3 [wg 27]
FIGURE 2. Architecture of cohesin.  An  Smc1-Smc3
heterodimer functions as a core of the cohesin complex,
which contains two non-SMC subunits, Scc1 which
belongs to the kleizyn protein family (also known as
Mcd1 or Rad 21) and Scc3 [ acc. 27]

Smc1
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RYCINA 3. Sposób dzia³ania kohezyn: A � model pier�cienia, w którym kompleksy kohezyn obejmuj¹
dwie siostrzane chromatydy swoimi ramionami; B � alternatywne modele dzia³ania kohezyn: 1 � ka¿da
kohezyna otacza jedn¹ chromatydê, jak w modelu A, ale interakcje pomiêdzy ramionami prowadz¹ do
powstania struktury wy¿szego rzêdu, która stabilizuje model kohezji;  2 � interakcje pomiêdzy ramionami
pomagaj¹ ustaliæ kohezjê pomiêdzy chromatydami; 3 � wspó³dzia³ania g³owa-g³owa przy udziale ATP
mog¹ mieæ miejsce pomiêdzy ró¿nymi kompleksami kohezyn, co jest podstaw¹ modelu dzia³ania kohezyn
(nie pokazano na schemacie bia³ek nienale¿¹cych do SMC) [wg 27]
FIGURE 3. Potential action  of cohesin: A � The ring model in which individual complexes of cohesin
embrace  within arms two sister chromatids; B � alternative models of cohesin action: 1 � each cohesin
encircles only one chromatid like in model A, but arms-arms interactions between multiple cohesins
assemble a higher-order structure that stabilizes cohesion model; 2 � arms interactions help establish
cohesion between two chromatids; 3 � ATP-driven head to head interactions might occur between different
cohesin complexes and produce a cohesin action model (the non SMC - subunits of cohesin are not shown
to emphasize the central role of head-head engagement) [acc. 27]
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¿e kohezja mo¿e byæ niezale¿na od kohezyn oraz ¿e bia³ka te mog¹ pe³niæ w chromatynie
inne funkcje ni¿ kohezja. Uczestnicz¹ one równie¿ w wyciszaniu genów lub regulacji
transkrypcji przez zablokowanie komunikacji pomiêdzy enhancerami a promotorami
odpowiednich genów [7, 9, 37, 62].

Kohezyny w centromerach dro¿d¿owych

Kompleks centromerowo-kinetochorowy odgrywa istotn¹ rolê we w³a�ciwej segregacji
chromosomów i w kohezji chromatyd [52]. Podczas gdy centromery chromosomów
mitotycznych i mejotycznych trwaj¹ w silnej kohezji a¿ do anafazy, to od ramion
chromosomowych wiêkszo�æ kohezyn oddysocjowuje ju¿ w czasie profazy [46].

Mapowanie miejsc ³¹czenia siê kohezyn w chromosomach dro¿d¿owych za
pomoc¹ metody ChiP ukaza³o ich bogactwo w obszarze pericentromerowym (o
wielko�ci 50 kpz) otaczaj¹cym konserwatywny obszar centromerowego DNA o
d³ugo�ci 120 pz. Funkcjonalny centromer wymaga obecno�ci wielu kompleksów
kohezynowych. Pericentryczna domena kohezynowa rozci¹ga siê na odleg³o�æ 20
kpz poza obszar, na który dzia³aj¹ si³y w³ókien wrzeciona podzia³owego i która ulega
rozdzieleniu w prometafazie [70]. To przej�ciowe rozdzielenie siostrzanych centrome-
rów powodowane jest napiêciem skierowanym na kinetochory przez si³y wrzeciona,
a nie jest spowodowane proteoliz¹ podjednostki kohezyn. Po tym nastêpuje ponowne
po³¹czenie siostrzanych centromerów. Nie poznano jeszcze przyczyn takiego dzia³ania [42].

Struktura centromerów u Schizosaccharomyces pombe przypomina strukturê
centromerów u wy¿szych eukariotów. Maj¹ one centraln¹ domenê z CENP-A w
nukleosomach oflankowan¹ przez powtarzalne sekwencje po³¹czone z bia³kiem Swi6
(homolog bia³ka heterochromatynowego HP1). Kilka lat temu znaleziono mutanty
S. pombe swi6 maj¹ce defekty kohezji centromerowej, u których wystêpowa³a
zmniejszona ilo�æ kohezyn w zewnêtrznym obszarze powtórek centromerowych [51,
52]. Pó�niejsze badania wykaza³y, ¿e transkrypty z tego obszaru s¹ modyfikowane
przez RNAi. W efekcie prowadzi to do powstania heterochromatyny, której cech¹
charakterystyczn¹ jest dimetylacja lizyny 9 w histonie H3 i do której przy³¹cza siê
bia³ko Swi6 [44, 54]. Wynika z tego, ¿e mutacje w genach koduj¹cych bia³ka
dzia³aj¹ce w szlaku RNAi mog¹  powodowaæ defekty w segregacji chromatyd. Szlak
RNAi obejmuje konserwatywne bia³ka, takie jak: Dicer, Argonaut i polimerazê RNA
zale¿n¹ od RNA (RdRP). RNAi jest niezbêdne do wydajnej metylacji lizyny 9 w
histonie H3 [24]. Uwa¿a siê równie¿, ¿e  gromadzenie kohezyn w centromerze jest
wynikiem stanu specyficznej, potranslacyjnej modyfikacji histonów i jest to proces
niezbêdny dla w³a�ciwej segregacji chromatyd.

Kohezyny w telomerach chromosomów dro¿d¿owych

Kohezyny zlokalizowano tak¿e w telomerach chromosomów dro¿d¿owych [19, 38].
Analizuj¹c mutanty kohezynowe ustalono, ¿e wszystkie telomery siostrzane s¹
rozdzielane przedwcze�nie [2], natomiast tylko po³owa komórek wykazywa³a przed-
wczesn¹ separacjê chromatyd. Wynika z tego, ¿e telomery s¹ przytrzymywane
wy³¹cznie przez kohezyny, natomiast w przyleganiu chromatyd siostrzanych bior¹ udzia³
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tak¿e inne mechanizmy. Badania komórek HeLa pokazuj¹, ¿e usuniêcie tankyrazy I
(ang. TRF1-interacting, ANKYrin-related ADP-ribose polymerase), reguluj¹cej przy-
³¹czenie do chromatyny telomerycznego bia³ka TRF1, powoduje niezdolno�æ do
separacji telomerów w mitozie, mimo prawid³owego ciêcia podjednostki Scc1 i
widocznego rozdzielenia siê centromerów i ramion chromatyd siostrzanych [11].
Przyjêto, ¿e kohezyny po�rednicz¹ w kohezji telomerów, ale ich usuwanie odbywa
siê w inny sposób ni¿ w chromatydach. Tankyraza I doprowadza do przej�ciowej
dysocjacji kompleksu TRF1, co powoduje uwolnienie kohezyn [42]. Inne badania
ukaza³y, ¿e komórki pozbawione tankyrazy I by³y zatrzymane w metafazie i mia³y
defekty wrzeciona podzia³owego, ale kohezja ramion chromatyd by³a prawid³owa [6].

Kohezyny w NOR

W komórkach dro¿d¿y p¹czkuj¹cych segregacja wszystkich chromosomów jest
warunkowana przeciêciem kohezyn przez separazê z wyj¹tkiem chromosomu XII,
który zawiera zbiór rDNA. Badania wykaza³y, ¿e chromosom ten ma dodatkowy
mechanizm przylegania chromatyd, a ich rozdzielenie w obszarze rDNA jest
warunkowane przez fosfatazê Cdc14 i kondensynê [7, 43]. Analiza wyciszonego
kompleksu rDNA (NOR) ujawni³a obecno�æ dwóch bia³ek: Lsr4 i Csm1 nale¿¹cych
do kompleksu monopolin, który zaburza monopolarn¹ orientacjê siostrzanych
kinetochorów w pierwszym podziale mejotycznym [32, 56]. Istniej¹ dane o interakcji
bia³ka Csm1 z kohezyn¹, które sugeruj¹, i¿ kompleks Cms1-kohezyna zakotwicza
pier�cieñ kohezynowy w okolicy rDNA i zapobiega nierównej rekombinacji pomiêdzy
b³êdnie przylegaj¹cymi chromatydami. Model ten przypomina mechanizm przy³¹-
czania kohezyn przez TRF1 do telomerowego DNA [42].

Kohezyny a transkrypcja

Badania wystêpowania kohezyn i transkrypcji genów u dro¿d¿y oraz muszki
owocowej wskazuj¹ na to, ¿e obecno�æ tych bia³ek mo¿e izolowaæ enhancer od
promotora lub zak³óciæ komunikacjê miêdzy tymi obszarami. Wykazano tak¿e, ¿e
bia³ka Scc2/Nipped B (kompleks przy³¹czaj¹cy kohezynê do chromosomów) i Pds5
(czynnik moduluj¹cy interakcjê kohezyny z chromatyn¹) odgrywaj¹ rolê w regulacji
dynamicznego ³¹czenia siê kohezyn do chromatyny [9, 41]. U muszki owocowej
bia³ko Nipped-B pe³ni wiele funkcji, a w ogóle jest bia³kiem wysoce konserwatyw-
nym. Wykazano, ¿e liczne mutacje genu koduj¹cego zmutowane bia³ko Nipped-B
wp³ywa³y na ekspresjê genu, zaburza³y kohezjê chromatyd siostrzanych i proces
mejozy oraz lokalizacjê bia³ka Nipped-B i kohezyn na chromosomach mitotycznych
i mejotycznych [16]. W badaniach z u¿yciem immunoprecypitacji chromatyny
stwierdzono, ¿e Nipped-B i kohezyny przy³¹czaj¹ siê do tych samych miejsc w
genomie Drosophila, w których nie wystêpuj¹ powtarzalne sekwencje nukleotydowe
DNA. Preferencyjnie ³¹cz¹ siê z obszarami transkrybowanymi i zachodz¹ na
polimerazê II RNA. Natomiast u dro¿d¿y bia³ka te ³¹cz¹ siê wy³¹cznie w obszarach
miêdzygenowych. W ró¿nych liniach komórkowych Drosophila  kohezyny i Nipped-
B ró¿nie siê ³¹czy³y w zale¿no�ci od ró¿nic w ekspresji genu. Uwa¿a siê, ¿e
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transkrypcja u³atwia przy³¹czanie siê kohezyn, przypuszczalnie dlatego, ¿e wtedy
chromatyna jest zrelaksowana. Natomiast Nipped-B reguluje ekspresjê genów
kontroluj¹c dynamikê kohezyn [48].

USTALENIE KOHEZJI

U dro¿d¿y oraz w komórkach ludzkich zidentyfikowano heterodimery Scc2 i Scc4,
których dzia³anie jest konieczne dla stabilnego po³¹czenia kohezyny z chromatyn¹
przed replikacj¹ DNA [65, 68]. Jednak przy³¹czenie siê tych heterodimerów do
chromatyny wymaga spe³nienia kilku warunków. U Xenopus przy³¹czenie Scc2 do
chromatyny wymaga obecno�ci kompleksu pre-replikacyjnego i wyciszonej transkryp-
cyjnie chromatyny [17, 64]. Natomiast u dro¿d¿y kompleks Scc2-Scc4 ³¹czy siê z
chromatyn¹ wtedy, gdy jest ona aktywna transkrypcyjnie [38]. Niestety, nie uda³o
siê wyt³umaczyæ przyczyn dzia³ania tych mechanizmów.

Efekt wp³ywu czynników remodeluj¹cych chromatynê na kohezjê jest kontro-
wersyjny. Jedne dane mówi¹, ¿e np. u dro¿d¿y czynnik remodeluj¹cy zale¿ny od
ATP (RSC) prawdopodobnie przy³¹cza kohezyny do ramion chromosomów z
wyj¹tkiem obszaru centromerowego [32]. Inne ukazuj¹, ¿e nie wp³ywa on na
³¹czenie siê kohezyn z chromatyn¹ [4].

Kohezja jest procesem towarzysz¹cym przesuwaniu wide³ek replikacyjnych lub
nastêpuje tu¿ po ich przej�ciu. Wykazano wystêpowanie wielu czynników ustalaj¹cych
kohezjê, ale istnienie wszystkich tych czynników jest niezbyt zgodne z modelem
dzia³ania kohezyn, gdy¿ wide³ki musia³yby prze�lizgn¹æ siê przez pier�cieñ kohezynowy
[59]. Model dzia³ania kohezyn nie wymaga przy³¹czania dodatkowych cz¹steczek
kohezyn ani hydrolizy ATP, co jest krytyczne dla inicjacji ³¹czenia siê kohezyn z
DNA [39]. Uwa¿a siê, ¿e czynniki ustalania kohezji mog¹ pomagaæ wide³kom
zaadaptowaæ ich kszta³t do przej�cia przez pier�cieñ kohezynowy lub dostarczyæ
kohezynom stabilno�ci po³¹czenia ich z DNA w czasie przej�cia wide³ek przez
pier�cieñ. Alternatywny model zak³ada, ¿e pier�cieñ kohezynowy przej�ciowo
oddysocjowuje od DNA i ponownie siê z nim ³¹czy po przej�ciu wide³ek razem z
czynnikami ustalaj¹cymi kohezjê [42].

USUWANIE KOHEZYN

Ca³kowite zniesienie przylegania chromatyd siostrzanych poprzez przeciêcie
podjednostki Scc1 przez separazê nastêpuje wtedy, kiedy kinetochory ka¿dej z
chromatyd s¹ w  p³ytce metafazowej skierowane ku przeciwleg³ym biegunom. U
wy¿szych eukariotów wiêkszo�æ kohezyn oddysocjowuje z chromatyny w czasie
profazy. Wymaga to fosforylacji podjednostek kohezyn przez kinazy bia³kowe Polo
i Aurora B [18, 25, 40]. Ostatnio odkryto bia³ko Wap1, które w g³ównej mierze
warunkuje uwolnienie kohezyn [13, 36]. Sugeruje siê, ¿e Wap1 mo¿e wp³ywaæ na
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usuwanie wszystkich kohezyn, podczas gdy inne czynniki, takie jak Aurora B i Polo,
mog¹ oddzia³ywaæ specyficznie na populacje kohezyn ustalaj¹ce przyleganie.

Najnowsze badania w
komórkach szczura ukaza³y, ¿e
oko³o 1/3 kohezyn j¹drowych
jest stabilnie przy³¹czona do
chromatyny po replikacji, a
reszta kohezyn jest dynamicznie
wymieniana w czasie interfazy.
Pierwsza grupa kohezyn
wystêpuje a¿ do anafazy, a
druga ca³kowicie oddysocjo-
wuje przed metafaz¹ [14, 42].
Zaproponowano, ¿e tylko stabil-
nie przy³¹czone kohezyny usta-
laj¹ po³¹czenie chromatyd sios-
trzanych. Naj�ci�lej po³¹czone
kohezyny maj¹ pier�cieñ zakot-

wiczony w DNA w taki sposób, jaki wystêpuje np. w telomerach, rDNA, wyciszonych loci
lub w pericentromerowej chromatynie. Wykazano, ¿e warunkiem zakotwiczenia kohezyn w
wyciszonych loci jest obecno�æ chromatyd, co sugeruje, ¿e proces ten zachodzi po replikacji.

INNE CZYNNIKI ISTOTNE DLA USTALENIA KOHEZJI

Liczne czynniki bia³kowe wa¿ne dla ustalenia kohezji odkryto w czasie przegl¹du
mutantów kohezynowych dro¿d¿y i komórek ludzkich. W�ród nich najwa¿niejszym
jest bia³ko Pds5/Spo76/BimD  [46]. Jest to bia³ko konserwatywne ewolucyjnie, jego
mutacje daj¹ taki sam defektywny fenotyp w kohezji i segregacji chromosomów,
jak mutacje kohezyn, pomimo, ¿e Pds5 nie jest sk³adnikiem kohezyn. Rozmieszczenie
kohezyn na chromosomach nie zale¿y od bia³ka Pds5. Stwierdzono natomiast, ¿e
stwarza ono odpowiednie warunki dla ustalenia kohezji. Poza tym, u dro¿d¿y
p¹czkuj¹cych w ustaleniu kohezji w obszarze cichego locus kojarzeniowego MAT
dzia³aj¹ te¿ tRNA i czynniki transkrypcyjne polimerazy III [10].

Innym bia³kiem wymaganym dla segregacji chromosomów jest enzym proteolityczny
separaza, ulokowana we wrzecionie mitotycznym oraz na biegunach wrzeciona. Jest
ona niezbêdna dla integralno�ci tej struktury. Uszkodzenie tego bia³ka powoduje defekty
w funkcjonowaniu wrzeciona podzia³owego i w kohezji chromatyd. Mo¿liwe, ¿e separaza
reguluje wyd³u¿anie w³ókien wrzeciona i koordynuje to z oddysocjowaniem kohezyn w
czasie rozpoczêcia anafazy [20]. Uwa¿a siê, ¿e usuwanie kohezyn z CARs (specyficzne
miejsca przy³¹czania siê kohezyn w chromosomach dro¿d¿owych) przez separazê jest
jednym z ostatecznych mechanizmów, które dzia³aj¹ wtedy, gdy inne mechanizmy nie
mog¹ tego sprawdziæ. Ciêcie wykonywane przez separazy powoduje nieodwracalne
uwolnienie kohezyn [66].
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KONDENSYNY

Inn¹, wa¿n¹ dla prawid³owej segregacji grup¹ bia³ek s¹ kondensyny. Jest to
konserwatywny ewolucyjnie kompleks bia³kowy, który uczestniczy w kondensacji
chromosomów w czasie podzia³ów komórki i przyczynia siê do ich prawid³owej
segregacji. Ka¿da kondensyna zbudowana jest z piêciu bia³ek. U krêgowców rdzeñ
kondensyny typu I i II tworzy heterodimer SMC2-SMC4 [55, 72]. Kompleks
kondensyny I zawiera dodatkowo bia³ka: SMC2, SMC4, CAP-D2/Eg7, CAP-G i
kleizynê-γ/CAP-H [15, 23, 63]. Kompleks II zawiera bia³ka spokrewnione z bia³kami
pierwszego kompleksu kondensyn CAP-D3/hHCP-6, CAP-G2 i kleizynê-β/CAP-H2.
Oba kompleksy I i II s¹ reprezentowane w ró¿nej ilo�ci w ró¿nych miejscach
chromosomów wzd³u¿ osi chromosomowej, a ich usuniêcie powoduje morfologiczne
zmiany widoczne po potraktowaniu chromosomów roztworami hipotonicznymi [55].
U ssaków kondensyna II ³¹czy siê z chromatyn¹ we wczesnej profazie i powoduje
kondensacjê chromosomów. Natomiast
kondensyna I mo¿e ³¹czyæ siê z chro-
mosomami dopiero po degradacji otoczki
j¹drowej. Kodensyna I jest niezbêdna do
kompletnego uwolnienia kohezyn z ramion
chromosomowych, do maksymalnej konden-
sacji chromosomów i dla prawid³owego
przebiegu prometafazy i metafazy. W tym
okresie kondensyna II nie dzia³a. Po obni¿e-
niu zawarto�ci kondensyn I i II pocz¹tek
kondensacji chromosomów zaczyna siê przy
koñcu profazy i jest nastêpnie gwa³townie
inicjowany przed rozpadem otoczki j¹drowej.
To wskazuje, ¿e kondensyny II i I ³¹cz¹ siê
z chromosomami sekwencyjnie i maj¹
odrêbne funkcje w skracaniu chromo-
somów mitotycznych. Wed³ug niektórych
danych do�wiadczalnych inne bia³ka te¿
mog¹ byæ zaanga¿owane w proces konden-
sacji chromosomów [30]. Wskazuj¹ one
miêdzy innymi na drugoplanow¹ rolê histonu
H1 i na wyra�ny zwi¹zek z kondensacj¹
chromosomów fosfohistonu H3. Fosforylacja
histonu H3 jest dokonywana przez enzym
Aurora B w serynie 10 w ogonie N-koñ-
cowym cz¹steczki ju¿ w pocz¹tkowej fazie
G1 cyklu. Natomiast we wczesnych
stadiach mitozy ujawnia siê fosforylacja
seryny 28. Uwa¿a siê, ¿e te modyfikacje

RYCINA 4. Heterodimer kondensyny I. SMC2-SMC4
funkcjonuje jako rdzeñ kondensyny I (i II, nie
pokazano); podjednostka CAP-H nale¿y do rodziny
kleizyn, a podjednostki CAP-D2 i CAP-G zawieraj¹
powtórki HEAT (motyw powtórek zbudowany z oko³o
30 aminokwasów wystêpuj¹cy w licznych bia³kach o
ró¿nych funkcjach) [wg 27]
FIGURE 4. An SMC2-SMC4 heterodimer functions as
a core of condensin I (and condesin II; is not shown);
the CAP-H subunit of condensin I belongs to the kleisin
family, and  the subunits CAP-D2 and CAP-G contain
HEAT repeats (this is a approximately 30 amino acid-
repeat motif that is found in a number of proteins with
diverse functions) [acc. 27]
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potranslacyjne histonu H3 s¹ sygna³ami molekularnymi dla inicjacji procesu kondensacji
chromosomów [45, 61].

MODEL DZIA£ANIA KONDENSYN

Wyniki badania reakcji kondensyn z DNA in vitro sugeruj¹, ¿e pojedynczy kompleks
kondensyn mo¿e byæ zdolny do wprowadzenia superzwojów DNA za pomoc¹
mechanizmu owijania [45]. Badania enzymatyczne kondensyn ujawni³y, ¿e pojedynczy
piêciopodjednostkowy kompleks kondensyn mo¿e powodowaæ powstanie topologicznie
skróconej cz¹steczki DNA z wykorzystaniem ATP. Jest to proces odwracalny i dyna-
miczny,  wymagaj¹cy stosunkowo wysokiej koncentracji bia³ek [30, 60].

Model dzia³ania kondensyn [27] opiera siê na wielu fragmentarycznych danych
ukazuj¹cych wysoce dynamiczn¹ akcjê tych bia³ek. W tym modelu zamkniêta

RYCINA 5. Roboczy model dzia³ania kondensyn: 1 � kondensyna mo¿e wspó³dzia³aæ z chromatyn¹ w
formie zamkniêtej i to wywo³uje hydrolizê ATP (ATP przy³¹czone do g³owy oznaczono jako ma³e, bia³e
kulki); 2 � hydroliza ATP  powoduje otwarcie ramion i ustalenie obejmuj¹cego sposobu reagowania z
chromatyn¹; 3 � nastêpuje miêdzycz¹steczkowe wspó³dzia³anie g³owa-g³owa mo¿e prowadziæ do
utworzenia filamentu nukleoproteinowego, w którym z³apane s¹ naprê¿enia pozytywnych superzwojów;
3' � alternatywnie niesymetryczny zwój mo¿e byæ wytworzony poprzez wewn¹trzcz¹steczkow¹
interakcjê g³ów; kolejne interakcje bia³ko-bia³ko tworz¹ formê rozety, a u³o¿enie rozet w stosy prowadzi
do uformowania w³ókna  chromatynowego prometafazowego (nie pokazano na schemacie) [wg 27]
FIGURE 5. A working model  for the action of condensin: 1 � condensin may interact with chromatin for
the first time in closed form; this interaction might trigger hydrolysis of ATP [ATP is marked as small
white circles]; 2 � hydrolysis of ATP would open the  condensin complex and establish structure of
embracing chromatin; 3 � intermolecular head-head interactions could assemble a nucleoprotein filament in
which positive superhelical tensions is trapped; 3 � alternatively a chiral loop might be created by
intramolecular head-head interaction; subsequent protein-protein interactions would create a rosette-like
structure and stacking of which leads to formation of prometaphase chromatin fiber (not shown) [acc. 27]
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struktura kondensyn kontaktuje siê z chromatyn¹ w sposób siedz¹cy. Do kondensyn
przy³¹cza siê ATP i ulega hydrolizie, co u³atwia otwarcie ramion obejmuj¹cych
chromatynê i stabilizuje przy³¹czone bia³ka. Wtedy kondensyny mog¹ dzia³aæ na dwa
ró¿ne sposoby, a mianowicie:
1 � nastêpuje interakcja pomiêdzy g³owami ró¿nych cz¹steczek kondensyn w obec-

no�ci ATP, która prowadzi do utworzenia struktury w³ókienkowo-podobnej, powo-
duj¹cej powstanie superhelikalnych naprê¿eñ w DNA;

2 � drugi sposób polega na lokalnym otoczeniu DNA t¹ struktur¹ w³ókienkowo-podobn¹, i
doprowadzeniu do powstania pêtli; tworz¹ one struktury zorganizowane w rozety;  wspó³-
dzia³anie ramion ró¿nych cz¹steczek kondensyn u³atwiaj¹ gromadzenie rozet w stosy i
prowadz¹ do utworzenia skupionej chromatyny prometafazowej. Koñcowe zwiniêcie
chromatyny prometafazowej skutkuje jej przekszta³ceniem w chromatydê metafazow¹;
ten model jest zgodny z obserwacjami cytologicznymi, wskazuj¹cymi ¿e podjednostki
kondensyn najpierw  asocjuj¹ z peryferyjnym obszarem chromatyny profazowej i stop-
niowo nagromadzaj¹ siê w centralnej  osi chromatyd metafazowych [55].

Model powy¿szy jest tylko zarysem wspó³dzia³ania wielu cz¹steczek kondensyn i jest
propozycj¹ dzia³ania tych bia³ek w procesie kondensacji chromosomów. Ze wzglêdu na
to, ¿e fizjologicznym substratem dzia³ania tych bia³ek jest chromatyna, która jest
gigantycznym kompleksem nukleoproteinowym, nale¿a³oby wzi¹æ pod uwagê wszystkie
wspó³zale¿no�ci bia³kowe i DNA, aby poznaæ kompletny, molekularny obraz procesu
kondensacji chromosomów. Poza tym bardzo trudno jest stwierdziæ, czy kondensyny
dzia³aj¹ce in vitro tak samo dzia³aj¹ w �rodowisku chromatyny. W dalszym ci¹gu brak
danych na ten temat. St¹d zaprezentowany model stanowi domniemanie, chocia¿ jest
poparty pewnymi, wspomnianymi wcze�niej obserwacjami cytologicznymi.

U dro¿d¿y p¹czkuj¹cych w procesie mejozy kondensyny maj¹ dwie aktywno�ci, które
przyczyniaj¹ siê do kondensacji chromosomów mejotycznych. Pierwsza, podobnie jak
w mitozie, pomaga w osiowej kondensacji chromosomów, druga promuje indywidualizacjê
chromosomów z pomoc¹ bia³ek Red1 i Hop1, które s¹ komponentami kompleksu
synaptemalnego. Wykazano, ¿e kondensyny s¹ wymagane do homologicznego parowania
chromosomów i do w³a�ciwej naprawy pêkniêæ podwójnej nici DNA. Kondensyny
przyczyniaj¹ siê te¿ do tworzenia kompleksu synaptemalnego i odgrywaj¹ rolê w
roz³¹czaniu chromosomów homologicznych po³¹czonych chiazmami [74].

Wykazano, ¿e mutacje bia³ek kohezji chromatyd siostrzanych powoduj¹ bardzo
silne defekty w kondensacji chromosomów, które s¹ nieodró¿nialne od defektów
obserwowanych u mutantów kondensynowych [20, 27]. Liczne badania zwi¹zku
kohezyn z kondensynami wykaza³y, ¿e maj¹ one odrêbne mechanizmy ³¹czenia siê
z chromatyn¹, ale oddzia³ywanie ich na chromosomy mo¿e funkcjonalnie zachodziæ
na siebie. Ostatnie badania ukaza³y, ¿e kondensyny odgrywaj¹ rolê w punkcie
kontroli naprê¿enia mikrotubul wrzeciona na kinetochor. Mutanty kondensynowe mia³y
nieaktywny ten punkt i wykazywa³y nondysjunkcjê oraz czê�ciow¹ utratê centrome-
rowego histonu Cse4p. Z tego wynika, ¿e kondensyny pomagaj¹ w utrzymaniu
struktury centromerowej u dro¿d¿y p¹czkuj¹cych [73].
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ROLA SUMO I MITOZYNY W SEGREGACJI
CHROMOSOMÓW

SUMO (ang. Small Ubiquityn-like Modifier) to ma³e bia³ko modyfikuj¹ce, które przy³¹cza
siê do innego bia³ka i wp³ywa na jego konformacjê, tak jak ubikwityna. Pod wzglêdem
strukturalnym SUMO te¿ jest podobne do ubikwityny, st¹d te¿ jego nazwa. Analiza mutantów
dro¿d¿owych S. cerevisiae i S. pombe, z defektem w bia³ku SUMO i bia³kach
wspó³pracuj¹cych z nim, wykaza³a zak³ócenia w segregacji chromosomów [69].  SUMO
jest wytwarzane jako bia³ko prekursorowe, które dojrzewa poprzez ciêcie przez proteazy
zwane Ulps u dro¿d¿y i SENP u wy¿szych eukariotów. Nastêpnie jest aktywowane przez
utworzenie mostka tioestrowego z jednostk¹ aktywatora SUMO. Wówczas jest ono
przesuwane do koniugatora SUMO, z którym ³¹czy siê mostkiem tioestrowym. Nastêpnie
koniugator SUMO przy³¹cza je do grupy aminowej lizyny w bia³ku docelowym, niekiedy to
po³¹czenie wymaga aktywno�ci ligazy SUMO. SUMO jest usuwane z danego bia³ka za
pomoc¹ izopeptydazy, np. Ulp2 [69]. Delecja wielu genów zwi¹zanych z sumolizacj¹ jest
letalna, przyk³adem s¹ geny SMT3 (koduj¹ce SUMO), AOS1, UBA2 (koduj¹ce aktywator
SUMO), ULP1 i UBc9 (proteazy) u dro¿d¿y p¹czkuj¹cych lub subletalna dla genów pmt3
i hus5 u dro¿d¿y rozszczepkowych. U takich mutantów obserwowano wra¿liwo�æ na
inhibitory mikrotubul, utratê minichromosomów, zwiêkszon¹ ilo�æ komórek ze skondenso-
wanymi chromosomami lub komórek z zaburzon¹ segregacj¹ chromosomów [31].

W czasie uwalniania kohezji chromatyd siostrzanych musi doj�æ do degradacji sekuryny
(Pds1), która uwalnia separazê. Proces degradacji jest wywo³ywany aktywno�ci¹ cyklosomu
(APC/C) (ang. Anaphase Promoting Complex/Cyclosom), w którego regulacji wa¿n¹ rolê
odgrywa bia³ko SUMO. Komórki pozbawione SUMO lub Ubc9 (koniugator SUMO) maj¹
zahamowane  podzia³y j¹dra  i  maj¹ wysoki poziom Pds1 i innych bia³ek zale¿nych od
APC/C, takich jak cykliny Clb2 [8]. Niestety nie poznano jeszcze mechanizmu tej regulacji,
ani sposobu sumolizacji 13 podjednostek APC/C oraz ich wspó³dzia³ania [69]. Innym bia³kiem
wa¿nym w utrzymaniu kohezji jest bia³ko Pds5, które jest sumolizowane przed faz¹ S, a
osi¹ga najwy¿szy poziom w anafazie [60]. Proces przy³¹czania SUMO do Pds5 zmienia
konformacjê tego bia³ka w taki sposób, ¿e kompleks kohezyn staje siê dostêpny dla czynników
niezbêdnych do uwolnienia kohezyn [69]. Sumolizacji podlega tak¿e topoizomeraza II; proces
ten jest potrzebny do regulacji kohezji i segregacji chromosomów, poprzez wytworzenie lub
utrzymanie w³a�ciwej struktury lub topologii chromatyny [3].

Szereg badañ pokazuje, ¿e sumolizacja jest potrzebna w kondensacji chromosomów.
Lokowanie siê kondensyn w obszarze rDNA wymaga sumolizacji odpowiednich proteaz
i Cdc14 [7]. Sumolizacja bia³ka specyficznego dla anafazy � Ycs4, niebêd¹cego
cz³onkiem rodziny SMC, prowadzi do prawid³owej i wydajnej segregacji obszarów
zawieraj¹cych wysoce powtarzalne sekwencje DNA, takich jak rDNA (NOR).

U wy¿szych eukariotów przy³¹czanie siê chromosomów do mikrotubul wrzeciona
podzia³owego wymaga obecno�ci kompleksu RanGAP1-RanBP2 [34]. RanGAP1
podlega sumolizacji w pojedynczej lizynie, co jest konieczne do wspó³dzia³ania z RanBP2
oraz z kinetochorami i wrzecionem podzia³owym. Modyfikacja ta stanowi bardziej z³o¿ony
mechanizm wi¹zania w³ókien wrzeciona do chromosomów w zwi¹zku z rozpadem
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otoczki j¹drowej. Wnioski takie wysuniêto, poniewa¿ u dro¿d¿y, u których nie zanika
otoczka j¹drowa, nie stwierdzono sumolizacji RanGAP1 [69].

Innym bia³kiem, które wspó³dzia³a z bia³kiem SUMO i bierze udzia³ w segregacji
chromosomów, jest bia³ko centromerowe CENP-C. Badanie aktywno�ci tego bia³ka u dro¿d¿y
sugeruje konserwatywn¹ rolê SUMO, jednak¿e nie poznano mechanizmów tej modyfikacji.

Mo¿na powiedzieæ, ¿e przypisanie tylko jednej roli czy funkcji SUMO jest
niemo¿liwe ze wzglêdu na liczne funkcje biologiczne pe³nione przez to bia³ko.
Jednak¿e wiele badañ dowodzi, ¿e SUMO odgrywa znaczn¹ rolê w segregacji
chromosomów mitotycznych i mejotycznych [57].

MITOZYNA � CENP-F

W�ród wielu bia³ek buduj¹cych centromer znajduje siê bia³ko CENP-F, inaczej
zwane mitozyn¹ [53]. Bia³ko to ma wielko�æ 367-kDa, pierwotnie zosta³o wykryte
w komórkach ludzkich podczas badañ nad supresorem guza retinoblastomy [12].
CENP-F wykazuje dynamiczny wzór lokalizacji w komórce, bowiem podlega
przemieszczeniu z macierzy j¹drowej do peryferiów j¹dra komórkowego, a stamt¹d
do kinetochorów w fazie G2 cyklu komórkowego. Z kinetochorem jest po³¹czone
a¿ do rozpoczêcia anafazy, a nastêpnie przemieszcza siê do p³aszczyzny równikowej
wrzeciona podzia³owego. Na podstawie badañ immunologicznych i badañ z u¿yciem
mikroskopii elektronowej stwierdzono, ¿e CENP-F zajmuje miejsce w peryferyjnej
warstwie kinetochoru i mo¿e wystawaæ do obszaru korony. Domena kinetochorowa
tego bia³ka jest ulokowana w pobli¿u koñca C i jest wra¿liwa na inhibitory farnezyl-
transferazy. Nazwa CENP-F zwi¹zana jest z modyfikacj¹ potranslacyjn¹ zwan¹
farnezylacj¹, dokonywan¹ przez transferazê farnezylow¹ [12, 71]. Enzym ten
kowalencyjnie przy³¹cza 15-wêglowy ³añcuch (farnylowo-prenylowy) z difos-
foranu farnezylu do cysteiny w C-koñcu bia³ka docelowego. Mutacja w tej domenie
powoduje zablokowanie ³¹czenia siê CENP-F z kinetochorem. Poza tym przy³¹czenie
siê CENP-F do kinetochoru zale¿y od kinazy Bub1, bia³ka CENP-1, Nup358/RanBP2
i Sgt1. Ostatnie badania wykaza³y, ¿e CENP-F jest regulowany przez czynnik
transkrypcyjny FoxM. Ludzkie komórki z usuniêtym czynnikiem FoxM czê�ciowo
utraci³y CENP-F, a objawia³o siê to zak³óceniem segregacji chromosomów i ca³ego
procesu mitozy. Bezpo�rednie usuniêcie CENP-F z komórki prowadzi³o do defektów
w segregacji chromosomów i w punkcie kontroli mitotycznej. Analiza ilo�ciowa
przeprowadzona na komórkach z kinetochorami pozbawionymi CENP-F wykaza³a
umiarkowan¹ redukcjê poziomu bia³ek Mad2, Bub1, BubR1 i hMPS1 zwi¹zanych z
punktem kontroli wrzeciona podzia³owego (mitotycznym). CENP-F ma dwie domeny
przy³¹czaj¹ce mikrotubule na przeciwnych koñcach cz¹steczki. Stymuluj¹ one
polimeryzacjê mikrotubul in vitro i to t³umaczy, jak CENP-F przyczynia siê do
przy³¹czania siê kinetochorów do wrzeciona in vivo [12].
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