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Resumen

Zonula occludens 2 (ZO-2) es una proteina presente en las uniones
estrechas y en el nlcleo. En las células MDCK ZO-2 KD disminuye el contenido de
heterocromatina con las marcas H3K9me2/3. En este trabajo demostramos que
Z0O-2 interactta en el nucleo con la proteina de la heterocromatina HP1, crucial para
la formacion de heterocromatina con las marcas H3K9me2/3. Ademas, en ausencia
de ZO-2 disminuye la transcripcion y cantidad de proteina HP1. La falta de ZO-2
modifica el patron de distribucion de la heterocromatina de perinuclear a moteado,
lo que sugiere que ZO-2 mantiene a la heterocromatina asociada a la envoltura
nuclear y reprime la transcripcion de genes por un mecanismo epigenético.
Nuestros resultados apoyan la hipotesis de que ZO-2 actla como un represor

transcripcional por un mecanismo epigenético.

Abstract

Zonula occludens 2 (ZO-2) is a protein present in tight junctions and the
nucleus. In MDCK cells, ZO-2 KD decreases the heterochromatin content with
H3K9me2/3 marks. In this work, we demonstrate that ZO-2 interacts in the nucleus
with the heterochromatin protein HP1, which is crucial in forming heterochromatin
H3K9me2/3 marks. Moreover, the lack of ZO-2 reduces the transcription and
amount of HP1 protein. The absence of ZO-2 changes the distribution pattern of
heterochromatin from perinuclear to speckled, suggesting that ZO-2 keeps
heterochromatin associated with the nuclear envelope and represses gene
transcription through an epigenetic mechanism. Our results support the hypothesis

that ZO-2 acts as a transcriptional repressor through an epigenetic mechanism.



| Introduccion

1.1 ZO-2 estructura molecular

Zonula occludens 2 (ZO-2) es una proteina periférica de membrana

presente en las uniones estrechas (UE) que pertenece a la familia de proteinas

MAGUK (Membrane Associated Guanylate Kinase Homologue). ZO-2 fue

descubierta por Gumbiner en las células MDCK vy se identificé por su interaccién

mediante coinmunoprecipitacion con ZO-1 (Gumbiner et al., 1991). ZO-2 pesa

160 kDa y esta compuesta por tres dominios PDZ orientados hacia el extremo

amino, seguidos por un moédulo SH3 y un dominio GUK. Asimismo, en su

porcion carboxilo, ZO-2 posee una region rica en prolina y de unién a actina que

finaliza con un motivo TEL de union a dominios PDZ (Fig 1). Los dominios y

motivos de ZO-2 permiten que actie como una plataforma molecular para el

ensamblaje de mdultiples complejos de proteinas tanto en las UE como en el

nucleo y que asi influya en diversos procesos fisioldgicos.
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Figura 1. Representacion esquematica de ZO-2 y de las proteinas a las que
se asocia. En la parte superior del esquema se indica el nombre de cada
dominio de ZO-2. Las proteinas con las que ZO-2 se asocia se localizan debajo
de las lineas que delimitan el segmento de ZO-2 con el que interactian. En la
parte inferior se indica, siguiendo el cédigo de color, el tipo de proteina

involucrado. Imagen modificada de (Gonzéalez-Mariscal et al., 2016).

1.2 Localizacién de ZO-2 en las células epiteliales

En las células epiteliales, la distribucion de ZO-2 varia segun el grado de
confluencia del cultivo y la concentracidon extracelular de calcio. En los cultivos
confluentes, ZO-2 se encuentra en el borde celular asociado a las UE, mientras
gue en los cultivos subconfluentes también se localiza en el nucleo (Islas et al.,
2002). La translocacion de ZO-2 del citoplasma al nucleo se produce al final de
la fase G1 y en cambio, ZO-2 sale del ndcleo durante la fase M cuando
desaparece la envoltura nuclear. Esto explica por qué en los cultivos
confluentes, ZO-2 no se encuentra en el nicleo, mientras que alli se concentra

en los cultivos subconfluentes en proliferacion (Tapia et al., 2009).

En la condicién de bajo calcio (1-5 puM), ZO-2 permanece secuestrada en
el citoplasma por la proteina 14-3-3. La interaccion de ZO-2 con 14-3-3 protege
a Z0-2 de la degradacion proteosomal (Amaya et al.,, 2019). Cuando se
restablece el calcio extracelular (1.8 mM) se activa el receptor sensor de calcio
(CaSR) acoplado a proteinas G. Asi se desencadena una cascada de
sefalizacion a través de la subunidad aqg/11 y la PLC, que activa a la nPKCe,
que, a su vez, fosforila en el citoplasma a ZO-2 y a la cinasa WNKA4. Esta ultima
también fosforila a ZO-2, permitiendo que se separe de 14-3-3 y se relocalice
en la UE (Amaya et al., 2019). Una vez que ZO-2 se ensambla en la membrana
plasmatica, ocurre la fosforilacion de su residuo S257 por la aPKC{, lo que
sugiere gque la fosforilacion de este residuo es importante para la interaccion de
Z0-2 con otras proteinas de la UE (Quiros et al., 2013).



1.3 Sefiales de localizacion y exportacion de ZO-2 y su regulacién por
modificaciones post-traduccionales

Por su tamafio, ZO-2 no puede difundir pasivamente a través de los poros
nucleares. Por ello, el trafico intracelular de ZO-2 se guia por sefales de
localizacion (NLS) y exportacion nuclear (NES) especificas. La variante canina
de ZO-2 exhibe cuatro NES funcionales, dos localizadas en el PDZ-2 y el resto
en el dominio GK (Gonzalez-Mariscal et al., 2006). Ademas, ZO-2 tiene dos NLS
bipartitas (bNLS) y una monopartita en la regién U2, entre los dominios PDZ-1
y PDZ-2. Las NLS se definen como secuencias que contienen residuos R o K
con carga positiva. En la bNLS-2 hay tres residuos de serina: S257, S259y S261
que cuando se fosforilan neutralizan las cargas positivas de la sefal, lo que

retarda la translocacion de ZO-2 al nucleo (Quiros et al., 2013).

La region U2 de ZO-2 tiene ademas, dieciséis repetidos de serina y
arginina (SR) (Jaramillo et al., 2004), que son blancos especificos de la cinasa
SRPK, cuya actividad se estimula por AKT en respuesta al factor de crecimiento
epidérmico (EGF) (Quiros et al., 2013). La fosforilacion de ZO-2 por la SRPK
induce la entrada de ZO-2 al ndcleo y su acumulacion en moteados (Quiros et
al., 2013). En cambio, la exportacién de ZO-2 desde el nucleo se produce por la
fosforilacién de la S369 presente en la NES-1 por la PKCe (Chamorro et al.,
2009). De manera complementaria, la sefial de importacién al nicleo se inhibe
por la O-GIcNAcilacion de la S257 presente en la bNLS-2 (Quiros et al., 2013).
Otra modificacion que ocurre en el nucleo y que promueve la exportacion
nuclear de la proteina es la SUMOilacion de ZO-2 en el residuo K730, localizado

unos residuos rio arriba de la NES-2 en el dominio GuK (Wetzel et al., 2017).
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Figura 2: Regulacion del tréfico intracelular de ZO-2 por NLS, NES,
repetidos SR y modificaciones postraduccionales. En las células en
proliferacion, la activacion del EGFR desencadena una cascada de sefalizacion
que lleva a la fosforilacion de los repetidos SR en ZO-2 por la cinasa SRPK1.
La S261 ubicada en la bpNLS2 se requiere para la interaccion entre ZO-2y 14-
3-3 que facilita la importacion nuclear de ZO-2. Para que ZO-2 se exporte del
ndcleo de manera efectiva requiere su cuatro NES. Ademas, son necesarias
modificaciones postraduccionales especificas como la fosforilacion de la S369
presente en la NES1 por la nPKCg; la O-GIcNAcilacion de la S257 ubicada en
la bpNLS2 y la SUMOilaciéon de la K730. La presencia del Ca?* extracelular
activa al receptor CaSR. Esta activacion desencadena una serie de sefiales que
a través de la subunidad aqg/11 y la enzima PLC, conducen a la activacién de
nPKCe. Esta enzima, ademas de actuar sobre la cinasa WNK4 en el citoplasma,

también fosforila a ZO-2. Esta modificacién permite que ZO-2 se desvincule de



la proteina 14-3-3, facilitando su anclaje en las UE. Durante este proceso de
anclaje, la aPKCC juega un papel esencial al fosforilar la S257 de ZO-2 conforme
las UE experimentan su proceso de maduracion. Imagen tomada de Gonzélez-
Mariscal et al., 2022.

1.3 Funcién de ZO-2 en la membrana celular

Z0-2 tiene multiples dominios y motivos que permiten su union a diversas
proteinas (Fig. 1) (Gonzalez-Mariscal et al., 2022). En la membrana celular, por
medio del dominio PDZ-1, ZO-2 se une al motivo YV, presente en el extremo
carboxilo terminal de las claudinas (Itoh et al., 1999). EI dominio PDZ-2 le
permite unirse a ZO-1 e incluso formar dimeros con otras moléculas de ZO-2.
Ademas, el dominio PDZ-2 de ZO-2 media la interaccion con Jam-A (Pinto-
Duefas et al., 2024; Monteiro et al., 2013). Por otro lado, ZO-2 mediante el
dominio PDZ-3 se une a la proteina armadillo ARVCF (armadillo repeat gene
deleted in velo-cardio-facial syndrome) de las uniones adherentes (Kausalya et
al., 2004; Monteiro et al., 2013). Adicionalmente, mediante el segmento SH3-
GK, ZO-2 se asocia a la ocludina y la proteina a-catenina, una proteina de la
union adherente (UA). ZO-2 también interactlia con varias proteinas de la union
comunicante como las conexinas (CX) Cx30, Cx32, Cx36 y Cx43 (Singh vy
Lampe, 2003; Talhouk et al., 2008; Li et al., 2009) y con otras proteinas de la
UA como la B-catenina (Wetzel et al., 2017)

Cuando se silencian simultaneamente ZO-1y ZO-2, las células epiteliales
en cultivo no forman los filamentos de la UE que aparecen en las réplicas de
criofractura. En cambio, la reexpresion de cualquiera de estas proteinas es
suficiente para que se vuelvan a formar los filamentos de UE, lo que demuestra
que la funcién de ZO-1y ZO-2, como plataforma para la polimerizacién de las
claudinas, es redundante. Con esto se concluye que ZO-1 y ZO-2 son
esenciales para la polimerizacion de las claudinas en filamentos de UE (Umeda
et al., 2006; Otani et al., 2019).



La expresion de ZO-2 es crucial para el desarrollo embrionario de los
ratones, ya que los embriones Knockout de ZO-2 mueren en la etapa
embrionaria 7.5 debido a una disminucién de la proliferacion celular y a un
incremento de la apoptosis (Xu et al., 2008). Si se sustituyen las células de la
masa celular interna en blastulas de ratones wt por células de ratones ZO-2 KO
los embriones son viables y llegan a la vida adulta. Por lo que se concluye que
en los ratones, ZO-2 es esencial para el desarrollo del tejido extraembrionario
que da origen a la placenta, pero no para la formacion del embrion per se. Sin
embargo, los machos quiméricos muestran una fertilidad reducida debido a la
apertura de la barrera hematotesticular (BHT) en las células de Sertoli (Xu et al.,
2009). Por ello se concluye que, en los ratones, ZO-2 es fundamental para el
desarrollo de la placenta y el establecimiento de la BHT y no para la formacion

del embrién.

En humanos, las mutaciones del gen TJP2 que codifica a ZO-2, que
inhiben la expresiébn de la proteina, generan colestasis intrahepatica por
apertura de las UEs de los ductos biliares intrahepéticos, que lleva a cirrosis y
hepatocarcinoma en la infancia temprana (Zhang et al., 2020). En cambio, la
duplicacién del gen TJP2 provoca sordera no sindromica (Rajabi et al., 2019).
Por ello, se concluye que ZO-2 es esencial para el sellado de las UEs en el
higado y el oido interno.

1.4 Funcién de ZO-2 en el nlcleo

1.4.1 Interaccidon de ZO-2 con el nucleoesqueleto de ldAmina Bl y

el complejo LINC, y efecto sobre laforma del ntcleo

La forma del nacleo se mantiene por un equilibrio entre el estado del
nucleoesqueleto y la organizacion de la cromatina (Stephens et al., 2019). ZO-
2 es una proteina fundamental para mantener la forma y la rigidez del ndcleo,
ya gque se asocia a proteinas que estabilizan la envoltura nuclear y le brindan al
nucleo resistencia al estrés mecanico. En el nucleo, ZO-2 se asocia a la lamina

B1 mediante su extremo carboxilo (Jaramillo et al., 2004), y a SUN-1 a traves



de segmento medio (3PSG) que contiene a los dominios PDZ-3, SH3 y GK
(Hernandez-Guzman et al., 2021). SUN-1 es una proteina del complejo LINC
(Linker of Nucleoskeleton and Cytoskeleton). Este complejo esta constituido por
las nesprinas, que atraviesan la envoltura nuclear externa y contactan en el
citoplasma a proteinas del citoesqueleto y en el interior de la envoltura nuclear
se asocian a SUN-1 que atraviesa la envoltura nuclear interna y del lado del
nucleoplasma se une a las laminas. En el citoplasma, las nesprinas -1y -2 se
unen a la F-actina; la nesprina-3 por intermediacion de la plectina se asocia a la
vimentina, y la nesprina-4 interactlia con los microtubulos a través de la kinesina
(Fig. 3). Esto permite al complejo LINC conectar al nucleoesqueleto con el

citoesqueleto (Zwerger et al., 2011).

En ausencia de ZO-2 se pierde el vinculo entre la lamina B1 y SUN-1.
Esto desestabiliza a los microtubulos y hace que desaparezca la red de
vimentina que rodea al ndcleo. Ademas, disminuye la heterocromatina, lo que
reduce la rigidez del ndcleo. En conjunto, estas alteraciones modifican la forma
del ndcleo, dandole un aspecto lobulado con multiples indentaciones

(Hernandez-Guzman et al., 2021).
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Figura. 3: Asociacion de ZO-2 con proteinas de la membrana nuclear
interna y su papel en la forma del ntcleo. ZO-2 en el nucleo interactda con
las proteinas lamina B1 y SUN-1. Esta Ultima es una proteina de la membrana
nuclear interna que forma parte del complejo LINC que conecta el
nucleoesqueleto con el citoesqueleto. SUN-1 se asocia con las nesprinas-3 y -
4, las cuales, a través de plectina y kinesina, se unen a la vimentina y a los
microtubulos, respectivamente. En ausencia de ZO-2, los nucleos adoptan una
forma lobulada con multiples indentaciones; disminuyen los marcadores
constitutivos y facultativos de la heterocromatina (H3K9me3 y H3K9me2,
respectivamente); y aumentan las rupturas de la doble cadena de DNA,
identificadas con Y-H2AX, en comparacion con las células parentales. Estos
cambios se acompafian de una sobreexpresion de SUN-1 y las nesprinas-3 y -
4; una disminucién en la expresion de vimentina; y la inestabilidad de los
microtubulos. Estas observaciones sugieren que el contacto de ZO-2 con

proteinas en la membrana nuclear interna es crucial para mantener la forma del




nucleo. ONM, membrana nuclear externa; INM, membrana nuclear interna; LBR,

receptor de lamina B (Tomado de Hernandez-Guzman et al., 2021).

1.4.2 Interaccion de ZO-2 con los factores de transcripcion y su efecto

sobre la transcripcién.

Z0-2 interactta con diversos factores de transcripcion e inhibe la
transcripcion de una amplia variedad de genes. Por ejemplo, se asocia con los
factores de transcripcién Jun, Fos y C/EBP en el nicleo y en el borde celular de
las células epiteliales, e inhibe la transcripcion de genes regulados por sitios AP-
1, adonde se unen los factores Jun y Fos (Betanzos et al., 2004). ZO-2 forma
un complejo con c-Myc que recluta a la desacetilasa de histonas 1 (HDAC1) y
gue se une a la caja E del promotor de la ciclina D1 (CD1), lo que inhibe su
transcripcion (Huerta et al., 2007). Ademas, se ha identificado una proteina de
los moteados nucleares llamada ZASP que se asocia a ZO-2 y bloguea su efecto

inhibitorio sobre el promotor de la CD1 (Lechuga et al., 2009).

En las células ZO-2 KD, YAP, el efector de la ruta Hippo, se concentra
en el ndcleo y actla como coactivador transcripcional de genes regulados por
sitios TEAD (Transcriptional Enhanced Associate Domain) (Dominguez-
Calderon et al. 2016; Gallego-Gutiérrez et al.,, 2021), que promueven
transformacion celular y resistencia a los farmacos (Oka et al., 2010; Huh et al.,
2019).

Z0O-2 asimismo reprime la transcripcién de genes regulados por la via de
sefalizacion Wnt (Tapia et al., 2009; Bautista-Garcia et al., 2013). Por una parte,
Z0-2 interactla y activa a la glucégeno sintetasa cinasa 3p (GSK-3pB) (Tapia et
al., 2009), una enzima que forma parte del complejo de degradacion de la -
catenina citosoélica (Wetzel et al., 2017). Esto inhibe la acumulacion de la B-
catenina en el citoplasma y su ingreso al nucleo para la transcripcion de genes.
Por otro lado, ZO-2 reprime la transcripcion de los genes blancos de la ruta Wnt
regulados por sitios TCF/LEF (Bautista-Garcia et al.,, 2013; Dominguez-
Calderon et al., 2016). Al respecto, en las células de carcinomas de colon, la
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expresion de ZO-2 inducida por la vitamina D3 inhibe la expresién de genes

regulados por B-catenina-TCF4 (Palmer et al., 2001).

La represién transcripcional de ZO-2 depende de su presencia nuclear.
Asi, se ha visto que cuando se refuerza la permanencia de ZO-2 en el nucleo
por la adicion de NLS virales, se inhibe de manera mas intensa la transcripcion
de genes de la ruta Wnt (Wetzel et al., 2017). En contraste, ZO-2
constitutivamente SUMOilada, que no puede ingresar al nucleo, no inhibe la
transcripcion de genes de la ruta Wnt (Wetzel et al., 2017).

Z0O-2 también se asocia con KyoT2, un factor de transcripcion que inhibe
la expresion de genes regulados por Notch (Huang et al., 2002; Qin et al., 2004)
y reprime la transcripcion de statl en células de musculo liso vascular humano
(Kusch et al., 2009). ZO-2 interactia también con los factores de transcripcion
slug (Kao et al., 2014) y smug de la familia snail que promueven la TEM (Huttlin
et al., 2015).

1.4.3Z0-2 como acarreador de factores de transcripcidén haciay desde

el ndcleo

Z0-2 es una proteina plataforma, lo que la capacita para funcionar como
un acarreador de proteinas (Fig. 4). Asi, para que la proteina ARVCF entre al
nacleo requiere asociarse a ZO-2. Esta interaccion se da entre el motivo de
union a dominios PDZ de ARVCF y el segmento amino de ZO-2 (Kausalya et
al., 2004).

La interaccion del PDZ-1 de ZO-2 con el motivo de unién a PDZ de YAP2
favorece la translocacion de YAP2 al ndcleo y esto depende de la presencia del
segmento U2 de ZO-2 donde se ubican sus NLS (Oka et al., 2010).
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Z0-2 también transloca a TEAD al nucleo. La interaccion ZO-2/TEAD en
el citoplasma se induce por la inhibicion de la nPKCS, lo que permite la
importacion al nucleo del complejo. En cambio, la exportacion nuclear de
TEAD/ZO-2 ocurre cuando se activa la NES-1 de ZO-2 por la nPKCe (Gallego-
Gutiérrez et al., 2021).

=D
N\ @

7.0-2

70-2

Figura 4. ZO-2 actua como un acarreador que mete y saca proteinas del
nucleo. La importacion nuclear de las proteinas ARVCF y YAP2 requiere de la
interaccion entre sus respectivos motivos de union a PDZ (PDZ-BM) y los
dominios PDZ de ZO-2. La interaccion entre ZO-2 y TEAD en el citoplasma se
regula de forma negativa por la cinasa nPKC9, por lo que su inhibicion permite
la importacion nuclear del complejo TEAD/ZO-2. En cambio, la exportacion
nuclear de este complejo requiere de la fosforilacion de ZO-2 en la S369 de la
NES-1 por la nPKCe.Imagen tomada de Gonzalez-Mariscal et al., 2022.

1.5 Cromatinay regulacion epigenética

La cromatina es el complejo formado por el DNA y las histonas, y en las
células se presenta como: heterocromatina, eucromatina y cromatina

centromérica (Morrison y Thakur, 2021). Esta ultima, como su nombre lo indica,
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se localiza en los centrdmeros y se encuentra hipoacetilada (Sullivan y Arpen,
2004). La eucromatina es la forma abierta y desplegada de la cromatina, que
facilita la transcripcion de genes. Es abundante en las regiones promotoras y de
enhancers (Carollo y Barra, 2023), y en el nucleo en interfase no se encuentra
asociada a la ldmina que circunda la envoltura nuclear (Morrison y Thakur,
2021). La heterocromatina o cromatina condensada constituye la porcion mayor
de la cromatina y se caracteriza por inhibir la actividad transcripcional (Sanulli et
al., 2019). La heterocromatina se localiza en la periferia del nucleo, alrededor
del nucleolo, y en los telémeros (Lieberman-Aiden et al., 2009; Sanulli et al.,
2019) y se divide en constitutiva y facultativa. La primera se caracteriza por la
trimetilacion de la lisina 9 de la histona 3 (H3K9me3). La heterocromatina
facultativa, como su nombre lo indica, alterna su condicion entre activa o inactiva
transcripcionalmente y puede encontrarse en un cromosoma completo, como el
cromosoma X inactivo, o en regiones discretas en todo el genoma (Morrison y
Thakur, 2021). La heterocromatina facultativa se caracteriza por tener las
marcas de dimetilacion de la lisina 9 en la histona 3 (H3K9me2) y de metilacion

de la lisina 27 en la histona 3 (H3K27me), entre otras (Feil y Berger, 2007).

En las células epiteliales, la ausencia de ZO-2 disminuye la marca de
H3K9me2 y H3K9me3, lo que indica que disminuyen la heterocromatina
constitutiva y facultativa (Hernandez-Guzman et al., 2021). Esto confirma que
Z0-2 tiene un efecto inhibidor transcripcional y nos motiva a estudiar su

actividad epigenética.

La regulacion epigenética es aquella que por medio de modificaciones
covalentes de los &cidos nucleicos y de las histonas altera la estructura de la
cromatina y por ende la expresion génica (Nacev et al., 2020). Las
modificaciones epigenéticas incluyen: la metilacion del DNA, la modulacion por
RNA no codificante (ncRNA), la remodelacion de la cromatina y la acetilacion,
fosforilacidn, ubiquitinacion y metilacion de las histonas (Fig. 5; Tabla 1) (Park
et al., 2022).
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Figura 5: Modificaciones postraduccionales presentes en las histonas
humanas. Las secuencias de las colas de las histonas se indican con el codigo
de una letra para los aminoacidos, mientras que la parte central de cada histona
se representa como un Ovalo. Estas modificaciones no se producen todas al
mismo tiempo en una sola molécula de histona. En su lugar, se observan
combinaciones especificas de algunas de estas modificaciones en cada histona
individual. Imagen tomada de Lodish, H. F. (2016).
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Tabla 1: Modificaciones postraduccionales de las histonas asociados con la

activacion y represion de genes. Tomada de Lodish, H. F. (2016).

Modification Sites of Modification Effect on Transcription
Acerylared lysine H3 (K9, K14, K18, K27, K56) Activation

H4 (K35, K8, K13, K18) Activation

H2ZA (K5, K9,K13) Activation

H2E (K5, K12, K15, K20) Activation
Hypoacetylated lysine Repression
Phosphorylated serine/threonine H3 (T3, 510, 528) Activation

H2A (51, T120) Activation

H2EB (514) Activation
Methylated arginine H3 (R17,R23) Activation

H4 (R.3) Activation
Methylated lysine H3 (K4) Me3 in promoter region

H3 (K4) Mel in enhancers Activation

H3 (K36, K79) in transcribed region Elongation

H3 (K9, K27) Repression

H4 (K20) Repression
Ubiguitinylated lysine H2B (K120 in mammals, K123 in 8. cerevisiae)  Activation

H2A (K119 in mammals) Repression

k. ,—"

La incorporacion de grupos metilo en el DNA por las metiltransferasas
(DNMTSs) ocurre principalmente en las islas CpG (citosina, fosfato, guanina) y
es caracteristica de centromeros, telomeros, secuencias repetidas y el
cromosoma X inactivo. Cuando la metilacién se da en la region promotora de un

gen, por lo general resulta en la inhibicion de la transcripcion (Dhar et al., 2021).

En el caso de ZO-2, se ha visto que el gen TJP2 que la codifica se silencia
por metilacion de su promotor en el adenocarcinoma de préstata (Wang et al.,
2005).

Las moléculas de ncRNA representan al 98 % del genoma humano y
participan en diversos procesos (lyer et al., 2015). Segun su longitud los ncRNAs
se clasifican en pequefios (sSnRNA, 18-200 nucleétidos), grandes (IncRNA, 200-

nucleodtidos) y circulares (CirRNA). Los snRNA se subdividen en micro-RNA
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(miRNA) y RNA de interacciéon con piwi (piRNA) (Ling et al., 2013). Los miRNA
al unirse a la region 3'UTR de sus mRNA blancos inhiben su traduccién y

promueven su degradacién (Bartel et al., 2009).

El 3’'UTR de ZO-2 tiene sitios blancos para el miR-123ay b, y el miR-124
conservados en rata, raton, perro y humanos, mientras que el sitio blanco para
el miR-137 no esta presente en ZO-2 de perro (Gonzalez-Gonzélez et al., 2022).
Los miRs-23ay 23b que solo difieren en un nucleétido, respectivamente inhiben
e incrementan la permeabilidad endotelial (Li et al., 2016), mientras que el miR-
137 bloquea la expresion de ZO-2 y sube la permeabilidad paracelular de las
células microvasculares cerebrales (Yu et al., 2017). En el riidn de la rata
después de una uninefrectomia, el rifion remanente aumenta de tamafio y
silencia la expresion de ZO-2. En estos animales, sin embargo, no se observo
una diferencia en la expresiéon de los miR-23a y -23b con los animales control,
y en ellos tampoco se detect6 al miR-137 (Gonzalez-Gonzalez et al., 2022). Por
ello, se concluyo que el silenciamiento de ZO-2 en el rifidn ocasionado por una
uninefrectomia no se regula por miRNAs. Seria pertinente en el futuro analizar
si en los tejidos cancerosos el silenciamiento de ZO-2 se regula mediante
MiRNAS.

La remodelacion de la cromatina incluye deslizamientos vy
reestructuracion de los nucleosomas por accion de los complejos
remodeladores de la cromatina, lo que produce la disociacion del DNA gendmico
en el borde de los nucleosomas y genera su reposicionamiento (Wu et al., 2023).
Este proceso puede promover o reprimir la transcripcion génica al facilitar o no
el acceso de los factores de transcripcion y la maquinaria de transcripcién a los

genes (Clark y Rager, 2020).

La acetilaciébn de las histonas abre a la cromatina y la vuelve mas
accesible a los factores de transcripcion, lo que promueve la expresion génica
(Shvedunova y Akhtar, 2022). Por ello, el reclutamiento por ZO-2 de las
desacetilasas de histonas al promotor de la CD1 inhibe su transcripcion (Huerta
et al., 2007).
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Los miembros de la familia HP1 (Heterochromatin Protein 1) son
proteinas diferentes a las histonas, que se unen a la cromatina. Se les llama
proteinas “lectoras”, porque reconocen modificaciones postraduccionales de las
histonas, especificamente a las marcas H3K9me2/3 (Maeda y Tachibana,
2022). Las proteinas HP1 se han conservado a lo largo de la evolucién y
participan en la regulacion de la transcripcién (Schoelz y Riddle, 2022). HP1
interactdia con la metiltransferasa SUV39HL1 y esto permite el reclutamiento de
esta molécula hacia los sitios de metilacion en la lisina 9 de la histona 3
(Yamamoto y Sonoda, 2003). De esta manera, se establece un ciclo de
retroalimentacion positiva, necesario para la formacién de la heterocromatina
pericentromérica (Muramatsu et al., 2016). La interaccion entre HP1 y algunas
metiltransferasas y demetilasas de H3K9 como SUV39H1 y Jmjdla,
respectivamente, les brinda estabilidad, impidiendo su degradacion proteosomal
(Maeda y Tachibana, 2022).

La disminucién en la metilacién de la histona 3, manifiesta por las marcas
H3K9me2 y H3K9me3 en las células ZO-2-KD, indica que, en estas células,
disminuy6 el contenido de heterocromatina y sugiere, por tanto, que ZO-2
remodela a la cromatina, favoreciendo su estado cerrado como heterocromatina

y su localizacion en la periferia del nucleo.

Por lo tanto, en esta tesis analizamos si ZO-2 cambia la distribucion de

la heterocromatina en el nucleo.

1.6 Dam-ID

El Dam-ID es un método que sirve para detectar la interaccion entre el
DNA y una proteina de interés. En nuestro caso, nos interesa saber si la
ausencia de Z0O-2 cambia la fracciébn de DNA que se asocia a la lamina B que

rodea a la envoltura nuclear y que corresponde a la heterocromatina.

El Dam-ID se basa en la construccion de una proteina de fusion entre la
DNA metiltransferasa (Dam) de Escherichia coli y una proteina de interés que

se una a la cromatina (Greil et al., 2006), que en nuestro caso seria la lamina
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B1. La Dam metila la posicion 6 de las adeninas presentes en el consenso
GATC (Barras y Marinus, 1987). Para detectar al DNA metilado por la Dam, se
afade un trazador acoplado a un fluoréforo que se une a las adeninas metiladas
por Dam. De esta manera, se puede observar por fluorescencia, si cambia la
distribucion de la cromatina asociada a la lamina B en las células que carecen

de ZO-2, en comparacién con las parentales.

Il Planteamiento del problema

Z0-2 inhibe la transcripcién génica y mantiene la forma del nucleo. Esto
altimo ocurre por dos mecanismos: 1) Vincula a la lamina B1 con SUN-1, lo que
estabiliza a los microtlbulos y sostiene la red de vimentina que rodea al nucleo, y
2) aumenta el contenido de heterocromatina que se asocia a la periferia nuclear e
incrementa la rigidez del nucleo. La disminucion de la heterocromatina en las
células ZO-2 KD sugiere que ZO-2 podria modular la expresion de genes por un

mecanismo epigenético.

[Il HipoGtesis

Z0-2 tiene un efecto epigenético, y por tanto regula la distribucién de la

heterocromatina en el nucleo y la expresion de genes.

IV Objetivo del proyecto

4.1 Objetivo general
Determinar si ZO-2 tiene un efecto epigenético que se manifieste como un
cambio en la localizacion perinuclear de la heterocromatina y en la expresion

diferencial de genes.

4.2 Objetivos especificos

4.2.1 Determinar si la ausencia ZO-2 cambia la distribucién de la

heterocromatina en el nucleo.
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4.2.2 Investigar si ZO-2 tiene motivos de unién a HP1 y si la interaccion ZO-

2/HP1 es necesaria para mantener a la heterocromatina en la periferia nuclear.

4.2.3 Comenzar el proceso para identificar las regiones del genoma a las que

se asocia Z0O-2.

V Materiales y métodos

5.1 Cultivo celular

Las células epiteliales renales de perro Madin-Darby (MDCK) parentales y
Z0-2 KD fueron amablemente donadas por el Dr. Alan Fanning (Universidad de
Carolina del Norte en Chapel Hill, NC). Estas células expresan tres shRNA
diferentes dirigidos contra ZO-2 en el vector pSuper. Las células se cultivaron

siguiendo el protocolo previamente descrito (Gonzalez-Mariscal et al., 1985).

5.2 Transfeccion celular

Para las transfecciones se utilizo Lipofectamina 2000® (Cat. 11668-019, Life
Technologies, Carlsbad, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las
células MDCK parentales y ZO-2 KD se sembraron a un 30 % de confluencia 'y 24
h después se transfectaron con los plasmidos con las construcciones del DamiD:
2_SdV3_pCCL_hPGK_HA_AID_DAM_LaminB1 y 3 SL1-pCCL-EGFP-
DPN7(tracer). Para el experimento de recuperacion de la expresion de ZO-2, se
transfectaron células MDCK ZO-2 KD con una construccion de ZO-2 que lleva
asociada una sefal fuerte de localizacion nuclear derivada del virus SV40 (ZO-2-
NLS) donada generosamente por el Dr. Otmar Huber (Universidad de Jena,

Alemania).

5.3 Andlisis de secuencia de ZO-2
La secuencia de la proteina ZO-2 humana fue sometida a un alineamiento
multiple de secuencia utilizando el software libre en linea CLUSTALW, Science

Foundation Ireland.
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5.4 Inmunofluorescencia

La inmunofluorescencia (IF) se realiz6 como previamente se describio
(Quiros et al., 2013). Se utilizé un anticuerpo policlonal producido en conejo anti-
Z0O-2 (Invitrogen, Cat. 711400, dilucion 1:100, Carlsbad, CA) y un anticuerpo
monoclonal producido en ratén anti-HP1 (Santa Cruz Biotechnology, HP1(E6): sc-
515341; dilucion 1:100). Como anticuerpos secundarios se emplearon los
siguientes: anticuerpo de burro anti-IgG de conejo acoplado a Alexa Fluor 488 (Cat.
A-21206, dilucion 1:1000, Life Technologies, Eugene, OR, EUA); anticuerpo de
burro contra IgG de ratéon acoplado a Alexa Fluor 594 (Cat. A-21203, dilucién
1:1000, Life Technologies, Eugene, OR, EUA). Las imagenes se tomaron en un
microscopio confocal Leica TCS-SPE DMI4000 1st Gen a una resolucion de 2048
x 2048 megapixeles y se procesaron en el software ImageJ version 1.54e (National
Institutes of Health, USA).

5.5 Inmunodeteccion por Western Blot

Los Western Blots (WB) se realizaron de acuerdo con el protocolo o estandar
descrito previamente (Quiros et al., 2013). Se empled el anticuerpo policlonal
producido en ratén anti-HP-1 (Insertar datos del Ac). Los anticuerpos secundarios
conjugados a peroxidasa que se utilizaron fueron: de cabra anti-lgG de conejo
(Sigma Aldrich, Cat A9169, dilucién 1:10,000, San Louis, MO), y anti-lgG de raton
(Cat. 62-6420, Invitrogen, Carlsbad, CA, dilucion 1:3000). La deteccién de las
bandas que reaccionaron con los anticuerpos se hizo con el sistema Immobilon
(Cat. WBKLS0500, Millipore, Billerica, MA).

5.6. Reaccién en cadena de la polimerasa con retrotranscriptasa cuantitativa
(gPCR).

El ARN total se extrajo de las células MDCK parentales y ZO-2 KD con ayuda
del reactivo TRI-reagent (Sigma-Aldrich, Cat. T9424, St. Louis, MO). La RT-gPCR
se realizd en un solo paso empleando el estuche KAPA SYBR® FAST gPCR kit
(KAPA Biosystems, Cat. KK4600, Wilmington, MA) y siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se emple6 el equipo de PCR en tiempo real StepOnePlus™ (Applied
Biosystems Cat. 4376600, Carlsbad, CA). Las condiciones de la PCR fueron: un
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ciclo inicial de 5 min a 42 °C, un ciclo de 5 min a 53 92 °C, 40 ciclos de amplificacion
(30sa92°Cy 30sa62°C)y una curva desnaturalizante (15 s a 95 °C; 1 min a 60
°C; 15 s a 95 °C). Los oligos que se usaron para la amplificacion del mRNA de HP1
fueron: sentido: CTGACTTGAGCCCTCAGCA y antisentido:
TTGAGCACCGGAGACCTAGA.

La abundancia relativa del ARNm se calculé usando el método 2-AAct y los

datos se expresaron en comparacion al RNAm de PRPO.
5.7. Ensayo de ligacion por proximidad in situ DuoLink

El ensayo de ligacion por proximidad in situ Duolink (PLA) (PLA Duolink, Cat.
DUO092008, Sigma Aldrich, Uppsala, Suecia) se realiz6 de acuerdo con las
instrucciones del fabricante, empleando un anticuerpo policlonal producido en
conejo contra ZO-2 (Invitrogen, Cat. 711400, dilucion 1:100, Carlsbad, CA), un
anticuerpo monoclonal producido en ratén anti-HP1 (Santa Cruz Biotechnology,
HP1(E6): sc-515341; dilucion 1:100) y DAPI para marcar los nucleos. Para la
deteccion de fondo, las células MDCK wild type se incubaron solo con el anticuerpo
contra ZO-2.

El analisis cuantitativo de los ensayos de PLA se realiz6 en el software Blobfinder.
Se utiliz6 un tamafio de muestra n=8 y se empled una prueba t de Student para

comparar las dos condiciones.

VI Resultados

6.1 El dominio PDZ-3 de ZO-2 contiene un motivo conservado de uniéon a HP1.
Previamente se vio que la ausencia de ZO-2 altera la forma del nucleo

que pasa de ovalado a lobulado con mudltiples indentaciones (Hernandez-
Guzman et al.,, 2021). En la literatura encontramos que la ausencia de la
proteina PRR14 altera la forma del nacleo de manera similar a como lo hace la
ausencia de ZO-2 (Poleshko et al., 2013). Esto llamé nuestra atencién porque
PRR14 es una proteina que recluta a la heterocromatina periférica asociada a

la proteina de la heterocromatina HP1. PRR14 tiene en su porcion amino
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terminal al motivo LAVVL de unién a HP1a y cuando este motivo se muta se

pierde la interaccion entre ambas proteinas (Nozawa et al., 2010).

Por ello, nos propusimos investigar si ZO-2 tiene motivos de uniéon a HP1
similares al que tiene PRR14 y si la localizacion de la heterocromatina en la

periferia nuclear depende de esta interaccion.

El motivo VGLRL localizado en los aminoacidos 521-525 presentes en
el dominio PDZ-3 de ZO-2 humano cumple con el consenso del motivo LxVXL
de union a HP1 (Fig. 6a). Este motivo se conserva en ZO-2 de varias especies
de mamiferos, lo que sugiere que es importante para la funcion de la proteina
(Fig. 6b).

6.2 ZO-2 interactua con la proteina HP1.

Para analizar si ZO-2 y HP1 interacttan, se realizé un ensayo de ligacion
por proximidad con anticuerpos de conejo contra ZO-2 y de raton contra HP1.
El experimento se hizo en cultivos subconfluentes para inducir la concentracion
de ZO-2 en el nucleo (Islas et al., 2002). La figura 7 muestra la presencia de
puntos rojos fluorescentes en el nucleo, los cuales solo aparecen si las proteinas
estan juntas a una distancia no mayor a 30 nm. Estos resultados, por lo tanto,

indican que ZO-2 y HP1 se asocian entre si en el nucleo de las células MDCK.
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Figura 6: La secuencia de ZO-2 tiene un motivo de union a HP1. (a) llustracion
esquematica de los dominios de ZO-2 y el motivo de unidon a HP1 presente en el
dominio PDZ-3. (b) Alineamiento del motivo VGLRL presente en la secuencia de

Z0-2 de diferentes especies de mamiferos.
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Figura 7: ZO-2 interactua con HP1 en el nucleo. (a) Imagen representativa del
PLA que muestra la interaccion entre ZO-2 y HP1 como puntos rojos fluorescentes.

(b) Andlisis cuantitativo realizado con el software Blobfinder utilizando la prueba t
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de Student. Los resultados se muestran como media + desviacién estandar. ****
p<0.0001.

6.3. En ausencia de ZO-2, disminuye la transcripcién de HP1 y su expresion

en el ndcleo

En seguida, analizamos si la ausencia de ZO-2 podria afectar la expresiéon
de HP1. Para ello, se analizé por inmunofluorescencia la expresion de HP1, y se
observo que en las células ZO-2 KD disminuye drasticamente su expresion (Fig.
7a). Esta observacion se corroboré con un ensayo de Western Blot (Fig. 7b).

Por otra parte, también se analizo si la ausencia de ZO-2 altera la cantidad
de mRNA de HP1, encontrandose que en las células ZO-2 KD disminuye el mMRNA
de HP1 (Fig. 7c).

En conjunto, estos resultados muestran que la reduccion en el contenido de
la proteina HP1 en las células ZO-2 KD obedece a una menor transcripcion de HP1.

Esto podria explicar la baja expresion de H3K9me2/3 en las células ZO-2 KD.
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Figura 8: En ausencia de ZO-2 disminuye la expresion de HP1. (a) Imagenes
representativas de la inmunofluorescencia de HP1 en el nucleo de células MDCK
parentales y ZO-2 KD. (b) Western Blot de HP1 en células MDCK parentales y ZO-
2 KD. (c) Andlisis cuantitativo de los ensayos de Western Blot realizado con la
prueba t de Student. Los resultados se muestran como media * desviacion
estandar. **** p<0.0001. (d) Cuantificacién mediante PCR en tiempo real del mMRNA
de HP1 en las células MDCK parentales y ZO-2 KD. Se realiz6 una prueba t de
Student. Los resultados se muestran como media + desviacion estandar. ****
p<0.0001.

6.4 En ausencia de ZO-2, el patron de heterocromatina cambia de perinuclear
a moteado.

Dada la importancia de la proteina HP1l en la organizacion de la
heterocromatina y considerando que ZO-2 regula su expresion a nivel
transcripcional, nos preguntamos si en ausencia de ZO-2 cambia el patrén de
distribucion de la heterocromatina en el ndcleo. Para analizarlo empleamos la

técnica de DamiD.

En las células parentales la heterocromatina mostro un patron de distribucién
perinuclear. En cambio, en las células ZO-2 KD la heterocromatina se concentré en
moteados nucleares (Fig. 8b). Para saber si la presencia de ZO-2 en el nlcleo era
suficiente para que la heterocromatina se localizara en la periferia, transfectamos a
las células ZO-2 KD con una construcciéon de ZO-2 que lleva asociada a una sefal
fuerte de localizacién nuclear derivada del virus SV40 (ZO-2-NLS). Observamos
que el 30% de las células ZO-2 KD transfectadas con la construcciéon ZO-2-NLS
recupera el patron de la heterocromatina perinuclear, pero que en el resto (70 %)

permanece el fenotipo de acumulos nucleares de heterocromatina.

Falta ahora analizar si al transfectar a las monocapas de células ZO-2 KD
con ZO-2, se recupera el patron de distribucion de la heterocromatina en un
porcentaje mayor de células. Esto lo planteamos porque previamente vimos que la
forma del nucleo solo se recupera cuando ZO-2 estd presente tanto en el nlcleo
como en las UEs (Herndndez-Guzman et al., 2021)
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Figura 9: ZO-2 promueve la localizacion perinuclear de la heterocromatina. (a)
llustracion esquematica de la técnica de DamiD. (b) Imagenes representativas de
la inmunofluorescencia de las células MDCK parentales y ZO-2 KD transfectadas
con los plasmidos del DamID. (c) Imagenes representativas de la recuperacion de

la expresion de ZO-2 en el nucleo de células MDCK ZO-2 KD.

VIl Discusién

En nuestro laboratorio se demostré que ZO-2 actia como represor
transcripcional de genes involucrados en la proliferacion y transformacion celular,
mediante su interaccion con diversos factores de transcripcién. Ademas, se vio que
Z0-2 es importante para mantener el contenido de heterocromatina con la marca
H3K9me2/3 (Hernandez-Guzman et al., 2021). En este trabajo aportamos nuevas
evidencias que apoyan la hipotesis de ZO-2 como proteina que regula la expresion

de genes por un mecanismo epigenético.

En este trabajo identificamos un motivo VGLRL de unién a HP1 presente en
el dominio PDZ-3 de ZO-2. Este motivo cumple con el consenso PxVXL que poseen
todas las proteinas que se asocian a HP1 (Lechner et al., 2005). ZO-2 no es la
Unica proteina de las uniones celulares que interactia con HP1. Se ha observado
gue un fragmento de 55 KDa producto del clivaje proteolitico de la proteina de las
adhesiones neuronales L1 interactia en el nucleo con las isoformas HP1a, HP1B y
HP1y. Esta interaccidon es necesaria para el crecimiento de las neuritas y la

migracion neuronal (Kleene et al., 2021).

En ausencia de ZO-2 disminuye la transcripcion y la cantidad de proteina
HP1 en las células MDCK. Se sabe que el factor de transcripcion E2F6 reprime la
transcripcion del mMRNA de HP1 a en células HeLa y HEK293 (Oberley et al., 2003),
mientras que E2F5 lo silencia en las células de cancer de mama MDA-MB-231
(Thomsen et al., 2011). Seria interesante por ello, en el futuro analizar si en las
células ZO-2 KD se concentran los factores E2F5/6 en el nacleo. Asimismo, en el
cancer de mama la expresion de la proteina HP1 se reduce de forma mas

pronunciada en las lineas mas invasivas como HS578T y MDA-MB-231, en
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comparacion con lineas menos invasivas como T47D y MCF-7 (Kirschmann et al.,
2000). Por ello, la disminucion de la expresion transcripcional de HP1 en las células
MDCK ZO-2 KD, sugiere que estas células tienen caracteristicas de células
desdiferenciadas.

Otro elemento que apoya la hipotesis de que las células MDCK ZO-2 KD son
células en proceso de desdiferenciacién, es el patron de distribucién de la
heterocromatina en moteados nucleares que presentan. Por el contrario, en las
células MDCK parentales, la heterocromatina se distribuye en la periferia del
nacleo. Esto sugiere, que los dominios de heterocromatina asociados a la lamina
(LADs, por sus siglas en inglés) que estan normalmente silenciados en las células
MDCK ahora se estan expresando. Esto es congruente con un estudio previo,
donde se vio que los genes que se separan de la lamina nuclear se activan (Peric-
Hupkes et al., 2010).

Al recuperar la expresion nuclear de ZO-2, transfectando a las células MDCK
Z0-2 KD con la construcciéon ZO-2-NLS, no se reorganiz6 la heterocromatina en la
periferia nuclear, mas que en un 30% de las células. Resulta aqui pertinente
mencionar que es necesario que las células expresen ZO-2 tanto en el nicleo como
en las UEs, para que el nacleo recupere su forma ovalada (Hernandez-Guzman et
al., 2021). Por ello, en el futuro queremos probar si la heterocromatina se reorganiza
en un mayor porcentaje de células al transfectar a las células ZO-2 KD con una
construccion de Z0O-2 humana resistente a los sShRNAs anti-ZO-2 empleados en la

generacion de la linea celular estable.

El efecto de ZO-2 sobre la expresion de HP1, asi como los cambios en la
organizacién de la heterocromatina observados en las células MDCK ZO-2 KD, nos
sugieren que ZO-2 inhibe la transcripcién de ciertos genes con los que se asocia.
Dichos genes hasta ahora nos son desconocidos. Por ello, comenzamos en este
periodo de maestria, un ensayo de ChiPmentation en las células MDCK wild type.
Este método combina la inmunoprecipitacién de la cromatina (ChlIP) con la
preparacion de una libreria de secuenciacion por la transposasa Tn5

(tagmentacién) (Fig. 9a). Al realizar la secuenciacion masiva de los fragmentos de
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DNA inmunoprecipitados por el anticuerpo anti-ZO-2, podremos identificar las

regiones del genoma a las que ZO-2 se une y probablemente regula.

Se hizo también, un ensayo de cromatina accesible a transposasa mediante

secuenciacion (ATAC-seq). Este estudio se basa en la transposicion in vitro de

adaptadores de secuenciacion en la cromatina nativa (Fig. 9b). Esto permite

identificar mediante secuenciacion, a las regiones del genoma donde la cromatina

esta abierta. Posteriormente, los ensayos se haran en las células MDCK ZO-2 KD,

para comparar entre ambas lineas celulares la organizacion de la cromatina y la

expresion diferencial de genes.
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Figura 10: Métodos empleados para estudiar el genoma de las células MDCK
wild type. (a) ChIPmentation: Método rapido y robusto empleado para mapear las
regiones del genoma a las que se asocia ZO-2. Se emplea la transposasa
hiperactiva Tn5 para colocar los adaptadores de secuenciacion en los fragmentos
del genoma inmunoprecipitados con ZO-2 (Tomado del sitio web de la compafiia
Hologic  Diagenode: https://www.diagenode.com/en/categories/chromatin-ip-
chipmentation). (b) ATAC-seq: Método rapido y sensible empleado para identificar
las zonas abiertas de la cromatina nativa. Este también emplea la transposasa
hiperactiva Tn5 para colocar adaptadores de secuenciaciébn en estas regiones

accesibles del genoma (Tomado de Buenrostro et al., 2013).
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