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Un silenciamiento triple.

El primer nivel de regulacién es el mas sencillo y claro, y se basa en la
capacidad de MeCP2 de unirse al DNA en secuencias CpG y no CpG con
diferentes estados de metilacion y oxidacion, lo cual va a modular de forma
directa la accesibilidad de las zonas promotoras a la maquinaria de
transcripcion. El segundo nivel de regulacion es el reclutamiento por parte
de MeCP2 de proteinas que actian como activadores o represores de la
transcripcion. Su presencia en cada contexto molecular afiadira un nuevo
efecto de regulacion transcripcional. El tercer nivel de regulacion es mas
amplio y condiciona a los otros dos, ya que se basa en la capacidad de
MeCP2 de intervenir en la arquitectura de la cromatina, y remodelaré las

zonas del genoma que sean transcripcionalmente activas en cada tipo celular

y momento del ciclo.
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1. Introduccion.

1.1 Epigenética. Vision general.

El término "epigenética" fue propuesto por C.H. Waddington en 1939, y se
define como el estudio de los cambios en la funcién de los genes, que son
mitotica y/o meidticamente heredables y no suponen un cambio en la secuencia
del DNA. Aquello que Waddington describio como “paisaje epigenético” es el
conjunto de mecanismos que separan el genotipo del fenotipo, originando la
diversidad funcional en tipos celulares que comparten un genotipo, a lo largo
del desarrollo de un organismo (A. D. Goldberg et al., 2007; Waddington, 2012;
C. -t. Wu & Morris, 2001).

Los mecanismos principales de la epigenética (Figura 1.1) son la modificacién
del DNA, la modificacion de las histonas, los non-coding o0 microRNA vy, en
general, los cambios en la arquitectura de la cromatina (remodelamiento,
cambio de posicion de nucleosoma...). Estos mecanismos son responsables de
la iniciacion y el mantenimiento del silenciamiento epigenético y la regulacion
del perfil de expresion génica, y son fundamentales para una serie de procesos
celulares, que incluyen la diferenciacion celular, la expresion génica, la
inactivaciéon del cromosoma X, la embriogénesis y la impronta genémica
(Holliday & Pugh, 1975; Riggs, 1975).

Aunque estas modificaciones epigenéticas se establecen durante la etapa de
desarrollo, el cambio del paisaje epigenético puede tener un impacto
significativo en la funcion celular, lo que puede llevar a la desregulacion de la
expresion génica y, potencialmente, al desarrollo de “enfermedades
epigenéticas"”.
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Mientras que la secuencia del DNA es relativamente estable a lo largo de la vida
de un individuo, el epigenoma es dindmico, esta fuertemente influenciado por
procesos del ambiente y del desarrollo (Shi et al., 2017) y su reversibilidad ha
abierto una nueva via terapéutica (Zachariah et al., 2012).

Hay tres elementos principales en todos los procesos epigenéticos. En primer
lugar, estan los elementos “escritores”, que generan estas modificaciones en el
DNA, las histonas... En segundo lugar, estan los “borradores”, encargados de
eliminar estas marcas y, finalmente, los “lectores”: aquellas proteinas
encargadas de interpretar estas modificaciones y generar una respuesta
funcional (Torres & Fujimori, 2015, Feinberg et al., 2016).

Modificacion de bases nitrogenadas

i "Escritores" i "Borradores"
£ am

TET

E 5 E DNMTs II'

Modificacion postraduccional de histonas

"Borradores” . "Escritores”

n HMTs

Figura 1.1. Regulacion epigenética de la expresion génica. Mecanismos de metilacion del
DNA, modificacion de histonas y cambio de la arquitectura global de la cromatina mediante
los “escritores”, “borradores” y “lectores” de marcas epigenéticas.
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1.2 Modificacion epigenética del DNA.

1.2.1 Metilacion de la citosina: relevancia bioldgica.

La modificacion de las bases nitrogenadas del DNA es uno de los principales
mecanismos de regulacion de la expresion tanto en animales como en plantas.
La modificacion mas habitual y mas estudiada es la metilacién de citosina (5-
mC), es decir, la adicion de un grupo metilo en el carbono 5’ del anillo de
pirimidina de esta base nitrogenada. La metilacion del DNA es esencial para
silenciar elementos retrovirales, regular la expresion de genes que dependen del
tejido donde se expresan, la impronta genémica, o la inactivacion del
cromosoma X (Moore et al., 2013). Debido a su importancia y su abundancia,
se considera la quinta base nitrogenada. Mas del 4% de las citosinas en el
genoma humano estan metiladas (Breiling & Lyko, 2015) y dependiendo de su
posicién, contexto y localizacion dentro de un gen, puede ganar importancia.
La mayoria de la metilacién del DNA ocurre en citosinas que preceden a
guaninas (CpG). Estos dinucleétidos tienden a aparecer agrupados en zonas
repetitivas del genoma llamadas “Islas CpG”, que son zonas muy conservadas
y estan fuertementemente metiladas (Bird et al., 1985) y que contienen los
promotores de genes constitutivos necesarios para la viabilidad celular
(IMingworth et al., 2010; Saxonov et al., 2006).

La metilacién de la citosina afecta a la accesibilidad de proteinas o complejos
regulatorios al DNA, y afecta a la arquitectura de la cromatina. Se asocia con
represion transcripcional cuando se encuentra en zonas promotoras o enhancers
(Charlet et al., 2016), aunque la metilacion en el cuerpo del gen tiene efecto
activador o represor dependiendo del contexto molecular. (Buck-Koehntop &
Defossez, 2013; Spruijt & Vermeulen, 2014).

1.2.2 Metilacion de la citosina: un proceso dindmico.

El nivel de metilacion de citosina a lo largo del desarrollo en sitios concretos
varia de una forma bastante controlada, de forma que todos los elementos
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implicados en la aparicion y eliminacion de esta marca estan perfectamente
orquestados.

Agentes “escritores” de la metilacion del DNA.

Las metiltransferasas de DNA (DNMTSs) son la familia de enzimas encargadas
de transferir los grupos metilo usando S-adenil-metionina (SAM) como
cosustrato. Esta familia estd compuesta por tres miembros: DNMT1, DNMT3A
y DNMT3B. Las tres tienen un dominio regulador N-terminal y un dominio
catalitico C-terminal, pero cada una de ellas tiene funciones y patrones de
expresion diferentes (Xie et al., 1999; Yen et al., 1992).

DNMT3A y DNMT3B son las llamadas DNMT de novo, ya que son capaces de
introducir el grupo metilo en DNA desnudo (sin metilacién previa). Son muy
similares a nivel funcional y estructural. Sus diferencias se encuentran en sus
patrones de expresion: DNMT3A se expresa en practicamente todos los tejidos
por igual; DNMT3B apenas se expresa en tejidos diferenciados, excepto en
testiculos, tiroides y médula 6sea (Xie et al., 1999).

DNMTL es la “DNMT de mantenimiento”. Es el miembro de la familia mas
estudiado, y se une preferencialmente a DNA hemimetilado (Pradhan et al.,
1999; Ramsahoye et al., 2000). Su funcién es conservar los patrones de
metilacion durante la replicacion del DNA. (Hermann et al., 2004). También
tiene la capacidad de reparar la metilacion del DNA (Mortusewicz et al., 2005).

Agentes “borradores” de la metilacion del DNA.

En contraposicion a la accion de las DNMTSs, la desmetilacion de citosina puede
ocurrir de manera pasiva o0 activa. La desmetilacion pasiva ocurre en células en
divisién, cuando la actividad de DNMTL no es suficiente para mantener los
niveles de metilacién durante el proceso de replicacion del DNA y se reduce la
cantidad total de citosinas metiladas, de forma que esta metilacion desaparece
con las sucesivas replicaciones, por efecto de dilucion.
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La desmetilacion activa es un proceso enzimatico que puede darse en cualquier
parte del ciclo celular, que comienza con la 5--mC como sustrato y acaba en una
citosina sin modificar, pasando por varios puntos intermedios (Mayer et al.,
2000; Oswald et al., 2000; Paroush et al., 1990; F. Zhang et al., 2007). En
células de mamiferos no se conoce ninguna enzima capaz de procesar el enlace
covalente del grupo metilo al anillo pirimidinico de la citosina, de forma que las
vias de desmetilacion (que adn no estan del todo descritas, Bhutani et al., 2011)
incluyen una desaminacién o una oxidacion, seguida de una reparacion del
DNA por el sistema de reparacion por escision de bases (BER) que elimina la
base modificada y la reemplaza por una citosina.

La 5-mC se puede modificar en dos sitios diferentes: el grupo metilo, y el grupo
amina. La desaminacién es realizada por el complejo AID/APOBEC
(activation-induced cytidine deaminase/apolipoprotein B mRNA-editing
enzyme complex), que genera un grupo carbonilo. Esto convierte la5-mC en una
timina, produciendo un mal emparejamiento de bases (G/T), induciendo una
reparacion por el sistema BER mediada por la Timina DNA glicosilasa (TDG)
(Rai et al., 2008).

Otra via es la mediada por las enzimas de la familia TET (ten-eleven
translocation), que incluye la TET1, TET2 y TET3. Esta familia de enzimas
aflade un grupo hidroxilo al grupo metilo de la 5-mC, formando 5-
hidroximetilcitosina (5-hmC) usando o-cetoglutarato como co-sustrato (Ito et
al., 2010; Tahiliani et al., 2009). Una vez se forma la 5-hmC, hay dos
mecanismos posibles para recuperar la citosina inicial (Figura 1.2):

Por una parte, esta la oxidacion repetida de la base nitrogenada, formando
progresivamente 5-formilcitosina (5-fC) y finalmente 5-carboxilcitosina (5-
caC) (Ito et al., 2011). Estas dos Ultimas formas oxidadas (5-fC y 5-caC) son
reconocidas por la TDG, comenzando un proceso de reparacion por escision de
bases, sustituyendo la base modificada por una citosina sin modificar (X. Wu &
Zhang, 2017). La otra opcion partiendo de la 5-hmC es la deaminacion, por el
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mismo mecanismo AID/APOBEC explicado anteriormente, formando 5-
hidroximetiluracilo (5-hmU) como producto (Guo et al., 2011).

Metilacion y desmetilaciéon de la citosina

DNMT3A (DNMT3B N
NH . '
Metilacion de novo CHa
P > F DNMT1

L . M o
u/l‘\ T €= Ele_sTe_hI_a(-;u:n-peslvE ------ o )\ T antenimiento
Cit'osina 5-metilcitosina
Desmetilacién (5-mC)
Activa
106 TET
NH:

NH,

N OH N/j\m

)\ | NH, 0 0}\ " 5-hidroximetilcitosina
[+] N (5'th)
| \ N H l
; TET | /
5-carboxilcitosina o N TET
(5-cC) |

5-formilcitosina
(5-fC)

Figura 1.2. Vias de metilacion y desmetilacion del DNA. Via de metilacion, desmetilacion
activay pasiva y agentes escritores y borradores de la metilacién de citosina (X. Wu & Zhang,
2017).

1.2.3 Intermediarios oxidados de la citosina: 5-hmC
COMO nueva marca epigenética.

Estas bases que se producen por la via oxidativa mediada por TET no son
Unicamente intermediarios en la desmetilacion del DNA, sino que también
tienen entidad de marca epigenética de manera individual. Las ultimas
mencionadas (5-fC, 5-caC, and 5-hmU) influyen en la regulacion de
transcripcion, el remodelamiento de la cromatina, y el reclutamiento de los
complejos de reparacion del DNA en animales (Fong et al., 2013; Yue et al.,
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2016) aunque su relevancia biolégica es aun incierta. (Raiber et al., 2012; C.-X.
Song et al., 2013).

Por su parte, la 5-hmC se esta estableciendo en la comunidad cientifica como
una sefial estable que modula la unién de moléculas que van a influir en la
expresion génica. Los niveles de hidroximetilacion varian mucho entre tejidos
(Ito et al., 2010; W. Li & Liu, 2011) y en diferentes etapas del desarrollo,
encontrandose en sus niveles mas altos en el cerebro y otros tejidos del sistema
nervioso central (Globisch et al., 2010; Kinney et al., 2011; Kriaucionis &
Heintz, 2009; Michaeli et al., 2013).

Esta marca esta especialmente enriquecida en cuerpos de genes, en promotores
y en sitios de unién de factores de transcripcién ((Hahn et al., 2013; Mellén et
al., 2012; Szulwach, Li, Li, Song, Han, et al., 2011), y tiene un papel importante
en la regulacién de la pluripotencia de las células madre, el desarrollo y
envejecimiento celular, asi como la carcinogénesis (Liutkevicitté et al., 2009)).
Tiene un efecto critico en el neurodesarrollo (Szulwach, Li, Li, Song, Wu, et
al., 2011) y la hematopoiesis (Albano et al., 2011; Chou et al., 2011; Weissmann
et al., 2012) y la alteracion de los niveles de 5-hmC se asocia con problemas a
nivel neuroldgico, asi como de maduracion y proliferacion de células
sanguineas.

El nivel de 5-hmC aumenta durante la diferenciacion neuronal, y se encuentran
niveles constantes de esta marca en el cuerpo de genes activos especificos de
este tipo celular (Hahn et al., 2013). Ademas, parece tener importancia en el
splicing alternativo (Khare et al., 2012)

1.2.4 Lectores de marcas epigenéticas.

Para ejercer sus efectos, la gran cantidad de modificaciones epigenéticas
posibles requieren ser reconocidas por otras proteinas, que se conocen como
"lectores" del epigenoma. Existen diversos dominios proteicos que actan como
lectores epigenéticos debido a su capacidad de identificar y unirse a las
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modificaciones covalentes presentes en el DNA y las histonas. En este caso, nos
centraremos en los dominios proteicos que pueden reconocer el DNA metilado
o hidroximetilado, o histonas modificadas mediante procesos de metilacion.

Familia MBD.

Dentro de los lectores epigenéticos, cabe destacar las proteinas que contienen
un dominio de union a metlilo (MBP, methyl-binding proteins). Estas proteinas
se unen al DNA metilado y reclutan complejos remodeladores de la cromatina,
lo que puede resultar en la represion o activacion de genes. Se han identificado
varias familias de proteinas MBP, incluyendo la familia de dominio de unién a
metil-CpG (MBD), las proteinas del dominio SRA y las proteinas de dedos de
zinc (Moore et al., 2013).

Las proteinas de la familia MBD contienen un dominio de unién al DNAy otros
dominios de interaccidn proteina-proteina. Estas proteinas actlan como nodos
de conexidn entre diferentes marcas epigenéticas y las moléculas efectoras,
reclutando factores de transcripcion para alterar el estado transcripcional del
DNA. Se han identificado once proteinas que contienen un dominio MBD,
incluyendo MeCP2, MBDs 1-6, SETDB1/2 y BAZ2A/B (Figura 1.3).

El dominio MBD tiene entre 70-80 aminoacidos, y es capaz de unirse a
dinucleétidos CpG metilados de forma simétrica (Nan et al., 1993; Ohki et al.,
2001) y cada miembro de esta familia de proteinas contiene otros dominios de
los cuales dependeré su funcién especifica. Un dominio recurrente en este tipo
de proteinas es el TRD (dominio de represion transcripcional) que media la
interaccién con diferentes partners biologicos (Boeke et al., 2000; Wade et al.,
1999). MBD5 y MBD6 no se unen a residuos de 5-mC (Laget et al., 2010). Se
sabe que MBD?5 se une a histonas metiladas y ambas se asocian a procesos de
desubiquitinacion de histonas (Baymaz et al., 2014).

La proteina de union a metil-CpG 2 (MeCP2) fue la primera en descubrirse y
contiene un ndcleo MBD de 70 aminoacidos junto con un dominio de represion
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MeCP? s B e ST R D e 486a

MBD1 (Bl ——— CXXC CxxC JTRDE= 605aa
MBD2 =G/R = IEDETR i~ 411aa
MBD3 <Nl —— 291aa
MBD4 . MBD JDNAGEEN—  580aa
MBDS5 (BB Prich PWWP=1494aa
MBD6 {5 m— Prich — 100322
SETDB1 T T ———S - 129122
SETDB2 MED: 719aa
TIPS/BAZ2A e {5 = 6~ ¥ 1905aa
BAZ2B iEs-lel-p——----—y{} 216823
I MBD: Methyl-CpG-binding domain P rich: dominio rico en prolina
[ TRD: Transcription represién domain PWWP: motivo Pro-Trp-Trp-Pro
[ CxxC: CpG-binding Zinc Finger T: dominio Tudor
G/R: Dominio rico en glicina/arginina [  SET: Suvar3-9, Enhancer —of zeste-Trithorax
Il CC: Coiled coil domain I DDT: Dominio unién a DNA
I DNA Gsa: DNA glicosilasa Il &R Bromodomino

Figura 1.3. Familia MBD y otras proteinas que contienen dominio MBD. El resto
de dominios funcionales principales estan destacados (Du et al., 2015).

transcripcional (TRD). Aunque MeCP2 funciona como un represor
transcripcional, informes recientes han revelado propiedades adicionales de
MeCP2, incluyendo una compactacion avanzada de la cromatina) no metilada,
interaccién con regiones metiladas y no metiladas del DNA vy, lo mas
importante, funcién tanto como represor como activador de ciertos genes
(Hansen et al., 2010).

Ademas de las proteinas MBD, otras proteinas como SETDB1, SETB2, BAZ2A
y BAZ2B también contienen un dominio MBD, y actian como lector
epigenético de marcas histonicas, uniéndose a histonas metiladas y acetiladas.
Estas proteinas funcionan como histona metiltransferasas y contribuyen al
remodelado de la cromatina (Du et al., 2015).

Otras proteinas que reconocen la metilacion del DNA son UHRFL1,
ZBTB33/Kaiso, ZBTB4, ZBTB38 y ZFP57. Estas proteinas desempefian
diversos roles en la regulacién transcripcional y el mantenimiento del patron de
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metilacion durante la replicacion del DNA (Avvakumov et al., 2008;
Quenneville et al., 2011).

Desde que se ha comenzado a considerar la 5-hmC como marca epigenética, se
han descubierto proteinas aparecen en zonas de cromatina hidroximetilada,
como pueden ser MBD3, MeCP2 y UHRFL1. Se han identificado varias proteinas
gue muestran una preferencia por 5-hmC o 5-fC, y se espera descubrir méas
funciones para estas modificaciones en el futuro.

Estas proteinas parecen mostrar especificidad por el tipo de modificacion y los
partners especificos a los que se unen pueden cambiar con, por ejemplo, la
diferenciacion (Spruijt et al., 2013). Es probable que se descubran funciones
nuevas para estas modificaciones del DNA en el futuro (Frauer et al., 2011,
Mellén et al., 2012; Yildirim et al., 2011). Mas recientemente, se descubrié que
Kaiso se une a 5-hmC mientras que Zbtb4 co-inmunoprecipita con zonas
hidroximetiladas. Sin embargo, los dominios de unién a 5-hmC, asi como la
funcion bioldgica, non han sido determinadas del todo (Spruijt et al., 2013).

1.3 Modificacion postraduccional de histonas.

El nucleosoma es la unidad basica de cromatina, incluyendo cerca de 150 pares
de bases de DNA enrollados sobre un octdmero de histonas, que se forma con
dos dimeros H2A-H2B y un tetrdmero H3-H4(Jenuwein & Allis, 2001).
Mientras que el core de las histonas es esencialmente globular, las colas
histonicas, situadas los extremos de la secuencia de aminodacidos (tanto el N-
como el C-terminal) estan desorganizadas y pueden ser sufrir modificaciones
postraduccionales, como la acetilacion, fosforilacion, metilacién, SUMOilacion
0 ubiquitinacion (Strahl & Allis, 2000). Estas modificaciones van a generar
cambios en la estructura y carga de las histonas, que a su vez van a producir
variaciones en la union de las mismas al DNA, el nivel de compactacion de la
cromatina, y de esta manera van a regular la expresion génica, participando en

una gran variedad de procesos celulares (Kouzarides, 2007).
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1.3.1 Metilacion de histonas.

Una de las modificaciones postraduccionales de histonas mas importante es la
metilacion, que suele ocurrir en los residuos de lisina (K) de las colas de las
histonas H3 y H4 (Greer & Shi, 2012). Los residuos de lisina de la H3 (K4, KO9,
K27, K36, K79) o de la H4 (K20) que pueden ser mono-, di- o trimetilados
(mel, me2 y me3 respectivamente), resultando en marcas epigenéticas con
efecto inductor o represor de la expresion génica. El nimero de grupos metilo
afiadidos, asi como su posicion en cada histona y en la zona de la cromatina que
se encuentre, determina el efecto resultante (Macrae et al., 2023).

Las modificaciones en H3K4, H3K36 y H3K79 se encuentran en zonas de la
cromatina con transcripcion activa, mientras que las modificaciones en las
posiciones H3K9, H3K27 y H4K20 se consideran marcas de represion
transcripcional, y se encuentran en zonas silenciadas y con cromatina con alto
nivel de condensacion (Black et al., 2012).

Estas modificaciones no son mutuamente excluyentes, pudiendo coexistir en
zonas concretas de la cromatina y generando un efecto combinatorio, en la
Ilamada cromatina bivalente, que permite una regulacién muy controlada y
precisa de la expresion génica durante el desarrollo (Bernstein et al., 2006;
Kinkley et al., 2016; Macrae et al., 2023; Zheng et al., 2016).

Agentes “escritores”, “borradores” y “lectores” de la metilacion histonas.
La adicion de grupos metilo en los residuos de lisina de las histonas esta
catalizada por un conjunto de enzimas redundantes, que son denominados
genéricamente como metiltransferasas de histonas (HMT) o metiltransferasas
de lisina (KMT). En un inicio se consideraba que la metilacién de histonas era
una marca irreversible que solo desaparecia por falta de mantenimiento. Con el
tiempo, se han identificado y categorizado mas de 30 proteinas humanas
capaces de eliminar la metilacién en los residuos de lisina de las histonas,
englobadas en dos familias: dependientes de FAD y dioxigenasas. Hay marcas,
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Tabla 1.1 Agentes escritores, borradores y lectores de la metilacion de histonas y sus funciones
(Hyun et al., 2017).

Posicion Escritores Borradores Lectores: Funciones
H3K4 CHD1: Remodelador de cromatina
BPTF: subunidad complejo NURF
SEES;EM_BE TAF3: subunidad complejo TFIID
LSD1/KDM1A Sgf29: Relaciona H3K4me2/3 y H3ac
MLLL/KMT2A : L .
LSD2/KDM1B INGA4: restriccion del ciclo celular en
MLL2/KMT2B
MLL3/KMT2C NO66/MAPJD G/M _ _
MLL4/KMT2D JARID1A/KDM5A  CFP1: une CpG sin metilar
JARID1B/KDM5B  PHF2/KDMT7C: Sensor de oxigeno
SMYD1/KMT3D )
JARID1C/KDM5C  en normoxia
SMYD2/KMT3C _ . .
JARID1D/KDMS5D  SPINL: Senescencia y apoptosis
SET7/9/KMT7 ) )
PRDM9/KMT8B PHF23: Autofagla_
PYGO2: renovacion de células de
mama progenitoras mamarias.
H3K9 JHDM2A/KDM3A
SUV39H/KMT1A-B JHDM2B/KDM3B
G9a/KMT1C JHDM2C/KDM3C 5 _
JHDM3A/KDM4A  HP1a/p: formacion heterocromatina
GLP/KMT1D . L, S
SETDB1/KMTIE JHDM3B/KDM4B  HP1y: elonga_0|or_1 en la transcripcion
Famila PRDM JHDM3C/KDM4C  UHRF1: metilacion del DNA
JHDM3D/KDM4D
PHF8/KDM7B X
PHF2/KDM7C
H3K27 CBX7: Reduccidn transcripcion del
UTX/KDM6A gen diana del complejo PRC
EZH1/KMT6B UTY/KDM6C EED: ampliar la metilacion en
EZH2/KMT6A JMJID3/KDM6B H3K27
KIAA1718/KDM7A BAHDL1: formacion heterocromatina
PHF8/KDM7B NSD2: elongacién en la
transcripcion
H3K36  sETp2/KMTIA
NSD1/KMT3B JHDM1A/KDM2A DNMT3A: Metilacion DNA
NSD2/KMT3G JHDM1B/KDM2B  LEDGF: reparacion DNA
NSD3/KMT3F JHDM3A/KDM4A  NBSL1: reparacion DNA
SMYD2/KMT3C JHDM3B/KDM4B  Ku70: reparacion DNA
ASH1L/KMT2H JHDM3C/KDM4C  MRG15: Splicing RNA
SETD3 JHDM3D/KDM4D ZMYND11: Splicing RNA
SETMAR
H3K79 DOTIL/KMT4 TP53BP1: respuesta al dafio en DNA
H4K20 TP53BP1: respuesta al dafio en DNA
SET8/KMT5A PHF8/KDM7B g%“é?_T'r‘el:licczﬂgicgﬁ;g\” cromatina
SUV4-20H1/KMT5B PHF2/KDM7C ORCA-' replicacién DNA
SUV4-20H2/KMT5C LSD1n - 'ep

Pdpl: localizacién de H4K20
metiltransferasa
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como la metilacion en H3K79, para la que no se han encontrado demetilasas
capaces de procesarlas. Los lectores de metilacion de histona son muy variados
y estan agrupados en al menos trece subfamilias (Hyun et al., 2017; Yap &
Zhou, 2010).

Todos los agentes implicados en la metilacion de histonas (Tabla 1.1) muestran
una gran especificidad de sustrato y actividad, a nivel de tipo de histona, de
posicién de la lisina, y de nimero de grupos metilo (mel, me2 o me3) en el
sustrato y en el producto (Vavouri & Lehner, 2012). Ademas, esta especificidad
puede ser modificada dependiendo del complejo enzimético del que formen
parte. De esta manera se pueden crear un gran nimero de modificaciones
diferentes, con un efecto concreto, que aparecen en zonas concretas de la
cromatina, y estan involucradas en procesos diferentes en lo que se denomina el
“codigo de histonas” (Jenuwein & Allis, 2001).

1.4 Methyl-CpG-binding protein 2 (MeCP2).

MeCP2 es una proteina nuclear que fue descrita en 1992. Fue la primera proteina
identificada capaz de unirse especificamente a dinucle6tidos CpG metilados
(Lewis JD. 1992). Es una proteina altamente conservada en animales, sobre todo
en mamiferos. Se expresa de forma ubicua (Sharifi & Yasui, 2021; C. Song et
al., 2014), aunque hay grandes variaciones dependiendo del tejido, tipo celular
y momento del desarrollo, siendo méas abundante en el cerebro, con un papel
crucial en el desarrollo neuronal (Skene et al., 2010).

MeCP2 esta codificada en un gen de 78kb que se encuentra en el cromosoma
Xq28, de forma que puede estar afectado por la inactivacion del cromosoma X.
El gen tiene cuatro exones, y por splicing alternativo puede dar lugar a dos
isoformas: E1 (con los exones 1, 3y 4) y E2 (con los exones 2, 3y 4). La
diferencia entre ambas isoformas son 12 aminoacidos en el extremo N-terminal
gue aparecen Unicamente en la forma E1 (Mnatzakanian et al., 2004). Tienen
patrones de expresion diferentes segun tipo celular y tisular, y tienen ciertas
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diferencias en cuanto a estabilidad y capacidad de unién a cromatina (Martinez
de Paz et al., 2019).

1.4.1 Estructura y dominios de MeCP2.

MeCP2 es una proteina bésica, de 498-486 aminoacidos (dependiendo de la
isoforma) con un peso molecular de 53 kDa y un punto isoeléctrico de casi 10.
Es una proteina intrinsicamente desordenada (IDP), es decir, no tiene estructura
secundaria en parte de su secuencia (Hite et al., 2012; Uversky et al., 2005);
concretamente, el 60% de la proteina es desordenada. El resto se reparte en 35%
ld&mina-B y 5% de hélice-a. La estructura de la proteina no se ha podido resolver
en su totalidad debido a este desorden, ya sea por difraccion de rayos X o RMN
(Hansen et al., 2010).

Este desorden intrinseco le confiere una flexibilidad que le permite
interaccionar con un gran nimero de moléculas (Uversky et al., 2005). En
ocasiones las zonas desorganizadas de las IDP pueden adoptar una estructura
definida al unirse a una molécula, de forma que el cambio conformacional le
permita interactuar con nuevos partners, funcionando como una forma de
regulacion espaciotemporal de eventos que sirve para controlar vias de
sefializacion.

MeCP2 es una proteina modular, dividida en 5 dominios funcionales: N-
terminal domain, NTD; methyl binding domain, MBD; intervening domain, 1D;
transcriptional repressor domain, TRD; and C-terminal domain, CTD, que a su
vez se puede subdividir en CTDa y CTDp (Figura 1.4).

El MBD es el Gnico dominio cuya estructura ha sido descrita, ya sea de forma
libre, 0 en complejo con el DNA (Wakefield et al., 1999), de forma que sabemos
que esta formado por 3 laminas beta antiparalelas, con una hélice en el extremo
C-terminal. Junto al TRD, que es capaz de reclutar complejos de represion por
si solo y tiene un posible dominio de dimerizacidn, son los elementos comunes
al resto de proteinas de la familia.
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Flanqueando el MBD hay dos dominios completamente desordenados: NTD e
ID, también llamados HMGD1 y HMGD2 (High Mobility Group-Like
Domain), respectivamente. El dominio ID contiene un dominio AT-hook que
puede modular la interaccion con el DNA, promoviendo una interaccion de alta
afinidad independiente del estado de metilacion de la citosina (Ghosh, Nikitina,
etal., 2010; Hite et al., 2009).

La regién C-terminal se divide en CTDao y CTDp, y es necesaria para la
compactacion de cromatina. CTDf tiene dos motivos dentro de su secuencia:
un motivo rico en histidinas (siete consecutivas) y un motivo rico en prolinas,
que contiene un sitio de union a proteinas WW (Nikitina et al., 2007).

MeCP2 contiene un dominio de unién a RNA, posiblemente ubicado entre el
TRD y el inicio del CTD (Hudson & Ortlund, 2014). Se ha demostrado que los
motivos de repeticion RG (arginina-glicina) son modulos de unién a RNA
establecidos (Thandapani et al., 2013). Estos motivos tienen preferencia por las
estructuras de G-cuadruple o RNA de doble cadena rico en GC, donde los
residuos de arginina forman enlaces de hidrogeno con las (Jarvelin et al., 2016).
MeCP2 ha sido identificado como un importante RBP (proteina de union a
RNA) en estudios a gran escala (He et al., 2016; Trendel et al., 2019).
Recientemente, se descubrié un motivo de unién a RNA no candénico rico en
lisina dentro del TRD de MeCP2 (Castello et al., 2016). Estos dominios de
unién a RNA no canonicos carecen de homologia de secuencia con los dominios
de unién a RNA conocidos y estan caracterizados por residuos basicos (R y K)
y residuos que promueven el desorden (R, G, P, Sy Q en MeCP2). Estos
dominios no canodnicos también estan enriquecidos en interacciones con DNA
y proteinas, lo que sugiere una competencia entre la union a RNA y otras
interacciones moleculares en estas regiones (Chong et al., 2018).

En los extremos de MeCP2 (NTD y CTD) hay motivos PEST (prolina-
glutamato-serina-treonina) que son susceptibles de ser modificados
postraduccionalmente. Se han descrito algunas modificaciones, pero su efecto

32




en la estructura y funcion de la proteina no ha sido dilucidado del todo (Ausid
et al., 2014a; Ward et al., 2004).

Figura 1.4. Dominios funcionales de la proteina MeCP2.

1.4.2 Funcién de la proteina MeCP2.

Inicialmente se consideraba que MeCP2 era un represor transcripcional con
funcion en supervivencia y desarrollo de neuronas, sinaptogénesis, maduracion
y plasticidad neuronal, por la presencia del dominio de unién a CpG metilado,
yel TRD (Nanetal., 1997). Sin embargo, posteriormente se han ido atribuyendo
funciones mas complejas, conforme se ha visto su implicacion en diferentes vias
de sefializacion, donde provoca diferentes efectos en la expresion de genes,
dependiendo del gen que regula y los partners moleculares a los que esta
asociada.

En el contexto de la cromatina va a realizar un control de la regulacién a tres
niveles: El primer nivel de regulacion es el mas sencillo y claro, y se basa en la
capacidad de MeCP2 de unirse al DNA en secuencias CpG y no CpG con
diferentes estados de metilacion y oxidacion, lo cual va a modular de forma
directa la accesibilidad de las zonas promotoras a la maquinaria de transcripcion
(Fraga, 2003; Mellén et al., 2012; Nan et al., 1997). El segundo nivel de
regulacion es el reclutamiento por parte de MeCP2 de proteinas que actlan
como activadores o represores de la transcripcién. Su presencia en cada
contexto molecular afiadird un nuevo efecto de regulacion transcripcional (Ebert
etal., 2013; Lombardi et al., 2015). El tercer nivel de regulacion es mas amplio
y condiciona a los otros dos, ya que se basa en la capacidad de MeCP2 de

intervenir en la arquitectura de la cromatina, y remodelara las zonas del genoma
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que sean transcripcionalmente activas en cada tipo celular y momento del ciclo
(Agarwal et al., 2007; Nan et al., 1998) (Figura 1.5).

Represion

Compactac!on transcripcional

®

Procesamiento
RNA

Activacion
transcripcion

Unién a
mCpG-DNA

Figura 1.5. Funciones de MeCP2 segun su unién a diferentes ligandos moleculares.

Ademas, MeCP2 actlia como una proteina de union a RNA, participando en
procesos como el splicing alternativo, maduracién y desarrollo de micro RNA
y RNA largo no codificante, participando de esta forma en una regulacion a
nivel traduccional.

Tanto la sobreexpresion como la expresidn deficiente o las mutaciones del gen
que codifica la proteina conducen a trastornos neuroldgicos (del Gaudio et al.,
2006; Van Esch et al., 2005a). Ademas, MeCP2 puede actuar como represor 0
activador transcripcional, dependiendo del contexto funcional y estructural, es
decir, los cofactores interactuantes asociados, las modificaciones
postraduccionales y marcas epigenéticas de la cromatina en el entorno (Ben-
Shachar et al., 2009; Chahrour et al., 2008; Ego et al., 2005; P. L. Jones et al.,
1998a; Lewis et al., 1992; Matsumura et al., 2010; Nan et al., 1998; Yasui et al.,
2007). Alrededor de 1300 genes estan desregulados transcripcionalmente
(regulados al alza o a la baja) cuando MeCP2 es disfuncional (Chahrour et al.,
2008). MeCP2 puede regular genes especificos 0 mostrar funciones a nivel de
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cromatina similares a las histonas en todo el genoma. Por lo tanto, MeCP2
podria no actuar necesariamente como un factor de transcripcion clésico, sino
como un regulador de ajuste fino de la transcripcion génica. Los primeros
intentos de identificar los genes diana de MeCP2 estaban sesgados, ya que
originalmente se pensaba que tenia un papel represor. Ejemplos de genes directa
y especificamente regulados a la baja por MeCP2 son el factor neurotréfico
derivado del cerebro (Bdnf), el receptor de glutamato 2 (GIuR2) y la quinasa
dependiente de calcio/calmodulina (CamK2d), asi como proteinas implicadas
en la guia de axones y la formacion de sinapsis (Gabel et al., 2015). En estado
basal, MeCP2 se une al promotor de GIuR2; la actividad neuronal aumenta los
niveles de MeCP2, lo que resulta en una mayor inhibicién de la transcripcion
de GIluR2 y la reduccion de la excitabilidad neuronal (Qiu et al., 2012).

La deficiencia de MeCP2 provoca cambios globales en la estructura de la
cromatina neuronal, un aumento de la acetilacion de histonas y de los niveles
de histona H1, y una transcripcion elevada de elementos repetitivos espurios.
Por lo tanto, MeCP2 puede actuar, no como un represor transcripcional
especifico de un gen en las neuronas, sino para amortiguar el ruido
transcripcional en todo el genoma de una manera dependiente de la metilacion
del DNA (Skene et al., 2010). El papel represor de la proteina esta asociado con
la unién de MBD a mCpG y con su asociacién con correpresores (por ejemplo,
Sin3A, ATRX y HDACSs), mientras que el papel activador es independiente de
la union de MBD Yy esté asociado con el desplazamiento de correpresores (por
ejemplo, HP1y) y la consiguiente relajacion conformacional de la cromatina
(Brink et al., 2013).

Union al DNA mediante el reconocimiento directo de la metilacion.

Como ya hemos visto, MeCP2 fue identificada como una proteina que reconoce
dinucle6tidos mCpG, siendo el MBD la porcién minima que puede realizar esa
unién selectiva. In vivo, MeCP2 aparece distribuida a lo largo del DNA,
enriqueciéndose en zonas con mayor densidad de metilacion. Sin embargo, la
disposicion global de MeCP2 no es explicable simplemente con la presencia de
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mCpG. Incluso, encontramos MeCP2 asociada a la cromatina en células que no
expresan DNMTs, lo cual indica que hay otros mecanismos de union
implicados. Uno de estos mecanismos puede ser la presencia de regiones
enrigquecidas en A/T, en secuencias concretas de DNA, como es el caso de los
promotores de genes regulados por MeCP2, como Bdnf o DIx6 (Klose et al.,
2005; Skene et al., 2010).

MeCP2 potencialmente puede interactuar con el DNA a través de diferentes
dominios: MBD, ID, TRD y CTD. Esto no es sorprendente ya que MeCP2 tiene
tres regiones AT-hook distribuidas por los dominios NTD, ID y TRD. Sin
embargo, no se conocen las interacciones especificas de los dominios fuera del
MBD con cromatina, y no se ha detectado una capacidad de discriminar estado
de metilacién en esas zonas, ni hay informacion a nivel estructural.

Con los datos existentes hasta la fecha, hay cierta controversia entre los estudios
in vitro y a nivel celular/in vivo. La capacidad de discriminacion del MBD in
vitro parece estar determinada por la fuerza ionica. Al tratarse de una interaccion
guiada por factores electrostaticos (MeCP2 es una proteina muy basica): con
baja fuerza ionica el MBD se une ligeramente mejor a mCpG (Fraga, 2003),
mientras que en condiciones de alta fuerza ionica la afinidad por CpG no
metilado disminuye, obteniendo una diferencia de afinidades biolégicamente
relevante (>100 veces mayor) (Khrapunov et al., 2014).

In vivo vemos una clara tendencia a la unién en mCpG, reforzada por la
presencia de otros motivos, como los tramos ricos en A/T y se ve afectada por
modificaciones en la accesibilidad de la cromatina. La unién a zonas no
metiladas es marginal. Hay también unién a mCpG en zonas intragénicas, que
parece tener un papel en el splicing alternativo de los genes (Maunakea et al.,
2013).

Se ha demostrado que la unidn dependiente de la metilacion esta influida por la
longitud del DNA (Ghosh RP. 2010b; Thambirajah AA. 2012). Ademas, aunque
la forma libre de MeCP2 es monomérica en solucién, la unién dimérica puede
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ocurrir in vivo en presencia de una alta densidad de metilacion, repeticiones A/T
cercanas y alta fuerza idnica. Esta discrepancia entre los ensayos in vitro/in vivo
se debe principalmente a la dificultad de reproducir el entorno nuclear nativo y
al uso de dominios aislados (esencialmente, MBD) en muchos de los

experimentos in vitro.

La capacidad de MeCP2 de reconocer la marca 5-hmC también genera
controversia en la literatura. Algunos grupos han reportado una menor afinidad
de MeCP2 por el DNA hidroximetilado, en comparacion con el metilado
(Spruijt et al., 2013), mientras que en otros estudios se ve una unién de alta
afinidad similar por los dos tipos de DNA modificado (Mellén et al., 2012).

In vivo la cosa se complica, ya que las técnicas de secuenciacion no siempre
diferencian el estado de oxidacién del grupo metilo, lo cual oscurece las
conclusiones que se puedan haber sacado antes de considerar la 5-hmC como
marca independiente. El desarrollo de tecnologias que permiten distinguir la 5-
mC de 5-hmC a nivel de genoma han llegado més tarde (Yu et al., 2012) y los
estudios parecen indicar que MeCP2 actlia como lector de 5-hmC, ganando
importancia durante el desarrollo del sistema nervioso central (Kriaucionis &
Heintz, 2009). El aumento de la 5-hmC en la diferenciacién neuronal, el
desarrollo cerebral y el envejecimiento (Miinzel et al., 2011; Szulwach, Li, Li,
Song, Wu, et al., 2011; Tahiliani et al., 2009) es paralelo al aumento de la unién
de MeCP2 a lo largo de la cromatina (Skene et al., 2010). Esta marca aparece
en genes transcripcionalmente activos, lo cual se puede explicar por una parte
por ser intermediario en el proceso de eliminar la metilacion (que se asocia a
represion transcripcional). Los ensayos en ratones parecen indicar que se une a
zonas hidroximetiladas y actGa como una unidn entre histonas, generando una
conformacion de cromatina accesible a la maquinaria de transcripcion
(Chahrour et al., 2008; Ghosh, Horowitz-Scherer, et al., 2010).

Esta discriminacion entre metilacion e hidroximetilacion mediada por MeCP2
tendria un papel fundamental en el splicing alternativo en neuronas, donde hay
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un enriguecimiento de la marca 5-hmC en zonas limite exon-intrén, mientras
que la marca 5-mC aparece en esas zonas en otros tipos celulares, indicando un
papel de regulacion del splicing alternativo mediado por MeCP2 como lector de
5-hmC en el cerebro, (Khare et al., 2012; R. Li et al., 2016; Wen et al., 2014)
gue va en la misma linea del enriquecimiento de MeCP2 en limites exdn-intron
y en zonas con 5-hmC en genes neuronales activos durante el desarrollo
postnatal (Kinde et al., 2015; R. Li et al., 2016).

Se han identificado dos patrones de unién de MeCP2 a la cromatina en el
cerebro: una poblacién en cromatina muy compactada (transcripcionalmente
inactiva), y otra poblacién en zonas activas y accesibles, en la que también se
encuentran los mayores niveles de hidroximetilacion (Thambirajah et al., 2012).

El patron de expresién génica de cada tipo celular entonces se podria explicar
por una estructuracion de la cromatina que es reflejo, entre otros factores, del
equilibrio entre metilaciéon e hidroximetilacién, compactacion y no-
compactacion, mediado por MeCP2 y otras proteinas de la familia MBD.

Ademés de la (hidroxi)metilacion en contextos de nuclédtido CpG la
integracion de analisis de distribucién gendmica de MeCP2, con expresion
génica, y patrones de metilacién, ha revelado que MeCP2 reconoce también la
metilacion en contextos no- CpG, concretamente mCpH (donde H=A, C o T)
(L. Chen et al., 2015)- Es un motivo que también aparece progresivamente
durante la maduracion de las neuronas (Guo et al., 2014; Lister et al., 2013), al
igual que aumenta la abundancia de MeCP2 en la diferenciacion neuronal y al
incrementarse la formacion de sinapsis. (Lister et al., 2013; Shahbazian et al.,
2002; Skene et al., 2010) Los genes con mayor contenido en mCpH después del
nacimiento se muestran malregulados en modelos con MeCP2 disfuncional,
indicando que la union de MeCP2 a estas zonas es crucial para su regulacion,
siendo el dinucle6tido mCpA por el que més afinidad presenta MeCP2 (Gabel
et al., 2015; Guo et al., 2014; Shahbazian et al., 2002).
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La metilacion o hidroximetilacion en contexto CpA (mCpA) o su forma
hidroximetilada (hmCpA) pueden representar una nueva marca epigenética para
la cromatina que implica "escritores” y "lectores” potencialmente novedosos.
Tanto 5-mC como mA se han considerado recientemente como la quinta y sexta
bases del DNA, debido a su importante vinculo con el control epigenético (Heyn
& Esteller, 2015).

Unidn a proteinas: activadores o represores de la transcripcion.

El segundo nivel de regulacion transcripcional mediado por MeCP2 se lleva a
cabo mediante reclutamiento de otros reguladores transcripcionales a zonas
como las islas CpG metiladas (Bird, 2011). La mayoria de las islas CpG se
localizan en regiones intra- e intergénicas y estan asociadas a la regulacion de
la expresion génica. Menos del 3% de las islas CpG se localizan en promotores;
en su estado no metilado reclutan enzimas que marcan las regiones promotoras
de la cromatina para un estado activo (por ejemplo, histona H3K4me3), o
reclutan complejos correpresores que establecen una marca represiva para el
silenciamiento génico cuando estan en su estado metilado (Maunakea et al.,
2013).

Se han identificado muchos partners proteicos de MeCP2 que estan asociados
a diferentes vias y mecanismos de sefializacion (Ausi6 et al., 2014b; Bedogni et
al., 2014; Guy et al., 2011). Los tres dominios NTD, TRD y CTD participan en
interacciones estables con cofactores proteicos cuando MeCP2 se une al DNA,
variando segln el contexto funcional (activador/represor) de MeCP2.

MeCP2 recluta proteinas asociadas a la heterocromatina y complejos
correpresores (por ejemplo, HP1, Sin3A, helicasa dependiente de ATP, ATRX,
HDACSs, NCoR/SMRT, c-Ski, Brahma, metiltransferasa de histona H3K9). Por
ejemplo, HP1 se une a la cromatina y tiende puentes entre las histonas H3K9
metiladas y otras proteinas de unién a la cromatina, promoviendo la formacién
de heterocromatina (Thambirajah et al., 2012). Otro ejemplo lo proporciona
NCoR/SMRT, un partner critico en la funcion represora de MeCP2, y que esta
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alterado en patologias asociadas a MeCP2, como el sindrome de Rett (RTT)
(Ebert et al., 2013); y forma complejos con multiples proteinas (por ejemplo,
HDACS3) que resultan en la desacetilacion de histonas y la represion génica. Sin
embargo, MeCP2 también interactda con activadores de la transcripcion como
CREBL1 (Chahrour et al., 2008; Lombardi et al., 2015).

Participacion en la arquitectura global de la cromatina: unién a
nucleosomas.

Los niveles de MeCP2 en las neuronas de mamiferos comienzan a aumentar tras
el nacimiento y se aproximan a los de la histona H1 en el cerebro de ratones
adultos. En ratones knockouts para MeCP2, la ausencia de MeCP2 provoca un
aumento de H1 hasta alcanzar niveles similares a los observados en células no
neuronales (Skene et al., 2010). La correlacion negativa en los niveles de
MeCP2 y la histona H1, junto con su unién competitiva a los nucleosomas,
sugiere una compleja interaccion en la regulacion de la expresion génica que
implica mecanismos compensatorios entre MeCP2 y H1 (Ghosh, Horowitz-
Scherer, et al., 2010). También indica que existe una funcion de MeCP2 en todo
el genoma con un papel arquitectonico similar al de la histona H1, a pesar de la
ausencia total de similitud estructural entre estas dos proteinas. Resulta
interesante destacar que MeCP2 reconoce especificamente 5-mC o 5-hmC
rodeadas de zonas A/T, mientras que el objetivo de H1 es la secuencia AAATT.
La interaccion global de MeCP2 con la cromatina da lugar a su remodelacién y
reorganizacion, la formacion de heterocromatina y el silenciamiento (Agarwal
et al., 2007; Dhasarathy & Wade, 2008; Kernohan et al., 2014; Klein et al.,
2007; Nan et al., 1998).

Al igual que la histona H1, MeCP2 es un factor de compactacion de la cromatina
por si mismo, sin necesidad de co-represores adicionales o enzimaticas, y de
una manera independiente de la metilacion (Georgel et al., 2003). La falta de
MeCP2 da lugar a una estructura de cromatina desorganizada asociada a
respuestas neuronales inadecuadas a los estimulos, lo que conduce a un
deterioro de la plasticidad sinaptica. Esto implica una actividad represora global
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e inespecifica, alternativa al papel represor especifico y directo asociado a las
regiones reguladoras promotoras metiladas. Por lo tanto, ademas de regular la
expresion de genes especificos, MeCP2 puede actuar globalmente como un
componente similar a la histona H1 que lleva a la cromatina a una organizacion
altamente especializada (Cohen et al., 2011; Skene et al., 2010).

MeCP2 organiza la estructura de la cromatina a través de asociaciones homo- y
heter6logas mediadas en gran medida por ID y TRD (A. Becker et al., 2013).
Un hallazgo contraintuitivo es que MeCP2 se asocia con regiones de la
cromatina altamente accesibles a la nucleasa microcdcica, a pesar de su
capacidad de compactacion de la cromatina, lo cual seria explicado por la union
a zonas hidroximetiladas y activas. Cabe destacar que la longitud de repeticion
del nucleosoma en las neuronas (correspondiente a la longitud media en
nucleotidos entre los centros de dos nucleosomas adyacentes) cambia de 200 pb
en las primeras etapas embrionarias a 160 pb en el cerebro adulto, en paralelo
con el aumento de los niveles de MeCP2 y la disminucion de los niveles de
histona H1.

Para ejercer este efecto de compactacion de nucleosomas, que estd probado y
aceptado, parece obvio que MeCP2 debe unirse a algin elemento del octdmero
de histonas, ya sea de forma directa o a través de intermediarios. En este sentido,
hay evidencia de que MeCP2 se asocia a modificadores epigenéticos de
histonas, como deacetilasas HDAC1, HDAC2, (Hendrich & Bird, 1998; P.
L. Jones et al., 1998b) asi como SUV39H1 y DNMT3 (Fuks, 2003; Fuks et
al., 2003) , con actividad histona metiltransferesa responsable de la metilacion
en H3KO9. En ensayos celulares, MeCP2 coinmunoprecipita junto a las histonas
H2A y H3, mostrando ademas variaciones dependientes del estado de
metilacion de H3 en las lisinas K4, K9 y K27, desapareciendo cualquier tipo de
unién (directa o indirecta) al utilizar H3K37me3 como coinmunoprecipitante
(Thambirajah et al., 2012). Esto parece indicar cierta capacidad de lectura del
estado de metilacion de la H3, aunque no esclarece si esta discriminacion es una
actividad intrinseca de MeCP2 o la lleva a cabo a través de algun intermediario
en la union.
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Regulacién dependiente de RNA.
Como proteina de union a RNA, también se han atribuido funciones de
procesamiento, maduracion, y splicing alternativo

Splicing alternativo.
Se ha propuesto que MeCP2 desempefia un papel en el splicing del RNA, a
través de la unién directa a RNA vy al factor de splicing YB-1. También se ha
observado que la deplecion de MeCP2 en lineas celulares humanas conduce a
eventos anormales de splicing alternativo sin variar los niveles expresion total
de las proteinas. Se han observado cambios en el splicing alternativo de genes,
incluyendo DLX5, Fgf2-5, Fut8 y Nfl en modelos de raton de RTT
(Mecp2308/Y). Esto altimo, junto con los informes de la unién de MeCP2 con
la proteina de unién a RNA YB-1) apoyan el papel de MeCP2 en el splicing de
RNA (Young et al., 2005).

Ademas, MeCP2 une otros factores de splicing en contextos diferentes, sobre
todo através del CTD, y en menor proporcidn, el TRD (Buschdorf & Stratling,
2004; Long et al., 2011; Maxwell et al., 2013). Cada vez gana mas importancia
la funcién de MeCP2 en este splicing alternativo, sobre todo al estudiar el global
de proteinas a las que se une MeCP2, viendo que la mayoria estan implicadas
en procesamiento y splicing de RNA (Cheng et al., 2017).

Regulacién de miRNA.
Los microRNA son RNA no codificantes que desempefian un papel clave en la
regulacion de la expresidn génica. Se trata de moléculas de RNA monocatenario
cortas (22 nucle6tidos de longitud, Lee et al., 1993).

Los microRNA estan implicados en el silenciamiento de genes. Un estudio
reciente describio el papel de MeCP2 en la regulacion de la expresion de
microRNA (miRNA) en el cerebro prenatal. Se ha informado de que miR-132
y miR-212 se unen a 3' UTR de MeCP2 y disminuyen la traduccion del
transcrito(Wada et al., 2009). MeCP2 parece regular el procesamiento de
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miRNA interactuando con DGCRS8 para detener la formacion del complejo
Drosha-DGCR8 y detener asi la transcripcion y la traduccion (Cheng et al.,
2014). A pesar de ello, el papel de MeCP2 en la regulacion de microRNA no ha
Ilevado a un consenso.

1.4.3 Enfermedades relacionadas con MeCP2.

Al ser un regulador transcripcional a nivel global, debe ejercer una actividad
muy controlada para que los procesos celulares funcionen correctamente. Tanto
la falta de funcién como la sobreexpresion, conducen a patologia, de forma que
la ventana de actividad de MeCP2 para un correcto funcionamiento celular es
muy estrecha. La mayoria de enfermedades producidas por una disfuncion de
MeCP2 son de naturaleza neuroldgica, aunque una desregulacién de su
expresion lleva a enfermedades hereditarias o autoinmunes. Algunas de las
enfermedades relacionadas con mutaciones en el gen MECP2 son el Sindrome
de Rett (RTT), sindrome de Angelman, retraso mental ligado al cromosoma X
o encefalopatia neonatal severa. La desregulacion de MECP2 resulta en
enfermedades como el sindrome de duplicacion de MECP2; trastornos del
espectro alcohdlico fetal o la enfermedad de Hungtinton. Ademas de estas
enfermedades, MeCP2 interviene en otros procesos gue tienen asociado un
cambio epigenético, como es el caso de varios tipos de cancer (de mama,
colorrectal, pulmon, prostata, mieloma, carcinoma ductal, o cancer cervical)
artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, o la enfermedad de
Hirschsprung (Ezeonwuka & Rastegar, 2014). En esta tesis se van a tratar dos
de las enfermedades ya mencionadas: el sindrome de Rett, y el adenocarcinoma
pancreético ductal (PDAC).

1.5 Sindrome de Rett.
1.5.1 Historia y etiologia: una enfermedad rara

En 1966, el medico aleman Andreas Rett describio por primera vez el sindrome
de Rett (RTT), un trastorno similar al autismo que afecta principalmente a

43



mujeres (Rett, 1966). Tiene una prevalencia de 1 de cada 10,000-20,000
nacimientos (Hagberg, 1985; Hagberg et al., 1983), y también se presentan
casos esporadicos en hombres (Reichow et al., 2015). RTT es considerado la
segunda causa mas comun de discapacidad intelectual en mujeres. En 1999 se
descubrié que el RTT es causado por mutaciones de novo en el gen MECP2
(Amir et al., 1999) que confirmé la hipotesis previa de que el sindrome tenia
una causa genética subyacente ligada al cromosoma X (Hagberg et al., 1983).

1.5.2 Sintomatologia, diagndstico y evolucion

Las pacientes RTT tienen un desarrollo intrauterino y un desarrollo psicomotor
sin fenotipo especial aparente tras el nacimiento, hasta que la sintomatologia
clinica aparece entre el sexto y decimoctavo mes de vida posnatal, y se divide
en cuatro fases: 1) estancamiento, 2) periodo de regresion activa (generalmente
alrededor de 1 a 4 afios de vida), 3) fase de meseta 0 pseudoequilibrada (desde
la infancia hasta principios de los veinte afios), y 4) etapa tardia de deterioro
motor (Chahrour & Zoghbi, 2007).

En la primera etapa, las pacientes RTT tienen dificultades para alcanzar hitos
del desarrollo en areas como el lenguaje, la coordinacion motoray la interaccion
social. También puede haber una reduccién en el contacto visual y, en algunos
casos, se presenta microcefalia (Neul et al., 2014). Durante la fase de regresion
activa de RTT, las nifias experimentan una pérdida significativa de habilidades
adquiridas. Se deterioran los procesos cognitivos, el lenguaje hablado y las
habilidades motoras. También se observan movimientos estereotipicos de las
manos, caracteristicas similares al autismo, anomalias respiratorias y posibles
convulsiones. Es la etapa donde suele ocurrir el diagnostico, guiado por
sintomatologia y confirmado por secuenciacion genética (Hagberg, 2002).

Por lo general, alrededor de los 5 afios, el deterioro se estabiliza y las pacientes
entran en una fase de “meseta”, que puede durar toda la vida. En esta fase, las
convulsiones son comunes y van acompafiadas de defectos en la coordinacion
motora y trastornos del suefio (Hagberg, 2002).
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Figura 1.6. Etapas del sindrome de Rett y sintomatologia (Zahorakova, 2013).

Es comdn que las pacientes con sintomatologia méas leve sean diagnosticadas de
autismo en esta etapa (Kaufmann et al., 2012). Sin embargo, aunque el RTT
comparte caracteristicas de listas de criterios para el diagnéstico Trastornos del
Espectro Autista (TEA), ya no se considera parte dicho espectro, sino que esta
considerado un trastorno asociado (American Psychiatric Association, 2013).

No todas las pacientes RTT experimentan la etapa 4, que se caracteriza por la
pérdida completa de la capacidad para caminar y una discapacidad fisica
general. Aunque las pacientes con RTT tienen una esperanza de vida
significativa en comparacion con otros trastornos del neurodesarrollo, se han
reportado casos de muertes repentinas. Sin embargo, con atencién clinica
adecuada, se pueden prevenir estos desenlaces. Aunque el RTT se clasifica en
etapas segln la edad y los sintomas, existe una gran variabilidad entre las
pacientes, desde una discapacidad intelectual leve hasta una deficiencia mental
y fisica mas grave (Chahrour & Zoghbi, 2007).
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1.5.3 Causa del Sindrome de Rett

Mas del 95% de las pacientes diagnosticadas con RTT presentan mutaciones en
el gen MECP2 (Krishnaraj et al., 2017). En el pasado, se asociaron los casos
atipicos de RTT a mutaciones en diferentes genes, siendo destacables las
mutaciones en CDKL5 (Mari et al., 2005), FOXGL1 (Ariani et al., 2008), TC4,
JMJD1C y (Krishnaraj et al., 2017; Lucariello et al., 2016). Sin embargo, un
pequefio porcentaje de nifias diagnosticadas con RTT no presenta una
modificacién genética conocida asociada a su fenotipo (Gold & Christodoulou,
2015; Xiang, 2000).

La gran mayoria de pacientes tienen una mutacion en heterocigosis. Tanto los
casos en homocigosis 0 en el caso de varones, suele aparecer una encelopatia
congénita con letalidad temprana. Sin embargo, hay pacientes RTT con
cromosomas XY o XXY, que presentan diferente grado de mosaicismo
somético y variedad en sintomatologia (J. Armstrong et al., 2001; Salomé&o
Schwartzman et al., 1999).

Como el gen MECP2 se encuentra ubicado en la banda 28 del brazo largo del
cromosoma X (Xg28) (Sirianni et al., 1998), sufre el efecto de la inactivacion
del cromosoma X (XCI) durante el desarrollo para compensar la presencia de
dos copias parentales (Constancia et al., 1998). Esto provoca un mosaicismo
que es comun en el RTT, resultado de la inactivacién aleatoria de una copia de
MECP2 en cada célula, que puede ser la copia WT o la mutada (Xinhua Bao et
al., 2008). Aunque la inactivacion sesgada del cromosoma X puede favorecer la
inactivacién del gen mutado en ratones (Young & Zoghbi, 2004), la mayoria de
las pacientes presentan un XClI aleatorio (Shahbazian et al., 2002). Por lo tanto,
el mosaicismo y los diferentes tipos de mutaciones contribuyen a una amplia
gama de gravedad clinica (Naidu et al., 2003) y fenotipos distintos dentro del
trastorno (Leonard et al., 2017; Xinhua Bao et al., 2008), lo que influye en el
diagnostico, el prondstico y el desarrollo de nuevas intervenciones terapéuticas
(Gadalla et al., 2011).
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1.5.4 Fisiopatologia del sindrome de Rett. Efecto de las
mutaciones sobre la estructura y funcion de MeCP2.

Segln la Base de Datos de Rett (Rett DataBase), se han mapeado mas de 4,600
mutaciones en el locus MECP2 en pacientes con RTT (Krishnaraj et al., 2017).
Tanto el tipo de mutacion como su ubicacion en la proteina influyen en el
fenotipo clinico del RTT. En general, las deleciones grandes y las mutaciones
sin sentido son méas graves que las mutaciones de cambio de sentido, mientras
que las mutaciones mas cercanas a la region N-terminal generan un fenotipo
mas severo que las cercanas a la region C-terminal (Naidu et al., 2003). Ademas,
las mutaciones ubicadas especificamente en el MBD o en el TRD también
producen fenotipos graves, al interferir con union de MeCP2 a sus partners
principales (Good et al., 2021).
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Figura 1.6. Mutaciones causantes de sindrome de Rett. Se representa la frecuencia (eje
vertical), de las mutaciones con sintomatologia leve (negro) y severa (rojo) en la posicion de la
proteina donde se ubican.

Aungue se han mapeado muchas mutaciones en el gen MECP2, solo se han
identificado ocho mutaciones recurrentes (de sentido erréneo: R106W, R133C,
T158M, R306C; y sin sentido: R168X, R255X, R270X, R294X) y son las que
producen mas del 60% de los casos documentados de RTT, agrupandose en el
MBD (25%) y en el TRD (34%) (Krishnaraj et al., 2017). Las mutaciones sin
sentido R270X, R255X y R168X son cinicamente mas severas que la R294X
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(Bebbington et al., 2008; Neul et al., 2008), tal como indica su mayor
proximidad a la region N-terminal.

Para evaluar la gravedad sintomatoldgica existen sistemas de puntuacién que
correlacionan mutaciones concretas con el nivel de discapacidad asociado,
siendo las mas graves aquellas que afectan a la habilidad de hablar, andar y la
habilidad manual (Bebbington et al., 2008; Monroés et al., 2001).

Las mutaciones en MeCP2 pueden afectar a sus niveles de expresion, la
estabilidad estructural y bioldgica, la union al DNA o a proteinas y la regulacion
mediante modificaciones postraduccionales. Ademas, algunas de estas
caracteristicas pueden estar influidas mutuamente o tener consecuencias
adicionales. Por ejemplo, una mutacién que altere la estructura de la proteina,
puede tener efecto no solo en la estabilidad de la misma, sino también en su
capacidad de interaccion con elementos celulares, que a su vez hara que se vea
afectado el trafico intracelular de la proteina, y capacidad de ejercer su funcion
biolodgica.

En RTT, el 20% de las mutaciones (y el 50% de las mutaciones de cambio de
sentido) se localizan en el (MBD). Tres de estas mutaciones representan el 16%
de las mutaciones asociadas a RTT: T158M (8.8%), R133C (4.2%) y R106W
(2.8%). Algunas de las mutaciones mas frecuentes causan efectos
desestabilizadores y afectan a la unién de la proteina al DNA (Ghosh et al.,
2008; Goffin et al., 2012; K. L. Ho et al., 2008a; Kucukkal et al., 2015;
Yusufzai, 2000).

R133C y R106W son mutaciones estructuralmente disruptivas con poco efecto
sobre la estabilidad del MBD y debilitan la union de la proteina al DNA (K. L.
Ho et al., 2008a). Sin embargo, la gravedad de los fenotipos asociados con estas
mutaciones es diferente (leve para R133C y grave para R106W), lo que indica
que su impacto sobre la afinidad por el DNA sigue alglin mecanismo mas
complejo o afectar las interacciones con otros socios de union. La mutacion
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T158M parece tener efectos sobre la expresion y estabilidad de la proteina, asi
como su capacidad de unir DNA metilado, aunque un aumento en su expresion
es capaz de revertir los sintomas (Lamonica et al., 2017).

Ademas de estas tres posiciones, hay un aminoacido clave, situado en el TRD.
La mutacién R306C, impide la interaccion de MeCP2 con el complejo NCoR y
eliminando el efecto de silenciamiento mediado por este complejo, y afecta a la
fosforilacién en posicion T308, pero no afecta a la union de Sin3A (Cronk et
al., 2016). Por otro lado, la mutacion T308A provoca una union constitutiva al
complejo NCoR, eliminando la regulacién en su actividad regulatoria.
Curiosamente, ambas mutaciones con efecto opuesto provocan un fenotipo RTT
parecido, indicando que la interaccion con NCoR es critica para el buen
funcionamiento de MeCP2 (Ebert et al., 2013).

MeCP2 se expresa en una amplia variedad de células y tejidos, pero su papel
fundamental se destaca en la funcion neuronal normal durante el desarrollo
cerebral posterior al nacimiento (Lyst & Bird, 2015). Estudios en ratones han
demostrado que la pérdida selectiva de MeCP2 en células neuronales reproduce
la mayoria de los sintomas perjudiciales del trastorno. Ademas, restaurar
genéticamente los niveles de MeCP2 en el cerebro adulto revierte la mayoria de
los sintomas en ratones MECP2 nulos (Guy et al., 2007).

Los estudios realizados en cerebros postmortem de pacientes con RTT han
revelado caracteristicas morfolégicas tipicas, como la reduccién del volumen
cerebral, especialmente en la corteza frontal y las regiones temporales, y la
presencia de alteraciones estructurales, como neuronas anormales y compactas,
menor ramificacion dendritica y disminucion de la densidad de espinas (D.
Armstrong et al., 1995; Carter et al., 2008; SteRNAs et al., 2007).

Ademas, se ha sugerido que MeCP2 desempefia un papel en etapas tempranas
del desarrollo y la neurogénesis, y se ha observado que su deficiencia puede

49




tener consecuencias antes de la aparicion de los sintomas (Fehr et al., 2010,
2011; Neul et al., 2008).

Ademas, se ha encontrado que MeCP2 esta involucrada en la regulacion de
genes clave en las vias antioxidantes y de eliminacién de radicales, lo que
sugiere una posible relacién con los sintomas relacionados con el estrés
oxidativo y el sistema nervioso autonomo en el RTT (Filosa et al., 2015).

15,5 Tratamiento del Sindrome de Rett: terapias
actuales y futuras perspectivas.

Hay dos caracteristicas principales RTT que lo convierten en un buen candidato
para ser el primer desorden neurolégico tratable o curable: en primer lugar, tiene
una causa monogeénica, que no causa muerte celular ni degeneracion (D. D.
Armstrong, 2002; R. Z. Chen et al., 2001). En segundo lugar, en modelo de
raton, los sintomas y la esperanza de vida se mejoran al restaurar los niveles de
MeCP2. A pesar de esto, aln no hay una cura, y la mayoria de estudios
preclinicos y terapias utilizadas intentan paliar los sintomas mas criticos para
mejorar la calidad de vida.

Hay dos estrategias principales a la hora de abordar el tratamiento. Por una
parte, se encuentran las terapias génicas que intentan vehicular un gen MECP2
sano, o activar la copia WT del cromosoma X inactivado, o usar compuestos
gue evadan las mutaciones sin sentido evadiendo el coddn STOP. Por otra parte,
estarian las estrategias que usan como diana los efectos aguas abajo de la
desregulacion producida por la proteina MeCP2 aberrante.

Cada una de estas estrategias tiene inconvenientes. Para las terapias génicas, en
primer lugar, es necesario encontrar un vector que atraviese la barrera
hematoencefalica y genere una expresion prolongada en el tiempo del gen
introducido (Vashi & Justice, 2019). Uno de los problemas de usar el gen de
MeCP2 como diana es la sobrecompensacion, ya que una dosis de MeCP2
demasiado elevada lleva a problemas del neurodesarrollo, como malformacion
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del tubo neural, o los sintomas asociados al sindrome de duplicacion de MECP2
(Petazzi et al., 2014; Van Esch et al., 2005b). Cabe destacar que este aiio ha
comenzado el primer ensayo clinico de terapia génica dirigida a pacientes RTT,
utilizando un vector de expresién de MeCP2 autorregulado, usando un vector
viral con inyeccion intracerebroventricular (Prasad, 2022; Taysha Gene
Therapies, n.d.).

Dirigir el tratamiento a las rutas reguladas por MeCP2 es a dia de hoy la forma
maés factible de tratar el RTT. Hay aproximadamente 70 farmacos en ensayos
clinicos y preclinicos que utilizan fArmacos reposicionados o nuevos con el fin
de tratar sintomas o moléculas diana que se superponen con otros desdrdenes
(Gogliotti & Niswender, 2019; Gomathi et al., 2020).

Las estrategias de sefializacién de factores de crecimiento buscan aumentar los
niveles de factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), una de las dianas
principales de MeCP2, esencial para la maduracion neuronal adecuada. Se estan
explorando alternativas al uso de BDNF, como compuestos sintéticos o la
administracion de factor de crecimiento similar a la insulina-1 (IGF-1) (Vashi
& Justice, 2019). En este sentido cabe destacar el ensayo usando “Trofinetide”,
el primer farmaco aprobado por la FDA para RTT, que consiste en un tripéptido
sintético que ha demostrado mejorar los sintomas, a pesar de no tener un
mecanismo de accion definido (Harris, 2023; Neul et al., 2023). Ademas de
estos, se ha visto que los genes fkbp5 y dIx6 estan subexpresados, mientras que
las proteinas GAMT, IGF2, MPP1 y FXYD, estan sobreexpresados en RTT, y
tienen un efecto patoldgico, de forma que podrian ser dianas terapéuticas
(Ehrhart et al., 2016). También se han explorado formas de contrarrestar la
desestabilizacion del citoesqueleto en neuronas con mutaciones RTT,
principalmente promoviendo vias de acetilacion de tubulina, mejorando asi la
estabilidad del citoesqueleto y el trafico intracelular (Lebrun et al., 2021).

Otro enfoque diferente a los anteriores es la recuperacion de la actividad de
MeCP2 mediante el uso de chaperonas farmacolodgicas (K. L. Ho et al., 2008a).
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El objetivo de estas chaperonas seria, recuperar la actividad de la proteina
aberrante mediante fArmacos que sean capaces de unirse a una configuracion
nativa, desplazando el equilibrio conformacional de las variantes mutadas (cuya
estructura induce una reduccién de la estabilidad y un deterioro en la unién a
partners bioldgicos) hacia una configuracion mas similar a la nativa (estructural
y funcionalmente). Estas chaperonas no solo estabilizarian la conformacion
nativa de la proteina defectuosa, sino que pueden conferir proteccion contra la
agregacion, la degradacion y el trafico inadecuado. Esta estrategia se ha
empleado con éxito para la p53 (Pozzo-Miller et al., 2015) y la fenilalanina
hidroxilasa (Conde-Giménez et al., 2022).

1.6 Adenocarcinoma pancreatico ductal.

El cancer de pancreas es el 12° cancer mas frecuente en todo el mundo y la 72
causa de muerte por cancer en los paises industrializados segun el GLOBOCAN
(global cancer observatory, gco.iarc.fr) de la Organizacion Mundial de la Salud
(Figura 1.7). A menudo se diagnostica en fases tardias debido a la ausencia de
sintomas tempranos, lo que da lugar a opciones de tratamiento limitadas y a un
mal prondstico. La ausencia de biomarcadores para su deteccion precoz
contribuye a su elevada tasa de mortalidad. Se prevé que en 2030 se convierta
en la segunda causa de muerte relacionada con el cancer, superando al cancer
de mama, prostata y colorrectal. La enfermedad se inicia y progresa debido a
cambios genéticos, epigenéticos, moleculares y morfolégicos en las células
ductales pancreéticas (Rahib et al., 2014).

El desarrollo del cancer de pancreas implica la progresién de la hiperplasia a la
displasia y finalmente al estado maligno (Hruban et al., 2001). El
adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC) es el tipo mas comun de cancer de
pancreas, representando el 95% de los casos. Se origina en las glandulas
exocrinas del pancreas, pero, en determinadas condiciones, las células acinares
pueden sufrir una transformacion denominada metaplasia acinar-ductal. El
PDAC es muy metastasico y suele haberse extendido al higado y a los ganglios
linfaticos en el momento del diagnéstico (Ramakrishnan, 2017).
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Figura 1.7. Incidencia y mortalidad de los diferentes tipos de cancer (GLOBOCAN, de la

Organizacion mundial de la Salud (gco.iarc.fr). Destacado el cancer de pancreas.
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Segun datos epidemioldgicos, menos del 20% de los casos sobreviven un afio y
la tasa de supervivencia a cinco afios se mantiene en torno al 5-7%. La reseccion
quirdrgica con margenes claros es la Gnica opcion potencialmente curativa del
cancer de pancreas. Debido al diagnostico tardio, menos del 20% de los
pacientes tienen tumores que puedan ser extirpados quirrgicamente en el
momento del diagnéstico (Sohn et al., 2000).

Los sintomas asociados al PDAC, como la pérdida de peso y masa muscular, el
dolor y la ictericia, son inespecificos y suelen manifestarse en etapas avanzadas
de la enfermedad. Estos sintomas pueden estar relacionados con cambios
metabdlicos sistémicos, sefiales patogenas producidas por el tumor, alteraciones
en la funcion pancredtica y la cercania fisica entre el pancreas y el intestino
(Kordes et al., 2021).

Existen varias lesiones precursoras del PDAC, como la neoplasia pancreéatica
intraepitelial (PanIN), la neoplasia quistica mucinosa (MCN), las neoplasias
tubulopapilares intraductales (ITPN) y las neoplasias mucinosas papilares
intraductales (IPMN). Estas lesiones precancerosas pueden clasificarse en bajo
o alto grado. Entre ellas, las PanIN son las mas comunes como precursoras del
cancer de pancreas (Basturk et al., 2015).

Las mutaciones genéticas que aparecen en casos de PDAC son muy diversas y
afectan a las vias moleculares centrales, incluyendo la reparacion del DNA, el
procesamiento del RNA vy la regulacion del ciclo celular y la cromatina, siendo
kras, smad4, tp53 y cdkn2a los cuatro genes mas frecuentemente alterados en
PDAC (Ryan et al., 2014). El gen kras es el més frecuentemente mutado en
PDAC (95%) vy juega un papel central en el crecimiento y supervivencia de las
células cancerosas de PDAC (Bryant et al., 2014). En un andlisis genémico y
transcriptomico se identificaron hasta 32 genes mutados de forma recurrente y
definié cuatro subtipos con diferencias en la evolucion a nivel molecular de la
enfermedad: tumor escamoso, progenitor, inmunogénico, y tumores endocrinos
exocrinos aberrantemente diferenciados (denominados ADEX) (Waddell et al.,
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2015). Otros estudios demostraron alteraciones genéticas frecuentes en vias de
sefializacion clave, como la sefializacion Notch, la remodelacion de la
cromatina, la reparacion del DNA, el ciclo celular, el procesamiento del RNA,
la sefializacion WNT y TGF-B, y la activacion de KRAS. A pesar de este
conocimiento, las opciones terapéuticas son limitadas, ya que solo el 1% de los
pacientes reciben un tratamiento adecuado a los resultados de secuenciacién
(Lowery et al., 2017).

ol Iom\

- @
BB
Desmoplasia
4 Neoplasia Intraepitelial pancreatica
Ce.lulas ADM p p p PDAC
acinares PaniIN 1 PaniN 2 PaniN 3
< P <% >
KRAS < i TP53
CDKN2A SMIAD4

N

v

Desregulacion epigenética

Figura 1.9. Fases del desarrollo de PDAC. Desde células acinares normales, pasando por
metaplasia acinar-ductal (ADM) y neoplasia intraepitelial (PanIN) hasta el adenocarcinoma
pancreatico ductal. Variaciones (epi)genéticas asociadas mas habituales. Adaptado de (Orth
etal., 2019).

Ademas, la amplia heterogeneidad de las mutaciones genéticas y el denso
microambiente estromal hacen del PDAC uno de los canceres mas resistentes a
los farmacos. Aunque las modificaciones genéticas estan bien definidas en el
PDAC, solo recientemente se ha reconocido el papel de las regulaciones
epigenéticas, que aseguran una respuesta dindmica a los estimulos ambientales.
Permiten cambios reversibles en la expresion génica que son responsables del
inicio y la progresion tumoral, y de la huida de la vigilancia inmunolégica o la
resistencia a farmacos. Por otra parte, su reversibilidad ofrece una oportunidad
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para su tratamiento farmacolégico. Unicamente una comprension profunda de
los paisajes epigenéticos que impulsan el PDAC, sus interacciones con los
cambios genéticos, y las influencias del sistema inmune allanaré el camino para
el descubrimiento de nuevos marcadores y guiara el desarrollo de terapias
combinadas para el tratamiento personalizado (McGranahan & Swanton, 2017).

1.6.1 Paisaje epigenético de PDAC.

Se han observado alteraciones en el paisaje epigenético en lesiones tempranas
asociadas a PDAC. Hay una sobreexpresion de DNMT1 en el 80% de los
carcinomas pancreaticos, que produce una hipermetilacién de promotores de
genes supresores tumorales clave como pl6, penk y rassfl y cdkn2a, y esta
relacionada con la potencialidad de los tumores. En un estudio mas amplio se
vio que casi 100 genes son silenciados recurrentemente por metilacion del
DNA, incluyendo zpf82, papr6 y dnajc15. Ademas, varios estudios sobre PDAC
han informado de un aumento de la 5-hmC tanto a nivel global como en genes
potenciadores de oncogenes clave como myc, kras, vegfa y brd4. Por lo tanto,
se cree que la 5-hmC juega un importante papel regulador en la patogénesis y
progresion del PDAC. La pérdida de 5hmC debido a una expresién reducida de
TET2 puede resultar en un PDAC de tipo escamoso, y mejorar la estabilidad de
TET2 restablece los niveles de 5-hmC y GATAG y revierte el fenotipo al subtipo
clasico que muestra respuestas al tratamiento méas favorables. Se ha observado
también una hipometilacion general que, ademas de la inestabilidad que genera,
produce una sobreexpresion de los genes serpinb5, cldn4, sfn, Icn2, tff2 y s100p,
que a su vez provocan alteraciones en la progresion del ciclo celular, la
proliferacion, la diferenciacion o la adhesion (Ciernikova et al., 2020).

Los estudios en muestras de autopsias humanas han mostrado alteraciones
globales en las histonas comparando estado de metastasis con los tumores
primarios, lo que sugiere que las alteraciones epigenéticas pueden desempefiar
un papel en su evolucidn. Estas alteraciones epigenéticas también se han
observado en lesiones precancerosas PanIN e IPMN. Los analisis integrados de
estos datos sugieren que probablemente existan 2 subtipos transcripcionales
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distintos de PDAC, denominados clasico y basal, con un fenotipo basal
enriquecido en metastasis y correlacionado con un peor prondstico. Los tumores
clésicos estan enriquecidos en programas transcriptomicos de linaje epitelial y
pancreatico, mientras que los tumores basales estdn enriquecidos para la
transicion epitelial a mesenquimal, la progresién del ciclo celular y la
sefializacién del TGF-B (Wood et al., 2022).

Las HDACs pueden mediar la tumorigénesis y su actividad se asocia con malos
resultados en pacientes con PDAC. Los datos de ChlP-seq revelan el aumento
de los niveles de la marca H3K27me3 y la pérdida de H3K4me3 en genes
especificos estan asociados con la metaplasia acinar-ductal, un proceso crucial
en el desarrollo y progresion del PDAC (Benitz et al., 2019). La ausencia de
KDMSGA, una enzima desmetilasa de H3K27me3, en un modelo de raton de
PDAC induce una forma agresiva y metastasica similar al subtipo escamoso,
que se relaciona con la activacion de enhancers marcados por H3K27ac y que
regulan genes como Anp63, myc y runx3 (Andricovich et al., 2018). EZH2,
componente clave del complejo represor PRC2, es responsable de la generacion
de H3K27me3. Se ha observado una sobreexpresién de EZH2 en el nicleo de
células de PDAC y en el 68% de los casos de PDAC, y la reduccion de EZH2
disminuye la proliferacion celular y favorece un subtipo de PDAC mas sensible
a la quimioterapia y menos agresivo, posiblemente mediante el aumento de la
expresion de GATAG (Patil et al., 2020).

1.6.2 Epigenética de la transicion epitelio-mesenquimal
en PDAC.

La transicion epitelio-mesenquimal (EMT) es un proceso clinicamente
relevante que regula la diseminacion de las células tumorales a drganos
distantes. En el caso PDAC, la metéstasis temprana se debe a cambios
dindmicos en la expresion génica que permiten a las células tumorales adquirir
propiedades mesenquimales similares a las de los fibroblastos, lo que resulta en
una mayor capacidad migratoria, invasion y resistencia a la terapia. La
disminucidn de la expresion del gen CDH1, que codifica la glicoproteina E-
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cadherina, es una de las causas principales de estos cambios y se observa en el
42-60% de los tumores PDAC. Esto implica una desdiferenciacion de las células
epiteliales y la pérdida de las uniones intercelulares, lo que aumenta la
invasividad tumoral y el potencial metastasico. Se ha observado que la
hipermetilacién de la regién promotora del gen CDH1 y su interaccién con los
factores de transcripcién Slug, Snail y Twistl, que son inductores de la EMT,
explican la disminucion de su expresion. Ademas, los factores de transcripcion
FOXAL/2, que actian como antagonistas de la EMT, también pueden ser
silenciados mediante mecanismos epigenéticos, como la hipermetilacion de sus
promotores (Ciernikova et al., 2020).

1.6.3 Implicacion de MeCP2 en PDAC.

En los dltimos afios, muchos estudios han relacionado a MeCP2 con diferentes
tipos de cancer, apareciendo sobreexpresada en muchos casos, identificandose
como oncogen en casos de cancer de mama, colon, estomago, higado, prostata,
pulmon, y rifién (revisado en Nejati-Koshki et al., 2023).

La sobreexpresion de MeCP2 en contexto de cancer induce la expresion de
factores de crecimiento reguladas por las vias de MAPK y PI3K/RAS, ya que
MeCP2 actia como sustituto de RAS activado y el silenciamiento del gen
MECP2 produce una reduccion de propagacion de las células cancerosas
(Neupane et al., 2016).

Hay poca informaciéon sobre el caso concreto de PDAC, donde no se ha descrito
una sobreexpresion de MeCP2 (Vincent et al., 2011) pero se ha demostrado que
MeCP2 tiene un efecto importante en la EMT. Hay un aumento mediado por
MeCP2 de marcadores mesenquimales como vimentina, snail y n-cadherina,
mientras disminuye marcadores epiteliales como E-Cadherina y ZO-1
induciendo asi EMT. Este cambio parece ser el resultado de una
retroalimentacion positiva en la que MeCP2 se une al promotor de furina en
complejo con SMAD3, aumentando su expresion. En este caso la furina actua
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como un activador de TGF-bl, induciendo la fosforilacion de SMAD2/3. En
este estudio, el knockdown de MeCP2 reduce la capacidad proliferativa,
invasion y migracion de células tumorales xenografiadas en raton (Wang et al.,
2020).

1.6.4 Terapias para PDAC en la actualidad.

La alta tasa de mortalidad del PDAC se debe al diagnostico tardio y a la
resistencia a la quimioterapia. La cirugia es la opcién principal para los tumores
resectables, pero solo el 10-20% se diagnostica en etapas tempranas (Y. Zhang
et al., 2018). Para los casos irresectables, se administra monoquimioterapia o
terapia combinada, pero se ha observado resistencia, especialmente en
gemcitabina, el farmaco de primera linea. La resistencia puede ser innata o
adquirida, como los cambios genéticos o epigenéticos en las células tumorales,
que disminuyen la eficacia del tratamiento. Estas modificaciones pueden
generar el microambiente tumoral denso, (TME por sus siglas en inglés) (W. J.
Ho et al., 2020), compuesto por diferentes tipos de células y citocinas como
interleucina-1, interleucina-6 y factor de crecimiento transformante-beta.
Ademas, existe una red de vasos sanguineos en una matriz extracelular rica,
representando el 90% del volumen total del tumor (Amrutkar & Gladhaug,
2017; Gu et al., 2021; Perera & Bardeesy, 2015). Esta envoltura en tejido
conectivo hiperplasico distorsiona la estructura pancreética, causando
hiperplasia fibrosa y presionando los vasos sanguineos locales, lo que lleva a la
hipoxia (Gu et al., 2021; Liang et al., 2017). Los desafios asociados con el
tratamiento del PDAC en la actualidad han llevado a que las terapias
evolucionen para ser mas personalizadas para el paciente. El desarrollo de la
medicina personalizada implica adaptar el régimen de tratamiento de un
paciente para que se ajuste mejor a las caracteristicas de su malignidad y puede
ofrecer una nueva via de tratamiento para los pacientes (Golan et al., 2014).

Actualmente, la quimioterapia es la forma principal de tratamiento para los
tumores de PDAC irresectables. La gemcitabina es un farmaco utilizado en
monoterapia o terapia combinada, junto con capecitabina o paclitaxel unido a

59



albumina en nanoparticulas (nab-paclitaxel), para tratar diferentes etapas del
PDAC, incluyendo casos localmente avanzados, metastasicos y como terapia
adyuvante en casos resectables. Sin embargo, el uso de gemcitabina como
monoterapia muestra resultados desalentadores en términos de supervivencia
sin progresién y supervivencia global (Sally et al., 2022). Otros farmacos como
la capecitabina (Schellens, 2007), el nab-paclitaxel (De Vita et al., 2016) y la
combinacion de FOLFIRINOX (5-fluorouracil, acido folinico, oxaliplatino e
irinotecan) (Deyme et al., 2019) también se utilizan en el tratamiento del PDAC.
Hay avances en aquellos casos de PDAC con mutaciones muy concretas
conocidas, como es el caso de las neoplasias mutadas en los genes BRCA1/2,
que son sensibles a inhibidores de PARP (poly(ADP-ribose) polymerase) (Hu
& Guo, 2020). Sin embargo, las mutaciones mas frecuentes en el PDAC, como
las de CDKN2A, TP53 y SMADA4, no son actualmente abordables debido a las
numerosas mutaciones puntuales, asociadas a los PDAC (S. Jones et al., 2008).

Las inmunoterapias que se estan desarrollando se basan en la modulacion del
sistema inmune para mejorar la respuesta contra el cancer (Bagchi et al., 2021),
pero los inhibidores de puntos de control inmunoldgicos tienen éxito limitado
en el PDAC debido al microambiente tumoral y las células mieloides que
suprimen las células T (Faghfuri et al., 2015; Panni et al., 2019). PD-L1 se
sobreexpresa en PDAC y su bloqueo solo tiene una eficacia minima debido a la
naturaleza no inmunogénica del tumor y la alta carga tumoral (Feng et al., 2017).
Se estan explorando terapias combinadas para mejorar la eficacia de los
inhibidores de puntos de control inmunolégicos en PDAC utilizando otras
dianas como cFOXP3 (X. Wang et al., 2017) y CCL5 en terapias combinadas
(X. Wang et al., 2020) con gran potencial terapéutico.

Otros ensayos clinicos investigan la efectividad de inmunoterapias basadas en
anticuerpos monoclonales en monoterapia, usando pares de anticuerpos (Maron
et al., 2019; Michaels et al., 2018), o en combinacién junto a quimioterapia
convencional.
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Como las modificaciones epigenéticas desempefian un papel clave en el
desarrollo PDAC y en la transicion del tumor a la metéstasis, se han generado
estrategias basadas en la regulacién epigenética, como los inhibidores de las
metiltransferasa de DNA (DNMTI) o los inhibidores de las desacetilasas de
histona (HDACI).

Los DNMTi, como la azacitidina y la decitabina, se incorporan al DNA durante
la replicacion, consiguiendo una reduccion de la metilacion global. Estos
inhibidores han mostrado beneficios clinicos en pacientes con sindromes
mielodisplasicos (MDS) y leucemia mieloide aguda (AML). (Stomper et al.,
2021). En el PDAC, el tratamiento con azacitidina ha demostrado reducir la
tumorigenicidad y mejorar la inhibicién del crecimiento cuando se combina con
gemcitabina (H. Becker et al., 2020).

Los HDAC: restauran el equilibrio de acetilacién de las histonas y han mostrado
efectos antitumorales prometedores en el PDAC. Sin embargo, su eficacia
clinica ha sido limitada y se han asociado con toxicidades hematoldgicas y
gastrointestinales. Se estan realizando estudios clinicos para evaluar la eficacia
de los HDACI en combinacion con otros agentes terapéuticos en el tratamiento
del PDAC (Maietta et al., 2022).

En general, las terapias epigenéticas parecen prometedoras en el tratamiento del
PDAC. Sin embargo, se necesita mas investigacion clinica para determinar su
eficacia y establecer las combinaciones 6ptimas con otros agentes terapéuticos.

Teniendo en cuenta las alteraciones epigenéticas que ocurren en PDAC, el papel
que tiene MeCP2 como lector de esas marcas y en el desarrollo de PDAC, asi
como la efectividad en la modulacién del epigenoma, utilizar MeCP2 como
diana terapéutica podria ser Util como parte del arsenal terapéutico contra este
tipo de cancer.
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2. Hipotesis y objetivos

MeCP2 es una proteina multifuncional que desempefia un papel importante en
el desarrollo y mantenimiento del correcto funcionamiento del sistema nervioso
y en otros tejidos es relevante en patogénesis. A pesar de que se ha estudiado
en profundidad, aun se desconocen muchos aspectos relacionados con su
funcion y sus mecanismos moleculares fisiolégicos y patolégicos, debido a su
naturaleza como proteina intrinsecamente desordenada (IDP), que dificulta los
estudios estructurales y le permite interaccionar con una gran variedad de
partners biol6gicos mediante reordenamientos conformacionales. Debido a su
funcion en la arquitectura de cromatina como linker de nucleosomas, las
histonas pueden ser potenciales partners bioldgicos no estudiados hasta el
momento. Como lector epigenético, hay evidencias de que podria leer no solo
la metilacion del DNA, sino también otras marcas como la hidroximetilacién
del DNA vy la metilacién de histonas. Ya que esta implicada en diversas
patologias, MeCP2 se postula como una posible diana farmacoldgica.

Los objetivos de esta tesis doctoral son:

1- Caracterizar biofisicamente la estructura y estabilidad de MeCP2, y la
contribucién de los diferentes dominios (MBD, dominios desordenados
flanqueantes, y dominios distales) a la estabilidad global de la proteina.

2- Caracterizar biofisicamente la interaccion entre MeCP2 y el dsDNA. Elucidar
las diferencias entre la interaccion con el dsDNA sin metilar, metilado y/o
hidroximetilado, y determinar la contribucion de los diferentes dominios de la
proteina en esta interaccion.

3- Evaluar la capacidad de MeCP2 para interaccionar con alguna de las histonas
gue conforman los nucleosomas, y si actlla como lector epigenético de la
modificacion postraduccional por trimetilacion de H3. Determinar la
contribucién de los diferentes dominios en este proceso.
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4- Estudiar los efectos deletéreos de mutaciones clinicamente relevantes
asociadas al sindrome de Rett, en cuanto a la estructura de la proteina o la
interaccién con sus partners.

5- Identificar compuestos capaces de modular la actividad de MeCP2 con el fin
de proponer candidatos a potenciales farmacos aplicables en sindrome de Rett
y adenocarcinoma pancreéatico ductal.

De estos objetivos principales derivan objetivos secundarios. Del primer objetivo,

“Caracterizar biofisicamente la estructura y estabilidad de MeCP2, y la

o Estudio estructural y de estabilidad de MeCP2:
+ Efecto de los dominios desordenados flanqueantes (NTD, ID)
« Efecto de los dominios distales (TRD, CTDq, CTDB)

MBD
( TRD CTDa
NTD D
4 ™
e Estudio comparativo de interaccién
CpG-dsDNA y estabilizacion con:

» dsDNA sin metilar

* dsDNA metilado

* dsDNA hidroximetilado

hmCpG-dsDNA
mupb-as Influencia de los diferentes dominios
mCpG-dsDNA
N J
4 N\ © st ce meraces
Estudio de interacciéon con:
H2B H4 « Histonas canénicas (H2A, H2B, H3, H4)
\ / « H3 trimetilada en posiciones K4, K9, K27, K36
7] Influencia de los diferentes dominios
H3  k27me3  ames
. /
o Efecto de las mutaciones causantes de RTT sobre:
R133C + Estructura y estabilidad
W « Interaccidn con diferentes tipos de dsDNA
« Interaccion con histonas (candnicas y H3 trimetilada)
R106W

\ Influencia de los dominios desordenados flanqueantes.

Figura 2.1 Representacion esquematica de los objetivos 1- 4.
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contribucién de los diferentes dominios (MBD, dominios desordenados
flanqueantes, y dominios distales) a la estabilidad global de la proteina” derivan

los siguientes objetivos secundarios:

- Purificar mediante cromatografia de afinidad variantes truncadas de MeCP2
recombinante en E. coli, conteniendo los diferentes dominios funcionales.

- Obtener datos de estructura de cada variante mediante dicroismo circular y
medidas de fluorescencia; y medida de estabilidad mediante calorimetria
diferencial de barrido y estudio fluorimétrico de desnaturalizaciones térmicas y
quimicas de las variantes.

Del segundo objetivo, “Caracterizar biofisicamente la interaccion entre MeCP2
y el dsDNA. Elucidar las diferencias entre la interaccién con el dsDNA sin
metilar, metilado y/o hidroximetilado, y determinar la contribucion de los
diferentes dominios de la proteina en esta interaccion” derivan los siguientes

objetivos secundarios:

- Evaluar y comparar el efecto estabilizador causado por la union a cada una de
estas variantes de dsDNA (sin metilar, metilado o hidroximetilado) sobre las
diferentes variantes truncadas de MeCP2 mediante desnaturalizaciones
térmicas o quimicas seguidas por fluorescencia, y calorimetria diferencial de
barrido.

- Determinar los pardmetros termodinamicos de interaccion para cada una de
estas variantes de dsDNA (sin metilar, metilado o hidroximetilado) con las
variantes truncadas de MeCP2, mediante calorimetria de titulacion isoterma.

- Estudiar el efecto estructural de la formacion del complejo dsDNA:MeCP2
mediante dispersion dinamica de luz y dicroismo circular.

Del tercer objetivo, “Determinar si MeCP2 es capaz de interaccionar con alguna
de las histonas que conforman los nucleosomas, y si actia como lector
epigenético de la modificacion postraduccional por trimetilaciéon de H3.
Determinar la contribucion de los diferentes dominios en este proceso” derivan

los siguientes objetivos secundarios:
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- Purificar mediante cromatografia de intercambio ionico las cuatro histonas
canonicas (H2A, H2B, H3, H4) recombinantes en E. coli.

- Disefiar y purificar mediante cromatografia de intercambio i6nico los mutantes
de H3 intermediarios para la trimetilacion quimica: H3K4C, H3K9C, H3K27C,
H3K36C recombinantes en E. coli.

- Optimizar el protocolo de metilacidén quimica para la generacion de las variantes
de H3 trimetilada: H3K4me3, H3K9me3, H3K27me3, H3K36me3.

- Estudiar el efecto estructural de las mutaciones generadas y la trimetilacion
guimica sobre la H3 mediante dicroismo circular.

- Obtener evidencias de la interaccion de MeCP2 con las diferentes histonas
candnicas y con las variantes trimetiladas de H3, y comparar los resultados

mediante dicroismo circular y calorimetria de titulacion isoterma.

- Disefiar péptidos representativos de la cola de la histona H3 sin metilar y
trimetilada y estudiar su interaccién con MeCP2.

- Estudiar la formacion de complejos ternarios MeCP2:dsDNA:H3 mediante
calorimetria de titulacion isoterma.

Del cuarto objetivo, “Estudiar los efectos deletéreos de mutaciones clinicamente
relevantes para Sindrome de Rett, en cuanto a la estructura de la proteina o la

interaccidn con sus partners” derivan los siguientes objetivos secundarios:

- Purificar constructos de MeCP2 recombinantes (MBD y NTD-MBD-ID) con
las mutaciones relevantes de sindrome de Rett (R106W y R133C) en E. coli
mediante cromatografia de afinidad.

- Caracterizar los efectos estructurales y sobre la estabilidad de la proteina
mediante dicroismo circular y el estudio fluorimétrico de la desnaturalizacion

térmica.

- Determinar el efecto deletéreo de las mutaciones causantes de sindrome de Rett
en la interacciébn de MeCP2 con el dsDNA sin metilar, metilado e
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hidroximetilado, mediante la caracterizacién biofisica de la interaccion por
calorimetria de titulacion isoterma.

- Determinar el efecto deletéreo de las mutaciones causantes de sindrome de Rett
en la interaccion de MeCP2 con las cuatro histonas canonicas por calorimetria
de titulacioén isoterma.

- Determinar el efecto deletéreo de las mutaciones causantes de sindrome de Rett
en la capacidad de MeCP2 de leer la marca epigenética de trimetilacion de H3
mediante el estudio de la interaccion de las variantes mutantes del MBD con las
variantes trimetiladas de H3 por calorimetria de titulacion isoterma.

Del quinto objetivo, “Identificar compuestos capaces de modular la actividad de
MeCP2, con el fin de proponer candidatos a profarmacos aplicables en
Sindrome de Rett y adenocarcinoma pancreatico ductal” derivan los siguientes

objetivos secundarios:

- Llevar a cabo un cribado de alto rendimiento basado en TSA (thermal shift
assay) para identificar compuestos capaces estabilizar o inhibir la formacion del
complejo MeCP2:dsDNA.

- Determinar el efecto de los compuestos estabilizadores del complejo (RAQ y
DOA) con las variantes de MeCP2 con mutaciones relevantes asociadas al
sindrome de Rett.

- Seleccionar un modelo celular adecuado para los siguientes ensayos y estudiar
la citotoxicidad de los compuestos en esas y otras lineas celulares no

relacionadas.

- Para las lineas celulares linfoblastoides derivadas de pacientes: determinar el
porcentaje de expresion de MeCP2 mutante y estudiar el efecto del tratamiento
de los compuestos seleccionados sobre la union de MeCP2 a los promotores de
genes diana mediante ChIP (inmunoprecipitacion de cromatina),

- Para las lineas celulares de precursores neuronales: definir diferencias entre la
linea WT y la mutante (R133C) en las que nos vamos a centrar para los
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siguientes estudios. Estudiar el efecto del tratamiento con los compuestos
seleccionados en la unién de MeCP2 a los promotores seleccionados mediante
ChlIP, y su efecto sobre la expresion de dichos genes mediante RT-gPCR.

- Determinar la capacidad de union de los compuestos inhibidores del complejo
MeCP2:dsDNA a la proteina libre mediante calorimetria de titulacion isoterma.

- Estudiar la toxicidad diferencial de los compuestos seleccionados en lineas
celulares pancreaticas tumorales y no tumorales.

Estabilizacion mutantes ,;"f%{%?l
R106W

Estabilizadores '
AR |
% RTT Citotoxicidad
ChiP
(" Cribad
ribado
experimental 7

Expresion de genes /

FUSPUPIPVIS P
k]

Interaccion /‘/Q‘g“’

PDAC Expresion MeCP2

Inhibidores

Citotoxicidad

e Identificacion de compuestos activadores
e inhibidores de la funcion de MeCP2

Figura 2.2 Representacion esquematica del objetivo 5.
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3. Materiales y métodos

3.1 Plasmidos

3.1.1 Construcciones MeCP2

Para obtener las diferentes construcciones de la proteina MeCP2 (isoforma E2),
las diferentes secuencias fueron introducidas en un vector pET30b por
GenScript (New Jersey, EEUU). Se comenzd con un plasmido correspondiente
a la secuencia de la proteina completa (NTD-MBD-ID-TRD-CTDa-CTDB), con
una cola de histidinas en el extremo N-terminal, seguido de una secuencia de
corte para la Prescission Protease.

Las construcciones truncadas (NTD-MBD-ID-TRD-CTDa, NTD-MBD-ID-
TRD, NTD-MBD-ID, NTD-MBD), se obtuvieron afiadiendo codones STOP en
los lugares correspondientes.

Los plasmidos pET30b que contienen las secuencias para el MBD o el ID
aislados fueron sintetizados de novo por GenScript, igualmente con una cola de
histidinas en el extremo N-terminal, seguido de una secuencia de corte para la
Prescission Protease.

Las mutaciones asociadas al sindrome de Rett (R106W y R133C) fueron
insertadas en los plasmidos que contenian las secuencias codificantes del MBD
y la construccion NTD-MBD-ID mediante mutagénesis dirigida, por
Mutagenex (Suwanee, EEUU).

3.1.2 Histonas y derivados

Los plasmidos pET11a que contienen las secuencias para las histonas H2A,
H2B, H3, H4 y el mutante H3-K27C fueron amablemente cedidos por el Dr.
Juan Ausio.
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El plasmido pET11a con la secuencia de la histona H3K4C fue sintetizado y
clonado por GenScript. Las secuencias para las histonas H3K9C y H3K36C se
produjeron por mutagénesis dirigida por GenScript.

3.2 Expresion y purificacion de proteinas

3.2.1 Transformacion de bacterias competentes y expresion de proteina
recombinante.
Los plasmidos que contienen las secuencias que codifican para todas las
proteinas utilizadas en esta tesis fueron introducidos en bacterias E. coli BL21
(DE3) Star para su expresién. El protocolo para la transformacion mediante
choque térmico es el siguiente:

1- Afadir 100 ng de DNA plasmidico a una alicuota de 100 pL de bacterias
competentes

2- Incubar en hielo durante 30 minutos
3- Choque térmico: incubar a 42 °C durante 1 minuto
4- Incubar en hielo durante 2 minutos

5- Afadir 500 pL de medio LB (20 g/L). Incubar en agitacion (200 rpm) durante
2ha37°C

6- Sembrar las células en una placa de LB/Agar con el antibidtico de seleccion
(kanamicina 50 mg/mL para el plasmido pET30b; ampicilina 100 mg/mL
para el plasmido pET11a)

7- Incubar durante la noche (O/N) a 37 °C

8- Precultivo: Las colonias transformadas se llevan a un matraz con 300 mL
de medio LB con el antibidtico de seleccion. Incubar a 37 °C O/N (agitador
orbital Barnstead Lab-Line MaxQ5000) a 180 rpm.
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9- Cultivo: Inocular el cultivo diluyendo en él el precultivo con una relacion
1:30.

10- Incubar en las mismas condiciones hasta que se alcance una ODgq de 0.6-
0.8 unidades de absorbancia en el caso de las construcciones de MeCP2, y
0.4-0.5 unidades de absorbancia en el caso de las histonas (espectrofotometro
Amersham Biosciences Ultrospec 6300 Pro).

11- Induccion: Una vez alcanzada la densidad Gptica deseada, la induccion de
la expresion proteica se llevara a cabo con la adicion de isopropil-p-D-1-tio-
-D-galactopiranosido (IPTG, Sigma Aldrich) a una concentracion de 1 mM.
El tiempo y temperatura de induccion 6ptimos varia segun las proteinas: Para
todas las construcciones de MeCP2 la induccion se lleva a cabo a 18 °C O/N,
mientras que la produccion de histonas se induce a 37 °C durante 4h. Todo
ello en agitacién (180 rpm).

12- Recoger el pellet celular, centrifugando a temperatura ambiente durante 10
minutos a 10000 rpm (centrifuga Beckman Coulter Avanti J-26 XP, rotor
JA-10) y transvasar a un tubo Falcon de 50 mL.

13- Congelar el pellet a -20 °C hasta su uso.

3.2.2 Purificacion de construcciones de MeCP2

El pellet celular descongelado debe resuspenderse en Binding Buffer (fosfato de
sodio 50 mM pH 7.4, 300 mM cloruro de sodio). Tras afiadir 30 mg de lisozima,
benzonasa (20 U/mL, Merck-Millipore) y un cdctel de inhibidores de proteasas
(concentraciones finales: PMSF 100 uM, Sigma Aldrich; benzamidina 1 mM,
Sigma Aldrich; and leupeptina 5 uM, Peptide Institute INC), las células deben
lisarse por sonicacién (Sonics Vibra-Cell Ultrasonic Liquid Processor).
Después hay que centrifugar 3-4 veces a 20000 rpm a 4 °C durante 15 minutos
(centrifuga Beckman Coulter Avanti J-26 XP, rotor JA-20) para eliminar los
restos celulares.
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El sobrenadante de esta centrifugacion debe ser pasado por un filtro de 0.45 pm
de tamafio de poro, para eliminar impurezas grandes, antes de Ilevar a cabo la
cromatografia de afinidad por metal inmovilizados (IMAC, por sus siglas en
inglés) usando una columna HiTrap TALON (GE-Healthcare Life Sciences)
equilibrada previamente usando Binding Buffer. Una vez la muestra ha sido
cargada se llevan a cabo dos lavados en tampon con alta concentracién de sal
(fosfato de sodio 50 mM pH 7.4, 800 mM cloruro de sodio) para eliminar la
contaminacion por DNA, antes de llevar a cabo un gradiente de imidazol 10-
150 mM para eluir la proteina pura. El proceso se lleva a cabo en un sistema
AKTA FPLC Amersham Bioscience, y los datos fueron monitorizados
utilizando el software de control del equipo UNICORN (GE-Healthcare Life
Sciences).

La pureza de las fracciones eluidas se comprueba mediante electroforesis
desnaturalizante (SDS-PAGE). Las fracciones que contienen la proteina de
interés se mezclan, y se lleva a cabo un cambio de tampon para eliminar el
imidazol mediante dialisis. La proteina en el nuevo tampon (Tris 50 mM pH7)
es cuantificada (ver apartado “3.2.4 Cuantificacion de proteinas.”) y se digiere
entonces utilizando Prescission Protease empleando una razon de 1:40,
incubando O/N a 4 °C, pare eliminar la cola de histidinas. El correcto corte se
comprueba de nuevo utilizando electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE, y
se procede a un segundo paso de cromatografia para eliminar la cola de histidina
y cualquier resto no procesado, asi como la proteasa.

Para ello se equilibran dos columnas en serie: una columna de afinidad HiTrap
TALON (GE-Healthcare Life Sciences) que capturara las colas de histidina y
cualquier resto no procesado, y una columna de afinidad GST TALON (GE-
Healthcare Life Sciences) que capturard la proteasa gracias a que la enzima esta
marcada con una etiqueta de GST, de forma que la proteina pura sale en el flow-
through.

73




La ultrafiltracién a través de membrana de tamafio de poro de 3 0 10 kDa
(Millipore Amicon centrifugal filter) permite concentrar la proteina, asi como
cambiar el tampon cuando es necesario.

3.2.3 Purificacion de histonas.
El protocolo de purificacién de histonas se lleva a cabo a partir del pellet total,
en condiciones desnaturalizantes, ya que en un proceso en condiciones nativas
las histonas agregan formando cuerpos de inclusién tras la sonicacién,
obteniendo una minima fraccion en el sobrenadante.

El protocolo de purificacion esta adaptado del articulo de Klinker et al. (2014).
Brevemente, al pellet celular obtenido a partir de 6 L de cultivo se le afiaden 10
mL del tampon SA10X (400 mM acetato de sodio pH 5.2, 10 mM EDTA pH 8,
100 mM D/L metionina), 18 g de urea en polvo, 0.58 mg de cloruro de sodio, y
agua hasta un volumen de 50 mL, afiadiendo PB-mercaptoetanol a una
concentracion final de 5 mM.

Una vez el pellet esta completamente disuelto, se sonica en hielo hasta que la
consistencia es completamente liquida y se centrifuga a 20000 rpm a 4 °C
durante 30 minutos (centrifuga Beckman Coulter Avanti J-26 XP, rotor JA-20)
para eliminar los restos celulares.

El sobrenadante de esta centrifugacion debe ser pasado por un filtro de 0.45 pm
de tamafio de poro, para eliminar impurezas grandes, antes de llevar a cabo la
cromatografia de intercambio idnico. Para ello se inyecta la muestra en dos
columnas colocadas en serie equilibradas previamente usando tampén SAU200
(40 mM acetato de sodio pH 5.2, 6 M urea, 1 mM EDTA pH 8, 5 mM B-
mercaptoetanol, 10 mM D/L metionina, 200 mM cloruro de sodio).

Debe colocarse la columna de intercambio anidnico (resina Q, GE-Healthcare
Life Sciences) sobre la columna de intercambio cationico (resina SP, GE-
Healthcare Life Sciences), y trabajar todo el proceso a un flujo de 2 mL/min.
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Después de inyectar la muestra, se retira la columna de intercambio anionico
(Q), y se hace un lavado de la columna de intercambio catidnico (SP) con un
10% del tampdn de elucion SAU (40 mM acetato de sodio pH 5.2, 6 M urea, 1
mM EDTA pH 8, 5 mM B-mercaptoetanol, 10 mM D/L metionina, 1 M cloruro
de sodio) hasta que el valor de absorbancia a 280 nm medido vuelva al valor
basal. La proteina se eluye mediante un gradiente de cloruro de sodio 100-1000
mM. La pureza de las fracciones eluidas se comprueba mediante electroforesis
desnaturalizante (SDS-PAGE). Las fracciones que contienen la proteina de
interés se mezclan, y se lleva a cabo el replegado de la proteina dializando frente
a agua destilada.

3.2.4 Cuantificacion de proteinas.

La cuantificacion de la concentracion final de las proteinas purificadas se llevo
a cabo mediante la medida de absorbancia ultravioleta a una longitud de onda
de 280 nm, utilizando los coeficientes de extincién calculados mediante
ProtParam Tool Expasy (https://web.expasy.org/protparam) a partir de su
secuencia de aminoacidos. Los coeficientes de extincion estan recogidos en la
tabla 3.1. La potencial contaminacion por DNA fue comprobada cada vez
mediante el cociente de absorbancias a 260 y 280 nm.

La relacion entre la absorcion a 280 nm y el coeficiente de extincion esta
definido por la ecuacién de Lambert-Beer (Luong et al., 2011; Swinehart,
1962):

A=Ep xCxI 1)

donde A representa el valor de la absorbancia medida a una longitud de onda
especifica (en este caso, 280 nm), siendo €2g0 €l coeficiente de extincion molar
de la proteina a 280 nm (M™* cm™), I es la longitud del paso dptico de la muestra
(cm) y C es la concentracion de proteina (M). Las mediciones de absorbancia a
280 nm se realizaron en un espectrofotometro/fluorimetro DS-11 Series
(DeNovix).
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Tabla 3.1 Parametros de las construcciones proteicas.

Proteina €280 MW

(Mtem?)  (Da)

MBD 11460 9927

NTD-MBD 11460 17757

NTD-MBD-ID 11460 22420

NTD-MBD-ID-TRD 11460 33615

NTD-MBD-ID-TRD-CTDa 11460 39161

MeCP?2 NTD-MBD-ID-TRD-CTDa-CTDB 13075 53264
(proteina completa)

MBD (R106W) 16960 9957

MBD (R133C) 11460 9874

NTD-MBD-ID (R106W) 16960 22450

NTD-MBD-ID (R133C) 11460 22367

ID 0 4468

H2A 4050 13960

H2B 6070 13740

_ H3 4040 15273

Histonas

H4 5400 11236

H3 K4C / K9C / K27C / K36C 4040 15330

H3 K4me3 / K9me3 / K27me3 / K36me3 4040 15417

3.3 Metilacién quimica de histonas

La histona H3 trimetilada en las posiciones deseadas (K4, K9, K27 y K36) fue
obtenida a partir de histonas dobles mutantes intermediarias del proceso: en
primer lugar, hay que cambiar la cisteina presente en la proteina WT por una
alanina (C111A) y en segundo lugar reemplazar la lisina en cada una de las
posiciones indicadas por una cisteina. De esta forma podremos hacer una
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reaccion de alquilacion sobre esa cisteina, obteniendo un anélogo de la lisina
trimetilada. Los plasmidos utilizados y los protocolos de transformacion,
expresion y purificacion han sido detallados previamente.

El protocolo de trimetilacion quimica fue adaptado del articulo de Simon et al.
(2007), siendo brevemente:

- Disolver las histonas liofilizadas (5-10 mg) en 980 uL de tampon de
alquilacion (1 M HEPES 1 M pH 7.8, 4 M cloruro de guanidinio, 10 mM
D/L metionina 10mM) y afiadir 20 pL de ditiotreitol (DTT) 1 M.

- Incubar a 37 °C durante 1 h.

- Afadir 100 mg de bromuro de (2-bromoetil)trimetilamonio (SIGMA
#117196) y dejar que se disuelva durante la incubacion de 2.5 h a 50 °C.

- Anadir 10 pL de DTT 1M.
- Incubar otras 2.5 h a 50 °C.
- Detener la reaccion con 50 pL de B-mercaptoetanol 14.2 M.

- Separar las proteinas metiladas de los reactivos en una columna PD10
equilibrada en H20/B-mercaptoetanol 3mM.

La correcta trimetilacion se comprobd mediante la determinacion de la masa
exacta por MALDI-TOF, llevada a cabo por el Servicio de Protemica de los
Servicios Cientifico-Técnicos (SCT) del CIBA (Centro de Investigacion
Biomédica de Aragon, Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud — Universidad
de Zaragoza).

3.4 Péptidos derivados de H3

Los péptidos derivados de H3 se adquirieron a NZYTech (Lisboa, Portugal).
Corresponden a la regién de la cola de la histona H3 en torno a K27 con
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secuencia TKAARKSAPAT, donde la K27 trimetilada es la segunda lisina. El
extremo N-terminal esta acetilado y el C-terminal est4 amidado para reducir las
cargas electrostaticas, imitando lo que puede ocurrir en la estructura de la
proteina.

3.5 Hibridacion del DNA de doble hebra

Los oligonucleétidos de DNA correspondientes al promotor 1V del gen de
BDNF (brain-derived neurotrophic factor) de raton fueron producidos y
purificados por IDT Technologies. Se obtuvieron en forma de oligonucledtidos
de hebra simple de 45 bases, y fueron hibridados para obtener oligonucleétidos
de doble hebra de 45 pares de bases (dSDNA) para los ensayos de interaccion
con MeCP2. Se utilizaron oligonucle6tidos purificados mediante HPLC,
mientras que para el cribado de alto rendimiento se utiliz6 DNA purificado por
desalting.

Se utilizaron tres pares diferentes de oligonucle6tidos, con la misma secuencia,
pero con diferente modificacién en la cisteina central: sin metilacion, metilados
o0 hidroximetilados, cuya secuencia se detalla en la tabla 3.2.

Los oligonucleétidos se disolvieron en agua destilada para obtener una
concentracién final de 0.5 mM, comprobado mediante absorbancia UV
(espectrofotometro DS-11 Series). Se mezclaron los pares de oligonucledtidos
con una proporcion equimolar y se hibridaron utilizando un termociclador
Stratagene Mx3005P gPCR real-time thermal cycler (Agilent Technologies). El
perfil térmico de la hibridacion consiste en: 1- equilibrado a 25 °C durante 30
segundos, 2- aumento rapido de temperatura hasta 99 °C, 3- equilibrado a 99°C
durante 30 segundos, y 4- enfriamiento progresivo hasta 25 °C a una velocidad
de 1 °C/180s.

La concentracion final de oligonucleétido de doble hebra se calcul6 a partir de
las concentraciones medidas por absorbancia UV a 260 nm de los
oligonucledtidos de hebra simple segln la ecuacion 2:
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1 1 1
[dsDNA] ~ [ssDNAJforw  [SSDNA]rev

2)

donde [dsDNA] es la concentracion final del DNA de doble cadena después de
mezclar cantidades equimolares de los oligonucledtidos “forward” (for) y
“reverse” (rev) disponibles en concentraciones Stock [SSDNA]sory [SSDNA]rev,

respectivamente.

3.6 Prediccién de estructura

La prediccion de la estructura secundaria de MeCP2 se realiz6 mediante el
servidor de prediccion de la estructura secundaria de proteinas PSIPRED
(bio.tools/psipred) introduciendo la secuencia aminoacidica de MeCP2. Los
modelos de las estructuras tridimensionales de MeCP2 completa, el dominio
MBD en solucién y H3 en solucidn se obtuvieron del repositorio AlphaFold
(https://alphafold.ebi.ac.uk).

3.7 Dicroismo circular

El dicroismo circular (DC) es una técnica espectroscopica basada en la
absorcion diferencial de luz polarizada circularmente a izquierda y derecha. La
espectroscopia DC se utiliza para estudiar moléculas quirales de todo tipo y
tamafio. Una de las aplicaciones mas importantes del DC es analizar la
estructura secundaria u otras propiedades especificas (por ejemplo,
microambiente de los residuos aromaticos) de la conformacion de
macromoléculas, concretamente proteinas. La sefial de DC nos permite
determinar como cambia la estructura secundaria de las proteinas con las
condiciones ambientales o al interactuar con otras moléculas.

Los espectros de DC se registraron en un espectrémetro Chirascan (Applied
Photophysics) termostatizado, utilizando una cubeta de cuarzo de 0.1 cm de
longitud de paso 6ptico (Hellma) con un ancho de banda de 1 nm, una resolucién
espectral de 0.5 nm y un tiempo de respuesta de 5 s. La temperatura se controld
mediante una unidad Peltier y se monitorizo utilizando una sonda de
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temperatura. La concentracién de proteina se fijé en 7 uM para todas las
proteinas. En el caso de espectros de combinacion de proteinas, se utilizaron
cantidades equimolares de ambas. Para la seguridad de los componentes dpticos
y la calidad del escaneo se purgé el oxigeno del espectrémetro mediante un flujo
de nitrégeno durante 20 minutos previos a las medidas.

Los espectros experimentales se corrigieron segln la linea base (sustraccion de
la sefial del tampon) y se normalizaron seguln la concentracion para calcular la
elipticidad media por residuo [©] (mdeg cm™ M) segun la ecuacion 3:

(5]
10clN

[6] = (3

donde © es la elipticidad cruda medida (mdeg), ¢ es la concentracion de proteina
usada (M), | es la longitud del paso optico (cm) y N es el nimero de residuos de
aminodcidos de la proteina. En los espectros con diferentes especies, se muestra
la sefial en valores de elipticidad © (mdeg).

3.8 Espectroscopia de fluorescencia

La espectroscopia de fluorescencia es una técnica ampliamente extendida en los
estudios estructurales de proteinas. El triptéfano (Trp) es un aminoacido
aromatico que absorbe radiacion de longitud de onda de 280 nm. Presenta
buenas propiedades intrinsecas de fluorescencia que estdn extremadamente
influenciadas por su entorno, lo que nos permite seguir los cambios en la
estructura de las proteinas o el efecto de su interaccion con otras biomoléculas
monitorizando la emisién de fluorescencia del triptéfano. Las técnicas de
espectroscopia de fluorescencia son muy adecuadas para seguir el plegamiento
o0 desplegamiento de proteinas, o el equilibrio de interaccion de proteinas. La
fluorescencia del triptéfano se reduce cuando se expone al disolvente:
normalmente suele experimentar una reduccion de intensidad y un
desplazamiento de la longitud de onda del méaximo del espectro hacia longitudes
de onda mayores (red-shift). Esta técnica tiene una limitacion evidente: debe
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haber al menos un residuo de triptdfano en la secuencia de aminoécidos de la
proteina. Y si hay demasiados residuos triptofanos la interpretacion de los
resultados puede ser problematica.

Los espectros de fluorescencia se realizaron en un espectrofotometro de
fluorescencia Cary Eclipse (Varian) utilizando una cubeta de cuarzo de 1 cm de
longitud de paso (Hellma). Los espectros de emisién de fluorescencia se
registraron de 300 a 400 nm utilizando una longitud de onda de excitacion de
290 nm (para evitar excitar residuos de tirosina) y un ancho de banda de 5 nm.
La concentracion de proteina se fijo en 5 uM.

3.7 Desnaturalizacion térmica o quimica seguida por

fluorescencia

Los estudios de desplegamiento térmico se realizaron en un espectrofotometro
de fluorescencia Cary Eclipse (Varian) utilizando una cubeta de cuarzo de 1 cm
de longitud de paso (Hellma Analytics, Millheim, Germany). La temperatura
se control6 mediante una unidad Peltier y se monitorizé con una sonda de
temperatura. Los espectros de emisidn de fluorescencia se registraron de 300 a
400 nm utilizando una longitud de onda de excitacion de 290 nm y un ancho de
banda de 5 nm. La concentracion de proteina se fijo en 5 uM.

Los ensayos de estabilidad térmica se realizaron a una velocidad de aumento de
temperatura de 1 °C/min y a la longitud de onda de maximo cambio espectral
(determinada previamente). Los experimentos de desplegamiento térmico se
analizaron considerando un modelo de desplegamiento de dos estados (una
Unica transicion), proporcionando la temperatura de desplegamiento, Tm, y la
entalpia de desplegamiento, AH(Tr). El efecto estabilizador ejercido por la
interaccion con DNA de doble hebra (dsDNA) se evalu6é realizando
desnaturalizaciones térmicas de las diferentes proteinas (a 5 uM) en presencia
de DNA metilado, no metilado o hidroximetilado (a 10 pM) en las mismas
condiciones.
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Los datos y espectros experimentales se analizaron modelo de desplegamiento
en dos estados:

_ (AN+BNT)+(AU+BUT)eXp(_%EIT))
B vrexp(~*3r) (4)
AG(T) = AH(T,,) (1 - Tl) + ACp (T T, — TlnTi)

0 tres estados para la proteina completa en presencia de dsDNA
hidroximetilado:

_ (An+BNT)+(Ar+B Texp(-2D) + (Ay +ByT)exp(-

- AG1(T) AG]_(T)+AG2(T)
RT )"'eXp( RT )

AGl(T)+AG2(T))
RT

1+exp(

®)
AG;(T) = AH;(Ty;) (1 -

T

) + ACp; (T —Tpi—Tln l)

m,i m,i

donde F es la sefial de fluorescencia, R es la constante de gases ideales, T es la
temperatura, Tmi es la temperatura de desplegamiento de la transicion i, AHi(Tmi)
es la entalpia de desplegamiento de la transicion i, ACp; es la capacidad
calorifica de desplegamiento de la transiciéon i, y AG; es la energia de
estabilizacion de Gibbs de la transicion i.

La intensidad de fluorescencia medida a cada temperatura (T) es una media de
las contribuciones intrinsecas de cada especie conformacional de la proteina,
como una suma ponderada en funcidn de su fraccion molar en cada temperatura.
Los parametros ajustables An, Bn, Ai, Bi, Au, y Bu definen la sefial de
fluorescencia intrinseca de los diferentes estados conformacionales relevantes
(N: nativo, I: intermedio, U: desplegado) y su dependencia lineal con la
temperatura.
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3.10 Calorimetria diferencial de barrido (DSC).

La estabilidad térmica de las construcciones de MeCP2 (MBD y NTD-MBD-
ID) se evalué mediante el desplegamiento térmico controlado por calorimetria
diferencial de barrido (DSC) de alta precision. La capacidad calorifica molar
parcial de la proteina en solucion se midi6 en funcidén de la temperatura en un
Auto-PEAQ-DSC (MicroCal, Malvern-Panalytical, Malvern, Reino Unido).
Los experimentos se realizaron con una solucion de proteina a una
concentracién de 20 y 40 uM en tampén 50 mM Tris pH 7.0, y con un barrido
de 15 a 95°C a una velocidad de barrido de 60 °C/h. Cuando fue necesario, el
dsDNA sin metilar, metilado o hidroximetilado se afiadié a una concentracion
final de 20 uM.

El primer enfoque en el andlisis experimental DSC consistidé en aplicar un
analisis de datos genérico en ausencia de modelo para discriminar entre
diferentes posibilidades: desplegamiento en dos estados, desplegamiento con
nimero de estados mayor de dos, y desplegamiento de proteina oligomérica. A
partir del termograma (capacidad calorifica molar de exceso de la proteina en
funcidn de la temperatura, ACp vs. T) se estimaron la entalpia calorimétrica de
desplegamiento, AHca, la temperatura de desplegamiento, Tm, y la capacidad
calorifica méxima de desplegamiento, Cpmax, @ partir de las cuales fue posible

calcular la entalpia de van 't Hoff, AHyu:

4RT3,C
AHVH — X% mbPmax (6)
AHcal

De la relacion AHuw/AHca pueden surgir diferentes posibilidades: 1) si
AHw/AHca = 1, el termograma reflejaria una Gnica transicion y la proteina se
despliega segin un modelo de dos estados (es decir, la proteina contiene un
Gnico dominio energético que se despliega cooperativamente); 2) si AHyn/AHcal
< 1, el termograma reflejaria, al menos, dos transiciones (parcialmente)

solapadas y la proteina se despliega segiin un modelo que no es de dos estados
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(es decir, la proteina contiene, al menos, dos dominios que se despliegan de
forma independiente no cooperativa); y 3) si AHyw/AHca > 1, el termograma
reflejaria una transicion de desplegamiento acoplada a la disociacion de
subunidades (es decir, la proteina es oligomérica y se despliega en mondémeros
aislados segun un proceso de elevada cooperatividad).

Una vez seleccionado el modelo de desplegamiento adecuado segun el test de
van't Hoff, el termograma se analizé mediante un analisis de ajuste de regresion
no lineal considerando un conjunto de n transiciones independientes, cada una
caracterizada por una temperatura de transicion Tmi, una entalpia de

desplegamiento AHi(Twm,), y una capacidad calorifica de desplegamiento ACp;:

2
A T — ‘t’l_ Ki(T) AHi(T)
(8Co () = e, D

K;(T) = exp(—AG;(T)/RT) (7
AGy(T) = AH; () (1 S ) + ACp; (T — Ty — TIn— )

Tm,i

donde Ki, AHi y AGi son la constante de equilibrio conformacional, la entalpia
de desplegamiento, y la energia de estabilizacion de Gibbs de la transicion
conformacional i, respectivamente, R es la constante de los gases ideales, y T
es la temperatura absoluta.

3.11 Estudio por fluorescencia de la desnaturalizacion
guimica

La estabilidad quimica de MeCP2 MBD y NTD-MBD-ID se evalu6 mediante
espectroscopia de fluorescencia, utilizando urea ultrapura (urea cristalina de
grado farmacéutico, PanReac, Alemania) como desnaturalizante caotrdpico. La
emision de fluorescencia intrinseca del triptéfano Unico en MeCP2 (W104) se
monitoriz6 en un espectrofotdbmetro de fluorescencia Cary Eclipse
termostatizado (Varian-Agilent, Santa Clara, CA, EE.UU.) utilizando una
concentracién de proteina de 5 UM, en una cubeta de cuarzo de 1 cm de longitud
de paso (Hellma Analytics, Millheim, Alemania).
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Los experimentos se realizaron en 50 mM Tris pH 7.0, a 20 °C, con temperatura
controlada por una unidad Peltier. Los espectros de emision de fluorescencia se
registraron de 300 a 500 nm, utilizando una longitud de onda de excitacion de
290 nm y un ancho de banda de 5 nm, a diferentes concentraciones de urea ([D]
= 0-7 M, con incrementos de 0.25 M). Las muestras se equilibraron durante la
noche a temperatura ambiente antes de las mediciones.

Considerar Gnicamente los estados nativo y desplegado de la proteina (modelo
de dos estados) fue suficiente para reproducir las curvas de desnaturalizacién, y
la inclusién de estados intermedios adicionales parcialmente desplegados fue
perjudicial para la bondad del ajuste. Para el analisis cuantitativo se empleé la
energia media de emision espectral media <E> en funcion de la concentracion

de desnaturalizante, obtenida segln la ecuacion:

_ 2ili/A
(E)==5"1" t)

donde li es la intensidad de emisién de fluorescencia en el espectro a una
determinada longitud de onda Ai. Asi, <E> es el valor medio espectral del
inverso de la longitud de onda (una cantidad proporcional a la energia —
frecuencia — en el espectro). El ajuste se llev6 a cabo mediante la ecuacion:

(D)) = 1 IN(IDD) + s 1y (D)
K([D]) = exp(~AG([D])/RT) ©)

AG([D]) = AG([D]) — m[D]
I;([D]) = A; + B;[D]

donde K, AG, AGw, y m son la constante de equilibrio, la energia de
estabilizacion de Gibbs en presencia y ausencia de desnaturalizante,
respectivamente, y la susceptibilidad de la proteina al desnaturalizante, para la
transicion conformacional. Se ha asumido el modelo de extrapolacion lineal
(LEM) al especificar el efecto de la concentracion de desnaturalizante [D] sobre
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la energia de estabilizacion, y se ha considerado lineal la dependencia de la
intensidad de fluorescencia intrinseca de cada estado conformacional de la
proteina con la concentracion de desnaturalizante.

3.12 Dispersion dinamica de luz (DLS).

Las mediciones de dispersion dinamica de luz (DLS) se realizaron en un
DynaPro Plate Reader Il (Wyatt Technology, Santa Barbara, CA) utilizando
una placa de 384 pocillos (Aurora Microplates, Whitefish, MT). La solucion
stock de urea (8 M) se diluyd en serie para obtener concentraciones desde 7 M
a 0 M (en decrementos de 1 M), antes de afiadir la proteina hasta una
concentracion final de 20 uM. Todas las soluciones se filtraron utilizando
membranas de 0.2 um de tamaiio de poro y las soluciones de proteina se
centrifugaron en microtubos durante 2 minutos a velocidad maxima para evitar
que la precipitacion de urea o los agregados de proteinas interfirieran en las
mediciones DLS. Para cada medicion se realizaron 10 adquisiciones de 3
segundos, y el radio hidrodinAmico aparente se estimd a partir del coeficiente
de difusion experimental, obtenido por el ajuste de cumulantes de la funcién de
autocorrelacion traslacional, asumiendo un modelo de esfera de Rayleigh. Los
experimentos se realizaron en tampén 50 mM Tris pH 7.0, a 20 °C.

3.13 Calorimetria de titulacion isoterma (ITC)

La interaccién entre las diferentes construcciones de MeCP2, el DNA (sin
metilar, metilado e hidroximetilado), las histonas (trimetiladas o no), los
péptidos derivados de ellas, y los compuestos identificados en el cribado de alto
rendimiento se ha estudiado utilizando un calorimetro de titulacion isotérmica
Auto-iTC200 de alta sensibilidad (MicroCal, Malvern-Panalytical, Reino
Unido). Los experimentos se realizaron en diferentes tampones: 50 mM Tris pH
7; 50 mM PIPES, pH 7; 50 mM fosfato, pH 7; y 50 mM HEPES, pH 7. La fuerza
idnica se control6 mediante la concentracion de cloruro sédico (0-150mM). La
solucion de proteina en la célula calorimétrica a 3-5 uM se titulé con ligando
(DNA, histonas...) a 50 uM en la jeringa de inyeccion. Se programd una

secuencia de 19 inyecciones de 2 uL de solucidén valorante espaciadas
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uniformemente por 150 s con una velocidad de agitacién de 750 rpm y una

potencia térmica de referencia de 10 pcal/s.

La constante de asociacion, Kg, y la entalpia aparente de unién, AHg s, S€
estimaron mediante analisis de datos de regresion no lineal por minimos
cuadrados de los datos experimentales empleando un modelo de sitio de unién
de ligando Unico (estequiometria 1:1 proteina:dsDNA) para MBD o ID
interactuando con DNA, H2A, H2B, H3 (y versiones trimetiladas) y compuestos
ADO, o un modelo de sitios de unién de dos ligandos (estequiometria 1:2
proteina:dsDNA) para NTD-MBD-ID o proteina completa interactuando con
DNA o H3, empleando rutinas de ajuste definidas por el usuario implementadas
en Origin (OriginLab, Northampton, MA):

[Plr; = [Plo (1 - m)] [Llrj = [Llo (1 - (1 B m)])

Vo Vo
[PLaly = [Py pol
[LIr; = [L]j + X4 [P]x; 15112:};]11-]]- o
0= 2 s Vo [P~ P (1-32) )

donde Qj es el efecto calorifico normalizado por la concentracion del ligando
tras la inyeccion j, viy es el volumen de cada inyeccion, Voes el volumen de la
célula, Qq es el calor de inyeccidn debido a cualquier fendmeno inespecifico (el
Ilamado "calor de dilucién", que contiene contribuciones de la mezcla de
soluciones, la dilucion del agente titulante, el equilibrado de temperaturas y
concentraciones iénicas, etc.), PiL es el complejo proteina:dsDNA en el que esta
ocupado el sitio de unién i, Kg; es la constante de asociacion para el complejo
PLi, AHgabsi €S la entalpia de unién para el complejo PLi, [P]o es la
concentracion inicial de proteina en la célula, [L]o es la concentracion de ligando
en la jeringa, [P]r; es la concentracion total de proteina en la célula tras la
inyeccion j, [L]r; es la concentracion total de ligando tras la inyeccion j, [P]; es
la concentracion de proteina libre tras la inyeccion j, y [L]; es la concentracion
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de ligando libre tras la inyeccion j. Estas ecuaciones son validas para un Gnico
sitio de union N = 1, y para dos sitios de unién N = 2. Una descripcion detallada
de estos modelos aplicados en ITC puede encontrarse en la bibliografia (Freire
et al., 2009; Vega et al., 2015).

La constante de disociacion Ky para cada sitio de union se calcul6 como la
inversa de Kg, y la energia Gibbs y la entropia de union se calcularon aplicando
relaciones estandar bien conocidas —RT InKg, AGg = AHg — TASg. La capacidad
calorifica de union, ACpg, Se determiné realizando titulaciones a diferentes
temperaturas y estimando la derivada de la entalpia observada con la
temperatura mediante regresion lineal en el grafico de entalpia frente a
temperatura.

La constante de union Kg no se ve afectada por la posible ionizacién del tampén
siempre que el pK, del tampon esté proximo al pH experimental. Sin embargo,
la entalpia de union observada (y, por tanto, también la contribucion entrdpica)
puede contener una contribucién adicional procedente de la ionizacion del
tampon. Por lo tanto, el tampdn seleccionado podria afectar a la particion de la
entalpia de Gibbs en sus contribuciones entalpica y entropica. Las
contribuciones extrinsecas del tampon (Claveria-Gimeno et al., 2019; Gomez &
Freire, 1995a) pueden eliminarse estimando la entalpia de unién independiente

del tampdn, AHg, segin

AHg ops = AHp + AnyAHpytfer (11)

donde Any es el nimero de protones intercambiados entre el complejo
proteina:dsDNA vy la solucion total al unirse el dSDNA, y AHputrer €5 la entalpia
de ionizacion del tampon seleccionado. Por lo tanto, se realizaron valoraciones
en tampones con diferentes entalpias de ionizacion (Tris, 11.35 kcal/mol;
PIPES, 2.67 kcal/mol; y fosfato, 0.86 kcal/mol, R. N. Goldberg et al., 2002)
para estimar los parametros termodinamicos independientes del tampdn (AH

and Any) a partir de una regresion lineal utilizando la ecuacién 10. Conociendo

88



la energia de Gibbs de union y la entalpia de unién independiente del tampén,
se puede calcular facilmente la entropia de union independiente del tampon. El
parametro Any puede ser distinto de cero cuando la unién del ligando provoca
cambios en la constante de disociacion de protones de determinados residuos
ionizables (en la proteina o en el ligando) como consecuencia de cambios en su
microentorno al formarse el complejo.

3.14 Cribado de alto rendimiento y estudio de
estabilizacion de mutantes

Para identificar ligandos capaces de estabilizar o inhibir la interaccion del DNA
con la proteina MeCP2, se llevé a cabo un cribado de alto rendimiento (HTS,
High Throughput Screening) experimental basado en un ensayo de
determinacion del efecto estabilizador inducido por ligando frente a
desnaturalizacion térmica (TSA, Thermal Shift Assay). Se llevaron a cabo dos
procedimientos de cribado, uno con cada una de las construcciones proteicas:
1) la construccion con el MBD aislado, y 2) la construccion que contiene los
dominios NTD-MBD-ID. Ambos cribados se llevaron a cabo en presencia de
DNA de doble cadena (oligonucleétido conteniendo la secuencia del promotor
IV del gen de BDNF), que fue adquirido en grado de pureza desalting de IDT
Technologies e hibridado siguiendo el protocolo desarrollado previamente.

El TSA se realiz6 monitorizando la desnaturalizacion térmica del complejo
MeCP2 (cada construccion) con dsDNA en presencia de la sonda fluorescente
extrinseca SYPRO Orange (Invitrogen). Los experimentos de HTS se realizaron
en un termociclador en tiempo real Stratagene Mx3005P gqPCR (Agilent
Technologies). Para ello, se dispensaron soluciones de proteina-dsDNA (50 uL,
concentraciones finales 10 uM de MeCP2 y 10 uM de DNA) en tamp6n 10 mM
Tris, pH 7.0, y 5X SYPRO Orange en microplacas de 96 pocillos (96-Well PCR
Plate, non skirted de 4titude). Los posibles ligandos (de las dos quimiotecas:
Maybridge HitFinder Collection y Prestwick Chemical Library) disueltos en
DMSO se afiadieron a una concentracion final de 400 uM (Prestwick) o 160 uM
(HitFinder), y concentraciones finales de DMSO al 4%, a las microplacas que

89



contenian las soluciones de proteinas y se incubaron a 25 °C durante 30 minutos
antes de cargarlas en el lector de microplacas.

En cada microplaca se realizaron experimentos de control intrinsecos en
presencia y ausencia de DNA y en ausencia de ligandos, a la misma
concentracion de DMSO. La desnaturalizacion térmica se control6 siguiendo el
aumento de la intensidad de fluorescencia de la sonda SYPRO Orange asociado
al desplegamiento de la proteina (Aexc = 492 y Aem= 610 nm, donde Aexc €S la
longitud de onda de excitacion y Aem €S la longitud de onda de emisién). Las
curvas de desplegamiento se registraron de 25 a 95°C, a una velocidad de
barrido de 1 °C/min. La temperatura de desplegamiento puede definirse como
la temperatura de méaxima pendiente en la curva de desplegamiento
térmico(Velazquez-Campoy et al., 2016). Los "hits" estabilizadores se
identificaron como aquellos compuestos que desplazaban la temperatura de
maxima pendiente hacia temperaturas mas altas, en comparacion con los
controles en presencia de proteina:dsDNA y DMSO, internos de cada
microplaca. Aquellos compuestos que aumentaban los valores de Tn del
complejo MeCP2:dsDNA por encima de 3 veces la SD de los valores de Tn
determinados en los experimentos de control correspondientes (8 experimentos
sin ligando afadido, con la misma concentracion residual de DMSO, y
realizados en la misma microplaca), es decir, Tm(hit) > Tm(control) + 2 x SD, se

consideraron potenciales positivos.

Los “hits” inhibidores se identificaron como los compuestos que desplazaban la
temperatura de méxima pendiente hacia temperaturas méas bajas que la de la
proteina en ausencia de dsDNA, lejos de los valores de Ty, del complejo.

Los compuestos identificados como estabilizadores se probaron posteriormente
en presencia de MeCP2 con mutaciones asociadas a RTT para evaluar si
ejercian el mismo efecto estabilizador sobre ellas utilizando las mismas

condiciones experimentales.
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3.15 Quimiotecas

Para el cribado molecular experimental se han empleado dos colecciones de
compuestos quimicos (quimiotecas) disponibles comercialmente: Prestwick
Chemical Library (Prestwick Chemical) con 1120 farmacos aprobados por la
US Food and Drug Administration (FDA) y HitFinder (Maybridge) con 10000
compuestos seleccionados por su alta diversidad quimica y farmacolégica. Los
compuestos se encuentran disueltos en dimetilsulféxido (DMSQ) al 100% a una
concentracién de 10 mM (Prestwick) 0 4 mM (HitFinder).

3.16 Cultivo celular en suspension

Las lineas celulares linfoblastoides derivadas de pacientes son propiedad del
Instituto de Investigacion contra la Leucemia Josep Carreras. Fueron obtenidas
a partir de muestras de sangre periférica de pacientes con sindrome de Rett con
diferentes mutaciones, e individuos sanos. El analisis de las mutaciones fue
caracterizado previamente por secuenciacion directa del codon del gen MECP2.

Se aislaron células mononucleares sanguineas (PBMCs) mediante la
sedimentacién con Ficol/Hypaque (Amershan) y se utilizd un protocolo
estandar de infeccion de linfocitos B con el virus de Epstein-Barr para producir
las lineas celulares linfoblastoides inmortalizadas.

En el estudio se utilizaron las lineas: HBL-26 proveniente de un donante sano,
CNI0O1, CNIO3 y CNIO10, provenientes de pacientes RTT con mutaciones de
MeCP2 R106W, T158M y R294X, respectivamente. El cultivo de estas lineas
se llevd a cabo en medio completo compuesto por medio RPMI (Merck)
suplementado con 10% SFB (suero fetal bovino), 100 U/mL penicilina y 100
pg/mL estreptomicina a 37 °C bajo una atmoésfera consistente en un 5% de CO2.

Las células crecieron en suspensién sin agitacion.

El medio RPMI puede contener rojo fenol, un indicador de pH que vira el color
del medio a consecuencia de los catabolitos que se generan durante el
metabolismo celular y la acidificacion del medio, lo cual sirve para controlar
los cambios de medio necesarios para mantener la viabilidad de las células. Sin
embargo, para realizar los ensayos de viabilidad conviene que no haya ninguna
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sustancia en el medio que posea absorbancia en la region visible del espectro
puesto que podria interferir en las medidas. En esos casos se usa RPMI sin rojo
fenol. Para los pases y la expansion, hay que centrifugar el cultivo a 300 g
durante 5 minutos para aspirar el sobrenadante, resuspender y diluir las células
en el volumen deseado. Cuando fue necesario, las células se contaban diluyendo
el cultivo con el reactivo Tripan Blue y contando las células usando una camara
de Neubauer.

Para comprobar el porcentaje de expresion de MeCP2 mutante (segin el
porcentaje de silenciamiento de cada cromosoma X), se purific6 el RNA y se
produjo DNACc (ver méas adelante) y se secuencio en el Servicio de Genémica
del Instituto Josep Carreras.

3.17 Cultivo celular Lunet, HACAT, MiaPaCa-2,
PANC-1

Las lineas celulares epiteliales ductales pancreaticas MiaPaCa-2, PANC-1
(provenientes de tejido tumoral) y HPDE (con genotipo y fenotipo no tumoral)
fueron cedidas por el grupo de la Dra. Meritxell Gironella, investigadora
CIBERehd (IDIBAPS-Hospital Clinic de Barcelona, Barcelona). La linea de
queratinocitos HACAT fue cedida por el grupo del Dr. Pedro Baptista,
investigador ARAID del Instituto de Investigacién Sanitaria de Aragon. Se han
empleado células Lunet, cedidas por Dr. V. Lohmann y Dr. R. Bartenschlager,
investigadores de la Universidad de Heidelberg. Las células se cultivaron en
medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM, Dulbecco’s modified
Eagle’s; Gibco, Bélgica) suplementado con un 10% de SFB inactivado por calor
(PAN-Biotech GmbH, Alemania), 1X aminoacidos no esenciales (Gibco), 100
Ul/mL de penicilina (Gibco), 100 mg/mL de estreptomicina (Gibco) y 250
mg/mL de geneticina (G418; Gibco).

Las ceélulas Lunet, HACAT, MiaPaCa-2, PANC-1 utilizadas para la
determinacion de la citotoxicidad de los compuestos in vitro, se cultivaron en
medio completo compuesto por DMEM (Merck) suplementado con 10% SFB,
100 U/mL penicilina y 100 pg/mL estreptomicina a 37 °C bajo una atmosfera
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consistente en un 5% de CO2. El medio DMEM puede contener rojo fenol, un
indicador de pH que vira el color del medio a consecuencia de los catabolitos
que se generan durante el metabolismo celular y la acidificacion del medio, lo
cual sirve para controlar los cambios de medio necesarios para mantener la
viabilidad de las células. Sin embargo, para realizar los ensayos de viabilidad
conviene que no haya ninguna sustancia en el medio que posea absorbancia en
la region visible del espectro puesto que podria interferir en algunas medidas.
En esos casos, se usa DMEM sin rojo fenol.

La linea HPDE (Human Pancreatic Duct Epithelium) se cultivé en medio KMSF
(keratinocyte serum-free, Thermofisher #10724011) suplementado con el
KERATINOCYTE SUP KIT (Thermofisher #37000015), a concentraciones
finales de 200 ng/L de EGF (Epidermal Growth Factor), 30 mg/L de BPE
(Bovine Pituitary Extract), y ademas con 1% penicilina/estreptomicina.

Para el subcultivo, las células se separaron utilizando tripsina, cuya accion es
detenida afiadiendo medio con suero fetal y se centrifugaron durante 5 minutos
a 300 g (900 g para la linea HPDE). A continuacion, se resuspendieron
suavemente y se sembraron cada 3-5 dias al alcanzar un 90% de confluencia.

3.18 Cultivo ReNCells

Las células ReNCells VM fueron cedidas por el grupo de la Dra. Sonia Guil,
investigadora del Instituto de Investigacién contra la Leucemia Josep Carreras
(Badalona). La linea celular mutante para MeCP2 (R133C) fue generada por el
mismo grupo mediante CRISPR-Cas9.

El cultivo de ambas lineas celulares se llevd a cabo en placas tratadas con
laminina (20 pg/mL, Sigma Aldrich), que se aspira suavemente antes de
dispensar el medio conteniendo las células, para su correcta adhesion. El cultivo
se realiza usando medio DMEM-F12 (L0093-500, Biowest, Nuaillé, Francia),
con 0.2% de heparina (Stem Cell Technologies, Vancouver, Canada), B-27
complete vitamins (17504-044, Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) y
antibidtico/antimicético (L0010-100, Biowest) a 37 °C con humedad maxima
con una atmosfera de 5% de CO,. Antes de cada uso, el medio debe completarse
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con dos factores de crecimiento: FGF-2 (20 ng/mL, SRP4037) y EGF (20
ng/mL, SRP3027) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), para mantener el
estado pluripotente y proliferativo de las células.

Para el subcultivo, las células se separaron con Accutase (SCR005, Sigma-
Aldrich) y se centrifugaron durante 5 minutos a 300 g. A continuacion, se
resuspendieron suavemente y se sembraron tras el recuento celular. El medio se
cambid cada dos dias y el cultivo se realizaron pasajes cada 3-6 dias cuando se
alcanzaba el 90% de confluencia.

3.19 Ensayos de citotoxicidad.

La toxicidad de los compuestos ADO, DOA y RAO frente a los diferentes tipos
celulares se determiné mediante el kit de viabilidad CellTiter 96 AQ One
Solution Cell Proliferation Assay (Promega Corporation). Para ello, utilizando
placas de 96 pocillos con todos los pocillos periféricos llenos de PBS para
minimizar la evaporacion, se sembraron 4000-6000 células/pocillo (segin el
tipo celular) excepto para HBL-26, para las que se sembraron 30000
celulas/pocillo en un volumen final de 100 pL. Después de 24 h se afiadieron
diluciones seriadas de los compuestos (concentraciones entre 300 UM y 0.7 nM,
dependiendo el compuesto) en triplicados. Después de incubar con los
compuestos durante 48 h en el incubador, se afiadié 20 uL del reactivo diluido
1:5 en medio del cultivo a cada pocillo. Después de una incubacién de 90
minutos, el metabolismo celular se evalu6 mediante la cuantificacién de la
conversién del sustrato afiadido, midiendo la absorbancia a 490 nm.

La viabilidad celular se calculé utilizando como control positivo células sin
tratar (sin afiadir compuesto, con la misma proporcién de DMSQ), mientras que
el control negativo (0% viabilidad) se obtiene del tratamiento con 1% DMSO.

Las curvas de citotoxicidad (representacion del porcentaje de viabilidad frente
a concentracion de compuesto) se usaron para calcular los pardmetros de
toxicidad CC50 y CC95 mediante el ajuste con las funciones Dose Response y
Hill 1, implementadas en el software GraphPad Prism 8. Las CC50 y CC95 de
definen como la concentracion de compuesto capaz de producir un 50% o 5%
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de muerte celular. Para la representacion resumida de los datos se ha utilizado
la opcion HeatMap del software GraphPad Prism.

3.17 Extraccion de RNA y sintesis de DNAc.

Para los estudios de cambios en la expresion de genes tras el tratamiento de
compuestos en las lineas celulares linfoblastoides (HBL-26 y CNIO10) y
precursores neuronales ReNCells (WT y R133C), se sembraron 1.8-10° y 2-10°
células, respectivamente para cada condicion, en placas de 100 mm. Al dia
siguiente se trataron las células con los diferentes compuestos a las
concentraciones determinadas segun su CC95. Después de 48 h de tratamiento,
se recogieron las células y se congelaron los pellets; para ello se trataron con
Accutase las lineas de precursores neuronales para despegar las células y se
recogio el pellet de celular por centrifugacion (5 min, 300 g).

El ARN total se extrajo con el kit Maxwell RSC miRNA Tissue de Promega
(AS1460, Promega, Madison, WI, EE.UU.), a partir de >1 millon de células
aisladas, segun el protocolo del fabricante. Para sintetizar DNA complementario
(DNAc) monocatenario, se utilizé 1-3 ug de ARN total por reaccidn, utilizando
el kit de transcripcion inversa Revert Aid RT (#K1691, ThermoFisher
Scientific) con una mezcla de hexameros aleatorios y Oligo dTs RT-qPCR.

El DNAC sintetizado se diluyd hasta una concentracion final de 4 ng/uL, y 5 uL
de las alicuotas se amplificaron con 6 pL de SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems), y 416 nM de primers en un volumen final de 12 uL por
reaccion utilizando una placa de 384 pocillos. Todos los pares de primers se
disefiaron con el programa Primer 3, abarcando diferentes exones cuando fue
posible, y se validaron con un experimento de curva estandar. Las reacciones de
PCR en tiempo real se realizaron por triplicado en el sistema de PCR en tiempo
real Quant Studio™ 5 (ThermoFisher Scientific). Todos los datos se adquirieron
y analizaron con el software de disefio y andlisis Quant Studio v1.3.1 y se
normalizaron con respecto a los niveles de PPIA como control interno. Los
niveles relativos de ARN se calcularon mediante el método Ct comparativo
(AACY). Los ciclos de PCR se dividieron en: desnaturalizacion inicial a 95 °C
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durante 5 min, seguida de 40 ciclos de 95 °C (30 s) — 60 °C (30 s) — 72 °C (30
s). Los primers utilizados para el ensayo figuran en la Tabla 3.2.

3.18 Estudio de union a promotores:
Inmunoprecipitacion de cromatina (ChiP)

Para los ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina en células linfoblastoides
(HBL-26 y CNI1010) se sembraron 30-10° células para cada condicion. Al dia
siguiente se trataron con el compuesto a la concentracion fijada segin la CC50
de los compuestos para estas lineas celulares.

El protocolo de inmunoprecipitacion 48 h después del tratamiento con los
compuestos, se llevd a cabo siguiendo un protocolo adaptado del articulo de
Petazzi et al. (2013). Después de contar las células, se tom6 una alicuota
conteniendo 30-10° células y, tras lavar dos veces con PBS a 4 °C, se
resuspendid en un volumen final de 30 mL (para mantener una densidad celular
de 10° células/mL). Para llevar a cabo el entrecruzamiento de las proteinas
unidas al DNA, se trat6 con formaldehido al 1% durante 8 minutos y la reaccién
se bloqued afiadiendo glicina a una concentracion final de 0.125 M. Tras lavar
dos veces con PBS frio, los pellets celulares se resuspendieron en tampo6n de
lisis celular (5 mM HEPES, 85 mM cloruro de potasio, 0.5% NP-40, pH 8)
suplementado con un céctel de inhibidores de proteasas (Complete EDTA-free,
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania), y el lisado se homogeneiz6
mediante pipeteo suave para facilitar la rotura de la membrana celular. Para la
inmunoprecipitacion de cromatina de las lineas celulares de precursores
neuronales se utilizo el truChIP Chromatin Shearing kit (Covaris PN520154)
siguiendo las indicaciones del fabricante para llevar a cabo el entrecruzamiento,
la ruptura celular y la ruptura de nucleos. A continuacion, el sedimento nuclear
se resuspendid en 1 mL de tamp6n de lisis Nuclei (50 mM Tris, 10 mM EDTA,
1% SDS, pH 8.1) en un tubo de sonicacidn (covaris milliTUBE 1ml AFA Fiber,
Ref: 520130) y posteriormente se someti6 a sonicacion con el equipo Covaris
M220 durante 25 min para las células linfoblastoides y 10 min para los
precursores neuronales (Condiciones: Peak power 75/Duty Factor 10/Cycles
Per Burst 200) para obtener fragmentos de cromatina con un tamafio de 150-
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400 pb, lo que se comprobd mediante la purificacion del DNA mediante
columnas Nucleospin Gel and PCR clean-up (Macherey-Nagel ref 740609.250)
usando el tampdén para muestras con alto contenido en SDS: NTB buffer
(Macherey-Nagel ref 740595.150). Las muestras se diluyeron con tampdén de
dilucién (0.01% SDS, 1.1% Triton X-100, 1.2 mM EDTA, 165 mM cloruro
sodico, 16.7 mM Tris pH 8.1).

Para cada muestra se realizaron tres inmunoprecipitaciones: una con anticuerpo
anti-MeCP2 (m9317, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EE.UU.), otra con
anticuerpo anti-H3 como control positivo (ab1791, abcam) y otra como control
negativo con un anticuerpo IgG de raton no relacionado (Merck Millipore,
Burlington, MA, EE.UU.). Se tomaron 20-30 pg de cromatina para cada
inmunoprecipitacion, que fueron pre-lavados utilizando esferas magnéticas
(Dynabeads M-280 Sheep Anti-Rabbit 19G, Thermo Fisher, #11203D) al
tiempo que las esferas para la inmunoprecipitacion se incubaban O/N con cada
uno de los anticuerpos. A continuacién, los complejos esfera-anticuerpo se
incubaron con cromatina previamente aclarada durante 2 h a 4 °C en agitacion.
Los inmunocomplejos se lavaron: dos veces con tampon de baja salinidad (50
mM Tris pH 8.0, 150 mM cloruro sddico, 0.1% SDS, 1% NP-40, 1 mM EDTA,
0.5% desoxicolato sédico), dos veces con tampdn de alta salinidad (50 mM Tris
pH 8.0, 500 mM cloruro sodico, 0.1% SDS, 1% NP-40, 1 mM EDTA, 0.5%
desoxicolato sodico), dos veces con tampon LiCl (50 mM Tris pH 8.0, 250 mM
cloruro de litio, 0.1% SDS, 1% NP-40, 1 mM EDTA, 0.5% desoxicolato sddico)
y dos veces con tampén TE (10 mM Tris pH 8.0, 0.25 mM EDTA). A
continuacion, la cromatina se eluyé de las esferas magnéticas afiadiendo tampo6n
de elucién (100 mM bicarbonato sédico, 1% SDS) en dos pasos de 250 uL y un
lavado con otros 50 pL de tampdn de elucion. Tras combinar los dos eluidos y
ajustar la concentracion de cloruro sédico a 200 mM a partir de un stock 5 M,
se incub6 O/N a 65 °C para deshacer el entrecruzamiento, tratando con
proteinasa K a una concentracion final de 20 pug/mL durante 1 h. Por tltimo, la
extraccion del DNA se llevé a cabo con PCA (fenol:cloroformo:isoamilico
25:24:1) y se precipitd con etanol en presencia de acetato de sodio y glicogeno.
El pellet obtenido se lavo, sec6 y resuspendi6 en 30 pL de agua bidestilada.
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Las reacciones de PCR en tiempo real se realizaron por triplicado en el sistema
de PCR en tiempo real Quant Studio™ 5 (ThermoFisher Scientific). Todos los
datos se adquirieron y analizaron con el software de disefio y analisis Quant
Studio v1.3.1. Los ciclos de PCR se dividieron en: desnaturalizacion inicial a
95 °C durante 5 min, seguida de 40 ciclos de 95 °C (30 s) — 60 °C (30s) —72 °C
(30s). El enriquecimiento en MeCP2 se expresa como el valor 22 normalizado
frente al valor correspondiente del Input (muestra sin inmunoprecipitar). Los
primers utilizados para el ensayo figuran en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2 Secuencias oligonucleétidos.

Gen Sentido Secuencia

Oligonucleotidos ensayos biofisicos

BDNF For GCCATGCCCTGGAAC*GGAACTCTCCTAATAAAAGATGTATCATTT
prom IV Rev AAATGATACATCTTTTATTAGGAGAGTTCC*GTTCCAGGGCATGGC

C* puede estar modificada en forma de mC, hmC o sin modificar, de manera simétrica.

Primers para RT-qgPCR

IGE2 For AGCTTCGCGGAGATGGTTTC
Rev CCAGCATCGACTTCCCCATT
BDNE For TTCTGTAGTCGCCAAGGTGG
Rev GGTGGAACATTGTGCCTTTGC
PPIA For ATGGTCAACCCCACCGTGT
Rev TCTGCTGTCTTTGGGACCTTG
NCAM For TGGCTGTAGCTGTGATCAGG
Rev ACAGGTGCCTCCATTCTCAC
PGK For CTGGGCAAGGATGTTCTGTT
Rev CACATGAAAGCGGAGGTTCT
Primers para ChIP-gPCR
BDNF For CTGGTAATTCGTGCACTAGAGT
prom Rev CACGAGAGGGCTCCACGGT
IGE2BP2 For ACCCGCGAGTTATCCGTATT
prom Rev TTTTGGAGACCACTCCCTTC
IGF2 For GTGTTTGGATCCCCAAAATG
prom Rev TTGGGGGATGAGAGAAGTTG
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4. RESULTADOS.

4.1 Caracterizacion estructural de las variantes de
MeCP2.

MeCP2 es un miembro de las Ilamadas proteinas intrinsecamente desordenadas
(IDP), tal y como se puede ver en la prediccion de estructura secundaria por
PSIPRED (figura 4.1A) y tridimensional, usando AlphaFold-2 (figura 4.1B)
donde, de los seis dominios que la componen (NTD-MBD-ID-TRD-CTDa-
CTDp), el unico donde se puede predecir cierta estructura es el MBD,
coincidiendo en ambas predicciones tres zonas con lamina-p y dos de a-hélice.
Esto concuerda con las estructuras resueltas de la proteina (K. L. Ho et al.,
2008b; Wakefield et al., 1999), ya sea en solucion mediante RMN (codigo PDB
1QK9) o la estructura cristalografica obtenida por difraccién de rayos X (codigo
PDB 3C2l). En el resto de dominios de la proteina se predicen, usando
PSIPRED, zonas de la secuencia que son capaces de generar algo de estructura
secundaria, pero esto no aparece en la prediccion de estructura de AlphaFold-2.

Para analizar experimentalmente el efecto de cada uno de los diferentes
dominios en la estructura y estabilidad del dominio MBD, que es el Unico
dominio con un porcentaje de estructura secundaria significativo junto con
TRD, y uno de los principales dominios funcionales, asi como para ver como
influyen en la unién de la proteina a diferentes partners, se disefiaron y
purificaron diferentes constructos recombinantes en E. coli, partiendo del
dominio MBD aislado y afiadiendo progresivamente el resto de dominios a
ambos lados, obteniendo seis variantes diferentes: MBD, NTD-MBD, NTD-
MBD-ID, NTD-MBD-ID-TRD, NTD-MBD-ID-TRD-CTDa y NTD-MBD-ID-
TRD-CTDa-CTDg.

Para caracterizar la estructura secundaria de nuestras diferentes variantes de
MeCP2 se han llevado a cabo medidas de la sefial de dicroismo circular (DC).
Los espectros de DC en la zona del ultravioleta lejano (Far-UV) del MBD
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Figura 4.1. Prediccion de estructura de MeCP2 indicando secuencia y separacion de los
diferentes dominios. Organizacion modular de MeCP2 indicando secuencia y separacion de
los diferentes dominios. Prediccion de estructura SECUNDARIA de MeCP2 usando (A)
PSIPRED y (B) AlphaFold2. Los diferentes dominios estan marcados en diferentes colores:
NTD (negro)-MBD (rojo)-1D (azul)-TRD (verde)-CTDo. (morado)-CTDf (naranja). Marcados
con un tridngulo amarillo los sitios de mutacion asociados con RTT (R106 y R133).
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Figura 4.2. Sefial de dicroismo circular y fluorescencia intrinseca de las construcciones
truncadas de MeCP2. A- Partiendo del MBD aislado (rojo oscuro) afiadiendo
progresivamente los dominios desordenados flanqueantes NTD (rojo), ID (rojo claro) y los
dominios distales: TRD (gris claro), CTDao. (gris oscuro) hasta la proteina completa (negro).
B- Espectros de fluorescencia del dominio MBD al aumentar la temperatura desde 20 °C hasta
90 °C, donde se observa la reduccion en la intensidad de fluorescenciay el desplazamiento del
maximo hacia longitudes de onda mayores (red-shift) causados por la exposicion del triptéfano
W104 al disolvente.

Tabla 4.1. Analisis de la sefial de dicroismo circular de las construcciones truncadas de

MeCP2.
Fraccion estructura secundaria
Construccion Hélice-o.  Lamina-p Giro Desorden
MBD 0.22 0.25 0.194 0.380
NTD-MBD 0.16 0.323 0.200 0.477
NTD-MBD-ID 0.15 0.342 0.210 0.492
NTD-MBD-ID-TRD 0.14 0.359 0.218 0.498
NTD-MBD-ID-TRD-CTDa 0.15 0.329 0.212 0.464
NTD-MBD-ID-TRD-CTDa-CTDf 0.15 0.340 0.217 0.464

muestran dos regiones tipicas con bandas negativas correspondientes a lamina-

By random-coil (centrada alrededor de 208 nm) y a-hélice (centrada alrededor
de 222 nm). El MBD contiene algo de estructura secundaria, pero esta en gran
medida desestructurado, como puede apreciarse observando la baja elipticidad
en la sefial de DC (figura 4.2A, tabla 4.1).

Como cabia esperar, los espectros de DC en el ultravioleta lejano de las
variantes con los dos dominios flanqueantes (NTD e ID) tenian una forma
similar, pero mostraban una intensidad menor al ser normalizadas por el nimero
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de residuos, lo que indica que los dominios flanqueantes estan desordenados.
Esto respalda la idea sobre la naturaleza intrinsecamente desordenada de
MeCP2 y su plasticidad para interactuar con muchos partners proteicos o acidos
nucleicos. Destaca que al introducir estos dominios parece aumentar el
contenido global en lamina-B, que segln las predicciones de estructura solo
aparecen en el dominio MBD, de forma que parece que al introducir los
dominios desordenados se estructuran las zonas con este tipo de estructura
secundaria en el dominio MBD, apoyando la idea de que, aunque NTD e ID
estén desordenados, modulan la conformacion de MBD (tabla 4.1).

Esta tendencia en los espectros de DC se mantiene al seguir afiadiendo los
dominios distales del MBD (TRD, CTDa y CTDp), convirtiéndose
progresivamente en una sefial tipica de random coil cuando se mide la sefial de
dicroismo en la zona del UV-lejano, de acuerdo con la prediccion de estructura
tridimensional usando AlphaFold-2, donde vemos que fuera del MBD apenas
aparecen zonas que puedan tender a adquirir la formacion de a-hélice o lamina-
B (figura 4.2A). Llama la atencion que en porcentaje de desorden disminuye al
afiadir el dominio CTD, junto con un mayor porcentaje de estructura en hélice-

o.

Para seguir con el estudio de la proteina a través de sus propiedades
espectroscopicas, hay que considerar que la proteina tiene un Gnico triptéfano
(W104), que ademés se encuentra en el MBD, asi que la lectura de su
fluorescencia cuando se excita a 290-295 nm va a reflejar el estado de
plegamiento del MBD segun la exposicion al solvente de ese triptdfano.

El espectro de ese triptéfano en todas las construcciones tiene una forma similar
de campana asimétrica, con un maximo a 330 nm, que indica que el residuo de
triptofano no esta expuesto al solvente (tal como se ve también en las estructuras
obtenidas por RMN y difraccion de rayos X). La ausencia de triptdfanos en los
otros dominios nos permite estudiar como afecta la presencia de los dominios

desordenados al plegamiento del MBD (figura 4.2A).
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Al estudiar el efecto del aumento de la temperatura, vemos que no existen
diferencias significativas en la forma del espectro. Lo que si observamos es una
disminucién de la intensidad y un desplazamiento hacia el rojo (red-shift), es
decir, el maximo del espectro va derivando progresivamente desde 330 nm a
350 nm al aumentar la temperatura por un quencheo dindamico de moléculas de
agua durante la desnaturalizacion de la proteina por la exposicion del residuo de
triptéfano al solvente, es decir, la desnaturalizacion del MBD (figura 4.2B).

De la lectura de fluorescencia a 330 nm al aumentar la temperatura de la muestra
de 20 a 90°C, se observa un comportamiento similar con las diferentes variantes,
aunque esta disminucion en la intensidad de fluorescencia ocurre en puntos
(temperaturas) diferentes de la rampa de temperatura, indicando una
estabilizacion del MBD ejercido por el resto de dominios (figura 4.3).

Los datos se ajustaron mediante regresién no lineal con un modelo de
desplegamiento de dos estados, lo que permitié estimar los parametros
termodinamicos que definen la estabilidad de MBD y sus variantes: la
temperatura de desplegamiento (Tm), y entalpia de desplegamiento, AH(Tr),
(figura 4.3B, tabla 4.2). Para este andlisis, se utiliz6 un valor estimado de 0.5
kcal Kt mol™ para la capacidad calorifica de desplegamiento, ACp, dado que las
desnaturalizaciones térmicas son poco sensibles a este parametro. La eleccion
de este valor, estimado de acuerdo con una correlacion entre estructura y
estabilidad estructural (concretamente, una correlacion entre ACp y el nimero
de residuos estructurados, Robertson & Murphy, 1997), fue validada por la
buena calidad de los ajustes obtenidos para las transiciones de desplegamiento.
Ademas, se comprobd que este proceso de desplegamiento es completamente
reversible.

En cuanto a los resultados obtenidos, se observd que la temperatura de
desplegamiento, Tm, aumenta con la longitud de la variante proteica, alcanzando
el maximo grado de estabilizacion cuando los dominios NTD e ID estan
presentes. La adicion de NTD e ID aumenté la T en 2.3 °C y 7.8 °C,
respectivamente. Por lo tanto, se concluye que estas regiones desordenadas
contribuyen significativamente en la estabilizacion del MBD, ya sea mediante
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efectos especificos o inespecificos (ej. interacciones electrostaticas o estéricas)
(figura 4.3).

Tabla 4.2. Estabilidad térmica de las construcciones de MeCP2 en tampén 50 mM Tris pH 7.

Construccion T (°C) (AKTS;EZ)D
MBD 38.4+0.3 29+1
NTD-MBD 40.7+0.2 33+1
NTD-MBD-ID 46.2+0.2 37+1
NTD-MBD-ID-TRD 444 +0.1 55+1
NTD-MBD-ID-TRD-CTDa 442 +0.3 42 +2
NTD-MBD-ID-TRD-CTDo-CTDB 47.2+0.2 39+1
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Figura 4.3. Datos de estabilidad térmica medidos por fluorescencia intrinseca de
triptéfano de las variantes de MeCP2. Medidas de fluorescencia (A) de todas las
contrucciones Partiendo del MBD aislado (rojo oscuro) afiadiendo progresivamente los
dominios desordenados flanqueantes NTD (rojo), ID (rojo claro) y los dominios distales:
TRD (gris claro), CTDa. (gris oscuro) hasta la proteina completa (negro); y resultados del
ajuste de los datos a un modelo de desplegamiento de dos estados (B) de todas las variantes.

Al estudiar los datos de las construcciones mas grandes (NTD-MBD-ID-TRD,
NTD-MBD-ID-TRD-CTDa, y NTD-MBD-ID-TRD-CTDa-CTDp/full length),
se puede ver que los parametros de estabilidad son muy similares al comparar
con la proteina entera 'y con el constructo NTD-MBD-ID. Los dominios distales
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no aumentan significativamente la temperatura de desplegamiento del MBD,
mas alla de lo que consiguen los dos dominios flanqueantes (NTD e ID) solos,
aunque al afiadir el TRD hay un ligero aumento de la T que no se mantiene al
afiadir el resto de dominios. No hay cambio en la entalpia de desplegamiento
(relacionada con la cooperatividad del proceso) al afiadir el TRD, CTDa 0
CTDg (figura 4.3),

Las desventajas del estudio de estabilidad mediante la lectura de la fluorescencia
del triptéfano al aumentar de la temperatura son, en primer lugar, que se estudia
el estado de plegamiento a nivel local (en entorno inmediato del triptéfano)
mientras que se obvia lo que ocurre al resto de la proteina; y, en segundo lugar,
que puede haber un artefacto producido con el aumento de la temperatura, donde
ocurran intermedios de desplegamiento que no ocurririan a temperaturas mas
fisioldgicas. Para comprobar la validez de las conclusiones tomadas en este
ensayo se utilizaron dos enfoques dirigidos a superar cada una de las dos
limitaciones.

Para comprobar si este efecto estabilizador era simplemente local, en el entorno
del residuo de triptdfano, o un efecto global, se llevd a cabo el estudio de
desplegamiento mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC) de la
construccion con el MBD, y la construccién con los dominios flanqueantes
NTD-MBD-ID.

Los termogramas muestran una Unica transicién de desplegamiento aparente
tanto para MBD como para NTD-MBD-ID (figura 4.4A). Los experimentos
realizados a una concentracion de proteina de 20 y 40 uM proporcionaron
resultados similares (valores de Tn aparente y entalpia de desplegamiento
similares) indicando que la proteina es monomérica, y que el desplegamiento
no provoca oligomerizacion o agregacion. El andlisis de van 't Hoff libre de
modelo indicé que MBD se despliega en una sola transicion, mientras que NTD-
MBD-ID se despliega a través de dos transiciones independientes, ya que la
relacion de entalpias (AHvn/AHca) es cercana a 1 para MBD, pero bastante
menor que 1 para NTD-MBD-ID (Tabla datos DSC). Este resultado indicé que
el caracter cooperativo del desplegamiento es menor en el caso de NTD-MBD-
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ID y requiere la consideracion de, al menos, dos transiciones de desplegamiento
independientes. De acuerdo con estos resultados, el desplegamiento de MBD se
analizé con un modelo que considera una sola transicion y el de NTD-MBD-ID
se analiz6 con un modelo que considera dos transiciones independientes (figura
4.4A, Tabla 4.2).

Aunque estos datos se podian ajustar relativamente bien con un modelo con una
sola transicidn, el modelo con dos transiciones presentaba una suma de residuos
cuadrados (SSR) menor, y el test paramétrico F-test indica que el modelo con
dos transiciones y, al menos, un estado intermedio es estadisticamente mas
apropiado (F = 50.40 > F313(a=0.05) = 2.65).

Alternativamente, se determind la estabilidad de diferentes construcciones
mediante desnhaturalizacién quimica empleando urea. Los espectros de
fluorescencia de triptéfano medidos en las diferentes condiciones, con
concentracién creciente de desnaturalizante muestran las mismas caracteristicas
que en el caso de la desnaturalizacion térmica: al aumentar la concentracion de
urea hay una disminucion de la intensidad de la fluorescencia emitida y un
desplazamiento progresivo del méaximo de 330 a 350 nm que indica la
exposicion al solvente del residuo de triptéfano conforme aumenta la fraccion
de proteina desplegada con respecto a la proteina nativa. De manera similar al
caso de la desnaturalizacion térmica, los dominios desordenados ejercen un
efecto estabilizador frente a la desnaturalizacién quimica representadas
mediante la energia media del espectro, aumentando la [D]1/2 (concentracién
de desnaturalizante a la cual la mitad de la proteina esta desplegada) de 3.3 M a
4 M al afiadir los dominios flanqueantes desordenados (Figura f.4B,C).

Tabla 4.3. Parametros asociados al test de van’t Hoff (test de dos estados) de los datos de
DSC

Tm AHca Cpmax AHun
(°C)  (kcal/mol)  (kcal/K-mol) (kcal/mol)
MBD 37.8 36 1.85 39 1.08
NTD-MBD-ID 44.8 52 2.73 42 0.81
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Tabla 4.4. Parametros asociados al andlisis por DSC del desplegamiento de las
construcciones MBD y NTD-MBD-ID a pH 7

Tt AH: Tmo AH> sqrt(RSS)

(°C) (kcal/mol) (°C)  (kcal/mol) (kcal/mol)
MBD 37.4+0.2 38+1 1.0603
45.0+£0.2 47+ 1 2.0606

NTD-MBD-1D

41.7+0.2 11+1 450+0 46 +1 1.5540

Sqrt(RSS): raiz cuadrada de la suma de cuadrados de los residuos

<AC,> (kcal/mol)
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Figura 4.4. Estabilidad de las construcciones MBD y NTD-MBD-ID por DSC y
desnaturalizacion quimica. (Arriba) Termogramas de calorimetria diferencial de barrido,
mostrando la capacidad calorifica molar de exceso en funcién de la temperatura, para la
construccion MBD (cuadrados) y NTD-MBD-ID (circulos). Los experimentos se realizaron
a una concentracion de 40 pM, en tampon 50 mM Tris, pH 7. El ajuste no lineal esta
representado en rojo, de acuerdo a un modelo con una transicion (MBD) o dos transiciones
independientes (NTD-MBD-ID). (Abajo) Espectros de fluorescencia del triptéfano
intrinseco de las construcciones truncadas MBD (izquierda) y NTD-MBD-ID (derecha) en
concentraciones crecientes de urea, mostradas con un gradiente de intensidad de color.
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Tabla 4.5 Parametros de desnaturalizacién quimica de las construcciones MBD and NTD-
MBD-ID a pH7. Estimados analizando la dependencia de la concentracién de desnaturalizante
en la energia espectral media emitida.

AGw (kcal/mol) m (kcal/mol-M) [D]2
MBD 2.5 0.77 3.3
NTD-MBD-ID 2.8 0.70 4.0

[Dlas2 es la concentracion media de desnaturalizante. La energia de estabilizacion libre de Gibbs
en ausencia de desnaturalizante se calcula a partir de [D]2, segun la relacion AGw = m [D]wz2

4.2 Caracterizacion biofisica de la unién de MeCP2 al
DNA y su implicacioén estructural.

4.2.1 Estudio termodinamico de la interaccion: ITC.

Uno de los partners principales y mas conocidos de MeCP2 es el DNA metilado
en citosina en el contexto CpG, y gracias a las estructuras cristalograficas y por
RMN del complejo, sabemos que ocurre a través del dominio MBD, al que da
nombre (Methyl Binding Domain). Sin embargo, teniendo en cuenta que los
dominios desordenados de MeCP2 tienen un efecto estabilizador en la proteina,
gueriamos estudiar si esta estabilizacion repercute en la capacidad de union de
MeCP2 al DNA.

En estas estructuras cristalograficas mencionadas, se ha utilizado un
oligonucleétido cuya secuencia corresponde con un gen cuya regulacion
transcripcional es llevada a cabo en parte por MeCP2, concretamente, el
promotor IV del gen humano para BDNF. Por eso hemos seleccionado este
oligonucledtido, con diferentes modificaciones en la citosina (CpG, 5-mCpg, 5-
hmCpG), para caracterizar la union de MeCP2 al dSDNA (DNA de doble hebra)
y dilucidar los mecanismos de selectividad por alguno de estos estados de
metilacion.

Dada la naturaleza desordenada de MeCP2, que dificulta enormemente el uso
de técnicas de biologia estructural con la proteina completa tanto a nivel

experimental (como la cristalografia, o la microscopia electronica) o
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Figura 4.5 Interaccion del constructo MBD con CpG-DNA (A), mCpG-DNA (B) y
hmCpG-DNA (C) mediante ITC. Los graficos de la parte superior muestran los termogramas
(potencia térmica en funcion del tiempo) mientras que los graficos de la parte inferior muestran
las isotermas de interaccion (calor normalizado por concentracion de ligando en funcion de la
ratio molar). El ajuste de regresion no lineal por minimos cuadrados usando un modelo de un
sitio de union (linea continua) permite estimar la afinidad y la entalpia del proceso. (D) La
capacidad calorifica asociada a la unién al CpG-DNA (circulos), mCpG-DNA (cuadrados) y
hmCpG-DNA (triangulos) se determind mediante la realizacion del experimento a diferentes
temperaturas (E). La entalpia del proceso independiente del tampén y el nimero de protones
intercambiados en la unién para los tres ligandos fue estimada realizando experimentos con
tampones con diferentes entalpias de ionizacion
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computacional (dinamica molecular) para caracterizar el complejo que forma
con DNA, se ha llevado a cabo una caracterizacion biofisica completa mediante
ITC, que permite obtener la mayor cantidad posible de datos termodinamicos
de esta interaccidn, para dilucidar el mecanismo de unién, la base molecular de
la selectividad por las diferentes modificaciones epigenéticas del DNA
(metilacion o hidroximetilacién), y la base molecular sobre el efecto de los
dominios desordenados y distales implicados en este proceso. Ademas de tener
informacion de las constantes de afinidad, al realizar ensayos a diferentes
temperaturas podemos calcular la variacion de capacidad calorifica asociada al
proceso (que es indicativo de las moléculas de agua desplazadas en la formacion
del complejo y de posible cambios conformacionales acoplados a la
interaccion), y al usar diferentes tampones de ensayo podemos calcular el
ndmero neto de protones intercambiados con el medio (indicativo de los grupos
ionizables que participan en la interaccion) y la entalpia independiente del
tampdn asociada al proceso, con la cual se pueden determinar las contribuciones
entélpicas (generalmente informativas sobre la contribucién de interacciones
polares especificas) y entrépicas (generalmente informativas sobre la
contribucién de interacciones apolares inespecificas) al proceso de unién desde
un punto de vista termodindmico(Bastos et al., 2023).

La interaccion del MBD aislado es bastante similar con dsDNA metilado y no
metilado. Esta caracterizada por una afinidad moderada (Kq en el rango
submicromolar), dirigida entropicamente, con una entalpia de unidn
ligeramente desfavorable (figura 4.5). En otros trabajos previos se han medido
afinidades mas altas, lo cual se podria explicar teniendo en cuenta las diferentes
condiciones experimentales en estos experimentos. Cuando se forma el
complejo MBD:dsDNA se liberan alrededor de 2 protones a la solucion total (es
decir, al menos dos grupos ionizables participan en ese proceso de intercambio
de protones) (tabla 4.6). Por lo tanto, un ligero aumento del pH en 0.5 unidades
aumentaria la afinidad de unién en 10 veces, dando lugar a una constante de
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Figura 4.6. Interaccion del constructo MBD (arriba) y NTD-MBD-ID (abajo) con CpG-
DNA (A), mCpG-DNA (B) y hmCpG-DNA (C) en condiciones de alta fuerza ionica (150
mM cloruro de sodio) mediante ITC. Los gréficos de la parte superior muestran los
termogramas (potencia térmica en funcién del tiempo) mientras que los gréficos de la parte
inferior muestran las isotermas de interaccion (calor normalizado por concentracién de ligando
en funcidn de la ratio molar). El ajuste de regresion no lineal por minimos cuadrados usando
un modelo de uno o dos sitios de unién (linea continua) permite estimar la afinidad y la entalpia
del proceso.
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disociacion concordante con los resultados publicados previamente (Ghosh,
Nikitina, et al., 2010; Khrapunov et al., 2014). Ademas, la interaccion de MBD
con dsDNA se caracteriza por una capacidad calorifica de union negativa y
grande, gque se puede explicar teniendo en cuenta los cambios conformacionales
y el enterramiento de la superficie molecular asociados a la interaccion (tabla
4.6).

No se ven grandes cambios en cuanto a la afinidad de unién del MBD con los
dos tipos de dsDNA (metilado y sin metilar), lo cual ya se habia observado
anteriormente (Khrapunov et al., 2014). Al aumentar la fuerza i6nica (150 mM
cloruro de sodio) la afinidad se ve afectada significativamente, disminuyendo
~1000 veces (figura 4.6). Esta reduccion de la afinidad indica que la formacion
del complejo esta acoplada a la liberacion de aproximadamente 4 iones de sal
del complejo al tampo6n (efecto polielectrolito, Vega et al., 2016)), segun la
siguiente relacién:

all’l Ka,obs _
( d1n[S] )P = Ang (12)

En términos de afinidad, la interaccion con el dsDNA hidroximetilado no varia
mucho en comparacion con los otros tipos de dsDNA, con una constante de
disociacion ligeramente mayor que los otros. Sin embargo, al determinar la
entalpia de unién independiente del buffer, se puede observar que esta union
ocurre de manera completamente opuesta al resto en términos termodinamicos:
esta dirigida entalpicamente, -21.6 kcal/mol, con un componente entrépico muy
desfavorable, obteniendo finalmente una energia libre de Gibbs similar, lo cual
representa un ejemplo de compensacién entalpico-entrépica (figura 4.7, tabla
4.6)

También podemos ver una diferencia en el numero de protones intercambiados
con la solucidn: 1.5 protones liberados en la union con hmCpG-DNA frente a
2.4 y 2.1 protones liberados al interaccionar CpG-DNA y mCpG-DNA,
respectivamente. Ademas, la capacidad calorifica de uniéon ACp presenta un

valor negativo mayor para el DNA hmCpG (-3.1 kcal/K-mol) en comparacion
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con el CpG-DNA (-2.4 kcal/K-mol) y el mCpG-DNA (-2.1 kcal/K-mol) (figura

4.5, tabla 4.6).
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Figura 4.7. Parametros termodinamicos de la interaccion del constructo MBD con CpG-
DNA (U), mCpG-DNA (M) y hmCpG-DNA (H) independiente del tampon. Energia libre
de Gibbs desglosada en sus componentes entalpicas y entrdpicas.

Al realizar la titulacion dsDNA metilado y sin metilar sobre la construccion
NTD-MBD, se obtuvieron perfiles termodindmicos similares, con un ligero
aumento en afinidad, y capacidad calorifica de unién algo menor, siendo este
altimo siempre algo menor en el caso del dsSDNA metilad (tabla 4.6).

En los ensayos con la construccion NTD-MBD-ID, la situacion cambia
radicalmente: la afinidad del MBD por el DNA aumenta sorprendentemente,
pasando del rango submicromolar al subnanomolar (un aumento de ~400
veces), y ademas aparece un segundo sitio de union por el DNA, con una
afinidad moderada (rango submicromolar) (figura 4.8, tabla 4.6).

Un analisis preliminar de las titulaciones calorimétricas libre de modelo indic6
gue ambos sitios de union son diferentes e independientes (Freire et al., 2009).
Aunque la capacidad de ID y MBD para unirse al dsDNA ya se habia descrito
anteriormente (Ghosh RP. 2010b), hasta ahora no se habia establecido si los dos
sitios de unidn interactuarian con el mismo fragmento de dsDNA o si cada
dominio interactuaria con un fragmento de dsDNA independiente.
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Figura 4.8. Interaccion del constructo NTD-MBD-ID con CpG-DNA (A), mCpG-DNA (B)
y hmCpG-DNA (C) mediante ITC. Los graficos de la parte superior muestran los
termogramas (potencia térmica en funcion del tiempo) mientras que los graficos de la parte
inferior muestran las isotermas de interaccion (calor normalizado por concentracion de ligando
en funcion de la ratio molar). El ajuste de regresion no lineal por minimos cuadrados usando un
modelo de dos sitios de union (linea continua) permite estimar la afinidad y la entalpia del
proceso. (D) La capacidad calorifica asociada a la unién al CpG-DNA (circulos), mCpG-DNA
(cuadrados) y hmCpG-DNA (triangulos) se determin6 mediante la realizacion del experimento
a diferentes temperaturas para el sitio de baja afinidad (blanco) y alta afinidad (negro). (E) La
entalpia del proceso independiente del tampon y el nimero de protones intercambiados en la
union para los tres ligandos fue estimada realizando experimentos con tampones con diferentes
entalpias de ionizacién.
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Figura 4.9. Parametros termodinamicos de la interaccién del constructo NTD-MBD-1D
con CpG-DNA (U), mCpG-DNA (M) y hmCpG-DNA (H) independiente del tampon.
Energia libre de Gibbs desglosada en sus componentes entalpicas y entropicas, para el sitio de
alta afinidad (izquierda) y baja afinidad (derecha).

El sitio de unidn localizado en el MBD del constructo NTD-MBD-ID presenta
una afinidad muy alta por todas las variantes de dsDNA (en el rango
subnanomolar) con una afinidad dos veces mayor por el mCpG-dsDNA (Kq =
0.56 nM) que por el hmCpG-dsDNA (Kqg = 1.2nM), que a su vez es casi dos
veces mas afin que el CpG-dsDNA (Kq = 1.9 nM). La interaccion en este sitio
estd caracterizada por una contribucién entdlpica muy favorable, con una
disminucién de la entropia, posiblemente debido a una reorganizacion
conformacional de la proteina durante la formacion del complejo, lo que
también se observa viendo que la capacidad calorifica de union en este sitio es
mayor que en el sitio de unién en el ID. Por su parte, la union del DNA en el
dominio ID es de menor afinidad (en el rango submicromolar) con
contribuciones favorables tanto en cuanto a entalpia como entropia. Cabe
destacar que la unién con mCpG-dsDNA y CpG-dsDNA en este sitio presenta
valores altamente negativos en el componente entalpico, y valores mas bajos
para el componente entropico, lo cual es el caso contrario a lo que ocurre en la
unién con hmCpG-dsDNA en este sitio. Sin embargo, atendiendo a los valores
de la constante de disociacion vemos que las similitudes se pueden ver en la
union de mCpG-dsDNA y hmCpG-dsDNA (K¢ = 62 nM y 72 nM,
respectivamente), en contraste con la afinidad medida para el CpG-dsDNA (Kg
= 250 nM) gue es aproximadamente cuatro veces menor (figura 4.8, tabla 4.6).
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La union de dsDNA presenta una gran capacidad calorifica negativa. La
capacidad calorifica de union en el sitio 1D es similar con cualquiera de los tipos
de dsDNA, mientras que encontramos diferencias en el sitio MBD cuando se
une a los diferentes tipos de dsDNA (siendo mayor para el hmCpG-dsDNA,
seguido de CpG-dsDNA siendo el mCpG-dsDNA el menor). El sitio de unién
en el ID siempre presenta un intercambio neto de protones tras la union,
mientras que en el sitio en el MBD s6lo existe un intercambio neto de protones
tras la union con el hmCpG-dsDNA (figura 4.8, tabla 4.6).

Para confirmar la capacidad de la ID de unirse al dsDNA de manera
independiente, se disefid y purificé adecuadamente una nueva construccién que
contenia este dominio aislado, con la que se llevaron a cabo ensayos de ITC que
mostraron que el dominio ID interacciona por si mismo con el dsDNA,
mostrando una afinidad ligeramente mayor por el dsDNA metilado que por el
dsDNA no metilado, siendo algo menor la afinidad por el dsDNA
hidroximetilado, con todas las constantes de disociacion en el rango
submicromolar (figura 4.10, tabla 4.6).
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Figura 4.10. Interaccion del constructo ID con CpG-DNA (A), mCpG-DNA (B) y hmCpG-
DNA (C) mediante ITC. Los graficos de la parte superior muestran los termogramas (potencia
térmica en funcion del tiempo) mientras que los graficos de la parte inferior muestran las
isotermas de interaccion (calor normalizado por concentracion de ligando en funcion de la ratio
molar). El ajuste de regresion no lineal por minimos cuadrados usando un modelo de un sitio de
union (linea continua) permite estimar la afinidad y la entalpia del proceso.
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Los ensayos de ITC proporcionan mucha informacion sobre la interaccién de
las construcciones de MeCP2 con dsDNA modificado y no modificado. La
determinacion de afinidad de interaccién, junto con la entalpia y entropia de
interaccién y otros parametros descriptivos adicionales (capacidad calorifica de
interaccién y nimero de protones intercambiados) permite delinear un proceso
de interaccion con el que observar diferencias significativas entre complejos
diferentes y revelar detalles diferenciales en la formacién de dichos complejos.
En conjunto, los ensayos realizados revelan peculiaridades inesperadas para la
interaccién con hmCpG-DNA, apuntando que existe un modo de interaccién
diferente: o bien hay una red de interacciones diferente entre el dSDNA y la
proteina (incluyendo las moléculas de agua atrapadas dentro de la interfaz de
union) y/o existen diferentes cambios conformacionales locales/globales que
acompafian a la interaccion con el DNA con la citosina hidroximetilada.
Ademas, los experimentos realizados a alta fuerza iénica (tampdn suplementado
con 150 mM de cloruro sédico) revelaron una caracteristica intrigante: la
interaccién de MBD con cualquiera de los tres dsSDNAs fue abolida por la alta
fuerza i6nica, mientras que la afinidad de interaccion de NTD-MBD-ID con
CpG-dsDNA y mCpG-dsDNA disminuy6 considerablemente (~1000 veces),
mientras que la afinidad de interaccién de NTD-MBD-ID con hmCpG-dsDNA
en el sitio de unién de alta afinidad aument6 ligeramente (constante de
disociacion de 0.5 nM, en comparacion con 1.2 nM con baja fuerza ionica) con
una reduccién significativa de la entalpia (-27.6 kcal/mol en comparacién con -
66.9 kcal/mol en tamp6n Tris), asi como en el sitio de unién de baja afinidad
constante de disociacion de 38 nM en comparacion con 71 nM a baja fuerza
ibnica) (tabla 4.6).

Aunque la interaccion del hmCpG-DNA en el sitio de unidon de baja afinidad de
la construccion NTD-MBD-ID se caracteriza por parametros de union
aproximadamente similares a los de la interaccion con CpG-DNA y mCpG-
DNA, muestra caracteristicas diferentes a los otros dsDNAs modificados con
citosina: mayor capacidad calorifica de unién negativa; mayor nimero neto
negativo de protones intercambiados (es decir, liberados) durante la union;
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menor entalpia de unién favorable (y, por tanto, menor contribucion entropica
desfavorable); y mayor afinidad a una fuerza idnica (casi) fisioldgica.

La adicién progresiva de los dominios TRD, CTDa y CTDb no cambia
sustancialmente los datos termodinamicos de la union. La presencia del TRD
cambia la contribucion de cada una de las partes (entalpica y entropica), pero la
compensacion entre ellas resulta igualmente en dos sitios de unién
independientes, con afinidades similares a las medidas con la construccion
NTD-MBD-ID (figura 4.11, tabla 4.6).
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Figura4.11. Interaccion de MeCP2 con CpG-DNA (A) y mCpG-DNA (B) mediante ITC.
Los graficos de la parte superior muestran los termogramas (potencia térmica en funcion del
tiempo) mientras que los graficos de la parte inferior muestran las isotermas de interaccion
(calor normalizado por concentracion de ligando en funcién de la ratio molar). El ajuste de
regresion no lineal por minimos cuadrados usando un modelo de dos sitios de unién (linea
continua) permite estimar la afinidad y la entalpia del proceso. (D) La capacidad calorifica
asociada a la unién al CpG-DNA (circulos) y mCpG-DNA (cuadrados) se determiné mediante
la realizacion del experimento a diferentes temperaturas para el sitio de baja afinidad (blanco)
y alta afinidad (negro).
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Tabla 4.6 Parametros de interaccion independiente del tampon para las variantes truncadas
de MeCP2 con DNA sin metilar (CpG-), metilado (mCpG-) e hidroximetilado (hmCpG-) a
pH7.

Ky AG AH -TAS  Ang ACp
(nM)  (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/K-mol)
CpG-DNA 450 -85 0.8 93 24 2.3
MBD mCpG-DNA 240 -8.9 15 -104 21 -1.9
hmCpG-DNA 630 -8.3 -21.6 133  -31
CpG-DNA 210 9.0 0.2 88 21 2.1
NTD-MBD
mCpG-DNA 90 95 0.2 93  -19 -1.7
1.9  -117 -54.6 429 01 2.7
CpG-DNA
250 -8.9 -7.6 -1.3 29 -0.96
NTD-MBD-ID MCpG-DNA 056 -12.4 -48.4 3.0 -01 2.2
62 9.7 2.1 76  -13 -0.92
1.2 -120 -40.6 286  -2.3
hmCpG-DNA
71 9.6 2.0 76 25
D CpG-DNA 160 9.1 1.2 -103  -0.7 -0.22
mCpG-DNA 130 9.2 1.0 -102  -05 -0.18
1.1 -12.0 -13.9 1.9 -1.4
NTD-MBD-ID-TRD  mCpG-DNA
24 -10.2 2.4 -7.8 35
NTD-MBD-ID-TRD- 34  -114 -8.6 28 17
mCpG-DNA
CTDa 62 9.7 2.1 -118 2.1
21 -116 9.2 25 25 -1.9
NTD-MBD-ID-TRD-  CpG-DNA
85 9.5 5.0 -145 1.6 -1.2
CTDo-CTDp 065 -123 9.6 27 31 2.2
(MeCP2) mCpG-DNA ' ' ' ' '
34 -10.0 3.8 -138 14 -1.4

En las construcciones mas largas que NTD-MBD hay dos constantes de disociacion (sitio de
alta afinidad y de baja afinidad). El error relativo para la Kq es del 15%, el error absoluto para
AG, AH, -TAS y Any es de 0.1 kcal/mol, 0.5 kcal/mol , 0.5 kcal/mol y 0.2 respectivamente

4.2.2 Efecto de la formacion del complejo MeCP2-dsDNA en la
estabilidad de la proteina

Para seguir ahondando en la caracterizacion del complejo MeCP2-dsDNA se ha
estudiado el efecto de la union con cada una de las variantes de DNA sobre la
estabilidad de los constructos de la proteina. Es un estudio indirecto de esta
interaccion, en el que vemos que una interaccion preferente de un soluto con la
proteina nativa lleva a una estabilizacion de este estado conformacional, es
decir, la union con un soluto causara un aumento aparente de la estabilidad
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(aumento de pardmetros termodindmicos (Tm Y AH(Twm)) que correlaciona con
su especificidad.

4.2.2.1 Estudio local de la estabilizacion frente a la desnaturalizacion
térmica medida por fluorescencia.
Se estudio el efecto estabilizante de esta union ante la desnaturalizacion térmica
seguida por la fluorescencia del triptéfano del MBD. Al igual que el apartado
anterior, se ajustaron los datos de fluorescencia a 330 nm en funcion de la
temperatura con un modelo no lineal que asume un desplegamiento en Unica

transicion entre dos estados. Igualmente, se estimé un AC_ de 0.5 kcal/K-mol,

tal y como se justifico en el apartado anterior, y se realizaron ensayos que
confirmaron la reversibilidad del proceso.

En todos los casos la presencia de DNA ejercié un efecto estabilizador
comparando sus valores de Tm y AH™ con la proteina sin ligando, indicando
que el MBD se une a DNA preferencialmente en su estado nativo, tal y como
era de esperar (figura 4.12).

El grado de estabilizacion causado por la presencia de DNA depende de la
afinidad de la unién, de la estequiometria y la concentracién de dsDNA. Al
mantener constante la concentracion de dsDNA en todos los ensayos, podria
parecer que el valor del efecto de estabilizacion medido como AT, sea Util para
calcular la afinidad por un ligando, sin embargo, la entalpia y capacidad
calorifica de unién también modulan el efecto estabilizador de la union sobre la
proteinay sus valores seran diferentes para cada ligando. Esto hace que el efecto
estabilizador de un ligando (y en particular, ATm) no correlacione con la
afinidad de interaccion. Ademas, al comparar las diferentes construcciones de
MeCP2 tenemos que tener en cuenta que la presencia del ID cambia la
estequiometria de la union. La presencia de un sitio de unién de dsDNA
adicional esta relacionada con el efecto de estabilizacion inducido por dsDNA
mucho mayor observado en NTD-MBD-ID, en comparacion con los efectos de
estabilizacién en las construcciones mas pequefias.
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Figura 4.12. Desnaturalizacién térmica por fluorescencia de MeCP2 con dsDNA. (A)
Desnaturalizacion térmica por fluorescencia de los constructos MBD (linea continua), NTD-
MBD-ID (segmentos) y proteina completa (puntos) en ausencia de dsDNA (negro) o
presencia de CpG-DNA (verde), mCpG-DNA (rojo) y hmCpG-DNA (azul). Todas las curvas
de desplegamiento se ajustaron mediante un modelo de dos estados, excepto la de la proteina
completa en presencia de hmCpG-DNA, que se ajustd con un modelo de tres estados.
Mediante el ajuste no lineal de los datos de fluorescencia se estimaron los pardmetros
termodinamicos de la desnaturalizacion térmica: Tm (B), AH (C) y AG (F) asociado a cada
proceso) de los constructos MBD), NTD-MBD-ID y proteina completa en ausencia (gris) o
presencia de CpG-dsDNA (naranja), mCpG-dsDNA (rojo) o hmCpG-dsDNA (marron).

Con cada una de las construcciones podemos ver que existe una jerarquia en la
estabilizacién inducida por unién al ligando, siendo el dsDNA metilado el que
ejerce una estabilizacion mayor, seguido del dsDNA hidroximetilado, y
finalmente el dsDNA sin metilar. También vemos que estas diferencias entre las
diferentes formas de DNA se ven exacerbadas al afiadir los dominios
desordenados NTD e ID, pero no aumentan mas al afiadir los dominios distales

TRD, CTDa y CTD (figura 4.12, tabla 4.7).

Curiosamente, los datos de fluorescencia de la desnaturalizacion térmica de la
proteina completa en presencia de dsDNA hidroximetilado no se pudo ajustar
correctamente con un modelo de una sola transicion. Se utiliz6 un modelo que
contempla tres estados, obteniendo dos Tm’s diferentes separadas por casi 10
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°C. Esto podria ser indicativo de un mecanismo de desplegamiento diferente, o
de que en las curvas medidas en presencia de dsDNA metilado y sin metilar se
estén pasando por alto eventos que se solapan y aparentan ser una unica
transicion con menor cooperatividad (entalpia de desplegamiento)(figura 4.12,
tabla 4.7).

Tabla 4.7. Parametros de estabilidad térmica por fluorescencia para MeCP2 completa y

sus dos variantes truncadas MBD y NTD-MBD-ID (5 pM) en ausencia y presencia de
DNA (10 pM) sin metilar (CpG-), metilado (mCpG-), e hidroximetilado (hmCpG-) a pH
7.

T AH(T
DNA " (Tm)
(°C) (kcal/mol)
- 38.4+0.3 29+1
MBD CpG-dsDNA 489+0.3 38+2
mCpG-dsDNA 56.5+0.3 44 +£2
hmCpG-DNA 51.6+0.3 41+2
-- 46.2+0.2 37+1
NTD-MBD-ID CpG-dsDNA 64.5+0.1 60+2

mCpG-dsDNA 71.2+0.2 864

hmCpG-dsDNA 68.4+£0.2 634

-- 472+0.2 39+1

CpG-dsDNA 659+0.1 64 +2
NTD-MBD-ID-TRD-CTDa-CTDp
mCpG-dsDNA 725+0.2 88+2
(MeCP2)
575+0.2 28+1
hmCpG-dsDNA
67.6+£0.2 74+4
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42.2.2 Estudio global de la estabilizacion frente a la
desnaturalizacidon térmica medida por calorimetria.

El siguiente paso fue comprobar que este efecto local que hemo observado
midiendo la fluorescencia del triptéfano, que sélo nos da informacion sobre su
entorno, es aplicable a la extension completa de la proteina, e intentar ahondar
en el mecanismo de desplegamiento y los posibles estados intermedios
implicados. Para ello se llevaron a cabo ensayos de DSC con las construcciones
MBD y NTD-MBD-ID, en presencia de los diferentes tipos de dsDNA.

Aunque el estudio del desplegamiento por calorimetria tiene muchas ventajas,
en este caso concreto, existen varios contratiempos: la presencia y
desnaturalizacion del dsDNA al aumentar la temperatura, que es muy energética
y cuya transicion se solapa con dos transiciones aparentes en la
desnaturalizacién del constructo NTD-MBD-ID. Ademas, el gran contenido en
desorden de la proteina completa (NTD-CTDp) hace que produzca muy poca
sefial en DSC, lo cual, acompafiado con la tendencia a agregar y precipitar de la
proteina a altas concentraciones, impide el estudio de las construcciones mas
grandes usando esta técnica.

Los ensayos con el MBD aislado formando complejo con los diferentes tipos de
dsDNA presentan una primera etapa de desplegamiento de la proteina, que va
presumiblemente acoplada a la disociacion del complejo, y posteriormente se
observa la desnaturalizacion del dsDNA en dos hebras, que coincide con el
control realizado con el dsDNA sin proteina. Como ambos eventos ocurren a una
temperatura tan diferente, podemos analizar cada uno de ellos por separado. En
estos termogramas podemos observar algo muy parecido a lo que veiamos en la
desnaturalizacién térmica seguida por la fluorescencia del triptéfano: una
estabilizacién inducida por la unién a DNA, siendo el dsDNA metilado el que
provoca una mayor estabilizacién. Por su parte, no hay diferencias en la
temperatura de desnaturalizacion de las diferentes variantes de dsDNA (figura
4.13A).

En las curvas obtenidas con el constructo NTD-MBD-ID podemos ver que la
desnaturalizacién de la proteina ocurre en el mismo rango de temperaturas que
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la desnaturalizacion del dsDNA, apareciendo una superposicion parcial entre las
transiciones. Comparando con la curva de desnaturalizacion del dsDNA solo, el
primer evento que vemos debe corresponder a la disociacion del complejo y la
desnaturalizacién de la proteina. De nuevo, podemaos ver que el dsDNA metilado
es el que mayor efecto estabilizador induce, seguido del dsDNA
hidroximetilado, y finalmente el dsDNA sin metilar. Cabe destacar que la
entalpia de desplegamiento global es mucho mayor que la del dsDNA aislado,
lo cual indica que hay una gran contribucion del proceso de disociacion del
complejo, siendo menor la contribucion del proceso de desplegamiento de la
proteina (figura 4.13B).

MBD | NTD-MBD-ID i

<aC_> (kcal/K-mol)

20 40 60 80 100 20 40 60 80 100
T(°C) T(°C)

Figura 4.13. Desnaturalizaciones térmicas medidas por calorimetria diferencial de barrido
de los constructos truncados de MeCP2: MBD (A) y NTD-MBD-ID (B) a pH 7 con una
concentracion de 20 uM en ausencia de dsDNA (linea de puntos, transicion a baja temperatura),
y en presencia de CpG-dsDNA (verde), mCpG-DNA (rojo), y hmCpG-DNA (azul). La
desnaturalizacion del CpG-DNA solo también se muestra en los dos graficos (linea de puntos,

transicion a temperatura alta). Cada grafico incluye un esquema representativo de los procesos
asociados a cada transicion.

Como hemos visto antes, la interaccion del dsDNA con el constructo NTD-
MBD-ID a 20 °C esta marcada por una entalpia muy grande y negativa. La
disociacion del complejo a alta temperatura debe ir acompafiada de una entalpia
positiva y muy grande que es parte de la sefial de desplegamiento del complejo
(en el caso del MBD solo, la contribucion entalpica a 20 °C es muy baja, y el
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complejo se disocia a baja temperatura, de manera no acoplada al
desplegamiento, de forma que esta entalpia de disociacion es despreciable).

En el caso del desplegamiento del complejo NTD-MBD-ID con dsDNA
metilado y sin metilar, podemos ver dos transiciones distinguibles, con
diferencias en la temperatura de desplegamiento de menos de 5 °C, lo cual es
menos pronunciado cuando se usa dsDNA metilado, indicando una mayor
cooperatividad en el desplegamiento. De hecho, se puede calcular el indice de
cooperatividad en el desplegamiento usando la razén de entalpias, AHca/AHyh,
obtenemos unos valores de 8.5, 9.5y 10.5 para el dsDNA metilado, sin metilar
e hidroximetilado, respectivamente. Por lo tanto, la menor cooperatividad
estructural del complejo proteina-dsDNA  corresponde al dsDNA
hidroximetilado.

4.2.2.3 Estudio local de la estabilizacién frente a la desnaturalizacion
guimica medida por fluorescencia.

La magnitud en la estabilizacion inducida por la unién de la proteina a
dsDNA no se correlaciona con las diferencias entre las afinidades medidas
por ITC, que son muy pequefias en comparacion con la gran estabilizacion
obtenida frente a la desnaturalizacion térmica. Estas diferencias en efecto
estabilizador se pueden justificar por las diferencias en la entalpia y la
capacidad calorifica de la unién, que influyen en la dependencia de la
temperatura en la constante de disociacion y por tanto en el efecto de
estabilizacion.

Para estudiar la desnaturalizacion a temperatura constante se realizaron
medidas de la intensidad de fluorescencia del triptéfano situado en el MBD
a concentraciones crecientes de urea como desnaturalizante en presencia de
dsDNA, donde se aprecia que la union de dsDNA produce una estabilizacion
sustancialmente grande en todos los casos.

Hay que tener en cuenta que la presencia de 1D no s6lo multiplica por 400
la afinidad de union al dsSDNA (de afinidad micromolar a afinidad
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Tabla 4.8 Parametros de desnaturalizacion quimica de las construcciones MBD and NTD-
MBD-ID a pH 7, presencia de DNA sin metilar (CpG-), metilado (mCpG-), e
hidroximetilado (hmCpG-), estimados analizando la dependencia de la concentracion de
desnaturalizante en la energia espectral media.

AGw m
DNA [D]u2
(kcal/mol) (kcal/mol-M)

- 25 0.77 3.3

MBD CpG-dsDNA 2.7 0.68 3.9
mCpG-dsDNA 3.2 0.67 4.8

- 2.8 0.7 4.0

NTD-MBD-ID CpG-dsDNA 4.2 0.72 5.9
mCpG-dsDNA 7.6 0.97 7.8

D] es la concentracion media de desnaturalizante. La energia de estabilizacion libre de Gibbs
en ausencia de desnaturalizante se calcula a partir de [D]u2, segin la relacion AGw = m [D]u2

0,00294 -

0,00291 -

0,00288 4

0,00285 4

Radius (nm)

0,00282

Average Energy (nm”)

0,00279 4

000276+ ——+— 1
Urea (M) Urea (M)

Figura 4.14 Estabilizacion frente a desnaturalizacion quimica de los constructos MBD y
NTD-MBD-ID en presencia de dsDNA. Calculo de energia espectral media (A) y radio
hidrodindmico aparente medido por DLS (B) para el MBD (circulos) y NTD-MBD-ID
(cuadrados), en ausencia (negro) o presencia de CpG-dsDNA (azul) o mCpG-dsDNA (rojo) y
medida control del dsDNA sin proteina (gris) representado en funcion de la concentracion de
urea.
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nanomolar), sino que también proporciona un sitio adicional de unién al dSDNA
con afinidad micromolar (la magnitud del efecto estabilizador depende de la
estequiometria de la interaccion y de la afinidad de union, entre otros factores).
La interaccion de MeCP2 con mCpG-dsDNA fue sorprendentemente
estabilizadora para la proteina De hecho, incluso a concentraciones elevadas de
urea (es decir, [D] > 6 M), una gran fraccion de la proteina (> 50%) parecia
permanecer en su forma nativa (figura 4.14A, tabla 4.8).

Las curvas de desplegamiento pudieron analizarse empleando un modelo de
desplegamiento con una sola transicién, y los pardmetros de desplegamiento se
estimaron mediante un analisis de regresion no lineal por minimos cuadrados,
obteniendo datos que apoyan los resultados obtenidos en el analisis de la
desnaturalizacién térmica seguida por fluorescencia. Esto indica que en ambos
tipos de estrés, térmico y quimico, el proceso de desplegamiento es similar, algo
que en principio no esta garantizado.

4.2.2.4 Estudio de las implicaciones estructurales de la union de
dsDNA

Para estudiar estructuralmente las diferencias entre los complejos formados por
las construcciones de MeCP2 y el dsDNA de forma indirecta se han tomado dos
enfoques: 1) determinacion del tamafio del complejo mediante dispersion de luz
dindmica (DLS), que nos dara una idea del radio hidrodinamico del complejo
(tanto en estado nativo como durante el desplegamiento por estrés quimico por
aumento de concentracion de urea), y 2) medidas de DC en la region UV lejano,
para ver si hay una reconfiguracion de la estructura secundaria de la proteina al
unirse al dsDNA.

El radio hidrodinamico aparente de las dos construcciones, MBD y NTD-MBD-
ID, se midio en diferentes condiciones: concentraciones crecientes de ureay en
ausencia/presencia de dsDNA (12b,c). Los histogramas de tamafio mostraron
valores medios y desviacidn estandar que varian con la concentracion de urea.
Ademas, se puede observar un efecto similar inducido por el dsDNA metilado
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Tabla 4.9 Parametros de dispersion dindmica de luz de los constructos MBD y NTD-MBD-
ID a pH 7 en ausencia presencia de CpG-dsDNA y mCpG-ds DNA.

DNA Radius (nm)
- 1.6
MBD CpG-dsDNA 3.7
mCpG-dsDNA 3.8
-- 55
NTD-MBD-ID CpG-dsDNA 4.3
mCpG-dsDNA 3.9
CpG-dsDNA 35
90 0
sol A N
70 5 -1000
_. 604 £
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Figura 4.15 Implicacién estructural de la formacién del complejo MeCP2:dsDNA
medido mediante DLS y DC. (A) Distribucion del radio hidrodindmico del constructo MBD
(linea discontinua) y NTD-MBD-ID (linea continua) solos (negro) o interaccionando con
CpG-dsDNA (azul) o mCpG-dsDNA (rojo) medida control del dsDNA sin proteina (gris). (B)
Espectro de dicroismo circular en el UV lejano del NTD-MBD-ID en ausencia (gris claro) y
presencia (negro) de dsDNA. En gris oscuro se representa la suma de los espectros individuales
de NTD-MBD-ID y dsDNA.
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y no metilado. En ausencia de urea, el MBD mostro un radio hidrodinamico
cercano al predicho a partir de su peso molecular (figura 4.15A, tabla 4.9). A
medida que se aumenta la concentracion de urea, el radio hidrodindmico
aparente de MBD aumenta, como era de esperar en un proceso de
desplegamiento, pero el radio hidrodinamico aparente de NTD-MBD-ID
disminuye (figura 4.14B). Este resultado inesperado puede estar relacionado
con la gran proporcion de desorden, de residuos cargados y el aumento de la
constante dieléctrica del disolvente cuando aumenta la concentracion de urea,
como se verd mas adelante. La interpretacion del pequefio aumento del radio
hidrodinamico aparente de las dos construcciones con el aumento de la
concentracion de urea en presencia de dsDNA es dificil, ya que debe tratarse de
una combinacion de varios efectos: la estabilizacion inicial de la proteina por la
interaccion con el dsDNA se debilita debido a la reduccion de la constante
dieléctrica  del disolvente  (debilitamiento de las interacciones
polares/electrostaticas entre la proteina y el dsDNA) y a la interaccion
preferente de la urea con los residuos de la proteina desplazando a las moléculas
de agua, lo que conduce a la disociacion del dsDNA vy a la desestabilizacion y
desplegamiento de la proteina.

Observando el espectro de DC de la proteina (NTD-MBD-ID) en ausencia y
presencia de dsDNA podemos ver que hay un cambio de estructura asociado a
la formacidn del complejo, ya que la suma de los espectros de la proteina y el
DNA individuales no coincide con el espectro conjunto de ambas moléculas.
Hay una disminucidn del contenido en l[amina-f (218 nm) asi como el contenido
total en random coil (210 nm) en el espectro conjunto con respecto a la suma de
espectros, lo cual puede significar que la formacién del complejo implica la
desestructuracion parcial de una zona del MBD que contiene la [amina-3, pero
las partes desordenadas se estructuran parcialmente (figura 4.15B).

Para resumir el estudio de la interaccion de MeCP2 y el dsDNA vy la
contribucién de cada dominio de la proteina en esta funcion, podemos decir que
el MBD es el dominio esencial, que contiene el sitio de unién de alta afinidad
por el dsDNA, y es capaz de discriminar en cierta medida entre el estado de
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metilacion de la doble hebra, aunque con una diferencia de afinidad que
dificilmente explica un efecto bioldgico, o el efecto que vemos en los ensayos
de estabilizacion. Los dominios desordenados flanqueantes al MBD tienen gran
importancia en la estabilizacion y conformacion del MBD. Ademas, en el ID se
encuentra un segundo sitio de unién por el dsDNA, y su presencia mejora
mucho la afinidad del MBD por el dsDNA, asi como su capacidad de
discriminacion del estado de metilacion del dsDNA. Los dominios distales no
ejercen una gran influencia ni en la estabilidad global de la proteina, ni en su
interaccién con el dsDNA.

4.4 Caracterizacion biofisica de la union de MeCP2 con
histonas y efecto de la metilacion en H3

De la funcion arquitectural en la cromatina llevada a cabo por MeCP2, y de su
ubicacion in vivo con nucleosomas, asi como la coinmunoprecipitacion junto a
H3 que se observé en el estudio de (Thambirajah et al., 2012), se puede deducir
que ademaés de interaccionar con DNA, MeCP2 podria interactuar con otros
elementos del nucleosoma, en concreto con las histonas que lo conforman.
Guiados por esta hipdtesis quisimos comprobar si MeCP2 puede unirse a alguna
de ellas, y comprobar si es capaz de leer (discriminar) la informacion
epigenética contenida en sus modificaciones postraduccionales, en concreto, la
trimetilacién de la H3 en diferentes posiciones de lisina.

Para ello, se purificaron las cuatro histonas que conforman el octdmero (H2A,
H2B, H3 y H4) recombinantes en E. coli, que se utilizaron para los ensayos de
interaccién y caracterizacién estructural.

Para generar las variantes de H3 trimetiladas se purificaron mutantes de H3 con
una sustitucion de la lisina que se quiere metilar por una cisteina, y
posteriormente se generé un modelo de metilacién quimica, tal y como estaba
descrito en la bibliografia.
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Del estudio por dicroismo circular de estas variantes se puede concluir que la
mutacion H3K27C no cambia apenas la estructura de la proteina, mientras que
la trimetilacion de la cisteina tiene como consecuencia un efecto mayor sobre
esta estructura secundaria (figura 4.16).
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Figura 4.16. Espectros de dicroismo circular de las variantes de H3. Espectros en el UV
lejano (A) y cercano (B) para las proteinas H3 (negro), mutante H3K27C (naranja) y la variante
metilada H3K27me3 (rojo).

4.4.1 Interaccion de MeCP2 con H3
El primer indicio de la interaccién entre MeCP2 y H3 se obtuvo precisamente
mediante DC. Estudiando los espectros de CD en el UV lejano de ambas
proteinas por separado y en conjunto, se puede ver que no coincide la suma de
los espectros individuales con el espectro obtenido con la mezcla de ambas
proteinas, indicando que hay una interaccién con un cambio de estructura
asociado. Los datos de UV cercano nos llevan a la misma conclusion, aunque

con una interpretacion mas ambigua.

Una vez mas se llevaron a cabo ensayos utilizando las diferentes construcciones
truncadas de MeCP2, obteniendo espectros que sugieren una clara interaccion
también utilizando el MBD aislado. En la comparacion de estos experimentos
entre si se puede observar que, al utilizar la proteina completa, el espectro
obtenido en el complejo tiene una mayor elipticidad comparada con la suma de
los espectros individuales, mientras que el espectro del complejo MBD-H3
presenta una menor elipticidad que los espectros individuales (figura 4.17).
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Figura 4.17. Interaccion de MeCP2 con H3 por DC. Espectros de dicroismo circular en el
UV lejano de las proteinas individuales H3 (naranja), variante de MeCP2 (rojo), y el complejo
(negro). La suma de los espectros individuales de H3 y MeCP2 se muestra en gris. Los graficos
a'y b muestran los espectros de la proteina MeCP2 completa mientras que ¢ y d muestran los
espectros del MBD. Los graficos ay ¢ muestran los espectros de H3 mientras que los graficos
b y d muestran los espectros de H3K27me3. Asociado a cada grafico estan los espectros de
dicroismo en el UV cercano.

Esto puede sugerir que la formacién del complejo con el MBD tiene asociada
cierta pérdida de estructura, y también puede estar relacionado con la diferencia
de tamafio de ambas construcciones (MBD y proteina completa) o un cambio
en la estequiometria de union, tal y como se desarrollara mas adelante. Un
hallazgo importante fue que las diferencias entre los espectros son menores al
utilizar la variante trimetilada H3K27me3, que es mas evidente al utilizar el
MBD aislado. Esto sugiere que la trimetilacion en esta posicion de H3 podria

reducir la afinidad de union.

Para estudiar de forma directa la interaccion de MeCP2 con H3, se llevaron a
cabo ensayos de ITC para determinar la afinidad entre cada una de las variantes,
y conseguir el maximo de informacion sobre esta interaccion. Atendiendo a
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estos datos se puede ver que MeCP2 interacciona con H3 con alta afinidad (con
una Kgq en el rango nanomolar), y presenta dos sitios de union. Estos dos sitios
de union tienen afinidades similares a baja fuerza ionica, pero son ligeramente
diferentes al hacer los ensayos con fuerza idnica fisiologica. Al aumentar la
fuerza ionica se reduce ligeramente la afinidad, pero no hay un cambio en la
estequiometria (figura 4.18, tabla 4.10). Ademas, se puede ver que la
trimetilacién en la lisina 27 de H3 reduce la afinidad de esta interaccion, tal y
como se observé en los experimentos de DC.

Tabla 4.10. MeCP2 interacciona con H3. Pardmetros de interaccion de MeCP2 (proteina
completa) interaccionando con H3 y H3 K27me3 a pH 7, 20 °C.

K- Ka AH
(M) (1M) (kcal/mol)

NaCl20mM 36107 0028 226.0

MeCP2  H3 19-100 0053 15

NaCl150mM 0 g 0,003 485

21-10° 47 1.0

120 mM
MeCP2  H3 K27me3 aci20m 32104 32 243
NaCl150 mM 1.7 - 105 58 6.8

Tabla 4.11. MBD interacciona con las cuatro histonas nucleosomales. Parametros de
interaccion de MBD interaccionando con con H2A, H2B, H3, y H4 apH 7, 20 °C.

Ka AH
a -1
Ka (M) (1M) (kcal/mol)
H2A 2.2-107 0.046 -31.9
H2B 1.8 - 107 0.057 -30.2
MBD H3 2.0-107 0.050 -19.0
H4 2.7 - 107 0.037 -56.0
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Figura 4.18 Interaccion de MeCP2 con H3 por ITC. Se muestran las titulaciones
calorimétricas de la proteina completa MeCP2 con H3 (a'y b) y con H3K27me3 (c y d). Los
ensayos han sido realizados con baja fuerza iénica (20 mM cloruro sédico, ay ¢) y alta fuerza
idnica (20 mM cloruro sodico, b y d). Los gréficos de la parte superior muestran los
termogramas (potencia térmica en funcion del tiempo) mientras que los graficos de la parte
inferior muestran las isotermas de interaccion (calor normalizado por concentracion de
ligando en funcién de la ratio molar). El ajuste de regresion no lineal por minimos cuadrados
usando un modelo de un sitio de union (linea continua) permite estimar la afinidad y la
entalpia del proceso.
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Figura 4.19. Interaccion del MBD con las histonas canoénicas por ITC. Titulaciones
calorimétricas del MBD frente a H2A (A), H2B (B), H3 (C) y H4 (D). Los graficos de la parte
superior muestran los termogramas (potencia térmica en funcion del tiempo) mientras que los
graficos de la parte inferior muestran las isotermas de interaccién (calor normalizado por
concentracion de ligando en funcion de la ratio molar). El ajuste de regresion no lineal por
minimos cuadrados usando un modelo de un sitio de unidn (linea continua) permite estimar la
afinidad y la entalpia del proceso.

136




4.4.2 Interaccion de MeCP2 con H2A, H2B, H3 y H4 mediante el MBD.
Aunque se suele considerar que el MBD es responsable de la interaccion con
dsDNA y los dominios de MeCP2 implicados en interacciones con otras
proteinas o complejos proteicos son los dominios distales (TRD-CTD), los datos
de DC indicaron que el MBD aislado es capaz de unirse a H3 y, ademas, de
forma dependiente del estado de metilacion. Para ahondar en este hecho,
evaluamos la capacidad del MBD de interactuar con cada una de las histonas
que forman el octdmero de los nucleosomas: H2A, H2B, H3 y H4. En estos
ensayos se puede ver que el MBD es capaz de formar un complejo con cada uno
de los cuatro tipos de histonas, y esta interaccion estd marcada por una alta
afinidad, una estequiometria de interaccion 1:1 y una interaccion muy
exotérmica. La mayor de las afinidades se produce con la histona H4 (Kq = 37
nM) mientras que la afinidad mas baja aparece con la histona H2B (Kq =57 nM)
(figura 4.19, tabla 4.11).

4.4.3 Interaccion de MeCP2 con las variantes trimetiladas de H3

La posicién de la lisina en la que ocurre la metilacion en el contexto de la histona
H3 tiene grandes consecuencias a nivel bioldgico: mientras que las marcas
H3K4me3 y H3K36me3 se asocian a genes activamente transcritos, H3K9me3
y H3K27me3 se asocian a represion transcripcional. Dado que MeCP2 tiene un
papel ambivalente en cuanto a la regulacion transcripcional, y es capaz de unirse
a H3 de manera dependiente del estado de metilacion en la posicién 27, parecia
importante estudiar si la metilacién en otras posiciones afecta a la unién de
MeCP2, y de qué manera.

Partiendo de que las consecuencias de esta metilacion son pocas para en la
estructura de H3, quisimos estudiar cémo afecta la trimetilacién a cada una de
las cuatro lisinas que hay en la cola de la histona a la interaccién con el MBD.

Los ensayos de ITC reflejaron que la trimetilacion en K4 y K9 afecta muy poco
a la interaccion de H3 con el MBD de MeCP2, mientras que cuando la
trimetilacién ocurre en K27 y K36, las lisinas mas prdximas al nicleo de la
histona y al DNA nucleosomal, la afinidad por el MBD se redujo
considerablemente (figura 4.20, tabla 4.12).
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Figura 4.20. Interaccion del MBD con H3 trimetilada en lisina en diferentes
posiciones por ITC. Titulaciones calorimétricas del MBD frente a H3 trimetilada en la
lisina K4 (A), K9 (B), K27 (C) y K36 (D). Los gréficos de la parte superior muestran los
termogramas (potencia térmica en funcion del tiempo) mientras que los graficos de la
parte inferior muestran las isotermas de interaccion (calor normalizado por concentracion
de ligando en funcion de la ratio molar). El ajuste de regresion no lineal por minimos
cuadrados usando un modelo de un sitio de union (linea continua) permite estimar la
afinidad y la entalpia del proceso.
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Tabla 4.12. MBD interacciona con variantes de H3 trimetiladas en lisinas. Parametros de
interaccién de MBD interaccionando con H3 trimetilada en K4, K9, K27,y K36 a pH 7, 20

°C.
Ka (M) Ka(uM)  AH (kcal/mol)
H3 2.0-107 0.050 -19.0
H3 K4me3 8.4-106 0.12 4.1
MBD H3 K9me3 1.3-107 0.075 -59.0
H3 K27me3 1.7-105 5.9 7.0
H4 K36me3 33105 3.1 40

Teniendo en cuenta que la metilacion en la cola de la histona afecto a la
interaccion con el MBD, parece que es precisamente ese dominio de la histona
el que interacciona con MeCP2. Para estudiar esta interaccion aislada del
nicleo, se disefiaron unos péptidos de 11 residuos cada uno, centrados en la
lisina 27 de H3, uno de ellos albergando una trimetilacion en dicha lisina. El
objetivo era estudiar la interaccion intrinseca del MBD con estos péptidos sin
influencia ni restricciones conformacionales existentes en la histona completa,
y reducir las partes moviles de H3 para intentar conseguir una estructura
cristalografica del complejo que nos diese mas informacién, aunque esto Gltimo
no se ha conseguido.

En los ensayos de ITC se observé poca diferencia entre la afinidad del MBD
por cada uno de los péptidos, habiendo entonces un efecto de la trimetilacion
mucho menor que en los ensayos con la proteina completa. Mientras que la
trimetilacion de esta lisina produce una reduccion >100 veces mayor, al utilizar
los péptidos solo se observa una reduccion de =3 veces (con una Kq de 3.4 uM
para el péptido sin metilar y de 12 uM para el péptido trimetilado) (figura 4.21).
Ademas, la afinidad del MBD por el péptido sin metilar es mucho menor que
por la H3 completa. Esto puede indicar que el MBD no s6lo interacciona con
esta porcién de la cola histénica, sino que también crea contactos con el nicleo
de la histona, y que las restricciones estructurales que impone el resto de la H3
sobre su cola, y que estan afectadas por esta trimetilacién (tal y como indican
los datos de DC), son importantes para el reconocimiento por parte del MBD.
De esta forma, la region correspondiente al péptido adoptaria una estructura
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Figura 4.21. Interaccion del MBD con péptidos derivados de H3 por ITC. Titulaciones
calorimétricas del MBD frente a péptido derivado de la cola de H3 sin metilar (A) y metilado
(B). Los gréficos de la parte superior muestran los termogramas (potencia térmica en funcion
del tiempo) mientras que los graficos de la parte inferior muestran las isotermas de interaccion
(calor normalizado por concentracién de ligando en funcion de la ratio molar). El ajuste de
regresion no lineal por minimos cuadrados usando un modelo de un sitio de union (linea
continua) permite estimar la afinidad y la entalpia del proceso.

tridimensional que favoreceria la interaccion con MeCP2 en el contexto de la
proteina completa, hecho que no ocurriria cuando el péptido se encuentra
aislado y es més flexible. De hecho, segun la base de datos AlphaFold, esta
region, cercana a K27 podria adoptar estructura de a-hélice de forma transitoria.

4.4.4 Interacciones ternarias MBD, DNA y H3
Teniendo en cuenta que MeCP2 actla en el contexto del nicleo, como una
proteina multifuncional que recluta y genera complejos con diversos
participantes (ej. unién a zonas metiladas y reclutamiento de represores
transcripcionales) y su capacidad de leer metilacion tanto a nivel de DNA como
de histonas, el siguiente paso fue estudiar como interaccionan estos tres
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elementos: MeCP2, DNA y H3, poniendo el foco en el efecto de la metilacion
en la citosina del DNA, y en la trimetilacion en H3K27. Los resultados de ITC
mostraron que H3 es capaz de interactuar con el complejo preformado de
MBD:DNA (con una Kq de 0.1 uM), pero la trimetilacion de la histona en K27
elimina esta interaccién (figura 4.22).

Al hacer el ensayo con el complejo preformado MeCP2:H3, se utilizé la
construccion NTD-MBD-ID, ya que es la mas apropiada para estudiar para
estudiar la interaccién con el DNA. Los resultados muestran que la interaccion
de este complejo tiene una afinidad 20 veces mayor por el mCpG-DNA (Kq4 =
23 nM) comparado con el CpG-DNA (Kq =410 nM) (figura 4.22). Esto indica
que el sitio de unidn por el DNA del MBD sigue estando accesible después de
la interaccion con H3, aungue no el segundo sitio de unién, y aun asi la
capacidad de discriminacion de MeCP2 del estado de metilacion del DNA
mejora considerablemente cuando esta formando complejo con H3, ya que la
diferencia de afinidades es solamente de un factor ~3 cuando no esté presente
la histona. Esto aclara un poco las causas de los resultados in vitro de afinidad
y discriminacion por DNA metilado y no metilado, y el efecto que se observa
in vivo: MeCP2 aparece in vivo muy enriquecida en zonas metiladas, lo cual no
era explicable por la pequefia diferencia de afinidades medidas previamente in
vitro. La presencia de factores adicionales (en este caso, H3) aumenta la
capacidad de discriminacion y la interaccion preferente con DNA metilado.
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Figura 4.22. Interacciones ternarias del MBD con H3 y dsDNA por ITC. (Arriba)
Titulaciones calorimétricas de H3 interactuando con el complejo binario MBD:dsDNA,
observando el efecto de la trimetilacion de la lisina 27 de H3 en dicha interaccion. (abajo)
Titulaciones calorimétricas de CpG- y mCpG-dsDNA interactuando con el complejo binario
NTD-MBD-ID:H3, observando el efecto de la metilacion del dsDNA en dicha interaccion.
Los graficos de la parte superior muestran los termogramas (potencia térmica en funcion del
tiempo) mientras que los graficos de la parte inferior muestran las isotermas de interaccion
(calor normalizado por concentracion de ligando en funcion de la ratio molar). El ajuste de
regresion no lineal por minimos cuadrados usando un modelo de un sitio de union (linea
continua) permite estimar la afinidad y la entalpia del proceso.
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4.5 Efecto de las mutaciones causantes de RTT.

Las mutaciones en el gen que codifica la proteina MeCP2 son causantes de
diferentes enfermedades, entre las que destaca RTT. Estas mutaciones pueden
afectar a diversos parametros relacionados con la patologia, entre los que se
encuentran los niveles de expresion, la estabilidad biofisica y bioldgica, la
tendencia a agregacion y/o degradacidn, la estructura o la capacidad de unirse a
los diversos partners bioldgicos (que en el caso de MeCP2 son muy numerosos).
Nuestro objetivo en esta parte del proyecto es determinar el efecto deletéreo que
pueden tener las mutaciones asociadas a RTT en las caracteristicas que son
accesibles: estabilidad, estructura, afinidad por los diferentes partners, y
capacidad de discriminacion entre las diferentes marcas epigenéticas leidas por
MeCP2.

Para ello, se seleccionaron dos de las mutaciones de MeCP2 maés relevantes
implicadas en el desarrollo de RTT: R106W y R133C. Con ese fin se disefiaron,
expresaron en E. coli BL21, y se purificaron mediante cromatografia de afinidad
variantes de los constructos MBD y NTD-MBD-ID con esas mutaciones, lo que
nos permitié estudiar el posible impacto desestabilizador de esas mutaciones y
evaluar la capacidad de interactuar con dsDNA e histonas.

La comparacion de estas dos mutaciones es interesante porque en ambos casos
se trata de una sustitucion de arginina por un aminoacido de diferente tamafio y
polaridad (triptofano frente a cisteina) localizado en dos regiones diferentes de
la proteina (opuesta al sitio de union, dentro del ndcleo de plegamiento del
MBD, frente a la superficie del sitio de unién al DNA, respectivamente) con
resultados patoldgicos muy diferentes (puntuacion de gravedad clinica grave

frente a leve, respectivamente).

4.,5.1 Efecto de las mutaciones RETT sobre la estructura y estabilidad
de la proteina:

Para estudiar el efecto de las mutaciones sobre la estructura secundaria de la
proteina, se realizaron ensayos de dicroismo circular para determinar cémo
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alteran la estructura secundaria MBD de MeCP2 las mutaciones causantes de
RTT. Se llevaron a cabo las medidas utilizando variantes mutantes del MBD y
NTD-MBD-ID para determinar el efecto de las mutaciones en cada uno de los
contextos, teniendo en cuenta el conocimiento previo.

El espectro de DC lejano del domino MBD WT mostraba dos regiones tipicas
de lamina-p y random coil (alrededor de 209 nm) y hélice-a (alrededor de 222
nm). Los mutantes de la construccion con el MBD solo parecian conservar su
estructura secundaria, con una proporcion similar de hélice-a y ldmina-p,
aunque con menor intensidad de sefial, lo cual puede indicar alguna
perturbacién en la estructura que afecte en igual medida a ambos tipos de
estructura secundaria (figura 4.23A). Ademas, el mutante R106W muestra una
banda positiva alrededor de los 230 nm, producido por la presencia del
triptofano adicional (Vuilleumier et al., 1993).

Tal y como cabia esperar, los espectros de DC en el ultravioleta lejano de las
construcciones mutantes conteniendo los dominios NTD-MBD-ID eran
similares en cuanto a la forma, pero con menor intensidad al normalizar por el
nimero de residuos, indicando que los dominios flanqueantes siguen
desordenados, de la misma manera que ocurre en las construcciones WT. Sin
embargo, los cambios en la estructura secundaria causados por las mutaciones
son mas visibles en los espectros de las construcciones con los dominios
desordenados: La ubicacién del minimo en el espectro de DC del mutante
R106W se desplazé a longitudes de onda significativamente mayores, mientras
que el minimo en la sefial del mutante R133C se desplaz6 a longitudes de onda
menores, indicando que las dos mutaciones tienen un impacto diferente en la
estructura secundaria del MBD rodeado de dominios desordenados. Ademas, en
el espectro del mutante R106W NTD-MBD-ID también aparece una banda
sobre los 230 nm, comparado al WT, aungque con menor sefial que en el MBD
(figura 4.23B).

Para estudiar el efecto de las mutaciones sobre la estabilidad de estos
constructos, al igual que en los apartados anteriores, se hicieron ensayos de
estabilidad frente a desnaturalizacion térmica seguidos por fluorescencia.
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En las construcciones del MBD aislado podemos ver que la mutacion R106W
ejerce un efecto estabilizador, aumentando la Ty en varios grados, aunque,
sorprendentemente, este proceso estaba acompafiado de una reduccién
significante en la entalpia de desplegamiento, lo cual indica que la
cooperatividad de desplegamiento estd reducida. Por su parte, la mutacion
R133C apenas cambia la estabilidad de la proteina, en comparacion con el MBD
WT, por lo que su efecto deletéreo debe estar provocado por la funcionalidad
de la proteina y no por su estabilidad (figura 4.23C, tabla 4.13).
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Figura 4.23. Efectos estructurales de las mutaciones asociadas a RTT. Espectros de la sefial
de dicroismo circular en el UV-lejano de las mutaciones R106W y R133C en comparacion con
el WT para las construcciones truncadas de MeCP2 MBD (A) y NTD-MBD-ID (B). (C)
Desnaturalizacién térmica de las variantes mutantes truncadas de MeCP2: MBD (linea continua)
y NTD-MBD-ID (linea discontinua) de las proteinas WT (negro) R106W (rojo) y R133C (gris)
a pH 7. Todas las curvas se ajustaron a un modelo de regresién no lineal de desnaturalizacién de
dos estados.
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Tabla 4.13. Parametros de estabilidad térmica para los mutantes MeCP2 en sus dos
variantes truncadas MBD y NTD-MBD-ID a pH 7.

Mutante AH(Tm) T AT
(kcal/mol) (°C) (°C)

WT 29+1 38.4+0.3
MBD R106W 14.8 +0.7 51.6+1.6 13.2
R133C 26+1 39.2+05 0.8

WT 37+£07 46.2+0.2
NTD-MBD-ID 2156 11+3 431404 -3.1
R133C 341+0.1 458 +0.2 -0.4

En consonancia con los datos de las construcciones WT y con las construcciones
mutantes del MBD, la desnaturalizacion térmica de los constructos mutantes de
NTD-MBD-ID mostr6 que los parametros de desplegamiento del mutante
R133C son muy similares al WT, presentando una mayor estabilidad que el
constructo sin los dominios desordenados. En cambio, en el caso del mutante
R106W vemos que la adicion de estos dominios hace desaparecer el efecto
estabilizante de la mutacién que veiamos en los constructos del MBD aislado,
obteniéndose una T, de varios grados menor, y una menor entalpia de
desplegamiento que en la construccion WT (figura 4.23C, tabla 4.13).

4.5.2 Sobre la uniéon a DNA: ITC
Una vez estudiado el efecto de las mutaciones sobre la estabilidad de la proteina,
pasamos a estudiar el efecto deletéreo de las mutaciones causantes de RTT en
la afinidad por el dsDNA y la capacidad de discriminacion entre los diferentes
estados de (hidroxi)metilacian.

En los ensayos realizados utilizando las construcciones mutantes del MBD
aislado se pudieron observar varias cosas interesantes. EI mutante R106W se
une al dsDNA con afinidad moderada (Kq en el rango submicromolar) tal y
como ocurria con el MBD WT, aunque con caracteristicas distintivas: la union
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esta dirigida de forma entrdpica, con un componente entalpico marcadamente
desfavorable, y con un intercambio neto de 2-3 protones con la solucion,
indicando que al menos tres grupos ionizables estan implicados en este
intercambio. También vemos un ligero aumento en la afinidad por el dSsSDNA en
todas sus variantes, aunque la capacidad de discriminar entre dsSDNA metilado
y sin metilar desaparece, conservandose la capacidad de discriminar el dsDNA
hidroximetilado (figura 4.24, tabla 4.14).

Tabla 4.14. Interaccion de mutantes MBD con dsDNA por ITC. Pardmetros de union
independientes del tampdn para la interaccion de los diferentes mutantes MeCP2 asociados al
sindrome de Rett con dsDNA no metilado (CpG-), metilado (mCpG-) e hidroximetilado
(hmCpG-) apH 7y 20 °C.

Kg AGg AHg -TASg ANy

(nM)  (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)

CpG-DNA 450 -8.5 0.8 -9.3 -2.4

MBD mMCpG-DNA 240 -8.9 15 104 21
hmCpG-DNA 630 -8.3 -21.6 133
CpG-DNA 110 -9.3 16.7 -26.0 2.7

MBD R106W mCpG-DNA 95 -9.4 16.0 254 -26
hmCpG-DNA 250 -8.9 8.6 175 0.07
CpG-DNA - - - - -

MBDR133C  mCpG-DNA - - - - -

hmCpG-DNA 1000 -8.0 -2.2 -5.8 -0.81

El error relativo en Kq es del 15%, el error absoluto en AGg es de 0.1 kcal/mol, el error absoluto
en AHg y -TASg es 0.5 kcal/mol.
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Figura 4.24. Interaccién de MBD con mutaciones RTT con el dsADN mediante ITC.
Interaccion del constructo MBD con la mutacion R106W (arriba) y R133C (abajo) con CpG-
ADN (A,D), mCpG-ADN (B, E) y hmCpG-ADN (C,F) mediante ITC. Los graficos de la parte
superior muestran los termogramas (potencia térmica en funcion del tiempo) mientras que los
graficos de la parte inferior muestran las isotermas de interaccién (calor normalizado por
concentracion de ligando en funcién de la ratio molar). El ajuste de regresion no lineal por
minimos cuadrados usando un modelo de un sitio de union (linea continua) permite estimar la
afinidad y la entalpia del proceso.
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Figura 4.25. Interaccion de NTD-MBD-ID con mutaciones RTT con el dsADN. Interaccion
del constructo MBD con la mutacion R106W con CpG-ADN (A), mCpG-ADN (B) y
hmCpG-ADN (C) mediante ITC. Los graficos de la parte superior muestran los termogramas
(potencia térmica en funcion del tiempo) mientras que los graficos de la parte inferior muestran
las isotermas de interaccion (calor normalizado por concentracion de ligando en funcién de la
ratio molar). El ajuste de regresion no lineal por minimos cuadrados usando un modelo de un sitio
de union (linea continua) permite estimar la afinidad y la entalpia del proceso. La capacidad
calorifica asociada a la union al CpG-ADN (circulos), mCpG-ADN (cuadrados) y hmCpG-ADN
(triangulos) se determind mediante la realizacion del experimento a diferentes temperaturas (D)
La entalpia del proceso independiente del tampoén y el nimero de protones intercambiados en la
union para los tres ligandos fue estimada realizando experimentos con diferentes entalpias de
union (E)
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Figura 4.26. Pardmetros termodinamicos de la interaccion del constructo NTD-MBD-ID
con la mutacion R106W con CpG-DNA (U), mCpG-DNA (M) y hmCpG-DNA (H)
independiente del tampdén. Energia libre de Gibbs desglosada en sus componentes entélpicas
y entrépicas, para el sitio de alta afinidad (izquierda) y baja afinidad (derecha).

La interaccion del mutante R133C del MBD con el dsDNA metilado y sin
metilar no ha podido ser medida en ninguna de las condiciones experimentales
que hemos utilizado. Sin embargo, la afinidad medida por el dsDNA
hidroximetilado fue similar a la del WT. Esto apoya la idea de que el mecanismo
de union del dsDNA hidroximetilado es diferente al del resto de dSDNA, y pone
el foco en la importancia del residuo R133 en la unién por el dSDNA metilado
y sin metilar (figura 4.24, tabla 4.14).

Tal y como ocurria con MBD WT, la adicidn de los dominios desestructurados
flanqueantes modificé completamente la interaccion. En todos los casos vimos
un aumento de la afinidad en el MBD vy la aparicion del segundo sitio de union
a dsDNA. La presencia del ID aument¢ la afinidad del MBD en la construccion
R106W NTD-MBD-ID, pero ese incremento (~3 veces) es muy pequefio en
comparacion con lo observado en el WT (~400 veces mayor), de forma que la
afinidad sigue en el mismo rango (submicromolar). Observamos que, para este
mutante, la afinidad con el dsDNA sin metilar es mayor que para el dsDNA
modificado, y apenas hay diferencias entre la afinidad por el estado de
metilacion o hidroximetilacién (figura 4.25, tabla 4.15). Las contribuciones
entalpicas y entropicas cambian drasticamente, indicando que el tipo de uniones
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Figura 4.27. Interaccion de NTD-MBD-ID con mutaciones RTT con el dsADN.
Interaccion del constructo MBD con la mutacion R133C con CpG-ADN (A), mCpG-ADN
(B) y hmCpG-ADN (C) mediante ITC. Los gréaficos de la parte superior muestran los
termogramas (potencia térmica en funcion del tiempo) mientras que los graficos de la parte
inferior muestran las isotermas de interaccion (calor normalizado por concentracion de ligando
en funcion de la ratio molar). El ajuste de regresion no lineal por minimos cuadrados usando
un modelo de un sitio de unién (linea continua) permite estimar la afinidad y la entalpia del
proceso. La capacidad calorifica asociada a la union al CpG-ADN (circulos), mCpG-ADN
(cuadrados) y hmCpG-ADN (triangulos) se determiné mediante la realizacion del experimento
a diferentes temperaturas (D) La entalpia del proceso independiente del tampén y el nimero
de protones intercambiados en la union para los tres ligandos fue estimada realizando
experimentos con diferentes entalpias de union (E).
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Figura 4.28. Parametros termodinamicos de la interaccion del constructo NTD-MBD-1D
con la mutacién R133C con CpG-DNA (U), mCpG-DNA (M) y hmCpG-DNA (H)
independiente del tampdn. Energia libre de Gibbs desglosada en sus componentes entélpicas
y entrdpicas, para el sitio de alta afinidad (izquierda) y baja afinidad (derecha).

Tabla 4.15. Parametros de union independientes del tamp6n para la interaccion de los
diferentes mutantes MeCP2 asociados al sindrome de Rett con dsDNA no metilado
(CpG-), metilado (MCpG-) e hidroximetilado (hmCpG-) a pH 7y 20°C.

Ka AGg AHg -TASg
(nM)  (kcal/mol)  (kcal/mol)  (kcal/mol)

1.9 117 -54.6 42.9
CpG-DNA
250 -8.9 7.6 1.3
NTD-MBD-D  mCpG-DNA 056 -12.4 -48.4 36.0
62 -9.7 2.1 7.6
1.2 -12.0 -40.6 28.6
hmCpG-DNA
71 -9.6 2.0 7.6
27 -10.2 15.6 -25.8
CpG-DNA
320 8.7 -25.6 16.9
NTD-MBD-ID G .DNA 23 -10.2 226 -32.8
R106W P 430 85 -16.7 8.2
21 -10.3 19.1 29.4
hmCpG-DNA
360 -8.6 -15.3 6.7
25 115 -49.1 376
CpG-DNA
83 -9.5 -11.8 23
NTD-MBD-ID coepna 2L 116 -45.0 33.4
R133C P 62 97 -10.0 0.3
24 -102 -13.6 3.4
hmCpG-DNA
110 -9.3 -105 1.2

El error relativo en Kq es del 15%, el error absoluto en AGg es de 0.1 kcal/mol, el error absoluto
en AHg y -TASg es 0.5 kcal/mol.
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que se generan son diferentes a lo que ocurria con el WT en los dos sitios de
union (Figura4.26, tabla 4.15).

En los ensayos del mutante R133C NTD-MBD-ID se observd que no solo
aparece el sitio de union adicional tipico del dominio ID con afinidad
submicromolar, sino que se recupera el sitio de unién en el MBD con afinidad
nanomolar. NTD-MBD-1D R133C no mostré grandes variaciones en la afinidad
de unidn con respecto al WT, aunque alter6 la union de hmCpG-DNA de forma
diferente al resto (figura 4.27, tabla 4.15). Este mutante también mostré un
perfil termodindmico de unién similar al del WT, y es capaz de unir dos
moléculas independientes de dsDNA. La sustitucion R133C apenas afectd a la
afinidad de unién del CpG-DNA y el mCpG-DNA, pero redujo en gran medida
la afinidad de union del hmCpG-DNA, de acuerdo con un fendmeno de
compensacion parcial entalpia-entropia considerable (figura 4.28).

En resumen, cada mutacion de MeCP2 implicada en RTT causa diferentes
perturbaciones en la estructura, estabilidad y funcionalidad de la proteina
dependiendo de las interacciones intramoleculares especificamente alteradas. El
entorno de la mutacidn resulta crucial y podria influir fuertemente en el impacto
deletéreo inducido sobre la funcionalidad de MeCP2, modulando su capacidad
para interactuar con el dsDNA y modificando cémo tiene lugar dicha
interaccién. Las mutaciones en el MBD afectan gravemente a la forma en que
se establece la interaccion proteina-dsDNA. La mutacion R133C tiene un gran
impacto para la interaccién con el dsSDNA metilado y sin metilar, disminuyendo
tanto la afinidad de union que no pudo observarse por ITC, mientras que la
interaccién con el dsDNA hidroximetilado no se ve afectada. Aunque la
capacidad de union al dsDNA metilado y sin metilar se rescata con
construcciones mas largas, la union a dsDNA hidroximetilado se ve muy
afectada. En segundo lugar, la mutacién R106W no afecta significativamente a
la interaccién con el dsDNA, pero reduce la especificidad de interaccion para el
dsDNA metilado. Las mutaciones también pueden producir efectos
perjudiciales en regiones alejadas de ellas. De hecho, el sitio de unién del ID se
ve bastante comprometido en términos de afinidad por las mutaciones del MBD,
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lo que revela que la correcta estructura de MBD es indispensable para la
interaccion ID-dsDNA. Las alteraciones en el sitio MBD muestran una fuerte
influencia en los enlaces especificos formados entre los residuos. La mutacion
R133C no es tan perjudicial en presencia de ID, afectando solo a la interaccién
con el dsDNA hidroximetilado. En cambio, el efecto perjudicial de R106W en
el sitio de interaccion MBD se extiende al sitio de interaccion ID, produciendo
una importante reduccién de la afinidad de unién y causando una contribucion
de entropia desfavorable a la interaccion (tabla 4.15)

4.5.3 Sobre la unién a histonas:
Una vez visto el efecto de las mutaciones asociadas a RTT a nivel estructural y
en su interaccion con el dsDNA, el objetivo fue comprobar si estas mutaciones
ejercen un efecto deletéreo en la interaccion con alguna de las histonas
canonicas nucleosomales, o en la capacidad de MeCP2 para leer las
trimetilaciones en las lisinas de H3, tal y como se ha descrito previamente.

Para ello se utilizaron las construcciones del MBD aislado con las mutaciones
R106W y R133C, ya que la interaccion de esta construccién WT es la que mas
habiamos desarrollado.

De acuerdo con los resultados de ITC llevados a cabo a 20 °C para el MBD
R106W con cada una de las histonas candnicas, esta mutacion, que genera un
fenotipo més severo, disminuy6 considerablemente la afinidad por H2A 'y H2B
(en un factor de 20 para ambas) e impidié completamente la interaccion con H4,
con la que no se ha podido medir la interaccion (figura 4.29, tabla 4.16). Sin
embargo, esta mutacidn no afecta a la afinidad por la histona H3. Por su parte,
la mutacién R133C en el MBD apenas varia la afinidad por ninguno de los
cuatro tipos de histonas (figura 4.30, tabla 4.16).

Los resultados de ITC de los dos constructos MBD mutantes con las variantes
metiladas de H3 apenas mostraron diferencias en cuanto a afinidad con respecto
al WT. La Unica diferencia apreciable es que el mutante R106W interacciond
con mayor afinidad por la histona H3K36me3 que el WT, lo cual implicaria una
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pérdida en la capacidad de lectura de esta marca epigenética (figura 4.31, tabla
4.16).

Globalmente hablando, la mutacion R133C interacciond con las histonas
(figura 4.30, tabla 4.16) y los derivados metilados (figura 4.32, tabla 4.17).que
hemos estudiado de la misma manera que el WT, lo cual, junto con la menor
afectacion de la interaccion con el dsDNA explica por qué el fenotipo RTT
generado por esta mutacion es menos severo que el producido por la mutacion
R106W.
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Figura 4.29. Interaccion del constructo MBD con la mutacion R106W con H2A, H2B, H3,
H4 mediante ITC. Los graficos de la parte superior muestran los termogramas (potencia
térmica en funcion del tiempo) mientras que los graficos de la parte inferior muestran las
isotermas de interaccion (calor normalizado por concentracién de ligando en funcion de la ratio
molar). El ajuste de regresion no lineal por minimos cuadrados usando un modelo de un sitio
de union (linea continua) permite estimar la afinidad y la entalpia del proceso.
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Figura 4.30. Interaccién de MBD con mutaciones RTT con las histonas canonicas por
ITC. Interaccion del constructo MBD con la mutacién R133C con H2A, H2B, H3, H4
mediante ITC. Los graficos de la parte superior muestran los termogramas (potencia térmica
en funcidn del tiempo) mientras que los gréficos de la parte inferior muestran las isotermas de
interaccion (calor normalizado por concentracion de ligando en funcidn de la ratio molar). El
ajuste de regresion no lineal por minimos cuadrados usando un modelo de un sitio de unién
(linea continua) permite estimar la afinidad y la entalpia del proceso.
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Tabla 4.16. MBD interacciona con las cuatro histonas nucleosomales. Pardmetros de union
para MBD (WT y variantes asociadas a Rett) interactuando con H2A, H2B, H3,y H4apH 7y 20

°C.
K. (M) K¢ (uM)  AH (kcal/mol)
H2A 2.2 10’ 0.046 -31.9
H2B 1.8 - 10’ 0.057 -30.2
MBD H3 2.0-107 0.050 -19.0
H4 2.7 10’ 0.037 -56.0
H2A 1.0 - 10° 1.0 25.4
H2B 8.9 - 10° 1.1 29.0
MBD R106W H3 1.9 - 107 0.052 -18.1
H4 - - -
H2A 3.0 10’ 0.034 -42.0
H2B 1.2-107 0.083 -28.3
MBD R133C H3 2.5-107 0.040 -26.2
H4 1.8 107 0.056 -394

Tabla 4.17. MBD interactta con las variantes H3 trimetiladas en lisina. Parametros de unién
para MBD (WT y variantes asociadas a Rett) interactuando con H3 trimetilada en K4, K9, K27
y K36apH 7y 20°C.

Ka (M?) Ka (uM)  AH (kcal/mol)

H3 K4me3 8.4 - 10° 0.12 -4.1

MBD  H3 K9me3 1.3 - 10’ 0.075 -59.0
WT H3 K27me3 1.7 -10° 5.9 7.0
H4 K36me3 3.3-10° 3.1 4.0

H3 K4me3 3.2-10° 0.32 -15.5

MBD  H3 K9me3 2.0 - 10’ 0.051 -51.9
R106W  H3 K27me3 1.6 - 10° 6.2 15.3
H4 K36me3 6.1 10* 16 7.7

H3 K4me3 3.5-10° 0.29 -12.8

MBD  H3 K9me3 22107 0.046 -51.1
R133C  H3 K27me3 1.3-10° 7.9 10.7
H4 K36me3 6.7 - 10° 15 -3.7
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Figura 4.31. Interaccion del constructo MBD con la mutacion R106W con H3 trimetilada
en lisina K4, K9, K27 y K36 mediante ITC. Los graficos de la parte superior muestran los
termogramas (potencia térmica en funcion del tiempo) mientras que los gréficos de la parte
inferior muestran las isotermas de interaccion (calor normalizado por concentracion de ligando
en funcion de la ratio molar). El ajuste de regresion no lineal por minimos cuadrados usando
un modelo de un sitio de unién (linea continua) permite estimar la afinidad y la entalpia del
proceso.
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Figura 4.32. Interaccion del constructo MBD con la mutacion R133C con H3 trimetilada
en lisina K4, K9, K27 y K36 mediante ITC. Los graficos de la parte superior muestran los
termogramas (potencia térmica en funcion del tiempo) mientras que los gréficos de la parte
inferior muestran las isotermas de interaccion (calor normalizado por concentracion de ligando
en funcion de la ratio molar). El ajuste de regresion no lineal por minimos cuadrados usando
un modelo de un sitio de unién (linea continua) permite estimar la afinidad y la entalpia del
proceso.

159




4.6 Cribado de alto rendimiento usando MeCP2 como
diana.

Después de realizar la caracterizacion biofisica de las variantes de MeCP2
(estabilidad estructural y capacidad de unién y discriminacion de dsDNA con
diferentes estados de metilacion), el objetivo fue utilizar esta informacion para
disefiar e implementar un procedimiento de cribado experimental para
identificar posibles candidatos a farmacos que actlen usando el complejo
MeCP2:dsDNA como diana, de forma que permitan modular la actividad de
MeCP2 cuando sea necesario.

Por un lado, interesa identificar compuestos que actlen potencialmente como
chaperonas farmacoldgicas, estabilizando las interacciones proteina:dsDNA vy
de esta forma rescaten la actividad defectuosa asociada a mutaciones
relacionadas con RTT. Ademas de estabilizar el complejo MBD:dsDNA para
aumentar la actividad funcional, el compuesto identificado actuaria como
agente protector contra la maquinaria de degradacion intracelular y evitar un
transporte intracelular inadecuado.

Por otro lado, compuestos que se unan a la proteina e impidan su unién a dsDNA
podran ser utilizados como inhibidores de la misma, con un potencial
terapéutico para aquellos casos donde esté localmente o temporalmente elevada
la concentracion o la actividad de la proteina, ya sea en el sindrome de
duplicacién de MeCP2 (sobreexpresion) o en situaciones de hipermetilacion del
DNA. Concretamente, se van a intentar usar como propuesta terapéutica para
PDAC.

Para ello, se utilizaron dos bibliotecas quimicas comerciales: la quimioteca
Prestwick y la quimioteca HitFinder, que contienen 1120 y 10000 compuestos,
respectivamente. Aunque el disefio Optimo consistiria en realizar el
procedimiento de cribado utilizando la diana MeCP2 completa, la eficiencia del
proceso de purificacion de la proteina completa no es lo suficientemente buena
como para obtener una cantidad suficiente, por lo que se emplearon las
construcciones de MBD y la NTD-MBD-ID.
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El procedimiento de cribado se basa en el efecto de estabilizacion inducido por
el ligando en una proteina dada: cuando un ligando se une (preferentemente) a
la conformacién nativa, ese estado conformacional se estabiliza frente a la
desnaturalizacién térmica. Por lo tanto, realizando ensayos de desnaturalizacion
térmica en ausencia y presencia de una coleccién de compuestos, es posible
identificar los ligandos potenciales como aquellos que alteran la traza de
desplegamiento y aumentan la temperatura de desplegamiento (“termal up-
shift” Velazquez-Campoy et al., 2016). Este principio general es aplicable a
estados conformacionales alternativos no nativos de la proteina: cuando un
ligando se une (preferentemente) a la conformaciéon no nativa, ese estado
conformacional se estabiliza frente a la desnaturalizacion térmica, y es posible
identificar los ligandos potenciales como aquellos que alteran la traza de
desplegamiento y reducen la temperatura de desplegamiento.

Como controles internos en cada placa de cribado se utilizan soluciones de la
proteina (MBD o NTD-MBD-ID) en presencia y ausencia de dsDNA. En el
resto de la placa pondremos el complejo proteina:dsDNA con cada uno de los
compuestos de la quimioteca que estamos evaluando. Aprovechando la gran
estabilizacién que genera la union al dsDNA, y comparando las Trn’s de cada
pocillo con ambos controles podemos diferenciar los pocillos donde se
encuentre la proteina unida normalmente a dsSDNA (T pocillo = Tr, control
complejo proteina:dsDNA), aquellos donde el compuesto se ha unido al
complejo, estabilizandolo (T pocillo > Tr, control complejo proteina:dsDNA)
o finalmente, aquellos pocillos donde el compuesto se ha unido a la proteina,
estabilizandola, pero impidiendo su unién a dsDNA (T control proteina < Tr,
pocillo < Tr, control complejo proteina:dsDNA) (figura 4.33A).

Mientras que la Tr, de controles del complejo con el DNA se mantuvo muy
estable a lo largo de todo el proceso de cribado (variabilidad entre controles de
1-2 °C), la proteina aislada vari6 algo mas (variabilidad entre controles de aprox.
5 °C) de forma que, aungue se comparo con el control sin DNA, los calculos de

(des)estabilizacion se hicieron a partir del valor del complejo. Esto destaca la
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Figura 4.33 Cribado de alto rendimiento para compuestos estabilizadores e inhibidores
del complejo MeCP2:dsDNA. (A) Figura representativa de los ensayos TSA para el cribado
de alto rendimiento de farmacos usando MeCP2 como diana. Se representa una curva control
de la construccién NTD-MBD-ID sola (negro) o en presencia de dsDNA (azul). También se
representan dos ejemplos de curvas de fluorescencia de compuestos seleccionados como
estabilizadores (verde) o inhibidores (rojo) del complejo MeCP2:dsDNA. (B) Resultados de

las Tm’s de todos los compuestos cribados en cada una de las quimiotecas: Prestwick

(izquierda) y HitFinder (derecha) representando la Tm de cada pocillo.
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Tabla 4.18 Datos de estabilizacion de los compuestos seleccionados del cribado de alto
rendimiento para la proteina WT o con mutaciones R106W y R133C.

ATm (Tm_TmMBD:dsDNA) ATm (Tm_TmNTD—ID:dsDNA) ATm (Tm_TmNTD-ID:dsDNA)

WT 9 WT 8
RAOL piosw 8 DOAl g5 3 | ADOL -17

R133C 6 R133C 4

WT 13 WT 8
RAO2 miosw 8 DOA2 s o | ADO3 -3

R133C 8 R133C 0.5

WT 9 WT 18
RAO3 mioew 10 DOA3 g5 3 | ADO4 -20

R133C 4 R133C 1

WT 15 WT 18
RAO4 pioew 15 DOA4 s ¢ | ADOS -21

R133C 16 R133C 1

WT 9 WT 7

R133C 8 R133C 1

WT 7 WT 7

R133C 2 R133C 0.5

WT 15 WT 21

R133C 6 R133C 0.5

WT 15 WT 21

R133C 26 R133C 3

WT 28 WT 7
RAOY9 piosw a1 DOA9 gpigs 75 | ADOI0 -24

R133C 45 R133C 2

WT 7 WT 6
RAO10 pigew 14 | DOAIO pigs g5 | ADOILL -19

R133C 7 R133C 15

WT 9 WT 5
RAOL pigew o | DOAILL pigg  5n | ADOI2 -22

R133C 1 R133C 11

WT 11 WT 5
RAO13 piggw 16 | DOAI2 pigg = | ADOI3 -24

R133C 13 R133C 0

WT 16 WT 6
RACI4 pioew 24 | DOAI3 Rigs o | ADOM -28

R133C 10 R133C 0

WT 5
DOAl4 pios o | ADOI5 -20

R133C 14

WT 20
DOA15 pioew 30 | ADOL6 -26

R133C 32
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importancia de realizar ensayos de control internos en cada placa cuando se
realiza un procedimiento de cribado (figura 4.33B).

Con este procedimiento se identificaron 14 compuestos que estabilizan el
complejo MBD:dsDNA procedentes de ambas quimiotecas, Ilamados
compuestos RAO (1-14), en una tesis doctoral anterior llevada a cabo por el Dr.
Rafael Claveria. Durante el desarrollo de esta tesis doctoral, se identificaron 15
compuestos que estabilizan el complejo NTD-MBD-ID:dsDNA, llamados
compuestos DOA (1-15), y 15 compuestos que inhiben la formacion del
complejo NTD-MBD-ID:dsDNA, llamados compuestos ADO (1-15) (figura
4.33B, tabla 4.18).

4.6.3 Estabilizacion de mutantes causantes de RTT.
Una vez seleccionados los compuestos activadores que actllan como chaperonas
y estabilizan la unién de MeCP2 WT al dsDNA, nos propusimos evaluar si este
efecto ocurre también en proteinas que portan las mutaciones causantes de Rett
con las que estamos trabajando (R106W y R133C), para que evaluar la
posibilidad de revertir el efecto desestabilizador de las mismas y recuperar una
estructura del complejo proteina:dsDNA similar a la de la construccion WT.
Cada mutacion tiene un efecto diferente sobre la estabilidad y funcionalidad de
la proteina, por lo que se incluyeron los controles correspondientes en los
experimentos, utilizando las construcciones WT con dominios flanqueantes o

no, segun corresponda.

Se determinaron las temperaturas de desplegamiento en presencia de todos los
compuestos RAO y DOA, midiendo el efecto estabilizador sobre cada mutante
en un procedimiento de cribado secundario. Como era de esperar, cada mutante
mostré un comportamiento completamente diferente en el proceso de cribado.
No se encontraron similitudes ni en la forma de las curvas ni en la temperatura
de desplegamiento entre MBD WT y cada mutante MBD en los experimentos
de control, ya sea en presencia o ausencia de dsDNA. Dado que la interaccion
proteina:dsDNA estd fuertemente influenciada por la presencia de las
mutaciones, la capacidad de un compuesto para estabilizar esa interaccién
también puede verse afectada. Por lo tanto, un compuesto identificado como
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positivo en el proceso de cribado primario realizado en las construcciones WT
podria estabilizar o no el complejo con el MBD mutante en el proceso de cribado
secundario.

Como era de esperar, se encontrd una gran variabilidad en el efecto estabilizador
de los compuestos sobre los complejos mutantes MeCP2:dsDNA. Aunque no
se pudieron extraer conclusiones generales, parecia que los mutantes R106W se
estabilizaban en gran medida en comparaciéon con R133C. El efecto de los
compuestos sobre los mutantes R133C fue marcadamente inferior, en
concordancia con la afinidad reducida que mostr6 este mutante por el dsDNA.
En algunos compuestos, como RAO6, RAO7, RAO10 y RAO14, se observd
una magnificacion de este efecto, obteniendo un efecto estabilizador del
complejo con el mutante R106W mayor que con la proteina WT, mientras que
en el caso del mutante R133C el efecto fue mucho menor o nulo (tabla 4.18).

Como particularidades los compuestos RAO4, RAO5, RAO13 y DOA1
ejercieron sobre las variantes mutantes de MBD un efecto estabilizador similar
al observado en el cribado primario con MBD salvaje. También pudimos ver
coémo algunos compuestos, como RAO11, DOA2 y DOA13, no mostraron
ningin efecto estabilizador sobre los mutantes, sin inducir ningln
desplazamiento de las curvas de desnaturalizacién hacia temperaturas mas altas
(tabla 4.18).

Contrariamente a la tendencia general, el compuesto DOA14 estabiliz6 més el
mutante R133C que el WT, pero no ejercid ningln efecto estabilizador sobre el
mutante R106W. Sorprendentemente, los compuestos RAO8, RAQ9, DOAlly
DOA15 exhibieron un efecto marcadamente grande, desplazando la
temperatura de desplegamiento ain mas que con las versiones WT (tabla 4.18).

4.7 Seleccion de modelo celular para RTT.

Un gran problema a la hora de avanzar y escalar el proyecto de blsqueda de
nuevos farmacos basados en la modulacion de la actividad de MeCP2 hacia
modelos celulares fue la falta de dichos modelos. A la hora de estudiar los
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efectos de RTT se utilizan muchos modelos KO para el gen MECP2, pero en
nuestro caso, estos modelos no nos sirven, ya que necesitamos la proteina
mutante para poder estabilizar (0 evaluar la posible estabilizacion de) el
complejo formado. A lo largo del desarrollo del proyecto se han explorado

varias vias de actuacion, cada una con sus ventajas e inconvenientes.

4.7.1 Lineas celulares linfoblasticas derivadas de pacientes con
Sindrome de Rett.

La obtencion de lineas celulares estables a partir de la fraccion linfocitaria de la
sangre de pacientes se utiliza habitualmente para generar modelos celulares de
enfermedades raras. Mediante la infeccion de los linfocitos B con el virus de
Epstein Barr podemos obtener lineas inmortalizadas de células que son
representativas del material genético global de los pacientes, incluyendo las
mutaciones causantes de enfermedad y el mosaicismo de la expresion de la
proteina mutante, lo cual es especialmente relevante en los casos de
enfermedades con diferente nivel de penetrancia, como es el caso del sindrome
de Rett.

Como ventajas de este tipo de lineas celulares, aparte de ser una representacion
fiel al acervo genético que existe en las células de los pacientes, se puede
mencionar la facilidad del manejo de estas células, ya que crecen en suspension
sin necesidad de agitacidn, y que no requieren suplementacién o pretratamiento
especial. Ademas, su tasa de proliferacion es bastante elevada, lo cual es muy
conveniente a la hora de hacer ensayos en los que se necesita mucho material
de partida.

Siguiendo con las ventajas de este modelo celular, podemos destacar que
nuestros colaboradores en el Instituto de Investigacion contra la Leucemia Josep
Carreras llevaron a cabo una recogida de muestras y generacion de lineas,
obteniendo lineas control, asi como de pacientes Rett, con las mutaciones
R106W, T158M y R294X, con las que ademas se habia hecho un estudio previo
de ChIP-Seq, habiendo identificado genes con unioén diferencial de MeCP2
entre las lineas provenientes de controles sanos y las lineas provenientes de
pacientes RETT.
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Como inconvenientes de este modelo celular podemos mencionar, en primer
lugar, la inadecuacion del tipo celular: los linfoblastos no son a priori una diana
a la hora de tratar RTT y no expresan los genes de interés de forma basal en
niveles suficientemente altos (BDNF, en particular), y no puede estudiarse el
proceso de diferenciacién, que es tan importante en esta patologia.

En segundo lugar, hay que considerar que las lineas utilizadas como controles
y las lineas con mutaciones patoldgicas proceden de individuos diferentes, de
forma que existe un gran nimero de diferencias entre ellas, y no solo la
mutacion puntual de interés, de forma que la variabilidad entre individuos tiene
gue ser tomada en cuenta a la hora de comparar los resultados obtenidos con
ellas.

En tercer lugar, hay que mencionar el mosaicismo de la muestra. EI gen de
MeCP2 se encuentra en el cromosoma X, de forma que, en las pacientes con la
enfermedad existe la mutacion en heterocigosis ya que la mutacion en
homocigosis no es compatible con la vida. La inactivacion del cromosoma X
que ocurre de forma relativamente aleatoria tiene como consecuencia que en
cada muestra tendremos cierto porcentaje de células que expresen, a saber, la
proteina mutante o la WT, dependiendo de qué cromosoma X esté inactivado.

Mientras se llevaban a cabo los primeros ensayos de eficacia de los compuestos
seleccionados, se llevd a cabo un estudio expresion. Se purifico el mRNA total
de las células, y se produjo y secuencid el cDNA correspondiente a MeCP2,
para comprobar cuanto porcentaje de proteina mutante expresaba cada una de
las lineas celulares que ibamos a utilizar.

El resultado fue, como minimo, decepcionante. Ninguna de las lineas celulares
provenientes de pacientes con una mutacién dentro del MBD expresaba la
proteina mutante a niveles detectables. Unicamente la linea celular proveniente
de una paciente con una mutacion en el TRD expresaba la proteina mutante.
Teniendo esto en cuenta, aungue se habia avanzado en la puesta a punto y
caracterizacion de los controles, se tomd la informacion interesante obtenida del
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tratamiento de los mismos, pero se continud en la busqueda de un modelo
celular del mutante para llevar a cabo los ensayos funcionales.

4.7.2 Generacion de linea mutante
Otro enfoque que se exploro fue el de utilizar lineas celulares de precursores
neuronales, en concreto, ReNCells. Una linea celular disponible
comercialmente inmortalizada con capacidad para diferenciarse facilmente en
neuronas y células gliales.

El inconveniente principal de este modelo celular es la dificultad del manejo. El
estado de potencialidad de las células se mantiene gracias a la suplementacion
con factores de crecimiento, y necesitan de suplementacién especifica, e incluso
del pretratamiento de todo el material para que puedan adherirse. Las ventajas,
ademas de la homogeneidad de la linea celular, incluyen la mayor adecuacion
del tipo celular y la posibilidad de hacer estudios en diferenciacion a neuronas,
ya sea en diferenciacion libre (suprimiendo la suplementacién con factores de
crecimiento) o la diferenciacion dirigida a neuronas glutamatérgicas (mediante
la expresion de genes especificos).

Como esta linea celular esta disponible comercialmente, tiene unos protocolos
de trabajo muy bien definidos. A partir de esta linea celular, nuestros
colaboradores en el Instituto de Investigacion contra la Leucemia Josep Carreras
desarrollaron una linea celular estable con la mutacion R133C de MeCP2
mediante edicién génica usando un oligonucledtido con zona mutada como
donante.

Se decidieron tres puntos de control para estudiar las diferencias entre la linea
celular WT y mutante, guiados por diferencias que habian sido observadas
previamente comparando la linea WT con una linea KO para el gen de MeCP2,
también generada y caracterizada por el laboratorio de la Dra. Sonia Guil.
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Figura 4.34. Datos comparativos de la linea de precursores neuronales ReNCells WT y
con la mutacion R133C. Medidas de unién de MeCP2 a los promotores de BDNF e IGF2
mediante ChIP-gPCR (a y c) respecto a input sin inmunoprecipitar y en valores de expresion,
mediante cuantificacién de mARN por RT-qPCR para ambos genes (b y d).

En primer lugar, se determind la unién directa de MeCP2 a promotores de genes
de interés: BDNF e IGF2, cuya expresion esta regulada por MeCP2 y se ven
afectados en RTT, y que se midié mediante ChIP-gPCR. Como control positivo
de inmunoprecipitacion se utilizé un anticuerpo reactivo ante la histona H3, y
como control negativo de inmunoprecipitacion inespecifica se utilizd un
anticuerpo que une inmunoglobulina G (que no deberia existir en el nicleo), y
los datos se expresan en porcentaje relativo a la medida por gPCR del input sin
inmunoprecipitar. En segundo lugar, se midié mediante RT-gPCR si hay un
cambio en la expresién de estos genes, que podria estar derivado de la
desregulacion por la mutacion en MeCP2.

Se pudo observar que en la linea celular mutante hay una unidén diferente a
ambos promotores con respecto a la linea WT. Se midieron menores niveles de
MeCP2 unido al promotor de BDNF en la linea mutante con respecto a la WT,
en un factor de 2, lo cual correlaciona con una disminucion en la expresion del
BDNF en una magnitud similar (figura 4.34A, B).

En cambio, parece haber mayores niveles de MeCP2 unido al promotor de IGF2
en el caso de la linea mutante, y un aumento en la expresion del gen. Sin
embargo, aunque parece haber una tendencia, la gran variabilidad en las
medidas no permitié obtener resultados significativos (figura 4.34C, D).
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4.8 Estudio funcional de compuestos estabilizadores
(RAOs y DOAS)

4.8.1 Citotoxicidad de los compuestos estabilizadores

Una vez caracterizadas las diferencias entre el modelo celular WT y mutante,
nuestro objetivo fue estudiar el efecto del tratamiento con nuestros compuestos
sobre estos parametros diferenciales entre ambas lineas. Para ello, se evalud el
efecto citotoxico de compuestos RAO y DOA en cultivos celulares de varias
lineas celulares después de haber sido identificados como posibles chaperonas
farmacolégicas capaces de estabilizar la interaccion entre el regulador
transcripcional MeCP2 y el dsDNA con el fin de determinar el efecto tdxico que
puedan tener en los modelos celulares de interés, asi como otros modelos

celulares no relacionados.

Se evalud la supervivencia o viabilidad celular en las tres lineas celulares
incrementando la concentracion de los compuestos RAO y DOA desde 0.1 pM
hasta 200-500 uM (manteniendo la misma concentracion final de DMSO) para
determinar la concentracion citotoxica 50 (CC50). La CC50 se define como la
concentracién del compuesto en la que el 50% de las células sobreviven (la tasa
de supervivencia se cuantifica como la tasa de actividad metabélica en
comparacion con los valores de control, es decir, solo DMSO agregado). Por su
parte la CC95 se define como la concentracion de compuesto que permite un
95% de la viabilidad celular, que se tom6 como valor maximo no téxico. Se
estimd la CC50 para todos los compuestos, con una variabilidad significativa
entre ellos (tabla 4.19) que sirvid para comparar a grandes rasgos la
citotoxicidad de los diferentes compuestos entre si; y se identificd la CC95 para
determinar la dosis maxima permitida para el tratamiento en los modelos
celulares de interés.

Los ensayos se realizaron en dos lineas celulares estandar: Lunet, linea celular
de hepatocitos, diana interesante a estudiar en cuanto a toxicidad; células de
queratinocitos humanos (HACAT), como tipo celular no relacionado; y dos
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lineas celulares donde se realizarian los ensayos funcionales: células
linfoblastoides derivadas de paciente sano (HBL26), y precursores neuronales
(ReNCells), con la mutacion R133C en MeCP2 introducida mediante CRISPR-
Cas9.

Los resultados de los ensayos mostraron que los compuestos RAO6, RAOS,
RAO12, DOA2, DOA4 DOA10 y DOA12 no exhiben apenas citotoxicidad en
ninguna de las concentraciones testeadas, en ninguna de las lineas celulares
(figura 4.35, tabla 4.19).

La tendencia general de aquellos compuestos que presentaron toxicidad es que
las células linfoblastoides (HBL26) son las mas sensibles a la misma, seguidas
de las ReNCells, y finalmente HACAT y Lunet, con resultados comparables en
todos los casos.

Ademas, se observd que RAO13 era mucho mas citotoxico en las células
ReNCells en comparacidn con otras lineas celulares. En el caso de DOA15, se
observé que era altamente toxico, mostrando una citotoxicidad de un orden de
magnitud mayor en comparacion con otros compuestos. Sin embargo, un hecho
interesante es que se observo que la citotoxicidad disminuia en las células
ReNCells mutantes. Teniendo en cuenta los datos de estabilizacién de mutantes
y los datos de citotoxicidad se eligieron diferentes compuestos para las
siguientes fases del estudio:

Los compuestos RAO5, RAO8, RAO9 Y RAO14 fueron los elegidos por su
interesante perfil de estabilizacién de mutantes y valores relativamente bajos de
citotoxicidad, y se estudiaron mediante ChIP-gPCR en lineas celulares
linfoblasticas (HBL-26), utilizando una concentracion tnica de 5 uM para todos
los compuestos.

En una segunda ronda se seleccionaron nuevos compuestos para el tratamiento
de la linea celular de precursores neuronales (ReNCells) (figura 4.36, tabla
4.19). Esta vez, la dosis se eligio con segun CC95 en la linea celular
linfoblastoide, para poder administrar la mayor cantidad posible sin
comprometer la viabilidad celular. Las concentraciones seleccionadas fueron:
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para los compuestos RAO4, DOAL1 y DOA4, 1.5 uM; para los compuestos
RAQ7, DOA8 y DOA13, 2.5 uM; para el compuesto RAO5 4 pM; y para los
compuestos RAO13 y DOA14, 5 uM.

Tabla 19. Datos de citotoxicidad de los compuestos RAO y DOA en funcién de CC50 y CC95
para las lineas celulares Lunet, HACAT y HBL26 y ReNCells R133C.

CC5h0 CC95
(UM) (UM)
Lunet HACAT HBL26 ReNCells HBL26 ReNCells

R133C R133C
RAO1 225 181 40 2.5
RAO2 65.5 44 14 1
RAO3 >300 >300 53 2,8
RAO4 >300 >300 174 0.75 12.4 >20
RAO5 >200 >200 26 4 5 15
RAO6 >500 >500 >200 65
RAO7 25.5 24.6 9 1.5 0.75 >10
RAOS8 >500 >500 >200 129.5
RAO9 175 66 70 5
RAO10 >300 >300 =200 >200
RAO11 >300 =300 80 80
RAO12 >200 >200 >200 35
RAO13 62 67 63 7.8 11 14.5
RAO14 >500 =500 ~200 10
DOA1l >200 >200 >200 6.8 5.5 18.75
DOA2 >200 >200 >200 42
DOA3 58 82 35.08 15
DOA4 >200 >200 >200 >20 >200 >20
DOA5 412 352 104 20
DOAG6 292 274 219 17
DOA7 18.5 21.5 5.8 0.4
DOAS 21 19.4 5.3 4 0,9 9.5
DOAY9 >200 >200 122 6.5
DOA10 >200 >200 >200 42
DOA11 29 21 21.1 11
DOA12 >200 >200 >200 >200
DOA13 56 51 19.3 7 2.5 18.25
DOA14 126.5 54 30 3.2 7 >20
DOAI15 1 0.5 0.5 0.75 0.3 3
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Figura 4.35. Estudio de citotoxicidad de los compuestos RAO y DOA. Viabilidad de las
células HBL-26, Lunet y HACAT tratadas con los diferentes compuestos identificados como
estabilizadores del complejo MeCP2-dsDNA mostradas como porcentaje de células vivas con
respecto al control sin tratamiento, mostrando viabilidad en gradiente de color
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Figura 4.36. Estudio de citotoxicidad de los compuestos RAO y DOA en la linea RNCell
con la mutacion R133C. Viabilidad de las células compuestos preseleccionados como
estabilizadores del complejo MeCP2:dsDNA mostradas como porcentaje de células vivas
con respecto al control sin tratamiento.
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4.8.2 Estudio funcional de los activadores en células linfoblastoides
Teniendo en cuenta los datos previos (estabilizacion del complejo con la
proteina mutante y citotoxicidad) se eligieron 4 compuestos RAO provenientes
del cribado realizado con el MBD.

Para ver si el efecto estabilizador deseado se producia en el modelo celular, se
trataron los cultivos en suspension de células linfoblastoides (WT y con la
mutacion R294X) con los compuestos seleccionados (RAO5, RAO8, RAO9,
RAO14), y se llevé a cabo la inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP),
partiendo de una lisis del ndcleo celular, utilizando un anticuerpo que reconoce
especificamente MeCP2, de forma que nos permite aislar las zonas del DNA a
las que se une. Mediante una RT-gPCR podemos cuantificar qué porcentaje de
una secuencia concreta (promotores de genes diana BDNF, IGF2, IFF2BP2)
estan unidos a MeCP2, comparando con una muestra de input (material genético
total sin inmunoprecipitar).
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Figura 4.37. Estudio funcional de los compuestos RAO preseleccionados en la linea
celulares linfoblastoides. Medidas del efecto del tratamiento de los 4 compuestos RAO
preseleccionados: RAO5, RAO8, RAO9 y RAO14, en comparacién con el cultivo sin
tratamiento en la union de MeCP2 a los promotores de IGF2BP2 (A), BDNF (B) e IGF2 (C)
en la linea WT HBL-26 y BDNF para la linea CNI10O-10 (D) ) como porcentaje mediante ChlP-
gPCR respecto a input sin inmunoprecipitar
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Figura 4.38. Efecto del tratamiento con compuestos RAO seleccionados sobre la
expresion de BDNF de células linfoblastoides. Valores de expresién de BDNF, mediante la
cuantificacion de mRNA por RT-gPCR para la linea celular WT (HBL26) y con la mutacién
R294X (CN1010) normalizado segun los valores de expresion del control sin tratamiento.

Como control positivo de inmunoprecipitacion se utilizo un anticuerpo reactivo
ante la histona H3, y como control negativo de inmunoprecipitacion inespecifica
se utiliz6 un anticuerpo que une inmunoglobulina G (que no deberia existir en
el ndcleo).

Interesantemente, el compuesto RAO5 aumenta la unién de MeCP2 a todos los
promotores que hemos estudiado en este caso. En la linea WT, aumenta en un
factor de 3 la unién al promotor de BDNF, en un factor de 8 al promotor de
IGF2BP2 y en més de un orden de magnitud al promotor de IGF2. En la linea
mutante R294X aumenta en un factor de 3-4 la union al promotor de BDNF
(figura 4.37).

El compuesto RAO8 no parece mejorar la union de MeCP2 a ningun promotor.
Por su parte RAO9 y RAO14 mejoran la unién a los promotores de IFG2BP2 y
de IGF2 (figura 4.37).

Ademas, se estudio el efecto del tratamiento en la expresion de estos genes diana
mediante RT-gPCR. Al no ser un tipo celular neuronal, algunos de estos genes
no se expresan a niveles medibles, aunque si se pudo medir un aumento en un
factor de 3 en la expresion del gen BDNF con el tratamiento de RAO5, cosa que
no aparece en la linea mutante R294X. Esto puede deberse a que la mutacion
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impide que MeCP2, aun uniéndose mas a la cromatina, ejerza su funcion
reclutando otros partners proteicos (figura 4.38).

Llama la atencion que el control positivo, realizado inmunoprecipitando con un
anticuerpo contra H3 da valores de Ct mucho més bajo con el tratamiento con
RAOS5 (datos no representados), indica que al aumentar la unién de MeCP2 a la
cromatina, también aumenta la cantidad de cromatina coinmunoprecipitada con
H3.

4.8.3 Estudio funcional de los activadores en precursores neuronales
Una vez se generé el modelo celular mutante para MeCP2 (R133C), se abrieron
varias puertas: poder comparar parametros entre las lineas celulares que
expresan la proteina WT y la proteina mutante en un modelo celular mas
apropiado, donde se expresan de forma basal los genes diana que queremos
estudiar.

Se realiz6 un cribado secundario, para identificar aquellos compuestos que eran
capaces de modificar el estado transcripcional de la linea celular mutante de una
forma dirigida. Se tom6 BDNF como diana, y se usaron los genes NCAM y
SOX como controles de genes cuya expresion no depende de MeCP2. Tras el
tratamiento de la linea celular RNCell R133C se estudid la expresion de estos
genes por RT-gPCR. De este cribado secundario se seleccionaron los
compuestos RAO5, RAO7, DOAL, DOA8 y DOA15, que aumentaban la
expresion de BDNF de manera consistente entre réplicas (en un factor 1.5-2.2)
y sin variar apenas la expresion de los genes control (figura 4.39).

Las medidas de ChlIP en esta linea celular demostraron que el compuesto RAO5
aumenta la unién a los dos promotores estudiados en la linea WT, mientras que
el efecto en la linea mutante se dirige a recuperar los valores del WT,
aumentando algo la unién de MeCP2 al promotor de BDNF y reduciendo sus
niveles en el promotor de IGF2.

Los compuestos DOA8 y DOAL5 reducen ligeramente el nivel de MeCP2 en el
promotor de BDNF en la linea WT y lo aumentan en la linea mutante, mientras
que en el caso del promotor de IGF2 ambos compuestos aumentan los niveles
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de MeCP2 en la linea WT presentando una gran variabilidad entre
experimentos, y se diferencian en el efecto en la linea mutante: mientras que
DOAB8 apenas tiene un efecto en los niveles de MeCP2 unido a este promotor,
DOAI15 los aumenta muchisimo (figura 4.40).

SOX

1.5

Expression Fold

15+ NCAM

Expression Fold

3+ BDNF

Expression Fold

o

>

) >
@ o
& &

5 A ] g > 2 > »
O O g Nl \el \al N\ N N
& & Qyo & &P Oov oov oov

Figura 4.39. Efecto del tratamiento con compuestos estabilizadores del complejo
MeCP2:dsDNA (RAO y DOA) en la expresion de genes de precursores neuronales. Medidas del
efecto del tratamiento de los compuestos RAO y DOA preseleccionados para el tratamiento: RAO4,

RAO5, RAO7, RAO13, DOAL, DOAS8, DOA13, DOA14 y DOAL5 en comparacion con el cultivo

sin tratamiento, en la expresion de los genes BDNF, SOX y NCAM, medida mediante cuantificacion
de mARN por RT-qPCR 48h después del tratamiento.
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El tratamiento con los compuestos DOAL y DOAY reduce tanto los niveles de
unién de MeCP2 a los promotores que no eran detectables por qPCR tras la
inmunoprecipitacion, ya sea por inhibicion de la funcion o por que interfieren
de alguna manera con la unién del anticuerpo para la inmunoprecipitacion.

En resumen, el compuesto RAO5 ha mostrado buenas cualidades en la mejora
de union de MeCP2 a los promotores de interés el estudio por ChlP en el modelo
celular linfoblastoide, y en el de progenitores neuronales, lo cual se correlaciona
con una regularizacion de la expresion de ambos genes mediada por MeCP2, y
gue se demuestra con la desensibilizacion al efecto del tratamiento en el modelo
con la mutacion R294X.

El compuesto DOA15, a pesar de presentar bastante citotoxicidad, mostraba una
toxicidad menor en células neuronales que en el resto, y presentaba los mejores
valores de estabilizacion del complejo proteina:dsDNA tanto para la proteina
WT como para las proteinas mutantes, y esto se refleja en un aumento de unién
de MeCP2 a los dos promotores estudiados en el modelo mutante, aunque no
parece ser selectivo.

BDNF IGF2
0.3 0.05-
g.i— wT R133C .L wWT R133C |*|
0.03 7 8:8%_::
N
Jay ° a
@ 0.02- Q
= S
X S 0.0141
oo Y11 o T
s M fﬂ ﬁ'l
0.00 T T T T 0.00 T T T T T T T T
© O H B O O H & & 0 H 2 O
L 0 IR S P PP RN
N N & S P N & P oov N &P oov

Figura 4.40. Efecto del tratamiento con compuestos estabilizadores del complejo
MeCP2:dsDNA (RAO y DOA) en unién a promotores de genes en precursores neuronales.
Medidas del efecto del tratamiento de los compuestos RAO y DOA preseleccionados para el
tratamiento: RAO5, DOAS8, y DOA15 en comparacion con el cultivo sin tratamiento, en la
union de MeCP2 a precursores de los genes BDNF e IGF2 48 h después del tratamiento en la
linea celular de precursores neuronales RNCell WT y con la mutacién R133C, medido mediante
ChIP-gPCR y expresado como porcentaje de unidn con respecto a la medida del input sin
inmunoprecipitar
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El compuesto DOABS tiene poco efecto a nivel de modelo celular a la dosis con
la que se ha trabajado, causando el menor de los efectos tanto a nivel de cambio
de expresion de genes como de union de MeCP2 a promotores.

4.9 Seleccion de lineas celulares para el estudio
funcional de inhibidores de MeCP2

La hipermetilacion del DNA en tumores pancreaticos ha sido demostrada
previamente en diferentes tipos de tumores, incluidos los pancreaticos. Algunos
de estos estudios han detectado cierta tendencia hacia la sobreexpresion de
MeCP2, aunque este no es el caso del cancer de pancreas, donde hay cierta
controversia.

Para nuestro estudio funcional, hemos seleccionado tres lineas celulares
provenientes de tejido pancreético: PANC-1 y MiaPaCa2, que son dos lineas
provenientes de tumores pancreaticos, y HPDE, que es una linea celular
pancreatica ductal no-neoplasica., que muestra un genotipo y fenotipo
practicamente normal, sin mutaciones en los genes KRAS y p53 (Radulovich et
al., 2008).

Usando estas (y otras) lineas celulares, se ha demostrado previamente la
existencia de unos patrones de metilacion aberrantes en el caso de PDAC
comparado con células no neoplésicas, incluyendo mas de 1000 genes con loci
hipermetilados y cerca de 400 con loci hipometilados (la mayoria de éstos
encontrados dentro del cuerpo de los genes), lo cual refleja el estado de
metilacion observado en el estudio de tumores provenientes de pacientes, y
correlaciona con la desregulacién de genes implicados en el desarrollo de los
tumores.

De esta manera, nuestro primer objetivo era determinar si hay una diferencia en
el nivel de expresion de MeCP2 en las diferentes lineas celulares, y si estos
niveles son representativos de las diferencias que puede haber a nivel fisioldgico
en los tumores pancreéticos.
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Para ello, se llevo a cabo en el laboratorio de nuestra colaboradora la Dra.
Meritxel Gironella una medida de mRNA mediante RT-gPCR para estudiar la
expresion de MeCP2 en las tras lineas celulares, que demostré que no hay una
sobreexpresion de MeCP2 en ninguna linea, mostrando valores muy parecidos
en las tres. Ademads, también estudiamos mediante el mismo método la
expresion de MeCP2 en una pequefia libreria de 28 muestras provenientes de
individuos repartidos como 16 muestras sanas y 12 de pacientes con PDAC, y
tampoco se observo una diferencia significativa (t-value = 0.067, p-value =
0.9473) entre los dos grupos, en consonancia con los estudios previos con
cohortes mas grandes (figura 4.41).

| T

: 1

MECP2({2-DCT)

MECP2 (24

MiaPaCa-2 PANC-1  HPDE 2

HEALTHY POAC

Figura 4.41. Expresion de MeCP2 en PDAC. Cuantificacion de la expresion de MeCP2 en
lineas celulares de pancreas sano (HPDE) y lineas tumorales (PANC-1 y MiaPaCa-2) (A) asi
como en tejido pancreatico de tumores y de pancreas sano (B) medido mediante RT-gPCR
expresado como 2-2Ctdel housekeeping.

Aunque podia ser esperable una sobreexpresién de MeCP2 en las lineas
tumorales o muestras de tumores, esto nos permite estudiar el efecto de los
inhibidores entre células tumorales y sanas sin el sesgo de cambio de
concentracién de la proteina diana, al mismo tiempo que valida nuestro modelo
celular como bioldgicamente representativo. Sin embargo, el hecho de que
MeCP2 no esté sobreexpresada en algunos tumores no invalida su papel
relevante como diana farmacoldgica, ya que la presencia de regiones de
promotores hipermetilados en esos tumores hace que la actividad de MeCP2 sea
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Figura 4.42. Interaccion del NTD-MBD-ID con los compuestos ADO por ITC.
Titulaciones calorimétricas del NTD-MBD-ID frente a los compuestos identificados como
inhibidores de la formacion del complejo con dsDNA: en orden, ADO1, ADO2, ADO3, ADO4
y ADOS. Los graficos de la parte superior muestran los termogramas (potencia térmica en
funcion del tiempo) mientras que los graficos de la parte inferior muestran las isotermas de
interaccion (calor normalizado por concentracion de ligando en funcion de la ratio molar). El
ajuste de regresién no lineal por minimos cuadrados usando un modelo de un sitio de unién
(linea continua) permite estimar la afinidad y la entalpia del proceso.

clave en la desregulacion transcripcional asociada a la aparicion de dichos
tumores.
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4.10 Comprobacion de union de los compuestos a la
diana MeCP2 mediante ITC.

A partir del cribado de alto rendimiento basado en el TSA, utilizando
Unicamente los datos de la quimioteca Prestwick (que contiene compuestos
aprobados por la FDA), se seleccionaron 15 compuestos capaces de unirse a
MeCP2 e inhibir su uniéon al DNA (T MeCP2 < Ty, MeCP2 obs < Tm
MeCP2:dsDNA). Para comprobar esta unién directa, se llevaron a cabo ensayos
de ITC a una Gnica temperatura (20 °C) y en un Gnico tampén (50 mM Tris pH
7). El resultado es que todos los compuestos se unian a MeCP2 con una afinidad
similar (en el rango de submicromolar) a excepcién del ADO5, que en las
condiciones experimentales probadas no parece unirse a la proteina. En el caso
de ser un falso hit, podria explicarse si la Tm medida en el TSA estuviese alterada
por la fluorescencia intrinseca del compuesto, interferencia de la sonda
fluorescente usada, o simplemente una contaminacion de la quimioteca con otro
compuesto (figura 4.42).

4.11 Ensayo funcional. Citotoxicidad diferencial en

modelos celulares.

Una vez caracterizados los modelos celulares y comprobada la unién de
nuestros compuestos a la diana con una afinidad apropiada, quisimos evaluar la
estrategia de utilizar MeCP2 como diana terapéutica en cancer pancreético, cosa
gue no se ha hecho hasta la fecha, y al mismo tiempo acotar de entre nuestros
compuestos propuestos aquellos con mayor potencial para el tratamiento de
PDAC.

Aunque todos los compuestos preseleccionados provienen de la quimioteca
Prestwick, y por tanto estan aprobados por la FDA y se conocen sus propiedades
farmacocinéticas, su uso esta estudiado para otras patologias, de forma que
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Figura 4.43. Estudio de citotoxicidad de los compuestos ADO en lineas celulares de
pancreas. Viabilidad de las lineas celulares MiaPaCa-2, PANC1 y HPDE tratadas con los
diferentes compuestos identificados como inhibidores de la formacion del complejo MeCP2-
dsDNA mostrado como porcentaje de células vivas con respecto al control sin tratamiento,
mostrando viabilidad en gradiente de color.

habia que estudiar si tienen un efecto antitumoral en células pancreéticas. Al
utilizar las tres lineas celulares PANC-1, MiaPaCa-2 y HPDE, queremos
estudiar la diferencia de toxicidad de los compuestos ADO entre ellas y asi
seleccionar aquellos compuestos con mayor efecto antiproliferativo en células
tumorales, con la menor toxicidad posible en células sanas.

Segun este ensayo, los compuestos el compuesto ADO10 apenas produjo
toxicidad en ninguna de las lineas usadas, mientras que el compuesto ADO3 es
muy tdxico de forma poco selectiva. Los compuestos ADO4, ADO5, ADO12y
ADO14 fueron mas toxicos en la linea no-neoplasica que en las tumorales, lo
cual puede indicar que, aparte de MeCP2, estos compuestos pueden
interaccionar con otras dianas de forma inespecifica, generando este efecto
toxico al que, ademas, las lineas tumorales, parecen ser méas resistentes
(posiblemente debido a las modificaciones genéticas y epigenéticas previas)
(figura 4.43).
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Los compuestos ADO6, ADO9 y ADO13, y en menor medida ADO7 y ADQOS,
presentaron mas toxicidad en las lineas tumorales que en las sanas. Mientras
que los compuestos ADO11 y ADO15 presentaron toxicidad s6lo en una de las
lineas tumorales, y los compuestos ADO1 y ADO16 se comportaron igual en la
linea HPDE que en una de las tumorales, siendo la otra més resistente.

Teniendo en cuenta este ensayo, decidimos seguir adelante con los compuestos
ADO6, ADO7, ADO9 y ADO13, que fueron probados por nuestros
colaboradores del Centre de Recherche en Cancérologie de Marseille (CRCM),
liderado por el Dr. Juan L. lovanna, en lineas celulares provenientes de tumores
de pacientes, llamadas PDAC087T, PDAC056T y PDACO79T.

PDACOBT7T cell

bility

PDACOT79T cell

iability

Cellv

Figura 4.44. Estudio de citotoxicidad de los compuestos ADO en lineas provenientes de
pacientes PDAC. Efecto citotoxico ejercido por los compuestos identificados como
inhibidores de la formacion del complejo MeCP2:dsDNA mostrado como porcentaje de
células vivas con respecto al control sin tratamiento, en lineas celulares provenientes de
pacientes PDAC.

De ellos, los compuestos ADO6 y ADO7 son los que mejor efecto antitumoral
presentaron. El compuesto ADO6 tiene un EC50 de alrededor de 50 uM para
dos de las tres lineas testadas (PDAC056T y PDACO79T), y ADO7, que
presenta, con un EC50 de 24.5 uM para esas dos lineas celulares y 40.4 uM para
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la linea PDACO087T, mientras que el resto de compuestos tienen un EC50 de
maés de 100 uM (figura 4.44).

Con esto, demostramos que MeCP2 puede ser una diana farmacolégica til en
el desarrollo de farmacos contra PDAC, y presentamos los compuestos ADO6
y ADO7 como compuestos candidatos a desarrollo para mejorar sus
propiedades farmacoldgicas y el estudio de éstos y sus derivados en la biologia
de las células cancerosas ya sea por si solos, 0 en combinacién con otros
farmacos ya utilizados en el tratamiento de PDAC.
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5. Discusion

5.1 Estructura y estabilidad de MeCP2

Todos los datos espectroscdpicos de la caracterizacion estructural confirman
gue MeCP2 y todas las variantes truncadas con las que hemos trabajado son
proteinas intrinsecamente desordenadas. EI MBD contiene algunas regiones
estructuradas con una sefial de CD vy fluorescencia que disminuye al aumentar
la temperatura debido al desplegamiento térmico. La plasticidad de MeCP2 le
permite interactuar con diversos partners proteicos y DNA. La interaccion con
el DNA provoca pequefios reordenamientos en la estructura secundaria del
MBD, mientras que la version completa de MeCP2 puede experimentar
reordenamientos mas grandes debido a la participacién de dominio 1D, pero la
amplia region desestructurada dificulta la observacion de sefiales de CD
significativas en esta zona.

El impacto de las regiones desordenadas sobre la estabilidad y las caracteristicas
funcionales de las regiones bien plegadas de las proteinas sigue siendo una
cuestion importante y dificil de dilucidar, intimamente relacionada con la
regulacion de la funcion proteica y el control alostérico (modulacién de la
conformacion vy, por tanto, del paisaje conformacional/funcional, por
interaccién con otras biomoléculas). En el caso de MeCP2, los dos dominios
que flanquean al MBD en MeCP2 (NTD e ID) aumentan la estabilidad del MBD
y la afinidad de unién al dsDNA. Esto es un hecho muy relevante e inesperado,
porque esos dos dominios estan totalmente desordenados y el MBD también
esta desordenado en un 40%, aproximadamente.

En los datos del estudio de desnaturalizacion térmica por fluorescencia, la
entalpia de desplegamiento proporciona informacion sobre la cooperatividad
del plegamiento y la cantidad de residuos estructurados en la conformacion
nativa. Aungue con una gran variabilidad, se ha demostrado que la entalpia de
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desplegamiento a 60 °C, AH(60 °C), y a 100 °C, AH(100 °C), de proteinas
plegadas se correlaciona significativamente bien con el niumero de residuos de
la proteina (Robertson & Murphy, 1997). Los valores de AH(60 °C) y AH(100
°C) tedricos serian 60 y 110 kcal/mol, respectivamente; sin embargo, a partir de
los valores en la tabla 4.7 los valores extrapolados de AH(60 °C) y AH(100 °C)
son 40 y 60 kcal/mol. Por lo tanto, la entalpia de desplegamiento medida es
mucho menor de lo esperado para una proteina estructurada con la misma masa
molecular, y podemos concluir que solo el 60% de MBD est4 estructurado, en
total acuerdo con resultados experimentales y computacionales anteriores
(Ghosh et al., 2008; Ghosh, Nikitina, et al., 2010) .

Aunque el estudio inicial se hizo mediante el estudio de fluorescencia durante
la desnaturalizacidn térmica, esto tiene limitaciones, tal y como se ha comentado
anteriormente (artefactos debido al aumento de la temperatura, y el estudio
Unicamente local del entorno del dnico triptéfano de la proteina), de forma que
se superaron dichas limitaciones mediante el estudio mediante DSC (que es
representativo del proceso global) y mediante desnaturalizacion quimica
isotérmica. Segun los datos de DSC, se puede observar que el MBD aislado se
despliega en un proceso de una Unica transicion, mientras que el NTD-MBD-
ID se despliega con estados intermedios. Estas dos transiciones observadas
pueden ocurrir en el entorno del MBD, donde la presencia de los dominios
desordenados separe o desacople dos eventos de desplegamiento disminuyendo
la cooperatividad del proceso de desplegamiento; o puede ser que una de las
transiciones ocurra en el NTD o el ID, de modo que, adquiriendo cierta
estructura parcialmente, pueda desplegarse. Teniendo en cuenta los parametros
estimados de estructura secundaria por CD, al afiadir estos dominios aumenta el
contenido en ldmina beta, que la prediccion de estructura secundaria mediante
PSIPRED situa en el NTD. Si estas zonas no establecen interacciones
intramoleculares con el entorno del triptéfano, esto podria explicar por qué esta
transicion no se observa en las desnaturalizaciones seguidas por fluorescencia,
pero si en las calorimétricas.
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El efecto estabilizador de estos dominios desordenados es evidente en
cualquiera de las técnicas estudiadas, pero al poner el foco en los datos de DSC
se puede ver un hecho interesante. Al calcular la fraccion molar de cada una de
las especies relevantes (Figura 5.1) a partir de los datos de tabla 4.4 parametros
DSC, se puede ver que en el caso del MBD, a 20 °C el 96% de la proteina tiene
una conformacion nativa, y alcanza el 50% a 37.4 °C. Sin embargo, como en la
desnaturalizacién del constructo NTD-MBD-ID coexisten mas especies
conformacionales relevantes, aparte de los estados nativo y desplegado, a 20 °C
solo el 75% de la proteina esta en su conformacion nativa, con una energia de
Gibbs de estabilizacion considerablemente menor. Esto implica que, aunque la
construccion mas grande requiere una temperatura mas elevada para un
desplegamiento global, la integridad de la proteina se ve comprometida a
temperatura mas baja (menor fraccion molar nativa y menor energia necesaria
para el desplegamiento). Un ejemplo de las consecuencias de este hecho se ve
claramente a 37.2 °C, donde el MBD se encuentra en un 50% en conformacion
nativa, con una energia de estabilizacion de Gibbs de 0 kcal/mol, mientras que
el constructo NTD-MBD-ID se encuentra en conformacién nativa en un 46%,
con una energia de estabilizacion de Gibbs de -0.7 kcal/mol. La existencia de
dos transiciones en el desplegamiento de NTD-MBD-ID refleja una menor
cooperatividad de plegamiento (es decir, una cierta independencia entre
dominios) y un paisaje conformacional mas complejo que el de MBD.

Esto pone de manifiesto las carencias que tiene un estudio de estabilidad
solamente basado en una comparacion de Tm, sin tener en cuenta la energia de
estabilizacién de Gibbs a temperaturas relevantes a nivel fisioldgico.

Previamente se habia demostrado que, en contra de los resultados reportados
aqui, la adicién de los dominios NTD e ID disminuye la estabilidad estructural
de MBD (Ghosh, R. P. 2010b). Sin embargo, en esos estudios se emplearon
condiciones experimentales ligeramente diferentes (pH 7.4 y NaCl 150 mM).
El diferente pH no deberia ser responsable de la discrepancia, ya que en datos
previamente publicados en nuestro grupo se observa un efecto estabilizador de
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los dominios flanqueantes en el rango de pH de 7 a 9. Por lo tanto, el factor
clave debe ser la baja fuerza i6nica empleada en nuestros experimentos. En una
proteina altamente polar y béasica, como MBD vy sus variantes, la alta fuerza
ibnica puede enmascarar efectos especificos y no especificos de los dominios
desordenados flanqueantes, lo que resulta en un efecto estabilizador disminuido.
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Figura 5.1. Fraccion molar de los diferentes estados conformacionales de las
construcciones de MeCP2. El estado nativo (negro), estados intermedios (rojo y verde) y
estado desplegado (azul) para el MBD (izquierda) y NTD-MBD-ID (derecha) calculado a partir
de los datos de la tabla 4.4

Segun los datos de DLS (Dynamic Light Scattering), MBD presenta un radio
hidrodindmico similar al predicho segun su peso molecular. Sin embargo, NTD-
MBD-ID mostré un radio hidrodindmico mucho més grande de lo esperado.
Para MBD, se esperaria un radio hidrodinamico de alrededor de 1.9 nm si
estuviera completamente plegado o de 2.9 nm si estuviera completamente
desplegado (https://www.fluidic.com/toolkit/hydrodynamic-radius-converter/).
El radio observado de MBD fue de 1.6 nm, lo que indica que contiene una
proporcion considerable de estructura plegada, como se esperaba. Por otro lado,
NTD-MBD-ID mostré un radio anormalmente grande de 5.5 nm, mucho mayor
que el predicho incluso si estuviera completamente desplegado. Si NTD-MBD-
ID estuviera completamente plegado o desplegado, se esperaria un radio
hidrodindmico de alrededor de 2.5 nm o 4.6 nm, respectivamente. Por lo tanto,
asumiendo las limitaciones de la medida (considerando las incertidumbres

experimentales y las aproximaciones aplicadas al estimar el radio hidrodinamico
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aparente mediante DLS, asi como las incertidumbres asociadas con la
estimacion del tamafio a partir del peso molecular de la proteina), NTD-MBD-
ID debe contener una proporcion muy grande de desorden intrinseco en las
condiciones experimentales en que se realizaron las medidas y los estados
intermedios de desplegamiento que se deducen de los ensayos de DSC tienen
un grado de desorden mucho mayor que el estado nativo, incluido en la zona del
MBD.

5.2 Interaccién con el dsDNA

Aunque hay varios trabajos gque estudian termodinamicamente la interaccién de
MeCP2 con dsDNA, hay cierta variabilidad entre los resultados publicados,
debido a cambios en las condiciones utilizadas para hacer los ensayos (tanto el
pH como la fuerza idnica tienen un gran efecto en la afinidad de esta unién), asi
como la secuencia y longitud del dsDNA y la forma de modificarlo
epigenéticamente (hemimetilado o simétricamente metilado). Por esta razon era
muy importante estandarizar las condiciones de todos los ensayos para poder
extraer conclusiones comparando la interaccion con los diferentes constructos
truncados (y mutaciones causantes de RTT), asi como con las modificaciones
epigenéticas del dsDNA, sobre todo con el hmCpG-dsDNA, que ha sido menos
estudiado hasta ahora.

Segun el perfil termodindmico experimentalmente determinado para la
interaccion MBD-dsDNA (una union dirigida por la entropia, con entalpia de
union desfavorable y una capacidad calorifica de union grande y negativa), seria
razonable esperar que las interacciones hidrofobicas sean predominantes. Sin
embargo, la interfaz de union entre MBD y dsDNA es fundamentalmente de
naturaleza polar, con una mayoria de grupos ionicos basicos. Se ha observado
anteriormente que, en general, las proteinas que se unen al surco mayor del
DNA exhiben una union dirigida por la entalpia, mientras que aquellas que se
unen al surco menor exhiben una unién dirigida por la entropia. Sin embargo,
MBD se une al surco mayor, pero su union estd impulsada por la entropia, con
una entalpia de union ligeramente desfavorable. Ademas, la gran capacidad
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calorifica de union negativa asociada a la formacion del complejo indica una
interaccion muy restringida que implica cambios en la estructura o dinamica de
las moléculas de los ligandos o el medio alrededor. Todas estas discrepancias
sugieren gue el mecanismo de interaccion MBD:dsDNA es mas complejo de lo
que parece, y puede estar asociado a un cambio conformacional o
configuracional mayor del observado por CD, y a efectos mediados por las
moléculas de agua.

Existen dos estructuras cristalograficas disponibles para un complejo
MeCP2:dsDNA: MBD unido a dsDNA simétricamente metilado (PDB 3c2i, K.
L. Ho et al., 2008) y dsDNA hemi-hidroximetilado unido a MBD (PDB 6yww,
Ibrahim et al., 2021). A pesar de algunas limitaciones (modificacidon de citosinas
simétricas y no simétricas, y DNAs con diferentes secuencias), se puede obtener
informacién valiosa al compararlas teniendo en cuenta los datos
termodinamicos que hemos obtenido.

Las interacciones clave que involucran la citosina principal en cada complejo
se muestran en la Figura 5.2: con las bases nitrogenadas adyacentes, los
aminoacidos R133, S134 y moléculas de agua unidas por enlaces de hidrégeno
para el complejo mCpG-DNA; y con las bases nitrogenadas adyacentes, R133,
K135 y moléculas de agua unidas por enlaces de hidrogeno para el complejo
hmCpG-DNA. Se observan diferencias importantes en las interacciones con la
citosina principal. En el complejo mCpG-DNA hay 5 moléculas de agua que
establecen 8 enlaces de hidrégeno, y la 5mC establece un enlace de hidrégeno
con una molécula de agua a través del nitrégeno-4, y otros enlaces de hidrdégeno
con las bases nitrogenadas adyacentes; cabe destacar que, R133 no interactla
directamente con la 5-mC. Sin embargo, en el complejo hmCpG-DNA hay 3
moléculas de agua que establecen 3 enlaces de hidrégeno, y la 5ShmC establece
un enlace de hidrégeno con una molécula de agua y dos enlaces de hidrégeno
con R133 a través del grupo hidroxilo, y otros enlaces de hidrégeno con las
bases nitrogenadas adyacentes.
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La reduccién en el niamero de enlaces de hidrégeno con moléculas de agua en
el caso de hmCpG-DNA puede estar relacionada con la entalpia de unién menos
favorable en comparacion con mCpG-DNA (tabla 4.6). Ademas, la mayor
capacidad de calorifica de unién para hmCpG-DNA puede explicarse
considerando esas diferencias estructurales: la reduccion en el nimero de
moléculas de agua atrapadas dentro de la interfaz de unién proteina-dsDNA
sugiere una mayor deshidratacion al unirse hmCpG-DNA, lo que resulta en una
capacidad calorifica de union mas negativa y una entropia global menos
desfavorable (debido a una entropia de desolvatacion méas favorable) (tabla
4.6). Ademas, el enterramiento del grupo hidroxilo en 5hmC contribuira ain
mas a una capacidad calorifica de unién mas negativa, como se concluye a partir
del célculo de parametros energéticos del plegamiento y de la union, ya que los
grupos hidroxilo se comportan de manera similar a los grupos no polares en
cuanto a la capacidad calorifica de union (Freire, 1997; Gémez & Freire,
1995b).

Como informacion adicional, el dominio ID aislado puede interactuar con
hmCpG-DNA con una afinidad similar a la de CpG-DNA o mCpG-DNA. Ya
se conocia que este dominio era capaz de interactuar con el dsDNA (Wakefield
et al., 1999), pero no se habia establecido si MBD e ID se unirian al mismo
fragmento de dsDNA o si podrian unirse a dos fragmentos de dsDNA
independientes. Al observar dos procesos de interaccidn en las isotermas de
ITC, se puede concluir que cada dominio puede unir una molécula de dsDNA
diferente e independiente (es decir, MBD e ID no interactian con la misma
molécula de dsDNA). El aumento en la afinidad de unién observado para MBD
en presencia del dominio ID indica algun tipo de acoplamiento estructural y
energético entre ambos dominios. Esto sugiere que la presencia del dominio ID
modifica la interaccion de MBD con el dsDNA, mejorando significativamente
su afinidad de union.

Esta es una importante observacion que ayuda a entender la funcion de MeCP2
como un elemento de remodelacion de la arquitectura de la cromatina mediante
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la generacion de bucles de dsDNA (Hansen J. C. 2010; Ghosh, R. P 2010a;
Thambirajah A.A. 2012).

Figura 5.2. Representacion esquematica de la interaccion de 5-mC y 5-hmC con el
dominio MBD de MeCP2. Interacciones principales entre la citosina modificadas con
residuos del MBD y moléculas de agua en las estructuras cristalograficas disponibles: PDB
3c2i para el complejo mCpG-DNA (A), y PDB 6yww para el complejo hmCpG-DNA (B).
Las moléculas de agua se muestran como esferas rojas y los residuos MBD clave que
interacttan con 5-mC y 5-hmC estan resaltados. Los enlaces de hidrégeno se muestran como
segmentos verdes punteados.

En la variante NTD-MBD-ID se observan dos sitios de union al DNA: uno de
alta afinidad en MBD y otro de baja afinidad en ID. Esta interpretacion se basa
en la afinidad de unién al DNA submicromolar para el MBD aislado y el NTD-
MBD, y en estudios previos que muestran una mayor afinidad de MBD aislado
para el DNA en comparacion con ID aislado. Ademas, las mutaciones en MBD
asociadas con el RTT afectan drasticamente solo al sitio de alta afinidad en la
variante NTD-MBD-ID, lo que respalda que este sitio de alta afinidad
corresponde a MBD. Estos hallazgos son relevantes para comprender la funcion
de MeCP2 en el contexto del sindrome de Rett y otras interacciones con el DNA.

El MBD aislado se une al dsDNA de manera predominantemente dirigida
entrépicamente, con una pequefia y desfavorable contribucion entélpica. Sin
embargo, cuando esta en presencia del dominio ID, la unién al dsDNA se vuelve
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altamente exotérmica y estd dirigida principalmente por contribuciones
entalpicas y entropicas grandes y opuestas. Estas diferencias indican que el
modo de interaccion del MBD con el dsDNA varia drésticamente dependiendo
de su contexto estructural. La presencia del dominio ID puede desencadenar
cambios conformacionales y efectos alostéricos que afectan significativamente
al proceso de unién al dsDNA. Estos hallazgos son relevantes para comprender
la funcién de MeCP2 en la regulacién de la cromatina y su interaccion con el
DNA, ya que resaltan la importancia del contexto estructural en la dinAmica de
la union y ponen en valor el uso del constructo NTD-MBD-ID como modelo de
MeCP2 para la union con dsDNA en detrimento del MBD aislado.

Una de las caracteristicas mas sorprendentes de la interaccién entre hmCpG-
dsDNA y NTD-MBD-ID es su insensibilidad a los cambios en la fuerza ionica,
mientras que CpG-dsDNA y mCpG-dsDNA muestran una pérdida significativa
de afinidad (reduccion de 1000 veces) a alta fuerza ionica. Este comportamiento
puede interpretarse utilizando la siguiente relacién

—— = Anyg (12)

donde Ks representa la constante de asociacion para la union del ligando
primario (en nuestro caso es dsDNA), X se refiere al ligando secundario
(en nuestro caso son iones salinos), y Anx indica la diferencia en la
fraccion de saturacion del ligando X entre el complejo y la proteina y el
ligando primario libres (Wyman, 1964). En consecuencia, Anx representa
el nimero neto de moléculas de ligando X que se liberan (si es negativo)
0 se capturan (si es positivo) desde la solucion al formar el complejo con
el ligando primario. En el caso de hmCpG-DNA, los resultados indican
que practicamente no hay liberacion neta de iones de sal hacia la solucion
al formarse el complejo proteina:DNA. En cambio, al menos tres iones de sal

son liberados al formarse el complejo con CpG-DNA o mCpG-DNA. Este
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hallazgo proporciona evidencia adicional que respalda el modo de interaccion
diferente de hmCpG-DNA en comparacion con los otros tipos de dSDNA.

A pesar de la similitud en la afinidad de union, las desnaturalizaciones térmicas
monitorizadas por la fluorescencia intrinseca del triptéfano mostraron un efecto
de estabilizacién inducido por hmCpG-DNA en las construcciones de MeCP2,
MBD y NTD-MBD-ID con valores de Tr intermedios entre los efectos causados
por CpG-DNA y mCpG-DNA (figura 4.14, tabla 4.7). El efecto en la energia
de estabilizacion inducido por la union de dsDNA se puede cuantificar mediante

la relacion:

AH(Tyy)

m

AAG = ATy, (13)

resultando también valores intermedios para el hmCpG-dsDNA entre los
valores de CpG-dsDNA y mCpG-DNA. Por lo tanto, MeCP2 puede interactuar
de manera diferente con los tres dsDNAs, discriminandolos eficazmente en
términos de la estabilidad estructural general del complejo. Los resultados
obtenidos con hmCpG-dsDNA refuerzan la consideracion de NTD-MBD-1D
como un adecuado sustituto para la proteina completa MeCP2 en cuanto a la
estabilidad estructural y las caracteristicas de interaccion con dsDNA (tablas
4.6,4.7).

Las desnaturalizaciones térmicas revelaron que la modificacion de la citosina
también afecta a la cooperatividad del desplegamiento. Se observ6 una sola
transicion de desplegamiento en todos los complejos (MBD y NTD-MBD-ID
unidos a cualquier tipo de dsDNA). Sin embargo, hmCpG-dsDNA desacopla el
desplegamiento de los dos sitios de union a dsDNA en la proteina MeCP2
completa, ya que en el andlisis se tuvieron que considerar dos transiciones de
desplegamiento para poder reproducir los datos experimentales. Esto sugiere
que la conformacion local de los sitios de union al dsDNA y/o la conformacion
global de la proteina y los contactos entre dominios pueden ser bastante
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diferentes en esos complejos. De hecho, las grandes diferencias en el tamafio
molecular de NTD-MBD-ID en ausencia y presencia de DNA medidas por
DLS: un radio hidrodindmico de 5.5 nm, 4.3 nmy 3.9 nm para NTD-MBD-1D
libre, unido a CpG-DNA y unido a mCpG-DNA, respectivamente (tabla 4.9,
figura 4.15) son un reflejo de la plasticidad y adaptabilidad estructural de las
proteinas desordenadas e interacciones modulares ante cambios menores en las
moléculas interaccionantes.

La menor afinidad de union de MBD comparada con NTD-MBD-ID result6 en
un menor grado de estabilizacion, como se observo en las desnaturalizaciones
térmicas espectroscopicas (figura 4.12, tabla 4.7) y calorimétricas. Las trazas
calorimétricas proporcionan mas informacion, ya que no sélo se detectan los
eventos de desplegamiento cerca del Unico triptéfano, sino también otros
procesos que tienen lugar (por ejemplo, el desplegamiento del dsDNA). En el
caso de los complejos de MBD se pudieron distinguir transiciones no
superpuestas para la proteina y el dsDNA, a partir de las cuales se estimo el
efecto de estabilizacion inducido por el dsDNA en la proteina (que refleja el
acoplamiento entre la disociacion del complejo y el desplegamiento de la
proteina). Los tres dsDNAs diferentes mostraron trazas de desplegamiento
idénticas, lo que indica que la metilacion e hidroximetilacion no alteraron la
estabilidad del dSDNA de 45 pb, a diferencia de lo que se ha informado para la
desestabilizacion inducida por 5hmC vy la estabilizacién inducida por 5mC en
secuencias de DNA mas cortas (figura 4.4).

En el caso de los complejos NTD-MBD-ID, las transiciones de la proteina y el
dsDNA se superpusieron (reflejando el acoplamiento entre la disociacion del
complejo y el desplegamiento de la proteina/dsDNA), a partir de las cuales fue
maés dificil estimar el efecto de estabilizacion en la proteina, pero aun en
concordancia razonable con los experimentos espectroscpicos. Se observé una
entalpia de desplegamiento global muy grande. Dado que la entalpia de
desplegamiento intrinseca de la proteina es bastante pequefia, la principal
contribucion a la entalpia global de desplegamiento debe provenir de la
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disociacion proteina:dsDNA (interacciones no covalentes que se rompen y
cualquier cambio conformacional asociado). De hecho, la gran entalpia negativa
de unidn proteina-dsDNA a 20 °C (aproximadamente -50 kcal/mol), junto con
una gran capacidad calorifica de unién negativa (aproximadamente -3 kcal/mol)
para el sitio de unidn de alta afinidad, ademas de la interaccion y estabilizacion
adicionales provenientes del sitio de union de baja afinidad, resultaria en una
entalpia de disociacion muy grande y positiva para el complejo proteina:dsDNA
a alta temperatura (tabla 4.4).

Hay una discrepancia entre el efecto estabilizador inducido por union de dsDNA
con las pequefias diferencias en las afinidades de union estimadas mediante
calorimetria de titulacion isotérmica. Una posible explicacion para esta
discrepancia podria ser que los datos de estabilizacion reflejan el efecto final en
estado estacionario de la interaccion entre MeCP2 y el dsDNA después de una
larga incubacién, donde hay tiempo suficiente para que el complejo alcance la
configuracion Optima. En cambio, en los ensayos de interaccién por ITC se
observa el efecto transitorio de la interaccion en los primeros minutos después
de la mezcla instantanea, y puede que no haya suficiente tiempo para que el
complejo alcance la configuracién de union final dptima. Esto podria llevar a
una estimacion de afinidades de unién mas bajas en los experimentos de ITC en
comparacion con los ensayos de estado estacionario que podria indicar que el
mecanismo de selectividad de union por el mCpG-dsDNA puede estar
condicionado por otros parametros, como la cinética de interaccién, o la
reestructuracion lenta del complejo, que no han podido estudiarse con las
técnicas utilizadas.

Al utilizarse las construcciones mas grandes de la proteina, incluyendo los
dominios distales (TRD, CTDa y CTDp) llama la atenciéon que, a pesar de
contener motivos que pueden interaccionar con el dsDNA, como los AT-hook,
la estequiometria de la union aumenta y se mantiene en 2 (1:2 MeCP2:DNA),
lo cual implica que no hay sitios de unidn independientes y adicionales en los
dominios distales. Tampoco varia mucho la interaccion en términos de afinidad
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0 estabilizacion del complejo. A pesar de ello, hay ciertas diferencias entre la
interaccion de la construccion NTD-MBD-ID con la proteina completa
comparar los pardmetros termodindmicos. Esto puede ser debido a que estas
zonas modulen a su vez la interaccion en el segundo sito de unién pudiendo
alterar los parametros de union, por ejemplo, generando barreras cinéticas a la
disociacion del complejo.

5.3 Interaccién de MeCP2 con histonas.

Teniendo en cuenta la capacidad de MeCP2 para interaccionar masivamente con
la cromatina a nivel del nucleosoma, la funcion de MeCP2 como proteina de
andamiaje sustituyendo a H1 como nexo entre nucleosomas, la presencia de las
colas desordenadas de histonas que sobresalen de los mismos, constituyendo
hot spots epigenéticos que modulan la accesibilidad de muchas proteinas al
DNA, y la capacidad de MeCP2 para interactuar con una amplia gama de
partners bioldgicos, no seria totalmente inesperado algin tipo de interaccion
entre MeCP2 y las histonas nucleosomales. Siguiendo esta hipotesis, en este
trabajo hemos aportado pruebas directas de la interaccion de MeCP2 y MBD
con las cuatro histonas canonicas.

Las principales limitaciones de este estudio son el uso de la construccion del
MBD aislado para la mayoria de ensayos en vez de la proteina completa, y que
no se ha completado la caracterizacion biofisica de la union en su totalidad (es
decir, se ha demostrado la interaccidn y determinado la afinidad de interaccion,
pero no se han estimado las contribuciones entalpicas y entropicas de dicha
interaccién, siendo en cierta manera aspectos secundarios).

Aunque las pruebas iniciales se realizaron con la proteina completa, la mayoria
de los experimentos se llevaron a cabo con el MBD, debido a su relevancia
funcional y la facilidad de trabajo (la construccion MBD presenta menor
propension a agregar y precipitar, y se degrada mas dificilmente que la proteina
completa). Se ha proporcionado evidencia directa de la existencia de un sitio de
unién a histonas en el MBD, lo que sugiere que MeCP2 interactla con las
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histonas a través de este dominio y también se plantea la posibilidad de que el
segundo sitio de union a histonas que se observa en la proteina completa se
localice en el dominio TRD/NID.

Como no se han hecho todos los ensayos para una caracterizacion biofisica de
estas uniones hay evidencia de interaccion directa y una medida de afinidad,
pero no se han obtenido el resto de los pardmetros termodindmicos
independientes del buffer (entalpia y entropia de interaccion), capacidad

calorifica de interaccion, el nimero de protones intercambiados con el medio....

El MBD interactta con las cuatro histonas nucleosomales con una afinidad
similar (Kq =~ 30-60 nM), mostrando baja especificidad dentro de esta familia de
proteinas, lo cual tiene sentido teniendo en cuenta la similitud estructural y
funcional entre histonas. Sin embargo, considerando el rango de afinidades y
los valores de entalpia de interaccion medidos, la unién es de alta especificidad
dentro del interactoma completo de MeCP2, ya que la afinidad es elevada y la
concentracién de las histonas es igualmente elevada. Incluso teniendo en cuenta
la contribucion del buffer a los parametros termodindmicos medidos, la
interaccibn MBD-histonas parece estar dirigida principalmente por una
contribucion entalpica muy favorable y exotérmica (de -19 a -56 kcal/mol),
acompafiada de una penalizacion entrépica, seguramente debida a la restriccion
de movilidad o plegamiento parcial de regiones desordenadas de ambas
proteinas al unirse. Las contribuciones entalpicas fuertes son comunes en
interacciones proteina-proteina que involucran proteinas intrinsecamente
desordenadas (IDPs) (Hadzi & Lah, 2022; Zavrtanik et al., 2021). Cuando hay
una reduccion significativa en la afinidad de union, como el efecto de la
mutacion R106W en la interaccién con H2A o H2B, también se observa una

interaccion entalpica menos favorable o incluso desfavorable.

Los experimentos se han hecho en condiciones no fisioldgicas: en tampon Tris
50 mM, pH 7, NaCl 20 mM. EI tampon Tris tiene una entalpia de ionizacion
elevada que puede distorsionar las entalpias y entropias de interaccion aparentes
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y sean muy diferentes de los parametros intrinsecos, de forma que, aungue la
interaccion esté suficientemente probada y las afinidades medidas son fiables,
hay que ser cautelosos con la descomposicion en componentes entalpicos y
entrépicos, hasta que se realice una caracterizacion biofisica completa, que no
entraba dentro de los objetivos de este estudio. La fuerza iénica del medio puede
variar la fortaleza y selectividad de la interaccidn, sobre todo teniendo en cuenta
la gran cantidad de grupos cargados y polares presentes en las IDPs. Sin
embargo, los estudios con alta fuerza idnica prueban que, aunque la afinidad se
vea reducida al aumentar la fuerza ibnica, sigue teniendo unos valores
suficientemente altos como para que la interaccion MeCP2:histonas sea
biolégicamente relevante, sobre todo teniendo en cuenta las altas
concentraciones de estas proteinas en el nicleo.

Observando los resultados de la interaccién con H3 trimetilada, se ha probado
que la trimetilacién en las posiciones K4 y K9 apenas afecta a la afinidad de
interaccién entre MBD e histonas, mientras que la trimetilacion en K27 y K36
reduce significativamente la afinidad de interaccion. Esto sugiere que el sitio de
unién de MeCP2 se encuentra en la regién de la cola desordenada de histonas
cercana al nucleosoma (figura 5.3). Los dos sitios de union a histonas, unidos
a los dos sitios de union a dsDNA explicarian la funcién arquitectural en la
cromatina llevada a cabo por MeCP2 generando complejos, involucrada en
interacciones ternarias o de orden superior, al unirse a otros elementos nucleares
ya descritos. Se ha reportado anteriormente que MeCP2 se une especificamente
a nucleosomas en los que K27 esta trimetilada, con algin tipo de dependencia
de la metilacion del DNA como mecanismo de refuerzo hacia la represion
transcripcional (W. Lee et al., 2020; Thambirajah et al., 2012). Aunque nosotros
hemos observado un resultado similar con la construccion NTD-MBD-ID
(aumento de afinidad frente a dsSDNA metilado en presencia de H3), la afinidad
de interaccion de MBD con H3 disminuye cuando K27 esta trimetilada. Sin
embargo, la comparacion directa con los resultados anteriores no es apropiada
porque en nuestro caso la mayoria de los experimentos se realizaron in vitro con
MBD aislado y con proteinas purificadas en solucién, que es un escenario
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Figura 5.3. Modelos estructurales de MBD y H3 dentro del nucleosoma. (a) Modelo
AlphaFold (https://alphafold.ebi.ac.uk) para la estructura de MBD (UniProt: AOA075BPH5)
mostrando la localizacién de las dos mutaciones asociadas al sindrome de Rett estudiadas en
este trabajo: R106 (rojo claro) y R133 (rojo oscuro). (b) Estructura del nucleosoma (cédigo
PDB: 1kx5), mostrando el octdmero de histonas como modelo cartoon (histonas en diferentes
colores, H3 en naranja) y el dsDNA como modelo stick (gris). El modelo AlphaFold para la
histona H3 aislada (UniProt: B4E380) también se muestra a la derecha. Las lisinas K4, K9,
K27 y K36 se muestran en modelo de esfera. Las flechas negras apuntan a K27 y K36, situadas
cerca del nucleosoma

diferente comparado con la interaccion de MeCP2 con nucleosomas dentro de
la célula, lo que puede afadir elementos/factores intrinsecos o extrinsecos
adicionales (por ejemplo, dominios de MeCP2 u otras moléculas) que medien
dicha interaccion. Por tanto, se requiere mas trabajo para evaluar este posible
efecto de cooperatividad.

La trimetilacion en las posiciones K9 y K27 de las histonas se asocia a la
represion transcripcional, mientras que la trimetilacion en K9 y K36 tiene un
efecto contrario. Como MeCP2 es conocido como mediador de represion, se
podria pensar a priori que su union estaria correlacionada con las marcas
histdnicas asociadas también a represion, ya sea por aumento de afinidad
cuando H3 tiene marcas asociadas a represion transcripcional o por disminucion
de afinidad cuando H3 tiene marcas asociadas a activacion transcripcional. Sin
embargo, sorprendentemente, la unién de MBD depende de la localizacién de
la metilacién, independientemente del efecto bioldgico de la marca. Esto apoya
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el hecho de que la regulacién epigenética de MeCP2 no es un simple interruptor
de "encendido" o "apagado”, sino un ajuste fino resultado de multiples sefiales
que influyen en la expresion génica segln el contexto molecular.

Los ensayos de interaccion de complejos ternarios que incluyen a MeCP2 con
H3 y el dsDNA responden a alguna de las cuestiones que se quedaron sin
responder anteriormente: pequefia diferencia entre la afinidad in vitro de
MeCP2 por el dsDNA metilado y sin metilar frente a una preferencia
considerable in vivo por dsDNA metilado. En el contexto de los complejos
ternarios, se observa que aumenta la diferencia entre de afinidad de interaccion
con dsDNA metilado y no metilado. Es decir, la formacion de un complejo de
MeCP2 con H3 parece causar un cambio conformacional en MeCP2 que
aumenta su capacidad de discriminar entre los diferentes estados de metilacion
del dsDNA. Sin embargo, esto es s6lo una parte de los procesos biofisicos
implicados en la lectura de marcas epigenéticas y regulacion transcripcional.
Por ejemplo, se sabe que MeCP2 puede inducir la separacién de fases liquido-
liquido (LLPS) en presencia de dsDNA con suficiente longitud, y que este
proceso es dependiente de la metilacion del dsDNA (H. Zhang et al., 2022), lo
que puede contribuir a su capacidad de discriminacién de estados de metilacion
de dsDNA.

En conjunto, con nuestros datos se abre camino a mas estudios que podrian
proporcionar informacion sobre cémo la formacion del complejo con las
histonas puede alterar el proceso de separacion de fases en presencia de dsDNA,
y si las marcas epigenéticas en histonas o las mutaciones causantes de RTT
pueden tener un efecto (des)estabilizante de las droplets generadas tras la
separacion de fases, y tener un impacto en la estructuracion de la
heterocromatina in vivo. Otra cuestién no resuelta es la interaccion de MeCP2
con las histonas en el contexto del octamero plegado, y més alla, formando un
nucleosoma con la hebra de dsDNA.
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5.4 Fisiopatologia de las mutaciones causantes de RTT

Las regiones desordenadas en las proteinas estdn compuestas principalmente
por aminoacidos polares y cargados que tienen una alta propension a estar
expuestos al solvente. A pesar de su falta de estructura definida, estas regiones
pueden afectar a la conformacion y funcion de la proteina a través de
interacciones estéricas y electrostaticas. Aunque hemos demostrado que las
regiones desordenadas son esenciales para MeCP2 y alteran considerablemente
su estructura, estabilidad y afinidad por sus ligandos, lo cierto es que las
mutaciones de MeCP2 asociadas a RTT se encuentran en su mayoria en las
regiones estructuradas de la proteina. De hecho, se han descrito diferentes
variantes de MeCP2 mutadas en el dominio ID que no son causantes de
patologia (por ejemplo, T196S y T197M), mientras que las Unicas mutaciones
patoldgicas encontradas en este dominio son mutaciones sin sentido que causan
un truncamiento prematuro de la proteina, de forma que los efectos patoldgicos
pueden estar causados por la falta de dominios efectores, como puede ser el
TRD (Miltenberger-Miltenyi & Laccone, 2003). Esto puede deberse a que la
plasticidad estructural, asi como la abundancia en aminoacidos de
caracteristicas similares, puede ejercer un papel amortiguador o adaptativo de
forma que las mutaciones en este dominio tengan poco o ningun efecto en la

capacidad de unién al dsDNA.

Las dos mutaciones causantes de RTT que hemos estudiado (R106W y R133C)
se encuentran en la region estructurada del MBD, y sus efectos son diferentes
debido a sus caracteristicas quimicas y ubicacion en la proteina. R106W
involucra la sustitucion de una arginina por un residuo hidrofébico més grande,
mientras que R133C implica la sustitucién de una arginina por un residuo polar
mas pequefio. Ademas, R106 esta lejos de la interfaz de unién al DNA, no
genera interacciones con él, pero si genera interacciones intramoleculares con
otros residuos de la proteina (concretamente cuatro puentes de hidrégeno con
M94, D156, T158 y V159) mientras que R133 se encuentra en la interfaz de
unién al DNA, interaccionando con él mediante enlaces de hidrogeno/van del
Waals, aunque genera menos interacciones intramoleculares (solo un puente de
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hidrogeno con E137, Figura 5.2). Estas diferencias ya sugieren a priori que
R106W podria causar una distorsion estructural significativa mientras que
R133C tendria un impacto estructural menor y esta en consonancia con nuestros
datos experimentales de estructura y estabilidad térmica.

Los resultados presentados muestran gque el impacto de las sustituciones R106W
y R133C en la estabilidad estructural y la capacidad de unién al dsDNA depende
del contexto molecular, es decir, si estan presentes o no los dominios
desestructurados. Las sustituciones R106W y R133C aumentan la estabilidad
térmica de MBD, pero disminuyen la estabilidad térmica de NTD-MBD-ID; y
los efectos sobre la unioén a los diferentes tipos de dsDNA también son
diferentes al utilizar las construcciones con estos dominios.

Como se esperaba, se observaron los mayores cambios en el perfil
termodinamico de union causados por las mutaciones asociadas al sindrome de
Rett en el sitio de alta afinidad de NTD-MBD-ID, que es el sitio ubicado en el
MBD. El principal efecto de R106W es la reduccién en la afinidad del sitio de
alta afinidad para todos los tipos de dsDNA (CpG-dsDNA, mCpG-dsDNA y
hmCpG-dsDNA), y el principal efecto de R133C es la reduccion en la afinidad
del sitio de alta afinidad especificamente para hmCpG-DNA. Esto concuerda
con la informacion estructural: 5hmC se coordina con R133 a través de dos
enlaces de hidrdgeno, que estan ausentes para 5mC (Figura 5.2). Por lo tanto,
la sustitucién de arginina por cisteina tendria un impacto mayor en 5hmC en
comparacion con 5mC. Estos resultados sugieren que R106W, una sustitucion
de un residuo polar por un residuo hidrofébico dentro del ntcleo de MBD lejos
del sitio de unidn al DNA, afecta la arquitectura global de MBD y la interaccion
con todos los tipos de dsDNA, mientras que R133C, una sustitucion de un
residuo polar por otro residuo polar dentro del sitio de unién al DNA, afecta
especificamente la interaccion con dsDNA que lleva una modificacion
particular de citosina (5hmC). Esto también concuerda con una menor
estabilidad de NTD-MBD-ID R106W en comparacion con la mutacion R133C.
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Por lo tanto, la mutacion R106W tendria un efecto perjudicial global,
independientemente del nivel de metilacion del DNA, la relacion
metilacién/hidroximetilacién, o la etapa de desarrollo celular, mientras que la
mutacion R133C tendria un impacto dependiente de la presencia de 5hmC, por
lo que el efecto dependeria de la etapa de desarrollo celular/tejido/organismo,
ya que, por ejemplo, los niveles de 5hmC se ven elevados durante el desarrollo
neuronal a medida que las neuronas maduran a partir de células progenitoras.
Esto podria contribuir a explicar las diferencias en la gravedad fenotipica y el
tiempo de inicio de la enfermedad relacionado con diferentes mutaciones del
sindrome de Rett. Desde un punto de vista traslacional, este conocimiento sobre

el efecto de las mutaciones asociadas al Rett en la unidn al DNA podria abrir
nuevas vias terapéuticas mas racionales y eficaces. En el caso de pacientes con
la mutacion R133C, donde hay una disminucién especifica en la afinidad por el
hmCpG-DNA, un enfoque estratégico que apunte temporalmente al sistema
TET podria llevar a una regulacién de la union de MeCP2 a las islas CpG en el
cerebro al reducir la relacion 5hmC/5mC; sin embargo, el efecto global de este
enfoque debe evaluarse, debido al papel biol6gico del hmCpG-DNA. Por otro
lado, los pacientes con la mutacion R106W, donde la pérdida en la estructura
proteica conduce a una interaccion deficiente con el DNA de manera global
(independientemente de la modificacion epigenética), se beneficiarian mas del
desarrollo de chaperonas moleculares que recuperen la estructura funcional de
MeCP2y, por lo tanto, restauren su capacidad de unirse al DNA.

Considerando el impacto de las mutaciones R106W y R133C en la afinidad de
interaccién del MBD con las diferentes histonas, que causa una reduccion
significativa de la afinidad inducida por R106W por las histonas H2A y H2B,
en comparacion con un efecto insignificante de R133C, es razonable concluir
que el sitio de unién para estas histonas en el MBD se encuentra cerca de la
arginina 106, detras del sitio de union al DNA. Teniendo en cuenta el efecto
casi nulo de las mutaciones causantes de RTT con H3 y sus variantes
trimetiladas, se puede concluir que estos residuos (R106 y R133) no estan
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implicados en el reconocimiento directo de la trimetilacion, de forma que el
pequefio efecto observado puede ser derivado de las consecuencias estructurales
de las mutaciones y no en la interrupcion de los contactos generados con la
histona H3 (Figura 5.3). Las limitaciones del estudio son, una vez mas, que la
mayoria de ensayos se han realizado con el constructo MBD, que no es
representativo de la totalidad de la proteina (que tiene otro sitio de union para
histonas en los dominios distales), aungue es esperable que el efecto deletéreo
de estas mutaciones se concentre en el sitio de union en el MBD, pero no es
descartable que haya efectos alostéricos en otras partes de la proteina.

El efecto observado de estas dos mutaciones (cambios en la estabilidad
estructural, efectos especificos de capacidad de lectura de la metilacion del
DNA y en la union a histonas) se correlaciona con su puntuacién o evaluacién
clinica de la gravedad. R133C se asocia con una puntuacién fenotipica mas leve
gue R106W, y tiene un menor efecto deletéreo a todos los niveles que hemos
estudiado: sobre la estructura y la estabilidad de la proteina, sobre la afinidad al
dsDNAy las histonas.

5.5 Desarrollo de farmacos para RTT

MeCP2 es una proteina que desempefia un papel crucial en la regulacion de la
expresion génicay en el desarrollo del sistema nervioso. Dado que MeCP2 esta
involucrado en mdaltiples cascadas de sefializacion y procesos celulares, su
disfuncion conduce a una amplia gama de alteraciones en el organismo.

La complejidad de estas alteraciones hace que el tratamiento dirigido a una sola
ruta afectada, aunque pueda aliviar algunos sintomas, no sea suficiente para
revertir completamente el fenotipo de RTT. Dado que la terapia génica para
MeCP2 todavia no es una opcién viable (aunque esta en desarrollo), la busqueda
de chaperonas farmacolodgicas que sean capaces de corregir el efecto deletéreo
en la estructura y recuperar la funcién de la proteina al inicio de las vias
proporciona un enfoque mas integral para el tratamiento de RTT. Mientras
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tanto, el tratamiento actual para RTT se enfoca en el manejo de los sintomas y
la mejora de la calidad de vida de los pacientes.

Aunque el uso del TSA ha sido ampliamente probado para identificar
compuestos que interactien con una proteina diana, la estrategia novedosa de
llevar a cabo el cribado con el complejo dsSDNA-MeCP2 preformado ha
resultado ser una buena estrategia. Dado que MeCP2 tiene numerosos partners
biolégicos, acotar la porcion de la proteina utilizando una proteina truncada con
los dominios representativos para la unién (NTD-MBD-ID) y utilizar el
complejo con dsDNA como diana, en lugar de la proteina aislada, permite
dirigir la seleccion de compuestos hacia funciones especificas. Ademas,
también ha permitido identificar a posteriori inhibidores de la proteina. Esta
diferenciacion entre activadores e inhibidores no puede hacerse en el caso en el
que lo que se identifica son compuestos que se unen al estado nativo de la
proteina, ya que ese método no discrimina por efecto bioldgico y necesita de
una comprobacion posterior del efecto sobre la funcion de la proteina.

Un aspecto relevante a considerar en el estudio es como afectan los compuestos
a la interaccion de MeCP2 con cada variante del dsDNA, especialmente en el
caso de la mutacion R133C, donde se debe asegurar que el compuesto
seleccionado estabilice especificamente la interaccion de MeCP2 con el 5hm-
CpGdsDNA. Por otro lado, para la mutacion R106W, el efecto estabilizador
debe abarcar todas las variantes de dSDNA. También seria interesante investigar
el efecto sobre la unién a histonas, aunque esto no se tuvo en cuenta al disefiar
el cribado y la seleccion de compuestos.

Un punto interesante es que los datos de estabilizacién del complejo MeCP2-
dsDNA, tanto con la proteina WT como con los mutantes, correlaciona con los
datos de unién al promotor de BDNF en el modelo celular, aunque hay ciertas
discrepancias. ElI compuesto DOA15 es el que induce un mayor efecto
estabilizador in vitro, con mucha diferencia con todas las variantes de MeCP2
utilizadas, y, en el caso de los estudios de ChlP, genera un gran aumento de
union a todos los promotores estudiados de forma inespecifica. EI compuesto
RAOS genera un efecto claro con MeCP2 WT, aunque en el caso de los
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mutantes no se observa tan bien el efecto en union a los promotores. Esto no
correlaciona con el efecto que hemos observado sobre la expresion de estos
genes.

El proyecto ha enfrentado desafios en el escalado a modelos celulares y en la
seleccion de ensayos funcionales para estudiar el posible efecto terapéutico de
los compuestos. Dada la gran variedad y abundancia de sitios de unién de
MeCP2 en la cromatina y la cantidad de genes regulados por esta proteina, los
enfoques gue se han usado en este trabajo son reduccionistas, con el objetivo de
establecer varios niveles de seleccién de compuestos para encontrar los mas
prometedores. Para caracterizar apropiadamente el efecto de las mutaciones
causantes de Rett y el efecto del tratamiento con los compuestos DOA y RAO
hace falta un enfoque diferente, incluyendo varias "6micas” (la transcriptomica,
concretamente) que pueden aportar un enfoque mas global al estudio de las vias
implicadas, aunque esto no fue parte de los objetivos de esta tesis doctoral.

A pesar de las limitaciones en las conclusiones debido a los resultados limitados,
se ha comprobado que la hipdtesis que motivo el disefio del cribado
experimental (utilizar el complejo MeCP2:dsDNA como diana en vez de la
proteina sola para dirigir el efecto de los compuestos seleccionados) es correcta,
y se han obtenido al menos dos compuestos que podrian servir como base para
el desarrollo de farmacos capaces no solo de estabilizar el complejo
MeCP2:dsDNA a nivel celular, sino también de generar una respuesta a nivel
de regulacion de la transcripcion. Ademas, se han establecido metodologias méas
sencillas que la transcriptomica para llevar a cabo las primeras etapas de
seleccion de compuestos, como la estabilizacion del complejo con MeCP2 tanto
en su forma WT como mutante, y el estudio del efecto del tratamiento con
compuestos sobre la expresion de BDNF y IGF2. Especificamente, el
compuesto RAO5 ha demostrado un perfil muy interesante y que merece ser
desarrollado, ya que ha normalizado la unién de MeCP2 a los promotores diana
seleccionados y ha generado una normalizacion de la expresion de estos genes
mediada por MeCP2.

210




El modelo celular linfoblastoide a partir de células de pacientes RTT podria
haber permitido el estudio de los compuestos si se hubieran obtenido lineas
inmortalizadas con diferentes mutaciones. Sin embargo, al no expresar de forma
basal los genes diana implicados en la patologia de RTT, es necesario
desarrollar y caracterizar modelos méas apropiados para futuras etapas de
seleccion de compuestos. Aunque algunos compuestos seleccionados
inicialmente en el cribado no mostraron el efecto biol6gico esperado, esto
podria ser debido a problemas de internalizacién celular, degradacion o
localizacién en el nlcleo, donde deben actuar.

Un concepto clave que hay que tener en cuenta al desarrollar este tipo de
farmacos es la ventana terapéutica, es decir, la diferencia entre las
concentraciones que generan un efecto bioldgico terapéutico beneficioso y las
concentraciones que generan un efecto toxico perjudicial. Aunque es de esperar
la aparicion de cierta toxicidad y efectos secundarios inespecificos con
cualquier tratamiento farmacoldgico, considerando que intentamos modular la
maduracién del sistema nervioso, habria que acotar muy estrictamente las dosis
aplicadas para evitar otros efectos no deseados, y el aumento de esta ventana
terapéutica debe ser uno de los puntos mas importantes a la hora de optimizar y
desarrollar farmacos a partir de los compuestos que hemos identificado en este
estudio.

Durante el proyecto se intent6 llevar a cabo estudios sobre el proceso de
diferenciacion neuronal utilizando precursores neuronales como punto de
partida. Sin embargo, la falta de caracterizacion previa del modelo celular
mutante impidio obtener resultados concluyentes en este sentido.

Desde un punto de vista mas global, viendo en retrospectiva todos los resultados
obtenidos del estudio de los compuestos seleccionados como estabilizadores del
complejo MBD:dsDNA (RAOs) o del complejo NTD-MBD-ID:dsDNA
(DOASs), podemaos decir que aunque se pueda pensar que el disefio experimental
que ha llevado a la seleccién de los compuestos DOA es mas apropiado, por la
gran influencia de los dominios desordenados en la formacion del complejo
diana, el cribado utilizando el MBD ha demostrado ser un buen enfoque
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igualmente. Compuestos seleccionados en cada uno de los cribados (RAQO5 y
DOAI15) han generado resultados alentadores que pueden proporcionar un
scaffold interesante y prometedor para desarrollar farmacos frente a RTT.

5.6 Identificacion de farmacos para PDAC

La inhibicion de MeCP2 puede ser interesante, terapéuticamente hablando, para
diversas patologias, tal y como se ha comentado antes, incluyendo el sindrome
de duplicacién de MECP2, diversos tipos de cancer o problemas de naturaleza
neuroldgica. Teniendo en cuenta que MeCP2 interviene en el desarrollo y
maduracion neuronal en la infancia, la inhibicion transitoria de su actividad en
pacientes adultos no deberia suponer un problema grave, aungue teniendo en
cuenta la multifuncionalidad de MeCP2 hay que tener en cuenta posibles efectos
secundarios. La motivacion para centrarnos en PDAC parti6 de la necesidad
social de busqueda de herramientas para afrontar el tratamiento de esta
enfermedad, el poco estudio previo realizado en cuanto a MeCP2 como diana
relacionada con PDAC, y la presencia de patrones de hipermetilacion aberrantes
en PDAC, lo que puede permitir abrir nuevas vias que no se han explorado adn,
y la posibilidad de establecer diferentes colaboraciones con expertos en este tipo
de patologias que han permitido la realizacion de los ensayos presentados en
esta tesis y la planificacion de las siguientes etapas a explorar.

El uso de los estudios de citotoxicidad para la seleccion de compuestos ADO
puede dar pistas sobre el efecto diferencial que tienen los compuestos sobre
células tumorales y no tumorales, sin embargo, los modelos celulares tumorales
utilizados no representan la heterogeneidad celular presente en los modelos de
PDAC reales.

Ademas, tal y como ocurre en el caso de RTT, la amplia distribucion y el gran
nimero de genes regulados por MeCP2 dirigen el estudio hacia el uso de
“Omicas” en siguientes etapas del proyecto. En primer lugar, habria que tener
en cuenta el estudio metilomico de lineas celulares y tejidos tumorales de
pacientes PDAC. Aunque ya se ha descrito ampliamente el desajuste de
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metilacion (hipermetilacion en promotores e hipometilacion en cuerpos de
genes) que hay en las lineas celulares que hemos utilizado (PANC-1, MiaPaCa-
2), nuestro estudio se beneficiaria mucho de la caracterizacion concreta del
metiloma de estas lineas, para saber qué genes estdn desregulados
epigenéticamente y determinar asi puntos y metodologias de control para el
estudio de eficacia terapéutica de los compuestos, ya sea mediante estudios de
transcriptomica o estudios de expresion de ciertos genes de manera mas local.

El uso de estos compuestos inhibidores no pretende en ningiin momento ser
ejercido como monoterapia, que no es muy prometedora en tumores como
PDAC. En vez de eso, lo que pretendemos es modificar la programacion
metabolica de las células tumorales para disminuir ciertas caracteristicas
tumorales, como pueden ser la capacidad de invasion y migracion, el grado de
potencialidad, o la resistencia a quimioterapicos o a la respuesta inmune, de
forma que el estudio de citotoxicidad que hemos planteado deberia
complementarse con estudios de sinergia con otros agentes quimioterapicos y
estudios de reprogramacion metabolica.

Esta parte del proyecto ha abierto una via interesante en el desarrollo de
farmacos, que solo acaba de empezar a explorarse. De hecho, los compuestos
ADOs seleccionados provienen Unicamente de la quimioteca Prestwick, y ya
hay datos de compuestos con efecto similar procedente de la quimioteca
HitFinder. La integracién de los datos obtenidos hasta la fecha en términos de
clusterizacion, agrupamiento y clasificacion de compuestos por su naturaleza
quimica, caracteristicas de unién a MeCP2 (que se puede llevar a cabo de
manera sencilla mediante herramientas bioinformaticas de docking o dindmica
molecular) y el efecto bioldgico puede permitir hacer una seleccion mas dirigida
y efectiva de compuestos que ejercen un efecto inhibitorio de la unién en el
ensayo de cribado por TSA, y buscar caracteristicas comunes que puedan llevar
a un desarrollo racional de los derivados de estos compuestos.
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Finalmente, al igual que con los compuestos estabilizadores del complejo
MeCP2:dsDNA, es crucial estudiar en mayor profundidad el efecto de los
compuestos inhibidores méas prometedores (ADO6 y ADO7) para comprender
como afectan a la regulacion génica en el contexto de la inhibicién de MeCP2.
La inhibicién de MeCP2 podria tener un impacto significativo en la regulacién
de la expresién génica, ya que esta proteina juega un papel crucial en la
modulacién de la actividad génica mediante la union al DNA metilado. Al
inhibir MeCP2, podrian producirse cambios en la actividad transcripcional de
los genes que normalmente regula, lo que a su vez podria afectar diversos
procesos celulares y fisiolégicos. Para determinar los efectos a nivel de
regulacion génica que puedan surgir debido a la inhibicion de MeCP2, se
necesitarian estudios detallados y exhaustivos utilizando técnicas como analisis
de expresién génica, secuenciacion de RNA, y otros métodos moleculares y
celulares. Estos estudios permitirian identificar los genes especificos que se ven
afectados por la inhibicion de MeCP2 y como estos cambios pueden influir en
diversas funciones celulares y patologias.

Es importante tener en cuenta que, si bien la inhibicion de MeCP2 podria ser
una estrategia terapéutica potencial para ciertas condiciones médicas, también
es necesario tener precaucion, ya que esta proteina tiene funciones importantes
en el desarrollo y funcionamiento normal del sistema nervioso, entre otros. Por
lo tanto, cualquier enfoque terapéutico que implique la inhibicion de MeCP2
debe ser cuidadosamente evaluado para garantizar que los efectos sobre la
regulacion génica sean beneficiosos y no perjudiciales para la salud, o al menos
el perjuicio sea transitorio y menor que el posible beneficio.
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6. CONCLUSIONES

6.1 Contribucion de los diferentes dominios en la

estructura y estabilidad de la proteina

MeCP2 es una proteina intrinsecamente desestructurada con una Tm
(temperatura de desplegamiento) relativamente baja. EI dominio MBD tiene una
estabilidad marginal, pero ésta se incrementa cuando los dominios flanqueantes
NTD e ID estan presentes. EI dominio ID muestra el mayor efecto estabilizante
sobre el dominio MBD.

Los dominios NTD e ID parecen desempefiar un papel estructural y funcional
importante en MeCP2, lo que contribuye a su naturaleza multifuncional y al
impacto de las mutaciones ubicadas dentro de las regiones desordenadas.

Factores intrinsecos, como la presencia de dominios flanqueantes y la dindmica
y movilidad de las regiones desordenadas, asi como factores extrinsecos como
la concentracion ionica y las moléculas de agua, modulan fuertemente las
propiedades estructurales globales y las capacidades funcionales de MeCP2.

MeCP2 es una proteina intrinsecamente desordenada multidominio en la que el
dominio MBD, responsable principal del reconocimiento del DNA, se ve
sustancialmente influenciado por sus dominios desordenados flanqueantes.

La construccion NTD-MBD-ID muestra diferencias funcionales y
caracteristicas estructurales diferenciales en comparacion con el dominio MBD
aislado. Presenta un paisaje conformacional con mayor complejidad, donde los
estados parcialmente desplegados pueden ser funcionalmente relevantes, una
menor cooperatividad de despliegue debido a la coexistencia de estados
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intermedios parcialmente desplegados y una estabilidad relevante menor que el
MBD, pero una mayor estabilidad global a temperaturas moderadas.

Desde el punto de vista estructural y funcional, la construccion NTD-MBD-ID
representa un modelo minimo estructural y funcional respecto a la interaccién
don dsDNA.

6.2 Interacciéon con dsDNA sin metilar, metilado e
hidroximetilado. Contribucion de los diferentes

dominios

MeCP2 interactia con dsDNA metilado, hidroximetilado y no metilado,
mostrando afinidades similares con una ligera preferencia por el dsDNA
metilado.

La interaccién con el DNA contribuye significativamente a estabilizar la
estructura de MeCP2, con una mayor estabilizacion observada correspondiente
a la union con el dsDNA metilado, seguida del hidroximetilado y finalmente el

no metilado.

MeCP2 presenta dos sitios de unién independientes (MBD e ID/TRD) que
interactian con dos moléculas diferentes de dsDNA con afinidades muy
diferentes, en el rango subnanomolar y en el rango submicromolar,
respectivamente.

La presencia del sitio de unién localizado en los dominios ID/TRD potencia
considerablemente la afinidad (>400 veces) del sitio de unién localizado en el
MBD, mientras que el dominio CTD parece no tener un papel relevante en la
interaccién MeCP2-dsDNA.

Los perfiles termodindmicos del dominio MBD al interactuar con dsDNA son
diferentes de los correspondientes a la construccion NTD-MBD-ID y a la
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proteina completa MeCP2 en su interaccion con dsDNA. Aunque MeCP2 es
una proteina desestructurada, los dominios no estructurados contribuyen a su
estabilidad estructural y a la interaccion con el dsDNA.

La interaccion de MeCP2 con dsDNA hidroximetilado es diferente en
comparacion con el dsDNA metilado o no metilado. Esto podria reflejarse en
una conformacion diferente de MeCP2, lo que afectaria la configuracion
arquitectdnica de la cromatina y sus interacciones con elementos de maquinaria
de transcripcion.

Las moléculas de agua atrapadas en la interfaz entre MeCP2 y el dsDNA
desempefian un papel importante en la interaccion.

6.3 Interaccion con las cuatro histonas canonicas H2A,
H2B, H3 Y H4. Efecto de la trimetilacidon en lisina en
diferentes posiciones de H3.

MeCP2 se une directamente y con alta afinidad a las cuatro histonas que
componen el nucleosoma (H2A, H2B, H3 y H4) con un sitio de unién en el
dominio MBD vy otro sitio de unién adicional en otro dominio (posiblemente,
NID/TRD). Este hecho es de gran importancia debido a la abundancia y
relevancia estructural/funcional de estas proteinas, asi como su papel crucial en
la regulacion epigenética, expandiendo asi su interactoma conocido.

La trimetilacion de las lisinas en diferentes posiciones de H3 modula la unién
de esta histona a MeCP2. Esto implica que MeCP2 lee marcas epigenéticas a
nivel de modificacion postraduccional de histonas, ademas de la metilacion del
DNA.

Concretamente, las marcas H3K27me3 y H3K36me3 disminuyen la afinidad de
la histona por MeCP2.
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Cuando MeCP2 estd unido a la histona H3, mejora su capacidad de
discriminacion del estado de metilacion del DNA, pero dejan de observarse dos
sitios de union por el mismo. Es posible que la interaccion con histonas impida
estéricamente la unién de dsDNA al segundo sitio.

6.4 Efectos de las mutaciones causantes de RTT
R106W y R133C sobre la estructura y estabilidad de
MeCP2, asi como en la unién a dsDNA e histonas.

Las mutaciones asociadas al sindrome de Rett provocan alteraciones
significativas en la estabilidad de la proteina MeCP2 y en el efecto estabilizante
causado por el dsDNA.

Los efectos sobre la estabilidad de la proteina son completamente diferentes
segun la localizacién de la mutacion y las interacciones intramoleculares
afectadas. El entorno de la mutacion es crucial e influye fuertemente en el
impacto perjudicial potencial en la estabilidad y la funcionalidad de MeCP2,
condicionando su capacidad para interactuar con dsDNA e histonas.

Los efectos de las mutaciones sobre la interaccion con dsDNA son dependientes
del contexto de la mutacién. Mientras que R133C anula la interaccién con
dsDNA en el MBD, R106W ligeramente la mejora; sin embargo, en la
construccion NTD-MBD-ID la presencia del segundo sitio de unién (ID/TRD)
restaura la interaccién en la variante R133C, mientras que reduce la afinidad en
la variante R106W.

Las mutaciones pueden tener efectos perjudiciales en regiones lejanas a través
de acoplamiento alostérico. El sitio de union del dominio ID se ve bastante
comprometido en términos de afinidad por las mutaciones en el dominio MBD,
lo que revela que la estructura del MBD podria ser indispensable para la
interaccion ID:dsDNA. Asi, la sustitucion R106W en NTD-MBD-ID no sélo
afecta al sitio de interaccion del MBD, sino que su influencia se extiende al sitio
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de interaccion del 1D, provocando una reduccion considerable de la afinidad de
union.

Las mutaciones en el dominio MBD asociadas al sindrome de Rett pueden
afectar la estructura y funcion de MeCP2 de diferentes maneras, distorsionando
la estructura global o local, restringiendo las propiedades estructurales en
regiones desordenadas, o dificultando la interaccién con dsDNA en general o
con tipos especificos de dsDNA modificado.

La mutaciébn R106W, que se asocia con un fenotipo grave, tiene efectos
perjudiciales globales, independientemente del nivel de metilacion del DNA (y
por lo tanto de la etapa de desarrollo celular), mientras que R133C, asociada a
un fenotipo leve, tiene un impacto dependiente de la hidroximetilacion del DNA
(y por lo tanto de etapa de desarrollo celular/organismo), lo cual podria explicar
las diferencias en la gravedad del fenotipo y el tiempo de inicio de la enfermedad
asociadas con diferentes mutaciones de Rett.

Ademas, las mutaciones asociadas al sindrome de Rett en MeCP2 pueden
afectar a la afinidad de esta proteina por las histonas. La mutacion R106W
disminuye la afinidad de la interaccion del MBD con H2A y H2B y elimina
completamente la interaccion con H4, mientras que la mutacion R133C no varia
la afinidad por ninguna de las cuatro histonas canonicas de manera significativa.

Ninguna de las dos mutaciones que hemos estudiado afecta a la capacidad del
MBD para reconocer la trimetilacion en H3 en ninguna de las cuatro posiciones
(K4, K9, K27, K36), con una variacion muy pequefia de las afinidades de union
a las variantes metiladas en comparacion con las no metiladas.
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6.5 Identificacion de farmacos utilizando el complejo
MeCP2-dsDNA como diana terapeutica.

MeCP2 es una potencial diana farmacolégica asociada directamente con el
sindrome de Rett (causado por la actividad deficiente de MeCP2) y PDAC
(donde puede haber un exceso de actividad de MeCP2 asociada a una
hipermetilacion del DNA), aunque ni en tumores PDAC ni en lineas celulares
tumorales pancreaticas hay sobreexpresion de MeCP2.

Se han identificado compuestos estabilizantes del complejo MeCP2:dsDNA,
denominados RAOs y DOASs, mediante un cribado de alto rendimiento basado
en su efecto estabilizador frente a la desnaturalizacién térmica (thermal shift
assay). Los RAOs, seleccionados utilizando el MBD como diana, y los DOAs,
seleccionados utilizando la construccion NTD-MBD-ID como diana, son
capaces de estabilizar el complejo MeCP2:dsDNA tanto con la variante WT
como con las variantes mutantes R106W y R133C. Estos compuestos ofrecen
una estrategia prometedora para el tratamiento de enfermedades relacionadas
con la disfuncién de MeCP2, como el sindrome de Rett.

De entre los compuestos seleccionados, RAOS5 mejora la union de MeCP2 a los
promotores de los genes diana en las lineas celulares linfoblastoides,
aumentando su expresion, excepto en la linea que contiene una variante de
MeCP2 truncada. En la linea de precursores neuronales, normaliza tanto la
unién a promotores de genes diana como su expresion. Por otro lado, DOA15,
que presenta los mejores valores de estabilizacion del complejo, aumenta la
union de MeCP2 a todos los promotores estudiados de forma mas inespecifica.

Ademas, se han identificado compuestos inhibidores o desestabilizadores de la
formacion del complejo MeCP2:dsDNA, denominados ADOs. Su union a
MeCP2 ha podido ser medida mediante calorimetria de titulacion isotérmica
(ITC) con afinidades en el rango submicromolar, lo que sugiere un potencial
para interferir con la interaccion MeCP2:dsDNA y modular la actividad de
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MeCP2. De entre ellos, algunos presentan citotoxicidad preferencial hacia
células pancredticas tumorales y menor en las no tumorales, observando que los
compuestos ADO6 y ADO7 mantienen esta actividad en lineas celulares
provenientes de tumores de pacientes.
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8.2 Listado de abreviaturas.

5-caC 5-Carboxilcitosina

5-fC 5-Formilcitosina

5-hmC. 5-Hidroximetilcitosina

5-hmuU 5-Hidroximetiluracilo

5-mC 5-Metilcitosina

A Adenina

ADEX Tumores endocrinos exocrinos aberrantemente diferenciados
AID/APOBEC Cidina deaminasa inducida por activacion/Complejo de enzima de
edicion del ARNm de apolipoproteina B

ATP Adenosin trifosfato

ATRX Sindrome de Retraso Mental ligado al Cromosoma X por Deficiencia
de Alfa-Talasemia

BAZ Proteinas Bazooka

BER Sistema de reparacién por escision de bases

Bdnf Factor neurotréfico derivado del cerebro

BPE Extracto de hipdfisis bovina

BRCA1/2. Gen de susceptibilidad al cancer de mama 1/2

C Citosina

Cas-9 Proteina nucleasa-9

CC50 Concentracion citotoxica 50%

CC95 Concentracion citotoxica 5%

CDH1 Cadherina 1

CDKL5 Quinasa semejante a ciclina 5

ChiP Inmunoprecipitacion de cromatina

ChlIP-seq Secuenciacion de inmunoprecipitacion de cromatina

CpA Dinucleétido Citosina Adenina

CpG Dinucleoétido Citosina Guanina

CREB1 Proteina de unién al elemento de respuesta al AMPc
CRISPR Repeticiones Palindrémicas Cortas Agrupadas y Regularmente
Espaciadas

CTDao. Dominio C-terminal a
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CTDp Dominio C-terminal 3

DLS Dispersion dindmica de luz

DIx6 Homeobox Distal-less 6

DMEM Medio de Aguila Modificado de Dulbecco
DNA Acido desoxirribonucleico

DNMT Metiltransferasa de DNA

DSC Calorimetria diferencial de barrido
dsDNA DNA de doble cadena

El, E2 (MeCP2) Isoformas 1 o0 2 de MeCP2

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

EMT. Transicion epitelio-mesenquimal

FAD. Dinucledétido de flavina y adenina
FOXA1/2. Forkhead box protein Al/2

FOXGL1. Forkhead box protein G1

FPLC. Cromatografia liquida de proteinas rapida
FRET. Transferencia de energia por resonancia de fluorescencia
G. Guanina

GluR2. Receptor de glutamato 2

GST. Transferasa glutation-S

H1. Histona 1

H2A. Histona 2A

H2B. Histona 2B

H3 Histona 3

H3K4me3 Histona 3 trimetilada en la lisina 4
H3K9me3 Histona 3 trimetilada en la lisina 9

H3K27me3 Histona 3 trimetilada en la lisina 27

H3K36me3 Histona 3 trimetilada en la lisina 36

H3K27C Histona 3 con sustitucion de la lisina 27 por cisteina
H4 Histona 4

HAT Histona acetiltransferasas

HDAC Desacetilasa de histona
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HDMT Demetiltransferasas de histona

hmCpA Dinucledtido CA hidroximetilado
hmCpG Dinucleétido CG hidroximetilado
HPLC Cromatografia liquida de alta presion
HP1 Proteina de heterocromatina

IPTG 1-Tio-B-D-galactopirantsido

ITC Calorimetria de titulacién isotérmica
ITPN Neoplasias tubulopapilares intraductales
K Lisina

Kd Constante de disociacion

LB Medio Luria-Bertani

MALDI-TOF Desorcidn/ionizacion laser asistida por matriz - tiempo de vuelo
MBD Dominio de unién a metil-CpG

MBP Proteinas de unién a metil

MDS Sindrome de duplicacién de MeCP2
MeCP2 Proteina de union a metil-CpG 2

MCN Neoplasia quistica mucinosa

NCoR Receptor corepressor 1

NMR Resonancia magnética nuclear

NTD Dominio N-terminal

O/N Durante la noche

ODeéoo Densidad 6ptica a 600 nanémetros
PanIN Neoplasia pancredtica intraepitelial
PDAC Adenocarcinoma pancreatico ductal
PD-L1 Ligando de muerte programada 1

PEST Secuencias ricas en prolina, acido glutamico, serina y treonina
PIPES Piperazina-N,N'-bis(2-etanosulfénico)
pKa Constante de disociacién acida

PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo

PTM Modificaciones post-traduccionales
R106W Arginina 106 Triptdfano
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R133C
RNA
RT-gPCR
RTT
SFB
SIRT-1
Sin3A
sSDNA
SSRNA
T158M
TEA
TET
TGF-g
TRD
TRIS
WT
YB-1

Arginina 133 Cisteina

Acido ribonucleico

Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real
Sindrome de Rett

Suero fetal bovino

Proteina sirtuina 1

Miembro regulador de la familia SIN3
DNA de cadena simple

ARN de cadena simple

Tirosina 158 Metionina

Trastornos del Espectro Autista
Ten-eleven translocation proteins

Factor de crecimiento transformante beta
Dominio represor de transcripcion
Tris(hidroximetil)aminometano

Proteina silvestre, sin mutaciones

Proteina de unién a la caja Y-box
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