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RESUMEN

Weel es una cinasa que regula negativamente la progresion del ciclo celular
mediante la fosforilacion de un residuo de tirosina altamente conservado en
las cinasas dependientes de ciclina (CDKs), cuya actividad es necesaria para
la progresion del ciclo celular. Weel se descubrié hace mas de 50 afios en

levaduras de fision, cuando mutantes en el gen mostraron células con un PALABRAS
fenotipo pequeiiito (wee), ya que éstas avanzaron prematuramente a la CLAVE
mitosis, incluso con DNA dafiado, y fueron incapaces de detener la

progresion del ciclo celular, por lo que se dividieron a un menor tamafo. regulacion del
Weel se ha descrito en un gran niimero de eucariontes y se ha determinado ciclo celular,
que, en la mayoria de ellos, controla la transicion G2/M, ademas numerosos

experimentos han demostrado que Weel es necesaria para la salida de mitosis CDKs,

y la transicion G1/S; sin embargo, no existe una revision sistematica de la

funcion de Weel en cada transicion del ciclo celular. En esta revision se regulacion de
describen los experimentos que establecieron que Weel es un regulador clave Weel,

de la transiciéon G2/M y el papel de Weel en la salida de mitosis y en la

transicion G1/S, donde la actividad de Weel evita el inicio desregulado de la tratamiento de
replicacion y dano en el DNA. Ademas, se describe en cada punto de cancer

regulacion, los principales mecanismos que han sido descritos para favorecer
la activacion o la inactivacion de Weel. Finalmente, se comenta de qué
manera se ha aprovechado el papel de Weel en las diferentes transiciones del
ciclo celular para generar estrategias para el tratamiento del cancer.
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ABSTRACT

Weel is a kinase that negatively regulates cell cycle progression by
phosphorylating a highly conserved tyrosine residue in cyclin dependent
kinases (CDKs), whose activity is required for cell cycle progression. Weel
was discovered more than fifty years ago in fission yeast, when mutants in its
gene showed a “wee” phenotype, as they advanced prematurely to mitosis,
even with damaged DNA, and were unable to stop cell cycle progression, thus
dividing at a smaller size. Subsequently, Weel was described in many
eukaryotes, and it has been determined that, in most of them, it controls the
G2/M transition. In addition, many experiments have shown that Weel is
required for mitosis exit and the G1/S transition; however, there is no
systematic review of the function of Weel in each cell cycle transition. In this
review we describe the experiments that established that Weel is a key
regulator of the G2/M transition, we also review the role of Weel in mitosis
exit and in the G1/S transition, where Weel activity avoids deregulated
initiation of replication and DNA damage. In addition, we describe at each
point of regulation, the main mechanisms that have been described to favor
the activation or inactivation of Weel. Finally, we review how the role of
Weel in the different transitions of the cell cycle has been exploited to
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generate strategies for the treatment of cancer cells.

El ciclo celular

La serie de eventos que permiten la duplicacion de
las células eucariontes se conoce como ciclo celular.
En éste, la mayoria de los componentes celulares
son replicados continuamente; sin embargo, el ma-
terial genético que se encuentra presente debe ser
duplicado una vez por ciclo. Esto ocurre en una
etapa discreta llamada fase de sintesis (S), mientras
la distribucién de los componentes duplicados de
una célula madre a una hija ocurre durante la mitosis
o fase M. En general, el ciclo celular contiene fases
adicionales, conocidas como fases intermediarias, o
“gaps” entre las fases S y M. La primera fase “gap”,
G1, ocurre antes de la fase S, mientras que G2
ocurre antes de la fase M. Durante estos “gaps”
ocurre el crecimiento celular y también se perciben
sefiales intracelulares y extracelulares que permi-
tiran una division celular exitosa (1).

Para el control del ciclo celular, proteinas cinasas,
fosfatasas y proteasas especializadas han evolu-
cionado para funcionar como interruptores molecu-
lares y en consecuencia imponer un modo gradual
en la progresion de los procesos de duplicacion y
reparticion del DNA durante la mitosis (2). Una
familia de proteinas cinasas que esta altamente
conservada entre todos los eucariontes y que se
encarga de fosforilar un gran nimero de sustratos,
permitiendo con ello la progresion del ciclo, es la
familia de cinasas dependientes de ciclina (CDKs),
las cuales requieren de la asociacion de una proteina
ciclina (Cyc) como primer paso para modular

positivamente su actividad. De manera similar a
otras cinasas, para su activacion total, las CDKs
requieren de la fosforilacion de un residuo de
treonina que se encuentra conservado en el asa o
“loop” de activacion de la cinasa, una region que
dependiendo de su conformacién puede ocluir el
acceso al sitio activo (3). La fosforilacion del resi-
duo es mediada por una cinasa activadora de CDKs
(CAK), cuya actividad parece ser constitutiva a lo
largo de todo el ciclo celular. La CAK también
pertenece a la familia de las CDKs y en animales
estd formada por el complejo CDK7/CycH (4, 5).

En humanos, en respuesta a sefales antiprolifera-
tivas, la actividad cinasa de los complejos CDK/Cyc
se puede modular negativamente por la asociacion
de proteinas pertenecientes a dos familias de inhi-
bidoras de CDKs: CIP/KIP (CDK interacting pro-
tein/kinase inhibitory protein) e INK4 (Inhibitor of
CDKH4). La familia de proteinas CIP/KIP esta con-
formada por las proteinas p21, p27 y p57, mientras
que la familia de inhibidores INK4 estd conformada
porpl5, pl6, pl8y pl9; la familia INK inhibe parti-
cularmente a complejos CDK/Cyc que participan en
la transicion G1/S, lo cual contrasta con el mayor
rango de accion de la familia CIP/KIP, que es capaz
de inhibir complejos CDK/Cyc que participan
durante todo el ciclo celular (Revisado en 6).

La familia Weel

Ademas de la asociacion de proteinas que modulan
negativamente la actividad cinasa de las CDKs, esta
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actividad también se puede modular negativamente
por la fosforilacion de un residuo de treonina (T) y
uno de tirosina (Y) que estan altamente conservados
en las CDKs que participan en la regulacion del
ciclo celular, y que en la CDK1 de humano, la CDK
mas importante para el control de la mitosis,
corresponden a las posiciones 14 y 15 respectiva-
mente. La fosforilacion de la Y15 estd mediada por
la proteina Weel A (de aqui en adelante Weel) (7-
9), una tirosin-cinasa que se encuentra altamente
conservada en todos los eucariontes y cuya funcion
es medular para coordinar el avance correcto del
ciclo celular. Por otra parte, la fosforilacion de la
T14 esta mediada por otro miembro de la familia
Weel, la cinasa inhibidora de cdc2 asociada a
membrana, especifica para tirosina y treonina
(Mytl), la cual, como su nombre lo indica, fosforila
la T14 y la Y15 (10, 11). El altimo miembro que
integra la familia de cinasas inhibidoras es la
proteina Weel B, la cual fosforila especificamente la
Y15 y conserva una alta homologia con la proteina
Weel A (12). La proteina WeelB se expresa unica-
mente en los ovocitos, y su funcién, junto con la de
Mytl, es fundamental para su desarrollo, ya que
mediante la fosforilacion de CDK1 en los residuos
de T14 y Y15, ambas proteinas mantienen arres-
tados a los ovocitos en la profase de meiosis I,
durante la vida reproductiva femenina, hasta que se
promueve su crecimiento y maduracion para quedar
arrestados nuevamente en la metafase II; fase en la
que pueden ser fertilizados y esto promueve la
salida de meiosis (13-16). En esta etapa, la proteina
WeelB también inhibe la actividad cinasa del
complejo CDK1/CycB, lo que promueve la degra-
dacion de la CycB y la salida de meiosis (17).

Weel es una cinasa atipica ya que, tanto a nivel de
secuencia como de estructura, estd mas relacionada
con cinasas de serinas y treoninas que con cinasas
de tirosinas. Se ha sugerido que la familia de
proteinas Weel pudo haber evolucionado de cinasas
de serinas y treoninas, y algunas mutaciones especi-
ficas la convirtieron en una cinasa de tirosinas que
actiia sobre CDKs (18). El origen de la especificidad
de Weel por la fosforilaciéon de la Y15 parece
provenir de caracteristicas especificas en el “loop”
de activacion y la presencia de un acido glutamico
en la posicion 309 del “loop” rico en glicinas (region
de la cinasa donde se asocia el ATP), lo cual, por un
impedimento estérico, desfavoreceria la fosforila-
cion de la T14 que precede a la Y15 de CDK1 (18).
En la posicion equivalente al glutdmico 309 de
Weel, Mytl posee una serina, un aminoacido de
cadena lateral mas corta, lo cual podria explicar en
parte porqué Mytl también es capaz de fosforilar la
T14 de CDK1, aunque esto debera ser demostrado.

La fosforilacion de la Y15 en la CDK no modifica
su estructura ni tampoco inhibe la asociacion del
ATP, ya que éste se asocia de manera estable a la
CDK, aunque en una configuraciéon incompatible
con la transferencia del fosfato y al sustrato. Por otra
parte, la fosforilacion de la Y15 es un impedimento
estérico en la CDK, tanto por carga como por
espacio, para que el sustrato se asocie a la CDK para
su fosforilacion. No se ha determinado como es que
la fosforilacion de la T14 de la CDK inhibe su
actividad; sin embargo, se propone que ésta
bloquearia aun mas la union del sustrato y ademads
impediria la unién o la configuracion adecuada del
ATP (19).

En animales, los primeros estudios sobre Weel
evidenciaron que su actividad es importante para
regular la transicion G2/M; sin embargo, también
aparecieron reportes que sugirieron su participacion
en la regulacion de otras fases del ciclo celular,
principalmente la transicion G1/S. Recientemente
se han podido dilucidar de manera fina los meca-
nismos bioquimicos de la regulacion de Weel sobre
el ciclo celular y se ha demostrado que Weel
participa en cada transicion del ciclo celular; sin
embargo, no se ha realizado una revision sistematica
de la funcion de Weel en cada transicion.

Dada la importancia de la regulacion del ciclo
celular para mantener el tamaio, forma y funcion de
los diferentes 6rganos y estructuras que conforman
a los animales y evitar la aparicion de enfermedades
como el céancer, aqui revisamos aquellos experi-
mentos que llevaron al descubrimiento de Weel
como un regulador clave del ciclo celular en
animales, y también los avances mas recientes en el
campo y de qué manera se ha aprovechado el cono-
cimiento sobre la regulacion del ciclo celular por
Weel para generar terapias contra el cancer.

El descubrimiento de Weel

En 1974, el descubridor de Weel, Paul Nurse traba-
jaba en el laboratorio del doctor Murdoch Mitchison
en la Universidad de Edimburgo, Escocia y la inves-
tigacion se enfocaba en describir a los genes que
controlan el ciclo celular. Para lograrlo, generaban
mutantes termosensibles del ciclo de division celu-
lar (cdc) en Schizosaccharomyces pombe, es decir,
levaduras que después de ser mutagenizadas no se
pudieran dividir a una alta temperatura (la tempe-
ratura de restriccion), la cual no impedia el creci-
miento de las levaduras silvestres. S. pombe es un
microorganismo ideal para dichos estudios, ya que
tiene forma de varilla alargada y conforme progresa
en el ciclo celular, aumenta de tamafio de manera
longitudinal y se divide a un tamafo constante. Paul
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Nurse observd una mutante que se dividia a un
menor tamafo al ser llevada a la temperatura de
restriccion. Con el fin de reflejar el origen escocés
del trabajo, decidieron utilizar la palabra “wee” para
nombrar a la mutante, ya que esta palabra se usa
particularmente en Escocia para referirse a algo
pequetio (20-22).

Inicialmente se pensé que Weel no fosforilaba a
Cdc2, la tnica CDK en S. pombe que controla la
progresion del ciclo celular, ya que levaduras en
donde weel estaba mutada mantuvieron a Cdc2
fosforilada en la Y15 (23). Posteriormente, se des-
cubri6 que Mikl (mitosis inhibitory kinase), una
cinasa homodloga a Weel, también fosforila a Cdc2
en la Y15 (24). La delecion de mikl, a diferencia de
la mutacion de weel, no mostrd un fenotipo “wee”;
sin embargo, la doble mutante llevada a la tempe-
ratura de restriccién mostré un fenémeno conocido
como catastrofe mitotica, en el que las células eran
muy pequefias y mostraban patrones anormales de
segregacmn de cromosomas y formacion del
“septum”, la pared celular que se forma entre dos
células hijas, a menudo generando células sin
nucleo; adicionalmente, en esta doble mutante la
CDK no se fosforilaba en la Y15. Cuando la doble
mutante se incubo a la temperatura de restriccion en
presencia de hidroxiurea, un inhibidor de la ribonu-
cledtido reductasa que inhibe la sintesis de DNA por
la deplecion de nucledtidos y arresta a las células en
la fase S, las levaduras avanzaron hacia una mitosis
catastrofica sin haber duplicado su DNA. De mane-
ra similar, cuando la doble mutante weelmikl se
cruzo con una levadura que contenia una mutacion
en cdcl0, un gen que codifica para un regulador
positivo de genes necesarios para la transicion G1/S,
la triple mutante entrd a mitosis, contrastando con el
arresto en G1 de la mutante cdc0 (25-28). El avan-
ce hacia mitosis tanto de la doble mutante weelmikl
en presencia de hidroxiurea, como de la triple
mutante weelmiklcdcl0 sugiri6 que Weel y Mikl
funcionaban redundantemente para establecer un
punto de control en la transicion G2/M, que asegu-
raba que los procesos necesarios para una division
celular exitosa se habian ejecutado correctamente.

Posteriormente, mediante ensayos de complemen-
tacion en cepas de levaduras deficientes en weel, se
describieron los homoélogos de Weel en humanos,
Drosophila y Xenopus (29-31), mientras que homo-
logos de la proteina Mik1 no han sido encontrados.

Weel controla la transicion G2/M

Una vez establecida la importancia de Weel para el
control del ciclo celular en levaduras y dado que se
encontr6 que Weel estd altamente conservada en
eucariontes, se determino si la regulacion del ciclo

celular por Weel se conservaba en otros eucarion-
tes. En vertebrados, la fosforilacion de CDK1en T14
y Y15 se observo en interfase, mientras que en la
transicion G2/M dicha fosforilacién desaparecio
abruptamente, y esto se acompafid con un aumento
de su actividad de cinasa (Fig. 1). Por otra parte,
cuando las posiciones 14 y 15 de CDK1 de células
HeLa se mutaron por aminoécidos no fosforilables,
de manera similar a las levaduras de fision con
mutaciones en weel y mikl, se observaron eventos
mitdticos prematuros, como el desensamble de la
lamina nuclear y la reorganizacion de la red de
microtibulos, eventos necesarios para la ruptura del
nucleo y la division de las células respectivamente.
Lo anterior permitio establecer que la fosforilacion
de la Y15 es un mecanismo que se conservo en la
evolucion, en la mayoria de los organismos, para
regular la entrada a la mitosis. La mutacion simple
en la T14 no mostrd ningun fenotipo, mientras que
la mutacion en la Y15 mostrd un fenotipo mitético
solo tras una expres1on prolongada y en muy pocas
células, lo que sugirio cierto nivel de redundancia en
la fosforilacion de ambos sitios, aunque parecié mas
importante la fosforilacion en la Y15 (32).

Cuando se analiz6 la actividad de Weel a lo largo
del ciclo celular, ésta fue mayor en G2, lo que
coincidi6 con la mayor fosforilaciéon de CDK1 en la
Y15; cuando las células avanzaron a la mitosis, la
actividad de Weel y la fosforilacion en CDK1 dis-
minuyeron drasticamente (9, 31, 33, 34) (Fig. 1). Lo
anterior permitio establecer que en la mayoria de los
eucariontes, Weel regula la transicion a la fase M
fosforilando a CDK1 en la Y15 durante interfase, lo
que evita el inicio prematuro de la mitosis, poste-
riormente, cuando la célula esta en condiciones de
dividirse, Weel es inactivado mediante la actividad
de diferentes CDKs, que como se revisara mas ade-
lante, producen un “loop" de retroalimentacion ne-
gativa, que provoca una mayor actividad de CDK1
y una menor actividad de Weel a medida que las
CDKs aumentan la fosforilacion sobre Weel.

En la transicion G2/M, para desplazar el equilibrio
de la forma inactiva de CDK1 hacia la forma activa,
se requiere a la fosfatasa CDC2S5, la cual se encuen-
tra conservada en la mayoria de los eucariontes (Fig.
1C). CDC25 es una fosfatasa con actividad dual que
remueve las fosforilaciones en la T14 y la Y15 de
CDKI1; en humanos existen tres isoformas (A, B 'y
C), de las cuales inicialmente se pensé que CDC25A
era importante para regular la transicion G1/S y
CDC25B y C para regular la transicion G2/M (35-
39); sin embargo, estudios posteriores han sugerido
que las tres isoformas podrian regular tanto la
transicion G1/S como la transicion G2/M (Para una
revision completa ver 40).
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Figura 1. Weel controla la transicion G2/M. A) En humanos, durante interfase, @Weel es fosforilado por CDK2
en la $123, @lo que promueve la fosforilacién de Weel en la $121 por CK2a; (3)esto promueve el reconocimiento
de Weel por la proteina F-box B-TrCP, como parte del SCF, para su ubicuitinacién y posterior degradacién mediante
el proteasoma; sin embargo, en interfase se requiere niveles altos de Weel para mantener inhibida a CDK1 y evitar
una mitosis prematura, por lo que para tener niveles adecuados de Weel, la actividad de la fosfatasa Cdcl4
antagoniza las fosforilacion en la S123. B) Adicionalmente, durante interfase, la proteina MIG6 compite con B-TrCP,
lo que favorece la estabilizacion de Weel y promueve niveles adecuados de fosforilacion en la Y15 de CDK1 y de
CDK2. C) En la entrada a mitosis, @Ia fosfatasa CDC25 favorece la desfosforilacion de CDK2 en la Y15, @Io que
incrementa la actividad de CDK2 sobre Weel y ceba su inactivacién; posteriormente, (3)CDC25 favorece la
desfosforilacién de CDK1, (®)lo que incrementa la actividad de CDK1 sobre CDC25 y favorece su activacion,
estableciendo un loop de retroalimentacién positiva que favorece la activacién de CDK1. (5)Conforme aumenta la
actividad de CDK1, ésta incrementa la fosforilacion sobre Weel y activa los mecanismos que favorecen su
inactivacion, estableciendo un loop de retroalimentacién negativa que eventualmente lleva a la inactivacién de
Weel y la mitosis. D) En la entrada a mitosis, la fosforilacion de CDK2 sobre Weel promueve su inactivacion
mediante dos mecanismos. La fosforilacién de la T239 en la regién conocida como “Wee box” promueve direc-
tamente la inactivacion de Weel, mientras que la fosforilacidon en la S472 promueve el reconocimiento por B-TrCP;
adicionalmente, la fosforilacion en la S212 de Weel por CK26 también promueve el reconocimiento por B-TrCP
para su ubicuitinacién y posterior degradacién via proteasoma. E) En mitosis, (1)la fosforilacién en la $123 de Weel
por CDK1, @promueve la fosforilacién de la S53 por PIx1, (3)lo que promueve la asociacién de B-TrCP, la
ubicuitinacién de Weel y su degradacion. Por otra parte, en humanos la proteina F-box Tome-1 promueve la de
degradacion de Weel, aunque no se ha determinado la cinasa que fosforila a Weel para promover el recono-
cimiento por Tome-1, sin embargo; es probable que de manera similar a Xenopus, @CDKI cebe el reconocimiento
por @Tome-l para la ubicuitinacion y posterior degradacidon de Weel.
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La inactivacion de Weel

Acompafiando la inactivacion de Weel en la fase M
se observo su hiperfosforilacion, lo que sugirid que
este era el mecanismo de inactivacion. En su ex-
tremo amino Weel posee numerosos sitios blanco
de fosforilacion por CDKs (Tabla 1), e in vitro, el
complejo CDK1/CycB1 fosforilo a Weel; sin em-
bargo, en Weel de humano y raton esto no modifico
su actividad (9, 41), mientras que en Weel de
Xenopus la fosforilacion si inhibid la actividad de la
cinasa, por otra parte, ademas de la inactivacion de
Weel en mitosis, también se observo la degradacion
de la proteina (9).

La degradacion de Weel depende de un complejo
proteico con actividad de proteasa conocido como
proteasoma, el cual requiere, en general, que las
proteinas sean marcadas para su degradacion y esto
ocurre mediate la ubicuitinacion de las proteinas. La
ubicuitina es una proteina de 76 aminoacidos cuya
ligacion a la proteina blanco de degradacion depen-
de de una serie de reacciones realizadas por enzimas
conocidas genéricamente como E1, E2 y E3. El paso
final de la reaccion, que implica la transferencia de
una ubicuitina (o mas de una) al sustrato, es llevada
a cabo por una ubicuitin ligasa (E3) (1).

En Xenopus se reportd que la degradacion de Weel
depende de la enzima E2 cdc34, la cual promueve la
degradacion de Weel después de que la fase S ha
concluido (42), mientras que estudios tanto en
Xenopus como en humano, sugieren que la presen-
tacion de Weel a cdc34 para su ubicuitinacion, esta
mediada por la proteina con caja F (F-box) Tome-1
(trigger of mitotic entry) (Fig 1E), la cual pertenece
al complejo ubicuitin ligasa E3 SCF, cuyo nombre
se deriva de las proteinas que lo componen: Skp,
Culina-1 y proteina con F-box. Las proteinas F-box
son las encargadas de reconocer a las proteinas
blanco de ubicuitinacion y diferentes proteinas F-
box se pueden intercambiar en el SCF para presentar
diferentes sustratos (1).

En Xenopus, la asociacion de Tome-1 a Weel re-
quiere la fosforilacion de la S38 en la cinasa, la cual
es mediada por CDK1, y se ha reportado que la fos-
forilacion desaparece cuanto se activa el “check-
point” de replicacion del DNA, lo que estabiliza a
Weel, detiene el ciclo celular y eventualmente per-
mite la reanudacion de la replicacion. Interesan-
temente, Tome-1 es degradada al término de la
mitosis mediante el APC'/Ciclosoma (Anaphase
Promoter Complex), una ubicuitin ligasa que pro-
mueve la degradacion de proteinas al final de la
mitosis y en G1 temprana. Se sugiere que la degra-
dacion de Tome-1 en dicha ventana de tiempo per-

mite la reacumulacion de Weel al inicio del ciclo
celular, en donde su presencia podria ser necesaria
para contribuir a la irreversibilidad de la mitosis,
como se revisara en una seccion posterior (43-45).

Tome-1 no es la tnica proteina F-box que participa
en la degradacion de Weel; tanto en Xenopus como
en humanos, la proteina B-TrCP (“p-transducin
repeat-containing protein”), como parte del SCF,
participa en la degradacion de Weel. Similar a
Tome-1, la asociacion a B-TrCP requiere la fosfo-
rilacion de Weel en diferentes sitios, aunque de
manera particular, la fosforilacion es cebada por una
CDK que fosforila la S123 (Tabla 1), lo cual
promueve la fosforilacion de la S121 por la iso-
forma a de la caseina cinasa 2 (CK2), una cinasa de
serinas y treoninas que es activa constitutivamente
durante el ciclo celular y que lo regula. La fosfori-
lacion de ambas serinas crea un primer fosfodegron
(sefial para degradacion) en Weel que promueve
su recambio durante interfase (Fig. 1A) (46).
Adicionalmente, la isoforma 6 de la CK 1 fosforila a
Weel en la S212 para promover su degradacion
directamente mediante B-TrCP durante la mitosis
(Fig. 1D) (47).

La fosforilacion en la S123 de Weel también genera
un motivo de unidon al dominio polo box (PBD) de
la proteina Plx1 (Polo-like protein) que favorece la
asociacion entre las proteinas. PIx1 es una cinasa de
serinas y treoninas cuya forma activa se acumula al
inicio de la mitosis, y al igual que las CDKs es muy
importante para el control del ciclo celular. La aso-
ciacion de Plx1 a Weel promueve la fosforilacion
de la S53 de Weel, lo que genera un segundo fosfo-
degron en Weel que estimula su asociacion a [3-
TrCP y su degradacion al inicio de la mitosis (Fig.
1E) (46, 48, 49). Evidentemente, la fosforilacion de
multiples sitios en el extremo amino de Weel de
humano promueve su degradacion en la entrada a
mitosis permitiendo con ello la activacion de CDK1
(Tabla 1).

No solo la fosforilaciéon del N-terminal de Weel
promueve su degradacion; en el “loop” de activa-
cion de la cinasa, la fosforilacion en la S472 pro-
mueve la asociacion con B-TrCP y la degradacion
de Weel. Se sugiere que esta fosforilacion podria
ser mediada por el complejo CDK2/CycA, ya que la
fosforilacion requiri6 a la L483, que forma parte de
un motivo RxL, el cual es necesario para la asocia-
cion del complejo CDK2/CycA a sus sustratos (50,
51, 52) (Fig. 1A). La degradacion mediante la
fosforilacion en la S472 es antagonizada por la
proteina MIG6/ ERRFI1 (mitogen-inducible gene 6/
ErbB receptor feedback inhibitor 1), una proteina de
andamiaje que inhibe la via de transduccion de sefia-
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les mediante el Receptor del Factor de Crecimiento
Epidérmico (EGFR) y que generalmente se recono-
ce como un inhibidor de la sefializacion mitdtica y
la proliferacion celular (revisado en 53). MIG6 se
asocia al dominio cinasa de Weel para promover su
estabilidad, compitiendo con B-TrCP por la asocia-
cién a Weel y por lo tanto previniendo su degrada-
cion por el proteasoma (Fig. 1B). La presencia de
MIG6 es un control importante para evitar una en-
trada prematura a mitosis, e interesantemente tam-
bién para la salida de ésta (54).

Oponiéndose a las fosforilaciones que promueven la
degradacion de Weel, en humanos, la fosfatasa
Cdcl4, que en levaduras de gemacion es importante
para la desfosforilacion de multiples proteinas en la
salida de mitosis, estabiliza a Weel en interface
removiendo las fosforilaciones en las serinas 123 y
139 (Fig. 1A) (55, 56). Cdcl4 también remueve
fosforilaciones en Cdc25, la fosfatasa que se opone
a la actividad de Weel, evitando con ello la acti-
vacion de Cdc25 y que esta remueva prematu-
ramente las fosforilaciones en la T14 y Y15 de
CDK1 (57).

La fosforilaciéon del N-terminal de Weel no solo
promueve la degradacion de la cinasa, en Xenopus
se reportd que la fosforilacion de la T186 por el
complejo CDK1/CycB en una regién que se deno-
mind “Wee box”, la cual comprende 8 aminoacidos,
promueve la inactivacion de Weel. Los primeros
tres aminoacidos de la caja, una asparagina, seguida
de una isoleucina y luego de otra asparagina,
conforman el motivo NIN, el cual es importante
para la interaccion intramolecular del extremo
amino regulatorio (NRD) de Weel con su dominio
catalitico (CD), lo que favorece una conformacion
del CD que fosforila a CDK1. La otra parte de la
“Wee box” es un motivo de fosforilacion por CDKs,
que al ser fosforilado desfavorece la interaccion
entre el NRD y el CD (58). La “Wee box” también
esta conservada en otros organismos como
Drosophila y pollo; de hecho, en humanos se ha
demostrado que la fosforilacion del residuo
equivalente a la T186, la T239 esta implicada en la
inactivacion de Weel para la entrada a mitosis
(Tabla 1) (51, 58).

La fosforilacion de Weel en maultiples sitios es
importante para su regulacion como un sistema
biestable

En Xenopus se ha demostrado que la presencia de
numerosos sitios de fosforilacion en Weel contri-
buyen a que la inactivacion de Weel sea ultrasen-
sible, es decir, con una cinética sigmoidal y no lineal
de inactivacion, la ultrasensibilidad a su vez es una
caracteristica necesaria para el comportamiento

biestable de Weel, es decir, que Weel sea activo
durante interfase e inactivo durante mitosis, sin
niveles intermedios de actividad (59, 60). La ultra-
sensibilidad permite que pequeiias fluctuaciones en
la fosforilacion de Weel no la inactiven de manera
prematura, sino hasta que se alcanza un umbral de
fosforilacion en la transicion G2/M.

En el NRD de Weel de diferentes especies existen
numerosos sitios de fosforilacion, sin que exista una
conservacion de la posicion de los sitios entre
especies, lo que sugiere que es mas importante el
nimero y no la posicion de las fosforilaciones en
Weel(60). En Xenopus se ha demostrado que exis-
ten sitios de fosforilacién que no son necesarios para
la inactivacion; sin embargo, su presencia permite la
inactivacion ultrasensible de Weel, por lo que se ha
sugerido que existen sitios que actuan como sefiue-
los de la actividad de las CDK, que amortiguarian la
inactivacion de Weel, por lo que la conservacion de
la posicion de los sitios no seria importante como si
lo seria su presencia (60). Tendra que ser demos-
trado que el numero de sitios de fosforilacion en
Weel de humanos y otros organismos contribuyen
a la inactivacion ultrasensible de Weel, ya que esto
solo se demostr6 para Xenopus.

Por otra parte, en Saccharomyces cerevisiae se ha
observado que la fosforilacion de Weel por el
complejo Cdc28/Clb2 (CDK1 y una CycB respec-
tivamente) promueve la activacion de Weel, la
fosforilacion de la Y15 de Cdc28 y la formacion de
un complejo Cdc28/Clb2/Weel que mantiene a la
CDK inactiva antes de mitosis; posteriormente, la
desfosforilacion de Cdc28 por Mihl, la fosfatasa
homologa a CDC25 de eucariontes superiores,
favoreceria la activacion del complejo Cdc28/Clb2
y por lo tanto la hiperfosforilacion de Weel y su
inactivacion (61). Un mecanismo similar de regu-
lacion entre CDK1 y Weel se demostré en huma-
nos. En presencia de concentraciones bajas de
ciclina B, durante interfase, se favorecio la activa-
cion de Weel, probablemente por la fosforilacion de
Weel por los complejos CDK1/CycB1 formados; a
medida que aument6 la cantidad de CycB, lo que
ocurre cuando las células se acercan a mitosis, la
actividad del complejo se mantuvo constante, hasta
que en cierto umbral de CycB, el complejo
CDK1/CycB1 fue totalmente activo. Como en leva-
duras, también fue necesaria la actividad de CDC25
para favorecer la activacion de CDK1 (62).

En esta mecanistica, el “loop” de retroalimentacion
que existio entre Weel y CDKI1 influy6 en el com-
portamiento ultrasensible de la activacion de CDK1;
se sugiere que entre mas aumenta la actividad de
CDKI por el aumento de CycB, mas se favoreceria
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la activacion de Weel y por consiguiente manten-
dria en niveles bajos de actividad los cada vez
mayores niveles de complejo CDK1/CycB. Por otra
parte, CDC25 permitiria desplazar el equilibrio para
la inactivacion de Weel, promoviendo la activacion
de CDK1/CycB y en consecuencia la hiperfosfo-
rilacion de Weel y su inactivacion (62). Entonces,
diferentes mecanismos que permiten que la inacti-
vacion de Weel sea ultrasensible también contri-
buyen a que la activaciéon de CDK 1 sea ultrasensible
y esto a su vez permite que la transicion a la mitosis
sea un proceso biestable.

CDK2/CycA actua como un cebador para la
inactivacion de Weel en mitosis

Una pregunta interesante ha sido cémo comienza la
inactivacion de Weel, ya que su inactivador, el com-
plejo CDK1/CycB, se encuentra inhibido en G2, asi
que se ha postulado que un complejo CDK/Cyc cuya
actividad inicia antes de la fase G2, actiia como
cebador para la inactivacion de Weel (63). Diversos
estudios han sugerido que el complejo CDK2/CycA
es el encargado de cebar la inactivacion de Weel
(Fig. 1C), ya que en células de Xenopus o de huma-

S38 Xenopus CDK1 Degradacién por Tome-1 43
Promueve la fosforilacién de la S121 por CK2a y de la
$123 Humano CDK1/2 $53 por Plx1 46
CDK2 y .,
S123y S121 Humano K20 Promueve la degradacién por B-TrCp 46
CDK1ly .

S$123y S53 Humano PIx1 Promueve la degradacién por B-TrCp 46
S212 Humano CK26 Promueve la degradacion por B-TrCp 47
S472 Humano CDK2 Promueve la degradacién por B-TrCp 50
T186 Xenopus CDK1 Inactivacion de Weel 58
T239 Humano CDK2 Inactivacién de Weel 51

Tabla 1. Principales fosforilaciones reportadas en Weel y
efecto que tienen en la cinasa.

no, cuando se depletd o silencid a CycA o a CDK2, la
cinasa que se asocia principalmente a CycA, las
c€lulas no avanzaron a la mitosis, y esto se acom-
pafid de un aumento en la fosforilacion de la Y15 de
CDK1 y de la inhibicién de su actividad (64-67). Por
el contrario, cuando se agregd CycA exdgenamente
a c€lulas de Xenopus, la fosforilacion inhibitoria de
CDKI1 disminuy06 y se favoreci6 la mitosis; de manera
similar, cuando se agregd CycA exodgenamente a ex-
tractos celulares que recapitularon la progresion del
ciclo celular, se favorecio la inactivacion de Weel y
la activacion del complejo CDK1/CycB1 (62, 68).

Debido a que CycA también regula la transicion por
la fase S (65), el arresto de las células en G2 debido
al silenciamiento de CycA se puede atribuir a defec-
tos en S y no realmente a una funcion en G2. Para
descartar lo anterior, Hégarat ef al. (69) indujeron
especificamente la degradacion de CycA en células
que ya habian terminado la duplicacion de su DNA,
lo que provoco la disminucion de las células en
mitosis; sin embargo, esto se revirtio agregando un
inhibidor de Weel, aunque las células pasaron mas

tiempo en metafase, lo que sugiere que la funcion de
CycA en mitosis no solo seria inhibir a Weel. A
pesar de lo anterior, los experimentos confirmaron
que los efectos observados en la transicion G2/M
debido al silenciamiento de CycA, se debieron a la
funcion que tiene el complejo CDK2/CycA sobre
Weel y no a la funcion del complejo en la fase S.

Ademas de Weel, varios moduladores de la activi-
dad de CDK1 en la transicion G2/M podrian ser
regulados por los complejos CycA/CDK2, como
CDC25 o PIx1. Sin embargo, cuando se silencio la
expresion de CycA en células HeLa, la sobreex-
presion de las tres isoformas de CDC25 no revirtio
el arresto de las células en G2; pero, el silencia-
miento de Weel promovio la hipofosforilacion de
CDKI en la Y15, restaur6 su actividad y, conse-
cuentemente, el indice mitotico (64). Lo anterior
sugiere que en la transicion G2/M, la regulacion de
CycA/CDK sobre Weel es mas importante que la
regulacion sobre CDC25.

Estudios en células de humanos sugieren que el
complejo CDK2/CycA podria promover directa-
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mente la inactivacion de Weel, mediante la fosfo-
rilacion de la T239 en la “Wee box™, ya que la fosfo-
rilacion de dicho residuo dependi6 de la presencia
de un motivo RxL cercano al blanco de fosfori-
lacién, y cuando se mutd el motivo, disminuyo la
asociacion del complejo CDK2/CycA a Weel, la
fosforilacion de la T239 y las células pasaron mas
tiempo en la transicion G2/M. Por otra parte, como
se mencion6 previamente, la fosforilaciéon en la
S472, que promueve la degradaciéon de Weel,
también dependid de un motivo RxL cercano al sitio
de fosforilacion, por lo tanto, el complejo
CDK2/CycA estaria contribuyendo al menos por
dos mecanismos a la inactivacion de Weel, para
favorecer posteriormente su inactivacion por el
complejo CDK1/CycB (Fig. 1D) (50, 51).

Como se revisara en una seccion posterior, en la
transicion G1/S, el complejo CDK2/CycA también
es blanco de Weel (70), por lo que para poder
iniciar la inactivacion de Weel al inicio de G2, es
necesario favorecer la activaciéon del complejo
CDK2/CycA. In vitro, la fosfatasa CDC25b activo
eficientemente a los complejos CDK2/CycA (71),
mientras que in vivo, la inhibiciéon de las tres
isoformas de CDC25 inhibio la activacion de
CDK2/CycA al inicio de G2 (72). Lo anterior sugie-
re que CDC25b es el activador que ayuda a los
complejos CDK2/CycA a escapar de la inhibicion
de Weel para posteriormente promover su inacti-
vacion (Fig. 1C).

Weel se relocaliza durante la mitosis

Otro mecanismo que contribuye a inhibir la acti-
vidad de Weel sobre los complejos CDK1/CycB,
cuya localizacion y actividad es principalmente
nuclear durante la mitosis, es la relocalizacion de
Weel del nucleo al citoplasma. Durante interfase la
localizacion de Weel es nuclear, y al inicio de la
profase la proteina se relocaliza hacia el citoplasma,
aunque la cinasa permanece en ciertas regiones del
nucleo, lo que sugiere que la actividad de Weel se
puede requerir tardiamente durante la mitosis, por
ejemplo, para la salida de ésta, como se revisara en
una seccion posterior (1, 73).

En humanos, la relocalizacion de Weel del nucleo
al citoplasma estd mediada por la proteina CRM1
(Chromosomal Maintenance 1, también conocida
como exportina), ésta regula la exportacwn de
Weel mediante una secuencia de union a CRM1
presente en la cinasa, la cual estd conservada en
Weel de diferentes organismos. La mutacion de dos
residuos en la secuencia de union a CRM1 o la
inhibicion de CRM1 con leptomicina B, inhibid la
relocalizacion de Weel al citoplasma; sin embargo,
a pesar de que la relocalizacion de Weel en mitosis

sugiere que esto es necesario para la activacion del
complejo CDK1/CycB y la mitosis, la inhibicion de
la relocalizacion de Weel no provocd la inhibicion
de mitosis (51). Esto se podria explicar porque los
complejos CycB1/CDKI se activan inicialmente en
el citoplasma, especificamente en los centrosomas,
que son los centros organizadores de los micro-
tubulos en la célula. La activacion de los complejos
CycB1/CDK1 promueve su relocalizacion al
nucleo, donde, si estuviera presente la actividad de
Weel, los inhibiria; sin embargo, como ocurre en
interfase, los complejos CycB1/CDKI1 pueden ser
exportados del nicleo ya que durante la profase no
se inhibe su exportacion debido a que su actividad
es necesaria en el citoplasma para remodelar el
citoesqueleto y la separacion de los centrosomas. En
el citoplasma los complejos pueden ser activados
nuevamente por CDC25, ya que la fosfatasa perma-
nece en el citoplasma hasta la profase tardia (74).
Concomitantemente, en el nucleo CycA/CDK2
puede promover la inactivacion de Weel,
eventualmente los complejos CycB1/CDKI1 cada
vez mas activos en el citoplasma e importados al
nucleo promoverian la inactivacion de Weel y el
inicio de la metafase. Si la exportacion nuclear de
Weel no es critica para la ejecucion de la mitosis,
entonces es posible que Weel esté teniendo alguna
funcion en el citoplasma durante la mitosis.

Recientemente se mostro la presencia de Weel en
los centrosomas, asi como la fosforilacionenla Y15
de CDKI1 asociada a estos durante interfase (75).
Como se menciond anteriormente, los complejos
CycB/CDKI se activan inicialmente en los centro-
somas durante la profase, de hecho, en S. cerevisiae
tanto la localizacion de Cdc2 y Cdc13 (CDK1 y un
tipo de ciclina B respectivamente), como la acti-
vidad de Cdc2 en el cuerpo polar del uso, el
organelo equivalente al centrosoma, son necesarias
para la transicion G2/M (76, 77). Se ha propuesto
que en el centrosoma se regula el “timing” del
compromiso a mitosis, regulando el balance entre
las moléculas antimitéticas y promitoticas (78), en-
tonces la presencia de Weel y su regulacion sobre
CDKI en el centrosoma podria ser importante para
evitar un compromiso prematuro a la mitosis,
aunque esto debera ser demostrado.

Weel en la salida de mitosis y G1

Se ha sugerido que la actividad de Weel es nece-
saria para la salida de mitosis, ya que antes de que
empezaran a decaer los niveles de CycB, un proceso
necesario para la salida de mitosis relacionado con
la inactivacion de CDK1, decay6 la actividad cinasa
asociada a CDKI, lo cual se acompand de una
segunda ola de fosforilacion en la Y15 de la cinasa,
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posterior a la primera ola que se observo durante la
transicion de interfase a la mitosis (79). Los estudios
sugieren que esta segunda ola de actividad de Weel
permitiria inhibir la actividad del complejo
CDK1/CycB1 sobre Cdc20, un activador del APC/C
que promueve la degradacion de CycB. Contrario a
la fosforilacion del APC/C por el complejo
CDKI1/CycB1, que estimula su actividad de
ubicuitin-ligasa, la fosforilacion de Cdc20 inhibe su
asociacion al APC/C por lo que al inhibir la
actividad del complejo CDK1/CycB1 se promo-
veria la asociacion de Cdc20 al APC/C, la degra-
dacion de CycB y consecuentemente la salida de
mitosis (Fig. 2). Interesantemente, durante la
segunda ola de fosforilacion en la Y15, reaparece la
fosforilacion en la S287 de CDC25C, que inhibe su
actividad de fosfatasa, lo que favoreceria la fosfo-
rilacion de la Y15 (79-82).

Para permitir la reactivacion de Weel en la salida de
mitosis es necesario contrarrestar los mecanismos
que iniciaron la inactivacion de Weel en la entrada
a mitosis. Se ha demostrado que la actividad de
Fepl, una fosfatasa esencial para regular el grado de
fosforilacion del dominio carboxilo terminal de la
RNA polimerasa II, también participa en la salida de
mitosis mediante la desfosforilacion de diferentes
sustratos, entre ellos Weel. Se propone que Fepl
remueve la fosforilacion de la T239 de Weel, lo que
permite la reactivacion de la cinasa; adicional-
mente, Fcpl también actiia sobre Cdc20, lo cual
podrla promover su asociacion al APC/Cy la degra-
dacion de CycB1 (83). Existen multiples mecanis-
mos que aseguran la inactivacion de Weel en la
entrada a mitosis, por lo que la reactivacion de
Weel, dependiente de la desfosforilacion de la
T239, podria no ser suficiente para estabilizar la

Figura 2. Weel participa en la salida de mitosis. @En la salida de mitosis MIG6 compite con B-TrCP para estabilizar
a Weel, @mientras que la fosfatasa Fcpl antagoniza la fosforilacion de Weel en la T239, para evitar su
inactivacion. @La estabilizacion y reactivacion de Weel promueve la fosforilacion de la Y15 de CDK1 y su
inhibicidn, @Io gue promueve la perdida de fosforilacion en Cdc20, el activador del APC. @La forma
hipofosforilada de Cdc20 se puede asociar al APCy activarlo, adicionalmente, Fcp1 también actua sobre Cdc20 para
favorecer su asociaciéon con el APC. Finalmente, @Ia activacion del APC promueve la degradacidn de CycB y esto

la @salida de mitosis.

actividad de Weel en la salida de mitosis. Se ha
propuesto que MIG®6, quien antagomza la degrada-
cion de Weel evitando la asociacion de la proteina
F-box B-TrCp, favoreceria la estabilizacion de la
proteina en la salida de mitosis, ya que células
deficientes en MIG6 mostraron un retraso en la
salida de mitosis, lo cual se acompaiié de un aumen-

to en la actividad de CDK1 (Fig. 2) (54). Dado que,
para la salida de mitosis, la actividad de Weel solo
se necesitaria en una pequefia ventana de tiempo, a
diferencia de la actividad necesaria antes de la
entrada a mitosis, es posible que los mecanismos
mencionados sean suficientes para la estabilizacion
de la actividad de Weel en la salida a mitosis.
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Cuando se inhibi¢ la expresion del mensajero de
cdc20, se retraso la salida de mitosis y aumento la
fosforilacion en la Y15 de CDK1; por otra parte, el
retraso en la salida aumenté en presencia de una
mutante no fosforilable de CDK1 en T14y Y15 o
cuando Weel también se depletd. Lo anterior su-
giere que Weel participa en un mecanismo de res-
paldo que permite la salida de mitosis si falla alguno
de los mecanismos que normalmente la promueven.
La redundancia en los mecanismos de control del
ciclo celular se debe a la importancia del proceso,
ya que, por ejemplo, para organismos unicelulares,
que las células no se dividan significaria la perdida
de la progenie (84).

Por otra parte, cuando se indujo la salida de mitosis
mediante la inhibicion del complejo CDK1/CycB,
sin la degradacion de CycB, las células regresaron a
mitosis 30 minutos después de remover la inhibicion
del complejo; sin embargo, al remover el inhibidor
una hora después, aumento la fosforilacion en T14
y Y15 de CDK1 y muy pocas células regresaron a
mitosis a pesar de la presencia de CycB1; adicio-
nalmente, el retorno a mitosis ocurrié en todas las
células si estas salieron de mitosis con una version
no fosforilable de CDK1 en las posiciones 14 y 15
o si se inhibid la actividad de Weel y de Mytl. Estos
experimentos sugieren que Weel y Mytl forman
parte de un sistema de respaldo que evita el retorno
a mitosis cuando CycB no es degradada. La concu-
rrencia de dos momentos celulares diferentes es
catastrofica, como lo demuestra el hecho de que las
células que son revertidas a mitosis en la fase G1
tardia sufren apoptosis, por lo que existen meca-
nismos redundantes que aseguran que dos fases del
ciclo celular no ocurran al mismo tiempo (85).

Weel y el control de la transicion G1/S

Estudios en humano y Xenopus identificaron que
ademas de CDKI1, CDK2 también es blanco de
regulacion por Weel. La fosforilacion en la Y15 de
CDK2 aument? hacia la fase S y posteriormente se
perdio en la entrada a la fase M, de manera similar
a la fosforilacion en la Y15 de CDKI1. La fosfori-
lacion en la Y15 de CDK2 inhibi6 su actividad de
cinasa, y debido a que la actividad de CDK2 en aso-
ciacion con CycA es fundamental para la transicion
G1/S, principalmente para promover la replicacion
del DNA, se ha sugerido que Weel podria controlar
la transicion G1/S de manera analoga a como con-
trola la transicion G2/M (70, 86, 87).

En células de ratéon, cuando CDK2 se sustituyo por
una mutante que no podia ser fosforilada ni por
Weel ni por Mytl (CDK2AF), la actividad de
CDK2 aument6 prematuramente y esto correlaciond
con un inicio prematuro de la replicacion del DNA.

Interesantemente, este fenotipo solo se observo
cuando las células provenian de un estado quies-
cente (88). En células de humano, la mutante
CDK2AF inici6 prematuramente la replicacion del
DNA, ademas, las células exhibieron dano en el
DNA durante la fase S e inestabilidad gendmica,
también increment6 el cebado de los origenes de
replicacion y disminuyd la velocidad de la horquilla
de replicacion, lo que también se observo cuando se
silencid6 la expresion de Weel (89, 90).

El dafo en el DNA en las células depletadas de
Weel se revirtié cuando también se depleto el factor
1 de licenciamiento de la cromatina y la replicacion
(CDT1) o la proteina MCM2 (mini-chromosome
maintenance), ambas proteinas importantes para el
inicio y la elongacion de la replicacion, lo que
sugirio que el dano inducido por la ausencia de
Weel estaba asociado a la replicacion del DNA en
la fase S; interesantemente, el dafio en el DNA
también se revirtid cuando se depleté a CDKI1 o a
CDK2, lo que sugiri6 que el dafio generado se
debid a la desregulacion de las cinasas durante la
replicacion (91).

Se propone que la disminucién en la velocidad de la
replicacion cuando se inhibe a Weel se debe al au-
mento en el nimero de origenes de replicacion
activados; esto consume rapidamente los compo-
nentes necesarios para la replicaciéon, como el
desoxiATP (dATP), que disminuye su concen-
tracion cuando Weel es inhibido (92). La dismi-
nucién de los niveles de dATP también se podria
deber a la degradacion desregulada de la subunidad
2 de la ribonucledtido reductasa (RRM2), la enzima
encargada de la sintesis de desoxinucledtidos
(dNTPs), ya que cuando Weel es inhibida aumenta
la fosforilacion en la T33 de RRM2 y su degra-
dacion. Normalmente, la fosforilacion de la T33
promueve la degradacion de la proteina en la fase
G2 mediante la proteina F-box Cyc F; la fosfo-
rilacion estd mediada tanto por CDK1 como por
CDK2, por lo que se propone que la actividad de
Weel en la transicion G1/S evita la degradacion
prematura de la subunidad 2 de la RNR, lo que
promoveria niveles optimos de dNTPs en la fase S
(Fig. 3) (93, 94).

Weel también podria estar regulando la transicion
G1/S favoreciendo un recambio adecuado de CycE,
una ciclina que se asocia a CDK2 para promover
eventos tempranos de la replicacion del DNA (1).
En embriones de Xenopus la sobreexpresion de
Weel provocé la estabilizacion de CycE, mientras
que en c¢lulas humanas la mutante CDK2AF mostro
una mayor degradacion de CycE. Se infiere que la
fosforilacion por Weel de CDK2 en la Y15 regula
la degradacion de CycE, aunque aun no es claro si
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esto se debe a la inhibicion de la actividad de CDK2,
ya que en los embriones de Xenopus que sobre-
expresaron a Weel, esta actividad es similar a la
actividad detectada en los embriones control, a

pesar de que aumento la fosforilacion en la Y15 de
CDK2 en las sobreexpresantes de Weel (89, 95).

Ademas del estrés replicativo generado por la
ausencia de actividad de Weel en la fase S, también
se genera dafio en el DNA mediante nucleasas, cuyo
blanco son las estructuras intermediarias que se
generan durante la replicacion, que requieren su
resolucion por medio de la reparacion. MUSSI1-
EME2 es una nucleasa que escinde intermediarios
replicativos persistentes durante la fase M, promo-
viendo la sintesis reparativa del DNA fuera de la
fase S y asegurando con esto la correcta segregacion
de los cromosomas (96, 97). Durante la fase S,
Weel inhibe a CDK1 para evitar que esta fosforile
prematuramente a la endonucleasa de andamiaje
SL.X4, ya que, cuando Weel es inhibida, su fosfori-
lacion promueve su asociacion con MUS81-EME?2
y reubica este complejo hacia los intermediarios de
la replicacion, lo que promueve la pulverizacion de
los cromosomas (Fig. 3) (92, 98).

Por lo tanto, la actividad de Weel seria necesaria al
menos en dos puntos de la fase S, al principio, para
mantener niveles de actividad adecuados en CDK2,
lo que evitaria el inicio desregulado de la repli-
cacion, y posteriormente, para evitar que algunos
intermediarios generados por el estrés replicativo,
que ocurren de manera normal durante la replica-
cion, sean blanco de degradacion por nucleasas cuya
actividad se desregula debido a una actividad
aumentada de las CDKs (Fig. 3). Seré interesante
determinar de qué manera se modula la actividad de
Weel sobre CDK2 para que le permita niveles de
actividad pertinentes que promuevan la replicacion;
ya que una actividad excesiva de Weel sobre CDK2
seria contraproducente para la replicacion del DNA.

La inhibicion de Weel como estrategia para el
tratamiento de cancer

Una consecuencia de la desregulacion del ciclo
celular es la aparicion de cancer, donde la expresion
de genes relacionados al ciclo celular es severa-
mente afectada. Weel se ha considerado como su
presor de tumores o como oncogén en distintos tipos
de cancer. En algunos tipos, la inestabilidad gen6-

Figura 3. La actividad de Weel es
necesaria en la transicion G1/S. En
la transicion G1/S Weel mantiene
inhibida a CDK1 para evitar que
ésta fosforile a la endonucleasa de
andamiaje SLX4, ya que su fosfo-
rilacion promueve su asociacion
con la nucleasa MUS81/EME2, lo
que en la fase S promoveria la
pulverizacién de los cromosomas.
De manera similar, niveles bajos
de actividad cinasa en CDK1 son
promovidos por Weel para evitar
la fosforilacion de RRM2, ya que su
fosforilacidon en la T33, durante la
fase S, promoveria el reconoci-
miento de RRM2 por la proteina F-
box CycF para su ubicuitinacién y
posterior degradacion; esto provo-
caria la disminucion de la sintesis
de desoxinucledtidos. Durante S,
Weel también modula la actividad
de CDK2 para evitar la degradacién

prematura de RRM2, ya que esta

CDK también fosforila a RRM2 en la T33. Adicionalmente, la regulacion de Weel sobre CDK2 evita el inicio
desregulado de la replicaciéon, manteniendo una cantidad adecuada de origenes de replicacion cebados, ya que un
exceso de origenes de replicacion consumiria rapidamente los componentes necesarios para la replicacién y

provocaria la disminucién de la velocidad de replicacion.
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mica como resultado de la deficiencia del factor
transcripcional p53, el cual en condiciones normales
produce una respuesta a dafio en el DNA y establece
un “check point” que evita la duplicacion del DNA
dafiado, provoca que Weel se comporte como un
oncogén, estableciendo un “check point” previo a la
entrada a mitosis que permite la reparacion del DNA
y en consecuencia la sobrevivencia de las células.
En otros tipos de céncer, la pérdida de Weel
favorece la proliferacion debido a que el punto de
control G2/M no es activado permitiendo que las
células entren a mitosis, incluso con DNA dafiado
(Revisado en 99, 100).

En diversas lineas de cancer se ha observado la
inhibicion sostenida de los complejos CDK1/CycB,
y una de las vias principales que media dicha
inhibicion involucra a Weel, por lo que se ha
sugerido que la actividad sostenida de Weel
prolongaria la viabilidad de las células al mantener
el arresto del ciclo celular en la transicion G2/M;
esto permitiria la accion de mecanismos de repa-
racion, lo cual es contraproducente cuando el dafio
en el DNA es excesivo. Particularmente, la acti-
vidad de los complejos CDK1/CycB es necesaria
para promover la apoptosis por dafio en el DNA, por
lo que una actividad excesiva de Weel también
inhibiria la apoptosis (101, 102). En este sentido, se
ha reportado que el factor transcripcional KLF2
(Kruppel-like factor 2), perteneciente a la familia de
genes Kruppel-like que tienen una funcién impor-
tante en la proliferacion celular y la diferenciacion,
reprime la expresion de Weel, por lo que la expre-
sion de KLF2 favoreceria la induccion de apoptosis
por dafio en el DNA en la transicion G2/M cuando
la actividad de Weel es excesiva (103, 104). KLF4
y KLF6, otros miembros de la familia favorecen la
expresion de p21 durante la transicion G1/S cuando
hay dafio en el DNA, y en tipos de cancer donde la
expresion de KLF2, 4 y 6 es baja, la reexpresion de
esos factores transcripcionales arresta el creci-
miento y promueve el control del ciclo celular. La
expresion de KLF2 en células tumorales es reducida
por PCR2 (Complejo represivo polycomb 2), al
promover la metilacion de su region promotora, por
lo que se ha sugerido la inhibicién de PRC2 como
terapia en tipos de cancer donde la expresion de
KLF2 es baja, lo cual evitaria la progresion de tu-
mores mediante la reexpresion de KLF2 y la inhi-
bicion de la expresion de Weel (103-105).

Debido a la importante participacion de Weel en
respuesta a dafio en el DNA, cuya actividad es nece-
saria para establecer un “check point” que permita
la reparacion del dafio, la inhibicion de Weel se ha
utilizado para sensibilizar a células cancerosas con
DNA dafiado. Se ha observado que la sensibiliza-

cion se incrementa en células cancerosas deficientes
de p53, puesto que en estas células el punto de
control en G no es capaz de detener el ciclo celular
ante dafio al DNA, y al evadir el punto de control
G2/M, por la inhibicion de Weel, se activa la
apoptosis por un dafio irreparable en el DNA.
Entonces la inhibicion de Weel concomitantemente
con agentes que dafian el DNA (quimicos o fisicos),
en células que dependen tinicamente de Weel para
establecer un punto de control para la reparacion del
DNA, como aquellas deficientes en p53, se plantea
como una estrategia que ayuda a la eliminacion de
células cancerosas (106).

Como se reviso en una seccion anterior, la actividad
de Weel es importante para regular el avance de la
fase S, ya que su inhibicion disminuye la velocidad
de lareplicacion y provoca dafo en el DNA (90, 91).
De manera similar, la actividad de Chk1, una cinasa
que participa en la via ATR (Ataxia-Telangiectasia
Relacionada) que detiene el ciclo celular en res-
puesta a estrés replicativo, es necesaria para regular
el avance a través de la fase S en condiciones
normales del ciclo celular, ya que su inhibicion
también promueve la disminucioén de la velocidad
de la replicacion y causa dafio en el DNA (107-110).
Cuando Weel y Chkl se inhiben conjuntamente, se
reduce atin mas la velocidad de la replicacion, pero
no aumenta el dafio en el DNA. Los estudios
sugieren que Weel y Chkl tienen una via comuin
para controlar la fase S, que seria la regulacion de la
actividad de CDK2, Weel fosforilando a CDK?2 en
la Y15; mientras que Chkl promoveria la degra-
dacion de CDC25A para estabilizar la fosforilacion
en la Y15. Por lo tanto, la regulacion de CDK2 por
ambas cinasas evitaria el inicio desregulado de la
replicacion y la actividad desregulada de nucleasas
que incrementan su actividad por el aumento desre-
gulado de la actividad de las CDKs (90, 91,98, 111).
Paralelamente, Chkl regula negativamente a la
cinasa Dbf4-Cdc7, la cual, en conjunto con CDK2,
fosforila al complejo de prereplicacion para per-
mitir el cargado de la proteina CDC45, lo que
favorece la activacion de los origenes de replica-
cion. Cuando Weel es inhibido, Chkl se activa y
limita el cargado de CDC45, lo que limita el dafio
generado por la inhibicion de Weel; sin embargo,
cuando Weel y Chkl se inhiben conjuntamente se
favorece el cargado de CDC45 de forma desregu-
lada, causando un inicio masivo de origenes de
replicacion no programados, lo que desencadena
una catastrofe replicativa. Por lo tanto, la inhibicion
de ambas cinasas se plantea como una mejor estra-
tegia para eliminar células cancerosas, en compa-
racion a la inhibicion individual de Weel o de Chkl
(109, 112-114).
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Otra estrategia que ha sido eficaz en el tratamiento
de células cancerosas ha sido la inhibicion conjunta
de Weel y Sirtl. Sirtl pertenece a la familia de las
sirtuinas, particularmente a la clase III de desa-
cetilasas de histona, de las cuales algunos de sus
miembros regulan la reparacion por dafio al DNA.
Sirt]l desacetila proteinas de la via de reparacion
por recombinacién homologa (HR) como NBSI
(Nijmegen breakage sindrome 1)y Rad51, que par-
ticipan en el reclutamiento de proteinas reparativas
y en el apareamiento de las hebras homdlogas de
DNA respectivamente. Cuando Sirtl es inhibida,
NBS1 y Rad51 acumulan acetilaciones y esto
interfiere con el funcionamiento correcto de la via
de reparacion. Entonces, cuando se administra el
inhibidor de Weel, que promueve la generacion de
dafio en el DNA, concomitantemente con el inhi-
bidor de Sirtl, se provoca un incremento de dafio en
el DNA debido a la inhibicién de la reparacion por
HR, y esto incrementa el nimero de células que
sufren apoptosis en comparacion a cuando solo se
inhibe a Weel (115-118).

Recientemente se ha reportado que el AZD1775, la
molécula méas ampliamente utilizada para abatir la
actividad cinasa de Weel, inhibe a otras cinasas con
la misma eficacia con la que inhibe a Weel, por lo
que es probable que en los diversos experimentos en
donde se ha utilizado el AZD1775, los resultados
observados no se deban Uinicamente a la inhibicion
de Weel (119, 120). Debido a esto se han desarro-
llado nuevas estrategias para inhibir a Weel; una de
estas consiste en dirigir su degradacion mediante
una molécula bifuncional que se une tanto a Weel
como a una ligasa E3 expresada normalmente en la
célula, un sistema que se denomina PROTAC (pro-
teolysis targeting chimera) (121, 122). Una de las
ventajas del sistema es que la degradacion de la
proteina se da en concentraciones mucho menores a
las requeridas para inhibir la actividad catalitica de
las enzimas, lo cual limita la inhibicion inespecifica
de cinasas. Recientemente se reportaron moléculas
que se unen a B-TrCP (123) y debido a que ésta
promueve la ubicuitinacion y degradacion de Weel
tanto en interfase como en mitosis, la ligasa se
podria utilizar en el sistema PROTAC para poten-
ciar la degradacion de Weel como una estrategia
contra el cancer; aunque debido a que MIG6 antago-
niza la asociacion a B-TrCP en interfase, para una
degradacion exitosa a lo largo de todo el ciclo
celular se debera inhibir la expresion de MIG6.
Ademas de B-TrCP también se podria dirigir la
degradacion de Weel mediante Tome-1, que hasta
donde sabemos no existe algin mecanismo que
antagonice su reconocimiento hacia Weel, aunque
primero serd necesario encontrar moléculas que se
asocien a Tome-1 para utilizar el sistema PROTAC.

Finalmente, se conoce que la proteina de union a
RNA HuR, sobreexpresada en lineas cancerosas,
regula postranscripcionalmente al mRNA de Weel
al unirsele y favorecer su exportacion al citoplasma
para ser traducido, lo que reestablece el punto de
control G2/M, evitando asi la catdstrofe mitotica y
favoreciendo la transformacion celular, por lo tanto,
la inhibiciéon de HuR se ha propuesto como blanco
terapéutico para promover la muerte de células
cancerosas, mediante la desestabilizacion del men-
sajero de Weel (124).

En resumen, la estabilizacion de Weel en diversos
tipos de cancer promueve la supervivencia de las
células, por lo que la inhibicion de Weel parece ser
una estrategia plausible para el tratamiento del
cancer. Sin embargo, debido a que normalmente
Weel regula la transicion G1/S y la fase S, y evita
el dafio en el DNA controlando la actividad des-
regulada de diversas nucleasas, la inhibicion de
Weel conjuntamente con las vias encargadas de
mantener la integridad del DNA parece una mejor
estrategia para el tratamiento de células cancerosas,
incluso para un rango mas amplio de tipos de cancer
y no solo para aquellos en los que los niveles y/o
actividad de Weel se encuentran desregulados.

Conclusiones

En vertebrados, como se ha visto en esta revision, la
funcion de Weel es fundamental para la correcta
progresion de todo el ciclo celular. En humanos,
Weel fosforila a dos de las cuatro principales
cinasas que controlan el ciclo celular, CDKI y
CDK2. CDK4 y CDK®6, las que regulan princi-
palmente la entrada al ciclo celular (G1), no son
blanco de fosforilacion por Weel y es muy probable
que debido a esto, Weel no es tan importante en este
punto como si lo son miembros de la familia
CIP/KIP e INK. Sin embargo, debido a la naturaleza
continua del ciclo celular, en el que al término de la
mitosis muchas proteinas deben ser degradadas,
desfosforiladas e inactivadas, de manera mas o
menos simultdnea al comienzo de la sintesis y acti-
vacion de proteinas necesarias para la fase Gl1, la
actividad de Weel es fundamental, como un meca-
nismo que funciona redundantemente junto a otros
para asegurar la irreversibilidad de la mitosis. La
regulacion de CDK2 por Weel en la transicion G1/S
podria representar una paradoja, ya que CDK2 es
necesaria para la replicacion del DNA; sin embargo,
existen mecanismos que mantienen un recambio de
Weel en interfase, lo cual podria modular su
actividad. Por otra parte, diversos estudios sugieren
que al comienzo del ciclo celular se necesitan, en
general, niveles menores de actividad cinasa,
mientras que para la ejecucion de la mitosis se re-
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quieren niveles mucho mayores (125). Por lo tanto,
en la fase S, los procesos necesarios para su ejecu-
cion se podrian estar realizando a pesar de la inhi-
bicion de CDK2 por Weel.

Por otra parte, la inhibicion de Weel en conjunto
con el dafio al DNA o la inhibicion de otros regu-
ladores del ciclo celular parecen acciones promete-

doras en el tratamiento de céancer; sin embargo,
como en otras estrategias que se estan empleando
contra el cancer, habra que dirigir los esfuerzos en
la obtencion de terapias que afecten unicamente a
los tipos celulares afectados y no a todas las células
en general.
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