4/26/2023

“Hwake  Comenzamos en breve, alas 1pm CST/2pm EDT v ﬁegstsryforufe

Factores de Transcripcion y

la Decodificacion del Genoma
Lo Que El Publico Aprendera

Dr. José A. Rodriguez-Martinez Dra. Ingrid Montes
Catedratico Asociado, Universidad de Profesora, Universidad de Puerto
Puerto Rico Rio Piedras Rico, Recinto de Rio Piedras

El quincuagésimo uno webinar en Espafiol auspiciado por ACSy SQM

https://www.acs.org/acs-webinars/library/factores-de-transcripcion-del-genoma.html
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¢ Tiene preguntas para el ponente?
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L “¢Por qué he sido “silenciado”?
q‘ No se preocupe. Todo el mundo ha
sido silenciado, excepto el ponente y
la moderadora. Gracias, y disfruten de
la presentacion.
Escribay someta sus preguntas durante la presentacién ’
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¢Esta en un grupo hoy viendo el webinar en vivo?

Diganos de donde son ustedes y cuantas personas estan en su grupo!
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Por el amor a la quimica venimos de todos partes...

v Alemania v Estados Unidos

v" Andorra v’ Francia

v Argentina v Guatemala

v’ Brasil v Honduras

v' Camboya v India

v Canada v ltalia

v Chile v México

v' China v Mozambique

v' Colombia v’ Perd

v Costa Rica v’ Portugal

v Ecuador v Puerto Rico

v’ El Salvador v Venezuela

v’ Espafia v Viet Nam

Hoy tenemos representantes de 26 paises !
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Beneficios de la Afiliacion al ACS

Chemical & Engineering News (C&EN)
CHEMICAL & ENGINERRTNG NEWS The preeminent weekly news source

. _ ACS Webinars Archive of Recordings®
. ACS WEbInarS ACS Member only access to over 250 edited chemistry

e themed webinars. www.acswebinars.org

NEW! ACS Career Navigator
= Your source for leadership development, professional
W education, career services, and much more

http://bit.ly/ACSnewmember

ACS
v Chemistry for Life®

Desde sus comienzos de la
Sociedad Quimica de
México, se buscaba un
emblema sencillo, no
demostrar partidarismo
alguno y significar al gremio,
deberia representar un
simbolo no solo para los
guimicos, sino también para
ingenieros, farmacéuticos,
metalurgistas, en fin que
englobe e identifique por
igual a los cientificos en
todas sus areas de las
SETTUInICa de MédcoREE ciencia quimica.
. 'La quimica nos une

WWW.sgm.org.mx
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== CAS

Sy A DIVISION OF THE

AMERICAN CHEMICAL SOCIETY

Mantente actualizado sobre la industria de la quimica
y sus ciencias afines en la regién

Suscribete al Newsletter de
CAS Hispanoameérica

Para darte de alta, puedes enviarnos un correo electrénico a
acsihispanoamerica@acs-i.org

ijHasta pronto!
www.cdas.org

acsihispanoamerica@acs-i.org !

Recursos del ACS en Espaiiol: Educacion ACS
sobre Seguridad en el Laboratorio W Chemistyorfe

» Seguridad en los laboratorios Académicos de Quimica
para estudiantes Universitarios de Primer y Segundo afio.

Seguridad en
* Videos sobre RAMP para estudiantes de escuela Sporsiorion
cadémicos de

secundaria (pero también pueden utilizarse para estudiantes A I\ Quimica
universitarios) con subtitulos en espafiol:

» Mentalidad de Seguridad

» Hoja de datos de seguridad (SDS)

» ¢Como vestirse apropiadamente en un laboratorio? Y
equipo de proteccién personal (EPP)

» Preparandonos para emergencias

» RAMP (Para Estudiantes)

» RAMP (Para Educadores)

https://www.acs.org/content/acs/en/chemical-safety/resources/spanish-language-safety-resources.html  ®
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Médulo 1

La quimica en el México Colonial
Coordinadora. Ora. Patricia Aceves Pastrana,
UAMX

Dol 1 e abil al 27 de mayo.

Coordinadora. Dra. Mariana Ortiz Reynoso,
FO-UAEMéx

Del 3 de junio a1 8 de jullo.

Médulo il

La tracicién herbolaria: Los
Pproductos naturales

Coordinador. Dr. Baldomero Esquivel
Rodriguez, IQ-UNAM,

Del 15 de jutio a 26 de agosto.

Coordinadora. Dra. Lillana Schifter Aceves,
UAMCX,

Det 2 de septiembre al 7 de octubre.

Médulo V.

Laindustria Quimica en México

Coordinador. D. Felipe Le6n Olivares. ENP-
UNAM,

Del 1 de abei al 27 de mayo.

Coordinador. Dr, Gabrie! Cuevas Gonzalez
Bravo, I0-UNAM

Del 18 de noviembre 8l 25 de noviembre.

Médulo Vi

Dirigido a

Sesiones di libres

gl de

Pork i

Coordinador. Or. Gabriel Cuavas Gonzalez
Bravo, 10-UNAM,

Dol 25 de noviembre al 9 de diciembre.

de educaciéon media y superior.

Duracion:
136 horas

de areas cientificas y
de esas licenciaturas, docentes

Fechas
1 de abril al 9 de diciembre

Avalado por el
Instituto de Quimica
de la UNAM.

4/26/2023

Sesiones sabatinas de 9:00 a 13:00 hrs. (GMT -6)
de forma telemética.

Costos

$10,000.00 M.N. $5,000.00 M.N.

m $1,000.00 M.N. $500.00 M.N.
$500.00 M.N $250.00
$50.00 M.N. $25.00

*As0c1ad08 & miemiron vigentes de ia Sociedad Quimica de México, del Colegio Mackonal de Quimcos Farmaceuticos Biclogos
Mexico, Asociaciin Farmaceutica Mexcana, Acsdemia Nacional de Ciencias Farmacéuticas, Instino Mexicano de ingenvecos.
Quiricos y Cologeo Nacional de Ingonieros Quimicas y de Quimicos.

Dispasicén de becaspreve
.coNAcvr

“Puedes pagar

24 al 26'de mayo de 2023

Editoriales

Webinars

Demostraciones

UmvermdadesL /“/



Factores de Transcripcion y la Decodificacion del Genoma

Dr. José A. Rodriguez-Martinez Dra. Ingrid Montes
Catedratico Asociado, Universidad de Profesora, Universidad de Puerto Rico,
Puerto Rico Rio Piedras Recinto de Rio Piedras

Las imagenes de la presentacion estan disponibles para el evento de hoy.
https://www.acs.org/acs-webinars/library/factores-de-transcripcion-del-genoma.html

El Webinar de hoy esta auspiciado por la Sociedad Quimica de México y American Chemical Society

iFeliz Dia del ADN!
N\ @ ﬁgtic;n‘(lnl
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Factores de Transcripciony la
Decodificacion del Genoma

José A. Rodriguez-Martinez
Catedratico Asociado
Universidad de Puerto Rico Rio Piedras
jose.rodriguez233@upr.edu
www.thejarmlab.weebly.org 13

Lo Que EI Publico Aprendera

* Y alguito sobre mi travesia en la ciencia.
* Factores de transcripcion

* Reconocimiento molecular de ADN

* Técnicas para estudiar interacciones entre proteinasy ADN

* Como variantes genéticas asociadas a diversas enfermedades alteran
interacciones especificas entre proteinas y el genoma
e Variantes codificantes
e Vairantes no-codificantes
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Puerto Rico

15

Ciencia)émbientales:{> Derech)émbiental':> Pc)“{ca

01’ BS Quimica
UnlverS|d§d d_e Puerto Rico 09’ PhD Quimica (Bioguimica)
Rio Piedras S
Prof. Kai Griebenow

’10 -’16 Postdoc
Bioquimica/Gendmica
Prof. Assem Z. Ansari

Universidad de Wisconsin
Madison
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theJARMIab
@ UPRRP est.2016

Nuestra mision es
estudiar como las
proteinas
interactUan e
interpretan la
informacion
genética.
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Un genoma, multiples fenotipos

El uso del genoma esta determinado por los factores de transcripcion (TFs)
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Conos y bastones Neurona Macréfago

18
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Los factores de transcripcion determine la indentidad celular.

Fibroblast

MyoD

Muscle

Lee, Tl and Young, TI. Cell, 2013

19

Fibroblast

OCT4
SOX2
KLF4
MYC

Pluripotent
stem cell

Fibroblast

Cardio-
myocyte

19

Factores de transcripcion: de genoma a fenotipos

20

20
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Factores de transcripcion y enfermedades

TP53 PDB 1TSR

e .09 "
WO s?

Li Y et al. 2022, Lee and Young 2013
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Dogma Central de la Biologia Molecular

SRR =2 \ AN

DNA

22

ERa-66 PDB THCQ
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Ovarian and breast cancer

RNA

PDB 11C8

J

Protein

4/26/2023
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Dogma Central de la Biologia Molecular

Transcription ™, N Translation \
NN NN == G
DNA RNA Protein

4 Dominio regulador
Factor de
L, | Dominio enlazador de
transcripcion ADN

(TF)

23
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Factores de transcripcion reconocen secuencias especificas de ADN

W m & /)\/y\\ Transcription ‘\ /\ /\ /

DNA RNA
Factor de
transcrlpuon

TF humano: ~6-10 pb ADN
Genome Human: ~6x10°pb

Si conocemos las secuancias de ADN que enlaza un TF
comezamos a entender su funcion.

Rodriguez-Martinez et al BBA 2010
Eguchi et al Biochem J 2014 2

24
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El genoma humano

* Secuencia borrador en 2003

~20,000 genes

* 23 pares de cromosomas

* 3 billion pares de bases (3 x 10°)

3% codifica proteinas (90 x10° pb)
* ~3 mde largo
* Instrucciones para cualquier tipo de célula

25
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La doble helice cumple 70 anos

Watson & Crick 1953

26

26
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La doble helice cumple 70 anos

Rosalind Franklin Watson-Crick base pairs Double helix

Fig. . Pairing of adenine and thymine. Hydrogen bonds
Mo Gothed.  me earbon atom OF sach Sosn 1 thon "

CUANINE CYTOSINE

27

Reconocimiento de ADN

par A:T

major groove

minor groove

parG:C

Surco mayor

(-)

28

Drew et al 1981 PDB: 1BNA

Surco menor

28

14



4/26/2023

Reconocimiento de ADN

Major Minor
groove groove
A-TO@O0® OO0
T-r 090000 000
G-CO000O 000
C-GOOO0OO0 000

Key: @ H-bond donor
@ H-bond acceptor
O Nonpolar hydrogen
@ Methy! group

Drew et al 1981 PDB: 1BNA
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Reconocimiento de ADN por NKX2-5

Adapted from PDB 3RKQ

¢ Desarrollo del corazén
¢ DBD: homeodominion
e Enlaza to 5'- AATGT -3’ ©

30
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Factores de Transcripcion:
afinidad y especificidad

31

Factores de Transcripcion: afinidad por ADN

Cuan fuerte se enlaza el TF a una secuencia de ADN

Curva de enlazamiento
10

§ § ;‘5 § : i
. §§ N § § ~ Iff
§ § : : " 1l:‘i: o

TF Sequence Sequence Kq=
[TF][DNA]

[TF @ DNA]

_

Binding prabability

—_
~—

32

Adapted from Stormo, G Nat Rev Genetics, 2010

32
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Factores de Transcripcion: especificidad por ADN

Cuan bien discrimina el TF entre diferentes secuencias de ADN.

TF Sequence

Adapted from Stormo, G Nat Rev Genetics, 2010
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1,000 1500 2,000
Sequence binding energy [T

Binding probability

33

Técnicas para estudiar interacciones proteinas: ADN

Baja capacidad

* Electrophoretic Mobility Shift
Assay (EMSA)

* Nuclease Protection (Footprint)

* Fluorescence Anisotropy*

* Systematic Evolution of Ligands
by Exponential Enrichment*
(SELEX)

* Surface plasmon resonance
(SPR)*

Adapted from Stormo, G Nat Rev Genetics, 2010

34

Alta capacidad (high-throughput)

* Multiplexed SELEX (HT-SELEX)

* Protein Binding Microarrays
(PBM)

* Microfluidics: Mechanically
Induced Trapping of Molecular
Interactions (MITOMI)

34
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Ensayo de retardacion de mobilidad electroforetica (EMSA)

35
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Gel separation of complexes

http://www.piercenet.com/

Protein  EEEE
Specific competitor

Mutant/non competitor

=

——

Add reaction components

Probe -_,-—-'\

Antibody =A<

Supershift  se—ge |
Shift e ||

Free Probe ——p- | [ NN o N OO NN
....... | Detection of labeled probe

Systematic Evolution of Ligand and Exponential

Library
20-bp DNA library
I

g
TR
i
juum__ g
i i

Ui

A

=

Enrichment (SELEX-seq)

20-bi

1 trillion unique sequences

Purify
EMSA bound
DNA
Bound [T
e
T TTT
b =g
T
Unbound
Uiy

Repeat 3 rounds total

Amplify
bound
DNA

=

TR
Tt =

I

Next-generation

sequencing

lllumina

Blackwell et al. 1990, Wright et al. 1991, Segal et al. 2009, Stormo et al. 2009, Jolma et al. 2010 and Slattery et al. 2011

36

20-bp from DNA sequencing
GTCCACTAGAGCTTTGACTG
GGTCATGGCTTTACCACTGA
GGTCAGGATAACTGCTCCTT
CTTGGACCTTGACTTAAGCG
GGCCTTAAGCCCGTATGTTA
GGGTGTCCTCACTACAGTTA
GGCCTGCCTTTACATAGTAG

[}

°

.
GAAGCCGACGTTTTATGTCC
AGAGTGGTCTCCTACATCGT
AGCAGTGTTCACTCGTTAGT
CCGTCTTGCATCTGAAGGTC
AATCCGGAGCTGTCGCTATT

35

36
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Analisis de SELEX-seq con SELEX-R y Autoseed

20-bp from DNA sequencing NKX2-5 Affinity Table
GTCCACTAGAGCTTTGACTG— GTCCACTAGAGCTTTGACTG P— Count  Relative affinity Multinomial model (BARHL2)
GGTCATGGCTTTACCACTGA . TAATTG seed
. TS . GTCAAGTG 1341 1.00
GGTCAGGATAACTGCTCCTT . 8-mer sliding window —— NAATTG
CTTGGACCTTGACTTAAGCG — CTCARGTG 16 095 TNATTG
GGCCTTAAGCCCGTATGTTA GIGAAGTG 1229 091 TA ;%,, matched
GGGTGTCCTCACTACAGTTA GTTAAGTG 1333 087 'T: T\\‘ T‘:’ sequences
A €4
GGCCTGCCTTTACATAGTAG TTCAAGTG 1214 0.87 m . r—‘\ ~
° TAAT G
. CTTAAGTG 1011 0.84 TAATT
[ ] CACAAGTG 449 0.83
mm
GAAGCCGACGTTTTATGTCC GCTAAGTG 653 082 T A A Ll AALAG
AGAGTGGTCTCCTACATCGT GATAAGTG 707 0.82 oo = o
AGCAGTGTTCACTCGTTAGT e ——— o TT T TT
CCGTCTTGCATCTGAAGGTC CTOAAGTG 607 s Jfazy SO0ASK
AATCCGGAGCTGTCGCTATT : alignment multinomial
TTGAAGTG 998 0.79
CATAAGTG 629 0.78
ATCAAGTG 553 0.77
CCTAAGTG 418 0.75
GACAAGTG 385 0.75
CGTAAGTG 482 072 NKX2-5
TTTAAGTG 1071 071 TCAAGTGG
ATGAAGTG 459 0.70
TACAAGTG 432 0.70
GCCAAGTG 283 0.70
TGTAAGTG 678 069
Riley, Slattery et al. 2014, Adapted from Nitta, Jolma et al. 2015 CCCAAGTG 200 0.68 37
37

Interacciones proteina-ADN de mutantes de
NKX2-5 de pacientes de cardiopatias congénitas

Emmanuel
Carrasquillo-
Dones, Ph.D.

39

39
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NKX2-5 es necesario para el desarrollo del corazén

Nkx2-5 a E8.5 Nkx2-5 nulo a E10

Adapted from Lyons, | et al. 1995, Bruneau, Logan et al. 1999, Bruneau, Nemer et al. 2001, Clark, Yutzey et al. 2006, and Bruneau 2013. 40

40

NKX2-5 pertenece a la familia homeodominio

138 197 312

Homeodomain

N-terminal

NKX2-5 ’_I_l

Homeodomain Helix 1 Helix 2 Helix 3

Helix-1 S y(f&fu ~Helix2

N-terminal

{ Major groove

Minor groove
Adapted from PDB 3RKQ

41

41
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Mutaciones de NKX2-5 en cardiopatias congénitas

1 138 197 312
Homeodomain
Q181H Y191C
N-terminal  A148E E154G R190C
| f lelP T1 SMI
Helix 1 Helix 2 Helix 3
Adapted from PDB 3RKQ 42
42
Purificacion de NKX2-5 (SDS-PAGE)
NKX2-5
Strep-tag II_1 OxHistidine-tag
NKX2-5 WT (13.2 kDa)
100
kDa=—

Carrasquillo-Dones, EA et al. In preparation 43

43
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Mutagénesis de sitio dirigido
E154G

H]

credalceea

VW

GCGG

|
QIR

44

Mutantes NKX2-5

Al48E E154G R161P T178M
A
CAGGCGCAG C?GG_E:T;CGG

\/ /\ﬂ A\ y"""‘.

S : S
CAGCTGGTAC

et |

_E _ _P
CAGGAGCAG CAGCCGTAC CTCATGTCC
N

mﬂf\ﬂw [VWWWX/\ A/\AA/\NM A M

Q181H R190C Y191cC

Carrasquillo-Dones, EA et al. In preparation

45

SR o
ACGTAGGTC

_H
ACGCACGTC

ol

-

_R_
CGGTGC TAC

Mna

-C _
CGGTGCTAC

i

X _
CGCTACAAG

W

-C_
CGCTGCAAG

Brenda Cesar, Jasmin Zazaboi, Adriana Perez-Negron, Cristina Oliver, Adriana Barreiro, Kathryn LeMoine

45
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Purificacion de mutantes de NKX2-5 (SDS-PAGE)

NKX2-5

Strep-tag Il 10xHistidine-tag

NKX2-5 WT (13.2 kDa) A148E
10

R161P

e

100,

1
75 | 75
50 : 50
37 37
|
20 ! 20
15 I 15
Q181H
B 198
75 50

50

37
25

20

kDa=— 37
25

20
15

15

—

Carrasquillo-Dones, EA et al. unpublished

46

Brenda Cesar, Jasmin Zazaboi, Adriana Perez-Negron, Cristina Oliver, Adriana Barreiro, Kathryn LeMoine 46

Ensayo de retardacion de mobilidad electroforetica
(EMSA) . =
(o 3

O Vo e

A
T e

Qmmn%mmmﬂ

47
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NKX2-5 enlaza su secuencia preferida AAGTG

Cognate binding site Scrambled binding site
tagCACTTAAGTGttattca ttcttgtccgttataaagaa

DNA DNA

Y )

-l
R N Nt et ™

o UUUUU-—-—HHHHUH'

Carrasquillo-Dones, EA et al. unpublished

48

48

Mutaciones cambian las interacciones NKX2-5: ADN

Helix 1 Helix 2 Helix 3
Free NKX2-
DNA =~ 5WT | A148 | E154  RI6IP  T178 Q181 R190 & Y191
I 1] 11 11 1 1 R 11 |
I 1| 11 11 11 1 11 11 11 |
I 1| 1 11 11 1| 11 11 1/ |
I 1| 11 11 11 11 11 11 1/ |
I 1| 1 11 11 1 11 11 1/ |
o g, | 1| 11 11 E 11 11 11 11 |
: :I 1 11 l:____:l 11 11 1/ |
Qo N 11 LS I 11 11 1/ |
I 1] 1 11 e 1T 11 11 1/ |
®MIHI|HI| ||H||_F|U||H||u|| |

Carrasquillo-Dones, EA et al. In preparation 49

49
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Systematic Evolution of Ligand and Exponential Enrichment

Library
20-bp DNA library

TR
i
juum__ g
§
i

A

=

EMSA

Bound

Unbound

i

(SELEX-seq)

20—bi

1 trillion unique sequences

Repeat 3 rounds total

—p TTETT -

Purify Amplify Next-generation
bound bound lllumina
DNA DNA sequencing

TR

LTI » &
LT

T

T |
[T |

Blackwell et al. 1990, Wright et al. 1991, Segal et al. 2009, Stormo et al. 2009, Jolma et al. 2010 and Slattery et al. 2011

50

20-bp from DNA sequencing
GTCCACTAGAGCTTTGACTG
GGTCATGGCTTTACCACTGA
GGTCAGGATAACTGCTCCTT
CTTGGACCTTGACTTAAGCG
GGCCTTAAGCCCGTATGTTA
GGGTGTCCTCACTACAGTTA
GGCCTGCCTTTACATAGTAG

[}

°

.
GAAGCCGACGTTTTATGTCC
AGAGTGGTCTCCTACATCGT
AGCAGTGTTCACTCGTTAGT
CCGTCTTGCATCTGAAGGTC
AATCCGGAGCTGTCGCTATT

Analisis de SELEX-seq con SELEX-R y Autoseed

20-bp from DNA sequencing

GTCCACTAGAGCTTTGACTG—— GTCCACTAGAGCTTTGACTG Fy— Count Relative affinity
GGTCATGGCTTTACCACTGA .
. TS . GTCAAGTG 1341 1.00
GGTCAGGATAACTGCTCCTT . 8-mer sliding window —»
CTTGGACCTTGACTTAAGCG ——— SEAACTE RN 093
GGCCTTAAGCCCGTATGTTA GIGAAGTG 1229 091
GGGTGTCCTCACTACAGTTA GTTAAGTG 1333 0.87
GGCCTGCCTTTACATAGTAG TICAAGTG 1214 087
: CTTAAGTG 1011 084
[ ] CACAAGTG 449 0.83
GAAGCCGACGTTTTATGTCC GCTAAGTG 653 082
AGAGTGGTCTCCTACATCGT GATAAGTG 707 0.82
AGCAGTGTTCACTCGTTAGT GGTAAGTG 835 280
CCGTCTTGCATCTGAAGGTC CIGAAGTG 607 09
AATCCGGAGCTGTCGCTATT ‘
TTGAAGTG 998 0.79
CATAAGTG 629 0.78
ATCAAGTG 553 0.77
CCTAAGTG 418 0.75
GACAAGTG 385 0.75
CGTAAGTG 482 0.72
TTTAAGTG 1071 07
ATGAAGTG 459 0.70
TACAAGTG 432 0.70
GCCAAGTG 283 0.70
TGTAAGTG 678 0.69
Riley, Slattery et al. 2014, Adapted from Nitta, Jolma et al. 2015 CCCAAGTG 200 0.68

51

NKX2-5 Affinity Table

Multinomial model (BARHL2)
TAATTG seed
NAATTG
T \ATTG
TA \T‘TG
TAA \TG
TAAT \G
TAATT

TIATTG HERE]
TAAEES

multinomial

matched
sequences

alignment

NKX2-5
TCAAGTGG

50

51
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Mutantes de NKX2-5 prefieren enlazar AAGTG

Y191C
AT4BE
RI161P
Helix 1 Helix 2 Helix 3
NKX2-5 R161P
I 1 ] 1
1.5 ! X 1.5 1 1
I ] | 1
I ] | .
ot Y @10 oy
= 1 1 p— 1
A = 2 )
I I 1 0.5 1 Rt |
I ] T
| PN 1 A | ! |
0.0l == ==TT < AN 1 0.0 == 5 PN : :
T 73 4 5 6.7 18 | T 2 3 4 5 & 7 8 e
A148E yisic
I 1 I 1
1.5 : : 1.5 [ 1
1 ] y 1
I ]
w10 I 1 n1l.0 : :
= 1 1 = | !
m 1 1 m | !
0.5 I ! ) 0.5 I
T 1 ] I
0.0 =0 U — 1 ! 0.0 ESE - ST ‘ 'I
. — _ 1 1 . - —
i 2 3 4 5 & 7 8 i\ i 2 3 4 5 & 7 & '
Carrasquillo-Dones, EA et al. In preparation 52
52
Mutante NKX2-5 Y191C enlaza secuencias Hox
s Y191C
RIGIP
Helix 1 Helix 2 Helix 3
v,
Y191C TTAATTGG e 8 e
2.0
NKX2-5 mutations causative for congenital
15 heart disease retain functionality and are
directed to hundreds of targets
_,'-2 Romaric Bouveret'2*, Ashley J Waardenberg'?, Nicole Schonrock™?,
=1.0 Mirana Ramialison’?*, Tram Doan’, Danielle de Jong’, Antoine Bondue®*,
m Gurpreet Kaur, Stephanie Mohamed', Hananeh Fonoudi"*”, Chiann-mun Chen®,
Merridee A Wou}o‘r:"““‘, Sh?umo Bhatt?:lur‘yn', Nicoluﬂ:ghta‘, o
0.5 I T Sally L Dunwoodie'*"", Gavin Chapman'+, Cédric Blanpain®'?, Richard P Harvey'
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Adapted from Bouveret et al. 2015
Carrasquillo-Dones, EA et al. In prepartion 3
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Conclusiones

* NKX2-5y mutantes en cardiopatias congénitas fueron
clonados y purificados.

* Mutantes E154G, T178M, Q181H, and R190C no pueden
enlazar secuencia consenso de NKX2-5.

* Mutaciones cambian la capacidad de dimerizacion de
NKX2-5 (R161P and Y191C).

* Mutante Y191C enlaza secuencias diferentes a la
preferida por “WT’ NKX2-5.

54

Impacto de mutaciones no-codificantes asociadas a
enfermendades cardiacas en el enlazamiento del factor
de transcripcion cardiaco NKX2-5

Edwin G.
Pefia-Martinez
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Identificacion de mutaciones no-codificantes
afectando enlazamiento deNKX2-5

* SNPs: Polimorfismo puntual

* Modelo computacional predictivo de enlazamiento de TFs
* Genome de referencia

* Catélogo de SNPs D\TCA, SNP2TEBS
* Colleccion de modeloes de eSpeCiﬂCidad (PWI\/IS) Mapping SNPs to Transcription Factor Binding Sites
D Match with Five SNPs with @
JASPAR Core rslD Match wi Highest Predicted
SNP2TFBS St @ GWAS Cataog W&q Y i
sgzﬁ ofn“: e“; 1;':”1 eOc(‘lO 834_7:_Aﬁgl_:t1ed 30 Disease-associated SNPs Determine changes in Ky
(>84 million) inding Sites
Pena-Martinez EG, et al BBA Gene Regulatory Mechanisms 2023 56
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Predicciones de SNP2TFBS
Mutacion Prediccion Enfermedad/Fenotipo
Serum metabolite levels, High
density lipoprotein cholesterol
levels, Postprandial triglyceride
rs7350789 G2A 258 Increase response, Total cholesterol
levels,
Phosphatidylethanolamine
levels
rs61216514 G2 A -232 Decrease Mean corpuscular hemoglobin
rs7719885 A G -212 Decrease Systolic blood pressure
rs747334 A 9 G '187 Decrease Fibroblast growth factor basic levels
rs3892630 C2>G 146 Increase Red blood cell traits
Pena-Martinez EG, et al BBA Gene Regulatory Mechanisms 2023 57
57
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Validacion in vitro con EMSA

o [TF)
¢ L
@ Incubation Complex evaluation ﬁ S : = _
with TF by EMSA ® Calculation of Ky
_—> @ .w E—— TF-DNA — [/
o

dax .
.$ o bm Free DNA . o—

Specific binding

985

Fluorescent tagged DNA TF-DNA Complex EMSA Gel Binding curves
Pena-Martinez EG, et al BBA Gene Regulatory Mechanisms 2023 58
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Validacion in vitro con EMSA

EMSA: Electrophoretic Mobility Shift Assay

[NKX2-5] .
NKX2-5

TF-DNA u °
FreeDNA (X u 0 N —

[NKX2-5] (nM)
Fluorescent Probe:

TCTTCTCCAATCCTTGAAGTGGGGGCTTCTTGTGGCAAAT

59
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rs3892630 chr19 C>T

REF AGACATGTTACTTTAATCACCTGAGTGCCTTTCTCTCCAT
ALT AGACATGTTACTTTAATCACTTGAGTGCCTTTCTCTCCAT

[NKX2-5] (nM) B

0 100 500 1000 1500 2000
ref

Binding

Y N_“N

8o WMWY

Pena-Martinez EG, et al BBA Gene Regulatory Mechanisms 2023
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rs61216514 chrd G>A

REF TTTGAGCCAATATTCCTTGAGTGCCTCTTTGTGCTAGCAA
ALT TTTGAGCCAATATTCCTTGAATGCCTCTTTGTGCTAGCAA
(nM)

0 100 500 1000 1500 2000 0 100 500 1000 1500 2000
ref alt

[NKX2-5]

Binding

uuuuu

o MUMUUMUGUUUI

T Y
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rs3892630
-o- ref
-& alt

K,=98.90

K,=228.7

T 1
1500 2000

] ]
500 1000
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IIA -l N
rs61216514
-o- ref
- alt

K =453.7

K,=597.5

T T T 1
500 1000 1500 2000
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Todas las mutaciones cambiaron
el enlazamiento de NKX2-5

rs61216514

rs7350789 rs7719885 o ref
o ref
03 s o ref 04 = alt
- = alt =270.6 =
0e K4=453.7 s ¥
02 =121.8 % ° i § i . [
£ i c 0.3 £
3 % 3 } To2 [}
& & o2 E % & K4=345.8
0.1 i
0.1
% ¢ ¢ ¢ o1 E =597.5
K4=Not determined
0.0 T T T 1 0.0 T T T 1 0.0 T T T 1
o 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000
[NKX2-5] (nM) [NKX2-5] (nM) [NKX2-5] (nM)
rs3892630

2°
2
7]
K4=87.77
0.0 T T T 1 0.0 T T T 1
0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000
[NKX2-5] (nM) [NKX2-5] (nM)
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Concluciones
Ref Alt

Reference
Sequence @

(% AP
| Binding Site § o
B | ] £
ATTCGAT - T 'g :
Alternate ===p- TF-DNA : ' o i
Sequence @ o P (Ka1i Ky
Free DNA : : X
’WL[Ka 1 INKx2-5]| [NKx2-5] [NKX2-5]
! Electrophoretic Mobility Shift Assay Binding Affinity Quantification
ATTAGAT

Mutaciones no-codificantes asociadas a enfermedades cardiovasculares alteraron

enlazamiento de NKX2

-5.

Trabajo future: Evaluar impacto en expresion génica en células humanas utilizando un

gen reportero.

63

31



4/26/2023

iMuchas Gracias!

National Institutes
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SC1GM127231 1736026 (EPSCoR) Fondos
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2150326 (REU IQ-BIO)
1744619 (GRFP)
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Tecnologia e Investigacion W
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ACS SEED
Project

64

64
D) o A4 4t
T it Chemistry for Life®
Por el amor a la quimica venimos de todos partes...
v Alemania v Estados Unidos
v Andorra v’ Francia
v Argentina v Guatemala
v’ Brasil v Honduras
v' Camboya v India
v Canada v ltalia
v Chile v México
v' China v Mozambique
v' Colombia v’ Perd
v Costa Rica v’ Portugal
v Ecuador v Puerto Rico
v’ El Salvador v Venezuela
v’ Espafia v’ Viet Nam
Ve 65
Hoy tenemos representantes de 26 paises
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== CAS

Sy A DIVISION OF THE

AMERICAN CHEMICAL SOCIETY

Mantente actualizado sobre la industria de la quimica
y sus ciencias afines en la regién

Suscribete al Newsletter de
CAS Hispanoameérica

Para darte de alta, puedes enviarnos un correo electrénico a
acsihispanoamerica@acs-i.org

ijHasta pronto!
www.cdas.org

acsihispanoamerica@acs-i.org
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ACS
v Chemistry for Life®

Desde sus comienzos de la
Sociedad Quimica de
México, se buscaba un
emblema sencillo, no
demostrar partidarismo
alguno y significar al gremio,
deberia representar un
simbolo no solo para los
guimicos, sino también para
ingenieros, farmacéuticos,
metalurgistas, en fin que
englobe e identifique por
igual a los cientificos en
todas sus areas de las
aL B nies s v ciencia quimica.
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