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Efectos fenotipicos de variantes géenicas en genes

asociados a cardiopatias congénitas

Las cardiopatias congénitas (CC) abarcan un amplio espectro de anomalias en
la estructura del corazon y los grandes vasos. Tienen una prevalencia mundial que
oscila entre 6 y 9 de cada 1000 nacimientos y se destacan como causa de muerte
prenatal, neonatal e infantil y de morbilidad en edad pediatrica.

El gen NKX2-5 codifica para un factor de transcripcién crucial para el desarrollo
del corazén. Es el primer factor de transcripcion para el cual se observé una asociaciéon
entre sus variantes génicas (VGs) y el desarrollo de CC. Desde entonces, se han

descrito multiples variantes en NKX2-5 potencialmente causales de CC.

En este trabajo nos propusimos desarrollar un flujo de trabajo para VGs de
NKX2-5 que permita el estudio predictivo de su patogenicidad y su interaccidon con

otras proteinas que se asocien funcionalmente en el desarrollo del corazén.

Se recopilaron todas las VGs de NKX2-5 de bases de datos, publicaciones
cientificas y trabajos previos incluyendo variantes de pacientes del Centro Nacional de
Genética Médica. También se caracterizaron todas las variantes de cambio de sentido
posibles de la region estructurada de NKX2-5 (el homeodominio, HD). Por ultimo, se

caracterizaron todos los sitios de union de NKX2-5 en el genoma humano y de raton,



asi como los sitios de unién cercanos de 6 factores de transcripcion relacionados, y se

estudiaron los Gene Ontology terms (GO-terms) de genes cercanos.

De esta forma, se recopilaron 1389 VGs de NKX2-5, de las cuales 144 fueron
clasificadas como patogénicas. Estudiando su distribucién, observamos una
concentracion de variantes clasificadas como patogénicas en la tercera alfa hélice del
HD, la cual esta en contacto con el ADN. Haciendo foco en fenotipos especificos,
analizamos los fenotipos mas comunmente asociados a VGs patogénicas de NKX2-5y
su distribucion a lo largo del gen. Observamos una abundancia de fenotipos asociados
con comunicacion interauricular, comunicacién interventricular 'y bloqueo
atrioventricular.  Otros fenotipos presentaron frecuencias menores al 20%. En
particular, se destaco la sobrerrepresentacion de bloqueo atrioventricular en VGs de
gran efecto en NKX2-5 y la distribucién de VGs asociadas a Tetralogia de Fallot

principalmente fuera del homeodominio.

Se complemento el estudio realizado con el analisis de las 337 VGs de cambio
de sentido posibles en el HD, para las cuales definimos una jerarquia de potenciales
efectos en la funcionalidad de NKX2-5. Con estos resultados, estimamos una
explicacion funcional para 29 de las 36 VGs patogénicas de cambio de sentido del HD,
y propusimos los potenciales efectos para 186 de las 301 VGs restantes, basandonos

en predicciones in silico.

Por otro lado, se recopilaron sitios de union de NKX2-5 a partir de estudios de
ChIP-seq. Para el genoma humano se obtuvieron 7730 potenciales sitios y 3130 en
ratbn, con 1021 y 1257 genes cercanos probablemente regulados por NKX2-5,
respectivamente. Para cada uno de estos sitios, se analiz6 también la co-ocurrencia de
sitios de unién de otros 6 factores de transcripcién (TBX20, MEIS1, TGIF1, GATA4,
TAL1, MAF) y se registraron GO-terms de genes cercanos. De este analisis se

seleccionaron 21 genes de interés para los cuales se investigd su asociacion a CC.

Con el estudio de VGs patogénicas, los distintos genes seleccionados y sus

fenotipos patogénicos asociados, se sugirieron genes y vias funcionales de interés para



estudios a futuro, entre ellos, TBX5 para el estudio de fenotipos relacionados a bloqueo
atrioventricular y ZIC3 para el estudio de fenotipos relacionados a heterotaxia.

Por ultimo, se cred un flujo de trabajo con la potencialidad de ser aplicado a

otros genes y se definié una lista de genes sugeridos para estudiar de esta manera.

En resumen, mediante un analisis exhaustivo de sitios de union al genoma,
genes potencialmente regulados, asi como la contribucién biologica de todas las
posibles variantes de cambio de sentido en el HD, nuestros resultados contribuyen a
reducir la brecha en el entendimiento de la relacion genotipo-fenotipo entre VGs en
NKX2-5 y CC. Asimismo, fue posible definir posibles mecanismos implicados en el
desarrollo de CC a partir de interacciones con otros factores de transcripcion vy
proponer un flujo de trabajo y genes de interés para aplicarlo y direccionar futuros

estudios in vitro, asi como de casos clinicos.

Palabras claves: NKX2-5; Cardiopatias congénitas; Variantes génicas; Sitios de

union; Factores de transcripcion.



Phenotypic effect of genetic variants in genes

associated with congenital heart disease

Congenital heart defects (CHD) encompass a broad spectrum of anomalies in the
structure of the heart and great vessels. They affect between 6 and 9 births worldwide

and stand out as a cause of prenatal, neonatal and infant death and pediatric morbidity.

The NKX2-5 gene encodes for a transcription factor that is a key factor in heart
development. It's the first transcription factor for which an association between its
genetic variants (GVs) and CHD development was observed. Since then, multiple
NKX2-5 GVs have been observed to potentially cause CHD.

In this work, we developed a pipeline to study NKX2-5 GVs to allow the
predictive study of its pathogenicity and its interaction with other proteins that are also

functionally associated with heart development.

In order to do this, we gathered all of NKX2-5's GVs from public databases,
scientific papers and previous works including variants from Centro Nacional de
Genética Médica patients. We also characterized all the possible missense variants in
the structured region of NKX2-5, the homeodomain (HD). Lastly, we compiled all of

NKX2-5’s binding sites in the human and mouse genomes, as well as nearby binding



sites from other 6 transcription factors that are closely associated with NKX2-5, and we

studied the nearby genes’ Gene Ontology (GO) terms.

With this analysis, we compiled 1389 NKX2-5 GVs, of which 144 were classified
as pathogenic. Studying their distribution, we observed that pathogenic variants were
concentrated in the third alpha-helix of the HD, which is in contact with the DNA.
Regarding specific phenotypes, we were able to describe the phenotypes most
commonly associated with pathogenic GVs in NKX2-5 and their distribution. In this way,
we were able to observe an abundance of atrial septal defects, ventricular septal
defects and atrioventricular block, with other phenotypes being associated with less
than 20% of pathogenic GVs. Of note, we found an overrepresentation of
atrioventricular block in GVs with big effects on the NKX2-5 protein. We also observed
that most pathogenic GVs associated with Tetralogy of Fallot were located outside of
the homeodomain.

We further complemented the study with the analysis of the 337 possible
missense GVs in the NKX2-5 HD, for which we defined a hierarchy of potential effects
on normal NKX2-5 functionality. With these results, we were able to estimate a
functional explanation for 29 of the 36 pathogenic missense GVs in the HD, and we
proposed potential effects for 186 of the 301 remaining GVs, going by our in silico

predictors.

In addition, we compiled NKX2-5 binding sites in human and mouse genomes
from ChIP-seq studies. We obtained 7730 binding sites in human cells and 3130 in
mice, with 1021 and 1257 nearby genes that are probably regulated by NKX2-5,
respectively. For each one of these sites, we also analyzed co-occurrence of binding
sites of 6 other transcription factors (TBX20, MEIS1, TGIF1, GATA4, TAL1l, MAF),
recorded the GO-terms of nearby genes and selected 21 genes to study their

association with CHD.

With the study of pathogenic GVs, selected genes and their associated

pathogenic phenotypes, we proposed genes and functional pathways of interest to



future studies. These are TBX5 for the study of atrioventricular block associated
phenotypes and ZIC3 for the study of heterotaxy associated phenotypes.

Lastly, we created a workflow that could be applied to other genes and defined a

list of suggested genes to be studied with it.

In summary, our results help to narrow the gap in our understanding of the
genotype-phenotype between NKX2-5 GVs and CHD, contributing with an exhaustive
analysis of genome binding sites, potentially regulated genes, as well as the biological
contribution of all possible missense variants in the HD, accessible for future clinical
cases. On the other hand, defining CHD development pathways from interaction with
other transcription factors and proposing a workflow and interesting genes to apply it on

to direct future studies.

Keywords: NKX2-5; Congenital heart defects; Genetic variants; Binding sites;

Transcription factors.
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1. Introducciodn



1.1. Cardiopatias congeénitas

1.1.1. Generalidades y epidemiologia

Las cardiopatias congénitas (CC) son anomalias que se manifiestan desde el
nacimiento, se caracterizan por el desarrollo irregular del corazén en el periodo
embrionario-fetal y afectan entre 6 y 9 de cada 1000 nacimientos [1-3]. Abarcan un amplio
espectro de defectos de cavidades cardiacas y/o grandes vasos que incluyen tanto
defectos sin significancia clinica como defectos complejos que conllevan un riesgo para la
vida. La mayoria son toleradas intrauterinamente y so6lo se manifiestan después del

nacimiento [3], por lo que es de gran interés su deteccion temprana [4].

El tipo mas comun de CC es la comunicacion intraventricular (CIV), seguido de la
comunicacion interauricular (CIA) y el ductus arterioso persistente (DAP). La prevalencia
de estas lesiones, cominmente consideradas “leves”, ha aumentado en las Ultimas
décadas. Esto posiblemente se deba a avances que permiten una deteccidon mas precisa,
mientras que las lesiones graves mantienen una prevalencia relativamente constante
[2,5].

Las CC pueden ocurrir como un defecto de nacimiento aislado o en conjunto con
anomalias extracardiacas, incluyendo malformaciones craneofaciales, otras anomalias
congénitas, anormalidades en el desarrollo y/o retraso en el crecimiento [6,7]. Diversos
estudios estiman que el riesgo general de recurrencia es del 2 al 10% [1], con una
variacion segun la malformacién en cuestion, lo que indicaria que algunas anomalias

poseen un mayor componente hereditario que otras [1].
1.1.2. Clasificaciones de las cardiopatias congénitas

Existen diversas clasificaciones de las CC que tienen en cuenta distintos factores y
utilizan distintos criterios de clasificacion [8]. En la Figura 1 se pueden ver

esquematizados corazones con algunos subtipos de CC.



Figura 1. Esquemas de distintas cardiopatias congénitas (CC). A. Corazon normal.

B. Comunicacion interauricular (CIA). C. Comunicacion interventricular (CIV). D. Canal
auriculoventricular (Canal AV). E. Tetralogia de Fallot; (1) Estenosis pulmonar, (2) CIV,
(3) Dextroposicion de la aorta; (4) Hipertrofia ventricular derecha. F. Coartacion de la aorta.
G. Estenosis adrtica. H. Estenosis pulmonar. I. Anomalia de Ebstein. J. Ductus arterioso
persistente (DAP). K. Truncus arterioso persistente (TAP); (1) Continuacion de la arteria
pulmonar y la aorta, (2) Abertura entre los ventriculos. L. Transposicién de grandes vasos
(TGV). Fuentes: A-H, J y L, http://www.dra-amo.com/styled-10/index.html; I, Jost y col., 2007;
K, Stanford Children’s Hospital (http://www.stanfordchildrens.orq).

Desde el punto de vista clinico, una de las clasificaciones mas usadas es aquella
gue considera si la CC es acianética o cianoética [9]. Este tipo de clasificacion, propuesta
por la Society of Thoracic Surgeons National Congenital Heart Surgery Database
Committee, 2000 [10], se muestra en la Tabla 1.



Tabla 1. Clasificacién de las cardiopatias congénitas segun la Society of Thoracic

Surgeons National, Congenital Heart Surgery Database Committee, 2000.

Cardiopatias
congeénitas
acianoticas

Con desviaciones del
flujo sanguineo de
izquierda a derecha

Comunicacion interauricular (CIA)

Comunicacion interventricular (CIV)

Defecto del canal auriculoventricular completo (CAVC)

Ventana aortopulmonar (Ventana AP)

Ductus arterioso persistente (DAP)

Con lesiones
obstructivas del lado
izquierdo

Coartacion de la aorta (CoA)

Estenosis adrtica congénita

Interrupcion del arco aértico (I1AA)

Estenosis mitral

Cardiopatias
congénitas
cianoticas

Lesiones asociadas
con disminucién de la
circulacion pulmonar

(desviacién de derecha
a izquierda)

Tetralogia de Fallot (TDF)

Estenosis de la valvula pulmonar (EP)

Con septo ventricular
intacto (AP/SVI)

Con comunicacion
interventricular (AP/CIV)

Atresia pulmonar (AP)

Atresia tricuspidea

Anomalia de Ebstein (AE)

Lesiones asociadas
con incremento de
circulacién pulmonar
(mezcla de sangre
completa)

Con septo ventricular

Transposicion de grandes intacto

vasos (TGV)

Con comunicacion
interventricular (TGV/CIV)

Doble salida del ventriculo derecho (DSVD)

Conexién venosa pulmonar anémala

Trunco arterioso persistente (TAP)

Fisiologia de un
ventriculo

Sindrome del corazon izquierdo hipoplésico (SCIH)

Doble entrada del ventriculo izquierdo (DEVI)

Otra forma de clasificar las CC es teniendo en cuenta su origen [11]. En esta

clasificacion se identifican 4 factores principales como los responsables de la mayoria

de las cardiopatias congénitas: problemas en la migracién del tejido mesenquimal,

problemas de hemodinamica, problemas en la regulaciébn de la muerte celular,

anormalidades en la matriz celular.



Las CC también se pueden clasificar segun la parte del corazén que afectan, y
los dos tipos mas comunes de CC en esta clasificacion son las cardiopatias septales y
las cardiopatias conotroncales. Los defectos septales son las anomalias mas
frecuentes, constituyendo el 50% de las CC. Estos defectos incluyen: la comunicacion
interventricular, la comunicacion interauricular y el canal auriculo-ventricular. Pueden
estar asociados a sindromes de origen génico y cromosomico, pero constituyen la
mayor proporcion de los defectos cardiacos aislados [12]. Las anomalias conotroncales
afectan la formacion de los tractos de salida y el arco adrtico, entre las que se incluyen
la Tetralogia de Fallot (TDF), la atresia pulmonar con comunicacion interventricular, la
transposicion de grandes vasos (TGV), el ventriculo derecho con doble salida, el tronco
arterioso persistente y la interrupcion del arco aortico. Las mas frecuentes son TDF y
TGV. Constituyen del 20 al 30% de las CC y son la primera causa de cianosis de origen

cardiaco durante el primer afio de vida [13].
1.1.3. Etiologia de cardiopatias congénitas

En la mayoria de los casos de CC no se puede establecer causalidad directa.
Alrededor de 60% de los casos son considerados de etiologia desconocida o
multifactorial, probablemente afectados por factores tanto genéticos como ambientales
[14,15].

Las causas no genéticas asociadas a CC incluyen teratbgenos ambientales,
exposicion a ciertas drogas y/o medicamentos, agentes infecciosos y otros factores de la

salud personal [15-22].

Por otro lado, aun en casos sin causalidad directa establecida, se ha observado
recurrencia familiar en el desarrollo de CC, por lo que se estima que existe gran influencia

de factores genéticos [1,14,23].

En los casos en los que se puede asociar factores genéticos al desarrollo de CC,
las anomalias cromosémicas se detectan entre el 6% y el 14% de los pacientes,
principalmente en casos que presentan alguna otra malformacion ademas de la cardiaca
[24]. Otros pacientes poseen microdeleciones o microduplicaciones, comunmente

denominadas CNVs (siglas en inglés para Copy Number Variations), como causa de su
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afeccion. Diferentes estudios estiman una prevalencia de CNVs en CC que oscila entre el
5y el 30% de los afectados [15,25-27].

En aproximadamente 5-10% de los pacientes, las CC serian el producto de la
alteracién en un unico gen. Se estima que hay alrededor de 400 genes asociados a CC y
gue este numero puede seguir en aumento en futuros estudios [15,22]. En general, a los
genes implicados se los relaciona a una de las siguientes tres categorias: regulacion de la
transcripcion, transduccion de sefiales o proteinas estructurales cardiacas. Algunos
ejemplos incluyen a los genes NKX2-5, NKX2-6, GATA4, GATA5, GATAG, IRX4, TBX20,
TBX5, NOTCH1, NOTCH2, ELN, entre otros [22,28-33].

Es destacable que diversos estudios en distintos genes con variantes génicas
(VGs) asociadas a CC mostraron que una misma variante se asocia con diferentes
malformaciones cardiacas en distintos individuos y que variantes de distintos genes se
asocian a un mismo tipo de malformacién cardiaca [29]. Aun asi, la distribucién de
subtipos de CC asociados a factores de transcripcion en particular tienen diferencias y
tendencias de asociacion a distintos subtipos [34-37].

En particular, el gen NKX2-5 (OMIM: *600584; UniProt_ID: P52952) fue el primer
factor de transcripcion para el cual se observé una asociacién entre variantes génicas y
CC [32,38,39]. Desde entonces y hasta el dia de hoy se hallaron numerosas variantes en
NKX2-5 asociadas a CC [40].

1.2. Gen NKX2-5

El gen NKX2-5, también conocido como CSX, se encuentra ubicado en el
cromosoma 5, en la region cromosOmica 5934 [41]. Se expresa mayoritariamente en
tejido cardiaco desde el periodo fetal y juega un rol significativo en el desarrollo del
nodo auriculoventricular, asi como en el mantenimiento de su funcién a lo largo de la
vida adulta [41,42]. También se expresa en tiroides [43] y el bazo [44,45] durante su

desarrollo.



1.2.1. Origen evolutivo

NKX2-5 pertenece a la familia NK de genes homeobox. Esta altamente
conservado en diferentes especies y se encuentra presente desde moscas a humanos
[46,47]. En particular, el homeodominio, su region mas conservada, tiene un 100% de
identidad de secuencia proteica y 94% de identidad para su secuencia de ADN
correspondiente entre NKX2-5 humano y Nkx2-5 de ratén [47,48].

La familia NK comprende un grupo de genes asociados a la diferenciacion
celular y regulacion del tejido mesodérmico. Los genes de regulacion del ectodermo
(Genes HOX), mesodermo (Genes NK) y endodermo (Genes ParaHox) tienen un
origen evolutivo comun en el linaje de los animales (Figura 2) [49].

ParaHox gene cluster
N =N .

()

X /

Il BN BN BN B _ I N o
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Figura 2. Papel hipotético de los clusters Hox, ParaHox y NK homeobox en el patron de
tejidos neurales, intestinales y mesodérmicos en un animal bilateral temprano. Cluster
Hox en azul, cluster NK en rojo, cluster ParaHox en verde.

Se cree que el primer gen precursor de las tres familias génicas fue un gen de la
clase homeobox-ANTP (Figura 3). En un primer paso, el gen ANTP ancestral se
duplico, dando lugar a un gen similar a ProtoHox y a un gen ProtoNK. A través de una
serie de duplicaciones en tandem, cada familia se expandio para formar un clister NK
(Figura 3, color verde) y una serie de genes similares a Hox (Figura 3, pasos 3-6, varios
colores) que conducen finalmente (Figura 3, paso 7) a la generacion de los clusteres
Hox y ParaHox, incluidos Evx y Meox (Figura 3, color gris), asi como los genes Hox

extendidos (Figura 3, color azul claro).



Se estima que en el Ultimo ancestro comun entre protostomados Yy
deuterostomados se produjo la composicion particular de un megacluster. Mediante las
rupturas cromosomicas, el megacluster qued6 separado en al menos tres regiones,
dando tres bloques principales que se conocen como las regiones ParaHox, Hox y NK
(flechas de la Figura 3) [50].

—| |— ProtocANTP Step 1
ProtoHox-lik ProtoNK
—{H—{HHH— steps
OO-OO00 st
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Figura 3. El megacluster homeobox.
Modelo para la génesis del megacluster homeobox clase ANTP.

A su vez, a lo largo de la historia evolutiva de los deuterostomados, los genes
NK fueron cambiando su ubicacién cromosémica. En la actualidad, nuestra especie
tiene los genes NK distribuidos en 5 cromosomas, entre los que se incluye el
cromosoma 5, donde se encuentra NKX2-5.

1.2.2. Estructura génica

El gen NKX2-5 contiene cuatro exones diferentes que codifican para tres
proteinas distintas [51,52], mas dos exones predichos codificantes para una proteina
(XM_017009071.1 y XP_016864560.1). Cada una de las isoformas consiste en dos
exones separados por un intrén (Figura 4). El gen tiene un complejo conjunto de

regiones reguladoras, incluyendo enhancers en la region promotora, proximales y



distales, con regulacion tanto de otros genes (familia de proteinas GATA, proteinas
SMAD) como con autorregulacion por NKX2-5 [53-59].

De las cuatro isoformas, las observadas experimentalmente corresponden a la
misma secuencia transcripta pero tienen variacion en la region de splicing
(NM_004387.3, NM_001166175.1 y NM_001166176.1), mientras que la isoforma
predicha por métodos computacionales corresponde a un marco de transcripcion mas
corto (XM_017009071.1). Las cuatro isoformas comparten los primeros 111

aminoécidos.

La isoforma con mas evidencia experimental de su funcionalidad y contexto de
expresion es NM_004387.3, que codifica para la proteina més larga de las 4 isoformas
(secuencia proteica NP_004378.1) y es la considerada “candnica”. Las otras tres
isoformas codifican para proteinas sustancialmente mas cortas (NM_001166175.1,
NM_001166176.1 y XM _017009071.1) y tienen poca o nula evidencia de funcionalidad
y contexto de expresién (https://www.uniprot.org/uniprotkb/P52952/entry#sequences).
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Figura 4. Esquema de los exones del gen NKX2-5 (violetay azul) y las proteinas
codificadas por cada grupo de exones (en rojo, debajo de sus respectivos exones). En
recuadros, regiones del ARN mensajero, en lineas, regiones intronicas eliminadas por splicing.
Los tamafios son relativos y no proporcionales a las distancias en el genoma. Los exones en
violeta corresponden a variantes de splicing sin cambios en inicio ni finalizacién de
transcripcion. Los exones en azul corresponden a una variante de transcripciéon predicha por
modelos computacionales. El exén E y el exdn A codifican para la misma secuencia
aminoacidica. Fuente: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/view/.
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1.2.3. Estructura proteica

La isoforma seleccionada para este trabajo (NM_004387.3) codifica para una

proteina que posee 324 aminoacidos y tiene 6 regiones caracteristicas (Figura 5):

e Homeodominio (HD): ElI homeodominio de NKX2-5 se ubica entre los
aminoécidos 138-197 y consiste de un motivo hélice-vuelta-hélice que reconoce
una secuencia consenso 5' T(C/T)AAGTG 3' en el ADN [60,61]. También
interactda con diversas proteinas (GATA4, SRF, TBX5) y es esencial para la
dimerizacion de NKX2-5 [61].

e Dominio especifico de proteinas NK-2 (NK2-SD): El dominio especifico de
proteinas NK-2 en NKX2-5 se ubica entre los aminoacidos 212-234 y funciona
como represor transcripcional, segun lo que se observé en ensayos in vitro [61].

e Regiodn rica en tirosinas (YRR): Region de NKX2-5 con abundancia de tirosinas
gue cumple la funcion de interfaz de dimerizacion [47,62,63].

e Dominio tinman (TN): EI dominio tinman de NKX2-5 es una region conservada
que se ubica entre los aminoécidos 10-21 y su funcién no fue elucidada [61].

e Dominio Nkx2-5 box: Dominio conservado que tiene evidencia de ser importante
para la transactivacion mediada por la regién C-terminal de NKX2-5 [62,64].

e Motivo GIRAW: Es un motivo de 5 aminoacidos ubicados en el extremo C-
terminal que puede tener un rol en interacciones con otras proteinas [64,65].

NKX2-5
TN HD NK2-SD YRR box GIRAW

1 324

Figura 5. Esquema de distribucién de regiones caracteristicas de NKX2-5. TN: Dominio
tinman. HD: Homeodominio. NK2-SD: Dominio especifico de proteinas NK-2. YRR: Region rica
en tirosinas.
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También se han identificado varios sitios funcionalmente importantes. En

particular:

e Una sefal de localizacién nuclear [66]
e Un motivo de SUMOylacion [67]
e Un motivo de union de casein kinasa 2 (CK2) [66]

Por ultimo, en un trabajo previo de nuestro laboratorio [68] se confirmo6 que el
homeodominio es la Unica region de NKX2-5 con estructura tridimensional (registrada

en Protein Data Bank, www.rcsb.org) [69] y se utilizaron programas in silico para

determinar que toda la regién fuera del homeodominio se predice como

intrinsecamente desordenada (ver secciones 1.3.1.y 1.3.3.).
1.2.4. Asociacion con defectos congénitos

Como ya se menciond anteriormente, NKX2-5 juega un rol significativo en el
desarrollo del nodo auriculoventricular, asi como en el mantenimiento de su funcién a lo
largo de la vida adulta, y es el primer factor de transcripcién para el cual se observo
una asociacién entre variantes génicas y CC. También se expresa en el desarrollo de la
tiroides y del bazo. Se ha visto que variantes de NKX2-5 (o en otros genes que afectan
la expresion de NKX2-5 en el periodo fetal) se encuentran relacionadas con asplenia
[70], hipotiroidismo [71,72], heterotaxia [73,74] y, mayoritariamente, con el desarrollo de
distintos tipos de CC [22,40].

Particularmente para el caso de CC, se han visto variantes de NKX2-5
asociadas con distintos subtipos de cardiopatias. Algunos de los defectos comunmente
vistos en asociacion a variantes de NKX2-5 son comunicacién interauricular (CIA),
bloqueo auriculoventricular (BAV), comunicacion interventricular (CIV) y tetralogia de
Fallot (TDF) [32,42].

En el trabajo previo de nuestro laboratorio [68] se registraron y procesaron 877
VGs, de las cuales 132 se encontraron en pacientes con CC, y se observd que la gran
mayoria (n=115) afectan directamente a la secuencia de la proteina codificada. Estas

observaciones son similares a lo consignado por otros autores [32,40], y sugiere una
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gran importancia de la estructura proteica de NKX2-5 en el desarrollo de la

patogénesis.

1.3. Abordaje estructural para el estudio de NKX2-5

Una de las areas donde la disponibilidad de informacién crecié enormemente en
los ultimos afios es en el andlisis de estructuras tridimensionales de proteinas. Esto se
debe tanto a mejoras en la obtencion de estructuras de forma experimental
(principalmente mediante difraccion de rayos X, resonancia magnética nuclear y mas
recientemente crio-electro microscopia) como a avances en modelado molecular y
prediccidn de plegamiento in silico. Este incremento en la cantidad de datos disponibles
para el analisis de la estructura tridimensional conlleva un aumento de la potencial
informacion que puede ser extraida, lo cual constantemente abre oportunidades para

nuevos estudios.
1.3.1. Estructuras tridimensionales de proteinas (RX/RMN)

Una de las principales bases de datos que recopila informacion sobre

estructuras tridimensionales es Protein Data Bank (PDB, www.rcsb.org) [69], y su

evolucion recapitula el incremento del volumen de informacion y las medidas utilizadas

para sobrellevar las dificultades que este incremento conlleva.

PDB se creé en 1971 contando en un principio con sélo 7 estructuras. Con el
tiempo, este niamero (y la complejidad de cada modelo) crecié exponencialmente, ya
gue se desarrollaron nuevos métodos de produccion y cristalizacion de proteinas
aisladas, asi como nuevos métodos de obtencion de datos y andlisis de estructuras
(Figura 6). El desarrollo de resonancia magnética nuclear (RMN) para determinacion de
estructura proteica y la criomicroscopia de electrones son dos de los grandes avances

gue marcaron esta etapa [75].

En la década del 1980, muchas revistas cientificas comenzaron a solicitar que
se depositen las estructuras tridimensionales publicadas en PDB, lo cual incremento

aun mas el caudal de estructuras ingresadas a la base de datos.
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A principios de 2023, PDB alcanzo un total de 200.000 registros (Figura 6) y al
dia de hoy cuenta con mas de 225.000 registros

(https://www.rcsb.org/stats/growth/growth-released-structures/).
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Figura 6. Evolucion de la cantidad de estructuras depositadas en PDB desde 1976 hasta
noviembre de 2024. En azul claro, nUmero de estructuras total en cada afio. En azul oscuro,
namero de estructuras agregadas en cada afio. Fuente:
https://www.rcsb.org/stats/growth/growth-released-structures/.

A pesar de que el nimero de estructuras nuevas agregadas a PDB incrementa
cada afio, la mayoria son similares a las ya depositadas [76]. Aunque esto vuelve
impracticos los estudios manuales a gran escala, abre la puerta a estudios mas
especificos sobre proteinas individuales, permitiendo, por ejemplo, estudiarlas en
contacto con distintas macromoléculas y modelar estructuras no determinadas a partir

de una gran cantidad de homologos.

Mas recientemente, los modelos de aprendizaje automatico como AlphaFold [77]
han permitido predecir la estructura tridimensional de proteinas con precision muy
superior a predictores anteriores, en parte gracias a esta gran cantidad de estructuras
confirmadas experimentalmente. Esta herramienta daria una nueva perspectiva a la

prediccién de estructuras tridimensionales en regiones no cristalizadas, aunque su
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publicacioén reciente implicé que no se pudo implementar en el flujo de trabajo. Aun asi,

su relevancia a los resultados de este trabajo y los futuros se discute en la seccion 5.2.
1.3.2. Estabilidad de estructuras proteicas

La estabilidad estructural de las proteinas es extremadamente importante para
su funcion [78]. De hecho, cambios relativamente pequefios en la estabilidad pueden
favorecer el estado desestructurado de una proteina o afectar su funcionalidad aun si

mantiene su estructura.

Por esto, las estructuras tridimensionales de regiones estructuradas de una
proteina pueden dar informacion respecto de potenciales efectos funcionales de
variantes génicas. Esta informacion se puede obtener, por ejemplo, mediante el calculo
de la diferencia de energia libre (AAG) de plegado entre la proteina wild type y la

proteina con aminoacidos mutados [78].

La estabilidad de las estructuras proteicas esta estrechamente asociada con las
interacciones intra- e intermoleculares que la proteina pueda tener. Ambas
interacciones se pueden estudiar con mayor robustez dada la secuencia proteica y una

estructura tridimensional asociada.

El correcto plegamiento de proteinas es comunmente entendido como
dependiente de una serie de interacciones covalentes (estructura primaria y eventuales
puentes disulfuro) y no covalentes que dan estabilidad, en contra de la inestabilidad

dada por interacciones desfavorables y la entropia conformacional de la proteina.

Las interacciones no covalentes comunmente consideradas como las mas
relevantes comprenden: El efecto hidrofébico, interacciones de van der Waals,

interacciones mediadas por puentes de hidrégeno e interacciones de Coulomb [79,80].

El efecto hidrofébico se produce por la tendencia de moléculas hidrofébicas a
agruparse al encontrarse en un medio hidrofilico [81]. Tiene una contribucion
importante a la estabilidad de la estructura estable de proteinas, siendo mas importante
mientras mas grande es la regién estructurada en cuestion [82]. El nucleo hidrofébico

de una estructura proteica es conocido como el core hidrofobico de la proteina. Las
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interacciones entre moléculas hidrofébicas se conocen como interacciones de van der
Waals, y suelen encontrarse dentro del core hidrofébico de una proteina o en regiones

de interaccion con otras moléculas hidrofébicas, contribuyendo a su estabilidad [80].

A diferencia de las interacciones entre moléculas hidrofobicas, las interacciones
mediadas por puentes de hidrégeno y las interacciones de Coulomb ocurren entre
moléculas hidrofilicas. Esto no significa que no se encuentren presentes en el core
hidrofobico, pero son mas comunes en la superficie de contacto de la proteina con el

solvente, y no siempre es claro si contribuyen a la estabilidad del core hidrofobico [80].

Las interacciones mediadas por puentes de hidrogeno son causadas por fuerzas
electrostaticas entre dipolos (terminaciones -OH, -NH, -C=0) y suelen contribuir
favorablemente a la estabilidad de la proteina. Tienen una distancia entre partes de
2,5-3,5 Angstroms y, por su naturaleza, pueden estar mediadas por moléculas de agua
[83].

Por otro lado, las interacciones de Coulomb consisten en la atraccién (o
repulsiéon) de moléculas segun su carga a un determinado pH, por lo que dependen de
la presencia de aminoacidos que puedan tener carga a pH fisiolégicos (Asp, Glu, His,
Lys y Arg), o de aminoacidos con modificaciones post-traduccionales (fosforilacion de
Ser, Thr y Tyr y acetilacion de Lys) [84]. Las cargas en la superficie de una proteina
suelen ser principalmente atractivas a pH neutro [85,86], y cambios en estas cargas
pueden desestabilizar la proteina con mucha facilidad. Pueden ocurrir entre dos
moléculas cargadas o entre una molécula cargada y un dipolo, y su distancia de accién
es mayor a la de las interacciones mediadas por puentes de hidrégeno, llegando a ser

relevantes a 5-10 Angstroms de distancia [84].

En cuanto a interacciones covalentes, las proteinas con cisteinas pueden formar
interacciones covalentes en forma de puentes disulfuro entre cisteinas. Estas
interacciones pueden alterar significativamente la estabilidad y movilidad de la proteina,
y nuevas cisteinas aumentan de forma multiplicativa la cantidad de puentes disulfuro

gue se pueden formar. Esto puede aumentar la estabilidad de la proteina por la
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formacion de los puentes disulfuro o disminuir la entropia conformacional del estado

desplegado y favorecer conformaciones no funcionales [87,88].

Por ultimo, la fuerza que mas comunmente actla desestabilizando la estructura
de una proteina es la entropia conformacional [80]. Esta aumenta significativamente
con la introduccién de residuos pequefios, particularmente glicina, y puede

desestabilizar completamente a proteinas pequefias.
1.3.3. Proteinas intrinsecamente desestructuradas

El paradigma clasico para explicar la funcionalidad de las proteinas consistia en
asumir que estas Unicamente actian en un estado de plegado altamente ordenado
[89]. Este plegado es el que definiria qué funcién cumple la proteina y se estipulaba
gue requieren de una estructura terciaria definida para que pudieran ser funcionales.
Sin embargo, existen proteinas, o dominios dentro de estas proteinas, que no

necesitan de una estructura terciaria estable para cumplir su funcion (Figura 7) [90].

Las proteinas intrinsecamente desestructuradas (PID) se caracterizan por la
falta de una estructura terciaria estable cuando se encuentran en forma de cadena
peptidica aislada bajo condiciones fisiolégicas in vitro [91,92]. Poseen una funcién
fisiolégica sin una estructura terciaria definida, si bien en algunos casos adoptan una
estructura al estar en interaccibn con otra proteina, ligando o por efecto de
modificaciones postraduccionales. Las PID son frecuentes en genomas eucariotas [93]
y suelen estar relacionadas con rutas regulatorias y de sefalizacién celular [94]. En
proteinas que contienen algunas regiones con estructura tridimensional y otras
intrinsecamente  desestructuradas, se habla de regiones intrinsecamente
desestructuradas (RID). Se estima que, sino todos, la gran mayoria de los factores de

transcripcion del genoma humano contienen RID funcionales [95].
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Figura 7. Esquema de funcion segun el paradigma de estructura-funcion (izquierda) y
seguln el paradigma de desorden-funcion (derecha). En la parte inferior se muestra una
escala entre los dos paradigmas, con esquemas de proteinas con distintas proporciones de
regiones estructuradas e intrinsecamente desestructuradas. En rojo, regiones intrinsecamente
desestructuradas. En azul, regiones con estructura tridimensional estable. Imagen de [90].

Los motivos lineales (SLiMs, abreviatura de Short Linear Motif) son secuencias
dentro de una proteina, tipicamente de menos de 10 aminoacidos de largo y ubicadas
en RIDs, que representan un tipo importante de interfaz de interaccion vy
reconocimiento. Si bien cumplen un amplio rango de funciones, tipicamente se los

clasifica en dos tipos [96]:

A) Motivos de unién que median interacciones con dominios globulares de otras

proteinas.

B) Sitios de modificacion post-traduccional que son reconocidos y modificados

por enzimas que los reconocen.

Se estima que en el proteoma humano hay alrededor de un millébn de SLiMs
[96,97]. Con el objetivo de estudiar las numerosas instancias donde se han predicho y

encontrado experimentalmente motivos lineales, se desarroll6 Eukaryotic Linear Motif
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resource (base de datos ELM) cuyo objetivo es la anotacién y deteccion de motivos

lineales en proteinas de organismos eucariotas [97].

Los SLiMs en ELM se definen por medio de expresiones regulares (comunmente
llamadas RegEx, abreviatura de Regular Expression). Una expresion regular es un
patron utilizado para buscar una combinacion de caracteres en cadenas de texto. Este
patron contiene una serie de posiciones predeterminadas, y cada una de ellas limita los

caracteres gue coinciden con el patrén (Figura 8).

En el caso de las expresiones regulares de ELM, cada posicion del patrén
corresponde a aminoacidos permitidos o prohibidos en esa ubicacion en una secuencia
buscada. Cada posicion puede dividirse en una de dos categorias dependiendo de qué
tan permisivo es el patron en esa posicidon. Las posiciones “fijas” son aquellas que no
toleran ningun cambio por otro aminoacido. Las posiciones “degeneradas” son aquellas
gue permiten algun nivel de variabilidad con una lista de aminoacidos permitidos,
generalmente siendo aminodacidos similares. Las posiciones “fijas” y “degeneradas” son
consideradas posiciones “definidas”. Las posiciones indefinidas o “abiertas” son
aquellas donde cualquier aminoacido es permitido o donde una lista de aminoacidos
estan prohibidos, generalmente siendo unos pocos aminoacidos similares (Figura 8)
[98].

[KRIXLx{0,1}[*KR]
L Aminoacido especifico (Leu)
[Ln Distintos aminoacidos permitidos en
una misma posicion (Leu, lle)
["KR] Uno o distintos aminoacidos prohibidos
en una misma posicion (Lys, Arg)
x /. Cualquier aminoacido permitido

{1,3} |Cantidad variable de repeticiones

1 23] 4 5
KR]| x | L | x{0,1} | [*KR]

Figura 8. Ejemplo de expresion regular. Arriba, secuencia correspondiente a la expresion
regular. Medio, explicacion del formato. Abajo, separacion de la expresion regular en cada uno
de los componentes buscados. En azul, posiciones definidas. En rojo, posiciones abiertas.
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1.3.4. Predictores de efecto de variantes génicas en la estructura proteica

Existen numerosos programas computacionales desarrollados con el objetivo de
estimar el efecto en una proteina causado por una dada VG. Ejemplos de programas
utilizados actualmente son pyDock [99,100], FoldX [101,102], EvoEF1 [103], EvOEF2
[104], PRODIGY [105,106], BeAtMuSiC [107] y mCSM [108].

La mayoria de estos programas predicen el efecto de una VG desde informacion
estructural de la proteina y/o aplicando principios moleculares (por ejemplo, calculando
la diferencia en energias de interaccion entre una estructura tridimensional wild type o
la misma estructura con la variante en cuestion). Predictores mas recientes, como
RaSP [109], incluyen el uso parcial o total de algoritmos de aprendizaje automético
(machine learning), que predicen si una variante tiene un efecto en la funcion proteica

principalmente a partir de la secuencia proteica.

Estos programas son de utilidad para sugerir efectos de cambios en secuencias
proteicas que serian muy dificil de confirmar in vitro, como ser el caso de estudiar el

efecto en la estructura proteica de todas las VGs para uno o varios genes.

1.4. Estudio de variantes génicas en NKX2-5 y su potencial

patogenicidad

La asociacion de VGs con patogenicidad ha sido estudiada en gran detalle,
aunque las fuentes suelen tener datos discordantes y la informacién no siempre se
encuentra unificada. El estudio de variantes en NKX2-5 y su asociacién con
presentaciones de CC, en particular, tiene gran cantidad de ejemplos [32,40,110],

incluyendo el trabajo realizado con anterioridad en nuestro laboratorio [68].

La informacién obtenida sobre VGs incluye desde estudios en pacientes hasta
predicciones in silico del potencial efecto de una dada variante en distintas funciones

de la proteina.
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Dada la numerosa cantidad de fuentes de las cuales puede obtenerse esta
informacion, es crucial unificar formatos de maneras escalables a futuro y comparables

con la mayor cantidad de fuentes posible.

Estos formatos permiten comparar clasificaciones de distintas fuentes e incluso
facilitar la actualizacién y comparacion de fuentes en formatos compatibles. En el caso
de la evaluacion de patogenicidad de VGs, resulta de particular utilidad tener formatos

estandarizados para:

1) Definir la posicion y tipo de las VGs estudiadas de forma inequivoca.
2) Definir si distintas VGs en distintas condiciones seran clasificadas como

patogénicas, benignas, de interés, etc.

Para la posicion y tipo de VGs estudiados, el formato propuesto por la Human

Genome Variation Society (HGVS, web: http://www.hgvs.org/) [111] es comUnmente

reconocido como el estandar de homenclatura para genética molecular [112,113]. Este
formato define un identificador para variantes génicas con el objetivo de ser estable,

significativo, facil de recordar e inequivoco.

Por su parte, la clasificacion de VGs como patogénicas, benignas o de interés
cumple la doble funciéon de proveer una potencial clasificacion de patogenicidad, y
permite comparar clasificaciones entre distintas variantes estudiadas por distintos
equipos. El sistema de clasificacién del American College of Medical Genetics (ACMG)
[113] para definir la patogenicidad de las VGs recopiladas es reconocido
internacionalmente, y es particularmente Util para determinar variantes de interés en

futuros estudios.
1.4.1. Formato HGVS

El identificador recomendado por HGVS es construido en tres partes: Una
secuencia de referencia (scaffold), la posicion de la variante dentro de esa referencia y
la variacion en un formato especifico definido por el sistema de convenciones de HGVS
(Figura 9).
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ADN NC_000005.10:g.173232992G>C
ADNc NM_004387.3:¢.552C>G
Proteina (CEE) NP_004378.1:p.llel84Met
Proteina (SEE) NP_004378.1:p.(lle184Met)

Figura 9. Ejemplos de una misma variante de NKX2-5 para distintas referencias. En rojo,
identificador de secuencias de referencia. En azul, posicién de la variante dentro de la
secuencia de referencia. En verde, nucleo6tidos o aminoécidos que varian. ADNc: ADN copia.
CEE/SEE: Con/Sin evidencia experimental de expresién de la proteina.

Para la secuencia de referencia, se puede utilizar cualquier identificador de
bases de datos reconocidas. Uno de los mas comunmente utilizados es el identificador
RefSeq del National Center for Biotechnology Information (NCBI) [114], que incluye

referencias para ADN, ADNc y proteinas, entre otros.
1.4.2. Criterio ACMG

El sistema de clasificacion de ACMG permite asignarle a cada VG una de 5
clasificaciones: “pathogenic”, “likely pathogenic”, “uncertain significance”, “likely benign”
y “benign” [113]. Esta clasificacién no tiene la funcién de reemplazar el diagndstico
clinico de la patogenicidad de variantes, sino de resumir la informacién conocida para
su interpretacion en distintas areas, y es comunmente utilizada para la seleccién de

variantes de interés.

El sistema incluye un proceso de clasificacion basado en criterios utilizando
evidencia tipica de efecto de las variantes y se actualiza frecuentemente para reevaluar
la significancia de los distintos tipos de evidencia disponible. Los tipos de evidencia
utilizados en la version de 2015 (la ultima version durante el desarrollo de este trabajo)

son los siguientes:

e Informacion poblacional. Incluye la frecuencia de la variante en bases de datos
poblacionales y estudios que muestren estadisticamente su presencia en
pacientes con una dada patogenicidad.

e Informacion computacional y de predictores in silico. Incluye el analisis del

tipo de variante, como variantes que truncan la proteina o variantes en un
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aminoacido que ya tiene una variante patogénica asociada, y de una gran
cantidad de predictores distintos que evallen la variante a nivel conservacional,
evolutivo y su efecto en secuencia y estructura proteica.

e Datos de estudios funcionales. Incluye ensayos in vitro o in vivo que muestren
un efecto (o falta de efecto) de la variante en la funcion normal de la proteina, y
también informacion de regiones de la proteina de importancia funcional sobre
las que pueda haber caido la variante.

e Segregacion de la variante con la patogénesis. Incluye estudios de co-
segregacion donde se vea que la variante se asocia con patogenicidad en
distintos individuos, preferiblemente de un mismo arbol familiar, o donde se vea
gue no se asocia con ella. Su importancia aumenta mientras mas estudios haya
y mas significativos sean.

e Confirmacion de variante de novo. Se considera que una variante de novo en
ciertos genes es evidencia de patogenicidad. Requiere secuenciacion en ambos
padres y se debe confirmar tanto maternidad como paternidad por estudios de
filiacién, caso contrario se establece como presunta de novo, dandole un nivel
de evidencia menor.

e Informacion alélica. Para variantes en enfermedades recesivas, se registra
evidencia de otras variantes patogénicas en cis y en trans, que pueden aportar
evidencia de patogenicidad o de polimorfismo.

e Otras bases de datos. Se registra si la variante estd anotada en una base de
datos como benigna o patogénica. En la versibn mas reciente se recurre
directamente a la evidencia de evaluacion usada por la base de datos para evitar
doble conteo de experimentos.

e Otros datos. Incluye registrar si se encontré en casos con evidencia alternativa
de la patogénesis 0 si se encontré6 en un paciente con un fenotipo especifico

asociado al gen donde se encuentra la variante.

Con estos grupos de evidencia, se clasifican los distintos grupos en evidencia
“‘de apoyo” o “fuerte” para que la variante sea benigna, o evidencia “de apoyo”,
‘moderada”, “fuerte” o “muy fuerte” para que la variante sea patogénica, de acuerdo a

lo que se esquematiza en la Figura 10.
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Benigna
De apoyo

Patogénica
Moderada

patogénicas

De apoyo
- Frecuencia poblacional .
Informacién Prevalegcia on Ausente en bases de Prevalencia en
poblacional S datos poblacionales pacientes
Informacién Evidencia Residuo con otra Mismo cambio due una
. computacional Evidencia variante patogénica . q’ i .
computacional y . . X variante patogénica Variante nula
dicti Variante de efecto no computacional Cambia el largo de la conocida
predictiva asociado proteina
Gen con pocas
Informacion i . variantes benignas Hot spot de variantes . .
. Estudios funcionales "9 ¥ P aq Estudios funcionales
funcional muchas variantes patogénicas

Segregacion

No segrega con la
enfermedad

Co-segregacidn con la e

nfermedad en una familia

(aumenta la fuerza de la

evidencia mientras mas informacion de segregacion tenga la variante)

Variante de novo

Variante de novo (no
confirmada)

Variante de novo
(confirmada)

Informacion
alélica

En trans con variante
patogénica dominante
En cis con variante
patogénica

En trans con variante
patogénica para una
enfermedad recesiva

Bases de datos

Clasificada como
benigna en base de
datos

Clasificada como
patogénica en base de
datos

Ofra informacidn

Paciente con
explicacion alternativa
de la patogénesis

Fenotipo de paciente
altamente especifico
para el gen

Figura 10. Esquema de las clasificaciones de la informacién y la forma en la que aportan
evidencia para que una variante sea clasificada como benigna o patogénica. Basado en
datos de [113].

Con la evidencia recopilada, se determina la clasificacion de la variante tal como

se muestra en la Figura 11. Cada caracteristica de las variantes se asocia a un codigo

compuesto por 6 niveles (PVS, PS, PM, PP, BA y BS) que evalian 28 tipos de

evidencia diferente. La suma del puntaje determina la clasificacion de la variante en:

Patogénica, Probablemente patogénica, Probablemente benigna y Benigna. En caso de

no superar el puntaje minimo para ninguna de las clasificaciones, o de superar el

puntaje para ambas, la variante se clasifica como de significado incierto (VUS, por

“variant of uncertain significance”).
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Clasificacion Requisitos

1 (o mas) Fuertes

2 (0 mas) Moderadas

1 Muy fuerte
Y 1 Moderaday 1 de apoyo

2 (0 mas) de apoyo

2 (0 mas) Fuertes

3 (o0 mas) Moderadas

1 Fuerte 2 Moderadas y 2 (o mas) de apoyo

1 Moderada y 4 (o mas) de apoyo

1 Muy fuerte y 1 Moderada

1 0 2 Moderadas
1 Fuerte -
Probablemente 2 (0 mas) de apoyo

patogénica 3 (o0 mas) Moderadas

2 Moderadas y 2 (o mas) de apoyo

1 Moderada y 4 (o mas) de apoyo

1 Muy fuerte
2 (0 mas) Fuertes

Probablemente (1 Fuertey 1 de apoyo

benigna 2 (0 mas) de apoyo

Significado No clasificada con ninguno de los criterios anteriores
incierto Clasificacién como benigna y patogénica al mismo

Figura 11. Esquema de la clasificacion dada a una variante segun la cantidad de cada
tipo de evidencia que tenga. La columna requisitos hace referencia a las columnas de la
Figura 10. Basado en datos de [113].

Como se mencion0 anteriormente, la clasificacion dada por este criterio no esta
pensada para dar una clasificacion definitiva de patogenicidad de una variante, y su
uso es mas propicio para direccionar futuros estudios. En particular, las variantes de
significado incierto que necesitan poca evidencia para ser clasificadas como
probablemente patogénicas son de interés para estudios que puedan ayudar a

determinar su clasificacion.

Una vez que una variante sea clasificada como benigna o patogénica, esto
puede ayudar a la hora de un diagnostico clinico. Aunque no sea una clasificacion
definitiva, la identificacion de variantes patogénicas segun este criterio es una forma
efectiva de filtrar la gran cantidad de variantes disponibles a estudiar en ensayos

gendmicos y direccionar futuros estudios diagndsticos.
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1.5. Interaccion de factores de transcripciobn con otras

macromoléculas

Los factores de transcripcion son proteinas que se unen al ADN con
especificidad definida por su secuencia y que regulan su transcripcion. Su funcién y sus
interacciones con otras macromoléculas son de gran importancia en el desarrollo y

diferenciacion de tejidos embrionarios [115-117].

Por todo esto, la determinacién tanto de los sitios de unién al ADN como de
otras proteinas con las que interactia un dado factor de transcripcion es un elemento

clave en el estudio de su funcionalidad normal.
1.5.1. Interaccion de factores de transcripcion con el ADN

El estudio de los sitios de union de factores de transcripcion al ADN en el
genoma da informacion tanto de genes transactivados (activados o inhibidos) rio abajo

como de genes que puedan ser co-regulados con el factor de transcripcién estudiado.

Esta informacién tiene un aumento exponencial en su potencial utilidad al
permitir estudiar los sitios de unién de factores de transcripcion distintos en condiciones
experimentales similares. De esta forma, se pueden identificar sitios de unién cercanos
entre distintos factores de transcripcion que pueden aportar informaciéon nueva que no

se podria obtener de los estudios por separado.
1.5.1.1. Busqueda de sitios de union

El estudio de inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP, abreviatura de
“‘Chromatin InmunoPrecipitation”), es un ensayo experimental que permite evaluar
interacciones de proteinas con diferentes regiones del ADN genomico, utilizando
anticuerpos especificos, enriqueciendo asi las regiones de union al ADN para su

posterior secuenciacion [118].

Con el advenimiento de las tecnologias de secuenciacion masiva (NGS), se ha
facilitado la secuenciaciéon de fragmentos de ADN inmunoprecipitados con ChIP, dando

lugar al ensayo de ChlP-seq, que permite estudios a nivel de todo el genoma.
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A las regiones involucradas se las identifica como “picos” (peaks) de ChlP-seq, y
suelen almacenarse en archivos con informacién de cromosoma, posicion inicial/final y,

a veces, puntajes de calidad y/o identificadores numerados [119-121].

La relativa facilidad de realizacion de este ensayo y la cantidad de informacién
qgue deja disponible para andlisis computacionales han permitido estudiar sitios de
unién de multiples genes. Esta informacioén se encuentra disponible en bases de datos
de experimentos, como Gene Expression Omnibus (GEO,

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) [122], las cuales facilitan el acceso para estudios

informéaticos.
1.5.1.2. Confirmacioén funcional de sitios de unién

Los ensayos de ChlP-seq frecuentemente encuentran miles de sitios de unién a
lo largo de un genoma y, aun considerando los controles experimentales realizados
para evitar falsos positivos, es probable que varios de los sitios de union no tengan
asociacion funcional a los genes cercanos y/o que no sea obvio a qué gen cerca del

sitio de union esté afectando el factor de transcripcion.

Uno de los experimentos utilizados para obtener evidencia de que un factor de
transcripcion se une a un dado sitio de unidon por razones funcionales es la
secuenciacion de ARN (RNA-seq) en condiciones de expresion diferencial de la

proteina de interés.

El ensayo de RNA-seq se basa en secuenciar todos los fragmentos de ARN en
una dada condicion experimental. Se suele realizar para ARN mensajero, el cual se
retrotranscribe a ADN copia (ADNc) antes de ser secuenciado con tecnologias NGS
[123,124].

Para estudiar la expresion diferencial de ARN, se aproxima la expresion de cada
uno de los genes del transcriptoma en dos condiciones experimentales distintas y se
seleccionan aquellos genes con diferencia de expresion entre ambas condiciones [124-
126]. En el contexto de confirmar picos de ChlP-seq, este ensayo se puede realizar
comparando las condiciones utilizadas para la inmunoprecipitacion del ensayo de ChIP-
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seq con un knock out o knock down del gen de interés. De esta forma, se pueden
seleccionar aquellos picos que se corresponden con genes que evidenciaron expresion

diferencial.

Mas alla de la prediccion funcional, in vitro o in vivo, de sitios de union de un
factor de transcripcidbn en condiciones experimentales dadas, también es posible

generar sistemas in silico para predecir estos sitios de unién.

El sistema mas simple de prediccidn es la seleccion de secuencias exactas, o
una lista de secuencias consenso [127], las cuales pueden ser buscadas directamente

a lo largo del genoma o, mas convenientemente, dentro de picos de ChlP-seq.

Un sistema mas elaborado es la utilizacion de matrices de pesos por posicion
(matriz de pesos o PWM, por sus siglas en inglés para “Position-Weight Matrix”) [127].
En el contexto de sitios de uniéon de factores de transcripcion, estas matrices se
representan con tablas de 4 filas (una por nucleétido) y tantas columnas como

posiciones tenga el sitio de unién (Figura 12, arriba).

Con esta tabla se puede asignar un puntaje a una secuencia de largo
predeterminado, con el cual se puede determinar si la secuencia es un sitio de unién
para un factor de transcripcion especifico. Para calcular el puntaje que una matriz de
puntajes le asigna a una secuencia de ADN, se recorre la secuencia, viendo qué
puntaje tiene cada nucleétido en la posicion correspondiente de la matriz (Figura 12,

abajo).

Para definir que una dada secuencia de ADN es un sitio de union de un factor de
transcripcion en particular, el puntaje que le asigne la PWM para sitios de unién de ese
factor de transcripcion debe ser mayor a un valor de corte determinado con
anterioridad. Este valor de corte puede calcularse de diversas formas, y la conclusion
de cual es el mejor en cada situacion depende de qué tan tolerante a falsos negativos

y/o falsos positivos sea el disefio experimental [128].

Las matrices de conteos y de pesos se pueden obtener de bases de datos que

recopilan experimentos de distintos factores de transcripcion y determinan sus matrices
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de puntajes. Una de estas bases de datos es HOCOMOCO

(https://hocomocoll.autosome.org/) [129], que utiliza resultados de experimentos de

ChlP-seq para determinar sitios de union, con los que se generan las matrices de
puntajes. Esta incluye valores precomputados de corte para los puntajes de las
matrices, con p-valores asociados correspondientes a la probabilidad de reconocer una

secuencia al azar de ADN como sitio de union.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

0,399 | 0,942 |-0,923 | -6,456 | -5,411 | -5,977 | -1,006 | -1,656 | 1,183 | 0,685 | 0,188
-0,375 | -1,549 | -0,242 | -4,489 | 0,095 |-6,823 | -1,227 | -1,351 | -1,809 | -0,891 | -0,237
-0,147 | -0,827 | -1,597 | -6,823 | 1,057 | -6,823 | 1,149 | 0,131 | -1,531 | -0,181 | -0,134
G |-0,041-0,241| 0,961 | 1,383 |-3,966 | 1,385 |-1,677| 0,88 |-1,037|-0,258( 0,122

- 0 >

Secuencia: A A G G C G T G A A G
Suma

Puntaje de la secuencia: 0,399 0,942 0,961 1,383 0,095 1,385 1,149 0,88 1,183 0,685 0,122 9,184
Puntaje maximo: 0,399 0,942 0,961 1,383 1,057 1,385 1,149 0,88 1,183 0,685 0,188 10,212

Figura 12. Ejemplo de matriz de pesos por posicién (PWM) de TBX20 y célculo de puntaje
para una secuencia de ADN. Arriba, PWM con puntajes para cada uno de los nucleétidos
posibles en cada posicién (nucleétidos de la secuencia recuadrados en negro, puntajes
mMAaximos por posicion en rojo). Abajo, ejemplo de calculo de puntaje para una secuencia de
ADN, incluyendo célculo de puntaje maximo de la matriz.

Tanto las secuencias consenso como las matrices de pesos pueden
representarse como LOGOs [130], utilizando las secuencias de referencia de la matriz

PCM como lista de secuencias consenso.
1.5.1.3. Contexto génico de los sitios de union

Los sitios de unién por si solos no proveen informacion funcional, y es necesario
analizar el contexto en el cual se ubican. Como se explicé anteriormente en la seccién
1.5.1.1., el andlisis de la funcionalidad de sitios de unién por ensayos como RNA-seq
con expresioén diferencial aportan evidencia para sitios de unién en picos de ChlP-seq.
Pero, ademas, estos resultados proveen una lista de genes que pueden ser estudiados
para ver patrones en su funcionalidad. El estudio de una lista de genes no es trivial y,
para ello, una clasificacion estandarizada es de gran ayuda en la busqueda de patrones

en su funcioén.
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En el aflo 2000, tras las primeras secuenciaciones de genomas completos en
eucariotas, se vio un gran nivel de homologia y similitud entre genes tanto de distintos
genomas como dentro de cada genoma. Este nivel de homologia y similitud entre
distintos genes sugirié un nivel similar de solapamiento funcional entre ellos. Teniendo
en cuenta que era de publico conocimiento la proximidad de la secuenciacion del

genoma humano [131,132] se creo el Gene Ontology (GO) Consortium [133].

El objetivo de este grupo fue crear un lenguaje comun para hablar de genes y
sus funciones. De esta forma, se busca aprovechar las similitudes entre los distintos
genes y asignarles clasificaciones (GO-terms) que permitan estudiarlos de formas més

significativas y asociadas a sus caracteristicas funcionales y/o estructurales.

Los GO-terms representan caracteristicas funcionales que pueden asociarse a

los productos de un gen [134]. Estas se dividen en 3 grupos:

e Funcion molecular (“Molecular function”), que hacen referencia a la funcion de
los productos del gen a nivel molecular (por ejemplo, “carbohydrate metabolic
process” para genes cuyos productos participan en el metabolismo de
carbohidratos).

e Componente celular (“Cellular component”), que refieren a la ubicacidén donde se
llevan a cabo las funciones moleculares (por ejemplo, “plasma membrane” para
genes cuyos productos pertenecen o interactian con la membrana plasmatica).

e Procesos bioldgicos (“Biological process”), que representan funciones mas
complejas que emergen de las funciones moleculares (por ejemplo,
“axonogenesis” para hacer referencia a los genes cuyos productos estan

involucrados en el desarrollo de los axones).

Estos GO-terms se organizan en jerarquias y redes, donde algunos términos
incluyen a otros (por ejemplo, “carbohydrate metabolic process”, correspondiente al
metabolismo de carbohidratos, esta incluido por “metabolic process”, que es un término
mas general para todos los procesos metabdlicos), y términos de distintos grupos se

relacionan entre si (por ejemplo, “carbohydrate metabolic process” puede asociarse al
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componente celular “mitochondria” para un gen del metabolismo de carbohidratos que

realiza su funcién en la mitocondria).

Desde su creacion, la base de datos de GO (https://geneontology.org/) se ha

vuelto un componente crucial del estudio de sistemas biolégicos [135] y en noviembre
de 2022 contenia evidencia experimental de mas de 170.000 articulos cientificos [134].

1.5.2. Interaccion de factores de transcripcion con otras proteinas

La interaccion de factores de transcripcion individuales con el ADN no es
suficiente para explicar la complejidad de su funcion. Para esto, es comun que
interactien con otras proteinas, mayoritariamente con otros factores de transcripcion,
con los cuales crean complejos de transactivacion y redes de interaccion asociadas a
funciones particulares [116]. En los casos mas extremos, varios factores de
transcripcion pueden unirse a un soélo sitio (conocido como super enhancer), formar un
complejo estable y activar el gen rio abajo mucho mas que en sitios de union
individuales [136,137]. Estos grupos suelen incluir genes de diferenciacion temprana vy,

particularmente, genes que definen la identidad celular [138].

La interaccién entre factores de transcripcion da lugar a redes de interacciéon que
permiten estudiar numerosas funciones del desarrollo en mucho méas detalle que
mediante el estudio de cada uno de ellos por separado [139]. Estas interacciones se
encuentran registradas en bases de datos que compilan evidencia de distintas fuentes
para la interaccion entre factores de transcripcién y otras proteinas y productos
génicos. Algunos ejemplos son GeneMANIA (https://genemania.org/) [140], STRING
(https://string-db.org/) [141], IntAct (https://www.ebi.ac.uk/intact/) [142] y BioGRID
(https://thebiogrid.org/) [143].

La informacién de las interacciones entre factores de transcripcidn puede
provenir de distintas fuentes, las cuales incluyen estudios experimentales de
interaccion y transactivacion [144,145] y registro de estructuras tridimensionales entre

proteinas [146].
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1.6. Marco teorico

La asociacion funcional entre el gen NKX2-5 y el desarrollo del corazon es
entendida en sus generalidades y se conocen numerosas variantes en NKX2-5
asociadas, principalmente, con CC. Aun asi, no se comprende en profundidad el
mecanismo que relaciona a estas variantes y CC. Especificamente, no se conoce el
mecanismo por el cual distintas variantes génicas (0 una misma variante con

variabilidad fenotipica) se asocian con distintos subtipos de cardiopatias.

Esta falencia puede conceptualizarse como una brecha en el conocimiento con,
por un lado, las variantes génicas conocidas de NKX2-5 vy, por el otro, los subtipos de
CC a los que se encuentran asociadas. La eliminacion (o reduccion) de esta brecha
implicaria completar informacion o sistematizar la informacion existente asi como
sistematizar un entramado de conocimientos que puedan ayudar a asociar la
informacién entre genotipos y fenotipos. Este entramado necesariamente incluye, para
un factor de transcripcion, informacién de interaccion con otras proteinas, sitios de

unién al ADN y genes transactivados rio abajo.

En cualquiera de los casos, la informacion disponible es abundante, y su
sistematizacién y procesamiento en el contexto de asociar variantes en NKX2-5 con

subtipos de CC ayudaria a entender mejor el desarrollo de CC.
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2. Hipotesis y objetivos



2.1. Antecedentes del laboratorio

Como parte de trabajos previos, nuestro grupo ha estudiado las causas
genéticas asociadas al desarrollo de CC. En particular, se analizaron 236 muestras de
pacientes con diferentes tipos de CC mediante un abordaje integral que incluyo analisis
masivos de genes que permitieron hallar variantes de significancia clinica en el 67% de
los pacientes analizados y describir variantes noveles en individuos de nuestra
poblacién [33]. Dentro de esta busqueda, el gen NKX2-5 fue estudiado en forma

particular en un grupo seleccionado de 64 pacientes [147].

Por otro lado, este trabajo continda la linea de [68], donde se cred una lista
exhaustiva (hasta 2017) de variantes génicas de NKX2-5 y se analizaron implicancias
estructurales, funcionales y de estabilidad de un grupo de variantes seleccionadas, a

partir de una estructura resuelta por difraccion de rayos X.

2.2. Hipotesis
Las dos hipétesis propuestas en este trabajo son:

1. Es posible desarrollar un modelo computacional predictivo de la patogenicidad
potencial de VGs en NKX2-5 no caracterizadas funcionalmente en relacion a
CC. Este modelo implica una comprension profunda de la secuencia, estructura
y funcién proteica con relacion funcional al desarrollo del corazoén, e incrementa
su poder predictivo mientras mas se estudien estas caracteristicas.

2. La funcion proteica de NKX2-5 en relacibon a CC se puede comprender
estudiando sus sitios de unién en el genoma y la red de interacciones con otros

factores de transcripcion y genes que transactiva.
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2.3. Objetivos

2.3.1. Objetivo general

Desarrollar un flujo de trabajo para VGs de NKX2-5 que permita el estudio

predictivo de su patogenicidad y su interaccion con otras proteinas que se asocien

funcionalmente en el desarrollo del corazén y su posible asociacién con CC.

2.3.2. Objetivos especificos

1.

Generar un modelo estructural de NKX2-5.
Recopilar y analizar todas las variantes génicas conocidas en NKX2-5.

Realizar un andlisis especifico y en profundidad de variantes en regiones de
NKX2-5 con estructura tridimensional definida.

Recopilar y estudiar todos los sitios de union de NKX2-5 en el genoma humano y
otros posibles factores de transcripcion que puedan estar relacionados con estos

sitios.

Utilizar toda la informacion recopilada para evaluar las posibles causas de CC
asociada a NKX2-5 en base a los procesos bioldgicos que puedan estar

involucrados en el desarrollo de la patologia.

34



3. Materiales y métodos



Para cumplir el objetivo propuesto, se dividio el trabajo en 5 partes:

1. Desarrollo de un modelo estructural de NKX2-5. Este modelo defini6 la direccion
de los demas estudios.

2. Recopilacion de variantes génicas de NKX2-5 y analisis de su relacion con CC,
con foco en su posible efecto en la funcion de NKX2-5.

3. Andlisis especifico de regiones estructuradas de la proteina codificada por
NKX2-5, estudiando todas las variantes de cambio de sentido posibles en esta/s
region/es.

4. Recopilacion de sitios de unidon de NKX2-5 en genomas relevantes y andlisis de
su potencial asociacion con genes transactivados o inhibidos por NKX2-5.

5. Estudio de sitios de unién cercanos de otros factores de transcripcion y analisis

de la funcion de genes transactivados o inhibidos por NKX2-5.

Cada una de estas partes tiene un flujo de trabajo asociado. En cada uno de
ellos se utiliza la numeracion de las secciones de la tesis para correlacionar los pasos

del flujo de trabajo con las secciones de texto correspondientes.

3.1. Generacion de modelo estructural de NKX2-5

En primer lugar, se recopil6 informacion correspondiente a caracteristicas
estructurales de la proteina NKX2-5. Esta informacion fue luego utilizada durante el
resto de este trabajo. El flujo general de trabajo para la generacion del modelo
estructural de NKX2-5 se esquematiza en la Figura 13. El modelo obtenido representa

un refinamiento del modelo creado y estudiado en un trabajo anterior [68].
El modelo obtenido incluye:

e Regiones con estructura tridimensional. Se hizo énfasis en la funcion de el/los
dominio/s (si tuviera/n funcién asociada) y se estudio la posible relevancia de

cada aminoacido en patrticular.
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e Regiones intrinsecamente desordenadas. Se hizo énfasis en motivos lineales
gue puedan representar funcionalidad importante en la region desordenada.
También se analizaron regiones conservadas que puedan ser asociadas a una

funcién especifica en el futuro.

Base de datos
de ELM

Base de datos Publicaciones en
de PDB PubMed

Registro de
estructuras Registro de

Blusqueda de SLiMs

interacciones

Tabla de especificas
estructuras 3D con el ADN

para NKX2-5
Tabla de SLiMs

en NKX2-5

- 3.1.21.
Clasificacion Busqueda de

de aminoacidos regiones
conservadas

Modelo estructural de NKX2-5

Regiones desestructuradas Regiones estructuradas

e SLiMs ¢ Funcion general

e Regiones conservadas ¢ Funcion de cada aminoacido en
particular

Figura 13. Flujo de trabajo general para la generacién del modelo estructural de NKX2-5.
Los nameros en recuadros celestes se corresponden con las secciones de este trabajo donde
se explica el paso correspondiente. PDB: Protein Data Bank. ELM: Eukaryotic Linear Motif.
SLiMs: Motivos lineales (Short Linear Motifs).
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3.1.1. Seleccién de estructuras tridimensionales correspondientes a NKX2-5

El primer paso para la definicion del modelo estructural fue buscar estructuras
tridimensionales de NKX2-5 obtenidas por cristalografia de rayos X o por resonancia
magnética nuclear (RMN) en la base de datos Protein Data Bank (PDB) de la RCSB
[69,148,149]. Esta busqueda se hizo especificamente para estructuras asociadas al
gen NKX2-5, no para la secuencia de la proteina NKX2-5.

Con la finalidad de comparar y seleccionar la mejor estructura que cubra cada
region estructurada para los estudios in silico, se registraron las siguientes

caracteristicas en forma de tabla:
e Método de obtencion de la estructura (cristalografia rayos X o RMN)
e Resolucion (en Angstroms)

e Posicion de la proteina correspondiente a la estructura tridimensional (region de

homologia)
e Macromoléculas de la estructura tridimensional (proteinas y ADN)

Para los estudios de generacién de variantes de NKX2-5 se utilizé la/s
estructura/s con mejor resolucion, mientras que para estudios de interaccién con otras
proteinas se seleccionaron estructuras en interaccibn con otros factores de

transcripcion.
3.1.2. Estudio de regiones con estructura tridimensional

Se definid la region estructurada de NKX2-5 como aquella cubierta por alguna
estructura tridimensional, y fue la elegida como foco de estudios especificos. Dentro de
esta region, se asignaron clasificaciones para aminoacidos que puedan ser relevantes

para variantes que afectan a dichos aminoécidos.

Para este fin, se definieron listas de aminoacidos que probablemente formen
parte de un core hidrofébico, estructuras secundarias (hélices alfa y hojas beta), que

estén en regiones accesibles sin estructura secundaria (loops) y que estén en contacto
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con el ADN o en contacto con otras proteinas (en estructuras donde NKX2-5 estuviese

en contacto con ADN y/o proteinas).

El core hidrofébico se definido con ayuda de las publicaciones asociadas a las
estructuras seleccionadas y el programa Chimera [150]. En primer lugar, se ordenaron
los residuos de acuerdo a su accesibilidad al solvente (areaSAS) con la funcién
“‘Render by attribute” de Chimera. Con este valor, se clasificaron aquellos residuos con
un area de accesibilidad de menos de 6 Angstroms? como “inaccesibles por el
solvente”, por tener menor area de accesibilidad que un circulo con el diametro de una
molécula de agua, que es de 2,8 Angstroms [151]. Estos residuos formaron la base del
core hidrofébico, y también se clasificaron todos los residuos con cadenas laterales a
menos de 5 Angstroms de los residuos inaccesibles como parte del core hidrofébico ya
que, al ser una estructura pequefia, cambios en estos residuos podrian afectar a la

totalidad del core hidrofébico.

El contacto con el ADN y/u otras proteinas se defini6 por prediccion de
interacciones entre &tomos de NKX2-5 y atomos de ADN y/o proteinas de la estructura.
Para esto, se definieron residuos que estuvieran a menos de 5 Angstroms de atomos
de ADN, otras proteinas y/o moléculas de agua cercanas si la estructura las tuviera.
Las interacciones buscadas fueron puentes de hidrégeno, interacciones electrostaticas
e interacciones hidrofobicas:

e Los puentes de hidrégeno se definieron por medidas de distancia y angulos con
la funcion “FindHBond” de Chimera, teniendo en cuenta la posibilidad de la
presencia de moléculas de agua mediando la interaccion.

e Las interacciones de Coulomb (entre atomos polarizados) se definieron para
pares de grupos funcionales cargados positiva y negativamente a menos de 3
Angstroms de distancia, con la posibilidad de mediar la interaccién con
moléculas de agua.

e Las interacciones hidrofébicas se consideraron para cadenas laterales
hidrofobicas que provinieran de distintas cadenas y estuvieran a menos de 3
Angstroms de distancia entre si en regiones no accesibles (definidas por

residuos del core hidrofébico) de las estructuras tridimensionales.
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3.1.2.1. Conservacion evolutiva de residuos de region con estructura tridimensional

Por otro lado, se utilizaron los predictores de conservacion evolutiva ConSurf
[152] y SIFT [153] para evaluar la conservacion de cada residuo de la region con
estructura tridimensional. ConSurf estima la conservacion de cada posicion
aminoacidica para determinar posiciones altamente variables o altamente conservadas,
mientras que SIFT clasifica cada uno de los posibles cambios de un aminoacido como
“tolerado” o “no tolerado”, en base a informacion de alineamientos multiples con

secuencias homologas.

Tomando en cuenta los valores obtenidos con los predictores, se considerd a un
residuo como altamente conservado por ConSurf si posee un score menor a -0,5, y
como medianamente conservado si posee un score entre 0 y -0,5. Por su parte,
utilizando SIFT, consideramos un residuo como altamente conservado si posee 1-2
residuos tolerados y 18-19 no tolerados, y como medianamente conservado si tiene 3-5
residuos tolerados y 15-17 no tolerados. El corte de 2 cambios tolerados se eligié para
incluir posiciones que no toleran ningdn cambio o sélo cambios por un aminoacido
parecido al wild type, y el corte de 5 cambios tolerados, por incluir posiciones que
toleran cambios por aminoacidos en grupos funcionales similares (positivos, negativos,

no polares, pequefios).

Para este trabajo, se clasific6 que un residuo tiene conservacién “alta” si ambos
predictores lo clasifican como tal y conservacion “media” si ambos predictores lo
clasifican como medianamente conservado, o si un predictor lo clasifica como
altamente conservado y el otro como medianamente conservado. El resto de los

residuos se consideraron de conservacion “baja”.
3.1.3. Busqueda de motivos lineales en regiones accesibles

Para el estudio de residuos sin limitarse a la regién estructurada, se realiz6 una
busqueda de motivos lineales (SLiMs, acronimo de Short Linear Motif) utilizando
Eukaryotic Linear Motif (ELM, htip://elm.eu.org/) [154]. Esta busqueda fue

complementada con una busqueda bibliogréfica.
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La busqueda en ELM se realizé con la secuencia aminoacidica completa de la
isoforma canonica de NKX2-5, abarcando tanto la region estructurada como la que no
lo esta. La plataforma filtra regiones no accesibles automaticamente, pero esta funcién
fue desactivada y se realizd un filtrado con nuestra informacion de regiones

desestructuradas y loops accesibles obtenida previamente (seccion 3.1.2.).

Para la busqueda bibliogréafica, se tuvo en cuenta la presencia de modificaciones
post-traduccionales, sefales de localizacion nuclear (NLS, acronimo de Nuclear
Localization Signal), interacciones secuencia-especificas con otras proteinas y, mas
particularmente, interacciones asociadas a SLiMs predichos por ELM. De manera
acorde, se realizaron 4 tipos de busquedas de referencias bibliograficas en PubMed

(https://pubmed.nchi.nlm.nih.gov/). Se buscé:

<NKX2-5 post-translational modification> para buscar modificaciones post-

traduccionales.

e <NKX2-5 NLS> para buscar sefiales de localizacion nuclear.

e <NKX2-5 protein interaction> para buscar interacciones secuencia-especificas
con otras proteinas.

e <NKX2-5 [nombre del SLiM]>, donde [nombre del SLiM] corresponde al nombre

de motivos lineales particulares que hayan sido encontrado en las busquedas

anteriores.

En aquellos SLiMs en los que se hallé que existia informacion experimental que
los avalara como tales, los motivos lineales fueron clasificados como “motivos lineales
confirmados”, mientras que los motivos encontrados por ELM en los que no existia

confirmacion experimental fueron considerados “motivos lineales predichos”.
3.1.4. Potenciales interacciones con secuencias de ADN

Para finalizar la recopilacién de informacion para el modelo estructural, se busco
en la bibliografia evidencia experimental de interaccion entre NKX2-5 y secuencias
especificas de ADN. Se incluyé en este analisis secuencias que se encontraran en

contacto con NKX2-5 en estructuras de PDB, secuencias especificas utilizadas en
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ensayos de transactivacion y estudios que recopilaran secuencias de union al ADN de
NKX2-5.

Con estas fuentes, se registré una lista de sitios de union de NKX2-5, la cual fue

utilizada para la busqueda de sitios de unién en el genoma de la seccién 3.4.

3.2. Recopilacion y analisis de todas las variantes génicas conocidas
de NKX2-5

Con el modelo estructural definido y actualizado, se recopilaron todas las
variantes génicas (VGs) conocidas de NKX2-5, a las cuales se les agregé informacion
de funcionalidad y potencial patogenicidad, haciendo uso del modelo estructural en

varias etapas.

Se comenz6 el trabajo tomando como fuente de datos una recopilacién de todas
las VGs conocidas de NKX2-5 hasta julio de 2017. Provenientes de bases de datos
publicas, de 52 publicaciones cientificas y de 64 pacientes que acudieron al Centro
Nacional de Genética Médica (CNGM) en los que se analizé la presencia de VGs en el
gen NKX2-5 como parte de un estudio de andlisis de genes candidatos relacionados a

cardiopatias congénitas [68].

Estas variantes se actualizaron, agregando variantes de bases de datos y
publicaciones cientificas. Luego, se agregd informacion funcional de motivos lineales,
frecuencias poblacionales y predictores de efecto en estabilidad de ARN mensajero.
Con la informacion recopilada, més la informacion del modelo estructural de la seccion
3.1., se evalud la patogenicidad de las variantes génicas y se registr6 de acuerdo a
distintos criterios. Por ultimo, se cargaron variantes en la base de datos LOVD y se
desarrollaron programas especificos para visualizar la distribucion de las variantes

sobre el gen NKX2-5 y/o la proteina codificada por el gen.

El flujo general de trabajo para la recopilacion y analisis de todas las VGs en

NKX2-5 se esquematiza en la Figura 14.
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Figura 14. Flujo de trabajo general para la recopilacion y analisis de todas las variantes
génicas en NKX2-5. Los niUmeros en recuadros celestes se corresponden con las secciones
de este trabajo donde se explica el paso correspondiente. VGs: Variantes génicas. SLiMs:
Motivos lineales (Short Linear Motifs). ACMG: American College of Medical Genetics.

3.2.1. Actualizacién de lista de variantes

Lo primero que se hizo con la lista de variantes de [68] fue actualizarla,
incorporando VGs nuevas mediante una busqueda de publicaciones cientificas y

consultando las bases de datos de acceso publico.
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3.2.1.1. Actualizacién de VGs en publicaciones cientificas

Para la actualizacion de VGs en publicaciones cientificas se tuvieron en cuenta

las encontradas en la base de datos PubMed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/)

gue incluyeran VGs en NKX2-5 hasta diciembre de 2019, seleccionando todas las
publicaciones que contuvieran alguno de los nombres de NKX2-5 que figuran en

GeneCards (https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=NKX2-5) y “mutation”

o “genetic variant” como palabras claves.

En caso de que una publicacién clasificara a una variante como patogénica,

benigna/polimorfismo o de significado incierto, se registré esta informacion.
3.2.1.2. Actualizacién de VGs en bases de datos publicas

Para el caso de las variantes recopiladas de las bases de datos publicas, la
actualizacion se realiz6 en julio de 2019, por lo que se recopilaron VGs hasta esa
fecha. Las bases de datos consultadas fueron NCBI's  dbSNP

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/SNP/) [155], NHLBI- ESP's EVS
(https://evs.gs.washington.edu/EVS/), EXPASyY's SwissVar
(https://swissvar.expasy.org/cgi- bin/swissvar/home/) [156], ExXAC

(https://exac.broadinstitute.org/) [157] y LOVD (http://www.lovd.nl/3.0/home/) [158].

También se incluyeron variantes de Clinvar

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/clinvar/) [159], que es una base de datos de clasificacién

de variantes segun patogenicidad. Esta base de datos no habia sido consultada en el

trabajo previo [68].

En particular, se registré especificamente informacion de patogenicidad de
LOVD, SwissVar y ClinVar.

3.2.2. Procesamiento y agregado de informacion de VGs

Con el objetivo de poder comparar VGs de distintas fuentes con distintos tipos

de informacion, se unificaron las VGs extraidas de cada una de las bases de datos en

44



una sola lista. De esta forma se eliminan VGs duplicadas y se estandarizan los

formatos, lo cual simplifica los analisis posteriores.

También se las complementé con informacion de motivos lineales (SLiMs) que
pudieran ser afectados por cada variante y sus frecuencias en bases de datos
poblacionales.

3.2.2.1. Definicién de variantes que afectan motivos lineales

Se utilizaron los SLiMs confirmados experimentalmente y predichos de acuerdo
a lo consignado previamente (seccion 3.1.3) para definir variantes que pudieran afectar
su funcionalidad. Se registraron soOlo las variantes que afectan especificamente a
residuos dentro del motivo lineal (variantes de cambio de sentido o
inserciones/deleciones sin cambio de marco de lectura), ya que su efecto en la
funcionalidad de NKX2-5 es especifico de la region correspondiente al SLiM. Las
variantes que causan inserciones con cambio de marco de lectura o que introduzcan un
codén stop que ocurran sobre un SLIM no se consideraron ya que su efecto
probablemente se deba a que cambian el largo de la proteina, no por su ubicacion en
un SLiM.

Para los SLiMs predichos, se dividieron las variantes entre aquellas que se
predice que afectarian al motivo lineal segun el criterio de ELM y aquellas que no. El
criterio de seleccion de ELM usa expresiones regulares, las cuales definen una lista de
aminoacidos especificos permitidos en cada posicion (Figura 8). No se realizé la misma
distincion con los SLiMs confirmados experimentalmente por tener confirmacion por

otros métodos.
3.2.2.2. Frecuencias poblacionales

Entre las bases de datos estudiadas, la informacion de frecuencia poblacional
fue obtenida de dbSNP, EVS y EXAC. Para registrar la frecuencia como un valor Unico,
se obtuvieron los valores de frecuencia separados en cantidad de individuos totales y

cantidad de individuos con la variante, y se sumaron para las distintas fuentes,
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obteniendo una frecuencia final. La informacién de la frecuencia para cada variante se

expresd como su frecuencia cada 1000 individuos.
3.2.3. Evaluacién de patogenicidad de variantes génicas

Con toda la informacion recopilada, se procedié a evaluar la patogenicidad de

cada variante.

En primer lugar, se unifico la informacion de patogenicidad encontrada en
publicaciones y bases de datos, registrando cada variante que estuviera clasificada
como “benigna” o “patogénica”. Una misma variante clasificada de distintas formas por

distintas publicaciones se registr6 como “evidencia conflictiva”.

La informacion de patogenicidad de las variantes registrada en publicaciones y
en bases de datos se complementd con el criterio del American College of Medical
Genetics (ACMG) [113] para la clasificacién de variantes en uno de 5 posibles niveles
de patogenicidad: Benigna (“Benign” segun criterio de ACMG), Posiblemente benigna
(“Probably benign” segun criterio de ACMG), VSI (Variante de significado incierto,
“Variant of uncertain significance” segun criterio de ACMG), Probablemente patogénica
(“Possibly pathogenic” segun criterio de ACMG) y Patogénica (“Pathogenic” segun
criterio de ACMG).

La clasificacion por los criterios de ACMG sélo se realizé para variantes que
tuvieran algun tipo de evidencia que agregara informacion relevante para la

clasificacion. Esta evidencia pudo ser:

e Variantes con ensayos experimentales intentando medir su efecto bioldgico
e Variantes observadas en pacientes
e Variantes en el mismo aminoacido que otra variante patogénica o benigna

e Variantes reportadas en bases de datos poblacionales
3.2.3.1. Patologias especificas asociadas con VGs de NKX2-5

Como es de particular interés el estudio de la presentacion de subtipos de CC (y

otras patologias asociadas a VGs en NKX2-5), se hizo foco en el analisis de las
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patologias especificas asociadas a variantes patogénicas. Para esta parte del analisis,
se utilizaron las variantes clasificadas como patogénicas en publicaciones y bases de

datos.

Estas variantes se separaron en variantes de efecto en un aminoéacido (VGs de
cambio de sentido, inserciones/deleciones de un aminoacido sin cambio de marco de
lectura), variantes con grandes cambios en la proteina (inserciones/deleciones de mas
de un aminoacido o con cambio de marco de lectura, variantes en sitios de splicing) y
variantes sin efecto conocido en la proteina (variantes sinbnimas o0 en regiones no

codificantes).

Para cada uno de estos grupos, se registraron las patologias mas representadas
y, en el caso de las variantes de efecto en un aminoacido, se registré su distribucion a

lo largo del gen NKX2-5 y/o la proteina NKX2-5.
3.2.4. Formato de la informacioén en la lista de VGs

Toda la informacion recopilada y procesada para las distintas VGs fue
presentada en forma de tabla con cada fila siendo una variante Unica en el ADN y con

columnas representando la informacién asociada a la variante.

La informacion presentada en esta tabla se presenté en 24 columnas, explicadas

en detalle en la Tabla 2. Estas 24 columnas se dividen en 6 grupos:

e Identificadores estandarizados: “ADN (NC_000005.10)", “ADNc (NM_004387.3)”,
“Proteina (NP_004378.1)", “rs#”

e Informacion desglosada de posicion y tipo de variante: “Regién del gen”, “Tipo
de variante por efecto en el ADN”, “Tipo de variante por efecto en la proteina”

e Fenotipos asociados: “Fenotipo asociado (cardiaco)”, “Fenotipo asociado (no
cardiaco)”, “Con pacientes aparentemente sanos”, “Frecuencia (cada 1000
individuos)”, “Experimentos asociados”, “Resultado de experimentos asociados”

e Informacién asociada a la clasificacion de la variante: “Conservacion de residuo

(s6lo VGs de cambio de sentido)”, “SLiMs (s6lo VGs de cambio de sentido)”

47



e C(Clasificacion de la variante: Clasificacion segun ACMG, Clasificacion por
publicaciones y bases de datos

e Referencias: Referencias (PMID), Encontrada en dbSNP, Encontrada en
SwissVar, Encontrada en LOVD, Encontrada en EXAC, Encontrada en EVS,

Encontrada en pacientes del CNGM

Tabla 2. Columnas utilizadas para registrar los datos correspondientes a las
variantes génicas recopiladas.

Variante en ADN (formato HGVS) sobre referencia hg19 del genoma

ADN (NC_000005.10) .
umano

. ADNe (NM_004387.3) Variante en ADNc l:formajco I.-IGVS} sobre referencia de transcripto
Identificadores principal de NKX2-5

Variante en proteina (formato HGVS) sobre referencia de proteina

Proteina (NP_004378.1) isoforma 1 de NKX2-5

rs# Identificador estandarizado de HGVS
Region del gen Regidn gendmica (UTR, Exdn o Intrén)
Modelo . . Efecto de la variante en el ADN (transposicion, transversion, insercion,
Tipo de variante por efecto en el ADN
estructural etc.)
Tipo de variante por efecto en la proteina Efecto de la variante en la proteina (missense, nonsense, indel, etc.)
Fenotinos Fenotipo asociado (cardiaco) Fenotipo cardiaco asociado a la variante
asociazc—s Fenotipo asociado (no cardiaco) Fenotipo no cardiaco asociado a la variante
Con pacientes aparentemente sanos Define si se encontrd un individuo sano con la variante
SLiMs (s6lo VGs de cambio de sentido) Motivo lineal confirmado sobre el que se encuentra la variante
Conservacion de residuo (solo VGs de Conservacion del residuo predicha por ConSurf y SIFT, con criterio
L, cambio de sentido) propio (Alta, Media o Leve)
Caracterizacion - —— - - -
de la variante Frecuencia (cada 1000 individuos) Frecuencia de la variante en bases de datos poblacionales buscadas
Experimentos asociados Lista de experimentos realizados con la variante

i i Resultado de la lista de experimentos realizados con la variante (se
Resultado de experimentos asociados

corresponde con Experimentos asociados)

Clasificacion segiin ACMG Clasificacion de acuerdo al criterio de ACMG

Clasificaciones  Clasificacion por publicaciones y bases de  Clasificacion de acuerdo a las referencias encontradas (criterio utilizado

datos en Kolomenski et. al.)

Referencias (PMID) Lista de PMIDs de publicaciones que registran la variante

Encontrada en dbSNP Marca si la variante se encontrd en dbSNP

Encontrada en SwissVar Marca si la variante se encontré en SwissVar
Referencias Encontrada en LOVD Marca si la variante se encontré en LOVD
Encontrada en ExAC Marca si la variante se encontro en ExAC
Encontrada en EVS Marca si la variante se encontrd en EVS

Encontrada en pacientes del CNGM Marca si la variante se encontrd en pacientes del CNGM

VGs: Variantes génicas.
3.2.5. Carga de VGs a bases de datos

La clasificacion de variantes segun los criterios de ACMG y la compilacion de
variantes realizada de la literatura hizo evidente lo incompleto de dicha informacién en
bases de datos publicas, por lo que se consolido y se puso a disposicion de forma

abierta. En particular, se depositaron todas las variantes de nuestra lista a la base de
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datos LOVD, proceso que requirié adaptar nuestra informacion al formato requerido por

LOVD y completar informacion con el agregado de algunas columnas. En particular:

e Se explicito el origen de cada variante (de publicacién y/o de base de datos
publica) con el formato requerido.

e Se duplicaron variantes que aparecieran en mas de una publicacion como
nuevas entradas.

e Se asigné un identificador por paciente para variantes provenientes de
publicaciones.

e Se modificaron fenotipos, efectos en patogenicidad, frecuencias y variantes a los

en concordancia con los formatos aceptados por LOVD.
3.2.6. Generacion de programas para visualizar VGs sobre NKX2-5

Con el objetivo de visualizar las VGs de cambio de sentido sobre el gen NKX2-5
y sobre la proteina que codifica se desarroll6 un programa en Python

(https://github.com/EmilioKolo/GraficoPyGame/), con la  biblioteca  PyGame

(https://github.com/pygame/pygame/). Este programa permitié ver, a grandes rasgos, la

abundancia de distintos tipos de variantes en cada region de NKX2-5.

Se desarroll6 un segundo programa en Python, con la biblioteca PyPlot de
MatPlotLib [160], para visualizar con mayor precision a lo largo de la proteina
codificada por NKX2-5 la abundancia de aquellas variantes que se observan en
poblacion general y aquellas clasificadas como patogénicas de cambio de sentido. Para
tal fin, se tomé una ventana de 3 aminoacidos (9 nucleétidos) alrededor de cada
posicion de la proteina y se registro la cantidad de variantes ubicadas en esta ventana
(https://github.com/EmilioKolo/GraficoVentanasGV/).

Las variantes seleccionadas como potencialmente poblacionales fueron aquellas
con frecuencia poblacional mayor a 1/10.000. Este corte se definié teniendo en cuenta
gue se estima un subdiagnoéstico de CC en el 10% de los casos [23,161,162] y por la
existencia de penetrancia incompleta [163-166], por lo que variantes con una
frecuencia menor a 1/10.000 podrian representar variantes patogénicas no

diagnosticadas o con penetrancia incompleta.
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Por altimo, se utilizé la biblioteca JoyPy de Python

(https://github.com/leotac/joypy) para visualizar la distribucion de variantes que cambian

uno o0 pocos aminodcidos y su asociacion a subtipos especificos de patologias. Se
utilizaron las variantes patogénicas asociadas a las patologias mas comunes vistas en
la seccion 3.2.3.1. y se grafico un histograma de distribucién de VGs por patologia
seleccionada. El conteo de variantes se realizd para cambios aminoacidicos unicos. Es
decir, dos VGs distintas asociadas a la misma patologia que causan el mismo cambio
en aminoacidos de NKX2-5 fueron registradas como una sola variante. De esta forma,
se pueden visualizar los cambios aminoacidicos que se han visto asociados a cada una
de las patologias registradas, lo cual es de particular interés para el estudio de subtipos
de CC.

3.3. Analisis de regiones especificas de NKX2-5

Luego del analisis de VGs reportadas en la literatura y en bases de datos
publicas, se estudi6 el potencial efecto sobre la funcionalidad de NKX2-5 de todas las
posibles variantes de secuencia que producen un cambio en un aminoacido (variantes
missense) en regiones de la proteina que poseen estructura tridimensional. Esto se
realiz6 especificamente en la region con estructura tridimensional por aportar la

informacion necesaria para los analisis in silico realizados.

El flujo de trabajo general correspondiente a estos estudios se esquematiza en
la Figura 15.
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3.1. Modelo estructural 3.3.1.
de NKX2-5

Todas las VGs de
cambio de sentido
posibles en NKX2-5

Region con
estructura
tridimensional

Ensayos in silico con
FoldX y PolyPhen2

Motivos lineales Ensayos in silico

Potenciales efectos funcionales
asociados a cada variante
generada

Clasificacion jerarquizada
de efectos funcionales

Efecto funcional mas probable
asociado a cada variante generada

3.3.3.

Figura 15. Flujo de trabajo general para el estudio del potencial efecto en la

funcionalidad de NKX2-5 de todas las posibles variantes de cambio de un aminoécido
(variantes missense). Los numeros en recuadros celestes se corresponden con las secciones

de este trabajo donde se explica el paso correspondiente. VGs: Variantes génicas.
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3.3.1. Creacion de todas las VGs de cambio de sentido posibles en la region

seleccionada de NKX2-5

En lugar de evaluar el efecto de cada uno de los 20 aminoéacidos a lo largo de la
secuencia, se desarrolld un programa en Python

(https://github.com/EmilioKolo/GeneracionVGs/) con el objetivo de limitar la exploracion

a todas las variantes posibles que cambian un aminoacido en la secuencia de NKX2-5

mediante el cambio en un nucleétido en la secuencia del gen (variantes missense).

La estrategia consistio en generar una lista de todas las variantes que cambian
un aminoacido por triplete y seleccionar las posiciones correspondientes a la estructura
tridimensional con mejor resolucion para NKX2-5. Los cambios se realizaron a partir de
la secuencia codificante de los exones de la isoforma canonica del gen NKX2-5.

3.3.2. Estudios in silico para cada VG generada

Para cada una de las variantes generadas se realizaron ensayos in silico para
predecir su potencial efecto en la funcionalidad de NKX2-5. Estos ensayos incluyen
predictores de conservacion evolutiva (Polyphen2, ConSurf, SIFT) y funcionalidad
(FoldX, ELM).

Se utilizé PolyPhen2 [167] para predecir el posible efecto de las variantes
generadas en la funcionalidad de NKX2-5 en base a informacién de conservacion
evolutiva. Esto se realiz6 por medio de un servicio web que permite correr PolyPhen2

para variantes en lote (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/bgi.shtml). Esta

clasificacion se prefirid sobre la de ConSurf y SIFT por ser mas especifica al efecto de

la conservacion evolutiva en variantes en su asociacion con patogénesis.

En segundo lugar, se utilizd FoldX [102] para identificar las variantes que
potencialmente afecten la estructura de NKX2-5, su interaccion con el ADN y/o su
interaccion con otras proteinas. Se recurrido a la funcion BuildModel para estimar el
cambio de la energia de desplegado para cada variante con respecto a la proteina de
referencia (AAG) y a la funcién AnalyseComplex para el cambio de energia de

interaccion con el ADN y/u otras proteinas de cada variante. Se consideré que una
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variante probablemente afectaria la funcionalidad de NKX2-5 con diferencias de
energia mayores a 1,6 kcal/mol [101]. Esto se considerd para todas las variantes con
BuildModel y solo para variantes en contacto con el ADN y/u otras proteinas con

AnalyseComplex.

Por dltimo, se agregd informacion especifica asociada a los cambios de

secuencias causados por las variantes.

Por un lado, se utilizaron los SLiMs recopilados previamente para determinar
variantes que afecten motivos lineales predichos y/o confirmados experimentalmente,

los cuales estan asociados a funciones especificas de una proteina.

Por otro lado, se registraron variantes que introducen cisteinas, ya que el
agregado de cisteinas probablemente introduzca puentes disulfuro, los cuales
desestabilizarian la estructura proteica de forma significativa. En el caso que la cisteina
se introdujera en un residuo sin exposicidén al solvente, sélo se considero la variante
como potencialmente causal de patogénesis si ademas introdujera un cambio

significativo de energia de unfolding en las predicciones de FoldX BuildModel.

3.3.3. Clasificacion de potenciales efectos de las variantes generadas en la
funcionalidad de NKX2-5

Con los resultados de la seccién anterior, se obtuvo informacion de 4 potenciales

explicaciones de desarrollo de patogenicidad para las variantes generadas:

e Desestabilizacion de la estructura terciaria. Predicha por FoldX BuildModel.

e Efecto en la interaccion con el ADN y/u otras proteinas y, por lo tanto, en la
funcién como factor de transcripcion. Predicha por cambios de energia en FoldX
AnalyseComplex y observaciones de residuos que interactian en el modelo
estructural.

e Eliminacién de un SLiM, lo cual afecta a la funcion especifica asociada a este
motivo. Esto se realizé utilizando la informacién ya obtenida del modelo

estructural.
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e Introduccion de una cisteina, la cual no permitiria el correcto plegado de la
proteina por la introduccién de puentes disulfuro. Esto se realizé por seleccion

de las variantes generadas.

La prediccion de PolyPhen2 no esta asociada a una via funcional, por lo que no
aporta una via de desarrollo de patogénesis, y sélo sugiere el riesgo asociado a una

variante en particular.

Estas clasificaciones no son mutuamente excluyentes, y algunas variantes
pueden tener multiples causas asociadas, por lo que se desarroll6 una jerarquia de
potenciales efectos en la funcion de NKX2-5. De esta forma, si una variante tiene
asociados dos 0 mas potenciales efectos en la funcion de NKX2-5, sélo se considera el
efecto mas alto en la jerarquia, y se simplifica el andlisis de la distribucién de

potenciales efectos de las variantes generadas.

En primer lugar, se consideraron aguellas variantes que afectan la interaccion
con el ADN. Estas fueron consideradas en primer lugar por consistir de la funcion

principal de un factor de transcripcion, como lo es NKX2-5.

En segundo lugar, se consideraron variantes que introducen una cisteina a la
secuencia de la proteina. Estas variantes casi seguramente desestabilizarian la

proteina de forma que no le permitirian realizar su funcion.

En tercer lugar, se consideraron variantes que afectan residuos que participan
en la interaccion con otros factores de transcripcion o que interrumpieran motivos
lineales confirmados experimentalmente. Esto se corresponde con funciones

especificas que pueden o no ser cruciales en la funcion general de la proteina.

Por ultimo, se registraron variantes que tuvieran un efecto sobre la estabilidad de
NKX2-5 predicho por FoldX o que interrumpieran un motivo lineal predicho por ELM.
Estas se ubican en ultimo lugar por representar efectos posiblemente leves en la
funcién proteica y por tener la mayor probabilidad de representar falsos positivos en los

predictores.
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3.4. Recopilaciéon y estudio de todos los sitios de union de NKX2-5 en

el genoma humano y de ratén

En esta parte del trabajo, y con el objetivo de analizar sitios de union de NKX2-5
a nivel genomico, se desarrollaron programas para procesar resultados provenientes
de estudios de inmunoprecipitacion de la cromatina seguida de secuenciacibn masiva
(ChiP-seq) en formatos que puedan usarse para estudiar con otras plataformas
(MEME-ChIP, GREAT).

Esta estrategia se aplico para los sitios de union de NKX2-5 en genomas de

humano y/o ratén, segun la evidencia que se encontrara.

El flujo de trabajo general correspondiente a la recopilacion y estudio de todos

los sitios de unién de NKX2-5 se esquematiza en la Figura 16.
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Publicaciones Base de datos
en PubMed HOCOMOCO

Seleccién de
experimentos

Estudios
seleccionados

341.*

Determinacion de aen .-
3itios de union y Sitios de union de

genes cercanos NKX2-5

Picos de ChiIP-seq con genes
cercanos con/sin sitios de union

*3.4.2.

Estudios de asociacion 3.4.3.

Patrones entre secuencias de sitios
de union, distancias a genes cercanos
y expresién diferencial

Figura 16. Flujo de trabajo general para la recopilaciéon y estudio de todos los sitios de
union de NKX2-5. Los nimeros en recuadros celestes se corresponden con las secciones de
este trabajo donde se explica el paso correspondiente. El genoma de referencia utilizado fue
GRCh37.p13 (hg19). Asteriscos: Datos que se obtuvieron para raton ademas de humano.
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3.4.1. Seleccion de resultados

En primer lugar, se realiz6 una busqueda de experimentos de ChIP-seq en

PubMed (https://pubmed.nchi.nlm.nih.gov/), haciendo foco en que estén relacionados a

estructuras del corazon. Se registraron los archivos .bed con sitios de union
encontrados. Asimismo, se recopilaron las tablas con resultados de estudios de
expresion diferencial de RNA-seq entre la condicion wild type y la condicion knock out o
knock down para NKX2-5 que acompafiaron los estudios de ChIP-seq.

3.4.2. Recopilacion de sitios de unién de NKX2-5

De los resultados de experimentos de ChIP-seq, se extrajeron las posiciones en
el genoma registradas en los archivos .bed (picos o peaks). Luego, se buscaron los
genes cerca de estos picos, definidos como genes a cierta distancia de cada extremo
del pico. Esta seleccion se repiti6 para cuatro distancias maximas: 1500 pb, 100.000
pb, 500.000 pb y 1.000.000 pb. Asimismo, se utilizaron 2 criterios para la seleccion de
los genes: seleccionar todos aquellos que estuvieran contenidos hasta la distancia
definida y seleccionar el gen mas cercano a cada lado del sitio de unién. Para
seleccionar todos los genes se usG un programa de Python personalizado
(https://github.com/EmilioKolo/ChIP-seg-analysis-scripts/, funcion pipeline_generador),

mientras que para seleccionar los genes mas cercanos se usoO el programa GREAT
(https://great.stanford.edu/great/public/html/) [168,169].

Se definieron como picos “confirmados” a aquellos con genes a menos de
100.000 pares de bases de distancia para los cuales se observé una expresion

diferencial significativa.

Los genes se buscaron a una distancia maxima de 100.000 pb para incluir a los

genes conocidos que son transactivados por NKX2-5 a mayor distancia [170-172].

Dentro de estos picos se buscaron sitios de unién de NKX2-5. Para tal fin, se
defini6 una lista de secuencias consenso de sitios de wuni6on utilizados

experimentalmente en ensayos de transactivacion.

57



Ademas, se descarg6 una matriz de puntaje de secuencias que potencialmente
sean sitios de union de NKX2-5 de la base de datos HOCOMOCO version 11
(https://hocomocoll.autosome.org/) [129]. La matriz de puntajes utilizada fue la matriz
de nombre “‘NKX25 HUMAN.H11MO.0.B”
(https://hocomocoll.autosome.org/motif/NKX25 HUMAN.H11MO.0.B). Se utiliz6 un

puntaje de corte para identificar sitios de unién del 90% del puntaje maximo posible de

la matriz.

3.4.3. Estudio de asociacion de sitios de union de NKX2-5 cerca de genes con

expresion diferencial

Con el objetivo de encontrar una asociacion entre la condicion de regulacion de
genes a menos de 100.000 pb de sitios de unién de NKX2-5 y el sitio de unién en
particular, se realizaron distintas busquedas de patrones entre los datos asociados a
sitios de unidn. Para esto, se trabajo sobre sitios de union de NKX2-5 encontrados en
picos de ChIP-seq confirmados por tener genes con expresion diferencial significativa
en los ensayos de RNA-seq a menos de 100.000 pb de distancia. Los datos registrados

fueron:

e La distancia del sitio de unién al gen con expresioén diferencial significativa en los
ensayos de RNA-seq

e La secuencia nucleotidica del sitio de union

e El valor de aumento o disminucién de expresion de cada gen con expresion

diferencial significativa en los ensayos de RNA-seq

En primer lugar, se buscaron patrones simples graficando dos combinaciones de
valores con la biblioteca MatPlotLib de Python [160].

Para cada secuencia posible de sitios de union se analizé la cantidad de genes
con expresion diferencial significativa en los ensayos de RNA-seq, los cuales se
dividieron segun si eran genes con expresion que aumentaba o disminuia en presencia
de NKX2-5. El objetivo fue analizar si alguna de las secuencias especificas se

encuentra asociada con activacion o inhibicion de genes cercanos.
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También se analizo la cantidad de genes con expresion diferencial significativa
en los ensayos de RNA-seq a distintas distancias de sitios de unién de NKX2-5. En
este caso, también se agruparon segun la proporcion de genes que aumentan o
disminuyen su expresion en presencia de NKX2-5. Para esto, se incluyeron sitios de
unién en picos de ChIP-seq confirmados por tener genes con expresion diferencial

significativa en los ensayos de RNA-seq a menos de 100.000 pb.

Por dltimo, se realizé un analisis de componentes principales con el médulo
Cluster de BioPython [173], y se buscaron los componentes que explican mayor
variabilidad para analizar sus elementos principales. Las variables analizadas fueron
las secuencias de los sitios de union, las distancias al gen con expresion diferencial

mas cercano y el aumento o disminucion de la expresion del gen cercano por NKX2-5.

Se utilizaron los sitios de union con genes confirmados cercanos. Los sitios de
unién con dos genes cercanos confirmados se procesaron como dos sitios distintos.
Todos los valores fueron normalizados y las variables analizadas se pre-procesaron de

formas particulares, como se ejemplifica a continuacion.
Las distancias se procesaron de 4 formas distintas:

e Con el valor de distancia sin modificar
e Como logaritmo de la distancia
e Como inversa (1/distancia)

e Como inversa del logaritmo de la distancia

El aumento o disminucién de expresion por NKX2-5 se proces6é de 2 formas

distintas:

e Con el valor de fold change del gen cercano (obtenido en el estudio RNA-seq
para la condicion wild type/condicion knock out) sin modificar
e Como -1 si el gen aumenta su expresion por NKX2-5 y como 1 si la disminuye

(correspondiente a la funcién signo aplicada sobre el valor fold change)

Las secuencias de los sitios de unién se procesaron como una lista de variables,

teniendo en cuenta la cantidad de secuencias Unicas encontradas, donde cada
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secuencia en particular tiene valor 1 en una de las variables y 0 en las demas

(codificacién one-hot).

Esto da un total de 8 conjuntos diferentes de datos utilizados para el analisis, de
los cuales se seleccion6 uno para estudiar asociaciones que pudieran haber entre los
distintos valores estudiados. El objetivo del conjunto seleccionado fue separar lo mejor
posible las secuencias de sitios de unidn y sus distancias por genes segun su

transactivacion utilizando un maximo de 3 componentes principales.

3.5. Estudio de sitios de unién cercanos de otros factores de

transcripcion y genes transactivados

Con los sitios de union confirmados en la seccion anterior, se estudiaron los
genes cercanos a estos sitios y se definieron otros factores de transcripcion que
pudieran interactuar con NKX2-5 para, potencialmente, mediar en la transactivacién o
inhibicién de estos genes.

Los genes se estudiaron por medio de sus Gene Ontology terms (GO-terms) en
relacion a los sitios de unién de los distintos factores de transcripcion definidos que

pudieran estar transactivandolos o inhibiéndolos.

El flujo de trabajo general correspondiente al estudio de factores de transcripcion
gue interactian con NKX2-5 y sus genes transactivados se esquematiza en la Figura
17.
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3.4. Sitios de union de NKX2-5
en el genoma humano

Picos de ChIP-seq para
NKX2-5

Picos de ChiP-seq con
genes cercanos con/sin
sitios de union

2.5.2.

Seleccion de genes de
interés

Genes de interés

3.5.3.

Estudios de asociacion
a subtipos de CC

Genes y VGs
asociadas a subtipos
de interés

3.5.1.

Factores de
transcripcion
seleccionados

Analisis con
MEME-ChIP

Sitios de unién de factores de
transcripcion seleccionados

Genes cerca de picos de
ChlIP-seq con distintas
combinaciones de sitios de union

Estudios de GO-terms

Patrones entre GO-terms y
genes cercanos segun sitios
de union

Subtipos de CC asociados a
VGEs en NKX2-5

3.2. VGs en NKX2-5
VGs patogénicas por

interaccion con otras
proteinas

3.3. Jerarquizacion de VGs

Figura 17. Flujo de trabajo general para el estudio de sitios de unién cercanos de otros

factores de transcripcion y genes transactivados. Los numeros en recuadros celestes se

corresponden con las secciones de este trabajo donde se explica el paso correspondiente. El

genoma de referencia utilizado fue GRCh37.p13 (hg19). CC: Cardiopatias congénitas. VGs:
Variantes génicas.
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3.5.1. Sitios de union de otros factores de transcripcion cercanos a sitios de NKX2-5

Para interpretar la informacion asociada a otros factores de transcripcion que
posiblemente interactien con NKX2-5, se comenzé por definir la lista de estos factores
de transcripcién y se buscaron sus sitios de union cercanos a los sitios de unién
confirmados de NKX2-5.

En primer lugar, se hizo una busqueda exploratoria de factores de transcripcion
gue tuvieran sitios de union sobrerrepresentados en los picos de ChIP-seq. Esto se

hizo con ayuda del programa MEME-ChIP versibn 5.4.1 (https://meme-

suite.org/meme/tools/meme-chip/) [174], que busca regiones sobrerrepresentadas en

una lista de secuencias y trata de asociarlas con sitios de unién conocidos. Para esto,
el programa requiere una lista de secuencias del mismo largo, las cuales se obtuvieron
de los archivos .bed con picos de ChlIP-seq utilizando un programa de Python

(https://github.com/EmilioKolo/ChlP-seg-analysis-scripts/, funcion pipeline_meme_chip).

Con este programa, se definid un rango de 500 pares de bases alrededor del centro de
cada pico de ChiIP-seq (250 pares de bases a cada lado) y se obtuvo su secuencia de
referencia en el genoma humano. El largo de 500 pares de bases utilizado para

estandarizar el largo de las secuencias es el recomendado por MEME-ChIP.

Una vez obtenidas las secuencias, éstas se procesaron con el servidor web de
MEME-ChIP. Se utiliz6 un archivo .fasta con las secuencias seleccionadas y se
cambiaron dos de los valores que tiene por defecto el programa:

e Se utilizé “Human and Mouse (HOCOMOCO v11 full)” como lista de motivos de
busqueda. De esta forma, se trabajé especificamente con las matrices de
HOCOMOCO.

e En “MEME options”, se selecciond “Any number of repetitions” como distribucién
esperada de los motivos. Esta opcion puede encontrar motivos Unicos, pero

aumenta la sensibilidad para motivos repetidos.

Con estos parametros, se obtuvo una tabla de sitios sobrerrepresentados y los
factores de transcripcion que los reconocerian, si los hubieran. El programa lista los

sitios ordenados por E-valor de menor a mayor. El E-valor aproxima qué tan probable
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sea que un dado motivo se haya encontrado por azar en la lista de secuencias, por lo
gue, mientras menor sea, mas probable es que el motivo esté presente por razones

funcionales.

Para establecer un criterio de seleccion de la lista de factores de transcripcion
que devuelve MEME-ChIP, se definié que el punto de corte fuera el E-valor de un factor
de transcripcion con evidencia experimental de interaccion con NKX2-5, o el E-valor de

NKX2-5, si este fuera un valor mayor.

La lista de factores de transcripcidon que pudieran interactuar con NKX2-5 se
defini6 con una busqueda en bases de datos de interacciones entre proteinas. Las
bases de datos utilizadas fueron STRING (https://string-db.org/) [141] y GeneMANIA
(https://genemania.org/) [140].

Con la lista de factores de transcripcion que pudieran interactuar con NKX2-5, se
busc6 aquellos que se encontraran entre los factores de transcripcion que devuelve
MEME-ChIP.

Entre los factores de transcripcion con evidencia experimental de interaccion con
NKX2-5 que se encontraron en los resultados de MEME-ChIP, se seleccion6 el que
obtuvo mayor E-valor, y se utiliz6 ese nUmero como criterio de corte, registrando todos

los factores de transcripcién con menor puntaje de los resultados de MEME-ChIP.

Dentro de los factores de transcripcibn con E-valor menor, se descartaron
aquellos que pertenecieran a la familia NK2 (de NKX2-5) o a las familias de los factores
de transcripcion con evidencia experimental de interaccion con NKX2-5. Esto es para
eliminar falsos positivos debido a que factores de transcripcion de la misma familia
tienen sitios de union similares. En los casos que se encontraran varios factores de
transcripcion de una misma familia, o que hubieran varias matrices asociadas a un
mismo factor de transcripcion, se seleccion6 el que tuviera menor E-valor. Esto se hizo
para simplificar el andlisis, ya que los sitios de unién de factores de transcripcion de la

misma familia suelen ser similares entre si.
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Con los factores de transcripcion seleccionados y filtrados, se descargaron

matrices de puntaje de HOCOMOCO version 11 (https://hocomocoll.autosome.org/)

[129], las cuales se utilizaron para definir sitios de union de cada factor de
transcripcion. Con estas matrices, se utilizd6 el mismo criterio de selecciéon que para
NKX2-5 en la seccion 3.4.2., utilizando un 90% del puntaje maximo posible de la matriz

como corte.

Utilizando estas matrices, se buscaron todos sus sitios de unidbn a menos de
cierta distancia de sitios de union de NKX2-5 confirmados experimentalmente. Esto se
hizo con un programa personalizado de Python desarrollado para este trabajo
(https://github.com/EmilioKolo/ChIP-seg-analysis-scripts/, funcion pipeline_otros_tf). Se

utilizé una distancia de 250 pares de bases por ser la mitad del largo establecido como
estandar por MEME-ChIP, en las cuales asumimos que el sitio de union de NKX2-5
esta cerca del centro de los picos de ChIP-seq.

Los sitios de unién de estos factores de transcripcion fueron registrados junto
con los genes confirmados cercanos, su condicion de regulacion por NKX2-5 y las

distancias a estos genes.
3.5.2. Andlisis de genes cercanos a sitios de union seleccionados

Ademas del analisis de otros factores de transcripcién, se hizo un analisis de los
genes a menos de 100.000 pb de distancia de los sitios de union seleccionados. Con
estos genes, se definieron distintas listas de genes cerca de sitios de unién de NKX2-5
y de los factores de transcripcion seleccionados en la seccién anterior. Estas listas
representan a los genes a menos de 100.000 pb de un sitio de unién de NKX2-5 que

esté a menos de 250 pb de un sitio de unién de otro factor de transcripcion.
Cada una de estas listas se utilizé 3 veces, generando listas con:

e Genes con expresion diferencial aumentada en presencia de NKX2-5 (regulados
positivamente o upregulados)
e Genes con expresion diferencial disminuida en presencia de NKX2-5 (regulados

negativamente o downregulados)
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e Todos los genes en los que se observo expresion diferencial y representarian los

genes potencialmente regulados por NKX2-5 (totales)

Esto dio un total de 3 listas de genes por factor de transcripcion seleccionado,

mas 3 listas para el total de sitios de union de NKX2-5.

Los genes analizados se obtuvieron de los archivos de sitios de unién generados
por la funcion de Python utilizada en la seccién 3.5.1.
(https://github.com/EmilioKolo/ChIP-seg-analysis-scripts/, funcién pipeline_otros_tf) en

formato apto para su procesamiento por el servicio web de ShinyGO

(http://bicinformatics.sdstate.edu/qo/) [175]. Este servicio busca sobrerrepresentacion

de funciones y vias metabdlicas, representadas por GO-terms, y devuelve listas de GO-
terms con sus E-valores correspondientes. Se buscé especificamente “GO Biological
Process” en la opcidon “Pathway database”, para obtener GO-terms de funciones en

procesos bioldgicos.

Con cada una de las listas de genes analizadas por ShinyGO se obtuvieron GO-
terms que fueron analizados en el resto del trabajo. De la lista de GO-terms obtenida, el
servicio web de ShinyGO selecciona un méaximo de GO-terms de acuerdo a su
enriquecimiento y la probabilidad de falsos positivos (FDR, por sus siglas en inglés para
“False Discovery Rate”). Se registr6 un maximo de 10 GO-terms por lista de genes,
clasificando sus FDR en 3 rangos:

e FDR > 0,001: Representa GO-terms no significativos, generalmente muy
especificos y con pocos genes, donde estos pocos genes representan un
aumento significativo de enriquecimiento relativo. Para estos GO-terms, se hizo
foco en genes especificos asociados a funciones especificas.

e 0,001 >= FDR > 10™ (1/100.000): Representa GO-terms no significativos, pero
gue se encuentran representados por numerosos genes.

e FDR <= 107 (1/100.000): Representa GO-terms significativos segun el criterio
recomendado por ShinyGO. Estos son los GO-terms que muy probablemente

representen una funcién relevante en comun para la lista de genes estudiada.
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En primer lugar, se estudiaron las listas de todos los genes confirmados
experimentalmente sin filtrar por sitios de unidn de otros factores de transcripcion. Sus
GO-terms sobrerrepresentados se agruparon en categorias para simplificar el andlisis.
Esto se repitid para las listas de genes con expresion disminuida o aumentada en los

ensayos de expresion diferencial.

En una segunda etapa, se analizaron los GO-terms que se obtienen para las
distintas listas filtradas por sitios de union de los factores de transcripcion
seleccionados. Se registré si se agrupaban en las mismas categorias o si algun GO-
term representaba una categoria distinta no vista en la lista sin filtrar, y se estudié su

distribucion relativa para los distintos factores de transcripcion.

Finalmente, se registraron genes de interés tanto los correspondientes a GO-
terms con pocos genes asociados, como genes cerca de sitios de unién para multiples

de los factores de transcripcion seleccionados.
3.5.3. Andlisis de genes seleccionados en relacion a subtipos de CC

Para finalizar, se estudiaron los genes seleccionados en las secciones anteriores

y Su asociacion a subtipos de CC.

Los genes seleccionados fueron genes co-cristalizados con NKX2-5 (seccién
3.1.1.), genes con interaccion confirmada especificamente con NKX2-5 (seccién 3.5.1.),
factores de transcripcion seleccionados entre los predichos por MEME-ChIP (seccion
3.5.1.) y genes de interés transactivados o inhibidos por NKX2-5 (seccion 3.5.2.).

Para cada uno de estos genes, se registrd su potencial asociacion al desarrollo
de CC vy al desarrollo de otras patogenicidades asociadas a VGs de NKX2-5 vistas en

este trabajo (seccion 3.2.3.1.).

De esta forma se obtiene una compilacion de genes con distintos tipos de
relaciones a NKX2-5 y a patogénesis especificas, la cual puede ser comparada con la
relacion entre estas patogénesis especificas y VGs de NKX2-5. Esta informacién, a su
vez, puede ser comparada con VGs de la region estructurada de NKX2-5 que

potencialmente interactien con otros factores de transcripcion (seccion 3.3.3.).
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De esta forma, esperamos achicar la brecha entre la informacion de genotipos
de NKX2-5 en pacientes y sus fenotipos asociados, haciendo foco en la basqueda de
vias funcionales en alguna de las patogénesis especificas asociadas a VGs en NKX2-
5.
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4. Resultados



El objetivo de este trabajo consiste en desarrollar y ejecutar un flujo de trabajo

para el estudio de NKX2-5 y su relacion con el desarrollo de cardiopatias congénitas.

Tal como los materiales y métodos, los resultados de este trabajo se dividen, a grandes

rasgos, en 5 partes:

1.

Desarrollo de un modelo estructural de NKX2-5. Este modelo sirvié de base para
los demas estudios.

Recopilacion de variantes génicas de NKX2-5 y analisis de su relaciéon con CC.
Se estudiaron motivos lineales afectados, frecuencias poblacionales vy
distribucién de las variantes en relacion a sus cardiopatias congénitas
asociadas.

Andlisis especifico de la region estructurada de la proteina codificada por NKX2-
5 (el homeodominio), estudiando todas las variantes de cambio de sentido
posibles en esta region.

Recopilacion de sitios de union de NKX2-5 en el genoma humano y de ratén y
analisis de su potencial asociacion con genes transactivados o inhibidos por
NKX2-5.

Estudio de sitios de unién cercanos de otros factores de transcripcion y andlisis
de la funcion de genes transactivados o inhibidos por NKX2-5.

Toda esta informacibn apunta a dilucidar mecanismos potencialmente

involucrados en el desarrollo de cardiopatias congénitas y, en muchos casos, abren

puertas para futuros estudios.

Al final de estas 5 secciones, se agrega una sexta, donde se propone un flujo de

trabajo que pueda ser potencialmente utilizado para estudiar otros genes de la misma

forma que se estudié NKX2-5.
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4.1. Modelo estructural de NKX2-5

El modelo estructural obtenido incluye la identificacion de una region
estructurada (el homeodominio) entre dos regiones desestructuradas. Dentro de la
region estructurada, se hizo foco en la clasificacion de cada aminoacido segun
contactos, conservacion evolutiva y accesibilidad al solvente. En la region
desestructurada (y regiones accesibles de la region estructurada) se buscaron y
confirmaron motivos lineales, que aportan informacion funcional sin necesidad de una

estructura asociada.

Se utilizé, a grandes rasgos, el modelo estructural creado y estudiado en [68],

gue sento bases sobre las que se realiz6 este trabajo.
4.1.1. Seleccion de estructuras tridimensionales correspondientes a NKX2-5

A partir de la busqueda de estructuras tridimensionales de NKX2-5 realizada en
Protein Data Bank (PDB), se hallaron 5 estructuras, todas ellas correspondientes al
homeodominio y obtenidas por cristalografia de rayos X (Tabla 3). En todas las
estructuras, el factor de transcripcién se encuentra en conjunto con cadenas de ADN y
como homo- o heterodimero con otros factores de transcripcion, y se reemplaza la

cisteina 193 por una serina.

Tabla 3. Comparacién entre estructuras tridimensionales de NKX2-5 encontradas
en PDB.

PDB ID 3RKQ 4S0H S5FLV 6WC2 6WC5
Método de Cristalografia Cristalografia Cristalografia Cristalografia Cristalografia
obtencion de rayos X de rayos X de rayos X de rayos X de rayos X
Resolucion (A) 1,7 2,817 3,00 2,1 2,9
Region Homeodominio Homeodominio Homeodominio Homeodominio Homeodominio
correspondiente (138-194) (142-194) (134-197) (137-197) (140-196)

; X NKX2-5, Quimera
Moléculas de la NKX2-5, TBX5, Quimera NKX2-5 NKX2-5, MEF2B,

NKX2-5, ADN MEF2B + MEF2A,
estructura ADN + TBX5, ADN ADN
ADN

Bibliografia [176] [146] [177] [178] [178]
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Para los estudios posteriores, se hizo énfasis en 3 estructuras en particular:

e 3RKQ como estructura con mejor resoluciéon de NKX2-5 en general.
e 4SOH como estructura con mejor resolucion de NKX2-5y TBX5.

e 6WC5 como estructura no quimérica de NKX2-5 y MEF2B.

Entre las estructuras seleccionadas, se estudiaron 58 aminoéacidos del
homeodominio correspondientes a las posiciones 137-194 de NKX2-5. La definicion de
residuos que forman parte del core hidrofobico se hizo con la estructura tridimensional
de PDB ID 3RKQ, la definicion de residuos que interactian con TBX5 o MEF2B se
hicieron con las estructuras PDB ID 4S0H y 6WC5, respectivamente, y la definicion de
residuos que interactian con el ADN se hizo con las 3 estructuras.

Los estudios de residuos conservados evolutivamente y la prediccién de motivos
lineales se realizan considerando Unicamente la secuencia, aunque se confirmé la
accesibilidad al solvente de residuos con motivos lineales utilizando la estructura
tridimensional de PDB ID 3RKQ. Estos analisis se hicieron para los 58 aminoacidos

definidos anteriormente (residuos 137 a 194).
4.1.2. Estudio de regiones con estructura terciaria

Entre los 58 residuos estudiados, se definieron 13 en contacto con el ADN (mas
4 potenciales contactos), 12 formando parte del core hidrofébico y 5 que
potencialmente interactian con otras proteinas. Las 3 estructuras estudiadas aportaron

los mismos residuos en contacto con el ADN.

De los 17 residuos potencialmente en contacto con el ADN, en 4 se observo
contacto con una base nitrogenada (residuos 142, 187, 188 y 191), 9 estan en contacto
con grupos fosfatos (residuos 143, 145, 162, 163, 168, 181, 183, 185y 190) y 4 tienen
cadenas laterales a menos de 5 Angstroms del ADN (residuos 144, 150, 184, 192), por

lo que algunas VGs podrian introducir contactos con el ADN (Figura 18A).

De los 12 residuos que forman parte del core hidrofébico, 4 se encuentran
inaccesibles al agua (residuos 153, 172, 182, 186) y 8 estdn en contacto con estos
residuos (residuos 145, 149, 156, 163, 171, 175, 177 y 185) (Figura 18B).
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Figura 18. Esquema del homeodominio de NKX2-5 en contacto con el ADN,
correspondiente a aminoacidos 137-194 del cristal PDB-ID 3RKQ, coloreado segun el
resultado de la clasificacion de distintos residuos de acuerdo a su ubicacion. En azul, el
ADN. A) Se resaltan 17 residuos en contacto con el ADN. En rojo, residuos en contacto con las
bases nitrogenadas. En naranja, residuos en contacto con grupos fosfato. En amarillo, residuos
a menos de 5 Angstroms del ADN. B) Se resaltan en verde 12 residuos que forman parte del
core hidrofobico.

Se identificaron 5 residuos de NKX2-5 que potencialmente interactlian con otras
proteinas: 2 residuos en contacto con TBX5 (residuos 158 y 193) (Figura 19), de los
cuales Lys158 posee contacto mediante su cadena lateral (Figura 19A) y 3 que
potencialmente estarian en contacto con MEF2B (residuos 144, 191 y 194) (Figura 20),
de los cuales Leul44 y Tyrl91 tendrian contacto mediante su cadena lateral (Figura
20A y 20B). No se observé contacto entre distintas cadenas de NKX2-5 en ninguno de

los cristales.
Sdélo para 3 residuos se identificd una posible interaccién especifica:

- El potencial contacto de Lys 158 de NKX2-5 ocurre entre el grupo amino de la
lisina y grupos carboxilos de aminoacidos de TBX5, con una distancia de
alrededor de 3 Angstroms (Figura 19A), por lo que podria representar una
interaccion de Coulomb.

- El potencial contacto de la Lys 194 de NKX2-5 ocurre entre su grupo carboxilo y

el grupo carboxilo de la cadena lateral del Asp 13 de MEF2B, con una distancia
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de 4,5 Angstroms (Figura 20B, abajo), por lo que podria representar una
interaccion de puente de hidrégeno mediada por moléculas de agua.

- El potencial contacto de la Ser 193 de NKX2-5 ocurre entre su grupo carboxilo y
los 3 grupos amino de la cadena lateral de la Arg 150 de TBX5, con distancias
entre 3 y 5 Angstroms (Figura 19B), por lo que podria representar interacciones

de puente de hidrogeno mediadas por moléculas de agua.

Los otros 2 potenciales contactos ocurririan entre atomos no cargados y atomos
cargados, a distancias mayores a 3 Angstroms (Figura 19A y Figura 19B, arriba), por lo

gue podrian no representar interacciones en su heterodimero.

== |

>

\

Arg15
IBX5

Figura 19. Esquema de aminoacidos de NKX2-5 a menos de 5 Angstroms de
aminoacidos de TBX5. En azul, atomos de nitrégeno (carga positiva). En rojo, atomos de
oxigeno (carga negativa). A) Distancia entre el nitrdgeno de la cadena lateral de la lisina 158 y
los oxigenos de los grupos carboxilo de los residuos 140, 141 y 142 de TBX5. B) Distancia
entre el grupo carboxilo de la serina 193 de NKX2-5 (variante de la cisteina wild type usada en
los cristales) y los nitrdgenos de la cadena lateral de la arginina 150 de TBX5.

73



\(1 |

Figura 20. Esquema de aminoacidos de NKX2-5 a menos de 5 Angstroms de
aminoacidos de MEF2B. En azul, atomos de nitrdgeno (carga positiva). En rojo, &tomos de
oxigeno (carga negativa). En dorado, cadena de ADN. A) Distancia entre la cadena lateral de la
leucina 144 de NKX2-5y la cadena lateral de la arginina 3 de MEF2B. B) Distancias entre las
cadenas laterales de la tirosina 191 y el grupo carboxilo de la lisina 194 de NKX2-5 y la cadena
lateral de la arginina 15 y el acido aspartico 13 de MEF2B, respectivamente.

Cabe destacar que las potenciales interacciones entre atomos que no forman
parte de la cadena lateral de los residuos correspondientes podrian no verse afectadas
por variantes en esos residuos. Por otro lado, los potenciales contactos sin
interacciones especificas podrian ser relevantes si el residuo correspondiente tuviera

una variante con una cadena lateral que si incluyera una interaccion.

Todas las interacciones consideradas relevantes fueron entre residuos de NKX2-
5 y residuos de otras proteinas de un dimero en cis (ambas proteinas en contacto con

la misma hebra de ADN), pero en las estructuras tridimensionales de heterodimeros
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con TBX5 y MEF2 se pueden apreciar interacciones entre residuos de NKX2-5 con
otros factores de transcripcion en trans (en contacto con distintas hebras de ADN).
Estas interacciones estuvieron mediadas por los residuos 158, 196 y 197 para TBX5 y
155, 156, 162, 167 y 170 para MEF2B. Sin embargo, no fueron consideradas como
relevantes por haber una mayor posibilidad de que sean forzadas por las condiciones
de formacién del cristal y por no encontrarse evidencia experimental de que estas

interacciones existan in vivo o in vitro.
4.1.2.1. Conservacion evolutiva de residuos de region con estructura tridimensional

Analizando los 58 residuos seleccionados del homeodominio para estudiar su
conservacion evolutiva, se observd que 25 tuvieron conservacion alta, 20 conservacion
media y 13 conservacion baja de acuerdo a nuestro criterio basado en las predicciones
de SIFT y ConSurf (Tabla 4).

A destacar de lo visto en los residuos clasificados seguln su conservacion:

e De los 16 residuos de la tercera alfa hélice, 13 tuvieron conservacion alta.
e Los residuos con conservacion alta fuera de la tercera alfa hélice apuntan
mayoritariamente hacia el interior de la estructura, mientras que los residuos con

conservacion baja mayoritariamente apuntan hacia el exterior.
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Tabla 4. Clasificacion de residuos del homeodominio por conservacion evolutiva.

AA Conservgcién AA Conservgci()n Conservgci()n
evolutiva evolutiva evolutiva
137 | Media 157 [A
138 Baja 158 Media
139 Media 159 Media
140 Media 160 Media
141 Baja 161 Media
162
163
164 Media
165 Baja
166 Media
Media
:—
| Alta | Baja
150 Media 170 Baja
151 Baja Media
153 Baja
154 174 Baja
155 Media 175
156 Media 176 Baja

En celeste, residuos que forman parte de la primera o segunda alfa hélice. En violeta, residuos
gue forman parte de la tercera alfa hélice. AA: Aminoacido.

4.1.3. Busqueda de motivos lineales en regiones accesibles

Para el estudio de residuos sin limitarse a la regién estructurada de NKX2-5, se
hizo la busqueda de motivos lineales confirmados en la bibliografia y motivos lineales

predichos utilizando ELM.

A partir de la busqueda bibliogréafica realizada, se compilaron 4 motivos lineales:
2 se corresponden con sefiales de localizacion nuclear ubicadas entre los residuos 136
a 143y 192 a 198 [179,180], 1 con una sefial de SUMOylacién, entre los residuos 51 y

54 [181,182], y 1 con un sitio modificado por casein-kinasa 2 (CK2), entre los residuos
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161y 167 [179]. Ademas, se compild 1 sitio con modificacion post-traduccional, que se

corresponde con un sitio de acetilacion en el residuo Lys183 [183,184].

Con ELM se predijeron 97 motivos lineales, incluyendo los 4 motivos lineales
confirmados experimentalmente (Anexo Il. Tabla S1). No se encontré un motivo lineal
correspondiente al sitio de acetilacion de Lys183. En el homeodominio se encontraron
27 motivos lineales predichos, de los cuales 3 se corresponden con las 2 sefiales de

localizacion nuclear y el sitio modificado por CK2 confirmados experimentalmente.

Los motivos lineales del homeodominio se ubicaron en 34 residuos de NKX2-5,
todos fuera de hélices alfa y consistiendo principalmente de aminoacidos en loops y en

contacto con el solvente (Figura 21).

Figura 21. Esquema del homeodominio de NKX2-5, correspondiente a aminoacidos 137-
194 de cristal PDB-ID 3RKQ, en contacto con el ADN coloreado segun el resultado de la
clasificacion de distintos residuos de acuerdo a su ubicacién. En azul, el ADN. En violeta,
18 residuos que forman parte de motivos lineales confirmados. En rosa, 16 residuos que
forman parte de motivos lineales predichos.
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4.1.4. Potenciales interacciones con secuencias de ADN

Para completar lo respectivo al modelo estructural, se realizé la busqueda

bibliografica para definir interacciones de NKX2-5 con secuencias especificas de ADN.

A partir de las publicaciones de los cristales para NKX2-5 [146,176-178], la
bibliografia recopilada de ensayos de unién al ADN [40,60,185] y de ensayos de
transactivacion [70,186-205], se compilaron 10 secuencias de union para NKX2-5:
GCAAGTG, GGAAGTG, GAAAGTG, ATAAGTG, GTAAGTG, CTAAGTG, TCAAGTG,
TGAAGTG, TAAAGTG y TTAAGTG. El LOGO correspondiente a estas 10 secuencias
de unién se presenta en la Figura 22.

Z=AAGTG

0
Figura 22. LOGO correspondiente a las 10 secuencias de union confirmadas
experimentalmente para NKX2-5. La altura de los nucledtidos en cada posicion
corresponden con la frecuencia con la que se vieron en las 10 secuencias
seleccionadas.

4.2. Recopilacion y analisis de todas las variantes génicas conocidas
de NKX2-5

Una vez definido el modelo estructural, se recopilaron todas las VGs conocidas
de NKX2-5, las cuales fueron complementadas con informacion de funcionalidad y

potencial patogenicidad, haciendo uso del modelo estructural en varias secciones.

Se actualizé la base de datos que poseiamos con anterioridad con 877 VGs [68]
con el agregado de 512 VGs nuevas, de las cuales 97 provinieron de publicaciones,
dando un total de 1389 VGs. Estas 1389 variantes fueron depositadas como 1547

registros (las variantes que se encontraron en multiples individuos se cargaron una vez
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por cada uno que la tuviera) a la base de datos correspondiente a NKX2-5 en LOVD

(https://www.lovd.nl/NKX2-5/). El enlace para la tabla completa con las VGs compiladas

se encuentra disponible en la seccion Anexo I.1.
4.2.1. Distribucién de variantes totales y patogénicas a lo largo de NKX2-5

Del total de 1389 variantes, 629 se encontraron en la region traducida (TR), y

760 en la region no traducida (NTR, incluye intrones y regiones UTR 3’ y 5’) (Tabla 5).

Las variantes totales se encontraron distribuidas a lo largo de todo el gen,
aunque se encontré casi el doble de variantes por nucleétido en la regién traducida (64
VGs cada 100 nucledtidos en la region traducida, 34 VGs cada 100 nucleétidos en la
region no traducida). Cabe notar que se observo una acumulacién de variantes en una
region pequefia del intrén (chr5:173.233.506-173.233.550, RefSeq: NC_000005.10), la
cual consiste de numerosas repeticiones de adenina y timina y coincide con una

agrupacion de variantes con frecuencias poblacionales mayores a 1/10.000.

Del total de variantes recopiladas, 146 fueron clasificadas como patogénicas por
alguna publicacion y/o base de datos. El enlace para la tabla conteniendo Unicamente

estas VGs patogénicas se encuentra disponible en la seccion Anexo 1.2.

La Figura 23 muestra un esquema de la ubicacion de las variantes a lo largo del

gen asi como aquellas variantes que se corresponden con la secuencia proteica.

Del total de las 629 variantes ubicadas en la regién traducida, 391 (62.2%)
fueron de cambio de sentido (missense), de las cuales 103 fueron clasificadas como
patogénicas. También encontramos 170 (27%) variantes sindénimas, ninguna de las
cuales se asocié con patogénesis. También encontramos 20 (3,2%) variantes que
introducen un codon stop (stop loss), 33 (5,2%) variantes de inserciones con cambio de
sentido (frameshift) y 1 (0,2%) variante de pérdida de coddén stop. De estas 54, 41
fueron clasificadas como patogénicas. Por ultimo, encontramos un total de 14 (2,2%)
variantes de inserciones sin cambio de sentido (in-frame): 7 deleciones, 6 duplicaciones
y 1 insercion-delecion. Ninguna de las variantes de insercion/delecion sin cambio de

marco de lectura fue clasificada como patogénica (Tabla 5).
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De las 760 variantes ubicadas en la region no traducida, 2 fueron clasificadas

como patogénicas (Tabla 5): ¢.(334+1G>T) y ¢.(335-1G>T). Ambas se ubican en sitios

de splicing de NKX2-5 (Figura 23).

Centrandonos en las variantes clasificadas como patogénicas por publicaciones

y/o bases de datos, del total de 146, 144 se ubican en la regién traducida, y las otras 2

afectan sitios de splicing. Su distribucion se observa en rojo en la Figura 23, y su

distribucion por tipo de variante se muestra en la Tabla 5, en nUmeros entre paréntesis.

Tabla 5. Tipos de variantes génicas en las diferentes regiones conservadas del

gen NKX2-5.
. . Indel sin cambio Indel con cambio .
Cambl.o de Sinénimas SIP de marco de de marco de Codon Total
sentido sentido stop
lectura lectura
Tinman 10 (4) 6 (0) 0(0) 0(0) 1(0) 0(0) 17 (4)
Hélice 1 18 (4) 11 (0) 1(1) 0(0) 2(2) 0(0) 32 (7)
Hélice 2 13 (4) 6 (0) 2(2) 1(0) 2(2) 0(0) 24 (8)
HD Hélice 3 28 (18) 11 (0) 4(4) 0(0) 1(1) 0(0) 44 (23)
Entre hélices 26 (10) 13 (0) 2(1) 0(0) 1(1) 0(0) 42 (12)
Region Total 85 (36) 41 (0) 9(8) 1(0) 6 (6) 0(0) 142 (50)
traducida NK2-SD 27 (4) 9(0) 1(0) 4(0) 2(1) 0(0) 43 (5)
YRR 44 (5) 10 (0) 7(7) 0(0) 5(4) 0(0) 66 (16)
NKX2-5 box 20 (4) 9(0) 0(0) 1(0) 1(0) 0(0) 31 (4)
GIRAW 6 (3) 2(0) 0(0) 0(0) 0 (0) 0(0) 8 (3)
Otros 199 (47) 93 (0) 3(2) 8 (0) 18 (12) 1(1) 322 (62)
Total 391 (103) 170 (0) 20 (17) 14 (0) 33 (23) 1(1) 629 (144)
Regién no
traducida 760 (2)
Total: 1381 (144)

Entre paréntesis, variantes clasificadas como patogénicas. HD: Homeodominio; NK2-SD: Dominio
NK2 especifico; YRR: Dominio rico en tirosinas. GIRAW: Dominio compuesto por aminoacidos

Gly-lle-Arg-Ala-Trp.
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Figura 23. Distribucion de variantes compiladas sobre el gen NKX2-5y la proteina que
codifica. A. Ubicacion de las variantes en la secuencia del gen NKX2-5. Las cajas blancas
representan los dos exones del gen, mientras que la linea que los une representa el intrén. El
analisis fue limitado al transcripto canénico de NKX2-5 (chr5:173.232.109-173.235.311;
RefSeq: NC_000005.10). Cada linea sobre el gen NKX2-5 representa la posicion de cada
variante. En azul, la posicion inicial de las 1389 variantes compiladas. En rojo, variantes
clasificadas como patogénicas. En verde, variantes con una frecuencia mayor a 1/10.000 en
bases de datos poblacionales. Las dos variantes patogénicas que afectan sitios de splicing son
detalladas explicitamente bajo el esquema del gen (RefSeq: NM_004378.1). B. Posiciones de
las variantes compiladas clasificadas como patogénicas, sobre una representaciéon de la
proteina codificada por NKX2-5, resaltando dominios conservados conocidos. Por encima de la
proteina, cada linea roja representa la posicién de una variante clasificada como patogénica.
Por debajo de la proteina, se enumeran las variantes por region con sus descriptores HGVS
(RefSeq: NP_004378.1). No se esquematizan variantes distintas que causan el mismo cambio
aminoacidico. VG, variante génica. HD, homeodominio. NK2-SD, dominio NK2-especifico. TN,
dominio Tinman. TR, regién traducida. UTR, region no traducida. YRR, region rica en tirosinas.

4.2.1.1. Distribucién de variantes que afectan motivos lineales

Se registraron aquellas VGs que se ubicaran sobre alguno de los 97 motivos
lineales o el sitio de acetilacidn encontrados en la seccion 4.1.3. Para esto, solo se
tuvieron en cuenta aquellas VGs que sean de cambio de sentido o
inserciones/deleciones sin cambio del marco de lectura. Estas fueron un total de 405
(391 VGs de cambio de sentido y 14 inserciones/deleciones), de las cuales 276 (265
missense y 11 inserciones/deleciones) ocurren sobre motivos lineales predichos o

confirmados experimentalmente.

En el caso de las variantes patogénicas, se hallaron 69 VGs: 57 sobre motivos

lineales predichos y 12 sobre motivos lineales confirmados experimentalmente.

En la Tabla 6 se presentan los 5 motivos lineales confirmados
experimentalmente con las variantes patogénicas que ocurren en sus residuos. De
estas 12 variantes patogénicas, 2 se encuentran en el motivo de SUMOylacion
(aminoacidos 51-54), 3 en la sefial de localizacion nuclear N-terminal (aminoacidos

136-143), 3 en el sitio reconocido por casein-kinasa 2 (aminoacidos 161-167), 1 en una
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lisina acetilada (aminoacido 183) y 3 en la sefal de localizacion nuclear C-terminal

(aminoacidos 192-198).

Tabla 6. Variantes patogénicas en motivos lineales confirmados.

Numero de variantes Variantes patogénicas en

Descripcion Residuos Fuentes y referencias

patogénicas la region

Motivo de ELM; Wang y col., 2008;

SUMOylacién >1-54 2 P.(FS1L), p.(ES4K) Kim y col., 2011
. s Liy col.,, 2007; Tang y
Sitio de acetilacion 183 1 p.(K183E) col.. 2016
Motivo de
. p.R161P, p.(L163R), ELM; Kasahara e lzumo,

fosforilacion 161-167 3 b.(E167K) 1999

Casein-kinasa 2

Senal de localizacion 136-143 3 p.R139W, p.(P141A), ELM; Kasahara e |zumo,
nuclear p.R142C 1999

Seiial de localizacion p.(K192T), p.(K192R),
nuclear 192-198 3 p.(K194R)

Para cada motivo lineal, se registran sus posiciones en la proteina NKX2-5, las variantes

patogénicas que lo afectan y la bibliografia que respalda el motivo lineal y las variantes

patogénicas. ELM: Predicho por Eukaryotic Linear Motif (http://elm.eu.org/) [154].

ELM; Ouyang y col., 2016

4.2.1.2. Distribucion de variantes con informacion de frecuencia poblacional

En cuanto a la frecuencia poblacional de las variantes, se recopilé informacion
para 972 variantes de las 3 bases de datos estudiadas. Esta informacién se present6

como frecuencia cada 1.000 individuos.

Se observo que 26 de las variantes poseen una frecuencia mayor a 1/100, que
132 poseen una frecuencia entre 1/100 y 1/10.000 y que 814 poseen una frecuencia
menor a 1/10.000 (Figura 24). La distribucion de VGs con frecuencia poblacional mayor

a 1/10.000 se puede ver en la Figura 23A, en lineas en verde.
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Figura 24. Proporciones de variantes segun su frecuencia en bases de datos
poblacionales.

En cuanto a las variantes patogénicas, se observé que 32 de las 146 variantes
patogénicas poseen datos de frecuencias en las bases de datos poblacionales. En
particular, 7 variantes tienen una frecuencia entre 1/100 y 1/10.000, y 1 variante tiene
una frecuencia de 1,07/100. Esta informacion se puede ver especificamente en la tabla

de VGs patogénicas en la seccion Anexo |.2.
4.2.1.3. Distribucién de variantes patogénicas en NKX2-5

Para el estudio de la distribucion de variantes patogénicas se analizaron las 103
variantes patogénicas de cambio de sentido (Tabla 5), ya que son las Unicas que
afectan la proteina localmente, cambiando amino&cidos puntuales. Por otro lado, las 17
variantes patogénicas que agregan un codén stop, 23 que producen una insercion con
cambio de sentido y 2 que afectan sitios de splicing afectan a la totalidad de la proteina.
La variante patogénica de pérdida de coddn stop no se incluyé en este grupo por

agregar varios aminoacidos en vez de cambiar uno solo.

Las 103 variantes patogénicas de cambio de sentido se distribuyeron en las
distintas regiones de NKX2-5 de la siguiente manera (Figura 23B): 4 en el dominio
Tinman, 36 en el Homeodominio, 4 en el dominio NK2 especifico, 4 en la region rica en
tirosinas, 4 en el dominio NKX2-5 box, 3 en el dominio GIRAW y 48 en el resto de la
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proteina. De las 36 variantes en el Homeodominio, 19 afectaron residuos altamente
conservados, 14 residuos medianamente conservados y 3 residuos levemente

conservados.

Para visualizar de forma mas intuitiva la concentracion de variantes a lo largo de
la proteina, se utilizé el programa desarrollado en la seccion 3.2.6. para graficar la
cantidad de variantes en una ventana de 3 aminoacidos (9 nucleétidos) alrededor de

cada posicion del gen (Figura 25).

Como se observa, una gran cantidad de variantes patogénicas se ubican en la
tercera hélice alfa del homeodominio. Ademas, esta regién no posee ninguna variante
con frecuencia poblacional mayor a 1/10.000, lo que sugiere que es poco tolerante a

variantes de secuencia.

74 —— Frecuencia mayor a 1/10.000
6 1 —— Variantes patogénicas

Numero de variantes

T T T T T T T
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325

Posicion en la proteina NKX2-5
——— T E— mE =

Figura 25. Distribucién de variantes génicas en la proteina NKX2-5. Se observa el nimero de
variantes de cambio de sentido a lo largo de la proteina NKX2-5 (residuos 1-324), contadas en
ventanas de 9 residuos. En verde, variantes de bases de datos poblacionales con una frecuencia
de mas de 1/10.000. En rojo, variantes clasificadas como patogénicas. Las lineas gruesas debajo
del grafico denotan distintas regiones y dominios de la proteina: En amarillo, el dominio Tinman. En
bordo, el homeodominio. En rojo, las tres hélices alfa del homeodominio. En violeta, el dominio
NK2-especifico. En azul, la region rica en tirosinas. En celeste, el motivo Nkx2-5 box. En verde, el
motivo GIRAW.

4.2.2. Evaluacion de patogenicidad de variantes génicas

Con el objetivo de tener una definicion estandarizada de patogenicidad que
pueda compararse con otras fuentes, se clasificaron 165 variantes de acuerdo a los
criterios del ACMG. El enlace para la tabla con la clasificacion de variantes segun los
criterios de ACMG se encuentra disponible en la seccion Anexo 1.3. Su clasificacion
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segun este criterio se observa en la columna “ACMG”, y su clasificacion en

publicaciones y/o bases de datos se observa en la columna “Clasificaciéon”.
De las 165 variantes clasificadas:

e 144 corresponden a variantes clasificadas como patogénicas en publicaciones o
bases de datos, de las cuales 71 fueron clasificadas segun ACMG como
Patogénicas (“Pathogenic”), 35 como Probablemente patogénicas (“Likely
pathogenic”), 35 como Variantes de significado incierto (“Variant of uncertain
significance”) y 3 como Probablemente benignas (“Likely benign”).

e 13 corresponden a variantes clasificadas como benignas en publicaciones o
bases de datos, de las cuales 2 fueron clasificadas segin ACMG como
Variantes de significado incierto (“Variant of uncertain significance”), 6 como
Probablemente benignas (“Likely benign”) y 5 como Benignas (“Benign”).

e 6 corresponden a variantes con evidencia conflictiva en publicaciones o bases
de datos, de las cuales 4 fueron clasificadas seguin ACMG como Variantes de
significado incierto (“Variant of uncertain significance”), 1 como Probablemente
patogénica (“Likely pathogenic”) y 1 como Probablemente benigna (“Likely
benign”).

e 2 corresponden a variantes encontradas en pacientes del CNGM, de las cuales
ambas fueron clasificadas como Variantes de significado incierto (“Variant of

uncertain significance”) segun ACMG

Cabe destacar que todas las variantes clasificadas como Patogénicas o como
Benignas por el criterio de ACMG fueron consistentes con la clasificacion encontrada

en publicaciones y bases de datos.
4.2.3. Distribucién de subtipos de CC

Para el estudio de la distribucion de fenotipos, se analizaron variantes
clasificadas como patogénicas por publicaciones y/o bases de datos (Tabla 5, nimeros
entre paréntesis), y se hizo foco en aquellas con subtipos de cardiopatias asociados.
No se analizaron variantes con evidencia conflictiva por tener una posibilidad mayor de

gue los fenotipos no estén asociados a la variante.
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Por otro lado, se analizaron por separado aquellas variantes que involucran un
aminoacido y aquellas que conllevan grandes cambios sobre la secuencia de la
proteina. Mientras que las variantes que afectan puntualmente un aminoacido pueden
estudiarse en relaciobn a su posicion especifica en la proteina, las que conllevan
grandes cambios en la proteina probablemente reflejan un efecto global en la funcion
de NKX2-5.

De las 146 variantes patogénicas (Anexo 1.2.), 131 tuvieron subtipos especificos
de cardiopatias asociados, 5 estuvieron asociadas a cardiopatias congénitas en
general, 5 estuvieron asociadas Unicamente a fenotipos no cardiacos y 5 no tuvieron un
fenotipo especifico asociado. De las 131 variantes en las que se concentré este
analisis, 34 predicen la introduccién de un coddn stop prematuro, 1 elimina el codon
stop agregando 18 aminoacidos en el extremo C-terminal de la proteina y 96 cambian
un aminoacido puntual. La distribucion de subtipos de cardiopatias para estas variantes

se visualiza en la Tabla 7.

Tabla 7. Distribucion de subtipos de cardiopatias acorde al tipo de variante
patogénica.

Variantes con grandes cambios en la proteina

(n=35)

Variantes de efecto en un aminoacido (n=96)

Comunicacion interauricular

31 (88,6%)

Comunicacion interauricular

48 (50,0%)

Bloqueo atrioventricular

26 (74,3%)

Comunicacion interventricular

46 (47,9%)

Comunicacion interventricular 9 (25,7%) Bloqueo atrioventricular 22 (22,9%)

Muerte subita 4 (11,4%) Defecto en septo atrioventricular | 16 (16,7%)

Cardiomiopatia dilatada 3 (8,6%) Tetralogia de Fallot 11 (11,5%)
Defecto en septo atrioventricular | 2 (5,7%) Fibrilacién atrial 7 (7,3%)
Fibrilacion atrial 2 (5,7%) Disgénesis de tiroides 6 (6,2%)
Heterotaxia 2 (5,7%) Cardiomiopatia dilatada 5 (5,2%)

Los 3 subtipos mas comunes de cardiopatias observadas estan coloreados para una mejor

visualizacion.
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Como se observa en la Tabla 7, las variantes que tendrian como efecto la
introduccion de un coddén stop prematuro o la eliminacion del codén stop estarian
principalmente asociadas a comunicacion interauricular (CIA) y bloqueo atrioventricular
(bloqueo AV), los cuales se observan asociados a la mayoria de las variantes con
grandes cambios en la proteina (88,6% y 74,3%, respectivamente). El tercer subtipo
mas comun en asociacion a variantes que introducen grandes cambios en NKX2-5 es
la comunicacion interventricular (CIV), viéndose asociada a una proporcion

marcadamente menor (25,7%) de las variantes encontradas.

En las variantes puntuales, por su parte, se observan los mismos 3 subtipos mas
comunes, aunque en oOrdenes diferentes. Los dos subtipos mas comunes son CIA y
CIV, los cuales se observan asociados a aproximadamente la mitad de las variantes de
efecto en un aminoécido (50% y 47,9%, respectivamente). Por su parte, el bloqueo AV
se encuentra en un tercer lugar con una proporcion marcadamente menor (22,9%) a la

vista en variantes que introducen grandes cambios.

La distribucién de las variantes de efecto en un aminoacido asociadas a distintas

patologias se puede visualizar en la Figura 26.
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Figura 26. Distribucién de variantes patogénicas de cambio de sentido en la proteina
NKX2-5, separadas por patologias especificas a las que se encuentran asociadas. Cada
barra representa una posicién en la proteina NKX2-5, y su altura, la cantidad de variantes
patogénicas asociadas a una patologia ubicadas en esa posicion. CIA: Comunicaciéon
interauricular. CIV: Comunicacién interventricular. BAV: Bloqueo atrioventricular. DSAV:
Defecto en septo atrioventricular. TdF: Tetralogia de Fallot. FA: Fibrilacion atrial. CMD:
Cardiomiopatia dilatada. DT: Disgénesis de tiroides. MS: Muerte subita.

Como se puede observar en la Figura 26, tanto para CIA como para CIV, las
variantes asociadas estan distribuidas a lo largo de la proteina, sin una agrupacion
especifica. Sin embargo para el bloqueo AV, 20 de las 22 variantes asociadas se
encuentran en el homeodominio y 11 de ellas se encuentran especificamente en la

tercera hélice alfa, lo cual sugiere su posible relacion con una disfuncion de la
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interaccion con el ADN. Por otro lado, para Tetralogia de Fallot (TdF), se observo que
s6lo 1 de las 11 variantes puntuales asociadas se encuentran en el homeodominio, lo
cual sugiere que para este subtipo de CC el efecto deletéreo no se relacionaria con la
union al ADN. De destacar, es que solo 1 de las 35 variantes que generan grandes

cambios en la secuencia de la proteina estaria asociada a TdF.

Aunque las patologias no cardiacas no fueron foco de estudio, se encontraron

en 9 de las 146 variantes patogénicas y se remarcan dos observaciones:

e Los fenotipos tiroideos fueron los mas comunes entre los fenotipos no cardiacos,
con 6 variantes asociadas a distintas disgénesis de la tiroides. Todas las
variantes patogeénicas asociadas a disgénesis de tiroides fueron puntuales (de
cambio de sentido), aunque no se las vid concentradas en una region en
particular.

e Se encontraron 2 variantes asociadas a heterotaxia, ambas de cambio de marco
de lectura antes del homeodominio, por lo que se puede inferir que provocarian
la pérdida completa de la funcionalidad de NKX2-5.

4.3. Analisis de todas las variantes de cambio de sentido en el
homeodominio de NKX2-5

Con el objetivo de hacer un analisis especifico y en profundidad de variantes en
regiones de NKX2-5 con estructura tridimensional, se seleccion6 el homeodominio de
NKX2-5 para realizar un andlisis de los posibles efectos funcionales de cualquier

variante que pudiera originar un cambio aminoacidico en esta regién.

4.3.1. Generacion de todas las VGs de cambio de sentido posibles en la region del

homeodominio

Utilizando el programa desarrollado, se generaron 337 variantes de cambio de
sentido en la region correspondiente al homeodominio de NKX2-5 (residuos 137-194).

Entre ellas, 250 estan compiladas en la lista de variantes de la seccion 4.2. Esto deja
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un total de 87 variantes aun no reportadas en la lista de 337 variantes de cambio de

sentido posibles en el homeodominio de NKX2-5.
4.3.2. Estudios in silico para cada VG generada

Estas 337 variantes fueron analizadas para predecir su potencial efecto en la
interaccion con el ADN, en SLiMs, en la estabilidad de la proteina (predicha por AAG o
por conservacion evolutiva) y para registrar cambios que introduzcan cisteinas. Los
resultados se presentan resumidos en la Tabla 8 y completos en un enlace externo de

la seccion Anexo |.4.

Tabla 8. Conteo de los resultados significativos de andlisis in silico.

Efecto en la interaccion con el ADN 32
Efecto en la interaccion con otra proteina 13
Motivo lineal confirmado 52

Motivo lineal predicho 58

Variante que introduce Cisteina 13
Efecto en estabilidad segun FoldX 122
Probablemente dafiinas segin PolyPhen2 248

Especificamente, se observé que:

- De las 32 variantes gque afectan la union al ADN, 26 se deben a un cambio de
energia de interaccion en un residuo en contacto con el ADN, 5 eliminarian un
contacto con el ADN y 1 se encuentra en un residuo que no esta en contacto
con el ADN pero la variante introduce un aminoacido en contacto con una base

nitrogenada.
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- De las 13 variantes que introducen cisteinas, 1 se encuentra en un residuo
inaccesible al agua, pero introduce un cambio significativo en la energia de
desplegado. Las otras 12 ocurren en residuos accesibles al agua.

- De las 13 variantes que afectan la interaccion con otras proteinas, 11 afectan la
interaccién con TBX5y 2, la interaccion con MEF2B.

- Entre las variantes que afectan motivos lineales, 52 afectan motivos lineales
confirmados experimentalmente y 58 afectan motivos lineales predichos.

- Entre las variantes con efectos predichos, 122 afectarian a la estabilidad de la
proteina segun lo calculado con FoldX y 248 fueron clasificadas como

probablemente dafinas por PolyPhen2.

4.3.3. Clasificacion de potenciales efectos de VGs de cambio de sentido en la
funcionalidad de NKX2-5

Con los resultados obtenidos de los estudios in silico, se procedio a agruparlos y
asignar diferentes mecanismos potenciales de patogenicidad. A saber, se agruparon
los resultados de efecto en la interaccion con otras proteinas y el efecto en motivos
lineales por consistir de interacciones con otras macromoléculas. De esta agrupacion
se diferencio la interaccion con el ADN por las particularidades del reconocimiento de
una secuencia de ADN vy la importancia de la interaccién de un factor de transcripcién
con el ADN.

Esto agrupé los resultados en 4 mecanismos potenciales de patogenicidad:
desestabilizacion de la estructura terciaria, efecto en la interaccion con el ADN, efecto
en la interaccion con otras macromoléculas (incluyendo el efecto en interaccién con

proteinas y el efecto en un motivos lineales) e introduccién de una cisteina.

En la Figura 27A se observa la distribucion de los 4 efectos de patogénesis
como un diagrama de Venn. Como se observa en la figura, 59 de las variantes
afectarian la funcion de la proteina por mas de un mecanismo posible. Por esta razon,
se implementé una jerarquia de potenciales efectos en la funcibn de NKX2-5, de

acuerdo a lo establecido en la seccidon 3.3.3. De esta forma, si una variante tiene
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asociados dos o0 mas posibles efectos, sb6lo se considera el efecto mas alto en la

jerarquia, y se simplifica el analisis a realizar.

El orden de la jerarquia fue: en primer lugar, variantes que afectan la interaccion
con el ADN, en segundo lugar, variantes que introducen cisteinas, en tercer lugar,
variantes que afectan motivos lineales confirmados o interacciones con proteinas y, por
ultimo, variantes con efecto predicho en estabilidad o en motivos lineales no

confirmados.

Antes de aplicar la jerarquizacion, fue necesario separar las variantes con efecto
en motivos lineales predichos por ELM sin confirmacion experimental de las variantes
con efecto en motivos lineales confirmados y las variantes con efecto en la interaccién
con otras proteinas. Las variantes con efecto en motivos lineales predichos fueron
agrupadas con las variantes con prediccion de cambio de estabilidad de desplegado.
Ambos tipos de efectos serian potencialmente leves y con mayor posibilidad de
representar falsos positivos y por ende estarian en el Ultimo grupo de la jerarquia. Los

cambios de valores se pueden ver en la Figura 27B.

A Cambio por Motivo lineal o interaccién B Cambio por Motivo lineal confirmado o
cisteina

cisteina con otras proteinas interaccién con otras proteinas

Efecto en
estructura o
motivo lineal
predicho

Efecto
predicho en Unién
estructura alADN -

Unién
al ADN

Figura 27. Diagramas de Venn representando la jerarquizacion de variantes génicas de
acuerdo a los distintos criterios seleccionados. Los nimeros representan la cantidad de
variantes correspondientes a cada clasificacién. Los nUmeros entre paréntesis corresponden a
nameros de variantes patogénicas de la seccién 4.2.

A: Clasificacion por los distintos criterios de patogenicidad definidos.

B: Similar al de A, con reacomodacion de los grupos “Motivo lineal” y “Efecto predicho en
estructura”. Se reacomodaron motivos lineales predichos y efectos predichos en estructura en
un grupo y motivos lineales confirmados en otro.
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Con este andlisis se observo que de las 337 GVs generadas, 32 afectarian la
unién al ADN (9,5%), 10 se corresponden con cambios por cisteina (3,0%), 63 afectan
la interaccion con otras proteinas o a un motivo lineal confirmado experimentalmente
(18,7%), en 123 se predice que afectarian la estabilidad de la proteina o a un motivo
lineal no confirmado (36,5%) y para 109 no se obtuvo un efecto en la funcién asociado
(32,3%) (Tabla 9). La clasificacion completa con criterio jerarquizado se encuentra

disponible en un enlace externo de la seccion Anexo 1.4.

Tabla 9. Conteo de los resultados de analisis in silico tras aplicar la
jerarquizacion.

Todas las VGs | VGs patogénicas

Efecto en interaccién con el ADN 32 (9,5%) 7 (19,4%)
Variante que introduce Cisteina 10 (3,0%) 1(2,8%)
Efecto en la interaccion con otras proteinas o
o : 63 (18,7%) 7 (19,4%)
motivo lineal confirmado
Efecto en estabilidad o motivo lineal predicho 123 (36,5%) 16 (44,5%)
Sin mecanismo de patogenicidad asociado 109 (32,3%) 5 (13,9%)

VGs: Variantes génicas.

Para complementar lo visto en la distribucion de variantes patogénicas de la
seccion 4.2., se hizo un conteo especifico para la tercera hélice alfa del homeodominio
(residuos 179 a 194), donde se generaron 96 variantes posibles, de las cuales 68
(70,8%) tuvieron un efecto asociado en la funcion y 28 (29,2%) no lo tuvieron. Cabe
resaltar que esta distribucion es notablemente distinta entre los primeros residuos de la
hélice (residuos 179 a 184) y los ultimos (185 a 194). En los residuos 179 a 184, de las
37 VGs posibles que se generaron, 16 (43,2%) tuvieron asociados mecanismos de
efecto en la funcion, mientras que de las 59 VGs posibles que se generaron en los
residuos 185 a 195, 52 (88,1%) tuvieron asociados mecanismos de efecto en la

funcién.
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Por dltimo, se estudiaron las 36 variantes clasificadas como patogénicas en la
lista de la seccion 4.2. (Anexo Il. Tabla S2). Se observd que 7 variantes afectarian la
unioén al ADN (19,4%), 1 se corresponde con un cambio por cisteina (2,8%), 7 afectan a
un motivo lineal confirmado experimentalmente (19,4%), 16 tienen estudios que
predicen un efecto sobre la estabilidad o un motivo lineal predicho (44,5%) y 5 no
tuvieron un efecto funcional asociado (13,9%) (Tabla 9 y Figura 28). Ninguna de las

variantes patogénicas tuvo un efecto predicho en la interaccion con otras proteinas.

e Interaccion con el ADN = VG que introduce cisteina e SLiM confirmado o interaccion con otra proteina
Efecto en estabilidad o SLiM predicho ~ Sin clasificar

ee0 0830 00 o 0o e of 000® ooooooggos o

,\qf.) DO ,\Dﬁ) AR ,\56 A& ,\@f.) 0 ,\16 A0 ,\%f:) A0 ,\g?)
Hélice alfa 1 Hélice alfa 2 Hélice alfa 3
] I
Figura 28. Resultados del potencial efecto funcional de variantes génicas clasificadas
como patogénicas de acuerdo a su posicion en el homeodominio. Con los circulos de
colores se representa la clasificacién segun nuestra jerarquia de cada variante patogénica y su
posicion en la secuencia de NKX2-5 en el eje X. Abajo, en cuadrados violetas, se esquematiza
la posicion de las 3 hélices alfa del homeodominio.

Como se esquematiza en la Figura 28, las variantes patogénicas y sus
potenciales mecanismos de patogenicidad se corresponden con regiones relevantes
del homeodominio. Las variantes antes de la primera hélice alfa se encuentran sobre
una sefial de localizacién nuclear y posiblemente entren en contacto con el ADN. Las
variantes entre la primera y segunda alfa hélice consisten principalmente de variantes
patogénicas que desestabilizan la estructura proteica o afectan al motivo lineal entre
ellas. En la tercera alfa hélice se encuentran, por un lado, variantes que afectan la
interaccion con el ADN, pero también 4 de las 5 variantes patogénicas sin una funcion
asociada, las cuales se agrupan en un rango de 7 residuos (entre la posicion 178 y
184).

Tal como se describe en la seccion 4.2., la tercera hélice alfa del homeodominio

tiene una gran cantidad de variantes patogénicas, lo cual coincide con las variantes que
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afectan la unién con el ADN asi como con aquellas sin un mecanismo de patogénesis

asociado.

4.4. Recopilaciéon y estudio de todos los sitios de unién de NKX2-5 en

el genoma humano y de ratén

Esta parte del trabajo complementa los estudios de variantes en NKX2-5
recopilando informacion de sitios de union de NKX2-5 en el genoma humano y de raton

y de genes que podria estar transactivando NKX2-5 al unirse en estos sitios.

Para tal fin se buscaron en la bibliografia trabajos reportando experimentos de
ChlP-seq de tejidos o células relacionadas al corazén que tuvieran también asociados
experimentos de RNA-seq en su condicion wild type como luego del knock out o knock
down de NKX2-5.

A partir de estos trabajos, se caracterizaron los picos de ChIP-seq con la
informacion de los experimentos de RNA-seq con expresion diferencial de NKX2-5. De
esta forma, se obtuvo una lista de sitios de unidbn de NKX2-5 y genes cercanos que
aumentan o disminuyen su expresion segun presencia o ausencia de NKX2-5

(transactivacion aumentada o disminuida).
4.4.1. Seleccién de resultados
Teniendo en cuenta lo explicado precedentemente, se hallaron 5 publicaciones:

- Heycol., 2011 [206] realizaron un trabajo con cardiomiocitos de raton in vitro.

- van den Boogaard y col., 2012 [207], trabajaron con cardiomiocitos de raton in
Vvivo (extractos de corazon adulto).

- Yey col., 2015 [208], trabajaron con cardiomiocitos de ratén in vivo a partir de
extractos de corazén embrionario a dia 12,5.

- Dupays y col., 2015 [209], trabajaron con cardiomiocitos de ratdn in vivo a partir

de extractos de corazén embrionario a dia 11,5. El estudio incluye dos
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repeticiones del experimento y tiene seleccionados sitios de unién que hayan
aparecido en ambas réplicas.
- Anderson y col., 2018 [210], es un trabajo a partir de cardiomiocitos de humano

in vitro.

Para nuestro estudio se seleccionaron y analizaron los datos de Anderson y col.,
2018 [210], por provenir de un experimento en células humanas. También se utilizaron
los datos presentados por Dupays y col., 2015 [209], por ser el trabajo mas completo y

mas reciente en ratones in vivo.

En el trabajo de Anderson y col., 2018 [210] se utilizaron cardiomiocitos
derivados de células madre HES3 10 dias después de su diferenciacion. Para el
andlisis de RNA-seq, se compard una linea hemicigota para NKX2-5 con otra con
knock out del gen.

En el trabajo de Dupays y col., 2015 [209], utilizaron corazones de embriones de
ratén al dia 11,5 de una cepa disefiada para modelar cardiopatias [211]. En el andlisis
de RNA-seq realizado, los autores compararon una linea wild type para Nkx2-5 con
otra linea con expresion reducida (hipomorfica), ya que el knock out de Nkx2-5 es letal
en fase embrionaria. Se estudiaron los corazones de embriones al dia 11,5 por ser el

estado mas avanzado sin diferencias morfoldgicas con la linea wild type.

Los resultados del trabajo de Anderson y col., 2018 [210], incluyen un archivo
.bed con 6885 picos de ChlP-seq y un archivo con informacién de RNA-seq con 1174
genes con una expresion diferencial 2 veces mayor o menor que en presencia de
NKX2-5.

Los resultados del trabajo de Dupays y col., 2015 [209], incluyen un archivo .bed
con 2610 picos de ChlIP-seq y un archivo con informacion de RNA-seq con 1492 genes
con una expresion diferencial 1,5 veces mayor o menor que en presencia del

silenciamiento de NKX2-5.
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4.4.2. Recopilacion de sitios de union de NKX2-5

Con los resultados de los experimentos seleccionados en humano y raton, se
recopilaron los picos de ChlIP-seq de los archivos .bed y se les agreg6 informacion de
sitios de unién confirmados para NKX2-5 y de genes cercanos a distintas distancias.
Los enlaces para las tablas con la clasificacion agregada se presentan en la seccion

Anexo |.5.

Los sitios de union de NKX2-5 con los que se trabajaron fueron, por un lado, los
10 sitios utilizados experimentalmente listados en la seccion 4.1.4.. GCAAGTG,
GGAAGTG, GAAAGTG, ATAAGTG, GTAAGTG, CTAAGTG, TCAAGTG, TGAAGTG,
TAAAGTG y TTAAGTG. Por otro lado, se utilizd la matriz de puntajes
“‘NKX25_HUMAN.H11MO.0.B” de HOCOMOCO
(https://hocomocoll.autosome.org/motif/NKX25 HUMAN.H11MO.0.B) con un valor de
corte para la seleccion del 90% del puntaje maximo posible de la matriz. Este valor de
corte arroj06 10 secuencias distintas: TGGAGAGC, TGAAGAGC, TTGAGAGG,
GGGAGTGG, TGAAGAGG, GGAAGAGG, TGAAGTGG, TGGAGTGG, GGGAGAGG y
TGGAGAGG.

Del total de 6885 y 2610 picos de ChlIP-seq en humanos y en raton,
respectivamente, 5692 contenian sitios de union de NKX2-5 en humano y 2064 en
raton (Tabla 10). En el caso del experimento en humanos, 4887 corresponden a picos
con sitios confirmados experimentalmente y 2895 a sitios con un score alto en la matriz
de puntaje. En el caso del raton, 2022 se corresponden a picos con sitios confirmados

experimentalmente y 398 a sitios con score alto en la matriz de puntaje.

Por su parte, a partir de los 6885 picos que se obtuvieron en el experimento en
células humanas, se definieron 4210 picos que poseian al menos un gen a una
distancia menor a 100.000 pb. Entre esos picos, 728 se corresponden con picos en los
gue se observan genes comprendidos a la distancia de estudio con expresion
diferencial en el experimento de RNA-seq. Para los 2610 picos del experimento en

ratén, se definieron 1926 en los que se observa por lo menos un gen. Entre esos picos,
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en 406 se observan genes con expresion diferencial en el experimento de RNA-seq
(Tabla 10).

Los 728 picos a menos de 100.000 pb de genes con expresion diferencial en el
experimento de RNA-seq en humano y los 406 en raton son los picos que
denominamos confirmados. Estos picos fueron seleccionados para el estudio de

regiones con mayor evidencia experimental de ser funcionales.

Tabla 10. Cantidad de picos de ChlIP-seq con sitios de unién de NKX2-5 y/o genes
cercanos.

Experimento Anderson y col., 2018 Dupays y col., 2015
Total de picos ChlIP-seq 6885 2610
Con sitios de unién de NKX2-5 5692 2064

Distancia para busqueda de
genes cercanos

Picos con genes cercanos 6780 6466 4210 429 2604 2555 1926 354

1Mpb  500kpb 100kpb 1500pb  1Mpb  500kpb 100kpb 1500pb

Gen confirmado (todos los

3876 2536 728 29 1721 1208 406 25
genes cerca)
Sitio de union y gen 3233 2125 615 17 1356 944 318 19
confirmado (todos los genes
Genconfirmado (genmas 1,44 4248 574 27 404 384 251 25
cercano)
i el Mae 7 1246 1082 499 15 318 303 196 19

confirmado (gen mas cercano)

Cuando se consigna “gen confirmado”, se hace referencia a genes con expresion diferencial en
experimentos de RNA-seq con knock out de NKX2-5 (en humano) o knock down de Nkx2-5 (en
raton).

En el experimento en humanos, los 728 picos confirmados poseen 461 genes a
una distancia menor a 100.000 pb, de los cuales 243 (53%) aumentan su expresion en
ausencia de NKX2-5, por lo que serian genes que normalmente se encuentran
regulados negativamente (downregulados) por este factor de transcripcion, mientras
gue 218 (47%) disminuyen su expresion, en ausencia de NKX2-5, o sea que son genes

para los cuales NKX2-5 activa su transcripcion (upregulados) (Figura 29).

En ratdén, se observaron 368 genes para los 406 picos confirmados fue de 368,

de los cuales 163 (44%) aumentan su transcripciébn en ausencia de NKX2-5 (serian
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genes normalmente downregulados), mientras que 205 (56%) disminuyen su expresion
en ausencia de NKX2-5 (normalmente upregulados) (Figura 29).

A  Distribucién en humano B Distribucién en raton

® Expresion disminuida por NKX2-5
® Expresiéon aumentada por NKX2-5

Figura 29. Proporcion de genes que aumentan o disminuyen su expresion por NKX2-5
cerca de sitios de unién en picos de ChlP-seq.
A: Valores en humano [210]. B: Valores en ratén [209].
A partir de estos primeros resultados, se decidié analizar en profundidad los

datos provenientes de los experimentos en células humanas [210].
4.4.3. Estudio de asociacion de sitios de union de NKX2-5 con regulacion rio abajo

Con los resultados obtenidos en células humanas, se buscoé analizar la posible
asociacion entre la condicién de regulacion de genes a menos de 100.000 pb de sitios
de unién de NKX2-5 y los sitios de union en particular.

En los 728 picos analizados, se hallaron 1.444 sitios de union de NKX2-5, los
cuales se presentan en la seccion Anexo |.6. Los sitios de unién que se consideraron
para el andlisis fueron las 20 secuencias nucleotidicas nombradas precedentemente,
las 10 confirmadas experimentalmente y las 10 de la matriz de puntajes.

En la Figura 30 se observa un histograma representativo de la cantidad de
genes en los que se observo expresion diferencial significativa en los ensayos de RNA-
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seq, ya sea con expresion aumentada o disminuida por NKX2-5, para cada una de las
20 secuencias nucleotidicas de sitios de unidon de este factor de transcripcion. Las
secuencias mas largas, correspondientes con las encontradas por la matriz de pesos,
son las menos frecuentes. También se observa que, dentro de las secuencias
confirmadas experimentalmente, las secuencias “TCAAGTG”, “GGAAGTG” vy
“‘GCAAGTG?” tienen la mayor proporcion de genes cercanos con expresion aumentada
por NKX2-5 (54,3%, 54,1% y 53,2%, respectivamente), mientras que la secuencia
“TTAAGTG?” tiene la mayor proporcion de genes cercanos con expresion disminuida por
NKX2-5 (61,1%).

50 -
Regulacion
o- I I . Upregulados
. Downregulados

Numero de sitios de unién

-50 -

TCAAGTG
TGAAGTG
TTAAGTG
GGAAGTG
CTAAGTG
GAAAGTG
GTAAGTG
ATAAGTG
TAAAGTG
TGGAGAGG
GGGAGAGG
TGGAGTGE
GCAAGTG
TGAAGTGG
GGAAGAGG
TGAAGAGG
GGGAGTGG
TTGAGAGG
TGAAGAGC
TGGAGAGC

Figura 30. Cantidad de sitios de union a menos de 100.000 pb de genes por secuencia de
unién. En celeste, nimero de sitios con genes cercanos que aumentan su expresion en
presencia de NKX2-5 en los ensayos de RNA-seq (upregulados). En naranja, nimero de sitios
con genes cercanos que disminuyen su expresion en presencia de NKX2-5 en los ensayos de
RNA-seq (downregulados).

En la Figura 31 se observa un histograma representativo de la cantidad de
genes con expresion diferencial significativa en los ensayos de RNA-seq, ya sea con
expresion aumentada o disminuida por NKX2-5, a distintas distancias de los 1.444
sitios de union de NKX2-5 seleccionados para esta seccién. Se observa que hay una

concentracion de genes en las 10.000 pb rio arriba o rio abajo del inicio de
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transcripcion del gen, pero la cantidad de genes a distancias mayores sigue siendo

relevante (Anexo Il. Figura S1).

-100,000 -50,000 0 50,000 100,000
Distancia al +1 del gen

100 -

50 -
) IIII
-50 -

-100-

Regulacidan

. Upregulado

. Downregulado

MNumero de sitios de unién

Figura 31. Cantidad de sitios de unién por rangos de distancia al +1 del gen més cercano
hasta una distancia de 100.000 pb. En celeste, nimero de sitios con genes cercanos que
aumentan su expresion en presencia de NKX2-5 (upregulados). En naranja, nimero de sitios
con genes cercanos que disminuyen su expresion en presencia de NKX2-5 (downregulados).

En la Figura 32 se observa un gréafico representativo de la distribucion de los
1.444 sitios de union seleccionados para el analisis de componentes principales de
acuerdo a sus dos primeros componentes. El conjunto de datos utilizados para el
analisis fue la distancia del sitio de unién al gen cercano sin preprocesar, el valor de
fold change del gen cercano sin modificar y las secuencias de los sitios de unién con
codificacion one-hot. Los sitios de union de la figura se encuentran coloreados por
secuencia (Figura 32A) o por regulacién (Figura 32B). No se observé una separacion

clara de los componentes analizados.
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Figura 32. Distribucién de los 1.444 sitios de unién seleccionados para el andlisis de
componentes principales de acuerdo a sus dos primeros componentes principales.

A: Andlisis por diferentes sitios de union. Cada una de las secuencias encontradas se
presentan de un color diferente. B: Analisis por tipo de regulacién. En naranja, nimero de sitios
con genes cercanos que aumentan su expresion en presencia de NKX2-5 (upregulados). En
azul, numero de sitios con genes cercanos que disminuyen su expresion en presencia de
NKX2-5 (downregulados). PC1: Primer componente principal. PC2: Segundo componente
principal.

Estos resultados son similares para los 8 conjuntos diferentes generados para el
andlisis de componentes principales. En todos los casos, las varianzas representadas
por los primeros componentes principales no super6 el 5,5% y de 20 componentes
principales, 19 de ellos poseen proporciones de varianza entre 5,2% y 4,3% (Anexo Il
Tabla S3). No fue posible seleccionar primeros componentes principales de utilidad

para nuestro estudio.

En resumen, con el analisis de componentes principales no se encontré6 una
asociacion entre ninguna de las secuencias de unién, sus distancias a genes cercanos

y la regulacién de dichos genes por NKX2-5.
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45. Estudio de sitios de uniébn cercanos de otros factores de

transcripcion y genes transactivados

En esta ultima parte del trabajo se estudiaron otros genes y su potencial relacion
a los sitios de unién confirmados para NKX2-5. Para ello, se estudio la funciéon de los
genes cercanos, asi como los sitios de union de factores de transcripcion que podrian

estar interactuando con NKX2-5 en la transactivacion de genes rio abajo.

En total, se registraron sitios de union de 6 factores de transcripcion que podrian
potencialmente interactuar con NKX2-5 para la transactivacion y se estudiaron los

genes que podrian estar siendo transactivados o inhibidos gracias a esta interaccion.
4.5.1. Sitios de union de otros factores de transcripcion cercanos a sitios de NKX2-5

En primer lugar, se defini6 una lista de factores de transcripcion que
probablemente interactien con NKX2-5 y se buscaron sus sitios de union cerca de los

sitios confirmados de la seccion 4.4.3. (Anexo 1.6.).

En la busqueda de factores de transcripcion que interactian con NKX2-5, se
encontraron 12: TBX5, GATA4, SMAD4, SRF, MEF2A, MEF2B, MEF2C, CAMTA2,
HIPK1, JARID2, MYOCD y PIAS1 (Tabla 11). De estos, TBX5 y GATA4 tienen
evidencia de interaccion en células humanas en la bibliografia, TBX5 y MEF2A/B/C
tienen cristales heterodimerizando con NKX2-5 y el ADN, TBX5, GATA4, SMAD4 y
MEF2A/B/C se encontraron en STRING y TBX5, GATA4, SMAD4, SRF, CAMTA2,
HIPK1, JARID2, MYOCD y PIAS1 se encontraron en GeneMANIA (Tabla 11).
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Tabla 11. Factores de transcripcion que interactian con NKX2-5.

Factor de transcripcion | STRING | GeneMANIA Bibliografia especifica
TBX5 X X [146,212]
GATA4 X X [144,213,214]
SMAD4 X X
MEF2A X [178] (*)
MEF2B X [178]
MEF2C X [178] (*)
SRF X
CAMTAZ2 X
HIPK1 X
JARID2 X
MYOCD X
PIAS1 X

Bibliografia de estudios masivos para STRING y GeneMANIA: [215-219]. (*) Uno de los
cristales correspondientes a la estructura en contacto con NKX2-5 es una proteina quimeérica
representando a MEF2A, MEF2B y MEF2C, y el otro cristal es s6lo de NKX2-5 en contacto con
MEF2B.

Al analizar las secuencias de los picos de ChIP-seq con MEME-ChIP, se
encontraron 553 secuencias sobrerrepresentadas que se corresponden con sitios de
unién de factores de transcripciéon. Se utilizé un E-valor de corte de 4,80x107°,
correspondiente al sitio de union de NKX2-5, y se seleccionaron factores de
transcripcion entre los sitios de union con un E-valor menor. La tabla con la lista

completa con todos los motivos hallados se presenta en el Anexo I.7.

Con el puntaje de corte definido, se seleccionaron 7 genes que codifican para
factores de transcripcion con matrices de puntaje en HOCOMOCO: TBX20, MEIS1,
TGIF1, GATA4, TALL1, MAF y NKX2-5 (Tabla 12) y se procedio a realizar la busqueda
de sitios de union de estos factores de transcripcion a menos de 250 pb de distancia de
los 1.444 sitios confirmados de la seccion 4.4.3. (Anexo 1.6.).
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Tabla 12. Factores de transcripcion seleccionados en orden de mayor a menor
puntaje (columna E-value) de acuerdo a MEME-ChIP.

Identificador del motivo de . Largodel Numero de
., Secuencia consenso . . E-Valor
union motivo sitios

TBX20_HUMAN.H11MO.0.D DRGTGHTGACAGSH 14 6860 3.1e-718
MEIS1_HUMAN.H11MO.1.B GMTGACAGV 9 6871 9.1e-366
TGIF1_HUMAN.H11MO.0.A TGACAGS 7 6871 1.20E-299
GATA4_HUMAN.H11MO.0.A DSAGATAAGA 10 6848 2.60E-268
TAL1_HUMAN.H11MO.0.A CTGSNVVSBRSWGATAAGVY 19 6580 1.00E-239

MAF_HUMAN.H11MO.1.B TGCTGAST 8 6871 1.10E-194
NKX25_HUMAN.H11MO.0.B KKRAGWGS 8 6871 4.80E-116

Los recuadros marcan los motivos correspondientes a los genes con evidencia experimental de
interaccion con NKX2-5. También se recuadra el motivo correspondiente a NKX2-5, que es el
factor de transcripcion con el cual se seleccionaron las secuencias de ChlP-seq, por lo que era
de esperar que se encontrara en esta lista. El identificador del motivo de union corresponde al
nombre de la matriz en la base de datos HOCOMOCO v11. El nimero de sitios corresponde a
la cantidad de secuencias analizadas que contienen el sitio de union correspondiente.

En el analisis se observdé que a 250 pb de 636 sitios de union de NKX2-5
confirmados experimentalmente existirian sitios de unién para al menos 1 de los 6
factores de transcripcion mencionados mas arriba (excluyendo a NKX2-5) y que 861
sitios tendrian al menos otro sitio de unién de NKX2-5. Los datos de los sitios de union
de NKX2-5 confirmados experimentalmente que poseen otros sitios de uniébn a menos

de 250 pb se presentan en una tabla del Anexo 1.8.
4.5.2. Analisis de genes cercanos a sitios de union seleccionados

En esta seccion, se estudiaron los GO-terms de genes a menos de 100.000 pb
de sitios de unién de NKX2-5. Estos fueron analizados teniendo en cuenta el total de
genes regulados por NKX2-5 o bien agrupados entre aquellos que mostraron
regulacion positiva 0 negativa por NKX2-5 en los ensayos de expresion diferencial.
También se realiz6 el analisis de GO-terms teniendo en cuenta la presencia de sitios de
unidén de otros factores de transcripcion a menos de 250 pb de distancia. Para este
analisis, se trabajo con los 1.444 sitios de union de NKX2-5 referenciados en las tablas

del Anexo I.6., y los resultados se presentan en el Anexo 1.8.

Con los sitios de union seleccionados, se compilaron 24 listas de genes,

agrupadas de a 3, considerando genes en los que se observo expresion aumentada
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por NKX2-5, genes con expresion disminuida, o el total de genes con expresion
diferencial (Tabla 13).

Tabla 13. Numero de genes recopilados para los factores de transcripcion
seleccionados por poseer sitios de unidon cercanos a NKX2-5 incluidos en el
andlisis con ShinyGO.
Todos los  Sitio Sitio Sitio Sitio Sitio Sitio Sitio
sitosde NKX2-5  TGIF1 MAF  MEIS1 GATA4  TBX20  TAL1
union cercano cercano cercano cercano cercano cercano cercano
Total de genes
regulados por 356 303 178 110 83 46 12 0
NKX2-5
Genes regulados
positivamente por 174 146 91 258 30 26 6 0
NKX2-5
Genes regulados

negativamente por 182 157 87 52 33 20 6 0
NKX2-5

Los GO-terms hallados se agruparon -a grandes rasgos- en 7 categorias, 3 de
ellas especificas: sistema circulatorio, funcién y desarrollo muscular y sistema nervioso,
y 4 mas generales: desarrollo y diferenciacion de tejidos/érganos, comunicacion celular,
migracion/locomocion y movimientos intracelulares.

Los GO-terms asociados al sistema circulatorio y a la funcién y desarrollo
muscular fueron los de mayor representacion, especialmente entre los genes que se
regulan en forma negativa por NKX2-5 (con expresion disminuida o downregulados).
Entre estos ultimos, se encuentran los asociados al desarrollo de vasos sanguineos.
Asimismo, cabe destacar que se observd menor FDR entre los GO-terms de genes

regulados en forma positiva (con expresion aumentada o upregulados).

En la Figura 33 se esquematizan los primeros 10 GO-terms seleccionados por
ShinyGO para la lista de todos los genes confirmados experimentalmente a menos de
100.000 pb de un sitio de union de NKX2-5. Los GO-terms se encuentran coloreados
de acuerdo a sus clasificaciones en cédigo de color y ordenados en funcion de su

enriquecimiento relativo en la lista de genes.
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Figura 33. GO-terms sobrerrepresentados de genes cerca de sitios de unién de NKX2-5
confirmados experimentalmente. El eje X representa el enriquecimiento relativo de cada GO-
term con respecto al esperado por azar. Los valores extremos fueron recortados y anotados al

costado de las columnas correspondientes. A, GO-terms sobrerrepresentados en la lista de
todos los genes a menos de 100.000 pb de sitios de union de NKX2-5 confirmados
experimentalmente. B, GO-terms sobrerrepresentados en la lista de solo los genes con
expresion disminuida por NKX2-5 (downregulados). C, GO-terms sobrerrepresentados en la
lista de sé6lo los genes con expresion aumentada por NKX2-5 (upregulados). Los asteriscos
denotan la probabilidad de falso positivo (FDR).
*: FDR<0,001; **: FDR<0,00001; ***: FDR<10™".

O
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Se puede ver, en los GO-terms sobrerrepresentados en genes con expresion
aumentada o disminuida por NKX2-5 (Figura 33A), que los primeros 2 GO-terms se
corresponden con desarrollo muscular y del sistema circulatorio, mientras que 7 de los
otros 8 GO-terms se corresponden con funciones generales de desarrollo o
comunicacion celular. Analizando solo los genes con expresion aumentada por NKX2-5
(Figura 33B), en cambio, 9 de los 10 GO-terms dejan de estar significativamente
sobrerrepresentados, y los primeros 3 GO-terms se encuentran asociados a
microtibulos del huso cromosomico. Por otro lado, en los genes con expresion
disminuida por NKX2-5 (Figura 33C) se ven 4 GO-terms asociados al sistema

circulatorio, 3 de los cuales corresponden al desarrollo vascular.

A continuacion se resumen los resultados obtenidos para los primeros 10 GO-
terms seleccionados por ShinyGO teniendo en cuenta los otros sitios de union
cercanos para los 6 factores de transcripcién seleccionados, los cuales se encuentran

esquematizados en las Figuras S2-S7 del Anexo Il
e TGIF1 (Anexo Il. Figura S2)

Se observd, a grandes rasgos, que hay una mayor cantidad de GO-terms
asociados al sistema circulatorio y a musculos que en el total de genes sin filtrar por
sitios de unién de TGIF1 (Anexo Il. Figura S2 y Figura 33). El total de genes con
expresion aumentada o disminuida por NKX2-5 (Anexo Il. Figura S2A) y los genes con
disminucién de expresion en presencia de NKX2-5 (Anexo Il. Figura S2C) tienen
sobrerrepresentacion de GO-terms de sistema circulatorio/muscular, y los genes con
aumento de expresion en presencia de NKX2-5 (Anexo Il. Figura S2B) contienen GO-
terms asociados a la separacion de cromosomas durante la division celular. También
se observo que ninguno de los GO-terms asociados a los genes con aumento de

expresion en presencia de NKX2-5 fueron significativos.

En particular, entre los genes con aumento de expresion en presencia de NKX2-
5, el GO-term con mayor enriquecimiento fue “neuronal action potential”’, el cual hace
referencia a la generacion del impulso nervioso en las neuronas y tiene 4 genes
asociados: CACNA1G, DRD1, P2RX1, SCN5A.
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e MAF (Anexo Il. Figura S3)

Se observo una sobrerrepresentacion de un GO-term muy especifico asociado al
sistema nervioso, que se corresponde con 3 genes: ZIC3, MAFB y EGR2, 2 de ellos
(MAFB y EGR2) con expresion diferencial disminuida y el otro (ZIC3) aumentada por
NKX2-5.

Tanto en el andlisis teniendo en cuenta todos los genes regulados por NKX2-5
como en el caso de tomar en cuenta soOlo los genes con expresion diferencial
disminuida, se observé una gran cantidad de GO-terms asociados al desarrollo

muscular. El anico GO-term cardiaco fue especifico del desarrollo de musculo cardiaco.

Aungue solo 3 de los GO-terms encontrados tuvieron FDR significativos, en el
analisis tomando en cuenta sélo aquellos genes con expresion diferencial aumentada,
se encontraron GO-terms con FDR muy bajos, correspondientes a un maximo de 4
genes, ninguno de los cuales fue significativo. Cabe destacar en esta lista que también
estan presentes NPPA y SCN5A, asociados al GO-term con mayor enriquecimiento,

correspondiente a la repolarizacién de la membrana muscular auricular.
e MEIS1 (Anexo Il. Figura S4)

Se encontraron GO-terms representados por pocos genes Yy sin significancia
estadistica. En el andlisis realizado teniendo en cuenta el total de genes que estarian
regulados por NKX2-5 (Anexo Il. Figura S4A), se encontré que 8 de los 10 GO-terms

estan relacionados al desarrollo del sistema circulatorio o muscular.

Entre los GO-terms hallados para aquellos genes con expresion diferencial
disminuida por NKX2-5 (Anexo Il. Figura S4C), cabe destacar 2 genes relacionados al
desarrollo del nodo sinoatrial: ISL1 y TBX18. Estos 2 genes estan listados en los 4

primeros GO-terms.

Entre las vias halladas para aquellos genes con expresion diferencial aumentada
(Anexo Il. Figura S4B) se encontro una situacion similar a la observada para MAF, con

GO-terms representados por un maximo de 6 genes. También comparten el GO-term
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con mayor enriquecimiento, correspondiente a la repolarizacion de la membrana

muscular auricular, representado por los mismos 2 genes: NPPA y SCN5A.
e GATA4 (Anexo Il. Figura S5)

El analisis de ShinyGO no arrojé resultados de GO-terms para aquellos genes
con expresion diferencial aumentada o disminuida por NKX2-5. Cuando el analisis se
realizd teniendo en cuenta el total de genes que estarian regulados por NKX2-5,
ShinyGO obtiene 5 GO-terms para desarrollo muscular y 1 GO-term asociado a

funciones del sistema nervioso, si bien no poseen significancia estadistica.
e TBX20 (Anexo Il. Figura S6)

Ninguno de los GO-terms encontrados tuvo significancia estadistica, pero la
revision de genes individuales asociados a los GO-terms encontrados fue relevante

para este trabajo.

En particular, los 10 GO-terms encontrados entre sus 6 genes con expresion
diferencial aumentada por NKX2-5 provienen de 4 de los genes: FHL2, NOS3, NPPA y
ZIC3, y todos estdn asociados al desarrollo cardiaco. Analizando los genes con
expresion diferencial disminuida por NKX2-5, se suma un gen de interés: TGFB3, que

esta asociado al desarrollo muscular.
e Multiples sitios de NKX2-5 (Anexo Il. Figura S7)

Los agrupamientos de GO-terms para los genes cerca de mudltiples sitios de
unién de NKX2-5 fueron similares a los observados cuando se analiz6 el total de genes
regulados por este factor de transcripcion (Figura 33).

e Genes especificos identificados

Se identificaron 11 genes de interés, 2 de ellos seleccionados por estar
asociados a GO-terms especificos de interés y 9 por encontrarse representados en

multiples factores de transcripcién:
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- Entre los genes cerca de sitios de union de MEIS1 se observaron 2 genes:
ISL1 y TBX18, que son regulados negativamente por NKX2-5 y que se
relacionan especificamente al desarrollo del nodo sinoatrial.

- Entre los diferentes analisis realizados, se observaron 9 genes comunmente
representados: FHL2, LIMCH1, NOS3, NPPA, SCN5A, SERPINE1, TGFB3,
UCHL1 y ZIC3. De éstos, hay 5 genes que son regulados en forma positiva por
NKX2-5 (FHL2, NOS3, NPPA, SCN5A y ZIC3) y aparecen representados
principalmente en GO-terms cardiacos y musculares. Por otro lado, hay 4
genes que son regulados en forma negativa por NKX2-5 (LIMCH1, SERPINEL,
TGFB3 y UCHL1) y que aparecen representados en distintos grupos de GO-
terms asociados al desarrollo y diferenciacion de tejidos y/u o6rganos y

sefalizacion.
4.5.3. Analisis de genes seleccionados en relacion a subtipos de CC

A lo largo de este trabajo, se seleccionaron 21 genes con posibles interacciones
con NKX2-5: 4 genes que codifican para proteinas encontradas en contacto con NKX2-
5 en cristales de PDB (TBX5 y MEF2A/B/C), 2 genes que codifican para factores de
transcripcion con interaccion confirmada especificamente con NKX2-5 (TBX5 vy
GATA4), 5 genes que codifican para factores de transcripcidon predichos con el analisis
por MEME-ChIP (MAF, MEIS1, TALl, TBX20 y TGIF1) y 11 genes de interés
transactivados o inhibidos por NKX2-5 (FHL2, ISL1, LIMCH1, NOS3, NPPA, SCN5A,
SERPINE1, TBX18, TGFB3, UCHL1 y ZIC3).

En la Tabla 14 se presentan los fenotipos mas comunmente asociados a VGs de
NKX2-5 y aquellos genes de los seleccionados con VGs asociadas a estos fenotipos.
Esta tabla expande la informacion presentada en la Tabla 7, cuya informacion se repite

para facilitar su visualizacion.

112



Tabla 14. Fenotipos asociados a cada uno de los genes seleccionados con
relacion funcional a NKX2-5.

N° de VGs  N° de VGs Qenes 99n Factorfas _d'e Genes _c'on Genes _c'on
. . ) interaccion transcripcion expresion expresion
Fenotipo asociado missense en globales en . L
NKX2-5 NKX2-5 confirmada con seleccionados aumentada por disminuida por
NKX2-5 con MEME-ChIP NKX2-5 NKX2-5
Comunicacion 48 31 GATA4, TBX5 TBX20 NPPA, ZIC3 ISL1
interauricular
Comunicacion 46 9 GATA4, TBX5 TBX20 ZIC3 ISL1, TBX18
interventricular
Blogueo 22 26 TBX5
atrioventricular
Defecto en septo 16 2 GATA4, TBX5 ZIC3
atrioventricular
Tetralogia de Fallot 11 1 GATA4, TBX5
Fibrilacién atrial 7 2 GATA4, TBX5 TBX20 NPPA, SCN5A ISL1
D|sg.enle3|s de 6 0
tiroides
Cardiomiopatia GATA4, TBX5, FHL2, NOS3,
dilatada 2 e MEF2C LAY SCN5A
Muerte subita 4 4 TBX5 SCN5A
Heterotaxia 0 2 ZIC3

VGs: Variantes génicas. CIA: Comunicacion interauricular. CIV: Comunicacion interventricular.
CM: Cardiomiopatia. FA: Fibrilacion auricular. TGV: Transposicion de grandes vasos. TdF:
Tetralogia de Fallot. DSAV: Defecto en septo atrioventricular. *Con asociacion al desarrollo del
corazon y/o sistema circulatorio. “Con asociacion al desarrollo del corazén y/o cardiopatias en
organismos modelo. *Con efectos observados en genes con asociacién a CC. “Con funcién de
proteccion y/o respuesta a dafios en el corazén y/o sistema circulatorio.

Fuentes: [32] (GATA4 y TBX5); [220-223] (GATA4); [224-231] (TBX5); [232] (MEF2A/B/C);
[233] (MEF2C); [234] (MAF): [235,236] (MEIS1); [237-240] (TAL1): [241-244] (TBX20);
[245,246] (TGIF1); [247] (FHL2); [248-251] (NOS3); [252-254] (NPPA); [255-259] (SCN5A);
[260-262] (ZIC3); [263-266] (ISL1); [267,268] (LIMCHL1); [269-271] (SERPINEL): [272] (TBX18);
[273-275] (TGFB3); [276-279] (UCHLL1).

Se observo, entre los genes con interaccion confirmada con NKX2-5, que las
variantes en GATA4 y TBX5 se encuentran asociadas a muchos de los mismos
fenotipos que las variantes de NKX2-5. Las variantes en MEF2C sélo parecen tener
asociaciéon con cardiomiopatia dilatada y no se encontraron variantes en MEF2A/B

asociadas con ninguno de los fenotipos seleccionados.

En cuanto a los factores de transcripcion seleccionados con MEME-ChIP, sélo
TBX20 tuvo variantes asociadas a los fenotipos mas comunes entre variantes de

NKX2-5. De los demas factores de transcripcion seleccionados, se encontraron
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potenciales asociaciones al desarrollo cardiaco para MEIS1 [235,236], TGIF1
[28,245,246,280] y TAL1 [237-240]. No se encontré una asociacion de MAF con el

desarrollo cardiaco [234].

Entre los genes seleccionados con expresion aumentada por NKX2-5, todos
tuvieron alguna variante asociada a alguno de los fenotipos mas comunes de variantes
en NKX2-5.

Por otro lado, entre los genes con expresion disminuida por NKX2-5, ISL1 y
TBX18 fueron los Unicos con variantes asociadas a los fenotipos seleccionados. Se
pudo encontrar potenciales asociaciones con fenotipos cardiacos para SERPINE1
[269-271], TGFB3 [273-275] y UCHL1 [276-279], pero no para LIMCHL1.

A grandes rasgos, se pudo ver que la mayoria de los genes seleccionados se
asociaron a 4 fenotipos (CMD, FA, CIA y CIV), mientras que ninguno se encontrd

asociado a fenotipos tiroideos.

Como no se encontraron variantes patogénicas que afecten especificamente la
interaccién entre NKX2-5 y otras proteinas, no se pudieron comparar sus fenotipos
asociados a los fenotipos asociados a otros genes. Aun asi, se destacan dos

observaciones:

e TBX5 es el Unico gen seleccionado con variantes asociadas a bloqueo
atrioventricular, el cual es un fenotipo observado principalmente en variantes del
homeodominio de NKX2-5 o de efecto truncante.

e ZIC3 es el unico gen de todos los seleccionados con variantes asociadas a

heterotaxia, y el resto de sus variantes asociadas son de efecto estructural.

4.6. Flujo de trabajo replicable

Teniendo en cuenta todo lo visto en este trabajo, se cred un flujo de trabajo

lineal y simplificado comenzando con la obtencion de VGs y finalizando con las

114



conclusiones sobre potencial patogenicidad correspondientes. El flujo de trabajo

consiste de los siguientes pasos:

1.

Obtencion de VGs para el gen de interés. Estas variantes pueden ser
obtenidas de bases de datos, publicaciones cientificas y/o pacientes. Se obtiene
una lista de VGs de distintas fuentes.

Caracterizacion de regiones estructuradas y desestructuradas. Esto implica
la busqueda de estructuras tridimensionales -0 su obtencién in silico-, la
caracterizacion de todos los residuos en esta estructura y la prediccion de SLiMs
y regiones conservadas. Se obtiene un modelo estructural del gen completo.
Caracterizacion de VGs. Incluye el estudio de su posicion respecto del modelo
estructural obtenido en el paso 2, con foco en VGs patogénicas, y una prediccion
de su patogenicidad por criterios estandarizados como ACMG. Se obtiene una
lista procesada de VGs y patrones de distribucion de las distintas caracteristicas
estudiadas (concentracion de VGs por region del gen, distribucion de VGs
patogénicas por subtipo, etc.).

Prediccién de patogenicidad de VGs en regiones de interés. Pensado
especificamente para el estudio de variantes de cambio de sentido, aunque se
puede aplicar a otros tipos de VGs si se poseen criterios in silico para determinar
su potencial patogenicidad. Las regiones de interés pueden ser regiones
estructuradas u otras regiones con relevancia funcional, aunque esta seleccion
depende de la posibilidad de hacer los ensayos in silico correspondientes sin
una estructura tridimensional. Se obtiene una lista de VGs posibles y sus
potenciales efectos en la funcionalidad del gen.

Definicion de sitios de unidon en el genoma. Sélo relevante para factores de
transcripcion y, potencialmente, otros genes que se unen al ADN. Su
caracterizacion es necesaria para el paso 7 y aporta informacion utilizable en el
paso 6. Se obtiene una lista de sitios de unién en el genoma, preferiblemente
confirmada por ensayos de transactivacion de genes cercanos.

Seleccion de proteinas que entren en contacto con la proteina codificada
por el gen de interés. Para el caso de factores de transcripcion, implica la

selecciébn de potenciales co-activadores. Puede realizarse por estructuras

115



tridimensionales conocidas en contacto, por sobrerrepresentacion de sitios de
unién en picos de ChIP-seq o por otros ensayos no realizados en este trabajo.
Se obtiene una lista de proteinas potencialmente en contacto con el ADN.
Estudio de genes transactivados y sus sitios de unién cercanos. Soélo
relevante para factores de transcripcion. Se caracterizan genes transactivados y
los sitios de unidn en su region regulatoria, a grandes rasgos por sus GO-terms
y por estudio de referencias bibliograficas en caso de seleccionarse unos pocos
genes de interés. Se obtiene una lista de genes transactivados y una lista de
sitios de union incluyendo sitios de union del paso 5 y sitios de union de
proteinas seleccionadas en el paso 6.

Comparacion de fenotipos de las distintas fuentes. Esto implica comparar los
fenotipos asociados a VGs patogénicas, VGs posibles y VGs de genes
seleccionados. Se priorizan VGs patogénicas en residuos con contacto
confirmado con otros genes y VGs de genes seleccionados con fenotipos
especificos similares. Se obtienen genes y VGs patogénicas asociadas a

fenotipos especificos.

Los genes y VGs patogénicas asociadas a fenotipos especificos permiten ver

patrones de distribucién comunes. De esta forma, si un fenotipo poco frecuente se ve

asociado a una VG en un residuo en contacto con otro gen y este gen, a su vez, se

encuentra asociado a este fenotipo, se puede estimar una potencial via de desarrollo

de patogénesis. En casos de fenotipos mas frecuentes, se puede estudiar su

proporcién en las VGs patogénicas y su asociacién (o no asociacion) a los distintos

genes seleccionados para direccionar futuros estudios, aungque no sea probable que se

pueda determinar una via Unica para su desarrollo.

Un esquema del flujo de trabajo resumido se presenta en la Figura 34.
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Obtencion de VGs de bases de datos,
publicaciones cientificas y/o pacientes

Caracterizacion de regiones estructuradas y
desestructuradas

Caracterizacion de VGs con foco en VGs
patogénicas y prediccion ACMG

Prediccion de patogenicidad de VGs de cambio
de sentido en regiones de interés

(Solo FTs) Definicion de sitios de unién en el
genoma

(Solo FTs) Seleccion de factores de
transcripcion que co-activan genes

(Solo FTs) Estudio de genes transactivados y
sus sitios de union cercanos

Comparacion de fenotipos de VGs patogénicas,
VGs posibles y VGs de genes seleccionados

Figura 34. Flujo de trabajo para el estudio de la patogenicidad de VGs en un gen
(preferiblemente un factor de transcripcion) determinado. VGs: Variantes génicas. FTs:
Factores de transcripcion.

Particularmente, para el caso de NKX2-5 y el estudio de CC, y considerando lo
visto en este trabajo (Tablas 11 y 14), determinamos 3 grupos de genes de interés para
estudios futuros. Estos genes serian los que, de acuerdo a la informacién disponible,
tendrian una mayor cantidad de informacién para aportar al estudio del desarrollo de
CCy, a su vez, cuyos resultados puedan complementar los obtenidos en este trabajo.
De mas relevante a menos relevante, estos grupos serian:
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1. GATA4 y TBX5. Son los dos genes con mas evidencia de interaccion con
NKX2-5, asi como cruciales en el desarrollo del corazén. TBX5, ademas, tiene
una estructura tridimensional en contacto con NKX2-5 para estudiar.

2. MEF2A/B/C. Son tres genes con una estructura tridimensional de sus proteinas
codificadas en contacto con NKX2-5, y el Unico otro gen con esta caracteristica
es TBX5.

3. ISL1, TBX20, TBX18 y ZIC3. Son genes seleccionados por distintas razones
entre factores de transcripcibn que potencialmente interactien con NKX2-5
(TBX20), genes con expresion aumentada por NKX2-5 (ZIC3) y genes con
expresion disminuida por NKX2-5 (ISL1 y TBX18). TBX20 es el unico entre los
factores de transcripcion que potencialmente interactien con NKX2-5 con
asociacion especifica a CC. ZIC3 tiene una asociacion especifica con
heterotaxia que es potencialmente interesante para entender el desarrollo de
algunos subtipos estructurales de CC. ISL1 y TBX18 tienen una asociacion
especifica con el desarrollo del nodo sinoatrial que es potencialmente relevante
para el desarrollo de cardiopatias de conduccién (especificamente bloqueo

atrioventricular).
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5. Discusion



El trabajo presentado tuvo como eje central el estudio de uno de los principales

genes asociados a CC, NKX2-5.

Este gen codifica para un factor de transcripcion crucial en la formacion del
corazon, la proteina NKX2-5 [40,47] y fue el primer gen donde una variante génica se
asocio al desarrollo de CC [38]. Desde entonces se han reportado mas de 100 VGs
patogénicas, la mayoria de ellas asociadas a CC, si bien se puede encontrar asociada
a otras patologias [32,40,42]. Asimismo, y como se observa en general en CC, se
describié que un mismo subtipo de CC puede estar asociado a distintas VGs y una
misma variacion en el gen puede estar asociada a distintas CC [29].

Como es comun en factores de transcripcién de mamiferos, NKX2-5 actia en
interaccién con numerosos factores de transcripcion. Entre éstos, se encuentran TBX5
[146,209], GATA4 [144,210,211], MEF2B [212], entre otros (Tabla 11), asi como
factores de transcripcidn que no habian sido descritos al inicio de este trabajo. Estas
interacciones pueden ser tanto de cooperacién, para actuar sobre genes rio abajo
[281], como de competencia, por sitios superpuestos [282]. Esta complejidad de
interaccién entre factores de transcripcion podria aportar informacién crucial para
entender la relacion entre los genotipos y sus fenotipos asociados en pacientes con
CC.

En este trabajo nos propusimos desarrollar un flujo de trabajo para VGs de
NKX2-5 que permita el estudio descriptivo-predictivo de su patogenicidad. También
estudiamos la interaccion de NKX2-5 con otros factores de transcripcion y las
implicancias en el desarrollo del corazon que podrian tener a través de sus sitios de

union en el genoma.

Para ello, recopilamos todas las VGs de NKX2-5 de publicaciones y bases de
datos, desarrollamos un modelo estructural de la proteina NKX2-5 de largo completo,
estudiando todas las variantes de cambio de sentido posibles en su homeodominio, la
ocurrencia de SLiMs y su interaccidn potencial con sitios de unién de genes cercanos y
de otros factores de transcripcion. Con esta informacién, se colaboraria a disminuir la

brecha entre la informacion de genotipos y sus fenotipos asociados al proponer
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variantes de interés en NKX2-5, factores de transcripcidbn con los que interactia y
genes transactivados que puedan afectar vias metabdlicas relevantes para el desarrollo

de patologias especificas.

5.1. Estudio de VGs de NKX2-5

Las primeras observaciones de las VGs recopiladas dieron cuenta de que su
distribucion es mas densa en la regién traducida de la isoforma candnica de la proteina
(Figura 23A). Esta observacion es de esperar si se tiene en cuenta que la mayoria de
las variantes provienen de estudios de la region codificante del gen y, por lo tanto,
sesga la proporcion de variantes patogénicas encontradas. Considerando este sesgo,
el hecho de que todas las variantes patogénicas encontradas tengan un efecto en la
secuencia de la proteina NKX2-5 puede representar una limitaciéon de la informacién
disponible y, de hecho, tanto en ratbn como en Drosophila se han encontrado
asociaciones funcionales entre determinadas secuencias en la regién no codificante de
homélogos de NKX2-5 y el desarrollo del corazén [283,284]. Por lo tanto, no se puede
descartar esta posibilidad también para humanos, mas teniendo en cuenta la existencia
de algunos estudios de variantes sinénimas polimérficas con resultados contradictorios
entre si [285,286]. De cualquier manera, la ausencia de VGs patogénicas no
codificantes conocidas en humano hace que su estudio esté fuera del alcance de este

trabajo.

Por todo lo expuesto, se hizo foco en las variantes con efecto en la secuencia
aminoacidica. Esto realza la importancia del modelo estructural de NKX2-5 para el
estudio de la patogénesis, ya que provee informacion que permite realizar estudios mas
complejos en las distintas regiones de la proteina y se le dio importancia al estudio de
las variantes de cambio de sentido, por ser consideradas las mas interesantes. Esto es
asi ya que, por un lado, ninguna variante sinénima fue clasificada como patogénica vy,
por el otro, las deleciones e inserciones de cambio de sentido y variantes que

introducen sefales de stop prematuros tienen un efecto sobre toda la secuencia que es
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muy dificil de estudiar mas alla de predecir que la proteina probablemente pierda gran

parte de su funcionalidad normal.

Para realizar el andlisis de variantes patogeénicas, y especialmente aquellas de
cambio de sentido, se dividié a la proteina -a grandes rasgos- en dos partes: por un
lado la region fuera del homeodominio y por otro el homeodominio propiamente dicho.

Para la region fuera del homeodominio de NKX2-5 no se hall6 ninguna
estructura tridimensional asociada y la concentracion de variantes patogénicas fue
menor en comparacion al homeodominio. En particular, la caracterizacion de motivos
lineales confirmados experimentalmente permitié asignar una funcionalidad especifica
potencial para 9 de estos residuos. Estos motivos lineales con residuos fuera del
homeodominio se encuentran asociados a dos funcionalidades especificas: la

localizacion nuclear y la SUMOylacion.

La sefial de localizacion nuclear dirige a NKX2-5 al nacleo [176,177], por lo que
es de esperar que su modificacion afecte la ubicacion de NKX2-5 dentro de la célula y
esto explicaria el efecto patogénico de las VGs halladas (Tabla 6). Por otro lado, se
describié que la SUMOylacion de Nkx2-5 en ratén es crucial para su funcién [178,179].
Esta modificacion postraduccional se condice con un motivo lineal conservado entre
ratbn y humano (residuos 51-54 en humano y 50-53 en ratén), por lo que podria tener
una funcién similar en NKX2-5 humano. Si se confirmara que el efecto es también
importante en células humanas, podria ser el mecanismo por el cual la presencia de
VGs en la regidn se asocian a una disfuncionalidad de la proteina y a la aparicion de
CC. Esto podria explicar, por ejemplo, la patogenicidad de dos variantes de cambio de
sentido encontradas en este trabajo (p.Phe5lLeu y p.Glu54Lys; Tabla 6), asi como

variantes que pudieran encontrarse en el futuro.

Por ultimo, es posible que parte de la region fuera del homeodominio mantenga
una estructura tridimensional relativamente estable en presencia de otras proteinas,
como se sabe que sucede con proteinas y regiones intrinsecamente desordenadas
[95,287,288]. De hallarse evidencia del plegado de regiones desestructuradas que

adoptaran estructuras secundarias o terciarias cuando entran en contacto con otras
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proteinas, se podria estudiar la funcionalidad de residuos en la region desestructurada
para los cuales actualmente no hay informacion. Esto permitiria encarar estudios como
los realizados en la seccion 4.3. y entender mejor la patogenicidad de algunas de las
67 VGs patogénicas de cambio de sentido fuera del homeodominio.

Por su parte, la region del homeodominio propiamente dicho es la Unica region
de NKX2-5 con estructura tridimensional conocida, es crucial en su funcionalidad [61] y
es la que posee una mayor cantidad de variantes patogénicas que otras regiones
(Figura 25). De hecho en estudios previos ya se habia observado que el homeodominio
es la region con mayor concentracion de variantes patogénicas de cambio de sentido
[32,65]. En este sentido, este trabajo de tesis refuerza esta observacion y aumenta su
precision, al describir una concentracion de variantes patogénicas en la tercera hélice
alfa del homeodominio y destacar la ausencia de variantes con frecuencia mayor a
1/10.000 en bases de datos poblacionales en esta region. De destacar ademas, es que
los motivos lineales confirmados experimentalmente para NKX2-5 y las modificaciones
post-traduccionales conocidas se concentraron también en el homeodominio , donde se
observaron 3 de 4 de estos motivos lineales, asi como una lisina probablemente
acetilada con implicancias funcionales. Esto suma evidencia de la importancia funcional

del homeodominio que complementa lo visto para VGs.

Dentro del homeodominio, se encontraron 23 variantes clasificadas como
patogénicas en 15 de los 16 residuos de su tercera hélice alfa (residuos 179 a 194).
Esta particularidad no se observa en la primera y segunda alfa hélice y es consistente
con lo que se observa en las estructuras tridimensionales, ya que el homeodominio es
la region de NKX2-5 que esta en contacto con el ADN vy la tercera hélice alfa se inserta
en el surco mayor del ADN confiriéndole la especificidad de secuencia [146,176-178].
Cuando se analizaron posibles variantes de cambio de sentido del homeodominio se
identifico una diferencia entre variantes que se ubican en los primeros 6 residuos (179
a 184) de la tercera alfa hélice de aquellas en los ultimos 10 (aminoacidos 185 a 194).
Mientras que los ultimos 10 residuos se encuentran en contacto con el ADN, los
primeros 6 residuos contienen una lisina (Lys183) que se acetila con implicancias

funcionales en Nkx2-5 de raton [180,181]. Esta lisina no se asocié a ningin motivo
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lineal predicho por ELM vy la proteina que acetila a Nkx2-5 de raton, p300, no tiene un
motivo lineal conocido. Ya sea que se encuentre un motivo lineal o que el
reconocimiento sea por la estructura tridimensional alrededor de la lisina, es muy
probable que los residuos a su alrededor tengan relevancia funcional. De esta forma,
se podria explicar la patogenicidad de 4 de las 5 variantes de cambio de sentido
patogénicas en el homeodominio sin explicacion funcional encontrada en la seccion
4.3. Ademas, sabiendo que se conoce la interaccion de p300 con MEF2 [183],
proponemos que es posible que la interaccion de MEF2A/B/C con NKX2-5 ayude a

determinar la acetilacion de la lisina 183.

Mas generalmente, si se comparan los mecanismos probables de patogenicidad
de todas las VGs de cambio de sentido posibles con aquellos asociados a las VGs
patogénicas ya descriptas (Tabla 9), se observa una disminucién de 32,3% a 13,9% de
VGs sin un mecanismo de patogenicidad asociado. Esto es esperable, considerando
gue las variantes patogénicas deben tener un mecanismo asociado para el desarrollo
de la patogénesis. También se observd que las variantes que introducen cisteina, que
afectan la interaccién con otras proteinas o motivos lineales confirmados o que afectan
la estabilidad o motivos lineales predichos, tienen proporciones similares en ambos
casos. Estas observaciones estarian sugiriendo que muy probablemente estos
mecanismos poseen una relevancia relativa menor en el desarrollo de la patogénesis
en el homeodominio, aunque no descarta que siguen siendo mecanismos relevantes

para estudiar.

Con el objetivo de tener una definicibn estandarizada de patogenicidad que
pueda compararse con otras fuentes, se utilizé la clasificacion de patogenicidad segun
los criterios del ACMG. Desde su publicacion en 2015, los criterios de ACMG han
tenido revisiones y cambios en recomendaciones de distinto alcance. El grupo SVI (por
sus siglas en inglés para Sequence Variant Interpretation)

(https://www.clinicalgenome.org/working-groups/sequence-variant-interpretation/) de

ClinGen se encargé de refinar muchos de estos criterios y compild distintos
documentos con actualizaciones y recomendaciones

(https://clinicalgenome.org/curation-activities/variant-pathogenicity/documents/). En el
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contexto de este trabajo, es importante recordar que parte de la importancia de la
clasificacion segun el criterio de ACMG es que el registro de los criterios de
clasificacion permite la reinterpretacion de los datos en caso de que se actualizara la
importancia relativa de las distintas fuentes si esta cambiara en el criterio estandar. Por
otro lado, una de las limitaciones del criterio ACMG es su generalidad al aplicarse de la
misma forma a distintas patologias. En este sentido, se desarrollaron criterios y guias

especificas para algunas patologias (https://www.clinicalgenome.org/working-

groups/sequence-variant-interpretation/). Si bien no existen guias especificas para la

interpretacion de variantes asociadas a CC, si existen para cardiomiopatias [289].
Estas guias y criterios, sin embargo, no aplican masivamente para NKX2-5, ya que
tiene una asociacién limitada a estas patologias. De hecho, sélo 8 VGs se asocian a
cardiomiopatias en nuestra compilacién. SVI también tiene paneles de expertos que
hacen curacion de clasificaciones para variantes especificas y potencialmente podrian
proponer criterios especificos. Entre estos paneles se encuentra uno de CC

(https://clinicalgenome.org/affiliation/40130), por lo que no se debe descartar que en un

futuro se publique un criterio especifico para CC.

Para las 165 VGs clasificadas segun el criterio general ACMG, se hallé un gran
nivel de concordancia con la clasificacion dada en la literatura ya sea como benignas o
como patogénicas. Todas las variantes clasificadas como patogénicas y como
benignas, fueron concordantes. Las variantes en las que se observaron diferencias se
tornan relevantes como variantes a estudiar, ya que un ensayo funcional podria

determinar cambios de clasificacion.

De este trabajo se desprenden 3 grupos de variantes que resultan de interés

para realizar futuros estudios:

e En primer lugar, 35 VGs clasificadas como de significado incierto segun los
criterios de ACMG pero clasificadas como patogénicas en publicaciones y/o
bases de datos, que potencialmente podrian ser clasificadas como
probablemente patogénicas o probablemente benignas.

e Una variante, p.Lys183Asn, que tiene evidencia conflictiva en la bibliografia pero

gue segun el criterio de ACMG seria probablemente patogénica.

125



e Por ultimo, 3 VGs (9.173232721G>T, que codifica para p.Pro275Thr;
0.173234791C>T, que codifica para p.Ser98Asn; y ¢.173234960C>G, que
codifica para p.Ala42Pro) clasificadas como patogénicas en publicaciones y/o
bases de datos y que se clasificarian como probablemente benignas segun los
criterios de ACMG.

Mas alld de lo estudiado en las variantes encontradas y los potenciales
mecanismos de patogenicidad considerados, el homeodominio de NKX2-5 es una
region altamente conservada con muy poca variabilidad en los vertebrados [47]. En
este trabajo, se complemento el estudio de variantes patogénicas con informacioén de
variantes benignas y posiblemente benignas, de las cuales no se encontré ninguna que
afectara la secuencia de aminoacidos del homeodominio. También se analizaron las
frecuencias poblacionales de VGs, para las cuales se observdé que ninguna de las
variantes que afectan la secuencia del homeodominio tienen una frecuencia mayor a
1/10.000. Esto da un contexto que esta ausente en otros trabajos concentrados en

analizar solamente las variantes patogénicas [32,40,42,110].

Una de las postulaciones que se puede hacer a partir de estas observaciones es
gue es de esperar que la mayoria de las variantes génicas que afectan la secuencia de
NKX2-5 en la region del homeodominio tengan un efecto en la funcionalidad de la
proteina. Esta fue la motivacion para realizar el estudio del potencial efecto bioloégico de
todas las variantes de cambio de sentido posibles en el homeodominio. Efectivamente,
PolyPhen2 predijo que 248 de las 337 variantes de cambio de sentido serian
potencialmente deletéreas, y definimos un mecanismo de patogenicidad asociado para
228 variantes. Para las variantes remanentes, es muy probable que si se incluye el
analisis de otros mecanismos de patogenicidad como ser, que se afecte la interaccion
con otras proteinas, se logre sumar un numero de variantes que predigan un
mecanismo de patogenicidad asociado. Por otro lado, si bien no se puede descartar la
posibilidad de que se generen variantes de secuencia en el homeodominio de NKX2-5
gue sean polimoérficas, por lo visto en los estudios recopilados en este trabajo es poco
probable que una variante novel que afecte esta region no tenga un efecto en su

funcionalidad. Esta aseveracion puede hacerse con mayor certeza cuando se trata
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especificamente de variantes en la tercera alfa hélice del homeodominio. Considerando
lo observado en la jerarquizacién de variantes patogénicas (Figura 28 y Tabla 9), se
podrian acotar criterios a manera de guia sobre cual seria el mecanismo mas probable

de desarrollo de patogenicidad:

e VGs entre los residuos 185 y 194 de la tercer alfa hélice probablemente sean
patogénicas por afectar la interaccion con el ADN

e VGs entre el final de la segunda alfa hélice (aproximadamente residuo 175) y el
residuo 185 de la tercer alfa hélice probablemente sean patogénicas por afectar
la acetilacion de la lisina 183

e VGs entre el principio de la primer alfa hélice y el final de la segunda
probablemente sean patogénicas por un efecto la estabilidad del homeodominio

e VGs antes de la primer alfa hélice probablemente sean patogénicas por afectar

el motivo lineal de traslocacién nuclear

Aunque estos mecanismos no son 100% seguros, pueden orientar la
clasificacion de una variante novel y/o direccionar futuros estudios funcionales sobre la

patogenicidad de una variante dada de manera predictiva.

Mas alla de estudiar la patogénesis de VGs en general, el estudio de variantes
patogénicas resulta de especial interés en relacion a sus subtipos de CC asociados.
Considerando que CIA y CIV son los dos fenotipos mas frecuentes de CC [290,291], es
de esperar una alta frecuencia para estos subtipos que se asocien a VGs patogénicas,
tal como se observa en la Tabla 7. El blogueo atrioventricular, por otro lado, tiene una
incidencia menor, aunque es un fenotipo que suele estar asociado a algunos subtipos
de CC como ser la transposicién de grandes vasos, y NKX2-5 es uno de los principales
genes asociados a su desarrollo [292]. Por su mayor especificidad, es un fenotipo de

interés para centrar estudios dirigidos, ya que no es tan comun como CIA o CIV.

Para las variantes patogénicas que afecten especificamente a las regiones

desestructuradas, se desprenden principalmente 2 observaciones:

1. Por un lado, las variantes que generan codones stop carboxi-terminales al

homeodominio (truncando la proteina pero dejando el homeodominio intacto)
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parecen estar asociadas a los mismos subtipos de CC que las variantes que
truncan la proteina eliminando el homeodominio. Esta observacion sugiere que
es probable que el extremo carboxi-terminal al homeodominio sea tan crucial

para la funcion de NKX2-5 como el homeodominio en si mismo.

2. Por otro lado, 10 de las 11 variantes de cambio de sentido asociadas a
Tetralogia de Fallot se encuentran fuera del homeodominio, o que sugiere que
este fenotipo especifico se encuentra asociado a una funcionalidad de NKX2-5
qgue no es su union al ADN. Estas 10 variantes no estan agrupadas en ninguna
parte especifica de la region desestructurada, por lo que no fue posible proponer

una funcionalidad en particular que esté asociada a Tetralogia de Fallot.

En relacion al homeodominio, se observé que 20 de las 22 variantes de cambio
de sentido que se relacionan a blogueo atrioventricular se ubican en esta region. Este
mismo subtipo de CC se encuentra asociado a 26 de las 34 variantes que truncan la

proteina. Estas dos observaciones sugieren dos hipétesis:

A. La pérdida total de funcion de NKX2-5 se encuentra asociada al desarrollo de
bloqueo atrioventricular.
B. La pérdida de interaccion con el ADN es fenotipicamente similar a la pérdida

completa de funcionalidad de NKX2-5.

Para el resto de los subtipos analizados (Figura 26: DSAV, FA, CMD, DS, MS)
no se observaron patrones claros de distribucion. Esto se podria deber a 3 razones:

1. Se requieren mas variantes para observar mas claramente un patrén de
distribucién. Para tal fin, es necesario contar con una mayor cantidad de fuentes
de informacion.

2. Su patrdn de distribucion no esta agrupado linealmente a lo largo de la proteina.
Esto puede ser porque existen residuos con funciones no conocidas o porque
existen patrones complejos que no fueron tenidos en cuenta. En ambos casos,
seria posible, en teoria, definir estos patrones con estudios in silico mas

especificos.
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3. Estos subtipos de CC no tienen un patrén de distribucién especifico. Esto puede
ser porque el desarrollo de estas CC depende de factores que existen mas alla
de la proteina NKX2-5, como ser el contexto génico o una Vvariabilidad
estocastica en el fenotipo.

De cualquier manera, el analisis realizado a partir de este trabajo cobra singular
importancia a los efectos de plantear experimentos en modelos bioldgicos que pudieran

corroborar o no las hipotesis planteadas.

5.2. Interaccion de NKX2-5 con el ADN y otras proteinas

Lo observado en el homeodominio, y particularmente en su tercera alfa hélice,
remarca la importancia de la interaccion de NKX2-5 con el ADN. En este trabajo, esta
interaccion fue caracterizada mediante 2 abordajes complementarios: analisis de los
aminoacidos en contacto con el ADN en las distintas estructuras tridimensionales con
las que se trabajé por un lado, y el andlisis de los sitios de union de NKX2-5 en el

genoma, por el otro.

Con el modelo estructural obtenido en la seccion 4.1., se identificaron 17
residuos cercanos al ADN, 13 de los cuales estan en contacto con fosfatos o bases
nitrogenadas en las estructuras seleccionadas. Los otros 4 no estan en contacto pero
son "cercanos" y variantes que introduzcan un aminoacido con una cadena lateral mas
larga podrian agregar un contacto. Esta identificacion permitio, en la seccion 4.3.,
determinar 32 variantes de cambio de sentido que posiblemente afecten la interaccién
con el ADN. De estas 32 variantes, 7 se clasificaron como patogénicas en la seccion
4.2., y 6 de estas 7 se ubican en la tercera hélice alfa del homeodominio. Estos
resultados nos permiten proponer que los contactos con el ADN fuera de la tercera alfa
hélice no serian esenciales para la funcién de NKX2-5

Recientemente, los modelos de aprendizaje automéatico como AlphaFold [77]
han permitido predecir la estructura tridimensional de proteinas con precision muy

superior a predictores anteriores, en parte gracias a la gran cantidad de estructuras
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confirmadas experimentalmente disponibles en la actualidad. Esta nueva herramienta
podria detectar regiones con estructura tridimensional no cristalizada, o incluso ayudar
a predecir superficies de interaccién entre NKX2-5 y otras proteinas [293,294]. En este
trabajo no se utiliz6 AlphaFold ya que se publico cuando la seccion de analisis
estructural estaba completada, pero es una herramienta que potencialmente seria util
para otras proteinas a las cuales se aplique este flujo de trabajo y no tengan

estructuras tridimensionales disponibles.

Por su parte, el estudio de los distintos sitios de union de NKX2-5 al ADN se
realiz6 de dos formas distintas: con secuencias exactas utilizadas en experimentos de
transactivacion por un lado y con matrices de la base de datos HOCOMOCO, por el
otro. La lista de secuencias exactas permite asegurar unas pocas secuencias simples,
pero ignora secuencias no consideradas explicitamente. Las matrices, por su parte,
permiten buscar patrones mas complejos en secuencias, aunque es mas dificil

asegurar que todas las secuencias halladas sean correctas.

En este trabajo, se hizo una seleccion orientada para minimizar falsos positivos,
aplicando un valor de corte estricto para la matriz de pesos y aprovechando la
abundancia de secuencias confirmadas experimentalmente. Una vez definidos los sitios
de unién al ADN, se estudiaron genes que podrian ser activados o inhibidos por NKX2-
5, para lo cual fue necesario definir genes confirmados experimentalmente y definir que
estuvieran ubicados a menos de una cierta distancia de un sitio de unién confirmado de

este factor de transcripcion.

Para la busqueda de sitios de union en el genoma se seleccionaron dos estudios
qgue proveyeron dos ejes de andlisis complementarios. En ambos casos se trata de
estudios de ChIP-seq en cardiomiocitos recientemente diferenciados en los que se
busca confirmar genes transactivados por NKX2-5 con ensayos de RNA-seq. El trabajo
en ratdén [206] estudia cardiomiocitos in vivo y el trabajo en humano [207] utiliza lineas
celulares in vitro. Ambos estudios tenian sus ventajas, por lo que en parte del trabajo

utilizamos ambos estudios en paralelo para la busqueda de sitios de union de NKX2-5.
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Los beneficios y limitaciones del uso de ratones o lineas celulares de humanos
son conocidos con relativa profundidad [295]. Por un lado, el trabajo en cardiomiocitos
de ratdn in vivo aporta informacién acerca de la funcion del gen en un organismo
completo, con sus efectos a nivel de 6rganos. Estos resultados también son de utilidad
para estudiar efectos en la funcion de NKX2-5 asociados a su estructura tridimensional,
ya que el homeodominio tiene 100% de identidad de secuencia proteica entre humano
y raton. Por otro lado, el trabajo en cardiomiocitos humanos in vitro provee un mejor
contexto génico para el estudio de CC, por lo que representa mejor las interacciones
entre los distintos genes. En patrticular, para los estudios de genes cercanos a sitios de
unién de NKX2-5, se tomaron en cuenta solo los resultados en células humanas por

considerar que aportan informacion mas relevante al estudio de CC.

Para los andlisis y la seleccién de distancias de genes cercanos se utilizaron 2
métodos de seleccién de genes y 4 distancias. Los métodos de seleccion fueron el
método de “dos genes mas cercanos” de GREAT y un criterio personalizado de
seleccién de todos los genes hasta una distancia dada. El criterio de GREAT busca los
genes mas cercanos (1 rio arriba y 1 rio abajo) hasta cierta distancia limite. Esto
prioriza genes mas cercanos, por lo que es una buena herramienta para buscar a
distancias limites altas (mayores a 100.000 pb) y permite seleccionar los dos genes con
mayor probabilidad de ser transactivados por NKX2-5 al unirse a un sitio dado. La
seleccion de todos los genes, por el contrario, puede incluir varios genes que muy
probablemente no sean transactivados por NKX2-5, y puede cubrir una gran porcién
del genoma si la distancia maxima es muy alta y los sitios de unién estdn muy
dispersos entre si. Aun asi, la confirmacion experimental por ensayos de RNA-seq con
expresion diferencial permitié que se trabajara con todos los genes hasta la distancia
maxima. Esta confirmacion permite minimizar los falsos positivos al seleccionar muchos
genes, mientras que el criterio de GREAT podria ignorar genes transactivados por
NKX2-5 que tuvieran otro gen entre su promotor y el sitio de unién de NKX2-5 y que en
rigor no sea el gen blanco. Por otro lado, las distintas distancias de busqueda se
seleccionaron de tal manera de analizar distintos genes de acuerdo a la forma en la
gue probablemente sean transactivados por NKX2-5. La busqueda de hasta 1500 pb

implicaria sitios de unién en el promotor de los genes, mientras que las blusquedas de
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hasta 100.000 pb, 500.000 pb y 1.000.000 pb permiten ver transactivacion de largo
alcance (regulacion como enhancer o silencer). Se trabajé especificamente con una
distancia de 100.000 pb porque a distancias cortas (1500 pb) se encontraron muy
pocos genes y a distancias largas (500.000 y 1.000.000 pb) se incluiria una proporcién
muy grande del genoma. Al analizar la distribucion de distancias entre sitios de unién
de NKX2-5 y genes confirmados experimentalmente, se observd que éstos se
encuentran en mayor abundancia en el rango entre -50.000 pb y 50.000 pb (Figuras 31
y Anexo Il. Figura S1). Esto sugiere que la busqueda hasta 100.000 pb de distancia es
del orden de magnitud correcto y es consistente con las distancias de transactivacion a
largo alcance de NKX2-5 [170-172].

Al realizar el analisis, se observdé que algunas de las secuencias de union
parecen tener mas genes con expresion aumentada por NKX2-5 mientras que otras,
mas genes que disminuyen su expresion en presencia de NKX2-5 (Figura 30). Sin
embargo, para ninguna se observé una proporcion mayor a 65%. Esto es consistente
con la proporcién del total de genes con expresion aumentada o disminuida por NKX2-
5 obtenidas de los estudios de RNA-seq en células humanas y de raton (Figura 29)
[206,207]. Observando otros factores de transcripcién importantes en el desarrollo del
corazon con ensayos similares en ratdén, Gata4 aumenta la expresion en 63% de genes
transactivados y la disminuye en el 37% [145], mientras que para Tbhx5 se observa un
51% de genes con expresion aumentada y 49% disminuida [225]. En resumen, las
proporciones de genes rio abajo activados o inhibidos por NKX2-5 parecen ser
consistentes con estos factores de transcripcion, y en todos los casos no parecen tener

una funcién principal de activacién o de inhibicion.

Teniendo en cuenta la ausencia de patrones claros en los datos analizados en la
seccion 4.4., podemos postular que la activacion o inhibicion de genes rio abajo por
NKX2-5 no estaria determinada de manera simple por la secuencia de unién ni su
distancia a los genes transactivados. La disponibilidad reciente de ensayos
comparables en Tbx5 y Gata4 en ratdon [145,225] abren la posibilidad de aplicar el flujo

de trabajo de este estudio en esos genes y comparar sus resultados para confirmar si

132



la ausencia de patrones de secuencia de union y su distancia a genes transactivados

es extensible a estos genes.

Para entender la forma en la que NKX2-5 activa o inhibe genes, y extender el
analisis de posibles mecanismos de patogénesis estudiados en las secciones 4.2. y
4.3., es necesario estudiar otros factores que pudieran afectar esta funcion. En
particular, el enfoque de nuestro trabajo fue estudiar la interacciéon de NKX2-5 con otros

factores de transcripcion.

Por un lado, con el estudio de estructuras tridimensionales de NKX2-5 se hizo un
analisis de potenciales interacciones y de VGs patogénicas que pudieran afectar estas
interacciones. Este estudio arroj6 5 residuos potencialmente involucrados en la
interaccidon entre NKX2-5 y TBX5 o MEF2B. Entre todas las VGs de cambio de sentido
posibles en estos residuos, 11 afectan la interaccion con TBX5 y 2, la interaccion con
MEF2B, aunque ninguna de estas variantes posee una clasificacion como patogénica.
Esto nos impidié estudiar fenotipos asociados a la interaccion entre proteinas. Sin
embargo, nuestro analisis de variantes posibles permite hacer un analisis mas rapido si
alguna de estas variantes apareciera en futuros pacientes. Las estructuras
tridimensionales seleccionadas para el analisis de estas interacciones consisten en
heterodimeros con poco contacto entre cada cadena aminoacidica en cis, por lo que es
posible que la superficie de interaccién esté siendo subestimada, y que un mejor
conocimiento de la interaccion de NKX2-5 con otros factores de transcripcion sea la
mejor forma de profundizar en el entendimiento de estas interacciones. También es
posible que las interacciones estén mediadas por las regiones desestructuradas de
alguna de las proteinas [146,183], por otros factores de transcripcion participando de la
interaccion, como GATA4 [296,297], o que actlen en trans. El trabajo que determina la
estructura tridimensional de MEF2B con NKX2-5 propone la interaccion en trans,

aunque no logra una confirmacion in vitro de la interaccién [178].

La interaccion de NKX2-5 con otras macromoléculas fue evaluada
indirectamente a través del andlisis de sus motivos lineales y de residuos con
modificaciones post-traduccionales. Esto es asi porque tanto los motivos lineales como

las modificaciones post-traduccionales conllevan el reconocimiento de NKX2-5 por
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otros elementos (principalmente otras proteinas) para llevar a cabo funciones
especificas. En este trabajo, se encontraron 4 motivos lineales con confirmacion
funcional, ademas de un residuo con una modificacion post-traduccional, para los
cuales se hallaron 12 VGs patogénicas de cambio de sentido (Tabla 6). Se estima, por
lo tanto, que su efecto deletéreo estaria relacionado con la funcién biolégica de estas
regiones. En particular, resulté de interés el residuo Lys183, que se discutié con
anterioridad, en relacibn a la posibilidad de explicar el mecanismo de 4 VGs

patogénicas.

En la seccidon 4.5.3. se definieron 21 genes con posibles interacciones con
NKX2-5: 2 genes que codifican para factores de transcripcibn con interaccion
confirmada especificamente con NKX2-5 (TBX5 y GATA4), 4 genes que codifican para
proteinas en contacto con NKX2-5 provenientes de cristales de PDB (TBX5 vy
MEF2A/B/C), 5 genes que codifican para factores de transcripcion predichos con el
analisis por MEME-ChIP (MAF, MEIS1, TAL1, TBX20 y TGIF1) y 11 genes que
resultaron de interés a partir de los analisis de GO-terms (seccion 4.5.2.) por ser
activados o inhibidos por NKX2-5 (FHL2, ISL1, LIMCH1, NOS3, NPPA, SCN5A,
SERPINE1, TBX18, TGFB3, UCHL1 y ZIC3)

Es sabido que NKX2-5, TBX5 y GATA4 son tres genes centrales en el desarrollo
y diferenciacién del coraz6n humano [32,298,299] y sus interacciones estan también
muy documentadas [144,146,177,213,300]. Se conoce la asociacion con cardiopatias
de cada uno de estos factores de transcripcion y tanto TBX5 como GATA4 tienen
variantes patogénicas asociadas a distintos tipos de cardiopatias [32,220,241-243]. Por
lo tanto, ambos serian candidatos ideales para analizar las implicancias biolégicas de

todas las posibles VGs utilizando este mismo flujo de trabajo.

Por su parte, MEF2A/B/C son 3 genes emparentados con funcion en numerosas
vias de desarrollo, incluyendo al corazén, [232,233,301] y se conocen cristales de sus
proteinas con NKX2-5 [178]. Esto los hace potencialmente interesantes para estudiar
en conjunto con NKX2-5, aunque su informacion de asociacion a CC y de interaccion
con NKX2-5 no es tan extensiva como la de GATA4 y TBX5.
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A pesar de que GATA4, TBX5 y MEF2 serian los genes cuya interaccion con
NKX2-5 seria la méas facil de estudiar, se incluyé el andlisis de potenciales factores
relacionados (seccion 4.5.1.) mediante MEME-ChIP. La racionalidad de este abordaje
se baso en que con la seleccion mediante MEME-ChIP incluiriamos aquellos factores
de transcripcion que con mayor probablilidad estén interactuando con NKX2-5 en el

contexto de los ensayos de ChlIP-seq y RNA-seq cuyos resultados analizamos.

De esta forma, se seleccion6 a GATA4 y a otros 5 factores de transcripcion, de
los cuales 4 tienen asociaciones al desarrollo tanto de cardiopatias como del corazén

en general. Especificamente:

e TBX20. Codifica para un factor de transcripcion clave en el desarrollo y
reparacion del corazon [243]. Es un gen evolutiva- y funcionalmente cercano a
TBX5. Su homdlogo en raton, Thx20, tiene interaccion confirmada con Nkx2-5
[302].

e TGIF1. Codifica para un factor de transcripcion importante en la diferenciacion

de la cresta cardiaca [245].

e MAF. Codifica para un factor de transcripcion de funcion muy extendida, que
suele heterodimerizar para definir activacion/inhibicion de otros TF y esta
asociado con expresidn en ojos/retina y mauasculo esquelético, entre otros
[234,303]. No se encontré una asociacion clara de MAF con el desarrollo del
corazén ni con otras funciones conocidas de NKX2-5 en el desarrollo (e.g.
tiroides, bazo). Es posible que esto se deba a que NKX2-5 inhiba la funciéon y/o
unién de MAF o, en caso de tratarse de un falso positivo, que exista otro factor

con sitios de union similares y se haya identificado MAF incorrectamente.

e MEISL. Codifica para un factor de transcripciéon con funcion en la diferenciacion
celular, en particular hematopoyesis y limita la proliferacion de cardiomiocitos
(para su regeneracion) [235,236]. Fue estudiado en raton en el paper de ChIP-
seq Dupays y col., 2015 [206], donde parece tener superposicion de sitios de
uniéon con NKX2-5.
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e TAL1. Codifica para un factor de transcripcion esencial en la hematopoyesis,
particularmente en la diferenciacion de células del mesodermo y precursoras del
endotelio [237]. En organismos modelo, se observd que interviene en la
diferenciacion de células del endotelio, suprimiendo la cardiomiogénesis y

participando en la migracion celular [238-240].

Estos factores de transcripcion fueron identificados buscando secuencias
sobrerrepresentadas en todos los picos de ChlP-seq y asignandolos a sitios de unién
de factores de transcripcion conocidos. Aun asi, para algunos se hallaron muy pocos
sitios de union y, en algunos casos, ninguno (Tabla 13). Las razones de estas

observaciones podrian ser tres:

1. La seleccion de factores de transcripcion con MEME-ChIP se hizo sobre todos
los picos de ChlP-seq, a diferencia de la busqueda que se realiz6 cerca de sitios
de union de NKX2-5 (a menos de 100.000 pb de genes con expresion diferencial
en ensayos de RNA-seq). Por lo tanto, es posible que algunos de los factores de
transcripcion seleccionados se unan a sitios en el ADN cuyos genes cercanos no
sean transactivados por NKX2-5. Esto puede ser por dos motivos:

a. El factor de transcripcidn seleccionado inhibe la funcion de transactivacion
de NKX2-5.

b. NKX2-5 se une a estos factores de transcripcién en vez de a un sitio de
unién propio.

2. MEME-ChIP busca secuencias sobrerrepresentadas y luego asigna sitios de
union de factores de transcripcion a estas secuencias. Esta estrategia es
diferente de la busqueda hecha en este trabajo.

3. El puntaje estricto de corte puede estar ignorando sitios de union de bajo
puntaje, y estos sitios de bajo puntaje pueden ser los que se encuentran cerca
de NKX2-5.

De cualquier manera, este flujo de trabajo se disefié con el objetivo de estudiar
los sitios de union de cualquier factor de transcripcion, por lo que se podria utilizar para
confirmar sitios de unién de alguno de los genes seleccionados y tener un analisis mas

robusto de su potencial interaccion. Esta profundidad de andlisis escapa al alcance de
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este trabajo ya que implicaria encontrar o realizar estudios de ChIP-seq/RNA-seq con
expresion diferencial para distintos genes en las mismas condiciones experimentales.
En efecto, este andlisis se estudia entre Nkx2-5 y Meis1 en Dupays y col., 2015 [206],
pero no se profundiz6 para este trabajo de tesis, porque nos centramos en los
resultados en humano. Sin embargo, y a partir del flujo de trabajo desarrollado en este
trabajo, el andlisis de los resultados puede ser realizado con mayor facilidad y celeridad

en estudios futuros.

Tras la identificacion y seleccion de sitios de union, el andlisis de genes
cercanos se hizo principalmente por medio del estudio de sus GO-terms asociados, ya
gue permite estimar patrones de vias de accion en grandes listas de genes. De este
analisis, se identificaron 11 genes de interés potencialmente relacionados al desarrollo
de patogenicidad mediada por NKX2-5, los cuales permiten definir estudios futuros mas

especificos.

Los GO-terms mencionados se clasificaron en 7 categorias diferentes, todas

ellas relacionadas directa o indirectamente con el desarrollo del sistema circulatorio:

e Sistema circulatorio. NKX2-5 esta asociado con su desarrollo embrionario y
nuestro trabajo se concentrd en su relacion con cardiopatias.

e Funcion y desarrollo muscular. Estrechamente relacionado con la funcién del
corazon.

e Desarrollo y diferenciacion de tejidos y/u 6rganos. Funcién general relevante
para un factor de transcripcion de expresion temprana en el desarrollo.

e Comunicacion celular. Funcién general consistente con interacciones entre
distintas células en desarrollo y diferenciacion, asi como funciones de musculos
y neuronas del sistema circulatorio.

e Migracion y locomocion celular. Funcidon general correspondiente con la
migracion celular de tejido que forma parte del corazén, por ejemplo las células
de la cresta neural, y con motilidad celular, asociada con heterotaxia.

e Movimientos intracelulares. Funcion general, que en nuestros resultados fue
principalmente asociada a la separacion de cromosomas, lo cual es consistente

con el desarrollo y diferenciacion de tejidos y/u 6rganos.
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e Sistema nervioso. Funcion especifica tangencialmente relacionada con el
sistema circulatorio. En este trabajo en particular se observo una relacion con el

nodo sinoatrial.

Més especificamente, los GO-terms sobrerrepresentados en la lista de 356
genes con expresion diferencial en ensayos de RNA-seq (Figura 33) fueron
consistentes con la funciéon de NKX2-5. A notar:

1. Los GO-terms asociados a genes para los cuales NKX2-5 aumenta su
expresion, se relacionan a la migracion y motilidad celular. Estos hallazgos
serian consistentes con la migracion de células del mesodermo a tiroides y
corazon (George y col., 2020).

2. Los GO-terms asociados a genes cuya expresion se ve disminuida por NKX2-5,
se relacionan con el desarrollo vascular. Estas observaciones indicarian el
silenciamiento de genes de diferenciacion vascular para fomentar

especificamente la diferenciacién cardiaca.

Al realizar un andlisis de los genes con expresion diferencial cerca de sitios de
union de NKX2-5 y de otros factores de transcripcion, se obtuvieron observaciones

relevantes.

e Genes cercanos de multiples sitios de unién de NKX2-5: Estos genes tuvieron

sobrerrepresentacion de GO-terms similares a los de todos los genes
transactivados por NKX2-5 (Anexo II. Figura S7). Esto es consistente
considerando que 303 de los 356 poseen otro sitio de union de NKX2-5 cercano
(Tabla 13), por lo que es posible que no haya diferencia funcional asociada a la
presencia de multiples sitios de unién de NKX2-5. Esta observacién sugiere que
NKX2-5 suele actuar por uniébn a varios sitios (al mismo tiempo o
alternativamente), lo cual potencialmente aporta relevancia a las estructuras
tridimensionales del homodimero de NKX2-5 unido al ADN [146,176].

e Genes cerca de sitios de union a GATA4: Se identificaron pocos genes, a pesar

de que se sabe que GATA4 es un cofactor de NKX2-5. Especificamente, hay

evidencia experimental de que GATA4 corregula con NKX2-5 para transactivar
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el gen del factor natriurético atrial (NPPA) [213], pero no se hallé un sitio de
union de GATA4 en la region regulatoria de NPPA. Es posible que se deba a
que el criterio de busqueda del sitio de union fue muy restrictivo, ya sea porque
el sitio de unién de GATA4 se encuentra a mayor distancia de sitios de NKX2-5
gue la utilizada en este trabajo, o que el corte utilizado para la matriz de puntajes
haya sido muy alto para GATA4. Alternativamente, es posible que GATA4 actue
como co-factor a través de una union a NKX2-5 sin mediar union al ADN.

Genes cerca de sitios de union a TBX20: Se identificaron 12 genes, de los
cuales se destacan 5: FHL2, NOS3, NPPA, TGFB3 y ZIC3. Estos genes poseen

sitios de unién para multiples de los factores de transcripcion seleccionados, y

pueden representar una transactivacion mediada por un super-enhancer.

Genes cerca de sitios de union a TGIF1: Representan la mitad de los genes

transactivados por NKX2-5. Esto se refleja en una gran cantidad de GO-terms
significativos, asociados principalmente al desarrollo cardiaco, en particular entre
los genes con expresion disminuida por NKX2-5. De destacar es que esta

relacion actualmente no esta caracterizada en mucha profundidad.

Genes cerca de sitios de unién a MAF: A pesar de que se observaron 100 genes

con sitios cercanos de union a este factor de transcripcion, la cantidad de GO-
terms con sobrerrepresentacion significativa son escasos. Si bien podria tratarse
de un falso positivo, no se puede descartar que tenga una interaccion compleja

para la funcién de transactivacion con NKX2-5.

Genes cerca de sitios de union a MEIS1: No se hallé que hubiera algun GO-term
con sobrerrepresentacion significativa, pero se identificaron los genes ISL1 y
TBX18 como genes de interés por su asociacion al desarrollo del nodo sinoatrial.

Genes cerca de sitios de union a TAL1: No se hallaron genes transactivados por

NKX2-5 cerca de sitios de unién a TAL1 y NKX2-5. Sin embargo, y considerando
su funcién de supresion de diferenciacion de cardiomiocitos, una explicacion

posible es que TAL1 inhiba la funcion de transactivacion de NKX2-5.
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Asimismo, los 11 genes de interés seleccionados al final de la seccidén 4.5.2. se
pueden agrupar de acuerdo a si son regulados en forma positiva (FHL2, NOS3, NPPA,
SCN5A y ZIC3) o negativa (ISL1, LIMCH1, SERPINE1, TBX18, TGFB3 y UCHL1) por

NKX2-5. Su funcionalidad se resume a continuacion.

Genes requlados en forma positiva por NKX2-5

e NPPA -también conocido como ANF- codifica para el factor natriurético atrial, el
cual se expresa en el corazon (principalmente las auriculas) y su principal
funcidn es regular la presidn sanguinea en las auriculas [304]. Se hallaron
variantes de secuencia en este gen que se asocian a fibrilacion auricular
[252,253] e hipertension [305]. Como se aludié anteriormente, hay evidencia
experimental de que NKX2-5 transactiva este gen [306], particularmente en
conjunto con GATA4 [213], y su promotor es ampliamente utilizado en ensayos
de transactivaciéon por NKX2-5 [70,186-205]. Dada esta observacion y que no
hallamos sitios de union de GATA4 en este trabajo, es muy probable que el
criterio de busqueda del sitio de unién de GATA4 haya sido muy restrictivo.
Idealmente, este conflicto deberia solucionarse con un andlisis especifico de
GATAA4 utilizando el flujo de trabajo propuesto en la seccion 4.6.

e ZIC3 codifica para un factor de transcripcion que determina lateralidad vy
asimetria en estadios muy tempranos [307]. Se hallaron variantes de secuencia
en este gen asociadas principalmente a heterotaxia, pero también a defectos en
organos definidos por su asimetria, como el corazén [260,262]. Los subtipos
asociados son variados, pero entre ellos se encuentran la transposicion de
grandes vasos, arco adrtico interrumpido, comunicacion interauricular,
comunicacion interventricular y conexiones venosas anormales [260].

e SCNb5A codifica para parte de un canal de sodio con un rol en la funcién normal
del corazon, y variantes de secuencia en este gen estan asociadas a muerte
subita infantil y fibrilacion atrial [259,308-311].

e FHL2 codifica para un factor de transcripcion involucrado en varias vias de
sefalizacion involucradas en regulacion tejido-especifica [247]. Tiene un rol en

diferenciacion celular, apoptosis, ciclo celular y ensamblado de la matriz
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extracelular, entre otros [312]. Variantes de secuencia en este gen estan
asociadas a cardiomiopatias dilatadas [313]. Es sabido que su expresion reduce
los efectos de hipertrofia cardiaca inducida por endotelina-1 o fenilefrina
[247,314], lo cual sugiere una funcion de proteccion relevante en el contexto del
desarrollo de CC.

e NOS3 codifica para una enzima de sintesis de monoxido de nitrégeno (NO), que
actla como vasodilatador, entre otras funciones [315-317]. Se observaron
variantes de secuencia en este gen asociadas con hipertension en el embarazo
[318], problemas en la arteria coronaria [249-251] y cardiomiopatias dilatadas
[248].

Genes requlados en forma negativa por NKX2-5

e TGFB3 codifica para una de las tres isoformas de “Transforming growth factor-
beta”, y tiene un rol importante en la regulacién de crecimiento, diferenciacion y
reparacion celular en una gran variedad de tejidos [319]. Su activaciéon
inadecuada se encuentra asociada con el desarrollo de fibrosis en los tejidos en
los que sucede [273,319], lo cual es relevante para un gen que es inhibido por
NKX2-5, ya que fallas en la funcion de NKX2-5 podrian causar su
sobreexpresion en tejido cardiaco y producir fibrosis.

e LIMCH1 codifica para una proteina que regula la actividad de una miosina no
muscular involucrada en la supresion de la migracion celular [268]. No se
encontré un estudio que confirme o refute su asociacion con cardiopatias y/o el
desarrollo del corazén. Como es un gen silenciado por NKX2-5, es probable que
su expresion produzca problemas cardiacos, si bien no hay registros de
pacientes con alteraciones activantes (o duplicaciones) de este gen. Es posible
gue aun no se haya registrado uno de estos pacientes y/o que sea un fenotipo
letal embrionario.

e UCHL1 codifica para una enzima deubiquitinadora con expresion en neuronas.
Si bien se la encuentra asociada con defectos del sistema nervioso central
[320,321], se observd que se expresa en cardiomiocitos luego de infartos de

miocardio [276]. En particular, en ratones, se observdO que su inhibicion
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disminuye sintomas de fibrilacion auricular [279]. Es consistente con el hecho
gue es un gen inhibido por NKX2-5.

SERPINEL codifica para una proteina que participa en la disolucion de coagulos
[322,323], y su patogénesis esta relacionada a sangrado y falta de coagulacion
[324,325]. En particular, se ha visto que interviene en migracion celular,
particularmente neuronal [326,327]. Esto es consistente con una relevancia en el
desarrollo del corazon, ya que parte de sus células provienen de migracion de la
cresta neural [328,329] y el correcto desarrollo de neuronas es crucial para evitar
fenotipos de conduccién. Es posible que NKX2-5 inhiba este gen para delimitar
la migracién celular y/o el desarrollo neuronal.

ISL1 codifica para un factor de transcripcion clave en el desarrollo cardiaco,
particularmente del nodo sinoatrial [330,331]. Se observaron variantes de
secuencia en este gen asociadas a cardiopatias, particularmente transposicion
de grandes arterias, ductus arterioso persistente y comunicacion intraventricular
[263,266)].

TBX18 codifica para un factor de transcripcion asociado con la diferenciacion del
nodo sinoatrial [332] y esta involucrado en el desarrollo del corazén en raton
[333,334]. Se sugirid que variantes de secuencia en este gen podrian estar

potencialmente asociadas a comunicacion interventricular [272].

Es interesante resaltar que tanto TBX5 como GATA4 se asocian con varios de

los fenotipos cardiacos con los que también se asocia NKX2-5, lo que refleja la relaciéon

de estos factores de transcripcion con el desarrollo del corazéon. Sin embargo, una

observacion importante es el hecho de que sélo TBX5 se asocia a blogueo

atrioventricular, fenotipo que presentan varios de los pacientes que poseen VGs

patogénicas en NKX2-5 (Tabla 7). Esta observacién sugiere una implicancia de TBX5 y

NKX2-5 en el desarrollo de los sistemas de conduccion del corazdédn que no ocurre con
GATAA4.

Por su parte, entre los genes seleccionados en este trabajo, se encontraron dos,

ISL1 y TBX18, asociados con el desarrollo del nodo sinoatrial, y que podrian tener

relacion con patologias de conduccion. Ambos disminuyen su expresion en presencia
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de NKX2-5, pero para ninguno se reportaron aun variantes asociadas a blogueo

atrioventricular.

La CIA y CIV son dos de los fenotipos mas comunes de CC [290,291]. Por su
parte, la fibrilacion auricular y las cardiomiopatias dilatadas (CMD) también son
fenotipos que se presentan con alta frecuencia (Tabla 14). En este contexto, no llama la
atencion la asociacion de la mayoria de los genes seleccionados a este tipo de
cardiopatias. De manera similar, la fibrilacion atrial afecta a 1-4% de la poblacion
general [335-337], y su incidencia es mayor si se acompafia con cardiomiopatia
dilatada [338,339]. Es posible, por lo tanto, que estos fenotipos no sean representativos
de vias funcionales especificas de los genes seleccionados, sino subtipos comunes

debidos a fallas en la organogénesis general durante el desarrollo del corazon.

Otro fenotipo especifico de interés es el bloqueo atrioventricular. Este fenotipo
es uno de los mas comunmente asociados a VGs en NKX2-5, especificamente para
variantes con efecto en toda la proteina (Tabla 7). Teniendo en cuenta que no es un
fenotipo tan comun, es posible que alguna de las funciones de NKX2-5 sea
especificamente relevante para este fenotipo. Esto se extiende a TBX5, que es el Unico
de los genes seleccionados en los que se hallaron VGs asociadas al fenotipo, por lo
que su interaccion podria ser el factor que determine su desarrollo. Estudios
especificos de la interaccién entre TBX5 y NKX2-5 podrian contribuir al desarrollo de

este fenotipo particularmente mas que otros.

Por dltimo, para ZIC3 observamos una fuerte asociaciéon a heterotaxia. Una
desregulacion de ZIC3 en regiones especificas del corazon podria explicar el desarrollo
de CC que se asemejan a efectos locales de heterotaxia. Este efecto seria interesante
de estudiar mediante un knock-out condicional dirigido a regiones especificas del
corazén, y de esta forma entender mejor la distribucion de subtipos de CC que puede

conllevar.

Del analisis realizado, llama la atencion la ausencia de genes asociados al
desarrollo de fenotipos tiroideos. Sin embargo se debe tener en cuenta , que el criterio

de seleccion aplicado estuvo centrado en resultados de experimentos diseflados para
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estudiar la funcion de NKX2-5 en el desarrollo del corazén. Aunque NKX2-5 se expresa
en el desarrollo de tiroides en periodos similares a los de corazon [340,341], los datos
de ChiIP-seq analizados en este trabajo se basan en estudios de cardiomiocitos.
También es posible que algunos de los genes que interactien con NKX2-5 en el
desarrollo del corazon se asocien al desarrollo de disgénesis de tiroides de formas no
documentadas. Estudios especificos de esta interaccion aportarian informacion clave

para entender las funciones menos estudiadas de NKX2-5 en el desarrollo embrionario.

Aunque se encontraron muchas asociaciones entre genes Yy fenotipos
particulares, es importante recordar las limitaciones inherentes al estudio de pacientes.
Es posible que algunos fenotipos sean registrados de formas no especificas (e.g. el
bloqueo atrioventricular puede ser registrado como “problemas de conduccion”), que
algunos fenotipos no se registren por ser opacados por otros (e.g. un diagnéstico de
muerte sUbita se puede hacer sin investigar si fue causada por una malformaciéon no
detectada) o que algunos de los genes no hayan sido estudiados en relacion a paneles
de CC, entre otras posibilidades, y que por eso no se encuentren algunas asociaciones.
En estos casos, es crucial remarcar la importancia de poder elaborar y mantener

estudios propios que permitan realizar analisis mas robustos.

Como ya se mencionara, con el andlisis realizado no se hallaron VGs
patogénicas que afecten especificamente regiones de interaccion con otras proteinas.
Esta limitacion puede superarse, a futuro, de dos formas. Por un lado, que se
encuentren pacientes con CC y alguna de las 13 VGs sindnimas que afectan la
interaccion con TBX5 o MEF2. Por otro lado, que se aplique el flujo de trabajo de la
seccion 4.6. a TBX5 o MEF2 y se analicen VGs patogénicas en residuos de estos
genes que interactien con NKX2-5. Esta segunda opcion es la mas accesible, y la que
mas probablemente encuentre informacién de utilidad, aunque aun asi excede al

alcance de este trabajo.

A futuro, esperamos que nuestros resultados faciliten el estudio de variantes de
interés actuales y futuras, colaboren a interpretar nueva informacion estructural de
NKX2-5 y complementen estudios en otros genes asociados a NKX2-5. Este ultimo

punto es de particular interés, ya que este mismo flujo de trabajo aplicado a otro gen
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asociado a NKX2-5 permitiria la generaciéon de resultados complementarios a los

obtenidos en este trabajo.
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6. Conclusiones



Esta tesis se realiz0 con el objetivo de obtener un flujo de trabajo con una
funcidn especifica y aplicarlo a NKX2-5. Su aplicacion arrojé una serie de resultados
gue permitieron evaluar la potencial patogenicidad de VGs en NKX2-5, asi como
proponer mecanismos por los cuales este gen estaria involucrado con distintos
subtipos de CC.

Tanto el modelo estructural de NKX2-5, como la recopilacion de VGs conocidas
y la evaluacion de todas las VGs posibles en el homeodominio que se analizaron
fueron de utilidad para profundizar en la comprension de las distintas regiones del gen.
Los motivos lineales, las regiones desestructuradas, el homeodominio v,
especificamente, su tercera alfa hélice, se analizaron con una profundidad mayor a la

existente en la bibliografia. Esta profundidad permitio, en particular:

e Describir la concentracion de VGs patogénicas y ausencia de VGs benignas en
el homeodominio de NKX2-5, observando que las VGs patogénicas estan
especialmente concentradas en su tercera alfa hélice.

e Describir una regién (entre los residuos 175 y 185) que probablemente tenga
relevancia funcional, proponiendo un mecanismo para su patogenicidad
(acetilacion de Lys183).

e Definir potenciales efectos funcionales para 228 de las 337 VGs de cambio de
sentido posibles en el homeodominio de NKX2-5.

También se allan6 el camino para el estudio de variantes futuras, las cuales
podrian, por un lado ser estudiadas con mayor facilidad con la informacion obtenida en
este trabajo y, por el otro, agregar informacion que contribuya con nuestras

predicciones.

La recopilacion de sitios de union de NKX2-5 y descripcion de genes que
potencialmente interactien y que fuesen transactivados, por su parte, permiten sugerir
vias funcionales para el estudio de subtipos especificos de CC, como ser ZIC3 para
fenotipos relacionados a heterotaxia y TBX5 para fenotipos relacionados a bloqueo

atrioventricular. Estos resultados se encuentran mas alejados de interpretaciones
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funcionales de relevancia clinica, pero representan un primer paso en la comprension

de la asociacion de NKX2-5 con subtipos especificos de CC.

Por ultimo, se obtuvo un flujo de trabajo con la potencialidad de ser aplicado a
otros genes, y se propuso una lista de genes prioritarios para ser estudiados de esta
manera. Este flujo de trabajo redundaria en poder confirmar o refutar las hipétesis
propuestas, que no pueden ser confirmadas con absoluta certeza sélo con el estudio
de NKX2-5. De esta forma, sentamos las bases para un modelo computacional
predictivo de la patogenicidad potencial de VGs en NKX2-5 no caracterizadas
funcionalmente y direccionamos futuros estudios hacia un uso de las redes de

interacciones de NKX2-5 con otros genes en la comprension del desarrollo de CC.
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8. Anexo



ANEXO I. Enlaces externos

Anexo |.1. Variantes génicas en NKX2-5.

https://docs.google.com/spreadsheets/d/1Dx muV-QJayOwDYqgFyYx5x4zkThtz0s4/

Anexo |.2. Variantes génicas clasificadas como patogénicas por publicaciones y/o

bases de datos.

https://docs.google.com/spreadsheets/d/IxfC{IOMST1tIAZVTjtvZrd8ul7VWKLKun/

Anexo |.3. Clasificacion segun ACMG de variantes seleccionadas.

https://docs.google.com/spreadsheets/d/1xso0pCMvARB4hMIfhb8noMYveLXp8IN9/

Anexo |.4. Resultados de estudios in silico para cada variante génica generada en el
homeodominio de NKX2-5.

https://docs.google.com/spreadsheets/d/1uCtrdUYWOSAXx7J7TcOXUpRXKGGRXCSO /

Anexo |.5. Resultados de caracterizacion de picos de ChlP-seq con confirmacion de

genes por RNA-seq con knock out de NKX2-5.
A) Tabla de resultados en humano [207]:

https://docs.google.com/spreadsheets/d/IHIRXUpOUNKCkBMtOZKI41Bv2JL4cF 5JuO
4KaOgWwiB4/

B) Tabla de resultados en raton [206]:

https://docs.google.com/spreadsheets/d/IM2AgfMM8VB|SH--
fs8DbpZG6y5FLIwmMIPpwGbriSbl/

Anexo |.6. Sitios de unidon de NKX2-5 encontrados en picos de ChIP-seq de Anderson y
col., 2018 [207] a menos de 100 kpb de genes con expresion diferencial en presencia
de NKX2-5.

https://docs.google.com/spreadsheets/d/1axe908P7qdxyOjo9jW XEeFNLunz54pMWk6
omaJlhWitl/
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Anexo |.7. Resultados completos del analisis con MEME-ChIP.

https://docs.google.com/spreadsheets/d/11GsFg4hZglY206bTWzBSJOGVWmMLmMPmMx3c
4AnzkK3SOY/

Anexo 1.8. Sitios de union de NKX2-5 confirmados experimentalmente y sitios de otros

factores de transcripcion a menos de 250 pares de bases de distancia.

https://docs.google.com/spreadsheets/d/1gbrPa8XJPLs4UPZT 1xIw1W6-
h e3czvwNIH5GUZE9c4/
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ANEXO II. Tablas y figuras suplementarias

Tabla S1. Motivos lineales predichos por Eukaryotic Linear Motif en NKX2-5.

Identificador de ELM T:;'fé?{;ne; Funcién del SLiM P;?S'Igargc?)?]ggo
CLV_C14 Caspase3-7 125-129 Corte Caspasa
DOC_CYCLIN_RXL_1 136-146 Fosforilacion Ciclina/CDK
DOC_CYCLIN_RXL_1 137-146 Fosforilacion Ciclina/CDK
DOC_CYCLIN_RXL_1 138-146 Fosforilacion Ciclina/CDK
DOC_CYCLIN_RXL_1 139-146 Fosforilacion Ciclina/CDK

DOC_MAPK gen_1 136-145 Fosforilacion MAPK

DOC_MAPK gen_1 137-145 Fosforilacion MAPK

DOC_MAPK gen_1 138-145 Fosforilacion MAPK

DOC_MAPK _gen_1 139-145 Fosforilacion MAPK

DOC_MAPK _gen_1 194-204 Fosforilacion MAPK

DOC_MAPK gen_1 195-204 Fosforilacion MAPK

DOC_MAPK gen_1 216-224 Fosforilacion MAPK
DOC_MAPK_MEF2A 6 136-145 Fosforilacion MAPK
DOC_MAPK_MEF2A_6 137-145 Fosforilacion MAPK
DOC_MAPK_MEF2A_6 138-145 Fosforilacion MAPK
DOC_MAPK_MEF2A_6 216-224 Fosforilacion MAPK
DOC_MAPK_MEF2A_6 217-224 Fosforilacion MAPK

DOC_PP1_RVXF_1 140-146 Desfosforilacion PP1

DOC_PP2B_LxvP_1 163-166 Desfosforilacién Calcineurinas

DOC_PP2B_LxvP_1 207-210 Desfosforilacién Calcineurinas

DOC_PP4_FxxP_1 2-5 Fosforilacion Dominio EVH1

DOC_WW_Pinl1_4 1-6 Prolil-isomerizacion Pinl
DOC_WW_Pinl1 4 5-10 Prolil-isomerizacion Pinl
DOC_WW_Pinl1 4 7-12 Prolil-isomerizacion Pinl
DOC_WW_Pinl_4 75-80 Prolil-isomerizacion Pinl
DOC_WW_Pinl_4 262-267 Prolil-isomerizacion Pinl
DOC_WW_Pinl1 4 276-281 Prolil-isomerizacion Pinl
DOC_WW_Pinl1 4 302-307 Prolil-isomerizacion Pinl
LIG_14-3-3 CanoR_1 95-100 Retencion de proteinas 14-3-3
LIG_14-3-3 CanoR_1 142-151 Retencion de proteinas 14-3-3
LIG_14-3-3 CanoR_1 161-166 Retencion de proteinas 14-3-3
LIG_ANK_PxLPxL 1 64-73 Interaccion entre complejos ANKRA2
LIG_EH1 1 11-19 Unién de correpresor Groucho/TLE
LIG_FHA_1 199-205 Diversas funciones FHA
LIG_FHA 2 123-129 Diversas funciones FHA
LIG_MYND_1 5-9 Modificacion de histonas Dominio MYND
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LIG_SUMO_SIM_anti_2 201-206 SUMOylacion SUMO
LIG_SUMO_SIM_par_1 220-226 SUMOylacion SUMO
MOD_CDK_SPxK_1 75-81 Fosforilacion CDK
MOD_CK1_1 313-319 Fosforilacion CK1
MOD_CK2_1 161-167 Fosforilacion CK2
MOD_DYRK1A RPxSP_1 75-79 Fosforilacion DYRK1A
MOD_GSK3_1 1-8 Fosforilacion GSK3
MOD_GSK3_1 37-44 Fosforilacion GSK3
MOD_GSK3_1 262-269 Fosforilacion GSK3
MOD_GSK3_1 310-317 Fosforilacion GSK3
MOD_NEK2_1 37-42 Fosforilacion NEK2
MOD_NEK2_1 175-180 Fosforilacion NEK2
MOD_NEK2_1 177-182 Fosforilacion NEK2
MOD_NEK2_1 231-236 Fosforilacion NEK2
MOD_NEK2_2 314-319 Fosforilacion NEK2
MOD_PIKK_1 143-149 Fosforilacion PIKK
MOD_Plk_1 37-43 Fosforilacion Plk1
MOD_PIk_1 198-204 Fosforilacion Plk1
MOD_ProDKin_1 1-7 Fosforilacion MAPK
MOD_ProDKin_1 5-11 Fosforilacion MAPK
MOD_ProDKin_1 7-13 Fosforilacion MAPK
MOD_ProDKin_1 75-81 Fosforilacion MAPK
MOD_ProDKin_1 262-268 Fosforilacion MAPK
MOD_ProDKin_1 276-282 Fosforilacion MAPK
MOD_ProDKin_1 302-308 Fosforilacion MAPK
MOD_SUMO_for_1 51-54 Fosforilacion SUMO-1
MOD_SUMO rev_2 105-113 Fosforilacion SUMO-1
TRG_NES_CRM1 1 112-126 Sefial de exportacién nuclear
TRG_NLS_MonoCore_2 138-143 Sefial de localizacién nuclear
TRG_NLS_MonoExtC_3 193-199 Senfial de localizacion nuclear
TRG_NLS_MonoExtN_4 136-143 Senfial de localizacion nuclear
TRG_NLS_MonoExtN_4 137-143 Sefial de localizacién nuclear
TRG_NLS_MonoExtN_4 138-143 Sefial de localizacién nuclear
TRG_NLS_MonoExtN_4 192-198 Senfial de localizacion nuclear
LIG_EVH1 1 207-211 Reconocimiento de actinas Dominio EVH1
LIG_IBAR_NPY_1 246-248 Polimerizacion de actinas Dominio I-BAR
LIG_PROFILIN_1 208-214 Ensamblaje de filamentos Profilina
LIG_SH2 NCK_1 97-101 Transduccioén de sefiales Dominio SH2
LIG_SH2 NCK_1 237-241 Transduccioén de sefiales Dominio SH2
LIG_SH2 SRC 237-240 Transduccioén de sefiales Dominio SH2
LIG_SH2_ STAT5 162-165 Transduccioén de sefiales Dominio SH2
LIG_SH3 2 211-216 Transduccion de sefiales Dominio SH3
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LIG_SH3 3 61-67 Transduccién de sefiales Dominio SH3
LIG_SH3 3 84-90 Transduccion de sefiales Dominio SH3
LIG_SH3 3 202-208 Transduccion de sefiales Dominio SH3
LIG_SH3 3 205-211 Transduccién de sefiales Dominio SH3
LIG_SH3 3 206-212 Transduccién de sefiales Dominio SH3
LIG_SH3 3 207-213 Transduccion de sefiales Dominio SH3
LIG_SH3 3 208-214 Transduccion de sefiales Dominio SH3
LIG_SH3 3 233-239 Transduccién de sefiales Dominio SH3
LIG_SH3 3 251-257 Transduccién de sefiales Dominio SH3
LIG_SH3 3 272-278 Transduccion de sefiales Dominio SH3
LIG_SH3 3 277-283 Transduccion de sefiales Dominio SH3
LIG_SH3 3 300-306 Transduccién de sefiales Dominio SH3
LIG_SH3 3 303-309 Transduccién de sefiales Dominio SH3
TRG_ER_diArg_1 133-136 Sefial de Iocallzamo,n'en reticulo
- = — endoplasmatico
TRG_ER_diArg_1 134-137 Sefial de Iocallzamo,n'en reticulo
- = — endoplasmatico
TRG_ER_diArg_1 136-139 Sefial de Iocahzamo,n_en reticulo
endoplasmatico
TRG_ER_diArg_1 137-139 Sefial de Iocallzamo,n'en reticulo
- = — endoplasmatico
. Sefial de localizacion en reticulo
TRG_ER_diArg_1 216-218 endoplasmatico
TRG_LysEnd_APsAcLL_1 200-205 Senal de localizacion

transmembrana

ELM: Eukaryotic Linear Motif.
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Tabla S2. Clasificaciéon de efecto predicho jerarquizado de variantes génicas
patogénicas de cambio de sentido en el homeodominio de NKX2-5.

Variante Fenotipos asociados Frecuencia poblacional Efecto predicho
p.Argl39Trp Cardiopatias VG no encontrada en BDP Motivo lineal confirmado
p.Prol41Ala Cardiopatias Menor a 1/10.000 Motivo lineal confirmado
p.Argl42Cys Cardiopatias VG no encontrada en BDP Interaccion con el ADN

p.Leul44Pro

Cardiopatias

0,465%

Estabilidad o motivo lineal predicho

p.Phel4d5Leu

Cardiopatias

VG no encontrada en BDP

Estabilidad o motivo lineal predicho

p.Phel45Ser

Cardiopatias

Menor a 1/10.000

Estabilidad o motivo lineal predicho

p.Serl46Trp

Cardiopatias

VG no encontrada en BDP

Estabilidad o motivo lineal predicho

p.Alal48Glu Cardiopatias VG no encontrada en BDP Sin efecto predicho
p.Vall50lle Cardiopatias Menor a 1/10.000 Estabilidad o motivo lineal predicho
p.Glul54Gly Cardiopatias VG no encontrada en BDP Estabilidad o motivo lineal predicho
p.GIn160Pro Cardiopatias VG no encontrada en BDP Estabilidad o motivo lineal predicho
p.Arg161Pro Disgénesis de tiroides Menor a 1/10.000 Estabilidad o motivo lineal predicho
p.Leul63Arg Cardiopatias 0,443% Estabilidad o motivo lineal predicho
p.Glul67Lys Cardiopatias VG no encontrada en BDP Motivo lineal confirmado
p.GIn170Pro Cardiopatias VG no encontrada en BDP Estabilidad o motivo lineal predicho

p.Leul71Arg

Cardiopatias

VG no encontrada en BDP

Estabilidad o motivo lineal predicho

p.Leul71Pro

Cardiopatias

VG no encontrada en BDP

Estabilidad o motivo lineal predicho

p.Thrl178Met Cardiopatias VG no encontrada en BDP Sin efecto predicho
p.Serl79Phe Cardiopatias VG no encontrada en BDP Sin efecto predicho
p.Thr180Ala Cardiopatias VG no encontrada en BDP Sin efecto predicho
p.GIn181His disg(:éiréj;%pgg?i?o)?des VG no encontrada en BDP Interaccion con el ADN
p.Lys183Glu Cardiopatias VG no encontrada en BDP Sin efecto predicho
p.llel84Met Cardiopatias VG no encontrada en BDP Sin efecto predicho

p.Trpl85Leu

Cardiopatias

VG no encontrada en BDP

Estabilidad o motivo lineal predicho

p.Phel86Ser

Cardiopatias

VG no encontrada en BDP

Estabilidad o motivo lineal predicho

p.GIn187His Cardiopatias VG no encontrada en BDP Interaccion con el ADN
p.Asn188Lys Cardiopatias VG no encontrada en BDP Interaccion con el ADN
p.Arg189Gly Cardiopatias VG no encontrada en BDP Estabilidad o motivo lineal predicho
p.Arg189Pro Cardiopatias VG no encontrada en BDP Estabilidad o motivo lineal predicho
p.Arg190His Cardiopatias VG no encontrada en BDP Interaccion con el ADN
p.Arg190Leu Cardiopatias VG no encontrada en BDP Interaccion con el ADN
p.Arg190Cys Cardiopatias Menor a 1/10.000 Introduccién de cisteina
p.Tyr191Cys Cardiopatias VG no encontrada en BDP Interaccion con el ADN

p.Lys192Arg

Cardiopatias

VG no encontrada en BDP

Motivo lineal confirmado

p.Lys192Thr

Cardiopatias

VG no encontrada en BDP

Motivo lineal confirmado

p.Lys194Arg

Cardiopatias

VG no encontrada en BDP

Motivo lineal confirmado

VG: Variante génica. BDP: Base de datos poblacionales.
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Tabla S3. Primeros 10 componentes principales de distintas selecciones de datos
para sitios de unién y sus distancias a genes con expresion diferencial en ensayo
de RNA-seq con knock out de NKX2-5.

Distancia Fold change PC1 PC2 PC3 PC4  PC5 PC6  PC7 PC8 PCO9 PC10
Inversa Normal 0.051 0.050 0.049 0.049 0.048 0.048 0.048 0.048 0.048 0.048
Inversa Simplificada 0.050 0.050 0.049 0.049 0.048 0.048 0.048 0.048 0.048 0.048

Inversa del logaritmo Normal 0.050 0.050 0.049 0.045 0.048 0.048 0.048 0.048 0.048 0.048
Inversa del logaritmo Simplificada 0.051 0.050 0.049 0.048 0.048 0.048 0.048 0.048 0.048 0.048

Logaritmo Normal 0.050 0.050 0.049 0.045 0.048 0.048 0.048 0.048 0.048 0.048
Logaritmo Simplificada 0.050 0.049 0.049 0.048 0.048 0.048 0.048 0.048 0.048 0.048
Normal Normal 0.051 0.050 0.049 0.049 0.048 0.048 0.048 0.048 0.048 0.048
Normal Simplificada 0.050 0.050 0.049 0.048 0.048 0.048 0.048 0.048 0.048 0.048

La columna “Distancia maxima” refiere la distancia maxima a la cual se buscé un gen cerca del
sitio de unién. La columna “Distancia” refiere la transformacion que se hizo al valor de distancia
desde el sitio de wunién. “Inversa” 1/distancia. “Logaritmo” signo(distancia)*log(valor
absoluto(distancia)). “Inversa del logaritmo”. 1/Logaritmo. “Normal”. Se utilizé el valor sin
modificar. La columna “Fold change” refiere la transformacion que se hizo al valor de fold
change. “Simplificada”: Se utiliz6 -1 para valores menores a 0 y 1 para valores mayores a 0.
“‘Normal”: Se utilizé el valor sin modificar.

200 -

100 -
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Downreguladu

-100 -

Mumero de sitios de unién

-200-

-1 EIIZIEI oo —5EIEI 00o EI 500, DIZIEI 1 EIEIIZI Q0o
Distancia al +1 del gen

Figura S1. Cantidad de sitios de union por rangos de distancia al +1 del gen mas cercano
hasta una distancia de 1.000.000 de pares de bases. En celeste, nimero de sitios con genes
cercanos que aumentan su expresion en presencia de NKX2-5 (upregulados). En naranja,
namero de sitios con genes cercanos que disminuyen su expresion en presencia de NKX2-5
(downregulados).
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Figura S2. GO-terms sobrerrepresentados de genes cerca de sitios de unién de NKX2-5
confirmados experimentalmente, seleccionados por presencia de sitios de union de
TGIF1. El eje X representa el enriquecimiento relativo de cada GO-term con respecto al
esperado por azar. Los valores extremos fueron recortados y anotados al costado de las
columnas correspondientes. A, GO-terms sobrerrepresentados en la lista de todos los genes.
B, GO-terms sobrerrepresentados en la lista de sélo los genes con expresion disminuida por
NKX2-5 (downregulados). C, GO-terms sobrerrepresentados en la lista de sélo los genes con
expresion aumentada por NKX2-5 (upregulados). Los asteriscos denotan la probabilidad de
falso positivo (FDR). *: FDR<0,001; **: FDR<0,00001; ***: FDR<10™°.
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Figura S3. GO-terms sobrerrepresentados de genes cerca de sitios de unién de NKX2-5
confirmados experimentalmente, seleccionados por presencia de sitios de union de
MAF. El eje X representa el enriquecimiento relativo de cada GO-term con respecto al
esperado por azar. Los valores extremos fueron recortados y anotados al costado de las
columnas correspondientes. A, GO-terms sobrerrepresentados en la lista de todos los genes.
B, GO-terms sobrerrepresentados so6lo de los genes con expresion disminuida por NKX2-5
(downregulados). C, GO-terms sobrerrepresentados sélo de los genes con expresion
aumentada por NKX2-5 (upregulados). Los asteriscos denotan la probabilidad de falso positivo
(FDR). *: FDR<0,001; **: FDR<0,00001; ***: FDR<10™".
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Figura S4. GO-terms sobrerrepresentados de genes cerca de sitios de union de NKX2-5
confirmados experimentalmente, seleccionados por presencia de sitios de union de
MEIS1. El eje X representa el enriqguecimiento relativo de cada GO-term con respecto al
esperado por azar. Los valores extremos fueron recortados y anotados al costado de las
columnas correspondientes. A, GO-terms sobrerrepresentados en la lista de todos los genes.
B, GO-terms sobrerrepresentados en la lista de sélo los genes con expresion disminuida por
NKX2-5 (downregulados). C, GO-terms sobrerrepresentados en la lista de sélo los genes con
expresion aumentada por NKX2-5 (upregulados). Los asteriscos denotan la probabilidad de
falso positivo (FDR). *: FDR<0,001; **: FDR<0,00001; ***: FDR<10°.
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Figura S5. GO-terms sobrerrepresentados de genes cerca de sitios de union de NKX2-5
confirmados experimentalmente, seleccionados por presencia de sitios de union de
GATAA4. En el eje X se representa el enriquecimiento relativo de cada GO-term respecto al

esperado por azar. Solo se encontraron GO-terms sobrerrepresentados cuando se analizaron

todos los genes (sin filtrar por expresion diferencial aumentada o disminuida en presencia de
NKX2-5). Ninguno de los GO-terms tuvo una probabilidad de falso positivo (FDR) menor a
0,001.
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Figura S6. GO-terms sobrerrepresentados de genes cerca de sitios de unién de NKX2-5
confirmados experimentalmente, seleccionados por presencia de sitios de union de
TBX20. En el eje X se representa el enriquecimiento relativo de cada GO-term en cada lista
con respecto al esperado por azar. Los valores extremos fueron recortados y anotados al
costado de las columnas correspondientes. A, GO-terms sobrerrepresentados en la lista de
todos los genes. B, GO-terms sobrerrepresentados en la lista de sélo los genes con expresion
disminuida por NKX2-5 (downregulados). C, GO-terms sobrerrepresentados en la lista de sélo
los genes con expresion aumentada por NKX2-5 (upregulados). Los asteriscos denotan la
probabilidad de falso positivo (FDR). *: FDR<0,001; **: FDR<0,00001; ***: FDR<10™°,
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Figura S7. GO-terms sobrerrepresentados de genes cerca de sitios de unién de NKX2-5
confirmados experimentalmente, seleccionados por presencia de otros sitios de unién
de NKX2-5 cercanos. En el eje X se mide el enriquecimiento relativo de cada GO-term con
respecto al esperado por azar. Los valores extremos fueron recortados y anotados al costado
de las columnas correspondientes. A, GO-terms sobrerrepresentados en la lista de todos los
genes. B, GO-terms sobrerrepresentados en la lista de sélo los genes con expresion
disminuida por NKX2-5 (downregulados). C, GO-terms sobrerrepresentados en la lista de sélo
los genes con expresion aumentada por NKX2-5 (upregulados). Los asteriscos denotan la
probabilidad de falso positivo (FDR). *: FDR<0,001; **: FDR<0,00001; ***: FDR<10™°,
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