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RESUMEN

Smac/DIABLO es una proteina mitocondrial que participa en e proceso de muerte celular
apoptotica, secuestrando a diversos miembros de la familia de proteinas inhibidoras de apoptosis
(IAPs). Esta accion permite la activacion de caspasas, €l corte de sustratos celulares clave y la
muerte celular. La liberacidn de la mitocondria se considera el paso regulatorio principa en la
actividad de Smac/DIABLO. Sin embargo, € hecho de que a menos una isoforma,
Smac/DIABLO beta, no resida en este organelo, implica que la regulacién transcripcional podria
también ser importante. EI cAMP es un segundo mensgjero bien conocido con efectos
apoptaéticos importantes. Para determinar si el CAMP podria estar implicado en la regulacién del
gen Smac/DIABLO, en este estudio se analizaron 2903 pares de bases rio arriba de la secuencia
codificante y se caracteriz6 € promotor minimo, €l cua contiene un sitio consenso CRE. Se
encontr6 que la via CAMP/PKA/CREB regula de manera importante la transcripcion de
Smac/DIABLO, puesto que la exposicién a analogo del cAMP, e 8-CPT-cAMP, al activador de
la adenilato ciclasa, forskolina, al inhibidor de fosfodiesterasa, isobutilmetilxantina, o el bloqueo
de la activacion de la PKA con H-89, regul6 la actividad del promotor, 1o cual se demostré por
medio de ensayos de gen reportero y de RT-PCR. Adicionalmente, |os resultados de mutagénesis
sitio-dirigida revelaron que € sitio CRE es biologicamente funcional y se requiere para la
actividad de promotor inducida por el CAMP, en células HeLa. Como apoyo a estos resultados,
una version dominante negativa del factor responsivo a PKA, KCREB, redujo la expresion basal
de Smac/DIABLO, y e promotor ya no fue responsivo al cAMP. La reduccion de la expresion de
Smac/DIABLO, a través de la utilizacién de oligonuclettidos antisentido, bloqued € efecto
apoptotico del cCAMP en células de cancer de cérvix. Estos resultados muestran que €l CAMP es
un modulador importante del umbral apoptotico en células de cancer a través de la regulacion de
la expresion de Smac/DIABLO.



ABSTRACT
Smac/DIABLO is a mitochondrial protein that participates in apoptotic cell death by means of

sequestering several members of the inhibitor of apoptosis protein family. This action allows
caspase activation, cleavage of key cellular substrates and death. Release from mitochondria is
considered the main regulatory step of Smac/DIABLO activity. Nevertheless, the fact that at least
one isoform, Smac-beta, does not reside in this organelle implies that transcriptional regulation
could also be important. CAMP is a well known second messenger with important apoptotic
effects. To analyze if CAMP could be involved in Smac/DIABLO gene regulation, we analyzed
2903 base pairs upstream of the coding sequence and characterized the minimal promoter, which
contains a consensus CRE site. We found that cAMP/PKA/CREB pathway is indeed an
important regulator of Smac/DIABLO transcription, since exposure to the CAMP analog 8-CPT-
cAMP, the adenylyl cyclase activator forskolin, the inhibitor of phosphodiesterase
isobutylmethylxanthine or by hindering PKA activation with H89, regulated the promoter
activity, as shown by gene reporter and RT-PCR assays. Additionally, the results of site-directed
mutagenesis revealed that the consensus CRE site was biologically functional and required for
cAMP-induced promoter activity in human HelLa cells. Supporting these results, a negative
dominant version of the protein kinase A responsive factor, KCREB, reduced basal
Smac/DIABLO expression and rendered the promoter unresponsive to CAMP. Reducing Smac
expression using an antisense approach blocked the apoptosis effects of CAMP in cervical cancer
cells. These results show that CAMP is an important modulator of the apoptotic threshold in

cancer cells by means of regulating Smac/DIABL O expression.



INTRODUCCION

La apoptosis juega un papel central en € desarrollo y homeostasis de todos los organismos
multicelulares (Jacobson et al, 1997). Se presenta en procesos tan diversos como la
embriogénesis, €l recambio normal en tejidos adultos y en la atrofia de érganos. Este proceso es
también fundamental para la regulacion y operacion de procesos fisiopatolégicos como la
respuestainmune, lainflamacién y la eliminacién de células que presentan alteraciones genéticas.
En los humanos, la apoptosis excesiva o insuficiente puede tener severas consecuencias
patoldgicas. La supresion de la maguinaria apoptética causa enfermedades autoinmunes y es un
sello caracteristico en e cancer (Hanahan y Weinberg, 2000). Por otra parte, la apoptosis en
exceso contribuye a desarrollo de enfermedades neuroldgicas y a SIDA (Yuan y Yankner,
2000).

En la apoptosis ocurren cambios coordinados en €l nacleo, € citoplasma y la superficie celular
(Arends y Wyllie, 1991). Después de un estimulo letal, € tiempo de inicio de la apoptosis es
variable, pero una vez activada los cambios observados son rapidos, con duracion de minutos.
Las células pierden contacto con sus vecinas y adquieren una forma redondeada. Posteriormente
se presenta una pérdida de volumen, debida a la salida de agua y de iones, con la consecuente
compactacion de los organelos y € aumento en la densidad celular. El nicleo se condensa y la
cromatina se concentra en la membrana nuclear. A continuacion en la superficie celular se
forman protuberancias, € nacleo se rompe en varios fragmentos que conservan la membrana
integra y la célula se fragmenta en multiples cuerpos apoptéticos, los cuales contienen a los
organelos intactos. Estos cuerpos apoptéticos son fagocitados por células vecinas o por
macrofagos, sin generar una reaccion inflamatoriaen el organismo (Evan et al, 1992).

La muerte celular apoptdtica es iniciada tanto por la via extrinseca (mediada por receptor), como

por laviaintrinseca (mediada por mitocondria). Estas vias inducen finalmente actividades



Via extrinseca Viaintrinseca
(mediada por receptor) (mediada por mitocondria)

Estimulo apopt6tico
— Ligando de muerte

*
DISC 22

_ \ Receptor de muerte
|| Bal- al-X,
Procaspasa8 | d » tBid
Célulastipoll l Cdulastipoll B ___ _.B
o ,/’:,"__B
CaspasaSOm o
L
l Smac !/ ®
i !
v
H A
Cospasa 3 i / Omi — Citocromoc | P : AIF
IAPs — Apai-1 P
Procapesas| 0 | @ o
l 5 L
M
A
! Caspasa 9
v

Y

Sustratos de muerte — E Caspasa 3

Nucleo

[ Muerte celular ]

Figura 1. Vias de muerte celular. En la via extrinseca (mediada por receptor) la union de un ligando a su receptor
de muerte es seguida por laformacion del DISC (complejo de sefiaizacién inducible por muerte), lo que resultaen la
activacion de la procaspasa 8. En las células de Tipo | la caspasa 8 activa a la procaspasa 3, la cual corta a proteinas
blanco, conduciendo a apoptosis. En las células de Tipo Il, la caspasa 8 corta a Bid, €l cual induce la translocacion,
oligomerizacion e insercion de Bax y/o Bak en la membrana externa mitocondrial. Esto es seguido por la liberacion
de varias proteinas del espacio intermembranal mitocondrial, incluyendo a Smac/DIABLO, Omi y citocromo c. Este
tltimo forma un complejo citosdlico (apoptosoma) con Apaf-1 y la procaspasa 9. Esto resulta en la activacion de la
procaspasa 9, la cual activa ala procaspasa 3. En la via intrinseca (mediada por mitocondria), las sefiales de muerte
inciden directa o indirectamente en la mitocondria, resultando en la formacién del apoptosoma. Esta via de muerte
celular es controlada por proteinas de la familia de Bcl-2. La via intrinseca puede funcionar a través de mecanismos
independientes de caspasas, implicando la liberacién de la mitocondria y la transocacién a nlcleo de AIF y
endonucleasa G.
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proteolitica y/o nucleolitica asociadas a la muerte celular. La actividad proteolitica de las
caspasas proporciona las bases bioquimicas para el fenotipo apoptético (Fig. 1).

Cagpasas

La participacion critica de la proteasa de cisteina CED-3 en la apoptosis fue descubierta por
primera vez en € nematodo Caenorhabditis elegans hace catorce afios (Yuan et al, 1993). Desde
entonces, las evidencias acumuladas han demostrado que la apoptosis es un proceso conservado
en la evolucion, el cua es gecutado por una familia de proteasas de cisteing, las cuales cortan
después de un residuo de é&cido aspartico contenido en sus sustratos. En mamiferos se han
identificado catorce caspasas, de las cuales a menos ocho participan en la regulacién del proceso
apoptdtico (Earnshaw et al, 1999). Las caspasas implicadas en la apoptosis se dividen
generalmente en dos categorias: las caspasas iniciadoras, que incluyen ala caspasa-2, -8, -9y -10,
y las caspasas efectoras, que incluyen a la caspasa-3, -6 y -7. Una caspasa iniciadora se
caracteriza por tener un prodominio N-terminal extendido (>90 aminoé&cidos) importante para su
activacion, mientras que una caspasa efectora contiene de 20-30 residuos en la secuencia del
prodominio. Todas las caspasas se producen en las células como zimdgenos cataliticamente
inactivos y deben experimentar activacion proteolitica durante la apoptosis. La activacion de una
caspasa efectora es realizada por una caspasa iniciadora a través de corte en un residuo especifico
interno de &cido aspértico que separa a la subunidad grande de la pegquefia. En cambio, las
caspasas iniciadoras son autoactivadas (Earnshaw et al, 1999). Una vez activadas, las caspasas
efectoras son responsables del corte proteolitico de un amplio espectro de blancos celulares, 1o
gue conduce finalmente a la muerte celular. Los sustratos celulares conocidos incluyen
componentes estructurales (como actina y la lamina nuclear), proteinas regulatorias (como la
DNA-PK), inhibidores de desoxirribonucleasa (como ICAD) y otras proteinas proapoptéticas y

caspasas.
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Proteinasinhibidor as de apoptosis (I APS)

Laactividad de las caspasas esta sujeta alainhibicion por los miembros de lafamilia de proteinas
inhibidoras de apoptosis (IAPs) (Deveraux y Reed, 1999). Las IAPs fueron originamente
identificadas en baculovirus por su capacidad de suprimir la apoptosis en células infectadas del
hospedero. Se ha sugerido que la accion de estas moléculas ocurre por medio de una interaccion
directa con las caspasas. En mamiferos se han identificado ocho distintas IAPs, siendo las més
estudiadas la XIAP, c-IAPL, c-IAP2, Survivinay ML-IAP/Livin. Launidad funcional en lasAPs
es el repetido IAP baculovira (BIR), € cua contiene ~80 aminoé&cidos plegados alrededor de un
atomo de zinc. XIAP, c-IAP1 y c-IAP2 contienen 3 dominios BIR cada una, exhibiendo cada
dominio funciones diferentes. En estas |APs € dominio BIR3 inhibe potentemente la actividad de
la caspasa-9 procesada, mientras que la region de union entre los dominios BIR1 y BIR2 inhibe
selectivamente alas caspasas 3y -7 (Shi, 2001).

Smac/DIABLO y susisoformas

Con €l fin de permitir la gjecucion de la apoptosis, la inhibicion de las caspasas mediada por las
IAPs es removida por la proteina proapoptética Smac/DIABLO. Esta proteina fue descubierta
paralelamente por dos grupos de investigacion. Por una parte, Du y cols. (2000) aislaron una
fraccion a partir de extractos de membrana mitocondrial de células Hel a, relacionada con la
activacion de caspasa 3. De esta fraccion purificaron una proteina de aproximadamente 25 kDa
gue denominaron Smac (second mitochondria-derived activator of caspase). Por otro lado,
Verhagen y cols. (2000), mediante ensayos de coinmunoprecipitacion con XIAP-Flag (la proteina
XI1AP marcada con una etiqueta para captura), transfectada en células 293T, aislaron una proteina
de 23 kDa con un punto isoeléctrico (pl) de aproximadamente 5.3 que se unia a la XIAP. La

secuencia peptidica de esta proteina fue usada para hacer una busqueda en la base de datos de
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ESTs (Expressed Sequence Tag) de DNA y se encontro un alineamiento idéntico con secuencias
de humano y de raton. La clona de cDNA-EST de raton elegida codificaba para una proteina de
26.8 kDa, la cual fue nombrada DIABLO (direct IAP binding protein with low pl).

La proteina Smac/DIABLO se expresa de manera diferencial en diversos tgjidos de humano
adulto. Presenta una expresion elevada en testiculo, corazon, higado, rifién, bazo, préstata y
ovario y una baja expresion en cerebro, pulmén, timo y leucocitos (Du et al, 2000). DIABLO
presenta un patron similar de expresion en tejidos de ratdn adulto (V erhagen et al, 2000).

El RNA mensgjero de Smac/DIABLO codifica para una proteina de 239 aminoacidos. La regién
amino terminal (55 aminoacidos) representa una tipica sefial anfipatica de localizacion
mitocondrial (MTYS), la cua es cortada una vez que Smac/DIABLO se importa a la mitocondria.
En condiciones normales Smac/DIABLO reside en el espacio intermembranal. Después de un
estimulo apoptdtico, Smac/DIABLO se libera de la mitocondria & citosol, en donde se une a
varias |APs, antagonizando su funcion. Se sabe que Smac/DIABLO puede interactuar con XIAP,
c-1APL, clAP2, survivinay la lAP baculoviral OplAP. Solo la proteina Smac/DIABLO madura
tiene la capacidad de promover la activacion de caspasas, mientras que el precursor con |la sefial
de localizacion intacta no posee tal capacidad. Smac/DIABLO por o tanto requiere de un proceso
de maduracion dentro de la mitocondria antes de presentar su actividad apoptética (Du et al,
2000).

El gen Smac/DIABLO se localiza en el humano en el cromosoma 12q y esta compuesto de siete
exones. Al dia de hoy se han reportado cuatro isoformas de Smac/DIABLO, generadas por
procesamiento alternativo del RNA mensajero, alas cuales se les hadenominado o, 3, Yy 6 (esta

altima también [lamada Smac3; Fig. 2). Smac/DIABLO o y & son mitocondriales mientras que

Smac/DIABLO By y son citosolicas debido a que no presentan unaMTS. Se ha encontrado que
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Figura 2. Estructura del gen Smac/DIABLO y las diferentes isoformas generadas por procesamiento
alternativo del mensajero. El gen Smac/DIABLO presenta siete exones. El exén 2 es un exén criptico que permite
la generacion de la isoforma B. La MTS (sefid de localizacion mitocondrial) es codificada por los exones 1y 3.
Smac/DIABLO o y & son mitocondriales (presentan una MTS intacta), mientras que Smac/DIABLO B y y son
citosdlicas (no tienen MTYS).

Smac/DIABLO f, generada por un procesamiento aternativo que integra un exon criptico, se
expresa en todas las lineas celulares probadas incluyendo: Hela, Jurkat, 293, THP1, MCF-7,
A431 y 697, aunque en una cantidad menor que Smac/DIABLO a (Srinivasula et al, 2000;
Roberts et al, 2001). Por su parte Smac/DIABLO 6 (Smac3), es generada por el procesamiento
aternativo del exon 4. Esta isoforma particular posee una MTS, por lo cua se dirige a la
mitocondria una vez sintetizada. Su expresion, a igua que Smac/DIABLO a., es ubicua pero

diferencial, en tejidos de humano adulto. De igual forma se expresa en las lineas celulares: MCF-
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7, HeLa, 293T, Jurkat y HEK293 (Fu et al, 2003). La isoforma y es la menos estudiada y se
desconoce casi todo de ella.

Mecanismo deinhibicion delas| APs por Smac/DIABLO

Smac/DIABLO o madura se comporta como un dimero en solucién y utiliza su region N-
terminal para interactuar con las IAPs e inhibir su funcion. Smac/DIABLO o se une a los
dominios BIR2 y BIR3 de la XIAP, pero no a BIR1. La unién a cada BIR es mutuamente
excluyente. Se ha demostrado que las mutantes monoméricas de Smac/DIABLO o interactlian
fuertemente con el BIR3, pero no forman un complegjo estable con & BIR2. Estas mutantes tienen
menor capacidad para promover la activacion de la procaspasa 3 (Chai et al, 2000).
Smac/DIABLO o se une a BIR3 de la XIAP a través de sus primeros cuatro residuos N-
terminales (AVPI). La sustitucion de cualquiera de estos residuos elimina la capacidad de unién,
probablemente debido a una pérdida de interacciones hidrofdbicas (Liu et al, 2000).
Smac/DIABLO B, por otro lado, interactia con los dominios BIR1 y BIR2 de la XIAP, pero no
con e BIR3. Smac/DIABLO [ promueve principalmente la actividad de |as caspasas efectoras 3
y 7, aunque en todos los casos presenta una actividad promotora de caspasas menor que
Smac/DIABLO a. Esta diferencia puede explicarse en parte porque los primeros residuos N-
terminales de Smac/DIABLO  (MKSDFY) son diferentes a los de Smac/DIABLO o (AVPI),
siendo estos ultimos indispensables para la union a BIR3 de la XIAP (Srinivasula et al, 2000).
Maés aun, Roberts y cols. (2001) demostraron que Smac/DIABLO [ no es capaz de interactuar
con XIAP, c-1AP1 ni c-IAP2 in vivo. Ellos proponen que ~20 aminoacidos del N-terminal de
Smac/DIABLO [ son procesados intracelularmente. Sorprendentemente, esta forma de la
proteina es capaz de potenciar la apoptosis inducida por diversos estimulos a mismo nivel que

Smac/DIABLO o. Como Smac/DIABLO [ no posee los aminoécidos necesarios para la
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interaccion con las |APs, se postula que el (los) dominio (s) para la funcién proapoptética reside
(n) en e fragmento C-terminal y que la union de Smac/DIABLO o ala X1AP es unicamente una
funcidn secundaria. Finalmente, Smac/DIABLO & madura interactda con los dominios BIR2 y
BIR3 de la XIAP a través del tetrapéptido N-terminal AVPI, promoviendo la activacion de la
caspasa 3 (Fu et al, 2003).

M ecanismos no transcripcionales de regulacion de Smac/DIABLO

Smac/DIABLO esta sujeta a regulacion a distintos niveles. EI mecanismo de regulacion mas
evidente para Smac/DIABLO a Yy 6 es la translocacion desde € espacio intermembrana de la
mitocondria a citosol durante la apoptosis. Este evento es regulado por miembros de la familia
de Bcl-2 y a parecer es necesaria la activacion de la via de INK (cinasas del N-terminal de c-
Jun), al menos durante la apoptosis inducida por e 2-metoxiestradiol (2ME2) en células de
mieloma multiple (Chauhan et al, 2003). Una vez en € citosol, las mismas proteinas IAPs
regulan la concentracion y la actividad de Smac/DIABLO a. Por una parte, se ha demostrado que
XIAP, c-1AP1 y clAP2 tienen actividad de ligasa de la proteina ubiquitina (E3), a través de su
dominio RING, sobre la proteina Smac/DIABLO . Se requiere, tanto de la asociacion de las
IAPs con Smac/DIABLO, como de la presencia del dominio RING para la ubiquitinacion. Esta
actividad promueve la rgpida degradacion de Smac/DIABLO a liberada de la mitocondria y
proporciona un mecanismo por e cual las |APs inhiben la muerte celular, dirigiendo a moléculas
proapoptdticas a la degradacion mediada por el proteosoma (MacFarlane et al, 2002; Hu 'y Yang,
2003). Sin embargo, la proteina Smac/DIABLO 6 también tiene la capacidad de promover la
autoubiquitinacion de la proteina XIAP. Esta actividad, la cua no presenta Smac/DIABLO «a,

requiere la asociacion de Smac/DIABLO & con la XIAP y e dominio RING intacto de esta
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Ultima, aunque aun se desconoce e mecanismo por € cual Smac/DIABLO & acelera la
autodestruccion de la XIAP (Fu et al, 2003).

Por otro lado, los diversos miembros de la familia de las |APs pueden cooperar entre ellos para
inhibir la apoptosis. Se sabe, por gjemplo, que XIAP, pero no Survivina puede unirse a caspasa 9.
Sin embargo, XIAP y Survivina si pueden unirse a Smac/DIABLO. Existe a menos un estudio
en e cua se muestra que XIAP se une a la caspasa 9, mientras que Survivina se une a
Smac/DIABLO y de esta forma evita que Smac/DIABLO inhiba a XIAP. En este modelo la
apoptosis se inhibe ya que la Survivina mantiene secuestrada a Smac/DIABLO, en tanto que
XIAP inhibe la funcion de la caspasa 9 (Song et al, 2003). Aparentemente Smac/DIABLO 3 es
regulada intracelularmente por protedlisis. La pérdida de sus 20 aminoécidos N-terminales, crea
una proteina incapaz de interactuar con las IAPs, conservando sin embargo su actividad
promotora de apoptosis. Hasta ahora se desconoce e mecanismo por €l cual esta isoforma induce
apoptosis, sin la necesidad de interactuar con las |APs (Roberts et al, 2001).

M ecanismos transcripcionales de regulacion de Smac/DIABLO

El gen Smac/DIABLO es regulado también a nivel transcripcional. Aunque hasta el momento se
desconocen los mecanismos moleculares que modulan su expresion en condiciones basales,
existen varios reportes que documentan la activacion transcripcional de este gen bajo condiciones
de induccién de apoptosis, con estimulos diversos. El tratamiento de una linea de células B
inmaduras, derivadas de raton: WEHI 279, y de células normales pre-B de ratén, dependientes de
IL-7, con 10 U/ml de IFN-y, indujo un aumento en los niveles de expresién endogenos del RNA
mensgero de Smac/DIABLO. Este incremento sensibilizO a estas estirpes celulares a
experimentar apoptosis. La inhibicion de la expresion de Smac/DIABLO con un oligonuclebtido

antisentido, disminuyé la activacion de la muerte celular, 10 que sugiere un papel directo de

17



Smac/DIABLO en la promocion de la apoptosis inducida por € IFN-y en células de ratdn
(Yoshikawa et al, 2001). Por otro lado, €l tratamiento de fibroblastos de origen humano GM 701,
con 40 uM del compuesto ciclico, €l &cido hidroxdmico BMD188, indujo un incremento en la
expresion del RNA mensgjero de Smac/DIABLO, citocromo c, la subunidad |1 de la citocromo ¢
oxidasa, Bim, Bak y Bcl-2. Ademés, se observd un aumento en la actividad de la cadena
respiratoria mitocondrial y un incremento en la generacion de especies reactivas de oxigeno, lo
gue sugiere una participacion directa de la mitocondria en este escenario de apoptosis (Chandra et
al, 2002). En otro estudio, se trataron ratones Balb/c con 250 mg/kg de &cido félico para inducir
falla renal aguda. Las células de rifién de los ratones tratados, experimentaron apoptosis y se
observo un incremento en la expresion del RNA mensajero y de la proteina de Smac/DIABLO.
Para confirmar estos resultados, los autores trataron células MCT, las cuales son células tubulares
proximal es provenientes de |a corteza renal de ratones SJL, con 30 ng/ml de TNF. EI TNF indujo
apoptosis y se volvio a observar €l incremento en la expresién de Smac/DIABLO (Justo et al,
2003). En estos tres casos no se menciona a través de qué mecanismos moleculares esos
estimulos apoptogénicos indujeron e incremento en la expresion de Smac/DIABLO. Existe un
altimo reporte en el cual se hace una aproximacion a los eventos moleculares que conducen a la
activacion transcripcional de Smac/DIABLO, en condiciones de apoptosis. En este estudio se
utilizaron células humanas no pequefias de carcinoma de pulmon, H1299, las cuales no expresan
p53. Estas células fueron manipuladas para que pudieran expresar constitutivamente al factor de
transcripcion E2F1. El tratamiento de estas células con 4-hidroxitamoxifen, causa que E2F1 se
transogue al nucleo y active genes blanco para E2F1. Al mismo tiempo, la activacion inducida
de E2F1 causa apoptosis en estas células. Los autores encontraron que durante la induccion de

apoptosis por E2F1, se presentd un incremento en la expresion del RNA mensgjero y la proteina
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de Smac/DIABLO. Adicionalmente, se observé que € factor de transcripcion E2F1 fue capaz de
unirse al promotor del gen Smac/DIABLO vy transactivarlo. La inhibicion de la expresion de
Smac/DIABLO con RNA de interferencia, causo una disminucion en e nimero de células que
experimentaron apoptosis, o que sugirio un papel directo de Smac/DIABLO en la promocion de
la apoptosis inducida por E2F1 (Xie et al, 2006).

Smac/DIABLO vy el cancer

Aunque hasta el momento no se ha explorado de manera extensa, se han encontrado diferencias
en la expresion de Smac/DIABLO en células de cancer, con respecto a los tegjidos sanos. Se ha
reportado que tumores renales (Yan et al, 2004; Mizutani et al, 2005), pulmonares (Sekimura et
al, 2004), de cérvix (Espinosa et al, 2004; Arellano-Llamas et al, 2006), carcinomas y sarcomas
(Yoo et al, 2003), tienen una expresion desregulada de esta molécula. En los casos de los tumores
renales y pulmonares, se encontré una correlacion inversa entre el nivel de expresion de
Smac/DIABLO y e desarrollo de la enfermedad. La expresion del RNA mensgjero y de la
proteina de Smac/DIABLO fue mayor en las primeras etapas de la enfermedad y el nivel de
expresion disminuyd en etapas més avanzadas. Estos descubrimientos apuntan hacia una posible
relevancia clinica ya que servirian como un parametro prondstico para estas neoplasias (Sekimura
et al, 2004; Mizutani et al, 2005).

Estos resultados muestran que Smac/DIABLO es dindmicamente regulado en la progresion del
cancer. No obstante, se desconocen por completo los mecanismos moleculares a través de los
cuales se desregula la expresion de Smac/DIABLO.

El AMP ciclicoy la apoptosis

El AMP ciclico (CAMP) es un segundo mensajero bien conocido que regula varios procesos

fisiolégicos celulares, tales como el crecimiento y la proliferacion celular, la apoptosis, €

19



metabolismo, la induccion de genes y la funcion de los canales ionicos. Estas funciones
biol6gicas del CAMP parecen ser especificas de tipo celular (Ahn et al, 2005).

La induccién de la expresion genica por € cAMP esta mediada por la unién de un dimero de la
proteina de union a elemento de respuesta a CAMP (CREB) a una secuencia conservada, €l
elemento de respuesta a CAMP (CRE), TGACGTCA, presente en el promotor de muchos genes
responsivos a CAMP. La acumulacion del cAMP en respuesta a la activacion de los receptores
acoplados a proteinas G, de union a nucledtidos de guanina, induce la mayoria de respuestas
celulares a través de la proteina cinasa dependiente de cAMP (PKA). En € estado basal, la PKA
reside en el citoplasma como un heterotetrdmero inactivo, formado por subunidades regulatorias
(R) y catdliticas (C) pareadas. La induccién del cAMP libera a las subunidades C, las cuaes
difunden pasivamente hacia € nucleo e inducen la expresién de genes celulares, a través de la
fosforilacion de la proteina CREB en el residuo de serina 133. La fosforilacion de CREB en este
residuo permite el reclutamiento del coactivador transcripcional CBP (proteina de union a CREB)
y de su pardloga p300. Estos coactivadores contribuyen al aumento de la transcripcién mediada
por CREB, gracias a su actividad de acetil transferasas de histonas y a su capacidad de “ puenteo”
con la RNA polimerasa Il viala RNA helicasa A (Mayr y Montminy, 2001; Johannessen et al,
2004).

Ademés de regular € crecimiento y la proliferacion celular, el CAMP y varios de sus andlogos
tienen la capacidad de inducir apoptosis en diversos tipos celulares. El andlogo del CAMP, € 8-
Br-cAMP indujo apoptosis en células primarias de la granulosa, obtenidas de foliculos
preovulatorios de rata (Aharoni et al, 1995). El 8-CI-cAMP indujo apoptosis en una amplia gama
de lineas celulares de cancer, a través de la modulacion de las isoenzimas de la PKA (Kim et al,
2001). El tratamiento de células precursoras B humanas CD10" con 8-CPT-cAMP indujo

apoptosis a través de la activacion de la PKA y la regulacién negativa de la expresion de la
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proteina Mcl-1 (Myklebust et al, 1999). El 8-CI-cAMP indujo inhibicion del crecimiento y
apoptosis en células HL-60, através de la activacion de las vias de la PKC y de p38 MAPK (Ahn
et al, 2005). El 8-CI-cAMP indujo apoptosis en células humanas de neuroblastoma, SH-SY5Y, a
través de la regulacion negativa de Bcl-2 y la regulacion positiva de Bad (Kim et al, 2000). El 8-
CPT-cAMP increment0 la fosforilacion de CREB, activé a la caspasa 3 e indujo apoptosis en
células de linfoma T, $49 y en células CEM humanas, de leucemia aguda de células T. También
hubo una regulacion positivadel RNA mensgjero de Bim (Zhang e Insel, 2004).

A pesar de contar con estos y otros hallazgos, |0os mecanismos a través de los cuales e CAMP y

sus andlogos inducen apoptosis, siguen siendo poco conocidos.
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JUSTIFICACION

Smac/DIABLO es una proteina mitocondrial que participa en la apoptosis, secuestrando y
neutralizando a diversos miembros de la familia de proteinas inhibidoras de apoptosis (IAPS).
Esta accion permite la activacion de caspasas, €l corte de sustratos celulares clave y lamuerte. La
liberacidn de la mitocondria se considera como el paso de regulacién principal en la actividad de
Smac/DIABLO. No obstante, el hecho de que al menos una isoforma, Smac/DIABLO f, no
resida en este organelo, implica que la regulacion transcripcional podria también ser importante.
Por otra parte, aunque hasta e momento no se ha explorado de manera extensa, se han
encontrado diferencias en la expresion de Smac/DIABLO en células de cancer, con respecto alos
tgjidos sanos. Se ha reportado que tumores renales (Yan et al, 2004; Mizutani et al, 2005),
pulmonares (Sekimura et al, 2004), de cérvix (Espinosa et al, 2004; Arellano-Llamas et al,
2006), carcinomas y sarcomas (Yoo et al, 2003), tienen una expresion desregulada de esta
molécula. Estos resultados muestran que Smac/DIABLO es dinamicamente regulado en la
progresion del cancer.

Debido a que se desconocen casi por completo los mecanismos moleculares que controlan la
expresion de Smac/DIABLO en condiciones basales y durante la induccion de apoptosis, es
importante realizar estudios que permitan reconocer estos mecanismos de regulacion, no solo en
células sanas sino también en células ateradas, como las células cancerosas, para intentar
comprender también las vias que llevan a la desregulacion de la expresion de esta molécula

proapototica.
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HIPOTESIS

La hipotesis general de este trabajo es que Si una o varias vias de transduccion estan participando
en laregulacion de la expresion de Smac/DIABLO, ya sea en condiciones basales o de induccion
de apoptosis, entonces la activacion o la inhibicion de una o varias de estas vias, afectara la
expresion del gen. Debido a los escasos antecedentes que existen para este trabgjo, entonces se
enuncian hipotesis particulares para cada via estudiada, quedando de la siguiente forma:

1.- Si la via de transduccién del cAMP participa en la regulacion del gen Smac/DIABLO,
entonces la actividad de su promotor sera modulada a utilizar agonistas o inhibidores de dicha
via

2.- S la via de transduccion de INK/SAPK participa en la regulacion del gen Smac/DIABLO,
entonces la actividad de su promotor sera modulada a utilizar agonistas o inhibidores de dicha
via

3.- Si la via de transduccion de MAPK participa en la regulacion del gen Smac/DIABLO,
entonces la actividad de su promotor sera modulada a utilizar agonistas o inhibidores de dicha

via
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OBJETIVOS

Objetivo general

Clonar y caracterizar €l promotor del gen Smac/DIABLO y determinar qué vias de transduccion

estan implicadas en su regulacion, en células de cancer.

Obj etivos especificos

v

v

Clonar el promotor del gen Smac/DIABLO.

Caracterizar €l promotor minimo requerido para la activacién de la transcripcién del gen
Smac/DIABLO.

Andizar s la via de transduccion del cAMP participa en la regulacién del promotor del
gen Smac/DIABLO.

Andizar s la via de transduccion de INK/SAPK participa en la regulacién del promotor
del gen Smac/DIABLO.

Andizar s la via de transduccion de MAPK participa en la regulacién del promotor del

gen Smac/DIABLO.
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MATERIALESY METODOS

Cultivo celular. Las células HeLa adquiridas del ATCC (American Type Culture Collection) se
mantuvieron en medio DMEM con 10% de suero fetal bovino (SFB; v/v), a 37°C en una
atmosfera himeda con 5% de CO,. Todos los reactivos de cultivo celular se obtuvieron de
Invitrogen (Maryland, USA). El 8-(4-clorofeniltio)-adenosina 3',5 -monofosfato ciclico (8-CPT-
CAMP), e H89, la forskolina y la 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) se obtuvieron de Sigma
Aldrich (Missouri, USA).

Viabilidad celular y efectos citotdxicos. Se sembraron células Hel.a en placas de cultivo de 24
pozosy se expusieron al CAMP por 24 horas. Entonces, se fijaron en etanol al 70% a—-20°C, se
lavaron con PBS 1X (1.7 mM KH2PO4, 5.2 mM NaHPO,4, 150 mM NaCl, 2.7 mM KCI) y se
tifieron con cristal violeta (1% en agua). Posteriormente, se solubilizé latincion con &cido acético
33% y se determind la absorbancia en un lector de ELISA, a’570 nm. Los andlisis se redlizaron al
menos por triplicado en cuatro experimentos independientes. El andlisis estadistico se realizo
utilizando la prueba de t con correccién de Bonferroni.

Ensayo de fragmentacién nuclear. Se sembraron células HeL a en placas de cultivo de 24 pozosy
se expusieron al CAMP por 24 horas. Entonces, se fijaron en etanol a 70% y se incubaron en
buffer de RNasa durante 1 hora a 55°C. Posteriormente se les agreg6 10 ul de bromuro de etidio
(10 mg/ml) y se esperé 15 minutos, para lavar inmediatamente con PBS 1X, 5 veces. Se tomo
una gota de cada muestra y se colocd en una laminilla para observar a microscopio de
fluorescencia a 40X.

Transfeccion celular. Los ensayos de transfeccion celular tuvieron la siguiente secuencia: €l
primer dia se sembraron 1X10° células HelLa en botellas de 25 cm?. El segundo dia se sembraron

2X10° células por pozo en placas de 12 pozos, a partir del primer cultivo. El tercer dia se reaiz6
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la transfeccion con lipofectamina (Invitrogen, Maryland, USA), por 24 horas, transfectando 0.5
pg del plasmido reportero, mas 0.1 pg del plasmido que contiene a gen de la B-galactosidasa
bajo el control de un promotor constitutivo de citomegalovirus (pBGAL). El plasmido promotor
de Smac/DIABLO-reportero SEAP se construy6 clonando los productos de PCR en el vector
pSEAP2-Basic (Clontech, CA, USA), el cual utiliza una forma secretada de |a fosfatasa alcalina
placentaria humana, como una molécula reportera que monitorea la actividad del promotor.
Ensayo de fosfatasa alcalina. Las células transfectadas se mantuvieron en medio DMEM con
10% de SFB por 24 horas. Concluido e periodo post-transfeccion se recolectaron los
sobrenadantes, se centrifugaron, y se guardaron 100 pl de cada muestra a -20°C. Para el ensayo
de actividad de gen reportero, se diluyeron e incubaron 15 pl de cada muestra a 68°C por 30
minutos. Se agrego el substrato CSPD 1.25 mM vy se realiz0 la deteccion quimioluminiscente a
diferentes tiempos utilizando placas radiogréficas. La deteccion de la actividad de SEAP se
realizo utilizando un kit comercial (Clontech, CA, USA).

Ensayo de f-galactosidasa. 24 horas después de la transfeccion, las células fueron despegadas de
los pozos de cultivo, centrifugadas, resuspendidas en buffer de lisis (0.1 M Tris-Cl pH 7.8, 0.5%
(v/iv) Tritén X-100) y amacenadas a -70°C. Para ensayar cada muestra se agregaron los
siguientes componentes; 3 pl de una solucién de Mg®* 100X (0.1 M MgCl,; 45 M B-
mercaptoetanol), 66 ul del substrato ONPG 1X (4 mg de ONPG en fosfato de sodio 0.1 M, pH
7.5), 30 ul de extracto celular, 201 pl defosfato de sodio 0.1 M pH 7.5 (41 ml de NaoHPO,-2H,0
0.2 M; 9 ml de NaH,PO4-2H,0 0.2 M; 50 ml de H,0). Las mezclas de reaccion se incubaron por
30 minutos a 37°C y se detuvieron agregando 500 pl de NaxCO3 1M. La densidad éptica se leyo

en un espectrofotometro a 420 nm (Sambrook y Russell, 2001).
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Los resultados de la actividad de SEAP fueron normalizados contra la actividad de B-
galactosidasa.

Aislamiento de ADN de alto peso molecular a partir de leucocitos. Se centrifugaron 20 ml de
sangre periférica fresca de humano a 1500 rpm en un gradiente de Ficoll (Invitrogen, Maryland,
USA). La capa color beige se transfirié a otro tubo y se volvioé a centrifugar. Los leucocitos se
resuspendieron en 15 ml de buffer de extracciéon (10 mM Tris-Cl, pH 8.0; 0.1 M EDTA, pH 8.0;
20 pg/ml de RNAsa pancredtica; 0.5 % SDS) y se incubaron a 37°C por 1 hora. Se agrego
proteinasa K (100 pug/ml) y se incubo la suspension celular en bafio maria a 50°C por 3 horas. Se
extrgjo e ADN con fenol equilibrado (Sigma-Aldrich, Missouri, USA), por 3 veces. La fase
acuosa se transfirié a un tubo de centrifugay se agregaron 0.2 volUmenes de acetato de amonio
10 M mas 2 volumenes de etanol. EIl ADN precipitado se lavé 2 veces con etanol a 70 %, se
disolvi6 en 100 pl de TE (10 mM TrisCl; 1 mM EDTA pH 8.0) y se cuantifico por
espectrofotometria (Sambrook y Russell, 2001).

Inhibicion de las vias de transduccion.

Lineas celulares dominantes negativas. La linea celular HeLaSEK-AL se generd transfectando

células HelLa con un plasmido pcDNA 3 que contiene una version mutada de MEKK4 (SEK)
fusonado con un epitope de hemagliutinina. El plésmido SEK-AL fue amablemente
proporcionado por € Dr. Brent Zanke. Para establecer una linea celular estable, después de la
transfeccion, las células fueron seleccionadas utilizando 800 UM de geneticina (G418) por cuatro
semanas. Se utilizo un “pool” de cinco clonas para los experimentos posteriores. La expresion del
transgen se determing por western blot, utilizando un anticuerpo contra la hemaglutinina (3F10,
Roche, Indiana, USA). Para comparacién también se cred una linea celular control, transfectando

células HeLa con pcDNA 3 (Invitrogen, MD, USA) y seleccionando con G418 por cuatro
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semanas. Se utilizé e mismo enfoque para producir una linea de células Hel a que expresa la
version dominante negativa de CREB, HelLaK CREB. KCREB es incapaz de unirse a DNA
debido a que tiene una mutacién en el sitio de union del factor de transcripcion (Walton et al,
1992). Este plasmido fue amablemente proporcionado por € Dr. R. H. Goodman.

Inhibidores farmacologicos. Se utilizo e inhibidor farmacoldgico SB203580 especifico para la

via de p38 MAPK a una concentracion final de 2 pM. Para la via de MAPK se utilizaron los
inhibidores U0126 y PD98059 a una concentracién de 10 pM y 100 uM respectivamente. El
inhibidor SP600125 —especifico de la via de SAPK- se utiliz6 a una concentracion de 25 pM.
También se utilizo el inhibidor de laPKA, H-89, a una concentracion de 10 pM.

Expresion de Smac/DIABLO. La estimacion de los niveles de RNA mensgero (RNAmM) de
Smac/DIABLO se realiz6 mediante ensayos semicuantitativos de RT-PCR. Se ais6 el RNA total
utilizando el reactivo TRIzol (Invitrogen, MD, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante.
El DNA complementario (CDNA) se sintetizo utilizando e sistema RT-PCR termoscript
(Invitrogen, MD, USA). Diez microgramos de RNA total pre-tratado con DNAsa |, se incubaron
a 50°C por 1 hora con hexameros a azar, dNTPs y transcriptasa reversa. EI RNA templado se
digirié con RNAsa H. Para verificar que se utilizara una cantidad equivalente de cDNA entre las
muestras, se amplifico por PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) un pequefio fragmento del
gen de expresion basa GAPDH, utilizando Advantage Tag polymerase (Clontech, CA, USA).
Los productos de PCR se corrieron en geles de agarosa 1% por medio de electroforesis
horizontal. Para obtener la amplificacion en la fase log (logaritmica), se construyd una curva
utilizando datos de andlisis densitométrico derivados de amplicones producidos, tras incrementar

el nimero de ciclos en las reacciones de PCR. Los datos de expresion de Smac/DIABLO se
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normalizaron utilizando los datos de GAPDH. El andlisis densitométrico se realizo utilizando €

software Image J. (Wayne Rasband, NIH. http://rsb.nih.gov/ij/).

Para inhibir la expresiéon de Smac/DIABLO a, se amplifico por RT-PCR e marco de lectura
completo (ORF), apartir de células HeLay se clond en una orientacion antisentido en pcDNA3.1
(Invitrogen, Maryland, USA). Esta construccién se transfectd, como se describe previamente.
Como control se utilizé pcDNAS.1 vacio.

Iniciadores utilizados. GAPDH: sentido 5 CCCCTTCATTGACCTCAACTZ3', antisentido
5TTGTCATGGATGACCTTGGCS3'; Smac/DIABLO a.: sentido

5 GCGCGGATCCATGGCGGCTCTGAAGAGTTGGCT3, antisentido

5 AGCTCTCTAGACTCAGGCCCTCAATCCTCACGC3'; Smac/DIABLO p: sentido

5 TGTTACCGCGGGGCGGTCGTGCCTTATGAAATCTG3', antisentido

5 GTGTGTCTAGACCCTCAATCCTCACGCAGGTAGGSI; Smac/DIABLO total: sentido

5 AGCTGGAAACCACTTGGATGZ'; antisentido 5 CAGCTTGGTTTCTGCTTTCC3',;
promotor de Smac/DIABLO: (1398 pb) sentido

5 CCGCCTCTCGAGGGAACGCCTGTGCGCAGCTCCCTGZ, (3 Kb) sentido

5 CAGGCTCGAGGTTGCTCAAACTCCTGGCCTCAAGAGSI antisentido 1

5 AGCCAACTCTTCAGAGCCGCCAT3I, antisentido 2

5 GAGCCGAATTCGTGCAGCGCGCGGACGCCAGACGCT

Para la caracterizacion del promotor de Smac/DIABLO, se amplificaron por medio de PCR
anidado dos fragmentos (de 2903 pb y de 1398 pb), de la region flanqueante 5 no traducida del
gen. Lareaccion de PCR serealizo en presencia de 5% de DM SO para potenciar la amplificacion
de la region rica en GC del promotor de Smac/DIABLO. Los fragmentos amplificados se

secuenciaron en ambas direcciones utilizando un secuenciador de ADN ABI PRISM y se

29



compararon con la clona RP11-512M8 del cromosoma 12 (No. de acceso del Genbank
AC048338).

Para realizar la prediccion del promotor de Smac/DIABLO se utilizé € software Promoter
Inspector (Genomatix, Germany). La prediccion de los sitios potenciales de unién a factores de
transcripcion se realizo utilizando el programa TESS (Transcription Element Search Software)
(http://www.chil.upenn.edu/tess) (Schug y Overton, 1997). La prediccion del sitio de inicio de la
transcripciéon  se  redlizé  utilizando los programas Promoter 2.0  predictor
(http://www.cbs.dtu.dk/services/Promoter/) (Knudsen, 1999) y Eponine
(http://servlet.sanger.ac.uk%3A 8080/eponine/) (Down y Hubbard, 2002).

Generacion de las deleciones del promotor de Smac/DIABLO utilizando Exolll/SL. 5 pg del
plasmido pSEAP2-Basic conteniendo al promotor de Smac/DIABLO (1398 pb) fue linearizado
con Xhol y Kpnl. Enseguida se digirio el promotor con Exolll de5 a3 a25°C. Cada minuto se
sacO una alicuota y cada una de €ellas (25 en total) fue posteriormente digerida con nucleasa S1.
Se agreg0 solucién de paro y las muestras se incubaron 10 minutos a 70°C para inactivar a la
nucleasa S1. Las muestras fueron religadas con T4 DNA ligasa y posteriormente se hizo la
transformacién de bacterias con cada delecion generada 'y la amplificacion de cada construccion.
Todos los reactivos se obtuvieron de Invitrogen, MD, USA y todas las deleciones se verificaron
por secuenciacion.

Mutagénesis sitio-dirigida. La mutagénesis sitio-dirigida del sitio CRE (CAMP-Responsive
Element) se realiz6 utilizando un método basado en PCR, como lo describieron Fisher y Pei
(1997). De manera breve, e plasmido reportero se amplific6 con los primers:
GCTCACGAAGCTGCAGTCCGGCGTGTG y

CACACGCCGGAAGTGCTGCAGCTTCGTGAGC utilizando la polimerasa Advantage
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(Clontech, CA, USA) con 16 ciclos de dos pasos. EI ADN parental se degrad6 utilizando Dpnl y
se transformaron E. coli DH5 a competentes, con 1 ul de la reaccion. Las colonias se analizaron

por restriccion y secuenciacion.
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RESULTADOS

Clonacién, secuenciacion y caracterizacion del promotor del gen Smac/DIABLO

Considerando la similitud entre la secuencia de Smac/DIABLO (No. de acceso del GenBank
AF262240) y la clona RP11-512M8 del cromosoma 12 (No. de acceso del Genbank AC048338),
el gen DIABLO humano ha sido mapeado al cromosoma 12, region 12g24.31 (Antonarakis,
2000).

El gen Smac/DIABLO codifica para a menos cuatro isoformas, generadas por procesamiento
aternativo del RNA mensgjero. Hasta e momento se desconocen casi por completo los
mecanismos de regulacion de este gen a nivel transcripcional. Por ello, en este trabajo se reaizo
la clonacién y caracterizacion funciona del promotor del gen Smac/DIABLO y se andizaron las
posibles vias de transduccion que regulan su expresion. Utilizando la informacion derivada del
contig NT_009755 del cromosoma 12, obtenida del GenBank, se amplificaron por PCR dos
fragmentos de diferente tamafio de laregion 5 del gen (Fig. 3a'y b). Ambos fragmentos fueron
completamente secuenciados y se encontré concordancia con el contig reportado del GenBank
(NC_000012, posicion 121214228 a 121217228), con la excepcion de un segmento ausente de
169 pb en la posicion —387 a—218 (Fig. 4). Para verificar esta discrepancia, se secuenciaron otras
dos clonas obtenidas de la reaccion de PCR y se confirmé la diferencia. Adicionamente, se
realizd un andlisis con enzimas de restricciédn, lo cua volvié a confirmar lafalta de este segmento
(resultado no mostrado). El andlisisin silico (Knudsen, 1999) definié el promotor en —254 pb del
ATG inicia y un elemento consenso putativo de inicio de la transcripcion en =37 pb (Fig 4a). En
acuerdo con esto, un alineamiento de la regién 5 no codificante de Smac/DIABLO de cuatro
especies de mamifero, mostré un elevado grado de similitud en estaregion (Fig. 4b).

Pararealizar una caracterizacion inicial del promotor, se clonaron ambos fragmentos en pSEAP2-

basic, un vector que permite lainsercién de secuencias promotoras en laregion 5’ del gen dela
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Figura 3. Generaciéon de las diferentes construcciones de la regién 5 del gen Smac/DIABLO para la
caracterizacion de su promotor. Los fragmentos de 1.5 Kb (A) y de 3 Kb (B) fueron amplificados por PCR, como
se describe en Materiales y Métodos. Las flechas indican los fragmentos amplificados. El fragmento de 1.5 Kb fue
utilizado para generar una serie de deleciones (C), utilizando el sistema Exonucleasa I11/Nucleasa S1, como se
describe en Materiales y Métodos. M=Marcador de peso molecular de 1 Kb; S=Plasmido no digerido; L=Plasmido
linearizado; 0-25=Deleciones generadas.

fosfatasa al calina secretada (SEAP, por sus siglas en inglés), y se midioé la actividad de promotor
de ambos fragmentos. En la figura 5 se muestra que se presentd una actividad transcripcional
similar en los fragmentos de 3 Kb y 1.5 Kb, en células Hel.a, aunque la mayor actividad se
observa en el fragmento de 1.5 Kb. Un andlisis del promotor putativo mostré sitios consenso para
factores de transcripcion como Spl, Elk, c-Rel, Myb y un APL/CREB proximal. Para mapear €l
promotor minimo, se generaron 13 deleciones utilizando e fragmento de 1398 pb, usando la
exonucleasa lll y lanucleasa S1 (D1-D13) (Fig. 3c). Estas construcciones se clonaron 'y se midio
su actividad de promotor. Las primeras nueve deleciones (D1-D9) mostraron un ligero

incremento en la actividad sobre los fragmentos de 1.5y 3 Kb (Fig. 5). Lasdeleciones D10 a
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A

CCGCCTctcgagGGAACGCCTGTGCGCAGCTCCCTGAGAGCTCGGGGACCACGCGGAGGTTGTAATTGGTCT
CTAGACCACACCTAGTTGTTGAGTGCCGCTGCTTGAAAATCTCAGTTCTGCCGAGATCGCAGAATACACA
CAAGCTACCTTTGGGCACCAGAGCAGACAGAACCGCGGAGCTTCAGGGTGGAAGATTCGTGGAAACTTT
GCCAAGTAAGTGAGGTGGGGAGAGAAGGAAGCCAGTGCCTGACACTGTGGGGAGTGGCTGGGCAAAGC
AGCATTGGAGGTGTTGTAGGGTTCCTACTGTCTGATGAGCTGGTGTGGGGTTCTTACTGTCTGATGTCGTC
TCTGGTGGAAGTTAGCAGGGCTGGGGCAGATGCACAGAGCACGGTGGCGGGGGTGAGCCCAGGATCGGA
TTGATGCCCACCCACCACCTGGCACCCTGCAGTCCCAGCTGGCCAGAAGGCAAGCATGCTGGAGCCACA
AAGCAAAGATCCTCCAGCTCTGCTGCTGGCAAGCCTTGGGGCCAGGGGACTCACAGAAGAGCAGGTTTG
GGCCTGTGCCTTCCTCCTGCCCAAATGGGTCTCTCTCCCCTTCCCCTTCCAGCCAGGGCCGCAGCTGGGGC
TGCAGCTTGAGTGACGGGAAAAGAAAGGTTTACTCCACCAGCGCATTAGCGGCACTCACAGCATTAAAA
ATGCAGGAGGTGGTGGGAGGAGCGGGCCAGGGAGGAAAACTCATGCAGCTGCGGGGCGCGGGGAAGAG
CCGGGCTTCTGCCTCCTCAGCCCGGATCAGAGCCGAAGAACGAGGGCAGTTTGGGTTGAGAAGGATTCTC
CAGTGTAACCGAGAAGCGAGCGTCCAGGAGGCTGTTGGGGAGGTCGGCACTGTGGGCTTCCTGGCCATC
GTTTGCTGTTTCGAGGGCCAGGACCTCGTGTGTTCCCGTCCGCCCCTCTGGGACGGCGCCAGCCCGGCAG
GCCGCCGACCGTCCTGGGGCTCCCGCGCAGCGCGATGCCGGCCTCGTCCACCGTCCACGTGCTGCAGCTG
CTGCGGGAGCTGCTCGCCTTCGTGCTCCTCAGCTACACGGTGCTCATCGGGGCGCTGCTGCTGGCCGGCL
TGGACCACTTACTTCCTGGTGCTGAAGTGACAGaattCTCGCCGCGCCCGGCCCCGCCIGGGGGGGGGG

GAZFAIGGGGQGGGCCGCGCGGAAGTTCCGGCGGTTGGTTGCCTTGCGCGGCCGTTACAGCCTTTGCC
CTAAGCCTCGCCCCCTTTCCCCCTGCCTGCCCAATCCCGACTGCTTCCTTGGGTGGGGGCGTGGCT
ATGGGGCGAGGCGCTCTCAGGTGGAGGCCGTGCCCCGCTCCGCGCTCACGAAGCTGCGTCACTTC
CGGCGTGTGCGTCTGGCGTCCGCGCGCTGCACQaattcGGCTC

B L CRE
Similarity _

-200 -100

Promotor minimo mapeado

Figura 4. Regién 5’ no codificante del gen Smac/DIABLO. (A) Laregién 5 no traducida de Smac/DIABLO fue
amplificada por PCR utilizando la informacion derivada de los datos gendmicos publicados en e GenBank. Se
muestran 1519 pb. La regién ausente esta representada por los nuclettidos tachados. La region del promator minimo
esta marcada en negritas. Laflechaindica e sitio putativo deinicio de la transcripcion. Los nuclettidos que estan en
mindsculas y subrayados indican los sitios de restriccion utilizados para la clonacion de los fragmentos amplificados
por PCR. ctcgag=Xhol; gaattc=EcoRI. (B) Esgquema de similitud delaregion 5’ no codificante de Smac/DIABLO de
cuatro especies de mamiferos. La gréfica se generd utilizando € software VectorNTI ver. 10.3 con datos de Homo
sapiens, Mus musculus, Rattus norvegicusy Canis familiaris.
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Figura 5. Actividad transcripcional de la regién 5 no codificante del gen Smac/DIABLO. Actividad
transcripcional de las construcciones generadas por PCR y de las deleciones del promotor de Smac/DIABLO en
células HeLa A laizquierda se muestra una representacion esquemética de las diferentes deleciones del promotor de
Smac/DIABLO. A la derecha se muestra la actividad transcripcional de las construcciones correspondientes. La
eficiencia de la transfeccion se controld cotransfectando el plasmido pBGAL. Los resultados se presentan como
valores relativos de la actividad de promotor. La actividad de la construccion de 3Kb (-2903 pb) tiene un valor de 1.
Las barras de error indican la desviacion estandar.

D12, las cuales corresponden a —376 a —193 pb (D10=376 pb; D11=288 pb; D12=193 pb)
presentaron mayor actividad que € resto de las construcciones. La delecion D13, la cua
solamente contiene los primeros 38 nucledtidos de laregion 5 no codificante de Smac/DIABLO,
no presentd actividad de promotor. Para confirmar |la caracterizacion del promotor minimo, se
realizd una delecion interna adicional, eliminando por PCR un segmento que corresponde a las
253 pb 5 adyacentes a primer exon. Esta construccion (D253) no fue capaz de activar la
transcripcion del gen reportero. Estos resultados mapearon a promotor minimo a las primeras
196 pb 5’ adyacentes a primer exén de Smac/DIABLO, consistente con el andlisisin silico (Fig.

43).
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Regulacién de Smac/DIABLO por cAMP

Como se menciono previamente, € andlisis in silico del promotor minimo, utilizando €l
programa TESS (Schug y Overton, 1997), revel0 varias secuencias consenso putativas para
factores de transcripcion (Fig. 6a). Al realizar un alineamiento de los promotores putativos de
cuatro especies de mamiferos, se observo un elevado grado de conservacion en las secuencias
proporcionadas por TESS (Fig. 6b). Entre éstas, el sitio CRE (elemento de respuesta a AMP
ciclico) (GCTGCGTCACT), ubicado en la posicion —46 a —35 fue de particular interés como un
posible elemento funcional, puesto que a realizar un alineamiento de laregion 5’ no codificante
de varias especies de mamiferos, se observé que este sitio estaba conservado (Fig. 6¢). Es
importante notar que el nicleo de la secuencia CRE (CGTCA), esencia paralaunién del factor
de transcripcion, fue idéntico en todas las secuencias. Para establecer si este sitio CRE pudiera ser
funcional, se transfectaron células HelL.a con la D12 y se expusieron a un andlogo del cAMP
permeable alas células (8-CPT-cCAMP), el cua se sabe que activaala PKA y regula varios genes
através de sitios CRE. Como se observa en laFig. 7a, la exposicion a 8-CPT-cCAMP increment6
laactividad de promotor de Smac/DIABLO en 25%. Este efecto fue sustancial mente mayor
(cuatro veces sobre la actividad basal) cuando las células fueron cultivadas en medio sin suero,
previo a la adicion del andlogo (Fig. 7b). Para apoyar estos resultados, se expusieron células
HelLa a un inhibidor selectivo de la PKA, e H-89. Este compuesto es un miembro del grupo
isoquinolinasulfoamida, de inhibidores competitivos de proteinas cinasas, que inhiben
selectivamente ala PKA in vivo (Hidaka et al, 1984; Lee y Chuong, 1997). La exposicion de las
células HeLaa inhibidor, redujo la actividad de reportero un 40% (Fig. 7c).

Similarmente, la exposicion de estas células a activador de la adenilato ciclasa, laforskoling, o a
inhibidor de la fosfodiesterasa, la 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) (Fig. 7d), también

incrementd la actividad transcripcional del promotor de Smac/DIABLO. Para corroborar estos
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-284  CTGGCCGGCTGGACCACTTACTTCCTGGTGCTGAAGTGACAGAATTCTCG

4
-234  CCGCGCCCGGCCCCGCCCCGCGCGGAAGTTCCGGCGGTTGGTTGCCTTGC

Sp-1 c-Rel/Elk-1 c-Myb
-184 GCGGCCGTTACAGCCTTTGCCCTAAGCCTCGCCCCCTTTCCCCCTGCCTG
Sp-1
-134  CCCAATCCCGACTGCTTCCTTGGGTGGGGGCGTGGCTATGGGGCGAGGCG

Sp-1
-84 CTCTCAGGTGGAGGCCGTGCCCCGCTCCGCGCTCACGAAGCTGCGTCYA CT
AP-1/CREB

34  TCCGGCGTGTGCGTCTGGCGTCCGCGCGCTGCAC
Elk-1

B

+10

E

o

:

e

F

< 0

-3.93

C

-16

Mus musculus GCTTGCTATGCTGCGTCACTTCCGGCGCGTGCGTCCGGC
Rattus norvegicus GCTTGCTATGCTGCGTCACTTCCGGCGCGTGCGTCCGGC
Homo sapiens GCTCACGAAGCTGCGTCACTTCCGGCGTGTGCGTCTGGC
Canis familiaris GCTCATGAAGTGGCGTCACTTCCGGCGTGTGCGTCTGGC
Consenso GCTTGCTATGCTGCGTCACTTCCGGCGTGTGCGTCTGGC

Figura 6. Andlisis de la secuencia del promator de Smac/DIABLO. (A) Seindican los sitios consenso de factores
de transcripcion putativos. Las flechasindican el extremo 5’ delaD12y D13 (193 pb y 38 pb, respectivamente). (B)
Gréfica de complejidad absoluta derivada del alineamiento de laregion 5’ no codificante del gen Smac/DIABLO de
Homo sapiens, Mus musculus, Rattus norvegicus y Canis familiaris. Este andlisis, realizado con el software
VectorNTI ver. 10.3, indica qué tan conservado esta cada nucledtido en la region. (C) Alineamiento de los sitios
CRE putativos (bases sombreadas) de la regién 5 no codificante del gen Smac/DIABLO de cuatro especies
diferentes de mamiferos. El nicleo de la secuencia CRE esta marcado en negritas.
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Figura 7. Efecto del cAMP sobre la actividad transcripcional del promotor de Smac/DIABLO. Las células
Hel a fueron transfectadas con un plasmido que contiene e gen para la fosfatasa a calina secretada (SEAP) bajo el
control del promotor minimo de Smac/DIABLO. Las células fueron expuestas a andlogo del cAMP 8-CPT-cAMP
(A) en la presencia o (B) ausencia de suero, o (C) en la presencia de una concentracion 10 UM del inhibidor de la
PKA H-89. (D) Las células fueron expuestas a una concentracion 100 pM de forskolina o a una concentracion 200
MM de 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX). (E) Actividad transcripcional del promotor de Smac/DIABLO Wild type o
mutado, expuesto a vehiculo (control) o al andlogo del cAMP, 8-CPT-cCAMP. Los experimentos se realizaron por
triplicado en tres experimentos independientes. *p<0.05. El andlisis estadistico se realizd utilizando la prueba de t
con correccion de Bonferroni.
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Figura 8. Efecto del cCAMP sobre la expresion de Smac/DIABLO. (A) Las células HeLa fueron expuestas alas
concentraciones de 50, 100 o 200 uM del andlogo del cCAMP permeable a las células, 8-CPT-cCAMP y se midi6 la
expresion del mRNA de Smac/DIABLO por medio de ensayos de RT-PCR semicuantitativo. Como control de carga
se amplificd e gen de expresion basal GAPDH. La expresion de Smac/DIABLO se incrementd en las células
expuestas a las concentraciones de 100 y 200 uM del 8-CPT-cAMP en 4.8 (0.9) y 4.2 (x0.7) veces € control,
respectivamente. (B) Las células HelL a fueron expuestas a una concentracion 100 uM de forskolina, 200 pM de 3-
isobutil-1-metilxantina (IBMX) o 100 uM de 8-CPT-cAMPy se andiz6 la expresion del mRNA de Smac/DIABLO
por medio de ensayos de RT-PCR semicuantitativo. Como control de carga se amplificé el gen GAPDH. La
expresion de Smac/DIABLO se incremento en las células expuestas ala forskolina, IBMX o e 8-CPT-cCAMP en 5.2
(+0.6), 4.9 (+0.8) 0 4.7 (+0.8) veces €l contral, respectivamente. (C) Andlisis de la expresion de CREB en la linea
celular HeLaK CREB o en lalinea celular parental transfectada con un vector vacio, para demostrar la sobreexpresion
del transgen. (D) Andlisis de la expresién de Smac/DIABLO usando RT-PCR semicuantitativo, en la linea celular
HeLaKCREB o0 en la linea celular parental control, transfectada con un vector vacio. (E) La linea celular
HeLaKCREB o la linea celular parental control transfectada con un vector vacio, fueron expuestas a una
concentracion 50 uM del andlogo de cAMP, 8-CPT-cAMP. Después de 24 horas, se analizé la expresién de
Smac/DIABLO, usando RT-PCR semicuantitativo. La expresién de Smac/DIABLO se incrementd Unicamente en las
células transfectadas con el vector vacio en 3.6 (+0.4) veces. La expresion de Smac/DIABLO se redujo a0.3x en las
células HeLaK CREB. L os experimentos se realizaron por triplicado como se indicaen Materialesy Métodos.
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resultados, se generd un vector promotor-reportero en el cual se muto el nicleo del sitio CRE del
promotor de Smac/DIABLO. La figura 7e muestra que se redujo la actividad de este promotor
mutado, después de la adicion del andlogo del cAMP, a compararlo con la version no mutada.
Estos resultados definen claramente € sitio de union para CREB, localizado en la posicion -46/-
35, como esencial para conferir responsividad al CAMP.

Para establecer si la regulacion transcripcional por € cAMP iba acompafiada con un incremento
en el RNAmM de Smac/DIABLO, serealizd un andlisis por RT-PCR en células Hel a expuestas a
8-CPT-cCAMP, forskolina e IBMX. Como se esperaba, todos los compuestos indujeron un
incremento en el MRNA de Smac total (Fig 8b). Finalmente, para verificar que CREB era
requerido para la transcripcion basal de Smac/DIABLO y para laregulacion inducida por cAMP,
se bloqued la via de sefializacién de CREB, utilizando una versiéon dominante negativa de este
factor (KCREB) (Walton et al, 1992). El blogueo de la actividad de CREB redujo los niveles de
Smac/DIABLO un 85% (Fig. 8d) e hizo alas células insensibles a efecto del andogo del CAMP
(Fig. 8e). Estos resultados sugieren fuertemente que la expresion de Smac/DIABLO en células

Hel a, es regulada por laviadel CAMP através de la proteina de unién a CRE.

JINK no regula la expresion de Smac/DIABLO

L os resultados anteriores mostraron que la regulacion positiva de Smac/DIABLO por €l cCAMP se
vio fuertemente potenciada después de la deprivacion de suero. Existen estudios que muestran
gue la deprivaciéon de suero induce apoptosis en células cancerosas a través de la activacion de
JNK (Huang et al, 2000). La muerte inducida por este estimulo fue suprimida por la expresién de
una version dominante negativa de la cinasa que en la via se encuentra por arriba de JNK,
MEKK4 (también conocida como SEK). Adicionalmente, se ha mostrado que JNK es capaz de

inducir apoptosis activando al factor de transcripcion AP-1 (Putcha et al, 2003). Puesto que €l
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Figura 9. Efecto de la inhibiciéon de JNK sobre la expresiéon de Smac/DIABLO. Las células HelLa se
transfectaron con un plasmido que contiene la version dominante negativa de la cinasa rio arriba SEK. Se cred una
linea celular estable (HeLaSEK-AL) a seleccionar las células transfectadas con G418 por 4 semanas. De manera
similar se cred una linea celular control transfectando un vector vacio (pcDNA 3). (A) Se transfectaron células
HelL aSEK-AL o células control con el plasmido reportero conteniendo € promotor minimo de Smac/DIABLO, y se
midi6 la actividad de SEAP. (B) Serealizaron los ensayos de RT-PCR para Smac/DIABLO en las células Hel aSEK -
AL y en las células control. (C) Se redizaron los ensayos de RT-PCR para Smac/DIABLO en células HelLa
expuestas a una concentracion 25 uM del inhibidor de JNK, SP600125, por 6 0 24 horas. Los experimentos se
realizaron por triplicado como se indica en Materiales y Métodos. * p<0.05 utilizando la prueba de t con correccion
de Bonferroni.

sitio CRE encontrado en €l promotor minimo es un motivo compuesto que también contiene un
sitio consenso AP-1(TGCGTCA), JNK era un candidato |6gico para €l efecto del suero. Por esta
razon, se cred una linea de células Hel.a que expresa de manera estable una version negativa de
lacinasario arriba de INK, SEK-AL (Zanke et al, 1996). Esta linea mutante vuelve insensible la
via de INK a las sefides extracelulares. Como se observa en la figura 9, no se modificod la
actividad de promotor ni la expresion de Smac/DIABLO, en esta linea celular. Apoyando estos

resultados, se encontré que no se modificd la expresion de Smac/DIABLO después de la
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exposicion de células HeLa al inhibidor de INK permeable a las células, el SP600125. Estos
resultados excluyen a JNK como la via responsable para la regulacion transcripciona de

Smac/DIABLO mediada por €l suero.
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Figura 10. Efecto de la inhibicién de MEK sobre la expresion de Smac/DIABLO. Se realizaron ensayos de RT-
PCR para medir la expresion de Smac/DIABLO en células Hel.a expuestas a (A) Diferentes concentraciones del
inhibidor de MEK 1y 2, U0126, o (B) una concentracion 10 uM por los tiempos indicados. Se utilizé al GAPDH
como control de carga. Los experimentos se realizaron por triplicado como se indicaen Materialesy Métodos.

Via de MAPK

Otro de los sitios potencial es de regulacion que presenta el promotor del gen Smac/DIABLO, es €l
sitio Elk-1 (TCACTTCCGGCGTGTGCG), ubicado en la posicion -39 a-22. Elk-1 es activado a
través de la via clasica de las MAPKs. Aunado a esto, se sabe que la activacion de cinasas de la
via de MAPK como MEK y ERK, puede conducir a la fosforilacion de la proteina CREB
(Johannessen et al, 2004). Para determinar la posible participacion de esta via en laregulacion del
promotor de Smac/DIABLO, se realizaron experimentos en los cuales se trataron células Hel a

por diferentes periodos de tiempo y con varias concentraciones de U0126, un inhibidor especifico
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de MEK. La inhibicién de esta via no produjo cambios notables en la expresion de
Smac/DIABLO en estas células (Fig. 10), lo que sugiere que la viade MAPK tampoco participa

en laregulacion del promotor del gen Smac/DIABLO.
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Figura 11. Efecto de la regulaciéon negativa de Smac/DIABLO sobre la apoptosis inducida por cAMP. (A)
Células HelL a expuestas al vehiculo (panel izquierdo) o a 8-CPT-cAMP (panel derecho) y visualizadas utilizando
microscopia de contraste de fases a un aumento de 10X. Barra: 30 um. Recuadro: aumento 40X. La flecha sefidla a
una célula que esta experimentando condensacion de la membrana y formacidn de cuerpos apoptéticos. (B) Células
HelLa expuestas a vehiculo (panel izquierdo) o al 8-CPT-cAMP (panel derecho), y visualizacién de los nlcleos
celulares utilizando tincidon con bromuro de etidio, como se describe en Materiales y Métodos. Los nicleos estan
condensados y fragmentados. (C) Las células Hel.a fueron transfectadas con un plésmido que contiene un cDNA de
longitud completa de Smac/DIABLO en orientacidn antisentido, o con un vector vacio, y se midieron los niveles de
expresion por ensayos de RT-PCR. M=Marcador de 100 pb; C=Vector vacio; A=Smac/DIABLO antisentido. (D)
Células Hel a transfectadas con un vector que contiene una version antisentido de Smac/DIABLO, o con un vector
vacio, se expusieron a 8-CPT-cCAMP y se redizaron ensayos de viabilidad como se describe en Materiales y
Métodos. Los experimentos se realizaron por quintuplicado. *p<0.05, prueba de t con correccién de Bonferroni.



La apoptosis inducida por el cAMP es mediada por Smac/DIABLO

Diversos estudios han demostrado que el CAMP y sus andlogos son capaces de inducir apoptosis
en una variedad de lineas celulares de cancer (Boe et al, 1995; Fassina et al, 1997; Kim et al,
2001; Wang et al, 2005). Para determinar si esto también sucedia en células de cancer de cérvix,
se expusieron células HeLa a 8-CPT-cCAMP. La figura 11a muestra que el andogo del cAMP
indujo cambios morfolégicos compatibles con apoptosis, tales como encogimiento celular y
formacién de cuerpos apoptéticos. Adicionalmente se observé una clara condensacion y
fragmentacién nuclear (Fig. 11b). Para determinar si el efecto apoptético previamente reportado
del cCAMP pudiera ser mediado por la regulacion positiva de Smac/DIABLO, se transfectaron
células Hel.a con un plasmido que contiene una versiéon antisentido de esta molécula (Fig. 11c).
La expresion disminuida de Smac/DIABLO protegi6 a las células del efecto apoptético del 8-
CPT-cAMP (Fig. 11b y d). Estos resultados muestran que se requiere la regulacién positiva de

Smac/DIABLO paralos efectos apoptoticos del CAMP.



DISCUSION

La proteina Smac/DIABLO o se expresa de manera diferencial en diversos tgjidos de humano
adulto. Presenta una expresion elevada en testiculo, corazon, higado, rifién, bazo, préstata y
ovario y una baja expresion en cerebro, pulmdn, timo y leucocitos. DIABLO presenta un patrén
similar de expresion en tejidos de ratdn adulto (Du et al, 2000; Verhagen et al, 2000).

De las cuatro isoformas de Smac/DIABLO hasta ahora reportadas (o, B, v y 9), se sabe que
Smac/DIABLO B se expresa en todas las lineas celulares probadas, incluyendo: Hel a, Jurkat,
293, THP1, MCF-7, A431 y 697, aunque en una cantidad menor que Smac/DIABLO a
(Srinivasula et al, 2000; Roberts et al, 2001). Por su parte Smac/DIABLO 6 se expresa, a igual
gue Smac/DIABLO «, de maneradiferencial en tejidos de humano adulto, asi como en las lineas
celulares MCF-7, HelLa, 293T, Jurkat y HEK293 (Fu et al, 2003). La isoforma y es la menos
estudiada y hasta el momento se desconoce su patron de expresion en |0s organi smos.

Esta expresion diferencial de las isoformas de Smac/DIABLO se da en condiciones basales, y las
diferencias observadas pueden deberse en parte a que los tejidos estdn expuestos a diferentes
estimulos o0 a la presencia restringida de factores de transcripcion especificos en los diversos
tgjidos. Como una consecuencia, e gen Smac/DIABLO esta siendo regulado de modo diferencial,
dependiendo del microambiente especifico presente en cada tejido.

El nimero de trabgjos realizados sobre Smac/DIABLO se ha incrementado en |os afios recientes.
Sin embargo poco se sabe todavia sobre su regulacion. Los mecanismos de regulacion post-
traduccional han sido los méas estudiados y, un poco menos, l0s mecanismos post-
transcripcionales. En cuanto a su regulacién transcripcional, existen pocos estudios sobre €llo.
Aungue hasta el momento se desconocen |os mecanismos molecul ares que modulan su expresion

en condiciones basales, existen varios reportes que documentan la activacion transcripcional de
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este gen bajo condiciones de induccion de apoptosis, con estimulos diversos. El tratamiento de
unalinea de células B inmaduras, derivadas de raton: WEHI 279, y de células normales pre-B de
raton, dependientes de IL-7, con 10 U/ml de IFN-y, indujo un aumento en los niveles de
expresion endogenos del RNA mensgjero de Smac/DIABLO. Este incremento sensibilizé a estas
estirpes celulares a experimentar apoptosis. La inhibicién de la expresién de Smac/DIABLO con
un oligonucledtido antisentido, disminuy6 la activacion de la muerte celular, o que sugiere un
papel directo de Smac/DIABLO en la promocién de la apoptosis inducida por €l IFN-y en células
de raton (Y oshikawa et al, 2001). La regulacion de la expresion de Smac/DIABLO por IFN-y, en
células de ratdn, podria estar mediada por la activacion de la via de transduccién de STAT, ya
gue un andlisis in silico mostré que el promotor putativo del gen Smac/DIABLO en ratdn, posee
varios sitios potenciales de unién a varios miembros de la familia de factores de transcripcion de
STAT, aunque esta hipétesis requiere confirmacion experimental (observacién personal).

Por otro lado, € tratamiento de fibroblastos de origen humano GM701, con 40 uM del
compuesto ciclico, e &cido hidroxdmico BMD188, indujo un incremento en la expresion del
RNA mensgjero de Smac/DIABLO y un aumento en la actividad de la cadena respiratoria
mitocondrial, junto con un incremento en la generacion de especies reactivas de oxigeno, 1o que
sugiere una participacion directa de la mitocondria en este escenario de apoptosis (Chandra et al,
2002). En otro estudio, se trataron ratones Balb/c con 250 mg/kg de acido fdlico parainducir falla
renal aguda. Las células de rifién de los ratones tratados, experimentaron apoptosis y se observo
un incremento en la expresion del RNA mensgero y la proteina de Smac/DIABLO. Para
confirmar estos resultados, los autores trataron células MCT, las cuales son células tubulares
proximal es provenientes de la corteza renal de ratones SJL, con 30 ng/ml de TNF. EI TNF indujo

apoptosis y se volvio a observar €l incremento en la expresién de Smac/DIABLO (Justo et al,
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2003). En estos tres estudios no se menciona a través de qué mecanismos moleculares, tales
estimul os apoptogénicos indujeron e incremento en la expresion de Smac/DIABLO. Existe un
reporte reciente en el cual se hace una aproximacion alos eventos moleculares que conducen ala
activacion transcripcional de Smac/DIABLO, en condiciones de apoptosis. En este estudio se
utilizaron células humanas no pequefias de carcinoma de pulmon, H1299, las cuales no expresan
p53. Estas células fueron manipuladas para que pudieran expresar constitutivamente al factor de
transcripcion E2F1. El tratamiento de estas células con 4-hidroxitamoxifen, causa que E2F1 se
transloque a nudcleo y active genes blanco para E2F1. Al mismo tiempo, la activacion inducida
de E2F1 causa apoptosis en estas células. Los autores encontraron que durante la induccion de
apoptosis por E2F1, se presentd un incremento en la expresion del RNA mensgjero y la proteina
de Smac/DIABLO. Adicionamente, se observo que el factor de transcripcion E2F1 fue capaz de
unirse a promotor del gen Smac/DIABLO vy transactivarlo. La inhibicion de la expresion de
Smac/DIABLO con RNA de interferencia, causd una disminucién en €l nimero de células que
experimentaron apoptosis, 10 que sugirioé un papel directo de Smac/DIABLO en la promocion de
la apoptosis inducida por E2F1 (Xie et al, 2006).

Con estos antecedentes de por medio, los objetivos del presente trabgo fueron clonar y
caracterizar el promotor del gen Smac/DIABLO e investigar € papel del CAMP en laregulacion
transcripciona de Smac/DIABLO como un mecanismo potencial para los efectos apoptoticos de
este segundo mensgjero.

El mecanismo de transduccion de la sefial del cCAMP en células de mamifero es una de las vias
bioguimicas mejor entendidas. La fosforilacion de CREB, mediada por |a via de sefializacion del
cAMP, puede ser iniciada por una amplia variedad de estimulos fisiol6gicos y esta criticamente
implicada en la regulacién del metabolismo, crecimiento y diferenciacion celular, apoptosis y

expresion génica (Cho-Chung, 2003). La regulacion transcripciona por € cAMP esta mediada
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por un grupo de factores nucleares que se unen ay regulan la expresion de genes que contienen el
elemento consenso responsivo a CAMP (CRE) en sus promotores. La fosforilacion de estas
proteinas de union a CRE (CREBS) por PKA modula su actividad (Montminy et al, 1990).

A pesar de que se tiene conocimiento considerable sobre las vias que regulan los efectos
proliferativos del CAMP, los determinantes precisos de su efecto de muerte son poco conocidos.
Recientemente se ha mostrado que la muerte celular inducida por analogos del CAMP ocurre a
través de apoptosis dependiente de PKA y CREB (Y an et al, 2000; Zhang e Insel, 2004).

En células hematopoyéticas, |a regulacién positiva de la proteina Bim por esta via, es un evento
clave de la respuesta apoptética a los analogos del cAMP 'y a los glucocorticoides (Zhang e Insel,
2004). Sin embargo, este mecanismo no ha sido explorado en tumores solidos, los cuales
presentan mecanismos divergentes para la induccion de muerte por drogas quimioterapéuticas
(Herr et al, 2003). Ademas de la induccion directa de apoptosis, e CAMP puede también
sensibilizar a las células a efecto téxico de drogas antineoplésicas como e paclitaxel
(Maldonado et al, 1996). Esta droga induce muerte celular a través de una via dependiente de
mitocondria, por medio de la liberacion de factores proapoptéticos a citosol, tales como
Smac/DIABLO, después de alterar laintegridad de este organelo (Andre et al, 2000).

Dada la importancia reportada de Smac/DIABLO en la regulacién de la apoptosis inducida por
E2F1, IFN-y, &cido hidroxamico BMD188 o paclitaxel (Xie et al, 2006Y oshikawa et al, 2001;
Chandra et al, 2002; Song et al, 2003) y a hecho de que €l efecto de muerte de esta droga es
potenciado por el cAMP (Maldonado et al, 1996), se decidio investigar si la apoptosis inducida
por este segundo mensajero pudiera ser mediada por un mecanismo transcripciona que actuara
sobre el promotor de Smac/DIABLO. Para esto, se clond y analizé un fragmento de 2.9 Kb del

extremo 5’ del gen y se caracterizé el promotor minimo requerido para la expresion basal en la
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linea de células de cancer HelL a. Durante esta caracterizacion se observo un dato interesante. Al
comparar la actividad de promotor de la delecion D10 con las deleciones de mayor tamafio (D1-
D9) y con las construcciones de 1.5 y 3 Kb, se observé una diferencia importante en dicha
actividad. Este cambio drastico en la actividad podria indicar que en esa region existen
elementos represores que estdn regulando negativamente la activacion del promotor de
Smac/DIABLO. Existen varios factores de transcripcion candidatos que estarian realizando esta
funcién, como Oct-1, MyoD, GATA-2, Sply E2F1, los cuales pueden actuar como activadores o
inhibidores de la transcripcion, dependiendo del contexto del promotor en el que se encuentren
(Hitomi et al, 2007; Mal y Harter, 2003; Johnson et al, 2007; Huang y Hung, 2006; Xie et al,
2006). Es necesario realizar estudios adicionales para demostrar esta hipotesis.

Volviendo con la caracterizacién del promotor minimo, € andlisis in silico mostro la existencia
de un sitio consenso compuesto por AP-1/CREB dentro de esta regién. Como se esperaba, por
este resultado, el CAMP fue capaz de inducir la transcripcién de un gen reportero controlado por
este promotor minimo. Inesperadamente, este efecto se incrementd notablemente después de la
deprivacion de suero. Esta observacion podria deberse a la existencia de factores
transcripcionales adicionales que actuarian sobre el promotor potenciando la transcripcion, pero
que estarian siendo regulados negativamente por un componente del suero. Alternativamente,
también podria estar implicado un represor modulado por €l suero.

Puesto que €l sitio consenso incluia un motivo AP-1, un candidato 16gico en la activacion, seriala
viade la cinasa del N-terminal de c-Jun (JNK). Sin embargo, l0s resultados obtenidos utilizando
una version dominante negativa de la cinasa rio arriba de esta via (SEK-AL), excluyeron
claramente esta posibilidad. Actualmente se estén investigando factores adicionales.

Ha sido mostrado que varias vias de transduccién de sefidl conducen a la fosforilacion y

activacion de CREB (Mayr y Montminy, 2001). Utilizando inhibidores farmacoldgicos, se
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analizo la participacion de las vias de la MAPK (U0126, PD98059), p38 MAPK (SB203580, no
mostrado), JINK/SAPK (SP600125) y Akt/PKB (LY-294002, no mostrado), en la regulacion
transcripcional de Smac/DIABLO. Ninguno de estos inhibidores modifico la expresion basal o
inducida de este gen, lo que apoya €l papel crucia de la PKA en la activacion de CREB y la
consiguiente regulacion de la expresion de Smac/DIABLO. No obstante, no se puede excluir la
participacion de otras cinasas no identificadas en la regulacién de Smac/DIABLO. Un andlisis
més amplio y dirigido utilizando un panel de inhibidores, ayudaria aresolver esta pregunta.
Ademés de ser capaz de inducir la transcripcion de Smac/DIABLO, la viainducida por el cAMP
esta también implicada en la transcripcion basal de este gen, puesto que el tratamiento con el
inhibidor permeable a las células H-89, también bloqued su expresion basal. Esta conclusién se
ve adiciona mente apoyada por |a sorprendente disminucidn encontrada en la actividad basal del
promotor de Smac/DIABLO, cuando se mutd e sitio CRE, y a hecho de que una version
dominante negativa del efector transcripciona del cAMP, KCREB, bloqued tanto la expresion
basal como la inducida de Smac/DIABLO. Es necesario realizar ensayos adicionales utilizando
cultivos celulares primarios para establecer si esto ocurre también en células no transformadas.
Aun cuando €l paso regulatorio principa en la actividad de Smac/DIABLO yace en su liberacién
de la mitocondria, los niveles de expresion podrian ser un mecanismo regulatorio adicional
importante. Este paso podria mediar el umbral apoptético en un contexto particular, ya sea celular
o tisular. Por gjemplo, en e caso de la molécula apoptética APAF-1, la principal proteina
efectora de la via de muerte mitocondrial, la regulacién de su expresion es importante. Esta
proteina es un blanco transcripcional para € gen supresor de tumores p53 y es modulada en
varios tumores y en particular en melanoma (Allen et al, 2005; Soengas et al, 1999). Aunque
hasta el momento no se ha explorado de manera extensa, se han encontrado diferencias en la

expresion de Smac/DIABLO en células de cancer. Se ha reportado que tumores gastricos (Y an et
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al, 2004), renales (Mizutani et al, 2005), pulmonares (Sekimura et al, 2004) y de cérvix
(Espinosa et al, 2004), tienen una expresion desregulada de esta molécula. Més importantemente,
la expresion de Smac/DIABLO en tumores renales y de pulmoén se correlaciona con el prondstico
de estas neoplasias, |0 que apunta hacia una posible relevancia clinica (Sekimura et al, 2004;
Mizutani et al, 2005). Estos resultados muestran que Smac/DIABLO es dinamicamente regulado
en la progresion del cancer. Adicionalmente, la existencia de al menos una isoforma citosolica
que es capaz de inducir apoptosis aln sin una sefid de localizacién mitocondrial, Smac/DIABLO
B, da mayor relevancia a la importancia de la modulacion de la expresion como un mecanismo
regulatorio (Roberts et al, 2001). L os resultados presentados aqui proporcionan el primer andlisis
de la regulacion transcripcional de esta interesante molécula, y se demuestra que el cAMP puede
ser uno de los méas importantes determinantes de la regulacion de Smac/DIABLO.

Las consecuencias celulares de la modulacién de la expresion de Smac/DIABLO no han sido
estudiadas en un contexto fisiologico. No obstante, en e caso del cancer, los estudios de
sobreexpresion han implicado a Smac/DIABLO en laquimio y radiosensibilizacion.

Existen varios reportes recientes que han mostrado que el umbral apoptético puede ser facilmente
modulado al incrementar ectépicamente los niveles de expresion de Smac/DIABLO. Se ha
observado que la sobreexpresion de Smac/DIABLO en células de leucemia, incrementa la
sensibilidad de éstas a estimulos que activan tanto la via de apoptosis intrinseca como la via
extrinseca (Guo et al, 2002). Similarmente, la transfeccion de un pldsmido que codifica para
Smac/DIABLO, sensibiliza a las células de hepatocarcinoma, miogénicas, de adenocarcinoma
gastrico y ovéricas, a la apoptosis inducida por una variedad de agentes quimioterapéuticos y
fisicos, incluida la radiacién gamma (Zhao et al, 2006; Zheng et al, 2005; McNeish et al, 2003;

Jiang et al, 2005; Giagkousiklidis et al, 2005). In vivo, la transferencia del gen Smac/DIABLO a
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gliomas malignos intracraneales, sensibiliz0 a éstos a la apoptosis inducida por agentes
quimioterapéuticosy a TRAIL (Fuldaet al, 2002).

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la modulacién de la actividad de CREB
utilizando andlogos de cAMP puede ser una estrategia atractiva para potenciar no solo la
quimioterapia, sino también la radiosensibilizacion por medio de la modulacion de la expresion
de Smac/DIABLO. Por estas razones, se requiere conducir més estudios que evallen la
importancia de la regulacion de Smac/DIABLO através de laviadel CAMP, en el cancer y otras
enfermedades humanas.

En conclusion, en este trabajo se proporciona evidencia que € andlogo del cAMP, e 8-CPT-
cAMP regula positivamente a gen propapotético Smac/DIABLO a través de un mecanismo
dependiente de CREB que actla sobre su promotor. Este efecto es mediado por el incremento de
la transcripcion del mMRNA de Smac/DIABLO, como se mostré por medio de ensayos de RT-
PCRy andlisis de gen reportero. La caracterizacidn de un nuevo mecanismo paralaregulacion de
la expresion de Smac/DIABLO debe ayudar a la identificacion de blancos potenciales para la

terapia.
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CONCLUSIONES

1. El promotor minimo requerido para la activacion del gen Smac/DIABLO mide 196 pb
contadas a partir del ATG inicial.

2. El sitio CRE en & promotor de Smac/DIABLO es el responsable de su activacion
transcripcional por el CAMP.

3. Lavia cAMP/PKA/CREB es la responsable de la activacion de la transcripcion del gen
Smac/DIABLO.

4. Lasviasde MAPK, p38 MAPK, JNK/SAPK y PI3K no participan en la regulacion de la
expresion del gen Smac/DIABLO.

5. La apoptosis inducida por el cAMP requiere la regulacion transcripcional positiva de

Smac/DIABLO en células Hel a.
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PERSPECTIVASA FUTURO

A pesar de que la funcion proapoptética de la proteina Smac/DIABLO ha sido claramente
demostrada, los mecanismos utilizados para gercer dicha funcion aun no son completamente
entendidos. Hasta e momento se desconocen |os mecanismos por los que Smac/DIABLO f
promueve la apoptosis sin la necesidad de interactuar con las proteinas IAPs. De igual forma no
se sabe como Smac/DIABLO & acelera la auto-ubiquitinacion y la destruccion de XIAP. En
cuanto a las isoformas de Smac/DIABLO, resultados preliminares de nuestro laboratorio apuntan
hacia la existencia de més isoformas que las cuatro hasta ahora descritas, por lo que lafuncion 'y
efectos de esta proteina son mucho més compleos de lo que actualmente se conoce.

De igual forma, seria muy importante analizar el promotor del gen Smac/DIABLO, en busca de
elementos represores de su transcripcion, los cuales hasta ahora no han sido descritos, pero se
tienen evidencias de su existencia.

Tampoco se han reportado |os mecanismos moleculares que llevan a la expresion diferencial de
Smac/DIABLO, anivel basal, en los diferentes tejidos.

Por otra parte, la utilizacién de andlogos de cCAMP puede ser una estrategia para regular
positivamente la expresion de Smac/DIABLO y potenciar efectivamente la quimioterapia y la

radioterapia.
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Abstract

Smac/DIABLO is a mitochondrial protein that participates in apoptotic cell death by means of sequestering several members of the inhibitor of
apoptosis protein family. This action allows caspase activation, cleavage of key cellular substrates and death. Release from mitochondria is
considered the main regulatory step of Smac/DIABLO activity. Nevertheless, the fact that at least one isoform, Smac-beta, does not reside in this
organelle implies that transcriptional regulation could also be important. cAMP is a well known second messenger with important apoptotic
effects. To analyze if cAMP could be involved in Smac/DIABLO gene regulation, we analyzed 2903 base pairs upstream of the coding sequence
and characterized the minimal promoter, which contains a consensus CRE site. We found that cAMP/PKA/CREB pathway is indeed an important
regulator of Smac/DIABLO transcription, since exposure to the cAMP analog 8-CPT-cAMP, the adenylyl cyclase activator forskolin, the inhibitor
of phosphodiesterase isobutylmethylxanthine or by hindering PKA activation with H89, regulated the promoter activity, as shown by gene reporter
and RT-PCR assays. Additionally, the results of site-directed mutagenesis revealed that the consensus CRE site was biologically functional and
required for cAMP-induced promoter activity in human HeLa cells. Supporting these results, a negative dominant version of the protein kinase A
responsive factor, KCREB, reduced basal Smac/DIABLO expression and rendered the promoter unresponsive to cAMP. Reducing Smac
expression using an antisense approach blocked the apoptosis effects of cAMP in cervical cancer cells. These results show that cAMP is an

important modulator of the apoptotic threshold in cancer cell by means of regulating Smac/DIABLO expression.

© 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Apoptosis; PKA; cAMP; CREB; Promoter

1. Introduction

Smac (Second mitochondria derived activator of caspase)
and its murine ortholog DIABLO (Direct /AP binding with
Low pl) are mitochondrial proteins encoded by nuclear DNA
which are released into the cytosol in response to apoptotic
stimuli that disrupt the integrity of the mitochondria. Smac/
DIABLO participates in the two main apoptotic pathways, the
intrinsic or mitochondrial pathway [1,2] and the extrinsic or
death receptor pathway [3,4]. After apoptotic stimuli, released
Smac acts as a dimer in the cytosol, activating caspases by
means of sequestering and neutralizing members of the inhibitor
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of apoptosis proteins family (IAPs) [5,6]. Although the exact
mechanism that regulates Smac mitochondrial release is
unknown, there is evidence that some cellular transduction
signal pathways are able to regulate it [7—11]. In addition, as
with cytochrome c, Smac release is modulated by members of
the Bcl-2 family (Bcl-2, BID and Bcl-w) [12]. Interestingly,
mitochondrial release of Smac is blocked by a broad-spectrum
caspase inhibitor [13—15], showing the presence of a positive
cellular feedback loop.

Aside from the mitochondrial release of Smac/DIABLO,
additional regulation mechanisms have been far less studied.
Modulation of Smac mRNA and protein has been found in
some systems. For example, folic acid and tumor necrosis factor
increases Smac/DIABLO mRNA in kidney tubular cells [16].
This increase correlates with apoptosis in vivo. It has also been
found that Smac is deregulated in cervical cancer [17], sarcomas
[18], lung cancer carcinomas [19] and renal tumors [20]. The
reason for the differences in the expression of this molecule in
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SMAC/DIABLO Y SU PAPEL EN LA
REGULACION DE LA APOPTOSIS*

RESUMEN

La apoptosis juega un papel central en e desarrollo y
homeostasis de todos los organismos multicelulares.
Este proceso esiniciado tanto por laviaextrinsecacomo
por la via intrinseca. Estas vias inducen finalmente
actividades protealitica y/o nucleolitica asociadas a la
muerte celular. Durante la apoptosis la actividad
proteolitica es efectuada por miembros de la familia de
las caspasas, las cuales cortan mudiltiples sustratos
celulares. Estaactividad estasujetaalainhibicion por los
miembros de la familia de proteinas inhibidoras de la
apoptosis. La inhibicion de la actividad de |as caspasas
mediada por las proteinas inhibidoras de apoptosis es
removida por la proteina proapoptética Smac/Diablo.
Hasta el momento se han descrito cuatro isoformas de
Smac/Diablo, generadas por el procesamiento
alternativo del ARN mensgjero; dos citosolicas y dos
mitocondriales. Estas Ultimas se liberan de la
mitocondria al citosol después de un estimulo
apoptotico. Smac/Diablo utiliza su extremo N-terminal
para interactuar con las proteinas inhibidoras de
apoptosiseinhibir sufuncién. El objetivo deestearticulo
es presentar lainformacion masrelevante con respecto a
los mecanismos de regulacion conocidos para
Smac/Diablo, asi como susimplicacionesterapéuticasal
actuar como sensibilizador deapoptosis.

PALABRAS CLAVE: Smac/Diablo, caspasas, proteinas
inhibidorasdeapoptosis, apoptosis.

Moists MARTINEZ VELAZQUEZ', JuLio MORAN ANDRADE,
VitMA MALDONADO LAGUNAS' Y JORGE MELENDEZ ZAJGLA'

ABSTRACT

Apoptosis plays a central role in the development and
homeostasis of all multicellular organisms. Apoptotic
cell deathistriggered by extrinsic, receptor-mediated, or
intrinsic, mitochondriaamediated, signaling pathways
that induce death-associated proteolytic and/or
nucleolytic activities. The mechanism of apoptosis is
executed by a family of cysteine proteases that cleave
after an Asp residue in their substrates, hence the name
caspase. Caspases are synthesized aslatent proenzymes;
onceactivated they cleave awiderange of moleculesthat
eventually result in the dismantlement of cells. Active
caspases can be specifically inhibited by theinhibitors of
apoptosisproteins (IAPs). | AP proteins are counteracted
by Smac/Diablo. Four Smac/Diablo isoforms generated
by alternative splicing have been described so far. Upon
receiving proapoptotic signals, Smac/Diablo is released
from mitochondria into the cytosol where it interacts
with IAPs and abrogates their caspase-inhibitory
activity. Smac/Diablo interacts with IAPs via its N-
terminal |AP-binding motif. This motif isindispensable
and sufficient for counteracting IAP's inhibition of
caspases. The aim of this paper is to review the most
outstanding knowledge regarding to several known
regulatory aspects for Smac/Diablo, as well as its
potential therapeutic implications by acting as apoptotic
sensitizer.

KEY WORDS: Smac/Diablo, caspases, | APs, apoptosis.

INTRODUCCION

Laapoptosisjuegaun papel centra
en el desarrollo y homeostasis de
todos los organismos multicelula-
res(1). Sepresentaen procesostan
diversoscomo laembriogénesis, €l
recambio normal entejidosadultos
y en la atrofia de 6rganos. Este
proceso es también fundamental
para la regulacion y operacién de

procesos fisiopatol 6gicos como la
respuestainmune, lainflamaciony
la eliminacion de células que
presentan alteraciones genéticas.
En los humanos, la apoptosis
excesivao insuficiente puede tener
severas consecuencias patol6gi-
cas. Lasupresion delamaquinaria
apoptoética causa enfermedades
autoinmunesy es un sello caracte-

* Recibido: 13 abril 2004
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ristico en e cancer (2). Por otra
parte, la apoptosis en exceso
contribuye a desarrollo de enfer-
medades neurolégicas y a SIDA
(3).

Lacapacidad de unacélulapara
experimentar apoptosis en res-
puesta a una sefial de muerte, esta
relacionada con su estado prolife-
rativo, posicion dentro del ciclo
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