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Discussió

L'estudi realitzat en aquests treballs tracta de la resposta de les cèl·lules del
llevat Saccharomyces cerevisiae a les condicions nutricionals, relacionada amb el
control del cicle cel·lular, concretament en la fase G1 i en el control de les ciclines
d'aquesta fase com a objectius últims d'aquesta regulació.

El treball ha estat dividit en dos apartats principals on hem diferenciat les
cèl·lules haploïdes de les diploides doncs presenten respostes diferents a una mateixa
condició de limitació nutrícional. Mentre que els haploides aturen el seu cicle i passen
a l'anomenat estat GO o quiescent, els diploides poden iniciar un nou cicle
diferenciador després d'aturar-se en la fase G1 per limitació nutricional, anomenat
meiosi i produir espores com a estat de resistència a les condicions adverses (Mitchell,
1994).

No es coneixia cap mecanisme de control de cicle en condicions de limitació de
font de nitrogen. Altres estudis han relacionat la glucosa i cAMP amb la regulació de
les ciclines CLN1 i CLN2 durant la fase G1 del cicle, però han obtingut resultats
opostos respecte el seu paper activador o repressor (Huble et al., 1993; Baroni et al.,
1994;Tokiwaetal., 1994).

En el primer treball hem demostrat que la limitació de font de nitrogen provoca
l'aturada en fase G1 del cicle per la repressió de les ciclines G1, sobretot per un
control traduccional sobre el mRNA de CLN3.

Les condicions emprades per Pesporulació són de limitació extrema de
nutrients i per tant els nivells de ciclines G1 haurien de disminuir. Sabent que per l'inici
de la meiosi cal la replicado del DNA ens preguntàvem si en aquelles condicions l'inici
de la replicado dependria de les ciclines G1 tal com passa durant la mitosi. Les
úniques ciclines relacionades amb meiosi fins ara són Clb1-4, implicades en les
divisions meiòtiques com també Cdc28 (Grandin and Reed 1993, Shuster and Byers,
1989). Els gens bàsics de cicle podrien ser els mateixos i per tant la replicado
dependria de Cibo i Clb6, i si fos així, la inducció d'aquests gens podria dependre de
Cln3 com en el cicle mitòtic. Amb aquesta premissa es va estudiar l'efecte de les
ciclines sobre meiosi, arribant a la conclusió oposada: les ciclines de fase G1
inhibeixen l'inici de la meiosi.

En l'apartat de discussió de cada article es comenten els resultats obtinguts i
en aquesta secció tractarem resultats obtinguts per altres autors, que han aparegut a
posteriori i resultats obtinguts pel nostre grup que no han estat publicats i que aporten
noves dades.

1. CONTROL DEL CICLE CEL·LULAR HAPLOÏDE PER LIMITACIÓ DE
NITROGEN

La regulació de la traduccionabilitat del mRNA de CLN3, junt amb una
inestabilitat addicional de la proteïna en el medi limitat de nitrogen, causa la
desaparició de CIn3, disminuint així fortament l'expressió de les ciclines CLN1, CLN2,
CLB5 i CLB6. La presència de Sic1 durant tot el procés assegura l'aturada en la fase
G1 del cicle. El mecanisme que provoca la inhibició de la traducció del mRNA de
CLN3 encara no és conegut, però hi ha altres mecanismes de control de traducció que
han estat identificats per altres proteïnes i que hem analitzat en el cas de CLN3.

1.1. Inhibició específica de la síntesi de ciclines en condicions de
limitació de nitrogen

La inhibició de la síntesi proteica és un dels primers efectes d'una limitació
nutricional. La cicloheximida i la rapamicina inhibeixen la traducció en les fases
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d'elongació i iniciació, respectivament, però les quantitats necessàries d'aquests
inhibidors per a aturar el cicle en la fase G1 causen una disminució de la síntesi
proteica més ràpida que en el model de limitació de nitrogen. En experiments fets amb
aquests inhibidors la disminució de Cln3 va seguir el mateix patró que la síntesi
proteica general, mentre que en la limitació de nitrogen la disminució de Cln3 va ser
més ràpida que la de síntesi proteica general, el que indica una regulació específica
sobre aquesta proteïna de cicle (Gallego ei a/., 1997).

1.2. Estudi del 5'UTR del mRNA de CLN3

En la discussió de l'article es fa esment dels estudis realitzats amb el 5'UTR del
mRNA de CLN3 per tal d'identificar seqüències implicades en regulació traduccional
de les quals es tenen varíes referències en altres gens i en condicions de limitació
nutricional.

En primer lloc, l'estructura secundària dels 5'UTR dels mRNAs pot ser un motiu
de regulació traduccional, sobretot els que poden formar estructures amb la regió
codificant. Això és comú als mRNAs que requereixen el complex helicasa elF4 per a la
seva traducció, i la regulació de l'activitat elF4 per fosforilació ha estat demostrada en
mamífers en resposta a determinats senyals tràfics (Sonenberg and Gingras, 1998)

En la figura III-1, que mostra l'estructura secundària prevista pels 5'UTR de
CLN1,2,3 i GCN4, podem veure que el de CLN3 inclou bona part del marc de lectura,
el que podria dificultar la seva traducció. La deleció o la mutació de diferents
seqüències de forma que destorbin la formació d'aquesta estructura secundària
podrien suprimir l'efecte inhibidor en condicions limitants.

La síntesi de Gcn4 està regulada per petits ORFs que es troben en el 5'UTR
del mRNA. En condicions nutricionals normals els ribosomes llegeixen els uORF
anteriors al marc de lectura de GCN4 i es dissocien del mRNA de manera que només
un 4% inicia la traducció de l'ORF de GCN4. En condicions limitants baixa la taxa de
formació del complex teman i de tot el ribosoma, i augmenta la probabilitat de formar-
se després d'haver sobrepassat els uORFs. Llavors un 65% dels ribosomes inicien la
traducció de Gcn4 que és un factor transcripcional regulat positivament també a nivell
d'expressió del seu mRNA en situacions de limitació per algun aminoàcid. Gcn4 activa
l'expressió d'una sèrie de gens que activen vies de síntesi d'aminoàcids. Per tant,
quan en la cèl·lula es donen senyals de limitació d'aminoàcids i baixa la síntesi general
de proteïnes es potencia la traducció de Gcn4 (García ei al., 1995). Si la síntesi de
Cln3 fos regulada per un mecanisme d'aquest tipus l'efecte seria el contrari del que
observem durant la limitació de nitrogen, on Cln3 desapareix ràpidament. Per tant no
es tracta d'aquest mecanisme de regulació.

D'altra banda, durant les 2-3 primeres hores de la limitació de font de nitrogen,
quan s'observa la desaparició de Cln3, no s'activa la traducció del mRNA de GCN4, el
que significa que no hi ha deficiència en un o més aminoàcids sinó que és una
resposta independent, que senyalitza una aturada específica de la falta de font de
nitrogen general.

En el 5'UTR del mRNA de CLN3 es van fer diferents delecions solapades per a
eliminar la regulació traduccional. L'estudi es va dur a terme amb la mateixa estratègia
que està descrita en l'article amb el mutant cdc28 termosensible, on la impossibilitat
de degradar les ciclines en el mutant facilita observar l'acumulació de Cln3 en cas de
ser traduïda.

III-2



Discussió

CLN2 5'-UTR

CLN1 S'-UTR

_

AUO
(UORF4)

AUO
(UORF 3)

AUO
(GOV4)

\
oi.W«»" \_

GC/V4 S'-UTR

Figura III.1. Estructures secundàries dels 5'UTR dels mRNA de CLNs i GCN4.

Aquestes estructures han estat simulades amb l'algoritme FOLD. En CLN3 es troben dues
regions TOP (regions riques en pirimidines) que podrien ser importants en la regulació
mitjançant elF4.
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En cap de les delecions sobre el 5'UTR del mRNA de CLN3 es va suprimir
l'efecte de la inhibició de la traducció, encara que amb aquests experiments es va
veure que el 5'UTR del mRNA de CLN3 produeix un baix nivell de traducció, degut a la
llargària i l'estructura pròpia que té.

En condicions de creixement lent la fase G1 del cicle cel·lular es fa més llarga i
augmenta el temps de generació. En l'article de Polymenis i Schimdt (1997) es
demostra que per aquest enlentiment del creixement cal un control traduccional sobre
el mRNA de CLN3 per tal de sintetitzar menys proteïna i retardar el pas de START.
Aquest control negatiu és degut a un uORF situat al començament del mRNA de
CLA/3. La presència d'aquest uORF provoca que, una vegada llegit, els ribosomes es
desuneixin del mRNA i no continuïn la traducció de l'ORF que codifica per Cln3. En
condicions de creixement ràpid, quan molts ribosomes inicien la traducció del
missatger, la possibilitat de recomençar-la després de passar per aquest control és
alta, però en condicions de síntesi de proteïnes més baixa, quan menys ribosomes
són disponibles, aquest mecanisme assegura una traducció encara més reduïda de
CLN3 (leaky scanning).

En condicions de creixement lent, tal com demostra el treball abans citat,
l'efecte inhibidor és degut a l'uORF en l'extrem 5'UTR i pot estar relacionat amb
l'efecte que produeix la rapamicina mitjançant la via TOR en la disminució general de
la síntesi proteica (Barbet et a/., 1996), doncs la substitució del 5'UTR del mRNA de
CLA/3 pel de UBI4 suprimeix en gran part l'aturada en fase G1 del cicle, deguda a la
baixa síntesi de proteïnes i entre elles ClnS. En canvi en el cas estudiat de la limitació
de nitrogen no és suficient per justificar la repressió observada, doncs la deleció de
l'uORF no suprimeix la inhibició de la síntesi de Cln3 en aquestes condicions ni
l'aturada en fase G1. No podem assegurar que el 5'UTR no estigui implicat en algun
tipus de regulació doncs la substitució del 5'UTR de CLA/3 pel de CYC1 va suprimir en
part la repressió traduccional.

De tota manera, l'estudi realitzat amb les delecions solapades del 5'UTR
descarta la possibilitat que un factor en frans reguli la traducció de CLA/3 sota la
limitació de font de nitrogen, doncs com hem dit abans, cap deleció té un efecte positiu
en l'acumulació de proteïna ClnS.

1.3. Control del transport nuclear del mRNA de CLA/3

El control traduccional es pot donar per la inhibició sobre el mRNA, que no
sembla ser el cas en la limitació de nitrogen, o bé, pel transport selectiu de mRNAs
des del nucli al citoplasma.

En condicions de xoc tèrmic s'ha observat el transport selectiu de mRNAs de
gens d'estrès necessaris per a una resposta correcta al xoc, que són expressats i
exportats activament al citoplasma de forma específica, i es pot observar una
acumulació general d'altres mRNAs en el nucli (Saavedra ei al., 1996; Saavedra et al.,
1997). En aquest transport específic està implicada Rip1, una proteïna de transport del
porus nuclear que necessita d'un altre factor per a reconèixer específicament els
mRNAs de gens d'estrès, doncs mutacions en els factors coneguts pel transport de
mRNAs en condicions normals no hi tenen cap efecte. Rip1 només és necessària pel
transport de mRNAs de gens d'estrès en condicions de xoc tèrmic, no en condicions
normals si aquests gens són expressats artificialment.

Hem realitzat estudis de localització cel·lular de mRNAs en condicions de
limitació de nitrogen, ja que la limitació nutricional es pot considerar com un tipus
d'estrès, i també es dóna una acumulació de mRNAs en el nucli, encara que potser no
tan acusada com en el cas del xoc tèrmic (figura III-2). Sota limitació nutricional podria
haver-hi un mecanisme selectiu de transport al citoplasma per a mRNAs de proteïnes
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necessàries per a l'adaptació a les noves condicions, i/o una inhibició selectiva del
transport d'altres missatgers que inerfereixen en la resposta a les noves condicions,
en aquest cas l'aturada en fase G1 del cicle. Determinar si el transport del mRNA de
CLN3 és inhibit en condicions de limitació de nitrogen explicaria la repressió
traduccional observada.

30°C 42°C

IP

poly A+

nuclis

FL

IP

Figura III.2. Acumulació de mRNAs en el nucli per limitació nutricional.

Inmunolocalització de mRNAs (poly A+) per FISH (FL), en cèl·lules a 30°C, 42°C i en limitació
de nitrogen. Es mostra la tinció de nuclis amb iodur de propidi (IP) i un diagrama de la co-
localització dels poly A+ (FL) respecte dels nuclis (IP).

Encara que no sigui tan evident com en el cas de CLN3, on els nivells del
mRNA són constants durant la limitació de nitrogen i la proteïna desapareix totalment,
les ciclines de fase G1, Cln1 i Cln2, també semblen estar regulades post-
transcripcionalment, ja que els nivells de proteïna disminueixen més ràpidament que
els del mRNA, suggerint que també podria existir un control de transport dels mRNAs
de CLN1 i CLN2 en condicions de limitació nutricional.

1.4. Control per degradació de les ciclines de fase G1

La via de la ubiquitina senyalitza la degradació de les proteïnes a les que ha
estat conjugada mitjançant un complex proteic que les reconeix específicament
(Townsley and Ruderman, 1998). El complex consta d'una proteïna que conjuga la
ubiquitina, anomenada subunitat E2. Una subunitat E3 s'encarrega de la unió del
substrat i de transferir la molècula d'ubiquitina al substrat, que varia en el factor d'unió
per a donar diferent especificitat al complex. En el cas de la degradació d'algunes
proteïnes de cicle s'han identificat les proteïnes que formen el complex. Cdc34
participa com una subunitat E2 i Skp1 junt amb Cdc53 i una proteïna d'unió del
substrat (F-box protein) formen el complex E3. Sembla que Cdc53 serveix per a
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mantenir el complex unit (Patton eí al., 1998). Estudis fets amb la ciclina Cln2 i Sic1,
('inhibidor de complexes Clb/Cdc28, han descrit dues proteïnes diferents d'unió al
complex: la unió de CIn2 és fa mitjançant el factor Grr1 i la unió de Sic1 és deguda a
Cdc4. Segurament hi ha altres components i més factors d'unió depenent dels
substrats que s'han de senyalitzar per degradació. Per exemple, en la degradació de
Clb1-4 participen altres proteïnes que formen el complex APC, però es tracta de la
mateixa via (Townsley and Ruderman, 1998). Un cop ubiquitinitzades, les proteïnes
són degradades pel complex 26S proteosoma en una reacció dependent d'ATP (Hilt
and Wolf, 1996).

Durant el cicle la regulació de les ciclines depèn de la seva activació i també de
la degradació en el moment correcte per a ordenar temporalment tots els
esdeveniments. La inestabilitat depèn primer de la fosforilació i després de la
ubiquitinització. CIn3 és una proteïna molt inestable durant tot el cicle i durant el
procés de limitació de font de nitrogen la inestabilitat de la ciclina Cln3 es veu
augmentada i, segurament, també la de les ciclines Cln1,2 encara que és més difícil
estudiar-ho degut a la repressió que pateixen els transcrits durant la limitació.
Experiments de pulse-chase amb Cln2 sota un promotor constitutiu varen mostrar més
inestabilitat en condicions de limitació. Si augmentéssim la velocitat de conjugació a
ubiquitina de les ciclines segurament afectaríem la seva vida mitjana, ja que en
experiments de pulse-chase s'observa que les formes fosforilades desapareixen més
lentament, indicant que el pas limitant per la degradació de ciclines és la
ubiquitinització i no la fosfori! ació (C. Mann, comunicació personal). La inestabilitat
addicional que presenta la proteïna Cln3 podria dependre de l'activació del gen UBI4
que s'expressa en condicions d'estrès i accelera la ubiquitinització de proteïnes i per
tant la seva degradació. Alternativament altres factors E2 o E3 podrien activar-se en
condicions desfavorables per a senyalitzar amb més eficiència i més ràpidament la
degradació de proteïnes que interfereixen en la resposta a les noves condicions, en
aquest cas l'aturada en la fase G1.

1.5. Altres factors importants de l'aturada en la fase G1 del cicle en
condicions de limitació nutricional

Estudis realitzats amb mutants de gens de cicle han descrit un paper redundant
de les tres ciclines Cln. Encara que la falta de Cln1 i Cln2 produeixi un retard en la
formació de la gema i el pas a la fase S, l'acció de la ciclina Cln3 pot portar a terme la
transició G1-S. Per a impedir-ho cal la mutació de tots tres gens CLN però la delectó
de SIC1 suprimeix en bona part aquest fenotip, permetent el pas a la fase S, el que
indica que els baixos nivells dels complexes Clb5,6/Cdc28 poden substituir les
funcions de les Cln si no estan inhibits per Siel (Schneider et al., 1996).

El control tan estricte sobre les ciclines G1 en la limitació de nitrogen indica la
importància de la desaparició de les Cln per a aconseguir l'aturada en la fase G1 del
cicle, però la sobreexpressió del gens CLN en la limitació de nitrogen no evita
totalment l'aturada en la fase G1, encara que la pugui retardar unes hores. Només la
sobreexpressió en la soca sid suprimeix totalment l'aturada en G1 (figura III-3), el que
indica un paper important per a Sic1 en aquest procés, durant el cicle i en condicions
limitants (figura III.3).

Els resultats addicionals tractats en aquesta discussió han reforçat els que
s'han publicat i indiquen possibles mecanismes de regulació de Cln3 en condicions de
limitació de nitrogen, i possiblement en altres condicions desfavorables que presenten
una resposta d'aturada del cicle en la fase G1.
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Figura III.3. Importància de Sic1 en l'aturada en G1 per limitació nutricíonal.

Efecte de la sobreproducció de ciclines G1 sobre les distribucions del contingut de DNA en
soques salvatge i s/c?, en condicions de limitació de la font de nitrogen. Es mostren les
distribucions de cèl·lules ciclant (en gris) i de cèl·lules aturades per la limitació (en negre).

2. CONTROL DEL CICLE CEL·LULAR DIPLOIDE PER LIMITACIÓ DE
NUTRIENTS

En l'estudi de la regulació de l'entrada en el cicle meiòtic hem relacionat les
ciclines de fase G1 amb l'inductor de meiosi Ime1, inhibint la seva acció i la seva
transcripció. Aquesta interacció ha estat manifesta quan s'han delecionat o
sobreexpressat els gens de les ciclines.

L'expressió d'IMEI es dóna només en cèl·lules diploides i en condicions de
limitació nutrícional degut al control pel repressor a1-o2 que assegura l'inici de la
meiosi només en diploides reprimint l'expressió de RME1 i permetent l'expressió
d'IME4, que s'activa en condicions de limitació nutrícional de forma que IME4
relaciona tots dos controls. RIMI i MCK1 també participen en l'activació transcripcional
d'IMEI en condicions nutrícionals limitants.

La pregunta és si el control tant estricte de la transcripció d'IMEI fa necessari
un control post-transcripcional per part de les ciclines G1, donada la improbable
coincidència de les Cln amb Ime1 durant la limitació nutricional, ja que els nivells de
ciclines G1 disminueixen ràpidament en aquesta condició. Quan es dóna la necessitat
d'iniciar meiosi en condicions naturals, ens podem trobar dues situacions ben
diferents, un canvi brusc de medi de creixement cap a condicions molt desfavorables o
bé un canvi continuat, des de fermentació a respiració i meiosi. El segon cas podria
ser l'esgotament del medi ric amb acetat. En aquestes condicions se solapa la
presència d'Imel i de ciclines G1, sobretot Cln3 i hem vist que la seva presència
interfereix en la funció d'Imel, però no en la seva expressió i síntesi.

2.1. Control transcripcional d'IMEI
S'ha proposat una activació transcripcional d'IMEI sobre el seu propi promotor

ja que les mutacions d'ume6, rím11 o rimi5 afecten la seva transcripció (Vidan and
Mitchell, 1997), encara que no s'han trobat caixes URS1 en el promotor ü'IMEL En el
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nostre fons genètic la deleció rím11 provocava una disminució del nivell màxim del
mRNA d'IMEI (resultats no mostrats), però la sobreexpressió de CLN3 encara afecta
negativament els nivells del mRNA d'IMEI en el mutant rím11, pel que vàrem
concloure que els efectes de la sobreexpressió de CLN3 eren independents de l'acció
de Rim11 i de la presència del propi Ime1 ja que la transcripció del mRNA d'IMEI amb
una mutació puntual que impedia la traducció d'Imel, continuava inhibida per Cln3.

Un treball molt recent en l'anàlisi del promotor d'IMEI ha delimitat diferents
regions de control transcripcional segons el seu efecte positiu o negatiu i les
condicions nutricionals de les que depenen (Sagee ei al., 1998) (figura III-4).

Mata/Mata

Rme1

Glucosa Acetat

Ciclines Msn2/4
G1

Nitrogen

Ciclines
G1

UCS4 |ucs3| UASc |uRSujlREu| URSd j UASrm |IREd[ UASv
w r
ucsiH^^
^ _̂̂ _̂I / • ET—

UCS2
IME1

mRNA

Elements ACTIVADORS

d Seqüència STRE

j Elements REPRESSORS

Seqüències similars a SCB

Figura III.4. Esquema del promotor del gen IME1.

Es mostren les regions controlades per diferents senyals reguladors de meiosi. Les línies
discontínues indiquen el paper repressor de les Ciclines G1, mitjançant caixes SCB, proposat en
aquest treball (figura basada en Sagee ef al, 1998).

Els dominis UCS3 i 4 estan controlats pel tipus cel·lular i només permeten
l'expressió en diploides. La regió UCS1 té un efecte repressor en presència de
nitrogen. La regió UCS2 està subdividida en diferents dominis amb efectes positius i
negatius. El domini IREu està controlat per la font de carboni, amb un efecte positiu en
acetat i negatiu en glucosa, que depèn dels factors transcripcionals Msn2 i Msn4,
proteïnes d'estrès que són inhibides per l'acció de la Pka (Corner ei a/., 1997). La
disminució dels nivells de glucosa suposa una disminució de l'activitat de la Pka a
través de la via Ras/cAMP i per tant permet l'acció dels factors Msn2,4 que activen la
transcripció d'IMEI. En aquesta seqüència també hi ha una caixa que, excepte en un
nucleòtid, és igual que les SCB regulades pels factors Swi6/Swi4, depenent de l'acció
de Cln3/Cdc28. Les delecions swi4 o swi6 provoquen un augment del nivell de
transcripció d'IMEI sota el control de la seqüència IREu exclusivament o bé sota el
control de tot el promotor sencer. Encara que durant el cicle mitòtic el paper del
complex Swi6/Swi4 sigui activador, en el promotor d'IMEI podria realitzar el paper
contrari. Hi ha més exemples de factors transcripcionals que segons el context fan
funcions oposades, com és el cas de Rme1, que reprimeix l'expressió d'IMEI i també
activa la transcripció de CLN2 (Toone ei al., 1995). Aquests resultats indiquen una
possible via d'acció de la ciclina Cln3 sobre el control de l'expressió d'IMEI.
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Hem analitzat tota la seqüència del promotor d'IMEI i hem trobat que hi ha
més caixes SCB i dues estan en la regió UCS1, controlada per nitrogen. Hi ha la
possibilitat que el control de nitrogen sigui a través de les Cln ja que, segons els
resultats del primer treball de la regulació de Cln3, en condicions de limitació de
nitrogen es dóna una ràpida desaparició de les Cln, i segons els experiments del
control de l'inici de la meiosi, la manca de ciclines provoca l'augment d'expressió
d'IMEI fins i tot en presència de nitrogen. Cal fer més estudis per a delimitar realment
la interacció entre ciclines G1, l'expressió d'IMEI i la regió UCS1, però hi ha suficients
resultats que ho suggereixen. Mutacions puntuals de les seqüències SCB podrien
determinar la importància que tenen en la repressió transcripcional segons les
condicions nutricionals o bé segons la presència de Clns.

2.2. Control post-transcripcional d'IMEI

L'activitat d'Imel depèn de la interacció amb Ume6 que és el factor d'unió a
DNA en els promotors dels gens primerencs de meiosi i que té un paper repressor
durant el creixement vegetatiu, abans de la unió d'Imel. Aquesta interacció es veu
reprimida en presència de glucosa, i la quinasa Rimi 5 està implicada en aquesta
regulació. Rimi 5 és necessària per a la interacció Ime1-Ume6 però la seva síntesi es
veu molt inhibida en presència de glucosa (Vidan and Mitchell, 1997). L'altra quinasa
necessària per a la interacció és Rim11, que és expressada de forma constitutiva
independentment de les condicions nutricionals. Rim11 fosforila Ime1 i Ume6, i les pot
modificar per separat, però no es coneix si forma part del complex activador de gens
de meiosi (Malathi et al., 1997). El paper fisiologie de Rim11 no està clar, doncs
sempre pot modificar Ime1. Potser la presència de Rim11 indicaria un medi amb un
mínim de nutrients (font de carboni no fermentable), necessari per l'acabament del
procés de meiosi, mentre que Rimi5 indicaria la no presència de glucosa. En
experiments per two-hybrid hem observat que els nivells d'interacció d'Imel amb
Ume6 no augmenten quan es canvia el medi ric basat en acetat pel medi
d'esporulació, indicant que la limitació de nitrogen no incrementa la interacció. És a dir,
cèl·lules ciclant tenen gairebé els mateixos nivells d'interacció que durant la meiosi, on
les ciclines G1 desapareixen ràpidament, el que indica que aquestes ciclines no
afecten la via Ime1 en la interacció amb Ume6, que és el punt on sembla que regulen
les quinases Rim11 i Rim15. El mateix experiment ha estat fet amb els mutants cln i
hem obtingut el mateix resultat.

En els experiments fets en medi ric basat en acetat, deixant esgotar la font de
carboni i en els estudis dels mutants cln sense esgotar el medi, hem observat que les
Cln tenen un paper repressor d'Imel a nivell post-transcripcional i que aquesta
regulació està relacionada amb el transport nuclear d'Imel per a poder realitzar la
seva funció. D'altra banda es va comprovar que Ime1 podia ser un substrat de
Cln/Cdc28 i es van fer assaigs in vitro d'activitat quinasa sobre Ime1. Es van
immunoprecipitar Cln3-HA i Cln2-HA per provar l'activitat quinasa dependent d'elles
sobre histona H1 i Ime1 com a substrats. Es va veure que Ime1 és un bon substrat de
fosforilació per ambdós complexes ciclina/Cdc28, però sobretot per l'activitat quinasa
dependent de Cln3. Aquest fet, encara que no es pot considerar definitiu doncs no
s'ha comprovat in vivo, demostra una possible relació directa entre ciclines G1 i Ime1.

Quan s'observa la proteïna Ime1 per western presenta dues bandes i no se sap
si la banda superior correspon a un estat de major fosforilació, però in vivo hem vist
que la proteïna Ime1 presenta diferents patrons de bandes en mutants cdc28 i cdc34
termosensibles. En el primer cas, quan la quinasa no és activa, la proteïna Ime1
presenta majoritàriament la banda de major mobilitat, mentre que en el mutant cdc34,
on s'acumula activitat Cln/Cdc28, la banda majoritària és la de menor mobilitat.

I-9



Control del cicle cel·lular per nutrients

Aquests dos resultats suggereixen que Ime1 mostra diferents estats de fosforilació
depenent de Cdc28, el que ho relaciona directament amb l'assaig quinasa in vitro.

2.3. Entrada en la fase S premeiòtica
La replicado del DNA premeiòtica depèn d'IMEI i s'ha demostrat també la

necessitat d'alguns dels enzims que formen la maquinària replicativa durant el cicle
mitòtic (Johnston ei al., 1990). Encara que s'ha estudiat la necessitat de les ciclines
CIb1-4 en les divisions meiòtiques, on s'ha vist que Clb2 era dispensable per meiosi i
Clb1,4 eren necessàries, sobretot Cibi, per les divisions meiòtiques (Grandin and
Reed, 1993, Dahmann and Futcher, 1995), no s'ha publicat cap treball que relacionés
les ciclines de fase S Clb5,6 amb la replicado premeiòtica. Pot ser una de les raons és
el fet que Cdc28 no ha estat implicat en la replicado ja que estudis realitzats en
mutants termosensibles l'han relacionat amb les divisions meiòtiques però no han
trobat cap defecte en la replicado (Shuster and Byers, 1989). En el nostre treball hem
observat que durant la meiosi l'expressió de CLB5 depèn d'Imel durant els mateixos
temps que els gens primerencs, igual que un altre gen controlat per caixes MCB
durant el cicle mitòtic com és TMP1. Els gens que depenen d'aquestes caixes són
expressats al final de la fase G1 i tenen la seva funció en la replicado del DNA, i per
tant es pot suposar que si són expressats en meiosi també són requerits per a Ia>
replicació premeiòtica. No sabem si les caixes MCB participen en l'expressió d'aquests
gens durant la meiosi, tal com passa en Schizosaccharomyces pombe on canvia la
composició del complex transcripcional però no el motiu reconegut en el promotor que
continua sent MCB (Ayté ei a/., 1997). El fet que depengui d'Imel ens ha portat a
buscar motius URS1 en el promotor de CLB5 i encara que hi ha algunes seqüències
molt homòlogues, la única caixa perfecta URS1 es troba dins de la zona codificant,
igual que en el gen TMP1. Alguns gens primerencs també presenten aquest motiu
dins la zona codificant (Mitchell, 1994) i no seria doncs estrany que fos funcional. Per
l'estudi de la regulació transcripcional de CLB5 durant la meiosi hem d'analitzar el seu
promotor mitjançant mutacions puntuals o delecions de les seqüències importants per
la seva expressió durant la mitosi i les possibles caixes URS1, aixf com interaccions
entre ambdós motius.

No hem comprovat la necessitat de Clb5,6 per a la replicació premeiòtica, però
els nivells d'expressió observats indiquen que Clb5 pot molt bé realitzar alguna funció
durant el procés. Hem d'afegir que la desaparició de Sic1 també depèn de la
presència d'IMEI segons hem observat en els nostres resultats, i aquests dos fets
suggereixen fortament un mecanisme semblant al cicle mitòtic per a controlar el pas a
la fase S premeiòtica, on caldria l'acció de les ciclines de fase S i la disminució de
(Inhibidor de Clb/Cdc28.

La degradació de Sic1 depèn de l'acció dels complexes Cln1,2/Cdc28 durant el
cicle mitòtic, però en l'inici de la meiosi la disminució de Sic1 es dóna quan les ciclines
G1 ja han desaparegut. Tal com hem dit, la desaparició de Sic1 depèn de la presència
d'IMEI, que és un factor transcripcional, el qual podria estar activant l'expressió d'un
altre gen que s'encarregués de la degradació de Sic1. Entre els gens primerencs està
IME2 que codifica per una serina-treonina quinasa. Estudis realitzats amb el mutant
ime2 han mostrat que no hi ha expressió de gens mitjans ni retroinhibició del mRNA
d'IMEI (Mitchell et al., 1990). En aquest mutant s'observen altres defectes com un
retard en l'entrada en la fase S premeiòtica i la re-replicació del DNA (Foiani et al.,
1996), indicant un impediment en inhibir la reiniciació de la replicació un cop entrada la
fase S premeiòtica. Aquest fenotip recorda el que s'observa en Schizosaccharomyces
pombe quan se sobreprodueix l'inhibidor Rumi (Labib and Moreno, 1996; Benito et al.,
1998), homòleg de Sic1. El retard en l'entrada en la fase S premeiòtica observat en el
mutant ¡me2 podria ser degut a l'acumulació més lenta de Clb5, però també a la
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presència de Sic1 al no poder ser degradat, simulant un efecte semblant a la
sobreproducció de Rumi en Schiz. pombe i provocant finalment la re-replicació del
DNA, doncs cal molt poca activitat Clb/Cdc28 per a iniciar la replicado. Així durant la
meiosi, la fosforilació per part d'ImeZ podria senyalitzar la degradació de Sic1,
possiblement via ubiquitina com en el cicle mitòtic.

A
MITOSI

NUTRIENTS

FASES
(MITÒTICA)

MEIOSI
GENS ME1ÒT1CS

Clbt FASE S
(PREMEIÒTICA)

B
NUTRIENTS

Acumulació
/ - ^ x en el nucli
í Ime1 J

1
\ "

Interacció
amb UmeG

GENS MEIÒTICS

Figura III.5. Model proposat de regulació per nutrients de la mitosi i de la meiosi.

(A) Control per ciclines G1 per a fer incompatibles mitosi i meiosi en resposta a nutrients. (B)
Model de regulació transcripcional i post-transcripcional sobre Ime1. Les línies discontínues
indiquen vies de regulació no descrites independents de ciclines.
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No hi ha cap evidència per a defensar un paper de Cdc28 en la replicado. En
mutants cdc28 terme-sensibles s'ha vist l'heterogeneïtat d'un mateix al·lel mutant en
diferents fons genètics en relació a l'aturada del cicle en fase G1 o bé en fase G2.
Encara que cap dels al·les estudiats en meiosi pugui aturar el procés abans de la
replicado, pot ser que altres circumstàncies durant la meiosi estiguin suavitzant
l'efecte de la mutació. En la secció de resultats de l'article es comenta la diferent
dependència que la replicado i la mitosi tenen de la quantitat d'activitat quinasa
Cdc28, essent molt més alta per a la mitosi. Durant l'inici de la meiosi l'increment dels
nivells de Clb5 depèn d'Imel, no de l'acció dels complexes Cln3/Cdc28, i per tant el
mutant termosensible cdc28 tindrà alts nivells de ClbS, i possiblement Clb6. D'altra
banda, i com hem dit abans, la degradació de Sic1 no depèn de l'acció de Cdc28, sinó
que pot ser deguda a l'acció d'una altra quinasa com Ime2. Així, tot i la poca activitat
dels complexes Clb-Cdc28 que es podria donar en el mutant termosensible cdc28, la
degradació de Sic1 es continuaria donant i per tant el pas a fase S premeiòtica no es
veuria gaire afectat. Tot són suposicions per ara i s'han de fer estudis en mutants
¡me2, cdc28, sid i combinacions d'aquestes mutacions per a establir una relació
directa, i determinar la necessitat de l'activitat quinasa Cdc28 en la replicado
premeiòtica.

La regulació d'IMEI depèn de les condicions nutrícionals a nivell transcrípcional
i post-transcrípcional. En el nostre treball hem vist que les ciclines G1 exerceixen un*
control negatiu sobre l'expressió d'IMEI i en l'activitat de la proteïna. En experiments
en medi ric, la falta de ciclines G1 permet l'expressió d'IMEI i de gens primerencs, el
que normalment només es pot donar en condicions de limitació nutricional i que
suggereix un paper mediador del senyal nutricional per les ciclines G1. En
experiments per two-hybrid hem comprovat que la interacció Ime1 i Ume6 està
regulada per la font de carboni i la limitació de nitrogen no augmenta l'eficiència de la
interacció que es dóna en un medi ric basat en acetat, i les ciclines G1 no interfereixen
en la interacció amb Ume6, però afecten la localització nuclear d'Imel. Proposem un
model de regulació negativa de l'inici de la meiosi per part de les ciclines G1 que actua
sobre l'expressió d'IMEI i sobre la localització d'Imel en el nucli (figura III-5). Aquesta
regulació imposa una incompatibilitat entre els cicles m ¡tòt ¡c i meiòtic, i impedeix que
es produeixin situacions intermitjes d'activació d'ambdós cicles.

En aquests treballs hem estudiat, en primer lloc, el control de la limitació de
nutrients sobre el cicle cel·lular haploide i podem concloure que es detura el cicle
mitjançant la regulació negativa de les ciclines de fase G1 i que CLN3, al ser el
principal inductor de la transició G1-S, és reprimit traduccionalment quan falta la font
de nitrogen. L'aturada del cicle en la fase G1 és necessària per a mantenir el màxim
de viabilitat en condicions desfavorables. En diploides, la limitació nutricional provoca
una aturada del cicle en fase G1 com en haploïdes i activa l'inici de meiosi, un procés
diferenciador que porta a la formació d'espores, unitats de resistència a condicions
desfavorables. Les ciclines G1 inhibeixen l'inici de la meiosi mitjançant la repressió
transcripcional d'IMEI i impedint l'acumulació d'Imel en el nucli (figura III-5), així
inhibint l'expressió de gens meiòtics. En ser activadores d'una banda del cicle mitòtic i,
per l'altra inhibidores d'Imel, les ciclines G1 fan que la mitosi i la meiosi esdevinguin
incompatibles en llevat.
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3. CONCLUSIONS

1. La limitació de font de nitrogen en cèl·lules haploïdes causa l'aturada en la
fase G1 del cicle fent davallar els nivells de ciclines G1.

2. La pèrdua de Cln3 provoca la inhibició transcripcional de gens G1-S, entre
els que es troben les ciclines CLN1,2 i CLB5,6.

3. El control negatiu sobre Cln3 és en part per un increment de la inestabilitat
depenent de la via de la ubiquitina, i sobre tot per la inhibició traduccional del
seu mRNA.

4. La presència de l'inhibidor Sic1, i probablement una regulació semblant a la
de Cln3 sobre les altres ciclines Cln1 i Cln2, expliquen l'aturada en la fase G1.

5. En la meiosi la inducció de CLB5 i la pèrdua de Sic1 depenen d'Imel, a
diferència de la mitosi, on depenen de ciclines G1.

6. Les ciclines G1 inhibeixen l'entrada en meiosi per dos mecanismes diferents:
(1) reprimint la transcripció d'/MEf i (2) prevenint l'acumulació d'Imel en el
nucli.

7. En absència de ciclines G1 les cèl·lules entren i completen la meiosi en
medis rics, indicant que el paper essencial de la limitació nutricional és produir
la pèrdua de ciclines G1.
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