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RESUMEN

"Sloan-Kettering-Institute Like"” (skil) es un gen muy interesante que se ha asociado a
procesos como el desarrollo embrionario, el desarrollo de cancer, la respuesta inmune
y la regeneracidn tisular. Cambios en sus niveles de expresion normal contribuyen al
desarrollo de tumores, por lo que se le ha considerado como un supresor de tumores
0 una oncoproteina. El papel principal de la proteina SKIL es inhibir la via del TGF-p,
ya que funciona como un correpresor transcripcional que bloquea la actividad trans-
cripcional de los principales efectores del TGF-B, las Smad, asi como reclutando a
otros correpresores y a desacetilasas de histona. En ausencia de SKIL, las proteinas
Smad regulan la expresidn de los genes blanco del TGF-B al actuar como factores de
transcripcion. TGF-p induce la expresién del gen skil, pero regula negativamente los
niveles de la proteina SKIL a través de la induccion de su degradacién via el sistema
ubiquitina-proteosoma. Esta regulacién constituye un ejemplo tipico de un asa de
retroalimentacién negativa de las via de transduccién de sefales.

ABSTRACT

"Sloan-Kettering-Institute Like” (skil) is a very interesting gene that has been asso-
ciated to processes like embryo development, cancer development, immune response
and tissue regeneration. Alterations in the expression of SKIL normal levels contri-
bute to tumor development, thus SKIL is considered as both a tumor suppressor and
an oncoprotein. The main role of the SKIL protein is to act as a corepressor of the
TGF-B signal transduction pathway. SKIL functions as a transcriptional corepressor
that inhibits the TGF-B pathway interfering with the transcriptional activity of the
main TGF-p effectors, the Smad proteins, and by recruiting corepressors and histone
deacetilases. In absence of SKIL, Smads regulate the expression on TGF-p target
genes while they act as transcription factors. TGF-$ induces the expression of the
gene skil, but TGF-B also regulates negatively the protein levels of SKIL by inducing
its degradation via ubiquitin-proteasome system. This regulation constitutes a good
example of a negative feedback loop present in signal transduction pathways.
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INTRODUCCION

En 1986, un grupo de investigadores del Instituto
Sloan-Kettering encontraron una secuencia de DNA
comun en el grupo de retrovirus Sloan-Kettering
(SKV), y presente también en el genoma del pollo.
Llamaron a esta secuencia SKI (“Sloan-Kettering
Institute”), e intuyeron que se trataba de un gen
funcional. Un afio después, se descubridé el gen
homélogo en el humano (h-ski), asi como una
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secuencia similar a ski, que nombraron sno (Ski-
related novel gene) y que es ahora un sinénimo
de skil (SKI-Like).

El papel fisiolégico del gen skil se fue descu-
briendo paulatinamente. Al inicio, se caracterizo
su perfil de expresion en diferentes etapas del
desarrollo, asi como su papel en determinados
procesos fisioldgicos. Skil se encuentra expresado
de manera ubicua, sin embargo, su tasa de trans-
cripcion basal es muy baja. Durante el desarrollo

Aceptado: 9 de febrero de 2010



54

embrionario, en diversos tipos de cancer, en el
timo y en el bazo, asi como en algunos procesos
de regeneracion tisular, se puede observar que skil
esta sobreexpresado. El incremento en los nive-
les de expresion de skil durante dichos procesos
concuerda con su papel fisioldgico. SKIL induce la
miogénesis y durante la regeneracion tisular es
un importante inductor de la proliferacion celular,
mientras que en el sistema inmune, se sabe que
SKIL activa a las células T. En el desarrollo del
cancer, se le ha adjudicado a SKIL un papel ambi-
valente, por un lado, como supresor de tumores, y
por el otro, como oncoproteina, aunque a la fecha
no se ha descrito alguna forma mutada de SKIL.

El mecanismo de accién molecular de SKIL estd
directamente asociado a la via de transduccion de
sefales del factor de crecimiento transformante
beta (TGF-B). El TGF-B es una citocina que afecta
una gran gama de procesos fisiologicos a través
de la activacion de sus efectores, las proteinas
Smad. En respuesta a la unién del TGF-B con sus
receptores, se activa el receptor tipo I o ALK5.
ALK5 es una cinasa de residuos de serina y treo-
nina que fosforila a las proteinas R-Smad (Smad?2
y Smad3), lo cual ocasiona que se forme un com-
plejo heterotrimérico, de R-Smads con Smad4,
gue se transloca al nucleo. Una vez en el nlcleo,
las Smad se asocian a secuencias especificas en
las regiones regulatorias de diversos genes, por
ejemplo, el elemento de unién a Smad (SBE), que
se encuentra en los promotores de los genes blan-
co del TGF-B. Asi, el TGF-B regula la expresién de
numerosos genes blanco. La proteina SKIL actla
como correpresor de la via del TGF-B. Es decir,
gue inhibe la regulacion de la transcripcion de los
genes blanco de esta citocina.

De acuerdo con lo anterior, actualmente se
presume que los efectos fisioldgicos de SKIL estan
directamente asociados con la inhibicién de la via
de transduccion del TGF-B. Por ejemplo, durante
la regeneracion hepatica, esta citocina actlia como
un potente antimitdtico. Se sugiere que al inhibir la
via del TGF-B, SKIL favorece la proliferacion celular
en un higado en regeneracion.

La activacién de la via del TGF-B induce la de-
gradacion de la proteina SKIL via el proteosoma.
Asi, existe una ventana de tiempo en la cual el
TGF-pB es capaz de regular la transcripcion de sus
genes blanco, mientras los niveles de SKIL estan
aun disminuidos. Un gen blanco del TGF-B es el
mismo skil. De esta manera, la activacion trans-
cripcional del gen skil y el consecuente aumento
en los niveles de la proteina por la via del TGF-B,
constituye un asa de retroalimentacién negativa
en esta via, que podria ser importante para apagar
las sefiales del TGF-pB en la célula.
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SKIL: Del gen a la proteina

Estudios filogenéticos sugieren que el gen skil se
encuentra en una gran gama de metazoarios. Sin
embargo, hasta ahora solamente se han caracte-
rizado genes ortdlogos de skil en Homo sapiens,
Mus musculus, Drosophila sp., en rata y en pollo
(1-4). En los genomas de todas estas especies,
hay una sola copia del gen skil. En el ratén y el
humano, se localiza en el cromosoma tres, mien-
tras que en la rata y la mosca, se encuentra en el
segundo cromosoma. En el pollo, skil se localiza
en el cromosoma nueve.

En el humano, existen cuatro isoformas, pro-
ducto de empalme alternativo (”splicing”), de
SKIL. Se trata de SnoN (Non-Alu-containing), SnoA
(Alu-containing), SnoN2 y Snol (“Insertion™). En el
raton, el empalme alternativo genera las isoformas
SnoN2 y SnoN. En el pollo, existe solo una isoforma
de SnoN (1). En Drosophila, se encontraron cuatro
isoformas de dSno correspondientes a sus cuatro
contrapartes humanas (4). En general, las isofor-
mas mas expresadas son SnoN2 en Mus musculus
y SnoN en Homo sapiens (5).

La isoforma humana de SKIL, SnoN, es una
proteina nuclear conformada por 684 aminoacidos
(aa). La porcion amino terminal (aproximada-
mente 270 aa) esta altamente conservada entre
las isoformas de SKIL, y también en la proteina
SKI. En esta region se encuentra un dominio de
transformacion y diferenciacion que contiene re-
giones de interaccion con las Smad, una de ellas
es el dominio SAND que permite la interaccion con
Smad4. La region carboxilo terminal esta pobre-
mente conservada -de hecho, esta ausente en la
isoforma Snol-, y es la que presenta el dominio
de homo- y heterodimerizacién (A). La ausencia
de una actividad catalitica, asi como la presencia
de motivos de interaccion con las Smad, sugiere
que el mecanismo de accion de la proteina SKIL
en la via del TGF-B es principalmente a través de
su interaccion con las Smad.

Mecanismo de accidon de SKIL

La proteina SKIL es un correpresor de la via de
transduccién del TGF-B. Es decir, SKIL inhibe la
regulacion de la expresion de los genes blanco del
TGF-B (Fig. 1). Bioquimicamente hablando, esta
interferencia se puede dar de cuatro formas (Fig.
2): 1) SKIL impide la formacion del complejo hete-
rotrimérico de Smads -el dominio de dimerizacion
de Smad4 coincide con el dominio de union a SKI
y SKIL-; 2) imposibilita la unidn del coactivador
p300/CBP al complejo heterotrimérico de Smads;
3) recluta a otros correpresores —como N-CoR y
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Figura 1. Regulacién de la proteina SKIL por la via de transduccion del TGF-B. La asociacion del TGF-B a su
receptor induce la activacién de las proteinas efectoras del TGF-B, las Smad. Las Smad activadas se asocian al
Elemento de Unién a las Smad (SBE) en el promotor del gen skil. Esta asociacion induce la transcripcion del gen
skil y posterior traduccion del RNAm. La proteina SKIL reprime a la via del TGF-p al actuar como correpresor de
las Smad. El TGF-B, por medio de las Smad induce la degradacion de la proteina SKIL. Ver el texto para mas
detalles.

| Gen blanco
del TGF-p

Figura 2. Mecanismo de accion de SKIL. A) En ausencia del correpresor SKIL, la citocina TGF-p induce la
activacion de sus genes blanco por medio de la asociacion de las Smad y un coactivador (p300/CBP) a un SBE
en el promotor del gen blanco del TGF-B. B) La presencia de SKIL inhibe la expresién del gen blanco del TGF-p al
impedir la formacion del complejo heterotrimérico de Smads, imposibilitar la unién del coactivador p300/CBP y
dicho complejo, y reclutar a otros correpresores —como N-CoR y mSin3A; y/o a desacetilasas de histona (HDACs)
al promotor blanco del TGF-B.
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mSin3A-; y 4) recluta desacetilasas de histona
(HDACSs) al promotor blanco del TGF-p. SKI y SKIL
no poseen actividad catalitica, y ademas son inca-
paces de asociarse directamente al DNA, para lo
cual requieren de la interaccién con las proteinas
Smad. Esta interaccion de SKIL y SKI con las Smad
inhibe la actividad transcripcional de las mismas,
y asi SKIL y SKI ejercen sus efectos inhibitorios
sobre la via del TGF-B (Fig. 1).

Regulacion de la expresion del gen ski/

En 1999, Storschein y colaboradores detectaron
por primera vez un aumento en los niveles de
expresion del RNAm de skil en respuesta a un
estimulo del TGF-B (6). En los ultimos afios, se
ha investigado el mecanismo celular por el que
ocurre este incremento. Hoy se sabe que la region
regulatoria del gen skil, lamada promotor, tiene
cuatro SBEs y ademas una secuencia de union a
Smads que no se habia reportado en ninguln otro
gen blanco del TGF-B. Se trata de la secuencia
inhibitoria de las Smads (SIE); como su nombre
lo indica, la unién de un complejo heterotrimérico
de Smads al SIE inhibe la transcripcion de skil. No
obstante la presencia del SIE en el promotor de
skil, el efecto global del TGF-p sobre la expresion
de este gen es positivo (7) (Fig. 1). Este mecanis-
mo de induccidn de la expresion del gen skil por la
via del TGF-B se reporté originalmente para Mus
musculus, sin embargo, se sabe que las regiones
reguladas por la via del TGF-B en el promotor de
skil estan conservadas y son funcionales en Homo
sapiens (8).

En el promotor de skil de Homo sapiens se ha
encontrado ademas una secuencia de respuesta
al factor de crecimiento de hepatocitos (HGF). Se
trata de una secuencia de 200 pares de bases (pb)
gue contiene sitios de union a la proteina especifica
1 (Sp1l) y al elemento de respuesta a cAMP (CRE)
(9). Estudios bioinformaticos sugieren que dicha
secuencia esta conservada en Mus musculus.

Finalmente, Yatsula y colaboradores detectaron
un sitio de unidn al protooncogen Evil (Ectopic viral
integration site-1) en la region regulatoria de skil
de células mieloides transformadas NIH 3T3 (10).

Regulacion de los niveles proteicos de SKIL

La via de sefializacién del TGF-B induce la degra-
dacion de la proteina SKIL. En presencia de este
correpresor es probable que el TGF-B no sea capaz
de inducir un cambio en la expresion de muchos
de sus genes blanco (entre los que se encuentra
skil). Asi, el TGF-B, a través de las Smad, disminu-
ye los niveles proteicos de SKIL antes de ejercer

Dominguez-Hittinger E, Macias-Silva M

otros efectos (Fig. 1). El TGF-B reduce los niveles
proteicos de SKIL por medio de la degradacion
proteosomal dependiente de ubiquitina (11, 12).

Cualquier proteina que sera degradada debe ser
marcada. Una forma comun de marcar las protei-
nas a degradar es mediante la ubiquitinacion. Se
trata de un proceso de adicidon de varias unidades
de la proteina ubiquitina a la proteina blanco; este
proceso es catalizado por enzimas tipo E1 (activa-
dora de ubiquitina), E2 (conjugadora de ubiquitina)
y E3 (ligasa de ubiquitina). Las ligasas E3 entran
en contacto directo con la proteina blanco, por lo
que son las que determinan la especificidad del
sustrato (11). En el marco de la via de sefializacion
del TGF-B se han detectado una serie de ligasas
de ubiquitina que marcan a la proteina SKIL para
enviarla a degradacién. Se trata de las ligasas E3
de ubiquitina: Smurf2 (Smad ubiquitin regulatory
factor) (11), la E3 que forma parte del complejo
promotor de la anafase (APC) (15), y Arkadia
(13). Hace un par de afios, Kajino y colaboradores
(14) observaron que la fosforilacion de SKIL por la
cinasa activada por el TGF-B, TAK1, repercute ne-
gativamente sobre la estabilidad del correpresor;
es decir, que TAK1 aumenta la susceptibilidad de la
proteina SKIL a ser ubiquitinada y posteriormen-
te degradada via el proteosoma. Actualmente se
investiga si existen vias independientes del TGF-p
que inducen la degradacion de la proteina SKIL,
como por ejemplo por medio del uso del antibidtico
anisomicina (15).

Asi como la fosforilacion y la ubiquitinacién, la
sumoilacion (small ubiquitin-like modifier) es una
modificacién post-traduccional que afecta a la
proteina SKIL. A diferencia de la ubiquitinacién, la
sumoilacion aumenta la estabilidad de la proteina
SKIL, acrecentando su actividad correpresora. La
sumoilacion es catalizada por las enzimas Ubc9 y
PIAS (16).

La variedad de enzimas que modifican a la pro-
teina SKIL nos habla de una regulacidon puntual
de SKIL en diversos escenarios fisioldgicos. Por
ejemplo, la fluctuacidn de los niveles proteicos de
SKIL durante el ciclo celular se debe a la regulacion
periddica de los niveles proteicos de SKIL por APC
(5). Después de la mitosis, cuando la célula entra a
G1, APC induce la degradacion proteolitica de SKIL.
Asi, después de que la célula se dividié -fase G2-
SKIL deja de inhibir a la citocina antiproliferativa
TGF-B, arrestando el ciclo celular (17). Podemos
mencionar otro papel interesante de APC en rela-
cion a SKIL en el contexto neuronal; Steigmdller y
colaboradores (18) describen que la ubiquitinacion
de SKIL por APC inhibe el crecimiento axonal en
cultivos primarios de neuronas de cerebelo. En
cuanto a Smurf2, se sabe que esta ligasa E3 au-
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TABLA 1

Principales procesos fisioldgicos y patoldgicos en los que el correpresor SKIL juega un papel importante;
principalmente por reprimir los efectos de la via del TGF-B.

Proceso Fisiopatoldgico

TGF-p

SKIL

Fase temprana
(proliferacion)

Cancer
Fase tardia (extravasacion,

angiogénesis, metastasis)
Regeneracion tisular

Sistema inmune
Desarrollo

Miogénesis
muscular

Supresor de tumores
(anti-proliferativo)

Protooncogen
(matriz extracelular)

Inhibe fase proliferativa
de la regeneracion

Citocina antiinflamatoria

Inhibe la diferenciacién

Protooncogen

Supresor de tumores

Inhibe el efecto antiproliferativo del
TGF-B, propiciando la regeneracién
Inmunoactivador. Sobreexpresado en

células del sistema inmune, activador
de células T

Miogénico

menta la degradacion de SKIL durante la fibrosis
hepatica (19).

En suma, la proteina SKIL tiene una gran gama de
efectos sobre el organismo, y estos efectos estan
profundamente relacionados con el tipo de tejido
en el que se encuentre; es decir, con el contexto
celular. A continuacién se describiran brevemente
los escenarios en los que SKIL parece jugar un
papel preponderante.

PAPEL FISIOPATOLOGICO DE SKIL

Cancer

SKIL juega un papel dual en el desarrollo del can-
cer. Hay evidencias de su actuacién como proto-
oncogen, pero también figura como supresor de
tumores. Por un lado, la sobreexpresion de skil es
comun en muchas lineas tumorales humanas deri-
vadas de melanoma, cancer de mama, de esofago,
de pulmén, de epidermis y de préstata, lo que
sugiere que skil es un protooncogen. Cabe resaltar
gue no se han encontrado mutaciones asociadas al
gen skil (20). Por otro lado, Shinagawa y colabora-
dores (21) mostraron que la pérdida de una copia
de skil aumenta la susceptibilidad a desarrollar
tumores. Ratones heterdcigos (skil*/-) tratados
con carcindgenos quimicos son mas susceptibles
a desarrollar tumores, asi como mas propensos a
desarrollar linfomas de manera espontanea que
su contraparte silvestre. En este caso, parece que
skil actia como un supresor de tumores. A pesar
de que no se ha llegado a ningun consenso, parece
que, en estadios tempranos del desarrollo tumoral,

SKIL favorece el crecimiento tumoral. Este efecto
se debe, probablemente, a que SKIL inhibe las se-
fiales antiproliferativas del TGF-B. En tumores mas
desarrollados, SKIL inhibe la metastasis, actuando
como un supresor de tumores. El TGF-B favorece
la extravasacién y la migracion de las células tu-
morales; asi que también en este caso podemos
entender el papel negativo de SKIL en funcién del
TGF-B (18) (Tabla 1).

El papel dual de SKIL en cancer nos hace pen-
sar que su regulacidn precisa es esencial para el
mantenimiento de la homeostasis tisular. Por ello,
resulta importante estudiar las enzimas y los fac-
tores de transcripcién que controlan la expresion
y la estabilidad de la proteina SKIL.

Regeneracion tisular y fibrosis

Macias-Silva y colaboradores observaron que SKIL
se encuentra sobreexpresado durante la regene-
racién hepatica, principalmente en hepatocitos.
Durante la fase proliferativa de la regeneracion, los
hepatocitos parecen ser resistentes a las sefiales
antimitoticas del TGF-pB. El aumento en los niveles
de RNAm y de la proteina de SKIL explica esta
resistencia de las células (Tabla 1). Se propone
que el mismo TGF-B es el ligando que podria ser
responsable de aumentar la expresion de SKIL
durante la regeneracion hepatica (22). En con-
traste, la fibrosis hepatica se caracteriza por un
aumento en la degradacién de SKIL y de Smad2
por Smurf2, lo que causa una marcada disminucion
de los niveles proteicos del efector de la via del
TGF-B y de su correpresor (19).
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Desarrollo embrionario

Existen dos posiciones contrarias respecto al papel
de SKIL durante el desarrollo embrionario. Por un
lado, Shinagawa y colaboradores generaron un
ratén carente del gen skil. Este ratéon knockout
resultd ser letal, por lo que concluyen que skil es
esencial para el desarrollo embrionario (21). Por
su parte, Pearson-White y McDuffie crearon otro
ratédn knockout para skil. Este ratén parece nor-
mal; Unicamente se detectaron anomalias en la
activaciéon de sus células T (23).

La discusion en torno a la importancia del SKIL
durante el desarrollo embrionario sigue en pie. Sin
embargo, hay un consenso en cuanto al papel de
SKIL en el desarrollo muscular y en la activacion
del sistema inmune (1, 23, 24). Desde que se
comenzd a caracterizar la funcion de SKIL, se le
ha atribuido un papel miogénico. Incluso, parece
que la isoforma Snol se expresa exclusivamente
en musculo esquelético (5), y se sabe que en
fibroblastos de codorniz, la sobreexpresién de
SKIL induce la diferenciacidn terminal de musculo
esquelético (24). En cuanto al sistema inmune,
Pearson-White y McDuffie (23) demostraron que
el gen skil se encuentra constitutivamente expre-
sado en las células del timo y del bazo. Ademas,
mostraron que células T carentes de skil son inca-
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paces de proliferar. Afios antes, Pearson-White y
colaboradores ya habian caracterizado la expresién
de SKIL en las células hematopoyéticas (5). Asi,
parece que SKIL juega un papel importante en el
sistema inmune al antagonizar los efectos del TGF-
B, que es una potente citocina inmunosupresora
(Tabla 1).

CONCLUSIONES

SKIL es un importante regulador negativo de la via
de transduccién de la citocina TGF-B. El manteni-
miento preciso de sus niveles de expresion (tanto
de proteina como de RNAmM) es fundamental para
mantener la homeostasis tisular. Hoy en dia, la
regulacidn de los niveles de expresion de SKIL es
adjudicada principalmente a la via del TGF-p. Asi,
la relacion entre SKIL y el TGF-p forma un asa de
retroalimentacién negativa en la via. Esta relacion
se ve reflejada en los procesos fisiopatoldgicos
protagonizados por SKIL; todo parece indicar que
las repercusiones sistémicas que este correpresor
ejerce, se deben exclusivamente a su papel inhi-
bitorio de las acciones del TGF-B. Sin embargo, no
podemos descartar que SKIL tenga efectos fisio-
l6gicos independientes del TGF-B, ni que existan
mecanismos alternos a la via del TGF-p que regulen
los niveles de expresion de SKIL. =
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