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Resumen

La Parkina es una enzima E3 ligasa que regula la degradacion de proteinas y la
mitofagia en neuronas dopaminérgicas. Las deficiencias en su expresion o funcion
resultan en estrés celular, degeneracion y eventualmente la muerte de las neuronas
dopaminérgicas, lo que contribuye al desarrollo de Parkinson. Por el contrario, la
sobreexpresion de Parkina promueve la supervivencia neuronal. Estudios previos
han demostrado que el Receptor para Hidrocarburos de Arilo (AHR), un factor de
transcripcion (FT) activado por ligando, induce la expresion de la Parkina en el
mesencéfalo de ratén; sin embargo, se desconoce si estos efectos también se
pueden observar en el humano. En este estudio, describimos el mecanismo
molecular por el cual el AHR regula la expresion de la Parkina en células de
neuroblastoma humano SH-SY5Y, utilizando dos agonistas del AHR: el 2,3,7,8-
tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) y el catabolito de Triptéfano, la quinurenina. Los
resultados demuestran que el AHR regula el gen de la Parkina humano (PRKN) a
través de dos vias distintas dependiendo del ligando. La activacion del AHR con
TCDD promueve la expresion de la Parkina de manera indirecta al inducir el estrés
del reticulo endoplasmico y la expresion de ATF4 mediada por el AHR. ATF4 es un
FT clave para la induccion de PRKN en condiciones de estrés. Por otro lado, la
quinurenina, un agonista de AHR no toxico, induce directamente la expresion de la
Parkina al promover la unién de AHR al promotor del gen PRKN sin inducir estrés
del reticulo endoplasmico. Nuestros hallazgos demuestran que la activacion del
AHR representa una via farmacoldgica potencial para inducir la Parkina humana.
Sin embargo, se debe prestar atencién a la naturaleza del ligando del AHR para

mitigar los posibles efectos neurotéxicos secundarios.
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Abstract

Parkin is an E3 ligase enzyme that play a crucial role in regulating protein
degradation and mitophagy within dopaminergic neurons. Deficiencies in Parkin
expression or function result in cellular stress, degeneration, and eventual death of
dopaminergic neurons, thus contributing to the development of Parkinson's disease.
Conversely, upregulation of Parkin has been found to enhance neuronal survival.
Previous research has shown that the Aryl Hydrocarbon Receptor (AHR) mediates
Parkin upregulation in mice; however, the precise mechanism underlying AHR-
mediated Parkin upregulation in human cells remains unclear. In this study, we
described the molecular mechanism by which AHR mediates the upregulation of
Parkin in human SH-SY5Y neuroblastoma cells, using two AHR agonists: 2,3,7,8-
tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) and the kynurenine, a catabolite of tryptophan.
Our findings reveal that AHR regulates human Parkin gene (PRKN) via two distinct
pathways depending on the ligand involved. The TCDD-induced Parkin upregulation
involves the induction of endoplasmic reticulum stress and the AHR-mediated
induction of ATF4, a crucial transcription factor for PRKN. Conversely, kynurenine,
a nontoxic AHR agonist, directly stimulated Parkin transcription by facilitating AHR
binding to the PRKN gene promoter without activating endoplasmic reticulum stress
pathways. Our findings demonstrate that AHR activation represents a potential
pharmacological pathway to induce human Parkin. However, careful considerations
of the AHR ligand’s properties are essential to mitigate potential neurotoxic side

effects.
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1. Introduccion
1.1.Caracteristicas generales de la Parkina

La Parkina es una enzima ubiquitina E3 ligasa de 52 kDa que es codificada por el
gen PRKN (también conocido como PARK2). Esta enzima juega un papel
importante en el sistema ubiquitina-proteasoma marcando proteinas para su
degradacion a través del proteasoma de 26S (1). La funcion mas importante de la
Parkina ha sido descrita en el control de calidad mitocondrial a través de la
regulacion de la mitofagia, especialmente en las neuronas dopaminérgicas (2). La
pérdida de la funcién de la Parkina conduce a la acumulacién progresiva de sus
sustratos, lo que lleva al estrés celular, degeneracion y la muerte de las neuronas
dopaminérgicas. Estos procesos neurotoxicos son un mecanismo que con el tiempo
conducen a la enfermedad de Parkinson (PD, por sus siglas en inglés) (3). Ademas,
las mutaciones en el gen PRKN que resultan en la pérdida de su funcion estan
asociadas tanto con el PD de origen esporadico como con el parkinsonismo juvenil

autosémico recesivo (4, 5).

Se han descrito varios sustratos de ubiquitinacion de la Parkina, todos ellos
relacionados con funciones celulares importantes como la regulacion transcripcional
génica, la estabilidad de proteinas, las respuestas al estrés del reticulo
endoplasmico (RE) y el control de calidad mitocondrial (6).

La Parkina también desempefia un papel protector en varios modelos de muerte
neuronal. En estos, la sobreexpresién de Parkina incrementa la supervivencia de
las neuronas (7-9), mientras que la regulacion a la baja promueve la muerte celular
(10). Por lo tanto, el estudio de los mecanismos que inducen los niveles de
expresion de Parkina y que puedan mejorar la supervivencia neuronal sirven
potencialmente como estrategias terapéuticas para el PD y otras neuropatologias
(11-14).
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1.2.Regulacién de la Parkina

Con el objetivo de identificar aquellas vias capaces de aumentar la expresion de la
Parkina, varios estudios han realizado analisis del promotor del gen PRKN, algunos
de ellos enfocados en los mecanismos mediante los cuales este promotor es
regulado (12). Investigaciones basadas en modelos celulares han identificado
compuestos capaces de aumentar la expresion de la Parkina, no obstante, es
fundamental profundizar en el conocimiento acerca de los mecanismos moleculares

gue estimulan la expresion de esta importante enzima (13).

Recientemente, nuestro grupo de investigacion reporté que el TCDD, un ligando
exdgeno para el receptor de hidrocarburos de arilo (AHR), aumenta los niveles de
la Parkina en el mesencéfalo ventral del raton (15). En ese estudio, se identific una
via de regulacion directa del gen Prkn de raton mediada por el AHR, en la que dicho
receptor se une a uno de los tres elementos de respuesta para xenobiéticos (XREs,
por sus siglas en inglés) localizados en el promotor génico murino. La unién del AHR
al promotor indujo los niveles de expresion de ARNm y proteina de Parkina, lo
suficiente como para lograr una disminucién en los niveles basales de sus sustratos
a-sinucleina y sinfilina-1, conocidos por promover mecanismos patolégicos de
Parkinson. Sin embargo, dada las diferencias entre los promotores de raton y de
humano (homologia menor al 56.39%, Figura 1) es importante investigar si esta via

de sefializacion se conserva en células humanas.

16



Promotores génicos de PRKN de humano y Prkn de ratén

Humano 1 CAAAGGTAAGCCTCCCGGTTGCTAAGCGACTGGTCAACACGGCGGGCGCATAGCCCCGCC 60
T T B I I Y I B B B B R R

Ratén 1 ----- GTAAGCCTCCCGGTTGCTAAGCGATTAGTCAACATTAGGAGACGCTAGTCCCGCC 55

Humano 61 CCCCGGTGACGTAAGATTGCTGGGCCTGAAGCCGGAAAGGGCGGCGGTGGGGGGCTGGGG 120

P lo el 1l loealollololoenns [eoololoalolololee]
Ratén 56 CCTCCGTGACGAGCGTTTCCGGAAAAGGTTACCAGCGAAGACAGTTG------------- 102

Humano 121 GCAGGAGGCGTGAGGAGAAACTACGCGTTAGAACTACGACTCCCAGCAGGCCCTGGGCCG 180
N R B o AR A U A A A I A I AR A I AR

Ratén 102 -CAGCTGCCGGAGGCGAATCTTACGGGTTAAAACTACGCCTCCCAGCAGGCTTCGCGCTA 161

Humano 181 CGCC----- CTCCGCGCGTGCGCATTCCTAGGGBC -~~~ -~ -~ CGGGCGCGGGGGCGGGGA 227
sl SRR B N N I I O O B O I AU [ledeleee Il 111

Ratén 162 GGGGCGGGTGGTTGCGCGTGCGCACTGCGCCCGCCTGGCTCGCGAGGGGAAGGGGGAGGA 221

Humano 228 GGCCTGGAGGATTTAACCCAGGAGAGCCGCTGGTGGGAGGCGCGGCTGGCGCCGTGCGCA 287
T T L I I B I T T A A I R N I I N

Ratén 222 GGCCTGGATGACTAAACCTGACAGAAACGCTGGTGGGAGGCTCGGGCGGGCGCCAGTGCC 281

Humano 288 CGCGC 292

Ratén 281 - ---- 281 Homologia = §6.39%

Figura 1. Alineamiento pareado de los promotores génicos de PRKN de humano y de ratoén.

Las bases idénticas se denotan por “|”, las diferentes por “*”, y los gaps por “-.“ El alineamiento en
pares se realiz6 con la herramienta Needleman-Wunsch Global Align Nucleotide Sequences de NCBI
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch&BLAST_SPEC=GlobalAln).

1.3.El receptor para hidrocarburos de arilo (AHR)

El AHR es un FT inducible por ligandos y un sensor quimico central celular que
traduce sefales extrinsecas e intrinsecas en respuestas biolégicas (16). Pertenece
a la superfamilia de factores de transcripcién hélice-giro-hélice basico Per-ARNT-
SIM (bHLH-PAS), que también incluye al factor 1 a inducible por hipoxia (HIF1-a),
el translocador nuclear del AHR (ARNT), PER y SIM1-2 (17). Entre los FT de la
familia bHLH-PAS, el AHR es el Unico miembro conocido cuya activacion es ligando
dependiente y que detecta compuestos enddgenos (ej. catabolitos del metabolismo
celular) y exdgenos (ej. hidrocarburos policiclicos aromaticos y halogenados) (18-
20). La figura 2 muestra un esquema de la estructura proteica del AHR humano que
esta basada en la secuencia anotada para el ortélogo de raton (21). El gen de AHR

humano codifica para una proteina de 848 aminoacidos con un peso molecular de
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96 kDA (22). Comenzando por la region N- terminal, el AHR consta de un dominio
bHLH que esta constituido por aminoacidos conservados que forman dos a-hélices
anfipaticas conectadas a través de un giro “loop” relativamente no-conservado con
una region de aminodacidos basicos adyacente. EI dominio bHLH se encarga de la
unién y reconocimiento de secuencias especificas en el ADN. El dominio PAS esta
localizado adyacente al dominio bHLH y contiene dos subdominios: PAS-A y PAS-
B. Esta region comprende 250-300 aminoacidos y sirve como un sitio de
acoplamiento molecular “docking” para interacciones proteina-proteina y union a
ligandos. Ademas, el domino PAS también alberga la sefial de localizacién nuclear
(SLN) y la sefial de exporte nuclear (SEN) requeridas para la activacion del AHR.
En la regién C- terminal el AHR contiene un dominio de transactivacién (TAD) rico
en glutamina, indispensable para la activacion génica debido a su interacciéon con
varios co-activadores transcripcionales (20-22). Los analisis de homologia de
proteina entre el AHR murino y el humano han revelado aproximadamente un ~85%
de identidad de secuencia en la mitad N-terminal del receptor, mientras que la mitad
C-terminal exhibe solo un 58% de identidad debido a cambios en la region TAD (21).
Es importante mencionar que la estructura de cristal completa del AHR humano no
ha sido resuelta, debido a que el dominio PAS-B no puede ser expresado en forma
soluble y generalmente forma agregados (20). Hasta ahora, s6lo se han reportado
las estructuras del dominio PAS-A (ratén) y la del bHLH-PAS (humano)
heterodimerizada con el ARNT (raton) por grupos de investigacion separados (23-
25).
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Figura 2. Estructura del AHR humano. La figura est4 basada en la estructura de la proteina
anotada para el AHR murino. Adaptada de Wang et a.l, 2016 y Abel et al., 2010.

El AHR es conocido por regular la expresiéon de enzimas de biotransformacion de
fase | tales como las de la familia del citocromo P450: CYP1Al, CYP1A2y CYP1B1,
y enzimas de biotransformacion de fase Il incluyendo UDP-glucoronosil transferasa
1A6 (UGT1A6), oxidoreductasa-1 dependiente de quinona (NQO1), la aldehido
deshidrogenasa 3A1 (ALDH3A1) y la glutation-S-transferasas alfa 1 (19, 26). Como
FT, la principal funcién del AHR se ha descrito como mediador de la toxicidad de
contaminantes ambientales; sin embargo, también se sabe que también participa
en procesos fisiologicos y patofisioloégicos importantes. Entre los patofisiologicos se
encuentran desordenes autoinmunes, escape inmune de células cancerosas, artritis
reumatoide y esclerosis multiple (19). Entre los fisiolégicos, se encuentran la
defensa del organismo contra patégenos y la homeostasis de las células intestinales
por medio de mecanismos que incluyen la inmunidad, el mantenimiento de células
madre y la diferenciacion celular (18). Adicionalmente, estudios recientes sugieren
la participacion del AHR en la diferenciacion neuronal embrionaria y el
mantenimiento de células del sistema nervioso central (SNC) (27-30). La
importancia del AHR en las células gliales y neuronas del SNC ha sido identificada
por medio de fenotipos de raton que carecen del AHR funcional donde la
neurogénesis se ve alterada (30). Rothhammer y col. (31) reportaron que la pérdida
del AHR resulta en la regulacion positiva de genes asociados con la activacién de

la microglia, inflamacion y neurodegeneracion.
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1.3.1. Vias de seializacion del AHR

Tras la unién de un ligando agonista, el AHR se activa lo que resulta en su
translocacion al nucleo. En el nucleo, forma un complejo con el ARNT y se une a
los elementos de respuesta de AHR:ARNT (también conocidos como XRES)
ubicados en los promotores de sus genes blanco, induciendo asi su transcripcion
(32). Adicionalmente, se han descrito otras vias de sefializacion del AHR, las cuales

se muestran en la figura 3.

W Ligando del AHR : W Ligando del AHR

Via no candnica
no genomica

Complejo con
otras proteinas

i
Via candnica : Via no candnica
genomica ' genomica

Citoplasma

Nucleo

’)v : socios

Otros genes

CYPIAT . blanco
M yotros... !

XREs canonicos : Secuencias

5-TNGCGTG-3" : oNi
: no canonicas Created in BioRender.com bio

Figura 3. Vias de sefializacién del AHR. En la figura se describen las diferentes vias de

| R

sefializacion reportadas en las que participa el AHR. Entre ellas, se encuentran la via candnica
genomica donde el AHR se une al ARNT formando un heterodimero que regula genes por medio de
la unién a secuencias canonicas tipo “TNGCGTG”, también se menciona la via no canoénica
gendmica donde el AHR se une a socios diferentes a ARNT y media la regulacién génica por medio
de la unién a secuencias no canonicas diferentes a “TNGCGTG”. Finalmente la via no candnica no
gendémica donde el AHR participa como una E3 ligasa formando complejo con otras proteinas para

regular su degradacion.
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1.3.1.1. Via gendmica candnica del AHR

Se le llama via gendmica candnica dado que es la ruta clasica por la que el AHR
controla la expresion de genes mediante la unién a secuencias tipo XREs. En esta
ruta el AHR se mantiene en estado inactivo en el citoplasma hasta la interaccion
con un agonista. EI AHR citoplasmico forma un complejo multiproteico que consiste
de un dimero de HSP90, XAP2 (también conocida como AIP), la co-chaperona p23
y la protein cinasa SRC. Una de las moléculas HSP90 se une a la region PAS del
AHR, mientras que la segunda HSP90 interactla con la regién b-HLH vy la region
PAS. XAP2 estabiliza el complejo de chaperonas del AHR por medio de la unién
directa con HSP90 y el AHR. XAP2 también esta involucrada en el plegamiento y la
estabilizacion del AHR, promoviendo su localizacion citoplasmatica a través de
inhibir la interaccion del complejo AHR-chaperonas con las importinas-g en la
membrana nuclear, las cuales median el importe del AHR al nlcleo. La proteina p23
protege al AHR de la degradacion mediada por ubiquitina y también promueve la
localizacion citoplasmatica del AHR. Por su parte, SRC esta involucrada en los
pasos iniciales de la activacion del AHR una vez que se une a su ligando y también
participa en mecanismos de sefializacion no canodnicos del AHR (18).

Una vez que un agonista se une al AHR, XAP2 se disocia del complejo, resultando
en la exposicion de la SLN en la region amino terminal del AHR y una sefial de
exporte nuclear adyacente a la SLN. El AHR se transloca al nacleo por medio de un
transporte dependiente de importina-p. La interaccion AHR/importina-f es
blogueada por la fosforilacion de sitios blanco de protein cinasas en el AHR, lo que
inhibe su transporte nuclear como parte de un mecanismo regulatorio. Una vez en
el nacleo, el complejo AHR-ligando se une al ARNT y el heterodimero es reclutado
a motivos de unién consenso del ADN que presentan la secuencia 5 -TNGCGTG-
3, llamados XREs. El represor del AHR (AHRR) compite con el complejo AHR-
ligando por su interaccién con ARNT, limitando la disponibilidad del ARNT para la
union con el AHR-ligando y consecuentemente provee un mecanismo regulador

negativo de la expresion génica dirigida por el mismo AHR (18).
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1.3.1.2. Via gendmica no canénica del AHR

Se le llama via gendmica no canodnica dado que es una ruta no clasica donde el
AHR controla la expresion de genes mediante la unién a motivos de ADN diferentes
a los XREs. En esta ruta el AHR también puede interactuar con otros factores de
transcripcion (18). Se ha observado que el complejo AHR- ligando interactua con
otros factores de transcrpcion tales como el receptor de estrogenos (ER), el receptor
de &cido retinoico (RAR), la proteina de retinoblastoma (RB) y el factor 6 tipo Krippel
(KLF6) (18, 33-36). En el caso del ER, RAR y RB se sabe que al formar
heterodimeros con el AHR, estos complejos reconocen elementos de respuesta del
ADN clasicos del receptor con el que el AHR estéa interactuando; por ejemplo, el
complejo AHR-ER reconoce elementos de respuesta al o-estrogeno en el ADN (18).
Por otro lado, en el caso del heterodimero AHR-KLF6 se ha reportado que la
secuencias de reconocimiento en los promotores génicos son otras diferentes a los

XREs y a las que reconoce so6lo KLF6 (18).

Otras vias de regulacion gendémicas no canénicas mediadas por el AHR son a través
de la interaccién con reguladores epigenéticos y de la transcripcion. Ejemplo de ello
es la interccion del AHR con el factor de elongacion de la transcripcion positivo (P-
TEFD), el complejo mediador, el complejo remodelador de la cromatina SWI/SNF y
el activador de la transcripcion BRG1 (18, 37-40). También el AHR modula la
remodelacion de la cromatina mediante el control de la metilacion y acetilacion de
histonas, aunque el mecanismo especifico no ha sido completamente dilucidado
(18). Los mecanismos epigenéticos por los que el AHR regula la expresién génica
incluyen el control de ARNSs largos no codificantes, micro ARNS, retrotransposones,

entre otros (18) .
1.3.1.3. Vias no genémicas del AHR

Se ha reportado que el AHR tambien puede actuar como una E3 ligasa y regular la
degradacion de otros FT y por lo tanto regular indirectamente los genes que esos
FT regulan (41, 42). Como ejemplo de estos mecanismos de regulacion ejercidos

por el AHR, se encuentra su union a CUL4B que marca al ER para su degradacion
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proteosomal. Otras proteinas cuya vida media es regulada por el AHR son p53,
MYC, FOS, OCT4 y HIF1la (41-44). Es importante destacar que la funcion de E3
ligasa del AHR compite con la funcién como FT y esto depende de la disponibilidad
y funcion de ARNT. Es decir, los niveles de ARNT determinan si el AHR actda por
la via transcripcional o por la via de la actividad E3 ligasa (18). EIl AHR también
controla indirectamente la actividad de NF-kB a través de interactuar fisicamente
con RELA y RELB lo que resulta en la modulacion de la activacion de macrofagos
(18, 45).

Adicinonalmente, una vez que el AHR se activa, transloca al nucleo y se disocia del
complejo de chaperonas, se pueden activar otras vias de sefalizacion mediadas
por las proteinas de este complejo citoplasmatico (18). Por ejemplo, se sabe que la
activacion del AHR promueve la liberacién de la forma activa de la protein cinasa
SRC, lo que lleva a la fosforilacién una gran variedad de proteinas incluyendo la
indolamina 2,3-dioxigenasa 1 (IDO1), el inmunomodulador STAT3, la ubiquitin E3
ligasa c-CBL asi como miembros de rutas del &cido araquidénico y del leucotrieno
(18, 45).

1.3.2. Ligandos del AHR

El AHR desempefia mudltiples funciones celulares enddgenas en procesos
relacionados con la defensa del organismo, homeostasis de tejidos, asi como
condiciones patologicas relacionadas con desérdenes inflamatorios y neoplasicos
(18). Estas funciones las lleva a cabo al unirse a una variedad de ligandos exdgenos

y endogenos.

La principal fuente de exposicién a estas sustancias para animales y humanos
proviene de contaminantes ambientales, asi como de metabolitos derivados de la
dieta, de las células y de la microbiota. Ademas de los carcinbgenos ambientales
inicialmente identificados, como el TCDD vy los hidrocarburos aromaticos
policiclicos, se han identificado otras fuentes de ligandos que activan al AHR con
potencial farmacéutico, incluidos ingredientes dietéticos como los metabolitos del

triptéfano (Trp) y productos naturales como los flavonoides (19).
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Es importante destacar que entre los ligandos del AHR, algunos pueden actuar
como agonistas (activadores) o como antagonistas (inhibibidores) del receptor para
regular a sus genes blanco. Los mas potentes antagonistas incluyen a la 3-metoxi-
4-nitroflavona (MNF), la 6,2,4-trimetoxiflavona (TNF), y la 1-metil-N-[2-metil-4-[2-(2-
metilfenil)diazenil]fenil-1H-pirazol-5-carboxamida (CH223191). Este Ultimo se
considera como un antagonista puro y potente de AHR, que no exhibe actividades
agonistas y que se une competitivamente al receptor, inhibiendo asi su

transactivacion (46).

La dieta, el microbioma y el metabolismo del huésped proporcionan mdultiples
agonistas del AHR que probablemente participan en procesos que afectan a los
tejidos donde se generan, asi como a tejidos anatbmicamente distantes, como el
SNC (16, 18, 19, 47-49). Entre los principales agonistas endégenos del AHR se
encuentran los derivados del metabolismo del Trp. Estos metabolitos pueden unirse
y activar el AHR e incluyen a la quinurenina, el acido quinurénico, el acido
xanturénico y el acido cinabarinico (19). El 6-formilindol[3,2-b] carbazol (FICZ), un
producto de fotooxidacion del Trp formado en la piel por la exposicion a la radiacion
ultravioleta (UV) o visible, tiene una alta afinidad por el AHR e induce la expresion
del CYP1A1 (50). Otro ligando enddgeno putativo del AHR es el 2-(1" H-indol-3'-
carbonil)-tiazol-4-carboxilico metil éster (ITE), este se ha propuesto que se forma de
la condensacion del Trp y la cisteina, aunque las enzimas involucradas en esta
reaccion se desconocen (18, 51). De manera similar, los vegetales en la dieta son
una fuente de ligandos agonistas del AHR, tales como el indol-3-acetonitrilo, indol-
3-carbinol y 3,3'-diindolilmetano (18). Ademds, metabolitos generalos por la
microbiota comensal también poseen actividad agonista del AHR, estos incluyen al
acido indol-3-acético, el indol-3-acetaldehido, el indol-3-aldehido, la triptamina y el
3-metilindol (18).

1.4.La Parkina como blanco potencial del AHR

Algunos estudios han reportado que varios compuestos pueden activar mecanismos
gue llevan a la induccién de la expresion de la Parkina, entre estos compuestos

estan el benzo[a]pireno, la 1,4-benzoquinona, la aflatoxina B1 y la dopamina (52-
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55). Es interesante notar, que estos compuestos también son agonistas del AHR;
sin embargo, en ninguno de estos trabajos se estudid la relacion entre la
sefializacion del AHR vy la induccién de la Parkina. Es importante mencionar que
cuando se han empleado agentes exdgenos para inducir a la Parkina, en la mayoria
de los casos, la induccién ocurre como una respuesta regulatoria adaptativa al dafio
celular causado por los mismos compuestos (6). Por lo tanto, las vias que induzcan
la expresion de la Parkina con una neurotoxicidad minima podrian tener un mayor

potencial terapéutico.

El analisis de los promotores de Prkn en ratones y en Drosophila melanogaster ha
revelado la presencia de multiples elementos de respuesta del AHR, lo que sugiere
gue la expresion de la Parkina mediada por este factor de transcripcion (FT) podria
ser un proceso conservado entre especies (15, 56). Aunado a esto, la base de datos
“The Human Protein Atlas” muestra que los niveles de expresion de proteina del
AHR correlacionan con los niveles de expresién de la proteina de Parkina en varias
regiones del cerebro, incluyendo el ganglio basal, la formacién del hipocampo, la
corteza cerebral y el cerebelo (57). Estas evidencias respaldan la idea de que la
Parkina podria funcionar como un efector de la via de sefalizacion del AHR en las

células neurales humanas.

Dada la evidencia que sugiere que PRKN es un gen blanco del AHR y a la capacidad
de diferentes ligandos para activar la sefalizacion del AHR, este estudio tiene como
objetivo caracterizar el mecanismo molecular de la expresion de la Parkina humana
en células de neuroblastoma SH-SY5Y utilizando dos agonistas distintos del AHR:
el ligando exdgeno y prototipico del AHR, el TCDD, y el principal ligando endégeno

del AHR, la quinurenina.
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2. Justificacion

El AHR es un factor de transcipcién que actia como un sensor ambiental activando
rutas de sefializacién que permiten a la célula adaptarse a distintas condiciones. Se
han identificado mdltiples genes que son blancos del AHR, los cuales estan
involucrados en distintos procesos biolégicos, tales como el desarrollo neuronal,
respuesta inmune y el cancer. Recientemente, se identifico a Prkn como uno de los
genes blanco del AHR en el mesencéfalo ventral de raton. PRKN es el gen que
codifica para la Parkina, una ubiquitin-ligasa necesaria para preservar el correcto
funcionamiento de las neuronas dopaminérgicas y evitar la muerte neuronal.
Ademas, se ha observado que la Parkina puede tener un papel como supresor de
tumores en tejidos no neuronales. Dada la importancia de la Parkina en estos
procesos, y considerando la posibilidad de que podria ser un blanco potencial del
AHR en el humano, es importante identificar si los efectos observados en el
mesencéfalo ventral de ratdbn son compartidos en el humano. Ademas, es
importante investigar el mecanismo por el cual el AHR regula a la Parkina humana.
Este andlisis sentara las bases para identificar a aquellos ligandos que activan al
AHR y que sean capaces de inducir a la Parkina, lo que podria tener implicaciones

en la supervivencia neuronal y de supresion de tumores.
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3. Hipotesis

El TCDD vy la quinurenina induciran la expresion de la Parkina en células de

neuroblastoma (NB) humano a través de la sefalizacién mediada por el AHR.
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4. Objetivos

4.1.Objetivo general

Caracterizar el mecanismo molecular por el cual el AHR regula la expresiéon de
PRKN en células de NB humano SH-SY5Y.

4.2.0bjetivos especificos

4.2.1. Caracterizar al promotor del gen PRKN mediante un analisis in silico.

4.2.2. Ildentificar la activacion e inhibicién de la ruta gendmica del AHR (activada e
inactivada con TCDD y CH223191, respectivamente) mediante su localizacion
subcelular por inmunofluorescencia.

4.2.3. Evaluar la funcionalidad transcripcional del AHR en células SH-SY5Y
mediante la induccién de ARNm de CYP1ALl.

4.2.4. Evaluar el efecto de la activacion del AHR con TCDD y quinurenina sobre la
expresion de ARNm de PRKN.

4.2.5. Evaluar el efecto de la activacién del AHR con TCDD y quinurenina sobre los
niveles de proteina de Parkina.

4.2.6. Evaluar si la induccion de ARNm y proteina de Parkina es dependiente de la
activacion transcripcional del AHR mediante el tratamiento con el antagonista
CH223191.

4.2.7. Determinar el efecto del TCDD y la quinurenina sobre la transactivacion del
promotor del gen PRKN.

4.2.8. Evaluar la importancia del sitio de uniéon conservado del AHR XRE2,
localizado en el promotor de PRKN, en la transactivacion génica mediada por
el TCDD vy la quinurenina.

4.2.9. Evaluar la posible interaccion del AHR activado con TCDD y quinurenina con
el promotor del gen PRKN mediante ensayos de Inmunoprecipitacion de la

cromatina (ChiP).
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5. Materiales y métodos
5.1. Cultivo celular

La linea celular de NB humano SH-SY5Y se obtuvo de American Type Culture
Collection (ATCC, CRL-2266). Esta linea celular es una sublinea clonada tres veces
de la linea celular de NB SK-N-SH (ATCC, HTB-11), originada de un tumor
metastasico de hueso. La eleccion de las células SH-SY5Y como nuestra linea
celular modelo se basa en su origen humano y en sus caracteristicas neuronales,
los cuales proporcionan observaciones bioldgicamente relevantes sobre la funcion
del sistema nervioso y las respuestas a compuestos en células humanas (58).
Ademas, en comparacion con otras células de NB, se sabe que las SH-SY5Y
expresan niveles basales de Parkina, lo que permite la deteccién de inducciones
desde leves hasta robustas (59). Es importante destacar que otro criterio de
seleccion fue la falta de expresién del proto-oncogen MYCN en las células SH-
SY5Y, asegurando que los niveles de expresion de AHR y Parkina no se vean

afectados por este FT, segun lo observado en estudios previos (59, 60).

Las células fueron mantenidad en el medio de cultivo “Dulbecco’'s Modified Eagle's
Medium F12” (DMEM F12, Invitrogen) suplementado con 10% de suero fetal bovino
(SFB, Byproducts) y 1% de antibiético-antimicético (Gibco/lnvitrogen) y se
mantuvieron en una incubadora s 37 °C y 5% de COo.. Las células (pase 8-12) se
subcultivaron cada 3-5 dias usando 0.05% de tripsina-EDTA (Gibco/Invitrogen) y
sembradas a una densidad celular de 1x10°8 en placas de 6 pozos 24 horas previas
a los experimentos. Para investigar el impacto de la sefalizacién transcripcional del
AHR se realizaron tratamientos con los agonistas del AHR TCDD (Accustandard),
quinurenina (L-kynurenine, Sigma-Adrich), FICZ (ENZO, Life Sciences) e ITE
(TOCRIS), asi como con el antagonista del AHR CH223191 (Sigma-Aldrich). En
todos los ensayos se utilizaron como controles de dimetilsulféxido (DMSO, 0.02%
v/v) para los tratamientos con TCDD, FICZ, ITE y CH223191, asi como (HCI 0.2

mM) para los tratamientos con quinurenina.
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5.2.Condiciones de tratamientos: ensayo de MTT

Para determinar las condiciones de tratamiento, se evaluo la viabilidad (actividad
metabdlica) de las células SH-SY5Y a través de ensayo de bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). En resumen, se sembraron 1x10°
células en 400 mL de medio DMEM-F12 en placas de 96 pozos, se dejaron a las
células adherir a la placa de cultivo por 16 horas. Basandonos en rangos de
concentracion reportados en la literatura, las células fueron expuestas a varias
concentraciones de TCDD (5, 10, 20 y 40 nM), quinurenina (50, 100, 200 y 400 uM),
CH223191 (1, 5, 10 y 20 uM), FICZ (5, 10, 20y 40 nM) e ITE (1, 5, 10 y 20 pM) y se
incubaron durante 20 horas a 37 °C y 5% de CO2. Después de la incubacion, se
agregaron 10 uL de solucion de MTT (5 mg/mL en solucion salina de fosfatos, PBS)
a los cultivos celulares y se complet6 la incubacién por 4 horas mas (para completar
24 horas de tratamiento). Posteriormente, los sobrenadantes se reemplazaron por
100 uL de DMSO, se mezclaron por rotacion suave y se midié la absorbancia a 570
y 620 nm. Para calcular la viabilidad celular, se utilizé la diferencia entre la
absorbancia a 570 y 620 nm de todas las muestras incluyendo el vehiculo. Cada
valor se normalizé con respecto al promedio de absorbacia del vehiculo (100% de
sefial) y la viabilidad celular se represent6 como porcentaje. Bajo estas condiciones
se seleccionaron las concentraciones de los tratamientos a 10 nM de TCDD, 100
puM de quinurenina y 10 uM de CH223191 para los experimentos subsecuentes
(Figura 4). Los agonistas FICZ (10 nM) e ITE (10 uM) solo fueron considerados para

lo evaluacion de la expresién de ARNm de PRKN en células SH-SY5Y.
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Figura 4. Ensayos de MTT. Las células SH-SY5Y fueron tratadas durante 24 horas con a) TCDD
(5, 10, 20 y 40 nM), quinurenina (50, 100, 200 y 400 uM) y CH223191 (1, 5, 10, 20 y 40 uM) o con
b) FICZ (5, 10, 20 y 40 nM) e ITE (1, 5, 10, 20 uM) previo a la evaluacion de la viabilidad celular
mediante el ensayo de MTT. Las absorbancias de las células tratadas con los diferentes compuestos
se compararon con la absorbancia de las células tratadas con los vehiculos controles
correspondientes (DMSO 0.02 % para TCDD, CH223191, FICZ e ITE; y 0.2 mM HCI para
quinurenina). La gréafica muestra el promedio + desviacion estandar del porcentaje de viabilidad de
las células con tratamientos normalizadas con el 100% de la viabilidad de los controles. Los
rectangulos rojos sefialan las concentraciones de trabajo seleccionadas para futuros experimentos.
Se realizaron tres experimentos independientes y los resultados se analizaron mediante ANOVA

post-hoc Boferroni * p<0.05.

5.3.Analisis in silico del promotor del gen PRKN

Se analizé una seccién que comprende 600 pares de bases (pb) de la region
promotora del gen PRKN, la cual se extiende desde -500 pb hasta +100 pb, respecto
al sitio de inicio de la transcripcion (TSS, por sus siglas en inglés). La secuencia
nucleotidica se obtuvo de la base de datos de Eukariotic Promoter Data Base (EPD)
(61) que enlaza sus datos a GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) con el nimero
de acceso NC 000006.12. Para identificar los sitios de unién de factores de
transcripcion (SUFT) se utilizo el software ALGGEN-PROMO (62). La busqueda de
SUFT dentro del promotor del gen PRKN se llevé a cabo con un corte de 95% como

taza de similitud minima entre la matriz de unién de los FT y las secuencias
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encontradas en el promotor del gen PRKN. Para presentar la esquematizacion de
los SUFT (anotacion de secuencia) se utilizé el software SnapGene viewer

(www.snapgene.com).

5.4. Homologia de secuencias de los XREs en el promotor del gen PRKN en

diferentes especies

Se realizd un analisis de homologia de secuencias de los sitios de union del
AHR:ARNT (XRE1 y XREZ2) encontrados en el promotor del gen PRKN humano y
41 especies diferentes de vertebrados. Para el alineamiento mdultiple de secuencias
se utilizé la herramienta del Instituto de Bioinformética Europeo (EBI) CLUSTAL
Omega, version 1.2.4 (63). Las secuencias de las regiones promotoras de las
especies analizadas se obtuvieron de la base de datos EPD (61) que contiene datos

enlazados al UCSC Genome Browser (64).
5.5. Redes deinteraccion de FTs que regulan a PRKN

El andlisis de redes de interacciéon de los FT que regulan la expresiéon de PRKN se
llevo a cabo usando los servidores STRING y GeneMANIA (65, 66). STRING calcula
las conexiones proteina—proteina utilizando asociaciones funcionales respaldadas
por evidencia cientifica. STRING lleva a cabo evaluaciones, cuantificaciones y
comparaciones de todas las asociaciones entre las proteinas incluidas en el analisis,
contrastandolas con la participacion comdn en los mapas de vias de KEGG. A las
asociaciones resultantes se les asigna un “puntaje de confianza” de STRING que
varia de 0 a 1, correspondiendo a la probabilidad estimada de que la asociacion sea
verdadera (66). Una vez seleccionado el o los FT mas asociados a AHR:ARNT
(resultantes de STRING) se realizé un analisis de redes de interaccion génica
utilizando GeneMANIA. GeneMANIA asigna pesos (puntajes mayores a 0) para
indicar el valor predictivo de cada conjunto de datos seleccionado para la consulta.
Estos pesos se asignan a las redes segun su importancia para los genes de la
consulta. Las redes que no son relevantes reciben un peso de 0y no se incluyen en
los resultados. Los algoritmos de ponderacion de redes utilizados por GeneMANIA

han sido validados en estudios anteriores (65).
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5.6. Evaluacion de los niveles de ARNm de CYP1Al, PRKNy ATF4
5.6.1. Extraccion de ARN total

Para los tratamientos de las células SH-SY5Y se establecieron curvas de tiempo de
0.5, 1, 2,4, 8,16 y 24 horas tanto para TCDD 10 nM como para quinurenina 100
uM; se utilizo el mismo esquema de tratamientos utilizando los vehiculos controles
DMSO 0.02% y HCI 0.2 mM. Para la evaluacion de la participacion del AHR en los
efectos del TCDD o de la quinurenina, se realiz6 un pre-tratamiento con CH223191
10 uM durante 1 hora, posteriormente se agregdé TCCD (10 nM) o quinurenina (100
uM) durante 24 horas. Para comparar el efecto de diferentes ligandos sobre los
niveles de ARNm de PRKN, se realizaron tratamientos de las células SH-SY5Y con
TCDD (10 nM), FICZ (10 nM), ITE (10 uM) y quinurenina (100 uM) por 24 horas. El
ARN total fue aislado de las células SH-SY5Y utlizando el reactivo TRIzol®
(Invitrogen) segun las instrucciones del fabricante. Este método de extraccion de
ARN esta basado en la separacion de componentes organicos y acuosos celulares
mediante una solucion acidificada con isotiocianato de guanidina y fenol. Después
de los tratamientos, las células (1x10° células) fueron lavadas con PBS vy se les
afiadié 1 mL de TRIzol®, se incubaron por 3 minutos y se homogenizaron antes de
trasferir a tubos eppendorf. Los lisados se almacenaron a -70 °C hasta su uso o se
extrajo el ARN inmediatamente. La separacion de las fases acuosa y organica se
realiz6 agregando 200 uL de cloroformo, se agitdé en vortex por 10 segundos y se
incubé por 3 minutos a temperatura ambiente. Enseguida, las muestras se
centrifugaron a 13,000 r.p.m. durante 15 minutos a 4 °C. Después de la
centrifugacion se transfirio la fase acuosa (fase superior) a un tubo limpio y se
afadieron 500 uL de alcohol isopropilico. Se agit6 suavemente por 1 minuto y se
incubd 10 minutos a temperatura ambiente. Las muestras se centrifugaron a 13,000
r.p.m. durante 10 minutos a 4 °C. Seguido de la centrifugacién, se observo una
pastilla de ARN, se removio el sobrenadante sin tocar la pastilla y se realizaron 2
lavados con 1 mL de etanol al 70% centrifugando a 7,500 r.p.m. durante 5 minutos
a 4 °C. Finalmente, la pastilla se disolvié en 20 uL de agua libre de ARNasas. La

pureza y concentracion del ARN se determinaron espectrofotométricamente
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midiendo la absorbancia a 260 nm y 280 nm con un NanoDrop (Thermo Scientific).
La integridad del ARN se evalué mediante electroforesis (100 V durante 30 minutos)
en geles de agarosa al 1%, la visualizacion de las bandas se realizé mediante
bromuro de etidio (0.5 ug/mL) afadido a la preparacion del gel de agarosa. Las
bandas prominentes del ARN ribosomal 28S y 18S se visualizaron en un

transiluminador de luz UV.
5.6.2. Sintesis de cDNA

Para la sintesis de cADN, se retro-transcribieron 1 pg de ARN total utilizando la
transcriptasa inversa (RT SuperScript Il, Invitrogen) y oligonucleétidos aleatorios. A
cada muestra de ARN total se le afiadié 1 uL (250 ng/uL) de oligonucleotidos
aleatorios y se ajust6 el volumen a 13. 5 uL. La mezcla se calent6é por 5 minutos a
65 °C y enseguida se colocé en hielo durante 2 minutos. A la mezcla se le
adicionaron 4 uL de buffer 5X, 2 uL de DTT 0.1 M, 1 uL de dNTPs (10 mM) y 0.5
pL (100 unidades) de la RT SuperScript Il. Se mezclé por pipeteo y se incubd
durante 40 minutos a 50 °C. Terminada la reaccion se mantuvo a 4 °C antes de su

almacenamiento a -70 °C.
5.6.3. PCR cuantitativa (QPCR)

La PCR cuantitativa (QPCR) se realiz6 con el sistema TagMan® en el equipo
StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems™) y los resultados se
analizaron utilizando el método del ciclo umbral (CT) comparativo (67). Se utilizaron
sondas TagMan® (Applied Biosystems) especificas para los genes blanco,
incluyendo PRKN (Hs01038322_m1), CYP1Al1 (Hs02382618_s1), ATF4
(Hs00909569 g1), y el gen de referencia HPRT (Hs99999909 m1l) para la
amplificacion. La mezcla de PCR consisti6 en 1 yL de cADN, 7.5 uL (1x) de
TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), y 0.4 uL (0.9 uM y 0.25
MM) de cebadores y sondas TagMan®. Las reacciones de PCR fueron llevadas a

cabo bajo el protocolo de amplificacion de la Tabla 1.
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Tabla 1. Protocolo de amplificacién de ARNm de los genes de interés mediante gPCR.

Parametros para la qPCR en el equipo StepOne™

50 °C 2 minutos ]
_ 1 ciclo
95 °C 10 minutos
95 °C 15 segundos )
] 40 ciclos
60 °C 1 minuto

5.7. Evaluacion de la localizacién subcelular del AHR por medio de

inmunofluorescencia

La localizacion celular del AHR en las células SH-SY5Y tratadas con TCDD y pre-
tratadas con CH223191 fue evaluada mediante tincion de inmunofluorescencia. Las
células (8 x 10%) fueron sembradas e incubadas con vehiculo DMSO (0.02%) o
TCDD (10 nM) durante 1 hora, o preincubadas con CH223191 (10 uM) por 1 hora
seguido del tratamiento con TCDD (10 nM) por 1 hora adicional. Después del
tratamiento, las células fueron lavadas con PBS vy fijadas con paraformaldehido al
4% durante 20 minutos. Las células fueron lavadas tres veces con PBS y
permeabilizadas con Triton X-100 al 0.2% en PBS durante 20 minutos a temperatura
ambiente. Para bloquear la union no especifica, las células fueron incubadas con
5% de albumina sérica bovina (BSA) y Triton X-100 al 0.05% en PBS durante 2
horas. A continuacion, las células fueron incubadas durante toda la noche a 4 °C
con un anticuerpo primario contra AHR (dilucién 1:200, MA1-513, Invitrogen) en
una solucién que contiene 3% de BSA y Triton X-100 al 0.05% en PBS. Después de
la incubacion con el anticuerpo primario, las células fueron lavadas e incubadas con
el anticuerpo secundario Alexa 488 anti-conejo IgG (dilucion 1:200, ab150077,
Abcam) en PBS que contiene Triton X-100 al 0.05%. Para visualizar los ndcleos
celulares, las células fueron co-tefiidas con Vectashield DAPI (H-1200, Vector

Laboratories). Las células se analizaron mediante microscopia confocal utilizando
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un microscopio confocal de barrido laser (Leica TCS-SPE) con un objetivo de 40x
en modo XYZ (Z-stacks). Se adquirieron Z-stacks que consisten en 3-4 cortes
Opticos, y se generaron imagenes de proyeccion tridimensional utilizando el
software Leica LAS AF lite.

5.8. Evaluacion delos niveles de proteinade Parkina, CYP1A1l, ATF4, GRP78

y B-actina
5.8.1. Extraccion de proteinas totales de cultivos celulares

Para los tratamientos de las células SH-SY5Y se establecieron curvas de tiempo de
0.5, 1, 2, 4, 8,16 y 24 horas tanto para TCDD 10 nM como para quinurenina 100
uM; se utilizé el mismo esquema de tratamientos utilizando los vehiculos controles
DMSO 0.02% y HCI 0.2 mM. Para la evaluacion de participacién del AHR en los
efectos del TCDD o de la quinurenina, se realizd un pre-tratamiento con CH223191
10 uM durante 1 hora, posteriormente se agregdé TCCD (10 nM) o quinurenina (100
uM) durante 1 y 8 horas, para evaluar efectos sobre ATF4 y Parkina,
respectivamente. Finalizados los tratamientos, las células se lavaron dos veces con
PBS 1X y se lisaron utilizando 100 uL de tampdn de lisis que contenia 50 mM de
HEPES, 0.5 M de NaCl, 1.5 mM de MgClI2, 1 mM de EDTA, 10% de glicerol, 1% de
Triton X-100 e inhibidor de proteasas Mini Complete (1 tableta/10 mL, Roche). Las
células se rasparon con un gendarme y se pasaron a tubos eppendorf de 1.5 mL
para sonicarlas. Se realizaron 3 rondas de sonicacién en hielo con un sonicador
(100-watt Ultrasonic Processor Cole-Parmer) a una amplitud de 40 watts, con pulsos
continuos de 10 segundos y descansos de 1 minuto. Posteriormente, los tubos se
agitaron en vortex a 4 °C durante 30 minutos y se centrifugaron a 12,000 r.p.m. por
20 minutos a 4 °C. El sobrenadante se aislé y se realizaron alicuotas que se

almacenaron a -70 °C hasta su uso.
5.8.2. Cuantificacion de proteinas totales por el método de Bradford

La concentracion de proteina se determind mediante el ensayo de Bradford (Bio-

Rad). En una placa de 96 pozos, se prepararon por triplicado diluciones de BSA (1
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pg/uL) a concentraciones finales de 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125, 0.1562 y O pg/uL
(blanco), en un volumen total de 160 puL de solucion diluyente (preparada con 1 uL
de bufer de lisis de proteinas por cada 159 uL de agua miliQ). Ademas, los extractos
de proteinas se evaluaron por triplicado en una dilucién que contenia 1 uL del
extracto proteinico y 159 uL de la solucion diluyente. Una vez preparadas todas las
muestras se afiadié a cada pozo 40 ulL del reactivo de Bradford, se mezclaron con
una pipeta y se leyeron inmediatamente a una longitud de onda de 595 nM en
fotometro para microplacas Multiskan FC. Las concentraciones de proteinas de las
muestras se calcularon promediando las absorbancias de cada triplicado, restando
el promedio de la absorbancia del blanco (solucion diluyente) y finalmente utilizando

la ecuacion de la recta resultante de la curva de BSA (R? >0.95).
5.8.3. Western Blot

Las proteinas fueron separadas por electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida
al 10%. Previo a la electroforesis, 40 pug de proteina total se mezclaron con 8% de
dodecil sulfato de sodio (SDS), 20% de glicerol, 2% de B-mercaptoetanol y 0.001%
de azul de bromofenol, se hirvieron por 5 minutos y se sometieron a electroforesis
en gel de poliacrilamida al 10% con SDS (SDS-PAGE), a un voltaje de 80 V durante
0.5 horas y 100 V durante 2.5 horas. La electroforesis se llevo a cabo en un buffer
gue contenia Tris—HCI 30.2 mM, glicina 144 mM (pH 8.3) y SDS al 10%. Después,
las proteinas se transfirieron de los geles a membranas de nitrocelulosa utilizando
un Mini Trans-Blot (Bio-Rad) usando un buffer que contenia 48 mM Tris—HCI, 39
mM glicina (pH 8.3) y metanol al 20%. Las membranas fueron bloqueadas durante
2 horas a temperatura ambiente en presencia de leche descremada al 5% y BSA al
0.5% en un tampon de bloqueo (25 mM de Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM de NacCl).
Posteriormente, las membranas se incubaron a 4 °C durante 16 horas con
anticuerpos primarios contra Parkina (1:200, sc-32282), B-actina (1:4000, sc-
47778), ATF4 (1:500, sc-390063), GRP78 (1:500, sc-13539) (Santa Cruz
Biotechnology) o CYP1A1 (1:1000, MBS127670, MyBioSource), diluidos en un bufer
gue contenia Tris—HCI 25 mM (pH 7.5), NaCl 150 mM, Tween-20 al 0.1%, leche
descremada al 0.5% y BSA al 0.05%. Las membranas se lavaron 3 veces con TBS-
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Tween 0.1% y se incubaron con los correspondientes anticuerpos secundarios
conjugados con peroxidasa de rabano (HRP): anti-IgG de raton (P1-2000, Vector
Laboratories) y anti-IgG de conejo (ab6741, Abcam) durante 2 horas a 4 °C.
Finalmente, las membranas se lavaron 3 veces con TBS-Tween 0.1% vy las
proteinas inmunorreactivas se detectaron utilizando un kit de deteccién de western
blotting con quimioluminiscencia mejorada (Millipore). La densidad éptica integrada
de las bandas se cuantificO mediante densitometria utilizando el software Image
Studio Lite (LI-COR Biosciences). Cada proteina objetivo analizada se normaliz6 al

estandar interno B-actina para eliminar cualquier variabilidad de linea base.
5.9. Ensayos de transactivacion del promotor del gen PRKN

5.9.1. Clonacion del promotor del gen PRKN en el vector reportero de

luciferasa

Para generar construcciones de reporteros de luciferasa, se realiz6 una
amplificacion la region promotora del gen PRKN humano mediante PCR, utilizando
como plantilla ADN gendmico de células de sangre periférica humana. Se disefiaron
cebadores para PCR con sitios de restriccion. Se utilizo el cebador Forward-Kpnl
(5"- CCGGTACCCCTATAAGGCCCTTTGCTGAGTGG-3") vy el cebador Reverse-
Xhol (5"- CCGCTCGAGCGGAACTGGGTTAAATCCTCCAGGC-3") para amplificar
el promotor (-970/+15) de PRKN humano. El fragmento amplificado se clon6 en
vector reportero pGL4.10 [luc2] (Promega) dentro de los sitios de restriccion Kpnl y
Xhol, posteriormente se ligé con T4 ligasa (Thermo Fisher Scientific) dando como
resultado el plasmido pGL4-PRKN (-970/+15). La orientacion y el tamafo del
amplicén insertado se confirmaron mediante digestiones simples y dobles con las
enzimas de restriccion Kpnl y Xhol. Los productos digeridos se analizaron mediante
electroforesis en gel para verificar la presencia de los fragmentos esperados.
Ademas, se llevé a cabo una secuenciacibn de ADN para validar la secuencia

correcta del fragmento insertado.
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5.9.2. Ensayos de mutagénesis dirigida del sitio de union XRE2

Los ensayos de mutagénesis dirigida se realizaron con el kit QuickChange 1l Site-
Directed Mutagenesis (Agilent Technologies) con algunas modificaciones al
protocolo establecido por el fabricante. Brevemente, se disefiaron oligonucleétidos
dirigidos al sitio de union del AHR mas conservado dentro del promotor de PRKN
humano, el XRE2. Los oligonucléotidos fueron: forward (FWD) 5'-
CGCCCTCCGCGCGACCGCATTCCTAGGG-3 y reverse (REV) 5-
CCCTAGGAATGCGGTCGCGCGGAGGGCG-3" que contienen dos mutaciones en
los nucledtidos mas conservadas (T y G) en el sitio de unién consenso del
AHR:ARNT reportada en la base de datos de JASPAR con la matriz de union
MAOO006.1. Para la reaccion de mutagénesis mediante PCR se siguio la metodologia
propuesta por Edelheit et. al (68). Para ello, se realizaron dos reacciones de PCR
separadas: una reaccion contenia solo el cebador FWD (concentracion final 0.4 mM)
y la otra solo el cebador REV (concentracion final 0.4 mM). En cada reaccion se
utilizaron 500 ng del plasmido parental pGL4-PRKN (-970/+15) que contiene el
promotor de PRKN silvestre. Para la reaccion, se utilizo la polimerasa Pfu ultra HF,
dNTPs y amortiguador 10X proporcionado en el kit de mutagénesis. Estas

reacciones se realizaron siguiendo la curva de amplificacién de la tabla 2.

Tabla 2. Parametros para la PCR punto final para mutagénesis dirigida.

PCR punto final

94 °C 2 minutos 1 ciclo
94 °C 40 segundos

55°C 40 segundos 30 ciclos
68 °C 5 minutos
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Una vez finalizadas las PCR separadas, se juntd el contenido en un solo tubo y se
continuo con un proceso de desnaturalizacion y enfriamiento paulatino para permitir
el realineamiento de las hebras complementarias (Tabla 3). Enseguida, a 50 uL de
reaccion se le afladieron 30 U de la enzima de restricciéon Dpnl y se incub6 durante
16 horas a bafio maria a 37 °C para permitir la degradacion del plasmido parental
no mutado. Posterior a la digestion, se tomaron 3 uL de la reaccion y se
transformaron 50 uL de bacterias XL1-gold competentes siguiendo las instrucciones
indicadas en el kit de mutagénesis. Finalmente, las bacterias transformadas se
sembraron en agar Luria-Bertani (LB) con ampicilina (100 ng/mL) para permitir la
seleccion de bacterias que contuvieran el plasmido. La presencia del inserto de
interés se comprobd mediante una PCR dirigida a la regién de interés (FWD 5’-
GCCAGCTTGGTCCTCTT-3" y REV 5-CAGGCCCAGCAATCTTACGTC-3"), asi

como con secuenciacion de ADN.

Tabla 3. Protocolo para el realineamiento del plasmido sometido a mutagénesis.

Desnaturalizaciéon y realineamiento del nuevo plasmido sintetizado

95 °C 5 minutos

90 °C 1 minuto

80 °C 1 minuto

70 °C 30 segundos

60 °C 30 segundos

50 °C 30 segundos

40 °C 30 segundos

37°C Mantener hasta la digestion con Dpnl
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5.9.3. Transfeccién de células SH-SY5Y con los vectores pGL4-PRKN (-
970/+15) y pGL4-PRKN-XRE2-MUT y ensayos de transactivacion

Para realizar el ensayo de luciferasa, las células SH-SY5Y fueron transfectadas
transitoriamente con los plasmidos pGL4-PRKN (-970/+15) o pGL4-PRKN-XRE2-
MUT utilizando el reactivo de transfeccion GeneXPlus (ATCC) siguiendo las
instrucciones del fabricante. En resumen, un dia antes de la transfeccion, las células
fueron sembradas en una placa de 24 pozos a una densidad de 2 x 10° células/pozo
(confluencia del 50% al 80%) en 500 uL medio DMEM-F12 suplementado. El dia de
la transfeccion, el medio suplementado se cambidé por medio DMEM-F12 sin
antibiotico. Se diluy6 1 uL del reactivo GeneXPlus con 50 uL de medio Opti-MEM |
reducido en suero y se incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos. A la
dilucién anterior se le afiadio el plasmido reportero pGL4-PRKN (-970/+15) (0.5 ug)
y el plasmido pRL-CMV (0.05 ug, control interno) o pGL4-PRKN-XRE2-MUT (0.5
M) Y el plasmido pRL-CMV (0.05 pg). La mezcla se incub6é durante 15 minutos
adicionales a temperatura ambiente. La mezcla GeneXPlus/medio/ADN se afiadio
a 500 pL de medio de cultivo en cada pocillo de la placa de 24 pozos que contenia
células SH-SY5Y. Después de la transfeccion, las células se cultivaron durante 24
horas. Luego, se reemplazo6 el medio por uno fresco (completo), y las células se
incubaron con vehiculo DMSO (0.02%) o HCI (0.2 mM) durante 24 horas, o con
TCDD (10 nM) o quinurenina (100 uM) durante 6 y 24 horas.

Después del tratamiento, las células se lisaron y homogenizaron mediante
incubacion con un tampon de lisis pasiva (Promega) durante 15 minutos a
temperatura ambiente. La actividad de la luciferasa se determind utilizando el
sistema de ensayo de luciferasa Dual-Glo (Promega) segun las instrucciones del
fabricante, utilizando un luminémetro Modulus (Turner Biosystems). Los blancos se
obtuvieron realizando ensayos de actividad de luciferasa en células transfectadas
utilizando el vector pGL4-luc (vector vacio). Los niveles normalizados de actividad
de la luciferasa de luciérnaga se obtuvieron comparando la actividad de la luciferasa
de pGL4-PRKN (-970/+15), pGL4-PRKN-XRE2-MUT y pGL4-luc contra la actividad
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de la luciferasa Renilla de pRL-CMV. Esta normalizacion tiene en cuenta las

variaciones en la eficiencia de transfeccion y el nimero de células.

5.9.4. Evaluacién de la union del AHR al promotor del gen PRKN mediante el

ensayo de inmunoprecipitaciéon de la cromatina (ChlIP)

Previo a la inmunoprecipitacion, las células SH-SY5Y fueron tratadas con el
vehiculo DMSO (0.02%), TCDD 10 nM o quinurenina 100 uM durante 1 hora. El
ensayo de ChIP se llevé a cabo siguiendo el protocolo del kit A/G Plus agarose ChIP
(Santa Cruz Biotechnology). En resumen, las células fueron lavadas dos veces con
PBS frio y estéril, recolectadas y colocadas en un tubo de microcentrifuga de 1.5
mL. Las células fueron resuspendidas en 300 pL de PBS y se sometieron a un
entrecruzamiento usando formaldehido al 1% durante 10 minutos a 4 °C con
agitacion constante. El entrecruzamiento se detuvo con glicina al 0.125 M durante
10 minutos a 4 °C, y las células fueron centrifugadas a 400 x g durante 5 minutos a
4 °C. La pastilla celular se lavd con 200 uL de PBS frio y estéril, se centrifugo en las
mismas condiciones y se resuspendié en 1.5 mL de lisis celular. El lisado se
centrifugd a 400 x g durante 5 minutos a 4 °C, y la pastilla se recuperé como una
fraccion nuclear. La sonicacion de la fraccion nuclear se realizé en cuatro rondas
pulsadas, cada una a 50 Watts de potencia, durante 30 segundos con un sonicador
Cole Parmer Ultrasonic Processor (Vernon Hills). Bajo estas condiciones, se
obtuvieron fragmentos de ADN con un tamafio promedio de 300-700 pb. Los
extractos sonicados se evaluaron por espectrometria y se distribuyeron cantidades
iguales de cromatina en tubos de microcentrifuga de 1.5 mL y se pre-aclararon con
30 uL de agarosa A/G Plus (Santa Cruz Biotechnology) durante 30 minutos a 4 °C.
Se recupero el sobrenadante después de centrifugacion a 21,000 x g y se incubdé
toda la noche a 4 °C con una mezcla de 1 ug de anticuerpo monoclonal anti-AhR
(RPT9) (MA1-513, Thermo Fisher Scientific) y anti-Receptor AhR (A-3) (sc-133088,
Santa Cruz Biotechnology) para precipitar los complejos ADN-AHR. Se empled un
anticuerpo no especifico de caballo anti-IgG de raton (P1-2000, Vector Laboratories)
como control negativo. Se afiadié agarosa A/G Plus (Santa Cruz Biotechnology) y

se realiz6 una incubacién de 2 horas con rotacion. Las perlas se centrifugaron a
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13,000 x g durante 20 segundos y se lavaron dos veces con 0.3 mL de Buffer de
Lisis Alta Sal, seguido por dos lavados con 0.3 mL de Buffer de Lavado, y finalmente,
las perlas se resuspendieron en 0.3 mL de Buffer de Elucion (Santa Cruz
Biotechnology) y se realizé la reversion del enlace cruzado incubando los tubos en
un bafio de agua a 67 °C, mezclando ocasionalmente, durante 2 horas. Las
muestras fueron centrifugadas y el sobrenadante se recogio e incub6 en el bafio de
agua a 67 °C durante la noche. Las muestras fueron tratadas con Proteinasa K a
una concentracion final de 20 pg/mL durante dos horas a 37 °C. EI ADN se purifico
utilizando un volumen igual de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1). La fase
acuosa se recuperd después de la centrifugacion a 800 x g y se mezcld con
cloroformo/alcohol isoamilico (24:1). La nueva fase acuosa se separd por
centrifugacion a 800 x g y se precipitd con tres volimenes de etanol absoluto,
lavando dos veces con etanol al 70%. Las pastillas se resuspendieron en 30 uL de
agua libre de ADNasa/RNAasa. El ADN input se aislo siguiendo el mismo protocolo.
El enriquecimiento del ADN en la region promotora del gen PRKN, que contiene
posibles sitios de unién de AHR (-116 a -24 pb), se analizé mediante qPCR. Los
cebadores FWD y REV utilizados fueron 5-GGCAGGAGGCGTGAGGAGAA-3" y
5"-CGGCCCTAGGAATGCGCAC-3", respectivamente. Cuarenta microgramos de
ADN de ChIP o de ADN input se mezclaron con 200 nM de cada cebador de PCR y
5 mL Master Mix KAPPA SYBR FAST gPCR (Sigma-Aldrich) en un volumen total
de 10 uL. La gPCR se realizo utilizando un sistema de PCR en tiempo real Step
One (Applied Biosystems). Las mezclas de reaccion se incubaron a 95 °C durante
5 minutos, seguido de amplificacion a 95 °C durante 10 segundos, unién a 65 °C
durante 10 segundos y extension a 72 °C durante 10 segundos, durante un total de
40 ciclos. Todos los experimentos se realizaron en triplicado y cada muestra se

sometié a PCR por duplicado.
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5.9.5. Andlisis estadistico

Los resultados estan expresados como el promedio + desviacion estandar (DE) de
al menos tres experimentos independientes. Los datos fueron analizados mediante
analisis de varianza de una via (ANOVA) seguido de pruebas post-hoc de
Bonferroni, o bien t de Student, utilizando el software SigmaPlot 11.0. La

significancia estadistica se definio como p<0.05.
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6. Resultados

Estudios previos de nuestro grupo de investigacion indican que el AHR activado por
el TCDD induce los niveles de ARNm y proteina de Parkina en el mesencéfalo
ventral de ratén. Considerando lo anterior, este estudio estuvo dirigido para
averiguar si estos mecanismos son compartidos en células neurales humanas, asi
como caracterizar el mecanismo molecular por el cual el AHR regula al gen de

PRKN cuando es activado por distintos ligandos.

Inicialmente, examinamos una region del promotor del gen PRKN que incluye 600
pb, desde -500 pb hasta +100 pb con respecto al sitio de inicio de transcripcion
(TSS, por sus siglas en inglés) con el objetivo de identificar todos los SUFT que
podrian ser clave para la regulacién de la Parkina humana, incluyendo los XREs a
los que se une el heterodimero AHR:ARNT. La figura 5 muestra los SUFT
identificados en la region promotora de PRKN con al menos un 95% de similitud de
secuencia con la matriz de union de FT documentada en TRANSFAC (69). Los
SUFT indicados con color verde son aquellos cuyos FT cuentan con evidencia
previamente reportada, relacionada con la regulacion positiva de la expresion de
PRKN. Entre ellos, solamente el factor de transcripcion activador 4 (ATF4), el factor
de union al elemento de respuesta cAMP (CREB), HIF1a, el factor de respiracion
nuclear 1 (NRF1) y la proteina tumoral p53, regulan directamente a PRKN mediante
Su union al promotor. Los que se muestran en color azul son aquellos SUFT cuyos
FT cuentan con evidencia previamente reportada sobre la represion de la expresion
de PRKN. Adicionalmente, se identificaron dos XREs putativos (indicados por
cuadros rojos) cercanos al TSS del promotor del gen PRKN, uno ubicado a -100 pb
(XRE1) y el otro ubicado a -40 pb (XRE2).
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Figura 5. Andlisis in silico de los SUFT en la regidon promotora del gen PRKN (-500 bp/+100
bp). La secuencia nucleotidica se obtuvo del sitio web de NCBI (https:/www.ncbi.nlm.nih.gov/)

usando el nimero de acceso de GenBank NC_000006.12 que se expande desde 500 pb rio arriba
hasta 100 pb rio abajo del TSS. La busqueda de SUFT se realiz6 con el software ALGGEN-PROMO,
estableciendo un 95% como tasa minima de similitud en la matriz de unién del FT. La anotacion de
secuencia se realizé con el software SnapGene viewer. Los SUFT cuyos FT regulan positivamente
a PRKN (basado en evidencia experimental) estan representados por cuadros verdes, los FT
represores de PRKN estan representados por cuadros azules. Los cuadros grises indican FT para
los que no se encontré evidencia relacionada a la regulacion de PRKN y los cuadros rojos
representan los SUFT del AHR:ARNT (XREs). La tabla superior muestra una lista de los FT
identificados como reguladores del gen PRKN. La evidencia sobre la regulacion esta indicada por su
respectivo PMID.

Con el objetivo de averiguar la importancia de los dos XRE identificados en el
promotor del gen PRKN, realizamos un analisis de homologia de secuencias. Para
ello, se obtuvieron secuencias de promotores de 42 especies de vertebrados
(incluyendo al humano) y se realizaron alineamientos multiples de secuencias

utilizando la herramienta CLUSTAL Omega, considerando como base las regiones
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gue corresponden al XRE1 y al XRE2 del promotor de PRKN humano (Figura 6).

Las secuencias promotoras de las especies que alinean con el humano se

obtuvieron de la base de datos EPD.
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Figura 6. Analisis de homologia de secuencias de los XREs identificados en el promotor del

gen PRKN. Las regiones que incluyen el XRE1 y el XRE2 del promotor del gen PRKN humano se

alinearon con las secuencias de 41 especies de vertebrados utilizando CLUSTAL Omega version

1.2.4. Las regiones que corresponden a los XREs de AHR:ARNT se sefialan en el recuadro rojo. En

la parte superior izquierda se muestra la secuencia de union consenso del AHR:ARNT (matriz de
union MA0006.1) reportada en la base de datos de JASPAR.
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Como se observa en la figura 6, el XREZ2 localizado a -40 pb del TSS se encuentra
conservado en casi el 100% de las especies analizadas, lo que sugiere su potencial
relevancia funcional en la regulacion génica de PRKN. El XRE1 también muestra un
alto grado de conservacion, pero sélo en los primates. Ademas, de acuerdo a la
secuencia de union consenso del AHR:ARNT (imagen superior izquierda, Figura 6),
las bases T y G finales son indispensables para la union del heterodimero; esto se
ve reflejado en la alta conservacion de estos nucleotidos en ambos XREs de la gran

mayoria de las especies analizadas.

Con el objetivo de investigar el impacto de la activacion del AHR sobre la expresion
de Parkina, verificamos que la via gendmica canonica del AHR se indujera in vitro
en las células SH-SY5Y tratadas con TCDD. Estudios previos sefialan que una vez
gue el agonista interactta con el AHR este es activado y transloca al nacleo celular,
con la consecuente induccién de la expresion de sus genes blanco, evento que se
observa desde la primera hora de tratamiento (70-72). Considerando lo anterior,
tratamos a las células SH-SY5Y con TCDD 10 nM durante una hora y evaluamos la
translocacion nuclear del AHR por medio de inmunofluorescencia y microscopia
confocal. En la figura 7a se muestra que después de 1 hora de tratamiento con
TCDD, el AHR citoplasmico se transloca hacia el ndcleo celular, lo que es indicativo
de su activacion. Por el contrario, la pre-incubacién con el antagonista del AHR
CH223191, el cual se une al sitio de union a ligando del receptor sin inducir su
activacion, bloguea la activacion del AHR inducida por el TCDD. Estas
observaciones nos indican que el AHR es capaz de activarse y translocar al nucleo
en las células SH-SY5Y una vez que se une a un agonista como el TCDD.
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Figura 7. Evaluacion de la funcionalidad transcripcional del AHR en células SH-SY5Y.

a) Efecto del tratamiento con el agonista TCDD vy el antagonista CH223191 sobre la translocacion
nuclear del AHR en células SH-SY5Y. Las células fueron incubadas con el vehiculo DMSO (0.02%)
durante 1 hora, TCDD (10 nM) durante 1 hora, o pre-incubadas con CH223191 (10 uM) durante 1
hora antes del tratamiento con TCDD (10 nM). Se realizé una inmunotincidbn con anticuerpos
especificos contra AHR (verde) o -actina (rojo) y una co-tincion con DAPI (azul) para detectar los
nacleos. Barra de escala, 20 ym. b) Evaluaciéon de la induccion del ARNm de CYP1Al1 como
indicador de la activacion transcripcional del AHR. Las células SH-SY5Y fueron tratadas con el
vehiculo DMSO (0.02%) durante 2 horas, TCDD (10 nM) durante 0.5, 1y 2 horas, o pre-incubadas
con CH223191 (10 uM) durante 1 hora antes del tratamiento con TCDD (10 nM). Los niveles de
ARNm de CYP1A1 fueron determinados mediante RT-qPCR y normalizados al gen de referencia
HPRT. Los resultados se expresan como el promedio *+ desviacion estandar de tres experimentos
independientes. Para evaluar la significancia estadistica se utilizaron pruebas ANOVA y post hoc de
Bonferroni. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

Ademads, de la translocacién nuclear, otro evento importante que es indicativo de la
activacion de la ruta gendmica canonica del AHR, es la induccién de la expresion
de sus genes blanco, como el CYP1A1, CYP1B1 y AHRR, entre otros (72). Por lo
tanto, evaluamos los niveles de expresion del ARNm de CYP1A1 como biomarcador
de la activacion transcripcional mediada por el AHR. Como se muestra en la figura
7b, la induccion del ARNm de CYP1Al fue tiempo-dependiente después del
tratamiento con TCDD. Esta induccién fue inhibida por el pre-tratamiento con
CH223191, lo que indica que este antagonista puede bloquear la induccién de la

expresion génica promovida por el TCDD. En conjunto, estos resultados indican que
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el AHR es funcionalmente activo en las células de NB SH-SY5Y y que este modelo
es adecuado para evaluar los efectos de la activacion de la ruta genomica canodnica
del AHR.

Una vez confirmada la actividad transcripcional del AHR en las células SH-SY5Y,
examinamos los efectos del TCDD sobre la expresién de la Parkina. Para ello,
evaluamos los efectos de la activacion transcripcional del AHR sobre los niveles del
ARNmM de PRKN. Como se observa en la figura 8a, el tratamiento con TCDD resulté
en un incremente ligero y transitorio (1.5 veces) a las 2 horas de tratamiento. Los
niveles de ARNm de PRKN fueron mas persistentes después de 16 horas de
tratamiento, manteniéndose hasta las 24 horas con un incremento cerca de 2.5
veces con respecto al control. Para dilucidar si dicha induccién era dependiente de
la activacion transcripcional del AHR, realizamos un pre-tratamiento con CH223191
antes de exponer a las células al TCDD. Como se muestra en la figura 8b, la
regulacion positiva de ARNm de PRKN fue dependiente de la activacién del AHR,

dado que el CH223191 bloqued la induccién observada a las 24 horas.

Una vez establecidos los efectos del TCDD sobre la expresion de ARNm de PRKN,
investigamos si el incremento observado en el ARNm se traducia en incrementos a
nivel de proteina. Como se observa en la figura 8c, la activacion del AHR con TCDD
resulta en una sobreexpresion mantenida de la Parkina desde las 0.5 horas de
tratamiento. Similar a los efectos sobre el ARNm de PRKN, la induccién de la
expresion de Parkina a nivel proteico es dependiente de la activacién transcripcional
del AHR, dado que el tratamiento con CH223191 disminuye los efectos inducidos
por TCDD (Figura 8d).
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Figura 8. Efectos del TCDD sobe la expresion de la Parkina. a) Niveles de ARNm de PRKN
inducidos por el TCDD. Las células SH-SY5Y fueron tratadas con vehiculo DMSO (0.02%) o TCDD
(10 nM) durante 0.5-24 horas. Se extrajo ARN total y se determinaron los niveles de ARNm de PRKN
mediante RT-qPCR; los resultados se normalizaron a la expresion del gen de referencia HPRT. b)
Evaluacion de la expresion de ARNm de PRKN dependiente del AHR. Las células SH-SY5Y fueron
tratadas con vehiculo DMSO (0.02%) durante 24 horas, TCDD (10 nM) durante 24 horas, o
CH223191 (10 uM) durante 1 hora antes de TCDD (10 nM) durante 24 horas. Los niveles de
expresion del ARNm de PRKN se determinaron mediante RT-gPCR utilizando la expresion de HPRT
para normalizar los datos. ¢) Niveles de proteina de Parkina inducidos por el TCDD. Se realizé una
curva de tiempo de tratamiento con TCDD (10 nM) desde 0.5 hasta 24 horas para evaluar los niveles
de proteina de Parkina. Los extractos de proteinas totales se sometieron a Western blot y los niveles
de proteina de Parkina se analizaron mediante densitometria utilizando B-actina como control de
carga. Debajo de la grafica se muestra una imagen representativa de Parkina y B-actina en células
SH-SY5Y tratadas con TCDD. d) Evaluacion de la expresion de proteina de Parkina dependiente del
AHR. Las células SH-SY5Y fueron tratadas con vehiculo DMSO (0.02%) durante 8 horas, TCDD (10
nM) durante 8 horas, o CH223191 (10 pM) durante 1 hora antes de TCDD (10 nM) durante 8 horas.
Los extractos de proteinas totales se sometieron a Western blot y los niveles de expresion de
proteina se analizaron como en el panel c. Los resultados estdn expresados como el promedio +
desviacién estandar de tres experimentos independientes. Para evaluar la significancia estadistica
se realizaron pruebas ANOVA y post hoc de Bonferroni. * p<0.05, ** p<0.005, *** p<0.001.
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Es importante mencionar que el incremento en los niveles de la proteina de Parkina
fue observado antes de la induccién de ARNm (2 horas, Figura 8a), lo que podria
sugerir que el TCDD no solo tiene efectos transcripcionales sino también post-
transcripcionales sobre la expresién de la Parkina. En conjunto, estos resultados
indican que la activacion transcripcional del AHR modula de manera positiva los

niveles de ARNm y proteina de la Parkina.

Con el objetivo de caracterizar el mecanismo molecular de regulacion del gen
PRKN, clonamos rio arriba de un gen reportero de luciferasa en el vector pGL4-luc,
un fragmento de aproximadamente 1 kb de la regién promotora del gen PRKN
(desde -970 pb hasta +15 pb respecto al TSS, Figura 9).

1 2 3 4 5 6 7 Figura 9. Caracterizacion del vector
. ' recombinante pGL4-PRKN (-
970/+15) mediante digestiones con
las enzimas de restriccién Kpnl y
Xhol. El tamafio esperado del vector
recombinante pGL4-PRKN (-970/+15)
es de ~5.3 kb (carril 2) y el tamafio del
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. w20kh ™ = DPRKN es de ~1 kb (carril 3 banda
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S .. e 1.0kb - tamarios del vector vacio

- - - pGL4.10[luc2] linearizado (carril 5,
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- - & - o .

- - - - vectores sin digerir (carril 1 y 6). Los

- - - - .

4 - - carriles 4 y 7 muestran el marcador de

peso molecular de 1 kb.

El vector recombinante pGL4-PRKN (-970/+15) fue transfectado a las células SH-
SY5Y y después de 24 horas se realizaron tratamientos con TCDD 10 nM durante
6 y 24 horas. Lo anterior, para evaluar los efectos de la exposiciéon al TCDD sobre
la transactivacion del promotor del gen de PRKN en las células de NB a tiempos
cortos y prolongados. En la figura 10a se observa como la actividad de luciferasa
generada por pGL4-PRKN (-970/+15) en condiciones basales (vehiculo) fue

significativamente mas alta que la del vector vacio (pGL4-luc), lo que indica que la
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region promotora clonada tiene funcionalidad transcripcional. De manera
importante, después de 24 horas de tratamiento con TCDD, la actividad luciferasa
se incrementd 2 veces mas. Por el contrario, no se observaron cambios a las 6
horas de tratamiento con TCDD. Esto indica que la exposicion prolongada a TCDD
(més de 6 horas) lleva a la transactivacion del promotor del gen de PRKN y que la
exposicion a tiempos menores de 6 horas no es suficiente para observar

incrementos en la activacion transcripcional del gen PRKN.

Posteriormente, evaluamos si la activacion del AHR resultaba en su reclutamiento
al promotor del gen PRKN. Mediante ChIP se determind la unién del AHR ala regién
que incluye los dos XREs dentro del promotor de PRKN. El ensayo de ChIP es una
técnica de biologia molecular que ha sido adoptada como el método maestro para
analizar la interaccion de proteinas, especialmente FT, con el ADN en su forma
nativa. Esta técnica emplea anticuerpos especificos contra el FT de interés, que se
utilizan para aislar, por medio de inmunoprecipitacion, las regiones del ADN donde
el FT se encuentra unido. Posteriormente, combina la técnica de g-PCR para
estimar el enriquecimiento de esta union por medio de la amplificacion de la

secuencia de interés a la cual se espera encontrar unido al FT (73).
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Figura 10. Caracterizacion de laregulacion transcripcional del gen PRKN mediada por el AHR
activado con TCDD. a) Transactivacion del promotor de PRKN mediada por el TCDD. Las células
SH-SY5Y se co-transfectaron con pGL4-luc (vector control) mas pRL-null o pGL4-PRKN (-970/+15)
mas pRL-null. Después de 24 horas post-transfeccion, las células se incubaron con vehiculo (DMSO
al 0.02%) durante 24 horas o con TCDD (10 nM) durante 6 y 24 horas. Se obtuvieron los extractos
de proteinas y se determiné la actividad de la luciferasa normalizando los datos a la actividad de
Renilla (pRL-CMV). Se muestra el cambio en la actividad de luciferasa en comparacién con el
vehiculo. b) Evaluacion del reclutamiento del AHR activado por TCDD en el promotor del gen PRKN.
Las células SH-SY5Y incubadas con vehiculo o TCDD (10 nM) durante 1y 24 horas se usaron para
el andlisis de ChIP utilizando dos anticuerpos especificos para el AHR y uno para IgG de ratén no
especifico. Para el paso final de qPCR, se utilizaron cebadores especificos para la region que
flanquea los dos XRE de AHR:ARNT (desde -116 hasta -24 pb, consultar Figura 5) en el promotor
del gen PRKN. Los niveles de amplificacién del promotor se calcularon en relacion al ADN input. c)
Influencia del sitio de unién conservado XRE2 sobre la activacién transcripcional de PRKN mediada
por el TCDD. El sitio XRE2 dentro de pGL4-PRKN (-970/+15) se muté en los dos nucleétidos mas
conservados T y G para generar el constructo mutante XRE2-MUT (lado izquierdo). Los constructos
XRE2 silvestre (XRE2-WT) o XRE2-MUT dentro de pGL4-PRKN (-970/+15) o el vector control pGL4-
luc, fueron co-transfectados junto con pRL-null dentro de las células SH-SY5Y, seguido de
tratamientos tanto con TCDD (10 nM) y con DMSO (0.02%), ambos por 6 y 24 horas. La actividad
de la luciferasa se determind normalizando los datos a la actividad de Renilla (pRL-CMV). Los
resultados se expresan como el promedio * desviacion estandar de tres experimentos
independientes. Se realizaron pruebas ANOVA y post-hoc de Bonferroni (en a 'y b) ot de Student
(en c) para evaluar la significacién estadistica. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.002.
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Se ha reportado que la union del AHR a sus genes blanco es mayor a la primera
hora de tratamiento con sus agonistas (72); por lo tanto, examinamos la union del
AHR al promotor del gen PRKN a 1 hora del tratamiento con TCDD. Como se
muestra en la figura 10b, se observa la unién basal del AHR a la regién del promotor
del gen PRKN que incluye los XRE localizados en el andlisis in silico (-116 a -24 pb,
Figura 5), dado que la amplificacion de esta region fue significativamente mayor en
los ensayos con vehiculo y a-AHR comparado con los ensayos con vehiculo y a-
IgG. Interesantemente, el tratamiento con TCDD no increment6 la unién basal del
AHR al promotor del gen PRKN comparado con el vehiculo control. En contraste,
hubo una tendencia a una menor union (Figura 10b). Estos resultados fueron
similares a 1 hora y 24 horas de tratamiento con TCDD, indicando que la regulacién
positiva de Parkina mediada por el AHR no depende directamente de la unién de
este FT al promotor del gen PRKN y sugiriendo que podria estar involucrada la
participacion de otros factores que regulan a la Parkina rio abajo de la activacion
del AHR por el TCDD.

El analisis in silico del promotor de PRKN revel6 dos sitios putativos de union del
heterodimero AHR:ARNT (Figura 5), el XRE1 y XRE2. De estos, el XRE2 tiene un
alto grado de conservacion entre especies (Figura 6) lo que sugiere su importancia
funcional en la regulacion de PRKN. Con el objetivo de evaluar la contribucion del
XRE2 en la activacion transcripcional de PRKN, se mutaron las dos bases mas
conservadas (T y G) de la secuencia de union consenso reportada para el
AHR:ARNT (matriz de unibn MA0006.1, JASPAR) y se realizaron ensayos de
luciferasa. Como se muestra en la figura 10c, la mutacion del XRE2 disminuye la
transactivacion de PRKN promovida por el TCDD. Sin embargo, una activacion
residual pero significativa sigue siendo observada a pesar de la mutacion de este
sitio. Esto sugiere que bajo el tratamiento con TCDD la induccion de PRKN esta
mediada por mecanismos dependientes e independientes de este motivo de union.
Sin embargo, dado que los ensayos de ChIP no mostraron la unién del AHR al
promotor de PRKN (Figura 10b), la regulacién positiva de la Parkina inducida por el
TCDD podria estar regulada por la union de otros FT diferentes al AHR; tales como
ATF4, CREB1, HIF1a, NRF1 y p53 (Figura 5).
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Dado que la induccion de la expresion de la Parkina mediada por el TCDD no
depende directamente de la unién del AHR al promotor, investigamos potenciales
reguladores de Parkina que podrian estar involucrados en la sefializacion del AHR.
Para ello, realizamos una extensa revision bibliografica basada en los SUFTs que
se predijeron en el andlisis in silico. La figura 5 muestra a los FT asociados con la
regulacion positiva (color verde) o negativa (color azul) del promotor del gen PRKN
junto con su respectivo PMID donde se reporta la evidencia experimental. Entre
estos, se identifico a ATF4, CREB1, HIF1a, NRF1 y p53, como reguladores directos
del gen PRKN a través de su unién al promotor (demostrado por ensayos de ChiIP)
(74-77). Para identificar al candidato mas plausible asociado con la sefializacion del
AHR, se utilizo la base de datos STRING para generar redes de interaccion
proteina-proteina de los FTs conocidos por regular a PRKN. El analisis se realizé
con un puntaje minimo de confianza de 0.9 (maxima confianza) para predecir un
posible vinculo entre AHR:ARNT y los FTs que, segun la evidencia cientifica,
regulan positivamente a PRKN. Estos fueron HIF1la, ATF4, CREB1, TP53 y NRF1.
Como se ilustra en la figura 11a, el analisis revel6 un considerable numero de
interacciones entre HIF1a y AHR:ARNT, asi como CREB1:ATF4 y AHR:ARNT.
Entre estas, seleccionamos a CREB1:ATF4 como mediadores potenciales entre
AHR y PRKN, basados en evidencia solida que demuestra la capacidad de
ATF4:CREB1 para modular la expresion génica de PRKN en nuestro mismo modelo
de estudio, las células de NB SH-SY5Y (75, 78-81). Aunado a esto, evidencia
emergente ha propuesto al gen de ATF4 como un blanco del AHR (82, 83).
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Figura 11. Andlisis de las redes de interaccion de los posibles intermediarios en el eje AHR-
PRKN. a) Redes de interaccion proteina-proteina de los FT que regulan positivamente al gen PRKN
(tomados de la Figura 5). La prediccion se realizé en la base de datos STRING estableciendo un
valor minimo de interaccién de 0.9 (maxima confianza). b) Redes de interaccién gen-gen entre
AHR:ARNT, ATF4:CREB1 y PRKN. La prediccion se realizé utilizando el servidor GeneMANIA. Los
nodos representan genes, mientras que las lineas representan las interacciones. Los nodos con
rayas muestran los genes de entrada para el analisis, mientras que los nodos no rayados representan
otros genes predichos que interacttan. El relleno de colores de los circulos indica funciones celulares
relacionadas (coédigo de colores a la derecha). Cada codigo de color de las lineas representa el tipo
de interaccién predicho (cédigo de colores a la derecha), y el grosor indica el grado de la red de
interaccion. Las interacciones se consideraron estadisticamente significativas con un FDR <0.05.
GeneMANIA calcula los valores de FDR utilizando el procedimiento de Benjamini-Hochberg, que

esta integrado en su servidor de acceso libre.

Para investigar alin mas las posibles asociaciones entre CREB1:ATF4, AHR:ARNT
y PRKN, se construyeron redes de interaccion génica utilizando el servidor de
GeneMANIA. Este analisis se realizé ingresando los genes AHR, ARNT, ATF4,
CREB1 y PRKN. Los resultados revelaron una probable conexion entre estos
factores a través de diversas redes, que incluyen interacciones fisicas, co-
expresion, interacciones genéticas y rutas de sefializacion compartidas (Figura
11b). Es importante destacar que también se identificé que estos genes comparten

su participacion en procesos bioldgicos relacionados con el estrés celular, los cuales
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estan indicados por las areas de colores dentro de los circulos en la figura 11b.
Estos procesos incluyen la respuesta celular al estrés quimico, la regulacion de la
transcripcion de ADN en respuesta al estrés y la respuesta al estrés del reticulo
endoplasmatico (RE). Basandonos en las redes de interaccion predichas por
STRING y GeneMANIA, proponemos que un eje AHR-ATF4-PRKN podria ser
biol6gicamente plausible. Apoyando esta hipétesis, diversos estudios han descrito
gue el gen PRKN es un objetivo transcripcional directo de ATF4 en las células SH-
SYS5Y (75, 79). Por otra parte, otros estudios han encontrado que varios ligandos
del AHR, incluyendo el TCDD, pueden aumentar los niveles de ARNm y proteina de
ATF4 en diversos modelos celulares (83-85). Sin embargo, a la fecha no existe

evidencia que vincule la sefializacion del AHR con la via ATF4-PRKN.

Considerando esta informacion, postulamos que existe una asociacion convincente
entre la sefalizacion AHR-ATF4 y la sobreexpresion de Parkina. Por lo tanto,
nuestro siguiente objetivo fue evaluar los niveles de expresion de ATF4 tras la
activacion del AHR por TCDD.

La traduccion del ARNm de ATF4 se encuentra reprimida en condiciones normales
y la presencia de proteina de ATF4 es indicativo de su actividad como FT (86). Por
lo que inicialmente evaluamos los niveles de expresion de proteina de ATF4 en
respuesta al tratamiento con TCDD. Dado que la induccion méas temprana de ARNm
de PRKN fue a las 2 horas de tratamiento con esta dioxina. Verificamos que en un
lapso de tiempo de 0.5 a 2 horas de tratamiento existiera una induccién de los
niveles de ATF4. El analisis por Western blot revel6 un aumento significativo en los
niveles de proteina de ATF4 desde los 30 minutos de tratamiento con TCDD (Figura
12a). El incremento en los niveles de ATF4 fue acompafiado por la induccion en los
niveles de proteina CYP1A1, lo que indica que junto con la induccién de ATF4, se

esta activando la sefalizacion del AHR (Figura 12a).
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Figura 12. Efectos del AHR activado por TCDD sobre los niveles de expresion de ATF4 y el
estrés del RE. a) Niveles de expresiéon de proteina de ATF4 y CYP1A1l bajo el tratamiento con
TCDD. Las células SH-SY5Y se trataron con vehiculo (DMSO al 0.02%) durante 2 horas o con TCDD
(10 nM) durante 0.5, 1y 2 horas. Los extractos de proteinas totales se sometieron a Western blot, y
la expresion de proteinas se analizd mediante densitometria utilizando (3-actina como control de
carga. b) Niveles de expresion de ARNm de ATF4 inducido por la activacion de AHR con TCDD. Las
células SH-SY5Y se trataron con vehiculo durante 2 horas, TCDD (10 nM) durante 0.5, 1y 2 horas,
0 se preincubaron con CH223191 (10 pM) durante 1 hora antes del tratamiento con TCDD (10 nM)
durante 2 horas. Los niveles de ARNm de ATF4 se determinaron mediante RT-PCR y se
normalizaron a la expresion del gen de referencia HPRT. c) Efectos de la activacion del AHR mediada
por TCDD sobre los niveles de proteinas de GRP78 y ATF4. Las células SH-SY5Y se trataron con
vehiculo durante 1 hora, TCDD (10 nM) durante 1 hora, o CH223191 (10 uM) durante 1 hora antes
del tratamiento con TCDD (10 nM) durante 1 hora. Los extractos de proteinas totales se sometieron
a Western blot, y la expresion de proteinas se analiz6 mediante densitometria utilizando (-actina
como control de carga. En todos los casos los resultados se representan como el promedio +
desviacion estandar de tres experimentos independientes. Se realizaron pruebas ANOVA y post-hoc
de Bonferroni para evaluar la significacién estadistica. *p<0.05, **p<0.005, **p<0.001, ns = no
significativo.
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Posteriormente, investigamos si la activacion del AHR mediada por TCDD influencia
la expresion de ATF4 a nivel de ARNm. La Figura 12b muestra que la dioxina
condujo a un aumento significativo en los niveles de ARNm de ATF4 después de 1
y 2 horas de tratamiento, mientras que a las 0.5 horas el incremento no alcanzo la
significancia estadistica. De manera importante, cuando bloqueamos la activacion
del AHR con CH223191 la induccion de ARNm de ATF4 se abate, esto sugiere que
la induccibn de ATF4 depende de la activacion transcripcional del AHR.
Notablemente, se observaron incrementos en los niveles de proteina ATF4 antes
de la induccién de ARNm, lo que sugiere una posible modulacion de la traduccién
de ATF4 por el tratamiento con TCDD.

ATF4 es un FT cuya traduccion se activa como respuesta al estrés del RE (87). De
la mano con esto, estudios previos en otros modelos celulares han demostrado que
el TCDD activa las vias de respuesta al estrés del RE, que culminan en la activacién
de la cascada de sefializacion PERK-elF2a (88). La activacion de PERK-elF2a lleva
a la estimulacion de la traduccion de ARNm de ATF4, aumentando asi los niveles
de proteina de ATF4 (87).

Con base a lo anterior, investigamos si en nuestro modelo de estudio el aumento de
ATF4 mediado por el TCDD estuvo acompafiado por la activacion de la respuesta
al estrés del RE, asi como la participacion del AHR en este proceso. Con este fin,
examinamos el efecto del tratamiento con TCDD en la inducciéon del marcador de
respuesta al estrés del RE GRP78. GRP78 o Bip es una proteina chaperona que se
encuentra anclada a receptores de la membrana del RE manteniéndolos inactivos.
Pequefas perturbaciones celulares que afecten la homeostasis del RE activaran la
ruta de proteinas mal plegadas (UPR), que a su vez liberaran a GRP78 de los
receptores del RE, activando rutas de respuesta al estrés con el objetivo de
restaurar el balance (89, 90). Por lo tanto, en condiciones fisiologicas normales,
GRP78 se expresara a un nivel bajo, pero en condiciones de estrés del RE, se
desencadenara su aumento. Nuestros resultados muestran que después de 1 hora
de tratamiento con TCDD los niveles de GRP78 aumentaron significativamente.

Interesantemente, el incremento de GRP78 no fue mediado por la activacion del
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AHR, ya gue su induccion no fue bloqueada por el CH223191 (Figura 12c). Estos
resultados indican que el estrés temprano del RE es inducido por el TCDD y no
propiamente por la activacion del AHR. Sin embargo, bajo este ambiente de estreés,
el AHR si influencia tanto la expresion del gen ATF4 como los niveles de proteina.
Esto indica que la induccion de Parkina promovida por el TCDD es mediada por la
activacion del AHR e involucra induccién de ATF4, aungque de la mano con esto, el

TCDD induce estrés celular.

Varias investigaciones han evidenciado los efectos toxicos del TCDD en las células
neurales (52, 91, 92). Esto sugiere que el uso de esta dioxina para promover la
activacion del AHR no es una estrategia 6ptima para inducir a la Parkina y estudiar
los posibles efectos neuroprotectores. Sin embargo, existen otros agonistas del
AHR que no son neurotéxicos y que se generan enddgenamente por el metabolismo
celular. En este sentido, estudiamos si la activacion del AHR con un ligando no

téxico también induce los niveles de Parkina.

Los resultados de ChIP revelaron que, aunque el tratamiento con TCDD no
incrementd la unién de AHR al promotor del gen PRKN, ya existia una interaccion
basal del AHR con el promotor (Figura 10b). Esto sugiere que la activacion
endogena del AHR promueve la union al promotor del gen PRKN. Los metabolitos
del Trp son agonistas enddgenos del AHR, y mas del 95% del Trp en los mamiferos
se metaboliza a través de la via de la quinurenina; siendo este el principal catabolito
de esta via y el agonista enddégeno mas importante para el AHR (93). Con base a lo
anterior, investigamos si la activacion del AHR con quinurenina, administrada de
manera exdgena, influencia los niveles de Parkina. Para ello, inicialmente tratamos
a las células SH-SY5Y con 100 uM de quinurenina y evaluamos los efectos sobre
PRKN a nivel transcripcional. Como se observa en la figura 13a, la activacion de
AHR por quinurenina resultoé en el aumento de los niveles de ARNm de PRKN desde
los 30 minutos de tratamiento, la cual se mantiene a lo largo de la mayoria de los
los tiempos evaluados. Esto indica que a diferencia del TCDD, la induccion del gen
de PRKN mediada por quinurenina se da a tiempos mas cortos y tiene un

comportamiento sostenido. Cabe destacar que, en estas células, la quinurenina esta
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activando eficientemente la sefalizacion del AHR dado que también se observan
incrementos en los niveles de ARNm de CYP1A1l (Figura 13a). Asimismo, se
comprobo que la induccion de PRKN esta mediada por la activacion del AHR dado
gue el pretratamiento con CH223191 bloqued la induccién de ARNm (Figura 13b).
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Figura 13. Efectos del AHR activado por quinurenina sobre los niveles de ARNm de Parkina.
a) Niveles de ARNm de PRKN y CYP1A1 inducidos por quinurenina. Las células SH-SY5Y se
trataron con vehiculo (HCI 0.2 mM) durante 24 horas o con quinurenina (Quin, 100 yM) durante un
periodo que varié de 0.5 a 24 horas. Los niveles de ARNm de PRKN y CYP1Al se evaluaron
mediante RT-qPCR, y los resultados se normalizaron a la expresién endégena de HPRT. b)
Evaluacion de la expresion de ARNm de PRKN dependiente de AHR inducida por quinurenina. Las
células SH-SY5Y se trataron con vehiculo durante 24 horas, Quin (100 uM) durante 24 horas o
CH223191 (10 yM) durante 1 hora antes del tratamiento con Quin (100 uM) durante 24 horas. Los
niveles de expresion de ARNm de PRKN se determinaron mediante RT-qPCR utilizando la expresién
de HPRT para normalizar los datos. Los resultados estan expresados como el promedio + desviacion
estandar de tres experimentos independientes. Se realizaron pruebas ANOVA y post-hoc de
Bonferroni para evaluar la significacion estadistica. * p<0.05, ** p<0.01, ** p<0.002.
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Para caracterizar el mecanismo molecular de induccion de PRKN, realizamos
ensayos de transactivacion y de ChIP. Como se observa en la figura 14a, el
tratamiento con quinurenina conduce a una transactivacion temprana del promotor
del gen PRKN, con efectos observados antes de las 6 horas y que se mantienen
hasta las 24 horas de tratamiento. Interesantemente, a diferencia del TCDD, la
regulacion positiva de PRKN mediada por quinurenina esta dada por la unién del
AHR al promotor 0, en otras palabras, por la via gendmica canénica del AHR (Figura
14b). Apoyando este hallazgo, los ensayos de mutagénesis dirigida confirmaron que
la regulacién de PRKN mediada por la activacién del AHR con quinurenina sigue la
ruta gendmica canonica, donde el XRE2 es indispensable para la transactivacion
del promotor (Figura 14c). Ademas, la quinurenina no solo influencia los niveles de
la Parkina a nivel trancripcional, sino que también a nivel traduccional, promoviendo
la expresion de proteina de Parkina de manera dependiente del AHR (Figura 15ay
15b).

Es importante destacar que a diferencia del TCDD, la quinurenina no indujo los
niveles de proteina de ATF4 ni el marcador de respuesta al estrés del RE GRP78
(Figura 15c), seialando que dependiento del ligando, se pueden activar diferentes

vias de sefializacion mediadas por el AHR.

63



2.0 1 . 1.0
= e
™ = . e

© ek o
2 & s o8
& 15 ax e
s 53
: I
E g é 0.6
£ 109 2w
E=3 o wu
g £ 2 04+
3 E3
T 05 e
o= @
g o 0.2 4
< 8

°

=

0.0 = 0.0 T "
Vehiculo Quin (6 h) Quin(24h)  pGL4-luc Vehiculo Quin (1 h) a-lgG
(vector)
PGL4-PRKN (-970/+15) a-AHR
Cc
1.6 1
*k % [ Vehiculo
1.4 4 whk Kk . Quin
-970 Promotor PRKN +15
Mutagénesis 1 Luc 1.2 1 ns
ns

dirigida

LGCCT

AHR:ARNT
secuencia de
unién consenso

-
o

e
)

e
o

e
'S

Actividad relativa de la luciferasa

e
o
N

e
o

XRE2 XRE2 pGL4-luc XRE2 XRE2 pGLA-uc
WT MUT (vector) WT MUT  (vector)

6h 24h

Figura 14. Caracterizacion de la regulacién transcripcional del gen PRKN mediada por el AHR
activado con quinurenina. a) Transactivacion del promotor del gen PRKN mediada por Quin. Las
células SH-SY5Y se co-transfectaron con pGL4-luc (vector control) mas pRL-null o pGL4-PRKN (-
970/+15) méas pRL-null. Después de 24 horas post-transfeccion, las células se incubaron con
vehiculo durante 24 horas o con Quin (100 uM) durante 6 y 24 horas, se obtuvieron los extractos
proteicos y se determind la actividad de la luciferasa normalizando los datos a la actividad de Renilla
(pRL-null). La grafica muestra el cambio en la actividad de luciferasa en comparacion con el vehiculo.
b) Evaluacion del reclutamiento del AHR activado por Quin en el promotor del gen PRKN. Las células
SH-SY5Y se incubaron con vehiculo o Quin (100 yM) durante 1 hora y se realizaron ensayos de
ChlIP utilizando dos anticuerpos especificos para AHR y uno para IgG de conejo no especifico. Para
el paso final de qPCR, se utilizaron cebadores especificos para la region que flanquea los dos XRE
de AHR:ARNT (desde -116 hasta -24 pb, consultar Figura 5) en la regién promotora del gen PRKN.
Los niveles de amplificacidn se calcularon en relacion al ADN input. c) Influencia del sitio de unién
conservado XRE2 sobre la activacion transcripcional de PRKN mediada por la quinurenina. El sitio
XRE2 dentro de pGL4-PRKN (-970/+15) se mutd en los dos nucleétidos mas conservados Ty G
para generar el constructo mutante XRE2-MUT (lado izquierdo). Los constructos XRE2 silvestre
(XRE2-WT) o XRE2-MUT dentro de pGL4-PRKN (-970/+15) o el vector control pGL4-luc, fueron co-
transfectados junto con pRL-null dentro de las células SH-SY5Y, seguido de tratamientos tanto con
Quin (100 uM) y vehiculo (HCI 0.2 mM) por 6 y 24 horas. La actividad de la luciferasa se determino
normalizando los datos a la actividad de Renilla (pRL-CMV). Los resultados estan expresados como
el promedio + desviacion estandar de tres experimentos independientes. Se realizaron pruebas de t
de Student para evaluar la significacion estadistica. * p<0.05, ** p<0.01, ** p<0.002, ns= no
significativo.
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Figura 15. Efectos del AHR activado con quinurenina sobre los niveles de proteiana de
Parkina, GRP78 y ATF4. a) Niveles de expresion de proteina de Parkina inducidos por Quin. Se
realiz6 una curva de tiempo de tratamiento con quinurenina (Quin 100 uM) desde 0.5 hasta 24 horas
para evaluar los niveles de proteina de Parkina. b) Evaluacion de la expresion de proteina de Parkina
dependiente del AHR. Las células SH-SY5Y fueron tratadas con vehiculo HCI (0.2 mM) durante 8
horas, Quin (100 uM) durante 8 horas, o0 CH223191 (10 uM) durante 1 hora antes de Quin (100 uM)
durante 8 horas. c) Effectos del tratamiento con quinurenina sobre los niveles de proteina GRP78 y
ATF4. Las células SH-SY5Y se trataron con vehiculo durante 1 hora, Quin (100 yM) durante 1 hora
o0 CH223191 (10 pM) durante 1 hora antes del tratamiento con Quin (100 yM) durante 1 hora. En
todos los casos los extractos de proteina totales se sometieron a Western blot, y la expresiéon de
proteina se analiz6 mediante densitometria utilizando -actina como control de carga. Los resultados
se expresan como el promedio + desviaciéon estandar de tres experimentos independientes. Se
utilizaron pruebas ANOVA y post-hoc de Bonferroni para evaluar la significacion estadistica. *p<0.05,
**p<0.01 ***p<0.001, ns= no significativo.
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Finalmente, investigamos si otros ligandos endégenos del AHR son capaces de
inducir la expresion de Parkina. Para esto, se realizaron tratamientos de las células
SH-SY5Y con FICZ e ITE, ambos agonistas enddgenos del AHR, asi como con
TCDD y quinurenina durante 24 horas y se evaluaron los niveles de ARNm de PRKN
por PCR en tiempo real. Como se muestra en la figura 16, ambos ligandos

incrementan los niveles de expresion de PRKN, similar a lo observado con
quinurenina.

2.5
Fekk
2.0 4 %k
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1.0 A
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Expresion relativa de ARNm de PRKN/HPRT

0.0 T
Vehiculo TCDD FICZ ITE Quin
(10 nM) (10 nM) (10 pM) (100 puM)

Figura 16. Comparacion del efecto de diferentes ligandos del AHR sobre los niveles de
expresion de ARNm de PRKN. Se trataron células SH-SY5Y con TCDD (10 nM), FICZ (10 nM), ITE
(10 mM) y quinurenina (Quin, 100 mM) durante 24 horas. Terminando el tratamiento se extrajo el
ARN total y los niveles de ARNm de PRKN se determinaron por RT-gPCR. Los resultados fueron
normalizados con la expresién endégena de HPRT y comparados contra el vehiculo control
(nomalizado a 1 para efectos comparativos). Los datos estdn presentados como promedio +
desviacion estandar de tres experimentos independientes. Se utilizaron pruebas ANOVA y post-hoc
de Bonferroni para evaluar la significacion estadistica. ** p>0.005 *** p<0.001 comparado con el
vehiculo control.
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En resumen, nuestros hallazgos sugieren que el AHR regula la expresion de la
Parkina humana en células neurales a través de mecanismos diferentes mediados
por el tipo de agonista. La activacion del AHR por el ligando endégeno y no téxico
guinurenina induce la expresién de Parkina de manera directa, mientras que el
ligando exdgeno y téxico TCDD induce la expresion de Parkina de manera indirecta
a través de una via que involucra la induccion de ATF4 mediada por el AHR y que

involucra rutas de estrés.
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7. Discusion

Existen multiples indicios que sugieren que la Parkina podria ser un blanco de la
sefializacion del AHR en humanos. No obstante, hasta la fecha, no se habian
realizado investigaciones sobre este mecanismo. El promotor del gen PRKN
humano contiene dos XREs cercanos al TSS. Uno de ellos, el motivo
"GGAGGCGTGA" que se encuentra a -100 pb y el otro es el motivo
"CCGCGCGTGC" situado a -40 pb; este ultimo es una secuencia similar a una E-
box que se encuentra altamente conservada en multiples especies (Figura 6). Estas
secuencias son importantes en la regulacion de PRKN, ya que se ha descrito que
otros FT distintos al AHR se unen a ellas para regular la expresiéon génica (59, 77).
Ademas, existe evidencia que indica que el AHR se une a motivos tipo "CGCGTG"
en otros genes, tales como THBS1, lo que sugiere que este FT también podria
unirse al motivo "CCGCGCGTGC" ubicado a -40 pb dentro del promotor del gen
PRKN (94).

Estudios realizados en nuestro grupo de investigacion indican que el gen Prkn de
raton es regulado por el AHR activado con TCDD (15), sin embargo, el mecanismo
subyacente que regula la expresion de PRKN mediada por el AHR en células
humanas habia permanecido sin aclararse hasta este trabajo. La evidencia
experimental demuestra que varios compuestos quimicos y naturales promueven la
expresion de ARNm y proteina de la Parkina. Estos compuestos incluyen al
benzo[a]pireno en células del hipocampo de rata (95), a la 1,4-benzoquinona en
células promieloblasticas HL-60 humanas (53), a la aflatoxina B1 en rifiones y bazo
de ratén (54, 96, 97), y a la dopamina en células de NB SH-SY5Y (55, 98).
Curiosamente, estos compuestos también son ligandos del AHR, lo que sugiere que
la regulacién positiva de la Parkina observada en dichos estudios podria estar
mediada por este FT. Adicionalmente, las investigaciones en donde el tratamiento
con agentes exogenos induce la expresion de la Parkina, indican que estos
incrementos ademas son funcionalmente relevantes ya que también se promueve
la mitofagia y la proteccion celular contra la toxicidad provocada por estos

compuestos. Lo anterior demuestra que la sobreexpresion de la Parkina en
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respuesta al estrés celular es un mecanismo neuroprotector cuyo objetivo es

restaurar la homeostasis celular.

En el presente estudio, el tratamiento de las células de NB SH-SY5Y con TCDD
indujo la expresion de la Parkina a nivel transcripcional, asi como a nivel de proteina.
La induccion transcripcional fue mas notable después de la exposicion prolongada
al TCDD. Ademas, la regulacion transcripcional de PRKN fue mediada por el AHR
dado que el uso de su antagonista CH223191 bloque6 la induccién de ARNm de
PRKN. Interesantemente, el TCDD no indujo la union del AHR al promotor de PRKN
humano, segun los hallazgos obtenidos mediante el andlisis de ChIP (Figura 10b).
Estudios previos realizados por nuestro grupo de trabajo, indican que en el
mesencéfalo ventral de ratdn la regulacion de Prkn si estd mediada por la union del
AHR al promotor tras la exposicion a TCDD (15). Estas diferencias entre especies
podrian deberse a que la secuencia promotora de Prkn de ratén contiene tres XREs
en lugar de los dos que contiene el promotor de PRKN humano. De hecho, ensayos
de EMSA confirmaron la unién del AHR a un XRE en el promotor del gen Prkn de
raton, el cual no esta presente en el humano (15). Aunado a esto, se ha demostrado
gue el TCDD tiene una mayor afinidad por el AHR de ratdon en comparacion con el
AHR humano, lo que puede llevar a mecanismos de regulacion diferenciales entre

estas dos especies (99, 100).

Aunque el TCDD no promovié la unién del AHR al promotor de PRKN (Figura 13b),
si indujo su transactivacion a las 24 horas de tratamiento (Figura 10a). Ademas, los
ensayos de mutageénesis dirigida revelaron que el XRE2 es parcialmente requerido
para la transactivacion de PRKN mediada por el TCDD (Figura 10c). Esto sugiere,
por una parte, que puede haber otros FTs (distintos al AHR) que bajo el tratamiento
con TCDD estan regulando a PRKN por medio de la union a este sitio. Estos podrian
ser HIF1la y NRF1, que se sabe regulan a la Parkina por medio de la union al XRE2.
Por otro lado, el hecho de encontrar activacion transcripcional a pesar de la
mutacion, sugiere que otros FTs que no se unen a este sitio serian importantes para

regulaciéon de PRKN bajo el tratamiento con TCDD.
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Se ha propuesto que varios FT activados en respuesta al estrés celular son capaces
de aumentar la expresion de PRKN; estos incluyen a CREB, ATF4, HIF1a y NRF1
(55, 74, 75, 77, 78). Respecto al AHR, algunos estudios lo sefialan como generador
de estrés celular, mientras que otros estudios indican que lo mitiga; por lo tanto, no
esta claro como la sefalizacion del AHR puede dirigirse a respuestas neurotoxicas
0 neuroprotectoras, en particular bajo la activacion con TCDD (101-105). Por lo
tanto, no se puede establecer una contribucion especifica del AHR a la
neurotoxicidad celular. Aunque no se ha dilucidado exactamente la contribucion del
AHR, existen otros estudios que relacionan al TCDD de manera directa con la
toxicidad en las células de NB al aumentar los niveles de Ca?* intracelular, un evento
inicial en la via de estrés del RE (104, 105). En nuestro modelo experimental es
probable que la sefializacion del AHR mediada por el TCDD induzca la expresion

de la Parkina para mitigar los efectos téxicos de esta dioxina.

En las células neurales, el TCDD induce estrés en el RE al promover la acumulacién
de proteinas mal plegadas, lo que lleva a la activacién de la via de UPR (88). La
proteina chaperona GRP78 es un sensor temprano del estrés del RE que inicia vias
de sefializacion citoprotectoras (106). Tras la induccion del estrés en el RE, GRP78
se disocia de IRE1a, PERK y ATFG6, lo que permite la autofosforilacion de éstos y
su activacion subsiguiente. Esto lleva a la activacion de tres ramas de la via de UPR:
PERK-elF2a, que activara la traduccion ATF4; IRE1, que activara la expresion de
XBP-1; y ATF6, que activara la traduccion del mismo ATF6 (86). Los objetivos
posteriores de estas ramas ayudan a restablecer la homeostasis celular en
condiciones de estrés agudo, pero pueden llevar a la apoptosis neuronal bajo estrés
sostenido (88, 107).

Se ha reportado que varios ligandos del AHR, incluido el TCDD, pueden activar la
rama PERK-elF2a pero no las vias IRE1 y ATF6 en células neurales PC12 (88,
105). En el presente estudio observamos un aumento en los niveles de proteina
GRP78 después de 1 hora de exposicion a 10 nM de TCDD, lo que indica la
activacion de la respuesta al estrés en el RE (Figura 12c). En concordancia con

esto, otro estudio realizado en células neurales PC12 reporto la induccion temprana
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de la proteina GRP78 después de la exposicion a 100 nM de TCDD (88). Esto
sugiere gue la exposicion a la dioxina desde bajas concentraciones activa rutas de
respuesta a estrés del RE en células neurales, probablemente como un mecanismo

de proteccién temprana a la toxicidad ejercida por el compuesto.

Otra interrogante importante, es si los efectos del TCDD sobre el estrés del RE son
mediados por el AHR ya que los ligandos del AHR pueden generar toxicidad de
manera dependiente o independiente del AHR (105). En este contexto, nuestros
hallazgos demuestran que la induccion temprana al estrés en el RE después del
tratamiento con TCDD es independiente del AHR, ya que al inhibir la sefializacion
del AHR con CH223191 no se afectd la expresién de GRP78 (Figura 12c).

Aunque el TCDD induce la transcripcion del gen PRKN de manera dependiente del
AHR, la ausencia de union de éste al promotor sugiere la participacion de otros
factores dentro de la via AHR-PRKN. Las predicciones de redes de interaccion
indican que ATF4 podria estar participando rio abajo del AHR y rio arriba de PRKN
(Figura 11lay 11b). ATF4 es un FT que se induce tanto a nivel transcripcional como
traduccional en condiciones de estrés del RE (108). Ademas, especificamente en
las células SH-SY5Y, se ha visto que ATF4 es un factor clave en la regulacion de la
expresion de la Parkina inducida por el estrés (75, 78). ATF4 se une a un sitio CREB-
ATF en el promotor del gen PRKN activando su transcripcién y promoviendo vias
citoprotectoras en las células neurales (79-81). Nuestros hallazgos demuestran que
el TCDD aumenta significativamente los niveles de proteina de ATF4, con un
comportamiento similar a lo observado con los niveles de Parkina (Figura 8 y Figura
12). Ademas, la induccion de ATF4 fue mediada por la activacion transcripcional del
AHR, ya que el pretratamiento con CH223191 previno este efecto (Figura 12c). La
activacion del AHR por el TCDD también resulté en un aumento en los niveles de
ARNm de ATF4, lo que sugiere una posible regulacion transcripcional de ATF4
mediada por el AHR. De acuerdo con nuestros datos, varias lineas de evidencia
respaldan la asignacion de ATF4 como un gen blanco del AHR, especialmente en
las vias de sefializacidbn mediadas por el estrés (82-85, 109). De hecho, ensayos de

luciferasa han confirmado que el gen ATF4 es un blanco transcripcional directo del

71



AHR, ya que su actividad promotora aumento6 después de la activacion del AHR con
omeprazol en células hepaticas (83). Sin embargo, aunque hay evidencia que
sugiere a ATF4 como un gen blanco del AHR, se necesitan estudios adicionales
para describir los mecanismos moleculares que subyacen a la regulacion

transcripcional de ATF4 mediada por el AHR en las células neurales.

Si bien, en este trabajo no se confirmdé un vinculo directo entre AHR-ATF4-PRKN,
tres hallazgos clave respaldan la presencia de este eje: 1) el tratamiento con TCDD
induce ATF4 antes de la induccion del ARNm de PRKN, 2) la induccién de ATF4
mediada por el TCDD depende de la activacion del AHR y 3) el TCDD activa la
respuesta al estrés en el RE junto con la regulacion positiva de la proteina ATF4
dependiente del AHR. Estos resultados sugieren que durante la exposicion al
TCDD, se induce, por un lado, estrés en el RE y por otro lado la activacion del AHR.
Estos dos procesos contribuyen a la regulacion positiva de ATF4 y la subsiguiente

induccioén de la Parkina.

Se sabe que la autofagia promovida por la Parkina protege contra la apoptosis
inducida por el TCDD en las células SH-SY5Y (52), por lo que la induccién de la
Parkina mediada por el AHR en respuesta al TCDD podria representar una
respuesta celular destinada a mitigar los efectos toxicos de la dioxina. Si bien,
aunque el resultado final de esta ruta de sefalizacién es la induccion de la Parkina,
el uso de ligandos téxicos para activar la sefializaciéon del AHR e incrementar los
niveles de la Parkina en células neurales no es una buena opcion como estrategia

neuroprotectora.

El analisis de ChIP revelo la presencia de la union basal del AHR al promotor de
gen PRKN (Figura 10b), lo que sugiere la participacion de ligandos endogenos que
activan al AHR y que podrian regular la expresion de la Parkina en células neurales.
Dado que la via de la quinurenina que cataboliza al Trp es altamente activa en las
células SH-SY5Y (58, 93), investigamos el efecto de este ligando enddgeno, no
toxico, del AHR en la expresion de la Parkina. Nuestros resultados demuestran que
la quinurenina promueve la transactivacion del promotor del gen PRKN a través de

la unién directa del AHR (Figura 14a y 14b), lo que conduce a una expresion mas
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sostenida y temprana de ARNm de PRKN que lo observado con TCDD. Ademas,
los ensayos de mutagénesis revelaron que la regulacion transcripcional del gen de
PRKN mediada por quinurenina esta dirigida por la via genémica canénica del AHR,

donde el XRE2 es indispensable para la induccion transcripcional (Figura 14c).

El tratamiento con quinurenina también indujo los niveles de proteina de Parkina de
manera dependiente del AHR (Figura 15a y 15b) lo que sugiere que estos
incrementos podrian tener relevancia funcional en las células neurales. Ademas, a
diferencia del TCDD, el tratamiento con quinurenina no indujo estrés en el RE, como
lo demuestra la falta de induccién de los niveles de GRP78 (Figura 15c), lo que
sugiere gque este agonista no afecta sustancialmente el balance celular. Esto es
consistente con hallazgos previos que muestran que la quinurenina y su catabolito,
el acido quinurénico, son benéficos para las células ya que reducen los marcadores
de estrés en el RE en hepatocitos humanos (110). Ademés de la quinurenina, el
FICZy el ITE, otros ligandos end6genos del AHR también incrementaron los niveles
de ARNm de PRKN (Figura 16), indicando que la induccion de Parkina mediada por

el AHR podria ser alcanzada con varios agonistas de origen natural.

Nuestros hallazgos revelan dos mecanismos distintos dependientes del ligando
mediante los cuales el AHR regula la expresion de la Parkina humana. Esto
concuerda con la idea de que el AHR puede activar diferentes vias de sefializaciéon
a través de mecanismos de accion clasicos y no clasicos, dependiendo del ligando
involucrado (111, 112). Estudios de docking y simulaciones de dinamica molecular
demuestran que el TCDD y la quinurenina interactian de manera diferente en el
dominio de unién al ligando del AHR, lo que conduce a distintas conformaciones del
dominio PAS-B que pueden contribuir a la regulacion selectiva de la sefalizacion

rio abajo y la expresion de genes blanco (113).

En nuestro estudio, tanto el TCDD como la quinurenina regulan la expresion de
Parkina. Sin embargo, identificamos diferentes mecanismos moleculares
subyacentes a la inducciéon de Parkina mediada por el AHR. La regulacion de PRKN
inducida por TCDD parece ser una respuesta al estrés en el RE donde la induccién
de ATF4, mediada por el AHR, sirve para promover la expresion de la Parkina y

73



restaurar el equilibrio redox. Por otro lado, la regulacion al alza de Parkina mediada
por la quinurenina ocurre a través de la union directa del AHR al promotor del gen
PRKN, lo que conduce a una inducciéon de ARNm de PRKN mas temprana y
sostenida que la estimulada por el TCDD. Cabe destacar que no se puede descartar
la posibilidad de mecanismos de regulacibn de la Parkina a nivel post-
transcripcional, ya que ambos ligandos aumentaron los niveles de proteina de

Parkina desde los 30 minutos de tratamiento.
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8. Conclusiones

Este estudio demuestra que la sefializacion del AHR aumenta la transcripcion de la
Parkina humana a través de diferentes mecanismos dependientes del ligando
involucrado (Figura 17). La regulacién de la Parkina mediada por el AHR bajo la
activacion de un ligando téxico, como el TCDD, no implica la union directa de AHR
al promotor del gen PRKN (via gendmica no canonica del AHR). El aumento en los
niveles de la Parkina se logra a través de vias de estrés, incluyendo el aumento de
ATF4 a nivel de ARNm y de proteina. En contraste, la activacion de AHR por un
ligando enddégeno no téxico, como la quinurenina, conduce a una regulacion
transcripcional directa y temprana del gen PRKN mediante la union del AHR y la
transactivacion del promotor del gen PRKN (via gendmica candnica de AHR),
resultando en un aumento mas sostenido de la expresion de ARNm y proteina de la
Parkina. Estos hallazgos resaltan la importancia del ligando especifico del AHR en
el aumento de la expresion de la Parkina como una estrategia terapéutica potencial
para promover la supervivencia neuronal sin causar efectos neurotoxicos,
especialmente en la enfermedad de Parkinson. Por otro lado, nuestros resultados
demuestran que la via de sefalizacion AHR-ATF4-PRKN podria inducir la expresion
de la Parkina en algunos trastornos que involucran presencia de estrés celular

agudo y cronico.
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Figura 17. Mecanismos de regulacién del gen PRKN humano mediado por el AHR. El gen PRKN humano es un efector molecular de la

sefializacion del AHR en células con caracteristicas neurales SH-SY5Y, donde el mecanismo molecular de regulacion depende del tipo de ligando.

a) La activacion del AHR por un ligando potencialmente neurotdxico como el TCDD promueve indirectamente la induccion de la Parkina a través de

vias que involucran el estrés en el RE y la induccién del regulador de Parkina ATF4. Esta via de sefalizaciéon no involucra la uniéon del AHR al

promotor del gen PRKN. En este caso, la sobreexpresion de la Pakina mediada por el AhR probablemente es una respuesta celular para restaurar

el estrés celular inducido por el TCDD. b) La activacion del AHR por un ligando no téxico como la quinurenina induce directamente la expresion de

la Parkina al promover la unién del AHR al promotor del gen PRKN sin activar el estrés en el RE. Creado con BioRender.com.
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Perspectivas

e Comprobar que la activacion del AHR con otros ligandos no toxicos inducen
la expresion de la Parkina en otros modelos celulares no transformados,
como cultivos primarios neuronales o modelos in vivo.

e Evaluar la funcionalidad de la induccion de la Parkina en modelos celulares
y animales de la enfermedad de Parkinson.

e Evaluar los efectos de la induccion de la Parkina con ligandos no téxicos del
AHR en modelos celulares de estrés agudo y cronico, como estrategia para
mitigar el dafio celular.

e Investigar el mecanismo por el cual el AHR regula la expresién de ATF4 bajo
el tratamiento con TCDD.

e Comprobar que la induccion de la Parkina mediada por el TCDD se da por la
via AHR-ATF4, por medio del silenciamiento de ATF4.
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Murillo-Gonzalez FE presented (2022, March). The Tryptophan Derivate Kynurenine
Induces the Human Parkin Expression via the Aryl Hydrocarbon Receptor. Poster

presented at the Society of Toxicology 61st Annual Meeting, San Diego, CA.

Murillo-Gonzalez FE presented (septiembre, 2023). Caracterizacion molecular de la
expresion del gen de Parkina (PRKN) mediada por el AHR en células de NB
humano. Poster presentado en la segunda reunién de exalumnos: impacto de

nuestros egresados en la investigacion en biologia, Ciudad de México, México.
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