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DESCRIPCION
Secuencia de MeCP2 sintética para la terapia de sustitucion de proteinas
Campo de la invencion

La presente invencion se relaciona con la proteina MeCP2 y su uso en terapia de la sustitucion de la proteina, segun
se define en las reivindicaciones. Mas especificamente, las secuencias del acido nucleico optimizadas del codon
para la expresion de las proteinas MeCP2, los métodos para fabricar dicha secuencia del acido nucleico y que
expresa dicha proteina, las fusiones de una proteina de la invencion con un dominio de transduccion, y los vectores
y las células huésped que comprenden una proteina de la invencion se describen. Se describen otros usos de los
acidos nucleicos o las proteinas de la invencion en la medicina, las composiciones farmacéuticas que comprenden
las secuencias del acido nucleico y las proteinas de la invencién, también como los métodos para el tratamiento,
prevencion, y/o terapia de enfermedades neurodegenerativas o del desarrollo neurolégico, incluyendo el sindrome
de Rett.

Antecedentes de la invencion

El sindrome de Rett (RTT), es un trastorno progresivo del desarrollo neurolégico. Este afecta casi exclusivamente a
las mujeres (Rett, 1966, Wien Med Wochenschr .116:723-6) y es una de las causas mas comunes de retraso mental
en las mujeres. RTT se caracteriza por un curso clinico de forma dinamica con cuatro etapas consecutivas. Durante
la Etapa | (edad 6-18 meses), las chicas dejan de adquirir nuevas habilidades; mostrando una desaceleracion del
crecimiento de la cabeza y rasgos autistas tales como retraimiento emocional y contacto visual disminuido En la
Etapa Il (edad 1-4 afios), los nifios afectados pierden las habilidades aprendidas tales como el habla y el uso de la
mano intencional. Desarrollan patrones de respiracion irregulares, ataxia/apraxia del modo de andar y del tronco, y
movimientos de la mano en forma estereotipica. Aproximadamente la mitad de las chicas también desarrollan
convulsiones y existe alguna estabilizacion de la enfermedad durante la Etapa 1l (edad 4-7 afios). Las convulsiones
se hacen menos frecuentes durante la Etapa IV (edad 5-15 afios y mayores), pero el deterioro motor continda. La
hipoactividad, especialmente entre aquellos que no caminan, contribuye al desarrollo frecuente de escoliosis, que
pueden causar que las chicas se confinen a las sillas de ruedas. Las caracteristicas neuropatolégicas de los
pacientes con Rett, incluyen una disminucién en el espesor cortical también una reduccién del tamafio neuronal
cortical. Una fuerte reduccién de la arborizacion dendritica también ha sido descrita, pero ninguna de las
caracteristicas morfolégicas gruesas se afectan (Armstrong, 2002, Ment Retard Dev Disabil Res Rev 8:72-6). RTT es
una enfermedad ligada a X con una incidencia estimada de 1:10,000 a 1:15,000. Amir et al. (1999) (Nat Genet
23:185-8), han identificado mutaciones en el gen MECP2 como la causa de RTT. El gen MECP2 se somete a la
inactivacion de X. Por consiguiente, los heterocigotos hembras mutantes son mosaicos para la deficiencia de
MeCP2 y este es mas probablemente uno de los factores que modulan la influencia del fenotipo de la enfermedad.
Los hombres que cumplen el criterio clinico para el sindrome de Rett han sido identificados en asociacion con un
cariotipo 47, XXY y a partir de mutaciones postcigéticas de MECP2 que dan lugar a mosaicismo somético. Para
referencia, ver L. S. Weaving et al.: Journal of Medical Genetics 2005; 42:1-7; and G. Miltenberger- Miltenyi, F.
Laccone: Human Mutation 2003 Volume 22, Issue 2; 107-115.

El gen MECP2 se localiza en brazo largo del cromosoma X, en la posicion Xg28 (Adler 1995, Mamm Genome
6(8):491-2). El gen abarca 76 kb y se compone de cuatro exones. El gen MECP?2 caodifica para una proteina llamada
proteina 2 de enlace metil-CpG (MeCP2), que se cree que juega un papel esencial en el silenciamiento de otros
genes. La proteina MeCP2 tiene dos isoformas, MeCP2 el y MeCP2 e2, antes llamadas MeCP2B y MeCP2A,
respectivamente (Mnatzakanian et al. 2004, Nat Genet 36:339-41). La isoforma el esta compuesta de 498
aminoacidos y la isoforma e2 tiene 486 aminoacidos de largo. La isoforma el tiene un péptido distintivo de 21-
aminodcidos en el terminal N, incluyendo tractos polialanina y poliglicina. El ARNm de la variante MECP2 el tiene
una expresion 10-veces mayor en el cerebro que aquella de la MECP2 e2 y es la isoforma de proteina mas
abundante en cerebro de ratdon y humano. MeCP2 es una proteina de mamifero abundante, que une selectivamente
los residuos 5-metil citosina en dinucledtidos posicionados simétricamente. Los dinucledtidos CpG se localizan
preferencialmente en las regiones promotoras de los genes. Representan uno de los elementos para la regulacion
de los genes que se dirigen de los factores de silenciamiento transcripcional después de la metilacion de ADN.

No se conoce aln un tratamiento exitoso para mejorar los resultados neuroldgicos de individuos con sindrome de
Rett. De acuerdo con el espectro mutacional del MECP2 en humanos (Lam et al. 2000, J Med Genet 37(12):E41,;
Lee et al. 2001, Brain Dev 23:5138-43) y los resultados a partir de ratébn con RTT, existe un acuerdo general que el
sindrome RTT se causa por una pérdida de la funcién de MeCP2. Una estrategia eficiente que tiene como objetivo
almacenar la actividad de MeCP2 deberia ser capaz de compensar la pérdida de la funcion de MeCP2 en células
neuronales deficientes. Para referencia, ver L. S. Weaving et al.: Journal of Medical Genetics 2005; 42:1-7; and G.
Miltenberger-Miltenyi, F. Laccone: Human Mutation 2003, Volume 22, Issue 2; 107 - 115.

Schwarze et al. (1999, Science 285:1569-1572) reportan que es posible entregar macromoléculas biolégicamente
activas en las células vivas utilizando un dominio de TAT (proteina transcripcional transactivadora del virus-1 de
inmunodeficiencia humana). Muestran la produccién de una proteina TAT-®-galactosidasa recombinante y su
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inyeccion via intraperitoneal en ratones. Encontraron que la proteina de fusién fue distribuida a todos los tejidos
incluyendo el cerebro y la proteina de fusion fue bioldgicamente activa.

WO 00/62067 (Dowdy et al.) reporta el uso de moléculas de proteina transduccién (PTD), incluyendo los dominios
de la proteina TAT para dirigir las moléculas terapéuticas en el sistema nervioso.

Kosai et al. (Molecular Therapy, Academic Press, San Diego, CA, US, vol. 11, page 24 (August 15, 2008)) revela que
RTT es reversible y tratable con terapia génica de MeCP2 en el estriado de ratones.

WO02005/078099 describe las variantes de corte y empalme y su uso en el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas tales como el sindrome de Rett. Las proteinas de fusion que comprenden estas variantes de
corte y empalme también se contemplan en general, sin embargo, sin revelar o sefialar en la presencia en dichas
proteinas de fusién de los dominios de las proteinas de transduccion.

La produccion de proteinas en sistemas de expresion heteréloga (i.e. proteina humana en Escherichia coli) necesita
un vector de expresion correspondiente y la secuencia de ADNc del gen de interés. Los 64 codones (tripletes de
nucledtidos) del codigo genético codificados de 20 aminoacidos y de tres sefiales de parada de la traduccion. El
cadigo genético por lo tanto es redundante y esto significa que algunos aminoacidos se codifican por mas de un
codén. La metionina y el triptéfano son los Unicos aminoacidos codificados por un codén, ATG y TOG,
respectivamente, mientras que la arginina, leucina y serina se codifican cada uno por seis codones sinGnimos.
Debido a que la degeneracion del cédigo genético, muchas secuencias alternativas del &cido nucleico codifican la
misma proteina. Las frecuencias de los codones de uso varian entre los diferentes organismos. Estas
predisposiciones pueden influenciar fuertemente la expresion de las proteinas heterélogas (Kane, 1995, Curr Opin
Biotechnol 6(5):494-500). El coddn de uso ha sido identificado como el Unico factor mas importante en la expresion
de genes procariotas (Lithwick, 2003, Genome Res 13 (12):2665-2673).

Por lo tanto, un objetivo de los actuales inventores es proporcionar construcciones codificantes de proteinas MeCP2
biolbgicamente activas, que son capaces de entrar en las células del sistema nervioso y compensar de la pérdida de
funcién de MeCP2 de células neuronales afectadas.

Un enfoque terapéutico mediante la entrega de proteinas recombinantes TAT en el cerebro podria tener la tremenda
ventaja de una posible traduccion rapida a partir del modelo en animales con pacientes. Otras ventajas pueden ser
su aplicacién de dosificacion facilmente controlable, la eficacia de entrega muy alta, ninguna preocupacién inherente
con la potencialmente mutagénesis por inserciébn o los efectos secundarios clinicos debido a la reaccién
inmunoldgica contra las proteinas virales como en el caso de una metodologia de terapia génica. La metodologia de
entrega de la proteina PTD y su posterior desarrollo puede permitir el tratamiento de enfermedades neurogenéticas
y devastadoras como el sindrome de Rett.

Dado que los intentos para expresar construcciones de la proteina MeCP2 utilizando la secuencia de ADNc humano
en cantidades suficientes para propésitos terapéuticos hasta ahora sin éxito, otro objetivo de la presente invencion
es proporcionar una expresion de la construccion de MeCP2 que permite un aumento de la produccion de proteina
MeCP2 recombinante.

RESUMEN DE LA INVENCION

Conforme, una molécula de acido nucleico que comprende una primera secuencia del acido nucleico que codifica
una proteina MeCP2 o fragmento biol6gicamente activo o un derivado de dicha proteina o fragmento, se revela.
Adicionalmente, la invencion se relaciona con un polipéptido segun se define en las reivindicaciones. Ademas, un
método de preparacion de una secuencia del acido nucleico asi como un método para producir un polipéptido se
revela. Ademas, una composicion farmacéutica que comprende la molécula de acido nucleico y/o un polipéptido se
revela. La invencion también se relaciona con un uso de los polipéptidos en tratamientos médicos, como se
especifica en las reivindicaciones.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion logra el objetivo buscado por mucho tiempo de proporcionar los medios y formas para
proporcionar las proteinas MeCP2 recombinantes que pueden ser utlizadas en terapia de enfermedades
neurodegenerativas y del desarrollo neuroldgico. Los inventores encontraron que a través del disefio y la creacion de
secuencias optimizadas del acido nucleico de MeCP2, es por primera vez posible proporcionar las proteinas MeCP2
asi como los fragmentos o derivados de tales proteinas o fragmentos que pueden ser utilizados para los métodos de
terapia de la sustitucién de la proteina en mamiferos.

En un primer aspecto, una molécula de acido nucleico que comprende una primera secuencia del acido nucleico que
codifica una proteina MeCP2 o fragmento bioldgicamente activo o un derivado de la proteina o del fragmento, en
donde la secuencia del acido nucleico es optimizada del condon para la expresion en una célula heteréloga se
revela.
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Una "proteina MeCP2", como se utiliza en este documento, puede ser la isoforma el humana (alias isoforma B) que
tiene el nUmero de acceso AAS55455 o isoforma e2 humana (alias isoforma A), que tiene el nUmero de acceso
NP_004983 (base de datos de la secuencia de la proteina NCBI), respectivamente. Un experto entendera que otras
isoformas humanas de MeCP2 o proteinas MeCP2 que se originan a partir de otros vertebrados también seran
apropiadas como proteinas MeCP2 de la presente invencion, si estas proteinas o fragmentos de esta muestran
actividad bioldgica similar como las isoformas de MeCP2 humana conocidas. El experto puede facilmente obtener
las secuencias de las isoformas mencionadas anteriormente y sus correspondientes ARNm a partir de las bases de
datos a disposicion del publico.

El término "fragmento biolégicamente activo", como se utiliza en este documento, se refiere a un polipéptido de al
menos 150 o al menos 200 aminoacidos de una proteina MeCP2. Un fragmento de una proteina MeCP2 contiene
menos aminoacidos que cualquiera de las proteinas MeCP2 de longitud completa que pueden ser encontrados bajo
el nimero de acceso AAS55455 o el nimero de acceso NP_004983, respectivamente. Un fragmento biol6gicamente
activo aiin muestra la actividad biologica de la proteina que ocurre naturalmente a partir de la cual se deriva, aunque
no necesariamente al mismo grado.

Un "derivado" de una proteina MeCP2 es un polipéptido que no se codifica como tal por el genoma de una especie
gue ocurre naturalmente. En particular, un derivado es un polipéptido que no es idéntico a uno de aquellos
polipéptidos que tienen los numeros de acceso de cualquiera de las isoformas de MeCP2 mencionadas
anteriormente. Un derivado, por lo tanto, contiene una modificaciéon de las proteinas MeCP2 que ocurren
naturalmente, por ejemplo por sustitucion, delecién y adicion de aminoacidos, pero aun muestra la actividad
bioldgica de la proteina que ocurre naturalmente, aunque no necesariamente al mismo grado. Un derivado incluye
moléculas que comprenden regiones que son homologas a una proteina MeCP2 por lo menos 60 %, al menos 70 %,
al menos 80 %, al menos 90 %, al menos 95 % o al menos 99 % de identidad sobre una secuencia de aminoéacido
de tamafio idéntico, cuando las dos secuencias que se comparan se alinean mediante un programa de ordenador de
homologia conocido en el oficio tal como, por ejemplo el programa "BLAST" que es accesible al publico bajo
http://wvvw.ncbi.nlm.nih gov/BLAST/. Un fragmento de un derivado de una proteina MeCP2 contiene menos
aminoécidos que un derivado de una proteina MeCP2 segln se define anteriormente.

Un fragmento "biolégicamente activo” o un derivado de una proteina o fragmento "biolégicamente activo" significa
que el fragmento o derivado tiene al menos 50%, al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al
menos 95% o al menos 100% de la actividad biol6gica de una proteina MeCP2 segun se define anteriormente. Si
una proteina MeCP2 o fragmento o derivado biol6gicamente activo, se puede determinar por ejemplo mediante las
siguientes pruebas:

1) Una proteina MeCP2 o fragmento o derivado se considera que es biolégicamente activo, si es capaz de unirse a
citosinas metiladas, y/o de inducir un reclutamiento directo de HDACs y/o de cambiar el estado de acetilacion de la
histona H3 y la histona H4. Una prueba general incluye el cultivo de fibroblastos de ratones Mecpzy/' (disponibles de
Jackson Laboratory bajo 86.129P2(C)-Mecp2tml" IrGI/J) y ratones del tipo salvaje a partir de puntas de
cola/extremidades traseras, por ejemplo establecida de acuerdo con el protocolo descrito en 3.1 de la seccion
experimental a continuacién. Por lo general, los medios seran cambiados y luego las células se incuban durante una
semana a 37° C con 10% de CO,. Para probar la actividad biolégica, por ejemplo mediante el monitoreo del estado
de acetilacion de la histona H3 y la histona H4, fibroblastos de rat6on de animales Mecp2y/' se prueban con, por
ejemplo, 300 pmol de una proteina MeCP2 o un fragmento o un derivado de una proteina MeCP2 o fragmento
fusionado con un dominio de transduccién tal como el dominio de TAT u otros dominios de transducciéon como se
describe a continuacién, y se incuban por ejemplo durante 30 h. Los lisados de células luego se pueden
inmunotransferir con anticuerpos contra por ejemplo la histona H3, histona H3 acetilada, o H4K16 acetilada, como se
describe a continuacion. La diferencia del estado de acetilacion entre fibroblastos tratados y sin tratar se cuantifica
mediante un andlisis densitométrico como se indica por ejemplo en la Fig. 5C, y de esta manera, un experto sera
capaz de determinar un cambio en el estado de acetilacion de la histona. Los Ejemplos 5, 6 y 8.1 en combinacion
con la Figura 3 C-D y la Figura 5 a continuacién, muestran una forma de realizar y evaluar tales ensayos.

2) Otra posibilidad para probar la actividad biolégica de una proteina MeCP2 o fragmento o un derivado de una
proteina MeCP2 o fragmento es una medida del nivel de acetilacion de H3 inducido mediante experimentos de
transduccion dirigidos con las proteinas que se probaran fusionadas con los dominios de la proteina de transduccién
como se describe a continuacién. Las lineas celulares disponibles comidnmente tales como HeLa o NIH3T3 pueden
ser utilizadas para este propdsito. Cuando se ponen en contacto las células con las proteinas de fusién, el nivel de
acetilacion de la histona H3, disminuird cuando se compara con una linea celular control que tiene un nivel normal
de acetilacion de la histona H3. Es posible utilizar esta disminucion para cuantificar la actividad biologica de la
proteina producida. La evaluacion de esta prueba por ejemplo mediante métodos de Western blot, se describe en la
seccién experimental a continuacion.

3) las proteinas MeCP2 o fragmentos o derivados de tales proteinas se pueden determinar por ser biolégicamente
activas, mediante su capacidad para unirse a las citosinas metiladas, por ejemplo mediante ensayos de transcripcion
in vitro, tal como se describe en Nan, X et al., Cell 88: 471-481 (1997), en Yusufzai T.M. and Wolffe, A.P., Nucl.
Acids Res. 28: 4172-4179 (2000) o Yu F. et al., Nucl. Acids Res. 29(21):4493-501 (2001).
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El término secuencia del 4cido nucleico "optimizada del conddn" como se utiliza en este documento se refiere a una
secuencia del acido nucleico que contiene codones que se disefian con el fin de utilizar los codones preferidos por la
célula huésped deseada, preferiblemente una célula huésped E. coli. Una secuencia del acido nucleico se convierte
en una secuencia del acido nucleico optimizada del conddn que tiene una secuencia de polipéptido traducida
idéntica, pero con el uso de un coddn alternativo, en particular utilizando los codones mas frecuentemente de un
organismo dado, por ejemplo Escherichia coli. Dicho proceso se llama "retrotraduccion”. Un método para seleccionar
y preparar secuencias del acido nucleico optimizadas del codén y realizar una retrotraduccion comprende por
ejemplo, el empleo de los datos a partir del gen de Clase Il de Henaut and Danchin: Analysis and Predictions from
Escherichia coli sequences in: Escherichia coli and Salmonella, Vol. 2, Ch. 114:2047-2066, 1996, Neidhardt FC ed.,
ASM press, Washington, D.C.. La guia para la retrotraduccion de una secuencia de proteina dada también se
proporciona por las herramientas disponibles en http://www.pordoric.de/JCat (Grote A. et al.,, Nucleic Acids
Research, 2005, Vol. 33, WebServer issue doi:10.1093/nar/gki376, W526-W531) o el software Vector NTI
(Invitrogen). Un método para crear un secuencia del acido nucleico optimizada del condén de una proteina MeCP2
incluye la identificacion de codones en la secuencia que ocurren naturalmente de un gen MECP2 que cominmente
no se asocian con alta expresion de genes E. coli y el reemplazo de estos con codones que se conocen por ser
ampliamente utilizados en la expresion del gen E. coli. Una secuencia del acido nucleico optimizada del condén
puede mostrar expresion mejorada sobre la secuencia que ocurre naturalmente en la célula huésped deseada. Si
una secuencia optimizada del codén inducira una mejora en la produccién de la proteina sobre la secuencia no-
optimizada, se puede determinar por un experto en vista de la presente divulgacion. Un ejemplo de como disefiar y
crear una secuencia del acido nucleico optimizada del coddn, de la invencién se proporciona en la seccion
experimental, a continuacion.

Una célula "heteréloga” como se utiliza en este documento se refiere a una célula que expresa un gen que no es un
gen que ocurre naturalmente de la célula particular.

En una modalidad preferida, la proteina MeCP2 o fragmento biolégicamente activo o derivado de la proteina o
fragmento es de origen humano. M&s particularmente, la proteina MeCP2 o un fragmento biol6gicamente activo o
derivado de la proteina o fragmento puede tener la isoforma el de MeCP2 humana o la isoforma e2 de MeCP2
humana, o un fragmento biol6gicamente activo o un derivado de estas isoformas o estos fragmentos. Sera claro
para un experto, que otras isoformas biolégicamente activas de MeCP2 de origen humano o no-humano o sus
fragmentos bioldgicamente activos o derivados de las isoformas o fragmentos también se pueden utilizar como
proteinas MeCP2 de la invencion.

La primera secuencia del acido nucleico tiene al menos 60 %, al menos 65 %, en particular al menos 70 %, al menos
75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, o al menos 99% de identidad de secuencia
con la secuencia de ADN de la isoforma el de MeCP2 humana optimizada del codon (SEQ ID NO.1) o la isoforma
e2 de MeCP2 humana optimizada del codon (SEQ ID NO.2). Un 100% de identidad de la secuencia también se
incluye. Una molécula de acido nucleico tiene "al menos x % de identidad" con la SEQ ID NO.1 o SEQ ID NO.2 si,
cuando la secuencia del acido nucleico en cuestion se alinea con la mejor secuencia correspondiente de SEQ ID
NO.1 o SEQ ID NO.2, la identidad de secuencia entre estas dos secuencias alineadas es al menos x %. Dicha
alineacion se puede hacer mediante un programa de ordenador de homologia disponible al publico, por ejemplo el
programa "BLAST" proporcionado en la pagina principal de NCBI en htto:/www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/. Mientras
gue los derivados o polipéptidos o fragmentos de MeCP2 no-funcionales pueden ser Utiles por ejemplo para
propdsitos de diagndstico, los fragmentos o derivados o proteinas funcionales biol6gicamente activos son deseables
para propésitos terapéuticos. La actividad biologica de tal polipéptido puede ser determinado por los ensayos
descritos anteriormente.

En otra modalidad preferida, la molécula de acido nucleico se expresa en una célula procariota, particularmente en
una célula gram-negativa o gram-positiva, por ejemplo células E. coli o células Bacillus sp.. Las células procariotas
apropiadas para la expresion de moléculas de &cidos nucleicos, por ejemplo varias bacterias gram-negativas o
gram-positivas, son conocidas en el oficio. El experto también apreciara que otros sistemas de expresion bien
conocidos pueden ser utilizados para lograr la expresion de la proteina a partir de las moléculas de acidos nucleicos.
Tales células apropiadas pueden ser células no-humanas dentro o fuera del cuerpo del animal o una célula humana
fuera del cuerpo humano. Ejemplos son las células de mamifero similares a las células HEK, células HELA, células
CHO, y otras. Ejemplos de células de origen no-mamifero o incluso de origen no-vertebrado son células Schneider
de la drosophila, otras células de insectos similares a las células Sf9, células de levadura, otras células de hongos, y
otras.

Se describe una molécula de acido nucleico, que ademas comprende una segunda secuencia del &cido nucleico que
codifica un polipéptido que comprende un dominio de transduccion de la proteina, en donde la segunda secuencia
es un enlace operativo con la primera secuencia del acido nucleico. Particularmente, la molécula de acido nucleico
gue comprende una primera y segunda secuencia del acido nucleico se selecciona de cualquiera de las secuencias
de SEQ ID NO.50 o0 SEQ ID NO.51.

Los dominios de transduccion de la proteina son regiones de proteinas de densidad de carga altamente positiva, y
son capaces de atravesar las membranas biolégicas mediante rutas no-clasicas. Estas regiones usualmente tienen
menos de 30 aminoacidos en longitud y adquieren su caracter basico y por lo tanto sus propiedades de transduccion
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de arginina alta y, en menor medida, contenidos de lisina; se hace referencia por ejemplo a Mol. Cell Proteomics.
2004, 3 (8): 746 - 69. Un dominio de transduccion se puede obtener a partir de cualquier proteina o porcion de esta
que puede asistir en la entrada en una célula de otra proteina fusionada al dominio de transduccién. La capacidad
de un dominio de transduccion para la transduccion de una proteina en una célula puede ser determinada por
cualquier método convencional para monitorear la absorcion de proteina por las células, por lo general mediante la
clasificacion FACS o varias técnicas de microscopia como microscopia de fluorescencia. Los dominios de
transduccion de la proteina que tiene la capacidad para la transduccion de un polipéptido acoplado se puede derivar,
por ejemplo, a partir de la proteina transcripcional transactivadora del virus-1 de inmunodeficiencia humana (proteina
TAT, numero de acceso AAQ86751), el homeodominio antennapedia (Derossi et al., J. Biol. Chem., 269: 10444
(1994) y HSVVP22 (Elliot y O'Hare, Cell, 88: 223 (1997)), u otros dominios de la proteina de transduccion como
tramos de poliarginina (8 a 10) (para una revision, ver Jones S.W. et al., Br. J. Pharmacol. (2005) 145(8):1093-1102),
o el péptido sintético PTD4 (descrito en Ho A. et al.,, Cancer Res. (2001) 15; 61(2):474-477). En una modalidad
preferida, el dominio de transduccién de la proteina se deriva de la proteina TAT. Aun mas preferida, la secuencia
del &cido nucleico que codifica un dominio de transduccion de la proteina codifica una secuencia de aminoacido que
tiene al menos 60 %, al menos 65 %, en particular al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %,
al menos 90 %, al menos 95 % o 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacido del dominio de
transduccion de la proteina TAT (YGRKKRRQRRR, SEQ ID NO.54). Una secuencia de aminoacido tiene "al menos
X % de identidad" con SEQ ID NO.54 si, cuando la secuencia de aminoacido en cuestiéon se alinea con la mejor
secuencia correspondiente de SEQ ID NO.54, la identidad de secuencia entre aquellas dos secuencias alineadas es
al menos x %. Dicha alineacién se puede hacer mediante un programa de ordenador de homologia disponible al
publico, por ejemplo el programa "blastp" proporcionado en la pagina principal de NCBI en
http://lwww.ncbi.nIm.nih.gov/BLAST/. El experto, sin embargo, apreciard que un fragmento mas largo de la proteina
TAT también se puede utilizar como un dominio de transduccién de la proteina.

El término "en enlace operativo", como se utiliza en este documento, significa una configuracion de las secuencias
del acido nucleico en las cuales una secuencia se coloca en una posicion relativa a otra secuencia de tal manera
gue las secuencias del &cido nucleico, después del enlace, estdn en una orientacién de tal manera que el marco de
traduccion de los polipéptidos codificados no se altera (i.e. las moléculas de acidos nucleicos estan unidos el uno al
otro "en-marco"). La molécula de acido nucleico resultante, por lo tanto codifica una proteina de fusion en-marco.
Para lograr esto, las secuencias del acido nucleico de la invencion se pueden organizar de varias maneras. Una
secuencia del acido nucleico se puede lograr en el N-terminal o en el C-terminal de la otra secuencia, ya sea unidos
directamente o separados por acidos nucleicos ligadores adicionales que también estan en-marco con las
secuencias del acido nucleico. También se contempla que una secuencia del acido nucleico se inserta en otra
secuencia del acido nucleico, a condicién que el marco de lectura del polipéptido codificado permanezca intacto. Si
se desea que la secuencia en la cual la insercidon se coloca incluso codifica un polipéptido funcional, la actividad
bioldgica del polipéptido en cuestién se puede evaluar de acuerdo con las pruebas descritas en este documento.

Un enlace de las secuencias del acido nucleico se puede lograr por ejemplo por métodos estandar de enlace de
manipulacion de ADN como se describe en la seccion de ejemplos en este documento y por ejemplo Maniatis, T.,
Fritsch, E. F. & Sambrook, J. (1982) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor, NY). Otros métodos de enlace tales como enlace quimico también se contemplan.

También se contempla una tercera secuencia del acido nucleico en enlace operativo con una secuencia del acido
nucleico que comprende (i) la primera secuencia del &cido nucleico o (ii) la primera y la segunda secuencia del &cido
nucleico, en donde la tercera secuencia codifica una 0 mas secuencias de polipéptidos apropiados para la
purificacion de proteinas. Particularmente, las secuencias de polipéptidos apropiadas para la purificacion de proteina
incluyen, pero no se limitan a, una etiqueta strep y/o una etiqueta his y/o una etiqueta GST y/o una etiqueta intein.
Dichas etiquetas facilitan la purificacion de la proteina por cromatografia de afinidad, y son bien-conocidas en el
oficio (para referencia, ver por ejemplo Terpe K., AppL Microbiol. Biotechnol. (2003) 60(5):523-533). La tercera
secuencia del acido nucleico esta en enlace operativo con una secuencia del &cido nucleico que comprende la
primera secuencia del &cido nucleico o la primera y la segunda secuencia del acido nucleico, i.e. se puede lograr en
una posicién ya sea en el N-terminal o el C-terminal de cualquiera la primera o la segunda secuencia del acido
nucleico. Si (1) indica la primera secuencia del acido nucleico, (2) indica la segunda secuencia del acido nucleico, y
(3) indica la tercera secuencia del acido nucleico, las formas posibles de posicionar las secuencias incluyen (1)-(2)-
3), (1-(3)-(2), (2)-(1)-(3), (2)-(3)-(1), (3)-(1)-(2), 0 (3)-(2)-(1). Las secuencias del acido nucleico se pueden ligar la
una a la otra ya sea directamente o se pueden separar la una de la otra por acidos nucleicos ligadores adicionales
La unioén con o sin un ligador se realiza con el fin de lograr las tres secuencias del acido nucleico en-marco con
respecto a la otra, y la molécula de acido nucleico resultante codifica una proteina de fusion. También se contempla
gue una secuencia del acido nucleico se inserta en otra secuencia del acido nucleico, a condiciéon que el marco de
lectura del polipéptido codificado permanezca intacto. Si se desea que la secuencia en la cual la insercién se coloca
no obstante codifique un polipéptido funcional, la actividad biol6gica del polipéptido en cuestion se puede evaluar de
acuerdo con las pruebas descritas en este documento.

La molécula de acido nucleico ademas puede comprender una cuarta secuencia del acido nucleico en enlace
operativo con una secuencia del acido nucleico que comprende (i) la primera secuencia del acido nucleico, o (ii) la
primera y la segunda secuencia del acido nucleico, o (iii) la primera y la segunda y la tercera secuencia del acido
nucleico, dicha cuarta secuencia que codifica uno o mas polipéptidos indicadores. Los polipéptidos indicadores o
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moléculas indicadoras apropiadas permiten una visualizacion y/o localizacion del polipéptido de fusion por ejemplo
por métodos opticos tales como microscopia de fluorescencia. Ejemplos de apropiados polipéptidos indicadores son
proteinas fluorescentes como GFP, CFP y YFP, o enzimas capaces de formar un marcador detectable en una
reaccion secundaria tal como peroxidasa de rabano picante, luciferasa, o ®-galactosidasa. En lugar de un
polipéptido indicador, el experto también contemplara la marcaciéon de una proteina de fusién de la invencion con
otro marcador detectable tal como una molécula organica fluorescente o luminiscente (por ejemplo fluoresceina,
FITC, o Cy5) o por un marcador radioactivo.

La cuarta secuencia del acido nucleico esta en enlace operativo con una secuencia del acido nucleico que
comprende la primera secuencia del acido nucleico o la primera y la segunda secuencia del acido nucleico o la
primera y la segunda y la tercera secuencia del acido nucleico, i.e. se puede lograr en una posicion ya sea en el N-
terminal o el C-terminal de cualquiera la primera o la segunda o la tercera secuencia del &cido nucleico. Si (1) indica
la primera secuencia del acido nucleico, (2) indica la segunda secuencia del acido nucleico, (3) indica la segunda
secuencia del acido nucleico, y (4) indica la tercera secuencia del acido nucleico, las formas posibles de posicionar
las secuencias incluyen (1)-(2)-(3)-(4), (1)-(2)-(4)-(3), (1)-(3)-(2)-(4), (1)-(3)-(4)-(2), (1)-(4)-(2)-(3), (1)-(4)-(3)-(2). (2)-
(1)-(3)-(4), (2)-(1)-(4)-(3), (9-(3)-(1)-(4), (2)-(3)-(4)-(1), (2)-(4)-(1)-(3), (2)-(4)-(3)-(1), (3)-(1)-(2)-(4), (3)-(1)-(H-(2). (3)-
(2)-(1)-(4), 3)-(29)-(4)-(2), (3)-(4)-(1)-(2), (3)-(4)-(2)-(1), (4)-(1)-(2)-(3), (4)-(1)-(3)-(2), (4)-(2)-(1)-(3), (4)-(2)-(3)-(2), (4)-
(3)-(1)-(2), o (4)-(3)-(2)-(1). Las secuencias del acido nucleico se pueden ligar a cada otra, ya sea directamente o
pueden ser separadas una con otra por acidos nucleicos ligadores adicionales. La unién con o sin un ligador se
realiza con el fin de lograr las cuatro secuencias del acido nucleico en-marco con respecto a cada otra, y la molécula
de acido nucleico resultante codifica una proteina de fusién. También se contempla que una secuencia del acido
nucleico se inserte en otra secuencia del acido nucleico, a condicion que el marco de lectura del polipéptido
codificado permanezca intacto. Si se desea que la secuencia en la cual la insercidn se coloca incluso codifique un
polipéptido funcional, la actividad biolégica del polipéptido en cuestion se puede evaluar de acuerdo con las pruebas
descritas en este documento.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un polipéptido segun se define en las reivindicaciones. Los métodos
de obtencion de polipéptidos a partir de las moléculas de acidos nucleicos, son bien-conocidos en el oficio y se
describen, por ejemplo por Maniatis et al (supra).

También se contempla obtener un polipéptido de fusion por enlace quimico de dos o mas fragmentos de un
polipéptido de la invencién. Los métodos de enlace quimico proporcionan enlaces covalentes entre polipéptidos
mediante reticulado quimico. Los agentes de reticulado apropiados son por ejemplo reticulantes bifuncionales tales
como sulfo-MBS, sulfo-EMCS, sulfo-GMBS, y otros reticulantes disponibles por ejemplo a partir de Pierce Chemical
Company (Rockford, IL, USA).

También se contempla un vector que comprende las moléculas de acidos nucleicos como se describe anteriormente.
Dicho vector puede ser un plasmido, un fagémido o un césmido. Por ejemplo, una molécula de acido nucleico como
se describe anteriormente se puede clonar en un vector de expresion procariota 0 eucariota por métodos descritos
en Maniatis et al. (supra). Preferiblemente, dicho vector es capaz de expresar un polipéptido codificado por una
molécula de acido nucleico como se describe anteriormente. Tales vectores de expresion por lo general comprenden
al menos un promotor y también pueden comprender una sefial de inicio de la traduccién y una sefial de la
terminacion de la traduccioén, o sefiales de terminacion transcripcional y poliadenilacion. Los vectores de expresion
apropiados son por ejemplo el vector pET28 a+, el vector pUCI8, o el vector pTRI-Ex-neol.1, como se describe en
los Ejemplos a continuacion.

Ademas se contempla una célula huésped que comprende un vector como se describe anteriormente. Dicha célula
huésped puede ser una célula no-humana dentro o fuera del cuerpo del animal o una célula humana dentro o fuera
del cuerpo humano. Otras células apropiadas incluyen células procariotas, particularmente células de bacterias
gram-negativas o gram-positivas. Particularmente se prefieren las células E. coli o células Bacillus sp.. Un vector se
puede transferir en una célula huésped por una variedad de métodos bien-conocidos en el oficio. Los métodos de
transfeccion de células huésped y el cultivo de dichas células huésped transfectadas, asi como las condiciones para
producir y obtener los polipéptidos de la invencion a partir de dichas células huésped transformadas también son
bien-conocidos en el oficio y se describen, por ejemplo, en Maniatis et al. (supra).

En otro aspecto, segun se describe anteriormente un método de preparacién de las secuencias del acido nucleico o
las moléculas de &cidos nucleicos como se describe anteriormente, que comprende la etapa de (a) generacion de
una molécula bicatenaria de acido nucleico por hibridacion y extendiendo un primer conjunto de oligonucleétidos
cebadores apropiados, en donde los cebadores comprenden las secuencias del acido nucleico como se describe
anteriormente, y (b) opcionalmente la repeticion de la etapa de (a) con un segundo, tercer, 0 mas, conjuntos de
oligonucledtidos cebadores apropiados, se describe.

Los oligonucleodtidos cebadores apropiados se designan dividiendo una secuencia del acido nucleico de interés en
oligonucledtidos solapantes, de tal manera que los oligonucleétidos comprenden secuencias del acido nucleico
como se describe anteriormente. Por lo general, el rango de solapamiento comprendido por estos oligonucleétidos
cebadores varia de 3 a 100 nucleétidos, particularmente de 20 a 30 nucleétidos. Un segundo, tercer, o mas,
conjuntos de oligonucleétidos cebadores apropiados se pueden disefiar de tal manera que cada cebador del
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segundo, tercer, 0 mas, conjuntos cubra una regién de la secuencia deseada del &cido nucleico, y también puede
comprender un rango de solapamiento con uno o mas de los cebadores precedentes. Preferiblemente, el rango de
solapamiento varia entre 3 a 100 nucleétidos, particularmente entre 20 a 30 nucleétidos.

Para lograr una hibridacion de un oligonucleétido cebador con uno u otros oligonucleétidos cebadores o porciones
de secuencias del acido nucleico como se describe anteriormente, las condiciones y procedimientos que se siguen
son bien-conocidas en el oficio. Un experto apreciard que las condiciones para escoger el procedimiento de
hibridacion dependen de varios factores tales como longitud del cebador, longitud de las regiones solapantes,
contenido de GC, etc. Después de la hibridacion, la secuencia de nucleétidos de los cebadores se puede extender
mediante métodos bien conocidos de reaccion PCR u otros métodos Utiles para la sintesis de ADN. Se hace
referencia, por ejemplo, a Xiong A.S., et al. (2004), Nucl. Acids Res. 32(12):€98. Un método de preparacion de una
secuencia del acido nucleico de acuerdo con la invencion se ilustra por ejemplo en el Ejemplo 1, a continuacion.

En otro aspecto, un método para producir un polipéptido que comprende una proteina MeCP2 o un fragmento
biol6gicamente activo de una proteina MeCP2 o un derivado de una proteina MeCP2 o fragmento de MeCP2, que
comprende (a) la transformacién de una célula huésped con una molécula de acido nucleico de acuerdo con la
invencion; (b) el cultivo de la célula transformada bajo condiciones que permiten la expresién de una molécula de
acido nucleico de la invencién para producir un polipéptido que comprende una proteina MeCP2 o un fragmento
bioldgicamente activo o derivado de una proteina MeCP2 o fragmento; y (c) opcionalmente la recuperacion del
polipéptido, se contempla.

Los métodos para la transformacién de una célula huésped con una molécula de acido nucleico son bien-conocidos
en el oficio. Las células huésped se pueden transfectar por ejemplo por métodos tales como transfeccion mediante
fosfato de calcio, electroporacion, transfeccion de la lipofectina y asi sucesivamente. Las células huésped también
pueden ser transformadas por métodos mecanicos tales como microinyeccion de ADN o utilizando vectores tales
como retrovirus. Se hace referencia a Maniatis et al. (supra). Preferiblemente, la célula huésped es una célula
procariota, mas preferiblemente una célula E. coli. Las condiciones para el cultivo de tales células huésped
transfectadas asi como las condiciones que permiten la expresion de las moléculas de &acidos nucleicos descrita
anteriormente, para producir los polipéptidos de acuerdo con la invencién se conocen por el experto y dependen, por
ejemplo del tipo de la célula huésped y del tipo de vector utilizado para transformar la célula huésped. Ejemplos del
cultivo de células huésped y para realizar la expresion de los polipéptidos de la invencion se proporcionan en la
seccion de ejemplos a continuaciéon. Los métodos para la recuperacion de un polipéptido a partir de una célula
huésped transformada, se describen por ejemplo en Roe, S. (ed.), Protein Purification Applications: A Practical
Approach. Oxford University Press (2001), Oxford.

En una modalidad preferida, las etapas (b) y (c) del método no incluyen someter al polipéptido a condiciones de
desnaturalizacion. La desnaturalizacion de un polipéptido, como se utiliza en este documento, se refiere a los
cambios estructurales causados por efectos quimicos y fisicos que pueden conducir a una pérdida completa o
parcial de la actividad bioldgica del polipéptido. La desnaturalizacion de un polipéptido cambia la estructura
secundaria y terciaria o la conformacion del polipéptido, pero usualmente conserva su estructura primaria. La
desnaturalizacion se puede realizar por ejemplo mediante cambios en la temperatura, el pH, adicién de detergentes
o sales, ultrasonidos, y asi sucesivamente. En contraste con la estrategia mas comun del cultivo y la recuperacion
de los polipéptidos bajo condiciones de desnaturalizaciéon por ejemplo para propdsitos de purificacion, la extraccion
de los polipéptidos bajo condiciones nativas puede ofrecer la ventaja de mantener la actividad funcional y reducir la
degradacion intracelular debido al plegado incorrecto de los polipéptidos. Tales polipéptidos extraidos de forma
nativa de la invencion pueden tener alta eficiencia en la transduccion.

En una modalidad preferida, el polipéptido esta presente después de la etapa (b) del método en una concentracion
mayor de 05, 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,15, 16, 17, 18, 19 o 20 mg/l del cultivo bacteriano. La
concentracion de la proteina se puede cuantificar, utilizando el Kit de Ensayo de Proteinas Coomassie (Bradford)
(Pierce, Rockford, USA) de acuerdo con el protocolo del proveedor. En un ejemplo, la concentracién de la proteina
se mide después de la elucién de la soluciéon de la muestra a partir de una columna de afinidad y después de la
desalacion. Por lo general, la concentracién de la proteina se determina contra un conjunto de estandares de
proteinas tales como un estandar de albimina. Los estandares se utilizan para calibrar un fotdmetro tal como un
Eppendorf BioPhotometer (medicion de la absorbancia por ejemplo a 595 nm). En un ejemplo, 100 pl de la proteina
eluidos se mezclan con 5 ml del "Reactivo del Ensayo de Proteina Coomassie" (Pierce), equilibrado a temperatura
ambiente durante 10 min y a continuacion se mide en un espectrofotémetro. Un algoritmo integrado calcula la
concentracion de la muestra.

En otro aspecto, una composicion farmacéutica que comprende una molécula de acido nucleico como se describe
anteriormente y/o un polipéptido de acuerdo con la invencion, y un portador farmacéuticamente aceptable se
contempla. Un experto estara familiarizado con apropiados materiales portadores farmacéuticamente aceptables.

En otro aspecto, la invencion proporciona un método para tratar una enfermedad neurodegenerativa o una
enfermedad del desarrollo neurolégico, que comprende la administraciéon de un polipéptido o una composicion
farmacéutica de acuerdo con la invencién a un mamifero. Preferiblemente, el mamifero es un sujeto humano. Las
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posibles rutas de administracibn son por via intravenosa, via intraperitoneal, intratecal, subcutanea, rectal,
sublingual, nasal, oral, o transdérmica.

Por lo general, una enfermedad neurodegenerativa es un trastorno progresivo causado por el deterioro y pérdida de
células neuronales. Una enfermedad del desarrollo neuroldgico es un trastorno causado por una alteraciéon del
control prenatal y, en algunos casos, del desarrollo del cerebro postnatal Particularmente, los trastornos
neurodegenerativos y del desarrollo neuroldgico se deben a una reduccion de la expresion de MeCP2 o a una
funcion deteriorada de MeCP2. Una funcién deteriorada de MeCP2 se puede reconocer por ejemplo mediante las
consecuencias funcionales de mutaciones del gen MECP2 como se describe en Yusufzai T.M. and Wolffe A.P.,
Nucl. Acids Res. (2000), 28(21): 4172-4179, Kudo S. et al., Brain Dev. (2001) Suppl 1:S165-73, y Ballestar E. et al.,
Hum. Genet. (2005) 116(1-2): 91-104. Generalmente, las mutaciones del MBD (dominio de enlace metil) alteran la
capacidad de MeCP2 de unir o de ser liberada a partir del ADN, y de esta manera hacerla no-funcional. Las
mutaciones dentro del TRD (dominio de represion de la transcripcién) por lo general modifican o suprimen la funcion
de represion de la transcripcion de la proteina, y conducen a una reduccion de la expresion de MeCP2. En vista de
la divulgacion anterior, el profesional médico que presta la atencién sabra si un paciente se beneficiara de, o es apto
para ser sometido a, los métodos de tratamiento y/o terapia descritos en este documento.

Mas particularmente, la enfermedad del desarrollo neurolégico es el sindrome de Rett. El sindrome de Rett es un
trastorno del desarrollo neurolégico después del nacimiento caracterizado por una pérdida progresiva de
capacidades mentales, pérdida de habilidades comunicativas y habilidades motoras gruesas y finas. Una
desaceleracion del crecimiento de la cabeza también el desarrollo de diferentes patrones movimientos de las manos
estereotipados son caracteristicas usuales del sindrome de Rett. Los criterios de diagnéstico han sido definidos y
son utiles para el diagndstico clinico (Hagberg B. et al. Eur. J. Paediatr. Neurol. (2002) 6(5):293-7). Herramientas
para el diagnéstico del sindrome de Rett incluyen la deteccion de mutaciones en el gen MECP2.

En otra modalidad, la composicién farmacéutica se administra a una dosificacion apropiada. Un experto conocera los
procedimientos Utiles para establecer una dosis apropiada para la administracién. Una dosis apropiada conducira a
una mejora general de las condiciones de un mamifero que sufre de un trastorno neurodegenerativo y del desarrollo
neuroldgico debido a una reduccién de la expresion de MeCP2 o a una funcién deteriorada de MeCP2. Los efectos
de una dosificacion apropiada pueden incluir un aumento de la atencién del paciente, una reduccién de las
convulsiones, mejorar las habilidades motoras, y los sintomas generalmente asociados con el sindrome de Rett.
Preferiblemente, la composicion farmacéutica se administra a una dosificacion de 0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.05, 0.06,
0.07, 0.08, 0.09, 0.1, 0.2,0.3,0.4,05,0.6,0.7,0.8,0.9, 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50,
51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80,
81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 0 100 ug del polipéptido de la invencion o
secuencias del acido nucleico como se describe anteriormente por g de peso corporal del mamifero. En otra
modalidad, la composicion farmacéutica se administra al menos una vez por dia, al menos cada 2, 3, 4, 5,6 0 7
dias.

En otro aspecto, el uso de una molécula de &cido nucleico como se describe anteriormente para producir un
polipéptido que comprende una proteina MeCP2 o un fragmento biol6gicamente activo o un derivado de una MeCP2
o fragmento de MeCP2 se describe. Ejemplos para tales usos se proporcionan en los ejemplos a continuacion.

En otro aspecto, una molécula de &cido nucleico o un polipéptido como se describe anteriormente se contempla para
utilizar en medicina y/o medicina veterinaria. En otro aspecto, la invencién se relaciona con un uso del polipéptido de
la invencion para la fabricacion de una composicion farmacéutica para la prevencién y/o terapia de una enfermedad
neurodegenerativa o del desarrollo neurolégico, como se describe anteriormente. Mas especificamente, la
enfermedad del desarrollo neurolégico se causa por una reduccion de la expresion de MeCP2 o mediante una
funcion deteriorada de MeCP2, como se describe anteriormente. Particularmente, la enfermedad del desarrollo
neuroldgico es el sindrome de Rett, como se describe anteriormente. La molécula de acido nucleico, polipéptido o
composicién farmacéutica esta en una forma apropiada para la administracién a un mamifero. Preferiblemente, el
mamifero es un sujeto humano. Las posibles rutas de administracion son via intravenosa, via intraperitoneal,
intratecal, subcutanea, rectal, sublingual, nasal, oral, o transdérmica.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. A. El dibujo muestra la estrategia para fabricar la secuencia sintética reportada como SEQ ID NO: 3. Diez
oligonucledtidos han sido disefiados de acuerdo con la secuencia optimizada del codon para Escherichia coli
(flechas). La sintesis fue mediante una reaccioén de PCR en la etapa 1, creando un fragmento central utilizando dos
oligonucledtidos de 100 bp en tamafio complementario a su terminal 3’ por 20 nucleétidos (Mecp2_syn_5’_core_Fy
Mecp2_syn_5'_core_R). El producto terminal fue de 180 bp en tamafio y se representa por las lineas de trazos
alargadas. Una alicuota de este primer producto luego fue utilizada como plantilla para la segunda reaccion de PCR
en la etapa 2, utilizando los dos oligonucledétidos que flanquean Mecp2syn_5' F1 y Mecp2syn_5'_R1 cada uno de
100 bp en tamafio. La reaccion se continlo de manera similar en la etapa 3, 4 y 5. B. El producto final de la sintesis
se representa junto con los tres sitios de restriccion utilizados para posteriores procedimientos de clonacion. C.
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Representacion esquematica del ADN sintético generado por PCR con los sitios de restriccion relevantes utilizados
para la clonacién.

Figura 2. Diagrama de flujo para la generacion de las construcciones de MECP2. El flujo muestra los procedimientos
de clonacién con todas las etapas intermedias que conducen a los vectores de expresion final que contienen los
genes sintéticos para MeCP2el y MeCP2e2 fusionadas con el dominio de TAT.

Figura 3. A. Aumento de la proteina MeCP2e2 producido por la optimizaciéon de la secuencia de acuerdo con el
coddn de Escherichia coli utilizado. Las proteinas recombinantes de fusion strep-etiquetadas fueron separadas sobre
SDS-PAGE al 10 % y se tifieron con azul de Coomassie. La cantidad de proteina cargada sobre el gel corresponde
a una cantidad igual del cultivo liquido procesado de bacterias. Carril 1, TAT-MeCP2e2-EGFP a partir de ADNc
humano; carril 2, TAT-hsMeCP2e2-EGFP a partir de una secuencia de ADNc de MeCP2 parcialmente optimizada
del coddn E. coli utilizado. Carril 3, His-TAT-hsMeCP2 a partir de una secuencia de ADNc de MeCP2 parcialmente
optimizada del coddén de Escherichia coli utilizado. Carril 4, His-TAT-sMeCP2 producida a partir del gen sintético
completo de MECP2. La imagen muestra claramente un incremento fuerte de la proteina producida utilizando la
secuencia de ADNc optimizada del codon.

B.-D. La expresion y distribucién de MeCP2e2-EGFP in vitro. B. Fila superior: microfotografias de una linea celular
NIH3T3 estable que expresa la proteina de fusion TAT-MeCP2e2-EGFP. Aproximadamente 40% de las células
tienen la expresién de la proteina TAT-MeCP2e2-EGFP. Las flechas apuntan a una célula (se muestra a una mayor
amplificacion en el recuadro) con distribucién heterocromética tipica (DAPI) de la proteina MeCP2e2. La fila inferior:
casi el 100% de las células HelLa que expresan la proteina MeCP2e2. La localizacion esta por lo general en el
nudcleo sin ninguna tincion de la proteina citosdlica. Los recuadros revelan la distribucion heterocromatica de MeCP2.
C. Western Blot de 100 ug de extracto de proteina a partir de controles no-transfectados de HelLa y NHI3T3 (wt) y
las correspondientes lineas celulares estables que expresan TAT-MeCP2e2-EGFP (st) con anticuerpo contra histona
H3 acetilada, anti-MeCP2 policlonal y anti-alfa tubulina como un control de carga. En ambas lineas celulares
estables la proteina de fusién tiene un peso molecular aparente de 100 kDa. D. La cuantificacién densitométrica de
las sefiales Western Blot muestra una reduccién en la acetilacion de la histona H3 de 50 a 60% de las lineas
celulares que sobre expresan la proteina de fusion TAT-MeCP2e2-EGFP versus las de tipo salvaje.

Figura 4. A. La cinética de transduccion y los patrones de distribucién de TAT-MeCP2e2-EGFP en varios tipos de
células. Las células NIH3T3 se incubaron con 50 pg/ml de TAT-MeCP2e2-EGFP para 3 (a,b) o 12 horas,
respectivamente (c,d). Después de 3 horas, las células solo fueron transducidas parcialmente y la proteina
recombinante fue localizada principalmente en el citoplasma visible como manchas gruesas (a,b). Después de 12
horas de incubacion la proteina recombinante realiz6 la transduccion de todas las células y se localizaron
principalmente en la localizacion fisiolégica, el nicleo. e. La representacion de la imagen confocal confirma que la
proteina principalmente se localiza en el nicleo. f. La proteina EGFP recombinante sin TAT no fue capaz de
penetrar las células en ningin momento y solo fue visible como mancha extracelular escatimada (12 horas de
incubacién). g y h. TAT-MeCP2e2-EGFP también fue utilizada para probar su eficiencia en la transducciéon en
fibroblastos primarios de un paciente con Rett con el p.T158M. La imagen combinada muestra que la proteina ha
transducido todos los fibroblastos eficientemente. La localizaciéon esta principalmente en el ndcleo pero alguna
proteina quedo ain en el citoplasma (recuadro). i y j. Las neuronas del hipocampo primarias de ratones del tipo
salvaje se incubaron con la proteina de fusion TAT-MeCP2e2-EFGP. La proteina MeCP2e2 es facilmente detectable
en el nucleo.

B., C. El tiempo de persistencia de la proteina TAT-MeCP2e2 en las células NIH3T3 transducidas. Los cultivos de
células NIH3T3 se han incubado independientemente con la misma cantidad de proteina TAT-MeCP2e2. Los
extractos de proteina a continuacién han sido recolectados a partir de los cultivos de células tratadas en diferentes
puntos de tiempo. B. El andlisis Western blot muestra la presencia de la proteina recombinante a 2, 24, 48, 72, 96
(casi visible) pero no a 120 horas después de la incubaciéon (carrii 1 a 6 respectivamente). C. El andlisis
densitométrico muestra la reduccién en la concentracion de la proteina durante el tiempo. La caida maxima de
aproximadamente 77% ha sido observada entre las 24 y 48 horas. El valor relativo ha sido calculado estableciendo
el valor absoluto en el carril 1 como el 100%. Los valores en los diferentes puntos de tiempo. Por consiguiente luego
han sido cambiados.

Figura 5. Mecp2 influye la acetilacién de las histonas H3 y H4K16. a. Los extractos de proteina a partir de cultivos de
células monoalélicas que expresan el wt (1) y la MeCP2 mutada (2) (mutacion p.T158M) han sido analizados por el
estado de acetilacion de la histona H3 y H4K16. Los cultivos celulares independientes de la linea celular monoalélica
gue expresa el alelo mutado, han sido incubados respectivamente con 300 pmol de TAT-MeCP2e2 (3), MeCP2e2
(4) y TAT-EGFP (5) proteinas recombinantes durante 64 horas. La proteina MeCP2 solo fue detectable en la linea
celular incubada con TAT-MeCP2e2 (3) pero no con MeCP2e2. TAT-EGFP exitosamente transduce las células y fue
detectada por el anticuerpo anti-GFP (5). b. El andlisis densitométrico normalizado del western blot utilizando
tubulina como referencia de la carga de proteina, revel6 una leve reduccién de la histona H3 no-acetilada y una
hiperacetilacion de las histonas H3 y H4K16 en la linea celular monoalélica que expresa el alelo mutado (Mut)
versus el tipo salvaje (WT) (barras blancas versus las negras). La incubacion con TATMeCP2e2 de la linea celular
mutada indujo una reduccion de la hiperacetilacion de ambas H3 y H4K16 y un leve incremento de la forma no-
acetilada de H3 (barras grises). Ningin cambio significante de la acetilacion de la histona fue observado en los
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cultivos celulares independientes por la incubacion con una dosificacion equimolar de MeCP2 sin proteinas TAT y
TAT-EGFP (barras discontinuas oblicuas y horizontales). Estos resultados demuestran que la TAT-MeCP2e2 es
biolégicamente activa. c. Western blot de extractos de fibroblastos de un ratén wt (1), un ratén Meep2"y (2) y un
raton MECP2" incubados con 300 pmol de TATMeCP2e2 (3). El anticuerpo anti-MeCP2 revelé una transduccion
eficiente de los fibroblastos mediante la proteina recombinante. La tubulina fue utilizada como referencia. d. El
andlisis densitométrico normalizado utilizando tubulina como proteina referencia del Western blot mostrado en c.
revel6 una reduccién de la forma histona H3 no-acetilada, sin incremento de la forma acetilada de la histona H3 pero
un incremento de la forma acetilada de la histona H4K16 de Mecp2"y (ko) versus los ratones de tipo salvaje (wt)
(barra blancas versus negras). La incubacion del cultivo celular de fibroblastos a partir de ratones Mecp2"y con TAT-
MeCP2e2 (ko +) indujo un incremento de la histona H3 no-acetilada (barras grises) y una disminucién del nivel de
hiperacetilacion de H4K16.

Figura 6. MeCP2 puede ser dirigida a neuronas de CNS in vivo. a. La inmunotransferencia con anticuerpo anti-
MeCP2 de 50 ug de lisado de proteinas de cerebro de tres ratones wt sacrificados 20 horas después de una
inyeccion intraperitoneal de forma independiente con TATMeCP2e2-EGFP (carril 1), TAT-MeCP2e2 (carril 2) o
MeCP2e2 sin proteinas TAT (carril 3). En el carril 1, la presencia de TAT-MeCP2e2-EGFP puede ser bien
reconocida por el peso molecular superior, en lo que respecta a la proteina Mecp2 enddgena. El raton inyectado con
TAT-MeCP2e2 revel6 una sefial de la proteina MeCP2e2 mucho mas fuerte (carril 2) como en el carril 1 y 3, donde
el nivel de la Mecp2 enddgena no es muy diferente. b. inmunofluorescencia GFP en el cerebro de ratén del tipo
salvaje inyectado con TAT-MeCP2e2-EGFP y EGFP sin proteinas TAT 20 horas después de la inyeccion. La sefial
de GFP se localiza en el nicleo de casi todas las células en la corteza, la capa de células granulares de cerebelo y
meninges externas en ratones inyectados con TAT-MeCP2e2-EGFP (1 a 6). EGFP no es detectable en los cerebros
de ratén inyectado con EGFP (7 y 8). c. Inmunofluorescencia de dos animales Mecp2'/y inyectados cada uno con una
isoforma de proteinas recombinantes utilizando un anticuerpo policlonal anti-MeCP2. La primera y segunda filas
representan las secciones de la corteza del raton Mecp2'/y tratado durante 20 dias con TAT-Mecp2el recombinante
(1,2,3) y €2 (4,5,6). La presencia de MeCP2 principalmente en los nucleos de las células es claramente evidente en
los recuadros. Cortes del cerebro de unos ratones no inyectados MeCP2*" (7,89 y MecpP2™ (10,11) sirvieron como
controles.

Figura 7. A. Experimentos de coinmunoprecipitacion en cultivos celulares de fibroblastos de animales Mecp2"y
transducidos por TAT-MeCP2el muestran una recuperacion de HDACL. En la fila superior es un Western blot de las
fracciones de proteinas inmunoprecipitadas utilizando un anticuerpo policlonal anti MeCP2 ("+" fraccion precipitada
en la presencia y "-" en la ausencia del anticuerpo anti-MeCP2). En la fila de abajo es un analisis Western blot a
partir del mismo inmunoprecipitado utilizando un anticuerpo anti-HDACL. Los carriles 1 y 2: fraccién de la proteina
precipitada a partir de fibroblastos de un animal de tipo salvaje. Los carriles 3,4 y carriles 5,6: fraccion de la proteina
precipitada a partir de fibroblastos de ratones MecpZ"y transducidos con TAT-MeCP2el y TAT MeCP2e2,
respectivamente. Los carriles 7 y 8: fraccion de la proteina precipitada a partir de fibroblastos de un animal Mecp2"y.
En las fracciones de inmunoprecipitacion, la presencia de ambas MeCP2 también HDAC1 es visible en la fraccion
del control positivo (carril 1) también en las fracciones de células transducidas por ambas isoformas TAT-MeCP2
(carriles 3 y 5). Ninguna Mecp?2 detectable, asi como la proteina HDACL1 es visible en la fraccion precipitada de los
controles negativos (carril 7). El inmunoprecipitado en la ausencia de anti-MeCP2 no revela la presencia de MeCP2
ni de HDAC1.

B., C. las isoformas TAT-MeCP2 modulan la hiperacetilacion de H3 y H4K16 en el cerebro. B. ratones deficientes de
Mecp?2 fueron inyectados i.p. por 14 dias con PBS (carril 2), 20 pg/g (carril 3) o 30ug/g (carril 4) de TAT-MeCP2el.
50 pg de extracto de proteinas de cerebro de todos los ratones inyectados (2 a 4) y un ratén no inyectado del tipo
salvaje (1) fueron inmunotransferidos con anticuerpos contra la histona H3 (H3), histona H3 acetilada, histona
H4K16 acetilada y MeCP2. El anticuerpo anti alfa-tubulina fue utilizado como el control de carga. Los ratones Mecp2
¥ no mostraron ninguna Mecp2 o proteina recombinante detectable (carriles 2, 3 y 4). No es detectable la
hiperacetilacion evidente ni de H3 ni deH4K16 en ratones con deficiencia de MeCP2 inyectados con PBS en
comparacién con los ratones del tipo salvaje. Sin embargo, la inyeccion de proteina recombinante reduce la
acetilacion de la histona H4K16. No fue observada mucha diferencia para la histona H3 acetilada y no acetilada. C.
El andlisis densitométrico que muestra una actividad bioquimica dependiente de la dosis de la proteina MeCP2.
Experimentos andlogos se han llevado a cabo con la proteina TAT-MeCP2e2 con resultados consistentemente
similares. El valor relativo representa los valores densitométricos expresados como porcentaje del valor de los
animales wt definidos como el 100%.

Figura 8. Las isoformas de MeCP2 entregadas al cerebro prolongan la vida util y rescata la patologia neuronal en
ratones MeCP2”. a. La gréfica de Kaplan-Meier que representa las curvas de supervivencia de ratones MeCP2™" no
tratados (n=11), simulacro de tratamiento (n=6) o tratado con TAT-MeCP2el (n=5) o TAT-MeCP2e2 (n=5),
respectivamente. b. La prueba de t-Student de dos colas reveld un valor p de < 0.05 por un valor alfa de 0.05 para
ambos grupos no inyectado/simulacro de inyeccion versus TAT-MeCP2el y versus TAT-MeCP2e2. Ninguna
diferencia estadistica se presentd entre los grupos TAT-MeCP2el/TAT-MeCP2e2 (p> 0.8) asi como en los grupos
de ratones no inyectados/simulacro de inyeccion. c. La tincion Nissl de las neuronas del hipocampo CA2 reveld
neuronas mas pequefias y mas densamente pobladas en los ratones Mecp2” (1) comparacion con los ratones del
tipo salvaje (2). En contraste, TAT-MeCP2el (3) tratamiento de destruccién neuronal revertido en ratones Mecp2"y.
En (4) estad la imagen del hipocampo del raton tratado con TAT-MeCP2e2, que no cambia el tamafio de las
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neuronas. d. Cuantificacion del rescate celular en neuronas CA2 del hipocampo (n=3 para wt, n=3 para Mecp2™,
n=4 para ratones tratados TAT-MeCP2el y n=3 para TAT-MeCP2e2).

SECCION DE EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos tienen la intencién de ilustrar mas, pero no limitar, la invencion. Los ejemplos comprenden
caracteristicas técnicas y sera apreciado que también las combinaciones de las caracteristicas técnicas presentadas
en esta seccion de ejemplos se contemplan.

1. Generacién de la construccién

Con el fin de establecer si una secuencia optimizada del codon inducird una mejora en la produccion de la proteina,
una estrategia de dos etapas fue utilizada en la planificacion de la optimizacion del codén. En primer lugar, solo
aproximadamente la mitad de la secuencia codificante de la MECP2 fue optimizada, como se describe a
continuacion, mediante la seleccion de los codones con el uso de frecuencias en la E. coli de al menos 8-10%. A
continuacién, una evaluacién de la expresién mejorada se realizd. Un incremento significante de la produccion de la
proteina con la MeCP2 "mitad sintética" confirmo la validez de esta estrategia, y en una segunda etapa, la secuencia
fue completamente optimizada del codon, como se ilustra en Fig. 3A. La region solapante de los cebadores fue por
lo general de una longitud de 20 nucleétidos con una temperatura de fusiéon de normalmente al menos 50°C, pero en
muchos casos, regiones solapantes mas grandes tuvieron que ser creadas con el fin de asegurar una hibridacion
eficiente durante la sintesis de PCR mediada. Un diagrama de flujo para la generacion de las siguientes
construcciones se proporciona en la Figura 2.

1. Dos oligonucleétidos complementarios en su terminal 3’ de 20 bases fueron disefiados (TAT-core-F y TAT-core-R,
SEQ ID NO 7 y SEQ ID NO 8). Veinte pmol de cada oligonucleétido luego fueron alargados utilizando polimerasa
Pfu (Stratagene, La Jolla, USA) bajo las siguientes condiciones: 15 min de desnaturalizacién a 96°C, seguido por
una etapa de alargamiento a 60 °C durante 30 min. El producto luego se cloné en el vector pBluescript (Stratagene,
La Jolla, USA) y fue secuenciado. A continuacion dos cebadores adicionales (TAT-new-F y TAT-new-R, SEQ ID NO
9y SEQ ID NO 10) fueron utilizados para amplificar la previa generacion del inserto de un producto con unos sitios
de restriccién EcoRI y Hindlll en los terminales gendmicos 5’ y 3', respectivamente. Este producto digerido con
EcoRI y Hindlll, luego fue subclonado en el vector pucl8 (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) generando la
construccion pTAT-Strep. Los ADNc codificantes de la TAT y Strep tag-ll contenida en la construccién pTAT-Strep
se proporciona en la SEQ ID NO 5 (etapa 1, fig 2).

2. La secuencia de la clonacién de EGFP fue retirada del vector pEGFP-C1 (Clontech, CA, USA) en la construccion
pTAT-Strep, denominada pucl8-TAT-EGFP-Strep (etapa 2, fig 2).

3. La secuencia de ADNc del gen MECP2 fue amplificado a partir del clon pCR-hMeCP2 (W. Stratling,
Universitatsklinik Eppendorf, Hamburg, Germany) por polimerasa Pfu utilizando los cebadores Notl-3 G-MeCP2-F y
R-MeCP2-3 G-Ncol (SEQ ID NO 11 y SEQ ID NO 12). El producto de PCR fue medido con las secuencias de los
sitios de restriccion Notl y Ncol en los terminales gendmicos 5’ y 3’ y se cloné en pucl8-TAT-EGFP-Strep. La
construccion del derivado fue el pTAT-MeCP2e2-EGFP-Strep (etapa 3, fig 2).

4. El vector de expresién eucariota pTri-EX-TAT-MeCP2e2-EGFP-Strep-His (etapa 4, fig 2) fue generado mediante
la amplificacion de la secuencia TAT-MeCP2e2-EGFP-Strep a partir de la secuencia de la construccion pTAT-
MeCP2e2-EGFP mediante la polimerasa Pfu, utilizando los cebadores BspHI-TAT-F (SEQ ID 38) y Xhol-EGFP-R
(SEQ ID 39). El producto de PCR fue digerido por Bsphl/Xhol y se clon6 en el vector pTRI-Ex-Neo.1.1 (Novagen,
Darmstadt, Germany) linearizado con Ncol/Xhol.

5. Una estrategia similar a la construccion 1 fue empleada para generar la construccion pET28-PTD4-6his utilizando
los oligonucle6tidos PTD4_core_F (SEQ ID NO 40), PTD4_core_R (SEQ ID NO 41), PTD4_amp_F (SEQ ID NO 42)
y PTD4_amp_R (SEQ ID NO 43) generando una secuencia codificante del péptido PTD4 (Ho A et al. Cancer Res.
2001 Jan 15;61(2):474-7.) El producto resultante fue digerido con Ncol y Xhol y se cloné en el vector pET28a(+)
digerido de forma similar (Novagen, Merck, Darmstadt, Germany), generando el plasmido pET 28-PP4-6His (etapa
5, fig2). La secuencia codificante generada contenida en el plasmido pET 28-PP4-6His se proporciona en SEQ ID 6.

6. El fragmento Ndel/Bspel a partir del pTAT-MeCP2e2-EGFP-Strep se cloné en el pET28-PP4-6His digerido con
Ndel y Agel. La construccion resultante fue denominada pET28-TAT-MeCp2e2-EGFP-6His. (etapa 6, fig 2)

7. Un fragmento Notl/Xhol a partir de pTri-EX-MECP2-EGFP-Strep-6His fue retirado y se clon6 en el pET28-
TATMeCP2e2-EGFP-6His digerido con las mismas endonucleasas de restriccion. La construccion resultante fue el
pPET28-TAT-MeCP2e2-EGFP-Strep-6His.

8. Parte de la secuencia humana de MeCP2 fue amplificada utilizando los cebadores Mecp2-His-F1 (SEQ ID 44) y

Mecp2_His_rev (SEQ ID 45). Este producto se cloné en pBluescript generando el plasmido pBlue-6His (etapa 8, fig
2).
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9. El fragmento Ndel/Dral que contiene la secuencia 6 His y parte de la secuencia codificante de MeCP2 fue liberada
a partir del fragmento pBlue que contiene el His-tag y se clon6 en pET28-TAT-MECP2e2-EGFP-Strep-6His digerido
de forma similar. El plasmido generado fue denominado pET28-6HisTAT-MeCp2e2-EGFP-Strep-6His (etapa 9, fig
2).

10. El fragmento Xhol y Dralll a partir del pET28-6HisTAT-MeCp2e2-EGFP-Strep-6His fue liberado del vector. A
continuacion el mismo fragmento pero sin la secuencia codificante de la secuencia 6His fue amplificado utilizando
los cebadores Mecp2_pet_Xhol (SEQ ID 46) y Mecp2_pet_Dralll (SEQ ID 47). Este producto de PCR luego fue
utilizado para reconstituir el fragmento en pET28-6HisTAT-MECP2e2-EGFP-Strep-6His. El pldsmido resultante fue el
pET28-6HisTAT-MECP2e2-EGFP-Strep (etapa 10, fig 2).

LO1.1 Generacién de genes sintéticos:

Los intentos para producir proteinas recombinantes utilizando el vector pET28-TAT-MECP2e2-EGFP-Strep-His que
contiene el ADNc de MECP2 humano fueron insatisfactorios. La produccion de la proteina fue de aproximadamente
0.1 mg/litro de cultivo de bacterias. Con el fin de superar esta insuficiente expresion de la proteina en Escherichia
coli, una MeCP2 sintética optimizada de este organismo especifico fue disefiada para eludir las restricciones de las
preferencias conddnicas. La secuencia de aminoacido de ambas isoformas el y e2 de la MeCP2 humana fue
retrotraducida de acuerdo con el coddn preferido de uso de la Escherichia coli. El contenido de GC de las
secuencias de ADNc también fue reducido, lo que puede ser una fuente adicional de represion de la produccién de
la proteina. Esta secuencia artificial luego fue creada por sintesis mediada de PCR utilizando una serie de
nucledtidos solapantes. Se sintetiz6 la secuencia codificante de MECP2e2 en dos reacciones separadas utilizando
polimerasa de ADN Pfu Ultra de alta-fidelidad (Stratagene, La Jolla) con 18 oligo-nucleétidos complementarios. En
una primera etapa un conjunto de 10 oligonucledétidos (SEQ ID NO 13 a SEQ ID NO 22) gener6 la secuencia SEQ ID
NO. 3 de 810 bp que contiene también las secuencias codificantes del dominio de TAT y los sitios de restriccion para
la subclonacion. La estrategia basica para la sintesis se esquematiza en la Figura 1. En la primera etapa, los dos
oligonucledtidos centrales que tienen 20 bp de complementariedad fueron hibridizados y extendidos. Otra extension
del gen sintético se llevd a cabo utilizando los otros oligonucle6tidos complementarios con el producto de PCR
generado como una plantilla.

Componentes de la reaccion (para 50ul):
Cebadores: Tat_core_F/Tat_core_R (100 pmol/ul)  1pl de cada uno
Mezcla dNTPs (2.5 mM cada nucledtido/pl) 8ul
10X solucion reguladora de Polimerasa de ADN 5pl
Polimerasa de ADN Ultra Pfu (2.5 Unidades/ul) 2ul
dd H.0O 33ul
Condiciones del termociclador para la generacién del primer fragmento:

Primera etapa: Desnaturalizacion Inicial 96°C durante 30 seg; Seguido por 10 ciclos: 96°C durante 20 seg; 55°C
durante 30 seg; 72°C durante 1 min;

Segunda etapa: 20 ciclos: 96°C durante 30 seg; 72°C durante 1 min; Extension final a 72°C durante 5 min.

El producto resultante fue purificado sobre la columna de limpieza de PCR (Millipore) Montage. Para las posteriores
etapas de reaccion, 1ul del producto de PCR purificado y 10 pmol de cada uno de los siguientes pares de cebadores
fueron utilizados en las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial 96°C durante 2 min seguido de 25 ciclos a
96°C durante 20 seg; 55°C durante 30 seg; 72°C por 1 min. Cada siguiente etapa de amplificacion, se realizé bajo
las mismas condiciones utilizando como ADN de entrada el fragmento generado previamente por el incremento del
tiempo de extensién con 10 seg para posteriores etapas de amplificacién (Fig. 1).

11. La secuencia generada se cloné en el pBluescript y se compararon los errores de secuencia. Un clon libre a
partir de los errores fue seleccionado y denominado pBlue-MECP2 e2-syn (etapa 11, fig 2).

12. El fragmento EcoRI/Xcml fue liberado a partir de pBlue-MECP2 e2-syn y se clondé en pTAT-MECP2e2-
EGFPStrep digerido previamente con las mismas enzimas de restriccion. El plasmido resultante fue denominado
pTAT-MECP2 e2 syn-EGFP-Strep (etapa 12, fig 2).

13. Un fragmento Notl/Sacl a partir de pTAT-MECP2 e2 syn-EGFP-Strep se liberd y se clon6 en pET28-6His-
TATMECP2-EGFP-Strep digerido de forma similar. El pldsmido resultante fue el pET28- His-TAT-MECP2
e2(mitad)syn-EGFPStrep (etapa 13, fig 2).

14. El EGFP fue liberado a partir del vector pET28- His-TAT-MECP2 e2(mitad)syn-EGFP-Strep por la digestién con
Sac Il y BsrGl. Un producto de PCR generado utilizando el cebador reverso Mecp2_BsrGl (SEQ ID NO 31) y el
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cebador hacia adelante Mecp2_1282_ 1306 (SEQ ID NO 32) regenerando la MeCP2 suprimida en parte, fue
producido y se cloné en los sitios de restriccion Sacll/Bsrgl de pET28- His-TAT-MECP2 e2(mitad)syn-EGFP-Strep.
El vector resultante fue denominado pET28-His-TAT-MECP2 e2(mitad)syn-Strep, que no es codificante de EGFP
(etapa 16 fig 2).

Un segundo conjunto de 8 oligonuclettidos (SEQ ID NO 23 a SEQ ID NO 30) fue empleado para generar la
secuencia SEQ ID NO 4 utilizando una estrategia similar representada en la Figura 1 y anteriormente.

15. El producto de PCR se cloné en pBluescript y fue denominado pBlue-MECP2 e2-syn_3part (etapa 14, fig2).

16. El Xeml/BsrGl a partir de pBlue-MECP2 e2-syn_3part fue liberado a partir del vector y se clon6 en pTAT-MECP2
e2 syn-EGFP-Strep generando el pTAT-MECP2 e2 syn. Este vector contiene la secuencia optimizada
completamente mostrada en SEQ ID NO 2 (etapa 15, fig 2).

17. La secuencia MeCP2e2 sintética completa contenida en pTAT-MECP2 e2 syn fue retirada con Notl/BsrGl y se
cloné en pET28-His-TAT-MECP2 e2(mitad)syn-Strep digerido de forma similar. El fragmento resultante contiene la
secuencia sintética completa de MeCP2 y fue denominado pET28a-6His-TAT-MECP2 e2 syn-Strep, que es una de
las construcciones utilizada para la produccion de la proteina a gran escala.

18. Un producto de PCR fue generado con los oligonucleétidos utilizando Mecp2b_syn F(SEQ ID NO 33),
Mecp2b_syn_core (SEQ ID 34) y Mecp2b_syn_R (SEQ ID 35) que contiene las secuencias de la isoforma
MeCP2el.

Componentes de la reaccion (para 50ul):

Cebadores: Mecp2b_syn_core /Mecp2b_syn_R (100 pmol/ul)  pl de cada uno

Mezcla dNTPs (2.5 mM cada nucleétido/pl) 8l
10X solucion reguladora de Polimerasa de ADN 5ul
Polimerasa de ADN Ultra Pfu (2.5 Unidades/ul) 2l
dd H.O 33ul

Condiciones del termociclador para la generacién del primer fragmento:

Primera etapa: Desnaturalizacién Inicial 96°C durante 30 seg; seguido de 10 ciclos: 96°C por 20 seg; 55°C durante
30 seg; 72°C por 1 min;

Segunda etapa: 20 ciclos: 96°C durante 30 seg; 72°C durante 1 min; extension final a 72°C durante 5 min.
Un pl del fragmento de PCR generado fue utilizado como ADN de entrada para la siguiente reaccion:
Componentes de la reaccion (por 50pl):

Cebadores: Mecp2b_syn_F /Mecp2b_syn_R (10 pmol/ul) 1 pl de cada uno

Un pl del producto de PCR a partir del primer PCR 1l
Mezcla dNTPs (2.5 mM cada nucledétido/pul) 8 ul
10X solucion reguladora de Polimerasa de ADN 5ul
Polimerasa de ADN Ultra Pfu (2.5 Unidades/pl) 2l
dd H,0 324

Desnaturalizacion inicial:

96°C durante 1 min

Seguido por 30 ciclos en las siguientes condiciones:

96°C durante 20 seg; 60°C durante 30 seg; 72°C durante 30 seg
Etapa de extension final: 72°C durante 5 min.

Este fragmento de PCR reemplazé el fragmento del Eagl con los sitios Pstl del pET28a-6His-TAT-MECP2e2syn
generando el pET28a-6His-TAT-MECP2elsyn Strep (etapa 18, fig 2). 19. Un producto de PCR generado utilizando
los cebadores Mecp2 -syn -Nde |_F (SEQ ID 36 y Mecp2 -syn -BsrG I_R SEQ ID 37) amplifico la secuencia sintética
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de MECP2 completa pero sin el dominio de TAT luego se cloné en pET28-His-TAT-MECP2 e2(mitad)syn-Strep
digerido de forma similar. El plasmido resultante fue denominado pET28a-6His-MECP2 e2 syn-Strep (etapa 19, fig
2).

2. Expresién y Purificacién de las Proteinas

Las etapas cruciales en este estudio fueron para lograr una eficiente produccion de proteinas recombinantes. Como
se ha sefialado anteriormente, hemos creado una secuencia de ADNc de MECP?2 sintética para ambas isoformas el
y €2 de acuerdo con el codén de Escherichia coli de uso para aumentar la produccion de las proteinas
recombinantes (Fig. 3 A). Varias investigaciones in vitro se muestran a continuacion, se demuestra la actividad
bioquimica de las isoformas de fusién TAT-MeCP2 a pesar de la presencia de los dominios adicionales (ver también
la Fig 5y Fig. 7). En contraste con la estrategia mas comun para extraer las proteinas fusionadas con dominios de
transduccion bajo condiciones de desnaturalizacion, se decidié extraer las proteinas recombinantes bajo condiciones
nativas con el fin de retener completamente su actividad funcional y para reducir la degradacion intracelular debido
al plegado incorrecto. Los experimentos in vitro mostrados a continuaciéon apuntan que también estas proteinas
extraidas de forma nativa tienen alta eficiencia en la transduccion.

Para la expresion de la proteina, la cepa de Escherichia coli Rosette 2 (DE3) (Novagen) fue transformada con
vectores de plasmidos a través de la electroporacion. Una Gnica colonia fue inoculada en 10ml de LB suplementado
con 50ug/ml de kanamicina y se cultivd durante la noche a 37°C con agitacion. El precultivo se diluy6é 1:25 y se
cultivd en 250 ml de LB suplementado con 50 pg/ml de kanamicina, durante 5 horas a 37°C y después se mantiene a
4°C por una hora. El cultivo ademas fue diluido 1:10 en 2.5 Litros de medio rico (2.5 g de extracto de carne por litro
de LB), suplementado con 50 pg/ml de kanamicina e inducido con IPTG 1mM durante aproximadamente 12 horas a
30°C. Las células fueron recolectadas por centrifugacion a 7000g durante 10 min, 4°C. El pellet fue resuspendido en
solucion reguladora de lisis bacteriana (15 ml/l cultivo del pellet) con 100pg/ml de PMSF, 1 pl/ml de céctel de
inhibidor de la Proteasa (CALBIOCHEM), Lisozima 500 pg/ml, 1 Unidad/ml de Benzonasa (Merck Biosciences) y se
lisaron con el vortex. El lisado se incubd a temperatura ambiente por 10 minutos, luego sobre hielo durante 15
minutos antes de que sea sometido a ultrasonido (ciclos de trabajo de 50-60 segundos, 5-6 de salida) 6 veces, 1
minuto cada una con un intervalo de 2 minutos para evitar el calor. El lisado fue centrifugado a 18,000xg durante 25
min, 4°C, luego el sobrenadante se filtro utilizando filtros de 0.45 mM (Millipore) y se purifico6 sobre columnas de
afinidad de strep-tactina (IBA, Goettingen, Germany) utilizando el protocolo del proveedor. La proteina luego fue
sometida a una solucion reguladora de intercambio utilizando las columnas de desalacion PD-10 (GE Helthcare,
Freiburg, Germany). La composicion de la solucion reguladora fue: HEPES 20 mM, NaCl 300 mM, CaCl, 0.1 mM y
glicerol al 10%. Los lipopolisacaridos bacterianos se han retirado por columnas EndoTrap (Profos, Regenburg;
Germany) de acuerdo con los protocolos del proveedor después de equilibrar las columnas con la solucion
reguladora descrita previamente.

3. Cultivo celular y transduccién de proteinas de fusién

3.1 Lineas celulares

Las células NIH3T3 (Fibroblasto de raton, ATCC CCL 92) fueron cultivados en medio Eagle modificado de Dulbecco
(PAN Biotech), que contiene 10% de suero fetal bovino (PAN Biotech) y los antibiéticos penicilina (100 U/ml),
estreptomicina (100 g/ul) (PAN Biotech) a 37°C con 5% de CO..

Los fibroblastos a partir de una biopsia de piel de paciente femenina con Rett, que tiene una de las mutaciones del
gen MECP2 mas frecuente (T158M) fueron cultivados en RPMI 1640 con suero fetal bovino al 15%, penicilina (100
U/ml), estreptomicina (100 pg/ml) y L-glutamato (100 ng/ml) a 37°C con 7% de COx.

Los fibroblastos a partir de ratones MecpZ"y fueron establecidos a partir del dia 7 postnatal (P7), utilizando las
extremidades posteriores/punta de la cola. El tejido fue aclarado con DPBS y fue picado en pequefios pedazos con
un bisturi estéril en placas de 35mm que contienen el medio bajo flujo de aire laminar. Con cuidado, el medio fue
aspirado y se reemplazd con medio nuevo y la placa se incubd por una semana sin cambiar el medio a 37°C con
10% de CO, ademas las células de fibroblastos fueron mantenidos en medio Eagle modificado de Dulbecco, que
contiene 20% de suero fetal bovino y los antibiéticos penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 pg/ml) a 37°C con 7%
de COa.

El cerebro de cachorros de 7 dias postnatal (P7) disecado bajo flujo laminar, fue utilizado para aislar el hipocampo y
la corteza cerebral de cultivo de neuronas de acuerdo con un protocolo publicado (Ray, J., et al.,, 1993, PNAS
90:3602-6).

3.2 Establecimiento de lineas celulares estables gue expresen la proteina TAT-MeCP2e2-EGFP

Para establecer las lineas celulares estables que expresan TAT-MeCP2-EGFP, utilizamos células NIH3T3
(fibroblastos de raton) y HelLa (carcinoma cervical humano). Las células HelLa fueron cultivadas en MEM-alfa (PAN
Biotech, Aidenbach, Germany), con suero fetal bovino al 10%, penicilina (100 U/ ml), estreptomicina (100 pg/ml), y L-
glutamato (100 ng/ml). NIH3T3 fueron cultivadas en DMEM con suero fetal bovino al 10%, penicilina (100 U/ ml),
estreptomicina (100 pg/ml). Las células fueron transfectados con pTriEx TAT-MeCP2e2-EGFP-Strep-His utilizando el

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2362 1957T3

reactivo de transfeccion de jugo Gene, de acuerdo con el protocolo del proveedor (Novagen). Dos dias después de
la transfeccion, las células fueron seleccionadas en medio que contiene 500 pg/ml de neomicina (GIBCO) durante 6
semanas y se mantuvieron después de esto en medio con 200 pg/ml de neomicina. Las imagenes fueron tomadas
por las células de crecimiento durante un dia en dos portaobjetos para cultivo de dos camaras (Falcon, BD
bioscience, Heidelberg, Germany). Las células se lavaron y montaron con medio de montaje de cambio de Vector
que contiene DAPI (Vector laboratories, Burlingame, CA) y la distribucion de la fluorescencia fue analizada en un
microscopio Olympus BX60 (Olympus Optical Co. LTD, Japan) a 200 x de aumento en cinco campos diferentes
utilizando el software de analisis SIS (Soft Imaging System GmbH, Miinster).

3.3 Establecimiento de la linea celular monoalélica de paciente con Rett

Los fibroblastos de pacientes fueron transfectados con el plasmido pCl-neo-hTERT (Counter, C.M. et al., 1998,
Oncogene 16:1217-22 and Lundberg, A.S. et al., 2002, Oncogene 21:4577-86) que contiene hTERT (subunidad de la
Transcriptasa Reversa de Tolomerasa Humana) que codifica el gen utilizando Reactivo de transfeccion SuperFect
de acuerdo con el protocolo del proveedor (Qiagen, Hilden, Germany). Las células transfectadas fueron
seleccionadas durante 6 semanas en medio que contiene G418 (200 pg/ml) (Calbiochem, San Diego, USA) y se
mantuvieron después de esto en medio con 100 pg/ml de G418. Para establecer una linea celular de expresion
monoalélica, las células fueron tripsinizadas y se diluyeron con medio, las células sencillas fueron micro-pipeteadas
bajo visualizacion con microscopio directa, las células individuales fueron transferidas a placas de 24 pozos que
contienen medio acondicionado filtrado a partir del cultivo de forma exponencial de las células primarias
suplementado con 20 ng/ml de bFGF (Factor de Crecimiento de Fibroblasto basico) (Sigma, Deisenhofen,
Germany). En la confluencia del pozo, las células fueron tripsinizadas y expandidas. EI ARN total fue extraido
utilizando el kit RNeasy (Qiagen, Hilden, Germany) y el ADNc fue sintetizado utilizando Transcriptasa Reversa
Superscript-1l y cebador Oligo (dT) 12-18 (Invitrogen). La regidn que contiene la mutacion fue analizada por RT-PCR
utilizando los cebadores flanqueantes (Rett_EX3-F y Rett EX4-R, SEQ ID NO 48 y SEQ ID NO 49). La clonalidad
fue confirmada por andlisis de secuencias de los productos de RT-PCR.

4. Transduccion of proteinas de fusién y andlisis de las células transducidas

Para la transduccion de proteinas TAT-MeCP2-EGFP y EGFP, las células fueron cultivadas para confluir en dos
portaobjetos de cultivo de camara (Falcon, BD Bioscience, USA). Los cultivos fueron suplidos con medio fresco y
luego fueron tratados con varias concentraciones de proteinas de fusion (500-1500 pmol/ml) de diferentes intervalos
de tiempo. La transduccion de TATMeCP2el y TAT-MeCP2e2 asi como proteinas MeCP2 se llevé a cabo después
de marcarlas con la etiqgueta de NHS-rodamina de acuerdo con el protocolo del fabricante (Pierce biotechnology, IL,
USA), seguido de filtraciéon en gel sobre una columna PD-10 para remover la rodamina sin incorporar. Para visualizar
la distribucién de la fluorescencia, las células fueron lavadas suavemente con PBS frio y se fijaron en
paraformaldehido al 4% recién preparado en PBS durante 5 min a RT. Las células fueron lavadas de nuevo con PBS
antes de ser montadas con medio de montaje de cambio de Vector que contiene DAPI (Vector laboratories,
Burlingame, CA) y la distribucion de la fluorescencia fue analizada bajo un microscopio fluorescente BX-60 (Olympus
Optical Co. LTD, Japan) a 200 x de aumento en cinco campos diferentes utilizando el software de analisis SIS (Soft
Imaging System GmbH, Munster) y también imagenes confocales fueron tomadas en un microscopio de exploracién
laser Leica TCS SP2 AOBS.

5. Creacidn de lineas celulares establemente que sobre expresan la proteina MeCP2e2 y transduccion exitosa de
las células primarias

Hemos establecido las lineas celulares HeLa y NIH3T3 estables que expresan la proteina de fusion TAT-MeCP2e2-
EGFP etiquetado en el C-terminal con las etiquetas de afinidad Strep-1l y 6-His, utilizando la construccién pTri-Ex-
MECP2-EGFP=Strep-His. Después de la transfeccion de las células con esta construccion, la proteina se localizé
predominantemente en las regiones heterocrométicas del ndcleo, como particularmente evidente para la linea
celular de ratén NIH3T3 (Fig. 3B). Particularmente en las células NHI3T3 detectaron una fuerte reducciéon de
acetilacion de la histona H3 que se conoce por ser mediada mediante MeCP2 (Fig. 3 C y D). Estos resultados
indican que la proteina TAT-MeCP2e2-EGFP es activo funcionalmente, sin relacionarse de los dominios de proteina
adicionales, que fueron introducidos.

Hemos creado una serie de construcciones para expresar ambas isoformas de MeCP2 con y sin la proteina EGFP
en el C-terminal y se fusiona en el N-terminal con el dominio de TAT (Fig. 2). Otras construcciones contuvieron un
gen sintético de MECP2 completamente optimizada del codén de Escherichia coli. El uso de la secuencia sintética
de ADNc de MECP2 aumento la produccién de la proteina en E. coli de hasta 200-veces. (Fig. 3A). Probamos la
entrega de las proteinas de fusién TAT y encontramos que la eficiencia més alta in vitro a 500 pmoles de proteinas
recombinantes. Después de tres horas de incubacion con la proteina TAT-MeCP2e2-EGFP, aproximadamente 40%
de las células NIH3T3 mostraron la presencia de manchas fluorescentes similares a ampollas gruesas. La proteina
estuvo sobre todo en el citosol (Fig. 4A a, b). Después de 12 horas, casi el 100% de las células fueron fluorescentes
(Fig. 4A c, d) y la proteina se concentré en los nucleos de las células (Fig. 4A e). La transduccion fue estable por 24
horas en las células transducidas (Fig. 4 B y C). Los experimentos utilizando la proteina EGFP sin un dominio de
TAT como control no resultaron en ninguna absorcion en las células (Fig. 4A f). Las proteinas recombinantes TAT
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también fueron capaces de transducir fibroblastos humanos primarios (Fig. 4A g y h) y neuronas primarias a partir de
cerebro de ratén (Fig. 4A iy ).

6. MeCP2 puede ser sustituida en fibroblastos derivados de un paciente con sindrome de RTT vy en fibroblastos de
Mecp2” murina.

A continuacion estudiamos la actividad bioldgica de las proteinas de fusion MeCP2 después de la entrega en células
deficientes MeCP2. Detectamos una hiperacetilacion de las histonas H3 y H4K16 en las lineas celulares
monoclonales que expresan un alelo de MeCP2 mutado (T158M) en contraste con la linea celular que expresa el
alelo del tipo salvaje (Fig 5 a). Una linea celular que expresa el alelo mutado fue tratada con 300 pmol de proteinas
TAT-MeCP2el TAT-MeCP2e2, MeCP2, o TAT-EGFP durante 64 horas. Una reversion de la hiperacetilaciéon de las
histonas H3 y H4K16 fue observada solo después del tratamiento con ambas isoformas TAT-MeCP2 (Fig. 5 a y b).
Hemos conseguido resultados similares dirigidos a los fibroblastos de ratones Mecp2”y (Fig. 5 ¢). Experimentos de
coinmunoprecipitacion en fibroblastos transducidos de ratones Mecp2"y directamente demostraron la recuperacion
de la histona deacetilasa 1 (HDACZ1) por las isoformas TAT-MeCP2 (Fig. 7A). Estos resultados demuestran que las
isoformas TAT-MeCP2 son capaces de rescatar los cambios bioquimicos causados por una pérdida de funcién de la
MeCP2 enddgena.

7. Estabilidad intracelular de las proteinas MeCP2-TAT

Para examinar la estabilidad y persistencia de la proteina transducida en las células, las células fueron incubadas
por 2 horas con 1 nmol de TAT-MeCP2el y TAT-MeCP2e2 por separado. Luego fueron lavadas con medio y se
incubaron con medio de cultivo nuevo para otro cultivo. Las células fueron cultivadas a intervalos de tiempo
indicados y las proteinas fueron extraidas mediante la suspension de 10" células en 200 pl de solucion reguladora
de lisis celular (Tris-HCI 125mM pH 6.8, 2% de SDS, NaH,PO4 50mM, 20% de glicerol, DTT 1mM, PMSF 1mM) y la
incubacién sobre hielo durante 20 min, la sonicacion suavemente para fragmentar el ADN. El lisado fue centrifugado
a 9000xg durante 10 min, 4°C, y la concentracion total de la proteina del sobrenadante fue cuantificada utilizando el
método Bradford y se almacené a -80°C hasta su uso. 100 g de las muestras de proteina fueron calentados a 75°C
con 4 X SDS solucién reguladora de carga (Tris-HCI 1M pH-6.8, 2% de SDS, 0.02% de azul de bromofenol, beta-2-
mercaptoetanol 5mM, 5% de glicerol) y se resolvieron en 4-20% de geles de proteinas Precise (Pierce
Biotechnology, USA). Las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa optimizada para
transferencia de proteinas (Amersham Biosciences, GE Healthcare). La membrana fue tratada con potenciador de
sefial Western Blot (Pierce Biotechnology, USA) siguiendo el protocolo del proveedor. La membrana fue bloqueada
con 5% de leche descremada en PBS con 0.05% de Tween-20 (PBS-T) durante 1 hr. A continuacién la membrana
se incubd por separado con anticuerpo de MeCP2 que contiene solucién bloqueadora (Upstate, USA) diluida 1:2,000
durante la noche a 4°C. Anti-alfa tubulina monoclonal de ratén (Sigma, Taufkirchen, Germany) diluido 1:4,000 fue
utilizado como un control positivo. La membrana fue lavada 3 veces durante 5 minutos cada vez con PBS-T y luego
se incub6 con la misma soluciéon reguladora que contiene los respectivos anticuerpos secundarios conjugados con
fosfatasa alcalina (Sigma) diluida 1:30,000 por 1hr. El exceso de anticuerpos fue lavado completamente con PBST
tres veces y se desarroll6 con BCIP/NBT (Carl-Roth, Germany). La concentracion intracelular de la proteina
transducida permanecié alta por 24 horas, después de lo cual el nivel decayé a menos de un cuarto de la
concentracion inicial durante las préximas 24 horas (Fig. 4B y C).

8. Analisis Western Blot

8.1 Extractos de proteinas de cultivos celulares: El contenido de proteina total a partir de las lineas celulares y los
cultivos celulares de fibroblastos primarios fue extraido mediante la suspension de 10" células en 200 pl de solucion
reguladora de lisis celular y se incuban sobre hielo durante 20 min, se sonican suavemente para fragmentar el ADN.
El lisado fue centrifugado a 9000xg durante 10 min, 4°C. El Western Blot fue hecho como se describe anteriormente.
La membrana se incub6 durante la noche a 4°C por separado con solucién bloqueadora que contiene anticuerpos
policlonales de conejo contra histona-H3 a una dilucién de 1:4,000, histona H3 acetilada, histona H4K16 acetilada
(Upstate) diluida 1:10,000 y 1:500 respectivamente. El anti-alfa tubulina monoclonal de ratén (Sigma) diluido 1:4,000
fue utilizada como un control positivo.

8.2 Extractos de proteinas de tejidos: Los ratones fueron inyectados con 100ug/g (peso corporal) de TAT-MeCP2-
EGFP, TAT-MeCP2 y MeCP2. Después de 20 horas los ratones fueron sacrificados. El cerebro fue retirado y lavado
en PBS frio. El cerebro luego fue homogeneizado en solucién reguladora de extraccion (Tris-Cl 62mM pH6.8, 2% de
SDS, Mercaptoetanol 5mM, NaCl 0.15mM), 5X céctel inhibidor de la proteasa (Sigma)) y se sonica suavemente. El
lisado fue peletizado a 15,000xg durante 15 min, 4°C. Cincuenta ug fueron empleados para realizar el Western
blotting como se menciona anteriormente utilizando un anticuerpo policlonal anti-MeCP2 (Upstate). En experimentos
independientes, se inyectaron los ratones con 100 pg/g (peso corporal) de TAT-EGFP y de TATMeCP2e2-EGFP. La
inmunotransferencia fue hecha sobre el extracto de proteina total a partir del cerebro, higado, rifion y corazon
utilizando el anticuerpo anti GFP (Sigma). La densidad de las sefiales Western Blot fue cuantificada mediante el
Olympus S-100 Imaging Densitometer. Las relaciones de intensidad de banda fueron medidas utilizando la sefial
alfa-tubulina como un control interno.
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9. Inmunohistoquimica

Los ratones inyectados i.p. con TAT-MeCP2e2-EGFP y EGFP fueron perfundidos transcardialmente con
paraformaldehido frio al 4% (PFA) en solucién reguladora de PBS 20 horas después de la inyeccion. Los cerebros
fueron retirados y después se fijaron con (PFA 4%) durante 4 horas, fueron crioprotegidos con 30% de sacarosa a
4°C y se almacenaron a -80°C. La inmunohistoquimica se realizé sobre criosecciones utilizando anticuerpo anti-GFP
de conejo (Sigma). Las imagenes fueron tomadas con un microscopio Olympus BX60 (Olympus Optlcal Co. LTD,
Japan). Experimentos analogos se llevaron a cabo en cortes fijados en formalina de ratones Mecp2” i inyectados
durante 20 dias con TATMeCP2el y e2 (20 pg/g de peso corporal, cada segundo dia). Los cortes fueron probados
con un anticuerpo policlonal anti-MeCP2e2 de conejo. Este anticuerpo ha sido establecido en conejo utilizando la
proteina MeCP2e2 recombinante humana.

10. Terapia de proteinas in vitro e in vivo

10.1 Terapia de proteina in vitro

Hemos probado que las proteinas recombinantes en lineas celulares monoalélicas que expresan la mutacién T158M
MeCP2. Estas células muestran una hiperacetilacion de H3 y H4K16. La incubacion con ambas isoformas TAT-
MeCP2el y e2 revirti6 la hiperacetilacion patolégica en un nivel similar a las lineas celulares de tipo salvaje (Fig. 5).

10.2 Entrega eficiente de las proteinas MeCP2 en el cerebro

Luego se abordd la cuestion de entrega de proteina in vivo en ratones de tipo salvaje NMRI que reciben una
inyeccion intraperitoneal Gnica de proteina TAT-MeCP2e2-EGFP, TAT-EGFP, o EGFP (60 pg/g de peso corporal en
PBS/10% de glicerol o HEPES 20mM/10% de glicerol). Los ratones inyectados con TAT-EGFP y EGFP no
desarrollaron ningun efecto secundario aparente. Sin embargo, los ratones inyectados con isoforma TAT-MeCP2e2-
EGFP mostraron una hipomovilidad transitoria de las extremidades traseras, que desaparece una a dos horas
después de la inyeccion. El andlisis Western Blot del cerebro, higado y rifién revelé la absorcion de proteinas TAT-
EGFP y TAT-MeCP2-EGFP 20 horas después de la inyeccion (los datos no se muestran). En experimentos
andlogos, los ratones fueron inyectados en la dosificacion de 100 ug/g de peso corporal independientemente con las
proteinas TAT-MeCP2e2, TAT-MeCP2e2-EGFP y MeCP2e2. El andlisis western blot revel6 la presencia de las
proteinas recombinantes TAT en los extractos de cerebro de los ratones sacrificados 20 horas después de la
inyeccion (Fig. 6 a). La inmunohistoquimica de cortes del cerebro utilizando un anticuerpo anti-EGFP revel6 la
presencia de la proteina TAT-MeCP2e2-EGFP en neuronas pirimidales del neocortex, en las neuronas de células
granulares de cerebelo, y en las meninges (Fig. 6 b). Sin embargo, aumentando la dosificacion de ambas isoformas
TATMeCP2 hasta 130 pg/g de peso corporal, observamos la aparicién de efectos secundarios graves tales como
sintomas similares a las convulsiones dentro de los 10 a 20 minutos después de la inyeccion que dan lugar a la
pardlisis completa de las cuatro extremidades. Como consecuencia, dos de cada 5 ratones NMRI inyectados
murieron dentro de 2 horas. En contraste, los ratones inyectados con proteinas TAT-EGFP y MeCP2 no presentaron
ningln efecto secundario serio en cualquier dosificacién probada (Tabla 1, a continuacién). Estos datos indican que
la entrega exitosa de proteinas MeCP2 a los cerebros es en principio posible, sin embargo, la dosificacion tiene que
ser estrechamente controlada.

En la siguiente serie de experimentos, determinamos la entrega de proteinas de fusion MeCP2 en el cerebro de
ratones deficientes de Mecp2, un modelo de ratén de Rett creado en el laboratorio de A. Bird (Chen et al. 2001, Nat
Genet, 27 (3):327-31). Los animales fueron adquiridos del Jackson Laboratory, USA (cepa B6.129P2(C)-
Mecp2tm1.1Bird/J), y otros cultivos fueron hechos en las instalaciones de animales del Institute of Human Genetics,
Gottingen. Los ratones control fueron tomados de las instalaciones de animales mencionadas anteriormente. Dos
ratones Mecp2” ¥ fueron inyectados i.p. durante 20 dias con 20 ug/g de peso corporal cada segundo dia con TAT-
MeCP2el y TAT-MeCP2e2, respectivamente. Al igual que en los ratones del tipo salvaje, pudlmos detectar las
proteinas TAT-MeCP2 por inmunohistoquimica en cortes del cerebro de ratones Mecp2” i (Fig. 6 c). Estos
experlmentos demuestran que las proteinas de fusion TAT cruzan la barrera del hematoencefélica y llega al cerebro.
En el régimen terapéutico de 20 pg/g de peso corporal cada segundo dia, no se observo ningln sintoma neurolégico
diferido o inmediato o muerte repentina de los ratones Mecp2 " tratados. La inyeccion de solucién reguladora por
administracion intraperitoneal fue Hepes 20 mM, CaCl, 100uM, NaCl 300 mM y 10% de glicerol.

10.3 Terapia de proteina in vivo: Los efectos terapéuticos de las isoformas de TAT-MeCP2 recombinante en un
modelo de ratén del sindrome de Rett

A continuacioén se probo si las proteinas MeCP2 administradas in vivo son funcionalmente activas en el cerebro de
ratones deficientes de MeCP2. Inyectamos diariamente i.p. TAT-MeCP2el o TAT-MeCP2e2 en ratones Mecp2™ a
una dosificacion de 20 o 30 pg/g, respectivamente. A estas dosificaciones ningln efecto secundario clinico fue
aparente. Los animales fueron sacrificados después de dos semanas de terapia y los extractos de proteina total del
cerebro fueron analizados por Western Blot. La inyeccion de 20 o 30 ug/g de proteina redujo notablemente el nivel
de acetilacién de H4K16 (Fig 7 B y C). Después de haber demostrado la actividad bioquimica de las proteinas
administradas in vivo, hemos querido evaluar si la terapia podria rescatar el fenotipo de ratones con deficiencia de
MeCP2. Se inyectaron ratones Mecp2"y i.p. con 20 pg/g de peso corporal utilizando ambas isoformas TAT-MeCP2.
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Cinco ratones Mecp2™ recibieron la TAT-MeCp2el y cinco la TAT-MeCP2e2. Una ratén Mecp2™ fue inyectado con
PBS, un raton con MeCP2 y 4 ratones recibieron la proteina TAT-EGFP en la misma dosificacion. Once ratones
Mecp2"y no fueron tratados y sirvieron como controles adicionales. El tratamiento inicié en el dia postnatal 30. La
supervivencia media de los ratones Mecp2'/y inyectados con MeCP2 (n=10) fue 88.7 dias (92.6 para la isoforma el y
84.8 para la e2, respectivamente), de ratones MecpZ'/y no tratados 55.6 dias y los de inyeccion de simulacro 57.0
dias (Tabla 2 a continuacion). Esto representa un aumento de la vida Gtil de casi 66% (TATMeCP2el) y 53% (TAT-
MeCP2e2) de los ratones tratados versus los no tratados. La prolongacion de supervivencia es estadisticamente
muy significante (Fig. 8 a y b). Un raton macho del tipo salvaje tratado por tres meses con 20 pg/g de MeCP2 no
desarrollé ningun efecto secundario clinico e incluso estuvo saludable a los 300 dias de tratamiento.

Tabla 1. Efecto de alta dosificacidon de proteinas recombinantes en ratones de tipo salvaje

MeCP2el TAT-MeCP2e2 TAT-MeCP2e2-EGFP TAT-EGFPa EGFPa
n=3 n=3 n=3 n=5 n=3
Una hora después | Normal Espasmo y paralisis | Espasmo y paralisis | Malestar fisico | Normal
de la inyeccion de extremidades | de extremidades | Normal
traseras traseras Inespecifico

Veinticuatro horas | Normal Ligeramente Ligeramente Normal Normal
después de la recuperado * recuperado*
inyeccion

a. Todas las proteinas fueron inyectadas en la dosificacion de 130 ug/g de peso corporal. Las proteinas TAT-EGFP y
EGFP tenian, debido al peso molecular inferior, aproximadamente el doble nimero de moléculas que las proteinas
MeCP2-TAT.

* En 2 experimentos los ratones murieron. Una dosificacion de 30 pg/g de proteinas recombinantes no tuvieron
ningun efecto particular en los ratones sin tener en cuenta cual proteina fue inyectada.

Tabla 2. Supervivencia en dias de ratones Mecp2"y inyectados y control

Sin inyectar Inyeccion simulacro | TATMeCP2el TAT MeCP2e2

45 52 (a) 71 70

46 61 (b) 76 80

47 51 (c) 80 83

52 56 (c) 108 (d) 85

54 57 (c) 128 106

56 65 (c)

56

59

62

65

69

Media Media Media Media

55.5 57 92.6 84.8

a. Inyectado con PBS

b. Inyectado con MeCP2

c. inyectado con TAT-EGFP

d. Este animal estaba aun mdévil y activo pero fue sacrificado debido a una muy
severa y no tratable infeccion de la piel que causa un comportamiento automutilante
de mordida.
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11. la administracion de la proteina TAT- MeCP2 rescata dafio neuronal in vivo. Se ha descrito que la delecion de
MeCP2 en neuronas de CNS postnatales causa graves cambios neuropatoldgicos, tales como alteraciones en
procesos dendriticos y contraccion neuronal (Armstrong DD. 2002,. Ment Retard Dev Disabil ResRev 8:72-6). Con el
fin de investigar si el tratamiento con proteina TAT-MeCP2 también protege las neuronas de los cambios
morfoldgicos, neuronas del hipocampo y del cerebelo fueron examinadas histolégicamente. El tamafio neuronal se
evalué cuantitativamente en secciones tefiidas con Nissl (Fig. 8c) en la regiéon CA2 del hipocampo o en células de
Purkinje del cerebelo tefiidas con Calbindin. Las neuronas mutantes en el hipocampo fueron mas pequefias en
tamafio y fueron mas densas que las neuronas del tipo salvaje (Fig. 8c, 1 y 2). Considerablemente, los animales
tratados con MeCP2 mostraron neuronas mas grandes sin ningin cambio morfolégico aparente (Fig. 8c 3). La
cuantificacion revelé que el tamafio neuronal no fue distinguible en neuronas del hipocampo tratado con TAT-
MeCP2el en comparacion con la de tipo salvaje, mientras que la isoforma MeCP2e2 no tuvo efecto en el tamafio
neuronal (Fig. 8c 4). Las mediciones de neuronas corticales piramidales de la capa V en ratones con deficiencia de
MeCP2 de 50 dias de edad no mostraron diferencias con la situacion del tipo salvaje. Ademas, las células de
Purkinje del cerebelo fueron preservadas en ratones MeCp2” y no mostraron anormalidades morfologicas graves
después del tratamiento con TAT-MeCP2 (los datos no se muestran). En conjunto, la reduccién del tamafio neuronal
en el hipocampo puede ser revertida mediante la aplicacion de MeCP2el.

LISTA DE SECUENCIAS

<110> Georg-August-Universitat Gottingen
<120> Secuencia de MeCP2 Sintética para la Terapia de Sustitucién de la Proteina
<130> K63999PC

<160> 54

<170> Patentin version 3.1

<210>1

<212> 1494

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> secuencia optimizada de codon
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<400> 1
atggctgetg ctgetgetge tgctcegtec ggtggtggtg gtggtggtga agaagaacgt 60
ctggaagaaa aatccgaaga ccaggacctg cagggtctga aagacaaace gctgéaattc 120
aaaaaagtta aaaaagacaa aaaagaagaa aaagaaggta aacacgaacc ggttcagccg 180
tcecgetcace actccgetga accggcectgaa getggtaaag ctgaaaccte céaaggttcc 240
ggttcegectec cggetgttecc ggaagettec gecttcecccga aacagcgtcé ttcecatcatce 300
cgtgaccgtg gtccgatgta cgacgacccg accctgcoccgg aaggttggac ccgtaaactg 360
aaacagcgta aatccggteg ttceccgectggt aaatacgacg tttacctgat caacccgcag 420
ggtazagctt tccgttccaa agttgaactg atcgcttact tcgaaaaagt tggtgacacc 480
tccctggace cgaacgactt cgacttcacc gttaccggtc gtggttcccc gtcecegtegt 540
gaacagaaac cgccgaaaaa accgaaatcc ccgaaagctc cgggtaccgg tcgtgétcgt 600
ggtcgtccga aaggttccgg taccaccecgt ccgaaagctg ctacctccga aggtgttcag 660
gttaaacgtg ttctggaaaa atccccgggt aaactgetgg ttaéaatgcc gttccagacc 720
tccecgggtg gtaaagectga aggtggtggt gectaccacct ccacccaggt tatggttatce 780



aaacgtceqgg
ggtcgtaaac
aaagaatcct
cgtgaaaccg
ggtgaaaaat
tecteecega
caccaccacc
ccgeegecgyg
teectecteeg
tgcccgaaag
aaatacaaac

ccgaaccgtg

gtcgtaaacg
cgggttecegt
ccatccgttc
tttccatcega
ccggtaaagg
aaggtcgttc
actccgaatc
aaccggaatc
tttgcaaaga
aaccggctaa
accgtggtga

aagaaccggt
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taaagctgaa
tgttgctgcet
cgttcaggaa
agttaaagaa
tctgaéaacc
ctcctceeget
cccgaaagcet
ctccgaagac
agaaaaaatg
aacccagccg
aggtgaacgt

tgactccegt

<210> 2

<211> 1458

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> secuencia optimizada de codon

<400> 2

atggttgcetg
ctgaaagaca
ggtaaacacg
aaagctgaaa
ccgaaacagc
ccggaaggtt
gacgtttacc
tacttcgaaa
ggtcgtggtt
gctccgggta
gctgctacct

ctggttaaaa

gtatgctggyg
aaccgctgaa
aaccggttca
cctcecgaagg
gtecgttecat
ggacccgtaa
téatcaaccc
aagttggtga
ccecegteeeg
ccggtegtgy
ccgaaggtgt

tgccgttcecca

tctgcgtgaa
attcaaaaaa
gcegtcegcet
tteecggttece
catccgtgac
actgaaacag
gcagggtaaa
cacctccctg
tcétgaacag
tcgtggtegt
tcaggttaaa

gacctcceccg

gctgacecge
gctgctgcetg
accgttcetge
gttgttaaac
tgcaaatcce
tccteeeege
ccggttecege
ccgacctcecce
ccgegtggtg
gctgttgceta
aaagacatcg

accceggtta

gaaaaatccg
gttaazaaag
céccactccg
gctceggetg
cgtggtcega
cgtaaatccg
gctttecgtt
gacccgaacg
aaaccgccga
ccgaaaggtt
cgtgttctgg

ggtggtaaag

21

aggctatcce
aagctaaaaa
cgatcaaaaa
cgctgctggt
cgggtcgtaa
cgaaaaaaga
tgctgecgece
cgccggaace
gttccctgga
ccgctgcetac
tttectecete

ccgaacgtgt

aagaccagga
acaaaaaaga
ctgaaccgge
ttceggaage
tgtacgacga
gtecgttcege
ccaaagttga
acttcgactt
aaaaaccgaa
cecggtaccac
aaaaatccce

ctgaaggtgg

gaaaaaacgt
aaaagctgtt
acgtaaaacc
ttccaccctg
atccaaagaa
acaccaccac
gctgeccgecg
gcaggacctg
atccgacggt
cgcﬁgctgaa
catgecegegt

ttcc

cctgcagggt
agaaaaagaa
tgaagctggt
ttecgettee
ccecgaccctg
tggtaaatac
actgatcgct
caccgttace
atcecccgaaa
ccgtcecgaaa
gggtaaactg

tggtgctace

B840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440

1494

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720



acctcecacce
ccgcaggcta
gctgaagcta
ctgccgatca
aaaccgctge
tcececgggte
ccgccgaaaa
ccgctgetge
tececcgeegg
ggtggttece
gctaccgetg
atcgtttect

gttaccgaac

aggttatggt
tccegaaaaa
aaaaaaaégc
aaaaacgtaa
tggtttcca;
gtaaétccaa
aagaacacca
cgccéctgcc
aaccgcagga
tggaatccga
ctaccgctgce
cctcecatgece

gtgtttece
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tatcaaacgt
acgtggtegt
tgttaaagaa
aacccgtgaa
cctgggtgaa
agaatcctce
ccaccaccac
gccgecgecyg
cctgtectee
cggttgececg
tgaaaaatac

gcgtcecgaac

<210> 3

<211> 810

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> secuencia optimizada de codon

<400> 3

atcacgaatt
atggttgcectg

ctgaaagaca

ggtaaacacg’

aaagctgaaa
ccgaaacagce
ccggaaggtt
gacgtttacc
tacttcgaaa
ggtcgtggtt

gctccgggta

cctacggteg
gtatgctggg
aaccgctgaa
aaccggttca
cctccgaagg
gtogttcocat
ggacccgtaa
tgatcaaccc
aagttggtga
cceegteceg

ccggtegtgg

taaaaaacgt
tctgegtgaa
attcaaaaaa
gcegteegcet
tteceggttee
catccgtgac
actgaaacag
gcagggtaaa
cacctccetg

tcgtgaacag

tegtggtegt®

ccgggtcgta
aaaccgggtt
tcctcececatee
accgtttcca
aaatcecggta
ccgaaaggtc
caccactccg
ccggaaccgg
tccgtttgea
aaagaaccgg
aaacaccgtg

cgtgaagaac

cgtcagcgta
gaaaaatccg
gttaaaaaag
caccactccg
gctecggetg
cgtggtccga
cgtaaatceg
gcttteegtt
gacccgaacg
aaaccgccga

ccgaaaggtt

22

aacgtaaagc
ccgttgttge
gtteegttca
tcgaagttaa
aaggtctgaa

gttcctecte

-aatccecgaa

aatcctccga
aagaagaaaa
ctaaaaccca
gtgaaggtga

cggttgacte

ggcggccgea
aagaccagga
acaaaaaaga
ctgaaccgge
ttececggaage
tgtacgacga
gtcgttcege
ccaaagttga
acttcgactt
aaaaaccgaa

ccggtaccac

tgaagctgac
tgctgctget
ggaaaccgtt
agaagttgtt
aacctgcaaa
cgcttectece
agctécggtt
agacccgacc
aatgccgegt
gccggcetgtt
acgtéaagac

ccgtacceceg

gggtggtggt
cctgcagggt
agaaaaagaé
tgaagectggt
ttcegettec
cccgaccectg
tggtaaatac
actgatcgct
caccgttacc
atccccgaaa

ccgtccgaaa

780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1458

60
120
180

240



10

15

ES 2362 1957T3

gctgctacct ccgaaggtgt tcaggttaaa cgtgttctgg aaaaatccec gggtaszactg

ctggttaéaa tgccgtteca gacctcccecyg ggtggtaaag ctgaaggtgg tggtgctacce

acctccacce aggttatggt

<210> 4

<211> 785

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

tatcaaacgt

<223> secuencia optimizada de codon

<400> 4

cceccecectge
aagcfgaagc
ttgectgetge
ttcaggaaac
ttaaagaagt
'tgaaaacctg
cctecgette
cgaaagctecc
ccgaagaccc
aaaaaatgcc
cccagccggce
gtgaacgtaa
actccegtac

ccccce

taccacctce
tgacccgcag
tgctgctgaa
cgttctgeceg
tgttaaaccg
caaatcgccg
ctcececegecg
ggttcegetg
gacctceeeg
gcgtggtggt
tgttgctacc
agacatcgtt

cecggttacce

<210>5

<211>114

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> secuencia artificial

<400> 5

acccaggtta
gctatcccga
gctaaaaaaa
atcaaaaaac
ctgctggttt
ggtcgtaaat
aaaaaagaac
ctgcegcege
ccggaacege
tcectggaat
gctgctaceg
tecctecteca

gaacgtgttt

tggttatcaa
aaaaacgtgg
aagctgttaa
gtaaaacccyg
ccaccctggg
ccaaagaatc
accaccacca
tgcecgecgec
aggacctgtc
ccgacggttg
ctgctgaaaa
tgcegegtcee
ccggtggtcet

acgtcecgggt
tcgtaaaccg
agaatcctece
tgaaaccgtt
tgaaaaatcc
ctcceccgaaa
ccaccaccac
gccgecggaa
cteccteegtt
cccgaaagaa
atacaaacac
gaaccgtgaa

gtacaaatcce

cgtaaacgta
ggttccgttg
atcegtteccg
tccatcgaag
ggtaaaggtc
ggtcecgttect
tccgaatcce
ccggaatcecect
tgcaaagaag
ccggctaaaa
cgtggtgaag
gaaccggttg

ggttggtcce

atgattacga attcatatgg acgtaagaag cgtcgtcaac gtaggcggcc gecaatctaga

ctcgagccca tggccagate ttccggatgg ageccacccge agttcgaaaa ataa

<210>6

23

720
780

810

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720"
780
785

60

114
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<211> 90
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> secuencia artificial
<400> 6
atggcatatg caggtaccta tgctcgegec getgccecgec aggectcgcge cggtaccggt

ggtggccteg agcaccacca ccaccaccac

<210>7

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador

<400> 7

agctaagaag cgtcgtcaac gtaggcggec gcaatctaga ctcgagecca tggccagate 60
<210> 8

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador

<400> 8

ttcgaactgc gggtggctec atccggaaga tctggecatg ggctcgagte tagattgegg 60
<210>9

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador

<400> 9

aaacccgaat tcatatggac gtaagaagcg tcg 33
<210> 10

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

24
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<400> 10 aaacccaagc ttttattttt cgaactgcgg gtg 33

<210> 11

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 11

ccegeggecg caaggeggeg geatggtage tgggatgtta ggg 43

<210> 12

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 12 43 gggcaccatg gcgcecgecgce cgctaactct ctcggttcac ggg 43

<210> 13

<211> 100

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 13

gtcgttccat catccgtgac cgtggtccga tgtacgacga cccgaccctg cecggaaggtt

ggaccecgtaa actgaaacag cgtaaatccg gtegttecge

<210> 14

<211> 100

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 14

cgtaaatccg gtcgttccge tggtaaatac gacgtttacc tgatcaaccc gecagggtaaa

gcttteegtt ccaaagttga actgatcget tacttcgaaa

25

60

100

60
100
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<210> 15

<211> 100

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 15

‘tgaagctggt aaagctgaaa cctccgaagg ttccggttce gctecggetg ttecggaage

ttccgcecttece ccgaaacage gtegttecat catccgtgac

<210> 16
<211>100
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> cebador
<400> 16
gttaaaaaag acaaaaaaga agaaaaagaa ggtaaacacg aaccggttca gccgtecget

caccactccg ctgaaccggc tgaagctggt aaagctgaaa

<210> 17
<211> 100
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> cebador
<400> 17
tctgcgtgaa gaaaaatccg aagaccagga cctgcagggt ctgaaagaca aaccgctgaa

attcaaaaaa gttaazaaag acéaaaaaga agaaaaagaa

<210> 18

<211> 100

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 18

26

60

100

60
100

60
100
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atcacgaatt cctacggtcg taaaaaacgt cgtcagegtc gtcgtccgca gggtggtggt

atggttgctg gtatgctggg tctgecgtgaa gaaaaatccy

<210> 19
<211> 100
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> cebador
<400> 19
actgatcget tacttcgaaa aagttggtga cacctccctg gaccegaacg acttcgactt

caccgttacc ggtegtggtt ccccgtcceg tcgtgaacag

<210> 20
<211> 100
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> cebador
<400> 20
ccecegteecg tegtgaacag aaaccgeccga aaaaaccgaa atccecgaaa getcegggta

ccggtegtgg tegtggtegt ccgaaaggtt ccggtaccac

<210> 21
<211> 100
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> cebador
<400> 21
ccgaaaggtt ccggtaccac ccgtccgaaa getgctacct ccgaaggitgt tcaggttaaa

cgtgttctgg aaaaatcccce gggtaaactg ctggttaaaa

<210> 22

<211> 100

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

27

60

100

60
100

60
100

60
100
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<400> 22
gggtaaactg ctggttaaaa tgccgttcca gacctcccecg ggtggtaaag ctgaaggtgg

tggtgctacc acctccacec aggttatggt tatcaaacgt

<210> 23

<211> 123

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador

<400> 23
gaaaaatccg gtaaaggtct gaaaacctgc aaatccccgg gtcgtaaatc caaagaatcc
tccececgaaag gtcegttectce ctécgcttcc tcececgecga aaaaagaaca ccaccaccac

cac

<210> 24

<211> 123

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador

<400> 24
caggaaaccg ttctgccgat caaaaaacgt aaaacccgtg aaaccgttte catcgaagtt
aaagaagttg ttaaaccget getggtttecc accctgggtg aaaaatcecgg taaaggtctg

aaa

<210> 25

<211> 122

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador

<400> 25
tcccgaaaaa acgtggtcgt aaaccegggtt ccgttgttge tgetgetget gctgaageta
aaaaaaagct gttaaagaat c_:ctccatccg ttececgttcag gaaacegttce tgcegatcaa

aa

<210> 26

28

60
100

60
120

123

60
120
123

60
120

122
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<211> 96
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> cebador
<400> 26
cacctcecacc caggttatgg ttatcaaacg tccgggtegt aaacgtaaag ctgaagctga

cccgcagget atccecgaaaa aacgtggtcg taaacc

<210> 27

<211>123

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador

<400> 27
gcggggaggt cgggtcttcg gaggattccg gttccggegg cggeggegge ageggeggea
gcagcggaac cggagcttte ggggattegg agtggtggtg gtggtggtgg tgttcttttt

tcg

<210> 28
<211> 123
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> cebador
<400> 28
tttagceggt tcttteggge aaccgtcgga ttccagggaa ccaccacgcg geatttttte

ttectttgcaa acggaggagg acaggtcctg cggttceccagge ggggaggtcg ggtcttegga
gga

<210> 29

<211> 123

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 29

29

60
96

60
120

123

60
120

123
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cgcggcatgg aggaggaaac gatgtcttta cgttcacctt caccacggtg tttgtatttt
tcagcagcgg tagcageggt agcaacagec ggci:gggttt tagceggttc tttcgggeaa

ccg

<210> 30
<211> 98
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> cebador
<400> 30
ggatttgtac agaccaccgg aaacacgttc ggtaacecggg gtacgggagt caaccggttce

ttcacggtte ggacgcggca tggaggagga aacgatgt

<210> 31

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 31 cccccctgta caggecgcecg ctaactctct cgg 33
<210> 32

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 32

ggctgcccca aggagccagc taaga 25
<210> 33

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 33

acgtaagaag cgtcgtcaac gtaggcggcec gcaggg 36

30

60
120

123

60

98
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<210> 34

<211> 100

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 34
caacgtaggc ggccgcaggg tggtggtget gctgetgetg ctgetgetee gteceggtggt
ggtggtggtg thaagaaga acgtctggaa gaaaaatccg

<210> 35

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador

<400> 35

ttcagecggtt tgtctttcag accctgcagg tcctggtett cggatttttc ttccagacgt
tette '

<210> 36

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador

<400> 36

ccceecgcat atggagttge tggtatgetg ggtctgegtg 40
<210> 37

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador

<400> 37

cccecccctt gtacagaccg ctaactetct cggtcacggg cgt 43
<210> 38

<211> 39

31

60
100

60
65
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador

<400> 38

cccccctcat gaagtatgga cgtaagaagc gtcgtcaac 39
<210> 39

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador

<400> 39

ggggggctcg aggcecgcctt tttcgaactg cgggtggctc catc 44
<210> 40

<211> 53

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador

<400> 40

catatgcagg tacctatgct cgcgecgcetg cccgecaggce tecgegeeggt ace 53
<210> 41

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador

<400> 41 gccaccaccg gtaccggcgce gagcctggeg 30
<210> 42

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador

<400> 42

ccceccatgg catatgcagg tacctatgca cgegecg 37

32
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<210> 43

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 43

tttccctcga ggecaccacc ggtaccggeg c 31
<210> 44

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 44

ccccceccat atggacacca ccatcaccac catcccacca tg 42
<210> 45

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 45

ctgcacgggc tcatgcttge cctct 25
<210> 46

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 46

ctcgagtgag atccggctgc taacaaag 28
<210> 47

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

33
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<223> cebador

<400> 47

ggactccaac gtcaaagggc gaaaaac 27
<210> 48

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 48

cagaagacca ggacctccag ggcc 24
<210> 49

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 49

ctctcgggct caggtggagg tgg 23
<210>50

<211> 1539

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> secuencia optimizada de codon

<400> 50

34



tatggacgta
gctgctgetce
gaagaccagg
gacaaaaaag
gctgaacegg
gttccggaag
atgtacgacg
ggtcgtteeg
tccaaagttg
gacttcgact
aaaaaaccga
tccggtacea
gaaaaatccc

gctgaaggtg

aaacgtaaag
tcegttgttg
cgttcegtte
atcgaagtta
aaaggtctga
cgttcctect
gaatccccga
gaatcctceg
aaagaagaaa
gctaaaaccc
ggtgaaggtg

ccggttgact

agaagcgtcg
cgtceggtgg
acctgcaggg
aagaaaéaga
ctgaagctgg
cttcegette
acccgacect
ctggtaaata
aactgatcgce
tcaccgttac
aatccccgaa
ccegtecgaa
cgggtaaact

gtggtgctac

ctgaagctga
ctgectgctge
aggaaaccgt
aagaagttgt
aaacctgcaa
ccgcatéctc
aagctceggt
aagacccgac
aaatgccgcg
agecggetgt
aacgtaaaga

ccegtaccee

ES 2362 1957T3

tcaacgtagg
tggtggtggt
tctgaaagac
aggtaaacac
taaagctgaa
cccgaaacag
gccggaaggt
cgacgtttac
ttacttcgaa
cggtegtggt
agctceccgggt
agctgctacce
gctggttaaa

cacctcecace

ccecgecagget
tgctgaagcet
tectgeecgate
taaaccgctg
atcccegggt
cccgccgaaa
tecgetgetg
ctececeecgecg
tggtggttcc
tgctaccgcet
catcgtttce

ggttaccgaa

<210> 51

<211> 1506

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> secuencia optimizada de codon

cggccgcagg
ggtgaagaag
aaaccgctga
gaaccggtte
acctccgaag
cgtegttcea
tggacccgta
ctgatcaacc
aaagttggtg
tceeegtece
accggtcgtg
tccgaaggtg
atgecegttce

caggttatgg

atcccgaaaa
aaaaaaaaag
aaaaaacgta
ctggtttcca
cgtaaatcca
aaagaacacc
ccgecgetge
gaaccgcagg
ctggaatccg
gctaccgcetg
tcctecatge

cgtgtttce

35

gtggtggtgc
aacgtctgga
aattcaaaaa
agecgtcege
gttceggttce
tcatecgtga
aactgaaaca
cgcagggtaa
acacctcect
gtcgtgaaca
gtegtggteg
ttcaggttaa
agacctcece

ttatcaaacyg

aacgtggtcyg
ctgttaaaga
aaaccegtga
ccctgggtga
aagaatccte
accaccacca
cgccgecgece
acctgtccte
acggttgccc
ctgaaaaata

cgcgtccgaa

tgctgctgcet
agaaaaatcc
agttaaaaaa
tcaccactce
cgctecegget
ccgtggtecg
gcgtaaatce
agctttccgt
ggacccgaac
gaaaccgcceg
tcegaaaggt
acgtgttctg
gggtggtaaa

tccgggtegt

taaacecgggt
atcﬁtccatc
aaccgtttce
aaaatccggt
cccgaaaggt
ccaccactcc
gccggaaccg
ctecgtttge
gaaagaaccg
caaacaccgt

ccgtgaagaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1539



<400> 51

‘tatggacgta
atgctgggtc
ccgctgaaat
ccggttcage
tccgaaggtt
cgttccatca
écccgtaaac
atcaacccge
gttggtgaca
ccgtcccgtce
ggtcgtggte

gaaggtgtte

ccgttccaga
gttatggtta
ccgaaaaaac
aaaaaagctg
aéacgtaaaa
gtttccaccc
aaatccaaag
gaacaccacc
ccgcectgecge
ccgcaggacc
gaatccgacg
accgctgcetg
tccatgecge

gtttece

agaagcgtcg
tgcgtgaaga
tcaaaaaagt
cgtcegetcea
ccggtteege
tccgtgaccg
tgaaacagcg
agggtaaagc
cctceectgga
gtgaacagaa
gtggtegtec

aggttaaacg

ccteceeeggg
tcaaacgtcc
gtggtcgtaa
ttaaagaatc-
ccecgtgaaac
tgggtgaaaa
aatcctecce
accaccacca
cgcecgeegec
tgtcctecte
gttgccecgaa
aaaaatacaa

gtccgaaccg

<210> 52

<211> 513

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2362 1957T3

tcaacgtagg
aaaatccgaa
taaaaaagac
ccacteccgcet
tceggetgtt
tggtccgatg
taaatccggt
tttecegttec
cccgaacgac
accgccgaaa
gaaaggttcc

tgttctggaa

tggtaaagct
gggtcgtaaa
accgggttce
ctccatcegt
cgtttccate
atccggtaaa
gaaaggtcgt.
ccacteccgaa
ggaaccggaa
cgtttgcaaa
agaacecggcet
acaccgtggt

tgaagaaccg

cggccgeagyg
gaccaggace
aaaaaagaag
gaaccggctg
ccggaagctt
tacgacgacc
cgttecgetg
aaagttgaac
ttcgacttca
aaaccgaaat
ggtaccaccc

aaatcccegg

gaaggtggtg
cgtaaagcetg
gttgttgctg
tcegttcagg
gaagttaaag
ggtctgaaaa
tcctectecg
tceceecgaaag
tcctecgaag
gaagaaaaaa
aaaacccagc
gaaggtgaac

gttgactccc

36

gtggtggtat
tgcagggtct
aaaaagaagg
aagctggtaa
ccgetteecce
cgaccctécc
gtaaatacga
tgatcgctta
ccgttaccgg
ccccgaaagce
gtccgaaagce

gtaaactgct

gtgctaccac
aagctgacce
ctgctgctge
aaaccgttct
aagttgttaa
cctgcaaatc
catcctcccee
ctccggttcee
acccgacctc
tgccgegtgg
cggctgttge
gtaaagacat

gtacceceggt

ggttgctggt
gaaagacaaa
taaaca;gaa
agctgaaacc
gaaacagcgt
ggaaggttgg
cgtttacctg
cttcgaaaaa
tegtggttee
tcegggtace
tgctacctcece

ggttaaaatg

ctccacccag
gcaggctatce
tgaagctaaa
gccgatcaaa
accgctgctg
ccecgggtegt
gccgaaaaaa
gctgctgeeg
cccgceggaa
tggttcectg
taccgctget
cgtttecctee

taccgaacgt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
€00
660
720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1506



<223> proteina de fusion

<400> 52

Tyr Gly Arg Lys
1

Ala Ala Ala Ala
20

Glu Glu Arg Leu
35

Lys Asp Lys Pro
50

Glu Lys Glu Gly
65

Lys

Ala

Glu

Leu

Lys

Arg

Ala

Glu

Lys

His

Arg

Ala

Lys

Phe

55

Glu

ES 2362 1957T3

Gln

Pro

Ser

40

Lys

Pro

Arg

Ser

25

Glu

Lys

Val

Arg

Gly

Asp

Val

Gln

37

Arg

Gly

Gln

Lys

Pro
75

Pro Gln

Gly Gly

Asp Leu
45

Lys Asp
60

Ser Ala

Gly

Gly

30

Gln

Lys

His

Gly

15

Gly

Gly

Lys

His

Gly

Glu

Leu

Glu

Ser
80



Ala
Ser
Ser
Glu
Gly

145

Ser

Ser
Pro
Arg
225
Glu
Pro
Met

Gln

Ala
305

Glu
Ala
Ile
Gly
130
Lys
Lys
Asp
Arg
Gly
210
Pro
Lys
Gly
Val
Ala
290

Ala

Ser

Pro
Pro
Ile
115
Trp
Tyr
Val
Pro
Arg
195
Thr
Lys
Ser
Gly
Ile
275
Ile

Ala

Val

Ala

100

Arg

Thr

Asp

Glu

Asn

180

Glu

Gly

Ala

Pro

Lys.

260

Lys

Pro

Ala

Gln

Glu

Val

Asp

Arg

Val

Leu

165

Asp

Gln

Arg

Ala

Gly

245

Ala

Arg

Lys

Glu

Glu
325

Ala
Pro
Arg
i,ys
Tyr
150
Ile
Phe
Lys
Gly
Thr

230

Lys

Glu

Pro

Lys

Ala

310

Thr

Gly
Glu
Gly
Leu
135
Leu
Ala
Asp
Pro
Arg
215
Ser
Leu
Gly
Gly
Arg
295

Lys

vVal
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Lys

Ala

Pro

120

Lys

Ile

Tyr

Phe

Pro

200

Gly

Glu

Leu

Gly

Arg

280

Gly

Lys

Leu

Ala

Ser

105

Met

Gln

Asn

Phe

Thr

185

Lys

Arg

Gly

vVal

Gly

265

Lys

Arg

Lys

Pro

Glu

20

Ala

Tyxr

Arg

Pro

Glu

170

Val

Lys

Pro

val

Lys

250

Ala

Arg

Lys

Ala

Ile
330

38

Thr

Ser

Asp

Lys

Gln

155

Lys

Thr

Pro

Lys

Gln

235

Met

Thr

Lys

Pro.

Val
315

Lys

Ser

Pro

Asp

Ser

140

Gly

Val

Gly

Lys

Gly

220

val

Pro

Thr

Ala

Gly
300

Lys

Lys

Glu

Lys

Pro

125

Gly

Lys

Gly

Arg

Ser

205

Ser

Lys

Phe

Ser

Glu

285

Ser

Glu

Arg

Gly
Gln

110

Thr

Ala

Asp

Gly

190

Pro

Gly

Arg

Gln

Thr

270"

Ala

Val

Ser

Lys

Ser

95

Arg

Leu

Ser

Phe

Thr

175

Ser

Lys

Thr

Val

Thr

255

Gln

Asp

Val

Ser

Thr
335

Glyl
Arg
Pro
Ala _ '
Arg
160
Ser
Pro
Ala
Thr
Leu
240
Ser
Val
Pro
Ala
Ile

320

Arg



Glu
Se;‘
Pro
Ala
385
Glu
Pro
Gln
Gly
Pro

465

Gly

Asn

Ser

Thr

Thr

Gly

370

Ser

Ser

Pro

Asp

Ser

450

Ala

Glu

Arg

<210> 53

<211> 502

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

Val

Leu

355

Arg

Ser

Pro

Glu

Leu

435

Leu

Val

Gly

Glu

Ser

340

Gly

Lys

Pro

Lys

Pro

420

Ser

Glu

Ala

Glu

Glu
500

<223> proteina de fusion

<400> 53

Ile
Glu
Ser
Pro
Ala
4 05.
Glu
Ser
Ser
Thr
Arg

485

Pro

Glu

Lys

Lys

Lys

390

Pro

Ser

Ser

Asp

Ala

470

Lys

Val

Val
Ser
Glu
375

Lys

Val

Ser
Val
Gly
455
Ala

Asp

Asp
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Lys
Gly
360
Ser
Glu
Pro
Glu
Cys
440
Cys
Thr

Ile

Ser

Glu

345

Lys

Ser

His

Leu

Val

Gly

Pro

Leu

410

Asp

425

Lys

Pro

Ala

Val

Arg
505

Pro

Glu

Lys

Ala

Ser

450

Thr

39

Val

Leu

Lys

His

395

Pro

Thr

Glu

Glua
Glu
475

Ser

Pro

Lys

Lys

Gly

380

His

Pro

Ser

Lys

Pro

460

Lys

Ser

Val

Pro
Thr
365
Arg
His
Leu
Pro
Met
445
Ala
Tyxr

Met

Thr

Leu

350

Cys

Ser

Pro

Pro

430

Pro

Lys

Lys

Pro

Glu
510

Leu

Lys

Ser

His

Pro

415

Glu
Arg
Thr
His
Arg

495

Arg

vVal

Sex

Ser

Ser -

400

Pro

Pro

Gly

Gln

Arg

480

Pro

Val



Tyr
Met
Asp
Lys
Ser
. 65

Ser
Pro
A;p
Ser
Gly
145
Val
Gly
Lys
Gly
Val

225

Pro

Gly

val

Leu

Asp

50

Ala

Glu

Lys

Pro

Gly

130

Lys

Gly

Arg

Ser

Ser

210

Lys

"Phe

Arg
Ala
Gln
35

Lys
His
Gly
Gln
Thr
115
Arg
Ala
Asp
Gly
Pro

195

Gly

Gln

Lys
Gly
20

Gly
Lys

His

Ser

Arg

100

Leu

Ser

Phe

Thr

Ser

180

Lys

Thr

Val

Thr

Lys

Met

Leu

Glu

Ser

Gly

Arg

Pro

Ala

Arg

Ser

165

Pro

Ala

Thr

Leu

Ser
245

Arg
Leu
Lys
Glu
Ala
70

Ser

Sexr

Glu

Gly

Ser

150

Leu

Ser

Pro

Arg

Glu

230

Pro

Arg

Gly

Asp

Lys

55

Glu

Ala

Ile

Gly

Lys

135

Lys

Asp

Arg

Gly

Pro

215
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<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> dominio de transduccién de la proteina

<400> 54

Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg
1 5 10
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido que comprende (i) una proteina MeCP2 o fragmento bioldgicamente activo o un derivado de dicha
proteina o fragmento, y (ii) un dominio de transduccién de la proteina, en donde la proteina MeCP2 se fusiona con el
dominio de transduccion de la proteina,

para utilizar en un método para tratar una enfermedad neurodegenerativa o una enfermedad del desarrollo
neuroldgico; en donde dicho fragmento comprende al menos 150 aminoacidos de la proteina MeCP2; y en donde
dicho derivado de dicha proteina o fragmento tiene al menos 60% de identidad con dicha proteina MeCP2 o
fragmento de esta; y en donde dicho fragmento o dicho derivado tiene al menos 60 % de dicha actividad biolégica,
segun se determina por un ensayo de transcripcion in vitro descrito por Nan, X et al., Cell 88: 471-481 (1997).

2. Un polipéptido que comprende (i) una proteina MeCP2 o un fragmento bioldgicamente activo o un derivado de
dicha proteina o fragmento, y (ii) un dominio de transduccién de la proteina, en donde la proteina MeCP2 se fusiona
con el dominio de transduccion de la proteina,

para utilizar en un método para tratar el sindrome de Rett; en donde dicho fragmento comprende al menos 150
aminoacidos de la proteina MeCP2; y en donde dicho derivado de dicha proteina o fragmento tiene al menos 60 %
de identidad con dicha proteina MeCP2 o fragmento de esta; y en donde dicho fragmento o dicho derivado tiene al
menos 60% de dicha actividad bioldgica, segiin se determina por un ensayo de transcripcion in vitro descrito por
Nan, X et al., Cell 88: 471-481 (1997).

3. El polipéptido de la reivindicacion 1, en donde la enfermedad del desarrollo neurolégico se debe a una reduccion
de la expresién de MeCP2 o a una funcién deteriorada de MeCP2.

4. El polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el dominio de transduccion de la proteina se
deriva de la proteina transactivador transcripcional del virus-1 de inmunodeficiencia humana (proteina TAT).

5. El polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde la proteina MeCP2 o fragmento biol6gicamente
activo o derivado de esta es de origen humano.

6. El polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde la proteina MeCP2 o el fragmento
biolégicamente activo o derivado de esta, es la isoforma el de MeCP2 humana o la isoforma e2 de MeCP2 humana
o un fragmento biolégicamente activo de esta, o un derivado de dichas isoformas o dichos fragmentos.

7. El polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde dicho dominio de transduccion de la proteina
tiene al menos 60%, en particular al menos 70% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoécido del
dominio de transduccion de la proteina TAT (SEQ ID NO.54).

8. El polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde el tratamiento comprende la administracion del
polipéptido a un mamifero.

9. El polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en donde dicho polipéptido esta incluido en una
composicién farmacéutica.

10. El polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde dicha composicion farmacéutica se administra
a una dosificacion de 0.1-200 pg de polipéptido por g de peso corporal del mamifero.

11. El polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde dicha composicion farmacéutica se
administra al menos una vez al dia o cada dos dias

12. Uso de un polipéptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-11, para la fabricacién de una
composicion farmacéutica para la prevencion y/o terapia de una enfermedad neurodegenerativa o del desarrollo
neuroldgico.

13. El uso de la reivindicacion 12, en donde la enfermedad del desarrollo neurolégico se debe a una reduccion de la
expresion de MeCP2 o con una funcion deteriorada de MeCP2, particularmente en donde la enfermedad del
desarrollo neuroldgico es el sindrome de Rett.
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