
«Τι γνωρίζετε για το νουκλεόσωμα και την ουβικιτίνη (ubiquitin);
1. Νουκλεόσωμα ( nucleosome)
Το DΝΑ των ευκαρυωτικών χρωμοσωμάτων δεν είναι γυμνό. Αντίθετα, το ευκαρυωτικό DΝA είναι ισχυρά συνδεδεμένο με μια ομάδα μικρών βασικών πρωτεϊνών που ονομάζονται ιστόνες. Πράγματι, οι ιστόνες (που έχουν εξαιρετικά βασικές ιδιότητες διότι το ένα τέταρτο των αμινοξικών καταλοίπων της κάθε μίας είναι είτε, αργινίνη είτε λυσίνη) αποτελούν το ήμισυ της μάζας ενός ευκαρυωτικού χρωμοσώματος. Το συνολικό σύμπλεγμα του DΝΑ ενός κυττάρου και των συνδεδεμένων με αυτό πρωτεϊνών ονομάζεται χρωματίνη.[1]
Η χρωματίνη υφίσταται σε διαφορετικές καταστάσεις στις διάφορες φάσεις του κύκλου της ζωής ενός κυττάρου. Στους μεσοφασικούς πυρήνες βρίσκεται σε μια πιο χαλαρή κατάσταση στην κατάσταση αυτή τα ένζυμα και οι άλλες πρωτεΐνες που απαιτούνται για την έκφραση των γονιδίων και την αντιγραφή του DΝΑ μπορούν να προσπελάσουν το DΝΑ. 
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Εικόνα 8-7 [2]
Καθώς τα χρωμοσώματα προετοιμάζονται για να εισέλθουν στην μίτωση, η ίνα της χρωματίνης συσπειρώνεται περισσότερο και προσλαμβάνει όλο και πιο συμπαγή δομή μέχρις ότου σχηματισθεί το πολύ συμπυκνωμένο μιτωτικό χρωμόσωμα.(Εικόνα 8-7) Στα μιτωτικά χρωμοσώματα, το DΝΑ έχει ήδη αντιγραφεί και η μεταγραφή έχει σταματήσει. Όπως θα δούμε σε λίγο, η ικανότητα του ευκαρυωτικού κυττάρου να μεταβάλλει τη συσκευασία του DΝΑ του χρησιμοποιείται επίσης κατά τη διάρκεια της μεσόφασης ως ένας μηχανισμός για τον έλεγχο της έκφρασης των γονιδίων. Προκειμένου να τον κατανοήσουμε είναι απαραίτητο να διαλευκάνουμε πώς ακριβώς επιτυγχάνεται η συσκευασία του DΝΑ.[2]
Το πρώτο και πιο βασικό επίπεδο συσκευασίας της χρωματίνης, δηλαδή το νουκλεοσωμάτιο, ανακαλύφθηκε από τον Roger Kornberg το 1974. Η συνολική δομή του νουκλεοσώματος ανακαλύφθηκε με το ηλεκτρονικό μικροσκόπιο και κρυσταλλογραφικές μελέτες με προτοπόρους τον Aaron Klug και τους συνεργατες του. Πιο πρόσφατα προσδιορίστηκε η τρισδιάστατη δομή ενός ανασυσταμένου πυρήνα νουκλεοσώματος με σχετικά υψηλή διακριτική ικανότητα εφαρμόζοντας μεθόδους περίθλασης ακτινών Χ. Όπως απέδειξε ο Ευάγγελος Μουνδριανάκης, οι τέσσερις τύποι ιστονών που αποτελούν τον πρωτεϊνικό πυρήνα είναι ομόλογοι και παρόμοιοι ως προς τη δομή τους. Οι οκτώ ιστόνες στον πυρήνα είναι διατεταγμένες σε ένα τετραμερές (Η3)2(Η4)2 και ένα ζεύγος διμερών Η2Α-Η2Β. Το τετραμερές και τα διμερή συναντώνται για να σχηματίσουν μια αριστερόστροφη υπερσπειρωμένη «ράμπα» γύρω από την οποία τυλίγεται το DΝΑ. Επιπλέον, κάθε ιστόνη έχει μια αμινοτελική ουρά, η οποία εκτείνεται έξω από την κεντρική δομή. Οι ουρές αυτές είναι εύκαμπτες και περιέχουν έναν αριθμό καταλοίπων λυσινών και αργινινών. Όπως θα δούμε, οι ομοιοπολικές τροποποιήσεις αυτών των ουρών παίζουν ουσιώδη ρόλο στη ρύθμιση της χημικής συγγένειας, των  ιστονών για το DΝΑ και άλλων ιδιοτήτων.[3]
Το DΝΑ σχηματίζει μια αριστερόστροφη υπερέλικα, καθώς τυλίγεται γύρω από το εξωτερικό του οκταμερούς των ιστονών. Ο πρωτεϊνικός πυρήνας σχηματίζει επαφές με την εσωτερική επιφάνεια της υπερέλικας σε πολλά σημεία, ιδιαίτερα κατά μήκος του φωσφοδιεστερικού κορμού και της μικρής αύλακας του DΝΑ. Νουκλεοσώματα σχηματίζονται σε όλες σχεδόν τις θέσεις του DΝA, αν και μερικές αλληλουχίες προτιμούνται διότι οι αποστάσεις μεταξύ τον δίνουκλεοτιδίων είναι κατάλληλα ρυθμισμένες ώστε να ευνοείται η κάμψη γύρω από τον πυρήνα των ιστονών. Η ιστόνη Η1 η οποία έχει μια διαφορετική δομή από τις άλλες ιστόνες, σφραγίζει το νουκλεόσωμα στη θέση όπου εισέρχεται και εξέρχεται το συνθετικό DΝA. Οι αλληλουχίες των αμινοξέων των ιστονών, συμπεριλαμβανομένων των αμινοτελικών ουρών, είναι εντυπωσιακά συντηρημένες από τους ζυμομύκητες μέχρι τον άνθρωπο.

Το τύλιγμα του DΝΑ γύρω από τον πυρήνα του νουκλεοσώματος συμβάλ​λει στο πακετάρισμα του DΝΑ μειώνοντας τη γραμμική του έκταση. Μια έκταση γραμμικού DΝΑ 200 bp έχει μήκος περίπου 680 Α. Τυλίγοντας αυτό το DΝΑ γύρω από το οκταμερές των ιστονών μειώνει το μήκος σε περίπου 100 Α ως προς τη μεγάλη διάσταση του νουκλεοσώματος. Έτσι, το DΝΑ συμπυκνώνεται κατά επτά φορές. Ωστόσο, ανθρώπινα χρωμοσώματα κατά τη μετάφαση, τα οποία είναι εξαιρετικά συμπυκνωμένα, έχουν βαθμό συμπύκνωσης 104 φορές. Είναι σαφές ότι το νουκλεόσωμα είναι μόνο το πρώτο βήμα συμπύκνωσης του DΝΑ. Ποιο είναι το επόμενο βήμα: Τα νουκλεοσώματα από μόνα τους παίρνουν μια ελικοειδή διάταξη πάχους περίπου 360 Α σχηματίζοντας μια σειρά από στοιβαγμένα στρώματα που το κάθε ένα απέχει από το άλλο περίπου 110 Α. Η αναδίπλωση αυτών των ινών των νουκλκοσωμάτων σε θηλιές συμπυκνώνει ακόμη περισσότερο το DΝΑ. Η συστροφή του DΝΑ γύρω από τον πυρήνα των ιστονών κατά έναν αριστερόστροφο ελικοειδή τρόπο επιπλέον αποθηκεύει αρνητικά υπερσπειράματα. Εάν το DΝΑ ενός νουκλεοσώματος τεντωθεί, θα ξετυλιχθεί. Αυτό το ξετύλιγμα είναι ακριβώς ότι χρειάζεται για να ξεχωρίσει τους δύο κλώνους του DΝΑ κατά την αντιγραφή και τη μεταγραφή.[3]
Η εξέταση του περιεχομένου μεσοφασικών πυρήνων με το ηλεκτρονικό μικροσκόπιο (μετά από ήπια ρήξη τους) αποκάλυψε ότι το μεγαλύτερο μέρος της χρωματίνης υφίσταται υπό μορφή μιας ίνας διαμέτρου περίπου 30 nm.(Εικόνα 8-8Α) Αν αυτή η χρωματίνη υποβληθεί σε κατάλληλη επεξεργασία ώστε να αποπτυχωθεί μερικώς, τότε κατά την εξέταση με το ηλεκτρονικό μικροσκόπιο θα φαίνεται σαν μια σειρά από «χάντρες σ' ένα κορδόνι». [2]
[image: image2.jpg]Ta sodesonpt g gk
e oo npan o
i s gt s ond
Ikcopoamo oo goke 0 o
e o s i 30 . 5, L
e
e oo 0 ez 1
B T g
o craioghod s s A
v s B ok, o
e o





Εικόνα 8-8Α. [2]
Το κορδόνι είναι το DΝΑ και κάθε χάντρα είναι ο "πυρήνας" του νουκλεοσωματίου που περιέχει DΝΑ περιελιγμένο σχεδόν δύο φορές γύρω από έναν πρωτεϊνικό πυρήνα.

Η δομή των νουκλεοσωματίων καθορίσθηκε μετά την απομόνωση τους από ιην αποπτυχωμένη χρωματίνη. Αυτό επιτεύχθηκε μετά από κατεργασία με νουκλεάσες οι οποίες αποδομούν το DΝΑ κόβοντας δεσμούς μεταξύ νουκλεοτιδίων. Μετά από βραχεία έκθεση στις νουκλεάσες, το εκτεθειμένο DΝΑ που βρίσκεται ανάμεσα στους "πυρήνες" των νουκλεοσωματίων, γνωστό και ως συνδετικό DΝΑ (linker DNA), έχει αποδομηθεί. Ο πυρήνας ενός νουκλεοσωματίου αποτελείται από ένα σύμπλοκο οκτώ πρωτεϊνικών μορίων των ιστονών (ανά δύο μόρια των ιστονών Η2Α. Η2Β. Η3 και Η4) και ενός τμήματος δίκλωνου DΝΑ μήκους περίπου 146 ζευγών νουκλεοτιδίων. Το οκταμερές των ιστονών σχηματίζει έναν πρωτεϊνικό "πυρήνα" γύρω από τον οποίο περιελίσσεται η δίκλωνη έλικα του DΝΑ.[2]
Το μοντέλο αυτό υποστηρίζεται σθεναρά από τα αποτελέσματα μιας ποικιλίας πειραμάτων, τα. οποία περιλαμβάνουν και παρατηρήσεις παρασκευασμένων δειγμάτων χρωματίνης που έχουν εξεταστεί με το ηλεκτρονικό μικροσκόπιο. Η χρωματίνη που απεικονίζεται με το ηλεκτρονικό μικροσκόπιο έχει την εμφάνιση χαντρών σε μια κλωστή, με κάθε χάντρα να έχει διάμετρο περίπου 100Α. Ο όρος "νουκλεοσωμάτιο" αναφέρεται σ' έναν "πυρήνα" νουκλεοσωματίου μαζί με ένα γειτονικό συνδετικό DΝΑ. Ο σχηματισμός των νουκλεοσωματίων (FIGURE 10-20) μετατρέπει ένα μόριο DΝΑ σε μια ίνα χρωματίνης με μήκος ίσο με το ένα τρίτο περίπου, του αρχικού μήκους και αποτελεί το πρώτο στάδιο συσκευασίας του DΝΑ. Οι ιστόνες είναι μικρές πρωτεΐνες που περιέχουν μεγάλο ποσοστό θετικά φορτισμένων αμινοξέων (λυσίνη και αργινίνη). Τα θετικά φορτία βοηθούν τις ιστόνες να συνδεθούν ισχυρά με τον αρνητικά φορτισμένο σακχαροφωσφορικό σκελετό του DΝΑ, άσχετα από την αλληλουχία των νουκλεοτιδίων του. Πάνω στο DΝΑ, τα νουκλεοσωμάτια απέχουν μεταξύ τους περίπου 200 ζεύγη νουκλεοτιδίων (τα 146 από αυτά αντιστοιχούν σε DΝΑ περιελιγμένο γύρω από τον πυρήνα των ιστονών και τα υπόλοιπα στο συνδετικό DΝΑ που παρεμβάλλεται ανάμεσα σε γειτονικούς πυρήνες νουκλεοσωματίων). Οι ιστόνες βρίσκονται σε τεράστιες ποσότητες (περίπου 60 εκατομμύρια μόρια κάθε είδους ανά κύτταρο) και η συνολική τους μάζα στη χρωματίνη είναι περίπου ίση με τη μάζα του DΝΑ.[4]
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(Δομή του νουκλεοσώματος βασισμένη σε κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ) [5]
Οι ιστόνες που σχηματίζουν τον πυρήνα του νουκλεοσωματίου ανήκουν στις πλέον συντηρητικές (από εξελικτική άποψη) ευκαρυωτικές πρωτεΐνες: για παράδειγμα, οι αλληλουχίες των αμινοξέων της ιστόνης Η4 των μπιζελιών και της αγελάδας διαφέρουν μεταξύ τους μόνο σε δύο αμινοξέα. Πρόσφατα, ιστόνες βρέθηκαν σε αρχαιοδακτήρια, ένα φυλογενετικό βασίλειο διαφορετικό από εκείνα των φυτών και των ζώων. Αυτή η εντυπωσιακή εξελικτική διατήρηση αντικατοπτρίζει τον ζωτικό δομικό ρόλο των ιοτονών στον σχηματισμό της χρωματίνης. Στα ζωντανά κύτταρα, η χρωματίνη σπάνια υιοθετεί την εκτεταμένη μορφή σαν "χάντρες σε κορδόνι". Αντίθετα, τα νουκλεοσωμάτια στοιβάζονται το ένα πάνω στο άλλο και σχηματίζουν μια πιο συμπαγή δομή, την ίνα των 30 nm. Η συσκευασία των νουκλεοσωματίων στην ίνα των 30 nm (Εικόνα 2) στηρίζεται σ' ένα πέμπτο είδος ιστόνης, την ιστόνη Η1 η οποία πιστεύεται ότι φέρνει τα νουκλεοσωμάτια κοντά το ένα στο άλλο σε μια κανονική επαναληπτική συστοιχία.[4].
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Εικόνα 2.
Η αλληλεπίδραση μορίων ιστόνης Η1 οργανώνει τα νουκλεοσώματα σε οκταμερή. Η δομή αυτή μεταπίπτει στην ίνα των 11 nm (Εικόνα 2) με απομάκρυνση των Η1 μορίων και πιστεύεται πως κάτι τέτοιο είναι το πρώτο βήμα προκειμένου να εκφραστεί μία περιοχή του γονιδιώματος, [6]
Η έναρξη της μεταγραφής στα ευκαρυωτικά κύτταρα γίνεται περίπλοκη επειδή το ευκαρυωτικό DΝΑ συσκευάζεται στη χρωματίνη. Μπορούν άραγε οι ρυθμιστικές πρωτεΐνες, οι γενικοί μεταγραφικοί παράγοντες και η RΝΑ πολυμεράση να προσπελάσουν το DΝΑ που είναι συσκευασμένο σε νουκλεοσωμάτια; Πως επηρεάζεται η έναρξη της μεταγραφής από τη συσκευασία του DΝΑ;[7]
Όπως προαναφέραμε, η χρωματίνη των γονιδίων που εκφράζονται φαίνεται ότι βρίσκεται σε εκτενή μορφή. Ωστόσο, το DΝΑ εξακολουθεί να είναι συσκευασμένο σε νουκλεοσωμάτια. Η παρουσία των νουκλεοσωματίων γενικά δεν παρακωλύει το στάδιο επιμήκυνσης της μεταγραφής, επειδή η RΝΑ πολυμεράση μπορεί να διαπεράσει ένα νουκλεοσωμάτιο προκαλώντας μόνο μια παροδική διαταραχή στη δομή του. Τα νουκλεοσωμάτια μπορεί όμως να αναστείλουν την έναρξη της μεταγραφής αν βρίσκονται πάνω σ' έναν υποκινητή, πιθανόν επειδή παρεμποδίζουν την πρόσδεση των γενικών μεταγραφικών παραγόντων ή της RΝΑ πολυμεράσης στο DΝΑ.[7]
Επειδή τα νουκλεοσωμάτια είναι τοποθετημένα στο DΝΑ ανά τακτές αποστάσεις χωρίς κάποια προφανή ειδική σχέση με την αλληλουχία των νουκλεοτιδίων. είναι πιθανό να βρίσκονται και σε περιοχές υποκινητών. Τα νουκλεοσωμάτια που βρίσκονται στις περιοχές αυτές εκτοπίζονται μόλις ενεργοποιηθεί η μεταγραφή του γονιδίου, με αδιευκρίνιστο εως τώρα μηχανισμό. Ενδεχομένως το κύτταρο διαθέτει εξειδικευμένες πρωτεΐνες, το έργο των οποίων είναι να εκτοπίζουν τα νουκλεοσωμάτια από τους υποκινητές και να ανοίγουν το δρόμο για την πρόσδεση των γενικών μεταγραφικών παραγόντων. Μια άλλη πιθανότητα είναι ότι πριν αρχίσει η μεταγραφή, οι ιστόνες που βρίσκονται στην περιοχή του υποκινητή θα μπορούσε να υποστούν χημική τροποποίηση με συνέπεια να αποσταθεροποιούνται τα αντίστοιχα νουκλεοσωμάτα.[7]
Τα νουκλεοσωμάτια που σχηματίζονται πάνω σε ρυθμιστικές αλληλουχίες DΝΑ θα μπορούσε επίσης να επηρεάζουν την έκφραση των γονιδίων παρεμποδίζοντας την πρόσδεση ρυθμιστικών πρωτεϊνών. Αυτό, ωστόσο, δεν φαίνεται να ισχύει πάντα. Μολονότι μερικές ρυθμιστικές αλληλουχίες βρίσκονται εκτεθειμένες σε περιοχές του DΝΑ χωρίς νουκλεοσωμάτια, εντούτοις ορισμένες άλλες ρυθμιστικές πρωτεΐνες προσδένονται στις αντίστοιχες αλληλουχίες του DΝΑ, έστω και αν αυτές είναι ενσωματωμένες σ’ ένα νουκλεοσωμάτιο. Πιθανόν κατά τη διεργασία της πρόσδεσης τους μάλλον αποσταθεροποιούν και εν μέρει αποσυναρμολογούν το νουκλεοσωμάτιο.

Η αλληλεπίδραση ανάμεσα στη δομή της χρωματίνης και την έναρξη της μεταγραφής. μόλις άρχισε να γίνεται κατανοητή. Το κύτταρο διαθέτει αρκετές μεθόδους που εξασφαλίζουν ότι η μεταγραφή μπορεί να αρχίζει σε DΝΑ που είναι διπλωμένο σε νουκλεοσωμάτια. Ωστόσο, είναι επίσης σαφές ότι οι πιο συμπαγείς μορφές της χρωματίνης (όπως εκείνες που υπάρχουν στα μιτωτικά χρωμοσώματα, τα αδρανή χρωμοσώματα Χ και άλλες ετεροχρωματικές περιοχές των μεσοφαστκών χρωμοσωμάτων) "ανθίστανται" στην έναρξη της μεταγραφής. Αυτό ίσως οφείλεται στο γεγονός ότι όταν το DΝΑ είναι τόσο σφιχτά διπλωμένο είναι και απροσπέλαστο από τις ρυθμιστικές πρωτεΐνες, τους γενικούς μεταγραφικούς παράγοντες και την RΝΑ πολυμεράοη. Οι πρωτεΐνες που είναι υπεύθυνες για το αυξημένο "πακετάρισμα" του DΝΑ μόλις άρχισαν να ανακαλύπτονται και σ’αυτές περιλαμβάνονται και μη-ιστόνες πρωτεϊνες.[7]
Μη-ιστόνες πρωτεϊνες: Οι ιστόνες αντιπροσωπεύουν τον κύριο όγκο των πρωτεϊνών στη χρωματίνη και είναι σχετικά ομοιογενής στη φύση. Οι υπόλοιπες πρωτεϊνες της χρωματίνης, που περιγράφονται συλλογικά ως πρωτεϊνες μη-ιστόνες αντιπροσωπεύουν ένα μικρό αλλά εξαιρετικά ετερογενές μέρος. Οι μη-ιστόνες πρωτεϊνες περιλαμβάνουν  τα ένζυμα εμπλεκόμενα στον μεταβολισμό την αντιγραφή, τον ανασυνδιασμό και την μεταγραφική ρύθμιση του DNA και των ιστονών. Περιλαμβάνουν επίσης τις πρωτεϊνες σκαλωσιές που οργανώνουν τις ανώτερες δομές της χρωματίνης, και τις υψηλής κινητικότητας ομάδας πρωτεϊνες (πρωτεϊνες HMG), οι οποίες  είναι πολύ φορτισμένες πρωτεϊνες με ποικίλες λειτουργίες στην γονιδιακή ρύθμιση και τη δομική οργάνωση. Από  αυτούς, η οικογένεια HMG14/17 των νουκλεόσωμα-συνδεδεμένων πρωτεϊνών είναι εμπλουτισμένη σε ενεργό χρωματίνη και  θεωρείται ότι βοηθάει αποσυσπείρωση των ανώτερων δομών της χρωματίνης. Η οικογένεια των HMGI/Y πρωτεϊνών, των οποίων ο ακριβής ρόλος δεν είναι γνωστός, δεσμεύονται κατά προτίμηση στο επαναλαμβανόμενο πλούσιο σε ΑΤ DNA, και όπως η ιστόνη Η1,  μπορούν να είναι φωσφωρυλιωμένες από κυκλίνη-εξαρτώμενες κινάσες. Οι κύρια επίδραση των HMG πρωτεϊνών στο πακετάρισμα   και στην ενεργοποίηση της αντιγραφής είναι να εισαγάγουν τις απότομες κάμψεις στο  DNA. Σε ένα πλαίσιο πακετάρισματος, αυτό μπορεί να απαιτείται για το DNA για τις ιδιαίτερες τρισδιάστατες διαμορφώσεις ενώ σε ένα μεταγραφικό πλαίσιο μπορεί να φέρει τους ρυθμιστικούς παράγοντες επί των διαφορετικών θέσεων πιο κοντά (q.v.  παράγοντας SRY, enhanceosome )  Μια άλλη κατηγορία πρωτεϊνών μη-ιστονών, που καλείται πρωταμίνες, διευκολύνουν το πακετάρισμα του DNA στην κεφαλή του σπέρματος. Αυτές οι πρωτεϊνες ευθυγραμμίζουν τις μείζονες αύλακες των γειτονικών δίκλωνων DNA και διπλώνουν το DNA σε μια ιδιαίτερα συμπαγή σειρά παράλληλων ινών.[8]
Η μεθυλίωση του DNA είναι ένας από ιδιαίτερους αλληλεπιδραστικούς μηχανισμούς που ρυθμίζει την έκφραση των γονιδίων με όλο και περισσότερο σταθερούς τρόπους.  Ο δυναμικότερος αυτών των μηχανισμών είναι αποακετυλίωση των ιστονών στα νουκλεοσώματα των ρυθμιστικών περιοχών γονιδίων. Η ακετυλίωση ενισχύεται από τους μεταγραφικούς ενεργοποιητές που δεσμεύονται στο DNA και από τους ομο-ενεργοποιητές με τη δράση της ακετυλάσης της ιστόνης (ΗΑΤ).  Αντιθέτως, η αποακετυλίωση καταλύεται από τις αποακετυλάσες της ιστόνης (ΗDACs) που στρατολογούνται από καταστολείς ή ομο-καταστολείς.  Η μεθυλίωση των ιστονών επί των συγκεκριμένων τόπων, προεξέχουσα της K9 της H3, με την μεθυλτρανφεράση της ιστόνης (ΗMTs) είναι ένα περαιτέρω βήμα προς την αδρανοποίηση ενώ  η μεθυλίωση επί άλλων τόπων, π.χ. της K4 της Η 3 σταθεροποιεί την ενεργοποίηση γονιδίων. Η τροποποίηση της K9 προσελκύει καταστολεις των πρωτεϊνών, π.χ. ΗΡ 1, αλλά και της DNA μεθυλτρανσφεράσης  (DNMTs), τα οποία κλειδώνουν την  σίγαση των γονιδίων. Η μεθυλίωση του DNA εμποδίζει άμεσα τη σύνδεση μερικών μεταγραφικών ενεργοποιητών και προάγει τη σύνδεση των καταστολέων πρωτεϊνικών συγκροτημάτων που αναγνωρίζουν μεθυλοκυτοσίνη μέσω των πρωτεϊνών MBD. Οι DNMTs αλληλεπιδρούν επίσης με HDACs και ΗMTs, με αυτόν τον τρόπο ενισχύοντας την σίγαση. Η ενεργοποίηση γονιδίων καθώς επίσης και η αδρανοποίηση γονιδίων χρησιμοποιεί τα συμπλέγματα της χρωματίνης αναδιαμορφώνοντας τα συγκροτήματα που αλληλεπιδρούν αμοιβαία με ενεργοποιητές και καταστολείς.[9]
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Οι μηχανισμοί που οδηγούν στη σίγαση των γονιδίων περιλαμβάνουν τις τροποποιήσεις των ιστονών και τις αλλαγές στη σύνδεση των μη-ιστονών πρωτεϊνών στο DNA. Ενεργά μεταγραφόμενα γονίδια χαρακτηρίζονται από την ακετυλίωση των ιστονών H3 και H4 (Figure 8.7) καθώς επίσης και από την μεθυλίωση των H3 στη Lys4 (K4). Αυτές οι αλλαγές τείνουν να χαλαρώσουν τη σύνδεση του DNA στα νουκλεοσώματα, που επιτρέπουν την αναδιαμόρφωση και τη σύνδεση των μεταγραφικών ενεργοποιητών. Οι ενεργοποιητικοί παράγοντες μεταγραφής στρατολογούν τους συνενεργοποιητές και αποκλείουν συνκαταστολείς. Οι χαρακτηριστικοί συνενεργοποιητές εκθέτουν τους ίδιους στις δραστηριότητες των ακετυλοτρανσφερασων των ιστονών (ΗΑΤ) ή προσελκύουν τις πρόσθετες πρωτεϊνες που ακετυλιώνουν και μεθυλιώνουν ιστόνες για να παραγάγουν μια ενεργό δομή νουκλεοσώματος. Κατ' αυτό τον τρόπο, η ενεργός κατάσταση ενός γονιδίου τείνει να είναι αυτό-ενισχυόμενη. Δεν είναι εξ ολοκλήρου σαφές, πώς αυτή η ενεργός κατάσταση διαδίδεται μέσω της φάσης S και της μίτωσης. Διάφοροι μηχανισμοί συζητούνται. Από αυτούς, η φωσφορυλίωση των ιστονών επί συγκεκριμένων θέσεων χαρακτηρίζεται η καλύτερη.[10]
Μηχανισμός δράσης των ΑΤΡ-Εξαρτώμενων συμπλόκων.

Τα νουκλεοσώματα βρίσκονται σε μια δυναμική ισορροπία ανάμεσα σε μια καλά τυλιγμένη γύρω από το νουκλεόσωμα μορφή και σε μια παροδικά ξετυλιγμένη κατάσταση. Η μετάπτωση από την μια κατάσταση στην άλλη είναι τυχαία και γρήγορη. Το DΝΑ παραμένει προσδεδεμένο στο οκταμερές των ιστονών για περίπου 250 ms (Εικόνα 3) πριν ξετυλιχθεί τυχαία και ξανατυλιχτεί μέσα σε 10-15 ms. Τα αναδομητικά σύμπλοκα μπορεί να βοηθούν το DΝΑ να ξετυλιχτεί παγιδεύοντας την ξετυλιγμένη κατάσταση και εμποδίζοντας την επιστροφή στην τυλιγμένη μορφή. Η υδρόλυση του ΑΤΡ χρησιμοποιείται έτσι ώστε να δημιουργηθεί μηχανική δύναμη η οποία θα απελευθερώσει μια μικρή περιοχή του DΝΑ.[11]
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Εικόνα 3.

Αναδόμηση που εξαρτάται από ΑΤΡ.

Η τροποποίηση της χρωματίνης επιτελείται από μεγάλα μοριακά συμπλέγματα τα οποία υδρολύουν ΑΤΡ ώστε να παρέχουν την απαραίτητη ενέργεια για την αντίδραση .

Οι κύριες κατηγόριες είναι η SWI/SNFκαι η ISW (Εικόνα 4) (η ταξινόμηση γίνεται με βάση την υπομονάδα που έχει ενεργότητα ΑΤΡασης).[11]
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Εικόνα 4.

Αποτελέσματα δράσης των ΑΤΡ-Εξαρτώμενων συμπλόκων.
Γενικά τα αποτελέσματα των τροποποιητικών συμπλοκών που οδηγούν στην αναδόμηση της χρωματίνης είναι τα εξής:

· Μέσω ενός «γλιστρήματος» των νουκλεοσωμάτων πάνω στο DΝΑ μια τυχαία διευθέτηση νουκλεοσωμάτων μπορεί να μετατραπεί σε μια κανονική όπου το κάθε νουκλεόσωμα έχει μια πολύ συγκεκριμένη θέση (ΙSW).

· Τοπική ή πιο εκτεταμένη αποβολή των οκταμερών ιστονών από το γενετικό υλικό.

· Αλλαγή στην δομή του οκταμερούς ιστονών μεταβάλλει τις ιδιότητες του
νουκλεοσώμστος το οποίο «μεταναστεύει» σε κάποιο άλλο σημείο(SWI/SNF).

· Σε όλες τις περιπτώσεις το αποτέλεσμα είναι αλλαγή της θέσης του οκταμερούς σε σχέση με το DΝΑ.[11]
Η δράση των τροποποιητικών συμπλόκων εντοπίζεται στην περιοχή του υποκινητή.

Η αλληλεπίδραση των τροποποιητικών συμπλοκών με τους μεταγραφικούς παράγοντες είναι ένα καθοριστικό γεγονός στην ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης από την χρωματίνη. Ένας μεταγραφικός παράγοντας μπορεί να ενεργοποιεί τα γονίδια στόχους με στιγμιαία πρόσδεση και αποβολή, ενώ όλη η δράση του εντοπίζεται στην πρόσδεση συμπλοκών που τροποποιούν την δομή της χρωματίνης. Κλασσικά παραδείγματα: hsp70 (drosophila), σύστημα ΡΗΟ, υποδοχέας στεροειδών ορμονών. Η αλλαγή στην τοπολογία των νουκλεοσωμάτων επιτρέπει την πρόσδεση παραγόντων που είναι απαραίτητοι για την ενεργοποίηση του γονιδίου.[11]
Ο ακριβής προσανατολισμός των νουκλεοσωμάτων κατά την μεταγραφή ενός γονιδίου είναι απαραίτητος για δυο λόγους : 1) επειδή το νουκλεόσωμα «παρουσιάζει» αλληλουχίες DΝΑ με ένα συγκεκριμένο περιστροφικό τρόπο και έτσι αλληλουχίες που μπορεί να είναι απαραίτητες για την μεταγραφή του γονιδίου πιθανόν να μην είναι προσβάσιμες, 2) επειδή υπάρχουν αλληλεπιδράσεις πρωτεΐνης - πρωτεΐνης ανάμεσα στις ιστόνες ή και άλλων συστατικών της χρωματίνης . Έτσι έχουμε αλλάξει τον τρόπο που βλέπουμε την χρωματίνη από μια στατική δομή που ο μόνος της ρόλος είναι το πακετάρισμα του DΝΑ σε μια δυναμική οντότητα που παίζει καθοριστικό ρόλο στην γονιδιακή έκφραση.[11]
Χημική τροποποίηση ιστονών.

Όλες οι ιστόνες τροποποιούνται με την πρόσδεση επιπλέον μορίων σε συγκεκριμένες ομάδες συγκεκριμένων αμινοξέων. Οι θέσεις που τροποποιούνται είναι συγκεντρωμένες στις αμινοτελικές ουρές. Η ακετυλίωση και η μεθυλίωση συμβαίνουν στην ελεύθερη αμινομάδα της λυσίνης η μεθυλίωση συμβαίνει σε κατάλοιπα αργινίνης η ιστιδίνης. Τέλος η φωσφορυλίωση συμβαίνει στην υδροξυλομάδα της σερίνης και της ιστιδίνης. (Πίνακας 1) Η σύμπτωση της τροποποίησης των ιστονων με γεγονότα όπως η αντιγραφή και η μεταγραφή υποδεικνύει πως η ακετυλίωση και η μεθυλίωση μπορούν να συνδεθούν με αλλαγές στην δομή του νουκλεοσώματος. Οι τροποποιήσεις στην δομή των ιστονών έχουν άμεσο αποτέλεσμα στην δομή του νουκλεοσώματος. Γενικά έχει διαπιστωθεί ότι η ακετυλίωση συνδέεται με την ενεργοποίηση της χρωματίνης ενώ η μεθυλίωση με την απενεργοποίηση της.[11]
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Πίνακας 1.

Λειτουργικές επιπτώσεις της ακετυλίωσης.

Η ακετυλίωση των αμινοτελικών ουρών των ιστονών ευνοεί την μεταγραφή με τους εξής πιθανούς τρόπους:

· Η ακετυλίωση προκαλεί μείωση του θετικού φορτίου των ιστονών κάτι που αποσταθεροποιεί – εξασθενεί την αλληλεπίδραση των ιστονών με το DΝΑ .

· Επίσης μπορεί να μειώσει την συμπύκνωση του γενετικού υλικού διακόπτοντας τις διανουκλεοσωμικές αλληλεπιδράσεις που λαμβάνουν χώρα μέσω των αμινοτελικών άκρων των ιστονών.

· Μια τρίτη πιθανότητα είναι πως τα ακετυλιωμένα κατάλοιπα σε διάφορους συνδυασμούς εμπλέκονται στην στρατολόγηση επιπλέον μεταγραφικών παραγόντων.[11]
Αλλαγή στην τοπολογία των νουκλεοσωμάτων κατά την μεταγραφή.

Η τοπολογία των νουκλεοσωμάτων αλλάζει σε όλο το μήκος της μεταγραφόμενης αλληλουχίας εξαιτίας της παρουσίας της RΝΑ pol.
Κατά την διάρκεια της μεταγραφής καθώς η RΝΑ πολυμεράση (Εικόνα 5) προχωρά πάνω στο DΝΑ προσδένεται ισχυρά σε μια περιοχή περίπου 50 βάσεων, η οποία περιλαμβάνει μια τοπικά αποδιατεταγμένη περιοχή της τάξεως των 12 bp. Η ανάγκη για αποδιάταξη του DΝΑ καθιστά απίθανη την παραμονή του DΝΑ στο οκταμερές των ιστονών.[11]
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Εικόνα 5.
Κατά την μεταγραφή όταν η RΝΑ πολυμεράση εισέλθει στο νουκλεόσωμα το DΝΑ απελευθερώνεται από το οκταμερές ιστονών, αλλά καθώς η πολυμεράση προχωρά φτάνει σε ένα σημείο στο οποίο το DΝΑ σχηματίζει θηλιά ώστε να τυλιχτεί γύρω από το οκταμερές .Με το πέρασμα της η πολυμεράση ξεκλώθει το DΝΑ και δημιουργεί θετικές υπερέλικες στην θηλιά.(Εικόνα 6)  Στην πραγματικότητα η RΝΑ πολυμεράση προχωρά εύκολα για τα πρώτα 30 bp του νουκλεοσωμικού DΝΑ και κατόπιν χαμηλώνει ταχύτητα αφού συναντά αυξανόμενη δυσκολία στην μετακίνηση της. Η πορεία του ενζύμου διακόπτεται κάθε 10 bp υποδεικνύοντας ότι η δομή της θηλιάς θέτει εμπόδια σχετιζόμενα με την ελίκωση του DΝΑ. Όταν η πολυμεράση φτάσει στο μέσο του νουκλεοσώματος οι διακοπές στην πορεία της εξαφανίζονται. Κάτι τέτοιο σημαίνει ότι στο σημείο αυτό το οκταμερές απομακρύνεται ( πιθανότατα εξαιτίας του ότι η υπερελίκωση έχει φτάσει σε κάποιο επίπεδο στο οποίο το οκταμερές αποβάλλεται από το DΝΑ).[11]
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Εικόνα 6.
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2. Ουβικιτίνη (Ubiquitin)
Η ουβικιτίνη είναι μια μικρή ρυθμιστική πρωτεϊνη που είναι πανταχού παρούσα μέσα στους ευκαριωτικούς οργανισμούς. Η ουβικιτινιλύωση (Ubiquitination) (ή Ubiquitylation) αναφέρεται μετα-μεταφραστική τροποποίηση μιας πρωτεϊνης μέσω μιας ομοιοπολικής σύνδεσης (μέσω δεσμού ισοπεπτιδικού) ενός ή περισσότερων μονομερών ουβικιτίνης. Η ουβικιτίνη προσδιορίστηκε αρχικά το 1975 ως 8,5 kDa  πρωτεϊνη άγνωστης λειτουργίας που εκφράζεται παγκοσμίως στα ζωντανά κύτταρα. Οι βασικές λειτουργίες της ουβικιτίνης και των συστατικών της διαδικασίας ουβικιτινιλύωσης, διευκρινίστηκαν στις αρχές της δεκαετίας του '80 με την διενεργηθείσα εργασία από τους Aaron Ciechanover, Avram Hershko και Irwin Rose για την οποία απονεμήθηκε το βραβείο Νόμπελ στη χημεία το 2004. 
Η κύρια λειτουργία της είναι να σημαδεύει άλλες πρωτεϊνες για την καταστροφή τους, γνωστή όπως  πρωτεόλυση. Διάφορα μόρια ουβικιτίνης συνδέονται με την καταδικασμένη πρωτεϊνη (polyubiquitination), και κινούνται έπειτα προς το πρωτεόσωμα, μια βαρελοειδή δομή όπου γίνεται η πρωτεόλυση. Η ουβικιτίνη  μπορεί επίσης να σημαδέψει  διαμεμβρανικές πρωτεϊνες  (παραδείγματος χάριν,  δέκτες) για την αφαίρεση από  τις μεμβράνες  και εκπληρώνουν διάφορους σηματοδοτικούς ρόλους μέσα στο κύτταρο.[1]

 Για παράδειγμα, η ταχεία αιφνίδια ελάττωση της συγκέντρωσης της κυκλίνης που πυροδοτεί την έξοδο από την μίτωση, οφείλεται στην ταχεία αποδόμησή της (προτού το κύτταρο εισέλθει στην ανάφαση) από το πρωτεολυτικό σύστημα που εξαρτάται από την  ουβικιτίνη. Με κάθε μόριο κυκλίνης συνδέονται ομοιοπολικά πολλά μόρια ουβικιτίνης και το οδηγούν για αποδόμηση στα πρωτεασωμάτια. Η ουβικιτινίωση των μορίων της κυκλίνης είναι έμμεσο αποτέλεσμα της ίδιας της MPF κινάσης. Η ενεργοποιημένη κινάση κινητοποιεί μια διεργασία, η οποία μετά από μια ορισμένη χρονική καθυστέρηση οδηγεί στην ουβικιτινιλύωση και αποδόμηση της κυκλίνης και έτσι αδρανοποιεί την κινάση.(Figure 12-44) [2]
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[3]

Η ουβικιτίνη (Εικόνα 1) αποτελείται από 76 αμινοξέα  και έχουν μοριακή μάζα  περίπου 8500 DA. Συντηρείται ιδιαίτερα μεταξύ των ευκαριωτικών ειδών: Ποσοστό ταυτότητας ακολουθίας 96% ουβικιτίνης ανθρώπων και ζύμης (διαφέρουν μόνο σε 3 από τα 76 κατάλοιπα αμινοξέων). Η ανθρώπινη ακολουθία της ουβικιτίνης είναι: MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEGIPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLVLRLRGG [1]
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Εικόνα 1.[4]
Τρία ένζυμα παίρνουν μέρος στη σύνδεση της ουβικιτίνης σε κάθε πρωτεϊνη το ένζυμο που ενεργοποιεί την ουβικιτίνη ,η Ε1, το ένζυμο που προσδένει την ουβικιτίνη,(Εικόνα 2) ή Ε2, και η πρωτεϊνική λιγάση της ουβικιτίνης, ή Ε3. 
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Εικόνα 2.[5]
Αρχικά, η τελική καρβοξυλική ομάδα της ουβικιτίνης συνδέεται σε μια σουλφυδρυλική ομάδα του Ε1 με θειοεστερικό δεσμό. Η αντίδραση αυτή που ωθείται από ΑΤΡ θυμίζει την ενεργοποίηση των λιπαρών οξέων. Μια ομάδα αδενυλικού συνδέεται στην (C-τελική καρβοξυλική ομάδα της ουβικιτίνης με απομάκρυνση πυροφωσφορικού και η ουβικιτίνη μεταφέρεται σε μια σουλφυδρυλική ομάδα ενός βασικού καταλοίπου κυστεΐνης στο Ε1. Δεύτερον, η ενεργοποιημένη ουβικιτίνη μετακομίζει σε μια σουλφυδρυλική ομάδα του Ε2. Τέλος, το Ε3 καταλύει τη μεταφορά της ουβικιτίνης από το Ε2 σε μια ε-αμινική ομάδα στην πρωτεΐνη-στόχο,

Η σύνδεση ενός μορίου ουβικιτίνης είναι μονό ένα ασθενές σήμα για αποικοδόμηση. Ωστόσο, η αντίδραση ουβικιτινιωσης εξελίσσεται: αλυσίδες ουβικιτίνης μπορεί να δημιουργηθούν με τη σύνδεση της ε-αμινικής ομάδας του καταλοίπου λυσίνης 48 του ενός μορίου ουβικιτίνης στην τελική καρβοξυλική ομάδα του άλλου. Αλυσίδες τεσσάρων ή περισσότερων μορίων ουβικιτίνης είναι ιδιαίτερα δραστικές στη σηματοδότηση αποικοδόμησης.[5]
 Η χρήση των αλυσίδων μορίων ουβικιτίνης μπορεί να έχει τουλάχιστον δύο πλεονεκτήματα. Πρώτον, τα μόρια ουβικιτίνης αντιδρούν με ένα άλλο προς σχηματισμό μιας επιφάνειας δέσμευσης διαφορετικής από εκείνη που δημιουργείται με ένα μόνο μόριο ουβικιτίνης. Δεύτερον, επιμέρους μόρια ουβικιτίνης μπορούν να αποκοπούν χωρίς απώλεια του σήματος αποικοδόμησης.

Αν και τα περισσότερα ευκαρυωτικά κύτταρα έχουν μόνο ένα ή μικρό αριθμό διακριτών ενζύμων Ε1, όλα έχουν πολλά διακριτά ένζυμα Ε2 και Ε3. Επιπλέον, φαίνεται να υπάρχει μόνο μια απλή οικογένεια εξελικτικά σχετικών πρωτεϊνών Ε2 αλλά πολλές διακριτές οικογένειες των πρωτεϊνών Ε3. Αν και το συστατικό Ε3 εξασφαλίζει σε μεγάλο βαθμό την εξειδίκευση έναντι του υποστρώματος για την ουβικιτινυλίωση, οι πολλαπλοί συνδυασμοί του συμπλόκου Ε2-Ε3 επιτρέπουν τον πλέον εξαιρετικό συντονισμό της διάκρισης του υποστρώματος.[5]
Τι προσδιορίζει το αν μια πρωτεΐνη θα ουβικιτινυλιωθεί; Ένα σήμα συμβαίνει να είναι ανεξήγητα απλό. Ο χρόνος ημιζωής μιας πρωτεϊνης του κυτοσολίου προσδιορίζεται σε μεγάλο βαθμό από το αμινοτελικό κατάλοιπο.  Η εξάρτηση αυτή αναφέρεται ως ο κανόνας του Ν-τελικού κατάλοίπου. Μια πρωτεΐνη της ζύμης με μεθειονίνη στο αμινοτελικό άκρο της τυπικά έχει χρόνο ημιζωής μεγαλύτερο από 20 ώρες, ενώ μια με αργινίνη στη θέση αυτή έχει χρόνο ημιζωής περίπου 2 λεπτά. Ένα πολύ αποσταθεροποιητικό αμινοτελικό κατάλοιπο, όπως η αργινίνη ή η λευκίνη, ευνοεί την ταχεία ουβικιτινυλίωση, ενώ ένα σταθεροποιητικό κατάλοιπο, όπως η μεθειονίνη ή η προλίνη, όχι. Τα ένζνιμα Ε3 είναι οι αναγνώστες του αμινο-τελικού καταλοίπου. Άλλα σήματα υπεύθυνα για την αναγνώριση πρωτεΐνών για αποικοδόμηση περιλαμβάνουν το πλαίσιο καταστροφής της κυκλίνης, δηλαδή αλληλουχίες αμινοξέων που σημαίνουν πρωτεΐνες του κυτταρικού κύκλου για ανοικοδόμηση, καθώς και πρωτεΐνες πλούσιες σε προλίνη, γλουταμινικό οξύ, σερίνη και θρεονίνη (αλληλουχίες ΡΕSΤ).[6]
Μερικές παθολογικές καταστάσεις απεικονίζουν παραστατικά τη σημαντικότητα της ρύθμισης της αναπλήρωσης μιας πρωτεΐνης. Παραδείγματος χάριν, ο ιός του θηλώματος του ανθρώπου (ΗΡV) κωδικεύει μια πρωτεΐνη η οποία ενεργοποιεί ένα ειδικό ένζυμο Ε3. Το ένζυμο ουβικιτινυλιώνει τον καταστολέα όγκων p53 (Fig.2.11) και άλλες πρωτεΐνες που ελέγχουν την αποκατάσταση του DΝΑ, οι οποίες στη συνέχεια καταστρέφονται. Η ενεργοποίηση αυτού του ενζύμου Ε3 παρατηρείται σε περισσότερα από το 90% των καρκινωμάτων του τραχήλου της μήτρας. Έτσι, η ακατάλληλη σήμανση για καταστροφή βασικών ρυθμιστικών πρωτεϊνών μπορεί να διεγείρει επιπλέον γεγονότα, οδηγώντας σε δημιουργία όγκου.[6]
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[7]

Έλεγχος  μέσω της οδού "ουβικιτίνη-πρωτεόσωμα" 
Η πρωτεόλυση είναι ένα ευπροσάρμοστο εργαλείο στο κύτταρο για τη στοχοθετημένη αλλαγή στη δομή, τη δραστηριότητα, τη λειτουργία και την υπομοριακή κατανομή των πρωτεϊνών. Παραδείγματα κατευθυνόμενης πρωτεόλυσης είναι: 

· Η αφαίρεση του Ν-τελικού κατάλοιπου  μεθειονίνης από de novo σύνθεση πρωτεϊνών.
· Αφαίρεση των πεπτιδίων-σημάτων κατά την  πρωτεϊνική διακίνησης μέσω της  μεμβράνης.
· Υδρόλυση του προϊόντος της μεταφράσεως μονοκυστρονικού mRNA στους ιούς .
· Ωρίμανση των πρωτεϊνών: μετασχηματισμός των ανενεργών πρωτεϊνών στις ενεργές πρωτεϊνες.
Θα ασχοληθούμε μόνο με την στοχοθετημένη υποβάθμιση των πρωτεϊνών.
Η λειτουργία των περισσότερων πρωτεϊνών στο κύτταρο είναι στενά περιορισμένη και τοπικά και χρονικά.  Μέχρι ποιό σημείο ένα ένζυμο μπορεί να συμμετέχει στο μεταβολισμό εξαρτάται όχι μόνο από το ποσοστό βιοσύνθεσης και από την έκταση της ομοιοπολικής τροποποίησης, αλλά και από το ποσοστό υποβάθμισης μιας πρωτεϊνης. Η σύγκριση της διάρκειας ζωής των διάφορων πρωτεϊνών (tab.2.1) δείχνει ότι η σταθερότητα των πρωτεϊνών μπορεί να διαφέρει σημαντικά. Μεταξύ των ασταθέστερων, βραχύβιων πρωτεϊνών βρίσκονται πολλές ρυθμιστικές πρωτεϊνες και ένζυμα με  βασικές θέσεις σε μια μεταβολική διαδρομή. Η στοχοθετημένη υποβάθμιση των πρωτεϊνών που περιλαμβάνονται στον κυτταρικό κύκλο είναι ένα απαραίτητο στοιχείο της ρύθμισης του κυτταρικού κύκλου. Οι προσπάθειες να εξηγηθεί η μεταβλητή διάρκεια ζωής των πρωτεϊνών έδειξαν ότι, εκτός από τη μη συγκεκριμένη υποβάθμιση των πρωτεϊνών, επίσης υπάρχουν οι συγκεκριμένοι μηχανισμοί υποβάθμισης. Τέτοιοι συγκεκριμένοι μηχανισμοί επιτρέπουν στη λειτουργία μιας πρωτεϊνης να περιοριστούν χρονικά και να τροποποιηθούν με συγκεκριμένο τρόπο.
Το σύστημα ουβικιτίνη-κασσίτερος-πρωτεόσωμα, είναι ένα εργαλείο για εκλεκτική πρωτεόλυση των πρωτεϊνών και διαδραματίζει έτσι έναν σημαντικό ρυθμιστικό ρόλο στο κύτταρο. .[8]
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[9]

Εάν η ουβικιτίνη είναι το σήμα θανάτου, ποιος είναι ο εκτελεστής; Ένα μεγάλο σύμπλοκο πρωτεασών που ονομάζεται πρωτεόσωμα ή πρωτεόσωμα 26S πέπτει τις ουβικιτινυλιωμένες πρωτεΐνες. Αυτή η πρωτεάση πολλών υπομονάδων που ωθείται από την ΑΤΡ εξοικονομεί ουβικιτίνη, η οποία στη συνέχεια ανακυκλώνεται. Το πρωτεόσωμα 26S είναι ένα σύμπλοκο δυο συστατικών: ενός πρωτεοσώματος 20S, το οποίο περιέχει τη καταλυτική δραστικότητα, και μιας ρυθμιστικής υπομονάδας 19S.

Το σύμπλοκο 20S (Εικόνα 3) δομείται από δύο αντίγραφα κάθε μίας από 14 υπομονάδες και έχει μάζα 700 kd .[6]
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Εικόνα 3.[6]
Και οι 14 υπομονάδες είναι ομόλογες και διαθέτουν την ίδια συνολική δομή. Οι υπομονάδες ταξινομούνται σε τέσσερις δακτυλίους των 7 υπομονάδων οι οποίες επιστοιβάζονται για να σχηματίσουν μια δομή που μοιάζει με βαρέλι. Οι συνιστώσες των δύο δακτυλίων προς τα άκρα του βαρελιού ονομάζονται υπομονάδες α και εκείνες των δύο κεντρικών δακτυλίων υπομονάδες β. Τα ενεργά κέντρα της πρωτεάσης εντοπίζονται προς τα αμινοτελικά άκρα συγκεκριμένων υπομονάδων β στο εσωτερικό του βαρελιού — ειδικά εκείνων που έχουν στο αμινοτελικό άκρο κατάλοιπο θρεονίνης ή σερίνης. Οι υδροξυλικές ομάδες των αμινοξέων αυτών μετατρέπονται σε πυρηνόφιλα κέντρα με τη βοήθεια των δικών τους αμινικών ομάδων. Οι πυρηνόφιλες αυτές ομάδες στη συνέχεια προσβάλλουν τις καρβονυλικές ομάδες των πεπτιδικών δεσμών και σχηματίζουν ενδιάμεσα ακυλοενζύμου. Η δομή του συμπλόκου απομονώνει το πρωτεολυτικό ενεργό κέντρο από τα ισχυρά υποστρώματα, μέχρις ότου αυτά κατευθυνθούν μέσα στο βαρέλι. Τα υποστρώματα ανοικοδομούνται με προοδευτικό τρόπο χωρίς την απομάκρυνση των ενδιάμεσων προϊόντων αποικοδόμησης, μέχρι το υπόστρωμα να διασπαστεί σε πεπτίδια που ποικίλλουν στο μήκος από επτά έως εννέα κατάλοιπα.(Εικόνα 4) Το πρωτεόσωμα 20S είναι ένα σφραγισμένο βαρέλι. Η πρόσβαση στο εσωτερικό του ελέγχεται από ένα ρυθμιστικό σύμπλοκο 19S, ένα σύμπλοκο που αυτό καθεαυτό είναι 700 kd και απαρτίζεται από 20 υπομονάδες. Το σύμπλοκο αυτό δεσμεύεται και στα δύο άκρα του πυρήνα 20S του πρωτεοσώματος για να σχηματιστεί το πλήρες πρωτεόσωμα 26S.(Εικόνα 5,6)
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Εικόνα 5.[10]
	

 
	Figure 8. Binding of the polyubiquitinated substrate to the 26S proteasome and its subsequent degradation to short peptides. Illustration was kindly provided by Dr. Ed Yeh, M. D. Anderson Cancer Center, Houston, TX. 
(Δέσμευση πολυουβικιτινιλυωμένου υποστρώματος στο 26S πρωτεόσωμα και η επακόλουθη αποικοδόμησή του σε μικρότερα πεπτίδια.)


Εικόνα 4.[11]

Η υπομονάδα 19S δεσμεύεται ειδικά στις αλυσίδες πολυουβικιτίνης. Βασικά συστατικά του συμπλόκου 19S είναι έξι διακριτές ΑΤΡάσες τάξης ΑΑΑ (ΑΤΡαση που συνδέεται με ποικίλες κυτταρικές δράσεις) που χαρακτηρίζονται από μια συντηρη-μένη δομική περιοχή 230 αμινοξέων, που δεσμεύει ΑΤΡ, της οικογένειας ΝΤΡασών με θηλιά Ρ. Αυτή η τάξη ΑΤΡασών. που απαντά σε όλα τα βασίλεια, συνδέεται με ποικιλία κυτταρικών λειτουργών στις οποίες περιλαμβάνονται η ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου και η βιογένεση των οργανιδίων. Αν και ο ακριβής ρόλος της ΑΤΡάσης παραμένει απροσδιόριστος, η υδρόλυση της AΤΡ ίσως βοηθά το σύμπλοκο 19S να ξετυλίξει το υπόστρωμα και να επαγάγει αλλαγές στη στερεοδιάταξη του πρωτεοσώματος 20S, έτσι ώστε το υπόστρωμα να μπορεί να περάσει στο κέντρο του συμπλόκου. Τέλος, η υπομονάδα 19S περιέχει επίσης μια ισοπεπτιδάση η οποία απομακρύνει τα άθικτα μόρια ουβικιτίνη;. Έτσι η πορεία ουβικιτινυλίωσης και το πρωτεόσωμα συνεργάζονται για την αποικοδόμηση ανεπιθύμητων πρωτεϊνών. Η ουβικιτίνη ανακυκλώνεται και τα πεπτιδικά προϊόντα αποικοδομούνται περαιτέρω με άλλες κυτταρικές πρωτεάσες για να δώσουν αμινοξέα.[10]
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Εικόνα 6.[12]

Η αποικοδόμηση πρωτεϊνών μπορεί να χρησιμοποιηθεί στη ρύθμιση Βιολογικών λειτουργιών.
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[10]
Ο Πίνακας  περιλαμβάνει έναν αριθμό φυσιολογικών διεργασιών οι οποίες ελέγχονται τουλάχιστον κατά ένα μέρος με αποικοδόμηση πρωτεϊνης. Ο έλεγχος αυτός ασκείται με δυναμική μεταβολή της σταθερότητας και της πληθώρας των ρυθμιστικών πρωτεϊνών. Ας πάρουμε, παραδείγματος χάριν, τον έλεγχο της φλεγμονώδους απόκρισης. Ένας μεταγραφικός παράγοντας καλούμενος ΝF-κΒ (ΝF: πυρηνικός παράγοντας) προκαλεί την έναρξη της έκφρασης ενός αριθμού γονιδίων, τα οποία λαμβάνουν μέρος στην απόκριση αυτή. Αυτός ο σπουδαίος παράγοντας αυτός καθεαυτόν ενεργοποιείται με την αποικοδόμηση μιας ανασταλτικής πρωτεΐνης. Ι-κΒ. Ο παράγοντας ΝF-κΒ παραμένει στο κυτταρόπλασμα, στην ανενεργό του κατάσταση μέσω της σύνδεσης με την Ι-κΒ (Ι: αναστολέας). Σε απόκριση του σήματος φλεγμονής, η Ι-κΒ φωσφορυλιώνεται σε δύο κατάλοιπα σερίνης, δημιουργώντας μια θέση δέσμευσης του Ε3. Η δέσμευση του Ε3 οδηγεί στην ουβικιτινυλίωση και αποικοδόμηση της Ι-κΒ και με αυτόν τον τρόπο καταστρέφεται η σύνδεση του αναστολέα με τον ΝF-κΒ. (Figure 43-10)[10]
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Figure 43-10. Regulation of the NF-xB pathway. NF-kB consists of two sub-
units, pS0 and p6s, which regulate transcription of many genes when in the
nucleus. NF-xB s restricted from entering the nucleus by Ix8, an inhibitor of
NF-kB. kB binds to—and masks—the nuclear localization signal of NF-xB.

This cytoplasmic protein is phosphorylated by an IKK complex which s acti-
vated by cytokines, reactive oxygen species, and mitogens. Phosphorylated
Ix8 can be ubiquitinylated and degraded, thus releasing its hold on NF-xB. Glu-
cocorticoids affect many steps in this process, as described in the text.




[13]

Ο απελευθερούμενος παράγοντας μεταγραφής μεταναστεύει στον πυρήνα για να διεγείρει τη μεταγραφή του γονιδίου-στόχου. Το σύστημα ΝF-κΒ - 1-κΒ απεικονίζει την αλληλεπίδραση διάφορων βασικών ρυθμιστικών μοτίβων: τη μεταγωγή σήματος που διεκπεραιώνεται από υποδοχέα, τη φωσφορυλίωση τη διαμερισματοποίηση, την ελεγχόμενη και ειδική αποικοδόμηση και την επιλεκτική έκφραση γονιδίου.[10]
Η πορεία της ουβικιτίνης και το πρωτεόσωμα έχουν τα προκαρυωτικά ισοδύναμα τους.
Τόσο η πορεία της ουβικιτίνης όσο και το πρωτεόσωμα. φαίνεται να υπάρχουν σε όλα τα ευκαρυωτικά κύτταρα. Ομόλογα του πρωτεοσώματος βρίσκονται στα προκαρυωτικά κύτταρα, αν και ο φυσιολογικός ρόλος των ομολόγων αυτών δεν έχει διευκρινιστεί. Τα πρωτεοσώματα μερικών αρχαίων οργανισμών είναι εντελώς παρόμοια στη συνολική δομή με τα ευκαρυωτικά ισοδύναμα τους και έχουν αντίστοιχα 28 υπομονάδες.(Εικόνα 7)
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Εικόνα 7.[14]
Στο πρωτεόσωμα των αρχαίων, όμως, οι υπομονάδες α και β είναι πανομοιότυπες. Στο ευκαρυωτικό πρωτεόσωμα, κάθε υπομονάδα α ή β είναι μία από επτά διαφορετικές ισόμορφες. Αυτή η ιδιαιτερότητα παρέχει ξεχωριστή εξειδίκευση έναντι του υποστρώματος. Η ουβικιτίνη, όμως, δεν έχει βρεθεί στα προκαρυωτικά. Πράγματι, η υψηλού επιπέδου ομοιότητα στην αλληλουχία μεταξύ των πρωτεϊνών ανθρώπου και ζύμης υποδηλώνει ότι η ουβικιτίνη στην παρούσα μορφή της απέκλινε, με εξελικτικούς όρους, σχετικά πρόσφατα. Μοριακοί πρόγονοι της ουβικιτίνης αναγνωρίστηκαν πρόσφατα στα προκαρυωτικά. Είναι αξιοσημείωτο ότι αυτές οι πρωτεΐνες λαμβάνουν μέρος όχι στην τροποποίηση πρωτεϊνών αλλά στη βιοσύνθεση συνενζύμου.[14]
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Εικόνα 8.[14]

Η βιοσύνθεση της θειαμίνης  (Εικόνα 8) αρχίζει με ένα ιόν σουλφιδίου που προέρχεται από κυστεΐνη. Το σουλφίδιο αυτό προστίθεται στην καρβοξυλική ομάδα στο καρβοξυ-τελικό άκρο της πρωτεΐνης ΤhiS, η οποία έχει ενεργοποιηθεί ως ένα ακυλοαδενυλικό. Η ενεργοποίηση της ΤhiS και η προσθήκη του σουλφιδίου καταλύονται από το ένζυμο ΤhiF. Το ανθρώπινο Ε1 περιλαμβάνει δύο επάλληλες περιοχές τον 160 αμινοξέων που είναι κατά 28% πανομοιότυπες στην αλληλουχία αμινοξέων με μια περιοχή της ΤhiF; από την Ε.coli. Οι εξελικτικές σχέσεις μεταξύ αυτών των δύο πορειών εδραιώθηκε με τον προσδιορισμό της τριδιάστατης δομής της ΤhiS, (Εικόνα 9) η οποία ανέδειξε μια δομή παρόμοια με εκείνη της ουβικιτίνης, αν και είναι μόνο κατά 14% πανομοιότυπες στην αλληλουχία αμινοξέων.
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Εικόνα 9.[14]
Έτσι, ένα ευκαρυωτικό σύστημα για την τροποποίηση πρωτεϊνών προήλθε από μια προϋπάρχουσα προκαρυωτική πορεία για βιοσύνθεση συνενζύμου.[14]
Συσχετισμός με ασθένειες
Όπως ήταν αναμενόμενο, οι ατέλειες στην πορεία της ουβικιτινυλίωσης έχουν ενοχοποιούνται για ένα ευρύ φάσμα ασθενειών. Η ανικανότητα να υποβιβαστούν ορισμένες πρωτεϊνες  που ενεργοποιούν την κυτταροδιαίρεση (τα προϊόντα των ογκογονιδίων)  μπορεί να οδηγήσει στο σχηματισμό όγκων, ενώ μια επίσης γρήγορη αποικοδόμηση των πρωτεϊνών που ενεργούν ως καταστολείς όγκων μπορεί  να έχει την ίδια επίδραση. Η ατελέσφορη ή υπερβολικά γρήγορη  υποβάθμιση των κυτταρικών πρωτεϊνών εμφανίζεται επίσης να διαδραματίζει έναν  ρόλο σε μια σειρά άλλων καταστάσεων: νεφρικές ασθένειες, άσθμα, νευροεκφυλιστικές διαταραχές όπως οι νόσοι Alzheimer και Ρarkinson (που συνδέονται με το  σχηματισμό των χαρακτηριστικών πρωτεϊνούχων δομών  στους νευρώνες), κυστική ίνωση (που προκαλείται σε μερικές περιπτώσεις από την επίσης  γρήγορη υποβάθμιση ενός ιοντικού καναλιού χλωρίου, με την επακόλουθη απώλεια λειτουργίας, σύνδρομο Liddle (στις οποίες ένα κανάλι νατρίου στο νεφρό δεν υποβιβάζεται, οδηγώντας σε υπερβολική απορρόφηση Na+ , και  σε πρόωρη υπέρταση ) και πολλές άλλες διαταραχές.  Τα φάρμακα με σκοπό να εμποδίσουν τη λειτουργία του πρωτεοσώματος έχουν αναπτυχθεί ως πιθανές λύσεις για μερικές από αυτές τις  καταστάσεις. Σε ένα μεταβαλλόμενο μεταβολικό περιβάλλον, η πρωτεϊνική υποβάθμιση είναι τόσο σημαντική στην επιβίωση ενός κυττάρου όπως είναι  και η πρωτεϊνική σύνθεση, και μένουν ακόμη πολλά να μάθουμε για  αυτές τις ενδιαφέρουσες πορείες.[15]
Γενετικές αναταραχές.
Το γονίδιο του οποίου η διάσπαση προκαλεί  το σύνδρομο Angelman, UBE3Α, κωδικοποιεί μια ουβικιτίνη ενζύμου λιγάσης (E3) που λέγεται  Ε6-AP.  Το γονίδιο του οποίου η διάσπαση προκαλεί  Von Hippel-Lindau  σύνδρομο  κωδικοποιεί μια λιγάση ουβικιτίνης (E3) που καλείται VHL καταστολέας όγκων ή VHL γονίδιο.  Το γονίδιο του οποίου η διάσπαση προκαλεί  το  σύνδρομο του Liddle  οδηγεί στην παράβλεψη ενός επιθηλιακού  Na+ καναλιού (ENaC) και προκαλεί την υπέρταση. [16]
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Figure2
Ιεραρχική δομή της μηχανής σύζευξης της ουβικιτίνη. Ένα μόνο E1 καταλύει την ενεργοποίηση της ουβικιτίνης και την μεταφέρει σε διάφορα E2 ένζυμα.(Figure2) Στις περισσότερες περιπτώσεις, E2 μεταφέρει την ουβικιτίνη σε διάφορα E3, ενώ σε μερικές περιπτώσεις το Ε2 είναι συγκεκριμένο Ε3. Τα E3 μπορεί να είναι συγκεκριμένα υποστρώματα ή μπορεί να αναγνωρίζουν διάφορα υποστρώματα μέσω παρόμοιων, αλλά όχι ίδιων μοτίβων. Ορισμένα υποστρώματα μπορούν να στοχεύσουν από διάφορο E3, πιθανώς μέσω των ευδιάκριτων μοτίβων αναγνώρισης. [17]
Ενεργοποίηση του μεταγραφικού παράγοντα ΝF-kΒ: λειτουργία μονοπατιού - στόχος φαρμάκων.(Εικόνα 10,11)
· Ο μεταγραφικός παράγοντας ΝF-kΒ ρυθμίζει (ανοσοποιητικού(φλεγμονής (απόπτωσης

· Η ουβικιτίνωση ρυθμίζει 3 βήματα στο μονοπάτι του ΝF-kΒ

· αποικοδόμηση ΙκΒ (αναστολέα  του ΝF-kΒ)

· ( πρωτεολυτική επεξεργασία των προδρόμων του   ΝF-kΒ: p50 και   p52   από   μεγαλύτερα   πρόδρομα   p105   και   p100 αντίστοιχα.

· ενεργοποίηση της ΙκΒ κινάσης (ΙΚΚ)

· κανονική και μη κανονική ενεργοποίηση

· ουβικιτίνωση του ΙκΒ : Ε2 της UBC4/5 οικογενείας και
μία SCF-βΤrCP Ε3 λιγάση

· φωσφορυλίωση υποστρώματος (p105,p100)
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Εικόνα 10.[18]
Φάρμακα με τους στόχους εκτός από το πρωτεόσωμα 

Όλοι οι παράγοντες που έχουν σημειωθεί για να ασκήσουν άμεση επίδραση στην- ουβικιτίνη και πρωτεόσωμα-μεσολαβημένη πρωτεόλυση είναι ανασταλτικοί παράγοντες του πρωτεοσώματος. Δεδομένου ότι μερικοί από αυτούς κατευθύνθηκαν αρχικά ενάντια σε άλλους στόχους, θα συζητηθούν χωριστά από εκείνους που είχαν ως σκοπό να αναστέλουν συγκεκριμένα το πρωτεόσωμα. Στην προηγούμενη κατηγορία είναι διαιτητικές ενώσεις όπως το ταννικό οξύ, αντιρετρο-ιών παράγοντες συμπεριλαμβανομένων των ανασταλτικών παραγόντων πρωτεασών του HIV, και παράγοντες του καταβολισμού των λιπιδίων όπως το lovastatin, το οποίο αναστέλει το πρωτεόσωμα, αν και οι πιθανές εφαρμογές στον καρκίνο του μαστού δεν έχουν ερευνηθεί. Ο παράγοντας ανοσοκαταστολής cyclosporine Α είναι ένας μη ανταγωνιστικός ανασταλτικός παράγοντας του πρωτεοσώματος, αλλά στην περιοχή του καρκίνου του μαστού  έχει χρησιμοποιηθεί κυρίως για να εμποδίσει την κυτόχρωμα-Ρ450-μεσολαβημένη αντίσταση φαρμάκων, ή για να προκαλέσει την ασθένεια: μόσχευμα-εναντίον-ξενιστή, όταν υποβληθούν οι ασθενείς στη χημειοθεραπεία υψηλών δόσεων, που ακολουθείται από τον αυτόλογο μυελό των οστών ή την  διάσωση περιφεριακών βλαστοκυττάρων αίματος. Ίσως πιό ενδιαφέρων είναι ένας άλλος παράγοντας ανοσοκαταστολής, το rapamycin, που αναστέλλει  την έκφραση του ενεργοποιητή του πρωτεοσώματος PA28, και με αυτόν τον τρόπο εμποδίζει την proteasome λειτουργία. Δεδομένου ότι το rapamycin εμποδίζει την οιστρογόνο-οδηγημένη μετάβαση των κυττάρων καρκίνου του μαστού από το G1  στις φάσεις του S του κύκλου των κυττάρων, οι περαιτέρω μελέτες στον καρκίνο του μαστού μπορούν να επιτραπούν. Οι χημειοθεραπευτικοί παράγοντες έχουν προσδιοριστεί που αναστέλουν το πρωτεόσωμα, συμπεριλαμβανομένου του aclarubicin (aclacino-mycin Α), και vinblastine και vincristine , αν και είναι ασαφές εάν, στην περίπτωση του aclarubicin, αυτό εμφανίζεται στις κλινικά σχετικές συγκεντρώσεις φαρμάκων. Το Aclarubicin, ένα παράγωγο του anthracycline, έχει αξιολογηθεί αρκετά στη φάση Ι και τη φάση ΙΙ σε δοκιμές με τα γενικά απογοητευτικά αποτελέσματα, αν και κανένας δεν στόχευσε προς τους ασθενείς με καρκίνο στήθους. Το vinca αλακαλοειδών vinorelbine (Navelbine), εντούτοις, αναπτύσσει την καλά τεκμηριωμένη δραστηριότητα στον καρκίνο του μαστού, και θα ήταν ενδιαφέρον να καθοριστεί εάν αυτή η δραστηριότητα είναι ένα αποτέλεσμα της αναστολής του πρωτεοσώματος.[19]
[image: image28.jpg]Evepyorroinan Tou petaypagikoy apdyovra NF-kB:
AeiToupyia HOVOTIATIOU — OTOXOG PUPHAKWY





Εικόνα 11.[18]
Συμμετοχή σε ανοσολογικές αποκρίσεις : Επεξεργασία αντιγονικών πεπτιδίων.

· αποικοδόμηση εαυτών και μικροβιακών προτείνων σε πεπτίδια από το UPS, παρουσίαση σε ΜΗC class I –αμινοπεπτιδάσες.(Εικόνα 12)
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Εικόνα 12.[18]
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