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RESUMEN

La transmision fiel de la informacién genética de padres a
hijos constituye uno de los procesos celulares mas estrechamente
controlados y de mayor relevancia para la reproduccion celular. El
acido desoxirribonucléico (ADN) es la molécula portadora de la
informacion genética de todos los seres vivos y su transmision de
una célula madre a las células hijas exige el duplicado de esta
molécula ¢Cbémo dirige una célula la copia de su ADN? Los ultimos
cinco afios de estudios han revelado que la misma actividad quinasa
gue controla la progresion por el ciclo celular activa e inhibe el inicio
de la replicacion del ADN en una paradoja tan solo aparente,
asegurando de este modo que el material genético so6lo se replica
una vez por ciclo celular. Entender como las células regulan la
replicacién del ADN, tiene una gran trascendencia no sélo desde el
punto de vista del conocimiento basico, sino también en el disefio de
estrategias efectivas para luchar contra aquellos problemas médicos
causados por alteraciones en la divisién celular, como el cancer.

ABSTRACT

The faithful transfer of genome from parents to progeny is
one of the most accurately controlled processes in cell division. DNA
is the molecule bearing genetic information in all living organisms.
DNA has to be duplicated to be transmitted from mother to daughter
cells. In studying problems related to cell division and cancer, it is top
priority to know the processes by which cells precisely regulate
initiation of DNA replication. How do cells drive replication of their
DNA?. Studies carried out during the last 5 years have pointed out
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that the same kinase activity which controls cell cycle progression,
activates and inhibits the initiation of DNA replication. This apparent
paradox ensures that genome replication precisely takes place only
once each cell cycle. In studying problems related to cell division and
cancet, it is crucial to understand how cells regulate initiation of DNA
replication.

El ciclo celular

En 1839, Schleiden y Schwann propusieron la Teoria Ceular estableciendo que
cada organismo se componia de una 0 més cdulas y que cada nueva cdula sdlo
podia provenir de la divison de dguna céula preexigente. Desde € comienzo de
ede dglo se sabe que en cada cdula, los cromosomas [Nota 1] portan la
informacion genética El conocimiento desde los afios 50 de que d materid
genético es d ADN [Nota 2] y la éucidacion de su edtructura, llevo a preguntarse
acerca de su replicacion. Hacia 1970 se conocia la composicion basica de las
cdulas y entonces comenzaron a abordarse interrogantes sobre los detales
moleculares de |los procesos individuaes de la vida ceular.

Las células se reproducen duplicando y repartiendo sus componentes para congtituir
dos cdulas hijas. El cicdo cdular es € conjunto de procesos que van desde €
momento en que la cdula toma la decison de dividirse hasta que origina dos
céulas nuevas. Es por tanto la base de la proliferacion cdular. Tomando como
modelo la levadura Saccharomyces cerevisae (S cerevisiae) revisaremos los
conocimientos que se tienen en cuanto a la regulacion de la replicacion en las
cdulas eucariotas [Nota 3]. Aungue los detales de cada ciclo cdular eucariota
varian entre los organismos, los puntos esenciales son comunes. En un ciclo cdular
generd (figura 1), para producir dos células hijas idénticas, d ADN se duplica, se
segrega v findmente la cdula origind se divide para dar lugar a dos cdulas nuevas
independientes, cada una con una dotacion genéticaidéntica ala de su hermana.
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Figura 1: Ciclo celular bésico

Los ciclos cdulares de la mayoria de las células también comprenden procesos que
conducen a duplicar y dividir su masa y sus organulos citoplasmicos. Por lo tanto €

cicdo cdular es una complga combinacién de procesos citoplésmicos y nucleares
muy bien coordinados entre Si.

¢,Como se organiza el ciclo celular?

El dcance de nuestro conocimiento del ciclo cdular ha sufrido una revolucion en
los Ultimos afios En d pasado, utilizando Unicamente @ microscopio éptico, los
cientificos dividieron d ciclo cdular en dos periodos. Uno, de elevada actividad de
reorganizacion 'y movimiento de los componentes subcdulares, denominado
mitosis, en € que los cromosomas se condensan haciéndose visibles d microscopio
Optico y que findiza con los procesos de segregacion y divisén cdular. 'Y un
segundo que comprende la mayor parte dd ciclo cdular, denominado interfase por
transcurrir entre dos mitosis 'y en @ que a microscopio Optico no se observa proceso
activo adguno sadvo € incremento en € tamafio cdular. Hoy sabemos que la
interfase no es un periodo de reposo Sino que por e contrario es un periodo de gran
actividad, durante € que se llevan a cabo en una secuencia ordenada complicados y
elaborados preparativos parala division cdular.

Efectivamente, durante la intefase y de forma continua tienen lugar
acontecimientos conocidos en su globdidad como crecimiento y que incluyen la
sintess de nuevos organulos ceulares y la mayor parte de las proteinas celulares.
Ademas, comprende procesos (figura 2) que ocurren de forma discontinua, como la
replicacion dd ADN durante € periodo conocido como fase S-de Sintess-. Hl
intervao que transcurre entre € find de la mitoss dd ciclo anterior y € comienzo
de la sintes's de ADN se conoce como fase G1 —dd inglés Gap- y d intervao entre
d findelafase Sy lamitogs, fase G2.
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Figura 2: Organizacion del ciclo celular

Lasfases G1y G2 proporcionan tiempo adicional para € crecimiento. Durante G1
la cdula andiza s las condiciones ambientdes son adecuadas para comenzar €
proceso irrevershle de la diviséon cdular, sempre que cuente con d tamafio
minimo para €lo. En € caso de que la Stuacion sea favorable, toma la decison de
aravesar @ punto de Inicio (Sart) que compromete irreverablemente e comienzo
de ciclo cdular. S las condiciones ambientales no son adecuadas para la entrada
en d cido, la cdula entra en un periodo de quiescencia, denominado GO, en & que
puede permanecer largo tiempo. Ademés, desde este estadio de GO la cdula es
senshle a sefides de diferenciacion, en @ caso de organismos pluricdulares, o de
inicio de procesos sexudes, en € caso de organismos unicdulares. S las
condiciones ambientdes vudven a s favorables, la céula puede volver a iniciar
ciclos de divison. En la fase G2 la cdula andiza 9 ha completado correctamente la
fase Sy decide entre permitir € paso a mitoSs, 0 en su Caso, esperar para que se
realicen |as reparaciones necesarias.

Control del ciclo celular

La mayor pate de los estudios y los primeros avances sobre |os mecanismos de
control del ciclo ceular en eucariotas se han redizado empleando como modelo las
levaduras. Las levaduras son hongos unicdlulares que presentan grandes ventgas
como moddo de edudio dd cico cdular eucariota Son organismos muy
adecuados porque tienen tiempos de generacion cortos, (90 minutos frente a las 24
horas que dura @ ciclo de las cdulas animaes) y su genoma es arededor de 100
veces menos complgo que € de una cdula de mamifero, pero mantienen € mismo
tipo de organizacion dd ciclo cdular que los eucariotas multicdlulares. Ademés, es
facil de manipular genéticamente, Sendo posble adar mutaciones en genes que
controlan procesos celulares bésicos, clonar los genes identificados por esas
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mutaciones y redizar deleciones [Nota 4] de genes especificos, a ser las levaduras
capaces de vivir como organismos haploides [Nota 5].

Figura 3: Micrografia electronica de barrido de Saccharomyces cerevisiae
(Gentileza del profesor Miguel Sanchez Pérez)

La mayor parte de los estudios de ciclo celular se han llevado a cabo empleando S
cerevisiae (Figura 3), la levadura dd pan y la cerveza también conocida como la
levadura de gemacion por su caracterigtico egtilo de divison (Figura 4). En € caso
de este organismo hay que afiadir la ventga de que actudmente se conocen los
goroximadamente 16 millones de pares de nucledtidos que condituyen la secuencia
completa de su genoma.
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Figura4: Ciclo celular de S. cerevisiae
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Los fundamentos de nuestro conocimiento actuad del ciclo cdular en levaduras
vienen de la blUsgqueda sstemédtica de muteciones en genes que codifican para
componentes de la maguinaria dd cicdo cdular redizada por Hartwell, Culotti y
Reid en 1970 en Saccharomyces cerevisae y Nurse, Thuriaux y Nasmyth en
Schizosaccharomyces pombe (S, pombe) conocida también como levadura de
figson en 1976. Basandose en que la divison cdular es esencid paa la
proliferacion de estos organismos, adaron mutaciones que aectan d ciclo cdular
como mutaciones condiciondes. inactivan un producto génico en unas condiciones
pero no en otras. Las mas comunes son las mutaciones termosengibles en las que €
producto del gen mutado funciona de modo norma a una temperatura, la
temperatura permisiva, pero no a otra, llamada redrictiva En la mayoria de los
casos, las mutaciones termosensibles son permisivas a 20-25°C y redtrictivas a H-
37°C. De entre todos los mutantes termosensibles obtenidos se seleccionaron
aguellos que afectaban a un gen dd control del ciclo cdular y que se diferenciaban
del resto porque todas las células de una poblacion que portan esa mutacion se
paan en d mismo punto de ciclo cdular cuando se incuban a la temperatura
redrictiva. A estas mutaciones, y por extrapolacion a los genes a los que afectan se
lesllamacdc -Ciclo de Divisién Celular-.

Edos egsudios han permitido identificar una familia de proteinas quinasas
dependientes de cicling, -Cyclin Dependent Kinases, Cdk- que incluyen a Cdc28 de
S cerevisiag, y a su homdlogo en S. pombe cdc2, y que juegan un papel centra en
los procesos claves dd ciclo cdular: la entrada en ciclo, la sintess de ADN vy la
regulacion de la mitoss. Estas quinasas son las subunidades catditicas de un
complgo que incluye tambiénuna subunidad reguladora, denominada ciclina,
necesaria para la funcion de complgo d determinar la locdizacion o la
especificidad de sudrato de la quinasa. Esta asociacion de subunidad catditica y
reguladora define las funciones de la quinasa a lo largo dd ciclo. En S cerevisiae
exigen d menos 9 cidinas que se asocian a Cdc28. Por su estructura se dividen en
dos familias ddinas CIn —de Ciclina - que incluyen a CInl, CIn2 y CIn3, que s
necesitan para € paso de la cdula por € punto de Inicio presente en G1, y las
ciclinas Clb — de Ciclinatipo b - que incluyen a las sas resantes, Clb1-6, que son
esenciades paralaregulacion de laentradaen fase Sy en Mitosis.

En concreto, cada complgjo Cdc28/Ciclina determina una funcion de la quinasa a lo
largo dd ciclo (figura 5). Los complgos Cdc28/Ciclinas Cln activan en G1 € paso
por Inicio, la gparicion de la yema y la degradacion de Sicl, un inhibidor de los
complgos quinasa Cdc28/Clb [Nota 6], de modo que inactivan la capacidad de las
céulas haploides de pararse en G1 como respuesta a las feromonas sexudes, 1o que
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proporciona € cardcter de irreversbilidad a la entrada en € ciclo cdular. Los
complgos Cdc28/Ciclinas Clb activan € inicio de la replicacion, regulan la
formacion de los husos mitdticos y la divison nucear y € crecimiento isométrico
delayemaen G2y M.
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Figura5: Ciclo CDK deS. cerevisiae

En los Ultimos afos se han encontrado también homologos a edtas quinasas en
todos los eucariotas en los que se han buscado, y que incluyen desde € gusano
nematodo Caenorhabditis elegans, a la mosca Drosophila melanogaster , a
mamiferos como € radn y d hombre y plantas como Arabidopsis thaliana,
indicando que d sgema de control dd ciclo cdular es generd en todos los
eucariotas y vaidando a las levaduras como modelos de estudio.

El control de lafase Sy el inicio de lareplicacion

Dentro del sstema de control central que desencadena los procesos esenciales dd
ciclo cdular exigen digpostivos bioquimicos que actan para poner en marcha un
proceso queinicialafase S.

¢COmMo e inicia? Numerosos estudios acerca de los mecanismos de replicacion del
materid genético y de su regulacion han ido conduciendo progresvamente a la
descripcion de una serie de factores necesarios para su inicio y control. EI Modeo
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de Replicon, inicidmente propuesto para la bacteria Escherichia coli -E. coli -
(Bdl et al., 1993) predice la existencia de secuencias de ADN desde donde e inicia
la replicacion. Pogteriormente estas secuencias fueron identificadas en S cerevisiae
y s conocen como Secuencias de Replicacion Autonoma (SRA) [Nota 7], las
cuaes coinciden con los origenes de replicacion. Los cromosomas de eucariotas
son demasiado largos para ser replicados a partir de un solo punto como ocurre en
procariotas, por 1o que contienen varios origenes de replicacion. Los trabgos de
Bdl y Stillman de 1993 describieron un complgio de 6 proteinas que reconocen los
origenes de replicacion, denominado Complgo de Reconocimiento dd Origen
(CRO). Edas proteinas son esenciales para la viabilidad celular y necesarias, pero
no suficientes, para iniciar la replicacion dd ADN. Otras proteinas iniciadoras se
han ido descubriendo paulatinamente, del tipo de Cdc6, las sais de la familia Mcm,
laquinasa Cdc7 - y su cidinaDbf4 - y Cdc4b5.

Las proteinas CRO permanecen unidas a los origenes de replicacion durante todo €
ciclo cdular, pero d resto delas proteinas iniciadoras forman o no parte del
comple o dependiendo de lafase del ciclo, definiendo asi un estado post-replicativo
dd origen presente durante lasfases S, G2y M (sdlo permanecen unidas alos
origenes las proteinas CRO) y un estado pre-replicativo durante G1 (con € resto de
las proteinas iniciadoras formando parte del complejo). El inicio de lareplicacion

del materid genético marcalatransicion entre € estado de complejo pre-replicaivo
(pre-RC) a complgo post-replicativo (post-RC).

R ADN

Figura 6: Complejos post-replicativo (arriba) y pre-replicativo (abgjo)

Cienciaa Dia®© Febrero 2000, Vol. 3, No. 1. ISSN 0717-3849
http:/iwww.ciencia.cl/CienciaAlDialvolumen3/numerol/articul os/articulo 3.html 8



Coordinacién entre el inicio de lafase Sy el ciclo celular

Las evidencias que se tenian acerca de la necesdad de actividad Cdc28/Clb para
gue ocurriese la sintess de materid genético (Schwob & Nasmyth, 1993),
contrastaban con € hecho, pogteriormente descubierto (Dahmann et al., 1995), de
gue la formacion de los complgos pre-RC, absolutamente necesarios para que
dicho proceso se inicie, se inhibia en presencia de actividad quinasa. Esta aparente
paradoja no es més que d reflgo dd exquisto control que, sobre los diferentes
sucesos del ciclo cdular, gercen las oscilaciones en actividad quinasa a lo largo dd
mismo.

De una pate la fosforilacion dependiente de Cdc28/Cln de factores de
transcripcion especificos de genes de fase S controla la transcripcion [Nota 8] de
genes necesarios para la replicacion, pero son las ciclinas tipo B, CIb5 y CIb6, las
gue activan directamente la replicacion del ADN. Por otro lado, la conversén de
complgos post-RC a pre-RC en los origenes ocurre en la transcion M/G1 cuando
la actividad quinasa Cdc28/Clb es bga y la converson reciproca, en la trangcion
GL/S coincidiendo con la devacion de la actividad quinasa debida a los complgos
Cdc28/Clb (figura 7).

La union y la separacion de todos los componentes que condtituyen los pre-RC se
verian reguladas por procesos de desfosforilacion-fosforilacion y/o locdizacion
subcelular mediados por 1os complgos Cdc28/Clb.

Con
Cdde258/Clb

Figura7: Cdc28/Clb regulael estado delos origenes de replicacion.
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La actividad quinasa asociada a complgos Cdc28/Clb aparece d comienzo
de fase S y aunque pueden detectarse complgos Cdc28/CIb5 y Cdc28/Clb6 ya en
fase G1, éstos son inicidmente inactivos debido a la presencia de Sicl, quien regula
la entrada en fase S regulando la actividad quinasa de los complgjos Cdc28/CIb5 y
Cdc28/CIb6. La funcion principal de los complgos Cdc28/Cinl y Cdc28/CIn2 en
promover fase S parece ser la degradacion de Sicl poco antes del comienzo de fase
S.

Se ha propuesto un moddo de inicio de la replicacién en dos fases sucesvas e
interdependientes. primero tendria lugar € establecimiento de los complgos pre-
RC en presencia de Cdc6 y con d reclutamiento de proteinas Mcm y Cdc45, y
después s iniciaria la replicacion ded ADN promovido por la actividad quinasa
debida tanto a Cdc28/Clb como a Cdc7/Dbf4, con € consiguiente desmontge de

los pre-RC (figura 8).
B N
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Figura8: Activacion del inicio de lareplicacion
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Mantenimiento de la ploidia [Nota 9]

S una cdula inicia la replicacion de su maerid genéico més de una vez antes de
dividirse, se encuentra con serios problemas a la hora de repartirlo durante la
mitoss, de modo que las dos cdulas resultantes tienen cantidedes de materid
hereditario digtintas entre sl y desigudes a la cdula que inicid e ciclo de divison
cdular. Semgantes defectos serian arastrados en divisones sucesvas haciendo
invidbles a las cdulas resultantes. Parece vitd, por tanto, llevar a cabo una
replicacion fidedigna y Unica por ciclo para que se mantenga la ploidia durante las
sucesivas divisones proliferativas de una cdula

El moddo de regulacion dd inicio de la replicacion en dos pasos garantiza a la
cdula d mantenimiento de su ploidia S la condicion necesaria para que los
componentes requeridos para la formacion de los complgos pre-RC se ensamblen
es la ausencia de actividad quinasa, su presencia se requiere para la activacion de
dichos complgos y d inicio de la replicacion. La subida de actividad quinesa en la
trangcion GL/S (favorecida por la destruccion de proteinas inhibidoras de
Cdc28/Clb) a la vez dispara d inicio de la replicacion en los origenes con la
consecuencia dd  desensamblge de los propios complgos pre-RC cuyo re-
ensamblge queda inhibido hasta una nueva fase Gl después de la bgada de
actividad quinasa que marca la sdlida de la mitosis y por tanto después de que €
materid genético previamente duplicado haya sido adecuadamente repartido. El
mismo tipo de molécula (Cdc28/Clb) tiene un pape dud: una funcion postiva para
permitir una funcidon legitima (activacion de los origenes e inicio de la replicacion
del ADN en fase S) y una negativa, para impedir una funcidn ilegitima (blogueo del
ensamblge de nuevos complgos pre-RC durante las fases S, G2 y M). Cuando la
actividad legitima ha Sdo gecutada, se activalailegitima.

Lo que queda por saber

Afortunadamente para los estudiosos de esta materia, € asunto no esta:  zanjado.
Aunque la actividad Cdc28 es decisva en la regulacion de la formacion de los
complgos pre-RC, sus substratos y € efecto de las fosforilaciones sobre ellos para
dirigir su actividad, destruccion o locdizacion subcelular, son poco conocidos. Los
diferentes componentes de los complgos ddl origen son los candidatos de primera
linea para establecer @ nexo (Cdc6, Mcms, CRO). De hecho, ya se ha descrito la
fosforilacion por Cdc28 de varias de estas moléculas (Dutta & Bell, 1997) y existen
evidencias recientes de la existencia de procesos de re-locdizacion subcdular de
moléculas claves para € control de cicdo cdular. Esta Ultima edrategia permite
sacar del escenario a actor una vez representado su papel, con @ fin de que su
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presencia no impida ni pasar ad acto dguiente ni gercer su pagped a otro
protagonista. Asi, ademéas de los mecanismos ampliamente descritos de  destruccion
proteolitica [Nota 10] o inhibicion directa por otra proteina, ciertos actores pueden
ser diminados de escena mediante su secuestro en un escenario cdular digtinto a
de su lugar de actuacion (citoplasma, nucleolo). Este atractivo mecanismo ha sido
descrito paralas proteinas Mcm (Dutta & Bédl, 1997).

El descubrimiento de los cambios que se producen en la croméatina para hacer
posble € acceso de la maguinaria de replicacion d ADN, asi como todos los
factores responsables de la dongacion de las hebras de nueva sintesis, una vez
iniciada ésta, vendrian a completar & escenario de uno de los procesos
fundamentaes en lavida cdular: lareplicacion dd ADN.

Notas

1. La informacién gendtica de un organismo se encuentra contenida en unas
estructuras denominadas cromosomas, compuestos por una moléculade ADN
y por proteinas asociadas, especid mente evidentes en células en mitosis 0 meios's.

2. Lamolécula portadora de lainformacion genética es d acido desoxirribonucleico
(ADN) que es un polinucledtido formado por la unién covaente de
desoxirribonucl edtidos en formando una estructura bicatenaria en hélice.

3. Los organismos eucariotas incluyen tanto seres unicdulares como pluricelulares
que se caracterizan por presentar en e citoplasma un nlcleo diferenciado que
dberga € materid genético. Por d contrario, los organismos procariotas estan
condituidos por cdulas sencillas que carecen de nucleo verdadero (bacterias y
cianobacterias).

4. Cudquier diminacion de una porcion de secuencia de una molécula de ADN, s
conoce con € término de delecion. En este contexto se refiere a la diminacion
completa de un gen, lo que condituye una herramienta muy Util en d andisis de las
funciones de la proteina para la que codifica ese gen. Aqudlas funciones ausentes
en la cdula ddecionada para un gen, permiten deducir qué funcion tiene su
producto génico.

5. Los organismos eucariotas pueden tener un juego completo de cromosomas
(organismos haploides), dos juegos (organismos diploides como es & caso
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humano que cuenta con 23 pagas de cromosomas), cuatro (organismos
tetrgploides) e incluso més.

6. La regulacion de la actividad quinasa de los complgos Cdc28/ciclina en la
cdula es muy precisa, dada su importancia Esta regulecion tan fina se logra
modulando la actividad quinasa a varios nivedes s puede regular la subunidad
caditica Cdc28 (mediante fosforilaciones-desfosforilaciones  activadoras o
inhibidoras), la presencia de las ciclinas (controlando su transcripcion 'y su
degradacion especifica), y d complgo (mediante proteinas que inhiben su funciédn,
como Sicl en S cerevisiae).

7. S cerevisiae es € Unico eucariota en € que s conocen en detdle las SRA. Una
tipica, consta de varios eementos. El primero, conocido como eemento A, eta
formado por una secuencia de 11 pares de bases, en su mayoria de Adeninas y
Timinas. Adiciondmente aparecen hasta 3 dementos més, B1, B2 y B3, adyacentes
d Ay que = extienden a lo largo de 150 nucledtidos. Esta composicion de
elementos varia de un SRA a otro, pudiendo haber eementos repetidos e incluso
carecer de uno o varios de elos.

8. El ADN dberga la informacion genética, necesaria para que la cdula sepa como
redizar cada proceso cdular. Sin embargo carece de actividad catalitica. Para que
es0s procesos tengan lugar esa informacion debe “traducirse” a moléculas que si
tengan actividad catditica, las proteinas. Este proceso de transmision de
informacion congta de un paso intermedio, la transcripcion: € ADN es copiado a
ARN mensgjero, que transporta esa informacion a citoplasma, que es donde radica
en lacdulala maguinaria de traduccion.

9. El término ploidia hace referencia d nimero de juegos cromosdmicos de las
células de un organismo.

10. Una de las formas de asegurar la irreversibilidad de un proceso biogquimico es la
destruccion de un participante necesario para que ese proceso tenga lugar. En S
cerevisiae existe un complgo de proteinas codificadas por los genes CDC4, CDC34
y CDC53 que controlan la transcion G1/S mediante la degradacion de proteinas
marcadas con ubiquitina (King et al., 1996). Es @ caso de la degradacion de Cdc6
(S&nchez et al., 1999) que asegura que una vez iniciada la sintesis de ADN, €
proceso no vuelva a ocurrir ya que Cdc6 es necesaria para formar nuevos pre-RC.
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