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Per tal d ’cxp//car /3 seva teoria de |a relativitat, Einstein deia que guan estas en bona Comloanﬂ/;a
una hora et sembla un minut, mentre que quan estas en una situacio /hcc')moa/a, un minut et
sembla una hora, 1 que aixo era la relativitat: Mirant enrere, Jo puc dir que els cinc anys gue he
/Dassal' en aquest laboratori em semblen molt curts ara que axo s’acaéa, és a a//'r, que aqucsi’a
tes/ ha estat una cxpcr/énaé /305/’1%/3 tant a nivell cientitic com a rnivell Iocrsona/ Per aixo vull
agraira totes aque//cs persones que ho han fet /0055/5/6.
En IDr/mcr //OC, /2 Rosa: Jeta! Qué the de dir? Sobren les Parau/cs... Gracies per tantes estones
/Dar/arnf de ciéncia i del que no era créncia... per fer-me veure que fot / que els sacriticis en ef
laboratori no sempre tenen recompensa, val I pena continuar luitant... He alorés molt al teu
costat! | sobre tot gracies per haver contiat en mi des del pr/m@r moment goroéaé/emcnt més que
o mateixa). Et trobaré a faltar a Londres...
Al ’Or/o/, /2 Neus i el Carles: Quin luxe de jez[es”/ Sabeu donar bones idecs quan es tracta de
feina, Ioc’rc') sobre tot, sabeu donar amims quan és necessari... 1 qu/ncs Ca/g:otaa/cs que
organitzeu! Tant debo aguest bon ambient que heu creat al laboratori duri molts anys...
AL ’Eu/é//a, gracies per trobar sempre un moment per cjua’ar-me quan ho he necessitat i per
prcocupar~tc de que tot funciori bé (encara que a vc‘gadcs tho posem diticil) al ab. A la Xus,
/Derc]ué m’ha agrac/at terur-te tant a prop de /3 meva PO/éta, /Dc[s “truquets ”J les histories de
uan estaveu a Farmacia.
Als tecnics del laboratori: Ia Soma, e Jaume i la Maria. Tots tres ens faciliteu molt /a feina, 1
encara gue ens agrac/a qudxaﬂnos, no sabem la sort que ternim de comptar amb vosaltres.
Jaumet! Que esto se acaba... aungue a veces te o’{ga que eres muy ruidoso voy a echar de
menos tus selecciones musicales -y tus criticas de moda... le das mucha vidilla al lab!
A Jas secres, Niria y Carme, mira que habéis tenido PaC/énC/fa conmigo,... y es gue esto de/
papc/co no ests hecho para mi!
Als /Dosl'-a’ocs del lab: el Siscu (encara que em /Don‘/s sempre /a contrarial), /a Ndira, / ’A//Jc‘f‘t, /a
Marta i ef Josep Mana. Quina sort tenir gent tant bona ala looiata del costat. Ens salveu la vida
quan comencem a moure ‘ns Pe/ laboratori i no sabem ni agazfar una /D/Peta, Gracies per
transmetre’m [a vostra curiositat cientifica.
Les noses de contocal- 'Anna 505(:/7, /a Maria i ara 'Anna Llads. M he c;uca’af amb les ganes de
fer un in vivo de pom[ac/ Potser en el futur... Dra. Llads! gracies per interessar-te sempre per
com m’anaven les coses. A vegaa’cs un /oet/'i' gest és subicient per PLjar els anims!
Al grup de ['Oriol- cada vcgaa’a sou més gent! Espcro no deixar-me ningti... /’{gnasé lAna, Ia
Patr, la Faki, [a Mireia, /a Ka/;(/,' /a Silvia, /2 Maria i la Miriam. A/guns acabeu toijust de comengar
/ a/tresja esteu encetant la recta final. A tots us vull donar anims per tirar endavant i molta sort,
/Dcrc]ué en aixo de la cléncia, [a sort també /7_//1/53 un paper molt /}npor‘l'anf. ..
Pa,é/; Ja se que ho 5aps, /ocro‘ a vcgadcs &s bo sentir-ho dels demés: tens molta capacftat jel que
és més /}n/DOf‘L‘ani; tens un gran esper/i‘ Nuitador. No et rendeixis, “quc tu vales para esto 7!
Miresa, sembla abir que les dues comencavem... Gracies per les estonetes disteses /Dar/ant de mil
coses diterents al /Dassaallﬁs del “Lola 7 sempre amb |5 mateixa //77/7//2:3(:/0’ / Comloromlﬁs en el que
fas i dius. Per cert, no me n'oblido que el meu marit et deu un ball...
A//Jcr‘l; no me n'oblidava de tu... qu/n crack! m’ha agraa’at molt haver-te conegut. No canvis 1
estic segura que arribaras molt //ury, en la ciéncia i en la vida. Tinc /a /mlorcssfo’ que escoltaré

/Dar/ar 0’6 tu 0/65 G/C‘ LOHGIFCS./



Montse, gué diferent seria tot s/ al mon b Aagués més gent com tu... una gran clentitica i una
gran persona. Sf:mlorc a’/sfoosao/a a escoltar els demés amb un somriure als llavis. S/ he tingut un
/Droé/ema ('no par/o de ciéncia) m’ha ajua/at molt /oar/ar amb tu. Gracies ppersercom ets!

Soria Canjo, aties que /155 gue quererte... gracias por o’cjarmc Comloar‘t/r tus cosas, por los
ratos de risa con tus sesiones de cuentos ytus historias del ‘;D/cnso contigo” ¢y el “suntlsn’. Mira
que a veces han saltado c/;/sloas entre nosotras (ﬂ es gue las dos tenemos nuestro caracter),

ero al final no ha habido nadsa que no se arrcg/asc con dos horas de charla yun buen abrazo.

No te olvides de mi ahora que me voy a Jas /ngbtcrras. ..

Yaunque ya no esténenel /aé, grac/as aJorge ya E[son, por tantas risas en la bahia loombe.

A les nenes de |2 Neus: Cristina, cuando cmpccé /3 tesis me dabas mucho rcsfocto, pero /ucgo
me di cuenta de que eres una persona muy accesible Y que vale mucho la ppena acercarse a
hablar contigo...

Vero! Qué /Deo/azo de cientitica! Viéndote se a/orcna/e /77UC/70, pones tanto entusiasmo en todo lo
que haces... Estos iltimos meses me aﬂua/o' mucho el tenerte cerca, con Jos nervios del IDOSf—O/OC
Y de [a escritura de Ia tesis. Ahora que se acerca el momento de la defensa, me acuerdo mucho
de ti. Mandame un PO(]L//Z'O de tu energia eldia 22, ands...

Neus... crec que ets una de Jes persones més tenaces que conec. Ja sabem que aixo de fer una
tess no és tacil (s/ no /5 faria tot/mm) /a vcgaa’cs /3 PZ/ no vol localitzar-se on toca pero‘ fu no et
rendeixes mar. Continua esforgan#tc tant, que segur gue trobaras la recompensa ben aviat!
Blanca! Eres |a afgna heredera de Ras. Vas a ver que todo te va a ir muy bien, porque cuando se
trabcyia tanto y ademds con tan buen humor los cxpcn’mcntos tienen que salira la fuerzal
Sandra! Encara que /725/ /Dcra’ut Jexclusivitat de/ nom, me n’a/cgro molt d’haver Com/oarﬁf
aquest temps al laboratori amb tu. Ens veiem ben aviat a Londres!

/\/oe//a, /a otra chica C/wcépo/nt, que rcsponsa/)///b’aa// No te preocupes que tu /DLIC‘GICS con esto
Yy conmd3s. Mucha suerte!

No me’n puc oblidar def Roger: encara me’n recordo de la Ior/}nc‘ra vc:gaa’a gue et vajg veure...
Dios! Dnde me habia metido?! Aviat em valg adonar que els /Dr/mers anys al lab no haurien estat
[gua[s sense les teves cancons de fons (si Elvis levantara la cabeza...). Cuantes coses han
/oassat des de lavors... En el futur, may the force be with... us!

Ala gent del Carles, /a C/?@/es, /a Laia, /a Sandra, /a Jemina, /a Majte, Cecilia A= /ena, encara que
ens separ/ ef /Dassaolis sempre ens uniran les celebracions al seminari. Cheles, me a/cgro de
haber tenido Ia o/oor‘['un/daa’ de conocerte /mjor estos ultimos meses. Esp@ro que todo te vaya
muy bien en la nueva etapa/

/ ara les meves nenes Fombe:

Eva, mi mifa...! Me has ayudaa’o tanto des del /o/‘/halblb que el /oaloc/ se guca/a corto... Gracias
por Jos abrazos Yy gestos de carifo cuando estaba un poco ‘“tova’, por infundirme calma cuando
estaba histérica con los Io/azos de /5 tesis yen detinitiva porestar a mi Jado yser buena amiga
sin esperar nada a cambio. @é@ en Londres encuentre tan buena gente como ... y ahora
dnimos con ef proyecto gue heredas 4 un pequeno conscjo: tra[aﬁa mucho Yy con o/ot/mfsmo, que
para que Jos cxpcnhentos sa/gan se necesita también un Punt/to de fe!

Albi! Que suerte tenerte en ef grupo... con Jo desastre que yo 50y, /3 incursion en  mamitero
habria sido un caos si ti no hubicras puesto un poco de orden. Gracias por tantas
conversaciones divertidas a la hora de comer, porestar 5/}3/77/0/‘6 d/sloucsta a echar una mano, en

[/h, por hacerme sentir gue loodia contar contigo en cada momento.



A/éa, mira que fa ben /Doquci' que et vas unir al gup de /Dombes, pero' /3 integracio ha estat
Io/cna/ Quin bon ull que ha tingut /a Rosa en escollir-te! Gracies per ia/l/dar—mc en els moments
més critics de | ’escrlptura / per Lexcellent cum laude que em vas atorgar quan estaba “al borde
del/ ataqgue de nervios”. Espero que tinguis molta sort amb a tesi | sobre tot espero /3 teva visita
aUk.
Neus! La darrera /hCO/;DoraC/é del gup... Ara tu has passat a ser /a Pcf/'ta del/ gruID/ Pero amb la
teva energia te s menges a tots! Des del pr/mcr dia que vajg veure que encaixaries en el gupa /a
IDCH[CCC/O" Sortamb els dltims examens / amb e/ que vindra o/cspré& ..
| encara que no és nena Y gue Ja no és poméc, vull a(gra/'r al German els mesos Comloart/}fs al
laboratori. Per deixar-me conéixer la seva visic tan diferent del mon.
Y por d/t/hio, mi Maribel- Mira que han /02520/0 cosas en estos cinco afos, pero s/ me tengo que
quca/ar con a/go, seria con el haberte conocido. Emloczamos jum‘as esta cfaloa yatu Jado he
a/Drend/do tantas cosas... te he echado mucho de menos este dltimo afo que ya no estabas en el
/ab, pero me ha pcrm/t/do darme cuenta que /a tuya no &s de esas amistades gue se /Jléra'cn en
cuanto sales por /a puerta. Gracias por ser una amiga incondicional! En el futuro espero que
Torv y yo looa’amos Com/oafﬁr otras muchas cxpcr/éncfas con José Luis y contigo... i dentro de
muy Iooqu/to, con Ferran. Supongo que ya lo sabes, pero... Que te qu/cro, gualoa!
Gracies a la Laura, per saber /ocra’onarme Jes tcm/ooraa’cs gue he estat c/eslocr]éa/a del mon /PC/‘
seruna bona am[ga tots aquests anys.
Gracias a mi familia, a mis /7€rman05, Jorge y Maria, y mis casi /7€rmanos, R'ac]uc/ Y Jord). Por
entenderme Yy no cuestionarme cuando em/occé esta locura de la tesis. For 5oloortar mis
berrinches con /DaC/an/a Y por apoyarme de forma incondicional. 5é que no os lo d/go con
Frecuencia gue os merecéss, pero os qu/ero mucho Yy os voy a echar mucho de menos en
Londres.
Gracias a la Marina, porgue su risa se contagia Yy hace que se me olviden los momentos mas
tristes.
Gracias a mi abuela, porgue, aungue creo gue todavia no ha entendido qué era lo que hacia su
nieta en el C//n/c, S/émlorc ha tenido una pa/abra de carifio Y de nimo cuando la he necesitado.
Gracias a mis /Daa’rcs, porque han sido ef mcjor cj/emp/o que una /y/”a Ioodr/’a tener. Gracias por
tantas velas Y otros tantos desvelos. For vosotros soy como soy y sSlo espero gue os sintdis
tan OIgu//osos de mi como {o me siento de vosotros.
Gracias a mi otra familia, Juani y Antonio, Mar g A//ch‘t, por conbar tanto en m y por hacerme
sentir desde ef /Dr/na/’o/o como una mas de la famila. A la Sara, por G/cjarme /Da/‘l'/’C//bar en sus
jucgos 4 poresos besos que te a/c:gran elda.
Y por dltimo, gracias a Toni. Hay que ver Jo que es /2 vida... Si no te hubiera conocido, ahora no
estaria escribiendo estos a‘graa/eam;bntos porque Pro/)aly/cmentc no hubiera estado tan loca
como para empezar una tesis... Sin cmz’va/go, aqui estoy, y no Iouca/o hacer otra cosa que darte
as gracias por aﬂuc/arme a Conse‘gu/r/o. Gracias por contagiarme tus ganas y tu entusiasmo, por
todas [as veces que me has tenido que consolar 'y convencer de que valia para esto. Como ya te

aj’e en su momento, t me das valor... te qUJéro!

Ba/‘cc/ona, Abril del 2007






La vida no es facil, para ninguno de nosotros. Pero...
jqué importa!l Hay que perseverar y, sobre todo, tener
confianza en uno mismo. Hay que sentirse dotado
para realizar alguna cosa y que esa cosa hay que
alcanzarla, cueste lo que cueste.”

Maria Sktodowska-Curie






A mis padres,
a Toni,
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Introduccio

1. CICLE CEL-LULAR EN
SCHIZOSACCHAROMYCES
POMBE

El llevat de fissio

Schizosaccharomyces pombe va ser
descrit per primera vegada per P.
Lindner el 1893, que el va aillar a
partir d'un tipus de cervesa
africana, donant-li el nom de pombe
(cervesa en swahili). Tot i aixi, el seu
valor com a eina per a l'estudi del
cicle celllular no va ser posat de
relleu fins el 1950 per Murdoch
Mitchison (Mitchison, 1957).

Filogeneticament  prové  d’una
branca ancestral dels ascomycetes,
denominada  archaeascomycetes i
estudis  comparatius de les
seqiiencies de DNA i RNA
demostren que aquest llinatge va
separar-se dels ascomycetes
aproximadament fa uns 4000
milions d’anys.
Observades  fenotipicament, es
tracta de cel-lules cilindriques, d"uns
3-4 pm de diametre i 10-14 pm de
llargada, que conserven la seva
forma allargada gracies a un
creixement exclusivament polar i al
fet que es divideixen per mitja d'un
septe transversal que separa la
cellula mare en dues cel-lules filles

iguals. Geneticament, contenen una

dotaci6 de tres cromosomes amb

4940 ORFs predits, aproximadament
un 43% dels quals contenen introns.
Avui en dia, el llevat de fissié S.
pombe es considera un excellent
model per a lestudi dels
mecanismes basics que controlen el
cicle cel'lular en eucariotes, donat
que aquests han estat altament
conservats al llarg de Il’evolucio.
D’altra banda, la utilitzacio d’un
organisme com el llevat de fissid
atorga altres avantatges per a
'estudi d’aquests mecanismes.

En primer lloc, les cel-lules de S.
pombe  sén  predominantment
haploids durant el cicle vegetatiu,
essent només diploids en condicions
de deplecio6 nutricional, generalment
per manca de fonts de nitrogen en el
medi. En aquest cas, dues cel-lules

haploids  de

d’aparellament poden conjugar-se

diferent  tipus

donant lloc a un zigot amb dotacio
genetica 2n. En qualsevol cas, aquest
estat és transitori i rapidament
aquestes cellules diploids tendeixen
a progressar en meiosi donant lloc a
quatre ascospores contingudes en
un asc i que sén novament haploids.
Aquestes espores poden germinar
un cop les condicions Optimes de
creixement son restablertes en el
medi. Ocasionalment, també es pot

observar creixement vegetatiu de



Introduccio

cel'lules diploids provinents de
mutants auxotrofics
complementaris.

En segon lloc, en part fruit de la
caracteristica anterior, en part degut
a que la taxa de recombinacid és
molt alta en elles, son cellules
facilment manipulables
geneticament. En conjunt, tot plegat
permet que s’hi puguin dur a terme
delecions, integracions de tags i
promotors controlables
exogenament, aixi com mutacions
puntuals.

Per ultim, donada la simplicitat de
I'organisme i la curta durada del seu
cicle cellular (aproximadament 3
hores), l'efecte que aquestes
modificacions puguin tenir en el
genoma son facilment avaluables
fenotipicament. Aixi, alteracions que
alenteixin la progressio en el cicle
cel'lular donaran lloc a cellules
elongades i, de forma inversa, totes
aquelles alteracions que accelerin el
cicle faran que les cel-lules que les
continguin presentin un tamany
inferior en comparacié a la soca
salvatge. Aquest fet va ser
inicialment observat per Thuriax i
Nurse el 1978, i va conduir al
descobriment del gen codificant per
la Cdc2 com a factor clau en la

progressio del cicle cellular en S.

pombe (Fantes, 1981; Nurse and
Bissett, 1981; Nurse and Thuriaux,
1980; Thuriaux et al., 1978).

De la mateixa manera que succeeix
en organismes eucariotes superiors
el cicle cellular de S. pombe es pot
dividir en quatre fases discretes
conegudes com G1, S, G2 i M. Fruit
d’aquest procés, tots els components
necessaris per a la supervivencia
cel-lular aixi com el material genetic
de la cel'lula mare sén duplicats i
repartits de forma equitativa entre
les cel-lules filles.

La fase Gl (Gap phase 1) es
caracteritza per ser una fase de
sintesi  activa de  proteines
necessaries per estadis posteriors
del cicle, principalment aquelles que
permetran la replicacié del material
genetic en la fase S.

La fase S, o fase de sintesi, comenca
quan té lloc I'inici de la replicacidé a
diferents punts del genoma. Donat
que el DNA s’ha de duplicar una i
només una vegada cada cicle
cel-lular (el contrari donaria lloc a
poliploidia), I'activacié dels origens
de replicaci6 ha d’estar fortament
regulada. Aixi, un cop el DNA ha
estat replicat, els origens son
inactivats i les cel-lules progressen
en la segiient fase del cicle, la fase

G2 (Gap phase 2), durant la qual les
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cel'lules creixen fins a assolir la
mida adequada per a poder dur a
terme la fase de mitosi.

Per ultim, en la fase M o de mitosi,
les cellules amb el DNA duplicat
segreguen els seus cromosomes en
dos nuclis, i aquest esdeveniment és
seguit per un procés de citocinesi
que conduira finalment a la
separaci6 de dues cel-lules filles.
D’altra banda, durant el cicle
cel-lular es donen els mecanismes de
control o checkpoints, en que la
cel'lula comprova que la replicacié
ha tingut lloc de forma correcta, que
no hi ha hagut cap alteracio en el
genoma, que les condicions externes
son optimes per a la divisio i que els
fusos mitotics estan correctament
units als centromers. En cas contrari,
aquests mecanismes aturen la
progressid del cicle.

La transici6 entre fases esta
controlada de forma molt acurada
mitjangant l’activitat d’una dunica
quinasa, la Cdc2/Cdkl, que es pot
trobar  associada a  diferents
subunitats reguladores o ciclines,
depenent de la fase del cicle cellular
(fig. 1). D’altra banda, les accions
d’altres quinases i fosfatases, aixi
com la unido d’altres proteines
acaben de modular 'activitat de la
Cdc2.

Aquestes fases, aixi com els
mecanismes implicats en la seva
regulacié seran explorats amb més

profunditat a continuacio.

1.1 Cdc2/Cdk1:

En S. pombe la quinasa Cdc2 dirigeix
les dues transicions majors del cicle
cel-lular: START, punt en el qual les
cellules es  comprometen a
progressar en el cicle mitotic, i la
transicio G2/M, moment a partir del
qual s’inicien els processos de
condensaci6 dels cromosomes,
ensamblatge dels fusos mitotics i
formacio de l’anell d’actomiosina,
que finalment culminaran en Ila
mitosi i posterior citocinesi (Nurse et
al., 1981). Es tracta d'una proteina
altament conservada al llarg de
I'evoluci6 de manera que en
eucariotes superiors han estat
identificats ortolegs que poden
complementar mutants de Cdc2 de
S. pombe. En aquests organismes,
pero, la Cdc2 tnicament és
responsable de la transici6 G2/M,
mentre que altres cinases molt
properes a aquesta (Cdk4/6 i Cdk2)
controlen les transicions restants del
cicle cel-lular (Morgan, 1997).

La Cdc2 és una proteina de 34 kDa
serina/treonina

amb activitat

quinasa. Es, de fet, la subunitat
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catalitica dun complex
heterodimeric amb una subunitat
reguladora o ciclina. Tot i que els
nivells de la Cdc2 son constants al
llarg del cicle, la seva activitat és
fluctuant, experimentant un
augment durant la transicio G1/S i
essent maxima a l'inici de la mitosi.
Aquesta fluctuacio s’assoleix gracies
a multiples esdeveniments, entre els
que trobem la uni6 a la seva ciclina,
processos  de  fosforilacié i
defosforilacié i uni6 a proteines
inhibidores.

Totes les ciclines tenen en comt un
domini anomenat cyclin box, que és
necessari per tal que puguin unir-se
ala Cdc2i activar-la. A S. pombe han
estat descrites 4 ciclines diferents,

que seran exposades a continuacio.

Fig. 1. Cicle cellular de Schizosaccharomyces pombe.

1.2 Ciclines:

A S. pombe les transicions entre les
diferents fases estan controlades per
la Cdc2 acomplexada amb diferents
ciclines. Fins el moment shan
descrit 4 ciclines diferents: la Pucl,
la Cigl, la Cig2 i la Cdcl3. La
primera regeix la fase G1, la Cigl ila
Cig2 son ciclines de fase Sila Cdc13
és la responsable de la transicid
G2/M. Les tres darreres son ciclines
de tipus B, mentre que la Pucl té
una major similitud amb les ciclines
de fase G1 de S.cerevisiae. De fet, de
totes 4, unicament la Cdcl3 és
essencial per a la viabilitat cellular, i
pot compensar l'accié de les altres
ciclines en cas que aquestes no hi
siguin presents. Aquest fet s’explica
si considerem que l'activitat que la
Cdc2 assoleix quan s’acomplexa
amb les ciclines de fase G1 o S és
moderada, i aix0 li permet fosforilar
substrats d’elevada afinitat
necessaris per aquestes transicions.
Un cop superada la fase S, un
augment en l'activitat de la Cdc2
com a conseqiiencia de la seva unio
a la Cdcl3 permet la fosforilacid
d’altres substrats de menor afinitat,
necessaris per a dur a terme la
transici6 G2/M. Donat que la
transcripcié de la Cdcl13 no es troba

regulada al llarg del cicle, la
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fluctuaci6  dels  seus  nivells
s’aconsegueix a través de la seva
degradaci6 al final de la fase M. La
Cdcl3 comenca a acumular-se
durant la fase G1, i assoleix nivells
maxims en G2. En absencia de les
ciclines de fase G1, la fase S
s’endarrereix fins que l’activitat
quinasa associada a la Cdc13 supera
el llindar necessari per a la
fosforilacié dels substrats d’aquesta
fase (Fisher and Nurse, 1996).
Curiosament, la deleccio de Cdcl13
dona lloc a processos de re-
replicacio, conduint a cellules
gegantines amb nuclis engrandits
(Hayles et al., 1994). Aquest fet
implica que l'activitat de la Cdc2
durant la fase G2 s’encarrega, entre
d’altres, de bloquejar la maquinaria
replicativa, evitant aixi cicles

succesius de replicacio.

1.2.1 Pucl:

Aquesta ciclina va ser descrita per
primera vegada en un screening
dissenyat per tal d’identificar
proteines capaces de complementar
la funcio de les ciclines de fase G1 a
S.cerevisine (Forsburg and Nurse,
1991). La seva funcidé en condicions
normals és dificil d’establir, pero pot
manifest  si

ser posada de

paral-lelament es deleccionen les

ciclines de fase S Cigl i Cig2.
(Martin-Castellanos et al., 2000). En
aquesta situacid, la perdua de la
Pucl dona lloc a un bloqueig en la
fase G1 i a un augment en el tamany
de les cel-lules. Tot plegat suggereix
que la Pucl és necessaria per tal
d’acoblar I'inici de la fase S amb la
consecucié d'un tamany critic per
tal de dur a terme aquesta fase. La
Pucl és constitutivament expressada
al llarg del cicle a uns nivells baixos
i pateix una inducci6 a G1 (Forsburg
et al., 1991). Tot i que el seu paper va
resultar criptic al principi, avui en
dia s’ha establert la seva contribucio
en la fosforilacio responsable de la
degradacio de I'inhibidor de la Cdc2
Ruml. (Martin-Castellanos et al.,
2000). D’altra banda, la Pucl també
ha estat implicada en la formacio del
complex Cdcl0/Sctl que controla
I'expressi6 de gens a START en
collaboraci6 amb la quinasa
Ranl/Patl (Connolly et al., 1997).
Donat que la Patl esta clarament
implicada en la regulacio del
desenvolupament sexual i la meiosi
(on té un paper inhibidor) (lino and
Yamamoto, 1985), la interaccio entre
ambdues proteines explicaria el
fenotip de meiosi accelerada en

mutants mancats de la Pucl.

(Forsburg and Nurse, 1994). Ara per
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ara, no han estat descrites altres

funcions de la Pucl.

1.2.2 Cig2:

La Cig2 és la principal ciclina de
fase S. Malgrat que quan es va
identificar se li van atribuir funcions
mitotiques (Bueno and Russell,
1993), avui sabem que el seu paper
principal el juga en la promocié de
la replicacié del DNA (Connolly and
Beach, 1994; Mondesert et al., 1996).
La transcripcio de la Cig2 es troba
regulada al llarg del cicle cel'lular,
experimentant un pic durant la
transicio G1/S (Connolly et al., 1994).
De la mateixa manera, els nivells de
proteina  aixi com  l’activitat
associada al complex Cdc2/Cig2
també son maxims en aquest punt
(Mondesert et al.,, 1996; Martin-
Castellanos et al., 1996; Fisher et al.,
1996). La seva estabilitat també esta
sotmesa a regulacio, i les
fluctuacions observades sén també
degudes a l'accio dels complexes
SCF i APC (Yamano et al., 2004). Tot
i que ha estat ampliament demostrat
que el complex Cig2/Cdc2 té una
implicacié important en la regulacio
de la fase S (mutants de cig2
presenten un bloqueig en fase S
(Mondesert et al., 1996)), les dianes a

través de les quals du a terme
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aquesta regulaci6 no son massa
clares, per ara. Un possible candidat
que ha estat proposat és la proteina
essencial per a I'inici de la replicacié
Drcl (Sld2 a S.cerevisiae) (Masumoto
et al., 2002; Noguchi et al., 2002).
Drcl conté llocs putatius de
fosforilacié pel complex Cdc2-Cig2
que, si es muten, fan que la proteina
sigui  inactiva.  Moltes  altres
proteines requerides per a la sintesi
de DNA poden ser fosforilades per
la Cdc2 in vitro (v.g. ORC, MCMs), i
fins i tot s’ha descrit la interacci6 in
vivo de la Cdc2 amb un dels
membres del complex ORC (Orc2),
(Leatherwood et al., 1996) encara
que la significanga d’aquests fets no
ha estat establerta.

Un altre substrat conegut del
complex Cdc2-Cig2 és la proteina
Cdc18. Breument dir que és un dels
components del complex pre-
replicatiu que s’estableix en els
origens de replicacié just abans
d’iniciar la sintesi de DNA,
necessari per tal de reclutar la
maquinaria replicativa a aquests
origens. En aquest cas, no es tracta
d’una fosforilacio activadora, ans al
contrari, la fosforilacié de la Cdcl8
per la Cdc2 unida a Cig2 condueix a
la dissociacié d’aquesta del DNA i a

la seva posterior degradaci6 (Lopez-
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Girona et al., 1998; Jallepalli et al.,
1997). D’altra banda, la transcripcio
de la Cdc18 és bloquejada durant la
fase S (Baum et al., 1998). D’aquesta
manera, s’aconsegueix reduir la
seva activitat a una finestra molt
estreta i evitar que un cop la fase S
ha estat completada es torni a donar
una activaci6 dels origens de
replicacio.

D’altra banda, I'expressio de la Cig2
també es troba sotmesa a regulacio
(Ayte et al., 2001) El complex MBF
(Mlu Binding Factor) que compren la
proteina Cdc10 unida a les proteines
Resl o Res2 regula l'expressié de
gens importants per a la fase S, com
ara cdcl8 i cdtl, a més de cig2
(Obara-Ishihara
1994). En

and Okayama,
experiments  de
sobreexpressio es conclou que la
Resl té un paper activador, mentre
que la Res2 té un paper repressor.
Sorprenentment, aquest ultim és
parcialment depenent de la Cig2 i
constitueix una retroalimentacio
negativa de la Cig2 sobre la seva
propia expressio. La Cig2 pot unir-
se a la Res2, pero no per fosforilar-
la. Més aviat, aquesta unié permet
que la Cig2 es dirigeixi al complex
MBF, on fosforila la Res1 a la Ser130.
Com a conseqiiencia d’aquesta

fosforilacio té lloc una davallada en

T Transcripcié

I'expressié de gens depenents de
MBF, entre els quals, com ja s’ha dit,
es troba la propia Cig2. Es important
observar que un dels altres gens
regulats pel complex MBF és el de la
Cdcl8. Per tant, a part de la
regulacio abans esmentada de
I'estabilitat de Cdcl8 per part de
Cig2, també té una implicacio en la
regulacio de la seva expressio. Aixi,
el complex Cdc2-Cig2 evita la re-
replicacid a través de dues vies que
condueixen a la desaparicié de la

proteina Cdcl8 dels origens de
replicacio (fig. 2).

\< Cdc13
Cdc2
\

DEGRADACIO
..................................................................................... Re-replicacio’

S G2

Fig. 2. Regulaci6 de la Cdc18 per la Cdc2-Cig2.

1.2.3 Cigl:

La Cigl va ser descrita per primera
vegada com una ciclina de tipus B,
amb un paper important en la
progressio de la fase G1 (Bueno et
al., 1991). Tot i aixi, la seva deleccid
no té un efecte marcat en el cicle,

donat que la Cdc13 pot assumir les

11
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seves funcions (Fisher et al., 1996).
Val a dir que malgrat la seva funcio
és duta a terme durant la fase G1, la
seva activitat és maxima durant la
mitosi (Basi and Draetta, 1995).

A diferencia dels complexes Cdc2-
Cig2 o Cdc2-Cdcl3, el complex
Cdc2-Cigl no pot ser inhibit per la
Ruml (Correa-Bordes and Nurse,
1995; Martin-Castellanos et al., 1996;
Benito et al.,, 1998). Tanmateix, el
complex Cdc2-Cigl pot fosforilar la
Ruml, afectant-ne l'estabilitat
(Benito et al., 1998). Aixi, la Cigl
conjuntament amb la Pucl funciona
promovent la degradacié de la
Ruml i d’aquesta manera afavorint
I'activitat dels complexes Cdc2-Cig2
i Cdc2-Cdc13 (Martin-Castellanos et
al., 2000), necessaria d’altra banda
per tal de progressar en les
transicions G1/S i G2/M. Es a dir,
que els complexes Cdc2-Cigl i
Cdc2-Pucl funcionarien com a
monitors del creixement cellular
durant la fase G1, promovent de
forma indirecta la transicié G1/S a

través de la inhibicio de la Ruml.

1.2.4 Cdc13:

La Cdcl3 és I'tnica ciclina
completament indispensable per a la
progressio del cicle cellular. Els

nivells de proteina sén fluctuants,

12

augmentant al llarg de G2 i
davallant a mida que les cel-lules
progressen a través de la mitosi i la
fase G1 (Creanor and Mitchison,
1996). Donat que la seva transcripcio
no pateix fluctuacions, aquestes son
fruit de la seva degradacid
mitjancada pel complex APC
(Anaphase Promoting Factor), que és
alhora regulat per la propia Cdc2-
Cdc13. Darrerament s’ha demostrat
que la xaperona Cdc37 és necessaria
per tal que es formi el complex
Cdc2-Cdc13 (Turnbull et al., 2006).

A més de la regulaci6 de la seva
estabilitat, l'activitat del complex
Cdc2-Cdcl3 també es troba afectada
per l'accio de l'inhibidor especific
Ruml, aixi com per l'accié d’una
quinasa activadora (CAK1), de
quinases inhibidores (Weel i Mik1) i
de la fosfatasa activadora Cdc25.
Aquestes regulacions seran més
ampliament explorades en un
apartat posterior dedicat a la
regulacio del complex Cdc2-Cdc13.

D’altra banda, considerant el seu
paper en la progressio del cicle,
aquest complex constitueix la diana
ultima dels mecanismes de control o
checkpoints, que l'inhibeixen en
situacions de dany al DNA,
bloqueig en la replicacio, estres,

etc... per tal d’evitar que la cel-lula
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es divideixi fins que no hagi
solucionat o s’hagi adaptat a aquests
insults.

La localitzacié del complex també
ha estat motiu d’estudi, i ara sabem
que pot estar localitzat al nucli
durant les fases S i G2, pero també
al nucleol, al spindle pole body (SPB),
aixi com també al llarg del fus
mitotic (Alfa et al., 1989; Alfa et al.,
1990; Gallagher et al., 1993). En el cas
del nucli, aquesta localitzacié és
clarament depenent de la Cdcl3
(Alfa et al, 1989). Es interessant
remarcar que molts dels seus
reguladors també es localitzen al
nucli (v.g. la Weel i la Cdc25)
(Aligue et al., 1997) i que, en el cas
dels checkpoints, la deslocalitzacié de
la Cdc25 contribueix a la inhibicid
del complex (Lopez-Girona et al.,
1999).

En referencia els seus substrats, un
gran nombre de proteines poden ser
fosforilades per la Cdc2-Cdc13, tot i
que en molts casos el significat
d’aquestes fosforilacions és elusiu.
De la mateixa manera que quan la
Cdc2 es troba unida a la Cig2, el
complex Cdc2-Cdcl3 pot fosforilar
la Cdcl8, promovent la seva
dissociacio del pre-RC i posterior
degradacié (Lopez-Girona et al,

1998). Aquesta no és I'tinica forma

en que el complex pot evitar la re-
replicaci6 del = DNA.  Altres
components del pre-RC com ara
I’Orp2 son també dianes de la Cdc2-
Cdc13 i la seva associacio estable als
origens de replicacid és necessaria
per tal de garantir que no es donara
un altre cicle de replicacio fins que
no s’hagi dut a terme la mitosi
(Wuarin et al., 2002).

La Cdcl3 pot també interaccionar
amb els microtubuls (Booher and
Beach, 1988) i, a més, altres substrats
potencials durant la mitosi inclouen
la fosfatasa Dis2 (Yamano et al.,
1994) i la proteina reguladora dels
microtubuls i del SPB Disl. Fins el
moment, pero, el paper d’aquestes
fosforilacions resta irresolt.

La Cdc2-Cdcl3 sha involucrat
també en la condensacié dels
cromosomes i ara sabem que la seva
implicacio en aquest procés té lloc a
través de la proteina Cut3
(component de la condensina). La
Cdc2-Cdc13 fosforila la Cut3 in vitro
i com a minim en un residu in vivo.
La mutacié d’aquest residu (T19) a
alanina anulla la seva funcié en
impedir que s’acumuli al nucli
(Sutani et al, 1999). També fent
referencia a la condensacié de la
cromatina, un substrat ampliament

utilitzat in vitro en assajos per

13



Introduccio

analitzar l'activitat del complex
Cdc2-Cdcl3 ha estat la histona HI.
Aquesta conté dues regions
basiques amb un elevat nombre de
residus putatius de fosforilacié per
la Cdc2 (aa polar-S/T-P-X-K) que
semblen estar implicats en la
interacci6 del nucleosoma amb el
DNA. La histona H1 és altament
fosforilada durant la mitosi per la
Cdc2 en mamifer (Langan et al.,
1989), i la Cdc2 immunoprecipitada
de cultius de S. pombe es també
capa¢ de fosforilar-la in vitro. Tot
plegat sembla indicar que la histona
H1 és un altre dels substrats de la
Cdc2-Cdc13, i probablement aquesta
fosforilacié té una implicacid en la
condensacio de la cromatina, previa
a la mitosi.

Un concepte ampliament acceptat
en Xenopus i mamifer és I'existencia
d"un loop d’autoactivacio de la Cdc2-
Cdcl13 a través dels seus reguladors
principals Weel (Mueller et al., 1995;
Tang et al., 1993; McGowan and
Russell, 1995; Watanabe et al., 1995) i
Cdc25 (Kumagai and Dunphy, 1992;
Kumagai and Dunphy, 1996; Izumi
and Maller, 1993; Kuang et al., 1994;
Strausfeld et al., 1994, Hoffmann et
al., 1993; Clarke et al., 1993). En el
cas de la primera es tractaria d’una

fosforilacié inhibidora, mentre que
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en el cas de la segona seria
activadora. Malgrat els antecedents
en altres especies i el fet que la regio
amino-terminal de la Weel conté
llocs potencials de fosforilacid, no
s’ha pogut demostrar que la Cdc2-
Cdc13 la fosforili in vivo. En el cas de
la Cdc25, el complex Cdc2-Cdcl3
pot fosforilar-la in vitro (Wolfe and
Gould, 2004) i wuna fosforilacio
activadora depenent de la Cdc2-
Cdc13 ha estat també demostrada in
vivo (Kovelman and Russell, 1996).

Mentre que en S.cerevisine i en
mamifer és un fet acceptat que la
Cdc2 pot fosforilar el complex APC
afavorint la forma activa unida a la
subunitat Cdc20 (implicada en la
separaci6 de les
(Rudner and Murray, 2000; Kraft et

cromatides)

al., 2003), una regulacié similar no
ha estat demostrada encara a S.
pombe. Nogensmenys, si que és ben
establert que la Cdc2 pot fosforilar
una altra subunitat de 1'APC, la
proteina Ste9/Srwl, encarregada de
degradar la ciclina Cdcl3 durant la
tase GI1. (Yamaguchi et al., 1997;
Kitamura et al., 1998; Blanco et al.,
2000). Aquesta fosforilacio té com a
resultat la dissociacié de I'APC i la
seva posterior proteolisi. (Blanco et
al., 2000).
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Fent també referencia a la regulacio
de 'APC, també ha estat descrita la
interaccio de la Cdc2-Cdcl3 amb la
proteina Pspl/Sds23 (Jang et al.,
1997). Tot i que la funcié d’aquesta
proteina no és ben coneguda, se sap
que té un paper positiu en la
degradacid

ciclosoma (Ishii et al, 1996),

mitjancada pel

probablement intervenint en el
reconeixement de les Destruction
Boxes de les proteines dianes per
part de 'APC.

Per ultim, també s’ha suggerit la
implicaciéo de la Cdc2-Cdcl3 en la
regulacié de la citocinesi, donat que
I'expressi6 d'una  forma no
degradable de la Cdc13 bloqueja la
sortida de la mitosi i la formaci6 del
septe, alhora que impedeix la
localitzaci6 normal de membres de
la via SIN (Septation Initiation
Network) (Chang et al., 2001).

Altres dianes no han estat fins el
moment descrites, tot i que, donada
la implicaci6 de la Cdc2 en gran
nombre de processos i que moltes
proteines contenen el seu consens de
fosforilacié no es pot descartar que
en el futur apareguin nous

candidats.

1.3 Regulaci6 dels complexes Cdc2-
ciclines:

Com queda patent en Ilapartat
anterior, els complexes Cdc2-ciclines
son els motors cellulars que
permeten que el cicle progressi. Per
aquest motiu, han  d’estar
perfectament controlats, ja que una
activacio prematura tindria com a
conseqiiencia la divisié cel-lular
sense que s’hagi pogut replicar el
DNA o sense que s’hagi assolit la
mida adequada. Aquests processos
conduirien finalment a la perdua de
la viabilitat de la cel-lula. Es per aixo
que les cellules han desenvolupat
mecanismes per poder frenar la
progressio del cicle celllular i que
tenen com a objectiu final disminuir
I'activitat dels complexes Cdc2-
ciclines.

En aquest apartat es consideraran
I'inhibidor especific Ruml, aixi com
els processos de fosforilacio i de
defosforilacié que afecten la funcio
de la Cdc2 i els mecanismes de
degradacié que regulen l'estabilitat
de les ciclines. Per ultim, malgrat
que no l'afecti directament, també
s‘explorara la implicaci6 de la
fosfatasa Flp1/Clp1 en la inactivacio
del complex Cdc2-Cdcl3 i en la

defosforilacid dels seus substrats.
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1.3.1 Rum1:

La Ruml va ser identificada en
virtut de la seva capacitat per
bloquejar el cicle cel-lular en fase G1
(Moreno and Nurse, 1994). En
treballs posteriors es va demostrar
que aquest bloqueig era dut a terme
a través la inhibici6 dels complexes
Cdc2-Cdcl13 i Cdc2-Cig2. (Correa-
Bordes et al., 1995, Martin-
1996). Aquesta

interferencia en la progressié del

Castellanos et al.,

cicle és important perque manté les
cel'lules en un estat referit com a
pre-START fins que aquestes han
assolit una mida suficient per
acomplir un altre cicle (Labib and
Moreno, 1996; Martin-Castellanos et
al., 1996). Impedeix, a més, que es

doni una mitosi sense que s’hagi

replicat
(Correa-Bordes et al., 1995). Aixi, la

pérdua de la Ruml condueix a un

previament el DNA

escurcament de la fase G1 i
impedeix que les cellules puguin
bloquejar-se en condicions de
mancan¢a de fonts de nitrogen,
essent en conseqiiencia esterils. En
contraposicid, la sobreexpressié de
Rum1 doéna lloc a un augment de la
ploidia degut a re-replicacio,
reminiscent al que es ddéna en
absencia de la Cdc13. (Jallepalli and
Kelly, 1996, Correa-Bordes et al.,
1995). Rum1l no només inhibeix els
complexes, sin6 que també
afavoreix que la Cdcl3 pugui ser
degradada durant la fase G1 (on ja
no pot ser inhibida per Ila

fosforilacié a la Y15) (Hayles and
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Fig. 3. Regulaci¢ de la fase G1 per Ruml.
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Nurse, 1995). En aquest cas estaria
actuant com a proteina adaptadora
entre la Cdcl3 i la maquinaria
proteolitica (fig. 3) (Correa-Bordes et
al., 1997).

Ruml comenca a acumular-se al
final de la fase M, i els nivells de
proteina son maxims durant la fase
Gl. A partir d’aquest punt, la
fosforilacié per part del complex
Cdc2-Cigl (que és insensible a la
inhibici6 per Rum1) en els residus
T58 i T62 el marca per a ser
degradat (Benito et al., 1998) (fig. 3).
En el cas de la Ruml la degradacio
esta mitjancada  pel

ubiquitin-lligasa SCF (Skp1, Cullin,

complex

F-Box protein) i requereix en concret
dos factors F-Box: la Popl i la Pop2
(Kominami and Toda, 1997;
Jallepalli et al., 1998; Kominami et al.,
1998; Maekawa et al., 1998).

1.3.2 Weel/Mik1:

L’activitat de la Cdc2 pot ser
inhibida a través de la fosforilacid
en la tirosina 15 (Y15) (Gould and
Nurse, 1989). Aquesta fosforilacio és
duta a terme per les quinases Weel i
Mik1 (fig. 4), essent Weel la quinasa
principal (Nurse, 1975; Russell and
Nurse, 1987b; Featherstone and
Russell, 1991; Lundgren et al., 1991;

Parker and Piwnica-Worms, 1992;

McGowan and Russell, 1993; Lee et
al., 1994). Aquesta fosforilacio
inhibitoria és necessaria per tal
d’evitar una activacié prematura del
Cdc2-Cdc13 i en

conseqtiiencia, la deleccié simultania

complex

d’ambdues quinases ddna lloc a un
fenotip de catastrofe mitotica
(Lundgren et al., 1991).

La Weel és alhora subjecte de
regulacio  per altres
(Dunphy, 1994). La

Nim1/Cdrl es va clonar en un

quinases

quinasa

screening ideat per aillar supressors
de la mutacié cdc25-22 (Russell and
Nurse, 1987a). La seva deleccid
provoca un alentiment en l'entrada
en mitosi, mentre que la seva
sobreexpressio 'accelera. La quinasa
Nim1 juga el seu paper a través de
la inhibici6 de la Weel, pero no a
través de la Mikl, donat que la
sobreexpressio és unicament letal en
mutants mikl- (Wu and Russell,
1993). Altres estudis in vitro
confirmen aquest fet, demostrant
que la fosforilacio de la Weel en el
seu domini catalitic per la Niml
disminueix la  seva  activitat
(Coleman et al., 1993; Parker et al.,
1993; Wu et al., 1993).

Es curids, per altra banda, el fet que
la localitzacié de la Niml i de la

Weel no sembla coincidir. Aixi, la
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Weel és una proteina
predominantment nuclear, mentre
que la Niml es  detecta
exclusivament al citoplasma (Wu et
al., 1996). S’han considerat dues
hipotesis que poguessin explicar
aquest fet: la primera assumiria que
la Nim1 al citoplasma fosforilaria la
Weel de nova sintesi, inhibint-la
abans que accedis al nucli. Una altra
explicacio plausible implicaria la
continua sortida i entrada del nucli
per part de la Weel, de la Nim1 o de
totes dues. A favor d’aquesta
hipotesi estaria el fet que la
interacci6 de la Weel amb la
proteina Swol (membre de la
familia Hsp90) s’ha demostrat
necessaria per la funcié de la Weel
(Aligue et al., 1994). Aquest tipus de
xaperones s’han relacionat
previament amb la regulacid de la
localitzaci6 de proteines, recolzant
la hipotesi del shuttling.

La Swol no només estaria
participant en la localitzacié de la
Weel, sind que també tindria un
paper en l'estabilitat de la Weel i la
Mik1 (Goes and Martin, 2001).

Una altra quinasa amb homologia a
la Nim1, la Cdr2, és també capag
d’inhibir la Weel, fosforilant-la al

domini N-terminal (regulador). Es

interessant notar que aquest domini
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N-terminal conté diversos llocs
potencials de fosforilacid, aixi com
una regio probablement involucrada
en la localitzacio i el reconeixement
del substrat (Aligue et al., 1997).

Per altim, la Weel i la Mikl sén
substrats de les proteines de
checkpoint, que les fosforilen
estabilitzant-les. Aquest fet, pero,

sera explorat més endavant en

'apartat dedicat als checkpoints.

1.3.3 Cdc25:

Donat que el complex Cdc2-Cdcl3
és inhibit per fosforilaci6 en la Y15,
per tal que les cellules puguin
avangar en el cicle cal que aquest
residu sigui defosforilat (fig. 4).
S’han descrit dues fosfatases capaces
de dur a terme aquesta
defosforilacié: la Cdc25 i la Pyp3,
jugant el paper dominant la Cdc25
(Russell and Nurse, 1986; Gould et
al., 1989; Gould et al., 1990; Millar et
al., 1991; Millar et al., 1992a;
Kovelman et al., 1996).

La Cdc25 s’acumula a la cellula
previament a l'entrada a mitosi,
coincidint amb un augment del seu
mRNA (Moreno et al., 1990) i
desapareix després de la fase M,
probablement degut a la degradacid
mitjancada per ubiquitina (Nefsky
and Beach, 1996).
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D’altra banda, també s’ha suggerit
que el control de la seva taxa
traduccional actua com un sensor
acoblant el creixement cel-lular amb
la mitosi (Daga and Jimenez, 1999).

L’activitat de la Cdc25 és també
modulada per fosforilacio. Com ja
s’ha esmentat abans, la propia Cdc2
pot fosforilar-la (Kovelman et al.,
1996, Wolfe et al., 2004) com a part
d’un mecanisme de retroalimentacid
positiva de la seva propia activacio.
Aquesta fosforilacio seria
contrarestada a la sortida de mitosi
per la fosfatasa homologa a la Cdc14
de S. cerevisiae Flp1/Clpl (Kovelman
et al., 1996, Wolfe et al., 2004). La
Cdc25 és també substrat de les
quinases de checkpoint Chk1 i Cdsl
(Peng et al., 1997; Lopez-Girona et

al., 1999, Lopez-Girona et al., 2001) i

@ Mik1

Cde2
k Cd2  gepa

Cdc13

Pre-MPF

G2

Fig. 4. Regulaci6 del complex Cdc2-Cdc13.

Cde2

MPF

de la quinasa Srkl en condicions
com en condicions
2005).
de

fosforilacions inhibidores de la seva

d’estres aixi
normals (Lopez-Aviles et al.,
Es tracta, en aquest «cas,
funcié, que participen alhora en la
seva estabilitzacio a través de la
proteina 14-3-3 Rad24.

En altres organismes s’ha demostrat
que la quinasa POLO és també
capa¢ de fosforilar i activar la
Cdc25, pero la mateixa regulacio, tot
i que se’'n sospita l'existencia, no
s’ha pogut

moment per la quinasa Plo1.

demostrar fins el

1.3.4 CAK:
La Cdc2 pateix una altra fosforilacié
de

esmentada per les quinases Weel i
Mikl.

a banda la  previament

La fosforilacié del residu

Cdcl3

Cde2

MPF inactiu
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treonina 167 (T167), situat a la regio
T-loop produeix el rearranjament del
domini d'unié al substrat i enforteix
la interaccié amb la ciclina, atorgant
nous punts de contacte (Russo et al.,
1996) (fig. 4).

En eucariotes superiors la quinasa
responsable d’aquesta fosforilacio és
també un complex Cdk-Ciclina, la
Cdk7-CiclinaH (Harper and Elledge,
1998). A S. pombe existeixen dos
tipus de quinases capaces de dur a
terme aquesta fosforilacié. La
primera seria 1’'homologa d’aquest
complex a eucariotes superiors, i rep
el nom de Mcs2-Mcs6 (Buck et al.,
1995; Damagnez et al., 1995). L’altra
correspondria a l'homoleg de la
Cakl de
anomenada Cskl a S. pombe
(Hermand et al., 1998). La Cskl pot

fosforilar in vitro tant la Cdc2 com la

quinasa S.cerevisiae,

Mcs6, perd in vivo no és clar si
ambdues quinases (la Cskl i la
Mcs6) poden fosforilar la Cdc2.

D’altra banda, no se sap si la
fosforilacié a la T167 és limitant per
a l'activitat del complex Cdc2-
Cdcl3, ni si és previa o posterior a la

fosforilacio a la Y15.
1.3.5 Plo1:

La Plol és wuna altra quinasa

essencial per a la progressio del cicle
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cel'lular. Les seves funcions son
pleiotropiques, intervenint en la
formaci6 del fus bipolar, en Ia
formaci6 de l'anell d’actina, en
I'activitat de I’APC i en la septacio
(Ohkura et al., 1995; May et al., 2002).
La seva  sobreexpressio  té
conseqiiencies a molts nivells, pero
principalment condueix a wuna
descoordinacié entre la mitosi i la
citocinesi. Atenent a les seves
multiples  implicacions, no és
d’estranyar que la seva localitzacio
sigui dinamica. Aixi, la Plol es
localitza al SPB al principi de la
mitosi i al llarg del fus mitotic i en
I'anell d’actina durant la citocinesi
(Bahler et al., 1998b; Mulvihill et al.,
1999).

Estructuralment, la Plol com els
seus homolegs a S.cerevisiae (Cdc5) i
a mamifer (Plk1) conté un domini
quinasa altament conservat a la
regié amino-terminal, i dos dominis
Polo-Boxes (PB1 i PB2) a la regid
carboxi-terminal (Hudson et al,
2001; Seong et al., 2002). Les Polo
Boxes semblen ser importants per a
la localitzaciéo de la Plol, aixi com
per a la interacci6 amb els seus
substrats (Lee et al., 1998; Seong et
al., 2002). Estudis realitzats per Elia
et al. utilitzant llibreries peptidiques

de diferents organismes van revelar
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que la Plol s'uneix preferentment a
peptids fosforilats per Cdks, és a dir,
Ser/Tre

Curiosament, aquest residu

seguides de Pro.

fosforilat interaccionaria amb un
Trp conservat entre especies, que
quan es muta impedeix la correcta
localitzacié de les Plks. Aquest fet
recolzaria la hipotesi que les Plks
necessiten una fosforilacio previa
per part de la Cdc2 en els seus
substrats per tal de poder fosforilar-
los. Cal, pero, tenir en compte que
no tots els substrats coneguts de les
Plks son també substrat de les Cdks.
Una possibilitat seria que la
fosforilacié de substrats de Plks per
part de les Cdks podria no ser
necessaria pero  afavoriria la
fosforilacid per Plks.
Alternativament, alguns d’aquests
substrats podrien contenir en la
regid6 d'unio a Plks residus amb
carrega negativa que mimetitzessin
aquesta fosforilacio.

Contrariament al que succeeix a
S.cerevisine 1 mamifer, els nivells de
mRNA i proteina de la Plol no
varien al llarg del cicle. La seva
activitat, en canvi, si que pateix
fluctuacions. Aix0 suggereix que
son modificacions post-
traduccionals (probablement

fosforilacions) les que fan que la

seva activitat oscil'li. De fet,
l’activitat mitotica de la Plo1 pot ser
abrogada mitjangant el tractament
amb fosfatasa lambda (Tanaka et al.,
2001).

En un principi, evidencies a Xenopus
laevis van suggerir que la PIx1
(I'homoleg de Plol en aquest
organisme) era la quinasa
responsable de I’activacio
primerenca de la Cdc25 que conduia
a l'amplificacié de l’activacio de la
Cdc2 (Kumagai et al., 1996). Per
contra, a S. pombe s’ha pogut
demostrar que la Plol és inactiva en
mutants cdc25-22 o cdc2-33, on la
Cdc2 encara no s’ha activat (Tanaka
et al., 2001). Hom esperaria que en
aquests mutants la Plo1 fos ja activa,
i el contrari indica que cal una
activacio previa de la Cdc2 per tal
que la Plol s’activi. Donada la
implicacio de la Plol en la mitosi,
aquest fet aniria més a favor d'un
paper promovent 'amplificacié de
I'activacié de la Cdc2 que a favor
d’un paper com a iniciador del loop.

D’altra banda, encara es desconeix
la quinasa responsable de 1’activacio
de la Plol. Si bé en un principi els
resultats anteriors van suggerir que
pogués ser la propia Cdc2,
I'observacié que la mutacié del

consens de fosforilacié de la Plol
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per la Cdc2 no altera la seva activitat
a mitosi contradiu aquesta hipotesi.
A Xenopus, la quinasa xPlkk s’ha
identificat en virtut de la seva
capacitat de fosforilar la PIx1 (Qian
et al, 1998). Existeixen homolegs
d’aquesta quinasa també a S. pombe,
pero no s’ha pogut establir encara
cap relacio. En un treball recent s’ha
vist que la fosforilacié depenent del
SRP (Stress Response Pathway) a la
Ser 402 és necessaria per a la
localitzacio de Plol al SPB i la seva
funcié (Petersen and Hagan, 2005),
pero en aquest cas tampoc es coneix
la quinasa responsable, donat que
aquesta Ser no és consens de la
MAPK Styl.

Sembla, en qualsevol cas, que la
correcta localitzacio de la Plol al
SPB a linici de mitosi és un
esdeveniment important per a la
seva activacio i funcions posteriors.
Es un fet palés, que cal una activacié
de la Cdc2-Cdc13 per tal que es doni
aquesta  localitzacio, pero el
mecanisme a través del qual
funciona encara no s’ha resolt. En
aquest aspecte, la proteina Cutl2
sembla jugar un paper important,
donat que l'expressi6  d'un
dominant hiperactiu localitza la
Plol al SPB sense necessitat d’una

activacio de la Cdc2-Cdcl3 (v.g. en
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Cdc25-22 a la
temperatura restrictiva). (Hudson et
al., 1990; Bridge et al, 1998;
Mulvihill et al., 1999; Maclver et al.,
2003).

La dissociacié de la Plol del SPB al

final de mitosi també esta regulada,

un mutant

essent necessaria l'activacio de
IAPC (Mulvihill et al., 1999). Es
interessant, d’altra banda, notar que
la Plol mateixa s’ha involucrat en
I'activaci6 de I'APC i que s’ha
suggerit que la interacci6 amb el
component de I'APC  Cut23
permetria dirigir la seva activitat a
altres components del mateix
complex (May et al., 2002).

Per ultim, la Plol també sha
relacionat amb la regulacio de la
localitzacio del septe a través de la
regulacio de la sortida del nucli de
la proteina Mid1/Dmf1 (Bahler et al.,
1998b), aixi com en la regulacio de la
cascada SIN (Tanaka et al., 2001) i en
la formacio de l’anell d’actomiosina
(Mulvihill and Hyams, 2002). A
S.cerevisine també té lloc una
regulacié de la via homologa al SIN,
la via MEN. Aqui s’ha establert que
I'activacio es dona a través de la
inhibicio de les proteines Bfal-Bub2
(que inhibeixen la GTPasa Teml en
afavorir la seva unié a GDP) per

part de la Cdc5. No se sap encara si
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en el cas de la Plol el mecanisme
s’ha conservat, per0 sense cap
dubte, les proteines homologues a
Bfal i Bub2, Byr4 i Cdcl6 serien
bons candidats. Finalment, la propia
via SIN semblaria tenir una
implicacié en la desactivacio de la
Plol (Tanaka et al, 2001), pero
aquest és un tema que queda encara
pendent en l'estudi de la regulacio
de la Plo1.

1.3.6 Flp1/Clp1:

La sortida de mitosi requereix la
inactivacio del complex CDK. A
S.cerevisisae,  aix0  s’aconsegueix
gracies a la fosfatasa Cdcl4, que
promou la degradacio6 de la ciclina i
I"'acumulacio6 de I'inhibidor de CDKs
Sicl (Visintin et al., 1998; Jaspersen et
al., 1999), a més de revertir
fosforilacions en els substrats de la
CDK. La Cdcl4 té també
implicacions en la citocinesi i s’ha
definit com l'efector final de la via
MEN (Traverso et al., 2001).
Mitjancant l’alineament de
seqiiencies s’han pogut trobar
ortolegs de la Cdcl4 en altres
organismes, entre els quals trobem
la fosfatasa Flp1/Clpl a S. pombe (Li
et al., 1997, Cueille et al., 2001;

Trautmann et al., 2001; Gruneberg et
al., 2002). A diferencia de la Cdc14,

pero, la Flpl no és essencial per a la
viabilitat cel-lular, ni per a la sortida
de mitosi (Cueille et al., 2001). La
Flpl no és necessaria per a la
defosforilacié i activaci6 de Ila
subunitat de I’APC Ste9, ni tampoc
per a la degradacié de la Cdcl3 i
I"acumulacio de la Rum1 (Cueille et
al., 2001).

A S.cerevisiae la localitzacid de la
Cdcl4 és el factor principal que
regula la seva activitat. La Cdcl4 es
localitza al nucleol unida al seu
inhibidor Netl, i és la fosforilacio
d’aquest per part de les vies FEAR i
MEN el que permet que durant
I'anafase la Cdcl4 abandoni el
nucleol en la seva forma activa
(Stegmeier et al., 2002; Pereira et al.,
2002; Yoshida et al., 2002; Yoshida
and Toh-e, 2002; Azzam et al., 2004;
Jaspersen et al., 1998; Bardin et al.,
2000; Pereira et al., 2000). La Flp1 té
en comu amb la Cdcl4 la seva
localitzacié nucleolar en interfase i
la seva dispersié cap el nucli i el
citoplasma durant la  mitosi,
concentrant-se als cinetocors, al fus
mitotic i a I’anell d’actina (Cueille et
al., 2001; Trautmann et al.,, 2001;
Trautmann and McCollum, 2005). El
mecanisme de retencid aixi com el
seu alliberament sén diferents als

descrits per la Cdc14, donat que no
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s’ha descrit que hi hagi cap proteina
homologa a l'inhibidor Netl i s’ha
vist que la via SIN, homologa al
MEN, no és essencial per a la seva
sortida del nucleol (Cueille et al.,
2001). De forma interessant, pero, la
inactivaci6 de la via SIN és
necessaria per tal que la Flp1 retorni
a la seva localitzaci6 nucleolar
(Cueille et al., 2001).

Tot i que la Flpl s’allibera del
nucleol en etapes primerenques de
la mitosi, ho fa en un estat
hiperfosforilat que la manté
inactiva. Aquesta fosforilacid és
duta a terme per la Cdc2 (Wolfe et
al., 2006). A mida que l'activitat de
la Cdc2 disminueix durant I’anafase,
la  propia Flpl té capacitat
autocatalitica per revertir aquesta
fosforilacio, estimulant la seva
activitat (Wolfe et al., 2006). Es per
aquest motiu que la Flp1 no assoleix
'activitat maxima fins el final de la
mitosi, i es crea aixi un gradient en
l'activitat de la Flp1, que permet que
només substrats d’elevada afinitat
puguin ser defosforilats per la Flpl
al principi de mitosi.

Com s’ha esmentat abans, la Cdcl4
promou la sortida de mitosi a través
de la degradaci6 de la ciclina
mitotica i I’acumulacid de la Sicl. En

el cas de la Flpl, el seu paper no és
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essencial ni funciona a través dels
mateixos mecanismes, tot i que
també regula la sortida de mitosi. La
Flpl defosforila la Cdc25 i aixo fa
que sigui reconeguda per I’APC i la
ubiquitin-lligasa Publ i que, en
conseqiiencia, es degradi. (Esteban
et al., 2004; Wolfe et al., 2004).
D’aquesta manera, la Flp1 conduiria
a la inactivaci6 de la Cdc2 en
eliminar la retroalimentacié positiva
a través de la Cdc25, afavorint que
la Cdc2 es trobi en la seva forma
fosforilada a la Y15.

1.3.7 Proteolisi mitjancada per
ubiquitinitzacié: SCF i APC/C

El proteasoma pot reconeixer i
degradar proteines previament
ubiquitinitzades i aquest és un pas
imprescindible per tal que el cicle
pugui avangar. La ubiquitinitzacié
és un procés dut a terme per 'accid
conjunta de tres enzims: E1, enzim
encarregat d’activar la ubiquitina,
E2, enzim que conjuga la ubiquitina
i E3 o ubiquitina lligasa. A S. pombe
s’han descrit dos complexes E3, el
SCF i 'APC/C, que seran explorats a

continuacié.

SCF(Skp1-Cullin1-F-Box)
A Tigual que I'APC, el SCF és un

complex format per multiples
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subunitats i que s’ha conservat al
llarg de levoluci6. A S. pombe
aquest complex compren la
subunitat Skpl (Hermand et al,
2003), les proteines Popl i Pop2 que
contenen dominis F-Box i la
subunitat cullin, Pcul. La Popl i la
Pop2 no son essencials, i es poden
trobar formant homodimers o
heterodimers (Kominami et al.,
1998). La Popl i la Pop2
s’encarreguen d’atorgar especificitat
al complex, donat que les diferents
combinacions condueixen a la
degradacié diferencial de substrats
del SCF. En qualsevol cas, ambdues
proteines s’han involucrat en la
degradacid de I'inhibidor de la Cdc2
Ruml, aixi com de la Cdcl8
(Kominami et al., 1997; Jallepalli et
al., 1998). En conseqiiencia, la
delecci6 de qualsevol de les dues
proteines condueix a poliploidies
degudes a wuna inhibici6 de
I'activitat de la Cdc2.

La Pcul es va aillar per la seva
semblanca a les proteines Cullin
identificades en altres organismes.
De fet, es van trobar dues proteines
amb elevada homologia, la Pcul i la
Pcu3, tot i que només la primera pot
formar complex amb la Popl i la
Pop2, regula la poliploidia i és

essencial per a la viabilitat cellular

(Kominami et al., 1998). La Pcu3,
pero, s’ha implicat en la resposta a
estres, donat que la seva deleccio
dona lloc a hipersensibilitat enfront
condicions d’estres (Kominami et al.,
1998). El paper de la Pcul seria el
d’actuar com a plataforma per a la
unio de les altres subunitats.

El complex SCF reconeix proteines
previament fosforilades per la Cdc2,
com és el cas de la Rum1 i la CdclS8,
i la mutacié6 d’aquests residus per
altres no fosforilables condueix a
I'estabilitzacio de la
(Lanker et al., 1996; Schneider et al.,
1996, Henchoz et al., 1997; Jallepalli
et al., 1997; Jallepalli et al., 1998;
Verma et al., 1997; Baum et al., 1998;
Benito et al., 1998; Nishizawa et al.,
1998).

Darrerament s’ha vist que un altre

proteina

substrat del complex SCF és la
ciclina de fase S Cig2 (Yamano et al.,
2004). Aquesta ciclina es degrada
també pel complex de 'APC, pero
en el cas del SCF el motiu que es
reconeix és diferent, implicant la
fosforilacié de residus a la regio
cyclin box. El SCF degrada la Cig2 en
acabar la fase S, mentre que 'APC la
degrada en fase Gl. S’aconsegueix
d’aquesta manera que l'activitat del
complex Cdc2-Cig2 quedi limitada a

un moment molt concret del cicle
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cel-lular. D’altra banda, la Popl i la

Pop2 no regulen Unicament
I'estabilitat de la Cig2, sindé que
també en regulen la transcripcio
(Yamano et al., 2000), afegint un nou
nivell de control en lactivitat

d’aquesta ciclina.

APC/C

L’APC/Ciclosoma és l’altre complex
ubiquitina-lligasa que funciona a S.
pombe. Aquest, és essencial per tal
que les cel-lules progressin a anafase
(King et al., 1995; Hershko, 1997) i
s’ha establert que la seva activitat
persisteix al llarg de la fase G1
(Amon et al., 1994; Yamano et al.,
1996).

AN
Ve S ll 'I
Rad21
Cohesina l
A
A4
i1
Ubiquitina
SIp1 APC

Separasa

Fig. 5. Activaci6 de I'’APC a l’anafase.
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L’especificitat de substrat aixi com
la seva activitat és depenent de la
unio a dues subunitats reguladores,
Slpl i Ste9 (Yamaguchi et al., 1997;
Kim et al, 1998; Kitamura et al.,
1998), homologues a les proteines de
S.cerevisine Cdc20 i Cdhl/Hctl,
respectivament. El complex APC¢d20
(APCS®P! a S. pombe) és responsable
de la separaci6 de les cromatides
germanes a 'anafase, a través de la
degradacié de la proteina securin
(Cut2 a S. pombe i Pdsl a S.
cerevisiae).

Fins l’anafase, les cromatides
germanes es mantenen unides
mitjancant les cohesines. Per tal que

durant la mitosi, els cromosomes

rye<I)s

S/

Securin

\'

"'

« Separacio
»

de les
cromatides
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puguin segregar, cal que la cohesina
s’obri. En concret, és una de les
subunitats que la formen, Ila
proteina Rad21 (Sccl a S. cerevisiae)
la que és degradada. Aquesta
degradacié esta mitjancada per la
separasa (Cutl a S. pombe o Espl a
S.cerevisine), ~que té  activitat
proteolitica (fig. 5). La proteina
securin s’uneix a la separasa
impedint que s’activi de forma
prematura a la cel'lula, pero un cop
s’assoleix l'anafase, cal que sigui
degradat a través de 1 APCS¥!
(APCCd20) per tal que la separasa
pugui fer la seva funcid i les
cromatides es puguin separar (fig. 5)
(Funabiki et al., 1996; Michaelis et al.,
1997; Ciosk et al., 1998; Kumada et
al., 1998; Uhlmann et al., 1999). La
proteina Slpl té també un paper en
la  regulaci6  del  checkpoint
d’acoblament del fus mitotic, donat
que es troba unida a la proteina del

checkpoint ~ Mad2

microtibuls no shan associat

mentre els

correctament als cinetocors. Un cop
es dona la unio estable del fus, es
trenca la unié i la Slpl s’allibera,
formant el complex actiu APCSP!
(Kim et al., 1998).

Quant el complex APCS , se sap
que és responsable de la degradacio

de les ciclines Cdc13 i Cigl durant la

fase G1, pero no a la sortida de
mitosi (on es sospita que és el
complex APCSP! el responsable), i
que aquest complex és alhora inhibit
per la fosforilacié per la Cdc2 de la
subunitat Ste9 durant la fase S i G2.
Aquesta fosforilacio actua a dos
nivells: per una banda promou la
separacio de la Ste9 del complex i
per l'altra en provoca la degradacié
(Blanco et al., 2000). La Ste9 també es
troba regulada a nivell de
'estabilitat del seu mRNA, essent
rapidament degradat en G2 per tal
que la Cdcl3 pugui acumular-se
(Alvarez et al., 2006).

Per ultim, altres membres de 1’APC
poden patir modificacions, com ara
fosforilacions (v.g. per PKA) o
ubiquitinitzacions ~ (revisat  per
(Yanagida et al., 1999), que també en
regulen l’activitat. Tot plegat permet
obtenir un control molt fi en la
degradacié de proteines necessaria

per a la progressio del cicle cel-lular.

Com ha quedat pales en aquest
apartat dedicat a la regulacio del
cicle cellular de S. pombe, les
progressions a través de les
diferents fases del cicle son
processos que han d’estar controlats
de forma molt acurada, perque

qualsevol error es podria traduir en
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la perdua de la viabilitat cel-lular.
En els apartats que segueixen
s’exploraran els diferents
mecanismes de vigilancia que
adverteixen la cellula quan algun
procés s’esta donant de forma
erronia aixi com els sistemes que la
cel'lula ha desenvolupat per tal de
fer front a canvis en el seu medi
extracel'lular que li suposen un
estres. A mida que ens endinsem en
I'estudi d’aquests processos ens
adonem que el cicle cel'lular esta
intimament lligat a aquests sistemes
de control i es fa clara l'existencia
d'un dialeg entre la maquinaria del
cicle i la que regeix els mecanismes

de vigilancia i de resposta a estres.
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2. CHECKPOINTS:

Els mecanismes de vigilancia o
checkpoints permeten que la cellula
detecti anomalies que es poden
donar a diversos nivells (dany al
DNA, aturada de la replicacio,
acoblament incorrecte del fus
mitotic, orientacid erronia del fus...)
i que bloquegi la progressio en el
cicle fins a resoldre aquests
problemes. Els checkpoints
esdevenen doncs mecanismes que
afecten la funcio del complex Cdc2-
ciclina i seran per tant explorats a
continuacié com un cas concret de
regulacio d’aquest complex.

En primer lloc es parlara del
checkpoints que vetllen per la
integritat del DNA i que inclouen
els checkpoints de dany al DNA en
les diferents fases del cicle aixi com
el checkpoint de replicacio. A
continuacio, també s’analitzaran els
checkpoints que es refereixen a la
correcta associacié del fus mitotic
aixi com a l'orientacié d’aquest.

En tots els casos, aquests
mecanismes consten d’unes
proteines  que  detecten els
problemes, proteines que
transdueixen els senyal i proteines
efectores. Malgrat aix0, aquestes
proteines no son sempre ben

conegudes. En aquesta introduccio

es fara referencia basicament a les
proteines que intervenen en el
checkpoint de dany durant la fase G2
i en el checkpoint de replicacio,
perque tenen el seu efecte en la fase
del cicle de que es subjecte aquesta

tesi.

21 Checkpoints que vigilen la
integritat del DNA:

La integritat del DNA es pot veure
afectada a diferents nivells i en
diferents moments del cicle cel-lular.
Aixi, les radiacions ionitzants (IR)
provocaran al DNA talls de doble
cadena (Double Strand Breaks o DBS),
mentre que les radiacions UV o el
MMS donaran lloc a lesions
massives al DNA. D’altra banda, la
deplecié6 de ribonucleotids per
tractament amb hidroxiurea (que
inhibeix ~ l'enzim  ribonucleotid
reductasa) atura la replicacido del
DNA i aix0 també sera reconegut
com una alteracié en la topologia
del DNA. A continuacio, es
presentaran els diferents checkpoints
de dany al DNA que poden afectar
la cel'lula en funcié de la fase del
cicle en que es donen i per ultim es

parlara del checkpoint de replicacio
del DNA.
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2.1.1 Checkpoint de fase G1:

En cellules de mamifer la deteccid
de dany al DNA durant la fase G1
dona lloc a una aturada en la
progressio del cicle a través de dos
mecanismes independents, el
primer mitjancat per p53 i el segon
per inhibici6 de la fosfatasa Cdc25A.
A S. pombe, no hi ha cap proteina
homologa a p53 i, tot i que es sospita
que es pugui donar un bloqueig en
fase G1 en resposta a alteracions en
el DNA, aquesta fase és tan curta
que no s’han estudiat els possibles
mecanismes que hi puguin estar

involucrats.

2.1.2 Checkpoint de intra-S:

A S. pombe existeix un checkpoint en
resposta a radiaci6 ionitzant durant
la replicacié del DNA (Christensen
et al., 2000), aixi com en resposta a
radiaci6 UV o MMS (Rhind and
Russell, 1998; Lindsay et al., 1998).
La durada i extensio del bloqueig en
el cicle és diferent en ambdods casos,
de la mateixa manera que s’ha
demostrat per S.cerevisiae (Tercero
and Diffley, 2001). Basicament, el
tractament amb MMS produeix tres
efectes: en primer lloc, no s’activen
els origens de replicacié que encara
no ho havien fet; en segon lloc, les

forquetes de replicacio actives
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alenteixen la seva progressio i, per
altim, les forquetes tenen tendencia
a collapsar-se. Experiments en
S.cerevisine suggereixen que les
proteines del checkpoint
s’encarregarien de prevenir
l’activacio dels origens de replicacid
tardans, perd no intervindrien en
I'alentiment de les forquetes
funcionals. Més aviat semblaria que
el propi dany al DNA suposaria un
impediment fisic a la progressi6 de
les forquetes i en conseqiiencia
resultaria un avan¢ més lent de la
maquinaria replicativa (Tercero et
al., 2001). Donat que les radiacions
ionitzants produeixen menys lesions
capaces d’alentir la progressié de les
forquetes, el retras que s’observa
seria Unicament degut a l'accié de
les  proteines del  checkpoint.
Finalment, a diferencia del
checkpoint de G2/M, aquest bloqueig
del cicle no funciona a través de la
Cdc2 ila Cdc25 (Kommajosyula and
Rhind, 2006), tot i que recentment

s’havia suggerit que fos aixi.

2.1.3 Checkpoint de G2/M:

Aquest és el checkpoint més estudiat
a S. pombe i, donat que es tracta d'un
mecanisme altament conservat a
mamifer i S. cerevisiae, s’han pogut

extrapolar molts dels descobriments
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obtinguts en aquests organismes.
Com ja s’havia comentat, aquest
checkpoint es composa de proteines
que detecten el dany, proteines que
transdueixen el senyal i proteines

efectores, com es representa en la

segiient taula:

S. pombe S. cerevisiae  H. sapiens
Rad3 Mecl ATR
Tell Tell ATM
Rad26 Ddc2 ATRIP
Rad17 Rad24 Rad17
Rad1 Rad17 Rad1
Rad9 Ddc1 Rad9
Hus1 Mec3 Husl
Cut5 Dpb11 TopBP1
Crb2 Rad9 BRCA1
Chk1 Chk1 Chk1
Mrcl Mrcl Mrcl
Cdsl Rad53 Chk2

Taula 1. Proteines que participen en el
checkpoint de fase G2. En blau s’indiquen les
proteines implicades en la deteccio del
dany, en groc les proteines que
transdueixen el senyal i en taronja les
efectores.

2.1.3.1 Reconeixement del dany al
DNA:

Tot i que el mecanisme que reconeix
el dany a S. pombe no es coneix del
cert, si que esta ben establert que és
el que succeeix a mamifer.
Extrapolant el paper de les proteines
ATM/ATR i ATRIP s’assumeix que

les proteines homologues Rad3 i

Rad26 s’associen a la cromatina
danyada (taula 1). La Rad26 és
llavors  fosforilada de forma
depenent de la Rad3 (probablement
de forma directa), i aquest fet
reflecteix 1’activacié del checkpoint
(Edwards et al., 1999).

La Rad3 és una proteina gran amb
un domini similar a PI-3 kinasa
(Bentley et al., 1996). Presenta la
maxima homologia amb I’ATR, tot i
que també comparteix certa
homologia amb 'ATM. A mamifer,
I’ATM respon principalment a
trencaments de doble cadena,
mentre que I’ATR esta implicat en la
resposta a danys massius al DNA
(per tractament amb radiacié UV o
MMS) i a bloqueig en la replicacio.
A S. pombe 1'homoleg d’ATM és la
proteina Tell (taulal), pero aquesta
no esta implicada en la senyalitzacio
del checkpoint, sin6 que se 1'ha
relacionat amb el manteniment dels
telomers.

La Rad3 s’associa in vivo amb la
Rad26 i, encara que l'activitat de la
darrera és desconeguda, és essencial
per a la funcié de la Rad3 (Edwards
et al, 1999). En mamifer i en S.
cerevisiae les proteines homologues a
la Rad26, 'ATRIP i la Ddc2 (taula 1)
son necessaries per tal que els
homolegs de la Rad3, I'ATR i la
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Mecl s’uneixin a la cromatina
danyada (Kondo et al., 2001; Melo et
al., 2001; Zou and Elledge, 2003;
Jackson, 2002).

Considerant aixo, s’ha suggerit que

Rouse and

la Rad26 podria estar dirigint la
Rad3 a les zones on hi ha I’alteracio
del DNA (fig. 6).

Entre les proteines necessaries per el
checkpoint d’integritat del DNA
trobem també la proteina Radl7,
que comparteix homologia amb les
subunitats del RFC (Replication
Factor C) (Griffiths et al., 1995). La
Radl7 pot associar-se a les quatre
subunitats petites del RFC, Rfc(2-5)
(Shimada et al.,, 1999). La Radl7
estaria substituint la subunitat Rfcl
del RFC, donant lloc a un nou
complex, el CLC (Checkpoint Loading
Complex) (Caspari et al., 2000; Green
et al., 2000).

D’altra banda, les proteines Rad9,
Radl i Husl (9:1-1) formen una
estructura similar a la del PCNA
(complex necessari per a la
processivitat de les polimerases Pole
i Pold durant la replicacio) (Thelen et
al., 1999; Caspari et al., 2000). El
PCNA s’assembla a una anella que
llisca al llarg del DNA, i sha
proposat que el complex 9:1-1
podria funcionar de la mateixa

forma, desplacant-se al llarg de la
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cromatina per detectar les zones de
dany, formant el que s’ha anomenat
CSC (Checkpoint Sliding Clamp). Per
analogia amb el que s’ha descrit en
referencia al RFC i al PCNA, el
complex 9-1-1 seria carregat al DNA
pel complex Rad17-Rfc2-5, de forma
independent de Rad3 (fig. 6). El fet
que dos mecanismes independents
siguin necessaris per tal de detectar
el dany al DNA evita que
alteracions puntuals en l'estructura
de la cromatina, tals com Ila
transcripcié de gens, donin lloc a

una activacio del checkpoint.

2.1.3.2 Propagacio del senyal:

Per tal que el senyal d’activacié del
checkpoint arribi a les proteines
efectores, cal que dues proteines, la
Crb2 i la Cut5/Rad4, s’associin als
complexes de reconeixement
previament descrits.

Cut5 és una proteina essencial, no
unicament implicada en la resposta
a dany al DNA a fase G2, sino
també implicada en els checkpoints
d’altres fases del cicle o per aturada
en la replicacid. Té, a més, un paper
en la replicacio del DNA durant un
cicle normal (Fenech et al., 1991;
Saka et al., 1997).

La Crb2 es va aillar en un doble

hibrid per la seva capacitat
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d’interaccionar amb la Cut5 (Saka et
al., 1997; Willson et al., 1997), i s’ha
observat que també pot fer-ho amb
la Chkl. Tant la Cut5 com la Crb2
contenen dominis BRCT a la seva
estructura. Aquests dominis
evolutivament conservats es poden
trobar també en diverses proteines
de reparacio del DNA i esdevenen
moduls d’interaccié entre proteines
(Lehmann, 1993).

La perdua de la Crb2 o de la Cutb
evita que la Chkl pugui ser
fosforilada en resposta a dany al
DNA (McFarlane et al., 1997), pero
no afecta altres proteines del
checkpoint que també es fosforilen de
forma depenent de la Rad3 (Rad26,
Rad9, Husl). Considerant aquest
seguit de dependencies en la

propagacio del senyal, tot semblaria

indicar que la Crb2 i la Cutb

N\

HU
MMS
uv
IR

q

Rad17

Fig. 6. Proteines dels checkpoints de dany al

DNA i de replicacio.

actuarien com a adaptadors que
permetrien l'associacié de la Chkl
amb el complex format a la zona del
DNA malmes (fig. 6). Aquesta
hipotesi seria consistent amb el que
ja s’ha demostrat en mamifer per les
proteines homologues Cut5 i Rhp9
(Makiniemi et al., 2001).

En qualsevol cas, el que és clar és
que totes les proteines descrites fins
el moment soén necessaries per tal
que la Chkl es fosforili en darrer
terme (fig. 6) (Walworth and
Bernards, 1996).

2.1.3.3 Execucié del senyal: Chk1

Un cop la Chk1 ha estat fosforilada i
activada ha de transduir el senyal de
dany. Per fer-ho, la Chkl
interacciona amb les proteines que
regulen la progressio del cicle

cel-lular Weel i Cdc25, activant la

Crb2/Mrc1

Chk1/Cds1
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primera i inhibint la segona (Raleigh
and O'Connell, 2000) per tal
d’afavorir l'estat inhibit (fosforilat a
la Y15) de la Cdc2 (fig. 7).

Quant a la fosforilacié de la Cdc25,
en mamifer s’ha observat que
permet la unié d’una proteina 14-3-3
i que aix0 és important per al
checkpoint (Peng et al., 1997). A S.
pombe existeixen dues proteines 14-
3-3, la Rad24 i la Rad25 (Ford et al.,
1994). Totes  dues

s'uneixen a la Chkl i ho fan amb

proteines

més afinitat a la forma fosforilada
(Chen et al., 1999). La Cdc25 pot ser
fosforilada per la Chk1 en multiples
residus del domini N-terminal i la
mutacié de nou d’aquests abroga el
bloqueig en resposta a dany al DNA
o a aturada en la replicacio (Zeng et
al., 1998). Els residus fosforilats
esdevenen llocs d'unié per la Rad24
i la Rad25, i aquesta associacié té
com a resultat 'exclusié de la Cdc25
del nucli (fig. 7) (Lopez-Girona et al.,
1999). Tot i que en un principi es va
creure que la separacio de la Cdc25
del seu substrat (la Cdc2) era
suficient per inhibir-ne la funcio,
més endavant es va demostrar que
la fosforilacid de la Cdc25 per la
Chkl té alhora un efecte negatiu
sobre la seva activitat catalitica
(Furnari et al., 1999). Es a dir, la
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deslocalitzacio de la Cdc25 per si
sola no impedeix que el cicle avanci,
i cal que la seva activitat sigui
inhibida per tal que les cellules
puguin frenar la progressié en el
cicle en resposta a dany al DNA
(Lopez-Girona et al.,  2001).
Curiosament, la Cdc25 i la Rad24
també es troben associades en
condicions normals i de forma
independent de la Chkl durant la
interfase (Chen et al., 1999). A més,
la unié entre ambdues proteines no
augmenta en resposta a dany al
DNA. Una possible explicacié a
aquest fet podria ser que altres
quinases serien responsables de la
fosforilacio durant la interfase i, en
mitosi, la fosforilacio per la Chkl
impediria que la Rad24 es dissociés
de la Cdc25.

D’altra banda, el paper de les
proteines 14-3-3 (que existeixen com
a dimers en  solucié) és
probablement el d’afavorir la
interaccio entre proteines. El fet que
la Rad24 pugui unir-se també a la
Chkl podria estar indicant que la
Rad24 esta promovent la interaccid
entre la Chkl1 i les seves dianes.

Hi ha hagut certa controversia en
referencia al paper de les quinases
inhibidores Weel i Mik1 (O'Connell
et al., 1997; Baber-Furnari et al., 2000;
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Raleigh et al., 2000; Rhind and
Russell, 2001). L’expressi6 de la
Mik1 és fluctuant al llarg del cicle,
experimentant un pic maxim a la
fase S (Baber-Furnari et al., 2000;
Christensen et al., 2000). La Weel, en
canvi és la quinasa dominant en
quant a la inhibicié de la Cdc2-
Cdcl3 a la transicio G2/M. Aixo,
juntament amb el fet que la Weel
s’hiperfosforila de forma depenent
del checkpoint (O'Connell et al., 1997)
va portar a pensar que la Weel era
I'altra diana a través de la qual la
Chkl efectuava el checkpoint.
Curiosament, no es podia explicar el
fet que cel-lules que contenien al-lels
inactius per la Weel i la Cdc25
encara podien bloquejar-se en
resposta a dany al DNA. Estudis
posteriors  pero, van  poder
demostrar que la Mikl també
participa en la resposta al checkpoint.
En primer lloc, una regulacid
positiva de la seva activitat facilita
que es pugui establir el checkpoint i,
si 'exposicio a 'agent genotoxic és
mantinguda, un increment en la
seva transcripcio i la subsegtient
acumulacid de la proteina permet el
manteniment de la resposta (fig. 7)
(Baber-Furnari et al., 2000; Rhind et
al., 2001). No obstant, cal tenir en

compte que l'aportacié d’aquestes

dues quinases €s menor quan es
compara amb el paper de la Cdc25,
donat que la doble deleccid de weel i
de mikl no presenta cap defecte en
'execucio del bloqueig.

Per ultim, cada cop més s’esta
arribant al convenciment que les
proteines de checkpoint no només
regulen la maquinaria del cicle, sin6
que també coordinen i participen en
els mecanismes de reparacio. Un
exemple patent és la demostracio
que la Crb2 és necessaria per
modular l'activitat de  I'helicasa
Rghl i la topoisomerasa Top3
durant la fase G2 després d’haver
produit talls de doble cadena per
radiacié ionitzant (Caspari et al.,
2002). De la mateixa manera, en el
cas de les proteines de checkpoint de
replicacio, la proteina efectora Cdsl
(que es comentara a continuacid)
també és necessaria per regular
'activitat de la resolvasa Mus81. La
Mus81 esta implicada en la resolucié
d’estructures de  recombinacid
(Boddy et al., 2001; Kaliraman et al.,
2001), com ara les Holliday junctions,
un  estat intermedi en la
recombinacié que es dona quan hi
ha un bloqueig de les forquetes de
replicacié. Aixi, darrerament s’han
estat concentrant

esforcos en

esbrinar ja no només el mecanisme
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Fig. 7. Execuci6 dels l
checkpoints de dany al
DNA i de replicacid. .

Citoplasma

que permet bloquejar la progressio
en el cicle, sind6 també de quina
manera  s’aconsegueix  acoblar
aquest bloqueig amb 1’adaptacio o la

resolucio del dany.

21.4 Checkpoint Sant-M o de
replicacio:

El checkpoint que s’activa en resposta
a un bloqueig en la replicacio (degut
a l'addicié d’"HU) tot i que es troba
conservat en eucariotes superiors va
ser descrit per primera vegada a S.
pombe. El bloqueig en el cicle
cellular secundari a l'aturada en la
replicacio és fruit de la fosforilacio
de la Y15 de la Cdc2. Geneticament
es va poder demostrar perque el
mutant cdc2-3w que codifica per una
Cdc2 insensible a la fosforilacio en

la Y15, no pateix el bloqueig a mitosi
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\ Nucli

que s’hauria de donar pel
tractament amb HU. Les proteines
implicades en aquest checkpoint son
comunes en la seva majoria a les que
intervenen en el checkpoint de G2-M
en resposta a dany al DNA i que
han estat explicades a l'apartat
anterior. Unicament dues proteines
difereixen. La Mrcl i la Cdsl sén,
respectivament, encarregades de
transduir el senyal i d’efectuar el
checkpoint. A continuacio
s’analitzara el paper d’aquestes dues

proteines.

2.1.4.1 Proteines especifiques del
checkpoint de replicacio: Cdsl i
Mrcl:

Un cop presentades les proteines
que intervenen en el checkpoint de

dany al DNA, la resposta a bloqueig
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en la replicacid o checkpoint Sante-M
és molt més facilment abordable.
Basicament, gran part de les
proteines implicades coincideixen
amb les del checkpoint de dany al
DNA. Els dos checkpoints tinicament
difereixen en dos elements: la
quinasa efectora, Cdsl en lloc de
Chkl i en una de les proteines
encarregades de transmetre el
senyal, Mrcl i no Crb2. La quinasa
iniciadora  del  checkpoint  de
replicacié continua essent la Rad3, i
per tal que s’activi la quinasa
efectora  Cdsl segueix essent
necessaria la funcié dels complexes
Rad17-Rcf2-5 i Rad9-Rad1-Husl. La
Cutb és igualment requerida per a la
transmissio del senyal pero, en
canvi, la Crb2 no hi intervé i en el
seu lloc hi juga un paper equivalent
en l'activacio de la Cdsl la proteina
Mrcl (Alcasabas et al., 2001; Tanaka
and Russell, 2001). La Mrcl és
fosforilada de forma depenent de la
Rad3, i també de la quinasa
homologa Tell (Zhao et al., 2003) i
aquesta fosforilacié permet la unio
amb la Cdsl.

La Cdsl no només respon a
bloqueig en la replicacid, sind que
també s’activa en resposta a dany al
DNA durant la fase S (Murakami
and Okayama, 1995; Boddy et al,

1998; Lindsay et al, 1998). Es
interessant comprovar que és
suficient la substitucié de la Crb2
per la Mrcl per tal que la
maquinaria de checkpoint pugui
especificament activar un efector o
un altre.

De la mateixa manera que s’ha
explicat per la Chkl, la Cdsl també
pot fosforilar la Cdc25 (tig. 7)
(Boddy et al., 1998; Zeng et al., 1998;
Furnari et al.,, 1999; Rhind et al.,
1998) i, d’altra banda, en resposta a
bloqueig en la replicaci6 té lloc una
acumulaci6 del mRNA i de la
proteina de la Mikl (Baber-Furnari
et al., 2000; Boddy et al., 1998;
Christensen et al., 2000),
probablement a través de la
regulacio del factor de transcripcio
Cdc10. El paper de la Mikl en
aquest checkpoint és més important
que el que juga en el de dany al
DNA perque, en absencia de la
Cdc25, la Mikl per si sola és capag
d’aturar el cicle cel-lular (Rhind and
Russell, 2001). De nou, el paper de la
Weel resulta un tant obscur, ja que
se sap que pot ser fosforilada per la
Cdsl in vitro, pero el significat que
aix0 pugui tenir in vivo no s’ha
establert. En altres organismes, en

canvi, semblaria que la fosforilacid
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contribuiria a l'estabilitzacié de la
Weel (Yamada et al., 2004).

Per ultim, la quinasa Chkl pot
reforcar aquest  checkpoint  en
condicions en que la Cdsl no és
funcional (Boddy et al., 1998; Zeng et
al., 1998; Brondello et al.,, 1999).
Segurament aquest fet és degut a
que l'aturada mantinguda de la
replicacié genera finalment dany al
DNA. Per aquest motiu ha estat
dificil la separaci6 del papers de

cadascuna d’aquestes quinases en

els checkpoints.

2.2 Checkpoint d’acoblament del
fus mitotic:

Durant la mitosi, les cel-lules han de
segregar de forma equitativa el
DNA que han duplicat previament
durant la fase S. Si qualsevol
d’aquests processos no es du a
terme de forma correcta, aixo
condueix a la perdua o al guany de
material genetic. Sovint aquestes
alteracions son letals per la cel-lula i,
en organismes superiors, poden
predisposar al cancer.

El checkpoint d’acoblament del fus
mitotic protegeix la integritat del
genoma perque controla que les
cromatides  germanes  estiguin
correctament wunides al fus de

microtabuls a través dels
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cinetocors. Només que un dels
cinetocors no estigui unit al fus
provoca que el checkpoint bloquegi
el cicle cellular abans que les
cel'lules progressin en I’anafase.
D’aquesta manera es prevé la
segregacié dels cromosomes fins
que no s’ha corregit el defecte.

En S. pombe les primeres proteines
que van ser identificades en aquest
checkpoint van ser la Mad2 i la Mphl
(I'homoleg de la Mpsl de S.
cerevisige i eucariotes superiors). Es
va observar que mutants d’aquests
dos gens eren defectius en I'execucio
del checkpoint i que la seva
sobreexpressio bloquejava el cicle
cel-lular en 'anafase (He et al., 1997;
He et al., 1998). Altres components
del checkpoint (Madl, Mad3, Bubl i
Bub3) es van poder identificar per
homologia de seqiiencies amb
proteines previament identificades a
S. cerevisiae (Bernard et al., 1998; Tkui
et al., 2002; Kim et al., 2003; Millband
and Hardwick, 2002). A part
d’aquestes, ’Arkl ('homoleg de la
quinasa Aurora (Petersen and
Hagan, 2003)), els components del
SPB Alp4 i Alp6 (Vardy and Toda,
2000) i la proteina associada als
microtubuls Alpl4 (Garcia et al,
2001) també juguen un paper en la

senyalitzacio del checkpoint.
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Gracies al fet que les proteines que
intervenen estan altament
conservades entre organismes, s’ha
pogut establir un model consens.
L’activacio del checkpoint es déna
per una manca de tensié o per la
presencia de cinetocors no acoblats
al fus. Les proteines del checkpoint
formen petits sub-complexes la
composicio dels quals es veu
alterada com a part de la resposta.
Aixi, per exemple, la Bubl i la Bub3
es troben unides durant interfase, i
és només a la mitosi que formen un
trimer amb la Mad1 (fig. 8) (Brady
and Hardwick, 2000). Quan té lloc
I'activacié  del  checkpoint, les
proteines Mphl, Madl, Mad2,
Mad3, Bubl i Bub3 es localitzen als
cinetocors no acoblats (fig. 8). En el
cas de la Madl i la Bubl, aquesta
unié als cinetocors és més estable
que en el cas de les altres proteines
(Howell et al., 2000; Howell et al.,
2004; Shah et al., 2004). L’associacié
de les proteines del checkpoint amb
els cinetocors és important per a
l'activacio d’aquesta via (Kadura et
al., 2005, Taylor et al, 1998;
Vanoosthuyse et al., 2004),
probablement perque afavoreix que
es trenquin interaccions entre les
propies proteines del checkpoint i es

formi I’anomenat Mitotic Checkpoint

Complex (MCC) (Sudakin et al,
2001). E1 MCC bloqueja l'anafase a
través de la uni6é a I’APC . Com ja es
va comentar en un apartat anterior,
I’APCS*! és el complex encarregat
d'ubiquitinitzar la proteina securin
(que manté la separasa inhibida), per
tal que la separasa pugui degradar la
cohesina que manté les dues
cromatides ~ germanes  unides.
Durant l'activacié del checkpoint, la
Slpl s’acobla al MCC i d’aquesta
manera s’evita que s’activi ’APC
(fig. 8) (revisat a Yu, 2002). Un cop
tots els cinetocors estan
correctament acoblats al fus, la
interaccié de la Slpl amb la Mad2
desapareix (Ikui et al, 2002).
Segurament la formacié de nou dels
complexes inicials permet que
s’alliberi la Slp1.

Un aspecte que requeriria un estudi
més profund per tal de poder
entendre el funcionament del
checkpoint és el paper de les
fosforilacions en aquesta via. La
proteina Mphl té activitat quinasa i
s’ha demostrat necessaria per a
I'hiperfosforilacié de la Madl i la
seva localitzaci6 als cinetocors
(Abrieu et al., 2001; Stucke et al.,
2002; Hardwick et al., 1996). La Bub1

és també una quinasa, i la seva

activitat és necessaria per tal de
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Fig. 8. Checkpoint d’acoblament del fus
mitotic.
reclutar tots els components del
checkpoint als cinetocors. A més, la
Bubl és també un substrat de la
Cdc2, i

contribueix a la seva funcio

aquesta  fosforilacio

(Yamaguchi et al., 2003). Evidencies

en altres organismes suggereixen

40

1
'+

‘ Bub3

Mad3
Bubl
- Mad1
«@™» \ad2
» Mphl
APCsipt
o Securin
x Separasa
\ ‘
v &
que la  fosforilaci6  d’altres

components del checkpoint poden
intervenir també en la regulacié de
I'establiment del bloqueig en
anafase.

De forma interessant, la perdua de

la  cohesid entre cromatides
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germanes (v.g. en mutants de la
Rad21) també activa el checkpoint,
suggerint que aquests components
de la cohesina estan afavorint la
interaccio del fus amb el cinetocor
(Toyoda et al., 2002).

Per ultim, el checkpoint d’acoblament
del fus mitotic també ha d’interferir
amb el procés de septacio. En aquest
cas aquesta
indepenent de Mad2 i Bub3 i

funcionaria a través de la via SIN. Si

regulacio  seria

atenem al que passa en S. cerevisiae,
la Bub2 (per analogia amb la
regulacio de la Dbf2) seria un bon
candidat com a regulador del
componet del SIN, Sid2 (Fesquet et
al., 1999).

2.3 Checkpoint d’orientacio del fus
mitotic:

El fus mitotic ens proporciona un
altre  mecanisme de  control
addicional del cicle cel-lular a part
de l'esmentat en l'apartat anterior.
En aquest cas es tracta del checkpoint
d’orientacio del fus, que bloqueja la
mitosi si el fus no esta correctament
alineat de forma parallela a l'eix
longitudinal de la cel-lula.

Per tal d’explorar el funcionament
d’aquest checkpoint, cal comprendre

en primer lloc de quina manera es

posiciona i s’orienta el fus en
condicions normals.

El posicionament del fus es pot
dividir en tres etapes (fig. 9). Durant
la profase, el fus es forma molt a
prop del cortex de la cellula i
s'alinea amb leix polar de la
cel-lula. Aquest fenomen rep el nom
de migracid del fus. A la metafase,
els microtabuls astrals inicien la
rotacié del fus per tal d’alinear-lo
amb l'eix longitudinal de la cel-lula.
En aquest punt I'angle que es forma
entre l'eix polar i el fus és
aproximadament de 30° (Gachet et
al.,  2004).

cromosomes segreguen i el fus

Seguidament, els

acaba d’alinear-se amb leix
longitudinal. Per ultim, durant
I'anafase B els microtibuls astrals
sOn necessaris per corregir la posicid
del fus fins el final de la mitosi, en

un procés que s’ha anomenat

<
Inici de I'orientacié
del fus
Qm

Fig. 9. Posicionament del fus mitotic.

Migraci6 del fus

Orientaci6 del fus

Monitoratge de
I'orientacié del fus
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monitoratge de 1'orientacié del fus
(fig. 9) (Tolic-Norrelykke et al,
2004). Aixi, els mecanismes que
governen el correcte posicionament
del fus mitotic depenen de la
presencia de microtiibuls astrals
funcionals i, quan se n’afecta la
nucleacio, la perdua d’aquests
condueix a l'orientacid erronia del
fus (Krapp et al., 2001; Samejima et
al., 2005; Sato et al., 2003).

D’altra banda, els extrems positius
dels microtabuls astrals
interaccionen amb el cortex que
envolta el nucli, en una zona que
s’ha anomenat AMIZ  (astral
microtubule interaction zone) (Gachet
et al, 2004). Per aquest motiu,
proteines  presents a  l'anell
d’actomiosina s’han suggerit com a
possibles candidates implicades en
I'orientacié del fus. D’acord amb
aixo, el tractament de les cel-lules
amb la droga latrunculina (que
impedeix la polimeritzacio dels
monomers d’actina) impedeix que el
fus pugui orientar-se, de la mateixa
manera que succeeix amb mutants
de la proteina implicada en la
nucleacio de I’actina For3 (Gachet et
al., 2004) o en mutants de les
miosines de tipus V Myo51 i Myo52.
Aquestes evidencies han portat a la

idea de que els microtabuls astrals
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dirigeixen la rotacid del fus a partir
de la seva interacci6 amb
components de I’anell d’actomiosina
(fig. 9). Tot i aixi, aquesta creenca ha
estat recentment desafiada per
Zimmerman et al. que en els seus
estudis mostren que els microtabuls
astrals resideixen a l'interior del
nucli (on no podrien interaccionar
amb el cortex) i que basicament
existeixen a metafase (Zimmerman
et al., 2004).

Aixi, ens trobem que hi ha dos
corrents que intenten explicar els
mecanismes que posicionen el fus.
En el model de Zimmerman et al.,
els  microtabuls  intranuclears
orientarien el fus exercint forca
contra una membrana nuclear rigida
o, alternativament, contra el cortex
mateix (fet que requeriria una gran
flexibilitat de la membrana nuclear).
En el model de Gachet et al., en
canvi, malgrat també s’accepta
I'existéncia de microtabuls astrals
intranuclears, es considera que el
paper principal el juguen els
microtabuls astrals citoplasmatics.
Aquests intervindrien en el
posicionament inicial del fus aixi
com en el manteniment de
I’orientacio.

En l'apartat anterior es mostrava

que el tractament amb agents que
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afecten els microtubuls activaven el
checkpoint d’acoblament del fus
mitotic. De forma similar, el
tractament amb drogues que afecten
la polimeritzacié de l'actina també
provoca un bloqueig en la separacio
de les cromatides. Moltes de les
proteines implicades en el checkpoint
d’acoblament del fus s’han suggerit
com a components del checkpoint
d’orientacio del fus. Aquest seria el
cas de les proteines Bubl, Mad3 o
Bub3 (Tournier et al., 2004). Es
interessant, pero, buscar
components  especifics d’aquest
checkpoint i no de l'altre. En aquest
respecte, s’ha vist que la MAPK Styl
i el seu substrat Atfl son necessaries
per tal de prevenir la separacio de
les cromatides germanes en resposta
a perturbacions del Ccitoesquelet
d’actina (Gachet et al., 2001). La
conclusi6¢ que es pot extreure
d’aquests treballs és que els
checkpoints d’acoblament del fus i el
d’orientacié poden tots dos inhibir
I’APC a través de mecanismes que
se solapen tot i no ser identics. Es
encara un tema pendent els aspectes
diferencials de cadascun d’aquests

dos checkpoints.
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3. RESPOSTA A ESTRES
Les cellules eucariotes s’han
d’enfrontar  sovint a  insults
ambientals que poden provocar
danys a molts nivells, essent fins i
tot letals. Per aquest motiu els
organismes eucariotes han
desenvolupat mecanismes que els
protegeixen contra aquests canvis en
I'ambient i que permeten que
s’adaptin a les noves condicions. Es
tracta de  sistemes  altament
conservats evolutivament i que es
caracteritzen per tenir com a nucli
central de la via una cascada de
quinases que conformen el
programa de resposta a estres. En
conjunt, aquestes quinases
pertanyen a la familia de les MAP
quinases activades per estres. En
mamifer son membres d’aquesta
familia les SAPKs (stress activated
protein kinases) p38 i JNK (c-Jun N-
terminal kinase). En llevat també
s’han descrit vies homologues a
aquestes de mamifer i, aixi, es va
aillar a S.cerevisine la quinasa Hogl
(Brewster et al., 1993) i a S. pombe la
quinasa Spcl/Styl/Phhl (Shiozaki
and Russell, 1995; Millar et al., 1995;
Kato T. et al., 1996).

Basicament, la resposta a estres
consisteix en mecanismes que

detecten els canvis desfavorables
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per la cellula, mecanismes que
transmeten aquests senyals i els
mecanismes compensatoris  que
finalment condueixen a canvis en
I'expressi6 genica i en el
metabolisme per tal de sobreviure a
condicions no  optimes  pel
creixement.

En mamifer 'activacio de les SAPKs
pot ser efectuada per diferents tipus
de senyals, com ara estres osmotic,
calor, radiaci6 UV, citoquines
inflamatories, etc. A S.cerevisiae, en
canvi, la quinasa Hogl s’ha implicat
basicament en la resposta a estres
osmotic (Brewster et al., 1993;
Schuller et al., 1994). A S. pombe la
quinasa Styl recorda més en el seu
funcionament a les quinases de
mamifer perque és necessaria per a
la resposta a una gran varietat de
senyals (Millar et al., 1995; Shiozaki
et al., 1995; Shiozaki and Russell,
1996; Degols et al., 1996; Degols and
Russell, 1997; Shieh et al., 1997;
Shiozaki et al., 1997). Entre d’altres,
la Styl s’activa en resposta a
augment de l'osmolaritat, estres
oxidatiu, calor, radiaci6 UV i
deprivacié nutricional. Donada la
semblanca amb les vies de mamifer,
els mecanismes de resposta a estres
de S. pombe han servit en els darrers

anys per entendre de quina forma
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les celllules eucariotes s’adapten a
les condicions desfavorables.

Es un fet interessant que, malgrat
una cel-lula pot estar exposada a un
ampli  espectre  d’estressos i
d’extensid variable, la resposta sera
d’acord amb la severitat i el tipus
d’insult i estara governada per una
mateixa via de resposta a estrés. Es a
dir, que la cascada de SAPKs és
capag de rebre diferents estimuls i
decidir quina ha de ser la resposta
adequada en cada cas.

D’altra banda, la resposta a estres
esta intimament lligada a Ia
progressié del cicle cellular. Una
mostra d’aix0 és el fet que molts
dels reguladors d’aquesta via es van
aillar en screenings ideats per posar
de manifest proteines implicades en
la regulacio del cicle cellular. A
més, mutants dels components
centrals de la via com ara la Styl o la
Wisl presenten fenotips semblants
als de mutants d’activadors del cicle
(fenotip cdc). Per contra, la
hiperactivacio de la Styl condueix al
fenotip wee i en casos extrems a
fenotip de catastrofe mitotica.

A continuaci6 s’exposaran els
components claus en la resposta a
estres, aixi com els mecanismes
generals i les respostes especifiques

que es donen en cada cas concret.

3.1 Components centrals de la
resposta a estrés:

De forma generica, les cascades de
MAPK es composen per una MAPK
central que és activada per una
MAPKK que és alhora activada per
una MAPKKK. En el cas de la
cascada de resposta a estres a S.
pombe, la MAPK central és la Styl,
que és fosforilada per la MAPKK
Wisl que pot ser activada per dues
MAPKKKSs, la Wak1/Wik1/Wis4 o la
Winl. A continuacié s’analitzara el
cadascun

paper de d’aquests

components en la resposta a estres
(fig. 10).

Resposta transcripcional

Fig. 10. Cascada de senyalitzacié d’estres a
S. pombe.
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3.1.1 Sty1

La quinasa principal en la resposta a
estres a S. pombe és la Styl, també
coneguda com a Spcl i Phhl. El
1995, dos grups van aillar el gen que
codifica per aquesta proteina
mitjancant dues  aproximacions
experimentals similars. En el cas de
Millar et al.,, es va concloure que
mutacions en el gen de styl
rescataven el fenotip letal provocat
per la inactivacio de dues fosfatases,
la Pyplila Pyp2 (Millar et al., 1995).
Aquestes havien estat previament
descrites com a reguladors negatius
de l'entrada en mitosi (Millar et al.,
1992b). En aquest mateix screening es
va aillar també el gen de sty2, que
posteriorment va ser identificat com
a wisl i que codifica per la MAPKK
encarregada d’activar la Styl. En
parallel, el grup de Russell va
descriure el gen de spcl en un estudi
semblant al de Millar et al., buscant
mutacions que suprimissin el
fenotip letal de mutants dels gens
ptcl i ptc3 (Shiozaki et al., 1995). Ptcl
i ptc3 codifiquen per la fosfatasa
PP2C que també s’ha implicat en la
resposta a estres. Curiosament, en
aquest mateix estudi també es va
aillar el gen spc2 que codificava
novament per la MAPKK activadora
de Spcl, Wisl. Finalment, el 1996 el
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mateix gen va ser aillat de nou
mitjancant el clonatge per PCR
d’homolegs de les MAPKs (Kato, Jr.
et al., 1996).

Com ja s’havia comentat al principi
d’aquest capitol, estudis posteriors
han posat de manifest que la Sty1 és
necessaria per a la resposta a un
ample espectre d’estressos, incloent
elevada osmolaritat, estres oxidatiu,
temperatura, radiacio UV, deplecio
de fonts de N i de C, augment del
pH extracellular, etc (Millar et al.,
1995; Shiozaki et al., 1995; Shiozaki
et al, 1996, Degols et al., 1996;
Degols et al., 1997; Shieh et al., 1997;
Shiozaki et al., 1997; Madrid et al.,
2004; Soto et al., 2002). Aquest fet
queda reflectit per la incapacitat de
mutants de styl de créixer en
aquestes condicions. No menys
important és la observacid que
aquests mutants exhibeixen un
fenotip elongat que indica un
alentiment en l'entrada en mitosi
d’aquestes cellules. Aquest fenotip
també apareix en mutants de la
MAPKK Wisl, i es veu exacerbat
quan es tracta les cellules amb
estres (Millar et al., 1995; Shiozaki et
al., 1995; Warbrick and Fantes,
1991). La sospita que hi hagués una
connexio entre la resposta a estres i

la progressio del cicle cellular es va
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confirmar en veure la interaccio letal
entre mutacions de styl i cdc25 a la
temperatura permissiva (Millar et
al., 1995; Shiozaki et al.,, 1995). A
més, les cel-lules styl- son defectives
en el bloqueig per depleci6 de N
necessari per a dur a terme la meiosi
i tampoc poden reiniciar el cicle
cellular normal després d’haver
patit estres. Tot i aquestes
evidencies, moltes de les dianes a
través de les quals la Sty1 efectua les
seves  funcions  son  encara
desconegudes.

De la mateixa manera que la resta
de components de la familia de les
MAPKs, la Styl s’activa per la
fosforilacié en dos residus altament
conservats del seu domini catalitic,
la Thr171 i la Tyrl73. Aquests
residus compleixen el consensus de
la MAPKK Wisl, és a dir, la
seqiiencia TGY (Warbrick et al,
1991; Shiozaki et al., 1995). La
fosforilacié d’aquests no només és
necessaria per a l’activitat de la Sty1,
sin0 que també sha vist que
mutacions en aquests residus
abroguen la correcta localitzacio de
Styl en resposta a estres. En el cas
de S. pombe, la Styl és una proteina
citoplasmatica en condicions
normals i, quan les cel'lules se

sotmeten a estres, la  Styl

rapidament transloca al nucli. En un
principi es va creure que la Styl es
comportaria de la mateixa manera
que ho fa la MAPK de mamifer
ERK1 en quant a la seva localitzacio.
L’ERK1 és també una proteina
citoplasmatica que entra al nucli
després d’haver estat fosforilada per
la MAPKK MEKI1. La MEK1 conté
en la seva seqiiencia un senyal
d’exportacié nuclear que impedeix
que es localitzi al nucli. Semblaria
que en condicions normals la unio
de I'ERK1 a la MEK1 actua com una
mena d’ancoratge citoplasmatic de
la primera. Després de I'activacio de
la via, la fosforilaci6 de I'ERK1
trencaria la  interacci6  entre
ambdues proteines i permetria que
I’ERK1 entrés al nucli (Fukuda et al.,
1997). Tot i aixi, I'ERK1 esta
mancada d'una seqiiencia de
localitzacié nuclear i no s’ha pogut
establir fins el moment quin és el
mecanisme que afavoreix aquest
desplacament de citoplasma a nucli.
En el cas de la Styl, malgrat la Wisl
també conté una  seqiiencia
d’exportacié nuclear, aquesta no
condiciona la localitzacio
citoplasmatica de la Styl en
condicions normals, donat que en

cellules Awis1 la Styl continua

essent citoplasmatica. No obstant, la
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fosforilacié de la Styl és encara un
pas imprescindible per tal que
pugui translocar-se al nucli. Es
important notar que part de la
resposta a l'estres té lloc a través de
canvis en l'expressié genica i aixo
implica la interaccio (bé sigui directa
o indirecta) de la Styl amb factors
de transcripcié. D’acord amb aquest
fet, el factor de transcripcidé Atfl va
ser durant molt de temps Itnic
substrat conegut de la Styl (Takeda
et al., 1995, Kanoh et al., 1996;
Shiozaki et al., 1996; Wilkinson et al.,
1996). Estudis duts a terme per Gaits
et al., van demostrar que la deleccié
d’atfl evitava la localitzacié nuclear
de la Styl, i que la unié d’ambdues
proteines era afavorida per la
fosforilacié de la Styl. Es a dir, a
diferencia del que succeeix a
mamifer, en S. pombe, la Wisl no
actua com a un ancoratge
citoplasmatic de la Styl en
condicions normals, sind que és
I’Atfl qui actua com a ancoratge
nuclear de la Styl en condicions
d’estres (Gaits et al., 1998). D’altra
banda, mutants dels llocs de
fosforilacié de la Styl poden encara
unir-se in vivo a I’Atfl. Aixi doncs,
tot i que sembla clar que la
fosforilacié de la Styl és necessaria

per a la seva localitzacié nuclear, el
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paper exacte que juga no ha estat
clarificat fins el moment. Sha
suggerit que bé podria estar
afavorint la interaccidé amb algun
sistema de importacio nuclear o, per
contra, que la fosforilacid podria
bloquejar la uni6 amb sistemes
d’exportacié nuclear. Cap de les
dues hipotesis, pero, s’ha validat
encara. El que si sembla clar és que
I'entrada de la Styl al nucli és un
procés dependent d'un mecanisme
de transport actiu, perque la
mutacio6 del factor intercanviador de
nucleotids Pim1 afecta
negativament la localitzaci6 de la
Styl al nucli (Gaits and Russell,
1999). La Styl no conté en la seva
seqliencia cap senyal de localitzacio
nuclear evident, de manera que
probablement el transport tingui
lloc a través de la interacci6 amb
una proteina que formi un complex
amb la Styl i el transportador.
D’altra banda, la Sty1l roman al nucli
durant un periode molt curt
(aproximadament 20 min) i la seva
sortida de nou al citoplasma és duta
a terme a través del transportador
Crml. Aquesta sortida és necessaria
per tal que la Styl pugui ser
inactivada per les fosfatases Pypl i
Pyp2, que so6n essencialment
citoplasmatiques (Gaits et al., 1999).
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Per ultim, en el que a localitzaci6 de
Styl pertoca, també s’ha descrit que
la localitzacié citoplasmatica de la
Wisl és necessaria per tal que la
Styl es transloqui al nucli en
resposta a estres. Prova d’aixo és el
fet que l'addici6 d'un senyal de
localitzacié nuclear que fa que la
Wisl es localitzi constitutivament al
nucli evita 'acumulacié nuclear de
la Styl posterior a l'exposicid a

estres (Nguyen et al., 2002).

3.1.2 Wisl

Com ja s’ha dit, altres components
de la via de les MAPKs d’estres a S.
pombe també es van aillar en
screenings que buscaven reguladors
del cicle cel-lular. De fet, un dels
primers membres identificat va ser
el gen winl, la mutacié del qual
(win1-1) revertia el rescat de la
letalitat del mutant cdc25-22 per part
de la mutacié weel-50 (Ogden and
Fantes, 1986). Tot i que aquest
mutant va ser descrit molt aviat en
el rastreig de reguladors del cicle, el
producte genic no va ser identificat
fins el 1998 (Samejima et al., 1998),
quan es va veure que es tractava
d"una de les MAPKKKSs encarregada
d’activar la via.

Seguidament a la troballa del gen de

winl, es van dissenyar screenings

que permetessin, ara, rescatar el
fenotip del triple mutant winl-1
weel-50 cdc25-22. Fruit d’aquests
estudis van sorgir 5 gens que
funcionaven com a supressors del
fenotip anterior quan s’expressaven
des de
(Warbrick and Fantes, 1992). Dels 5

gens, dos d'ells, wisl i wis4,

plasmids  multicopia

codifiquen per una MAPKK i una
MAPKKK,
(Warbrick et al., 1991; Samejima et
al., 1997).

La Wisl és I'inica MAPKK capag

respectivament

d’activar la Styl sota condicions
d’estres (Degols et al., 1996). Per
aquest motiu, la seva deleccio
presenta la mateixa sensibilitat a
elevada osmolaritat o temperatura,
agents oxidants o deprivacio
nutricional que mutacions en el gen
de styl. A més, en cel'lules AwisI no
és possible detectar fosforilacié de la
Styl en resposta a cap mena d’estres
(Millar et al., 1995; Shiozaki et al.,
1995; Degols et al., 1996; Degols et
al., 1997) i, per contra, la
sobreexpressio de wisl condueix a
una hiperactivacié de la via que
resulta toxica per a la cel'lula (Millar
et al., 1992b; Ottilie et al., 1992;
Shiozaki et al., 1995).

La Wisl té una estructura similar a
les MAPKKs de mamifer, amb un
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domini catalitic C-terminal
(Warbrick et al., 1991) i un domini
N-terminal que conté una regidé de
unio6 a la Styl i un senyal
d’exportacié nuclear (Nguyen et al.,
2002). Tot i que sempre s’havia
considerat que la Wisl era una
proteina eminentment
citoplasmatica, estudis de Nguyen et
al., van demostrar que la Wisl era
també capag de translocar al nucli
en resposta a estres, alhora que la
Styl. La Wisl és una proteina de
mida considerable
(aproximadament 70KDa) i és poc
probable que la seva entrada al nucli
tingui lloc per difusié passiva. Es
més plausible, doncs, que estigui
mitjancada per algun mecanisme de
transport actiu. Quant a la
relocalitzacié al citoplasma de la
Wisl, aquesta té lloc als pocs minuts
de I'entrada i sembla ser depenent
de I'exportina Crm1 (Nguyen et al.,
2002). El moviment de la Wisl
sembla ser important per tal que la
Styl pugui localitzar-se al nucli i, de
fet, en el treball de Nguyen et al. se
suggereix que la Wisl podria estar

jugant un paper clau en el transport

de la Sty1 de citoplasma a nucli.
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3.1.3 Wis4 i Winl

El gen de wis4 (aillat en el mateix
screening) codifica per la MAPKKK
que activa la Wisl mitjangant la
fosforilaci6 de dos residus del
domini catalitic, Ser469 i Thr473. El
fet que la deleccio de wis4 no
presentés un fenotip tan sever en
resposta a estres com la deleccid de
components situats més avall en la
via (wisl- o styl’) va fer pensar de
bon principi que tingués un paper
redundant en l'activacio de la Wisl
(Samejima et al., 1997; Shieh et al.,
1997; Shiozaki et al., 1997). D’altra
banda, estudis genetics inicials
suggerien que la proteina codificada
pel gen winl podia funcionar també
com una MAPKKK, pero problemes
en el seu clonatge no van permetre
que es pogués identificar el
producte genic fins el 1998
(Samejima et al., 1998). En aquest
mateix estudi es mostrava que la
Winl i la Wis4 (també anomenada
Wikl i Wakl) actuaven de forma
redundant en 'activacio de la Wisl,
podent-la fosforilar en els mateixos
residus. El paper especific de
cadascuna d’aquestes MAPKKKSs ha
estat forca controvertit perque en el
treball de Samejima et al, se li
restava importancia a la Wis4 en la
osmotic,

senyalitzacid6  d’estres
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atorgant-li un paper principal a la
Winl. En canvi, treballs de Shiozaki
et al. demostraven que la delecci6 de
la Wis4 disminuia la fosforilacié de
la Wisl en aquest tipus d’estres
(Shiozaki et al., 1997), tot i que no
I'eliminava completament. Avui en
dia, no hi ha separaci6 entre els
papers

assumint que totes dues poden

d’ambdues quinases,
activar la via en resposta a diversos
tipus d’estres.

3.2 Activacio del modul
Wis4/Win1-Wis1-Styl:

Un dels aspectes encara fosc en la
resposta a estres és la manera com
es transmet el senyal fins el modul
central exposat en apartats anteriors.
En el cas de S. cerevisiae ha estat ben
establert que la MAPK Hogl és
regulada en resposta a estres
osmotic per el sistema de dos
components conformat per la
histidina-quinasa SInl, la
fosfotransferasa Ypdl i la quinasa
Sskl (I'anomenat two component
phosphorelay  system) (Posas and
Saito, 1998). En condicions de baixa
osmolaritat, la SInl s’autofosforila
en una histidina del seu domini
catalitic. Aquest grup fosforil és
seguidament transferit a un residu

Asp del seu domini receptor. En

aquest estat, la fosfotransferasa
Ypdl, mitjangant un intermediari
fosforilat a la His64 d’elevada
energia, pot transferir el grup
fosforil al domini receptor de la
quinasa Sskl. La Ssk1 fosforilada és
inactiva i no pot activar la MAPKKK
Ssk2 (homologa a la Wis4 i a la
Winl) ni, en conseqiiencia, la MAPK
Hogl. Per contra, quan en el medi
extern es ddéna un augment de
l'osmolaritat, la SInl és inhibida,
permetent que s’activi la via (Posas
et al., 1998).

Intents per trobar un sistema que
funcionés de forma similar a S.
pombe van donar lloc finalment a la
identificacié de les proteines Mcs4
(semblant a Ssk1), Mprl (homologa
a Ypdl) i Makl, Mak2 i Mak3 (amb
activitat histidina quinasa). De fet, la
Mcs4 ja havia estat previament
descrit com un regulador potencial
de la mitosi, donat que la seva
perdua rescatava el fenotip de
catastrofe mitotica del doble mutant
cdc2-3w weel-50 (Booher and Beach,
1987; Molz et al., 1989). Estudis
posteriors van revelar que la Mcs4
era important per a la senyalitzacio
d’estres perque en mutants d’aquest
gen l'activacié de la Styl es veia
minvada en resposta a estres. A

més, aquestes cellules mostraven

51



Introduccio

un defecte en el creixement que es
veia accentuat en condicions d’alta
osmolaritat o de  deprivacié
nutricional. Per ultim, la sensibilitat
dels mutants de mcs4 no es veia
afectada per la deleccid de wis4,
indicant que ambdues proteines
funcionaven en una via lineal
(Shiozaki et al., 1997; Cottarel, 1997;
Shieh et al., 1997). Per homologia de
seqliencies es va veure que la Mcs4
era similar a la quinasa reguladora
de la resposta Sskl de S. cerevisiae,
suggerint que també pogués existir
un sistema de dos components a S.
pombe. Com en el cas de la Sskl, la
Mcs4 també conté un residu Asp al
domini receptor (D412) que és
necessari per a la seva funcio (fig.
11). En un principi, l'analisi del
mutant Amcs4 va fer pensar que la
Mcs4 estigués implicada en la
senyalitzaci6 de diferents tipus
d’estres. La identificacié del residu
D412 i la seva mutacid, pero, va
desvelar que la Mcs4 és tnicament
necessaria per a l'activacié de la
Styl en resposta a H202. (Buck et al.,
2001). La discrepancia entre els
fenotips del mutant puntual i la
delecci¢ s’interpreten com el resultat
de pertorbar la integritat d’un
complex SAPK multi-proteic en

absencia de Mcs4, de manera que la
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deleccié de mcs4 afectaria més dun
sistema de forma indirecta.

La Mprl (també conegut com Spy1)
és estructuralment i funcional
semblant a la proteina Ypdl de S.
cerevisiae que se situa per sobre de la
Sskl en la transmissio del senyal. La
Mpr1 conté un residu His conservat
(H221) que funciona com a
intermediari en la transmissio del
grup fosforil a la Mcs4. Malgrat
aquestes semblances inicials, la
proteina de S. pombe i la de S.
cerevisine  presenten  diferencies
notables. En primer lloc, la deleccio
de YPD1 és letal perque condueix a
una hiperactivacié de la Hogl que
resulta toxica per a la cellula. En
canvi, la Mprl és un regulador
positiu de la Mcs4 i, per tant, la seva
deleccié no té grans conseqiiencies
per a la cellula en condicions
normals (Nguyen et al., 2000). La
funci6 de la Mprl queda restringida
a la resposta a estres oxidatiu (Buck
et al.,, 2001; Nguyen et al., 2000),
mentre que la Ypdl funciona en
resposta a  estres  osmotic.
Curiosament, tot i que la fosforilacio
de la Styl es veu afectada per la
deleccié de mprl en resposta a estres
oxidatiu, els mutants de mpr1 no sén

més sensibles en comparacio a la

soca salvatge a aquest tipus d’estres.
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Meés interessant encara, l'expressiod
de gens necessaris per a I’adaptacio
en aquestes condicions (v.g. ctt1) no
es troba disminuida en el mutant
2000).

comportament s’interpreta com un

(Nguyen et al, Aquest
efecte compensatori exercit per la
Papl, independent de la Styl. En un
apartat posterior referit a la resposta
a estres oxidatiu, s’explorara més
profundament el funcionament
d’aquesta via paral-lela. Finalment,
dir que el paper de la fosforilacio
presenta encara algunes incognites:

Mcs4 és

activadora, donat que la interaccid

la fosforilaci6 de la

entre ambdues proteines és
depenent de la
His221 de la Mprl i
augmentada en tractar les cellules
amb H:O..  Sorprenentment, la
mutacio de la His221 de la Mprl
(Nguyen et al., 2000) o del Asp412
de la Mcs4 (Buck et al, 2001)

augmenten la fosforilaci6 basal de la

presencia de la

es veu

Styl. La conclusio que se’n extreu és
que la Mcs4 deu regular
negativament el modul Wis4/Winl-
Wis1-Styl en condicions normals i
de forma positiva en resposta a
estres oxidatiu.

Arribat aquest punt en que ja
s’havien trobat homolegs per dos

dels components del sistema de S.

cerevisiae, es va analitzar el genoma
de S. pombe amb la fi de trobar una
histidina quinasa amb funcié similar
a la de SInl. Aixi, es van identificar
les proteines Makl, Mak2 i Mak3
com a candidates potencials (Buck et
al., 2001).

comparteixen una estructura similar

Totes tres proteines

que consisteix en un domini
histidina  quinasa
domini PAS/PAC. Aquest domini és

també comu a proteines procariotes

seguit d'un

sensores de l'estat redox, com ara

Aer i ArcB d° E. coli, fet que

ESTRES
OXIDATIU

His

~J

Mcs4

|
®

Fig. 11. Activacidé del modul Wis4/Winl-
Wis1-Styl.
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explicaria que a S. pombe aquest
modul s’encarregui de senyalitzar
I’estres oxidatiu i no 1’osmotic.

Les histidines quinases de S. pombe
conformen no un, sin® dos sistemes
de transmissio de grups fosforil. La
Mak2 i la Mak3 s’encarregarien de
transmetre el senyal d’estres
oxidatiu a través de la Mprl i la
Mcs4 fins al modul Wis4/Winl-
Wis1-Styl-Atfl. En canvi, la Makl
també estaria implicada en Ia
resposta a estres oxidatiu, pero
aquest cop a través de la Papl (fig.
11). Com passava amb la delecci6 de
mprl, la deleccié de mak2 i mak3
tampoc es tradueix en
hipersensibilitat al tractament amb
H20:, probablement degut a un
efecte compensatori de la via
constituida per la Makl1 i la Papl.
Aixi, tot i que estructuralment la via
de S. cerevisiae i la de S. pombe
comparteixen una  arquitectura
similar, hi ha trets distintius que les
diferencien, com ara el tipus d’estres
que les activen. En aquest aspecte,
els mecanismes a través dels quals
les cel'lules de S. pombe detecten

estressos diferents a 1'oxidatiu son

fins el moment elusius.
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3.3 Adaptacié a l'estrés: canvis en
I'expressio génica:

L’estudi de la resposta a estres en
diferents organismes ha revelat
I'existencia de dos paradigmes: en
primer lloc, l’exposicié a dosis
baixes d'un estres condueix a una
resposta adaptativa que confereix
resistencia transitoria a dosis més
elevades del mateix tipus d’estres.
En segon lloc, I’adaptacid a un tipus
d’estres ddéna lloc a una major
resistencia a  altres  estressos,
aparentment no relacionats, és a dir,
a una proteccié creuada (Jamieson,
1992; Lee et al., 1995, Moradas-
Ferreira and Costa, 2000). Aquests
fenomens suggerien que diferents
estimuls podien activar mecanismes
de defensa semblants, o que existia
un mecanisme de defensa general
que conferia un nivell basic de
proteccio. El 2003, la publicacio de
les dades obtingudes a partir de
microarrays de DNA en resposta a
diferents estressos ambientals va
ajudar a entendre aquests fenomens
(Chen et al., 2003). Aixi, es va veure
que la expressid6 d'un subgrup de
gens pateix canvis en quatre de les
cinc condicions assajades, mentre
que la expressio d'un altre subgrup
de gens és especifica de només un o

dos tipus d’estres. Els gens del
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primer grup son els anomenats
CESR (core environmental stress
response) i corresponen a gens que
codifiquen per proteines implicades
en el metabolisme, antioxidants com
ara la catalasa, la glutatio
peroxidasa, la tioredoxina o la
glutaredoxina, enzims implicats en
processos d’ubiquitinitzacio, 'enzim
glicerol-3-fosfat deshidrogenasa,
factors de transcripcio com I'’Atfl i
la Pcrl i proteines implicades en
senyalitzacié com la Mprl1 i la Srkl,
entre d’altres. En tots aquests casos,
I'expressié d’aquests gens es veu
augmentada en resposta a estres,
per0 en aquest grup també
s'inclouen gens la expressiéd dels
quals es veu reprimida sota aquestes
condicions. Es el cas, per exemple,
d’enzims implicats en la sintesi de
proteines, el transport, la
transcripcié,  l'organitzacié  del
citosquelet, etc. La regulacid
d’aquests gens depen basicament de
la Styl i en menor grau del factor de
transcripcié Atfl. En el seglient
apartat es parlara més extensament
d’aquest factor de transcripcio, pero
de moment dir que durant molt de
temps va ser I"inic substrat conegut
de la Styl. Atenent als patrons
d’expressio en celllules wt, Astyl o

Aatfl, els gens que pertanyen al

CESR es poden subdividir segons la
seva dependencia de la Styl, I’Atfl,
de tots dos o de cap d’ells. Aixi, els
gens de la classe 1 contenen aquells
gens la expressio basal dels quals i
la seva induccio en resposta a estres
és depenent de la Styl i de I'Atfl
(v.g. cttl, grx1 i gpx1). La classe 2 la
conformen gens que requereixen la
Styl i 'Atfl per a la seva induccio
perd no per a l'expressio basal. Els
gens de la classe 3 necessiten la Styl
per a la induccio, pero son
independents de 1'Atfl (v.g. srkl,
mprl i ptcl). Finalment, la classe 4
conté gens independents tant de la
Styl com de I’ Atf1.

La Sty1 pot jugar també un paper en
la repressio de gens del CESR, donat
que l'expressi6 d’alguns d’ells
augmenta en cellules 4styl. Ja
s’havia parlat de que I’Atfl podia
tenir un paper repressor en
I'expressi6 de gens depenent de
I'estat de fosforilacio de la Styl
(Degols et al., 1997), pero aquest no
es pot considerar un mecanisme
general, perque bé podria ser que la
induccié6 d’aquests gens constituis
un mecanisme compensatori de
I’absencia de la Styl. En conclusio,
la Styl juga un paper critic en la
regulacié de gens del CESR i, donat

que no totes les dianes de la Sty1l ho

55



Introduccio

son també de I'Atfl, no es pot
excloure l'existencia d’altres factors
de transcripcio regulats per la Sty1.
Com ja s’havia comentat, els
microarrays van desvelar també
I'existencia d’un subgrup de gens
que eren especificament induits en
un o dos tipus d’estres. Aquests han
estat classificats com SESR (specific
environmental stress response). La
implicaci6 de la Styl i I'Atfl en
I'expressié d’aquests gens és menys
critica que en els gens de CESR, i
unicament se li ha atorgat un paper
més important en el cas d’estres
induit per H20: o per calor. L’estudi
de les seqiliencies de DNA en la
regio promotora d’aquests gens, aixi
com el paper d’altres factors de
transcripcié o reguladors permetra
entendre millor el funcionament de
la resposta transcripcional global en
resposta a estres.

D’altra banda, també s’ha mostrat
que les proteines Tupll i Tupl2
regulen la conformacié local de la
cromatina per tal que la induccio
d’alguns gens en resposta a estres
sigui especifica (v.g. cta3 o fbpl ). En
la  seva absencia, I’expressio
d’aquests gens es troba desregulada,
podent-se donar en condicions
normals (Hirota et al.,, 2003). Tot

plegat suggereix que la via de les
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SAPKs estaria regulant factors que
intervenen en la topologia de la
cromatina per tal que I'expressié de
certs gens tingui lloc de forma
especifica en resposta a estres.

En conjunt, aquests experiments ens
demostren que la regulacio dels
gens de resposta a estres esta
sotmesa a un control molt fi que
assegura que la resposta en cada cas
sigui adequada a la severitat de
l'insult.

Per ultim i no menys important
també s’ha suggerit una implicacio
de la Styl en el manteniment de la
traduccié de proteines en resposta a
estres per tal de facilitar 'adaptacio.
Aquest fenomen és dependent de
I'estat de fosforilacio de 1'elF2, que
s’ha de mantenir defosforilat per ser
actiu. En absencia de la Styl (i
també d’Atfl o Pcrl), lelF2
s’hiperfosforila, esdevenint inactiu
(Dunand-Sauthier et al., 2005).

Aixi, s’afegeix un nou nivell de
control per part de la Styl en la
produccio6 de proteines en resposta a

estres.

3.4 Dianes de Sty1:

La Styl és essencial perque les
cel'lules puguin adaptar-se als
estressos imposats. Les dades dels

microarrays resumides en l’apartat
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anterior mostren que la Styl és
imprescindible per tal que es pugui
donar I'expressio de gens necessaris
per a l'adaptacié. Aquest és un
procés en gran part dependent del
factor de transcripcié Atfl. Per altra
banda, part important de la resposta
a estres i tema central d’aquesta tesi
és el paper de la Styl en la regulacio
d’altres quinases. En cellules de
mamifer, aquestes quinases reben el
nom generic de MAPKAP quinases,
i a S. pombe s’han descrit fins el
moment dues proteines d’aquest
tipus, la Cmk2 i la Srkl. Per aquest
motiu, en aquest apartat
s'exposaran, per una banda, la
regulacié de I’Atfl per part de la
Styl i, per l'altra, la de les quinases
Cmk2 i Srkl.

3.4.1 Atfl

D’acord amb el paper de la Styl en
la regulacié de I'expressio genica en
resposta a estres, durant molt de
temps el factor de transcripcio Atfl
va ser el seu unic substrat conegut
(Takeda et al., 1995, Kanoh et al.,
1996; Shiozaki et al., 1996; Wilkinson
et al, 1996). Com a tal, T'Atfl
comparteix funcions amb la Styl,
malgrat que no totes. Aixi, les
cel-lules Aatfl sén esterils donada la

seva incapacitat d’induir l'expressio

de stel1 en condicions de deprivacio
de N i tampoc poden sobreviure en
fase estacionaria (Takeda et al., 1995;
Shiozaki et al., 1996; Wilkinson et al.,
1996). Com els mutants de styl, els
mutants d’atfl son sensibles a estres
osmotic i no s’observa una induccio
dels gens gpdl (gliceraldehid-3-
fosfat deshidrogenasa), cttl
(catalasa) o  pyp2  (fosfatasa
encarregada de defosforilar Styl) en
resposta a estres osmotic. Per contra,
el mutant Aatfl no presenta cap
defecte en la progressio del cicle
cel'lular i no és sensible a calor
(Takeda et al., 1995), ni a cadmi o
arsenit, ni tampoc a drogues com
ara cicloheximida, staurosporina o
anisomicina (Toone et al.,, 1998).
Curiosament, tot i que aquest
mutant tampoc és sensible a
radiacié UV o a MMS, I’ Atf1 pot ser
activat per aquests agents i induir
I'expressié de cttl en resposta a ells
(Degols et al., 1997).

L’Atfl presenta homologia amb el
factor de transcripcié de mamifer
ATF2, substrat conegut de les
SAPKs p38 i JNK (revisat a Tibbles
and Woodgett, 1999).
Estructuralment, I’Atfl presenta un
domini de tipus b-ZIP que permet la
seva interaccio amb el DNA a través
de les seqiiencies CRE. L’Atfl
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funciona com un heterodimer amb
un altre factor de transcripcid, Pcrl,
que també conté un domini del
mateix tipus (Watanabe and
Yamamoto, 1996; Wahls and Smith,
1994; Kanoh et al., 1996). Tot i que
I'heterodimer presenta una major
afinitat d’unié (Kon et al., 1997), el
fet que Pcrl sigui dispensable per la
resposta a estres osmotic (Kon et al.,
1998) indica que I’Atf1 pot activar la
transcripcié de gens per si mateix,
formant = homodimers.  D’altra
banda, malgrat s’havia demostrat
que la Styl fosforilava I’Atfl tant in
vitro (Wilkinson et al., 1996) com in
vivo (Shiozaki et al., 1996) el paper
d’aquesta fosforilacié presentava
fins fa poc algunes incognites. Si bé
se sabia que l'expressio de gens
diana de I’Atfl requeria que la Styl
fos activa, el mecanisme a través del
qual tenia lloc aquesta regulacio era
desconegut. En el cas de les cel-lules
de mamifer, se sap que en
condicions normals ’ATF2 es troba
en una conformacio inactiva degut a
la interaccio intramolecular entre el
seu domini d"uni6 al DNA i l’extrem
N-terminal. Per tal que la proteina
sigui transcripcionalment activa, cal
que aquesta interaccido es trenqui
mitjangant la uni6 d’ATF2 amb

altres proteines com ara 'E1A o la c-
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Jun o mitjangant la fosforilacio per
les SAPKs (Li and Green, 1996).
També sha suggerit que Ia
fosforilacid podria tenir un efecte
directe sobre el domini
transactivador de la  proteina
(Livingstone et al., 1995; van Dam et
al., 1995; Gupta et al., 1995), pero, de
nou, el mecanisme implicat és fosc.
Per ultim, també s’ha parlat d'un
paper protector de la fosforilacié en
I'estabilitat d’ATF2, impedint la
seva ubiquitinitzacié i posterior
degradacio per part del proteasoma
(Firestein and Feuerstein, 1998;
Fuchs and Ronai, 1999; Fuchs et al.,
2000).

Recentment, en wun treball de
Lawrence et al. es presenten
evidencies que recolzarien més una
implicaci6 de la fosforilacio en
'estabilitat de la proteina que en
una estimulaci6 de Tlactivitat
transcripcional de 1’Atfl (Lawrence
et al., 2007). Breument, en aquest
estudi es muten tots els llocs
putatius de fosforilaci6 per la
MAPK continguts en 1'Atfl, i se
n‘observa l'efecte. Contra tota
prediccio, aquest mutant no
presenta una perdua de
funcionalitat evident ni tampoc
exhibeix la mateixa sensibilitat que

el mutant Aatf] a diferents estressos.
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Meés sorprenent encara, el mutant
dels llocs de fosforilacié pot encara
activar la transcripciéo de moltes de
les seves dianes en resposta a estres.
Els autors presenten evidencies
experimentals que demostren que,
més que activar la proteina per se, la
fosforilacié de I’Atf]l condueix a una
major estabilitat de la proteina. De
fet, I'Atfl presenta un nivell de
fosforilaci6 basal que estaria
afavorint la seva estabilitat en
condicions normals. En resposta a
estres la seva hiperfosforilacid
contribuiria a 'acumulacié de 1'Atfl
per tal d’afavorir la seva activitat.
En el mateix treball també es mostra
que un altre factor que regula
I'estabilitat de I'Atfl és la seva
interacci6 amb Pcrl. Curiosament,
pcrl és un dels gens diana de I'Atf1,
de manera que, de forma indirecta,
I"Atf1 estaria regulant la seva propia
estabilitat. Afegint complexitat al
tema, la transcripcié i lestabilitat
del mRNA d’atfl també es regulen
de forma depenent de la Styl. En
resposta a estres oxidatiu, la
proteina Csx1 s’hiperfosforila i
s'uneix al mRNA d’atfl (que conté
un element ARE), estabilitzant-lo
(Rodriguez-Gabriel et al., 2003).

3.4.2 Altres dianes de Styl: Cmk2 i
Srk1:

Tal com s’indicava al principi
d’aquest apartat existeixen altres
proteines que també poden ser
regulades per la Styl i que
participarien en la resposta a estres.
En el nostre grup, s’han descrit dues
quinases estructuralment
relacionades que son substrats in
vivo de la Styl. Es tracta de les
quinases Cmk2 (Alemany et al,
2002; Sanchez-Piris et al.,, 2002) i
Srk1/Cmk3 (Smith et al., 2002; Asp
and Sunnerhagen, 2003 i el treball
d’aquesta tesi: Lopez-Aviles et al.,
2005), relacionades amb la quinasa
de S. cerevisiae Rck2, que és també
un substrat de la SAPK Hogl
(Bilsland-Marchesan et al., 2000;
Teige et al, 2001). Ambdues
proteines presenten també
homologia amb les quinases
depenents de calmodulina de
mamifer, tot i que en el seu cas no
s’ha descrit cap mena de regulacio
per Ca?/CaM.

En el cas de la Cmk2, s’ha pogut
establir una implicaci6 en la
resposta a estres oxidatiu, recolzat
pel fet que els mutants de cmk2
exhibeixen sensibilitat a agents

oxidants. Sabem que la Cmk2 és

essencial per a la resposta a estres
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oxidatiu pero, malgrat aixo, el
mecanisme a través del qual
exerceix la seva funcié no s’ha pogut
determinar encara (Alemany et al.,
2002; Sanchez-Piris et al., 2002).

Quant a la Srkl, el gen que codifica
per aquesta proteina va ser clonat
pel nostre grup en virtut de la seva
homologia a les quinases
dependents de calmodulina i per
aquest motiu el vam anomenar
cmk3. En el treball d’aquesta tesi es
presenten les dades que es van
obtenir per aquesta proteina en la
regulacio del cicle cel'lular i en la
implicacio en la resposta a estres. En
paral-lel el grup de Quinn va aillar
aquest mateix gen en uns arrays de
DNA com un gen fortament induit
de forma depenent de la Styl
enfront ~un  ampli  espectre
d’estressos (d’aqui el seu nom Styl-
Regulated Kinase 1). El fet que es
tractés d'una quinasa i que
presentés homologia amb un
substrat conegut de la SAPK Hogl
de S. cerevisiae (Rck2) va despertar
un gran interes en el seu estudi. En
el treball de Smith ef al., mostren
que, de la mateixa manera que la
Rck2, la Srkl és fosforilada per la
Styl i pot translocar del citoplasma
al nucli de forma depenent

d’aquesta. En aquest mateix treball
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es mostrava que la Srkl no era
necessaria per a l’activacio de la
Styl, sin6 que, per contra, la Srkl
havia de ser responsable d’alguns
dels efectes de la Styl, donat que la
seva deleccio rescatava parcialment
la toxicitat produida per la
sobreexpressio de la Wisl. Tot i que
en aquest treball s’estudiava la
localitzacio de la Srk1 i es proposava
que els seus substrats es trobessin al
nucli, cap candidat havia estat
suggerit fins el present treball. En
darrer lloc, també es proposava una
implicacié negativa de la Srkl en el
desenvolupament sexual, donat que
la sobreexpressio de la Srk1 abolia el
bloqueig en fase Gl en resposta a
limitacions en la disponibilitat de N.
Recolzant aquest paper negatiu en
la meiosi, es mostrava que la
deleccio de srk1 donava lloc a una
hiperactivacid del programa
meiotic. ~ Posteriorment a la
publicacié d’aquest article, en un
treball d’Asp i Sunnerhagen es
tornava a implicar la  Srkl
(anomenada Mkp1 per aquest grup)
en aquest procés. A més, en el
mateix estudi es mostrava que la
Srk1 era fosforilada in vivo de forma
depenent de la Styl i que aquesta

fosforilacié desapareixia a mida que

les cél-lules entraven en mitosi o en
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resposta a la deprivacié de N (Asp et
al., 2003).

En els treballs anteriorment citats,
pero, no s’establia si la fosforilacio
de la Srkl per part de la Styl tenia
un efecte positiu o negatiu en
I'activitat d’aquesta, ni el significat
ultim en la resposta a estres. En el
treball presentat en aquesta tesi es
pretén presentar dades que
permetin elucidar el paper de la
quinasa Srkl en la resposta a estres,
aixi com en la progressio del cicle

cel-lular normal.

3.5 Inactivaci6 de la Styl: les
fosfatases Pyp1, Pyp2iPP2C:

La Stylila Wisl van ser descrites en
screenings genetics que buscaven
mutants que rescatessin el fenotip
letal de la doble deleccio de dues
fosfatases, la Pypl i la Pyp2.
Aquestes s’havien  identificat
previament com a reguladors
negatius de la mitosi (Millar et al.,
1992b; Ottilie et al., 1992). En treballs
posteriors es mostrava que la Pypl
s’encarrega d’inactivar la Sty1l. Entre
d’altres, les observacions que
recolzaven  aquesta  conclusio
incloien que les cellules que
sobreexpressaven pypl patien un
bloqueig en el cicle en resposta a

elevada osmolaritat reminiscent a

'observat en cel-lules Asty1, el nivell
basal de fosforilacié de la Styl era
superior en mutants Apyp1 i la Pypl
era capag de defosforilar
especificament la Tyrl73 in wvitro
(Shiozaki et al., 1995; Millar et al.,
1995). El gen pypl s’expressa de
forma constitutiva a la cel-lula i en
resposta a estres s’indueix més
fortament de forma depenent de la
Styl. La Styl també és el substrat
preferit de la fosfatasa Pyp2, pero, a
diferencia de la Pypl I'expressio del
gen pyp2 Unicament s’activa en
resposta a estres, esdevenint un
mecanisme de retroalimentacid
negativa en l'activacio de la Styl
(Shiozaki et al., 1995). D’aquesta

manera, la Styl a través de

I'activacid de l'expressié de gens

Resposta
transcripcional

Fig. 12. Inactivaci6 de la via d’estres.
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(CESR) regula la seva propia
inactivacio (fig. 12). Altres nivells de
regulacié d’aquestes dues fosfatases
es desconeixen per ara, pero
probablement, existeixen.

Tal com es comentava al principi
d’aquest capitol, la Styl i la Wis1 es
van aillar també en un screening
similar a l’anterior,  buscant
mutacions que revertissin 1'efecte
letal de la inactivacio dels gens ptcl i
ptc3 (Shiozaki et al., 1995). Els gens
ptcl, ptc2 i ptc3 codifiquen per
fosfatases de tipus PP2C. En un
principi es creila que aquestes
fosfatases  podien  defosforilar
directament la Styl o algun altre
component de la via, per analogia
amb la fosfatasa homologa a S.
cerevisiae (Maeda et al., 1994). Per
contra, a S. pombe només ha estat
descrit que la fosfatasa PP2C pot
regular la fosforilacié de la Styl en
la Thr171 després d"un xoc de calor
per tal d’atenuar la resposta
(Nguyen and Shiozaki, 1999). 51 que
se sap, pero, que afecta l'expressio
de gens dependents de la Styl, com
ara gpdl (Gaits et al, 1997).
Curiosament, l'expressié de ptcl
també s’indueix en resposta a estres,
conformant, de la mateixa manera

que la Pyp2 un mecanisme de

retroalimentaciéo negativa (fig. 12).
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Fins el moment, la diana de la PP2C
és desconeguda pero, donat que
afecta la transcripci6 de gens
depenents de la Styl, probablement
es tracti d'un regulador de la

transcripcio no descrit encara.

3.6 Respostes especifiques als
diferents tipus d’estres:

La resposta a estres és proporcional
a l'extensio de l'insult, pero també
és especifica al tipus d’estres aplicat,
en part gracies a Il'expressio
diferencial d’'un subgrup de gens
(SESR) en cada cas. A continuacio
s’exposaran els mecanismes
especifics amb que la cellula
reacciona a les diferents agressions

ambientals per tal de sobreviure i

adaptar-se.

3.6.1 Estres per calor

La resposta a calor és especial entre
la resta de respostes a estres perque
depen més de la inactivacio de la
fosfatasa Pypl que d'un augment en
l'activitat de la Wisl (Nguyen et al.,
1999). Val a dir, pero, que és
necessari que hi hagi una certa
activitat de la Wisl, doncs cel-lules
Awis1 sén deficients en la resposta a
aquest tipus d’estres. La fosfatasa
PP2C participa també en la

modulaci6 de la  resposta,
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defosforilant el residu Thr171 per tal
d’atenuar l'activacié de la Styl
(Nguyen et al., 1999).

Com a tret caracteristic de la
resposta a augment de la
temperatura, les cel'lules eucariotes
indueixen la sintesi d'un grup de
proteines  genericament conegut
com a heat shock proteins (HSPs)
(revisat a Lindquist and Kim, 1996).
En condicions normals aquestes
proteines  participen com a
xaperones en el correcte plegament
de proteines de nova sintesi. En
resposta a xoc de calor les HSPs
minimitzarien els danys perque
evitarien l'agregacié de proteines
incorrectament plegades i
n’afavoririen la degradacio.

Les HSPs es classifiquen en funcié
de la seva mida i semblanca. Aixi
trobem les Hsp100, Hsp90, Hsp70,
Hsp60, Hsp40 1 Hsps petites.
Curiosament, nomeés dues
d’aquestes Hsps pertanyen al grup
de gens del CESR (les Hsp9 i
Hsp16), mentre que la resta de Hsps
s'indueixen de forma especifica en
resposta a calor (i en menor grau a
exposicié a H20: o Cd) de forma
independent de la Styl i de I'Atfl
(Chen et al., 2003).

De forma general, en eucariotes

I'expressié de les HSPs requereix

I'activacié del factor de resposta a
calor HSF. Tot i que a mamifer
existeixen multiples HSFs, a llevat
nomeés existeix un gen que codifiqui
per aquest factor. Es interessant,
pero, notar que el regulador de la
resposta a estres oxidatiu Prrl (que
sera comentat més endavant) conté
també un domini d'uni6 al DNA
semblant al dels HSFs. Potser aquest
fet explicaria l'expressio6 de gens
comuns en resposta a calor i a estres
oxidatiu.

Finalment, dir que el xoc de calor
també condueix a l'expressié de
gens que participen en la
ubiquitinitzaci6 i degradaci6 de

proteines, com ara wos2 i stil.

3.6.2 Estreés oxidatiu

Sense cap mena de dubte, la
resposta a estres oxidatiu és una de
les millor caracteritzades, essent clar
que hi participen el modul
Wis4/Win1-Wisl-Styl i el factor de
transcripcio Papl.

Quant a la Styl, ja s’ha parlat en
I'apartat dedicat a l'activacié de la
via que hi intervenen les proteines
del sistema de dos components
Mak2, Mak3, Mprl i Mcs4. Com ja
s’ha dit, pero, l'absencia de
components d’aquest modul no es

tradueix en una major sensibilitat a
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estres oxidatiu, fet que suggereix
que una altra via esta compensant la
seva perdua. En aquest apartat
s’analitzara el funcionament de la
Papl per tal de comprendre la
resposta a estres oxidatiu a S. pombe.
A diferencia de I'Atfl, la Papl es
localitza al citoplasma en condicions
normals i transloca al nucli en
resposta a dosis baixes d'H:0: o
dietilmaleat (Toone et al., 1998§;
Kudo et al.,, 1999; Castillo et al.,
2002). De fet, la Papl esta
continuament entrant i sortint del
nucli de forma depenent de
I'exportina Crml, i aquesta
exportacid és bloquejada quan les
cellules sén exposades a agents
oxidants. Per tal d’entendre aquest
comportament cal analitzar
I'estructura de la Papl. La Papl
conté una seqiliencia d’exportacid
nuclear al domini C-terminal, a més
de dues regions riques en cisteines.
La primera esta localitzada a la zona
N-terminal de la proteina i I'altra al
domini C-terminal (el cysteine-rich
domain o CRD). L’exposicié a dosis
moderades d’'H20: (0,2mM) indueix
la formacié d’un pont disulfur entre
els dos grups de cisteines (Cys278 i
Cys501 6 Cys532) que fa que la
seqiiencia d’exportacio nuclear deixi

d’estar exposada i que per tant evita
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la interacci6 de la proteina amb la
Crml i la sortida del nucli (fig. 13).
Al nucli, la Papl pot induir
I'expressié de gens necessaris per la
detoxificacié dels agents oxidants.
Algunes de les dianes
transcripcionals identificades de la
Papl son el gen de la catalasa (ctt1)
(Nakagawa et al., 1995), els gens de
la tioredoxina (trx2) (Toone et al.,
1998) i la tiredoxina reductasa (trr1)
(Casso and Beach, 1996), el gen de la
glutatio reductasa (pgrl) (Lee et al.,
1997) i del transportador ABC
codificat pels gens hba2 i pmdl
(Toone et al., 1998). Curiosament, la
induccié de l'expressio del sistema
de tioredoxines condueix a la
reversié de l'estat oxidat (i actiu) de
la Papl i esdevé, per tant, un
mecanisme de retroalimentacio
negativa (Vivancos et al., 2004).

Un fenomen que cridava l'atencid
sobre l'activacio de la Papl era
I'observacié que la seva entrada al
nucli no era immediata a 1'exposicio
amb H:0: (Quinn et al, 2002;
Vivancos et al, 2004). Aixo,
conjuntament amb el fet que la seva
activacio tingués lloc dins un marge
tan estret de concentracions d” H20:
(essent optima a 0,2mM), indicava
que probablement existia algun

component que controlés 'activacio
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de la Papl i que podia ser inhibit
per un exces de loxidant.
Recentment els treballs de Vivancos
et al. (2005) i Bozonet et al. (2005)
han servit per identificar la
peroxiredoxina Tpxl com aquest
regulador de la Papl.

En termes generals, les
peroxiredoxines participen en la
detoxificacié de 1'H20: a través de
I'oxidacié d’una cisteina (cisteina
peroxidatica) a acid sulfenic (Cys-
SOH). Aquest intermediari oxidat
pot formar un pont disulfur amb
una cisteina no oxidada d’una altra
subunitat, donant lloc a un dimer,
que pot ser reciclat de nou a l'estat
monomeric reduit inicial per I'accio
d'una tioredoxina. L’intermediari

amb la cisteina oxidada a acid

sulfenic és l'encarregada de
transmetre el senyal a la Papl,
probablement a través de la
formacio de dimers amb aquest (fig.
13) (Vivancos et al.,  2005).
L’exposicié a dosis elevades d"H20:
pot inactivar les peroxiredoxines
degut a que la cisteina peroxidatica
oxidada a acid sulfénic pot seguir
reaccionant donant lloc a acid
sulfinic (fig. 13) (Rabilloud et al.,
2002; Yang et al., 2002). Aquest fet
explicaria perque dosis elevades de
I'oxidant no activen la Papl. L’estat
inactiu de la Tpx1 pot ser revertit
per lacci6 d'una sulfiredoxina
depenent d’ATP, la Srxl, que
redueix l’acid sulfinic a tiol (fig. 13)
(Bozonet et al., 2005; Vivancos et al.,

2005). Durant molt de temps s’havia

Fig. 13. Regulaci6 de la Papl en resposta a estres oxidatiu (Vivancos et al., 2005).
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observat que l'activacié de la Papl
podia estar regulada per la Styl
(Toone et al., 1998) perque la seva
localitzacio nuclear es veia afectada
en mutants Astyl. En canvi, no
s’havia pogut provar que la Pap1 fos
una diana directa de la Styl, i la
seva sobreexpressidé no conduia a
I'acumulaci6 de la Papl al nucli
(Nguyen et al., 2000). Coneixent ara
les evidencies presentades per
Vivancos et al. un nou enfocament és
possible. El gen srx1 pertany al grup
de gens CESR induits de forma
depenent de la Styl i I'Atfl en
resposta a estres oxidatiu. També ho
son gens que codifiquen per
proteines antioxidants com ara la
catalasa o la glutati6 peroxidasa
(Chen et al., 2003). Aixi, en resposta
a dosis elevades d’oxidants, la Styl
permetria l'activacio de la Papl a
través de I'expressio d’aquests gens.
Per una banda disminuiria la
severitat de l'estres fins a dosis que
no saturarien la Tpxl i per altra
banda, mitjangant la induccié del
gen srxl permetria la reversié de
I'estat hiperoxidat de la Tpx1 per tal
que aquesta pugui transmetre el
senyal a la Papl (Vivancos et al.,
2004;Vivancos et al., 2005).

Una altra proteina que també s’ha

relacionat amb la resposta a estres
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oxidatiu és el regulador de la
resposta Prrl (Ohmiya et al., 1999)
tot i que la seva funcié no és molt
clara. Per analogia amb el seu
homoleg de S. cerevisiae Skn7 es creu
que podria participar en l'activacio
de la Papl (Ohmiya et al., 1999) i,
donat que també comparteix certa
semblanca amb la Mcs4 també s’ha
suggerit que pugui ser activat per
una histidina quinasa, potser la
Makl. Mutants de prrl també
comparteixen trets caracteristics de
mutants d’atfl (v.g. son esterils) i per
aquest motiu també s’ha proposat
que podria participar en l'activacio
de I’Atf1 (Greenall et al., 2002).

Per ultim, quant a la resposta a
estrés oxidatiu, cal esmentar el cas
particular de la resposta a metalls
com l'arsenit que també generen
especies reactives d’oxigen (ROS) a
la cellula. En un treball de
Rodriguez-Gabriel et al. es
comparava la dependencia de la
Styl en la resposta a oxidants com
I'H202 i la resposta a arsenit
(Rodriguez-Gabriel and Russell,
2005). Com a conclusié d’aquest
estudi s’extreia que la toxicitat
produida per l'arsenit no podia ser
atribuida tnicament a la generacio
de ROS, pero si que es requeria la

Styl per sobreviure a l'exposicié a
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aquest agent. L’activacié de la Styl

en resposta a arsenit no era
depenent del sistema Mprl-Mcs4
pero si que calia una certa activitat
de la Wis4 i la Winl. De la mateixa
manera que havia estat descrit per la
resposta a calor, l'activacid de la
Styl durant l'exposicio a arsenit
semblava recaure en la inactivacio
de la fosfatasa Pypl.

En definitiva, la resposta a estres
oxidatiu és un procés complex que
requereix la participacio coordinada

de diferents sistemes.

3.6.3 Estrés osmotic

L’exposicio de les cel-lules a elevada
osmolaritat condueix a la
deshidrataci6 i a la consegiient
perdua de la viabilitat. En tots els
tipus cel-lulars la resposta primaria
a l'estres osmotic és 'acumulacio de

molecules que puguin compensar el
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gradient osmotic amb el medi
extern. L’osmolit majoritariament
produit és el glicerol que té, a part,
la propietat de ser relativament inert
i no afectar altres processos dins la
cel'lula. Un enzim clau en la sintesi
de glicerol és la glicerol-3-fosfat
deshidrogenasa, que a S. pombe és
codificat pels gens gpdl i gpd2
(Ohmiya et al., 1995). L’expressio de
gpd2 és constitutiva, pero la de gpdl
només s’'indueix en resposta a
estres, constituint un dels gens del
CESR (Chen et al.,, 2003). D