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Un silenciamiento triple. 
 

El primer nivel de regulación es el más 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 metilación y oxidación, lo cual va a modular de forma 

directa la accesibilidad de las zonas promotoras a la maquinaria de 

transcripción. El segundo nivel de regulación es el reclutamiento por parte 

de MeCP2 de proteínas que actúan como activadores o represores de la 

transcripción. Su presencia en cada contexto molecular añadirá un nuevo 

efecto de regulación transcripcional. El tercer nivel de regulación es más 

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 remodelará las 

zonas del genoma que sean transcripcionalmente activas en cada tipo celular 

y momento del ciclo.



12  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



13  

Contenidos 
 

 

 

1.Introducción. .......................................................................................................... 18 

1.1  Epigenética. Visión general. ................................................................................ 18 

1.2 Modificación epigenética del DNA. ........................................................................... 20 

1.3 Modificación postraduccional de histonas. ................................................................. 27 

1.4 Methyl-CpG-binding protein 2 (MeCP2). ................................................................... 30 

1.5 Síndrome de Rett. ................................................................................................ 43 

1.5.1 Historia y etiología: una enfermedad rara ........................................................ 43 

1.6 Adenocarcinoma pancreático ductal. .......................................................................... 52 

2.Hipótesis y objetivos .............................................................................................. 63 

3.Materiales y 

métodos ..................................................................................................................... 70 

3.1 Plásmidos .................................................................................................................... 70 

3.2 Expresión y purificación de proteínas ......................................................................... 71 

3.3 Metilación química de histonas ................................................................................... 76 

3.4 Péptidos derivados de H3 ............................................................................................ 77 

3.5 Hibridación del DNA de doble hebra .......................................................................... 78 

3.6 Predicción de estructura .............................................................................................. 79 

3.7 Dicroísmo circular ....................................................................................................... 79 

3.8 Espectroscopía de fluorescencia ................................................................................. 80 

3.7 Desnaturalización térmica o química seguida por fluorescencia ................................ 81 

3.10 Calorimetría diferencial de barrido (DSC). ............................................................... 83 

3.11 Estudio por fluorescencia de la desnaturalización química ...................................... 84 

3.12 Dispersión dinámica de luz (DLS). ........................................................................... 86 



14  

3.13 Calorimetría de titulación isoterma (ITC) ................................................................. 86 

3.14 Cribado de alto rendimiento y estudio de estabilización de mutantes ...................... 89 

3.15 Quimiotecas .............................................................................................................. 91 

3.16 Cultivo celular en suspensión.................................................................................... 91 

3.17 Cultivo celular Lunet, HACAT, MiaPaCa-2, PANC-1 ............................................. 92 

3.18 Cultivo ReNCells ...................................................................................................... 93 

3.19 Ensayos de citotoxicidad. .......................................................................................... 94 

3.17 Extracción de RNA y síntesis de DNAc. .................................................................. 95 

3.18 Estudio de unión a promotores: Inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) ............. 96 

4.RESULTADOS. ................................................................................................... 100 

4.1 Caracterización estructural de las variantes de MeCP2. ........................................... 100 

4.2 Caracterización biofísica de la unión de MeCP2 al DNA y su implicación 

estructural. ................................................................................................................... 109 

4.4 Caracterización biofísica de la unión de MeCP2 con histonas y efecto de la 

metilación en H3 ......................................................................................................... 131 

 140 

4.5 Efecto de las mutaciones causantes de RTT. ............................................................ 143 

4.6 Cribado de alto rendimiento usando MeCP2 como diana. ........................................ 160 

4.7 Selección de modelo celular para RTT. .................................................................... 165 

4.8 Estudio funcional de compuestos estabilizadores (RAOs y DOAs) ......................... 170 

4.8.1 Citotoxicidad de los compuestos estabilizadores ................................................... 170 

4.9 Selección de líneas celulares para el estudio funcional de inhibidores de MeCP2 ... 179 

4.10 Comprobación de unión de los compuestos a la diana MeCP2 mediante ITC. ...... 182 

4.11 Ensayo funcional. Citotoxicidad diferencial en modelos celulares. ........................ 182 

5.Discusión .............................................................................................................. 188 

5.1 Estructura y estabilidad de MeCP2 ........................................................................... 188 



15  

5.2 Interacción con el dsDNA ......................................................................................... 192 

5.3 Interacción de MeCP2 con histonas. ......................................................................... 200 

5.4 Fisiopatología de las mutaciones causantes de RTT ................................................. 205 

5.5 Desarrollo de fármacos para RTT ............................................................................. 208 

5.6 Identificación de fármacos para PDAC ..................................................................... 212 

6.CONCLUSIONES ............................................................................................... 216 

6.1 Contribución de los diferentes dominios en la estructura y estabilidad de la 

proteína ....................................................................................................................... 216 

6.2 Interacción con dsDNA sin metilar, metilado e hidroximetilado. Contribución de 

los diferentes dominios ............................................................................................... 217 

6.3 Interacción con las cuatro histonas canónicas H2A, H2B, H3 Y H4. Efecto de la 

trimetilación en lisina en diferentes posiciones de H3. ............................................... 218 

6.4 Efectos de las mutaciones causantes de RTT R106W y R133C sobre la estructura 

y estabilidad de MeCP2, así como en la unión a dsDNA e histonas. .......................... 219 

6.5 Identificación de fármacos utilizando el complejo MeCP2-dsDNA como diana 

terapéutica. .................................................................................................................. 221 

7.BIBLIOFRAFÍA .................................................................................................. 224 

8.ANEXOS ............................................................................................................. 247 

8.1 Listado de tablas y figuras................................................................................. 247 

8.2 Listado de abreviaturas. ............................................................................................ 251 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



16  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



17  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



18  

1. Introducción. 
 

1.1  Epigenética. Visión general. 

El término "epigenética" fue propuesto por C.H. Waddington en 1939, y se 

define como el estudio de los cambios en la función de los genes, que son 

mitótica y/o meióticamente heredables y no suponen un cambio en la secuencia 

del DNA. Aquello que Waddington describió 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 modificación 

del DNA, la modificación de las histonas, los non-coding o microRNA y, en 

general, los cambios en la arquitectura de la cromatina (remodelamiento, 

cambio de posición de nucleosoma...). Estos mecanismos son responsables de 

la iniciación y el mantenimiento del silenciamiento epigenético y la regulación 

del perfil de expresión génica, y son fundamentales para una serie de procesos 

celulares, que incluyen la diferenciación celular, la expresión génica, la 

inactivación del cromosoma X, la embriogénesis y la impronta genómica 

(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 función celular, lo que puede llevar a la desregulación de la 

expresión 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 dinámico, está fuertemente influenciado por 

procesos del ambiente y del desarrollo (Shi et al., 2017) y su reversibilidad ha 

abierto una nueva vía terapéutica (Zachariah et al., 2012). 

Hay tres elementos principales en todos los procesos epigenéticos. En primer 

lugar, están los elementos “escritores”, que generan estas modificaciones en el 

DNA, las histonas… En segundo lugar, están los “borradores”, encargados de 

eliminar estas marcas y, finalmente, los “lectores”: aquellas proteínas 

encargadas de interpretar estas modificaciones y generar una respuesta 

funcional (Torres & Fujimori, 2015, Feinberg et al., 2016). 

 

Figura 1.1. Regulación epigenética de la expresión génica. Mecanismos de metilación del 

DNA, modificación de histonas y cambio de la arquitectura global de la cromatina mediante 

los “escritores”, “borradores” y “lectores” de marcas epigenéticas. 



20  

1.2 Modificación epigenética del DNA. 

1.2.1 Metilación de la citosina: relevancia biológica. 

La modificación de las bases nitrogenadas del DNA es uno de los principales 

mecanismos de regulación de la expresión tanto en animales como en plantas. 

La modificación más habitual y más estudiada es la metilación de citosina (5-

mC), es decir, la adición de un grupo metilo en el carbono 5’ del anillo de 

pirimidina de esta base nitrogenada. La metilación del DNA es esencial para 

silenciar elementos retrovirales, regular la expresión de genes que dependen del 

tejido donde se expresan, la impronta genómica, o la inactivación del 

cromosoma X (Moore et al., 2013). Debido a su importancia y su abundancia, 

se considera la quinta base nitrogenada. Más del 4% de las citosinas en el 

genoma humano están metiladas (Breiling & Lyko, 2015) y dependiendo de su 

posición, contexto y localización dentro de un gen, puede ganar importancia.  

La mayoría de la metilación del DNA ocurre en citosinas que preceden a 

guaninas (CpG). Estos dinucleótidos tienden a aparecer agrupados en zonas 

repetitivas del genoma llamadas “Islas CpG”, que son zonas muy conservadas 

y están fuertementemente metiladas (Bird et al., 1985) y que contienen los 

promotores de genes constitutivos necesarios para la viabilidad celular 

(Illingworth et al., 2010; Saxonov et al., 2006). 

 

La metilación de la citosina afecta a la accesibilidad de proteínas o complejos 

regulatorios al DNA, y afecta a la arquitectura de la cromatina. Se asocia con 

represión transcripcional cuando se encuentra en zonas promotoras o enhancers 

(Charlet et al., 2016), aunque la metilación en el cuerpo del gen tiene efecto 

activador o represor dependiendo del contexto molecular. (Buck-Koehntop & 

Defossez, 2013; Spruijt & Vermeulen, 2014). 

1.2.2 Metilación de la citosina: un proceso dinámico. 

El nivel de metilación de citosina a lo largo del desarrollo en sitios concretos 

varía de una forma bastante controlada, de forma que todos los elementos 
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implicados en la aparición y eliminación de esta marca están perfectamente 

orquestados. 

 

Agentes “escritores” de la metilación del DNA. 

Las metiltransferasas de DNA (DNMTs) son la familia de enzimas encargadas 

de transferir los grupos metilo usando S-adenil-metionina (SAM) como 

cosustrato. Esta familia está compuesta por tres miembros: DNMT1, DNMT3A 

y DNMT3B. Las tres tienen un dominio regulador N-terminal y un dominio 

catalítico C-terminal, pero cada una de ellas tiene funciones y patrones de 

expresión 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 metilación previa). Son muy 

similares a nivel funcional y estructural. Sus diferencias se encuentran en sus 

patrones de expresión: DNMT3A se expresa en prácticamente todos los tejidos 

por igual; DNMT3B apenas se expresa en tejidos diferenciados, excepto en 

testículos, tiroides y médula ósea (Xie et al., 1999). 

 

DNMT1 es la “DNMT de mantenimiento”. Es el miembro de la familia más 

estudiado, y se une preferencialmente a DNA hemimetilado (Pradhan et al., 

1999; Ramsahoye et al., 2000). Su función es conservar los patrones de 

metilación durante la replicación del DNA. (Hermann et al., 2004). También 

tiene la capacidad de reparar la metilación del DNA (Mortusewicz et al., 2005).  

 

Agentes “borradores” de la metilación del DNA. 

En contraposición a la acción de las DNMTs, la desmetilación de citosina puede 

ocurrir de manera pasiva o activa. La desmetilación pasiva ocurre en células en 

división, cuando la actividad de DNMT1 no es suficiente para mantener los 

niveles de metilación durante el proceso de replicación del DNA y se reduce la 

cantidad total de citosinas metiladas, de forma que esta metilación desaparece 

con las sucesivas replicaciones, por efecto de dilución.  
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La desmetilación activa es un proceso enzimático 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 mamíferos no se conoce ninguna enzima capaz de procesar el enlace 

covalente del grupo metilo al anillo pirimidínico de la citosina, de forma que las 

vías de desmetilación (que aún no están del todo descritas, Bhutani et al., 2011) 

incluyen una desaminación o una oxidación, seguida de una reparación del 

DNA por el sistema de reparación por escisión 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 desaminación es realizada por el complejo AID/APOBEC 

(activation-induced cytidine deaminase/apolipoprotein B mRNA-editing 

enzyme complex), que genera un grupo carbonilo. Esto convierte la 5-mC en una 

timina, produciendo un mal emparejamiento de bases (G/T), induciendo una 

reparación por el sistema BER mediada por la Timina DNA glicosilasa (TDG) 

(Rai et al., 2008).  

 

Otra vía es la mediada por las enzimas de la familia TET (ten-eleven 

translocation), que incluye la TET1, TET2 y TET3. Esta familia de enzimas 

añade un grupo hidroxilo al grupo metilo de la 5-mC, formando 5-

hidroximetilcitosina (5-hmC) usando α-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, está la oxidación repetida de la base nitrogenada, formando 

progresivamente 5-formilcitosina (5-fC) y finalmente 5-carboxilcitosina (5-

caC) (Ito et al., 2011). Estas dos últimas formas oxidadas (5-fC y 5-caC) son 

reconocidas por la TDG, comenzando un proceso de reparación por escisión de 

bases, sustituyendo la base modificada por una citosina sin modificar (X. Wu & 

Zhang, 2017). La otra opción partiendo de la 5-hmC es la deaminación, por el 
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mismo mecanismo AID/APOBEC explicado anteriormente, formando 5-

hidroximetiluracilo (5-hmU) como producto (Guo et al., 2011). 

 

1.2.3 Intermediarios oxidados de la citosina: 5-hmC 

como nueva marca epigenética. 

Estas bases que se producen por la vía oxidativa mediada por TET no son 

únicamente intermediarios en la desmetilación del DNA, sino que también 

tienen entidad de marca epigenética de manera individual. Las últimas 

mencionadas (5-fC, 5-caC, and 5-hmU) influyen en la regulación de 

transcripción, el remodelamiento de la cromatina, y el reclutamiento de los 

complejos de reparación del DNA en animales (Fong et al., 2013; Yue et al., 

 

Figura 1.2. Vías de metilación y desmetilación del DNA. Vía de metilación, desmetilación 

activa y pasiva y agentes escritores y borradores de la metilación de citosina (X. Wu & Zhang, 

2017). 
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2016) aunque su relevancia biológica es aún incierta. (Raiber et al., 2012; C.-X. 

Song et al., 2013). 

 

Por su parte, la 5-hmC se está estableciendo en la comunidad científica como 

una señal estable que modula la unión de moléculas que van a influir en la 

expresión génica. Los niveles de hidroximetilación varían mucho entre tejidos 

(Ito et al., 2010; W. Li & Liu, 2011) y en diferentes etapas del desarrollo, 

encontrándose en sus niveles más 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 está especialmente enriquecida en cuerpos de genes, en promotores 

y en sitios de unión de factores de transcripción ((Hahn et al., 2013; Mellén et 

al., 2012; Szulwach, Li, Li, Song, Han, et al., 2011), y tiene un papel importante 

en la regulación de la pluripotencia de las células madre, el desarrollo y 

envejecimiento celular, así como la carcinogénesis (Liutkevičiūtė et al., 2009)). 

Tiene un efecto crítico 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 alteración de los niveles de 5-hmC se asocia con problemas a 

nivel neurológico, así como de maduración y proliferación de células 

sanguíneas.  

 

El nivel de 5-hmC aumenta durante la diferenciación neuronal, y se encuentran 

niveles constantes de esta marca en el cuerpo de genes activos específicos de 

este tipo celular (Hahn et al., 2013). Además, 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 proteínas, que se conocen como 

"lectores" del epigenoma. Existen diversos dominios proteicos que actúan 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 metilación.  

 

Familia MBD. 

Dentro de los lectores epigenéticos, cabe destacar las proteínas que contienen 

un dominio de unión a metlilo (MBP, methyl-binding proteins). Estas proteínas 

se unen al DNA metilado y reclutan complejos remodeladores de la cromatina, 

lo que puede resultar en la represión o activación de genes. Se han identificado 

varias familias de proteínas MBP, incluyendo la familia de dominio de unión a 

metil-CpG (MBD), las proteínas del dominio SRA y las proteínas de dedos de 

zinc (Moore et al., 2013). 

 

Las proteínas de la familia MBD contienen un dominio de unión al DNA y otros 

dominios de interacción proteína-proteína. Estas proteínas actúan como nodos 

de conexión entre diferentes marcas epigenéticas y las moléculas efectoras, 

reclutando factores de transcripción para alterar el estado transcripcional del 

DNA. Se han identificado once proteínas 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 aminoácidos, y es capaz de unirse a 

dinucleótidos CpG metilados de forma simétrica (Nan et al., 1993; Ohki et al., 

2001) y cada miembro de esta familia de proteínas contiene otros dominios de 

los cuales dependerá su función específica. Un dominio recurrente en este tipo 

de proteínas es el TRD (dominio de represión transcripcional) que media la 

interacción con diferentes partners biológicos (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 MBD5 se une a histonas metiladas y ambas se asocian a procesos de 

desubiquitinación de histonas (Baymaz et al., 2014). 

 

La proteína de unión a metil-CpG 2 (MeCP2) fue la primera en descubrirse y 

contiene un núcleo MBD de 70 aminoácidos junto con un dominio de represión  
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transcripcional (TRD). Aunque MeCP2 funciona como un represor 

transcripcional, informes recientes han revelado propiedades adicionales de 

MeCP2, incluyendo una compactación avanzada de la cromatina) no metilada, 

interacción con regiones metiladas y no metiladas del DNA y, lo más 

importante, función tanto como represor como activador de ciertos genes 

(Hansen et al., 2010).  

 

Además de las proteínas MBD, otras proteínas como SETDB1, SETB2, BAZ2A 

y BAZ2B también contienen un dominio MBD, y actúan como lector 

epigenético de marcas histónicas, uniéndose a histonas metiladas y acetiladas. 

Estas proteínas funcionan como histona metiltransferasas y contribuyen al 

remodelado de la cromatina (Du et al., 2015). 

 

Otras proteínas que reconocen la metilación del DNA son UHRF1, 

ZBTB33/Kaiso, ZBTB4, ZBTB38 y ZFP57. Estas proteínas desempeñan 

diversos roles en la regulación transcripcional y el mantenimiento del patrón de 

 

Figura 1.3. Familia MBD y otras proteínas que contienen dominio MBD. El resto 

de dominios funcionales principales están destacados (Du et al., 2015). 
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metilación durante la replicación 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 proteínas aparecen en zonas de cromatina hidroximetilada, 

como pueden ser MBD3, MeCP2 y UHRF1. Se han identificado varias proteínas 

que muestran una preferencia por 5-hmC o 5-fC, y se espera descubrir más 

funciones para estas modificaciones en el futuro. 

 

Estas proteínas parecen mostrar especificidad por el tipo de modificación y los 

partners específicos a los que se unen pueden cambiar con, por ejemplo, la 

diferenciación (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). Más recientemente, se descubrió que 

Kaiso se une a 5-hmC mientras que Zbtb4 co-inmunoprecipita con zonas 

hidroximetiladas. Sin embargo, los dominios de unión a 5-hmC, así como la 

función biológica, non han sido determinadas del todo (Spruijt et al., 2013). 

1.3 Modificación postraduccional de histonas. 

El nucleosoma es la unidad básica de cromatina, incluyendo cerca de 150 pares 

de bases de DNA enrollados sobre un octámero de histonas, que se forma con 

dos dímeros H2A-H2B y un tetrámero H3-H4(Jenuwein & Allis, 2001). 

Mientras que el core de las histonas es esencialmente globular, las colas 

histónicas, situadas los extremos de la secuencia de aminoácidos (tanto el N- 

como el C-terminal) están desorganizadas y pueden ser sufrir modificaciones 

postraduccionales, como la acetilación, fosforilación, metilación, SUMOilación 

o ubiquitinación (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 unión de las mismas al DNA, el nivel de compactación de la 

cromatina, y de esta manera van a regular la expresión génica, participando en 

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

Una de las modificaciones postraduccionales de histonas más importante es la 

metilación, 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, K9, 

K27, K36, K79) o de la H4 (K20) que pueden ser mono-, di- o trimetilados 

(me1, me2 y me3 respectivamente), resultando en marcas epigenéticas con 

efecto inductor o represor de la expresión génica. El número de grupos metilo 

añadidos, así como su posición 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 transcripción activa, mientras que las modificaciones en las 

posiciones H3K9, H3K27 y H4K20 se consideran marcas de represión 

transcripcional, y se encuentran en zonas silenciadas y con cromatina con alto 

nivel de condensación (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 

llamada cromatina bivalente, que permite una regulación muy controlada y 

precisa de la expresión 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 metilación histonas. 

La adición de grupos metilo en los residuos de lisina de las histonas está 

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 metilación de histonas era 

una marca irreversible que solo desaparecía por falta de mantenimiento. Con el  

tiempo, se han identificado y categorizado más de 30 proteínas humanas 

capaces de eliminar la metilación 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 metilación de histonas y sus funciones 

(Hyun et al., 2017). 

Posición Escritores Borradores Lectores: Funciones 

H3K4 

  
SET1A/KMT2E 

SET1B/KMT2F 

MLL1/KMT2A 

MLL2/KMT2B 

MLL3/KMT2C 

MLL4/KMT2D 

SMYD1/KMT3D 

SMYD2/KMT3C 

SET7/9/KMT7 

PRDM9/KMT8B 

LSD1/KDM1A 

LSD2/KDM1B 

NO66/MAPJD 

JARID1A/KDM5A 

JARID1B/KDM5B 

JARID1C/KDM5C 

JARID1D/KDM5D 

CHD1: Remodelador de cromatina 

BPTF: subunidad complejo NURF 

TAF3: subunidad complejo TFIID  

Sgf29:  Relaciona H3K4me2/3 y H3ac 

ING4: restricción del ciclo celular en 

G/M  

CFP1: une CpG sin metilar 

PHF2/KDM7C: Sensor de oxígeno 

en normoxia 

SPIN1: Senescencia y apoptosis 

PHF23: Autofagia 

PYGO2: renovación de células de 

mama progenitoras mamarias. 

H3K9 

  

   SUV39H/KMT1A–B 

G9a/KMT1C 

GLP/KMT1D 

SETDB1/KMT1E 

Famila PRDM  

  

JHDM2A/KDM3A 

JHDM2B/KDM3B 

JHDM2C/KDM3C 

JHDM3A/KDM4A 

JHDM3B/KDM4B 

JHDM3C/KDM4C 

JHDM3D/KDM4D 

PHF8/KDM7B X 

PHF2/KDM7C 

HP1α/β: formación heterocromatina 

HP1γ: elongación en la transcripción 

UHRF1: metilación del DNA  

H3K27 

  

  

  

  

  

EZH1/KMT6B 

EZH2/KMT6A 

  

UTX/KDM6A 

UTY/KDM6C 

JMJD3/KDM6B 

KIAA1718/KDM7A 

PHF8/KDM7B 

CBX7: Reducción transcripción del 

gen diana del complejo PRC 

EED: ampliar la metilación en 

H3K27 

BAHD1: formación heterocromatina 

NSD2:  elongación en la 

transcripción 

H3K36 

  

  

  

  

  

  

  

SETD2/KMT3A 

NSD1/KMT3B 

NSD2/KMT3G 

NSD3/KMT3F 

SMYD2/KMT3C 

ASH1L/KMT2H  

SETD3 

SETMAR 

JHDM1A/KDM2A 

JHDM1B/KDM2B 

JHDM3A/KDM4A 

JHDM3B/KDM4B 

JHDM3C/KDM4C 

JHDM3D/KDM4D 

DNMT3A: Metilación DNA 

LEDGF: reparación DNA 

NBS1:  reparación DNA 

Ku70:  reparación DNA 

MRG15: Splicing RNA 

ZMYND11: Splicing RNA  

H3K79 
DOT1L/KMT4   TP53BP1: respuesta al daño en DNA 

H4K20 

SET8/KMT5A 

SUV4-20H1/KMT5B 

SUV4-20H2/KMT5C 

PHF8/KDM7B 

PHF2/KDM7C 

LSD1n 

TP53BP1: respuesta al daño en DNA 

L3MBTL1: compactación cromatina 

ORC1:  replicación DNA 

ORCA: replicación DNA 

Pdp1: localización de H4K20 

metiltransferasa 
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como la metilación en H3K79, para la que no se han encontrado demetilasas 

capaces de procesarlas. Los lectores de metilación de histona son muy variados 

y están agrupados en al menos trece subfamilias (Hyun et al., 2017; Yap & 

Zhou, 2010).  

 

Todos los agentes implicados en la metilación de histonas (Tabla 1.1) muestran 

una gran especificidad de sustrato y actividad, a nivel de tipo de histona, de 

posición de la lisina, y de número de grupos metilo (me1, me2 o me3) en el 

sustrato y en el producto (Vavouri & Lehner, 2012). Además, esta especificidad 

puede ser modificada dependiendo del complejo enzimático del que formen 

parte. De esta manera se pueden crear un gran número de modificaciones 

diferentes, con un efecto concreto, que aparecen en zonas concretas de la 

cromatina, y están involucradas en procesos diferentes en lo que se denomina el 

“código de histonas” (Jenuwein & Allis, 2001). 

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

MeCP2 es una proteína nuclear que fue descrita en 1992. Fue la primera proteína 

identificada capaz de unirse específicamente a dinucleótidos CpG metilados 

(Lewis JD. 1992). Es una proteína altamente conservada en animales, sobre todo 

en mamíferos. 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 más abundante en el cerebro, con un papel 

crucial en el desarrollo neuronal (Skene et al., 2010). 

 

MeCP2 está codificada en un gen de 78kb que se encuentra en el cromosoma 

Xq28, de forma que puede estar afectado por la inactivación del cromosoma X. 

El gen tiene cuatro exones, y por splicing alternativo puede dar lugar a dos 

isoformas: E1 (con los exones 1, 3 y 4) y E2 (con los exones 2, 3 y 4). La 

diferencia entre ambas isoformas son 12 aminoácidos en el extremo N-terminal 

que aparecen únicamente en la forma E1 (Mnatzakanian et al., 2004). Tienen 

patrones de expresión diferentes según tipo celular y tisular, y tienen ciertas 
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diferencias en cuanto a estabilidad y capacidad de unión a cromatina (Martínez 

de Paz et al., 2019).  

1.4.1 Estructura y dominios de MeCP2. 

MeCP2 es una proteína básica, de 498-486 aminoácidos (dependiendo de la 

isoforma) con un peso molecular de 53 kDa y un punto isoeléctrico de casi 10. 

Es una proteína intrínsicamente 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 proteína es desordenada. El resto se reparte en 35% 

lámina-β y 5% de hélice-α. La estructura de la proteína no se ha podido resolver 

en su totalidad debido a este desorden, ya sea por difracción de rayos X o RMN 

(Hansen et al., 2010). 

 

Este desorden intrínseco le confiere una flexibilidad que le permite 

interaccionar con un gran número 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 

regulación espaciotemporal de eventos que sirve para controlar vías de 

señalización.  

 

MeCP2 es una proteína modular, dividida en 5 dominios funcionales: N-

terminal domain, NTD; methyl binding domain, MBD; intervening domain, ID; 

transcriptional repressor domain, TRD; and C-terminal domain, CTD, que a su 

vez se puede subdividir en CTDα y CTDβ (Figura 1.4). 

 

El MBD es el único dominio cuya estructura ha sido descrita, ya sea de forma 

libre, o en complejo con el DNA (Wakefield et al., 1999), de forma que sabemos 

que está formado por 3 láminas beta antiparalelas, con una hélice en el extremo 

C-terminal. Junto al TRD, que es capaz de reclutar complejos de represión por 

sí solo y tiene un posible dominio de dimerización, son los elementos comunes 

al resto de proteínas 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 interacción con el DNA, promoviendo una interacción de alta 

afinidad independiente del estado de metilación de la citosina (Ghosh, Nikitina, 

et al., 2010; Hite et al., 2009). 

 

La región C-terminal se divide en CTDα y CTDβ, y es necesaria para la 

compactación de cromatina. CTDβ 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 unión a proteínas WW (Nikitina et al., 2007). 

 

MeCP2 contiene un dominio de unión a RNA, posiblemente ubicado entre el 

TRD y el inicio del CTD (Hudson & Ortlund, 2014). Se ha demostrado que los 

motivos de repetición RG (arginina-glicina) son módulos de unión a RNA 

establecidos (Thandapani et al., 2013). Estos motivos tienen preferencia por las 

estructuras de G-cuádruple o RNA de doble cadena rico en GC, donde los 

residuos de arginina forman enlaces de hidrógeno con las (Järvelin et al., 2016). 

MeCP2 ha sido identificado como un importante RBP (proteína de unión a 

RNA) en estudios a gran escala (He et al., 2016; Trendel et al., 2019). 

Recientemente, se descubrió un motivo de unión a RNA no canónico rico en 

lisina dentro del TRD de MeCP2 (Castello et al., 2016). Estos dominios de 

unión a RNA no canónicos carecen de homología de secuencia con los dominios 

de unión a RNA conocidos y están caracterizados por residuos básicos (R y K) 

y residuos que promueven el desorden (R, G, P, S y Q en MeCP2). Estos 

dominios no canónicos también están enriquecidos en interacciones con DNA 

y proteínas, lo que sugiere una competencia entre la unión 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 
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en la estructura y función de la proteína no ha sido dilucidado del todo (Ausió 

et al., 2014a; Ward et al., 2004). 

 

1.4.2 Función de la proteína MeCP2. 

Inicialmente se consideraba que MeCP2 era un represor transcripcional con 

función en supervivencia y desarrollo de neuronas, sinaptogénesis, maduración 

y plasticidad neuronal, por la presencia del dominio de unión a CpG metilado, 

y el TRD (Nan et al., 1997). Sin embargo, posteriormente se han ido atribuyendo 

funciones más complejas, conforme se ha visto su implicación en diferentes vías 

de señalización, donde provoca diferentes efectos en la expresión de genes, 

dependiendo del gen que regula y los partners moleculares a los que está 

asociada.  

 

En el contexto de la cromatina va a realizar un control de la regulación a tres 

niveles: El primer nivel de regulación es el más 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 metilación y oxidación, lo cual va a modular de forma 

directa la accesibilidad de las zonas promotoras a la maquinaria de transcripción 

(Fraga, 2003; Mellén et al., 2012; Nan et al., 1997). El segundo nivel de 

regulación es el reclutamiento por parte de MeCP2 de proteínas que actúan 

como activadores o represores de la transcripción. Su presencia en cada 

contexto molecular añadirá un nuevo efecto de regulación transcripcional (Ebert 

et al., 2013; Lombardi et al., 2015). El tercer nivel de regulación es más 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 remodelará las zonas del genoma 

 

Figura 1.4. Dominios funcionales de la proteína MeCP2.  
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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). 

 

Además, MeCP2 actúa como una proteína de unión a RNA, participando en 

procesos como el splicing alternativo, maduración y desarrollo de micro RNA 

y RNA largo no codificante, participando de esta forma en una regulación a 

nivel traduccional.  

 

Tanto la sobreexpresión como la expresión deficiente o las mutaciones del gen 

que codifica la proteína conducen a trastornos neurológicos (del Gaudio et al., 

2006; Van Esch et al., 2005a). Además, MeCP2 puede actuar como represor o 

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 están desregulados transcripcionalmente 

(regulados al alza o a la baja) cuando MeCP2 es disfuncional (Chahrour et al., 

2008). MeCP2 puede regular genes específicos o mostrar funciones a nivel de 

 

Figura 1.5. Funciones de MeCP2 según su unión a diferentes ligandos moleculares.  
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cromatina similares a las histonas en todo el genoma. Por lo tanto, MeCP2 

podría no actuar necesariamente como un factor de transcripción clásico, sino 

como un regulador de ajuste fino de la transcripción génica. Los primeros 

intentos de identificar los genes diana de MeCP2 estaban sesgados, ya que 

originalmente se pensaba que tenía un papel represor. Ejemplos de genes directa 

y específicamente regulados a la baja por MeCP2 son el factor neurotrófico 

derivado del cerebro (Bdnf), el receptor de glutamato 2 (GluR2) y la quinasa 

dependiente de calcio/calmodulina (CamK2d), así como proteínas implicadas 

en la guía de axones y la formación de sinapsis (Gabel et al., 2015). En estado 

basal, MeCP2 se une al promotor de GluR2; la actividad neuronal aumenta los 

niveles de MeCP2, lo que resulta en una mayor inhibición de la transcripción 

de GluR2 y la reducción 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 acetilación de histonas y de los niveles 

de histona H1, y una transcripción elevada de elementos repetitivos espurios. 

Por lo tanto, MeCP2 puede actuar, no como un represor transcripcional 

específico de un gen en las neuronas, sino para amortiguar el ruido 

transcripcional en todo el genoma de una manera dependiente de la metilación 

del DNA (Skene et al., 2010). El papel represor de la proteína está asociado con 

la unión de MBD a mCpG y con su asociación con correpresores (por ejemplo, 

Sin3A, ATRX y HDACs), mientras que el papel activador es independiente de 

la unión de MBD y está asociado con el desplazamiento de correpresores (por 

ejemplo, HP1γ) y la consiguiente relajación conformacional de la cromatina 

(Brink et al., 2013). 

Unión al DNA mediante el reconocimiento directo de la metilación. 

Como ya hemos visto, MeCP2 fue identificada como una proteína que reconoce 

dinucleótidos mCpG, siendo el MBD la porción mínima que puede realizar esa 

unión selectiva. In vivo, MeCP2 aparece distribuida a lo largo del DNA, 

enriqueciéndose en zonas con mayor densidad de metilación. Sin embargo, la 

disposición global de MeCP2 no es explicable simplemente con la presencia de 



36  

mCpG. Incluso, encontramos MeCP2 asociada a la cromatina en células que no 

expresan DNMTs, lo cual indica que hay otros mecanismos de unión 

implicados. Uno de estos mecanismos puede ser la presencia de regiones 

enriquecidas en A/T, en secuencias concretas de DNA, como es el caso de los 

promotores de genes regulados por MeCP2, como Bdnf o Dlx6 (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 específicas de los dominios fuera del 

MBD con cromatina, y no se ha detectado una capacidad de discriminar estado 

de metilación en esas zonas, ni hay información 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 discriminación del MBD in 

vitro parece estar determinada por la fuerza iónica. Al tratarse de una interacción 

guiada por factores electrostáticos (MeCP2 es una proteína muy básica): con 

baja fuerza iónica el MBD se une ligeramente mejor a mCpG (Fraga, 2003), 

mientras que en condiciones de alta fuerza iónica la afinidad por CpG no 

metilado disminuye, obteniendo una diferencia de afinidades biológicamente 

relevante (>100 veces mayor) (Khrapunov et al., 2014). 

 

In vivo vemos una clara tendencia a la unión 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 unión a zonas no 

metiladas es marginal. Hay también unión 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 unión dependiente de la metilación está influida por la 

longitud del DNA (Ghosh RP. 2010b; Thambirajah AA. 2012). Además, aunque 

la forma libre de MeCP2 es monomérica en solución, la unión dimérica puede 
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ocurrir in vivo en presencia de una alta densidad de metilación, repeticiones A/T 

cercanas y alta fuerza iónica. 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 comparación con el metilado 

(Spruijt et al., 2013), mientras que en otros estudios se ve una unión 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 secuenciación no siempre 

diferencian el estado de oxidación 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 tecnologías que permiten distinguir la 5-

mC de 5-hmC a nivel de genoma han llegado más tarde (Yu et al., 2012) y los 

estudios parecen indicar que MeCP2 actúa 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 diferenciación neuronal, el 

desarrollo cerebral y el envejecimiento (Münzel et al., 2011; Szulwach, Li, Li, 

Song, Wu, et al., 2011; Tahiliani et al., 2009) es paralelo al aumento de la unión 

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 metilación (que se asocia a 

represión transcripcional). Los ensayos en ratones parecen indicar que se une a 

zonas hidroximetiladas y actúa como una unión entre histonas, generando una 

conformación de cromatina accesible a la maquinaria de transcripción 

(Chahrour et al., 2008; Ghosh, Horowitz-Scherer, et al., 2010). 

 

Esta discriminación entre metilación e hidroximetilación mediada por MeCP2 

tendría un papel fundamental en el splicing alternativo en neuronas, donde hay 
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un enriquecimiento de la marca 5-hmC en zonas límite exón-intrón, mientras 

que la marca 5-mC aparece en esas zonas en otros tipos celulares, indicando un 

papel de regulación 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) 

que va en la misma línea del enriquecimiento de MeCP2 en límites exón-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 unión de MeCP2 a la cromatina en el 

cerebro: una población en cromatina muy compactada (transcripcionalmente 

inactiva), y otra población en zonas activas y accesibles, en la que también se 

encuentran los mayores niveles de hidroximetilación (Thambirajah et al., 2012). 

 

El patrón de expresión génica de cada tipo celular entonces se podría explicar 

por una estructuración de la cromatina que es reflejo, entre otros factores, del 

equilibrio entre metilación e hidroximetilación, compactación y no-

compactación, mediado por MeCP2 y otras proteínas de la familia MBD. 

 

Además de la (hidroxi)metilación en contextos de nucléótido CpG la 

integración de análisis de distribución genómica de MeCP2, con expresión 

génica, y patrones de metilación, ha revelado que MeCP2 reconoce también la 

metilación 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 maduración de las neuronas (Guo et al., 2014; Lister et al., 2013), al 

igual que aumenta la abundancia de MeCP2 en la diferenciación neuronal y al 

incrementarse la formación 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 unión de MeCP2 a estas zonas es crucial para su regulación, 

siendo el dinucleótido mCpA por el que más afinidad presenta MeCP2 (Gabel 

et al., 2015; Guo et al., 2014; Shahbazian et al., 2002). 
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La metilación o hidroximetilación 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 vínculo con el control epigenético (Heyn 

& Esteller, 2015). 

Unión a proteínas: activadores o represores de la transcripción. 

El segundo nivel de regulación transcripcional mediado por MeCP2 se lleva a 

cabo mediante reclutamiento de otros reguladores transcripcionales a zonas 

como las islas CpG metiladas (Bird, 2011). La mayoría de las islas CpG se 

localizan en regiones intra- e intergénicas y están asociadas a la regulación de 

la expresión 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 están en su estado metilado (Maunakea et al., 

2013). 

 

Se han identificado muchos partners proteicos de MeCP2 que están asociados 

a diferentes vías y mecanismos de señalización (Ausió 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 según el contexto funcional (activador/represor) de MeCP2. 

 

MeCP2 recluta proteínas asociadas a la heterocromatina y complejos 

correpresores (por ejemplo, HP1, Sin3A, helicasa dependiente de ATP, ATRX, 

HDACs, 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 proteínas de unión a la cromatina, promoviendo la formación 

de heterocromatina (Thambirajah et al., 2012). Otro ejemplo lo proporciona 

NCoR/SMRT, un partner crítico en la función represora de MeCP2, y que está 
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alterado en patologías asociadas a MeCP2, como el síndrome de Rett (RTT) 

(Ebert et al., 2013); y forma complejos con múltiples proteínas (por ejemplo, 

HDAC3) que resultan en la desacetilación de histonas y la represión génica. Sin 

embargo, MeCP2 también interactúa con activadores de la transcripción como 

CREB1 (Chahrour et al., 2008; Lombardi et al., 2015). 

Participación en la arquitectura global de la cromatina: unión a 

nucleosomas. 

Los niveles de MeCP2 en las neuronas de mamíferos 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 correlación negativa en los niveles de 

MeCP2 y la histona H1, junto con su unión competitiva a los nucleosomas, 

sugiere una compleja interacción en la regulación de la expresión génica que 

implica mecanismos compensatorios entre MeCP2 y H1 (Ghosh, Horowitz-

Scherer, et al., 2010). También indica que existe una función de MeCP2 en todo 

el genoma con un papel arquitectónico similar al de la histona H1, a pesar de la 

ausencia total de similitud estructural entre estas dos proteínas. Resulta 

interesante destacar que MeCP2 reconoce específicamente 5-mC o 5-hmC 

rodeadas de zonas A/T, mientras que el objetivo de H1 es la secuencia AAATT. 

La interacción global de MeCP2 con la cromatina da lugar a su remodelación y 

reorganización, la formación 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 compactación de la cromatina 

por sí mismo, sin necesidad de co-represores adicionales o enzimáticas, y de 

una manera independiente de la metilación (Georgel et al., 2003). La falta de 

MeCP2 da lugar a una estructura de cromatina desorganizada asociada a 

respuestas neuronales inadecuadas a los estímulos, lo que conduce a un 

deterioro de la plasticidad sináptica. Esto implica una actividad represora global 
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e inespecífica, alternativa al papel represor específico y directo asociado a las 

regiones reguladoras promotoras metiladas. Por lo tanto, además de regular la 

expresión de genes específicos, MeCP2 puede actuar globalmente como un 

componente similar a la histona H1 que lleva a la cromatina a una organización 

altamente especializada (Cohen et al., 2011; Skene et al., 2010). 

MeCP2 organiza la estructura de la cromatina a través de asociaciones homo- y 

heterólogas 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 microcócica, a pesar de su 

capacidad de compactación de la cromatina, lo cual sería explicado por la unión 

a zonas hidroximetiladas y activas. Cabe destacar que la longitud de repetición 

del nucleosoma en las neuronas (correspondiente a la longitud media en 

nucleótidos 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 disminución de los niveles de 

histona H1. 

 

Para ejercer este efecto de compactación de nucleosomas, que está probado y 

aceptado, parece obvio que MeCP2 debe unirse a algún elemento del octámero 

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) así como SUV39H1 y DNMT3 (Fuks, 2003; Fuks et 

al., 2003) , con actividad histona metiltransferesa responsable de la metilación 

en H3K9. En ensayos celulares, MeCP2 coinmunoprecipita junto a las histonas 

H2A y H3, mostrando además variaciones dependientes del estado de 

metilación de H3 en las lisinas K4, K9 y K27, desapareciendo cualquier tipo de 

unión (directa o indirecta) al utilizar H3K37me3 como coinmunoprecipitante 

(Thambirajah et al., 2012). Esto parece indicar cierta capacidad de lectura del 

estado de metilación de la H3, aunque no esclarece si esta discriminación es una 

actividad intrínseca de MeCP2 o la lleva a cabo a través de algún intermediario 

en la unión.  
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Regulación dependiente de RNA. 

Como proteína de unión a RNA, también se han atribuído funciones de 

procesamiento, maduración, y splicing alternativo 

 

Splicing alternativo. 

Se ha propuesto que MeCP2 desempeña un papel en el splicing del RNA, a 

través de la unión directa a RNA y al factor de splicing YB-1. También se ha 

observado que la depleción de MeCP2 en líneas celulares humanas conduce a 

eventos anormales de splicing alternativo sin variar los niveles expresión total 

de las proteínas. Se han observado cambios en el splicing alternativo de genes, 

incluyendo DLX5, Fgf2-5, Fut8 y Nf1 en modelos de ratón de RTT 

(Mecp2308/Y). Esto último, junto con los informes de la unión de MeCP2 con 

la proteína de unión a RNA YB-1) apoyan el papel de MeCP2 en el splicing de 

RNA (Young et al., 2005). 

 

Además, MeCP2 une otros factores de splicing en contextos diferentes, sobre 

todo a través del CTD, y en menor proporción, el TRD (Buschdorf & Stratling, 

2004; Long et al., 2011; Maxwell et al., 2013). Cada vez gana más importancia 

la función de MeCP2 en este splicing alternativo, sobre todo al estudiar el global 

de proteínas a las que se une MeCP2, viendo que la mayoría están implicadas 

en procesamiento y splicing de RNA (Cheng et al., 2017). 

 

Regulación de miRNA. 

Los microRNA son RNA no codificantes que desempeñan un papel clave en la 

regulación de la expresión génica. Se trata de moléculas de RNA monocatenario 

cortas (22 nucleótidos de longitud, Lee et al., 1993).  

 

Los microRNA están implicados en el silenciamiento de genes. Un estudio 

reciente describió el papel de MeCP2 en la regulación de la expresión 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 traducción del 

transcrito(Wada et al., 2009). MeCP2 parece regular el procesamiento de 
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miRNA interactuando con DGCR8 para detener la formación del complejo 

Drosha-DGCR8 y detener así la transcripción y la traducción (Cheng et al., 

2014). A pesar de ello, el papel de MeCP2 en la regulación de microRNA no ha 

llevado 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 función como la sobreexpresión, conducen a patología, de forma que 

la ventana de actividad de MeCP2 para un correcto funcionamiento celular es 

muy estrecha. La mayoría de enfermedades producidas por una disfunción de 

MeCP2 son de naturaleza neurológica, aunque una desregulación de su 

expresión lleva a enfermedades hereditarias o autoinmunes. Algunas de las 

enfermedades relacionadas con mutaciones en el gen MECP2 son el Síndrome 

de Rett (RTT), síndrome de Angelman, retraso mental ligado al cromosoma X 

o encefalopatía neonatal severa. La desregulación de MECP2 resulta en 

enfermedades como el síndrome de duplicación de MECP2; trastornos del 

espectro alcohólico fetal o la enfermedad de Hungtinton. Además de estas 

enfermedades, MeCP2 interviene en otros procesos que tienen asociado un 

cambio epigenético, como es el caso de varios tipos de cáncer (de mama, 

colorrectal, pulmón, próstata, mieloma, carcinoma ductal, o cáncer 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 síndrome de Rett, y el adenocarcinoma 

pancreático ductal (PDAC). 

 

1.5 Síndrome de Rett. 

1.5.1 Historia y etiología: una enfermedad rara 

En 1966, el médico alemán Andreas Rett describió por primera vez el síndrome 

de Rett (RTT), un trastorno similar al autismo que afecta principalmente a 
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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 esporádicos en hombres (Reichow et al., 2015). RTT es considerado la 

segunda causa más común de discapacidad intelectual en mujeres. En 1999 se 

descubrió que el RTT es causado por mutaciones de novo en el gen MECP2 

(Amir et al., 1999) que confirmó la hipótesis previa de que el síndrome tenía 

una causa genética subyacente ligada al cromosoma X (Hagberg et al., 1983). 

1.5.2 Sintomatología, diagnóstico y evolución  

Las pacientes RTT tienen un desarrollo intrauterino y un desarrollo psicomotor 

sin fenotipo especial aparente tras el nacimiento, hasta que la sintomatología 

clínica aparece entre el sexto y decimoctavo mes de vida posnatal, y se divide 

en cuatro fases: 1) estancamiento, 2) período de regresión activa (generalmente 

alrededor de 1 a 4 años de vida), 3) fase de meseta o pseudoequilibrada (desde 

la infancia hasta principios de los veinte años), y 4) etapa tardía de deterioro 

motor (Chahrour & Zoghbi, 2007). 

 

En la primera etapa, las pacientes RTT tienen dificultades para alcanzar hitos 

del desarrollo en áreas como el lenguaje, la coordinación motora y la interacción 

social. También puede haber una reducción en el contacto visual y, en algunos 

casos, se presenta microcefalia (Neul et al., 2014). Durante la fase de regresión 

activa de RTT, las niñas experimentan una pérdida significativa de habilidades 

adquiridas. Se deterioran los procesos cognitivos, el lenguaje hablado y las 

habilidades motoras. También se observan movimientos estereotípicos de las 

manos, características similares al autismo, anomalías respiratorias y posibles 

convulsiones. Es la etapa donde suele ocurrir el diagnostico, guiado por 

sintomatología y confirmado por secuenciación genética (Hagberg, 2002). 

 

Por lo general, alrededor de los 5 años, 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 acompañadas de defectos en la coordinación 

motora y trastornos del sueño (Hagberg, 2002). 
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Figura 1.6. Etapas del síndrome de Rett y sintomatología (Zahorakova, 2013). 

 

Es común que las pacientes con sintomatología más leve sean diagnosticadas de 

autismo en esta etapa (Kaufmann et al., 2012). Sin embargo, aunque el RTT 

comparte características de listas de criterios para el diagnóstico Trastornos del 

Espectro Autista (TEA), ya no se considera parte dicho espectro, sino que está 

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 física 

general. Aunque las pacientes con RTT tienen una esperanza de vida 

significativa en comparación con otros trastornos del neurodesarrollo, se han 

reportado casos de muertes repentinas. Sin embargo, con atención clínica 

adecuada, se pueden prevenir estos desenlaces. Aunque el RTT se clasifica en 

etapas según la edad y los síntomas, existe una gran variabilidad entre las 

pacientes, desde una discapacidad intelectual leve hasta una deficiencia mental 

y física más grave (Chahrour & Zoghbi, 2007). 
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1.5.3 Causa del Síndrome de Rett 

Más 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 

atípicos de RTT a mutaciones en diferentes genes, siendo destacables las 

mutaciones en CDKL5 (Mari et al., 2005), FOXG1 (Ariani et al., 2008), TC4, 

JMJD1C y (Krishnaraj et al., 2017; Lucariello et al., 2016). Sin embargo, un 

pequeño porcentaje de niñas diagnosticadas con RTT no presenta una 

modificación genética conocida asociada a su fenotipo (Gold & Christodoulou, 

2015; Xiang, 2000). 

 

La gran mayoría de pacientes tienen una mutación en heterocigosis. Tanto los 

casos en homocigosis o en el caso de varones, suele aparecer una encelopatía 

congénita con letalidad temprana. Sin embargo, hay pacientes RTT con 

cromosomas XY o XXY, que presentan diferente grado de mosaicismo 

somático y variedad en sintomatología (J. Armstrong et al., 2001; Salomão 

Schwartzman et al., 1999). 

 

Como el gen MECP2 se encuentra ubicado en la banda 28 del brazo largo del 

cromosoma X (Xq28) (Sirianni et al., 1998), sufre el efecto de la inactivación 

del cromosoma X (XCI) durante el desarrollo para compensar la presencia de 

dos copias parentales (Constância et al., 1998). Esto provoca un mosaicismo 

que es común en el RTT, resultado de la inactivación 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 inactivación sesgada del cromosoma X puede favorecer la 

inactivación del gen mutado en ratones (Young & Zoghbi, 2004), la mayoría de 

las pacientes presentan un XCI aleatorio (Shahbazian et al., 2002). Por lo tanto, 

el mosaicismo y los diferentes tipos de mutaciones contribuyen a una amplia 

gama de gravedad clínica (Naidu et al., 2003) y fenotipos distintos dentro del 

trastorno (Leonard et al., 2017; Xinhua Bao et al., 2008), lo que influye en el 

diagnóstico, el pronóstico y el desarrollo de nuevas intervenciones terapéuticas 

(Gadalla et al., 2011). 
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1.5.4 Fisiopatología del síndrome de Rett. Efecto de las 

mutaciones sobre la estructura y función de MeCP2. 

Según la Base de Datos de Rett (Rett DataBase), se han mapeado más de 4,600 

mutaciones en el locus MECP2 en pacientes con RTT (Krishnaraj et al., 2017). 

Tanto el tipo de mutación como su ubicación en la proteína influyen en el 

fenotipo clínico del RTT. En general, las deleciones grandes y las mutaciones 

sin sentido son más graves que las mutaciones de cambio de sentido, mientras 

que las mutaciones más cercanas a la región N-terminal generan un fenotipo 

más severo que las cercanas a la región C-terminal (Naidu et al., 2003). Además, 

las mutaciones ubicadas específicamente en el MBD o en el TRD también 

producen fenotipos graves, al interferir con unión de MeCP2 a sus partners 

principales (Good et al., 2021). 

 

 

Figura 1.6. Mutaciones causantes de síndrome de Rett. Se representa la frecuencia (eje 

vertical), de las mutaciones con sintomatología leve (negro) y severa (rojo) en la posición de la 

proteína donde se ubican. 

Aunque se han mapeado muchas mutaciones en el gen MECP2, solo se han 

identificado ocho mutaciones recurrentes (de sentido erróneo: R106W, R133C, 

T158M, R306C; y sin sentido: R168X, R255X, R270X, R294X) y son las que 

producen más del 60% de los casos documentados de RTT, agrupándose en el 

MBD (25%) y en el TRD (34%) (Krishnaraj et al., 2017). Las mutaciones sin 

sentido R270X, R255X y R168X son cínicamente más severas que la R294X 
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(Bebbington et al., 2008; Neul et al., 2008), tal como indica su mayor 

proximidad a la región N-terminal. 

 

Para evaluar la gravedad sintomatológica existen sistemas de puntuación que 

correlacionan mutaciones concretas con el nivel de discapacidad asociado, 

siendo las más graves aquellas que afectan a la habilidad de hablar, andar y la 

habilidad manual (Bebbington et al., 2008; Monrós et al., 2001). 

 

Las mutaciones en MeCP2 pueden afectar a sus niveles de expresión, la 

estabilidad estructural y biológica, la unión al DNA o a proteínas y la regulación 

mediante modificaciones postraduccionales. Además, algunas de estas 

características pueden estar influidas mutuamente o tener consecuencias 

adicionales. Por ejemplo, una mutación que altere la estructura de la proteína, 

puede tener efecto no solo en la estabilidad de la misma, sino también en su 

capacidad de interacción con elementos celulares, que a su vez hará que se vea 

afectado el tráfico intracelular de la proteína, y capacidad de ejercer su función 

biológica. 

 

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 más frecuentes causan efectos 

desestabilizadores y afectan a la unión de la proteína 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 unión de la proteína 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 algún mecanismo más 

complejo o afectar las interacciones con otros socios de unión. La mutación 
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T158M parece tener efectos sobre la expresión y estabilidad de la proteína, así 

como su capacidad de unir DNA metilado, aunque un aumento en su expresión 

es capaz de revertir los síntomas (Lamonica et al., 2017). 

 

Además de estas tres posiciones, hay un aminoácido clave, situado en el TRD. 

La mutación R306C, impide la interacción de MeCP2 con el complejo NCoR y 

eliminando el efecto de silenciamiento mediado por este complejo, y afecta a la 

fosforilación en posición T308, pero no afecta a la unión de Sin3A (Cronk et 

al., 2016). Por otro lado, la mutación T308A provoca una unión constitutiva al 

complejo NCoR, eliminando la regulación en su actividad regulatoria. 

Curiosamente, ambas mutaciones con efecto opuesto provocan un fenotipo RTT 

parecido, indicando que la interacción con NCoR es crítica 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 función 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 mayoría de los síntomas perjudiciales del trastorno. Además, restaurar 

genéticamente los niveles de MeCP2 en el cerebro adulto revierte la mayoría de 

los síntomas en ratones MECP2 nulos (Guy et al., 2007).  

Los estudios realizados en cerebros postmortem de pacientes con RTT han 

revelado características morfológicas típicas, como la reducción del volumen 

cerebral, especialmente en la corteza frontal y las regiones temporales, y la 

presencia de alteraciones estructurales, como neuronas anormales y compactas, 

menor ramificación dendrítica y disminución de la densidad de espinas (D. 

Armstrong et al., 1995; Carter et al., 2008; SteRNAs et al., 2007). 

 

Además, se ha sugerido que MeCP2 desempeña un papel en etapas tempranas 

del desarrollo y la neurogénesis, y se ha observado que su deficiencia puede 
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tener consecuencias antes de la aparición de los síntomas (Fehr et al., 2010, 

2011; Neul et al., 2008). 

 

Además, se ha encontrado que MeCP2 está involucrada en la regulación de 

genes clave en las vías antioxidantes y de eliminación de radicales, lo que 

sugiere una posible relación con los síntomas relacionados con el estrés 

oxidativo y el sistema nervioso autónomo en el RTT (Filosa et al., 2015). 

1.5.5 Tratamiento del Síndrome de Rett: terapias 

actuales y futuras perspectivas. 

Hay dos características principales RTT que lo convierten en un buen candidato 

para ser el primer desorden neurológico tratable o curable: en primer lugar, tiene 

una causa monogénica, que no causa muerte celular ni degeneración (D. D. 

Armstrong, 2002; R. Z. Chen et al., 2001). En segundo lugar, en modelo de 

ratón, los síntomas y la esperanza de vida se mejoran al restaurar los niveles de 

MeCP2. A pesar de esto, aún no hay una cura, y la mayoría de estudios 

preclínicos y terapias utilizadas intentan paliar los síntomas más críticos 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 

que evadan las mutaciones sin sentido evadiendo el codón STOP. Por otra parte, 

estarían las estrategias que usan como diana los efectos aguas abajo de la 

desregulación producida por la proteína 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 

hematoencefálica y genere una expresión prolongada en el tiempo del gen 

introducido (Vashi & Justice, 2019). Uno de los problemas de usar el gen de 

MeCP2 como diana es la sobrecompensación, ya que una dosis de MeCP2 

demasiado elevada lleva a problemas del neurodesarrollo, como malformación 
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del tubo neural, o los síntomas asociados al síndrome de duplicación de MECP2 

(Petazzi et al., 2014; Van Esch et al., 2005b). Cabe destacar que este año ha 

comenzado el primer ensayo clínico de terapia génica dirigida a pacientes RTT, 

utilizando un vector de expresión de MeCP2 autorregulado, usando un vector 

viral con inyección intracerebroventricular (Prasad, 2022; Taysha Gene 

Therapies, n.d.). 

 

Dirigir el tratamiento a las rutas reguladas por MeCP2 es a día de hoy la forma 

más factible de tratar el RTT. Hay aproximadamente 70 fármacos en ensayos 

clínicos y preclínicos que utilizan fármacos reposicionados o nuevos con el fin 

de tratar síntomas o moléculas diana que se superponen con otros desórdenes 

(Gogliotti & Niswender, 2019; Gomathi et al., 2020). 

 

Las estrategias de señalización de factores de crecimiento buscan aumentar los 

niveles de factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF), una de las dianas 

principales de MeCP2, esencial para la maduración neuronal adecuada. Se están 

explorando alternativas al uso de BDNF, como compuestos sintéticos o la 

administración 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 fármaco aprobado por la FDA para RTT, que consiste en un tripéptido 

sintético que ha demostrado mejorar los síntomas, a pesar de no tener un 

mecanismo de acción definido (Harris, 2023; Neul et al., 2023). Además de 

estos, se ha visto que los genes fkbp5 y dlx6 están subexpresados, mientras que  

las proteínas GAMT, IGF2, MPP1 y FXYD, están sobreexpresados en RTT, y 

tienen un efecto patológico, de forma que podrían ser dianas terapéuticas 

(Ehrhart et al., 2016). También se han explorado formas de contrarrestar la 

desestabilización del citoesqueleto en neuronas con mutaciones RTT, 

principalmente promoviendo vías de acetilación de tubulina, mejorando así la 

estabilidad del citoesqueleto y el tráfico intracelular (Lebrun et al., 2021). 

 

Otro enfoque diferente a los anteriores es la recuperación de la actividad de 

MeCP2 mediante el uso de chaperonas farmacológicas (K. L. Ho et al., 2008a). 
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El objetivo de estas chaperonas sería, recuperar la actividad de la proteína 

aberrante mediante fármacos que sean capaces de unirse a una configuración 

nativa, desplazando el equilibrio conformacional de las variantes mutadas (cuya 

estructura induce una reducción de la estabilidad y un deterioro en la unión a 

partners biológicos) hacia una configuración más similar a la nativa (estructural 

y funcionalmente). Estas chaperonas no solo estabilizarían la conformación 

nativa de la proteína defectuosa, sino que pueden conferir protección contra la 

agregación, la degradación y el tráfico 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 pancreático ductal. 

El cáncer de páncreas es el 12º cáncer más frecuente en todo el mundo y la 7ª 

causa de muerte por cáncer en los países industrializados según el GLOBOCAN 

(global cancer observatory, gco.iarc.fr) de la Organización Mundial de la Salud 

(Figura 1.7). A menudo se diagnostica en fases tardías debido a la ausencia de 

síntomas tempranos, lo que da lugar a opciones de tratamiento limitadas y a un 

mal pronóstico. La ausencia de biomarcadores para su detección precoz 

contribuye a su elevada tasa de mortalidad. Se prevé que en 2030 se convierta 

en la segunda causa de muerte relacionada con el cáncer, superando al cáncer 

de mama, próstata y colorrectal. La enfermedad se inicia y progresa debido a 

cambios genéticos, epigenéticos, moleculares y morfológicos en las células 

ductales pancreáticas (Rahib et al., 2014). 

 

 El desarrollo del cáncer de páncreas implica la progresión de la hiperplasia a la 

displasia y finalmente al estado maligno (Hruban et al., 2001). El 

adenocarcinoma ductal pancreático (PDAC) es el tipo más común de cáncer de 

páncreas, representando el 95% de los casos. Se origina en las glándulas 

exocrinas del páncreas, pero, en determinadas condiciones, las células acinares 

pueden sufrir una transformación denominada metaplasia acinar-ductal. El 

PDAC es muy metastásico y suele haberse extendido al hígado y a los ganglios 

linfáticos en el momento del diagnóstico (Ramakrishnan, 2017). 



53  

 

 

Figura 1.7. Incidencia y mortalidad de los diferentes tipos de cáncer (GLOBOCAN, de la 

Organización mundial de la Salud (gco.iarc.fr). Destacado el cáncer de páncreas. 
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Según datos epidemiológicos, menos del 20% de los casos sobreviven un año y 

la tasa de supervivencia a cinco años se mantiene en torno al 5-7%. La resección 

quirúrgica con márgenes claros es la única opción potencialmente curativa del 

cáncer de páncreas. Debido al diagnóstico tardío, menos del 20% de los 

pacientes tienen tumores que puedan ser extirpados quirúrgicamente en el 

momento del diagnóstico (Sohn et al., 2000). 

 

Los síntomas asociados al PDAC, como la pérdida de peso y masa muscular, el 

dolor y la ictericia, son inespecíficos y suelen manifestarse en etapas avanzadas 

de la enfermedad. Estos síntomas pueden estar relacionados con cambios 

metabólicos sistémicos, señales patógenas producidas por el tumor, alteraciones 

en la función pancreática y la cercanía física entre el páncreas y el intestino 

(Kordes et al., 2021). 

 

Existen varias lesiones precursoras del PDAC, como la neoplasia pancreática 

intraepitelial (PanIN), la neoplasia quística 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 más comunes como precursoras del 

cáncer de páncreas (Basturk et al., 2015). 

 

Las mutaciones genéticas que aparecen en casos de PDAC son muy diversas y 

afectan a las vías moleculares centrales, incluyendo la reparación del DNA, el 

procesamiento del RNA y la regulación del ciclo celular y la cromatina, siendo 

kras, smad4, tp53 y cdkn2a los cuatro genes más frecuentemente alterados en 

PDAC (Ryan et al., 2014). El gen kras es el más frecuentemente mutado en 

PDAC (95%) y juega un papel central en el crecimiento y supervivencia de las 

células cancerosas de PDAC (Bryant et al., 2014). En un análisis genómico y 

transcriptómico se identificaron hasta 32 genes mutados de forma recurrente y 

definió cuatro subtipos con diferencias en la evolución 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 vías de 

señalización clave, como la señalización Notch, la remodelación de la 

cromatina, la reparación del DNA, el ciclo celular, el procesamiento del RNA, 

la señalización WNT y TGF-β, y la activación 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 secuenciación 

(Lowery et al., 2017). 

 

Además, la amplia heterogeneidad de las mutaciones genéticas y el denso 

microambiente estromal hacen del PDAC uno de los cánceres más resistentes a 

los fármacos. Aunque las modificaciones genéticas están bien definidas en el 

PDAC, sólo recientemente se ha reconocido el papel de las regulaciones 

epigenéticas, que aseguran una respuesta dinámica a los estímulos ambientales. 

Permiten cambios reversibles en la expresión génica que son responsables del 

inicio y la progresión tumoral, y de la huida de la vigilancia inmunológica o la 

resistencia a fármacos. Por otra parte, su reversibilidad ofrece una oportunidad 

 

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 

pancreático ductal. Variaciones (epi)genéticas asociadas más habituales. Adaptado de (Orth 

et al., 2019). 
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para su tratamiento farmacológico. Únicamente una comprensión profunda de 

los paisajes epigenéticos que impulsan el PDAC, sus interacciones con los 

cambios genéticos, y las influencias del sistema inmune allanará el camino para 

el descubrimiento de nuevos marcadores y guiará 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 sobreexpresión de DNMT1 en el 80% de los 

carcinomas pancreáticos, que produce una hipermetilación de promotores de 

genes supresores tumorales clave como p16, penk y rassf1 y cdkn2a, y está 

relacionada con la potencialidad de los tumores. En un estudio más amplio se 

vio que casi 100 genes son silenciados recurrentemente por metilación del 

DNA, incluyendo zpf82, papr6 y dnajc15. Además, 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 

progresión del PDAC. La pérdida de 5hmC debido a una expresión reducida de 

TET2 puede resultar en un PDAC de tipo escamoso, y mejorar la estabilidad de 

TET2 restablece los niveles de 5-hmC y GATA6 y revierte el fenotipo al subtipo 

clásico que muestra respuestas al tratamiento más favorables. Se ha observado 

también una hipometilación general que, además de la inestabilidad que genera, 

produce una sobreexpresión de los genes serpinb5, cldn4, sfn, lcn2, tff2 y s100p, 

que a su vez provocan alteraciones en la progresión del ciclo celular, la 

proliferación, la diferenciación o la adhesión (Ciernikova et al., 2020). 

 

Los estudios en muestras de autopsias humanas han mostrado alteraciones 

globales en las histonas comparando estado de metástasis con los tumores 

primarios, lo que sugiere que las alteraciones epigenéticas pueden desempeñar 

un papel en su evolución. Estas alteraciones epigenéticas también se han 

observado en lesiones precancerosas PanIN e IPMN. Los análisis integrados de 

estos datos sugieren que probablemente existan 2 subtipos transcripcionales 
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distintos de PDAC, denominados clásico y basal, con un fenotipo basal 

enriquecido en metástasis y correlacionado con un peor pronóstico. Los tumores 

clásicos están enriquecidos en programas transcriptómicos de linaje epitelial y 

pancreático, mientras que los tumores basales están enriquecidos para la 

transición epitelial a mesenquimal, la progresión del ciclo celular y la 

señalización del TGF-β (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 ChIP-seq revelan el aumento 

de los niveles de la marca H3K27me3 y la pérdida de H3K4me3 en genes 

específicos están asociados con la metaplasia acinar-ductal, un proceso crucial 

en el desarrollo y progresión del PDAC (Benitz et al., 2019). La ausencia de 

KDM6A, una enzima desmetilasa de H3K27me3, en un modelo de ratón de 

PDAC induce una forma agresiva y metastásica similar al subtipo escamoso, 

que se relaciona con la activación de enhancers marcados por H3K27ac y que 

regulan genes como ∆np63, myc y runx3 (Andricovich et al., 2018). EZH2, 

componente clave del complejo represor PRC2, es responsable de la generación 

de H3K27me3. Se ha observado una sobreexpresión de EZH2 en el núcleo de 

células de PDAC y en el 68% de los casos de PDAC, y la reducción de EZH2 

disminuye la proliferación celular y favorece un subtipo de PDAC más sensible 

a la quimioterapia y menos agresivo, posiblemente mediante el aumento de la 

expresión de GATA6 (Patil et al., 2020). 

1.6.2 Epigenética de la transición epitelio-mesenquimal 

en PDAC. 

La transición epitelio-mesenquimal (EMT) es un proceso clínicamente 

relevante que regula la diseminación de las células tumorales a órganos 

distantes. En el caso PDAC, la metástasis temprana se debe a cambios 

dinámicos en la expresión génica que permiten a las células tumorales adquirir 

propiedades mesenquimales similares a las de los fibroblastos, lo que resulta en 

una mayor capacidad migratoria, invasión y resistencia a la terapia. La 

disminución de la expresión del gen CDH1, que codifica la glicoproteína 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 desdiferenciación de las células 

epiteliales y la pérdida de las uniones intercelulares, lo que aumenta la 

invasividad tumoral y el potencial metastásico. Se ha observado que la 

hipermetilación de la región promotora del gen CDH1 y su interacción con los 

factores de transcripción Slug, Snail y Twist1, que son inductores de la EMT, 

explican la disminución de su expresión. Además, los factores de transcripción 

FOXA1/2, que actúan como antagonistas de la EMT, también pueden ser 

silenciados mediante mecanismos epigenéticos, como la hipermetilación de sus 

promotores (Ciernikova et al., 2020). 

 

1.6.3 Implicación de MeCP2 en PDAC. 

En los últimos años, muchos estudios han relacionado a MeCP2 con diferentes 

tipos de cáncer, apareciendo sobreexpresada en muchos casos, identificándose 

como oncogen en casos de cáncer de mama, colon, estómago, hígado, próstata, 

pulmón, y riñón (revisado en Nejati-Koshki et al., 2023). 

 

La sobreexpresión de MeCP2 en contexto de cáncer induce la expresión de 

factores de crecimiento reguladas por las vías de MAPK y PI3K/RAS, ya que 

MeCP2 actúa como sustituto de RAS activado y el silenciamiento del gen 

MECP2 produce una reducción de propagación de las células cancerosas 

(Neupane et al., 2016). 

 

Hay poca información sobre el caso concreto de PDAC, donde no se ha descrito 

una sobreexpresión 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 así EMT. Este cambio parece ser el resultado de una 

retroalimentación positiva en la que MeCP2 se une al promotor de furina en 

complejo con SMAD3, aumentando su expresión. En este caso la furina actúa 
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como un activador de TGF-b1, induciendo la fosforilación de SMAD2/3. En 

este estudio, el knockdown de MeCP2 reduce la capacidad proliferativa, 

invasión y migración de células tumorales xenografiadas en ratón (Wang et al., 

2020). 

1.6.4 Terapias para PDAC en la actualidad. 

La alta tasa de mortalidad del PDAC se debe al diagnóstico tardío y a la 

resistencia a la quimioterapia. La cirugía es la opción 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 fármaco de primera línea. 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. 

Además, existe una red de vasos sanguíneos 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 hiperplásico distorsiona la estructura pancreática, causando 

hiperplasia fibrosa y presionando los vasos sanguíneos locales, lo que lleva a la 

hipoxia (Gu et al., 2021; Liang et al., 2017). Los desafíos asociados con el 

tratamiento del PDAC en la actualidad han llevado a que las terapias 

evolucionen para ser más 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 características de su malignidad y puede 

ofrecer una nueva vía 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 fármaco utilizado en 

monoterapia o terapia combinada, junto con capecitabina o paclitaxel unido a 
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albúmina en nanopartículas (nab-paclitaxel), para tratar diferentes etapas del 

PDAC, incluyendo casos localmente avanzados, metastásicos y como terapia 

adyuvante en casos resectables. Sin embargo, el uso de gemcitabina como 

monoterapia muestra resultados desalentadores en términos de supervivencia 

sin progresión y supervivencia global (Sally et al., 2022). Otros fármacos como 

la capecitabina (Schellens, 2007), el nab-paclitaxel (De Vita et al., 2016) y la 

combinación de FOLFIRINOX (5-fluorouracil, ácido folínico, 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 más frecuentes en el PDAC, como 

las de CDKN2A, TP53 y SMAD4, no son actualmente abordables debido a las 

numerosas mutaciones puntuales, asociadas a los PDAC (S. Jones et al., 2008). 

 

Las inmunoterapias que se están desarrollando se basan en la modulación del 

sistema inmune para mejorar la respuesta contra el cáncer (Bagchi et al., 2021), 

pero los inhibidores de puntos de control inmunológicos 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 mínima debido a la 

naturaleza no inmunogénica del tumor y la alta carga tumoral (Feng et al., 2017). 

Se están explorando terapias combinadas para mejorar la eficacia de los 

inhibidores de puntos de control inmunológicos 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 clínicos 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 combinación junto a quimioterapia 

convencional.  
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Como las modificaciones epigenéticas desempeñan un papel clave en el 

desarrollo PDAC y en la transición del tumor a la metástasis, se han generado 

estrategias basadas en la regulación 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 replicación, consiguiendo una reducción de la metilación global. Estos 

inhibidores han mostrado beneficios clínicos en pacientes con síndromes 

mielodisplásicos (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 inhibición del crecimiento cuando se combina con 

gemcitabina (H. Becker et al., 2020). 

 

Los HDACi restauran el equilibrio de acetilación de las histonas y han mostrado 

efectos antitumorales prometedores en el PDAC. Sin embargo, su eficacia 

clínica ha sido limitada y se han asociado con toxicidades hematológicas y 

gastrointestinales. Se están realizando estudios clínicos para evaluar la eficacia 

de los HDACi en combinación 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 más investigación clínica para determinar su 

eficacia y establecer las combinaciones óptimas 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, así 

como la efectividad en la modulación del epigenoma, utilizar MeCP2 como 

diana terapéutica podría ser útil como parte del arsenal terapéutico contra este 

tipo de cáncer. 
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2. Hipótesis y objetivos 
 

MeCP2 es una proteína multifuncional que desempeña 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, aún se desconocen muchos aspectos relacionados con su 

función y sus mecanismos moleculares fisiológicos y patológicos, debido a su 

naturaleza como proteína intrínsecamente desordenada (IDP), que dificulta los 

estudios estructurales y le permite interaccionar con una gran variedad de 

partners biológicos mediante reordenamientos conformacionales. Debido a su 

función en la arquitectura de cromatina como linker de nucleosomas, las 

histonas pueden ser potenciales partners biológicos no estudiados hasta el 

momento. Como lector epigenético, hay evidencias de que podría leer no solo 

la metilación del DNA, sino también otras marcas como la hidroximetilación 

del DNA y la metilación de histonas. Ya que está implicada en diversas 

patologías, MeCP2 se postula como una posible diana farmacológica. 

Los objetivos de esta tesis doctoral son: 

1- Caracterizar biofísicamente la estructura y estabilidad de MeCP2, y la 

contribución de los diferentes dominios (MBD, dominios desordenados 

flanqueantes, y dominios distales) a la estabilidad global de la proteína. 

2- Caracterizar biofísicamente la interacción entre MeCP2 y el dsDNA. Elucidar 

las diferencias entre la interacción con el dsDNA sin metilar, metilado y/o 

hidroximetilado, y determinar la contribución de los diferentes dominios de la 

proteína en esta interacción. 

3- Evaluar la capacidad de MeCP2 para interaccionar con alguna de las histonas 

que conforman los nucleosomas, y si actúa como lector epigenético de la 

modificación postraduccional por trimetilación de H3. Determinar la 

contribución de los diferentes dominios en este proceso. 
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4- Estudiar los efectos deletéreos de mutaciones clínicamente relevantes 

asociadas al síndrome de Rett, en cuanto a la estructura de la proteína o la 

interacción con sus partners. 

5- Identificar compuestos capaces de modular la actividad de MeCP2 con el fin 

de proponer candidatos a potenciales fármacos aplicables en síndrome de Rett 

y adenocarcinoma pancreático ductal. 

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

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

 

Figura 2.1 Representación esquemática de los objetivos 1- 4. 
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contribución de los diferentes dominios (MBD, dominios desordenados 

flanqueantes, y dominios distales) a la estabilidad global de la proteína” derivan 

los siguientes objetivos secundarios: 

- Purificar mediante cromatografía de afinidad variantes truncadas de MeCP2 

recombinante en E. coli, conteniendo los diferentes dominios funcionales. 

- Obtener datos de estructura de cada variante mediante dicroísmo circular y 

medidas de fluorescencia; y medida de estabilidad mediante calorimetría 

diferencial de barrido y estudio fluorimétrico de desnaturalizaciones térmicas y 

químicas de las variantes. 

Del segundo objetivo, “Caracterizar biofísicamente la interacción entre MeCP2 

y el dsDNA. Elucidar las diferencias entre la interacción con el dsDNA sin 

metilar, metilado y/o hidroximetilado, y determinar la contribución de los 

diferentes dominios de la proteína en esta interacción” derivan los siguientes 

objetivos secundarios: 

- Evaluar y comparar el efecto estabilizador causado por la unión a cada una de 

estas variantes de dsDNA (sin metilar, metilado o hidroximetilado) sobre las 

diferentes variantes truncadas de MeCP2 mediante desnaturalizaciones 

térmicas o químicas seguidas por fluorescencia, y calorimetría diferencial de 

barrido. 

- Determinar los parámetros termodinámicos de interacción para cada una de 

estas variantes de dsDNA (sin metilar, metilado o hidroximetilado) con las 

variantes truncadas de MeCP2, mediante calorimetría de titulación isoterma.  

- Estudiar el efecto estructural de la formación del complejo dsDNA:MeCP2 

mediante dispersión dinámica de luz y dicroísmo circular.  

Del tercer objetivo, “Determinar si MeCP2 es capaz de interaccionar con alguna 

de las histonas que conforman los nucleosomas, y si actúa como lector 

epigenético de la modificación postraduccional por trimetilación de H3. 

Determinar la contribución de los diferentes dominios en este proceso” derivan 

los siguientes objetivos secundarios: 
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- Purificar mediante cromatografía de intercambio iónico las cuatro histonas 

canónicas (H2A, H2B, H3, H4) recombinantes en E. coli. 

- Diseñar y purificar mediante cromatografía de intercambio iónico los mutantes 

de H3 intermediarios para la trimetilación química: H3K4C, H3K9C, H3K27C, 

H3K36C recombinantes en E. coli. 

- Optimizar el protocolo de metilación química para la generación de las variantes 

de H3 trimetilada: H3K4me3, H3K9me3, H3K27me3, H3K36me3. 

- Estudiar el efecto estructural de las mutaciones generadas y la trimetilación 

química sobre la H3 mediante dicroísmo circular. 

- Obtener evidencias de la interacción de MeCP2 con las diferentes histonas 

canónicas y con las variantes trimetiladas de H3, y comparar los resultados 

mediante dicroísmo circular y calorimetría de titulación isoterma. 

- Diseñar péptidos representativos de la cola de la histona H3 sin metilar y 

trimetilada y estudiar su interacción con MeCP2. 

- Estudiar la formación de complejos ternarios MeCP2:dsDNA:H3 mediante 

calorimetría de titulación isoterma. 

Del cuarto objetivo, “Estudiar los efectos deletéreos de mutaciones clínicamente 

relevantes para Síndrome de Rett, en cuanto a la estructura de la proteína o la 

interacción con sus partners” derivan los siguientes objetivos secundarios: 

- Purificar constructos de MeCP2 recombinantes (MBD y NTD-MBD-ID) con 

las mutaciones relevantes de síndrome de Rett (R106W y R133C) en E. coli 

mediante cromatografía de afinidad.  

- Caracterizar los efectos estructurales y sobre la estabilidad de la proteína 

mediante dicroísmo circular y el estudio fluorimétrico de la desnaturalización 

térmica. 

- Determinar el efecto deletéreo de las mutaciones causantes de síndrome de Rett 

en la interacción de MeCP2 con el dsDNA sin metilar, metilado e 
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hidroximetilado, mediante la caracterización biofísica de la interacción por 

calorimetría de titulación isoterma. 

- Determinar el efecto deletéreo de las mutaciones causantes de síndrome de Rett 

en la interacción de MeCP2 con las cuatro histonas canónicas por calorimetría 

de titulación isoterma. 

- Determinar el efecto deletéreo de las mutaciones causantes de síndrome de Rett 

en la capacidad de MeCP2 de leer la marca epigenética de trimetilación de H3 

mediante el estudio de la interacción de las variantes mutantes del MBD con las 

variantes trimetiladas de H3 por calorimetría de titulación isoterma. 

Del quinto objetivo, “Identificar compuestos capaces de modular la actividad de 

MeCP2, con el fin de proponer candidatos a profármacos aplicables en 

Síndrome de Rett y adenocarcinoma pancreático 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 formación del 

complejo MeCP2:dsDNA. 

- Determinar el efecto de los compuestos estabilizadores del complejo (RAO y 

DOA) con las variantes de MeCP2 con mutaciones relevantes asociadas al 

síndrome de Rett. 

- Seleccionar un modelo celular adecuado para los siguientes ensayos y estudiar 

la citotoxicidad de los compuestos en esas y otras líneas celulares no 

relacionadas. 

- Para las líneas celulares linfoblastoides derivadas de pacientes: determinar el 

porcentaje de expresión de MeCP2 mutante y estudiar el efecto del tratamiento 

de los compuestos seleccionados sobre la unión de MeCP2 a los promotores de 

genes diana mediante ChIP (inmunoprecipitación de cromatina), 

- Para las líneas celulares de precursores neuronales: definir diferencias entre la 

línea 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 unión de MeCP2 a los promotores seleccionados mediante 

ChIP, y su efecto sobre la expresión de dichos genes mediante RT-qPCR. 

- Determinar la capacidad de unión de los compuestos inhibidores del complejo 

MeCP2:dsDNA a la proteína libre mediante calorimetría de titulación isoterma. 

- Estudiar la toxicidad diferencial de los compuestos seleccionados en líneas 

celulares pancreáticas tumorales y no tumorales. 

 

Figura 2.2 Representación esquemática del objetivo 5. 
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3. Materiales y métodos 

3.1 Plásmidos 

3.1.1 Construcciones MeCP2 

Para obtener las diferentes construcciones de la proteína MeCP2 (isoforma E2), 

las diferentes secuencias fueron introducidas en un vector pET30b por 

GenScript (New Jersey, EEUU). Se comenzó con un plásmido correspondiente 

a la secuencia de la proteína completa (NTD-MBD-ID-TRD-CTDα-CTDβ), 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-CTDα, NTD-MBD-ID-

TRD, NTD-MBD-ID, NTD-MBD), se obtuvieron añadiendo codones STOP en 

los lugares correspondientes.  

Los plásmidos 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 síndrome de Rett (R106W y R133C) fueron 

insertadas en los plásmidos que contenían las secuencias codificantes del MBD 

y la construcción NTD-MBD-ID mediante mutagénesis dirigida, por 

Mutagenex (Suwanee, EEUU). 

3.1.2 Histonas y derivados  

Los plásmidos pET11a que contienen las secuencias para las histonas H2A, 

H2B, H3, H4 y el mutante H3-K27C fueron amablemente cedidos por el Dr. 

Juan Ausió. 
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El plásmido 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 Expresión y purificación de proteínas  

3.2.1 Transformación de bacterias competentes y expresión de proteína 

recombinante. 

Los plásmidos que contienen las secuencias que codifican para todas las 

proteínas utilizadas en esta tesis fueron introducidos en bacterias E. coli BL21 

(DE3) Star para su expresión. El protocolo para la transformación mediante 

choque térmico es el siguiente: 

1- Añadir 100 ng de DNA plasmídico a una alícuota de 100 µL 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- Añadir 500 µL de medio LB (20 g/L). Incubar en agitación (200 rpm) durante 

2 h a 37 °C 

6- Sembrar las células en una placa de LB/Agar con el antibiótico de selección 

(kanamicina 50 mg/mL para el plásmido pET30b; ampicilina 100 mg/mL 

para el plásmido 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 antibiótico de selección. 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 relación 

1:30.  

10- Incubar en las mismas condiciones hasta que se alcance una OD600 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 (espectrofotómetro 

Amersham Biosciences Ultrospec 6300 Pro). 

11- Inducción:  Una vez alcanzada la densidad óptica deseada, la inducción de 

la expresión proteica se llevará a cabo con la adición de isopropil-β-D-1-tio-

β-D-galactopiranósido (IPTG, Sigma Aldrich) a una concentración de 1 mM. 

El tiempo y temperatura de inducción óptimos varía según las proteínas: Para 

todas las construcciones de MeCP2 la inducción se lleva a cabo a 18 °C O/N, 

mientras que la producción de histonas se induce a 37 °C durante 4h. Todo 

ello en agitación (180 rpm). 

12- Recoger el pellet celular, centrifugando a temperatura ambiente durante 10 

minutos a 10000 rpm (centrífuga 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 Purificación 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 añadir 30 mg de lisozima, 

benzonasa (20 U/mL, Merck-Millipore) y un cóctel de inhibidores de proteasas 

(concentraciones finales: PMSF 100 μM, Sigma Aldrich; benzamidina 1 mM, 

Sigma Aldrich; and leupeptina 5 μM, Peptide Institute INC), las células deben 

lisarse por sonicación (Sonics Vibra-Cell Ultrasonic Liquid Processor). 

Después hay que centrifugar 3-4 veces a 20000 rpm a 4 °C durante 15 minutos 

(centrífuga Beckman Coulter Avanti J-26 XP, rotor JA-20) para eliminar los 

restos celulares. 
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El sobrenadante de esta centrifugación debe ser pasado por un filtro de 0.45 μm 

de tamaño de poro, para eliminar impurezas grandes, antes de llevar a cabo la 

cromatografía 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 tampón con alta concentración de sal 

(fosfato de sodio 50 mM pH 7.4, 800 mM cloruro de sodio) para eliminar la 

contaminación por DNA, antes de llevar a cabo un gradiente de imidazol 10-

150 mM para eluir la proteína pura. El proceso se lleva a cabo en un sistema 

ÄKTA 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 proteína de 

interés se mezclan, y se lleva a cabo un cambio de tampón para eliminar el 

imidazol mediante diálisis. La proteína en el nuevo tampón (Tris 50 mM pH7) 

es cuantificada (ver apartado “3.2.4 Cuantificación de proteínas.”) y se digiere 

entonces utilizando Prescission Protease empleando una razón 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 cromatografía para eliminar la cola de histidina 

y cualquier resto no procesado, así como la proteasa. 

Para ello se equilibran dos columnas en serie: una columna de afinidad HiTrap 

TALON (GE-Healthcare Life Sciences) que capturará las colas de histidina y 

cualquier resto no procesado, y una columna de afinidad GST TALON (GE-

Healthcare Life Sciences) que capturará la proteasa gracias a que la enzima está 

marcada con una etiqueta de GST, de forma que la proteína pura sale en el flow-

through. 
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La ultrafiltración a través de membrana de tamaño de poro de 3 o 10 kDa 

(Millipore Amicon centrifugal filter) permite concentrar la proteína, así como 

cambiar el tampón cuando es necesario. 

3.2.3 Purificación de histonas. 

El protocolo de purificación 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 inclusión tras la sonicación, 

obteniendo una mínima fracción en el sobrenadante. 

El protocolo de purificación está adaptado del artículo de Klinker et al. (2014). 

Brevemente, al pellet celular obtenido a partir de 6 L de cultivo se le añaden 10 

mL del tampón 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, añadiendo β-mercaptoetanol a una 

concentración final de 5 mM.  

Una vez el pellet está completamente disuelto, se sonica en hielo hasta que la 

consistencia es completamente líquida y se centrifuga a 20000 rpm a 4 °C 

durante 30 minutos (centrífuga Beckman Coulter Avanti J-26 XP, rotor JA-20) 

para eliminar los restos celulares. 

El sobrenadante de esta centrifugación debe ser pasado por un filtro de 0.45 μm 

de tamaño de poro, para eliminar impurezas grandes, antes de llevar a cabo la 

cromatografía de intercambio iónico. Para ello se inyecta la muestra en dos 

columnas colocadas en serie equilibradas previamente usando tampón SAU200 

(40 mM acetato de sodio pH 5.2, 6 M urea, 1 mM EDTA pH 8, 5 mM β-

mercaptoetanol, 10 mM D/L metionina, 200 mM cloruro de sodio). 

Debe colocarse la columna de intercambio aniónico (resina Q, GE-Healthcare 

Life Sciences) sobre la columna de intercambio catiónico (resina SP, GE-

Healthcare Life Sciences), y trabajar todo el proceso a un flujo de 2 mL/min. 



75  

Después de inyectar la muestra, se retira la columna de intercambio aniónico 

(Q), y se hace un lavado de la columna de intercambio catiónico (SP) con un 

10% del tampón de elución SAU (40 mM acetato de sodio pH 5.2, 6 M urea, 1 

mM EDTA pH 8, 5 mM β-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 proteína 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 proteína de 

interés se mezclan, y se lleva a cabo el replegado de la proteína dializando frente 

a agua destilada.  

3.2.4 Cuantificación de proteínas.  

La cuantificación de la concentración final de las proteínas purificadas se llevó 

a cabo mediante la medida de absorbancia ultravioleta a una longitud de onda 

de 280 nm, utilizando los coeficientes de extinción calculados mediante 

ProtParam Tool Expasy (https://web.expasy.org/protparam) a partir de su 

secuencia de aminoácidos. Los coeficientes de extinción están recogidos en la 

tabla 3.1. La potencial contaminación por DNA fue comprobada cada vez 

mediante el cociente de absorbancias a 260 y 280 nm. 

La relación entre la absorción a 280 nm y el coeficiente de extinción está 

definido por la ecuación de Lambert-Beer (Luong et al., 2011; Swinehart, 

1962): 

A = ε280  × C × l     (1) 

donde A representa el valor de la absorbancia medida a una longitud de onda 

específica (en este caso, 280 nm), siendo ε280 el coeficiente de extinción molar 

de la proteína a 280 nm (M-1 cm-1), l es la longitud del paso óptico de la muestra 

(cm) y C es la concentración de proteína (M). Las mediciones de absorbancia a 

280 nm se realizaron en un espectrofotómetro/fluorímetro DS-11 Series 

(DeNovix).  
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Tabla 3.1 Parámetros de las construcciones proteicas. 

Proteína ɛ280 

(M-1·cm-1) 

MW  

(Da) 

MeCP2 

MBD 11460 9927 

NTD-MBD 11460 17757 

NTD-MBD-ID 11460 22420 

NTD-MBD-ID-TRD 11460 33615 

NTD-MBD-ID-TRD-CTDα 11460 39161 

NTD-MBD-ID-TRD-CTDα-CTDβ 

(proteína completa) 

13075 53264 

MBD (R106W)  16960 9957 

MBD (R133C) 11460 9874 

NTD-MBD-ID (R106W)  16960 22450 

NTD-MBD-ID (R133C) 11460 22367 

ID 0 4468 

Histonas 

H2A 4050 13960 

H2B 6070 13740 

H3 4040 15273 

H4 5400 11236 

H3 K4C / K9C / K27C / K36C 4040 15330 

H3 K4me3 / K9me3 / K27me3 / K36me3 4040 15417 

 

3.3 Metilación química 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 cisteína presente en la proteína WT por una 

alanina (C111A) y en segundo lugar reemplazar la lisina en cada una de las 

posiciones indicadas por una cisteína. De esta forma podremos hacer una 
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reacción de alquilación sobre esa cisteína, obteniendo un análogo de la lisina 

trimetilada. Los plásmidos utilizados y los protocolos de transformación, 

expresión y purificación han sido detallados previamente. 

El protocolo de trimetilación química fue adaptado del artículo de Simon et al.  

(2007), siendo brevemente: 

- Disolver las histonas liofilizadas (5-10 mg) en 980 μL de tampón de 

alquilación (1 M HEPES 1 M pH 7.8, 4 M cloruro de guanidinio, 10 mM 

D/L metionina 10mM) y añadir 20 μL de ditiotreitol (DTT) 1 M. 

- Incubar a 37 °C durante 1 h. 

- Añadir 100 mg de bromuro de (2-bromoetil)trimetilamonio (SIGMA 

#117196) y dejar que se disuelva durante la incubación de 2.5 h a 50 °C. 

- Añadir 10 μL de DTT 1M. 

- Incubar otras 2.5 h a 50 °C. 

- Detener la reacción con 50 μL de β-mercaptoetanol 14.2 M. 

- Separar las proteínas metiladas de los reactivos en una columna PD10 

equilibrada en H20/β-mercaptoetanol 3mM. 

La correcta trimetilación se comprobó mediante la determinación de la masa 

exacta por MALDI-TOF, llevada a cabo por el Servicio de Proteómica de los 

Servicios Científico-Técnicos (SCT) del CIBA (Centro de Investigación 

Biomédica de Aragón, 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 región 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 está acetilado y el C-terminal está amidado para reducir las 

cargas electrostáticas, imitando lo que puede ocurrir en la estructura de la 

proteína. 

3.5 Hibridación del DNA de doble hebra 

Los oligonucleótidos de DNA correspondientes al promotor IV del gen de 

BDNF (brain-derived neurotrophic factor) de ratón fueron producidos y 

purificados por IDT Technologies. Se obtuvieron en forma de oligonucleótidos 

de hebra simple de 45 bases, y fueron hibridados para obtener oligonucleótidos 

de doble hebra de 45 pares de bases (dsDNA) para los ensayos de interacción 

con MeCP2. Se utilizaron oligonucleótidos purificados mediante HPLC, 

mientras que para el cribado de alto rendimiento se utilizó DNA purificado por 

desalting. 

Se utilizaron tres pares diferentes de oligonucleótidos, con la misma secuencia, 

pero con diferente modificación en la cisteína central: sin metilación, metilados 

o hidroximetilados, cuya secuencia se detalla en la tabla 3.2. 

Los oligonucleótidos se disolvieron en agua destilada para obtener una 

concentración final de 0.5 mM, comprobado mediante absorbancia UV 

(espectrofotómetro DS-11 Series). Se mezclaron los pares de oligonucleótidos 

con una proporción equimolar y se hibridaron utilizando un termociclador 

Stratagene Mx3005P qPCR real-time thermal cycler (Agilent Technologies). El 

perfil térmico de la hibridación consiste en: 1- equilibrado a 25 °C durante 30 

segundos, 2- aumento rápido 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/180 s. 

La concentración final de oligonucleótido de doble hebra se calculó a partir de 

las concentraciones medidas por absorbancia UV a 260 nm de los 

oligonucleótidos de hebra simple según la ecuación 2: 
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1

[dsDNA]
=

1

[ssDNA]forw
+

1

[ssDNA]rev
    (2) 

donde [dsDNA] es la concentración final del DNA de doble cadena después de 

mezclar cantidades equimolares de los oligonucleótidos “forward” (for) y 

“reverse” (rev) disponibles en concentraciones stock [ssDNA]for y [ssDNA]rev, 

respectivamente. 

3.6 Predicción de estructura  

La predicción de la estructura secundaria de MeCP2 se realizó mediante el 

servidor de predicción de la estructura secundaria de proteínas PSIPRED 

(bio.tools/psipred) introduciendo la secuencia aminoacídica de MeCP2. Los 

modelos de las estructuras tridimensionales de MeCP2 completa, el dominio 

MBD en solución y H3 en solución se obtuvieron del repositorio AlphaFold 

(https://alphafold.ebi.ac.uk). 

3.7 Dicroísmo circular 

El dicroísmo circular (DC) es una técnica espectroscópica basada en la 

absorción diferencial de luz polarizada circularmente a izquierda y derecha. La 

espectroscopía DC se utiliza para estudiar moléculas quirales de todo tipo y 

tamaño. Una de las aplicaciones más importantes del DC es analizar la 

estructura secundaria u otras propiedades específicas (por ejemplo, 

microambiente de los residuos aromáticos) de la conformación de 

macromoléculas, concretamente proteínas. La señal de DC nos permite 

determinar cómo cambia la estructura secundaria de las proteínas con las 

condiciones ambientales o al interactuar con otras moléculas. 

Los espectros de DC se registraron en un espectrómetro Chirascan (Applied 

Photophysics) termostatizado, utilizando una cubeta de cuarzo de 0.1 cm de 

longitud de paso óptico (Hellma) con un ancho de banda de 1 nm, una resolución 

espectral de 0.5 nm y un tiempo de respuesta de 5 s. La temperatura se controló 

mediante una unidad Peltier y se monitorizó utilizando una sonda de 
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temperatura. La concentración de proteína se fijó en 7 µM para todas las 

proteínas. En el caso de espectros de combinación de proteínas, se utilizaron 

cantidades equimolares de ambas. Para la seguridad de los componentes ópticos 

y la calidad del escaneo se purgó el oxígeno del espectrómetro mediante un flujo 

de nitrógeno durante 20 minutos previos a las medidas. 

Los espectros experimentales se corrigieron según la línea base (sustracción de 

la señal del tampón) y se normalizaron según la concentración para calcular la 

elipticidad media por residuo [ϴ] (mdeg cm-1 M-1) según la ecuación 3: 

[ϴ] =
ϴ

10 c l N
     (3) 

donde ϴ es la elipticidad cruda medida (mdeg), c es la concentración de proteína 

usada (M), l es la longitud del paso óptico (cm) y N es el número de residuos de 

aminoácidos de la proteína. En los espectros con diferentes especies, se muestra 

la señal en valores de elipticidad ϴ (mdeg). 

3.8 Espectroscopía de fluorescencia 

La espectroscopía de fluorescencia es una técnica ampliamente extendida en los 

estudios estructurales de proteínas. El triptófano (Trp) es un aminoácido 

aromático que absorbe radiación de longitud de onda de 280 nm. Presenta 

buenas propiedades intrínsecas de fluorescencia que están extremadamente 

influenciadas por su entorno, lo que nos permite seguir los cambios en la 

estructura de las proteínas o el efecto de su interacción con otras biomoléculas 

monitorizando la emisión de fluorescencia del triptófano. Las técnicas de 

espectroscopía de fluorescencia son muy adecuadas para seguir el plegamiento 

o desplegamiento de proteínas, o el equilibrio de interacción de proteínas. La 

fluorescencia del triptófano se reduce cuando se expone al disolvente: 

normalmente suele experimentar una reducción de intensidad y un 

desplazamiento de la longitud de onda del máximo del espectro hacia longitudes 

de onda mayores (red-shift). Esta técnica tiene una limitación evidente: debe 
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haber al menos un residuo de triptófano en la secuencia de aminoácidos de la 

proteína. Y si hay demasiados residuos triptófanos la interpretación de los 

resultados puede ser problemática. 

Los espectros de fluorescencia se realizaron en un espectrofotómetro de 

fluorescencia Cary Eclipse (Varian) utilizando una cubeta de cuarzo de 1 cm de 

longitud de paso (Hellma). Los espectros de emisión de fluorescencia se 

registraron de 300 a 400 nm utilizando una longitud de onda de excitación de 

290 nm (para evitar excitar residuos de tirosina) y un ancho de banda de 5 nm. 

La concentración de proteína se fijó en 5 μM. 

3.7 Desnaturalización térmica o química seguida por 

fluorescencia 

Los estudios de desplegamiento térmico se realizaron en un espectrofotómetro 

de fluorescencia Cary Eclipse (Varian) utilizando una cubeta de cuarzo de 1 cm 

de longitud de paso (Hellma Analytics, Müllheim, Germany). La temperatura 

se controló mediante una unidad Peltier y se monitorizó con una sonda de 

temperatura. Los espectros de emisión de fluorescencia se registraron de 300 a 

400 nm utilizando una longitud de onda de excitación de 290 nm y un ancho de 

banda de 5 nm. La concentración de proteína se fijó en 5 μM. 

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 máximo cambio espectral 

(determinada previamente). Los experimentos de desplegamiento térmico se 

analizaron considerando un modelo de desplegamiento de dos estados (una 

única transición), proporcionando la temperatura de desplegamiento, Tm, y la 

entalpía de desplegamiento, ΔH(Tm). El efecto estabilizador ejercido por la 

interacción con DNA de doble hebra (dsDNA) se evaluó realizando 

desnaturalizaciones térmicas de las diferentes proteínas (a 5 μM) en presencia 

de DNA metilado, no metilado o hidroximetilado (a 10 μM) en las mismas 

condiciones. 
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Los datos y espectros experimentales se analizaron modelo de desplegamiento 

en dos estados: 

F =
(AN+BNT)+(AU+BUT)exp(−

∆G(T)

RT
)

1+exp(−
∆G(T)

RT
)

∆G(T) = ∆H(Tm) (1 −
T

Tm
) + ∆CP (T − Tm − T ln

T

Tm
)

  (4) 

o tres estados para la proteína completa en presencia de dsDNA 

hidroximetilado: 

F =
(AN+BNT)+(AI+BIT)exp(−

∆G1(T)

RT
)+(AU+BUT)exp(−

∆G1(T)+∆G2(T)

RT
)

1+exp(−
∆G1(T)

RT
)+exp(−

∆G1(T)+∆G2(T)

RT
)

∆Gi(T) = ∆Hi(Tm,i) (1 −
T

Tm,i
) + ∆CP,i (T − Tm,i − T ln

T

Tm,i
)

       (5) 

donde F es la señal de fluorescencia, R es la constante de gases ideales, T es la 

temperatura, Tmi es la temperatura de desplegamiento de la transición i, Hi(Tmi) 

es la entalpía de desplegamiento de la transición i, CP,i es la capacidad 

calorífica de desplegamiento de la transición i, y Gi es la energía de 

estabilización de Gibbs de la transición i. 

La intensidad de fluorescencia medida a cada temperatura (T) es una media de 

las contribuciones intrínsecas de cada especie conformacional de la proteína, 

como una suma ponderada en función de su fracción molar en cada temperatura.  

Los parámetros ajustables AN, BN, AI, BI, AU, y BU definen la señal de 

fluorescencia intrínseca 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 Calorimetría diferencial de barrido (DSC). 

La estabilidad térmica de las construcciones de MeCP2 (MBD y NTD-MBD-

ID) se evaluó mediante el desplegamiento térmico controlado por calorimetría 

diferencial de barrido (DSC) de alta precisión. La capacidad calorífica molar 

parcial de la proteína en solución se midió en función de la temperatura en un 

Auto-PEAQ-DSC (MicroCal, Malvern-Panalytical, Malvern, Reino Unido). 

Los experimentos se realizaron con una solución de proteína a una 

concentración de 20 y 40 µM en tampón 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 añadió a una concentración 

final de 20 µM. 

El primer enfoque en el análisis experimental DSC consistió en aplicar un 

análisis de datos genérico en ausencia de modelo para discriminar entre 

diferentes posibilidades: desplegamiento en dos estados, desplegamiento con 

número de estados mayor de dos, y desplegamiento de proteína oligomérica. A 

partir del termograma (capacidad calorífica molar de exceso de la proteína en 

función de la temperatura, CP vs. T) se estimaron la entalpía calorimétrica de 

desplegamiento, Hcal, la temperatura de desplegamiento, Tm, y la capacidad 

calorífica máxima de desplegamiento, CP,max, a partir de las cuales fue posible 

calcular la entalpía de van 't Hoff, HvH: 

∆HvH =
4RTm

2 CP,max

∆Hcal
    (6) 

De la relación HvH/Hcal pueden surgir diferentes posibilidades: 1) si 

HvH/Hcal = 1, el termograma reflejaría una única transición y la proteína se 

despliega según un modelo de dos estados (es decir, la proteína contiene un 

único dominio energético que se despliega cooperativamente); 2) si HvH/Hcal 

< 1, el termograma reflejaría, al menos, dos transiciones (parcialmente) 

solapadas y la proteína se despliega según un modelo que no es de dos estados 
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(es decir, la proteína contiene, al menos, dos dominios que se despliegan de 

forma independiente no cooperativa); y 3) si HvH/Hcal > 1, el termograma 

reflejaría una transición de desplegamiento acoplada a la disociación de 

subunidades (es decir, la proteína es oligomérica y se despliega en monómeros 

aislados según un proceso de elevada cooperatividad). 

Una vez seleccionado el modelo de desplegamiento adecuado según el test de 

van't Hoff, el termograma se analizó mediante un análisis de ajuste de regresión 

no lineal considerando un conjunto de n transiciones independientes, cada una 

caracterizada por una temperatura de transición Tm,i, una entalpía de 

desplegamiento ΔHi(Tm,i), y una capacidad calorífica de desplegamiento ΔCP,i: 

      

〈∆𝐶𝑃(𝑇)〉 = ∑
𝐾𝑖(𝑇)

(1+𝐾𝑖(𝑇))
2

∆𝐻𝑖(𝑇)2

𝑅𝑇2
𝑛
𝑖=1

𝐾𝑖(𝑇) = exp (−∆𝐺𝑖(𝑇)/𝑅𝑇)

∆𝐺𝑖(𝑇) = ∆𝐻𝑖(𝑇𝑚,𝑖) (1 −
𝑇

𝑇𝑚,𝑖
) + ∆𝐶𝑃,𝑖 (𝑇 − 𝑇𝑚,𝑖 − 𝑇 ln

𝑇

𝑇𝑚,𝑖
)

 (7) 

donde Ki, ΔHi y ΔGi son la constante de equilibrio conformacional, la entalpía 

de desplegamiento, y la energía de estabilización de Gibbs de la transición 

conformacional i, respectivamente, R es la constante de los gases ideales, y T 

es la temperatura absoluta. 

3.11 Estudio por fluorescencia de la desnaturalización 

química  

La estabilidad química de MeCP2 MBD y NTD-MBD-ID se evaluó mediante 

espectroscopía de fluorescencia, utilizando urea ultrapura (urea cristalina de 

grado farmacéutico, PanReac, Alemania) como desnaturalizante caotrópico. La 

emisión de fluorescencia intrínseca del triptófano único en MeCP2 (W104) se 

monitorizó en un espectrofotómetro de fluorescencia Cary Eclipse 

termostatizado (Varian-Agilent, Santa Clara, CA, EE.UU.) utilizando una 

concentración de proteína de 5 µM, en una cubeta de cuarzo de 1 cm de longitud 

de paso (Hellma Analytics, Müllheim, 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 emisión de fluorescencia se 

registraron de 300 a 500 nm, utilizando una longitud de onda de excitación 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 únicamente los estados nativo y desplegado de la proteína (modelo 

de dos estados) fue suficiente para reproducir las curvas de desnaturalización, y 

la inclusión de estados intermedios adicionales parcialmente desplegados fue 

perjudicial para la bondad del ajuste. Para el análisis cuantitativo se empleó la 

energía media de emisión espectral media <E> en función de la concentración 

de desnaturalizante, obtenida según la ecuación: 

〈E〉 =
∑ Ii λi⁄i

∑ Iii
      (8) 

donde Ii es la intensidad de emisión de fluorescencia en el espectro a una 

determinada longitud de onda λi. Así, <E> es el valor medio espectral del 

inverso de la longitud de onda (una cantidad proporcional a la energía – 

frecuencia – en el espectro). El ajuste se llevó a cabo mediante la ecuación: 

I([D]) =
1

1+K([D])
IN([D]) +

K([D])

1+K([D])
IU([D])

K([D]) = exp (−∆G([D])/RT)

∆G([D]) = ∆Gw([D]) − m[D]

Ii([D]) = Ai + Bi[D]

  (9) 

 

donde K, ΔG, ΔGw, y m son la constante de equilibrio, la energía de 

estabilización de Gibbs en presencia y ausencia de desnaturalizante, 

respectivamente, y la susceptibilidad de la proteína al desnaturalizante, para la 

transición conformacional. Se ha asumido el modelo de extrapolación lineal 

(LEM) al especificar el efecto de la concentración de desnaturalizante [D] sobre 
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la energía de estabilización, y se ha considerado lineal la dependencia de la 

intensidad de fluorescencia intrínseca de cada estado conformacional de la 

proteína con la concentración de desnaturalizante. 

3.12 Dispersión dinámica de luz (DLS). 

Las mediciones de dispersión dinámica de luz (DLS) se realizaron en un 

DynaPro Plate Reader III (Wyatt Technology, Santa Barbara, CA) utilizando 

una placa de 384 pocillos (Aurora Microplates, Whitefish, MT). La solución 

stock de urea (8 M) se diluyó en serie para obtener concentraciones desde 7 M 

a 0 M (en decrementos de 1 M), antes de añadir la proteína hasta una 

concentración final de 20 μM. Todas las soluciones se filtraron utilizando 

membranas de 0.2 μm de tamaño de poro y las soluciones de proteína se 

centrifugaron en microtubos durante 2 minutos a velocidad máxima para evitar 

que la precipitación de urea o los agregados de proteínas interfirieran en las 

mediciones DLS. Para cada medición se realizaron 10 adquisiciones de 3 

segundos, y el radio hidrodinámico aparente se estimó a partir del coeficiente 

de difusión experimental, obtenido por el ajuste de cumulantes de la función de 

autocorrelación traslacional, asumiendo un modelo de esfera de Rayleigh. Los 

experimentos se realizaron en tampón 50 mM Tris pH 7.0, a 20 °C.  

3.13 Calorimetría de titulación isoterma (ITC) 

La interacción 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 calorímetro de titulación 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 

iónica se controló mediante la concentración de cloruro sódico (0-150mM). La 

solución de proteína en la célula calorimétrica a 3-5 µM se tituló con ligando 

(DNA, histonas…) a 50 µM en la jeringa de inyección. Se programó una 

secuencia de 19 inyecciones de 2 µL de solución valorante espaciadas 
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uniformemente por 150 s con una velocidad de agitación de 750 rpm y una 

potencia térmica de referencia de 10 μcal/s.  

La constante de asociación, KB, y la entalpía aparente de unión, HB,obs, se 

estimaron mediante análisis de datos de regresión no lineal por mínimos 

cuadrados de los datos experimentales empleando un modelo de sitio de unión 

de ligando único (estequiometría 1:1 proteína:dsDNA) para MBD o ID 

interactuando con DNA, H2A, H2B, H3 (y versiones trimetiladas) y compuestos 

ADO, o un modelo de sitios de unión de dos ligandos (estequiometría 1:2 

proteína:dsDNA) para NTD-MBD-ID o proteína completa interactuando con 

DNA o H3, empleando rutinas de ajuste definidas por el usuario implementadas 

en Origin (OriginLab, Northampton, MA): 

[P]T,j = [P]0 (1 −
vinj

V0
)

j
, [L]T,j = [L]0 (1 − (1 −

vinj

V0
)

j
)

[PLi]j = [P]T,j
KBi[L]j

1+KBi[L]j

[L]T,j = [L]j + ∑ [P]T,j
KBi[L]j

1+KBi[L]j

N
i=1

Qj =
1

vinj[L]0
∑ V0ΔHB,obs,i ([PLi]j − [PLi]j−1 (1 −

vinj

V0
))N

i=1 + Qd

    (10) 

 

donde Qj es el efecto calorífico normalizado por la concentración del ligando 

tras la inyección j, vinj es el volumen de cada inyección, V0 es el volumen de la 

célula, Qd es el calor de inyección debido a cualquier fenómeno inespecífico (el 

llamado "calor de dilución", que contiene contribuciones de la mezcla de 

soluciones, la dilución del agente titulante, el equilibrado de temperaturas y 

concentraciones iónicas, etc.), PiL es el complejo proteína:dsDNA en el que está 

ocupado el sitio de unión i, KBi es la constante de asociación para el complejo 

PLi, ΔHB,obs,i es la entalpía de unión para el complejo PLi, [P]0 es la 

concentración inicial de proteína en la célula, [L]0 es la concentración de ligando 

en la jeringa, [P]T,j es la concentración total de proteína en la célula tras la 

inyección j, [L]T,j es la concentración total de ligando tras la inyección j, [P]j es 

la concentración de proteína libre tras la inyección j, y [L]j es la concentración 
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de ligando libre tras la inyección j. Estas ecuaciones son válidas para un único 

sitio de unión N = 1, y para dos sitios de unión N = 2. Una descripción detallada 

de estos modelos aplicados en ITC puede encontrarse en la bibliografía (Freire 

et al., 2009; Vega et al., 2015).  

La constante de disociación Kd para cada sitio de unión se calculó como la 

inversa de KB, y la energía Gibbs y la entropía de unión se calcularon aplicando 

relaciones estándar bien conocidas –RT lnKB, GB = HB – TSB. La capacidad 

calorífica de unión, ΔCPB, se determinó realizando titulaciones a diferentes 

temperaturas y estimando la derivada de la entalpía observada con la 

temperatura mediante regresión lineal en el gráfico de entalpía frente a 

temperatura. 

La constante de unión KB no se ve afectada por la posible ionización del tampón 

siempre que el pKa del tampón esté próximo al pH experimental. Sin embargo, 

la entalpía de unión observada (y, por tanto, también la contribución entrópica) 

puede contener una contribución adicional procedente de la ionización del 

tampón. Por lo tanto, el tampón seleccionado podría afectar a la partición de la 

entalpía de Gibbs en sus contribuciones entálpica y entrópica. Las 

contribuciones extrínsecas del tampón (Claveria-Gimeno et al., 2019; Gómez & 

Freire, 1995a) pueden eliminarse estimando la entalpía de unión independiente 

del tampón, HB, según 

∆HB,obs = ∆HB + ∆nH∆Hbuffer   (11) 

 

donde nH es el número de protones intercambiados entre el complejo 

proteína:dsDNA y la solución total al unirse el dsDNA, y Hbuffer es la entalpía 

de ionización del tampón seleccionado. Por lo tanto, se realizaron valoraciones 

en tampones con diferentes entalpías de ionización (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 parámetros termodinámicos independientes del tampón (H 

and nH) a partir de una regresión lineal utilizando la ecuación 10. Conociendo 
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la energía de Gibbs de unión y la entalpía de unión independiente del tampón, 

se puede calcular fácilmente la entropía de unión independiente del tampón. El 

parámetro nH puede ser distinto de cero cuando la unión del ligando provoca 

cambios en la constante de disociación de protones de determinados residuos 

ionizables (en la proteína o en el ligando) como consecuencia de cambios en su 

microentorno al formarse el complejo. 

3.14 Cribado de alto rendimiento y estudio de 

estabilización de mutantes 

Para identificar ligandos capaces de estabilizar o inhibir la interacción del DNA 

con la proteína MeCP2, se llevó a cabo un cribado de alto rendimiento (HTS, 

High Throughput Screening) experimental basado en un ensayo de 

determinación del efecto estabilizador inducido por ligando frente a 

desnaturalización térmica (TSA, Thermal Shift Assay). Se llevaron a cabo dos 

procedimientos de cribado, uno con cada una de las construcciones proteicas: 

1) la construcción con el MBD aislado, y 2) la construcción que contiene los 

dominios NTD-MBD-ID. Ambos cribados se llevaron a cabo en presencia de 

DNA de doble cadena (oligonucleótido 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 realizó monitorizando la desnaturalización térmica del complejo 

MeCP2 (cada construcción) con dsDNA en presencia de la sonda fluorescente 

extrínseca SYPRO Orange (Invitrogen). Los experimentos de HTS se realizaron 

en un termociclador en tiempo real Stratagene Mx3005P qPCR (Agilent 

Technologies). Para ello, se dispensaron soluciones de proteína-dsDNA (50 μL, 

concentraciones finales 10 μM de MeCP2 y 10 μM de DNA) en tampón 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 añadieron a una concentración final de 400 μM (Prestwick) o 160 μM 

(HitFinder), y concentraciones finales de DMSO al 4%, a las microplacas que 
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contenían las soluciones de proteínas 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 intrínsecos en 

presencia y ausencia de DNA y en ausencia de ligandos, a la misma 

concentración de DMSO. La desnaturalización térmica se controló siguiendo el 

aumento de la intensidad de fluorescencia de la sonda SYPRO Orange asociado 

al desplegamiento de la proteína (λexc = 492 y λem= 610 nm, donde λexc es la 

longitud de onda de excitación y λem es la longitud de onda de emisión). 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 máxima 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 

máxima pendiente hacia temperaturas más altas, en comparación con los 

controles en presencia de proteína:dsDNA y DMSO, internos de cada 

microplaca. Aquellos compuestos que aumentaban los valores de Tm del 

complejo MeCP2:dsDNA por encima de 3 veces la SD de los valores de Tm 

determinados en los experimentos de control correspondientes (8 experimentos 

sin ligando añadido, con la misma concentración 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 máxima pendiente hacia temperaturas más bajas que la de la 

proteína en ausencia de dsDNA, lejos de los valores de Tm del complejo.  

Los compuestos identificados como estabilizadores se probaron posteriormente 

en presencia de MeCP2 con mutaciones asociadas a RTT para evaluar si 

ejercían el mismo efecto estabilizador sobre ellas utilizando las mismas 

condiciones experimentales. 



91  

3.15 Quimiotecas 

Para el cribado molecular experimental se han empleado dos colecciones de 

compuestos químicos (quimiotecas) disponibles comercialmente: Prestwick 

Chemical Library (Prestwick Chemical) con 1120 fármacos aprobados por la 

US Food and Drug Administration (FDA) y HitFinder (Maybridge) con 10000 

compuestos seleccionados por su alta diversidad química y farmacológica. Los 

compuestos se encuentran disueltos en dimetilsulfóxido (DMSO) al 100% a una 

concentración de 10 mM (Prestwick) o 4 mM (HitFinder).  

3.16 Cultivo celular en suspensión 

Las líneas celulares linfoblastoides derivadas de pacientes son propiedad del 

Instituto de Investigación contra la Leucemia Josep Carreras. Fueron obtenidas 

a partir de muestras de sangre periférica de pacientes con síndrome de Rett con 

diferentes mutaciones, e individuos sanos. El análisis de las mutaciones fue 

caracterizado previamente por secuenciación directa del codón del gen MECP2.  

Se aislaron células mononucleares sanguíneas (PBMCs) mediante la 

sedimentación con Ficol/Hypaque (Amershan) y se utilizó un protocolo 

estándar de infección de linfocitos B con el virus de Epstein-Barr para producir 

las líneas celulares linfoblastoides inmortalizadas.  

En el estudio se utilizaron las líneas: HBL-26 proveniente de un donante sano, 

CNIO1, CNIO3 y CNIO10, provenientes de pacientes RTT con mutaciones de 

MeCP2 R106W, T158M y R294X, respectivamente. El cultivo de estas líneas 

se llevó a cabo en medio completo compuesto por medio RPMI (Merck) 

suplementado con 10% SFB (suero fetal bovino), 100 U/mL penicilina y 100 

μg/mL estreptomicina a 37 °C bajo una atmósfera consistente en un 5% de CO2. 

Las células crecieron en suspensión sin agitación.  

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 acidificación 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 región visible del espectro 

puesto que podría interferir en las medidas. En esos casos se usa RPMI sin rojo 

fenol. Para los pases y la expansión, 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 cámara 

de Neubauer. 

Para comprobar el porcentaje de expresión de MeCP2 mutante (según el 

porcentaje de silenciamiento de cada cromosoma X), se purificó el RNA y se 

produjo DNAc (ver más adelante) y se secuenció en el Servicio de Genómica 

del Instituto Josep Carreras.   

3.17 Cultivo celular Lunet, HACAT, MiaPaCa-2, 

PANC-1 

Las líneas celulares epiteliales ductales pancreáticas 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 Clínic de Barcelona, Barcelona). La línea de 

queratinocitos HACAT fue cedida por el grupo del Dr. Pedro Baptista, 

investigador ARAID del Instituto de Investigación Sanitaria de Aragón. 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 aminoácidos no esenciales (Gibco), 100 

UI/mL de penicilina (Gibco), 100 mg/mL de estreptomicina (Gibco) y 250 

mg/mL de geneticina (G418; Gibco). 

Las células Lunet, HACAT, MiaPaCa-2, PANC-1 utilizadas para la 

determinación 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 μg/mL estreptomicina a 37 °C bajo una atmósfera 
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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 acidificación 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 región visible del espectro puesto que podría interferir en algunas medidas. 

En esos casos, se usa DMEM sin rojo fenol.  

La línea HPDE (Human Pancreatic Duct Epithelium) se cultivó 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 además con 1% penicilina/estreptomicina. 

Para el subcultivo, las células se separaron utilizando tripsina, cuya acción es 

detenida añadiendo medio con suero fetal y se centrifugaron durante 5 minutos 

a 300 g (900 g para la línea HPDE). A continuación, se resuspendieron 

suavemente y se sembraron cada 3-5 días al alcanzar un 90% de confluencia. 

3.18 Cultivo ReNCells 

Las células ReNCells VM fueron cedidas por el grupo de la Dra. Sònia Guil, 

investigadora del Instituto de Investigación contra la Leucemia Josep Carreras 

(Badalona). La línea celular mutante para MeCP2 (R133C) fue generada por el 

mismo grupo mediante CRISPR-Cas9. 

El cultivo de ambas líneas celulares se llevó a cabo en placas tratadas con 

laminina (20 μg/mL, Sigma Aldrich), que se aspira suavemente antes de 

dispensar el medio conteniendo las células, para su correcta adhesión. El cultivo 

se realiza usando medio DMEM-F12 (L0093-500, Biowest, Nuaillé, Francia), 

con 0.2% de heparina (Stem Cell Technologies, Vancouver, Canadá), B-27 

complete vitamins (17504-044, Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) y 

antibiótico/antimicótico (L0010-100, Biowest) a 37 °C con humedad máxima 

con una atmósfera de 5% de CO2. 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 continuación, se 

resuspendieron suavemente y se sembraron tras el recuento celular. El medio se 

cambió cada dos días y el cultivo se realizaron pasajes cada 3-6 días 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 determinó 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 evaporación, se sembraron 4000-6000 células/pocillo (según el 

tipo celular) excepto para HBL-26, para las que se sembraron 30000 

células/pocillo en un volumen final de 100 µL. Después de 24 h se añadieron 

diluciones seriadas de los compuestos (concentraciones entre 300 µM y 0.7 nM, 

dependiendo el compuesto) en triplicados. Después de incubar con los 

compuestos durante 48 h en el incubador, se añadió 20 µL del reactivo diluido 

1:5 en medio del cultivo a cada pocillo. Después de una incubación de 90 

minutos, el metabolismo celular se evaluó mediante la cuantificación de la 

conversión del sustrato añadido, midiendo la absorbancia a 490 nm.  

La viabilidad celular se calculó utilizando como control positivo células sin 

tratar (sin añadir compuesto, con la misma proporción de DMSO), mientras que 

el control negativo (0% viabilidad) se obtiene del tratamiento con 1% DMSO. 

Las curvas de citotoxicidad (representación del porcentaje de viabilidad frente 

a concentración de compuesto) se usaron para calcular los parámetros 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 concentración de compuesto capaz de producir un 50% o 5% 
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de muerte celular. Para la representación resumida de los datos se ha utilizado 

la opción HeatMap del software GraphPad Prism. 

3.17 Extracción de RNA y síntesis de DNAc.  

Para los estudios de cambios en la expresión de genes tras el tratamiento de 

compuestos en las líneas celulares linfoblastoides (HBL-26 y CNIO10) y 

precursores neuronales ReNCells (WT y R133C), se sembraron 1.8·106  y 2·106 

células, respectivamente para cada condición, en placas de 100 mm. Al día 

siguiente se trataron las células con los diferentes compuestos a las 

concentraciones determinadas según su CC95. Después de 48 h de tratamiento, 

se recogieron las células y se congelaron los pellets; para ello se trataron con 

Accutase las líneas de precursores neuronales para despegar las células y se 

recogió el pellet de celular por centrifugación (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 millón de células 

aisladas, según el protocolo del fabricante. Para sintetizar DNA complementario 

(DNAc) monocatenario, se utilizó 1-3 μg de ARN total por reacción, utilizando 

el kit de transcripción inversa Revert Aid RT (#K1691, ThermoFisher 

Scientific) con una mezcla de hexámeros aleatorios y Oligo dTs RT-qPCR.  

El DNAc sintetizado se diluyó hasta una concentración final de 4 ng/μL, y 5 μL 

de las alícuotas se amplificaron con 6 μL de SYBR Green PCR Master Mix 

(Applied Biosystems), y 416 nM de primers en un volumen final de 12 μL por 

reacción utilizando una placa de 384 pocillos. Todos los pares de primers se 

diseñaron con el programa Primer 3, abarcando diferentes exones cuando fue 

posible, y se validaron con un experimento de curva estándar. 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 diseño y análisis 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 

(ΔΔCt).  Los ciclos de PCR se dividieron en: desnaturalización 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 unión a promotores: 

Inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) 

Para los ensayos de inmunoprecipitación de cromatina en células linfoblastoides 

(HBL-26 y CNIO10) se sembraron 30·106 células para cada condición. Al día 

siguiente se trataron con el compuesto a la concentración fijada según la CC50 

de los compuestos para estas líneas celulares.  

El protocolo de inmunoprecipitación 48 h después del tratamiento con los 

compuestos, se llevó a cabo siguiendo un protocolo adaptado del artículo de 

Petazzi et al. (2013). Después de contar las células, se tomó una alícuota 

conteniendo 30·106 células y, tras lavar dos veces con PBS a 4 °C, se 

resuspendió en un volumen final de 30 mL (para mantener una densidad celular 

de 106 células/mL). Para llevar a cabo el entrecruzamiento de las proteínas 

unidas al DNA, se trató con formaldehído al 1% durante 8 minutos y la reacción 

se bloqueó añadiendo glicina a una concentración final de 0.125 M. Tras lavar 

dos veces con PBS frío, los pellets celulares se resuspendieron en tampón de 

lisis celular (5 mM HEPES, 85 mM cloruro de potasio, 0.5% NP-40, pH 8) 

suplementado con un cóctel de inhibidores de proteasas (Complete EDTA-free, 

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania), y el lisado se homogeneizó 

mediante pipeteo suave para facilitar la rotura de la membrana celular. Para la 

inmunoprecipitación de cromatina de las líneas celulares de precursores 

neuronales se utilizó 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 núcleos.  A continuación, el sedimento nuclear 

se resuspendió en 1 mL de tampón de lisis Nuclei (50 mM Tris, 10 mM EDTA, 

1% SDS, pH 8.1) en un tubo de sonicación (covaris milliTUBE 1ml AFA Fiber, 

Ref: 520130) y posteriormente se sometió a sonicación 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 tamaño de 150-
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400 pb, lo que se comprobó mediante la purificación del DNA mediante 

columnas Nucleospin Gel and PCR clean-up (Macherey-Nagel ref 740609.250) 

usando el tampón para muestras con alto contenido en SDS: NTB buffer 

(Macherey-Nagel ref 740595.150). Las muestras se diluyeron con tampón de 

dilución (0.01% SDS, 1.1% Triton X-100, 1.2 mM EDTA, 165 mM cloruro 

sódico, 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 ratón no relacionado (Merck Millipore, 

Burlington, MA, EE.UU.). Se tomaron 20-30 µg de cromatina para cada 

inmunoprecipitación, que fueron pre-lavados utilizando esferas magnéticas 

(Dynabeads M-280 Sheep Anti-Rabbit IgG, Thermo Fisher, #11203D) al 

tiempo que las esferas para la inmunoprecipitación se incubaban O/N con cada 

uno de los anticuerpos. A continuación, los complejos esfera-anticuerpo se 

incubaron con cromatina previamente aclarada durante 2 h a 4 °C en agitación. 

Los inmunocomplejos se lavaron: dos veces con tampón de baja salinidad (50 

mM Tris pH 8.0, 150 mM cloruro sódico, 0.1% SDS, 1% NP-40, 1 mM EDTA, 

0.5% desoxicolato sódico), dos veces con tampón de alta salinidad (50 mM Tris 

pH 8.0, 500 mM cloruro sódico, 0.1% SDS, 1% NP-40, 1 mM EDTA, 0.5% 

desoxicolato sódico), dos veces con tampón LiCl (50 mM Tris pH 8.0, 250 mM 

cloruro de litio, 0.1% SDS, 1% NP-40, 1 mM EDTA, 0.5% desoxicolato sódico) 

y dos veces con tampón TE (10 mM Tris pH 8.0, 0.25 mM EDTA). A 

continuación, la cromatina se eluyó de las esferas magnéticas añadiendo tampón 

de elución (100 mM bicarbonato sódico, 1% SDS) en dos pasos de 250 µL y un 

lavado con otros 50 µL de tampón de elución. Tras combinar los dos eluídos y 

ajustar la concentración de cloruro sódico a 200 mM a partir de un stock 5 M, 

se incubó O/N a 65 °C para deshacer el entrecruzamiento, tratando con 

proteinasa K a una concentración final de 20 µg/mL durante 1 h. Por último, la 

extracción del DNA se llevó a cabo con PCA (fenol:cloroformo:isoamílico 

25:24:1) y se precipitó con etanol en presencia de acetato de sodio y glicógeno. 

El pellet obtenido se lavó, secó y resuspendió en 30 µL 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 diseño y análisis Quant 

Studio v1.3.1. Los ciclos de PCR se dividieron en: desnaturalización inicial a 

95 °C durante 5 min, seguida de 40 ciclos de 95 °C (30 s) – 60 °C (30 s) –72 °C 

(30 s). El enriquecimiento en MeCP2 se expresa como el valor 2-ΔCt 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 oligonucleótidos. 

 

Gen Sentido Secuencia 

Oligonucleótidos ensayos biofísicos 

BDNF 

prom IV 

For GCCATGCCCTGGAAC*GGAACTCTCCTAATAAAAGATGTATCATTT 

Rev AAATGATACATCTTTTATTAGGAGAGTTCC*GTTCCAGGGCATGGC 

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

Primers para RT-qPCR 

IGF2 
For AGCTTCGCGGAGATGGTTTC 

Rev CCAGCATCGACTTCCCCATT 

BDNF 
For TTCTGTAGTCGCCAAGGTGG 

Rev GGTGGAACATTGTGCCTTTGC 

PPIA 
For ATGGTCAACCCCACCGTGT 

Rev TCTGCTGTCTTTGGGACCTTG 

NCAM 
For TGGCTGTAGCTGTGATCAGG 

Rev ACAGGTGCCTCCATTCTCAC 

PGK 
For CTGGGCAAGGATGTTCTGTT 

Rev CACATGAAAGCGGAGGTTCT 

Primers para ChIP-qPCR 

BDNF 

prom 

For CTGGTAATTCGTGCACTAGAGT 

Rev CACGAGAGGGCTCCACGGT 

IGF2BP2 

prom 

For ACCCGCGAGTTATCCGTATT 

Rev TTTTGGAGACCACTCCCTTC 

IGF2 

prom 

For GTGTTTGGATCCCCAAAATG 

Rev TTGGGGGATGAGAGAAGTTG 
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4. RESULTADOS. 
 

4.1 Caracterización estructural de las variantes de 

MeCP2. 

MeCP2 es un miembro de las llamadas proteínas intrínsecamente desordenadas 

(IDP), tal y como se puede ver en la predicción 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-CTDα-

CTDβ), el único donde se puede predecir cierta estructura es el MBD, 

coincidiendo en ambas predicciones tres zonas con lámina-β y dos de α-hélice. 

Esto concuerda con las estructuras resueltas de la proteína (K. L. Ho et al., 

2008b; Wakefield et al., 1999),  ya sea en solución mediante RMN (código PDB 

1QK9) o la estructura cristalográfica obtenida por difracción de rayos X (código 

PDB 3C2I). En el resto de dominios de la proteína se predicen, usando 

PSIPRED, zonas de la secuencia que son capaces de generar algo de estructura 

secundaria, pero esto no aparece en la predicción 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 único 

dominio con un porcentaje de estructura secundaria significativo junto con 

TRD, y uno de los principales dominios funcionales, así como para ver cómo 

influyen en la unión de la proteína a diferentes partners, se diseñaron y 

purificaron diferentes constructos recombinantes en E. coli, partiendo del 

dominio MBD aislado y añadiendo 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-CTDα y NTD-MBD-ID-

TRD-CTDα-CTDβ. 

Para caracterizar la estructura secundaria de nuestras diferentes variantes de 

MeCP2 se han llevado a cabo medidas de la señal de dicroísmo circular (DC).  

Los espectros de DC en la zona del ultravioleta lejano (Far-UV) del MBD 
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Figura 4.1. Predicción de estructura de MeCP2 indicando secuencia y separación de los 

diferentes dominios. Organización modular de MeCP2 indicando secuencia y separación de 

los diferentes dominios. Predicción de estructura SECUNDARIA de MeCP2 usando (A) 

PSIPRED y (B) AlphaFold2. Los diferentes dominios están marcados en diferentes colores: 

NTD (negro)-MBD (rojo)-ID (azul)-TRD (verde)-CTDα (morado)-CTDβ (naranja). Marcados 

con un triángulo amarillo los sitios de mutación asociados con RTT (R106 y R133). 
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 muestran dos regiones típicas con bandas negativas correspondientes a lámina-

β y random-coil (centrada alrededor de 208 nm) y α-hélice (centrada alrededor 

de 222 nm). El MBD contiene algo de estructura secundaria, pero está en gran 

medida desestructurado, como puede apreciarse observando la baja elipticidad 

en la señal de DC (figura 4.2A, tabla 4.1).  

Como cabía esperar, los espectros de DC en el ultravioleta lejano de las 

variantes con los dos dominios flanqueantes (NTD e ID) tenían una forma 

similar, pero mostraban una intensidad menor al ser normalizadas por el número 

 

 

Figura 4.2. Señal de dicroísmo circular y fluorescencia intrínseca de las construcciones 

truncadas de MeCP2. A- Partiendo del MBD aislado (rojo oscuro) añadiendo 

progresivamente los dominios desordenados flanqueantes NTD (rojo), ID (rojo claro) y los 

dominios distales: TRD (gris claro), CTDα (gris oscuro) hasta la proteína completa (negro). 

B- Espectros de fluorescencia del dominio MBD al aumentar la temperatura desde 20 °C hasta 

90 °C, donde se observa la reducción en la intensidad de fluorescencia y el desplazamiento del 

máximo hacia longitudes de onda mayores (red-shift) causados por la exposición del triptófano 

W104 al disolvente. 

 
Tabla 4.1. Análisis de la señal de dicroísmo circular de las construcciones truncadas de 

MeCP2. 

 

 
Fracción estructura secundaria 

Construcción 
Hélice-α Lámina-β 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-CTDα 0.15 0.329 0.212 0.464 

NTD-MBD-ID-TRD-CTDα-CTDβ 0.15 0.340 0.217 0.464 
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de residuos, lo que indica que los dominios flanqueantes están desordenados. 

Esto respalda la idea sobre la naturaleza intrínsecamente desordenada de 

MeCP2 y su plasticidad para interactuar con muchos partners proteicos o ácidos 

nucleicos. Destaca que al introducir estos dominios parece aumentar el 

contenido global en lámina-β, que según 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 conformación de MBD (tabla 4.1). 

Esta tendencia en los espectros de DC se mantiene al seguir añadiendo los 

dominios distales del MBD (TRD, CTDα y CTDβ), convirtiéndose 

progresivamente en una señal típica de random coil cuando se mide la señal de 

dicroísmo en la zona del UV-lejano, de acuerdo con la predicción de estructura 

tridimensional usando AlphaFold-2, donde vemos que fuera del MBD apenas 

aparecen zonas que puedan tender a adquirir la formación de α-hélice o lámina-

β (figura 4.2A). Llama la atención que en porcentaje de desorden disminuye al 

añadir el dominio CTD, junto con un mayor porcentaje de estructura en hélice-

α. 

Para seguir con el estudio de la proteína a través de sus propiedades 

espectroscópicas, hay que considerar que la proteína tiene un único triptófano 

(W104), que además se encuentra en el MBD, así que la lectura de su 

fluorescencia cuando se excita a 290-295 nm va a reflejar el estado de 

plegamiento del MBD según la exposición al solvente de ese triptófano. 

El espectro de ese triptófano en todas las construcciones tiene una forma similar 

de campana asimétrica, con un máximo a 330 nm, que indica que el residuo de 

triptófano no está expuesto al solvente (tal como se ve también en las estructuras 

obtenidas por RMN y difracción de rayos X). La ausencia de triptófanos en los 

otros dominios nos permite estudiar cómo 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 

disminución de la intensidad y un desplazamiento hacia el rojo (red-shift), es 

decir, el máximo del espectro va derivando progresivamente desde 330 nm a 

350 nm al aumentar la temperatura por un quencheo dinámico de moléculas de 

agua durante la desnaturalización de la proteína por la exposición del residuo de 

triptófano al solvente, es decir, la desnaturalización 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 disminución en la intensidad de fluorescencia ocurre en puntos 

(temperaturas) diferentes de la rampa de temperatura, indicando una 

estabilización del MBD ejercido por el resto de dominios (figura 4.3). 

Los datos se ajustaron mediante regresión no lineal con un modelo de 

desplegamiento de dos estados, lo que permitió estimar los parámetros 

termodinámicos que definen la estabilidad de MBD y sus variantes: la 

temperatura de desplegamiento (Tm), y entalpía de desplegamiento, ΔH(Tm), 

(figura 4.3B, tabla 4.2). Para este análisis, se utilizó un valor estimado de 0.5 

kcal K-1 mol-1 para la capacidad calorífica de desplegamiento, ΔCP, dado que las 

desnaturalizaciones térmicas son poco sensibles a este parámetro. La elección 

de este valor, estimado de acuerdo con una correlación entre estructura y 

estabilidad estructural (concretamente, una correlación entre ΔCP y el número 

de residuos estructurados, Robertson & Murphy, 1997), fue validada por la 

buena calidad de los ajustes obtenidos para las transiciones de desplegamiento. 

Además, se comprobó que este proceso de desplegamiento es completamente 

reversible. 

En cuanto a los resultados obtenidos, se observó que la temperatura de 

desplegamiento, Tm, aumenta con la longitud de la variante proteica, alcanzando 

el máximo grado de estabilización cuando los dominios NTD e ID están 

presentes. La adición de NTD e ID aumentó la Tm en 2.3 °C y 7.8 °C, 

respectivamente. Por lo tanto, se concluye que estas regiones desordenadas 

contribuyen significativamente en la estabilización del MBD, ya sea mediante 
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efectos específicos o inespecíficos (ej. interacciones electrostáticas o estéricas) 

(figura 4.3). 

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

 

Construcción Tm (C) 
H(Tm) 

(kcal/mol) 

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 44.4 ± 0.1 55 ± 1 

NTD-MBD-ID-TRD-CTDα 44.2 ± 0.3 42 ± 2 

NTD-MBD-ID-TRD-CTDα-CTDβ 47.2 ± 0.2 39 ± 1 

 

 

 

 

Figura 4.3. Datos de estabilidad térmica medidos por fluorescencia intrínseca de 

triptófano de las variantes de MeCP2. Medidas de fluorescencia (A) de todas las 

contrucciones Partiendo del MBD aislado (rojo oscuro) añadiendo progresivamente los 

dominios desordenados flanqueantes NTD (rojo), ID (rojo claro) y los dominios distales: 

TRD (gris claro), CTDα (gris oscuro) hasta la proteína 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 más grandes (NTD-MBD-ID-TRD, 

NTD-MBD-ID-TRD-CTDα, y NTD-MBD-ID-TRD-CTDα-CTDβ/full length), 

se puede ver que los parámetros de estabilidad son muy similares al comparar 

con la proteína entera y con el constructo NTD-MBD-ID. Los dominios distales 
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no aumentan significativamente la temperatura de desplegamiento del MBD, 

más allá de lo que consiguen los dos dominios flanqueantes (NTD e ID) solos, 

aunque al añadir el TRD hay un ligero aumento de la Tm que no se mantiene al 

añadir el resto de dominios. No hay cambio en la entalpía de desplegamiento 

(relacionada con la cooperatividad del proceso) al añadir el TRD, CTDα o 

CTDβ (figura 4.3), 

Las desventajas del estudio de estabilidad mediante la lectura de la fluorescencia 

del triptófano al aumentar de la temperatura son, en primer lugar, que se estudia 

el estado de plegamiento a nivel local (en entorno inmediato del triptófano) 

mientras que se obvia lo que ocurre al resto de la proteína; y, en segundo lugar, 

que puede haber un artefacto producido con el aumento de la temperatura, donde 

ocurran intermedios de desplegamiento que no ocurrirían a temperaturas más 

fisiológicas. 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 triptófano, o un efecto global, se llevó a cabo el estudio de 

desplegamiento mediante calorimetría diferencial de barrido (DSC) de la 

construcción con el MBD, y la construcción con los dominios flanqueantes 

NTD-MBD-ID. 

Los termogramas muestran una única transición de desplegamiento aparente 

tanto para MBD como para NTD-MBD-ID (figura 4.4A). Los experimentos 

realizados a una concentración de proteína de 20 y 40 μM proporcionaron 

resultados similares (valores de Tm aparente y entalpía de desplegamiento 

similares) indicando que la proteína es monomérica, y que el desplegamiento 

no provoca oligomerización o agregación. El análisis de van 't Hoff libre de 

modelo indicó que MBD se despliega en una sola transición, mientras que NTD-

MBD-ID se despliega a través de dos transiciones independientes, ya que la 

relación de entalpías (ΔHVH/ΔHcal) es cercana a 1 para MBD, pero bastante 

menor que 1 para NTD-MBD-ID (Tabla datos DSC). Este resultado indicó que 

el carácter cooperativo del desplegamiento es menor en el caso de NTD-MBD-
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ID y requiere la consideración de, al menos, dos transiciones de desplegamiento 

independientes. De acuerdo con estos resultados, el desplegamiento de MBD se 

analizó con un modelo que considera una sola transición y el de NTD-MBD-ID 

se analizó con un modelo que considera dos transiciones independientes (figura 

4.4A, Tabla 4.2). 

Aunque estos datos se podían ajustar relativamente bien con un modelo con una 

sola transición, 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 estadísticamente más 

apropiado (F = 50.40 > F3,213(α=0.05) = 2.65). 

Alternativamente, se determinó la estabilidad de diferentes construcciones 

mediante desnaturalización química empleando urea. Los espectros de 

fluorescencia de triptófano medidos en las diferentes condiciones, con 

concentración creciente de desnaturalizante muestran las mismas características 

que en el caso de la desnaturalización térmica: al aumentar la concentración de 

urea hay una disminución de la intensidad de la fluorescencia emitida y un 

desplazamiento progresivo del máximo de 330 a 350 nm que indica la 

exposición al solvente del residuo de triptófano conforme aumenta la fracción 

de proteína desplegada con respecto a la proteína nativa. De manera similar al 

caso de la desnaturalización térmica, los dominios desordenados ejercen un 

efecto estabilizador frente a la desnaturalización química representadas 

mediante la energía media del espectro, aumentando la [D]1/2 (concentración 

de desnaturalizante a la cual la mitad de la proteína está desplegada) de 3.3 M a 

4 M al añadir los dominios flanqueantes desordenados (Figura f.4B,C). 

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

DSC 

 
Tm 

(°C) 

ΔHcal 

 (kcal/mol) 

CPmax 

(kcal/K·mol) 

ΔHvH 

(kcal/mol) 
ratio 

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. Parámetros asociados al análisis por DSC del desplegamiento de las 

construcciones MBD y NTD-MBD-ID a pH 7 

 Tm1 

(oC) 

ΔH1 

(kcal/mol) 

Tm2 

(oC) 

ΔH2 

(kcal/mol) 

sqrt(RSS) 

(kcal/mol) 

MBD 37.4 ± 0.2 38 ± 1   1.0603 

NTD-MBD-ID 
45.0 ± 0.2 47 ± 1   2.0606 

41.7 ± 0.2 11 ± 1 45.0 ± 0 46 ± 1 1.5540 

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

 

 

 

 

Figura 4.4. Estabilidad de las construcciones MBD  y NTD-MBD-ID por DSC y 

desnaturalización química. (Arriba) Termogramas de calorimetría diferencial de barrido, 

mostrando la capacidad calorífica molar de exceso en función de la temperatura, para la 

construcción MBD (cuadrados) y NTD-MBD-ID (círculos). Los experimentos se realizaron 

a una concentración de 40 μM, en tampón 50 mM Tris, pH 7. El ajuste no lineal está 

representado en rojo, de acuerdo a un modelo con una transición (MBD) o dos transiciones 

independientes (NTD-MBD-ID). (Abajo) Espectros de fluorescencia del triptófano 

intrínseco 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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4.2 Caracterización biofísica de la unión de MeCP2 al 

DNA y su implicación estructural. 

4.2.1 Estudio termodinámico de la interacción: ITC. 

Uno de los partners principales y más conocidos de MeCP2 es el DNA metilado 

en citosina en el contexto CpG, y gracias a las estructuras cristalográficas 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 proteína, 

queríamos estudiar si esta estabilización repercute en la capacidad de unión de 

MeCP2 al DNA. 

En estas estructuras cristalográficas mencionadas, se ha utilizado un 

oligonucleótido cuya secuencia corresponde con un gen cuya regulación 

transcripcional es llevada a cabo en parte por MeCP2, concretamente, el 

promotor IV del gen humano para BDNF. Por eso hemos seleccionado este 

oligonucleótido, con diferentes modificaciones en la citosina (CpG, 5-mCpg, 5-

hmCpG), para caracterizar la unión de MeCP2 al dsDNA (DNA de doble hebra) 

y dilucidar los mecanismos de selectividad por alguno de estos estados de 

metilación. 

Dada la naturaleza desordenada de MeCP2, que dificulta enormemente el uso 

de técnicas de biología estructural con la proteína completa tanto a nivel 

experimental (como la cristalografía, o la microscopía electrónica) o  

Tabla 4.5 Parámetros de desnaturalización química de las construcciones MBD and NTD-

MBD-ID a pH7. Estimados analizando la dependencia de la concentración de desnaturalizante 

en la energía espectral media emitida. 

 ΔGw (kcal/mol) m (kcal/mol·M) [D]1/2 

MBD 2.5 0.77 3.3 

NTD-MBD-ID 2.8 0.70 4.0 
 

[D]1/2 es la concentración media de desnaturalizante. La energía de estabilización libre de Gibbs 

en ausencia de desnaturalizante se calcula a partir de [D]1/2, según la relación ΔGw = m [D]1/2 
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Figura 4.5 Interacción del constructo MBD con CpG-DNA (A), mCpG-DNA (B) y 

hmCpG-DNA (C) mediante ITC. Los gráficos de la parte superior muestran los termogramas 

(potencia térmica en función del tiempo) mientras que los gráficos de la parte inferior muestran 

las isotermas de interacción (calor normalizado por concentración de ligando en función de la 

ratio molar). El ajuste de regresión no lineal por mínimos cuadrados usando un modelo de un 

sitio de unión (línea continua) permite estimar la afinidad y la entalpía del proceso. (D) La 

capacidad calorífica asociada a la unión al CpG-DNA (círculos), mCpG-DNA (cuadrados) y 

hmCpG-DNA (triángulos) se determinó mediante la realización del experimento a diferentes 

temperaturas (E). La entalpía del proceso independiente del tampón y el número de protones 

intercambiados en la unión para los tres ligandos fue estimada realizando experimentos con 

tampones con diferentes entalpías de ionización  
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computacional (dinámica molecular) para caracterizar el complejo que forma 

con DNA, se ha llevado a cabo una caracterización biofísica completa mediante 

ITC, que permite obtener la mayor cantidad posible de datos termodinámicos 

de esta interacción, para dilucidar el mecanismo de unión, la base molecular de 

la selectividad por las diferentes modificaciones epigenéticas del DNA 

(metilación o hidroximetilación), y la base molecular sobre el efecto de los 

dominios desordenados y distales implicados en este proceso. Además de tener 

información de las constantes de afinidad, al realizar ensayos a diferentes 

temperaturas podemos calcular la variación de capacidad calorífica asociada al 

proceso (que es indicativo de las moléculas de agua desplazadas en la formación 

del complejo y de posible cambios conformacionales acoplados a la 

interacción), y al usar diferentes tampones de ensayo podemos calcular el 

número neto de protones intercambiados con el medio (indicativo de los grupos 

ionizables que participan en la interacción) y la entalpía independiente del 

tampón asociada al proceso, con la cual se pueden determinar las contribuciones 

entálpicas (generalmente informativas sobre la contribución de interacciones 

polares específicas) y entrópicas (generalmente informativas sobre la 

contribución de interacciones apolares inespecíficas) al proceso de unión desde 

un punto de vista termodinámico(Bastos et al., 2023).  

La interacción del MBD aislado es bastante similar con dsDNA metilado y no 

metilado. Está caracterizada por una afinidad moderada (Kd en el rango 

submicromolar), dirigida entrópicamente, con una entalpía de unión 

ligeramente desfavorable (figura 4.5). En otros trabajos previos se han medido 

afinidades más altas, lo cual se podría 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 solución 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 

aumentaría la afinidad de unión en 10 veces, dando lugar a una constante de  

 

 



112  

 

 

Figura 4.6. Interacción 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 iónica (150 

mM cloruro de sodio) mediante ITC. Los gráficos de la parte superior muestran los 

termogramas (potencia térmica en función del tiempo) mientras que los gráficos de la parte 

inferior muestran las isotermas de interacción (calor normalizado por concentración de ligando 

en función de la ratio molar). El ajuste de regresión no lineal por mínimos cuadrados usando 

un modelo de uno o dos sitios de unión (línea continua) permite estimar la afinidad y la entalpía 

del proceso. 
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disociación concordante con los resultados publicados previamente (Ghosh, 

Nikitina, et al., 2010; Khrapunov et al., 2014). Además, la interacción de MBD 

con dsDNA se caracteriza por una capacidad calorífica de unión negativa y 

grande, que se puede explicar teniendo en cuenta los cambios conformacionales 

y el enterramiento de la superficie molecular asociados a la interacción (tabla 

4.6). 

No se ven grandes cambios en cuanto a la afinidad de unión del MBD con los 

dos tipos de dsDNA (metilado y sin metilar), lo cual ya se había observado 

anteriormente (Khrapunov et al., 2014). Al aumentar la fuerza iónica (150 mM 

cloruro de sodio) la afinidad se ve afectada significativamente, disminuyendo 

∼1000 veces (figura 4.6). Esta reducción de la afinidad indica que la formación 

del complejo está acoplada a la liberación de aproximadamente 4 iones de sal 

del complejo al tampón (efecto polielectrolito, Vega et al., 2016)), según la 

siguiente relación: 

  (
∂ln Ka,obs

∂ ln[S]
)

P
= ∆ns   (12) 

En términos de afinidad, la interacción con el dsDNA hidroximetilado no varía 

mucho en comparación con los otros tipos de dsDNA, con una constante de 

disociación ligeramente mayor que los otros. Sin embargo, al determinar la 

entalpía de unión independiente del buffer, se puede observar que esta unión 

ocurre de manera completamente opuesta al resto en términos termodinámicos: 

está dirigida entálpicamente, -21.6 kcal/mol, con un componente entrópico muy 

desfavorable, obteniendo finalmente una energía libre de Gibbs similar, lo cual 

representa un ejemplo de compensación entálpico-entrópica (figura 4.7, tabla 

4.6)  

También podemos ver una diferencia en el número de protones intercambiados 

con la solución: 1.5 protones liberados en la unión con hmCpG-DNA frente a 

2.4 y 2.1 protones liberados al interaccionar CpG-DNA y mCpG-DNA, 

respectivamente. Además, la capacidad calorífica de unión ΔCP presenta un 

valor negativo mayor para el DNA hmCpG (-3.1 kcal/K⋅mol) en comparación 
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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). 

 

 

Figura 4.7. Parámetros termodinámicos de la interacción del constructo MBD con CpG-

DNA (U), mCpG-DNA (M) y hmCpG-DNA (H) independiente del tampón. Energía libre 

de Gibbs desglosada en sus componentes entálpicas y entrópicas. 

 

Al realizar la titulación dsDNA metilado y sin metilar sobre la construcción 

NTD-MBD, se obtuvieron perfiles termodinámicos similares, con un ligero 

aumento en afinidad, y capacidad calorífica de unión algo menor, siendo este 

último siempre algo menor en el caso del dsDNA metilad (tabla 4.6).  

En los ensayos con la construcción NTD-MBD-ID, la situación cambia 

radicalmente: la afinidad del MBD por el DNA aumenta sorprendentemente, 

pasando del rango submicromolar al subnanomolar (un aumento de ∼400 

veces), y además aparece un segundo sitio de unión por el DNA, con una 

afinidad moderada (rango submicromolar) (figura 4.8, tabla 4.6).  

Un análisis preliminar de las titulaciones calorimétricas libre de modelo indicó 

que ambos sitios de unión son diferentes e independientes (Freire et al., 2009). 

Aunque la capacidad de ID y MBD para unirse al dsDNA ya se había descrito 

anteriormente (Ghosh RP. 2010b), hasta ahora no se había establecido si los dos 

sitios de unión interactuarían con el mismo fragmento de dsDNA o si cada 

dominio interactuaría con un fragmento de dsDNA independiente. 
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Figura 4.8.  Interacción del constructo NTD-MBD-ID con CpG-DNA (A), mCpG-DNA (B) 

y hmCpG-DNA (C) mediante ITC. Los gráficos de la parte superior muestran los 

termogramas (potencia térmica en función del tiempo) mientras que los gráficos de la parte 

inferior muestran las isotermas de interacción (calor normalizado por concentración de ligando 

en función de la ratio molar). El ajuste de regresión no lineal por mínimos cuadrados usando un 

modelo de dos sitios de unión (línea continua) permite estimar la afinidad y la entalpía del 

proceso. (D) La capacidad calorífica asociada a la unión al CpG-DNA (círculos), mCpG-DNA 

(cuadrados) y hmCpG-DNA (triángulos) se determinó mediante la realización del experimento 

a diferentes temperaturas para el sitio de baja afinidad (blanco) y alta afinidad (negro). (E) La 

entalpía del proceso independiente del tampón y el número de protones intercambiados en la 

unión para los tres ligandos fue estimada realizando experimentos con tampones con diferentes 

entalpías de ionización. 
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Figura 4.9. Parámetros termodinámicos de la interacción del constructo NTD-MBD-ID 

con CpG-DNA (U), mCpG-DNA (M) y hmCpG-DNA (H) independiente del tampón. 

Energía libre de Gibbs desglosada en sus componentes entálpicas y entrópicas, para el sitio de 

alta afinidad (izquierda) y baja afinidad (derecha). 

 

El sitio de unión 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 (Kd = 

0.56 nM) que por el hmCpG-dsDNA (Kd = 1.2nM), que a su vez es casi dos 

veces más afín que el CpG-dsDNA (Kd = 1.9 nM). La interacción en este sitio 

está caracterizada por una contribución entálpica muy favorable, con una 

disminución de la entropía, posiblemente debido a una reorganización 

conformacional de la proteína durante la formación del complejo, lo que 

también se observa viendo que la capacidad calorífica de unión en este sitio es 

mayor que en el sitio de unión en el ID. Por su parte, la unión del DNA en el 

dominio ID es de menor afinidad (en el rango submicromolar) con 

contribuciones favorables tanto en cuanto a entalpía como entropía. Cabe 

destacar que la unión con mCpG-dsDNA y CpG-dsDNA en este sitio presenta 

valores altamente negativos en el componente entálpico, y valores más bajos 

para el componente entrópico, lo cual es el caso contrario a lo que ocurre en la 

unión con hmCpG-dsDNA en este sitio. Sin embargo, atendiendo a los valores 

de la constante de disociación vemos que las similitudes se pueden ver en la 

unión de mCpG-dsDNA y hmCpG-dsDNA (Kd = 62 nM y 72 nM, 

respectivamente), en contraste con la afinidad medida para el CpG-dsDNA (Kd 

= 250 nM) que es aproximadamente cuatro veces menor (figura 4.8, tabla 4.6). 
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La unión de dsDNA presenta una gran capacidad calorífica negativa. La 

capacidad calorífica de unión en el sitio ID 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 unión 

en el ID siempre presenta un intercambio neto de protones tras la unión, 

mientras que en el sitio en el MBD sólo existe un intercambio neto de protones 

tras la unión 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 diseñó y purificó adecuadamente una nueva construcción que 

contenía este dominio aislado, con la que se llevaron a cabo ensayos de ITC que 

mostraron que el dominio ID interacciona por sí 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 disociación en el rango 

submicromolar (figura 4.10, tabla 4.6). 

 
Figura 4.10.  Interacción del constructo ID con CpG-DNA (A), mCpG-DNA (B) y hmCpG-

DNA (C) mediante ITC. Los gráficos de la parte superior muestran los termogramas (potencia 

térmica en función del tiempo) mientras que los gráficos de la parte inferior muestran las 

isotermas de interacción (calor normalizado por concentración de ligando en función de la ratio 

molar). El ajuste de regresión no lineal por mínimos cuadrados usando un modelo de un sitio de 

unión (línea continua) permite estimar la afinidad y la entalpía del proceso. 
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Los ensayos de ITC proporcionan mucha información sobre la interacción de 

las construcciones de MeCP2 con dsDNA modificado y no modificado. La 

determinación de afinidad de interacción, junto con la entalpía y entropía de 

interacción y otros parámetros descriptivos adicionales (capacidad calorífica de 

interacción y número de protones intercambiados) permite delinear un proceso 

de interacción con el que observar diferencias significativas entre complejos 

diferentes y revelar detalles diferenciales en la formación de dichos complejos. 

En conjunto, los ensayos realizados revelan peculiaridades inesperadas para la 

interacción con hmCpG-DNA, apuntando que existe un modo de interacción 

diferente: o bien hay una red de interacciones diferente entre el dsDNA y la 

proteína (incluyendo las moléculas de agua atrapadas dentro de la interfaz de 

unión) y/o existen diferentes cambios conformacionales locales/globales que 

acompañan a la interacción con el DNA con la citosina hidroximetilada. 

Además, los experimentos realizados a alta fuerza iónica (tampón suplementado 

con 150 mM de cloruro sódico) revelaron una característica intrigante: la 

interacción de MBD con cualquiera de los tres dsDNAs fue abolida por la alta 

fuerza iónica, mientras que la afinidad de interacción de NTD-MBD-ID con 

CpG-dsDNA y mCpG-dsDNA disminuyó considerablemente (∼1000 veces), 

mientras que la afinidad de interacción de NTD-MBD-ID con hmCpG-dsDNA 

en el sitio de unión de alta afinidad aumentó ligeramente (constante de 

disociación de 0.5 nM, en comparación con 1.2 nM con baja fuerza iónica) con 

una reducción significativa de la entalpía (-27.6 kcal/mol en comparación con -

66.9 kcal/mol en tampón Tris), así como en el sitio de unión de baja afinidad 

constante de disociación de 38 nM en comparación con 71 nM a baja fuerza 

iónica) (tabla 4.6).   

Aunque la interacción del hmCpG-DNA en el sitio de unión de baja afinidad de 

la construcción NTD-MBD-ID se caracteriza por parámetros de unión 

aproximadamente similares a los de la interacción con CpG-DNA y mCpG-

DNA, muestra características diferentes a los otros dsDNAs modificados con 

citosina:  mayor capacidad calorífica de unión negativa; mayor número neto 

negativo de protones intercambiados (es decir, liberados) durante la unión; 
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menor entalpía de unión favorable (y, por tanto, menor contribución entrópica 

desfavorable); y mayor afinidad a una fuerza iónica (casi) fisiológica. 

La adición progresiva de los dominios TRD, CTDa y CTDb no cambia 

sustancialmente los datos termodinámicos de la unión. La presencia del TRD 

cambia la contribución de cada una de las partes (entálpica y entrópica), pero la 

compensación entre ellas resulta igualmente en dos sitios de unión 

independientes, con afinidades similares a las medidas con la construcción 

NTD-MBD-ID (figura 4.11, tabla 4.6).  

 

Figura 4.11.  Interacción de MeCP2 con CpG-DNA (A) y mCpG-DNA (B) mediante ITC. 

Los gráficos de la parte superior muestran los termogramas (potencia térmica en función del 

tiempo) mientras que los gráficos de la parte inferior muestran las isotermas de interacción 

(calor normalizado por concentración de ligando en función de la ratio molar). El ajuste de 

regresión no lineal por mínimos cuadrados usando un modelo de dos sitios de unión (línea 

continua) permite estimar la afinidad y la entalpía del proceso. (D) La capacidad calorífica 

asociada a la unión al CpG-DNA (círculos) y mCpG-DNA (cuadrados) se determinó mediante 

la realización del experimento a diferentes temperaturas para el sitio de baja afinidad (blanco) 

y alta afinidad (negro). 
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Tabla 4.6 Parámetros de interacción independiente del tampón para las variantes truncadas 

de MeCP2 con DNA sin metilar (CpG-), metilado (mCpG-) e hidroximetilado (hmCpG-) a 

pH7. 

 

En las construcciones más largas que NTD-MBD hay dos constantes de disociación (sitio de 

alta afinidad y de baja afinidad). El error relativo para la Kd es del 15%, el error absoluto para 

G, H, -TS y nH es de 0.1 kcal/mol, 0.5 kcal/mol , 0.5 kcal/mol  y 0.2 respectivamente 

 

4.2.2 Efecto de la formación del complejo MeCP2-dsDNA en la 

estabilidad de la proteína 

Para seguir ahondando en la caracterización del complejo MeCP2-dsDNA se ha 

estudiado el efecto de la unión con cada una de las variantes de DNA sobre la 

estabilidad de los constructos de la proteína. Es un estudio indirecto de esta 

interacción, en el que vemos que una interacción preferente de un soluto con la 

proteína nativa lleva a una estabilización de este estado conformacional, es 

decir, la unión con un soluto causará un aumento aparente de la estabilidad 

  Kd 

(nM) 

G 

(kcal/mol) 

H 

(kcal/mol) 

-TS 

(kcal/mol) 

nH 

 

CP 

(kcal/K·mol) 

MBD 

CpG-DNA 450 -8.5 0.8 -9.3 -2.4 -2.3 

mCpG-DNA 240 -8.9 1.5 -10.4 -2.1 -1.9 

hmCpG-DNA 630 -8.3 -21.6 13.3 -3.1  

NTD-MBD 
CpG-DNA 210 -9.0 -0.2 -8.8 -2.1 -2.1 

mCpG-DNA 90 -9.5 -0.2 -9.3 -1.9 -1.7 

NTD-MBD-ID 

CpG-DNA 
1.9 -11.7 -54.6 42.9 -0.1 -2.7 

250 -8.9 -7.6 -1.3 -2.9 -0.96 

mCpG-DNA 
0.56 -12.4 -48.4 36.0 -0.1 -2.2 

62 -9.7 -2.1 -7.6 -1.3 -0.92 

hmCpG-DNA 
1.2 -12.0 -40.6 28.6 -2.3  

71 -9.6 -2.0 -7.6 -2.5   

ID 
CpG-DNA 160 -9.1 1.2 -10.3 -0.7 -0.22 

mCpG-DNA 130 -9.2 1.0 -10.2 -0.5 -0.18 

NTD-MBD-ID-TRD mCpG-DNA 
1.1 -12.0 -13.9 1.9 -1.4  

24 -10.2 -2.4 -7.8 3.5  

NTD-MBD-ID-TRD-

CTDα 
mCpG-DNA 

3.4 -11.4 -8.6 -2.8 -1.7  

62 -9.7 2.1 -11.8 2.1  

NTD-MBD-ID-TRD-

CTDα-CTDβ 

(MeCP2) 

CpG-DNA 
2.1 -11.6 -9.2 -2.5 -2.5 -1.9 

85 -9.5 5.0 -14.5 1.6 -1.2 

mCpG-DNA 
0.65 -12.3 -9.6 -2.7 -3.1 -2.2 

34 -10.0 3.8 -13.8 1.4 -1.4 
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(aumento de parámetros termodinámicos (Tm y ΔH(Tm)) que correlaciona con 

su especificidad.  

4.2.2.1 Estudio local de la estabilización frente a la desnaturalización 

térmica medida por fluorescencia.  

Se estudió el efecto estabilizante de esta unión ante la desnaturalización térmica 

seguida por la fluorescencia del triptófano del MBD. Al igual que el apartado 

anterior, se ajustaron los datos de fluorescencia a 330 nm en función de la 

temperatura con un modelo no lineal que asume un desplegamiento en única 

transición entre dos estados. Igualmente, se estimó un ΔC
P
 de 0.5 kcal/K⋅mol, 

tal y como se justificó en el apartado anterior, y se realizaron ensayos que 

confirmaron la reversibilidad del proceso.  

En todos los casos la presencia de DNA ejerció un efecto estabilizador 

comparando sus valores de Tm   y ΔH™ con la proteína 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 estabilización causado por la presencia de DNA depende de la 

afinidad de la unión, de la estequiometría y la concentración de dsDNA. Al 

mantener constante la concentración de dsDNA en todos los ensayos, podría 

parecer que el valor del efecto de estabilización medido como ΔTm sea útil para 

calcular la afinidad por un ligando, sin embargo, la entalpía y capacidad 

calorífica de unión también modulan el efecto estabilizador de la unión sobre la 

proteína y sus valores serán diferentes para cada ligando. Esto hace que el efecto 

estabilizador de un ligando (y en particular, ΔTm) no correlacione con la 

afinidad de interacción. Además, al comparar las diferentes construcciones de 

MeCP2 tenemos que tener en cuenta que la presencia del ID cambia la 

estequiometria de la unión. La presencia de un sitio de unión de dsDNA 

adicional está relacionada con el efecto de estabilización inducido por dsDNA 

mucho mayor observado en NTD-MBD-ID, en comparación con los efectos de 

estabilización en las construcciones más pequeñas. 
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Figura 4.12. Desnaturalización térmica por fluorescencia  de MeCP2 con dsDNA. (A) 

Desnaturalización térmica por fluorescencia de los constructos MBD (línea continua), NTD-

MBD-ID (segmentos) y proteína 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 proteína 

completa en presencia de hmCpG-DNA, que se ajustó con un modelo de tres estados. 

Mediante el ajuste no lineal de los datos de fluorescencia se estimaron los parámetros 

termodinámicos de la desnaturalización térmica: Tm (B), ΔH (C) y ΔG (F) asociado a cada 
proceso) de los constructos MBD), NTD-MBD-ID y proteína completa en ausencia (gris) o 

presencia de CpG-dsDNA (naranja), mCpG-dsDNA (rojo) o hmCpG-dsDNA (marrón). 

 

Con cada una de las construcciones podemos ver que existe una jerarquía en la 

estabilización inducida por unión al ligando, siendo el dsDNA metilado el que 

ejerce una estabilización 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 añadir los dominios 

desordenados NTD e ID, pero no aumentan más al añadir los dominios distales 

TRD, CTDα y CTDβ (figura 4.12, tabla 4.7). 

Curiosamente, los datos de fluorescencia de la desnaturalización térmica de la 

proteína completa en presencia de dsDNA hidroximetilado no se pudo ajustar 

correctamente con un modelo de una sola transición. Se utilizó un modelo que 

contempla tres estados, obteniendo dos Tm’s diferentes separadas por casi 10 
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°C. Esto podría 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 única 

transición con menor cooperatividad (entalpía de desplegamiento)(figura 4.12, 

tabla 4.7). 

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

sus dos variantes truncadas MBD y NTD-MBD-ID (5 μM) en ausencia y presencia de 

DNA (10 μM) sin metilar (CpG-), metilado (mCpG-), e hidroximetilado (hmCpG-) a pH 

7. 

 DNA 
Tm 

(C) 

H(Tm) 

(kcal/mol) 

MBD 

-- 38.4  0.3 29  1 

CpG-dsDNA 48.9  0.3 38  2 

mCpG-dsDNA 56.5  0.3 44  2 

hmCpG-DNA 51.6  0.3 41  2 

NTD-MBD-ID 

-- 46.2  0.2 37  1 

CpG-dsDNA 64.5  0.1 60  2 

mCpG-dsDNA 71.2  0.2 86  4 

hmCpG-dsDNA 68.4  0.2 63  4 

NTD-MBD-ID-TRD-CTD-CTD 

(MeCP2) 

-- 47.2 ± 0.2 39 ± 1 

CpG-dsDNA 65.9 ± 0.1 64 ± 2 

mCpG-dsDNA 72.5 ± 0.2 88 ± 2 

hmCpG-dsDNA 

57.5  0.2 28  1 

67.6  0.2 74  4 

 

 



124  

4.2.2.2 Estudio global de la estabilización frente a la 

desnaturalización térmica medida por calorimetría.  

El siguiente paso fue comprobar que este efecto local que hemo observado 

midiendo la fluorescencia del triptófano, que sólo nos da información sobre su 

entorno, es aplicable a la extensión completa de la proteína, 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 calorimetría tiene muchas ventajas, 

en este caso concreto, existen varios contratiempos: la presencia y 

desnaturalización del dsDNA al aumentar la temperatura, que es muy energética 

y cuya transición se solapa con dos transiciones aparentes en la 

desnaturalización del constructo NTD-MBD-ID. Además, el gran contenido en 

desorden de la proteína completa (NTD-CTDβ) hace que produzca muy poca 

señal en DSC, lo cual, acompañado con la tendencia a agregar y precipitar de la 

proteína a altas concentraciones, impide el estudio de las construcciones más 

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 proteína, que va 

presumiblemente acoplada a la disociación del complejo, y posteriormente se 

observa la desnaturalización del dsDNA en dos hebras, que coincide con el 

control realizado con el dsDNA sin proteína. 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 veíamos en la 

desnaturalización térmica seguida por la fluorescencia del triptófano: una 

estabilización inducida por la unión a DNA, siendo el dsDNA metilado el que 

provoca una mayor estabilización. Por su parte, no hay diferencias en la 

temperatura de desnaturalización de las diferentes variantes de dsDNA (figura 

4.13A). 

En las curvas obtenidas con el constructo NTD-MBD-ID podemos ver que la 

desnaturalización de la proteína ocurre en el mismo rango de temperaturas que 
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la desnaturalización del dsDNA, apareciendo una superposición parcial entre las 

transiciones. Comparando con la curva de desnaturalización del dsDNA solo, el 

primer evento que vemos debe corresponder a la disociación del complejo y la 

desnaturalización de la proteína. De nuevo, podemos 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 

entalpía de desplegamiento global es mucho mayor que la del dsDNA aislado, 

lo cual indica que hay una gran contribución del proceso de disociación del 

complejo, siendo menor la contribución del proceso de desplegamiento de la 

proteína (figura 4.13B). 

 

Figura 4.13. Desnaturalizaciones térmicas medidas por calorimetría diferencial de barrido 

de los constructos truncados de MeCP2: MBD (A) y NTD-MBD-ID (B) a pH 7 con una 

concentración de 20 μM en ausencia de dsDNA (línea de puntos, transición a baja temperatura), 

y en presencia de CpG-dsDNA (verde), mCpG-DNA (rojo), y hmCpG-DNA (azul). La 

desnaturalización del CpG-DNA solo también se muestra en los dos gráficos (línea de puntos, 

transición a temperatura alta). Cada gráfico incluye un esquema representativo de los procesos 

asociados a cada transición. 

 

Como hemos visto antes, la interacción del dsDNA con el constructo NTD-

MBD-ID a 20 °C está marcada por una entalpía muy grande y negativa. La 

disociación del complejo a alta temperatura debe ir acompañada de una entalpía 

positiva y muy grande que es parte de la señal de desplegamiento del complejo 

(en el caso del MBD solo, la contribución entálpica 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 entalpía de disociación 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 índice de 

cooperatividad en el desplegamiento usando la razón de entalpías, ΔΗcal/ΔHVH, 

obtenemos unos valores de 8.5, 9.5 y 10.5 para el dsDNA metilado, sin metilar 

e hidroximetilado, respectivamente. Por lo tanto, la menor cooperatividad 

estructural del complejo proteína-dsDNA corresponde al dsDNA 

hidroximetilado. 

4.2.2.3 Estudio local de la estabilización frente a la desnaturalización 

química medida por fluorescencia.  

La magnitud en la estabilización inducida por la unión de la proteína a 

dsDNA no se correlaciona con las diferencias entre las afinidades medidas 

por ITC, que son muy pequeñas en comparación con la gran estabilización 

obtenida frente a la desnaturalización térmica. Estas diferencias en efecto 

estabilizador se pueden justificar por las diferencias en la entalpía y la 

capacidad calorífica de la unión, que influyen en la dependencia de la 

temperatura en la constante de disociación y por tanto en el efecto de 

estabilización. 

Para estudiar la desnaturalización a temperatura constante se realizaron 

medidas de la intensidad de fluorescencia del triptófano situado en el MBD 

a concentraciones crecientes de urea como desnaturalizante en presencia de 

dsDNA, donde se aprecia que la unión de dsDNA produce una estabilización 

sustancialmente grande en todos los casos. 

Hay que tener en cuenta que la presencia de ID no sólo multiplica por 400 

la afinidad de unión al dsDNA (de afinidad micromolar a afinidad  
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Tabla 4.8 Parámetros de desnaturalización química 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 concentración de 

desnaturalizante en la energía espectral media. 

 

 
DNA 

ΔGw 

(kcal/mol) 

m 

(kcal/mol·M) 
[D]1/2 

MBD 

-- 2.5 0.77 3.3 

CpG-dsDNA 2.7 0.68 3.9 

mCpG-dsDNA 3.2 0.67 4.8 

NTD-MBD-ID 

-- 2.8 0.7 4.0 

CpG-dsDNA 4.2 0.72 5.9 

mCpG-dsDNA 7.6 0.97 7.8 

D]1/2 es la concentración media de desnaturalizante. La energía de estabilización libre de Gibbs 

en ausencia de desnaturalizante se calcula a partir de [D]1/2, según la relación ΔGw = m [D]1/2 

 

 

 

 

 

Figura 4.14 Estabilización frente a desnaturalización química de los constructos MBD y 

NTD-MBD-ID en presencia de dsDNA. Cálculo de energía espectral media (A) y radio 

hidrodinámico aparente medido por DLS (B) para el MBD (círculos) y NTD-MBD-ID 

(cuadrados), en ausencia (negro) o presencia de CpG-dsDNA (azul) o mCpG-dsDNA (rojo) y 

medida control del dsDNA sin proteína (gris) representado en función de la concentración de 

urea. 
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nanomolar), sino que también proporciona un sitio adicional de unión al dsDNA 

con afinidad micromolar (la magnitud del efecto estabilizador depende de la 

estequiometría de la interacción y de la afinidad de unión, entre otros factores). 

La interacción de MeCP2 con mCpG-dsDNA fue sorprendentemente 

estabilizadora para la proteína De hecho, incluso a concentraciones elevadas de 

urea (es decir, [D] > 6 M), una gran fracción de la proteína (> 50%) parecía 

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 transición, y los parámetros de desplegamiento se 

estimaron mediante un análisis de regresión no lineal por mínimos cuadrados, 

obteniendo datos que apoyan los resultados obtenidos en el análisis de la 

desnaturalización térmica seguida por fluorescencia. Esto indica que en ambos 

tipos de estrés, térmico y químico, el proceso de desplegamiento es similar, algo 

que en principio no está garantizado. 

4.2.2.4 Estudio de las implicaciones estructurales de la unión 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) determinación del tamaño del complejo mediante dispersión de luz 

dinámica (DLS), que nos dará una idea del radio hidrodinámico del complejo  

(tanto en estado nativo como durante el desplegamiento por estrés químico por 

aumento de concentración de urea), y 2) medidas de DC en la región UV lejano, 

para ver si hay una reconfiguración de la estructura secundaria de la proteína al 

unirse al dsDNA. 

El radio hidrodinámico aparente de las dos construcciones, MBD y NTD-MBD-

ID, se midió en diferentes condiciones: concentraciones crecientes de urea y en 

ausencia/presencia de dsDNA (12b,c). Los histogramas de tamaño mostraron 

valores medios y desviación estándar que varían con la concentración de urea. 

Además, se puede observar un efecto similar inducido por el dsDNA metilado  
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Tabla 4.9 Parámetros de dispersión dinámica 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) 

MBD 

-- 1.6 

CpG-dsDNA 3.7 

mCpG-dsDNA 3.8 

NTD-MBD-ID 

-- 5.5 

CpG-dsDNA 4.3 

mCpG-dsDNA 3.9 

 CpG-dsDNA 3.5 

 

 

 

Figura 4.15 Implicación estructural de la formación del complejo MeCP2:dsDNA 

medido mediante DLS y DC. (A) Distribución del radio hidrodinámico del constructo MBD 

(línea discontinua) y NTD-MBD-ID (línea continua) solos (negro) o interaccionando con 

CpG-dsDNA (azul) o mCpG-dsDNA (rojo) medida control del dsDNA sin proteína (gris). (B) 

Espectro de dicroísmo 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 mostró un radio hidrodinámico 

cercano al predicho a partir de su peso molecular (figura 4.15A, tabla 4.9). A 

medida que se aumenta la concentración de urea, el radio hidrodinámico 

aparente de MBD aumenta, como era de esperar en un proceso de 

desplegamiento, pero el radio hidrodinámico aparente de NTD-MBD-ID 

disminuye (figura 4.14B). Este resultado inesperado puede estar relacionado 

con la gran proporción de desorden, de residuos cargados y el aumento de la 

constante dieléctrica del disolvente cuando aumenta la concentración de urea, 

como se verá más adelante. La interpretación del pequeño aumento del radio 

hidrodinámico aparente de las dos construcciones con el aumento de la 

concentración de urea en presencia de dsDNA es difícil, ya que debe tratarse de 

una combinación de varios efectos: la estabilización inicial de la proteína por la 

interacción con el dsDNA se debilita debido a la reducción de la constante 

dieléctrica del disolvente (debilitamiento de las interacciones 

polares/electrostáticas entre la proteína y el dsDNA) y a la interacción 

preferente de la urea con los residuos de la proteína desplazando a las moléculas 

de agua, lo que conduce a la disociación del dsDNA y a la desestabilización y 

desplegamiento de la proteína. 

Observando el espectro de DC de la proteína (NTD-MBD-ID) en ausencia y 

presencia de dsDNA podemos ver que hay un cambio de estructura asociado a 

la formación del complejo, ya que la suma de los espectros de la proteína y el 

DNA individuales no coincide con el espectro conjunto de ambas moléculas. 

Hay una disminución del contenido en lámina-β (218 nm) así 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 formación del complejo implica la 

desestructuración parcial de una zona del MBD que contiene la lámina-β, pero 

las partes desordenadas se estructuran parcialmente (figura 4.15B). 

Para resumir el estudio de la interacción de MeCP2 y el dsDNA y la 

contribución de cada dominio de la proteína en esta función, podemos decir que 

el MBD es el dominio esencial, que contiene el sitio de unión de alta afinidad 

por el dsDNA, y es capaz de discriminar en cierta medida entre el estado de 
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metilación de la doble hebra, aunque con una diferencia de afinidad que 

difícilmente explica un efecto biológico, o el efecto que vemos en los ensayos 

de estabilización. Los dominios desordenados flanqueantes al MBD tienen gran 

importancia en la estabilización y conformación del MBD. Además, en el ID se 

encuentra un segundo sitio de unión por el dsDNA, y su presencia mejora 

mucho la afinidad del MBD por el dsDNA, así como su capacidad de 

discriminación del estado de metilación del dsDNA. Los dominios distales no 

ejercen una gran influencia ni en la estabilidad global de la proteína, ni en su 

interacción con el dsDNA. 

4.4 Caracterización biofísica de la unión de MeCP2 con 

histonas y efecto de la metilación en H3 

 

De la función arquitectural en la cromatina llevada a cabo por MeCP2, y de su 

ubicación in vivo con nucleosomas, así como la coinmunoprecipitación junto a 

H3 que se observó en el estudio de (Thambirajah et al., 2012), se puede deducir 

que además de interaccionar con DNA, MeCP2 podría interactuar con otros 

elementos del nucleosoma, en concreto con las histonas que lo conforman. 

Guiados por esta hipótesis quisimos comprobar si MeCP2 puede unirse a alguna 

de ellas, y comprobar si es capaz de leer (discriminar) la información 

epigenética contenida en sus modificaciones postraduccionales, en concreto, la 

trimetilación de la H3 en diferentes posiciones de lisina. 

Para ello, se purificaron las cuatro histonas que conforman el octámero (H2A, 

H2B, H3 y H4) recombinantes en E. coli, que se utilizaron para los ensayos de 

interacción y caracterización estructural.  

Para generar las variantes de H3 trimetiladas se purificaron mutantes de H3 con 

una sustitución de la lisina que se quiere metilar por una cisteína, y 

posteriormente se generó un modelo de metilación química, tal y como estaba 

descrito en la bibliografía. 
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Del estudio por dicroísmo circular de estas variantes se puede concluir que la 

mutación H3K27C no cambia apenas la estructura de la proteína, mientras que 

la trimetilación de la cisteína tiene como consecuencia un efecto mayor sobre 

esta estructura secundaria (figura 4.16).  

 

Figura 4.16. Espectros de dicroísmo circular de las variantes de H3. Espectros en el UV 

lejano (A) y cercano (B) para las proteínas H3 (negro), mutante H3K27C (naranja) y la variante 

metilada H3K27me3 (rojo). 

 

4.4.1 Interacción de MeCP2 con H3 

El primer indicio de la interacción entre MeCP2 y H3 se obtuvo precisamente 

mediante DC. Estudiando los espectros de CD en el UV lejano de ambas 

proteínas 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 

proteínas, indicando que hay una interacción con un cambio de estructura 

asociado. Los datos de UV cercano nos llevan a la misma conclusión, aunque 

con una interpretación más ambigua.  

Una vez más se llevaron a cabo ensayos utilizando las diferentes construcciones 

truncadas de MeCP2, obteniendo espectros que sugieren una clara interacción 

también utilizando el MBD aislado. En la comparación de estos experimentos 

entre sí se puede observar que, al utilizar la proteína 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. Interacción de MeCP2 con H3 por DC. Espectros de dicroísmo circular en el 

UV lejano de las proteínas 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 gráficos 

a y b muestran los espectros de la proteína MeCP2 completa mientras que c y d muestran los 

espectros del MBD.  Los gráficos a y c muestran los espectros de H3 mientras que los gráficos 

b y d muestran los espectros de H3K27me3. Asociado a cada gráfico están los espectros de 

dicroísmo en el UV cercano. 

 

 

Esto puede sugerir que la formación del complejo con el MBD tiene asociada 

cierta pérdida de estructura, y también puede estar relacionado con la diferencia 

de tamaño de ambas construcciones (MBD y proteína completa) o un cambio 

en la estequiometría de unión, tal y como se desarrollará más adelante. Un 

hallazgo importante fue que las diferencias entre los espectros son menores al 

utilizar la variante trimetilada H3K27me3, que es más evidente al utilizar el 

MBD aislado. Esto sugiere que la trimetilación en esta posición de H3 podría 

reducir la afinidad de unión.  

Para estudiar de forma directa la interacción de MeCP2 con H3, se llevaron a 

cabo ensayos de ITC para determinar la afinidad entre cada una de las variantes, 

y conseguir el máximo de información sobre esta interacción. Atendiendo a 
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estos datos se puede ver que MeCP2 interacciona con H3 con alta afinidad (con 

una Kd en el rango nanomolar), y presenta dos sitios de unión. Estos dos sitios 

de unión tienen afinidades similares a baja fuerza iónica, pero son ligeramente 

diferentes al hacer los ensayos con fuerza iónica fisiológica. Al aumentar la 

fuerza iónica se reduce ligeramente la afinidad, pero no hay un cambio en la 

estequiometría (figura 4.18, tabla 4.10). Además, se puede ver que la 

trimetilación en la lisina 27 de H3 reduce la afinidad de esta interacción, tal y 

como se observó en los experimentos de DC. 

 

 

 

Tabla 4.10. MeCP2 interacciona con H3. Parámetros de interacción de MeCP2 (proteína 

completa) interaccionando con H3 y H3 K27me3 a pH 7, 20 °C. 

   
Ka  

(M-1) 
Kd 

 (μM) 
ΔH  

(kcal/mol) 

MeCP2  H3 

NaCl 20 mM 3.6 · 107 0.028 -26.0 

NaCl 150 mM 
1.9 · 107 0.053 1.5 

1.1 · 107 0.093 -48.5 

MeCP2 H3 K27me3 
NaCl 20 mM 

2.1 · 105 4.7 1.0 

3.2 · 104 32 24.3 

NaCl 150 mM 1.7 · 105 5.8 6.8 

 

 

Tabla 4.11. MBD interacciona con las cuatro histonas nucleosomales. Parámetros de 

interacción de MBD interaccionando con con H2A, H2B, H3, y H4 a pH 7, 20 °C. 

  Ka (M-1) 
Kd 

(μM) 
ΔH 

(kcal/mol) 

MBD 

H2A 2.2 · 107 0.046 -31.9 

H2B 1.8 · 107 0.057 -30.2 

H3 2.0 · 107 0.050 -19.0 

H4 2.7 · 107 0.037 -56.0 
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Figura 4.18 Interacción de MeCP2 con H3 por ITC. Se muestran las titulaciones 

calorimétricas de la proteína completa MeCP2 con H3 (a y b) y con H3K27me3 (c y d). Los 

ensayos han sido realizados con baja fuerza iónica (20 mM cloruro sódico, a y c) y alta fuerza 

iónica (20 mM cloruro sódico, b y d). Los gráficos de la parte superior muestran los 

termogramas (potencia térmica en función del tiempo) mientras que los gráficos de la parte 

inferior muestran las isotermas de interacción (calor normalizado por concentración de 

ligando en función de la ratio molar). El ajuste de regresión no lineal por mínimos cuadrados 

usando un modelo de un sitio de unión (línea continua) permite estimar la afinidad y la 

entalpía del proceso. 
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Figura 4.19. Interacción del MBD con las histonas canónicas por ITC. Titulaciones 

calorimétricas del MBD frente a H2A (A), H2B (B), H3 (C) y H4 (D). Los gráficos de la parte 

superior muestran los termogramas (potencia térmica en función del tiempo) mientras que los 

gráficos de la parte inferior muestran las isotermas de interacción (calor normalizado por 

concentración de ligando en función de la ratio molar). El ajuste de regresión no lineal por 

mínimos cuadrados usando un modelo de un sitio de unión (línea continua) permite estimar la 

afinidad y la entalpía del proceso. 
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4.4.2 Interacción de MeCP2 con H2A, H2B, H3 y H4 mediante el MBD. 

Aunque se suele considerar que el MBD es responsable de la interacción con 

dsDNA y los dominios de MeCP2 implicados en interacciones con otras 

proteínas 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, además, de 

forma dependiente del estado de metilación. Para ahondar en este hecho, 

evaluamos la capacidad del MBD de interactuar con cada una de las histonas 

que forman el octámero 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 interacción está marcada por una alta 

afinidad, una estequiometría de interacción 1:1 y una interacción muy 

exotérmica. La mayor de las afinidades se produce con la histona H4 (Kd = 37 

nM) mientras que la afinidad más baja aparece con la histona H2B (Kd = 57 nM) 

(figura 4.19, tabla 4.11).  

4.4.3 Interacción de MeCP2 con las variantes trimetiladas de H3 

La posición de la lisina en la que ocurre la metilación en el contexto de la histona 

H3 tiene grandes consecuencias a nivel biológico: mientras que las marcas 

H3K4me3 y H3K36me3 se asocian a genes activamente transcritos, H3K9me3 

y H3K27me3 se asocian a represión transcripcional. Dado que MeCP2 tiene un 

papel ambivalente en cuanto a la regulación transcripcional, y es capaz de unirse 

a H3 de manera dependiente del estado de metilación en la posición 27, parecía 

importante estudiar si la metilación en otras posiciones afecta a la unión de 

MeCP2, y de qué manera. 

Partiendo de que las consecuencias de esta metilación son pocas para en la 

estructura de H3, quisimos estudiar cómo afecta la trimetilación a cada una de 

las cuatro lisinas que hay en la cola de la histona a la interacción con el MBD. 

Los ensayos de ITC reflejaron que la trimetilación en K4 y K9 afecta muy poco 

a la interacción de H3 con el MBD de MeCP2, mientras que cuando la 

trimetilación ocurre en K27 y K36, las lisinas más próximas al núcleo 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. Interacción 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 gráficos de la parte superior muestran los 

termogramas (potencia térmica en función del tiempo) mientras que los gráficos de la 

parte inferior muestran las isotermas de interacción (calor normalizado por concentración 

de ligando en función de la ratio molar). El ajuste de regresión no lineal por mínimos 

cuadrados usando un modelo de un sitio de unión (línea continua) permite estimar la 

afinidad y la entalpía del proceso. 
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Tabla 4.12. MBD interacciona con variantes de H3 trimetiladas en lisinas. Parámetros de 

interacción de MBD interaccionando con H3 trimetilada en K4, K9, K27, y K36 a pH 7, 20 

°C. 

  Ka (M-1) Kd (μM) ΔH (kcal/mol) 

MBD 

H3 2.0 · 107 0.050 -19.0 

H3 K4me3 8.4 · 106 0.12 -4.1 

H3 K9me3 1.3 · 107 0.075 -59.0 

H3 K27me3 1.7 · 105 5.9 7.0 

H4 K36me3 3.3 · 105 3.1 4.0 

 

Teniendo en cuenta que la metilación en la cola de la histona afectó a la 

interacción con el MBD, parece que es precisamente ese dominio de la histona 

el que interacciona con MeCP2. Para estudiar esta interacción aislada del 

núcleo, se diseñaron unos péptidos de 11 residuos cada uno, centrados en la 

lisina 27 de H3, uno de ellos albergando una trimetilación en dicha lisina. El 

objetivo era estudiar la interacción intrínseca del MBD con estos péptidos sin 

influencia ni restricciones conformacionales existentes en la histona completa, 

y reducir las partes móviles de H3 para intentar conseguir una estructura 

cristalográfica del complejo que nos diese más información, aunque esto último 

no se ha conseguido. 

En los ensayos de ITC se observó poca diferencia entre la afinidad del MBD 

por cada uno de los péptidos, habiendo entonces un efecto de la trimetilación 

mucho menor que en los ensayos con la proteína completa. Mientras que la 

trimetilación de esta lisina produce una reducción >100 veces mayor, al utilizar 

los péptidos solo se observa una reducción de ≈3 veces (con una Kd de 3.4 μM 

para el péptido sin metilar y de 12 μM para el péptido trimetilado) (figura 4.21). 

Además, la afinidad del MBD por el péptido sin metilar es mucho menor que 

por la H3 completa. Esto puede indicar que el MBD no sólo interacciona con 

esta porción de la cola histónica, sino que también crea contactos con el núcleo 

de la histona, y que las restricciones estructurales que impone el resto de la H3 

sobre su cola, y que están afectadas por esta trimetilación (tal y como indican 

los datos de DC), son importantes para el reconocimiento por parte del MBD. 

De esta forma, la región correspondiente al péptido adoptaría una estructura  
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Figura 4.21. Interacción 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 gráficos de la parte superior muestran los termogramas (potencia térmica en función 

del tiempo) mientras que los gráficos de la parte inferior muestran las isotermas de interacción 

(calor normalizado por concentración de ligando en función de la ratio molar). El ajuste de 

regresión no lineal por mínimos cuadrados usando un modelo de un sitio de unión (línea 

continua) permite estimar la afinidad y la entalpía del proceso. 
 

tridimensional que favorecería la interacción con MeCP2 en el contexto de la 

proteína completa, hecho que no ocurriría cuando el péptido se encuentra 

aislado y es más flexible. De hecho, según la base de datos AlphaFold, esta 

región, cercana a K27 podría adoptar estructura de α-hélice de forma transitoria. 

4.4.4 Interacciones ternarias MBD, DNA y H3 

Teniendo en cuenta que MeCP2 actúa en el contexto del núcleo, como una 

proteína multifuncional que recluta y genera complejos con diversos 

participantes (ej. unión a zonas metiladas y reclutamiento de represores 

transcripcionales) y su capacidad de leer metilación 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 metilación 

en la citosina del DNA, y en la trimetilación en H3K27. Los resultados de ITC 

mostraron que H3 es capaz de interactuar con el complejo preformado de 

MBD:DNA (con una Kd de 0.1 μM), pero la trimetilación de la histona en K27 

elimina esta interacción (figura 4.22). 

Al hacer el ensayo con el complejo preformado MeCP2:H3, se utilizó la 

construcción NTD-MBD-ID, ya que es la más apropiada para estudiar para 

estudiar la interacción con el DNA. Los resultados muestran que la interacción 

de este complejo tiene una afinidad 20 veces mayor por el mCpG-DNA (Kd = 

23 nM) comparado con el CpG-DNA (Kd = 410 nM) (figura 4.22). Esto indica 

que el sitio de unión por el DNA del MBD sigue estando accesible después de 

la interacción con H3, aunque no el segundo sitio de unión, y aun así la 

capacidad de discriminación de MeCP2 del estado de metilación del DNA 

mejora considerablemente cuando está formando complejo con H3, ya que la 

diferencia de afinidades es solamente de un factor ∼3 cuando no está presente 

la histona. Esto aclara un poco las causas de los resultados in vitro de afinidad 

y discriminación 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 pequeña diferencia de afinidades medidas previamente in 

vitro. La presencia de factores adicionales (en este caso, H3) aumenta la 

capacidad de discriminación y la interacción 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 trimetilación de la lisina 27 de H3 en dicha interacción. (abajo) 

Titulaciones calorimétricas de CpG- y mCpG-dsDNA interactuando con el complejo binario 

NTD-MBD-ID:H3, observando el efecto de la metilación del dsDNA en dicha interacción. 

Los gráficos de la parte superior muestran los termogramas (potencia térmica en función del 

tiempo) mientras que los gráficos de la parte inferior muestran las isotermas de interacción 

(calor normalizado por concentración de ligando en función de la ratio molar). El ajuste de 

regresión no lineal por mínimos cuadrados usando un modelo de un sitio de unión (línea 

continua) permite estimar la afinidad y la entalpía del proceso. 
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4.5 Efecto de las mutaciones causantes de RTT. 

Las mutaciones en el gen que codifica la proteína MeCP2 son causantes de 

diferentes enfermedades, entre las que destaca RTT. Estas mutaciones pueden 

afectar a diversos parámetros relacionados con la patología, entre los que se 

encuentran los niveles de expresión, la estabilidad biofísica y biológica, la 

tendencia a agregación y/o degradación, la estructura o la capacidad de unirse a 

los diversos partners biológicos (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 características que son 

accesibles: estabilidad, estructura, afinidad por los diferentes partners, y 

capacidad de discriminación entre las diferentes marcas epigenéticas leídas por 

MeCP2. 

Para ello, se seleccionaron dos de las mutaciones de MeCP2 más relevantes 

implicadas en el desarrollo de RTT: R106W y R133C. Con ese fin se diseñaron, 

expresaron en E. coli BL21, y se purificaron mediante cromatografía de afinidad 

variantes de los constructos MBD y NTD-MBD-ID con esas mutaciones, lo que 

nos permitió estudiar el posible impacto desestabilizador de esas mutaciones y 

evaluar la capacidad de interactuar con dsDNA e histonas. 

La comparación de estas dos mutaciones es interesante porque en ambos casos 

se trata de una sustitución de arginina por un aminoácido de diferente tamaño y 

polaridad (triptófano frente a cisteína) localizado en dos regiones diferentes de 

la proteína (opuesta al sitio de unión, dentro del núcleo de plegamiento del 

MBD, frente a la superficie del sitio de unión al DNA, respectivamente) con 

resultados patológicos muy diferentes (puntuación de gravedad clínica grave 

frente a leve, respectivamente). 

4.5.1 Efecto de las mutaciones RETT sobre la estructura y estabilidad 

de la proteína:  

 

Para estudiar el efecto de las mutaciones sobre la estructura secundaria de la 

proteína, se realizaron ensayos de dicroísmo circular para determinar cómo 
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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 típicas 

de lámina-β y random coil (alrededor de 209 nm) y hélice-α (alrededor de 222 

nm). Los mutantes de la construcción con el MBD solo parecían conservar su 

estructura secundaria, con una proporción similar de hélice-α y lámina-β, 

aunque con menor intensidad de señal, lo cual puede indicar alguna 

perturbación en la estructura que afecte en igual medida a ambos tipos de 

estructura secundaria (figura 4.23A). Además, el mutante R106W muestra una 

banda positiva alrededor de los 230 nm, producido por la presencia del 

triptófano adicional (Vuilleumier et al., 1993). 

Tal y como cabía 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 

número 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 más visibles en los espectros de las construcciones con los dominios 

desordenados: La ubicación del mínimo en el espectro de DC del mutante 

R106W se desplazó a longitudes de onda significativamente mayores, mientras 

que el mínimo en la señal del mutante R133C se desplazó a longitudes de onda 

menores, indicando que las dos mutaciones tienen un impacto diferente en la 

estructura secundaria del MBD rodeado de dominios desordenados. Además, en 

el espectro del mutante R106W NTD-MBD-ID también aparece una banda 

sobre los 230 nm, comparado al WT, aunque con menor señal 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 desnaturalización térmica seguidos por fluorescencia. 
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En las construcciones del MBD aislado podemos ver que la mutación R106W 

ejerce un efecto estabilizador, aumentando la Tm en varios grados, aunque, 

sorprendentemente, este proceso estaba acompañado de una reducción 

significante en la entalpía de desplegamiento, lo cual indica que la 

cooperatividad de desplegamiento está reducida. Por su parte, la mutación 

R133C apenas cambia la estabilidad de la proteína, en comparación con el MBD 

WT, por lo que su efecto deletéreo debe estar provocado por la funcionalidad 

de la proteína y no por su estabilidad (figura 4.23C, tabla 4.13). 

  

 

Figura 4.23. Efectos estructurales de las mutaciones asociadas a RTT. Espectros de la señal 

de dicroísmo circular en el UV-lejano de las mutaciones R106W y R133C en comparación con 

el WT para las construcciones truncadas de MeCP2 MBD (A) y NTD-MBD-ID (B). (C) 

Desnaturalización térmica de las variantes mutantes truncadas de MeCP2: MBD (línea continua) 

y NTD-MBD-ID (línea discontinua) de las proteínas WT (negro) R106W (rojo) y R133C (gris) 

a pH 7. Todas las curvas se ajustaron a un modelo de regresión no lineal de desnaturalización de 

dos estados.  
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Tabla 4.13. Parámetros de estabilidad térmica para los mutantes MeCP2 en sus dos 

variantes truncadas MBD y NTD-MBD-ID a pH 7. 

 Mutante H(Tm) 

(kcal/mol) 

Tm 

(C) 

Tm 

(C) 

MBD 

WT 29  1 38.4  0.3  

R106W 14.8   0.7 51.6  1.6 13.2 

R133C 26  1 39.2  0.5 0.8 

NTD-MBD-ID 

WT 37  0.7 46.2  0.2  

R106W 11  3 43.1  0.4 -3.1 

R133C 34.1  0.1 45.8  0.2 -0.4 
 

 

En consonancia con los datos de las construcciones WT y con las construcciones 

mutantes del MBD, la desnaturalización térmica de los constructos mutantes de 

NTD-MBD-ID mostró que los parámetros 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 adición de estos dominios hace desaparecer el efecto 

estabilizante de la mutación que veíamos en los constructos del MBD aislado, 

obteniéndose una Tm de varios grados menor, y una menor entalpía de 

desplegamiento que en la construcción WT (figura 4.23C, tabla 4.13). 

4.5.2 Sobre la unión a DNA: ITC 

Una vez estudiado el efecto de las mutaciones sobre la estabilidad de la proteína, 

pasamos a estudiar el efecto deletéreo de las mutaciones causantes de RTT en 

la afinidad por el dsDNA y la capacidad de discriminación entre los diferentes 

estados de (hidroxi)metilación. 

En los ensayos realizados utilizando las construcciones mutantes del MBD 

aislado se pudieron observar varias cosas interesantes. El mutante R106W se 

une al dsDNA con afinidad moderada (Kd en el rango submicromolar) tal y 

como ocurría con el MBD WT, aunque con características distintivas: la unión 
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está dirigida de forma entrópica, con un componente entálpico marcadamente 

desfavorable, y con un intercambio neto de 2-3 protones con la solución, 

indicando que al menos tres grupos ionizables están implicados en este 

intercambio. También vemos un ligero aumento en la afinidad por el dsDNA en 

todas sus variantes, aunque la capacidad de discriminar entre dsDNA metilado 

y sin metilar desaparece, conservándose la capacidad de discriminar el dsDNA 

hidroximetilado (figura 4.24, tabla 4.14). 

 

Tabla 4.14. Interacción de mutantes MBD con dsDNA por ITC. Parámetros de unión 

independientes del tampón para la interacción de los diferentes mutantes MeCP2 asociados al 

síndrome de Rett con dsDNA no metilado (CpG-), metilado (mCpG-) e hidroximetilado 

(hmCpG-) a pH 7 y 20 °C. 

 

  

Kd 

(nM) 

GB 

(kcal/mol) 

HB 

(kcal/mol) 

-TSB 

(kcal/mol) 

nH 

MBD 

CpG-DNA 450 -8.5 0.8 -9.3 -2.4 

mCpG-DNA 240 -8.9 1.5 -10.4 -2.1 

hmCpG-DNA 630 -8.3 -21.6 13.3  

 

MBD R106W 

CpG-DNA 110 -9.3 16.7 -26.0 -2.7 

mCpG-DNA 95 -9.4 16.0 -25.4 -2.6 

hmCpG-DNA 250 -8.9 8.6 -17.5 0.07 

MBD R133C 

CpG-DNA -- -- -- -- -- 

mCpG-DNA -- -- -- -- -- 

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

El error relativo en Kd es del 15%, el error absoluto en GB es de 0.1 kcal/mol, el error absoluto 

en HB y -TSB es 0.5 kcal/mol. 
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Figura 4.24. Interacción de MBD con mutaciones RTT con el dsADN mediante ITC. 

Interacción del constructo MBD con la mutación R106W (arriba) y R133C (abajo) con CpG-

ADN (A,D), mCpG-ADN (B, E) y hmCpG-ADN (C,F) mediante ITC. Los gráficos de la parte 

superior muestran los termogramas (potencia térmica en función del tiempo) mientras que los 

gráficos de la parte inferior muestran las isotermas de interacción (calor normalizado por 

concentración de ligando en función de la ratio molar). El ajuste de regresión no lineal por 

mínimos cuadrados usando un modelo de un sitio de unión (línea continua) permite estimar la 

afinidad y la entalpía del proceso. 
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Figura 4.25. Interacción de NTD-MBD-ID con mutaciones RTT con el dsADN. Interacción 

del constructo MBD con la mutación R106W con CpG-ADN (A), mCpG-ADN (B) y 

hmCpG-ADN (C) mediante ITC. Los gráficos de la parte superior muestran los termogramas 

(potencia térmica en función del tiempo) mientras que los gráficos de la parte inferior muestran 

las isotermas de interacción (calor normalizado por concentración de ligando en función de la 

ratio molar). El ajuste de regresión no lineal por mínimos cuadrados usando un modelo de un sitio 

de unión (línea continua) permite estimar la afinidad y la entalpía del proceso. La capacidad 

calorífica asociada a la unión al CpG-ADN (círculos), mCpG-ADN (cuadrados) y hmCpG-ADN 

(triángulos) se determinó mediante la realización del experimento a diferentes temperaturas (D) 

La entalpía del proceso independiente del tampón y el número de protones intercambiados en la 

unión para los tres ligandos fue estimada realizando experimentos con diferentes entalpías de 

unión (E) 
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Figura 4.26. Parámetros termodinámicos de la interacción del constructo NTD-MBD-ID 

con la mutación R106W con CpG-DNA (U), mCpG-DNA (M) y hmCpG-DNA (H) 

independiente del tampón. Energía libre de Gibbs desglosada en sus componentes entálpicas 

y entrópicas, para el sitio de alta afinidad (izquierda) y baja afinidad (derecha). 

 

La interacción 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 unión del dsDNA hidroximetilado es diferente al del resto de dsDNA, y pone 

el foco en la importancia del residuo R133 en la unión por el dsDNA metilado 

y sin metilar (figura 4.24, tabla 4.14). 

Tal y como ocurría con MBD WT, la adición de los dominios desestructurados 

flanqueantes modificó completamente la interacción. En todos los casos vimos 

un aumento de la afinidad en el MBD y la aparición del segundo sitio de unión 

a dsDNA. La presencia del ID aumentó la afinidad del MBD en la construcción 

R106W NTD-MBD-ID, pero ese incremento (∼3 veces) es muy pequeño en 

comparación 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 

metilación o hidroximetilación (figura 4.25, tabla 4.15). Las contribuciones 

entálpicas y entrópicas cambian drásticamente, indicando que el tipo de uniones  
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Figura 4.27. Interacción de NTD-MBD-ID con mutaciones RTT con el dsADN. 

Interacción del constructo MBD con la mutación R133C con CpG-ADN (A), mCpG-ADN 

(B) y hmCpG-ADN (C) mediante ITC. Los gráficos de la parte superior muestran los 

termogramas (potencia térmica en función del tiempo) mientras que los gráficos de la parte 

inferior muestran las isotermas de interacción (calor normalizado por concentración de ligando 

en función de la ratio molar). El ajuste de regresión no lineal por mínimos cuadrados usando 

un modelo de un sitio de unión (línea continua) permite estimar la afinidad y la entalpía del 

proceso. La capacidad calorífica asociada a la unión al CpG-ADN (círculos), mCpG-ADN 

(cuadrados) y hmCpG-ADN (triángulos) se determinó mediante la realización del experimento 

a diferentes temperaturas (D) La entalpía del proceso independiente del tampón y el número 

de protones intercambiados en la unión para los tres ligandos fue estimada realizando 

experimentos con diferentes entalpías de unión (E). 
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Figura 4.28. Parámetros termodinámicos de la interacción del constructo NTD-MBD-ID 

con la mutación R133C con CpG-DNA (U), mCpG-DNA (M) y hmCpG-DNA (H) 

independiente del tampón. Energía libre de Gibbs desglosada en sus componentes entálpicas 

y entrópicas, para el sitio de alta afinidad (izquierda) y baja afinidad (derecha). 

 

Tabla 4.15. Parámetros de unión independientes del tampón para la interacción de los 

diferentes mutantes MeCP2 asociados al síndrome de Rett con dsDNA no metilado 

(CpG-), metilado (mCpG-) e hidroximetilado (hmCpG-) a pH 7 y 20°C. 

  
Kd 

(nM) 

GB 

(kcal/mol) 

HB 

(kcal/mol) 

-TSB 

(kcal/mol) 

NTD-MBD-ID 

CpG-DNA 
1.9 -11.7 -54.6 42.9 

250 -8.9 -7.6 -1.3 

mCpG-DNA 
0.56 -12.4 -48.4 36.0 

62 -9.7 -2.1 -7.6 

hmCpG-DNA 
1.2 -12.0 -40.6 28.6 

71 -9.6 -2.0 -7.6 

NTD-MBD-ID 

R106W 

CpG-DNA 
27 -10.2 15.6 -25.8 

320 -8.7 -25.6 16.9 

mCpG-DNA 
23 -10.2 22.6 -32.8 

430 -8.5 -16.7 8.2 

hmCpG-DNA 
21 -10.3 19.1 29.4 

360 -8.6 -15.3 6.7 

NTD-MBD-ID 

R133C 

CpG-DNA 
2.5 -11.5 -49.1 37.6 

83 -9.5 -11.8 2.3 

mCpG-DNA 
2.1 -11.6 -45.0 33.4 

62 -9.7 -10.0 0.3 

hmCpG-DNA 
24 -10.2 -13.6 3.4 

110 -9.3 -10.5 1.2 

El error relativo en Kd es del 15%, el error absoluto en GB es de 0.1 kcal/mol, el error absoluto 

en HB y -TSB es 0.5 kcal/mol. 
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que se generan son diferentes a lo que ocurría con el WT en los dos sitios de 

unión (Figura4.26, tabla 4.15). 

En los ensayos del mutante R133C NTD-MBD-ID se observó que no solo 

aparece el sitio de unión adicional típico del dominio ID con afinidad 

submicromolar, sino que se recupera el sitio de unión en el MBD con afinidad 

nanomolar. NTD-MBD-ID R133C no mostró grandes variaciones en la afinidad 

de unión con respecto al WT, aunque alteró la unión de hmCpG-DNA de forma 

diferente al resto (figura 4.27, tabla 4.15). Este mutante también mostró un 

perfil termodinámico de unión similar al del WT, y es capaz de unir dos 

moléculas independientes de dsDNA. La sustitución R133C apenas afectó a la 

afinidad de unión del CpG-DNA y el mCpG-DNA, pero redujo en gran medida 

la afinidad de unión del hmCpG-DNA, de acuerdo con un fenómeno de 

compensación parcial entalpía-entropía considerable (figura 4.28). 

En resumen, cada mutación de MeCP2 implicada en RTT causa diferentes 

perturbaciones en la estructura, estabilidad y funcionalidad de la proteína 

dependiendo de las interacciones intramoleculares específicamente alteradas. El 

entorno de la mutación resulta crucial y podría influir fuertemente en el impacto 

deletéreo inducido sobre la funcionalidad de MeCP2, modulando su capacidad 

para interactuar con el dsDNA y modificando cómo tiene lugar dicha 

interacción. Las mutaciones en el MBD afectan gravemente a la forma en que 

se establece la interacción proteína-dsDNA. La mutación R133C tiene un gran 

impacto para la interacción con el dsDNA metilado y sin metilar, disminuyendo 

tanto la afinidad de unión que no pudo observarse por ITC, mientras que la 

interacción con el dsDNA hidroximetilado no se ve afectada. Aunque la 

capacidad de unión al dsDNA metilado y sin metilar se rescata con 

construcciones más largas, la unión a dsDNA hidroximetilado se ve muy 

afectada. En segundo lugar, la mutación R106W no afecta significativamente a 

la interacción con el dsDNA, pero reduce la especificidad de interacción para el 

dsDNA metilado. Las mutaciones también pueden producir efectos 

perjudiciales en regiones alejadas de ellas. De hecho, el sitio de unión 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 

interacción ID-dsDNA. Las alteraciones en el sitio MBD muestran una fuerte 

influencia en los enlaces específicos formados entre los residuos. La mutación 

R133C no es tan perjudicial en presencia de ID, afectando solo a la interacción 

con el dsDNA hidroximetilado. En cambio, el efecto perjudicial de R106W en 

el sitio de interacción MBD se extiende al sitio de interacción ID, produciendo 

una importante reducción de la afinidad de unión y causando una contribución 

de entropía desfavorable a la interacción (tabla 4.15) 

4.5.3 Sobre la unión a histonas:  

Una vez visto el efecto de las mutaciones asociadas a RTT a nivel estructural y 

en su interacción con el dsDNA, el objetivo fue comprobar si estas mutaciones 

ejercen un efecto deletéreo en la interacción con alguna de las histonas 

canónicas 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 interacción de esta construcción WT es la que más 

habíamos desarrollado. 

De acuerdo con los resultados de ITC llevados a cabo a 20 °C para el MBD 

R106W con cada una de las histonas canónicas, esta mutación, que genera un 

fenotipo más severo, disminuyó considerablemente la afinidad por H2A y H2B 

(en un factor de 20 para ambas) e impidió completamente la interacción con H4, 

con la que no se ha podido medir la interacción (figura 4.29, tabla 4.16). Sin 

embargo, esta mutación no afecta a la afinidad por la histona H3. Por su parte, 

la mutación R133C en el MBD apenas varía 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 única diferencia apreciable es que el mutante R106W interaccionó 

con mayor afinidad por la histona H3K36me3 que el WT, lo cual implicaría una 
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pérdida en la capacidad de lectura de esta marca epigenética (figura 4.31, tabla 

4.16). 

Globalmente hablando, la mutación R133C interaccionó 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 

afectación de la interacción con el dsDNA explica por qué el fenotipo RTT 

generado por esta mutación es menos severo que el producido por la mutación 

R106W. 

 

Figura 4.29. Interacción del constructo MBD con la mutación R106W con H2A, H2B, H3, 

H4 mediante ITC. Los gráficos de la parte superior muestran los termogramas (potencia 

térmica en función del tiempo) mientras que los gráficos de la parte inferior muestran las 

isotermas de interacción (calor normalizado por concentración de ligando en función de la ratio 

molar). El ajuste de regresión no lineal por mínimos cuadrados usando un modelo de un sitio 

de unión (línea continua) permite estimar la afinidad y la entalpía del proceso. 
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Figura 4.30. Interacción de MBD con mutaciones RTT con las histonas canónicas por 

ITC. Interacción del constructo MBD con la mutación R133C con H2A, H2B, H3, H4 

mediante ITC. Los gráficos de la parte superior muestran los termogramas (potencia térmica 

en función del tiempo) mientras que los gráficos de la parte inferior muestran las isotermas de 

interacción (calor normalizado por concentración de ligando en función de la ratio molar). El 

ajuste de regresión no lineal por mínimos cuadrados usando un modelo de un sitio de unión 

(línea continua) permite estimar la afinidad y la entalpía del proceso. 
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Tabla 4.16. MBD interacciona con las cuatro histonas nucleosomales. Parámetros de unión 

para MBD (WT y variantes asociadas a Rett) interactuando con H2A, H2B, H3, y H4 a pH 7 y 20 

°C. 

  Ka (M
-1) Kd (μM) ΔH (kcal/mol) 

MBD 

H2A 2.2 · 107 0.046 -31.9 

H2B 1.8 · 107 0.057 -30.2 

H3 2.0 · 107 0.050 -19.0 

H4 2.7 · 107 0.037 -56.0 

MBD R106W 

H2A 1.0 · 106 1.0 25.4 

H2B 8.9 · 105 1.1 29.0 

H3 1.9 · 107 0.052 -18.1 

H4 -- -- -- 

MBD R133C 

H2A 3.0 · 107 0.034 -42.0 

H2B 1.2 · 107 0.083 -28.3 

H3 2.5 · 107 0.040 -26.2 

H4 1.8 · 107 0.056 -39.4 

 

 

Tabla 4.17. MBD interactúa con las variantes H3 trimetiladas en lisina. Parámetros de unión 

para MBD (WT y variantes asociadas a Rett) interactuando con H3 trimetilada en K4, K9, K27 

y K36 a pH 7 y 20 °C. 

  Ka (M
-1) Kd (μM) ΔH (kcal/mol) 

MBD 

WT 

H3 K4me3 8.4 · 106 0.12 -4.1 

H3 K9me3 1.3 · 107 0.075 -59.0 

H3 K27me3 1.7 · 105 5.9 7.0 

H4 K36me3 3.3 · 105 3.1 4.0 

MBD 

R106W 

H3 K4me3 3.2 · 106 0.32 -15.5 

H3 K9me3 2.0 · 107 0.051 -51.9 

H3 K27me3 1.6 · 105 6.2 15.3 

H4 K36me3 6.1 · 104 16 7.7 

MBD 

R133C 

H3 K4me3 3.5 · 106 0.29 -12.8 

H3 K9me3 2.2 · 107 0.046 -51.1 

H3 K27me3 1.3 · 105 7.9 10.7 

H4 K36me3 6.7 · 105 1.5 -3.7 
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Figura 4.31. Interacción del constructo MBD con la mutación R106W con H3 trimetilada 

en lisina K4, K9, K27 y K36 mediante ITC. Los gráficos de la parte superior muestran los 

termogramas (potencia térmica en función del tiempo) mientras que los gráficos de la parte 

inferior muestran las isotermas de interacción (calor normalizado por concentración de ligando 

en función de la ratio molar). El ajuste de regresión no lineal por mínimos cuadrados usando 

un modelo de un sitio de unión (línea continua) permite estimar la afinidad y la entalpía del 

proceso. 
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Figura 4.32. Interacción del constructo MBD con la mutación R133C con H3 trimetilada 

en lisina K4, K9, K27 y K36 mediante ITC. Los gráficos de la parte superior muestran los 

termogramas (potencia térmica en función del tiempo) mientras que los gráficos de la parte 

inferior muestran las isotermas de interacción (calor normalizado por concentración de ligando 

en función de la ratio molar). El ajuste de regresión no lineal por mínimos cuadrados usando 

un modelo de un sitio de unión (línea continua) permite estimar la afinidad y la entalpía del 

proceso. 
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4.6 Cribado de alto rendimiento usando MeCP2 como 

diana.  

Después de realizar la caracterización biofísica de las variantes de MeCP2 

(estabilidad estructural y capacidad de unión y discriminación de dsDNA con 

diferentes estados de metilación), el objetivo fue utilizar esta información para 

diseñar e implementar un procedimiento de cribado experimental para 

identificar posibles candidatos a fármacos que actúen 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 actúen potencialmente como 

chaperonas farmacológicas, estabilizando las interacciones proteína:dsDNA y 

de esta forma rescaten la actividad defectuosa asociada a mutaciones 

relacionadas con RTT. Además de estabilizar el complejo MBD:dsDNA para 

aumentar la actividad funcional, el compuesto identificado actuaría como 

agente protector contra la maquinaria de degradación intracelular y evitar un 

transporte intracelular inadecuado. 

Por otro lado, compuestos que se unan a la proteína e impidan su unión a dsDNA 

podrán ser utilizados como inhibidores de la misma, con un potencial 

terapéutico para aquellos casos donde esté localmente o temporalmente elevada 

la concentración o la actividad de la proteína, ya sea en el síndrome de 

duplicación de MeCP2 (sobreexpresión) o en situaciones de hipermetilación del 

DNA. Concretamente, se van a intentar usar como propuesta terapéutica para 

PDAC. 

Para ello, se utilizaron dos bibliotecas químicas comerciales: la quimioteca 

Prestwick y la quimioteca HitFinder, que contienen 1120 y 10000 compuestos, 

respectivamente. Aunque el diseño óptimo consistiría en realizar el 

procedimiento de cribado utilizando la diana MeCP2 completa, la eficiencia del 

proceso de purificación de la proteína 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 estabilización inducido por 

el ligando en una proteína dada: cuando un ligando se une (preferentemente) a 

la conformación nativa, ese estado conformacional se estabiliza frente a la 

desnaturalización térmica. Por lo tanto, realizando ensayos de desnaturalización 

térmica en ausencia y presencia de una colección 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 proteína: cuando un 

ligando se une (preferentemente) a la conformación no nativa, ese estado 

conformacional se estabiliza frente a la desnaturalización 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 

proteína (MBD o NTD-MBD-ID) en presencia y ausencia de dsDNA. En el 

resto de la placa pondremos el complejo proteína:dsDNA con cada uno de los 

compuestos de la quimioteca que estamos evaluando. Aprovechando la gran 

estabilización que genera la unión al dsDNA, y comparando las Tm’s de cada 

pocillo con ambos controles podemos diferenciar los pocillos donde se 

encuentre la proteína unida normalmente a dsDNA (Tm pocillo = Tm control 

complejo proteína:dsDNA), aquellos donde el compuesto se ha unido al 

complejo, estabilizándolo (Tm pocillo > Tm control complejo proteína:dsDNA) 

o finalmente, aquellos pocillos donde el compuesto se ha unido a la proteína, 

estabilizándola, pero impidiendo su unión a dsDNA (Tm control proteína < Tm 

pocillo < Tm control complejo proteína:dsDNA) (figura 4.33A). 

Mientras que la Tm 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 proteína aislada varió algo más (variabilidad entre controles de aprox. 

5 °C) de forma que, aunque se comparó con el control sin DNA, los cálculos de 

(des)estabilización 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 fármacos usando MeCP2 como diana. Se representa una curva control 

de la construcción 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. 

 

 

40 60 80 100

0

50

100

T (ºC)

F
 (

a
.u

.)

C+C-
Compuestos

HTS PRESTWICK

C+C-
Compuestos

HTS HITFINDER

40

60

80



163  

 

Tabla 4.18 Datos de estabilización de los compuestos seleccionados del cribado de alto 

rendimiento para la proteína WT o con mutaciones R106W y R133C. 

 

ΔTm (Tm-Tm
MBD:dsDNA) ΔTm (Tm-Tm

NTD-ID:dsDNA) ΔTm (Tm-Tm
NTD-ID:dsDNA) 

RAO1 
WT 9 

DOA1 
WT 8 

ADO1 -17 R106W 8 R106

W 
3 

R133C 6 

 

R133C 4 

RAO2 
WT 13 

DOA2 
WT 8 

ADO3 -3 R106W 8 R106

W 
0 

R133C 8 R133C 0.5 

RAO3 
WT 9 

DOA3 
WT 18 

ADO4 -20 R106W 10 R106

W 
3 

R133C 4 R133C 1 

RAO4 
WT 15 

DOA4 
WT 18 

ADO5 -21 R106W 15 R106

W 
9 

R133C 16 R133C 1 

RAO5 
WT 9 

DOA5 
WT 7 

ADO6 -12 R106W 11 R106

W 
6 

R133C 8 R133C 1 

RAO6 
WT 7 

DOA6 
WT 7 

ADO7 -20 R106W 12 R106

W 
8.5 

R133C 2 R133C 0.5 

RAO7 
WT 15 

DOA7 
WT 21 

ADO8 -15 R106W 21 R106

W 
7 

R133C 6 R133C 0.5 

RAO8 
WT 15 

DOA8 
WT 21 

ADO9 -18 R106W 23 R106

W 
7 

R133C 26 R133C 3 

RAO9 
WT 28 

DOA9 
WT 7 

ADO10 -24 R106W 41 R106

W 
7.5 

R133C 45 R133C 2 

RAO10 
WT 7 

DOA10 
WT 6 

ADO11 -19 R106W 14 R106

W 
3.5 

R133C 7 R133C 1.5 

RAO11 
WT 9 

DOA11 
WT 5 

ADO12 -22 R106W 0 R106

W 
20 

R133C 1 R133C 11 

RAO13 
WT 11 

DOA12 
WT 5 

ADO13 -24 R106W 16 R106

W 
5 

R133C 13 R133C 0 

RAO14 
WT 16 

DOA13 
WT 6 

ADO14 -28 R106W 24 R106

W 
0 

R133C 10 R133C 0 

 
  

DOA14 
WT 5 

ADO15 -20   R106

W 
0 

  R133C 14 

 
  

DOA15 
WT 20 

ADO16 -26   R106W 30 
  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, llamados 

compuestos RAO (1-14), en una tesis doctoral anterior llevada a cabo por el Dr. 

Rafael Clavería. 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 formación del 

complejo NTD-MBD-ID:dsDNA, llamados compuestos ADO (1-15) (figura 

4.33B, tabla 4.18).  

4.6.3 Estabilización de mutantes causantes de RTT. 

Una vez seleccionados los compuestos activadores que actúan como chaperonas 

y estabilizan la unión de MeCP2 WT al dsDNA, nos propusimos evaluar si este 

efecto ocurre también en proteínas 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 proteína:dsDNA similar a la de la construcción WT. 

Cada mutación tiene un efecto diferente sobre la estabilidad y funcionalidad de 

la proteína, por lo que se incluyeron los controles correspondientes en los 

experimentos, utilizando las construcciones WT con dominios flanqueantes o 

no, según 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 

mostró 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 interacción 

proteína:dsDNA está fuertemente influenciada por la presencia de las 

mutaciones, la capacidad de un compuesto para estabilizar esa interacción 

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 

podría estabilizar o no el complejo con el MBD mutante en el proceso de cribado 

secundario. 

Como era de esperar, se encontró una gran variabilidad en el efecto estabilizador 

de los compuestos sobre los complejos mutantes MeCP2:dsDNA. Aunque no 

se pudieron extraer conclusiones generales, parecía que los mutantes R106W se 

estabilizaban en gran medida en comparación con R133C. El efecto de los 

compuestos sobre los mutantes R133C fue marcadamente inferior, en 

concordancia con la afinidad reducida que mostró este mutante por el dsDNA. 

En algunos compuestos, como RAO6, RAO7, RAO10 y RAO14, se observó 

una magnificación de este efecto, obteniendo un efecto estabilizador del 

complejo con el mutante R106W mayor que con la proteína 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 

cómo algunos compuestos, como RAO11, DOA2 y DOA13, no mostraron 

ningún efecto estabilizador sobre los mutantes, sin inducir ningún 

desplazamiento de las curvas de desnaturalización hacia temperaturas más altas 

(tabla 4.18). 

Contrariamente a la tendencia general, el compuesto DOA14 estabilizó más el 

mutante R133C que el WT, pero no ejerció ningún efecto estabilizador sobre el 

mutante R106W. Sorprendentemente, los compuestos RAO8, RAO9, DOA11 y 

DOA15 exhibieron un efecto marcadamente grande, desplazando la 

temperatura de desplegamiento aún más que con las versiones WT (tabla 4.18). 

 

4.7 Selección de modelo celular para RTT. 

Un gran problema a la hora de avanzar y escalar el proyecto de búsqueda de 

nuevos fármacos basados en la modulación 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 proteína 

mutante para poder estabilizar (o evaluar la posible estabilización de) el 

complejo formado. A lo largo del desarrollo del proyecto se han explorado 

varias vías de actuación, cada una con sus ventajas e inconvenientes.  

4.7.1 Líneas celulares linfoblásticas derivadas de pacientes con 

Síndrome de Rett. 

La obtención de líneas celulares estables a partir de la fracción linfocitaria de la 

sangre de pacientes se utiliza habitualmente para generar modelos celulares de 

enfermedades raras. Mediante la infección de los linfocitos B con el virus de 

Epstein Barr podemos obtener líneas inmortalizadas de células que son 

representativas del material genético global de los pacientes, incluyendo las 

mutaciones causantes de enfermedad y el mosaicismo de la expresión de la 

proteína mutante, lo cual es especialmente relevante en los casos de 

enfermedades con diferente nivel de penetrancia, como es el caso del síndrome 

de Rett. 

Como ventajas de este tipo de líneas celulares, aparte de ser una representación 

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 suspensión 

sin necesidad de agitación, y que no requieren suplementación o pretratamiento 

especial. Además, su tasa de proliferación 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 Investigación contra la Leucemia Josep 

Carreras llevaron a cabo una recogida de muestras y generación de líneas, 

obteniendo líneas control, así como de pacientes Rett, con las mutaciones 

R106W, T158M y R294X, con las que además se había hecho un estudio previo 

de ChIP-Seq, habiendo identificado genes con unión diferencial de MeCP2 

entre las líneas provenientes de controles sanos y las líneas provenientes de 

pacientes RETT.  
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Como inconvenientes de este modelo celular podemos mencionar, en primer 

lugar, la inadecuación 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 diferenciación, que es tan importante en esta patología.  

En segundo lugar, hay que considerar que las líneas utilizadas como controles 

y las líneas con mutaciones patológicas proceden de individuos diferentes, de 

forma que existe un gran número de diferencias entre ellas, y no solo la 

mutación puntual de interés, de forma que la variabilidad entre individuos tiene 

que 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. El gen de 

MeCP2 se encuentra en el cromosoma X, de forma que, en las pacientes con la 

enfermedad existe la mutación en heterocigosis ya que la mutación en 

homocigosis no es compatible con la vida. La inactivación 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 

proteína 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 llevó a cabo un estudio expresión. Se purificó el mRNA total 

de las células, y se produjo y secuenció el cDNA correspondiente a MeCP2, 

para comprobar cuánto porcentaje de proteína mutante expresaba cada una de 

las líneas celulares que íbamos a utilizar. 

El resultado fue, como mínimo, decepcionante. Ninguna de las líneas celulares 

provenientes de pacientes con una mutación dentro del MBD expresaba la 

proteína mutante a niveles detectables. Únicamente la línea celular proveniente 

de una paciente con una mutación en el TRD expresaba la proteína mutante. 

Teniendo esto en cuenta, aunque se había avanzado en la puesta a punto y 

caracterización de los controles, se tomó la información interesante obtenida del 
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tratamiento de los mismos, pero se continuó en la búsqueda de un modelo 

celular del mutante para llevar a cabo los ensayos funcionales. 

4.7.2 Generación de línea mutante  

Otro enfoque que se exploró fue el de utilizar líneas celulares de precursores 

neuronales, en concreto, ReNCells. Una línea celular disponible 

comercialmente inmortalizada con capacidad para diferenciarse fácilmente 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 suplementación 

con factores de crecimiento, y necesitan de suplementación específica, e incluso 

del pretratamiento de todo el material para que puedan adherirse. Las ventajas, 

además de la homogeneidad de la línea celular, incluyen la mayor adecuación 

del tipo celular y la posibilidad de hacer estudios en diferenciación a neuronas, 

ya sea en diferenciación libre (suprimiendo la suplementación con factores de 

crecimiento) o la diferenciación dirigida a neuronas glutamatérgicas (mediante 

la expresión de genes específicos). 

Como esta línea celular está disponible comercialmente, tiene unos protocolos 

de trabajo muy bien definidos. A partir de esta línea celular, nuestros 

colaboradores en el Instituto de Investigación contra la Leucemia Josep Carreras 

desarrollaron una línea celular estable con la mutación R133C de MeCP2 

mediante edición génica usando un oligonucleótido con zona mutada como 

donante. 

Se decidieron tres puntos de control para estudiar las diferencias entre la línea 

celular WT y mutante, guiados por diferencias que habían sido observadas 

previamente comparando la línea WT con una línea KO para el gen de MeCP2, 

también generada y caracterizada por el laboratorio de la Dra. Sònia Guil.  
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Figura 4.34.  Datos comparativos de la línea de precursores neuronales ReNCells WT y 

con la mutación R133C. Medidas de unión de MeCP2 a los promotores de BDNF e IGF2 

mediante ChIP-qPCR (a y c) respecto a input sin inmunoprecipitar y en valores de expresión, 

mediante cuantificación de mARN por RT-qPCR para ambos genes (b y d). 

 

En primer lugar, se determinó la unión directa de MeCP2 a promotores de genes 

de interés: BDNF e IGF2, cuya expresión está regulada por MeCP2 y se ven 

afectados en RTT, y que se midió mediante ChIP-qPCR. Como control positivo 

de inmunoprecipitación se utilizó un anticuerpo reactivo ante la histona H3, y 

como control negativo de inmunoprecipitación inespecífica se utilizó un 

anticuerpo que une inmunoglobulina G (que no debería existir en el núcleo), y 

los datos se expresan en porcentaje relativo a la medida por qPCR del input sin 

inmunoprecipitar. En segundo lugar, se midió mediante RT-qPCR si hay un 

cambio en la expresión de estos genes, que podría estar derivado de la 

desregulación por la mutación en MeCP2.  

Se pudo observar que en la línea celular mutante hay una unión diferente a 

ambos promotores con respecto a la línea WT. Se midieron menores niveles de 

MeCP2 unido al promotor de BDNF en la línea mutante con respecto a la WT, 

en un factor de 2, lo cual correlaciona con una disminución en la expresión 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 línea mutante, y un aumento en la expresión del gen. Sin 

embargo, aunque parece haber una tendencia, la gran variabilidad en las 

medidas no permitió 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 parámetros diferenciales entre ambas líneas. Para ello, se evaluó el 

efecto citotóxico de compuestos RAO y DOA en cultivos celulares de varias 

líneas celulares después de haber sido identificados como posibles chaperonas 

farmacológicas capaces de estabilizar la interacción entre el regulador 

transcripcional MeCP2 y el dsDNA con el fin de determinar el efecto tóxico que 

puedan tener en los modelos celulares de interés, así como otros modelos 

celulares no relacionados. 

Se evaluó la supervivencia o viabilidad celular en las tres líneas celulares 

incrementando la concentración de los compuestos RAO y DOA desde 0.1 μM 

hasta 200-500 μM (manteniendo la misma concentración final de DMSO) para 

determinar la concentración citotóxica 50 (CC50). La CC50 se define como la 

concentración del compuesto en la que el 50% de las células sobreviven (la tasa 

de supervivencia se cuantifica como la tasa de actividad metabólica en 

comparación con los valores de control, es decir, solo DMSO agregado). Por su 

parte la CC95 se define como la concentración de compuesto que permite un 

95% de la viabilidad celular, que se tomó como valor máximo no tóxico. Se 

estimó la CC50 para todos los compuestos, con una variabilidad significativa 

entre ellos (tabla 4.19) que sirvió para comparar a grandes rasgos la 

citotoxicidad de los diferentes compuestos entre sí; y se identificó la CC95 para 

determinar la dosis máxima permitida para el tratamiento en los modelos 

celulares de interés.   

Los ensayos se realizaron en dos líneas celulares estándar: Lunet, línea 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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líneas celulares donde se realizarían los ensayos funcionales: células 

linfoblastoides derivadas de paciente sano (HBL26), y precursores neuronales 

(ReNCells), con la mutación R133C en MeCP2 introducida mediante CRISPR-

Cas9. 

Los resultados de los ensayos mostraron que los compuestos RAO6, RAO8, 

RAO12, DOA2, DOA4 DOA10 y DOA12 no exhiben apenas citotoxicidad en 

ninguna de las concentraciones testeadas, en ninguna de las líneas celulares 

(figura 4.35, tabla 4.19). 

La tendencia general de aquellos compuestos que presentaron toxicidad es que 

las células linfoblastoides (HBL26) son las más sensibles a la misma, seguidas 

de las ReNCells, y finalmente HACAT y Lunet, con resultados comparables en 

todos los casos. 

Además, se observó que RAO13 era mucho más citotóxico en las células 

ReNCells en comparación con otras líneas celulares. En el caso de DOA15, se 

observó que era altamente tóxico, mostrando una citotoxicidad de un orden de 

magnitud mayor en comparación con otros compuestos. Sin embargo, un hecho 

interesante es que se observó que la citotoxicidad disminuía en las células 

ReNCells mutantes. Teniendo en cuenta los datos de estabilización 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 estabilización de mutantes y valores relativamente bajos de 

citotoxicidad, y se estudiaron mediante ChIP-qPCR en líneas celulares 

linfoblásticas (HBL-26), utilizando una concentración única de 5 µM para todos 

los compuestos.  

En una segunda ronda se seleccionaron nuevos compuestos para el tratamiento 

de la línea celular de precursores neuronales (ReNCells) (figura 4.36, tabla 

4.19). Esta vez, la dosis se eligió con según CC95 en la línea 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, DOA1 y DOA4, 1.5 µM; para los compuestos 

RAO7, DOA8 y DOA13, 2.5 µM; para el compuesto RAO5 4 µM; y para los 

compuestos RAO13 y DOA14, 5 µM. 

Tabla 19. Datos de citotoxicidad de los compuestos RAO y DOA en función de CC50 y CC95 

para las líneas celulares Lunet, HACAT y HBL26 y ReNCells R133C. 

 CC50 

(µM) 

  CC95 

(µM) 

 Lunet HACAT HBL26 ReNCells 

R133C 

 HBL26 ReNCells 

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 

RAO8 >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  

DOA1 >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  

DOA6 292 274 219   17  

DOA7 18.5 21.5 5.8   0.4  

DOA8 21 19.4 5.3 4  0,9 9.5 

DOA9 >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 

DOA15 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 

 

 

Figura 4.36. Estudio de citotoxicidad de los compuestos RAO y DOA en la línea RNCell 

con la mutación 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 (estabilización del complejo con la 

proteína mutante y citotoxicidad) se eligieron 4 compuestos RAO provenientes 

del cribado realizado con el MBD. 

Para ver si el efecto estabilizador deseado se producía en el modelo celular, se 

trataron los cultivos en suspensión de células linfoblastoides (WT y con la 

mutación R294X) con los compuestos seleccionados (RAO5, RAO8, RAO9, 

RAO14), y se llevó a cabo la inmunoprecipitación de cromatina (ChIP), 

partiendo de una lisis del núcleo celular, utilizando un anticuerpo que reconoce 

específicamente MeCP2, de forma que nos permite aislar las zonas del DNA a 

las que se une. Mediante una RT-qPCR podemos cuantificar qué porcentaje de 

una secuencia concreta (promotores de genes diana BDNF, IGF2, IFF2BP2) 

están unidos a MeCP2, comparando con una muestra de input (material genético 

total sin inmunoprecipitar). 

 

Figura 4.37. Estudio funcional de los compuestos RAO preseleccionados en la línea 

celulares linfoblastoides. Medidas del efecto del tratamiento de los 4 compuestos RAO 

preseleccionados: RAO5, RAO8, RAO9 y RAO14, en comparación con el cultivo sin 

tratamiento en la unión de MeCP2 a los promotores de IGF2BP2 (A), BDNF (B) e IGF2 (C) 

en la línea WT HBL-26 y BDNF para la línea CNIO-10 (D) ) como porcentaje mediante ChIP-

qPCR respecto a input sin inmunoprecipitar 
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Figura 4.38. Efecto del tratamiento con compuestos RAO seleccionados sobre la 

expresión de BDNF de células linfoblastoides. Valores de expresión de BDNF, mediante la 

cuantificación de mRNA por RT-qPCR para la línea celular WT (HBL26) y con la mutación 

R294X (CNIO10) normalizado según los valores de expresión del control sin tratamiento. 

 

Como control positivo de inmunoprecipitación se utilizó un anticuerpo reactivo 

ante la histona H3, y como control negativo de inmunoprecipitación inespecífica 

se utilizó un anticuerpo que une inmunoglobulina G (que no debería existir en 

el núcleo). 

Interesantemente, el compuesto RAO5 aumenta la unión de MeCP2 a todos los 

promotores que hemos estudiado en este caso. En la línea WT, aumenta en un 

factor de 3 la unión al promotor de BDNF, en un factor de 8 al promotor de 

IGF2BP2 y en más de un orden de magnitud al promotor de IGF2. En la línea 

mutante R294X aumenta en un factor de 3-4 la unión al promotor de BDNF 

(figura 4.37). 

El compuesto RAO8 no parece mejorar la unión de MeCP2 a ningún promotor. 

Por su parte RAO9 y RAO14 mejoran la unión a los promotores de IFG2BP2 y 

de IGF2 (figura 4.37). 

Además, se estudió el efecto del tratamiento en la expresión de estos genes diana 

mediante RT-qPCR. Al no ser un tipo celular neuronal, algunos de estos genes 

no se expresan a niveles medibles, aunque sí se pudo medir un aumento en un 

factor de 3 en la expresión del gen BDNF con el tratamiento de RAO5, cosa que 

no aparece en la línea mutante R294X. Esto puede deberse a que la mutación 
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impide que MeCP2, aun uniéndose más a la cromatina, ejerza su función 

reclutando otros partners proteicos (figura 4.38). 

Llama la atención que el control positivo, realizado inmunoprecipitando con un 

anticuerpo contra H3 da valores de Ct mucho más bajo con el tratamiento con 

RAO5 (datos no representados), indica que al aumentar la unión 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 generó el modelo celular mutante para MeCP2 (R133C), se abrieron 

varias puertas: poder comparar parámetros entre las líneas celulares que 

expresan la proteína WT y la proteína mutante en un modelo celular más 

apropiado, donde se expresan de forma basal los genes diana que queremos 

estudiar. 

Se realizó un cribado secundario, para identificar aquellos compuestos que eran 

capaces de modificar el estado transcripcional de la línea celular mutante de una 

forma dirigida. Se tomó BDNF como diana, y se usaron los genes NCAM y 

SOX como controles de genes cuya expresión no depende de MeCP2. Tras el 

tratamiento de la línea celular RNCell R133C se estudió la expresión de estos 

genes por RT-qPCR. De este cribado secundario se seleccionaron los 

compuestos RAO5, RAO7, DOA1, DOA8 y DOA15, que aumentaban la 

expresión de BDNF de manera consistente entre réplicas (en un factor 1.5-2.2) 

y sin variar apenas la expresión de los genes control (figura 4.39). 

Las medidas de ChIP en esta línea celular demostraron que el compuesto RAO5 

aumenta la unión a los dos promotores estudiados en la línea WT, mientras que 

el efecto en la línea mutante se dirige a recuperar los valores del WT, 

aumentando algo la unión de MeCP2 al promotor de BDNF y reduciendo sus 

niveles en el promotor de IGF2.  

Los compuestos DOA8 y DOA15 reducen ligeramente el nivel de MeCP2 en el 

promotor de BDNF en la línea WT y lo aumentan en la línea mutante, mientras 

que en el caso del promotor de IGF2 ambos compuestos aumentan los niveles 
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de MeCP2 en la línea WT presentando una gran variabilidad entre 

experimentos, y se diferencian en el efecto en la línea mutante: mientras que 

DOA8 apenas tiene un efecto en los niveles de MeCP2 unido a este promotor, 

DOA15 los aumenta muchísimo (figura 4.40). 

 

Figura 4.39. Efecto del tratamiento con compuestos estabilizadores del complejo 

MeCP2:dsDNA (RAO y DOA) en la expresión de genes de precursores neuronales. Medidas del 

efecto del tratamiento de los compuestos RAO y DOA preseleccionados para el tratamiento: RAO4, 

RAO5, RAO7, RAO13, DOA1, DOA8, DOA13, DOA14 y DOA15 en comparación con el cultivo 

sin tratamiento, en la expresión de los genes BDNF, SOX y NCAM, medida mediante cuantificación 

de mARN por RT-qPCR 48h después del tratamiento. 
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El tratamiento con los compuestos DOA1 y DOA7 reduce tanto los niveles de 

unión de MeCP2 a los promotores que no eran detectables por qPCR tras la 

inmunoprecipitación, ya sea por inhibición de la función o por que interfieren 

de alguna manera con la unión del anticuerpo para la inmunoprecipitación. 

En resumen, el compuesto RAO5 ha mostrado buenas cualidades en la mejora 

de unión de MeCP2 a los promotores de interés el estudio por ChIP en el modelo 

celular linfoblastoide, y en el de progenitores neuronales, lo cual se correlaciona 

con una regularización de la expresión de ambos genes mediada por MeCP2, y 

que se demuestra con la desensibilización al efecto del tratamiento en el modelo 

con la mutación 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 estabilización del complejo proteína:dsDNA tanto para la proteína 

WT como para las proteínas mutantes, y esto se refleja en un aumento de unión 

de MeCP2 a los dos promotores estudiados en el modelo mutante, aunque no 

parece ser selectivo. 

 

Figura 4.40. Efecto del tratamiento con compuestos estabilizadores del complejo 

MeCP2:dsDNA (RAO y DOA) en unión a promotores de genes en precursores neuronales. 

Medidas del efecto del tratamiento de los compuestos RAO y DOA preseleccionados para el 

tratamiento: RAO5, DOA8, y DOA15 en comparación con el cultivo sin tratamiento, en la 

unión de MeCP2 a precursores de los genes BDNF e IGF2 48 h después del tratamiento en la 

línea celular de precursores neuronales RNCell WT y con la mutación R133C, medido mediante 

ChIP-qPCR y expresado como porcentaje de unión con respecto a la medida del input sin 

inmunoprecipitar 
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El compuesto DOA8 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 expresión de genes como de unión de MeCP2 a promotores. 

4.9 Selección de líneas celulares para el estudio 

funcional de inhibidores de MeCP2 

La hipermetilación del DNA en tumores pancreáticos ha sido demostrada 

previamente en diferentes tipos de tumores, incluidos los pancreáticos. Algunos 

de estos estudios han detectado cierta tendencia hacia la sobreexpresión de 

MeCP2, aunque este no es el caso del cáncer de páncreas, donde hay cierta 

controversia.  

Para nuestro estudio funcional, hemos seleccionado tres líneas celulares 

provenientes de tejido pancreático: PANC-1 y MiaPaCa2, que son dos líneas 

provenientes de tumores pancreáticos, y HPDE, que es una línea celular 

pancreática ductal no-neoplásica., que muestra un genotipo y fenotipo 

prácticamente normal, sin mutaciones en los genes KRAS y p53 (Radulovich et 

al., 2008).  

Usando estas (y otras) líneas celulares, se ha demostrado previamente la 

existencia de unos patrones de metilación aberrantes en el caso de PDAC 

comparado con células no neoplásicas, incluyendo más de 1000 genes con loci 

hipermetilados y cerca de 400 con loci hipometilados (la mayoría de éstos 

encontrados dentro del cuerpo de los genes), lo cual refleja el estado de 

metilación observado en el estudio de tumores provenientes de pacientes, y 

correlaciona con la desregulación 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 expresión de MeCP2 en las diferentes líneas celulares, y si estos 

niveles son representativos de las diferencias que puede haber a nivel fisiológico 

en los tumores pancreáticos. 
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Para ello, se llevó a cabo en el laboratorio de nuestra colaboradora la Dra. 

Meritxel Gironella una medida de mRNA mediante RT-qPCR para estudiar la 

expresión de MeCP2 en las tras líneas celulares, que demostró que no hay una 

sobreexpresión de MeCP2 en ninguna línea, mostrando valores muy parecidos 

en las tres. Además, también estudiamos mediante el mismo método la 

expresión de MeCP2 en una pequeña librería de 28 muestras provenientes de 

individuos repartidos como 16 muestras sanas y 12 de pacientes con PDAC, y 

tampoco se observó una diferencia significativa (t-value = 0.067, p-value = 

0.9473) entre los dos grupos, en consonancia con los estudios previos con 

cohortes más grandes (figura 4.41).  

 

 

Figura 4.41. Expresión de MeCP2 en PDAC. Cuantificación de la expresión de MeCP2 en 

líneas celulares de páncreas sano (HPDE) y líneas tumorales (PANC-1 y MiaPaCa-2) (A) así 

como en tejido pancreático de tumores y de páncreas sano (B) medido mediante RT-qPCR 

expresado como  2-ΔCt del housekeeping. 

 

Aunque podía ser esperable una sobreexpresión de MeCP2 en las líneas 

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 

concentración de la proteína diana, al mismo tiempo que valida nuestro modelo 

celular como biológicamente representativo. Sin embargo, el hecho de que 

MeCP2 no esté sobreexpresada en algunos tumores no invalida su papel 

relevante como diana farmacológica, 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. Interacción 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 formación del complejo con dsDNA: en orden, ADO1, ADO2, ADO3, ADO4 

y ADO5. Los gráficos de la parte superior muestran los termogramas (potencia térmica en 

función del tiempo) mientras que los gráficos de la parte inferior muestran las isotermas de 

interacción (calor normalizado por concentración de ligando en función de la ratio molar). El 

ajuste de regresión no lineal por mínimos cuadrados usando un modelo de un sitio de unión 

(línea continua) permite estimar la afinidad y la entalpía del proceso. 

 

clave en la desregulación transcripcional asociada a la aparición de dichos 

tumores. 
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4.10 Comprobación de unión de los compuestos a la 

diana MeCP2 mediante ITC. 

A partir del cribado de alto rendimiento basado en el TSA, utilizando 

únicamente 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 unión al DNA (Tm MeCP2 < Tm MeCP2 obs < Tm 

MeCP2:dsDNA). Para comprobar esta unión directa, se llevaron a cabo ensayos 

de ITC a una única temperatura (20 °C) y en un único tampón (50 mM Tris pH 

7). El resultado es que todos los compuestos se unían a MeCP2 con una afinidad 

similar (en el rango de submicromolar) a excepción del ADO5, que en las 

condiciones experimentales probadas no parece unirse a la proteína. En el caso 

de ser un falso hit, podría explicarse si la Tm medida en el TSA estuviese alterada 

por la fluorescencia intrínseca del compuesto, interferencia de la sonda 

fluorescente usada, o simplemente una contaminación 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 unión de 

nuestros compuestos a la diana con una afinidad apropiada, quisimos evaluar la 

estrategia de utilizar MeCP2 como diana terapéutica en cáncer pancreático, cosa 

que 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 están aprobados por la FDA y se conocen sus propiedades 

farmacocinéticas, su uso está estudiado para otras patologías, de forma que  
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Figura 4.43. Estudio de citotoxicidad de los compuestos ADO en líneas  celulares de 

páncreas. Viabilidad de las líneas celulares MiaPaCa-2, PANC1 y HPDE tratadas con los 

diferentes compuestos identificados como inhibidores de la formación del complejo MeCP2-

dsDNA mostrado como porcentaje de células vivas con respecto al control sin tratamiento, 

mostrando viabilidad en gradiente de color. 

 

había que estudiar si tienen un efecto antitumoral en células pancreáticas. Al 

utilizar las tres líneas celulares PANC-1, MiaPaCa-2 y HPDE, queremos 

estudiar la diferencia de toxicidad de los compuestos ADO entre ellas y así 

seleccionar aquellos compuestos con mayor efecto antiproliferativo en células 

tumorales, con la menor toxicidad posible en células sanas. 

Según este ensayo, los compuestos el compuesto ADO10 apenas produjo 

toxicidad en ninguna de las líneas usadas, mientras que el compuesto ADO3 es 

muy tóxico de forma poco selectiva. Los compuestos ADO4, ADO5, ADO12 y 

ADO14 fueron más tóxicos en la línea no-neoplásica que en las tumorales, lo 

cual puede indicar que, aparte de MeCP2, estos compuestos pueden 

interaccionar con otras dianas de forma inespecífica, generando este efecto 

tóxico al que, además, las líneas tumorales, parecen ser más 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 ADO8, 

presentaron más toxicidad en las líneas tumorales que en las sanas. Mientras 

que los compuestos ADO11 y ADO15 presentaron toxicidad sólo en una de las 

líneas tumorales, y los compuestos ADO1 y ADO16 se comportaron igual en la 

línea HPDE que en una de las tumorales, siendo la otra más 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. Iovanna, en líneas celulares provenientes de tumores 

de pacientes, llamadas PDAC087T, PDAC056T y PDAC079T.  

 

 

Figura 4.44. Estudio de citotoxicidad de los compuestos ADO en líneas provenientes de 

pacientes PDAC. Efecto citotóxico ejercido por los compuestos identificados como 

inhibidores de la formación del complejo MeCP2:dsDNA mostrado como porcentaje de 

células vivas con respecto al control sin tratamiento, en líneas 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 μM para 

dos de las tres líneas testadas (PDAC056T y PDAC079T), y ADO7, que 

presenta, con un EC50 de 24.5 μM para esas dos líneas celulares y 40.4 μM para 
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la línea PDAC087T, mientras que el resto de compuestos tienen un EC50 de 

más de 100 μM (figura 4.44). 

Con esto, demostramos que MeCP2 puede ser una diana farmacológica útil en 

el desarrollo de fármacos contra PDAC, y presentamos los compuestos ADO6 

y ADO7 como compuestos candidatos a desarrollo para mejorar sus 

propiedades farmacológicas y el estudio de éstos y sus derivados en la biología 

de las células cancerosas ya sea por sí solos, o en combinación con otros 

fármacos ya utilizados en el tratamiento de PDAC.  
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5. Discusión 
 

5.1 Estructura y estabilidad de MeCP2  

Todos los datos espectroscópicos de la caracterización estructural confirman 

que MeCP2 y todas las variantes truncadas con las que hemos trabajado son 

proteínas intrínsecamente desordenadas. El MBD contiene algunas regiones 

estructuradas con una señal de CD y 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 interacción con 

el DNA provoca pequeños reordenamientos en la estructura secundaria del 

MBD, mientras que la versión completa de MeCP2 puede experimentar 

reordenamientos más grandes debido a la participación de dominio ID, pero la 

amplia región desestructurada dificulta la observación de señales de CD 

significativas en esta zona.  

El impacto de las regiones desordenadas sobre la estabilidad y las características 

funcionales de las regiones bien plegadas de las proteínas sigue siendo una 

cuestión importante y difícil de dilucidar, íntimamente relacionada con la 

regulación de la función proteica y el control alostérico (modulación de la 

conformación y, por tanto, del paisaje conformacional/funcional, por 

interacción 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 unión al dsDNA. Esto es un hecho muy relevante e inesperado, 

porque esos dos dominios están totalmente desordenados y el MBD también 

está desordenado en un 40%, aproximadamente. 

En los datos del estudio de desnaturalización térmica por fluorescencia, la 

entalpía de desplegamiento proporciona información sobre la cooperatividad 

del plegamiento y la cantidad de residuos estructurados en la conformación 

nativa. Aunque con una gran variabilidad, se ha demostrado que la entalpía de 
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desplegamiento a 60 °C, ΔH(60 °C), y a 100 °C, ΔH(100 °C), de proteínas 

plegadas se correlaciona significativamente bien con el número de residuos de 

la proteína (Robertson & Murphy, 1997). Los valores de ΔH(60 °C) y ΔH(100 

°C) teóricos serían 60 y 110 kcal/mol, respectivamente; sin embargo, a partir de 

los valores en la tabla 4.7 los valores extrapolados de ΔH(60 °C) y ΔH(100 °C) 

son 40 y 60 kcal/mol. Por lo tanto, la entalpía de desplegamiento medida es 

mucho menor de lo esperado para una proteína estructurada con la misma masa 

molecular, y podemos concluir que solo el 60% de MBD está 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 desnaturalización térmica, esto tiene limitaciones, tal y como se ha comentado 

anteriormente (artefactos debido al aumento de la temperatura, y el estudio 

únicamente local del entorno del único triptófano de la proteína), de forma que 

se superaron dichas limitaciones mediante el estudio mediante DSC (que es 

representativo del proceso global) y mediante desnaturalización química 

isotérmica. Según los datos de DSC, se puede observar que el MBD aislado se 

despliega en un proceso de una única transición, 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 parámetros 

estimados de estructura secundaria por CD, al añadir estos dominios aumenta el 

contenido en lámina beta, que la predicción de estructura secundaria mediante 

PSIPRED sitúa en el NTD. Si estas zonas no establecen interacciones 

intramoleculares con el entorno del triptófano, esto podría explicar por qué esta 

transición no se observa en las desnaturalizaciones seguidas por fluorescencia, 

pero sí 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 fracción molar de cada una de 

las especies relevantes (Figura 5.1) a partir de los datos de tabla 4.4 parámetros 

DSC, se puede ver que en el caso del MBD, a 20 °C el 96% de la proteína tiene 

una conformación nativa, y alcanza el 50% a 37.4 °C. Sin embargo, como en la 

desnaturalización del constructo NTD-MBD-ID coexisten más especies 

conformacionales relevantes, aparte de los estados nativo y desplegado, a 20 °C 

solo el 75% de la proteína está en su conformación nativa, con una energía de 

Gibbs de estabilización considerablemente menor. Esto implica que, aunque la 

construcción más grande requiere una temperatura más elevada para un 

desplegamiento global, la integridad de la proteína se ve comprometida a 

temperatura más baja (menor fracción molar nativa y menor energía 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 conformación 

nativa, con una energía de estabilización de Gibbs de 0 kcal/mol, mientras que 

el constructo NTD-MBD-ID se encuentra en conformación nativa en un 46%, 

con una energía de estabilización 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 más complejo que el de MBD. 

Esto pone de manifiesto las carencias que tiene un estudio de estabilidad 

solamente basado en una comparación de Tm, sin tener en cuenta la energía de 

estabilización de Gibbs a temperaturas relevantes a nivel fisiológico. 

Previamente se había demostrado que, en contra de los resultados reportados 

aquí, la adición 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 debería 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 iónica empleada en nuestros experimentos. En una 

proteína altamente polar y básica, como MBD y sus variantes, la alta fuerza 

iónica puede enmascarar efectos específicos y no específicos de los dominios 

desordenados flanqueantes, lo que resulta en un efecto estabilizador disminuido. 

 

 

Figura 5.1. Fracción 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 

 

Según los datos de DLS (Dynamic Light Scattering), MBD presenta un radio 

hidrodinámico similar al predicho según su peso molecular. Sin embargo, NTD-

MBD-ID mostró un radio hidrodinámico mucho más grande de lo esperado. 

Para MBD, se esperaría un radio hidrodinámico 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 

proporción considerable de estructura plegada, como se esperaba. Por otro lado, 

NTD-MBD-ID mostró 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 esperaría un radio 

hidrodinámico 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 hidrodinámico 
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aparente mediante DLS, así como las incertidumbres asociadas con la 

estimación del tamaño a partir del peso molecular de la proteína), NTD-MBD-

ID debe contener una proporción muy grande de desorden intrínseco 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 Interacción con el dsDNA 

Aunque hay varios trabajos que estudian termodinámicamente la interacción 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 iónica tienen un gran efecto en la afinidad de esta unión), así 

como la secuencia y longitud del dsDNA y la forma de modificarlo 

epigenéticamente (hemimetilado o simétricamente metilado). Por esta razón era 

muy importante estandarizar las condiciones de todos los ensayos para poder 

extraer conclusiones comparando la interacción con los diferentes constructos 

truncados (y mutaciones causantes de RTT), así como con las modificaciones 

epigenéticas del dsDNA, sobre todo con el hmCpG-dsDNA, que ha sido menos 

estudiado hasta ahora. 

Según el perfil termodinámico experimentalmente determinado para la 

interacción MBD-dsDNA (una unión dirigida por la entropía, con entalpía de 

unión desfavorable y una capacidad calorífica de unión grande y negativa), sería 

razonable esperar que las interacciones hidrofóbicas sean predominantes. Sin 

embargo, la interfaz de unión entre MBD y dsDNA es fundamentalmente de 

naturaleza polar, con una mayoría de grupos iónicos básicos. Se ha observado 

anteriormente que, en general, las proteínas que se unen al surco mayor del 

DNA exhiben una unión dirigida por la entalpía, mientras que aquellas que se 

unen al surco menor exhiben una unión dirigida por la entropía. Sin embargo, 

MBD se une al surco mayor, pero su unión está impulsada por la entropía, con 

una entalpía de unión ligeramente desfavorable. Además, la gran capacidad 
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calorífica de unión negativa asociada a la formación del complejo indica una 

interacción muy restringida que implica cambios en la estructura o dinámica de 

las moléculas de los ligandos o el medio alrededor. Todas estas discrepancias 

sugieren que el mecanismo de interacción MBD:dsDNA es más 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 cristalográficas 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 (modificación de citosinas 

simétricas y no simétricas, y DNAs con diferentes secuencias), se puede obtener 

información valiosa al compararlas teniendo en cuenta los datos 

termodinámicos 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 

aminoácidos R133, S134 y moléculas de agua unidas por enlaces de hidrógeno 

para el complejo mCpG-DNA; y con las bases nitrogenadas adyacentes, R133, 

K135 y moléculas de agua unidas por enlaces de hidrógeno 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 hidrógeno, y la 5mC establece un enlace de hidrógeno 

con una molécula de agua a través del nitrógeno-4, y otros enlaces de hidrógeno 

con las bases nitrogenadas adyacentes; cabe destacar que, R133 no interactúa 

directamente con la 5-mC. Sin embargo, en el complejo hmCpG-DNA hay 3 

moléculas de agua que establecen 3 enlaces de hidrógeno, y la 5hmC establece 

un enlace de hidrógeno con una molécula de agua y dos enlaces de hidrógeno 

con R133 a través del grupo hidroxilo, y otros enlaces de hidrógeno con las 

bases nitrogenadas adyacentes.  
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La reducción en el número de enlaces de hidrógeno con moléculas de agua en 

el caso de hmCpG-DNA puede estar relacionada con la entalpía de unión menos 

favorable en comparación con mCpG-DNA (tabla 4.6). Además, la mayor 

capacidad de calorífica de unión para hmCpG-DNA puede explicarse 

considerando esas diferencias estructurales: la reducción en el número de 

moléculas de agua atrapadas dentro de la interfaz de unión proteína-dsDNA 

sugiere una mayor deshidratación al unirse hmCpG-DNA, lo que resulta en una 

capacidad calorífica de unión más negativa y una entropía global menos 

desfavorable (debido a una entropía de desolvatación más favorable) (tabla 

4.6). Además, el enterramiento del grupo hidroxilo en 5hmC contribuirá aún 

más a una capacidad calorífica de unión más negativa, como se concluye a partir 

del cálculo de parámetros energéticos del plegamiento y de la unión, ya que los 

grupos hidroxilo se comportan de manera similar a los grupos no polares en 

cuanto a la capacidad calorífica de unión (Freire, 1997; Gómez & Freire, 

1995b).  

Como información adicional, el dominio ID aislado puede interactuar con 

hmCpG-DNA con una afinidad similar a la de CpG-DNA o mCpG-DNA. Ya 

se conocía que este dominio era capaz de interactuar con el dsDNA (Wakefield 

et al., 1999), pero no se había establecido si MBD e ID se unirían al mismo 

fragmento de dsDNA o si podrían unirse a dos fragmentos de dsDNA 

independientes. Al observar dos procesos de interacción 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 interactúan con la misma 

molécula de dsDNA). El aumento en la afinidad de unión observado para MBD 

en presencia del dominio ID indica algún tipo de acoplamiento estructural y 

energético entre ambos dominios. Esto sugiere que la presencia del dominio ID 

modifica la interacción de MBD con el dsDNA, mejorando significativamente 

su afinidad de unión. 

 Esta es una importante observación que ayuda a entender la función de MeCP2 

como un elemento de remodelación de la arquitectura de la cromatina mediante 
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la generación de bucles de dsDNA (Hansen J. C. 2010; Ghosh, R. P 2010a; 

Thambirajah A.A. 2012). 

 

Figura 5.2. Representación esquemática de la interacción 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 cristalográficas 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 

interactúan con 5-mC y 5-hmC están resaltados. Los enlaces de hidrógeno se muestran como 

segmentos verdes punteados. 

En la variante NTD-MBD-ID se observan dos sitios de unión al DNA: uno de 

alta afinidad en MBD y otro de baja afinidad en ID. Esta interpretación se basa 

en la afinidad de unión 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 comparación con ID aislado. Además, las mutaciones en MBD 

asociadas con el RTT afectan drásticamente 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 función 

de MeCP2 en el contexto del síndrome de Rett y otras interacciones con el DNA. 

El MBD aislado se une al dsDNA de manera predominantemente dirigida 

entrópicamente, con una pequeña y desfavorable contribución entálpica. Sin 

embargo, cuando está en presencia del dominio ID, la unión al dsDNA se vuelve 
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altamente exotérmica y está dirigida principalmente por contribuciones 

entálpicas y entrópicas grandes y opuestas. Estas diferencias indican que el 

modo de interacción del MBD con el dsDNA varía drásticamente dependiendo 

de su contexto estructural. La presencia del dominio ID puede desencadenar 

cambios conformacionales y efectos alostéricos que afectan significativamente 

al proceso de unión al dsDNA. Estos hallazgos son relevantes para comprender 

la función de MeCP2 en la regulación de la cromatina y su interacción con el 

DNA, ya que resaltan la importancia del contexto estructural en la dinámica de 

la unión y ponen en valor el uso del constructo NTD-MBD-ID como modelo de 

MeCP2 para la unión con dsDNA en detrimento del MBD aislado.  

Una de las características más sorprendentes de la interacción entre hmCpG-

dsDNA y NTD-MBD-ID es su insensibilidad a los cambios en la fuerza iónica, 

mientras que CpG-dsDNA y mCpG-dsDNA muestran una pérdida significativa 

de afinidad (reducción de 1000 veces) a alta fuerza iónica. Este comportamiento 

puede interpretarse utilizando la siguiente relación 

∂ ln KB

∂ ln[X]
= ∆nX   (12) 

donde KB representa la constante de asociación para la unión del ligando 

primario (en nuestro caso es dsDNA), X se refiere al ligando secundario 

(en nuestro caso son iones salinos), y ΔnX indica la diferencia en la 

fracción de saturación del ligando X entre el complejo y la proteína y el 

ligando primario libres (Wyman, 1964). En consecuencia, ΔnX representa 

el número neto de moléculas de ligando X que se liberan (si es negativo) 

o se capturan (si es positivo) desde la solución al formar el complejo con 

el ligando primario. En el caso de hmCpG-DNA, los resultados indican 

que prácticamente no hay liberación neta de iones de sal hacia la solución 

al formarse el complejo proteína: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 interacción 

diferente de hmCpG-DNA en comparación con los otros tipos de dsDNA. 

A pesar de la similitud en la afinidad de unión, las desnaturalizaciones térmicas 

monitorizadas por la fluorescencia intrínseca del triptófano mostraron un efecto 

de estabilización inducido por hmCpG-DNA en las construcciones de MeCP2, 

MBD y NTD-MBD-ID con valores de Tm intermedios entre los efectos causados 

por CpG-DNA y mCpG-DNA (figura 4.14, tabla 4.7). El efecto en la energía 

de estabilización inducido por la unión de dsDNA se puede cuantificar mediante 

la relación: 

∆∆G =
∆H(Tm)

Tm
∆Tm   (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, discriminándolos eficazmente en 

términos de la estabilidad estructural general del complejo. Los resultados 

obtenidos con hmCpG-dsDNA refuerzan la consideración de NTD-MBD-ID 

como un adecuado sustituto para la proteína completa MeCP2 en cuanto a la 

estabilidad estructural y las características de interacción con dsDNA (tablas 

4.6, 4.7). 

Las desnaturalizaciones térmicas revelaron que la modificación de la citosina 

también afecta a la cooperatividad del desplegamiento. Se observó una sola 

transición 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 unión a dsDNA en la proteína MeCP2 

completa, ya que en el análisis se tuvieron que considerar dos transiciones de 

desplegamiento para poder reproducir los datos experimentales. Esto sugiere 

que la conformación local de los sitios de unión al dsDNA y/o la conformación 

global de la proteína y los contactos entre dominios pueden ser bastante 
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diferentes en esos complejos. De hecho, las grandes diferencias en el tamaño 

molecular de NTD-MBD-ID en ausencia y presencia de DNA medidas por 

DLS: un radio hidrodinámico de 5.5 nm, 4.3 nm y 3.9 nm para NTD-MBD-ID 

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 

proteínas desordenadas e interacciones modulares ante cambios menores en las 

moléculas interaccionantes. 

La menor afinidad de unión de MBD comparada con NTD-MBD-ID resultó en 

un menor grado de estabilización, como se observó en las desnaturalizaciones 

térmicas espectroscópicas (figura 4.12, tabla 4.7) y calorimétricas. Las trazas 

calorimétricas proporcionan más información, ya que no sólo se detectan los 

eventos de desplegamiento cerca del único triptófano, 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 proteína y el dsDNA, a partir de las cuales se estimó el 

efecto de estabilización inducido por el dsDNA en la proteína (que refleja el 

acoplamiento entre la disociación del complejo y el desplegamiento de la 

proteína). Los tres dsDNAs diferentes mostraron trazas de desplegamiento 

idénticas, lo que indica que la metilación e hidroximetilación no alteraron la 

estabilidad del dsDNA de 45 pb, a diferencia de lo que se ha informado para la 

desestabilización inducida por 5hmC y la estabilización inducida por 5mC en 

secuencias de DNA más cortas (figura 4.4). 

En el caso de los complejos NTD-MBD-ID, las transiciones de la proteína y el 

dsDNA se superpusieron (reflejando el acoplamiento entre la disociación del 

complejo y el desplegamiento de la proteína/dsDNA), a partir de las cuales fue 

más difícil estimar el efecto de estabilización en la proteína, pero aún en 

concordancia razonable con los experimentos espectroscópicos. Se observó una 

entalpía de desplegamiento global muy grande. Dado que la entalpía de 

desplegamiento intrínseca de la proteína es bastante pequeña, la principal 

contribución a la entalpía global de desplegamiento debe provenir de la 
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disociación proteína:dsDNA (interacciones no covalentes que se rompen y 

cualquier cambio conformacional asociado). De hecho, la gran entalpía negativa 

de unión proteína-dsDNA a 20 °C (aproximadamente -50 kcal/mol), junto con 

una gran capacidad calorífica de unión negativa (aproximadamente -3 kcal/mol) 

para el sitio de unión de alta afinidad, además de la interacción y estabilización 

adicionales provenientes del sitio de unión de baja afinidad, resultaría en una 

entalpía de disociación muy grande y positiva para el complejo proteína:dsDNA 

a alta temperatura (tabla 4.4).  

Hay una discrepancia entre el efecto estabilizador inducido por unión de dsDNA 

con las pequeñas diferencias en las afinidades de unión estimadas mediante 

calorimetría de titulación isotérmica. Una posible explicación para esta 

discrepancia podría ser que los datos de estabilización reflejan el efecto final en 

estado estacionario de la interacción entre MeCP2 y el dsDNA después de una 

larga incubación, donde hay tiempo suficiente para que el complejo alcance la 

configuración óptima. En cambio, en los ensayos de interacción por ITC se 

observa el efecto transitorio de la interacción en los primeros minutos después 

de la mezcla instantánea, y puede que no haya suficiente tiempo para que el 

complejo alcance la configuración de unión final óptima. Esto podría llevar a 

una estimación de afinidades de unión más bajas en los experimentos de ITC en 

comparación con los ensayos de estado estacionario que podría indicar que el 

mecanismo de selectividad de unión por el mCpG-dsDNA puede estar 

condicionado por otros parámetros, como la cinética de interacción, o la 

reestructuración lenta del complejo, que no han podido estudiarse con las 

técnicas utilizadas. 

Al utilizarse las construcciones más grandes de la proteína, incluyendo los 

dominios distales (TRD, CTDα y CTDβ) llama la atención que, a pesar de 

contener motivos que pueden interaccionar con el dsDNA, como los AT-hook, 

la estequiometría de la unión aumenta y se mantiene en 2 (1:2 MeCP2:DNA), 

lo cual implica que no hay sitios de unión independientes y adicionales en los 

dominios distales. Tampoco varía mucho la interacción en términos de afinidad 
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o estabilización del complejo. A pesar de ello, hay ciertas diferencias entre la 

interacción de la construcción NTD-MBD-ID con la proteína completa 

comparar los parámetros termodinámicos. Esto puede ser debido a que estas 

zonas modulen a su vez la interacción en el segundo sito de unión pudiendo 

alterar los parámetros de unión, por ejemplo, generando barreras cinéticas a la 

disociación del complejo. 

5.3 Interacción de MeCP2 con histonas. 

Teniendo en cuenta la capacidad de MeCP2 para interaccionar masivamente con 

la cromatina a nivel del nucleosoma, la función de MeCP2 como proteína 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 proteínas al 

DNA, y la capacidad de MeCP2 para interactuar con una amplia gama de 

partners biológicos, no sería totalmente inesperado algún tipo de interacción 

entre MeCP2 y las histonas nucleosomales. Siguiendo esta hipótesis, en este 

trabajo hemos aportado pruebas directas de la interacción de MeCP2 y MBD 

con las cuatro histonas canónicas. 

Las principales limitaciones de este estudio son el uso de la construcción del 

MBD aislado para la mayoría de ensayos en vez de la proteína completa, y que 

no se ha completado la caracterización biofísica de la unión en su totalidad (es 

decir, se ha demostrado la interacción y determinado la afinidad de interacción, 

pero no se han estimado las contribuciones entálpicas y entrópicas de dicha 

interacción, siendo en cierta manera aspectos secundarios). 

Aunque las pruebas iniciales se realizaron con la proteína completa, la mayoría 

de los experimentos se llevaron a cabo con el MBD, debido a su relevancia 

funcional y la facilidad de trabajo (la construcción MBD presenta menor 

propensión a agregar y precipitar, y se degrada más difícilmente que la proteína 

completa). Se ha proporcionado evidencia directa de la existencia de un sitio de 

unión a histonas en el MBD, lo que sugiere que MeCP2 interactúa con las 
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histonas a través de este dominio y también se plantea la posibilidad de que el 

segundo sitio de unión a histonas que se observa en la proteína completa se 

localice en el dominio TRD/NID. 

Como no se han hecho todos los ensayos para una caracterización biofísica de 

estas uniones hay evidencia de interacción directa y una medida de afinidad, 

pero no se han obtenido el resto de los parámetros termodinámicos 

independientes del buffer (entalpía y entropía de interacción), capacidad 

calorífica de interacción, el número de protones intercambiados con el medio…. 

El MBD interactúa con las cuatro histonas nucleosomales con una afinidad 

similar (Kd ≈ 30-60 nM), mostrando baja especificidad dentro de esta familia de 

proteínas, 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 entalpía de interacción medidos, la unión es de alta especificidad 

dentro del interactoma completo de MeCP2, ya que la afinidad es elevada y la 

concentración de las histonas es igualmente elevada. Incluso teniendo en cuenta 

la contribución del buffer a los parámetros termodinámicos medidos, la 

interacción MBD-histonas parece estar dirigida principalmente por una 

contribución entálpica muy favorable y exotérmica (de -19 a -56 kcal/mol), 

acompañada de una penalización entrópica, seguramente debida a la restricción 

de movilidad o plegamiento parcial de regiones desordenadas de ambas 

proteínas al unirse. Las contribuciones entálpicas fuertes son comunes en 

interacciones proteína-proteína que involucran proteínas intrínsecamente 

desordenadas (IDPs) (Hadži & Lah, 2022; Zavrtanik et al., 2021). Cuando hay 

una reducción significativa en la afinidad de unión, como el efecto de la 

mutación R106W en la interacción con H2A o H2B, también se observa una 

interacción entálpica menos favorable o incluso desfavorable. 

Los experimentos se han hecho en condiciones no fisiológicas: en tampón Tris 

50 mM, pH 7, NaCl 20 mM. El tampón Tris tiene una entalpía de ionización 

elevada que puede distorsionar las entalpías y entropías de interacción aparentes 



202  

y sean muy diferentes de los parámetros intrínsecos, de forma que, aunque la 

interacción está suficientemente probada y las afinidades medidas son fiables, 

hay que ser cautelosos con la descomposición en componentes entálpicos y 

entrópicos, hasta que se realice una caracterización biofísica completa, que no 

entraba dentro de los objetivos de este estudio. La fuerza iónica del medio puede 

variar la fortaleza y selectividad de la interacción, sobre todo teniendo en cuenta 

la gran cantidad de grupos cargados y polares presentes en las IDPs. Sin 

embargo, los estudios con alta fuerza iónica prueban que, aunque la afinidad se 

vea reducida al aumentar la fuerza iónica, sigue teniendo unos valores 

suficientemente altos como para que la interacción MeCP2:histonas sea 

biológicamente relevante, sobre todo teniendo en cuenta las altas 

concentraciones de estas proteínas en el núcleo.  

Observando los resultados de la interacción con H3 trimetilada, se ha probado 

que la trimetilación en las posiciones K4 y K9 apenas afecta a la afinidad de 

interacción entre MBD e histonas, mientras que la trimetilación en K27 y K36 

reduce significativamente la afinidad de interacción. Esto sugiere que el sitio de 

unión de MeCP2 se encuentra en la región de la cola desordenada de histonas 

cercana al nucleosoma (figura 5.3). Los dos sitios de unión a histonas, unidos 

a los dos sitios de unión a dsDNA explicarían la función 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 específicamente 

a nucleosomas en los que K27 está trimetilada, con algún tipo de dependencia 

de la metilación del DNA como mecanismo de refuerzo hacia la represión 

transcripcional (W. Lee et al., 2020; Thambirajah et al., 2012). Aunque nosotros 

hemos observado un resultado similar con la construcción NTD-MBD-ID 

(aumento de afinidad frente a dsDNA metilado en presencia de H3), la afinidad 

de interacción de MBD con H3 disminuye cuando K27 está trimetilada. Sin 

embargo, la comparación directa con los resultados anteriores no es apropiada 

porque en nuestro caso la mayoría de los experimentos se realizaron in vitro con 

MBD aislado y con proteínas purificadas en solución, 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: A0A075BPH5) 

mostrando la localización de las dos mutaciones asociadas al síndrome de Rett estudiadas en 

este trabajo: R106 (rojo claro) y R133 (rojo oscuro). (b) Estructura del nucleosoma (código 

PDB: 1kx5), mostrando el octámero 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 interacción de MeCP2 con nucleosomas dentro de 

la célula, lo que puede añadir elementos/factores intrínsecos o extrínsecos 

adicionales (por ejemplo, dominios de MeCP2 u otras moléculas) que medien 

dicha interacción. Por tanto, se requiere más trabajo para evaluar este posible 

efecto de cooperatividad. 

La trimetilación en las posiciones K9 y K27 de las histonas se asocia a la 

represión transcripcional, mientras que la trimetilación en K9 y K36 tiene un 

efecto contrario. Como MeCP2 es conocido como mediador de represión, se 

podría pensar a priori que su unión estaría correlacionada con las marcas 

histónicas asociadas también a represión, ya sea por aumento de afinidad 

cuando H3 tiene marcas asociadas a represión transcripcional o por disminución 

de afinidad cuando H3 tiene marcas asociadas a activación transcripcional. Sin 

embargo, sorprendentemente, la unión de MBD depende de la localización de 

la metilación, independientemente del efecto biológico de la marca. Esto apoya 

https://alphafold.ebi.ac.uk/
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el hecho de que la regulación epigenética de MeCP2 no es un simple interruptor 

de "encendido" o "apagado", sino un ajuste fino resultado de múltiples señales 

que influyen en la expresión génica según el contexto molecular. 

Los ensayos de interacción de complejos ternarios que incluyen a MeCP2 con 

H3 y el dsDNA responden a alguna de las cuestiones que se quedaron sin 

responder anteriormente: pequeña 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 interacción 

con dsDNA metilado y no metilado. Es decir, la formación 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 metilación 

del dsDNA. Sin embargo, esto es sólo una parte de los procesos biofísicos 

implicados en la lectura de marcas epigenéticas y regulación transcripcional. 

Por ejemplo, se sabe que MeCP2 puede inducir la separación de fases líquido-

líquido (LLPS) en presencia de dsDNA con suficiente longitud, y que este 

proceso es dependiente de la metilación del dsDNA (H. Zhang et al., 2022), lo 

que puede contribuir a su capacidad de discriminación de estados de metilación 

de dsDNA. 

En conjunto, con nuestros datos se abre camino a más estudios que podrían 

proporcionar información sobre cómo la formación del complejo con las 

histonas puede alterar el proceso de separación 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 

separación de fases, y tener un impacto en la estructuración de la 

heterocromatina in vivo. Otra cuestión no resuelta es la interacción de MeCP2 

con las histonas en el contexto del octámero plegado, y más allá, formando un 

nucleosoma con la hebra de dsDNA. 
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5.4 Fisiopatología de las mutaciones causantes de RTT 

Las regiones desordenadas en las proteínas están compuestas principalmente 

por aminoácidos polares y cargados que tienen una alta propensión a estar 

expuestos al solvente. A pesar de su falta de estructura definida, estas regiones 

pueden afectar a la conformación y función de la proteína a través de 

interacciones estéricas y electrostáticas. 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 mayoría en las 

regiones estructuradas de la proteína. De hecho, se han descrito diferentes 

variantes de MeCP2 mutadas en el dominio ID que no son causantes de 

patología (por ejemplo, T196S y T197M), mientras que las únicas mutaciones 

patológicas encontradas en este dominio son mutaciones sin sentido que causan 

un truncamiento prematuro de la proteína, de forma que los efectos patológicos 

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, así como la abundancia en aminoácidos de 

características similares, puede ejercer un papel amortiguador o adaptativo de 

forma que las mutaciones en este dominio tengan poco o ningún efecto en la 

capacidad de unión al dsDNA. 

Las dos mutaciones causantes de RTT que hemos estudiado (R106W y R133C) 

se encuentran en la región estructurada del MBD, y sus efectos son diferentes 

debido a sus características químicas y ubicación en la proteína. R106W 

involucra la sustitución de una arginina por un residuo hidrofóbico más grande, 

mientras que R133C implica la sustitución de una arginina por un residuo polar 

más pequeño. Además, R106 está lejos de la interfaz de unión al DNA, no 

genera interacciones con él, pero si genera interacciones intramoleculares con 

otros residuos de la proteína (concretamente cuatro puentes de hidrógeno con 

M94, D156, T158 y V159) mientras que R133 se encuentra en la interfaz de 

unión al DNA, interaccionando con él mediante enlaces de hidrógeno/van del 

Waals, aunque genera menos interacciones intramoleculares (solo un puente de 
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hidrógeno con E137, Figura 5.2). Estas diferencias ya sugieren a priori que 

R106W podría causar una distorsión estructural significativa mientras que 

R133C tendría un impacto estructural menor y está en consonancia con nuestros 

datos experimentales de estructura y estabilidad térmica.  

Los resultados presentados muestran que el impacto de las sustituciones R106W 

y R133C en la estabilidad estructural y la capacidad de unión al dsDNA depende 

del contexto molecular, es decir, si están 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 unión 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 

termodinámico de unión causados por las mutaciones asociadas al síndrome 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 reducción 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 reducción en la afinidad 

del sitio de alta afinidad específicamente para hmCpG-DNA. Esto concuerda 

con la información estructural: 5hmC se coordina con R133 a través de dos 

enlaces de hidrógeno, que están ausentes para 5mC (Figura 5.2). Por lo tanto, 

la sustitución de arginina por cisteína tendría un impacto mayor en 5hmC en 

comparación con 5mC. Estos resultados sugieren que R106W, una sustitución 

de un residuo polar por un residuo hidrofóbico dentro del núcleo de MBD lejos 

del sitio de unión al DNA, afecta la arquitectura global de MBD y la interacción 

con todos los tipos de dsDNA, mientras que R133C, una sustitución de un 

residuo polar por otro residuo polar dentro del sitio de unión al DNA, afecta 

específicamente la interacción con dsDNA que lleva una modificación 

particular de citosina (5hmC). Esto también concuerda con una menor 

estabilidad de NTD-MBD-ID R106W en comparación con la mutación R133C. 
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Por lo tanto, la mutación R106W tendría un efecto perjudicial global, 

independientemente del nivel de metilación del DNA, la relación 

metilación/hidroximetilación, o la etapa de desarrollo celular, mientras que la 

mutación R133C tendría un impacto dependiente de la presencia de 5hmC, por 

lo que el efecto dependería 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 podría contribuir a explicar las diferencias en la gravedad fenotípica y el 

tiempo de inicio de la enfermedad relacionado con diferentes mutaciones del 

síndrome de Rett. Desde un punto de vista traslacional, este conocimiento sobre  

el efecto de las mutaciones asociadas al Rett en la unión al DNA podría abrir 

nuevas vías terapéuticas más racionales y eficaces. En el caso de pacientes con 

la mutación R133C, donde hay una disminución específica en la afinidad por el 

hmCpG-DNA, un enfoque estratégico que apunte temporalmente al sistema 

TET podría llevar a una regulación de la unión de MeCP2 a las islas CpG en el 

cerebro al reducir la relación 5hmC/5mC; sin embargo, el efecto global de este 

enfoque debe evaluarse, debido al papel biológico del hmCpG-DNA. Por otro 

lado, los pacientes con la mutación R106W, donde la pérdida en la estructura 

proteica conduce a una interacción deficiente con el DNA de manera global 

(independientemente de la modificación epigenética), se beneficiarían más del 

desarrollo de chaperonas moleculares que recuperen la estructura funcional de 

MeCP2 y, por lo tanto, restauren su capacidad de unirse al DNA. 

Considerando el impacto de las mutaciones R106W y R133C en la afinidad de 

interacción del MBD con las diferentes histonas, que causa una reducción 

significativa de la afinidad inducida por R106W por las histonas H2A y H2B, 

en comparación con un efecto insignificante de R133C, es razonable concluir 

que el sitio de unión para estas histonas en el MBD se encuentra cerca de la 

arginina 106, detrás del sitio de unión 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 están 
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implicados en el reconocimiento directo de la trimetilación, de forma que el 

pequeño efecto observado puede ser derivado de las consecuencias estructurales 

de las mutaciones y no en la interrupción de los contactos generados con la 

histona H3 (Figura 5.3). Las limitaciones del estudio son, una vez más, que la 

mayoría de ensayos se han realizado con el constructo MBD, que no es 

representativo de la totalidad de la proteína (que tiene otro sitio de unión para 

histonas en los dominios distales), aunque es esperable que el efecto deletéreo 

de estas mutaciones se concentre en el sitio de unión en el MBD, pero no es 

descartable que haya efectos alostéricos en otras partes de la proteína. 

El efecto observado de estas dos mutaciones (cambios en la estabilidad 

estructural, efectos específicos de capacidad de lectura de la metilación del 

DNA y en la unión a histonas) se correlaciona con su puntuación o evaluación 

clínica de la gravedad. R133C se asocia con una puntuación fenotípica más leve 

que R106W, y tiene un menor efecto deletéreo a todos los niveles que hemos 

estudiado: sobre la estructura y la estabilidad de la proteína, sobre la afinidad al 

dsDNA y las histonas. 

 

5.5 Desarrollo de fármacos para RTT 

MeCP2 es una proteína que desempeña un papel crucial en la regulación de la 

expresión génica y en el desarrollo del sistema nervioso. Dado que MeCP2 está 

involucrado en múltiples cascadas de señalización y procesos celulares, su 

disfunción 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 síntomas, no sea suficiente para 

revertir completamente el fenotipo de RTT. Dado que la terapia génica para 

MeCP2 todavía no es una opción viable (aunque está en desarrollo), la búsqueda 

de chaperonas farmacológicas que sean capaces de corregir el efecto deletéreo 

en la estructura y recuperar la función de la proteína al inicio de las vías 

proporciona un enfoque más integral para el tratamiento de RTT. Mientras 
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tanto, el tratamiento actual para RTT se enfoca en el manejo de los síntomas y 

la mejora de la calidad de vida de los pacientes. 

Aunque el uso del TSA ha sido ampliamente probado para identificar 

compuestos que interactúen con una proteína diana, la estrategia novedosa de 

llevar a cabo el cribado con el complejo dsDNA-MeCP2 preformado ha 

resultado ser una buena estrategia. Dado que MeCP2 tiene numerosos partners 

biológicos, acotar la porción de la proteína utilizando una proteína truncada con 

los dominios representativos para la unión (NTD-MBD-ID) y utilizar el 

complejo con dsDNA como diana, en lugar de la proteína aislada, permite 

dirigir la selección de compuestos hacia funciones específicas. Además, 

también ha permitido identificar a posteriori inhibidores de la proteína. Esta 

diferenciación 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 

proteína, ya que ese método no discrimina por efecto biológico y necesita de 

una comprobación posterior del efecto sobre la función de la proteína. 

Un aspecto relevante a considerar en el estudio es cómo afectan los compuestos 

a la interacción de MeCP2 con cada variante del dsDNA, especialmente en el 

caso de la mutación R133C, donde se debe asegurar que el compuesto 

seleccionado estabilice específicamente la interacción de MeCP2 con el 5hm-

CpGdsDNA. Por otro lado, para la mutación R106W, el efecto estabilizador 

debe abarcar todas las variantes de dsDNA. También sería interesante investigar 

el efecto sobre la unión a histonas, aunque esto no se tuvo en cuenta al diseñar 

el cribado y la selección de compuestos. 

Un punto interesante es que los datos de estabilización del complejo MeCP2-

dsDNA, tanto con la proteína WT como con los mutantes, correlaciona con los 

datos de unión al promotor de BDNF en el modelo celular, aunque hay ciertas 

discrepancias. El 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 ChIP, genera un gran aumento de 

unión a todos los promotores estudiados de forma inespecífica. El compuesto 

RAO5 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 unión a los promotores. Esto no 

correlaciona con el efecto que hemos observado sobre la expresión de estos 

genes. 

El proyecto ha enfrentado desafíos en el escalado a modelos celulares y en la 

selección de ensayos funcionales para estudiar el posible efecto terapéutico de 

los compuestos. Dada la gran variedad y abundancia de sitios de unión de 

MeCP2 en la cromatina y la cantidad de genes regulados por esta proteína, los 

enfoques que se han usado en este trabajo son reduccionistas, con el objetivo de 

establecer varios niveles de selección de compuestos para encontrar los más 

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 "ómicas” (la transcriptómica, 

concretamente) que pueden aportar un enfoque más global al estudio de las vías 

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 hipótesis que motivó el diseño del cribado 

experimental (utilizar el complejo MeCP2:dsDNA como diana en vez de la 

proteína sola para dirigir el efecto de los compuestos seleccionados) es correcta, 

y se han obtenido al menos dos compuestos que podrían servir como base para 

el desarrollo de fármacos capaces no solo de estabilizar el complejo 

MeCP2:dsDNA a nivel celular, sino también de generar una respuesta a nivel 

de regulación de la transcripción. Además, se han establecido metodologías más 

sencillas que la transcriptómica para llevar a cabo las primeras etapas de 

selección de compuestos, como la estabilización del complejo con MeCP2 tanto 

en su forma WT como mutante, y el estudio del efecto del tratamiento con 

compuestos sobre la expresión de BDNF y IGF2. Específicamente, el 

compuesto RAO5 ha demostrado un perfil muy interesante y que merece ser 

desarrollado, ya que ha normalizado la unión de MeCP2 a los promotores diana 

seleccionados y ha generado una normalización de la expresión de estos genes 

mediada por MeCP2. 
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El modelo celular linfoblastoide a partir de células de pacientes RTT podría 

haber permitido el estudio de los compuestos si se hubieran obtenido líneas 

inmortalizadas con diferentes mutaciones. Sin embargo, al no expresar de forma 

basal los genes diana implicados en la patología de RTT, es necesario 

desarrollar y caracterizar modelos más apropiados para futuras etapas de 

selección de compuestos. Aunque algunos compuestos seleccionados 

inicialmente en el cribado no mostraron el efecto biológico esperado, esto 

podría ser debido a problemas de internalización celular, degradación o 

localización en el núcleo, donde deben actuar. 

Un concepto clave que hay que tener en cuenta al desarrollar este tipo de 

fármacos es la ventana terapéutica, es decir, la diferencia entre las 

concentraciones que generan un efecto biológico terapéutico beneficioso y las 

concentraciones que generan un efecto tóxico perjudicial. Aunque es de esperar 

la aparición de cierta toxicidad y efectos secundarios inespecíficos con 

cualquier tratamiento farmacológico, considerando que intentamos modular la 

maduración del sistema nervioso, habría 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 más importantes a la hora de optimizar y 

desarrollar fármacos a partir de los compuestos que hemos identificado en este 

estudio. 

Durante el proyecto se intentó llevar a cabo estudios sobre el proceso de 

diferenciación neuronal utilizando precursores neuronales como punto de 

partida. Sin embargo, la falta de caracterización previa del modelo celular 

mutante impidió obtener resultados concluyentes en este sentido. 

Desde un punto de vista más 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 

(DOAs), podemos decir que aunque se pueda pensar que el diseño experimental 

que ha llevado a la selección de los compuestos DOA es más apropiado, por la 

gran influencia de los dominios desordenados en la formación 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 (RAO5 y 

DOA15) han generado resultados alentadores que pueden proporcionar un 

scaffold interesante y prometedor para desarrollar fármacos frente a RTT. 

5.6 Identificación de fármacos para PDAC 

La inhibición de MeCP2 puede ser interesante, terapéuticamente hablando, para 

diversas patologías, tal y como se ha comentado antes, incluyendo el síndrome 

de duplicación de MECP2, diversos tipos de cáncer o problemas de naturaleza 

neurológica. Teniendo en cuenta que MeCP2 interviene en el desarrollo y 

maduración neuronal en la infancia, la inhibición transitoria de su actividad en 

pacientes adultos no debería suponer un problema grave, aunque teniendo en 

cuenta la multifuncionalidad de MeCP2 hay que tener en cuenta posibles efectos 

secundarios. La motivación para centrarnos en PDAC partió de la necesidad 

social de búsqueda 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 hipermetilación aberrantes 

en PDAC, lo que puede permitir abrir nuevas vías que no se han explorado aún, 

y la posibilidad de establecer diferentes colaboraciones con expertos en este tipo 

de patologías que han permitido la realización de los ensayos presentados en 

esta tesis y la planificación de las siguientes etapas a explorar. 

El uso de los estudios de citotoxicidad para la selección 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. 

Además, tal y como ocurre en el caso de RTT, la amplia distribución y el gran 

número de genes regulados por MeCP2 dirigen el estudio hacia el uso de 

“ómicas” en siguientes etapas del proyecto. En primer lugar, habría que tener 

en cuenta el estudio metilómico de líneas celulares y tejidos tumorales de 

pacientes PDAC. Aunque ya se ha descrito ampliamente el desajuste de 
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metilación (hipermetilación en promotores e hipometilación en cuerpos de 

genes) que hay en las líneas celulares que hemos utilizado (PANC-1, MiaPaCa-

2), nuestro estudio se beneficiaría mucho de la caracterización concreta del 

metiloma de estas líneas, para saber qué genes están desregulados 

epigenéticamente y determinar así puntos y metodologías de control para el 

estudio de eficacia terapéutica de los compuestos, ya sea mediante estudios de 

transcriptómica o estudios de expresión de ciertos genes de manera más local. 

El uso de estos compuestos inhibidores no pretende en ningún momento ser 

ejercido como monoterapia, que no es muy prometedora en tumores como 

PDAC. En vez de eso, lo que pretendemos es modificar la programación 

metabólica de las células tumorales para disminuir ciertas características 

tumorales, como pueden ser la capacidad de invasión y migración, el grado de 

potencialidad, o la resistencia a quimioterápicos o a la respuesta inmune, de 

forma que el estudio de citotoxicidad que hemos planteado debería 

complementarse con estudios de sinergia con otros agentes quimioterápicos y 

estudios de reprogramación metabólica.  

Esta parte del proyecto ha abierto una vía interesante en el desarrollo de 

fármacos, que solo acaba de empezar a explorarse. De hecho, los compuestos 

ADOs seleccionados provienen únicamente de la quimioteca Prestwick, y ya 

hay datos de compuestos con efecto similar procedente de la quimioteca 

HitFinder. La integración de los datos obtenidos hasta la fecha en términos de 

clusterización, agrupamiento y clasificación de compuestos por su naturaleza 

química, características de unión a MeCP2 (que se puede llevar a cabo de 

manera sencilla mediante herramientas bioinformáticas de docking o dinámica 

molecular) y el efecto biológico puede permitir hacer una selección más dirigida 

y efectiva de compuestos que ejercen un efecto inhibitorio de la unión en el 

ensayo de cribado por TSA, y buscar características 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 más prometedores (ADO6 y ADO7) para comprender 

cómo afectan a la regulación génica en el contexto de la inhibición de MeCP2. 

La inhibición de MeCP2 podría tener un impacto significativo en la regulación 

de la expresión génica, ya que esta proteína juega un papel crucial en la 

modulación de la actividad génica mediante la unión al DNA metilado. Al 

inhibir MeCP2, podrían producirse cambios en la actividad transcripcional de 

los genes que normalmente regula, lo que a su vez podría afectar diversos 

procesos celulares y fisiológicos.  Para determinar los efectos a nivel de 

regulación génica que puedan surgir debido a la inhibición de MeCP2, se 

necesitarían estudios detallados y exhaustivos utilizando técnicas como análisis 

de expresión génica, secuenciación de RNA, y otros métodos moleculares y 

celulares. Estos estudios permitirían identificar los genes específicos que se ven 

afectados por la inhibición de MeCP2 y cómo estos cambios pueden influir en 

diversas funciones celulares y patologías. 

Es importante tener en cuenta que, si bien la inhibición de MeCP2 podría ser 

una estrategia terapéutica potencial para ciertas condiciones médicas, también 

es necesario tener precaución, ya que esta proteína tiene funciones importantes 

en el desarrollo y funcionamiento normal del sistema nervioso, entre otros. Por 

lo tanto, cualquier enfoque terapéutico que implique la inhibición de MeCP2 

debe ser cuidadosamente evaluado para garantizar que los efectos sobre la 

regulación 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 Contribución de los diferentes dominios en la 

estructura y estabilidad de la proteína 

MeCP2 es una proteína intrínsecamente desestructurada con una Tm 

(temperatura de desplegamiento) relativamente baja. El dominio MBD tiene una 

estabilidad marginal, pero ésta se incrementa cuando los dominios flanqueantes 

NTD e ID están presentes. El dominio ID muestra el mayor efecto estabilizante 

sobre el dominio MBD. 

Los dominios NTD e ID parecen desempeñar 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 intrínsecos, como la presencia de dominios flanqueantes y la dinámica 

y movilidad de las regiones desordenadas, así como factores extrínsecos como 

la concentración iónica y las moléculas de agua, modulan fuertemente las 

propiedades estructurales globales y las capacidades funcionales de MeCP2. 

MeCP2 es una proteína intrínsecamente desordenada multidominio en la que el 

dominio MBD, responsable principal del reconocimiento del DNA, se ve 

sustancialmente influenciado por sus dominios desordenados flanqueantes. 

La construcción NTD-MBD-ID muestra diferencias funcionales y 

características estructurales diferenciales en comparación 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 construcción NTD-MBD-ID 

representa un modelo mínimo estructural y funcional respecto a la interacción 

don dsDNA. 

6.2 Interacción con dsDNA sin metilar, metilado e 

hidroximetilado. Contribución de los diferentes 

dominios 

MeCP2 interactúa con dsDNA metilado, hidroximetilado y no metilado, 

mostrando afinidades similares con una ligera preferencia por el dsDNA 

metilado. 

La interacción con el DNA contribuye significativamente a estabilizar la 

estructura de MeCP2, con una mayor estabilización observada correspondiente 

a la unión con el dsDNA metilado, seguida del hidroximetilado y finalmente el 

no metilado. 

MeCP2 presenta dos sitios de unión independientes (MBD e ID/TRD) que 

interactúan 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 unión localizado en los dominios ID/TRD potencia 

considerablemente la afinidad (>400 veces) del sitio de unión localizado en el 

MBD, mientras que el dominio CTD parece no tener un papel relevante en la 

interacción MeCP2-dsDNA. 

Los perfiles termodinámicos del dominio MBD al interactuar con dsDNA son 

diferentes de los correspondientes a la construcción NTD-MBD-ID y a la 
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proteína completa MeCP2 en su interacción con dsDNA. Aunque MeCP2 es 

una proteína desestructurada, los dominios no estructurados contribuyen a su 

estabilidad estructural y a la interacción con el dsDNA. 

La interacción de MeCP2 con dsDNA hidroximetilado es diferente en 

comparación con el dsDNA metilado o no metilado. Esto podría reflejarse en 

una conformación diferente de MeCP2, lo que afectaría la configuración 

arquitectónica de la cromatina y sus interacciones con elementos de maquinaria 

de transcripción. 

Las moléculas de agua atrapadas en la interfaz entre MeCP2 y el dsDNA 

desempeñan un papel importante en la interacción. 

6.3 Interacción con las cuatro histonas canónicas H2A, 

H2B, H3 Y H4. Efecto de la trimetilación 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 unión en el 

dominio MBD y otro sitio de unión adicional en otro dominio (posiblemente, 

NID/TRD). Este hecho es de gran importancia debido a la abundancia y 

relevancia estructural/funcional de estas proteínas, así como su papel crucial en 

la regulación epigenética, expandiendo así su interactoma conocido. 

La trimetilación de las lisinas en diferentes posiciones de H3 modula la unión 

de esta histona a MeCP2. Esto implica que MeCP2 lee marcas epigenéticas a 

nivel de modificación postraduccional de histonas, además de la metilación del 

DNA. 

Concretamente, las marcas H3K27me3 y H3K36me3 disminuyen la afinidad de 

la histona por MeCP2. 



219  

Cuando MeCP2 está unido a la histona H3, mejora su capacidad de 

discriminación del estado de metilación del DNA, pero dejan de observarse dos 

sitios de unión por el mismo. Es posible que la interacción con histonas impida 

estéricamente la unión de dsDNA al segundo sitio. 

6.4 Efectos de las mutaciones causantes de RTT 

R106W y R133C sobre la estructura y estabilidad de 

MeCP2, así como en la unión a dsDNA e histonas.  

Las mutaciones asociadas al síndrome de Rett provocan alteraciones 

significativas en la estabilidad de la proteína MeCP2 y en el efecto estabilizante 

causado por el dsDNA. 

Los efectos sobre la estabilidad de la proteína son completamente diferentes 

según la localización de la mutación y las interacciones intramoleculares 

afectadas. El entorno de la mutación 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 interacción con dsDNA son dependientes 

del contexto de la mutación. Mientras que R133C anula la interacción con 

dsDNA en el MBD, R106W ligeramente la mejora; sin embargo, en la 

construcción NTD-MBD-ID la presencia del segundo sitio de unión (ID/TRD) 

restaura la interacción 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 unión 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 podría ser indispensable para la 

interacción ID:dsDNA. Así, la sustitución R106W en NTD-MBD-ID no sólo 

afecta al sitio de interacción del MBD, sino que su influencia se extiende al sitio 
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de interacción del ID, provocando una reducción considerable de la afinidad de 

unión. 

Las mutaciones en el dominio MBD asociadas al síndrome de Rett pueden 

afectar la estructura y función de MeCP2 de diferentes maneras, distorsionando 

la estructura global o local, restringiendo las propiedades estructurales en 

regiones desordenadas, o dificultando la interacción con dsDNA en general o 

con tipos específicos de dsDNA modificado. 

La mutación R106W, que se asocia con un fenotipo grave, tiene efectos 

perjudiciales globales, independientemente del nivel de metilación 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 hidroximetilación del DNA 

(y por lo tanto de etapa de desarrollo celular/organismo), lo cual podría explicar 

las diferencias en la gravedad del fenotipo y el tiempo de inicio de la enfermedad 

asociadas con diferentes mutaciones de Rett. 

Además, las mutaciones asociadas al síndrome de Rett en MeCP2 pueden 

afectar a la afinidad de esta proteína por las histonas. La mutación R106W 

disminuye la afinidad de la interacción del MBD con H2A y H2B y elimina 

completamente la interacción con H4, mientras que la mutación R133C no varía 

la afinidad por ninguna de las cuatro histonas canónicas de manera significativa.  

Ninguna de las dos mutaciones que hemos estudiado afecta a la capacidad del 

MBD para reconocer la trimetilación en H3 en ninguna de las cuatro posiciones 

(K4, K9, K27, K36), con una variación muy pequeña de las afinidades de unión 

a las variantes metiladas en comparación con las no metiladas. 
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6.5 Identificación de fármacos utilizando el complejo 

MeCP2-dsDNA como diana terapéutica. 

MeCP2 es una potencial diana farmacológica asociada directamente con el 

síndrome de Rett (causado por la actividad deficiente de MeCP2) y PDAC 

(donde puede haber un exceso de actividad de MeCP2 asociada a una 

hipermetilación del DNA), aunque ni en tumores PDAC ni en líneas celulares 

tumorales pancreáticas hay sobreexpresión de MeCP2. 

Se han identificado compuestos estabilizantes del complejo MeCP2:dsDNA, 

denominados RAOs y DOAs, mediante un cribado de alto rendimiento basado 

en su efecto estabilizador frente a la desnaturalización térmica (thermal shift 

assay). Los RAOs, seleccionados utilizando el MBD como diana, y los DOAs, 

seleccionados utilizando la construcción 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 disfunción de MeCP2, como el síndrome de Rett. 

De entre los compuestos seleccionados, RAO5 mejora la unión de MeCP2 a los 

promotores de los genes diana en las líneas celulares linfoblastoides, 

aumentando su expresión, excepto en la línea que contiene una variante de 

MeCP2 truncada. En la línea de precursores neuronales, normaliza tanto la 

unión a promotores de genes diana como su expresión. Por otro lado, DOA15, 

que presenta los mejores valores de estabilización del complejo, aumenta la 

unión de MeCP2 a todos los promotores estudiados de forma más inespecífica. 

Además, se han identificado compuestos inhibidores o desestabilizadores de la 

formación del complejo MeCP2:dsDNA, denominados ADOs. Su unión a 

MeCP2 ha podido ser medida mediante calorimetría de titulación isotérmica 

(ITC) con afinidades en el rango submicromolar, lo que sugiere un potencial 

para interferir con la interacción MeCP2:dsDNA y modular la actividad de 
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MeCP2. De entre ellos, algunos presentan citotoxicidad preferencial hacia 

células pancreáticas tumorales y menor en las no tumorales, observando que los 

compuestos ADO6 y ADO7 mantienen esta actividad en líneas 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-hmU  5-Hidroximetiluracilo 

5-mC  5-Metilcitosina 

A   Adenina 

ADEX  Tumores endocrinos exocrinos aberrantemente diferenciados 

AID/APOBEC Cidina deaminasa inducida por activación/Complejo de enzima de 

edición del ARNm de apolipoproteína B 

ATP  Adenosín trifosfato 

ATRX  Síndrome de Retraso Mental ligado al Cromosoma X por Deficiencia 

de Alfa-Talasemia 

BAZ  Proteínas Bazooka 

BER  Sistema de reparación por escisión de bases 

Bdnf  Factor neurotrófico derivado del cerebro 

BPE  Extracto de hipófisis bovina 

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

C   Citosina 

Cas-9  Proteína nucleasa-9 

CC50  Concentración citotóxica 50% 

CC95  Concentración citotóxica 5% 

CDH1  Cadherina 1 

CDKL5  Quinasa semejante a ciclina 5 

ChIP  Inmunoprecipitación de cromatina 

ChIP-seq  Secuenciación de inmunoprecipitación de cromatina 

CpA  Dinucleótido Citosina Adenina   

CpG  Dinucleótido Citosina Guanina 

CREB1  Proteína de unión al elemento de respuesta al AMPc 

CRISPR  Repeticiones Palindrómicas Cortas Agrupadas y Regularmente 

Espaciadas 

CTDα  Dominio C-terminal α 
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CTDβ  Dominio C-terminal β 

DLS  Dispersión dinámica de luz 

Dlx6  Homeobox Distal-less 6 

DMEM  Medio de Águila Modificado de Dulbecco 

DNA  Ácido desoxirribonucleico 

DNMT  Metiltransferasa de DNA 

DSC  Calorimetría diferencial de barrido 

dsDNA  DNA de doble cadena 

E1, E2 (MeCP2) Isoformas 1 o 2 de MeCP2 

EDTA  Ácido etilendiaminotetraacético 

EMT.   Transición epitelio-mesenquimal 

FAD.   Dinucleótido de flavina y adenina 

FOXA1/2.  Forkhead box protein A1/2 

FOXG1.   Forkhead box protein G1 

FPLC.   Cromatografía líquida de proteínas rápida 

FRET.   Transferencia de energía por resonancia de fluorescencia 

G.    Guanina 

GluR2.   Receptor de glutamato 2 

GST.   Transferasa glutatión-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 sustitución de la lisina 27 por cisteína 

H4   Histona 4 

HAT  Histona acetiltransferasas 

HDAC  Desacetilasa de histona 
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HDMT  Demetiltransferasas de histona 

hmCpA  Dinucleótido CA hidroximetilado 

hmCpG  Dinucleótido CG hidroximetilado 

HPLC  Cromatografía líquida de alta presión 

HP1  Proteína de heterocromatina 

IPTG  1-Tio-β-D-galactopiranósido 

ITC  Calorimetría de titulación isotérmica 

ITPN  Neoplasias tubulopapilares intraductales 

K   Lisina 

Kd   Constante de disociación 

LB   Medio Luria-Bertani 

MALDI-TOF Desorción/ionización láser asistida por matriz - tiempo de vuelo 

MBD  Dominio de unión a metil-CpG 

MBP  Proteínas de unión a metil 

MDS  Síndrome de duplicación de MeCP2 

MeCP2  Proteína de unión a metil-CpG 2 

MCN  Neoplasia quística mucinosa 

NCoR  Receptor corepressor 1 

NMR  Resonancia magnética nuclear 

NTD  Dominio N-terminal 

O/N  Durante la noche 

OD600  Densidad óptica a 600 nanómetros 

PanIN  Neoplasia pancreática intraepitelial 

PDAC  Adenocarcinoma pancreático ductal 

PD-L1  Ligando de muerte programada 1 

PEST  Secuencias ricas en prolina, ácido glutámico, serina y treonina 

PIPES  Piperazina-N,N'-bis(2-etanosulfónico) 

pKa  Constante de disociación ácida 

PMSF  Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 

PTM  Modificaciones post-traduccionales 

R106W  Arginina 106 Triptófano 
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R133C  Arginina 133 Cisteína 

RNA  Ácido ribonucleico 

RT-qPCR  Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real 

RTT  Síndrome de Rett 

SFB  Suero fetal bovino 

SIRT-1  Proteína sirtuina 1 

Sin3A  Miembro regulador de la familia SIN3 

ssDNA  DNA de cadena simple 

ssRNA  ARN de cadena simple 

T158M  Tirosina 158 Metionina 

TEA  Trastornos del Espectro Autista 

TET  Ten-eleven translocation proteins 

TGF-β  Factor de crecimiento transformante beta 

TRD  Dominio represor de transcripción 

TRIS  Tris(hidroximetil)aminometano 

WT  Proteína silvestre, sin mutaciones 

YB-1  Proteína de unión a la caja Y-box 

 

 

 

 

 

 


	TUZ_2602_Ortega_caracterizacion.pdf
	2602_Ortega Alarcón TESIS

