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Capitulo 1: Introduccion

1.1. Interacciones proteina-proteina

La célula es un sistema dinamico en el cual los procesos fundamentales estan mediados por
interacciones moleculares, que llevan a cabo funciones que incluyen desde la sefalizacion intracelular

hasta la regulacion de la expresion génica. Muchas de estas funciones son realizadas por proteinas.

Las interacciones entre proteinas estan mediadas por moédulos de interaccion, siendo los
dominios globulares los mas estudiados. Estos responden al paradigma clasico de
secuencia-estructura-funcion que sostiene que la secuencia de aminoacidos de la proteina define una

estructura tridimensional estable en el tiempo la cual le confiere una funcién bioldgica [1].

En los ultimos afios este paradigma fue modificado por la identificacion de regiones proteicas
que no mantienen una Unica estructura estable en el tiempo, sino que presentan un conjunto de
estructuras o ensamble conformacional, sin estructura terciaria y con bajo contenido de estructura
secundaria [1]. Estas regiones, conocidas como regiones intrinsecamente desordenadas (IDRs, por sus
siglas en inglés Intrinsically Disordered Regions), juegan un rol central en procesos celulares [1]. Dos
elementos funcionales presentes en las IDRs son los dominios intrinsecamente desordenados (IDDs,
por Intrinsically Disordered Domains) y los motivos lineales de secuencia corta ( SLiMs, por Short

Linear Motifs) que se describiran en detalle mas adelante [2] .

Los dominios globulares, IDDs y SLiMs son tres modulos que median interacciones
proteina-proteina y presentan caracteristicas funcionales y estructurales especificas [2]. Si bien existen
excepciones, los dominios globulares pueden establecer interacciones de alta afinidad con otros
dominios globulares (Figura 1.1A), que pueden estar implicadas por ejemplo en la estructura o
andamiaje celular [2]. En contraste, los IDDs y SLiMs suelen establecer interacciones débiles o
transientes con dominios globulares (Figura 1.1B, C) tipicamente en el rango micromolar y
desempeiian, por ejemplo, funciones de sefalizacion o regulacion que requieren la formacion y
ruptura de las interacciones [2]. En relacion a las caracteristicas estructurales, los dominios globulares
presentan una conformacion estable en estado nativo mientras que los IDDs y SLiMs s6lo adquieren

una conformacion estable al unirse con el dominio globular correspondiente [1].
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Figura 1.1. Ejemplos representativos de interacciones proteina-proteina entre distintos médulos de interaccion. A:
Interaccion entre dominios globulares: complejo de interaccion de eritropoyetina (rosa) con su receptor de membrana (gris)
(PDB: 1CN4) [3]. B: Interaccion entre dominio globular y dominio intrinsecamente desordenado (IDD): complejo de
interaccion del inhibidor 1B de CDK (gris) con el segmento desordenado del complejo Ciclina-A2/CDK2 (cyan) (PDB:
1JSU) [4]. C: Interaccién entre dominio globular y SLiM: complejo de interaccion del dominio pocket de retinoblastoma
(gris) con el SLiM LxCxE presente en la proteina E7 de HPV (azul) (PDB: 1GUX) [5].

En resumen, existen diferencias entre los dominios globulares y los IDDs y SLiMs que
reflejan la funcién dindmica que desempeiian los IDDs y SLiMs en los procesos celulares. El presente

trabajo se enfoca en particular en las interacciones entre un dominio globular y dos SLiMs.

1.2. Proteinas intrinsecamente desordenadas

Siguiendo el paradigma clasico de secuencia-estructura-funcion, las funciones de las proteinas
fueron atribuidas durante muchos afios a los dominios globulares ya que adquirian una estructura
tridimensional que varia poco alrededor de un estado de equilibrio. Actualmente, la nocion de que las
regiones desordenadas al carecer de estructura, carecen de funcion es constantemente desafiada por la
evidencia acumulada de funciones claves desempefiadas por IDRs [6]. Aproximadamente un tercio
del proteoma humano esta compuesto por IDRs, pero aun la mayoria de estas regiones no estan
caracterizadas [1,2]. La mayoria de las anotaciones de proteinas estd basada en la informacion de
familias de secuencias y dominios estructurados [1]. Por lo tanto, las diferencias entre las IDRs y las
proteinas globulares hacen necesario el desarrollo de nuevas herramientas que permitan la anotacion y

prediccion de funciones de IDRs.

Variabilidad de Secuencia en IDRs. A diferencia de las proteinas globulares que presentan una alta
conservacion de secuencia debido a que deben mantener una estructura terciaria, las IDRs se
caracterizan por una mayor variabilidad de secuencia ya que carecen de restricciones estructurales
permitiendo mayores tasas de inserciones y deleciones [1]. También existen diferencias a nivel de
composicion de secuencia. En las proteinas globulares prevalecen aminoacidos hidrofobicos que
facilitan la formacion del nucleo de plegado, mientras que las IDRs se encuentran enriquecidas en
aminoacidos polares o con carga que estabilizan la exposicion al solvente, y en prolina que impide la

formacion de estructuras secundarias [1,7]. A diferencia de las proteinas globulares, las IDRs suelen
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tener regiones de baja complejidad de secuencia, es decir, regiones con repeticiones de aminoacidos
como dipéptidos y tripéptidos [1,8]. Estas diferencias y la baja conservacion de secuencia observada

en las IDRs debido a la falta de una restriccion estructural, dificulta la asignacion de funciones [1].

Caracteristicas Estructurales. La mayoria de las proteinas en organismos eucariotas son modulares,
combinando dominios globulares estructurados con regiones intrinsecamente desordenadas (IDRs) y
s6lo una minoria son completamente estructuradas o completamente desordenadas (IDPs o
Intrinsically Disordered Proteins) [1,2]. Los dominios globulares presentan una estructura terciaria
rigida, compacta y plegada que se encuentra definida por la secuencia de aminodcidos que la
componen y esta relacionada con una funcion [9]. Las IDRs, por otro lado, carecen de una estructura
terciaria definida y se caracterizan por presentar flexibilidad estructural [10]. Cuando interactuan con
otras proteinas, las IDRs pueden adquirir una conformacion ordenada [1]. En ausencia de interaccion,
las IDRs muestran un espectro de conformaciones desordenadas, caracterizadas por la adopcion de
diversas estructuras no plegadas [11]. Es posible identificar la estructura de un dominio a través de
técnicas de cristalizacion con rayos X o mediante resonancia magnética nuclear (RMN) [12]. Las
IDRs en las estructuras determinadas por rayos X no pueden ser asignadas y se anotan como missing
residues. Por otro lado, las técnicas de identificacion de estructuras por RMN brinda informacién
sobre la dinamica y la estructura de una proteina en solucion, permitiendo obtener multiples
conformaciones de una region IDR. Los dominios globulares muestran una conformacion tnica en los
modelos estructurales (Figura 1.2A), mientras que las proteinas con un grado de desorden intermedio
pueden alinear algunos segmentos de sus modelos, aunque otros muestran multiples conformaciones
(Figura 1.2B). En las proteinas con un alto grado de desorden, practicamente todos los modelos

presentan diversas conformaciones debido a la flexibilidad de sus regiones (Figura 1.2C).

Figura 1.2. Ejemplos representativos de estructuras con distinto grado de orden resueltas por RMN. A: Segmento
globular con una unica conformacién del dominio de unién al ADN de la proteina Y Box-1 (PDB: 6LMS) [13]. B: Segmento
de desorden intermedio con regiones alineadas y otras de multiples conformaciones del dominio BEN de la proteina humana
NACI1 (PDB: 6LMS) [13]. C: Esquema de multiples conformaciones que adopta la fosfoproteina soluble de tilacoide de
espinaca, con un alto grado de desorden (PDB: 2FFT)[14].

Las IDPs pueden adoptar multiples conformaciones que van a depender de las condiciones del

ambiente, modificaciones post-traduccionales (PTMs, Post-Translational Modifications), o la
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interaccion con un dominio globular [1]. Un ejemplo de como una PTM puede alterar la estructura y
funcién de una proteina, es la proteina pocket Retinoblastoma (Rb). Rb tiene un dominio central
llamado pocket, un dominio estructurado en el extremo N-terminal (RBN) y un IDD en el extremo
C-terminal (RBC) (Figura 1.3A). Rb presenta IDRs en /oops intra-dominios en los dominios RBN y
pocket, y en linkers flexibles que conectan ambos dominios. Las secuencias /inker contienen sitios de
fosforilacion por quinasas dependientes de ciclinas (CDKs) que son importantes para la inactivacion
de Rb. Al ser fosforilados estos sitios, provocan que los dominios RBN y RBC se plieguen sobre el
dominio pocket (Figura 1.3B). Este cambio conformacional oculta los sitios de union a otras

proteinas, inhibiendo las interacciones con Rb [15].

A E2F

CDK2
Bolsillo de unién- ‘L-X-C-X-E’
+ CDH1
+ Enzimas remodeladoras de cromatina
+ Enzimas de modificacién de histonas
+ Complejo condensina II

B
Ser608, Ser61 2\

N
Thr821, Thr826

Figura 1.3. Alteracion de estructura y funcion de Rb por PTMs. A: Diagrama de la estructura de dominios de la
proteina Rb. Se esquematiza el dominio N-terminal (RBN), el dominio central pocket y el dominio C-terminal (RBC). Se
sefialan sitios de PTM por parte de quinasas dependientes de ciclinas 2 y 4 (CDK2, CDK4) y sitios de union a los SLiMs
E2F y LxCxE. A través del bolsillo de union LxCxXE Rb interactia con proteinas como la proteina homo6loga CDC20 1
(CDH1), enzimas remodeladoras de cromatina y modificadoras de histonas y el complejo condensina II. B: Al ser
fosforilada en los residuos Ser608, Ser612, Thr373, Thr821 y Thr826, el dominio pocket se pliega sobre el dominio RBN y
el dominio RBC sobre el dominio pocket, enmascarando los sitios de union de proteinas conteniendo a los SLiMs LxCxE y
E2F. Figura adaptada de Dick-Rubin et al. 2013 [15].

Funciones de IDPs y Versatilidad Funcional. Las IDPs estan implicadas en diversas funciones
celulares, como la regulacion de la transcripcion y la traduccion, la sefializacion y la organizacion de
complejos multiproteicos [10]. El contexto desordenado de las IDPs les permite unirse a multiples
dominios proteicos, a menudo a través de varios SLiMs presentes en una misma IDR, que incluso
pueden solaparse debido a su pequefiio tamaiio [1]. La presencia de mas de un SLiM en una sola IDP
les permite interactuar con distintos dominios, facilitando la formacion de redes de sefalizacion

dinamicas [1].

Proteinas Desordenadas y Patologias. Aunque pocas IDPs se encuentran caracterizadas, el

enriquecimiento de regiones desordenadas en organismos complejos sugiere que son de gran
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importancia bioldgica [1,2] Muchas enfermedades neurodegenerativas se encuentran asociadas a la
agregacion de IDPs [16]. Entre las enfermedades mas conocidas que causan demencia, se encuentran
el Alzheimer y Parkinson. El Alzheimer, una enfermedad caracterizada por la pérdida de memoria
progresiva, esta relacionada con el agregado de ‘placas seniles’ en el espacio extracelular, compuestas
por segmentos de la proteina precursora de amiloide y agregados de la proteina tau, ambas IDPs [11].
La enfermedad del Parkinson, es causada por el agregado de cuerpos de Lewy, principalmente
compuestos por la IDP a-sinucleina [11]. Las IDRs también se encuentran asociadas a otras patologias
como cancer y patologias de origen viral. Por ejemplo, el virus del papiloma humano (HPV), causante
del cancer cervical, logra secuestrar la maquinaria celular por la interaccion de SLiMs presentes en el

IDD de la proteina E7 con numerosas proteinas celulares.

En resumen, las IDRs poseen funciones relevantes y se diferencian en composicion de
secuencia y caracteristicas estructurales de las proteinas globulares, dificultando el uso de las
herramientas bioinformaticas desarrolladas para la anotacion automatica de funciones en proteinas
globulares. Muchas de las funciones biologicas de las IDRs estdn mediadas por SLiMs, que son el

objeto de estudio en este trabajo y que se detallan en la siguiente seccion.

1.3. Los motivos lineales o SLiMs

Los motivos lineales o SLiMs (por sus siglas en inglés Short Linear Motifs) son elementos
modulares compuestos de una secuencia lineal y corta de entre tres y diez aminoacidos de longitud
[17]. Los SLiMs se encuentran en IDRs y en segmentos flexibles de las proteinas o loops que
conectan dominios globulares. Los SLiMs no poseen una estructura definida al estar libres, sino que
adquieren estructura al interactuar con un dominio globular [2]. Por su localizacién dentro de una IDR
los SLiMs estan expuestos al solvente y accesibles para interactuar con otras proteinas [17]. A modo
de ejemplo, en la Figura 1.1C, se muestra el dominio globular de la proteina retinoblastoma,
representada como superficie en color gris, interactuando con el SLiM LxCxE, que se encuentra

representado en color azul.

1.3.1. Propiedades y funciones de los SLiMs

Uno de los ejemplos mas conocidos y tempranamente descritos de SLiMs son las sefiales o
etiquetas de localizacion o sorting subcelular. Algunos ejemplos de estos SLiMs son la sefial de
localizacion y exportacion nuclear (NLS, Nuclear Localization Signal y NES, Nuclear Export Signal,
respectivamente), cuya funcion es transportar moléculas hacia dentro y fuera del nticleo celular, y el
SLiM KDEL, relacionado con el trafico de proteinas desde el aparato de Golgi hacia el reticulo
endoplasmatico (sefial de retencion en reticulo) [2]. Ademas de las sefiales de localizacion subcelular,

algunos SLiMs codifican para sitios de clivaje proteolitico o para PTMs como por ejemplo las
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glicosilaciones, fosforilaciones y acetilaciones. Por ultimo, los SLiMs también pueden codificar
funciones de “docking” reclutando sustratos para su modificaciéon enzimatica, como por ejemplo el
SLiM de docking presente en sustratos de la familia de quinasas MAP (MAPK, MAP Kinasa) o de
quinasas dependientes de ciclinas (CDKs) o funciones de “ligando” facilitando la formacion de
complejos macromoleculares al mediar la unién a dominios globulares de otras proteinas [1,2,18]. En
esta ultima categoria de “ligando” se encuentran los SLiMs E2F y LxCxE, que permiten la formacion

de complejos macromoleculares con las proteinas pocket y son objeto de estudio de este trabajo.

Aminoacidos que Componen los SLiMs: La interaccion entre un SLiM y un dominio globular esta
mediada por 5-10 aminoacidos que representan el centro o core del SLiM y establecen contacto
directo con la superficie de un dominio globular. Dentro de la region core, podemos distinguir a las

posiciones fijas y las posiciones variables y en torno al core del SLiM podemos definir las posiciones

flanqueantes (5-10 residuos al N- y C-terminal del SLiM). Estos tres tipos de posiciones en conjunto

determinan la afinidad y especificidad de unioén del SLiM por el dominio globular.

Las posiciones fijas son determinantes para la unioén ya que establecen contactos directos con
el dominio y, por lo tanto, so6lo aceptan sustituciones conservativas, es decir, aminoacidos con
caracteristicas fisicoquimicas similares que poseen una alta complementariedad con la superficie de
union en el dominio globular [2]. En contraste, las posiciones variables del SLiM representan
residuos que no interactian con la superficie del dominio globular si no que apuntan hacia el solvente,
y por lo tanto aceptan sustituciones no conservativas que pueden modular la afinidad de union. Las
posiciones flanqueantes establecen interacciones mas variables y dinamicas con el dominio globular
y también pueden modular la afinidad del SLiM por el dominio globular [2]. Por ejemplo, en la region
flanqueante al SLiM PIP presente en polimerasas media la union a la proteina “clamp” PCNA (por
Proliferating Cell Nuclear Antigen) que recluta proteinas a la horquilla de replicacion del ADN
existen residuos con carga positiva que aumentan la afinidad de union a PCNA por

complementariedad con una superficie de PCNA enriquecida en residuos de carga negativa [19,20].

En resumen, los SLiMs median la formacion de complejos proteicos y la regulacion de
procesos celulares mediante PTMs. Los SLiMs poseen unos pocos residuos que conforman el core del
SLiM y determinan la interaccion especifica con un dominio globular o familia de dominios. El
contexto de secuencia, es decir, las posiciones variables y flanqueantes pueden modular la afinidad.
El tamafio acotado de un SLiM permite codificar multiples funciones en una IDR de una proteina, por

lo cual la identificacion de SLiMs es fundamental para revelar nuevas funciones de las IDRs.

1.4. La familia de proteinas pocket

La familia de proteinas pocket esta compuesta por tres proteinas pardlogas: Retinoblastoma

(Rb), pl07 y p130 (Figura 1.4 A), que se encuentran involucradas en la regulacion del ciclo celular y
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la diferenciacion celular [15]. La proteina pocket mas estudiada es Rb, que fue identificada como una
proteina supresora de tumores por su actividad en la regulacion del ciclo celular y su rol central es

controlar el checkpoint G1/S, restringiendo el inicio de la fase S de replicacion del ADN [15,21].

A
Subdominio A, Loop AB
o8 ! (o RBC
(C_CReN  ((REN(CTPocket 1 (Rocket( & 0
i Subdominio B
p107 ‘Subdom|n|oA Pocket;  107C
q TO7N ( (Pocket [ LoopAB (‘Pocket( (J‘ &0
Subdominio B
p130 ;Subdominio A Pocket‘ 130C
- 130N ( (" Pocket ([ LoopAB (|P°Cket( q &0
Subdominio B
B
C

E2F LxCxE

\,'\ ' y . £
/ﬂ vy D121

[l .
.~ Dominio

Dominio A Dominio B

Figura 1.4. Familia de proteinas pocket. A: Las proteinas pocket Retinoblastoma (RB), pl07 y p130 presentan similitud de
dominios entre si. Se observa un dominio N-terminal (RBN, 107N y 130N), el dominio pocket central conformado por los
subdominios A y B conectados por el loop AB, y un dominio C-terminal (RBC, 107C y 130C) conectados por loops
flexibles. Los numeros indican la posicion de inicio y fin de cada segmento. Figura adaptada de Dick and Rubin 2013 [15].
B: Representacion esquematica de dominios pocket altamente conservados entre Retinoblastoma (PDB 1GUX [5]), p107
(PDB 4YOZ [22]) y p130 (Modelo AF-Q08999-F1 obtenido de la base de datos de estructuras proteicas de AlphaFold [23]).
El Loop AB esta ausente en las estructuras. C: Estructura representativa del dominio pocket de Rb unido al SLiM E2F (azul)
y LXCXE (rojo) de la proteina E1A de Adenovirus. Las cadenas laterales de los residuos principales del SLiM E2F y LxCxE
estan representadas como bastones. Figura de Gonzalez-Foutel et al. 2022 [24].

La proteina Rb comparte aproximadamente un 25% de identidad de secuencia con pl07 y
p130, mientras que pl07 y p130 comparten un 54% de identidad entre ellas [15]. Ademas de la alta
similitud de secuencia, las proteinas pocket comparten una estructura de dominios que consiste en un
dominio N-terminal (RBN), un dominio central pocket cuya estructura se encuentra conservada en las
tres proteinas y le da el nombre a la familia (Figura 1.4B) y un dominio C-terminal (RBC) con

multiples sitios blancos de modificacion post-traduccional (Figura 1.4A) [15].

El dominio pocket esta formado por dos subdominios A y B, unidos por un loop AB flexible.

La interfaz entre los subdominios, denominada hendidura AB esta altamente conservada. En la
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hendidura AB se une el SLiM E2F (Figura 1.4 C, izquierda en azul) presente en los factores de
transcripcion E2F [15]. El subdominio B presenta un bolsillo que interactuia con proteinas que
contienen el SLiM LxCxE, como la histona deacetilasa 1 (HDAC1) y 2 (HDAC?2), demetilasa 5-A
lisina-especifica (KDMS5A) (Figura 1.4 C, derecha en rojo) [15]. El grado de conservacion del
dominio pocket y de los bolsillos de union de los SLiMs E2F y LxCxE entre las tres proteinas
paralogas y entre especies sugiere que sus interacciones juegan un rol crucial en la regulaciéon

del ciclo celular [15].

1.4.1. Funciones de las proteinas pocket

Las tres proteinas pocket comparten la funcion de regular el ciclo celular al inhibir la
proliferacion [15,21]. Esta actividad se logra en gran parte mediante su asociacion con los factores de
transcripcion de la familia E2F, que controlan la expresion de genes implicados en la progresion del
ciclo celular. En los tres casos, estas proteinas son inactivadas a través de la fosforilacion mediada por

quinasas dependientes de ciclinas (CDKs) [15,21].

La proteina Rb es la tnica proteina de la familia con actividad supresora de tumores e
interactiia especificamente con miembros activadores de la familia E2F: E2F1, E2F2 y E2F3, y con
los complejos de ciclinas D/CDK4 y D/CDK6 [21]. Las CDKs modulan la actividad de Rb por
fosforilacion a lo largo del ciclo celular, alterando su estructura, lo que provoca que Rb se disocie de
los factores de transcripcion E2F (Figura 1.5) [15]. Cuando Rb se encuentra hiperfosforilada, libera a
E2F desencadenando la transcripcion de genes dependientes de E2F, promoviendo la transicion del
ciclo celular de la fase G1 a la fase S [25]. Las proteinas p107 y p130, a diferencia de Rb, se asocian
exclusivamente a los factores de transcripcion E2F4 y E2F5 y a los complejos de ciclinas A/CDK2 y
E/CDK2 [25,26]. Sus funciones se asocian principalmente a la diferenciacion celular y la regulacion

del ciclo al interactuar, por ejemplo, con el complejo DREAM Yy las proteinas MuvB [22].

Fase G1 Fase S

Rb Acti i Rb | ti
ctiva ‘m - nactiva
L i d

VAW D VL)

Arresto del Progresion del
ciclo celular ciclo celular

Figura 1.5. Regulaciéon del ciclo celular por interaccién de Rb con factores de transcripcion E2F. En la fase G1 del
ciclo celular Rb se encuentra en estado activo, unida a los factores de transcripcion E2F a través de la hendidura AB y a
HDAC a través del bolsillo de union al SLiM LxCxE, provocando el arresto del ciclo celular. El avance del ciclo hacia la
fase S provoca la fosforilacion de Rb por parte de las CDKs 2 y 4 y su inactivacion, liberando a E2F y HDAC se sus sitios de
union y promoviendo la activacion de genes necesarios para la replicacion celular. La desregulacion de este mecanismo de
accion provoca la proliferacion de células tumorales. Figura adaptada de Dick and Rubin 2013 [15].
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El rol mas estudiado de Rb esta relacionado con la regulacion del ciclo celular de la fase G1 a
S, sin embargo estudios recientes muestran que la inactivacion de Rb produce fallas en la segregacion
cromosdmica y la consecuente transformacion maligna de células tumorales sugiriendo que Rb
cumple roles no candnicos durante la mitosis [25,27]. Sin embargo, los mecanismos subyacentes son
atn poco comprendidos. Otros estudios muestran que los niveles de pl07 durante la fase S son
criticos, sugiriendo que pl07 también podria cumplir roles regulatorios cuyos mecanismos

moleculares son desconocidos [28].

Estas funciones no canonicas de las proteinas pocket sugieren que aun hay numerosos

interactores por identificar que explicarian los mecanismos moleculares de estas funciones.

1.4.2. Los SLiMs de union a las proteinas pocket

Como se describio anteriormente, las tres proteinas pocket comparten un dominio central que

media interacciones con los SLiMs LxCxE y E2F (Figura 1.6, A), presentes en los interactores.

Representacion de los SLiMs: A nivel bioinformatico, las caracteristicas de secuencia de los SLiMs
pueden representarse de diferentes maneras como por ejemplo, las expresiones regulares o los logos
de secuencia. Las expresiones regulares pueden utilizarse para identificar SLiMs en archivos de
secuencia rapidamente, mientras que los logos de secuencia permiten una visualizacion rapida de la
variabilidad presente en un conjunto de secuencias que contienen un SLiM y permiten puntuar
secuencias segun su similitud al logo. Como ejemplo, presentaremos los SLiM de unién a las

proteinas pocket.

Expresiones Regulares: Una expresion regular (o regex, por la contraccion de las palabras en inglés
regular expression) es un patron de caracteres que representa una secuencia que puede ser
identificada en una cadena de texto. Las regex fueron inicialmente incorporadas en el campo de la
informatica en los anos ‘60 para la busqueda de patrones en un editor de texto [29]. Desde entonces
son ampliamente utilizadas en un gran numero de aplicaciones informadticas y existen diversas
sintaxis, aun cuando en 1992 fueron incorporadas a la familia de estandares POSIX (siglas que
provienen de su nombre en inglés, Portable Operating System Interface for UniX) definidos por la
Sociedad Computacional IEEE para el mantenimiento de la compatibilidad entre diferentes sistemas
operativos [30].

Las expresiones regulares de los SLiMs se construyen a partir de un alineamiento multiple de
secuencias (MSA) de instancias de un SLiM que fueron caracterizadas experimentalmente mediante
andlisis estructural (Figura 1.6, A), y mapeo por mutagénesis que permite determinar la region que

comprende al SLiM y la influencia de diferentes residuos en la union.

Como se explico anteriormente, las posiciones fijas son determinantes para la union y siguen

un patron definido de secuencia. En una expresion regular las posiciones fijas (en rojo en Figura 1.6,
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B) se indican con el codigo de una letra del aminoacido permitido en esa posicion o si se admite mas
de un aminoacido, se utilizan las letras correspondientes encerradas entre corchetes (Figura 1.6C)
[31]. Las posiciones variables (en azul en Figura 1.6B) admiten mayor variabilidad y en la expresion

regular estan indicadas por un ‘.” (Figura 1.6C) [31].

Los alineamientos de secuencia evidencian el grado de conservacion de las regiones

flanqueantes al SLiM, hacia los extremos N y C-terminal del core.

Logos de Secuencia: Otra forma de representar los SLiMs es mediante logos de secuencia (Figura
1.6D) los cuales se construyen a partir de un alineamiento de secuencias conteniendo el SLiM en
estudio. En un logo de secuencia, el eje y representa el contenido de informacion de una posicion (en
bits), mientras que el eje x muestra la posicion del alineamiento de secuencia. La altura de cada letra
esta relacionada directamente con la frecuencia relativa de ese residuo en esa posicion y la altura total

de cada posicion esta relacionada con el grado de conservacion de los residuos en esa posicion [32].
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Figura 1.6. Representacion de los SLiMs E2F y LxCxE. A: SLiM LxCxE de la proteina E7 de HPV16 (PDB: 1GUX [5])
(izquierda) y SLiM de la proteina E1A de Adenovirus (PDB: 2R7G [33]) (derecha), ambos unidos al dominio pocket de Rb
representado como superficie gris. Se sefialan en verde y azul las posiciones fijas. En amarillo, se muestran las posiciones
variables y la segunda posicion fija en el caso del SLiM E2F. Figura adaptada de Palopoli 2018 [34]. B: Ejemplo de
proteinas humanas y virales que poseen el SLiM LxCxE (izquierda) y E2F (derecha). En las secuencias se indican las
posiciones fijas (rojo) y variables (azul) que definen la expresion regular. C: Representacion esquematica de las expresiones
regulares de los SLiMs LxCxE (izquierda) y E2F (derecha) donde se sefiala la region flanqueante al SLiM LxCxE que
modula la interaccion. Figura adaptada de Palopoli et al. 2018 [34]. D: Logos de secuencia de los SLiMs LxCxE (izquierda)
y E2F (derecha). Figura adaptada de Glavina et al. 2018 [35].

El SLiM LxCxE

El SLiM LxCxE esta presente en algunos interactores conocidos de las proteinas pocket como
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las proteinas humanas histona desacetilasas (HDAC-1), ciclinas (ciclinas D1 y D2) y proteinas virales

E7 de papilomavirus y E1A de adenovirus (Figura 1.6A, izquierda).

Los SLiMs de proteinas eucariotas se encuentran anotados y validados experimentalmente en
la base de datos de Motivos Lineales Eucariotas (ELM, por sus siglas en inglés Eukaryotic Linear
Motif) [36], que retine la coleccion mas grande de SLiMs, que actualmente alcanza las 4272 instancias
clasificadas por tipo de SLiM, funcion y clases ELM, que se describen a través de expresiones

regulares. La expresion regular del SLiM LxCxE est4 definida en ELM [36] como:
[DEST].{0,4}[LI].C.E.{1,4} [FLMIVAWPHY]. {0, 8} [DEST]

El centro o core de la expresion regular (en rojo) se encuentra definida por tres posiciones
fijas y dos posiciones variables (simbolizadas por un punto). Las posiciones fijas del core admiten
[IL], C y E son los determinantes de la union (en rojo, Figura 1.6B, izquierda), dado que se entierran
en el bolsillo de union LxCxE, mediando la interaccion entre la proteina que tiene el SLiM y el
dominio pocket [37]. Las posiciones variables no entran en contacto con la superficie, siendo de
preferencia en este SLiM los residuos aromaticos [FWY] por formar estructuras apiladas que se
orientan hacia afuera del complejo y estabilizan la interaccion (en azul, Figura 1.6, B izquierda).
Existen variantes del SLiM LxCxE, por ejemplo, la proteina LIN52 que posee un SLiM LxSxE donde

la cisteina central estd reemplazada por una serina (S) [22].

Por fuera del core del SLiM se identifican posiciones flanqueantes que modulan la afinidad
de la interaccion con el dominio pocket. En el extremo N-terminal, se admiten residuos acidos y
polares que se orientan hacia afuera de la estructura, mientras que en el extremo C-terminal se
admiten residuos hidrofobicos que se entierran en el dominio pocket [37] (Figura 1.6, C izquierda).
Estas posiciones pueden presentar conservacion de residuos que se visualizan en los logos de

secuencia (Figura 1.6, D izquierda).

El SLiM E2F

El SLiM E2F se encuentra presente en el dominio de transactivacion de la familia de factores
de transcripcion E2F y en la proteina viral E1A de adenovirus (Figura 1.6, A derecha).

La expresion regular definida en ELM [36] para este SLiM es:

.. [LIMVA] . [DE] [LMF] [FYM] [IL] {0,1} ([DE] | (S)) .

Donde el core del SLiM esta representado por cinco residuos (en rojo). La primera posicion fija
admite residuos hidrofobicos. La segunda posicion es variable (en azul, Figura 1.6, B derecha) y le
siguen tres posiciones fijas que admiten un residuo 4cido y dos residuos hidrofébicos alifaticos o
aromaticos (en rojo, Figura 1.6, B,C derecha). El SLiM E2F forma una hélice anfipatica pequeiia en la

que la primera, tercera y cuarta posiciones fijas quedan en una misma cara y se entierran en el bolsillo

E2F del dominio pocket, mientras que la posicion variable y la segunda posicion fija se orientan en
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otra cara de la hélice, quedando expuestos al solvente (Figura 1.6, A derecha) [34,38].

Otras regiones flanqueantes al core del SLiM (Figura 1.6, D derecha) probablemente
modulen la afinidad de interaccion con el dominio pocket, aunque a diferencia del SLiM LxCxE, los

datos experimentales para el SLiM E2F son escasos hasta la fecha [34].

1.4.3. Limitaciones en la identificacion de nuevas interacciones mediadas

por SLiMs

Identificacion mediante métodos bioinforméaticos. Los SLiMs cumplen una amplia variedad de
funciones moleculares y se estima que son muy abundantes, por ejemplo estimaciones actuales
sugieren que existen mas de 100.000 SLiMs funcionales en el proteoma humano de los cuales solo el
5% es conocido [39]. Dado que los SLiMs median interacciones a través de un numero limitado de
residuos, computacionalmente es posible encontrar el mismo patron de secuencia utilizando una
expresion regular de dos o tres posiciones sin que ésto garantice que el SLiM es funcional. Es por esto
que es necesario definir herramientas adicionales de filtrado tales como la localizacion celular o la
exposicion del SLiM candidato para interactuar con un dominio, para disminuir la aparicion de falsos
positivos y mejorar las chances de identificar SLiMs funcionales. La mejora de los métodos
computacionales esta limitada por la baja disponibilidad de datos experimentales sobre SLiMs que

permitan el entrenamiento y desarrollo de mejores algoritmos bioinformaticos para detectarlos.

Identificacion mediante métodos experimentales. Identificar SLiMs mediante técnicas
experimentales convencionales, como el pull down o la protedmica presenta grandes limitaciones
debido a que estos modulos pequetios suelen establecer interacciones débiles o transitorias que pueden
perderse durante las técnicas de preparacion de muestra. Ademas, las interacciones proteina-proteina
mediadas por SLiMs usualmente requieren la presencia de otros moédulos de interaccion en las

proteinas involucradas lo cual dificulta su identificacion experimental [40,41].

Por lo tanto, podemos concluir que actualmente existen importantes limitaciones para

descubrir nuevos SLiMs utilizando las herramientas computacionales y experimentales existentes.

1.5. Interactores de proteinas pocket y antecedentes del grupo de

trabajo

Actualmente, se identificaron mas de cien proteinas humanas capaces de interactuar con las
proteinas pocket en la base de datos IntAct [42]. El gran nimero de blancos proteicos de las proteinas
pocket y el hecho de que existen pocos mecanismos conocidos de interaccion con esta familia de

proteinas, sugiere que los SLiMs E2F y LxCxE estan presentes en proteinas ain no identificadas, que
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a su vez podrian explicar los roles no candnicos de Rb y p107. Muchas de las interacciones mediadas
por SLiMs, depositadas en la base de datos de motivos lineales ELM [36], fueron identificadas
experimentalmente mediante técnicas de pequeiia escala (low-throughput), ya que la baja afinidad de
las interacciones mediadas por SLiMs, dificultan la deteccion de estas interacciones en estudios de

gran escala [40].

Con el fin de identificar nuevos interactores de las proteinas pocket, el grupo de trabajo

realizo el ensayo de ProP-PD cuyos resultados se analizan en este trabajo.

1.5.1. El ensayo ProP-PD para identificar SLiMs a escala proteomica

La técnica de gran escala (high throughput) ProP-PD (Proteomic Peptide Phage Display) es
un ensayo de phage display modificado que permite identificar SLiMs de manera no sesgada y a
escala protedmica utilizando la fusion de péptidos de 16 residuos procedentes del proteoma humano a
proteinas de capside de fago, utilizando tamafio de biblioteca de ~ 1.10° secuencias [43,44]. Este
ensayo es una variante de la técnica de Phage Display, cuya modificacion principal estd en la
construccion de la biblioteca de fagos (Figura 1.7). A diferencia del phage display clésico, la
biblioteca no es aleatoria sino que incluye péptidos de 16 residuos que pertenecen a regiones
desordenadas del proteoma humano (ver detalles en Seccion 7.1). Los fagos que interactian con los
dominios pocket son seleccionados y secuenciados por la técnica de NGS para identificar los péptidos
hits, para los cuales también se obtiene un niimero de cuentas. Los péptidos se encuentran disefiados
mediante “tiling” o escalonado, de modo de superponerse entre si, dando lugar a la ocurrencia de
“overlaps” o regiones identificadas en mas de un péptido. La técnica de ProP-PD es un método de
punta que ha sido recientemente aplicado con éxito para descubrir nuevos SLiMs e interactores para
Calcineurina [45], dominios PDZ [43,46], dominios globulares de SARS-CoV2 [47] y otros 30

dominios globulares mas [40].
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Figura 1.7. Esquema de la técnica de ProP-PD. Biblioteca de fagos de regiones desordenadas del proteoma humano
expresados como péptidos de 16 aminoacidos, de los cuales 12 residuos se encuentran solapados con péptidos de una region
contigua, logrando asi cubrir con méas de una copia los segmentos desordenados a analizar. Los péptidos se
retro-transcribieron y afiadieron adaptadores para construir una biblioteca de oligonucledtidos de fagos. La biblioteca de
fagos fue sometida a un proceso de seleccion iterativo (rondas de seleccion), donde se la incubd con los dominios pocket de
Rb, p107 y pl130. Los péptidos enriquecidos durante la seleccion fueron secuenciados y analizados por NGS. Paneles
adaptados de Benz et al. 2022 [40].

Con el fin de identificar nuevos interactores de las proteinas pocket, el laboratorio aplicod la
técnica de ProP-PD en colaboracion con los laboratorios del Dr. Norman Davey y la Dra. Ylva
Ivarsson, desarrolladores de la misma (Figura 1.7). ProP-PD es una herramienta experimental
poderosa para el descubrimiento de SLiMs candidatos [40]. En primer lugar, no estd sesgada por
sobreexpresion de proteinas, tipo o estadio celular y, en segundo lugar, permite la exposicion de un

dominio globular a la gran mayoria de las regiones desordenadas del proteoma humano.

En este ensayo, se expusieron los dominios pocket de Rb, pl07 y p130 a una biblioteca de
péptidos representando regiones desordenadas del proteoma humano que podrian contener un gran
numero de SLiMs por descubrir, incluyendo SLiMs candidatos de interaccion con el dominio pocket
[40]. Para el dominio pocket de Rb se obtuvieron un total de 308 péptidos de interaccion o péptidos
hit, para el de la proteina p107 un total de 103 péptidos y para p130 se obtuvieron 642 hits, sumando
un total de 1053 Aits para los dominios de la familia pocket.

Dado que ProP-PD es un ensayo in vitro entre un péptido fusionado a céapside de fago y un
dominio globular, requiere experimentos adicionales para validar la interaccion en el contexto de las
proteinas enteras e in vivo. Sin embargo, el numero de péptidos interactores es alto y es necesario

realizar una priorizacion para su validacion experimental, lo cual es el enfoque de este trabajo.
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1.6. Hipaotesis principal del trabajo

La familia de proteinas pocket esta involucrada en procesos de regulacion del ciclo celular,
actuando como un punto de control en la progresion del cancer a través de su interaccion con
proteinas que contienen SLiMs. Sin embargo, no existe un gran nimero de interactores reportados
conteniendo SLiMs y se cree que ain quedan muchos por identificar [39]. El alto numero de hits
obtenidos en el ensayo ProP-PD sugiere la presencia de numerosos interactores con SLiMs
funcionales aun no identificados, pero los métodos experimentales no permiten caracterizarlos a
todos. De aqui se deriva la hipotesis principal del presente trabajo: es posible identificar SLiMs
funcionales capaces de interaccionar con las proteinas pocket Rb, p107 y p130 utilizando un
ensayo de Proteomic Peptide Phage Display (ProP-PD) y priorizar los hits de este ensayo para su
posterior validacion experimental utilizando herramientas bioinformaticas. Como resultado del
analisis, podremos validar la calidad del ensayo ProP-PD y obtener una lista priorizada de SLiMs
candidatos que interaccionan con las proteinas pocket que seran de utilidad para guiar las validaciones
experimentales. En un futuro, estos analisis permitiran ampliar conocimientos acerca de la red de

sefalizacion de las proteinas pocket.

1.7. Objetivos

Objetivo general

El presente trabajo tiene como objetivo general la identificacion y priorizacion de SLiMs E2F y
LxCxE novedosos en el proteoma humano. Para alcanzar este objetivo se utilizaran métodos

bioinformaticos existentes y de elaboracion propia.

Objetivos especificos

OEL. Verificar la calidad del ensayo de ProP-PD aplicado a las pocket proteins.

OE2. Analizar la presencia de expresiones regulares definidas para los SLiMs E2F y LxCxE presentes

en la lista de péptidos kit en el ensayo ProP-PD.

OES3. Evaluar caracteristicas estructurales de las regiones donde se encontraron los Zits que permitan

disefiar una estrategia de filtrado.
OEA4. Evaluar la estabilidad energética de péptidos #it utilizando matrices FoldX.

OES. Definir un criterio de priorizacion de péptidos que fueron hit en el ensayo de ProP-PD
utilizando las herramientas presentadas en los OE2, OE3 y OE4 con el fin de identificar a los mejores

candidatos que seran ensayados experimentalmente en el laboratorio de trabajo.
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Capitulo 2: Evaluacion de la calidad del ensayo

ProP-PD con pocket proteins

Como primer objetivo, se realizé una evaluacion de la calidad del cribado realizado con la
técnica ProP-PD, utilizando como carnada los dominios pocket de las proteinas Rb, p107 y p130. Una
de las métricas de calidad establecidas en el ensayo ProP-PD es el niimero de cuentas obtenidos por
NGS (Vext Generation Sequencing) para cada péptido, siendo de alta calidad los ensayos donde una
gran proporcion de hits tienen altas cuentas. Sin embargo, las cuentas de NGS no guardan relacion
directa con la afinidad de interaccion [40] y algunos SLiMs validados, es decir, verdaderos positivos
(TP, True Positive) a veces dan bajas cuentas. En nuestro sistema, teniendo en cuenta el TP Ait del
ensayo con menor numero de cuentas que es la instancia TP E2F3 con 6 cuentas registradas del
analisis NGS, se calcul6 el porcentaje de péptidos con diez o mas cuentas como criterio de corte. El
50% de los péptidos Ait de Rb tienen diez o mas cuentas. En el caso de p107, esto ocurre en el 62% de
los péptidos mientras que en el de p130, so6lo el 22% de sus Aits cumple el criterio. Esto sugiere que el

ensayo utilizado para p130 no es de alta calidad.

Para determinar la recuperacion o recall de interactores conocidos se utilizaron tres
estrategias: 1) se evalu6 el recall de instancias conocidas de los SLiMs LxCxE y E2F reportados en la
base de datos de referencia de SLiMs ELM [36,42]; 2) se evalu¢ el recall de interactores (proteinas
enteras) reportados en la base de datos IntAct [36,42]; 3) se identifico cuantos de los interactores
reportados en ensayos de gran escala (protedmica) realizados con la proteina Rb y no anotados en
IntAct se encontraban representados entre los Aits del ensayo [48]. En todos los casos, para calcular el
recall, se tomo en cuenta el nimero de instancias de los interactores presentes en la biblioteca HD2 a

partir de la cual se realiz6 el ensayo de Phage Display (ver Seccion 7.1).

Brevemente, la biblioteca HD2 (siglas del inglés Human Desorderome 2) consiste en una
biblioteca de péptidos de 16 residuos representando todas las regiones desordenadas (IDR) del
proteoma humano. Para asegurar la cobertura y representacion de todas las IDRs, los péptidos fueron
disefiados con 12 residuos de solapamiento entre si. Estos son expresados en la superficie de fagos
que son incubados con los dominios pocket (ver Seccion 7.1). Un procedimiento comun en la
construccion de bibliotecas de phage display es realizar la mutacion de cisteinas por alaninas (C—A),
evitando asi la formacion de puentes disulfuro en la superficie de los fagos. Dado que este trabajo se
enfoca en la busqueda de posibles interactores biologicos de las proteinas pocket, algunos de los
cuales presentan en su secuencia al residuo C en lugar de A (variante de mayor afinidad), en este
capitulo y en los siguientes los analisis se utilizaran las secuencias wild-type de los péptidos (variante

conteniendo Cys).
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2.1. Evaluacion del recall de SLiMs conocidos (ELM)

Como resultado del ensayo de ProP-PD se obtuvieron 308 hits para la proteina Rb, 103 hits
para pl07 y 642 para p130. Estos resultados fueron analizados para evaluar la calidad y confianza del
ensayo. Una forma de evaluar la calidad de ensayo consiste en analizar el nimero de SLiMs
conocidos que se recuperan en el mismo. Con este objetivo, se realizd una busqueda de SLiMs
conocidos en la base de datos ELM, de donde se obtuvieron quince instancias conteniendo trece
SLiMs LxCxE y dos SLiMs E2F de interaccion con las proteinas pocket [36] (noviembre 2021). Estos
datos se complementaron con tres instancias del SLiM E2F y una instancia del SLiM LxSxE
recolectadas de literatura, alcanzando un total de 14 instancias del SLiM LxCxE y cinco instancias del
SLiM E2F [34] (Tabla S1, Anexo). Si bien los datos se recolectaron en 2021, el nimero de SLiMs no

ha cambiado hasta el presente y estas instancias se encuentran actualmente incorporadas a ELM [49].

Recall global de SLiMs para Rb y p107. Se desarrolld un programa para identificar cudles de las
instancias de los SLiMs LxCxE y E2F se encontraban presentes en la biblioteca HD2 y cuantas de
estas instancias fueron recuperadas en el ensayo ProP-PD. De las 19 instancias, 17 se encuentran
presentes en la biblioteca HD2 (Tabla S1, Anexo) y seis fueron recuperadas luego del ensayo (Tabla
2.1). Por lo tanto, se obtuvo un recall global del 35% (6/17) teniendo en cuenta el total de las

instancias recuperadas utilizando los dominios pocket de Rb y p107 como carnada.
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Tabla 2.1. Instancias recolectadas de EL.M y literatura recuperadas en el ensayo ProP-PD.

Proteina Secuencia® SLiM* HD2** Hits™
Rb | p107

ARI4A_HUMAN ETLVCHEVDLDDL LxCxE
CCND1_HUMAN MEHQLLCCEVETI LXCXE
CCND3_HUMAN MELLCCEGTRHAP LxCxE

EID1_HUMAN TEELGCDEI I DRE LxCxE
HDAC1_HUMAN SDKRIACEEEFSD LxCxE
HDAC2_HUMAN SDKRIACDEEFSD LxCxE
KDM5A_HUMAN EPNLFCDEEIPIK LxCxE |1 [
PPR26_HUMAN SAELMCAEATLDI LxCxE
PRDM2_HUMAN EIRCDEKPEDLLE LxCxE
SMCA2_HUMAN VERLTCEEEEEK I LxCxE
SMCA4_HUMAN VERLTCEEFEEEKM LxCxE

E2F1_HUMAN EGEGIRDLEDCDF E2F

E2F2 HUMAN AGEGISDLFDSYD E2F

E2F3_HUMAN EEEGISDLFDAYD E2F

E2F4_HUMAN ESEGVCDLEDVPV E2F

E2F5_HUMAN DNEGVCDLEDVQT E2F

LIN52_HUMAN LEASLLSFEKLDR LxSxE
CCND2_HUMAN MELLCHEVDPVRR LxCxE
NDC80_HUMAN YTIKCYESFMSGA LxCxE

# Se subraya la secuencia que corresponde al SLiM.

* SLiM funcional reportado en ELM o en literatura [34].

** Una celda coloreada indica que la instancia esta incluida en la biblioteca HD2 (N2 17)

*** Una celda coloreada indica que el péptido fue Ait de Rb o p107. En la celda se indica el nimero de
péptidos solapados identificados como #hits en el ensayo. Cada uno de estos hits se contd 1 sola vez
independiente del nimero de péptidos recuperados.

Recall para cada proteina. Para Rb, no existe evidencia de interaccion con la proteina Lin52 que
contiene la variante LxSxE del SLiM LxCxE, por lo que no se considera en el total de instancias
presentes en la biblioteca HD2 a la hora de realizar el calculo de recall. Por lo tanto, se obtuvo un
recall de 31% (5/16) para Rb (Figura 2.1A), de 24% (4/17) para pl107 (Figura 2.1B)y de 6% (1/17)
para p130 (no mostrado).
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Figura 2.1. Interactores conocidos recuperados en el ensayo ProP-PD. Cantidad de péptidos recuperados utilizando Rb
(A, en azul) y p107 (B, en rosa) como carnada conteniendo al SLiM LxCxE, E2F o LxSxE como caso exclusivo de p107.
Las barras en gris indican la cantidad de péptidos reportados en bases de datos de interactores de las proteinas pocket que
fueron incluidos en la biblioteca HD2.
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Para Rb y p107 los valores de recall obtenidos en este trabajo, son mas altos a los reportados
en un benchmarking de la técnica ProP-PD, donde el recall promedio obtenido para mas de 30
dominios proteicos es de 19,3% [43]. Este resultado indica que el cribado realizado para Rb y p107 es
de muy buena calidad y que hay una alta probabilidad de identificar nuevos interactores dentro de los
péptidos Aits. Sin embargo, el bajo recall obtenido para p130 y el bajo nimero de cuentas que tienen
la mayoria de los péptidos hits indica que el cribado usando p130 como carnada fue de mala calidad,

por lo que no se continud con el analisis de esta proteina.

Es importante resaltar que al contar ambas proteinas pocket para el SLiM LxCxE se recupero
el 17% (2/12) de instancias, mientras que para el SLiM E2F se recuper6 el 100% (5/5) de las
instancias. Este bajo recall para el SLiM LxCXE se debe a la mutacion de cisteinas por alaninas
(C—A) realizada durante la construccion de la biblioteca HD2. La mutacion C—A en la segunda
posicion fija del SLiM LxCxE da como resultado un SLiM LxAXE y disminuye 60 veces la afinidad
de union al dominio pocket (Tabla S2, Anexo). La mayoria de los SLiM LxCxE del dataset de
benchmarking tienen afinidades en el 6rden 10-50 pM [50] por lo que la mutacion C—A bajaria la
afinidad en casi dos 6rdenes de magnitud impidiendo su deteccion (Tabla S2, Anexo). Es por esto que
la Unica instancia recuperada del SLiM LxCxE, es la proteina KDM5A que tiene afinidad nanomolar
de union a Rb y p107 [50]. Por lo tanto, concluimos que la mutacion C—A realizada en HD2 genera

un importante impedimento para el descubrimiento de SLiMs LxCxE.

2.2. Evaluacion del recall de interactores conocidos (IntAct)

Como segunda forma de evaluar la calidad del ensayo, se realizé una btisqueda de interactores
conocidos reportados en la base de datos IntAct, para los cuales se desconoce si poseen un SLiM

LxCxE, un SLiM E2F o ningin SLiM conocido [42].

Para Rb se recolectaron 89 proteinas humanas (Tabla S3, Anexo) y para p107 se recolectaron
37 proteinas humanas (Tabla S4, Anexo) con al menos una interaccion, directa o indirecta, reportada

en IntAct [42] (Figura 2.2).
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Interactores de Rb Interactores de p107

Figura 2.2. Red de interactores de las proteinas pocket en base de datos IntAct. Esquema de la red de interactores de las
proteinas pocket reportados por la base de datos IntAct (noviembre 2021). A: Red de 89 interactores reportados para la
proteina Rb. B: Red de 37 interactores reportados para la proteina p107.

Con el fin de identificar cuantos de estos interactores se encuentran presentes en la biblioteca
HD2 y entre los péptidos it de las proteinas pocket, se desarrolld un programa para detectar y anotar
aquellos interactores con el mismo numero de acceso. Dado que Rb es la proteina pocket mas
estudiada, existe un mayor nimero de interactores reportados que para p107. En base a esto y a que
hay una alta conservacion del dominio pocket entre las proteinas se tomaron las instancias E2F2,
E2F4 y KDMS5A reportadas para Rb como validas para p107 también ya que son TP de p107. Para
Rb, 87 de los 89 interactores se encuentran presentes en la biblioteca HD2 y ocho fueron recuperados
luego del ensayo ProP-PD (Tabla 2.2). Para p107, 33 de los 37 interactores se encuentran presentes en

la biblioteca HD2 y cinco fueron recuperados luego del ensayo ProP-PD (Tabla 2.2).

Si bien se conoce que la proteina LIN52 (LIN52 HUMAN) interacciona con pl07 a través
del SLiM LxSxE [22], hasta la fecha no se encuentra reportada en IntAct para esta proteina pocket,
aunque si lo esta para p130. Por este motivo, sera considerada como un interactor validado de p107 y

se utilizara en el calculo de recall para esta proteina pocket.
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Tabla 2.2. Instancias reportadas en IntAct recuperadas en el ensayo ProP-PD.

Interactores reportados
Proteina Secuencia® SLiM* en IntAct**
ECD_HUMAN SVMAPVDVDLNLVSNI -
TAF1_HUMAN SLITELTANEELTGTD No reportado
XPA_HUMAN LEVWGSQEALEEAKEV -
KDM5A_HUMAN EPNLFCDEEIPIKSEE LxCxE
. E2F1_HUMAN DYHFGLEEGEGIRDLFE E2F
Hits de Rb como -
carnada DYLWGLEAGEGISDLF E2F
E2F2_HUMAN GLEAGEGISDLEDSYD E2F
GEGISDLEDSYDLGDL E2F
E2F3_HUMAN DYLLSLGEEEGISDLFE E2F
E2F5_HUMAN YNFNLDDNEGVCDLFED E2F
LIN52_HUMAN TDLEASLLSFEKLDRA LxSxE
E2F2_HUMAN DYLWGLEAGEGISDLE E2F
Hits de p107 SDLEDAYDLEKLPLVE E2F
como carnada E2F3 HUMAN
SELLEELMSSEVFAPL No reportado
E2F4 _HUMAN
- EELMSSEVFAPLLRLS No reportado
KDM5A_HUMAN EPNLEFCDEEIPIKSEE LxCxE

#Se destaca la secuencia del SLiM si estd reportado en la base de datos ELM (negro) o bien donde se detecta la expresion
regular (rojo).

* Clasificacion del SLiM segun ELM [36].

** La celda coloreada indica si la proteina es interactor de la proteina Rb (azul) o p107 (rosa). Se indica si es verdadero
positivo (TP) y el tipo de evidencia reportada: I:Indirecta, D:Directa, NR:No reportado.

En base a estos resultados, concluimos que el recall de interactores para Rb es del 9 % (8/87
presentes en HD2) y para p107 es del 15 % (5/33). Estos valores son similares (Rb) o mayores (p107)
al valor de 8,6 % obtenido en el benchmarking de ProP-PD usando IntAct como base de datos de
referencia [43]. Este analisis provee de un mapeo candidato de la region de interaccion para tres
interactores de Rb reportados en IntAct (ECD, TAF1, XPA) e identifica un SLiM LxSxE novedoso en
E2F4.

2.3. Evaluacion del recall en ensayos de Proteomica

El grupo Sanidas et al. [48] realizé un ensayo de gran escala protedmico obteniendo un total
de 432 interactores candidatos para Rb. EI 88% (378/432) de estos candidatos se encuentran presentes
en la biblioteca HD2 [48]. En el ensayo ProP-PD, se identificaron para Rb 14 péptidos hits que
corresponden a un total de nueve proteinas reportadas en el ensayo de protedmica. De los 14 péptidos,
tres son SLiMs de E2Fs ya reportados en la base de datos IntAct [42] y un total de 6 péptidos son
SLiMs ya conocidos (Tabla 2.3).

30



Tabla 2.3. Interactores reportados en ensayos de protedmica.

ID Uniprot Secuencia® SLiM* EEI\PII - Eﬁ"l’:t’;z‘t’*‘:
E2F1_HUMAN DYHFGLEEGEGIRDLFE E2F
E2F3 HUMAN DYLLSLGEEEGISDLF E2F
E2F5 HUMAN YNFNLDDNEGVCDLED E2F
E2F4 HUMAN EEEGISDLEDAYD E2F

HDAC1_HUMAN SDKRIACEEEFSD LxCxE
HDAC2_HUMAN SDKRIACDEEFSD LxCxE
TPM3 HUMAN MMEATKKKMQOMLKLDK E2F
DREB_HUMAN SLIDLWPGNGEGASTL E2F
SCMC1_HUMAN ELLKSYWLDNFAKDSV E2F
SGIMELYGSDIEPQPS E2F
PRUN2_HUMAN PTELEIWNDSVDGDSF .
DRKTPTFLEIWNDSVD E2F like
PDLI1_HUMAN VTEEGKRHPYKMNLAS -
PLAK2_HUMAN LTVVKDDDHGILDQFS -

#Si esta reportado en la base de datos ELM (negro) o bien donde se detecta la expresion regular o similitud a ella (rojo).

* Tipo de SLiM identificado en la base de datos ELM [36] y si no estan reportados a que SLiM corresponde;

** Una celda coloreada indica que el péptido fue it en ProP-PD, o verdadero positivo reportado en ELM [36] o reportado
en IntAct como interactor de la proteina Rb [42].

Ademas de los seis SLiMs conocidos, los otros ocho péptidos corresponden a seis proteinas
del ensayo de protedomica (Tabla 2.3). Dos péptidos hits no poseen un SLiM conocido (proteinas
PDLI1, PLAK?2) y cinco poseen un SLiM E2F o similar al SLiM E2F (E2F-/ike) (proteinas TPM3,
DREB, SCMC1, PRUN2) siendo SLiMs candidatos que ain no fueron validados. Los E2F-like no
cumplen con la expresion regular de ELM, pero los aminodcidos comparten caracteristicas

fisicoquimicas similares a los del centro del SLiM.

2.4. Comparacion de las técnicas analizadas

Cuando comparamos los resultados de todas las técnicas de gran escala en conjunto podemos
analizar su grado de superposicion. El nimero en comun de interactores reportados para Rb en IntAct
[42], ensayos de protedmica [48] y los obtenidos en el ensayo de ProP-PD (este trabajo) es bajo
(Figura 2.3). Esta baja superposicion pareceria ser sorprendente, pero es comun y ya fue descrita para
otros sistemas estudiados por mas de una técnica de gran escala [51]. Esta observacion resalta las
diferencias entre los ensayos e indica que ProP-PD es un ensayo complementario a los ensayos de
protedmica y otras técnicas experimentales comunmente utilizadas y que ProP-PD tiene el potencial

de identificar nuevas interacciones mediadas por SLiMs no detectadas por las otras técnicas.

31



IntAct

N: 89
Protedmica
N: 432
262
ProP-PD
N: 276

Figura 2.3. Comparacion de técnicas de gran escala de interacciones proteina-proteina para la proteina Rb. Los
numeros dentro de los recuadros (Intact, N=89; Proteémica, N = 432 y ProP-PD, N = 276) constituyen la cantidad de
proteinas de los distintos set de datos. Las 262 proteinas que no se encuentran incluidas en otros set de datos y fueron Ait del
cribado, representan posibles interactores nuevos a identificar mediante técnicas experimentales a futuro.

2.5. Conclusiones sobre la calidad el ensayo de Prop-PD

El analisis de calidad realizado con los resultados del ensayo ProP-PD indica que el cribaje
para Rb y p107 es de muy buena calidad, dado que el recall de SLiMs conocidos supera a lo reportado
en el benchmarking de esta técnica, incluso considerando la baja recuperacion de SLiMs LxCxE
debido a la mutacion C—A. Sin embargo, p130 presentd un bajo recall y la mayoria de sus péptidos
presentan un bajo niimero de cuentas. Si bien la baja cantidad de instancias TP reportadas en ELM
[36] para p130 dificulta el calculo del recall, el bajo nimero de cuentas de los Aits puede deberse al
bajo grado de pureza de la muestra de p130 utilizada en el ensayo ProP-PD. Por este motivo, no se

continu6 con el analisis de p130 en las siguientes secciones del trabajo.

Para pl07 y Rb, fue posible recuperar interactores validados en la base de datos IntAct [42] y
encontrar coincidencias de interactores en ensayos de protedmica realizados para Rb [48]. Aunque no
se espera una alta interseccion de resultados entre técnicas de gran escala, este analisis muestra que
fue posible complementarlas mapeando las regiones de union y en algunos casos identificando SLiMs
candidatos en interactores ya conocidos. Estos resultados avalan la alta calidad del ensayo, sugiriendo
que muchos de los #its del ensayo ProP-PD podrian representar SLiMs novedosos presentes en

interactores atin no conocidos de las proteinas pocket.
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Capitulo 3: Deteccion de patrones de secuencia en
péptidos hits

En este capitulo, se presenta un analisis utilizando variantes de los SLiMs LxCxE y E2F para
identificar patrones de secuencia presentes en los péptidos kit de las proteinas Rb y p107. Estos
patrones de secuencia determinan la afinidad de union con los dominios pocket. Por lo tanto, este
analisis nos permitird priorizar péptidos conteniendo patrones mas favorables, para ser testeados

experimentalmente.

3.1. Enriquecimiento de SLiMs en los Péptidos hit utilizando

MEME

Para analizar si existe una sobrerrepresentacion de algin patron de secuencia en los péptidos
hit, se construyeron logos de secuencias con el total de hits para ambas proteinas pocket (Figura 3.1)
utilizando MEME [52]. MEME identifica patrones repetitivos de longitud fija, a partir de un conjunto

de secuencias.

En primer lugar, se analizo el total de los péptidos /its del ensayo de Prop-PD. Para esto, a
partir de un archivo FASTA con las secuencias de los péptidos de 16 residuos se busco en MEME
patrones de 5 residuos de largo minimo y 16 de largo méaximo sin modificar los parametros por

defecto (Figura 3.1).

A Rb B p107
(N=13, N, .= 308) (N=53, N, = 103)
E-valor: 7.3e-12 E-valor: 3.7e-25

§=_E = Ié-

Figura 3.1. Logos de secuencia de péptidos hit de la proteinas pocket. Representacion de residuos por posicion presentes
en secuencias de péptidos que fueron Ait de las proteinas pocket en el ensayo ProP-PD utilizando la herramienta MEME
[52]. El tamano de cada letra representa la frecuencia de aparicion del residuo en la posicion indicada en el eje de abscisas.
Los colores de cada simbolo corresponden al esquema de colores que MEME utiliza de acuerdo a similitudes bioquimicas de
los aminoacidos. A: Logo de secuencias de 13 de 308 péptidos 4it de Rb. B: Logo de secuencias de 53 de 103 péptidos Ait
de p107.

El alineamiento de secuencias que realizO MEME para construir el logo de los 308 péptidos
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que fueron kit de Rb, incluy6 el 4% (13 de 308 péptidos) de las secuencias (Figura 3.1A) mientras que
en el caso de los 103 péptidos kit de pl107, incluyo el 52% (53 péptidos) (Figura 3.1B). En este
trabajo, se considerd 0,005 como maximo valor que puede adoptar el E-valor para que el logo sea
significativo. Para el caso de Rb, se obtuvo un logo de E-valor de 7,3e-12, y para p107 el E-valor fue
de 3,7e-25, y por lo tanto ambos son significativos. El bajo nimero de secuencias alineadas de
péptidos hit de Rb se debe a que las secuencias con el SLiM E2F en el conjunto de datos, son
probablemente mas divergentes. Esto dificulta que MEME las alinee con secuencias altamente

conservadas.

Este ultimo resultado refleja la sobrerrepresentacion del SLiM LxCxE en mas de la mitad de
los péptidos que fueron kit de p107. El patron sobrerrepresentado posee un enriquecimiento de S en la
segunda posicion fija del SLiM LxCxE. También se observa un enriquecimiento en residuos
hidrofobicos en la posicion +2 con respecto al centro del SLiM, que segun los ensayos experimentales
mejora la afinidad de interaccion con el dominio pocket [50,53]. Por el contrario, en el total de
péptidos it de Rb se observa la sobrerrepresentacion del SLiM E2F en las posiciones siete a once del
logo (Figura 3.1A) y no del SLiM LxCxE. La no deteccion del SLiM LxCxE, sugiere que hay un bajo

numero de péptidos con este SLiM.

El andlisis de los péptidos que fueron hit de las proteinas pocket muestran
sobrerrepresentacion de los SLiMs E2F y LxCxE. En particular, se observo que la variante LxSxE se
encuentra enriquecida al utilizar el dominio pocket de p107 como carnada y no el de Rb por ser ésta
una interaccion de menor afinidad (Tabla S2, Anexo). Estos resultados sugieren que los hits de

ProP-PD representan los patrones conocidos de union a proteinas pocket.

3.2 Deteccion de SLiMs mediante expresiones regulares

Para poder priorizar los péptidos kit conteniendo SLiMs conocidos de union a proteinas
pocket se desarrollé un programa de deteccion de expresiones regulares de los SLiMs LxCxE y E2F y
se lo aplicd a los péptidos hits de ProP-PD.

Con el fin de capturar la mayor cantidad de péptidos hits con SLiMs, las expresiones
regulares utilizadas son menos restrictivas que las definidas en la base de datos ELM [36] (ver
Seccion 1.4.2) dado que no incluyen las posiciones flanqueantes al core del SLiM y las posiciones
fijas del core fueron degeneradas, es decir, presentan mayor cantidad de aminoacidos permitidos.

La expresion regular utilizada del SLiM LxCxE fue la siguiente:

[IL]. [CAST].E

Para el SLiM E2F, la expresion regular utilizada fue:

[IVLMA] . [NQDE] [IVLMAFYW] [ IVLMAFYW]
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En un analisis general de los 308 péptidos it utilizando Rb como carnada, se detectaron 135
(44%) con al menos una expresion regular: en el 30% (91 péptidos) se detecto la expresion regular del
SLiM E2F, en el 10% (32 péptidos) variantes del SLiM LxCxE y en el 4% (12 péptidos) ambos
SLiMs. En el 56% (173 péptidos) de los péptidos kit no se detectd ningiin SLiM con alguna de las
expresiones regulares (Tabla 3.1). El bajo porcentaje de péptidos conteniendo variantes de la
expresion LxCxE podria deberse a la mutacion de la C de la segunda posicion fija del SLiM por A
durante la construccion de la biblioteca HD2, que disminuye la afinidad de interaccion (Tabla S2,

Anexo). Este resultado también explica por qué el patron LxCxE no fue hallado por MEME para Rb.

Para pl107, de los 103 péptidos que fueron hit, 63 (61%) cumplen con al menos una de las
expresiones regulares definidas para los SLiMs: en el 8% (ocho péptidos) se detectd al SLiM E2F, un
44% (45 péptidos) presentan variantes del SLiM LxCxE, en el 10% (diez péptidos) se detectan ambos
y un 39% (40 péptidos) no presenta expresiones detectables (Tabla 3.1). Este resultado también
explica por qué el patron E2F no fue hallado por MEME para p107.

Tabla 3.1. Deteccién de expresiones regulares en péptidos hit de las

proteinas pocket.
Rb* (N;=308) | p107* (N;=103)
SLiM N péptidos N péptidos
E2F 91 8
LxCxE 32 45
LxCxE y E2F 12 10
Sin SLiM 173 40

* Numero de péptidos hit que presentan variantes de los SLiMs E2F, LxCxE o
ambos, o sin SLiM detectado para Rb (Nyyq: 308) y p107 (Npoii:103).

Los péptidos en los que se detectaron ambos SLiMs fueron incluidos tanto en el analisis de
LxCxE como en el de E2F, dado que se desconoce cudl de los dos segmentos media la interaccion con
Rb 0 p107 en el ensayo ProP-PD. Por lo tanto, el total de Aits con SLiM LxCxXE detectados para Rb es
de 44 (14%) y para p107 es 55 (53%), mientras que el total de péptidos con SLiM E2F detectado para
Rb es de 103 (33%) y para pl07 es 18 (18%).

La deteccion de SLiMs en los péptidos /it sugiere que la union de muchos #its se encuentra
mediada por SLiMs LxCxE y E2F y que el cribado realizado en el ensayo ProP-PD permite identificar

interactores novedosos, que atin no han sido reportados.

3.2.1. Analisis de la variabilidad de secuencia del SLiM LxCxE presente en
los péptidos hits.

En la seccion anterior se detectd la secuencia del core del SLiM LxCXE en 44 péptidos Aits de
Rb y 55 péptidos hits de p107. A continuacion, se analiza en primer lugar la variabilidad de secuencia

observada en la segunda posicion fija del core del SLiM y en segundo lugar la variabilidad de
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secuencia observada en las posiciones variables y flanqueantes del SLiM LxCxE.

Analisis de variabilidad de secuencia en la segunda posicion fija del core del LxCxE: Las
posiciones fijas del core del SLiM son los puntos de contacto en la interaccion entre el péptido y el

bolsillo de union al SLiM LxCxE del dominio pocket.

La primera ([IL]) y ultima posicion fija (E) incluye residuos observados en proteinas
celulares y virales con un SLiM LxCxE funcional, como por ejemplo, HDAC1 (IxCxE), ARID4A
(LxCxE) y E7 de HPV (LxCxE). Por el contrario, la segunda posicion fija ([CAST]) ademas de
incluir la variante con serina observada en LIN52 (LxSxE), un interactor de p107, se incluyo el
residuo A, ya que mientras C—S disminuye 220 veces la afinidad por Rb, la mutacion C—A la
disminuye 62 veces (Tabla S2, Anexo), indicando que LXAXE podria ser una variante ain no
caracterizada del SLiM. Por ultimo, se incluyé también la T en esta posicion por su similitud
estructural con S aunque aun no se haya reportado evidencia funcional de esta variante del LxCxE, y

porque se hallé este residuo enriquecido en los péptidos it obtenidos para p107 (Figura 3.1).

Para evaluar si existe una diferencia en la preferencia de variantes de la segunda posicion fija
del SLiM LxCxE para Rb y p107, se tomaron los 44 hits de Rb (Figura 3.2 A) y los 55 hits de p107
(Figura 3.2 B) con un LxCxE detectado por expresiones regulares, buscando un patrén

sobrerrepresentado con MEME.
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Figura 3.2. Analisis de expresiones regulares de péptidos hit con SLiM LxCxE detectado. Distribucion de variantes
[CAST] en la segunda posicion fija del SLiM LxCxE (arriba) y logos de secuencia construidos en el sitio web MEME [52]
(abajo) utilizando como carnada A: Rb y B: pl07. Para Rb se analizaron 44 secuencias de péptidos hit y para pl07 55
secuencias de péptidos hit con SLiM LxCxE detectado. En ambos casos para el grafico de torta (arriba) por fuera se detalla
el numero de péptidos en los que se detectd cada variante del SLiM LxCxE y el niimero total de péptidos con el SLiM
LxCxE detectado, y para MEME (abajo), se detalla el nimero de secuencias alineadas (N) y el E-valor del alineamiento. El
tamafio de cada letra es directamente proporcional a la frecuencia de aparicion del residuo en la posicion indicada en el eje x.
Los colores de cada letra son de acuerdo a caracteristicas fisicoquimicas de los aminoacidos.

El andlisis de la segunda posicion fija del SLiM, mostré que para Rb las variantes LxSxE y
LxTXE se encuentran representadas en un 43% (19 de 44) (Figura 3.2 A, arriba). Por el contrario, para
pl107 se observd un enriquecimiento del 75% (41 de 55) de estas variantes (Figura 3.2 B, arriba). La
misma proporcion de variantes se puede observar en los logos de secuencia realizados en el sitio web
MEME [52] que muestran a la A con mayor frecuencia en la segunda posicion fija del SLiM para Rb
(Figura 3.2 A, abajo) y a S para pl107 (Figura 3.2 B, abajo). Estos resultados son consistentes con
estudios que reportan la preferencia de unioén de p107 por el SLiM LxSxE [22,34].

Analisis de la variabilidad de secuencia en posiciones variables y flanqueantes

A partir de la expresion regular para el SLiM LxCxE definida en ELM [36] y junto con el
conocimiento existente sobre los determinantes de afinidad de este SLiM, se definié un conjunto de
expresiones regulares que amplian el core del SLiM LxCxE (ver Seccion 7.4.1) [36] y corresponden a
las caracteristicas de mayor afinidad:

[DE] [IL] [YFH] [CAST] [YFH]E.{1,2} [WFILYVM]
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La afinidad del SLiM LxCxE es modulada por las posiciones variables del core del SLiM vy los

residuos flanqueantes al SLiM:

Residuo flanqueante acido N-terminal: Se observo que péptidos virales con residuos acidos
en la posicion inmediatamente anterior al core del SLiM (posicion -1), se unen al dominio pocket con

mayor afinidad que péptidos con cargas positivas en esa posicion [50].

Posiciones variables en el core del SLiM LxCxE: [34,53]. Las posiciones variables ocupan
la segunda y cuarta posicion del core del SLiM LxCxE. Estos residuos se orientan hacia afuera de la
superficie de contacto [22,34], formando una estructura apilada (stacking) /o interaccionan entre si,
previniendo interacciones entre el péptido y el solvente, que desestabilizan la uniéon con el dominio

pocket [50]. Los residuos de preferencia en las posiciones variables del SLiM LxCxE son [YFH].

Residuo hidrofobico C-terminal: Residuos hidrofobicos y aromaticos en las posiciones +2 o
+3 del SLiM favorecen la alta afinidad de union [50,53], en comparacion a péptidos conteniendo

estos residuos en las posiciones +4 o +5 [50].

En base a estas observaciones, se definieron cinco variantes del SLiM para su analisis, cuyo
ranking deberia reflejar SLiMs de mayor a menor afinidad (Tabla 3.2) (ver Tabla 7.2, Seccion 7.4.1 y
descripcion del SLiM LxCxE en Seccion 1.4.2). La Variantes 5 es el core del SLiM. Las Variantes 3,
4A, 4B son expresiones regulares donde se consideran las caracteristicas favorables de a una. La
Variante 1 combina las variantes 3, 4A y 4B, mientras que la Variante 2 es la combinacion de dos de
las variantes. Las Variantes 1 y 2, representan variantes de alta afinidad del SLiM por el dominio
pocket [22,34,50] (Figura 3.3A interseccion entre diagramas de Venn).

Tabla 3.2. Definicion de variantes del SLiM L.C.E.

Variante Caracteristicas” Expresion regular
Res. acido en -1, [DE] [IL] [YFH] [CAST] .E. {1,2} [WFILYVM]
1 posicion/es variable/s, [DE] [IL].[CAST] [YFH]E. {1,2} [WFILYVM]
res. hidrofobico +2/+3 : : 4
A. Posicién/es variable/s, [IL] [YFH] [CAST].E.{1,2} [WFILYVM]
res. hidrofébico +2/+3 [IL].[CAST] [YFH]E.{1l,2} [WFILYVM]
B. Res. acido en -1,
) res. hidrofobico +2/+3 [DE] [IL].[CAST].E.{1,2} [WFILYVM]
C. Res. acidoen -1, [DE] [IL] [YFH] [CAST] .E
posicion/es variable/s [DE] [IL] . [CAST] [YFH]E
3 Res. hidrofébico +2/+3 [IL].[CAST].E.{1,2} [WFILYVM]
A. Res. acido en -1 [DE] [IL].[CAST].E
4 . ) [IL] [YFH] [CAST] .E
B. Posicion/es variable/s [IL].[CAST] [YFH]E
5 Res. centrales [IL].[CAST].E

O core

# Listado de las cinco categorias en orden decreciente de afinidad. Las variantes que incluyen mas de una opcion (2 A-C y 4
A'y B), se asume que aumentan la afinidad del SLiM por el dominio pocket de manera similar.

De los 44 péptidos Ait de Rb en los que se detectd el SLiM LxCxE se identificaron (Figura 3.3A):

e Variantes 1y 2, enel 37% (16 péptidos) de los hits, con caracteristicas que le confieren la
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mayor afinidad de las variantes consideradas (Tabla S5, Anexo)

e Variante 3, en el 50% (22 péptidos), con residuos hidrofoébicos en posicion +2 o +3

e Variante 4, en el 2% (1 péptido) con un residuo [YFH] en alguna de las posiciones

variables del core y ninguno que tnicamente presente [DE] en la posicion -1del core

e Variante 5, en el 11% (5 péptidos) de los Aits se detectan los residuos del core del SLiM.

De los 55 péptidos hit de p107 en los que se detectd el SLiM LxCxE se identificaron (Figura 3.3B):

e Variantes 1y 2, enel 36% (20 péptidos) de los hits, con caracteristicas que le confieren la

mayor afinidad de las variantes consideradas (Tabla S6 , Anexo)

e Variante 3, en el 51% (28 péptidos), con residuos hidrofobicos en posicion +2 o +3

e Variante 4, en el 2% (1 péptido) con un residuo [YFH] en alguna de las posiciones

variables del core y ninguno que unicamente presente [DE] en la posicion -1del core

e Variante 5, en el 11% (6 péptidos) de los Aits se detectan los residuos del core del SLiM.

Aquellos péptidos que presentan la expresion regular de las Variantes 1y 2, tienen caracteristicas que

les confieren una mayor afinidad y podran ser priorizados en futuros ensayos experimentales (Figura

3.3 interseccidn entre diagramas de Venn).

A
44 LxCxE detectado
Variantes 3y 4 Variante 5
(N=39) (N=5)
Variante 4.A
(N=7)

Variante 3
(N=36)

Variante 4.B
(N=14)

55 LxCxE detectado

Variantes 3y 4 Va;;\lla;n(t; 8
(N=49)
Variante 4.A

(N=10)

Variante 4.B
(N=15)

Figura 3.3. Variantes de expresiones regulares del SLiM LxCxE detectadas en péptidos it de las proteinas pocket. Del
total de péptidos hit con SLiM detectado, se muestran las intersecciones de las Variantes 3 y 4, mientras que los péptidos que

presentan la Variante 5 no son considerados para la interseccion. La Variante 3 corresponde a péptidos con [WFILYVM] en

las posiciones +2 o +3 del core del SLiM (celeste), La variante 4.A corresponde a péptidos con [DE] en la posicion -1 del
core del SLiM (rosa) y la Variante 4.B a péptidos con [FYH] en alguna de las posiciones variables del core del SLiM
(amarillo). La Variante 1 corresponde a la interseccion de las variantes 3, 4.A y 4.B. Las Variantes 2 corresponden a la
interseccion de la variante 3 con 4.B (2.A), 3 con 4.A (2.B) y 4.A con 4.B (2.C). A: Péptidos Ait de Rb con SLiM LxCxE. B:

Péptidos Ait de p107 con SLiM LxCxE.
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Finalmente, para Rb y pl107 se identificaron péptidos respectivamente que poseen las
caracteristicas de mayor afinidad del SLiM LxCxE (Tabla 3.2), correspondientes a la Variante 1. Para
RbD, se identificaron dos péptidos correspondientes a las proteinas CPSF7 y ASB3 cuyas secuencias
presentan un D en la posicion -1, Y en la primera posicion variable y un residuo F o W en la posicion
+2 o +3 del SLiM. Para CPSF7 la presencia de I en vez de L en la posicion 1 podria disminuir la

afinidad de union.

Para p107, tres de los péptidos Ait pertenecientes a la Variante 1 presentan un residuo E en la
posicion -1, F o H en la primera posicion variable e I en la posicion +2. Los péptidos pertenecen a las
proteinas UBP10 y KIF15. Esta tltima posee dos péptidos que son hits solapados, que abarcan el
mismo segmento de expresion regular (Tabla 3.3). La presencia de T en la posicion central (LXTXE)

en UBP10 podria disminuir la afinidad de union.

Tabla 3.3. Péptidos hit de las proteinas pocket cuya secuencia se identifica con la Variante 1 del SLiM LxCxE.

Proteina Proteina Pocket Secuencia* Localizacion Celular
CPSF7 Rb GVDLIDIYADEEFNQD Nucleo
ASB3 Rb GADPDLYCNEDSWQLP Nucleo y citoplasma
UBP10 p107 GTATNGVELHTTESID Nucleo y citoplasma
STOMOELFSSERIDWT .
KIF15 p107 OELFSSERIDWTKOOE Citoplasma

*Secuencias con core del SLiM LxCxE (negro), residuo acido en posicion -1 (rojo), residuo hidrofobico en posicion +2 o +3
(azul).

Es importante resaltar que tanto para Rb como para pl07, se observo un alto numero de
péptidos hit con residuos hidrofébicos en las posiciones +2 o +3 del centro del SLiM (Variante 3):
82% (36 de 44 péptidos) y 86% (47 de 55 péptidos), respectivamente. Esto resalta la relevancia

funcional de este residuo en la interaccion con las proteinas pocket (ver Figura 1.6, Seccion 1.4.2).

3.2.2. Analisis de la variabilidad de secuencia del SLiM E2F presente en los
péptidos hits.

Para el SLiM E2F se contintia utilizando la expresion regular de secciones anteriores que fue
definida en base a la expresion regular de ELM [36] (ver Secciéon 1.4.2) junto con el conocimiento
existente sobre los determinantes y posiciones que modulan la afinidad de este SLiM:

[IVLMA] . [NQDE] [IVLMAFYW] [ IVLMAFYW]

De las cinco posiciones, la primera y segunda posicion se mantienen igual que lo definido en
ELM [36] (ver Seccion 1.4.2), con los residuos [IVLMA] seguido de una posicion variable (Tabla
3.4) (ver Tabla 7.3, Seccioén 7.4.2). En la segunda posicion fija del SLiM E2F, se consideran N y Q

ademas de los definidos D y E por su capacidad de establecer puentes de hidrogeno con residuos del

dominio pocket como en E2F2 [33,38]. La cuarta y quinta posiciones fijas del SLiM, se consideraron
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los hidrofobicos [[VAW] ademas de los definidos por ELM [36], en ambas posiciones con el fin de

ampliar la busqueda a péptidos que presenten residuos similares.

De acuerdo a la evidencia estructural (PDB 1N4M y 2R7QG) [33,38], se definieron variantes
del SLiM E2F que representan caracteristicas de alta afinidad de interaccion del SLiM con los
dominios pocket (Tabla 3.4). La Variante 4, de expresion regular de los residuos centrales, es lo mas
inclusiva posible, mientras que las Variantes 2 y 3, con residuos de preferencia en la quinta y tercera
posicion respectivamente, representan variantes que suponemos confieren mayor afinidad de union
debido a la interaccion y estabilizacion de la hélice anfipatica en el bolsillo E2F. La Variante 1 es la
combinacion de las Variantes 2 y 3 y puede aumentar la afinidad en mayor medida que las otras tres
variantes consideradas. Todos estos residuos estan presentes en SLiMs que son verdaderos positivos
(E1A de distintas clases de Adenovirus, y E2F1-5) y son estéricamente compatibles con el bolsillo de
unioén, favoreciendo la interaccion [33,38]. Si bien residuos flanqueantes hacia los extremos N- y
C-terminal del SLiM colaboran con el correcto posicionamiento del SLiM y favorecen la union, la
informacion disponible para este SLiM no es tan amplia como para el SLiM LxCxE y no se

consideran para este analisis.

Tabla 3.4. Definicion de variantes del SLiM E2F.
Variante Caracteristicas” Expresioén regular

1 Res. acido en tercera posicion, [IVLMA] . [DE] [IVLMAFYW] [FY]

res. F/Y en quinta posicion

2 Res. F/Y en quinta posicién [IVLMA] . [NQDE] [IVLMAFYW] [FY]
3 Res. acido en tercera posicién [IVLMA] . [DE] [IVLMAFYW] [IVLMAFYW]
4 Res. centrales [IVLMA] . [NODE] [ IVLMAFYW] [ IVLMAFYW]

“Listado de las cuatro categorias en orden decreciente de afinidad propuesto.

De un total de 103 péptidos kit de Rb en los que se detectd el SLiM E2F, se identificaron las

caracteristicas correspondientes a (Figura 3.4 A):

e Variante 1, en el 44% de los hits (45 péptidos), con caracteristicas que le confieren la
mayor afinidad de las variantes consideradas (Tabla S7 , Anexo),

e Variante 2, en el 6% de los hits (6 péptidos),

e Variante 3, en el 34% de los hits (35 péptidos),

e Variante 4, en el 17% de los hits (17 péptidos).

En el caso de los 18 péptidos hit de p107 con el SLiM E2F se identificaron las caracteristicas de
(Figura 3.4 B):

e Variante 1, en el 28% de los Aits (5 péptidos) (Tabla S8 , Anexo),
e Variante 2, en el 6% de los Aits (1 péptido) (Tabla S8, Anexo),
e Variante 3, en el 50% de los hits (9 péptidos),
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e Variante 4, en el 17% de los Aits (3 péptidos).
En ambos casos, los péptidos en los que se detectd la regex de la Variante 1 seran considerados de
mayor confianza en la priorizacion de candidatos para ensayos experimentales (en rojo Figura 3.4,

arriba).

A B
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(N=103) (N= 18)
17 6

Res. acido P3
Res. acido P3 & F/Y P5
Res. F/Y P5

I Res. centrales
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9
(N=N__=103) (N=3,N._=18)

Total Total”

E-valor: 1.7e-41 E-valor: 5.3
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Figura 3.4. Analisis de expresiones regulares de péptidos hit con SLiM E2F detectado. A: Distribucion de péptidos hit
de Rb conteniendo variantes del SLiM E2F (arriba) y logo de secuencia de los péptidos con SLiM E2F detectado (abajo).
B: Distribucion de péptidos Ait de p107 conteniendo variantes definidas para la expresion regular del SLiM E2F (arriba) y
logo de secuencia de los péptidos con SLiM E2F detectado (abajo). En ambos casos, por fuera del grafico de torta, se indica
el nimero de péptidos en los que se detectaron las Variantes del SLiM E2F y el niamero total de secuencias con el SLiM E2F
para cada proteina pocket (N) (arriba). La Variante 2 corresponde a péptidos con residuos [FY] en la quinta posicion del core
del SLiM (rosa), La variante 3 a péptidos con residuos [DE] en la segunda posicion fija del core del SLiM E2F (violeta), la
Variante 1 a la combinacion de estas dos (rojo) y la Variante 4 a la expresion regular del core méas amplia (naranja). Los
logos de secuencia fueron construidos en el sitio web MEME [52] utilizando las secuencias de péptidos /it de las proteinas
pocket con SLiM E2F detectado (abajo). Por encima del logo se detalla el nimero de secuencias alineadas por MEME (N),
el niimero total de secuencias que se ingresaron en MEME (Ny,,) y el E-valor del alineamiento. El tamafio de cada letra es
directamente proporcional a la frecuencia de aparicion del residuo en la posicion indicada en el eje x. Los colores de cada
letra son de acuerdo a caracteristicas fisicoquimicas de los aminoacidos.

Se construy6 un logo de secuencia utilizando las 103 secuencias de los péptidos 4it de Rb y
18 secuencias de pl07 en los que se detectd el SLiM E2F con el fin de identificar SLiMs
sobrerrepresentados utilizando la herramienta MEME [52]. El logo de secuencia construido a partir de
los datos de Rb muestra la representacion de la Variante 1 del SLiM E2F, con un E-valor de 1.7e-41,

que resulta significativo dado que se encuentra por debajo del E-valor de 0.005 (Figura 3.4A, abajo).

Notablemente, en el mismo analisis realizado con los datos de p107 no se identifica un patron

sobrerrepresentado en el logo de secuencias de la proteina pocket, donde MEME alined soélo tres de
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las 18 secuencias y el E-valor fue de 5,3 indicando que el patron obtenido es poco significativo
(Figura 3.4 B, abajo).

En resumen, los péptidos hits con SLiMs E2F estan enriquecidos en las Variantes 1,2 o0 3 con
un residuo acido [DE] y/o aromatico [FY] en la segunda y quinta posicion fija del SLiM, lo que se
corresponde con variantes de alta afinidad del SLiM E2F [38][33],[38]. Estas observaciones sugieren

que muchos de los SLiMs presentes en los /its de ProP-PD corresponden a variantes de alta afinidad.

3.3. Patrones de secuencia en los péptidos hit sin SLiMs conocidos

Por ultimo, con el objetivo de detectar SLiMs novedosos, se analizd por separado los péptidos
hits en los cuales no se detectd una expresion regular conocida para ninguno de los SLiMs E2F ni

LxCxE (Figura 3.5).

A B
Rb p107
(N= 5' NTr::tal= 1?3) (N= 3’ NTotaI= 40)
E-valor: 2.6e-3 E-valor: 3.5

- ~

LIt

Figura 3.5. Logos de secuencia de péptidos hif de la proteinas pocket sin SLiM detectado. Representacion de residuos
por posicion presentes en secuencias de péptidos que fueron /it de las proteinas pocket en el ensayo ProP-PD en los que no
se detectaron expresiones regulares de los SLiMs LxCxE y E2F, utilizando la herramienta MEME [52]. El tamafio de cada
letra representa la frecuencia de aparicion del residuo en la posicion indicada en el eje de abscisas. Los colores de cada
simbolo corresponden al esquema de colores que MEME utiliza de acuerdo a similitudes bioquimicas de los aminoacidos.
A: Logo de secuencias de cinco de las 173 péptidos 4it de Rb sin SLiM detectado. B: Logo de secuencias de tres de los 40
péptidos hit de p107 sin SLiM detectado.

Para la proteina Rb, MEME detectd en los péptidos Ait sin SLiM identificado por expresiones
regulares, un patron correspondiente al alineamiento de cinco péptidos provenientes de tres proteinas
distintas (Tabla 3.4). Cuatro de estos péptidos, aunque estan solapados, poseen una expresion regular
similar a la del SLiM E2F que va desde la posicion tres a la siete en el logo (Figura 3.5 A). Si bien la
F de la primera posicion del SLiM, no cumple con la expresion regular canonica de E2F definida en la
base de datos ELM, si lo hacen las posiciones restantes. Este SLiM podria corresponder a una variante

novedosa del SLiM E2F, llamada aqui E2F-like.

Tabla 3.4. Detalle de péptidos hit de Rb sin SLiM detectado alineadas segiin MEME.
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ID Uniprot Secuencia® SLiM

PTFLEIWNDSVDGDSF

PRUN2_HUMAN E2F-like
DRKTPTELEIWNDSVD
SYPFDFLEFLNHORFE

ZN865 HUMAN E2F-like
VHFQSYPFDFLEFLNH

STRN3 HUMAN VLETFNFLENADDSDE E2F reverso

#Se resalta en la secuencia el patron identificado por MEME vy se subrayan los SLiMs similares al SLiM E2F
(E2F-like) [52].

Por el contrario, el patrén detectado por MEME en los péptidos kit de pl07 sin SLiM
detectado no fue significativo (E-valor = 3.5) y no observd representacion de variantes conocidas de

los SLiMs LxCxE o E2F (Figura 3.5 B).

El analisis de SLiMs sobrerrepresentados entre los péptidos que fueron £it de Rb sin SLiM
reveld una variante novedosa del SLiM E2F (E2F-like). Las instancias conocidas del SLiM E2F
presentan en la primera posicion residuos [LIV], provenientes de las proteinas E2F [38] y E1A de
adenovirus [33,38]. El SLiM E2F-like posee una fenilalanina en la primera posicion. Esta variante es
detectada en dos proteinas diferentes (PRUN2 HUMAN y ZN865 HUMAN), una de las cuales fue
previamente reportada como interactor en ensayos de protedmica (PRUN2_HUMAN) [48] (ver Tabla
2.3, Seccion 2.3). En el caso de la proteina STRN3 HUMAN (Tabla 3.4), MEME identifica el patron
‘F.E’. Mientras que para el SLiM E2F la expresion regular es ¢.[DE]dd, donde ¢ es una posicion
hidrofobica, en este caso el patron observado es pdp[DE].¢d (Tabla 3.4). Este podria ser un SLiM E2F

“invertido” (E2F-reverso) representando un nuevo modo de interaccion de la hélice anfipatica.

El analisis de /its en los que se detectd el SLiM E2F indica la presencia de variantes de alta
afinidad de unién al dominio pocket. Ademas, identificamos hits conteniendo una F en la primera
posicion fija (SLiM E2F-like) y un E2F invertido (SLiM E2F reverso) que podria representar un
nuevo modo de union. Esto sugiere que ProP-PD puede ser una herramienta poderosa para la

deteccion de variantes de SLiMs conocidos y de SLiMs novedosos de union a las proteinas pocket.

3.4. Conclusiones de patrones de secuencia observados en los

péptidos hits

La deteccion de expresiones regulares del SLiM LxCXE presentes en péptidos Ait de Rb 'y
p107 reveld que mas del 80% presentan residuos hidrofobicos en la posicion +2 o +3 con respecto a
los residuos centrales del SLiM. Este resultado es consistente con reportes que proponen la posicion
hidrofébica +2/+3 como una posicion fija del SLiM [34]. Por otro lado, se observdo un

enriquecimiento del residuo S en la posicién central del SLiM para hits de pl107, lo que se

44



corresponde con ensayos experimentales que reportan que el dominio p107 tiene preferencia por el

SLiM LxSxE y con la ausencia de interactores de Rb con esta variante. [22,34,50].

Como se discuti6é previamente, la mayor representacion del SLiM E2F en el total de péptidos
hit de Rb, probablemente, sea debida a la baja recuperacion de péptidos con SLiM LxCxE, como
consecuencia de mutaciones C—A en la posicion central del SLiM, que disminuye la afinidad de
union [40]. En contraste, se recuperaron muy pocos péptidos Ait con SLiM E2F utilizando el dominio
de p107 como carnada, de los cuales en el 56% también se detectd al SLiM LxCxE y no fue posible
identificar un SLiM E2F representado empleando la herramienta MEME [52]. Esta menor
recuperacion de hits con SLiM E2F en pl07 probablemente se deba a la mayor preferencia y
enriquecimiento en SLiMs LxSxE, dado que ProP-PD es un ensayo donde la mayor preferencia por un

SLiM puede competir la union de un segundo SLiM.

Se identifico ademds, un SLiM similar al SLiM E2F (E2F-like) en dos proteinas, con un
residuo F en la primera posicion fija. Una de estas proteinas fue reportada como interactora en
ensayos de protedmica. [48]. Este SLiM podria ser una variante novedosa del SLiM E2F para la cual
no existe evidencia experimental de interaccion con las proteinas pocket reportada hasta la fecha. Por
ultimo, se identifico un SLiM E2F invertido en la proteina STRN3 HUMAN que podria representar

una forma de interaccion novedosa no reportada hasta la fecha.

Teniendo en cuenta la importancia de los determinantes de union de los SLiMs LxCxE y E2F
analizados en este capitulo, las variantes de las expresiones regulares presentadas aqui seran utilizadas

para priorizar péptidos hits para su validacion experimental.
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Capitulo 4: Analisis de parametros estructurales

para filtrado y priorizacion de péptidos hit

En este capitulo, con el fin de establecer una estrategia de filtrado y priorizacion de péptidos
hit, se analizaron parametros estructurales que permitan caracterizar los péptidos utilizando tres

herramientas:

1. Accesibilidad relativa al solvente medida en modelos predichos por AlphaFold2 [54]
permitiendo puntuar el grado de exposicion del péptido para interactuar con el dominio
globular;

2. Prediccion del grado de desorden utilizando IUPred [55], que permitira estimar el grado de
desorden que presentan los péptidos, priorizar los péptidos con mayor valor de IUPred y
filtrar aquellos que posean valores bajos;

3. Deteccion de dominios Pfam [56], permitiendo determinar el numero de residuos de los
péptidos hits que se encuentran dentro de un dominio Pfam, que en su mayoria son

globulares.

Para priorizar péptidos hit a ser ensayados experimentalmente, es deseable que cumplan con
tres criterios. Primero, un alto grado de exposicion al solvente, lo que se refleja en un valor alto de
RSA. Segundo, un alto grado de desorden, es decir, un valor alto de IUPred. Finalmente, no deben
solaparse con dominios Pfam, ya que probablemente estén formando parte de un dominio globular y

por lo tanto, no estén disponibles para interactuar con un dominio de union.

Si bien para la construccion de la biblioteca HD2 [40] se evaluo previamente algunos de estos
parametros para aumentar la probabilidad de que los péptidos correspondan a IDRs, la seleccion de
péptidos se basd, en primer lugar, en la accesibilidad relativa al solvente (RSA, Relative Solvent
Accessibility) [57] obtenido a partir de proteinas con estructuras resueltas o, en su defecto, proteinas
homologas con estructuras resueltas. De no cumplirse estos criterios, se recurrio al algoritmo IUPred
[55] para la prediccion del desorden estructural, conservando péptidos cuya secuencia es predicha
como desordenada. Sin embargo, al momento del disefio de la biblioteca HD2, menos del 17% de los
residuos del proteoma humano tenian una estructura resuelta asociada [58] y la herramienta de

prediccion de estructuras, AlphaFold2, no estaba disponible.

En el afio 2020, AlphaFold2 superé ampliamente a los predictores de estructura en la 14va
edicion de la competencia mundial para la prediccion de estructura proteica, CASP (Critical
Assessment of techniques for protein Structure Prediction) [59]. Hasta el afio 2021, AlphaFold2 logré
una cobertura del 58% de los residuos del proteoma humano y un 38% predichos con alta confianza

[58]. Actualmente, AlphaFold2 es confiable para evaluar el RSA de péptidos sin estructura [54,60].
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Por otro lado, si bien se utilizd IUPred [55] para complementar la falta de estructuras
disponibles durante la construccion de la biblioteca, IUPred presenta limitaciones al predecir
segmentos desordenados en un contexto muy ordenado (ver Seccion 7.5.2). Por lo tanto, incorporar la
determinacion de valores de RSA permite una confianza mucho mayor en la priorizacion y seleccion

de los péptidos hits.

4.1. Accesibilidad Relativa al Solvente

Para evaluar si los péptidos Aif se encuentran accesibles y expuestos para interactuar con las
proteinas pocket, se obtuvo un valor de accesibilidad relativa al solvente (RSA) a partir de estructuras
modeladas en AlphaFold2 [54] para cada proteina a la cual pertenecen los péptidos kits. El parametro
RSA toma valores entre cero y uno, y se consideraron péptidos con valores de RSA mayor a 0,4 como

accesibles y expuestos para interactuar con las proteinas pocket (Figura 4.1).
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Figura 4.1. Accesibilidad de péptidos que fueron hit de las proteinas pocket en el ensayo ProP-PD. Frecuencia absoluta
de péptidos que fueron /it de los dominios pocket de Rb (A) y p107 (B). En el eje y de la derecha, figura para ambos casos la
frecuencia acumulada de péptidos, indicando que a medida que el valor de accesibilidad aumenta, también lo hace el nimero
de péptidos que se encuentran expuestos para interactuar.

En el caso de los péptidos de interaccion con el dominio pocket de Rb, el 83% (257 de 308)
de los mismos tienen un valor de RSA mayor o igual a 0,4 (Figura 4.1A); mientras que en el caso de
p107 el 85% (88 de 103) igualan o superan este umbral, indicando que se encuentran accesibles para

interactuar con blancos proteicos (Figura 4.1B).

riteri filtra riorizacién utilizado: El parametro RSA se utilizara como filtro de corte. Los
péptidos que posean un valor de RSA > 0.4 seran incluidos. Se utiliza un valor mas permisivo que el
de 0.581 reportado en la literatura para la prediccion de sitios de union en péptidos de 25 residuos [60]

con el objetivo de no descartar péptidos con valores de RSA aceptables, que puedan representar
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nuevos interactores. Los péptidos que posean un valor de RSA > 0.4, seran priorizados en primer

lugar en base a este valor.

4.2. Prediccion del desorden utilizando el algoritmo IUPred

El algoritmo IUPred predice, a partir de una secuencia, IDRs en base a la energia de un
residuo en el contexto de aminoacidos en el que se encuentra. El valor de IUPred toma valores entre 0
y 1. Un valor superior a 0.5 indica una alta propension al desorden y un valor menor a 0.5 indica una
alta propension al orden. Si bien el estandar es considerar valores por encima de 0,5 como residuos
desordenados, pueden utilizarse umbrales menores, mas inclusivos. Dado que [UPred no es la tnica
herramienta utilizada en este analisis y su algoritmo presenta algunas desventajas en el analisis de las
secuencias (ver Seccion 7.5.2), se definié un umbral de 0,4 para priorizar péptidos Ait de manera mas
abarcativa y seleccionar entre ellos a los mejores candidatos. La prediccion de [UPred se realizo sobre
las secuencias enteras de las proteinas a las cuales pertenecen los péptidos hits, ya que esta
herramienta considera el contexto de la secuencia para calcular la puntuacion de cada residuo. Luego,
para cada péptido Ait se calculo el porcentaje de residuos desordenados (IUPred > 0,4) sobre el total

de los 16 residuos de su secuencia (Figura 4.2).

Rb pl107
A B
100% 100%
80 55% 80 64%
- 80% I - 80%
=2 60 ] = 60 ]
2 60% 2 2 60% 2
o 3 el 3
@ 40 40% E N = 40% £
_ Q —_ ()
LE, o (VR o
20 20% © 20 20% ©
0 0% 0 0%
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Porcentaje de desorden Porcentaje de desorden

Figura 4.2. Prediccion del grado de desorden de péptidos que fueron /it de las proteinas pocket utilizando IUPred.
Frecuencia absoluta de péptidos que fueron hit de los dominios pocket para Rb (A) y para pl07 (B). En el eje y de la
derecha, se indica para ambos casos la frecuencia acumulada de péptidos, indicando que a medida que el porcentaje de
desorden aumenta, también lo hace el nimero de péptidos con un alto grado de desorden.

Para ambas proteinas pocket, se observan péptidos que poseen un bajo porcentaje de residuos
desordenados (Figura 4.2). Estos péptidos podrian corresponder a extremos de dominios globulares, o
por ejemplo, a loops que se encuentran entre regiones transmembrana y debido al contexto ordenado,

IUPred los punttia con un valor bajo.

Al utilizar el dominio pocket de Rb como carnada, el 55% de los péptidos hit (170 de 308)
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poseen un alto grado de desorden (> 50% de residuos desordenados) (Figura 4.2A). Para el caso de
pl107, el 64% de sus péptidos hits (66 de 103) se consideran altamente desordenados (Figura 4.2B). Se
espera que estos péptidos se encuentren expuestos al solvente y disponibles para interactuar con un

dominio globular.

Criterio de priorizacion utilizade: Dado que [UPred ya fue utilizado en la construccion de la
biblioteca HD2, no se utilizara IUPred como filtro de corte, sino que se priorizaran aquellos péptidos
hit que presenten valores promedio de I[UPred mayores, ya que se espera que un contexto altamente
desordenado sea mas favorable para la interaccion con un dominio globular. Los péptidos /it con un
valor de IUPred menor o igual a 0,4 seran sefialados con advertencias al momento de priorizarlos.

Este valor es mucho mas permisivo que el valor de 0.5 utilizado en la literatura.

4.3. Deteccion de dominios Pfam

La base de datos Pfam reune informacion de familias de proteinas representadas por
alineamientos multiples de secuencia y modelos ocultos de Markov (HMM) que en su gran mayoria,
aunque no siempre (ver Seccion 7.5.3), se corresponden con dominios globulares [56]. Si bien el 80%
de los SLiMs se encuentran en IDRs, también pueden estar en loops flexibles de dominios globulares
[2].

Se realiz6 la deteccion de dominios Pfam en las secuencias enteras de las proteinas a las que
pertenecen los péptidos hits. Luego, se cuantifico el numero de residuos que los péptidos hit

comparten con un dominio Pfam (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Deteccion de dominios Pfam en péptidos que fueron kit de las proteinas pocket en el ensayo ProP-PD.
Frecuencia absoluta de péptidos que fueron hit de los dominios pocket para Rb (A) y para pl07 (B). En el eje y de la
derecha, figura para ambos casos la frecuencia acumulada de péptidos, que muestra que la mayoria de los péptidos no
comparten residuos con dominios Pfam y a medida que éste nimero aumenta, la curva se mantiene estable.
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Para este analisis se considera que un péptido #it esta solapado con un dominio Pfam si mas
de la mitad de su secuencia, es decir, mas de ocho residuos, coinciden con dicho dominio. En base a
esto, el 70% (215 de 308) de los péptidos kit de Rb como carnada, no se encuentra solapado con
dominios Pfam (Figura 4.3A), mientras que el 71% (73 de 103) en el caso de p107, cumplen con esta
condicion (Figura 4.3B).

Criterio de priorizacion de candidatos: La identificacion de péptidos que presentan solapamiento
con dominios de la base de datos Pfam, podria sugerir que estos pertenecen a dominios globulares. Sin
embargo, Pfam también incluye dominios desordenados que han sido conservados a lo largo de la
evolucién y es posible encontrar SLiMs en /oops flexibles que conectan dominios globulares [2]. Por
lo tanto, esta herramienta no sera utilizada como filtro de corte sino que se priorizaran los péptidos hit
que compartan ocho o menos residuos de su secuencia con algiin dominio Pfam, mientras que

aquellos que compartan nueve o mas, seran identificados con advertencias.

4.4. Conclusion del analisis de parametros estructurales para

filtrado y priorizacion de péptidos hit.

Evaluar los parametros estructurales nos permite interpretar con mayor confianza si se espera
que los péptidos estén accesibles para interactuar con los dominios pocket. Las herramientas
empleadas en esta seccion deben considerarse en conjunto, ya que ninguna es concluyente evaluada
de manera individual. Sin embargo, los resultados indican que la mayoria de los péptidos /it presentan
un alto grado de desorden en su secuencia, son expuestos y accesibles para interactuar con blancos
proteicos, y no se solapan con dominios Pfam. Esto era en parte esperado, ya que estos criterios
fueron los aplicados al disefio de la biblioteca HD2 de la cual provienen, aunque herramientas como la
prediccion de estructuras con AlphaFold2 [2,54] no se encontraba disponible al momento de la
construccion de la biblioteca y permitid una estimacion mas confiable del valor de RSA. Esta
herramienta fue crucial para diseflar una estrategia de filtrado y priorizacion que permita al laboratorio

optimizar el uso de tiempo y recursos en ensayos experimentales.

Por lo tanto, se utilizard primero la Accesibilidad Relativa al Solvente (RSA) para filtrar
péptidos que se encuentren por debajo de un valor de 0,4. Luego, se evaluara el valor de [UPred y la
superposicion con dominios Pfam en aquellos péptidos que superen el valor de RSA. Si poseen un
valor de IUPred menor a 0,2 (altamente ordenado) y estan solapados con un dominio Pfam en mas del

50% de su secuencia, también seran filtrados.

Aquellos péptidos que posean un valor de [UPred entre 0,2 y 0.4, y/o mas de ocho residuos
solapados con un dominio Pfam, seran identificados con advertencias o warnings por poder pertenecer

a regiones ordenadas y/o a dominios globulares. La lista de péptidos filtrados, sera priorizada por los
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valores de RSA e [UPred, siendo prioritarios los hits con valores mas cercanos a uno en ambos

parametros.
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Capitulo 5: Estabilidad energética de péptidos hit.

En este capitulo, se presenta un andlisis de estabilidad de los péptidos que fueron Ait en
ProP-PD, con el fin de identificar dentro del set de datos, candidatos de mayor afinidad predicha para
ser priorizados en ensayos experimentales. Para cumplir con este objetivo, se utilizaron matrices

FoldX disponibles en el laboratorio de trabajo.

FoldX es un campo de fuerza que estima a partir de una estructura tridimensional o modelo
estructural de un complejo, por ejemplo péptido-Dominio Globular, la afinidad de un péptido en
términos de la variacion de energia libre de Gibbs (AAG) que ocurre al sustituir un residuo por otro en
el péptido del complejo. El resultado, es una matriz de valores de penalizacion de sustitucion con
tantas filas como residuos tiene el péptido y 20 columnas por los 20 aminoacidos [61]. Luego, se
normaliza esa matriz a los residuos que se encuentran en el péptido del complejo de manera tal que el
péptido del complejo tiene un AAG = 0. Una mayor afinidad de un péptido implica que su estabilidad
energética es mayor y obtiene una menor penalizacion de FoldX. A menor valor de FoldX, mayor
estabilidad del péptido en el complejo y, por lo tanto, mejor es su interaccion; mientras que a mayor
valor de FoldX, el péptido no es estable energéticamente en el complejo y no resulta un buen

candidato de interaccion.

o Matrices FoldX utilizadas: Se evalud la estabilidad energética de péptidos hit utilizando
matrices FoldX disponibles en el laboratorio de trabajo a partir de complejos de las proteinas
pocket identificados en Protein Data Bank (PDB). Para el SLiM LxCxE se utilizaron
inicialmente las matrices obtenidas de los complejos E7-Rb (PDB: 1GUX) (Tabla S9, Anexo)
y el complejo LIN52-p107 (PDB : 4YOS) que contiene la variante LxSxE (Tabla S10,
Anexo). Un analisis preliminar del SLiM LxCxE reveldo que la matriz 4YOS no refleja
adecuadamente la evidencia experimental de mutagénesis sobre las posiciones clave para la
interaccion del péptido con el dominio pocket siendo descartada del analisis (ver Seccion
7.6.4) [34,50]. Para el SLiM E2F se utilizaron las matrices provenientes de los complejos
E1A-RDb (PDB: 2R7G) (Tabla S11, Anexo)y el complejo E2F2-Rb (PDB: 1N4M) (Tabla S12,
Anexo) [62].

o Sets de datos para benchmarking: Para evaluar la performance de las matrices FoldX y

seleccionar las variantes a utilizar, se utilizaron tres sets de datos, a saber:

o Péptidos TP/TN: Instancias de SLiMs verdaderos positivos (True Positives, TP)
reportadas en ELM [36] para Rb y p107; y variantes de la proteina viral E7 de HPV
testeadas en el laboratorio. Todos ellos, conteniendo variantes de los SLiMs LxCxE y
E2F. Los SLiMs verdaderos negativos (True Negative, TN) son las secuencias de los

SLiMs TP con las posiciones fijas del SLiM, mutadas por alaninas (A) (Tablas S13,
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S14, S15, S16, Anexo).

o Péptidos hit de ProP-PD testeados experimentalmente: péptidos que fueron /it en
el ensayo ProP-PD que el laboratorio validé experimentalmente utilizando técnicas in
vitro de interaccion proteina-proteina utilizando dominios pocket de Rb y pl107
(Tablas S17, S18, S19 y S20, Anexo). Incluye péptidos que contienen un SLiM.

o Péptidos hit de ProP-PD: la totalidad de péptidos que fueron kit en el ensayo
ProP-PD para los dominios pocket de Rb y p107. En cada caso, se dividieron en dos

grupos: péptidos en los que se detectd un SLiM y péptidos en los que no.

5.1. Evaluacion del SLiM LxCxE

5.1.1. Evaluacion de matrices FoldX en interactores conocidos (TP) con

SLiM LxCxE

Para evaluar si las matrices de FoldX permiten clasificar péptidos como estables o inestables,
se utilizaron primero para evaluar un conjunto de datos de interactores conocidos (true positives, TP)
reportados en la base de datos de motivos lineales, ELM [36]. Utilizando la matriz FoldX de 1GUX,
se escanearon 42 péptidos TP de la proteina Rb (Tabla S13, Anexo) y 33 TP de p107 (Tabla S14,

Anexo) conteniendo el SLiM de interaccion LxCxE.

Se definieron dos variantes de la matriz 1GUX (Tabla 5.1) para profundizar el analisis de
secuencias estables, dado que la matriz en la primera posicion (aspartico, D) no penaliza diferente a
los aminoacidos y permite la sustitucion por igual por cualquier aminoacido. La primera variante

considerada fue la matriz denominada 1GUX 9 (DLYCYEQLN) que incluye los residuos de la
posicion uno a nueve. La segunda variante, IGUX 8 (LYCYEQLN), incluye a los residuos de la

posicion dos a nueve de la matriz 1GUX.

Tabla 5.1. Posiciones y residuos de la matriz 1GUX.

1GUX
Posicion* 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Residuo D L Y C Y E Q L N

“Nueve posiciones de la matriz 1GUX [5], basada en la estructura cristalografica del complejo formado por el péptido de la
proteina viral E7 de HPV con el dominio pocket de Rb.
Rojo: Core del SLiM LxCxE.

Con el fin de analizar la capacidad de las dos variantes de identificar a los TPs del SLiM
LxCxE, se escanearon las secuencias de los interactores TP registrando la ocurrencia de la expresion

regular del SLiM ([IL] . [CAST] .E), y los minimos de FoldX, marcando con un circulo amarillo
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las subsecuencias positivas para la regex y con un minimo de FoldX (deteccion positiva) (Figura 5.1).
Luego, se registrd el porcentaje de detecciones positivas para cada matriz para identificar qué variante

de la matriz tiene mejor capacidad para detectar a las subsecuencias TP (Tabla 5.2).

A 1GUX 9
ARI4A 9POLY CCD11 CCD21
>-é 60. GPELVCHEVDLDDLDEK|TWEDLECT NDMOLFCGEDSGVFSGESMAENLACGETSESWIIDN
O 44 e . ® )
I:'.' 28- ° °
;?, 12 %% | eoo®a o @° |oc0ee £%ol00®00ce
-4 4 Fe
1 s 11 16 21 2 a1 4 51 56 81 66 7
Posicion
B 1GUX 8
% 60. G PE T| DDLDEK|TWE D NDMI VFSGESMAEN SWIIDN
E iy ° ® . °
= 28 o -
e %% | coe®ats 00® 4% ® %, 09® |oc00%0 %0 l09%000®
> 2 N ; ? ) Ld r ?
1 s 11 16 21 2 31 36 4 4 51 56 61 66 7
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2 noMin_noRegex
© MinFoldx
® RegexMatch

MinFoldx_RegexMatch

Figura 5.1. Distribucion de valores FoldX de péptidos TP con SLiM LxCxE reportados para Rb. Fragmento de grafico
de puntos de péptidos conocidos de interaccion con la proteina pocket Rb. Los 18 residuos de péptidos que pertenecen a las
proteinas ARI4A_HUMAN, 9POLY_HUMAN, CCD11_HUMAN y CCD21_HUMAN fueron escaneados con A: 1GUX_9,
y B: 1GUX_8. El eje x indica la posicion como el punto medio entre la posicion inicial y final de cada sub-secuencia
analizada (abajo) y el detalle de residuo de la secuencia peptidica (arriba). Las secuencias se organizaron de manera continua
una de otras y se marco el inicio de una secuencia distinta con una linea vertical negra. Las lineas verticales rojas indican el
punto medio de la subsecuencia donde se detectd la expresion regular [IL] . [CAST] .E. Los puntos amarillos indican la
deteccion de una subsecuencia conteniendo al SLiM LxCxE (recuadro rojo), con el valor minimo de FoldX de todas las
subsecuencias escaneadas para ese péptido. El grafico de puntos de los 42 interactores TP para Rb y 33 para pl107
escaneados con IGUX 9y 1GUX 8 se encuentra en las Figuras Suplementarias S1 y S2 del apartado Anexo.

Tabla 5.2. Capacidad de deteccion de TP por variantes de 1IGUX

Proteina TP (N-total) 1GUX_9* 1GUX_8**
pocket (% SLiMs detectados #) (% SLiMs detectados *)
Rb 42 98 98
p107 33 97 97

#04, SLiMs detectados: % péptidos con valor minimo de FoldX en la subsecuencia positiva para la regex del SLiM LxCxE.
*1GUX_9: variante de 1GUX de 9 residuos utilizada para el escaneo de secuencias.
**]GUX_8: variante de IGUX de 8 residuos utilizada para el escaneo de secuencias.

La Figura 5.1 y la Tabla 5.2 muestran que ambas matrices son capaces de identificar dentro de

los péptidos a las subsecuencias TP como hits que contienen la expresion regular del SLiM LxCxE y

que son las subsecuencias mas estables del péptido. Esto se cumple para ambas proteinas pocket.
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5.1.2. Analisis de recall y especificidad de interactores conocidos (TP) con

SLiM LxCxE

Con el objetivo de realizar un benchmarking que permita definir un valor de corte o umbral de
FoldX que distinga secuencias que unen de las que no, se utilizo la lista de TP y se construyeron los
verdaderos negativos (true negative, TN) mutando las posiciones fijas del SLiM LxCxE a alaninas.
Luego, se utilizaron las matrices FoldX para evaluar qué variante de 1GUX distingue mejor estos dos
grupos de péptidos. Para ello, se seleccionaron sub-secuencias de los péptidos TP que contengan la
expresion regular y en una segunda instancia, que presenten el minimo valor de FoldX. Se identifico
la posicion de inicio y fin de la subsecuencia en el péptido TP y se selecciond la subsecuencia
comprendida entre las mismas posiciones de los péptidos TN, de manera que se elige el mismo
segmento de los péptidos TP y TN (Figura 5.2 A y Figura Suplementaria S3, Anexo) registrando el
valor de FoldX de cada uno (Tabla S13 y S14, Anexo).

Luego, se realizo el calculo del porcentaje de recall (recuperacion de TP) y la especificidad
(recuperacion de TN) de cada variante utilizando distintos valores de FoldX como umbral (Figura 5.2
B y Figura Suplementaria S3, Anexo). Esto permitio evaluar la capacidad de cada matriz de distinguir

TP de TN (Tabla 5.3).

El recall se calcul6 de la siguiente manera:

TP
TP total

Recall = * 100

donde “TP” es el nimero de péptidos que se encuentran por debajo del umbral y “TP total”,
la cantidad total de TP. La especificidad se calcul6 utilizando la siguiente relacion:

TN
TN+FP

Especificidad =

donde “TN” es el numero de péptidos que se encuentran por encima del umbral definido y

“TN+FP”, el nuimero total de péptidos TN del conjunto de datos comparativos (ver seccion 7.6.2).

Tabla 5.3. Métricas aplicadas a variantes de 1GUX en el escaneo de interactores conocidos.
Proteina | 1p \ total) | TN (N-total) Métrica* 1GUX_9* 1GUX_8*
Pocket
Recall (%) 83 90
Rb 42 42
Especificidad 1 1
Recall (%) 88 91
p107 33 33
Especificidad 1 1

# Valores de recall y especificidad utilizando un punto de corte de cinco.
*1GUX 9: variante de 1GUX de 9 residuos utilizada para el escaneo de secuencias.
**1GUX_8: variante de 1GUX de 8 residuos utilizada para el escaneo de secuencias.
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El primer resultado observado es que para ambas proteinas pocket, el conjunto de péptidos TP
poseen valores de FoldX menores que los TN, indicando mayor estabilidad energética de los péptidos
TP en comparacion a los péptidos TN (Figura 5.2 A y Figura Suplementaria S3, Anexo). Si bien el
mayor recall se obtiene con un valor FoldX umbral de seis (Figura 5.2 B y Figura Suplementaria S3,
Anexo), se utilizara un valor umbral de cinco para restringir la priorizacion de péptidos a aquellos con
un menor valor de FoldX que indican una mayor estabilidad. En esta condicion, el uso de la variante

1GUX_8 permiti6 obtener los valores mas altos de recall y especificidad (Tabla 5.3).

Rb
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Figura 5.2. Interactores conocidos de Rb escaneados con variantes 1GUX. A: Distribucion de valores FoldX de péptidos
TP y TN para matrices 1GUX 9 (izquierda) y 1GUX 8 (derecha). Eje Y izquierdo: Numero de instancias, Eje Y derecho:
porcentaje de frecuencia acumulada de instancias. B: Recall (puntos azules) y especificidad (triangulos en rojo) de
matrices 1GUX 9 (izquierda) y 1GUX 8 (derecha) para diferentes valores umbral de FoldX. La linea vertical punteada
sefiala el valor de umbral utilizado para establecer comparaciones.

5.1.3. Evaluacion de valores FoldX para péptidos hit de ProP-PD con SLiM
LxCxE testeados experimentalmente

Los siguientes analisis se realizaron con el objetivo de determinar si los valores FoldX son
capaces de reflejar la fuerza de union de hits experimentalmente validados del experimento ProP-PD.
Se testearon experimentalmente 26 péptidos para Rb (Tabla S17, Anexo) y 22 para p107 (Tabla S18,
Anexo) los cuales fueron clasificados segun su fuerza de interaccion con los dominios pocket como
péptidos de interaccion fuerte (Strong Positive Binders, SP), débil (Weak Positive Binders, W) y sin
interaccion (Non Binders o Negative Binders, N). Los péptidos N son secuencias que poseen la
expresion regular del SLiM LxCxE pero sin embargo, no presentaron evidencia de interaccion y en
este sentido se distinguen de los TN del ensayo anterior, en los cuales la mutacion a alanina remueve

el SLiM. Por lo tanto, los péptidos N “negativos” de este ensayo presentan una prueba mas dificil de
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diferenciar de las secuencias que si presentan evidencia de union.

Se escanearon las secuencias de péptidos testeados con las matrices IGUX 9 y 1GUX 8,
seleccionando las subsecuencias en las que se detectd la expresion regular y minimo valor de FoldX
(Figura 5.3 A y Figura Suplementaria S4, Anexo). Asimismo se obtuvo el recall y la especificidad a
diferentes umbrales para definir si existe un umbral que permita clasificar péptidos it de acuerdo a su
estabilidad energética (Figura 5.3 A y Figura Suplementaria S4, Anexo). Para esto, se consideraron
péptidos positivos a la suma de los SPy W.

La primera observacion es que los valores de FoldX caen en un rango similar al de los TPs de
ELM (Figuras 5.2 A y Figura Suplementaria S3, Anexo). Sin embargo, los resultados demuestran que,
a diferencia de lo observado en TPs, no es posible seleccionar un umbral de FoldX que distinga
positivos de negativos, dado que a valores bajos de umbral la especificidad es alta, pero el recall no lo

es (Tabla 5.4). Los valores FoldX también fueron similares entre péptidos SP y péptidos W.
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Figura 5.3. Péptidos hit en ProP-PD usando Rb como carnada que fueron testeados experimentalmente y escaneados
con variantes 1IGUX. A: Distribucion de valores FoldX de péptidos TP y TN para matrices IGUX_9 (izquierda) y IGUX_8
(derecha). Eje Y izquierdo: Numero de instancias, Eje Y derecho: porcentaje de frecuencia acumulada de instancias. B:
Recall (puntos azules) y especificidad (triangulos en rojo) de matrices 1GUX_9 (izquierda) y 1GUX_8 (derecha) para
diferentes valores umbral de FoldX. La linea vertical punteada sefiala el valor de umbral utilizado para establecer
comparaciones.
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Tabla 5.4. Métricas comparativas aplicadas al escaneo de péptidos hit de ProP-PD testeados experimentalmente, con
las variantes de 1GUX.

Proteina Binders SP+W | Non binders e " -
Pocket (N-total) (N-total) Métrica 16UX_9 16UX_8
Recall (%) 86 86
Rb 21 5
Especificidad 0,2 0,2
Recall (%) 94 94
p107 16 6
Especificidad 0,3 0,3

#Valores de recall y especificidad utilizando un punto de corte de cinco.
*1GUX 9: variante de 1GUX de 9 residuos utilizada para el escaneo de secuencias.
**1GUX_8: variante de 1GUX de 8 residuos utilizada para el escaneo de secuencias.

En el analisis de escaneo de secuencias para péptidos testeados experimentalmente indica que
no es posible determinar un umbral o una variante de matriz 1GUX en el que se observen altos valores
de recall y especificidad para ninguna de las proteinas pocket (Figuras 5.3 B y Figura Suplementaria
S4, Anexo). Sin embargo, la alta especificidad a bajos valores de FoldX, sugiere que un valor menor

de FoldX (por ejemplo dos) podria utilizarse para detectar péptidos de mayor afinidad.

5.1.4. Evaluacion de la performance de FoldX sobre todos los péptidos hit
del ensayo ProP-PD

Con el objetivo de determinar si las matrices FoldX utilizadas son capaces de distinguir si los
péptidos que contienen al SLiM LxCxE son mads estables que los que no presentan variantes del
SLiM, se escanearon secuencias de estos dos grupos de péptidos y se evaluo su estabilidad energética

utilizando variantes de 1GUX de ocho y nueve residuos.

De los 308 péptidos hits de Rb, 173 no presentaban un SLiM detectado, 32 contenian un
SLiM LxCxE, y 12 incluian ambos SLiMs. En cuanto a p107, de los 103 #Aits, 40 no tenian un SLiM
detectado, 45 contenian un SLiM LxCxE, y 10 presentaban ambos SLiMs (ver Tabla 3.1, Seccion
3.2). En esta seccion se analizaran los péptidos con SLiM LxCxE: 44 para Rb y 55 para p107.
La lista de péptidos kit del ensayo ProP-PD para ambas proteinas pocket fueron divididos en
dos grupos seglin si se detectd al SLiM LxCxE en su secuencia o no:
1. Péptidos con variantes del SLiM LxCxE que cumplen con la expresion regular
[IL].[CAST].E
2. Péptidos sin SLiM detectado.
Se escanearon los dos grupos de péptidos con las variantes de 1GUX (Figuras 5.4 y Figura
Suplementaria S5, Anexo). Se observa que para ambas proteinas pocket, los péptidos con SLiM
LxCxE dan distribuciones con valores menores de FoldX cuando se las compara con los péptidos sin

este SLiM. Por ende, estas matrices tienen una buena capacidad de distinguir Aits con SLiM LxCxE.
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Figura 5.4. Péptidos hit de Rb escaneados con variantes 1GUX. A: Distribucion de valores FoldX de péptidos para
matrices 1GUX 9 (izquierda) y 1GUX 8 (derecha). Eje Y izquierdo: Frecuencia absoluta de instancias, Eje Y derecho:
porcentaje de frecuencia acumulada de instancias. La linea vertical punteada sefala el valor de umbral utilizado para
establecer comparaciones. A: Péptidos con SLiM LxCxE detectado B: Péptidos sin SLiM LxCxE detectado.

Se calculd como métricas el recall y la especificidad utilizando un umbral de cinco para
definir si alguna variante de 1GUX es capaz de distinguir ambos grupos (Tabla 5.5). Se consideraron

para estas métricas a los péptidos con SLiM como interactores positivos (TP) y a los péptidos sin

SLiM como interactores negativos (TN).

Tabla 5.5. Métricas comparativas aplicadas al escaneo de péptidos /it de ProP-PD con las variantes de 1IGUX.

Proteina TP TN " " -
Pocket (N-total) (N-total) Métrica 1GUX_9 1GUX_8
Recall (%) 89 89
Rb 44 173 Especificidad 0,8 0,8
Recall (%) 89 96
p107 55 40 Especificidad 0.7 0.6

#Valores de recall y especificidad utilizando un punto de corte de cinco.
*1GUX 9: variante de 1GUX de 9 residuos utilizada para el escaneo de secuencias.
**1GUX_8: variante de 1GUX de 8 residuos utilizada para el escaneo de secuencias.

y

misma especificidad para Rb utilizando las dos variantes de 1GUX. Por otro lado, utilizando la

Considerando un umbral de cinco de FoldX, se observo el mismo porcentaje de recall

variante 1GUX 8 para escanear secuencias hits de pl07, se obtiene un recall mas alto aunque la
especificidad disminuye en comparacion de 1IGUX 9 (Tabla 5.5).
Si bien ambas matrices tienen una performance similar, IGUX_8 mostré un recall mas alto en

comparacion con 1GUX 9 en el andlisis de interactores conocidos (Tabla 5.3).

Conclusiones generales de la performance de las matrices FoldX para el SLiM LxCxE: Se puede

concluir que las matrices 1GUX tienen una buena capacidad de distinguir Aits estables que contienen
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SLiMs LxCxE. En base a los resultados presentados, se utilizara 1GUX_8 para evaluar la estabilidad
de péptidos hit con SLiM LxCxE de Rb y pl107 considerando un umbral de FoldX de cinco como
punto de corte en la priorizacion de péptidos candidatos. En base al analisis de péptidos kit ProP-PD
validados experimentalmente, se concluye que se puede utilizar un umbral de dos para priorizar

péptidos de alta afinidad de union.

5.2. Evaluacion del SLiM E2F

5.2.1. Evaluacion de matrices FoldX en interactores conocidos (TP) con

SLiM E2F.

Se utilizo el conjunto de datos de interactores conocidos, TP, conteniendo variantes del SLiM
E2F siguiendo la expresion regular: [IVLMA] . [NQODE] [IVLFMYAW] [ IVLFMYAW], para evaluar
si las matrices FoldX 2R7G y 1N4M permiten clasificar péptidos como estables o inestables de
acuerdo a la penalizacion que incluyen en cada posicion. El conjunto de datos TP es limitado y consta
de siete secuencias reportadas para Rb y cuatro secuencias reportadas para p107 en la base de datos de
motivos lineales, ELM [36]. Por lo tanto, para SLiMs E2F contamos con pocas secuencias TP y las

mismas tienen baja variabilidad de secuencia.

En el analisis realizado para las matrices 2R7G y IN4M [33,38] (ver Figuras 7.8 y 7.9,
Seccion 7.6.4) se observd que ambas presentan limitaciones al penalizar residuos ubicados en la
posicion seis, que corresponde a la segunda posicion fija del core del SLiM E2F definida por [NQDE]
(Tablas 5.6 y 5.7). Esta posicion si bien no se encuentra en contacto con los dominios pocket, forma
parte de la hélice anfipatica y determina la union del SLiM E2F con el dominio [33,38]. Ademas,
IN4M admite la sustitucion del residuo flanqueante al core del SLiM E2F, aspartico (D), en la
posicion nueve de la matriz (Tabla 5.7) por cualquier aminoacido, pero se sabe que este residuo

acidico es importante para estabilizar la interaccion del SLiM con Rb o p107 [33,38].

Por este motivo, se definieron variantes que acotan la matriz al core del SLiM con el fin de
comparar cudl de ellas permite una mejor clasificacion de los péptidos /it en estables o inestables.
Para la matriz 2R7G se definieron tres variantes (Tabla 5.6): 2R7G_10 incluyendo las posiciones uno

a diez (PPTLHELYDL); 2R7G_6 incluyendo las posiciones tres a ocho (LHELYD) y 2R7G_5
incluyendo las posiciones tres a siete (LHELY). Para la matriz 1N4M se definieron tres variantes
(Tabla 5.7): INAM_9 abarcando los residuos uno a nueve (GEGISDLED); IN4M_6 que incluye los
residuos cuatro a nueve (ISDLFD) y INdM_5 (ISDLF), que incluye residuos cuatro a ocho. En todos

los casos, las variantes incluyen la secuencia core del SLiM E2F.
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Tabla 5.6. Posiciones y residuos de la matriz 2R7G

Posicion* 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Residuo P P T L H E L Y D L

“Diez posiciones de la matriz 2R7G [33], basada en la estructura cristalografica del complejo formado por el péptido de la
proteina viral E1A de adenovirus con el dominio pocket de Rb.
Rojo: Core del SLiM E2F.

Tabla 5.7. Posiciones y residuos de la matriz 1N4M

1N4M
Posicion* 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Residuo G E G | S D L F D

#Nueve posiciones de la matriz IN4M [38], basada en la estructura cristalografica del complejo formado por el péptido de
la proteina E2F2 humana con el dominio pocket de Rb.
Rojo: Core del SLiM E2F, presente en este péptido.

Con el fin de analizar la capacidad de las seis variantes de identificar a los TPs del SLiM E2F,
se escanearon las secuencias de los interactores TP registrando la ocurrencia de la expresion regular
del SLiM, y los minimos de FoldX, marcando con un circulo amarillo las subsecuencias positivas para
la REGEX y con un minimo de FoldX (detecciéon positiva) (Figura 5.5 y Figuras S6-S9, Anexo).
Luego, se compar6 el porcentaje de SLiMs TP detectados por cada variante de matriz (Tablas 5.8 y

5.9).
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Figura 5.5. Distribucién de valores FoldX de péptidos TP con SLiM E2F reportados para Rb. Fragmento de grafico de
puntos de péptidos TP con la proteina pocket Rb. Los 18 residuos de péptidos que pertenecen a las proteinas E1A de
Adenovirus, E2F1 y E2F2 humanas, fueron escaneados con A: IN4M 9, B: IN4M 6 y C: IN4M 5. El eje de abscisas
indica la posicion como el punto medio entre la posicion inicial y final de cada subsecuencia analizada (abajo) y el detalle de
residuo de la secuencia peptidica (arriba). Las lineas verticales rojas indican el punto medio de la subsecuencia donde se
detecto la expresion regular [IVLMA] . [NQDE] [IVLFMYAW] [IVLFEMYAW]. Los puntos amarillos indican la deteccion de
una subsecuencia conteniendo al SLiM E2F (recuadro rojo), con el valor minimo de FoldX de todas las subsecuencias
escaneadas para ese péptido. Los graficos de puntos completos para Rb y pl07 escaneados con las variantes de 2R7G y
IN4M se encuentran en las Figuras S6-S9, Anexo).
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Tabla 5.8. Capacidad de deteccion en variantes de 2R7G en interactores conocidos.

Proteina  |3p (N total) 2R7G_10* | 2R7G_6* | 2R7G_5***
pocket
Rb 7 85 100 100
% SLiMs detectados #
p107 4 100 100 100

# 04 SLiMs detectados: % péptidos con valor minimo de FoldX en la subsecuencia positiva para la regex del SLiM E2F.
*2R7G_10: variante de 2R7G de 10 residuos utilizada para el escaneo de secuencias.

**2R7G_6: variante de 2R7G de 6 residuos utilizada para el escaneo de secuencias.

***)R7G_5: variante de 2R7G de 5 residuos utilizada para el escaneo de secuencias.

Tabla 5.9. Capacidad de deteccion en variantes de 1N4M en interactores conocidos.

Proteina  1rp (\.total) INAM_9* | 1IN4M_6** | 1N4M_5**
pocket
Rb 7 85 100 100
% SLiMs detectados *
p107 4 100 100 100

#94 SLiMs detectados: % péptidos con valor minimo de FoldX en la subsecuencia positiva para la regex del SLiM E2F.
*IN4M_9: variante de 1N4Mde 9 residuos utilizada para el escaneo de secuencias.

**IN4M_6: variante de IN4M de 6 residuos utilizada para el escaneo de secuencias.

***¥IN4M_S: variante de 1N4M de 5 residuos utilizada para el escaneo de secuencias.

Si bien el nimero de interactores conocidos (TP) es bajo para el SLiM E2F, las variantes mas
cortas de las matrices 2R7G y 1N4M tienen mejor performance, identificando todos los TP de Rb y
p107 sin sacrificar especificidad (Tablas 5.8 y 5.9).

5.2.2. Analisis de recall y especificidad de interactores conocidos (TP) con

SLiM E2F

Se utilizo el conjunto de datos TP y TN de Rb y p107 (Tabla S15 y S16) para el SLiM E2F
para evaluar la capacidad de las matrices de distinguir entre ambos grupos. A partir de los TP, se
crearon los TN mutando las posiciones fijas del SLiM a alanina (A). Se escanearon los TP y TN para
Rb (N=7) y p107 (N=4) con las variantes de 2R7G y 1N4M determinando valores FoldX segtn el
mismo procedimiento presentado para el SLiM LxCxE y se evaluaron los valores de recall y

especificidad a diferentes valores umbral de FoldX (Figuras 5.6 y Figura Suplementaria S10, Anexo).

En el caso de la proteina Rb los valores FoldX de los interactores TP se encuentran solapados
con los TN para las variantes 2R7G_10, 2R7G_6 y 1N4M_9, mientras que las variantes 2R7G_5,
IN4AM_6 y IN4M 5 fueron capaces de separar TP de TN (Figura 5.6). Para p107, cuyos TPs
representan un subconjunto de los de Rb, todas las matrices logran separar TP de TN (Figura
Suplementaria S10, Anexo). En todos los casos, en su conjunto los péptidos TP de ambas proteinas

pocket presentan menores valores de FoldX que los péptidos TN (Tablas 5.10 y 5.11).

En el analisis de esta seccion se observo que utilizando umbrales de cinco o seis se obtienen
altos valores de recall y especificidad en todos los casos para las dos proteinas pocket (Figura 5.6 B 'y

Figura Suplementaria S10, Anexo). Sin embargo, en el analisis de la seccion 5.2.3, se observo que
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considerando un umbral de tres, se obtienen generalmente porcentajes de recall mas altos sin que la
especificidad disminuya. Por este motivo, el analisis de este set de datos se realizd tomando como

referencia un umbral de tres para evaluar la performance de las matrices FoldX 2R7G, 1N4M y sus

variantes.
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Figura 5.6. Interactores conocidos TP y TN de Rb escaneados con variantes 2R7G y 1N4M. Distribucion de valores
FoldX de péptidos TP y TN para matrices A: 2R7G y C: IN4M. Eje Y izquierdo: Numero de instancias, Eje Y derecho:
porcentaje de frecuencia acumulada de instancias. B: Recall (puntos azules) y especificidad (tridngulos en rojo) de
matrices 2R7G_10 (izquierda), 2R7G_6 (medio) y 2R7G_5 (derecha) para diferentes valores umbral de FoldX. D: Detalle
del recall (puntos azules) y especificidad (triangulos rojos) de IN4M_9 (izquierda), IN4M_6 (medio) y IN4M_5 (derecha).
En ambos casos la linea vertical punteada sefnala un valor estimado de umbral de tres para establecer comparaciones.
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Tabla 5.10. Métricas aplicadas a variantes de 2R7G en el escaneo de interactores conocidos.

Proteina TP TN ces 4 * ok ek
Pocket | (N-total) (N-total) Métrica 2R7G_10 2R7G_6 2R7G_5
Recall (%) 86 86 86
Rb 7 7
Especificidad 1 1 1
Recall (%) 100 100 100
p107 4 4
Especificidad 1 1 1

# Valores de recall y especificidad utilizando un punto de corte de tres.

*2R7G_10: variante de 2R7G de 10 residuos utilizada para el escaneo de secuencias.
**2R7G_6: variante de 2R7G de 6 residuos utilizada para el escaneo de secuencias.
***)R7G_5: variante de 2R7G de 5 residuos utilizada para el escaneo de secuencias.

Tabla 5.11. Métricas aplicadas a variantes de 1N4M en el escaneo de interactores conocidos.

Proteina TP " " o .
Pocket | (N-total) TN (N-total) Métrica 1N4M_9 1N4M_6 1N4M_5
Recall (%) 75 86 86
Rb 7 7
Especificidad 1 1 1
Recall (%) 100 100 100
p107 4 4
Especificidad 1 1 1

# Valores de recall y especificidad utilizando un punto de corte de tres.

*IN4M_9: variante de 1N4M de 9 residuos utilizada para el escaneo de secuencias.
**¥]IN4M_6: variante de 1N4M de 6 residuos utilizada para el escaneo de secuencias.
**%]1N4M_5: variante de 1N4M de 5 residuos utilizada para el escaneo de secuencias.

Si bien el niimero de interactores TP E2F reportados para las proteinas pocket es bajo, los
valores FoldX de los péptidos TP son menores que los péptidos TN, lo que sugiere que son mas
estables energéticamente. Sin embargo, en el caso de Rb, para las matrices 2R7G_10, 2R7G 6 y
IN4M 9 se observa que un TP posee valores iguales o superiores a péptidos TN. Las matrices

restantes (2R7G_5, IN4AM_6 y IN4M_5) poseen un desempefio similar.

5.2.3. Evaluacion de péptidos hit de ProP-PD testeados experimentalmente

con SLiM E2F

Con el objetivo de evaluar si las matrices FoldX son capaces de diferenciar la fuerza de union
de péptidos hit de ProP-PD, se escanearon las secuencias de los Aits testeados experimentalmente

utilizando las matrices 2R7G, 1N4M vy sus variantes.

El analisis continu6 con la distribucion de péptidos hit de ProP-PD validados
experimentalmente mediante ensayos in vitro en el laboratorio de trabajo, clasificados de acuerdo a la
fuerza de interaccion con la que se unen a las proteinas pocket, siendo la mas fuerte SP (strong
positive binders), débil W (weak positive binders) y sin interaccion, N (negative binders). Estos

péptidos cumplen con la expresion regular del SLiM E2F:
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[IVLMA] . [NQDE] [IVLEMYAW] [IVLFMYAW]

Se evaluo la estabilidad energética de 14 péptidos ensayados que fueron kit de Rb (Tabla S19,
Anexo) y de 12 que fueron kit de p107 (Tabla S20, Anexo). Utilizando un umbral de tres, se calculd el
porcentaje de recall y valor de especificidad para cada variante de matriz, considerando TP a la suma

de hits SP +W y TN a los hits N (Figura 5.7 y Figura Suplementaria S11, Anexo).
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Figura 5.7. Péptidos hit en ProP-PD usando Rb como carnada que fueron testeados experimentalmente y escaneados
con variantes de 2R7G y 1N4M. Distribucion de péptidos testeados experimentalmente de acuerdo a valores FoldX de las
variantes A: 2R7G y C: IN4M. Eje Y izquierdo: Numero de instancias, Eje Y derecho: porcentaje de frecuencia acumulada
de instancias. B: Recall (puntos azules) y especificidad (tridangulos en rojo) de matrices 2R7G_10 (izquierda), 2R7G_6
(medio) y 2R7G_5 (derecha) para diferentes valores umbral de FoldX. D: Detalle del recall (puntos azules) y especificidad
(triangulos rojos) de IN4M 9 (izquierda), INAM_6 (medio) y IN4M 5 (derecha). En ambos casos la linea vertical punteada
sefiala un valor estimado de umbral de tres para establecer comparaciones.
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Tabla 5.12. Métricas comparativas aplicadas al escaneo de péptidos hit de ProP-PD testeados experimentalmente, con
las variantes de 2R7G.

Proteina | Binders SP+W| Non Binders " " " ek
Pocket (N-total) (N-total) Métrica 2R7G_10 2R7G_6 2R7G_5
Recall (%) 8 16 92
Rb 12 2 Especificidad 1 1 0,5
Recall (%) 20 20 100
p1o7 S ! Especificidad 1 1 0.3

#Valores de recall y especificidad utilizando un punto de corte de tres.

*2R7G _10: variante de 2R7G de 10 residuos utilizada para el escaneo de secuencias.
**2R7G_6: variante de 2R7G de 6 residuos utilizada para el escaneo de secuencias.
***%)R7G_5: variante de 2R7G de 5 residuos utilizada para el escaneo de secuencias.

Tabla 5.13. Métricas comparativas aplicadas al escaneo de péptidos kit de ProP-PD testeados experimentalmente, con
las variantes de 1N4M.

Proteina Binders Non Binders
SP+W Métrica® 1N4M_9* 1N4M_6** 1N4M_5***
Pocket (N-total)
(N-total)
Recall (%) 25 83 75
Rb 12 2 Especificidad 1 1 1

Recall (%) 20 80 80

pio7 5 ! Especificidad 0.9 0.6 0,6

# Valores de recall y especificidad utilizando un punto de corte de tres.

*IN4M_9: variante de 1N4M de 9 residuos utilizada para el escaneo de secuencias.
**IN4M_6: variante de 1N4M de 6 residuos utilizada para el escaneo de secuencias.
***]N4M_S5: variante de IN4M de 5 residuos utilizada para el escaneo de secuencias.

Los mayores valores de recall y especificidad se logran manteniendo un valor de umbral de
FoldX de tres considerado para el analisis de péptidos interactores o binders y no interactores o non

binders para algunas de las variantes (Figura 5.7 B, D y Figura Suplementaria S11, Anexo).

Los resultados obtenidos para el analisis de hits ProP-PD validados experimentalmente,
muestran que considerando un umbral de tres, las dos variantes con las que se obtiene al mismo
tiempo un alto porcentaje de recall y mayor especificidad, son IN4M_6 y IN4M 5 (Tablas 5.12 y
5.13).

5.2.4. Evaluacion de la performance de FoldX sobre todos los péptidos hit
del ensayo ProP-PD

Para analizar si las matrices FoldX son capaces de distinguir si los péptidos que contienen al
SLiM E2F son mas estables que los que no presentan variantes del SLiM, se escanearon secuencias de
estos dos grupos de péptidos y se evaluod su estabilidad energética utilizando las matrices 2R7G y

IN4M vy sus variantes.

De los 308 péptidos hits de Rb, 173 no presentaban un SLiM detectado, 91 contenian un
SLiM E2F y 12 incluian ambos SLiMs. En cuanto a p107, de los 103 hits, 40 no tenian un SLiM
detectado, 8 contenian un SLiM E2F y 10 presentaban ambos SLiMs. En esta seccion se analizaran

los péptidos con SLiM E2F: 103 para Rb y 18 para p107.
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Empleando las variantes de 2R7G y 1N4M, se escanearon los péptidos que fueron kit en
ProP-PD utilizando Rb y p107 como carnada. Los hits fueron agrupados segin si se detectd en sus

secuencia alguna variante del SLiM E2F o no:

1. Péptidos con variantes del SLiM E2F que cumplen con la expresion regular
[IVLMA] . [NQDE] [IVLFMYAW] [IVLFMYAW],
2. Péptidos sin SLiM detectado.

Se utilizdo el umbral establecido en secciones anteriores de tres para diferenciar péptidos
estables de inestables entre los péptidos Ait de ProP-PD utilizando la variantes de matrices 2R7G y

IN4M.

Se analizaron sub-secuencias escaneadas de ambos grupos, con el objetivo de identificar qué
variante de las seis consideradas puede distinguir a los péptidos que contienen un SLiM E2F de los
que no contienen al SLiM en términos de estabilidad energética (Figura 5.8 y Figura Suplementaria
S12, Anexo).
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Figura 5.8 Péptidos hit de Rb escaneados con variantes de 2R7G y 1N4M. Distribucion de valores FoldX de péptidos
para matrices 2R7G_10, IN4M 9 (izquierda), 2R7G 6, IN4M_6 (medio), 2R7G_5 y IN4M_6 (derecha). Eje Y izquierdo:
Frecuencia absoluta de instancias, Eje Y derecho: porcentaje de frecuencia acumulada de instancias. La linea vertical
punteada sefiala el valor de umbral utilizado para establecer comparaciones. A: Péptidos con SLiM E2F detectado
escaneados con variantes de 2R7G. B: Péptidos sin SLiM E2F detectado escaneados con variantes de 2R7G. C: Péptidos
con SLiM E2F detectado escaneados con variantes de 1N4M. D: Péptidos sin SLiM E2F detectado escaneados con variantes
de IN4M.

Se calculd como métricas el recall y la especificidad utilizando un umbral de tres para definir
si alguna variante de 2R7G (Tabla 5.14) o 1N4M (Tabla 5.15) son capaces de distinguir ambos
grupos. Se consideraron para estas métricas a los péptidos con SLiM como interactores positivos

(TP) y a los péptidos sin SLiM como interactores negativos (TN).
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Tabla 5.14. Métricas comparativas aplicadas al escaneo de péptidos kit de ProP-PD con las variantes de 2R7G.

Proteina TP TN e o . ok ek
o | ntexan | (Netota Métrica 2R7G_10 2R7G_6 2R7G_5
Recall (%) 12 19 69
Rb 103 173 Especificidad 0.8 0.8 0.4
Recall (%) 17 17 61
p107 18 40 Especificidad 0.9 0.9 06

# Valores de recall y especificidad utilizando un punto de corte de tres.

*2R7G_10: variante de 2R7G de 10 residuos utilizada para el escaneo de secuencias.
**2R7G_6: variante de 2R7G de 6 residuos utilizada para el escaneo de secuencias.
***2R7G_S: variante de 2R7G de 5 residuos utilizada para el escaneo de secuencias.

Tabla 5.15. Métricas comparativas aplicadas al escaneo de péptidos /it de ProP-PD con las variantes de 1N4M.

Proteina TP i # " o _
Packet | (N-totaly | TN (N-total) Métrica 1N4M_9 1N4M_6 1N4M_5
Recall (%) 37 60 59
Rb 103 173 Especificidad 0,8 0,6 0,7
Recall (%) 11 50 50
p107 18 40 Especificidad 0,9 0.8 0,9

#Valores de recall y especificidad utilizando un punto de corte de tres.

*IN4M_9: variante de 1N4M de 9 residuos utilizada para el escaneo de secuencias.
**IN4M_6: variante de 1N4M de 6 residuos utilizada para el escaneo de secuencias.
***]N4M_5: variante de IN4M de 5 residuos utilizada para el escaneo de secuencias.

Utilizando un punto de corte de tres para establecer comparaciones entre las variantes de estas
matrices FoldX, se observd que para el caso de 2R7G a mayores valores de recall, disminuye la
especificidad (Tabla 5.14, 2R7G_5). Por el contrario, al utilizar las matrices IN4M_6 y IN4M 5 se
obtiene un alto valor de recall y una especificidad cercana a uno (Tabla 5.15). Entre estas tltimas dos,
la que presenta un alto valor de recall y especificidad para ambas proteinas pocket es IN4M_5, lo que
sugiere que esta matriz presenta una mayor capacidad de distincion entre péptidos que contienen el

SLiM E2F y péptidos que no.

Conclusiones generales de la performance de las matrices FoldX para el SLiM E2F: A partir del

analisis realizado en los tres sets de datos con SLiM E2F se puede concluir que la variante IN4M_5 es
capaz de distinguir péptidos estables, considerados TP a aquellos que contienen SLiM E2F, de
aquellos poco estables, que no contienen SLiM E2F considerados TN. Debido a que esta variante
permite evaluar el core del SLiM, se utilizara para priorizar péptidos Ait que contengan el SLiM E2F
en ambas proteinas pocket. Los hits de ProP-PD seran considerados estables por debajo de un umbral

de tres, lo que permitira priorizar candidatos a futuros ensayos experimentales.
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5.3. Relacion entre estabilidad energética evaluada con FoldX y

variantes de los SLiMs LxCxE y E2F presentes en los péptidos hit

El analisis de patrones de secuencia en péptidos #it se encuentra dentro de los parametros de
mayor importancia, ya que son determinantes para el éxito de la union, segin evidencia estructural y

de ensayos de afinidad realizados entre las proteinas pocket e interactores [33,34,38,50].

Por otro lado, las matrices FoldX proporcionan informacion sobre la similitud entre la
estabilidad energética del péptido hitr y los péptidos en complejos de estructuras resueltas. Sin
embargo, en algunas posiciones las penalidades de las matrices FoldX contradicen la evidencia
experimental [33,34,38,50]. Por esta razon se optd por realizar el andlisis con variantes de las matrices
FoldX 1GUX y 1N4M que excluyen posiciones de conflicto, con el objetivo de acercarnos a lo que la

evidencia experimental indica.

La evaluacion conjunta de estos dos parametros, presencia de una expresion regular (regex)
conocida (ver Tablas 3.2 y 3.4, Secciones 3.2.1 y 3.2.2) y estabilidad energética, aporta un mayor
grado de confianza permitiendo seleccionar hits que presentan variantes de las expresiones regulares

de mayor afinidad y un valor de FoldX por debajo de los umbrales establecidos (Figura 5.9).

A
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Figura 5.9. Valores de FoldX de péptidos hit de ProP-PD con diferentes variantes de REGEX. A: péptidos it de Rb
con variantes del SLiM E2F escaneados con 1N4M 5 (izquierda) y del SLiM LxCxE escaneados con 1GUX 8 (derecha). B:
péptidos hit de pl07 con variantes del SLiM E2F escaneados con 1N4M 5 (izquierda) y del SLiM LxCxE escaneados con
1GUX 8 (derecha). Los colores de los circulos indican una variante distinta del SLiM. Se indica el namero total (N) de
péptidos hit de Rb y pl07 con la expresion regular detectada en los extremos superiores de cada grafico. Triangulos:
Presencia de un residuo F, Y o H en las posiciones variables del core del SLiM LxCxE.
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El analisis de la Figura 5.9 revela que en la mayoria de los casos, los péptidos Ait que
contienen mas de un residuo que modula favorablemente la afinidad de union, poseen valores de
FoldX por debajo de los umbrales definidos para cada matriz, y menores valores de FoldX con
respecto a secuencias que solo contienen el core del SLiM (Figura 5.9). Esto sugiere que los patrones

de secuencia deben considerarse al priorizar péptidos seglin su estabilidad energética.

En el analisis de péptidos con el SLiM LxCxE, se observo que aquellos que presentan un
residuo hidrofébico en las posiciones +2 o +3 respecto al core del SLiM, muestran valores de FoldX
por debajo del umbral de cinco y en muchos casos por debajo de 2 (Figura 5.9, derecha). Esto
respalda la inclusion de estas posiciones como fijas en el SLiM LxCxE al detectar patrones de
secuencia (ver Seccion 3.2.1). Por el contrario, la matriz 1GUX no puntiia con un menor valor de
FoldX la presencia de residuos favorables en las posiciones variables en el core del SLiM LxCxE o la
presencia de un residuo acidico en -1, mostrando que la matriz es limitada en la deteccion de estas

caracteristicas de alta afinidad [50].

En el caso de los péptidos con el SLiM E2F, se observd que aquellos que presentan los
residuos [DE] en la segunda posicion fija del SLiM y [FY] en la quinta posicion, se encuentran
mayormente por debajo del umbral de tres de FoldX, definido para este caso (Figura 5.9, izquierda).
Aunque hay menos evidencia experimental disponible para los determinantes de union del SLiM E2F
en comparacion con el SLiM LxCxE y los péptidos Ait de p107 con el SLiM E2F fueron escasos,
estos resultados contribuyen a priorizar con mayor confianza los péptidos con el SLiM E2F para su

evaluacion experimental, proporcionando asi informacion valiosa sobre este SLiM.

5.4. Conclusiones generales sobre la determinacion de la

estabilidad energética de péptidos Ait utilizando matrices FoldX.

Capacidad y limitaciones de matrices FoldX para representar la energética de union de SLiMs: El

analisis de estabilidad energética de los péptidos #its en ProP-PD utilizando matrices FoldX mostro
que las posiciones flanqueantes del SLiM que modulan la afinidad de union con los dominios pocket,
no son adecuadamente representadas en las penalizaciones estimadas por FoldX. Esto ocurre por
ejemplo, en las posiciones -1 (acidico, D) y +3 (hidrofobico) con respecto al core del SLiM LxCxE,
que se encuentran levemente penalizadas en la matriz 1GUX a pesar de ser importantes para modular
la afinidad de unién [34,50]. Por lo tanto, las restricciones en estas posiciones no se encuentran
representadas adecuadamente en 1GUX. Lo mismo ocurre con la posicion nueve de la matriz 1N4M
que corresponde a la posicion flanqueante +1 con respecto al core del SLiM E2F. Esta posicion, a
pesar de ser un residuo acidico importante para estabilizar la union, se encuentra poco penalizada por
IN4M [38].

Estas fallas en representar la energética de union se deben en parte a que el algoritmo realiza
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las sustituciones de manera independiente, sin alterar la orientacion de la cadena principal del péptido.
Como resultado, los residuos que no entran en contacto con la superficie del dominio, y que por lo
tanto estan menos restringidos en el espacio, reciben una penalizacion mas baja. En cambio, las
variaciones de energia libre suelen ser mayores cuando se sustituyen residuos que se entierran en el
bolsillo de unién. Por lo tanto, FoldX solo logra representar parcialmente la energética de interaccion,
y tampoco puede representar modos alternativos de union que involucran cambios en la posicion de la
cadena principal.

Para mitigar el problema de las posiciones flanqueantes, se eliminé la posicion -1 con respecto al core
del SLiM LxCxE en la matriz 1GUX y en el caso de 1N4M se gener6 una variante que restringen la
matriz al core del SLiM E2F, permitiendo limitar las penalizaciones a esos segmentos. Esta pérdida de
representacion de regiones flanqueantes, que modulan la afinidad de unién, puede ser compensada
mediante la deteccion conjunta de variantes de expresiones regulares que incluyan estas posiciones y

representan SLiMs de mayor afinidad.

Evaluacion de la performance de diferentes variantes de matrices FoldX: A partir de la evaluacion

de sets de datos conteniendo el SLiM LxCxE utilizando las dos variantes de la matriz 1GUX, se
observd que ambas son capaces de identificar péptidos mas estables en interactores TP y que
considerando un punto de corte de cinco, la variante 1GUX 8 permite obtener mayores valores de
recall y especificidad. En el andlisis de péptidos hit del ensayo ProP-PD que fueron testeados
experimentalmente, se observo el mismo valor de recall y especificidad para ambas proteinas pocket y
matrices, mientras que en el analisis de todos los péptidos /it se observo que tienen capacidad similar
de distinguir entre péptidos que contienen el SLiM LxCxE de los que no lo presentan. Debido a que
la matriz 1GUX_8 mostr6 un mejor desempefio en el escaneo de interactores conocidos, serd
empleada para realizar la priorizacion de péptidos candidatos a ensayos experimentales.

Para evaluar péptidos con el SLiM E2F se utilizaron las variantes de 2R7G y 1N4M. Las
métricas establecidas mostraron que las matrices que estan restringidas al core del SLiM presentan un
mayor porcentaje de recall y alta especificidad en el escaneo de secuencias de interactores reportados
(TP). Al analizar péptidos /it de ProP-PD testeados en el laboratorio, se pudo establecer un umbral de
tres para distinguir entre péptidos estables e inestables. En este valor, se obtuvieron para las variantes
cortas de 1N4M los valores mas altos de recall y especificidad. Por ultimo, al analizar todos los
péptidos que fueron kit en ProP-PD se identifico a IN4M_5 como la matriz con mayor capacidad de
recuperacion de péptidos estables que contienen el SLiM E2F sin sacrificar especificidad, siendo ésta
superadora sobre las variantes de 2R7G y 1N4M restantes.

Comparativamente, el empleo de la matriz 1GUX para detectar péptidos con el SLiM LxCxE
es superador con respecto al empleo de las variantes de 2R7G y 1N4M para detectar péptidos con
SLiM E2F. Esto se observa en la distribucion de valores que adoptan los péptidos con SLiM en

comparacion a los péptidos sin SLiM. Los péptidos en los que se identifica una variante de LxCxXE,
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presentan menores valores de FoldX que los que no presentan la regex (Figura 5.4 y Suplementaria
S5, Anexo) al ser escaneados con cualquiera de las dos variantes de 1GUX. Por el contrario, este
patron se ve representado en el caso de péptidos conteniendo el SLiM E2F que fueron escaneados con
IN4M_5, siendo ésta una matriz acotada a las posiciones del core del SLiM, y no en el resto de las
variantes 1IN4M y 2R7G (Figura 5.8 y Suplementaria S12, Anexo). Por otro lado, el mayor nimero de
interactores reportados con el SLiM LxCxE y la variabilidad de secuencia existente entre los mismos
permite una mejor evaluacion de las predicciones de la matriz IGUX que las predicciones realizadas

con las matrices 2R7G y 1N4M.

Conclusiones finales: Mediante el analisis de métricas de recall y especificidad de varias matrices
sobre diferentes datasets de benchmarking, se logré seleccionar las matrices 1IGUX 8 y IN4M_5 para
su uso posterior en la priorizacion de péptidos hit. A pesar de las limitaciones de las matrices FoldX,
se concluye que la combinacion de la deteccion de patrones de secuencia utilizando expresiones
regulares con el analisis energético de los péptidos Air mediante FoldX permitird generar una lista
priorizada de péptidos, considerando valores menores de FoldX como un factor importante para la
priorizacion, aunque no exclusivo.

Por tltimo, como se menciond al principio del capitulo, FoldX es una herramienta que
permite predecir la afinidad de interaccion de los complejos. Si bien en el set de datos de hits ProP-PD
muchos de ellos fueron considerados negativos por no presentar la expresion regular definida de los
SLiMs LxCxE y E2F, aquellos hits sin un SLiM conocido pero que tienen un valor bajo de FoldX,
representan péptidos candidatos a interactuar de manera mas afin con los dominios pocket. Estos hits
podrian contener nuevas variantes de SLiMs de interaccion que no han sido considerados en este
trabajo o reportados en la bibliografia hasta el momento y podrian ser considerados en futuros ensayos

experimentales.
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Capitulo 6: Criterios de priorizacion para péptidos
hit.

A lo largo de este trabajo se emplearon herramientas bioinformaticas que nos permitieron
evaluar parametros estructurales, de secuencia y de estabilidad energética de una lista de péptidos que
fueron /it en el ensayo ProP-PD utilizando a los dominios pocket de Rb y p107 como carnada. Hacia
el final del analisis, se considerd también la informacion de localizacion celular anotada por el grupo
de investigacion que disefo la biblioteca HD2, siendo “nucleo” o “nucleo y citoplasma” las categorias
de interés funcional dado que colocalizan con las proteinas pocket [40]. Se discutio la importancia de
evaluar conjuntamente los resultados de los diferentes parametros (secuencia, estructura y estabilidad)
con el objeto de generar una lista priorizada de péptidos candidatos a ser testeados
experimentalmente. El benchmarking de cada parametro se realizo a partir de los valores obtenidos
para una lista de péptidos que corresponden a SLiMs para los cuales se ha validado su interaccion con
las proteinas pocket curados a partir de la base de datos ELM y evidencias de nuestro grupo. Esto

permitio establecer umbrales para identificar caracteristicas deseables en los Aits.

En primer lugar, se utilizaron expresiones regulares para priorizar péptidos conteniendo
SLiMs candidatos en los que se detectaron patrones de secuencia que aumentan la afinidad de
interaccion con las proteinas pocket. En segundo lugar, se utilizaron parametros estructurales para
identificar péptidos que se encuentren con alta probabilidad accesibles para interactuar con las
proteinas pocket. La implementacion de RSA utilizando modelos AlphaFold permitid mejorar las
predicciones de desorden utilizadas en el disefio de la biblioteca HD2 antes del advenimiento de este
algoritmo de prediccion estructural. Dentro de los péptidos con un valor de RSA mayor o igual a 0,4,
se di6 prioridad a los que presenten un mayor valor RSA y luego, a los que presenten un mayor valor
de TUPred. Los que se identificaron con un valor de [UPred menor a 0,4 o bien compartian mas de
ocho residuos con dominios Pfam, fueron identificados con una advertencia. Aquellos que presentaron
un valor de [UPred inferior a 0,2 y mas de ocho residuos dentro de un dominio Pfam, fueron filtrados
al igual que los que presentaron valores de RSA menores a 0,4. En tercer lugar, se priorizaron
aquellos péptidos hit que se encontraban localizados en nucleo y nucleo-citoplasma, debido a que
comparten localizacion celular con la familia de proteinas pocket. Por ultimo, se evalud que los
SLiMs candidatos fuesen energéticamente estables segun los valores predichos de estabilidad

utilizando FoldX utilizando umbrales determinados mediante benchmarking con SLiMs conocidos.

En resumen, se detalla el orden en el que se aplicaran los criterios de priorizacion a lo largo de

este capitulo:

1. Deteccion de patrones de secuencia que correspondan a las expresiones regulares definidas
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para los SLiMs LxCxE y E2F. Los péptidos en los que no se detecten las expresiones
regulares, seran filtrados.

2. Evaluacion de parametros estructurales que incluye:

a. Valor de accesibilidad relativa al solvente (RSA): se conservaran los péptidos que superen
o igualen un valor de RSA de 0,4. Los Aits que se encuentren por debajo de este valor, serdn
filtrados.

b. Valor de prediccion del desorden con IUPred: se priorizaran péptidos con un promedio de
valor de IUPred superior o igual a 0,4. Aquellos que se encuentren con un valor menor a 0,4
seran identificados con una advertencia.

c. Solapamiento con residuos Pfam: se priorizaran péptidos que compartan ocho residuos o
menos con dominios Pfam. Aquellos péptidos que compartan nueve o mas, seran identificados
con una advertencia.

d. Si el péptido supera el valor de 0,4 de RSA, pero presenta un valor de I[UPred inferior a 0,2 y
mas de ocho residuos solapados con un dominio Pfam, ser filtrado.

3. Localizacién celular: Se priorizardan péptidos con localizacion celular nuclear y
nuclear-citoplasmatica.

4. Estabilidad energética segiin matrices FoldX:

a. Péptidos con SLiM LxCxE escaneados con 1GUX_8: se identificaran con advertencias los
que se encuentren por encima de un valor de cinco.

b. Péptidos con SLiM E2F escaneados con 1N4M_5: se identificaran con advertencias los que se

encuentren por encima de un valor de tres.

Por ultimo, para los hits que cumplen con los criterios estructurales y que poseen localizacion
citoplasmatica, seran considerados en la priorizacion dependiendo de la funcion asociada. Esto se
debe a que algunas proteinas que podrian mediar los roles mitoticos de las proteinas pocket, tienen
asignada localizacion citosolica debido a que la membrana nuclear se disgrega durante la mitosis. En
este trabajo, esta seleccion fue realizada para algunos Aits mediante curacién manual, pero en el futuro
podria automatizarse mediante la incorporacion de términos GO en la priorizacion. Aquellos Aits
provenientes de proteinas reportadas en IntAct o ensayos de protedomica en los que no se haya
detectado una expresion regular previamente conocida, seran considerados ya que podrian representar
modos de interaccion novedosos. Estas consideraciones guiaran la eleccion de candidatos priorizables

discutidos a lo largo de este capitulo.

6.1. Ejemplos de uso de criterios de priorizacion en péptidos hit

LxCxE de Rb testeados experimentalmente

A continuacion, a modo de ejemplo y con el objetivo de explicar la relevancia de los distintos
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criterios se aplican los mismos al conjunto de péptidos con el SLiM LxCxXE identificados como #its de
Rb y previamente validados en el laboratorio. De los 26 péptidos con SLiM LxCxE ensayados (Tabla
S17, Anexo), este analisis incluye 11 péptidos Ait que provienen de la biblioteca HD2 (Tabla 6.1).

Tabla 6.1. Criterios de priorizacién aplicados a Péptidos Ait de Rb testeados experimentalmente con SLiM LxCxE.

ID Uniprot | RSA*|1UPred*|pfam®| LOS21IZaCION | c o yymen | TiPODE | o yietio aplicado
celular® interaccion*
CPSF7_HUMAN [ 0,83] 046 | 0 N 4,34 SP Priorizable
FANCM_HUMAN| 0,83 037 | o N 1,78 w Priorizable (IUPred)
HFM1_HUMAN |o0,88| 020 | o NC 1,43 w Priorizable (IUPred)
HMBX1_HUMAN| 0,52 | 0,65 | 16 NC 0,43 N Priorizable (Pfam)
GTSE1_HUMAN [ 0,75| 033 | 15 NC 1,50 SP Priorizable (IUPred y
Pfam)
SEPT7_HUMAN | 046 | 026 | 16 NC 4,27 SP Priorizable (IUPred y
Pfam)
S31D1_HUMAN | 0,73| 041 | 16 c 213 sP Priorizable (Pfam,

- Localizacion)
KIF24_HUMAN | 0,81 0,62 0 © 0,22 SP Priorizable (Localizacion)
CE295_HUMAN | 0,76 | 0,51 0 C 3,38 SP Priorizable (Localizacion)
ZN445 HUMAN | 0,62 051 | o N 10,05 w Priorizable (FoldX)
AF17_HUMAN |o048| o010 | 16 N 1,72 SP Filtrado (IUPred, Pfam)

#Celdas en amarillo indican una advertencia. Celdas en rojo sefialan el motivo de filtrado

* Numero de residuos solapados con dominios Pfam

"N= Nucleo; NC= Nicleo y Citoplasma; C= Citoplasma

** Valor de FoldX con la matriz FoldX 1GUX 8

*** Tipo de interaccion con las que fueron identificadas en ensayos experimentales con el dominio pocket de Rb, siendo SP:
Strong Positive binder, W: Weak positive binder y N: Negative binder.

Todos los hits cumplen con el primer criterio (presencia de expresion regular), dado que
presentan en su secuencia una variante del SLiM LxCxE. El segundo criterio, incluye a los tres

parametros estructurales considerados en este trabajo (RSA, [UPred y Pfam).

Luego, se analizaron segun la localizacion celular anotada para cada péptido en la biblioteca
HD2, siendo nucleo o nucleo y citoplasma las de preferencia y por tltimo que al escanearlos con la
matriz FoldX 1GUX 8 tengan un valor menor a cinco (energéticamente estables). Los 11 péptidos
fueron clasificados segun estos criterios en ‘priorizable’, ‘priorizable con advertencia’, ‘no

priorizable’ y ‘filtrado’; y se analizaron algunos casos de manera individual.

Dentro de este conjunto de péptidos Aits evaluados experimentalmente se observan siete casos

interesantes que resaltan la relevancia de los criterios.

Importancia del valor de RSA. El primer caso es la proteina HFM1 HUMAN, con un valor de
IUPred de 0,2. La proteina HFM1 es una DNA helicasa ATP dependiente. Este péptido se encuentra
en el N-terminal de la proteina que en el modelo AlphaFold es desordenado y esta accesible para

interactuar (RSA= 0,88). No existe evidencia alguna hasta la fecha que reporte una estructura
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ordenada. El bajo valor de IUPred puede deberse a un efecto borde del algoritmo, que tiende a
predecir valores mas bajos en los extremos de las secuencias ya que se usa una ventana de residuos
mas chica para predecir el desorden. Este ejemplo resalta la importancia de complementar las
predicciones de [UPred con herramientas como RSA, que nos acerquen a identificar candidatos para

validaciones experimentales.
Importancia de residuos solapados con dominios Pfam:

Dominios Pfam v Dimerizacion: El segundo caso es el péptido de la proteina HMBX1 HUMAN.

HMBX1, Proteina con homeobox 1, es un factor de transcripcion que pertenece a la clase HNF de la
familia de genes homeobox. Los valores de FoldX, RSA e IUPred cumplen con los criterios de
priorizacion y se detecta la expresion del SLiM LxCxE en su secuencia (Tabla S17, Anexo). Sin
embargo, el péptido se encuentra en el N-terminal solapado con un un dominio Pfam denominado
HNF1 N, cuya funcién es de dimerizacion [63]. Dado que la base de datos de AlphaFold2 so6lo
contiene modelos monoméricos, el RSA calculado a partir del modelo de esta proteina podria reflejar
incorrectamente la accesibilidad de este péptido para interactuar en el caso de que esté formando el
dimero [54]. Por lo tanto, si bien se determind experimentalmente que no interactia con Rb, si fuera
positivo podria haber sido un falso positivo requiriendo otros experimentos que garanticen su

accesibilidad.

Dominios Pfam v Regiones Desordenadas: El péptido proveniente de GTSE1 _HUMAN, la proteina 1

de expresion en fase G2 y S, solapa con el dominio Pfam GTSE1 N. El péptido kit de la
S31D1_HUMAN, proteina 31D1 espermatogénesis asociada, se encuentra dentro de un dominio Pfam
DUF4599, que son dominios sin funcion conocida. Una buisqueda bibliografica no reveld informacion
sobre la estructura de estos dos dominios y los modelos AlphaFold indican que ambas proteinas son
desordenadas en esa region, por lo que puede tratarse de regiones desordenadas (IDRs) de alta
conservacion que se clasifican como dominios Pfam sin ser globulares y por ende no deben ser

descartadas.

Dominios Pfam y Loops Desordenados: El péptido de la proteina septina-7 SEPT7 _HUMAN presenta
valores cercanos a los umbrales de FoldX, RSA e IUPred. El péptido estd completamente solapado
con un dominio septina de Pfam. Sin embargo, existen 15 cadenas que representan el dominio
provenientes de seis estructuras determinadas por cristalografia de rayos X (PDBs: 2qag, 3tw4, 6n0b,
6nl2, 6uqq, 3t5d) y una determinada por microscopia electronica (PDB: 7m6j). En una de estas
cadenas, la region correspondiente al péptido /it se encuentra como missing residues, es decir, no se
pudo resolver la estructura, mientras que en las restantes es un loop intradominio de estructura
variable (Figura 6.1A). Esto indica que el péptido esta expuesto y accesible para interactuar con el

dominio globular mas alla de la advertencia de Pfam.

La deteccion de dominios Pfam de manera complementaria a las otras herramientas permite

detectar aquellos hits que podrian resultar en falsos positivos por encontrarse dentro de dominios
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globulares o0 no accesibles, asi como también indicar para cuales hits es necesario profundizar en la
busqueda bibliografica como el caso de SEPT7 HUMAN. Los hits con advertencias de Pfam deben

ser analizados de manera individual y teniendo en cuenta el resto de los parametros evaluados.

Utilizacién de FoldX para la priorizaciéon de SLiMs alternativos. SEPT7 también permite
ejemplificar el uso de FoldX para seleccionar el mejor SLiM candidato. En la secuencia de SEPT7 se

detectaron patrones de los SLiMs E2F (subrayado) y LxSxE (indicado en azul):

SLFLTDLYSPEYPGPS

Al ser escaneado con la matriz LxCxE (1GUX_8), el péptido tiene un valor de FoldX de 4,27,
cercano al umbral de cinco utilizado para este SLiM, mientras que con la matriz E2F (1N4M_5)
obtiene un valor de 1,70, cercano a la mitad del umbral utilizado para este SLiM. Esto sugiere que el
péptido de SEPT7 podria unirse preferencialmente al bolsillo E2F, en lugar del LxCxE. De hecho, el
ensayo de competencia Alphascreen realizado en el laboratorio sugiere que este péptido se une al
bolsillo E2F y no al bolsillo LxCxE. El laboratorio esta llevando a cabo ensayos experimentales de

mutagénesis para confirmar esta hipotesis.

Limitaciones de FoldX en la detecciéon de SLiMs. El péptido de la proteina Zinc Finger 445
(ZN445 HUMAN) presenta valores de parametros estructurales que indican que podria ser priorizado
y una localizacion celular deseada, pero posee un valor de FoldX de 10,05 (AREPW). Este valor de
FoldX se debe a que en la posicion hidrofobica +2 hay un triptéfano que es altamente penalizado por
FoldX. Sin embargo, este péptido fue un interactor positivo en los ensayos experimentales y nuestro
grupo determind que la mutacion de leucina a triptéfano en la posicion +2 equivalente del SLiM
LxCxE de HPV E7 es poco disruptiva, disminuyendo la afinidad en so6lo 2 veces (ver Tabla S2,
Anexo) indicando que el triptéfano es una variante posible y que la penalizacion extrema del

triptofano en la posicion +2 es una limitacion de FoldX.

Concluimos que el empleo de matrices FoldX (ver Secciones 5.1 y 5.2) para identificar
péptidos estables es complementaria al resto de las herramientas ayudando en la identificacion de

SLiMs, pero no debe ser excluyente debido a las limitaciones del algoritmo.

Relevancia de IUPred y un filtrado exitoso. El lltimo caso de interés es el péptido de la proteina
AF17_HUMAN, identificado como SP en ensayos experimentales, y que presenta un residuo
hidrofobico en la posicion +2, lo que le confiere una mayor afinidad de union y los valores de FoldX y
RSA son apropiados. Sin embargo, el valor de [UPred predice que la secuencia es ordenada, con un
valor de 0,1. El modelo AlphaFold muestra que forma parte de una lamina beta dentro de un dominio
zinc-finger globular al igual que ocurre en la proteina homologa AF10 (Figura 6.1 B). Este caso

resulta ser un falso positivo ya que aunque el péptido aislado es un interactor fuerte, en condiciones
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nativas se encuentra inaccesible. Por lo tanto, la evaluacion de péptidos que presentan un valor de
IUPred por debajo de 0,2 en conjunto con una advertencia de Pfam, podria facilitar el filtrado de
péptidos que no son candidatos priorizables por encontrarse dentro de un dominio globular, aun

cuando el valor de RSA es adecuado (Figura 6.1 B).

Figura 6.1. Estructuras de segmentos proteicos conteniendo péptidos hit de Rb, testeados experimentalmente. A:
Estructura alienada de los PDB: 2QAG, 3TW4, 6NOB, 6N12, 6UQQ, 3T5D y 7M6J [64] de la proteina SEPT7. Se observa
la estructura en color azul claro y se destaca el segmento correspondiente al péptido Ait en color rosa. B: Estructura
modelada en AlphaFold2 (AF-P55198-F1 [23]) de la proteina AF17 (verde) alineada con la estructura cristalizada del
dominio PZP de la proteina AF10 (gris) (PDB: SDAH) [64] donde se detectd el patron del SLiM LxCxE con un residuo
hidrofébico en la posicion +2 respecto al core del SLiM (LLCEEEV) que forma parte de una lamina beta dentro de un
dominio zinc-finger.

Estos siete ejemplos demuestran la importancia de realizar un analisis integral que incluya

mas de una herramienta y umbrales que permitan analizar parametros con advertencias.

6.2. Mapeo de sitios de union en interactores conocidos (IntAct y

protedmica)

En esta seccion, se priorizaran aquellos péptidos hit de ProP-PD que son interactores
previamente conocidos de las proteinas pocket reportados en IntAct [42] (ver Seccion 2.2) o en

ensayos de protedmica [48] (ver Seccion 2.3).

i- Candidatos provenientes de la base de datos IntAct: Se identificaron tres Aits de Rb, dos
sin SLiM conocido (ECD_HUMAN, XPA HUMAN) y uno con un SLiM LxAxE (TAF1_HUMAN)

(Tabla 6.2).

El hit de TAF1I_HUMAN, se solapa en once residuos con el dominio Pfam de union a la
TATA-binding-protein (TBP-binding). Sin embargo, los 300 residuos N-terminales de TAF1 son
asignados como missing residues en 24 estructuras obtenidas por microscopia electronica excepto en
una estructura donde se observan 60 residuos de esta region (Figura 6.2). Esto lo convierte en un hit a

priorizar por encontrarse el SLiM candidato en una regién desordenada.
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Figura 6.2. Modelo de estructura de TAF1. Se observa la estructura de la cadena A del PDB: 6MZD [64] correspondiente
a la proteina TAF1 humana. Se indica la estructura en color azul claro y la regioén del péptido it en color rosa. Los seis

primeros residuos forman una estructura de hélice, mientras que los otros diez residuos figuran como missing residues, con

linea rosa punteada.

Tabla 6.2. Péptidos hit de ProP-PD reportados en IntAct y en ensayos de proteémica

. . .| Localizacién| FoldX FoldX Criterio
# ## Y 1LY idiad #itH
ID Uniprot Secuencia’ SLiM RSA [IlUPred™|Pfam* + 1GUX_8** [INaM_5++ aplicado
No .
TAF1_HUMAN () | SLITELTANEELTGTD | reportado | 0.77 | 0.50 1 N 0,03 - Priofizable
LxAXE (P
ECD_HUMAN (I) | SVMAPVDVDLNLVSNI - 047 | 058 9 NC 4,21 3,87 No(gé‘gézjb'e
XPA_HUMAN () | LEVWGSQEALEEAKEV ; 042 | o042 0 NC 5,12 6,61 N°(Fggiezf)b'e
TPM3_HUMAN (P) | MMEAIKKKMOMLKLDK | E2F | 0,68 | 048 0 c ; 305 | N° (F’Fr'c:’lg)z(";‘b'e
DREB_HUMAN (P) | SLIDLWPGNGEGASTL | E2F | 0,88 | 048 0 c ; 483 P;'gglggg'e
SGIMELYGSDIEPQPS | E2F | 082 | 053 0 c ; B sl
e (Localizacion)
PRUN2_HUMAN (P) | PTFLETWNDSVDGDSF 087 | 048 0 8,0 PE‘;’Q@(")'e
EF like c 5,89 S
DRKTPTFLEIWNDSVD 0,86 | 045 0 8,15 riorizable
(FoldX)
PDLI1_HUMAN (P) | VTEEGKRHPYKMNLAS - 077 | 060 0 c 7,82 416 P?ggﬁi(b)'e
PLAK2_HUMAN (P) | LTVVKDDDHGILDOES - 052 | 081 0 NC 736 | -041 P{;ggg:%'e
SCMC1_HUMAN (P) | ELLKSYWLDNFAKDSV | E2F | 042 | 0,03 11 c ; 543 F”"a‘;‘;;r'r‘f)”ed’

#Se indica entre paréntesis si el péptido fue reportado en IntAct (I) o en ensayos de protedmica (P)

“Deteccion de la expresion regular de los SLiMs LXCXE o E2F (negro), deteccion de una variante similar (rojo). Subrayados
se encuentra la secuencia que corresponde al menor valor de FoldX de los reportados en esta tabla.

##Celdas en amarillo indican una advertencia. Celdas en rojo sefialan el motivo de filtrado

ASLiM detectado.

* Numero de residuos solapados con dominios Pfam

"N= Nicleo; NC= Ncleo y Citoplasma, C= Citoplasma

**Valor minimo de secuencia escaneada con matriz FoldX 1GUX_ 8.

***Valor minimo de secuencia escaneada con matriz FoldX IN4M_5S.

Los hits de las proteinas ECD y XPA cumplen con los criterios estructurales propuestos en

este trabajo y ambos son identificados con localizacion nucleo-citoplasmatica. Sin embargo, en el
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modelo AlphaFold de ECD se observa que nueve residuos del péptido forman parte de una hélice
estructurada. En el caso de XPA en once cadenas de diez estructuras y en el modelo AlphaFold, los 16

residuos forman parte de una hélice estructurada. Por lo tanto, estos péptidos no seran priorizados.

ii- Candidatos provenientes del ensayo de Proteémica: Se identificaron siete péptidos no

solapados pertenecientes a seis proteinas del ensayo de protedmica [48] (Tabla 6.2). Dos de ellos no
presentaron los patrones de secuencia correspondientes a los SLiMs E2F y LxCxE (PDLI1_HUMAN
y PLAK2 HUMAN), y cinco pertenecen a cuatro proteinas clasificadas en la biblioteca HD2 como
citoplasmaticas ( SCMC1_HUMAN, TPM3 HUMAN, DREB HUMAN, PRUN2 HUMAN).

Entre las proteinas de localizacion citosolica, la proteina mitocondrial SCMC1_HUMAN,
posee un valor muy bajo de IUPred (0.03) y se encuentra solapado con el dominio Pfam
“Mitochondrial carrier protein”. Si bien no existe una estructura resuelta, en el modelo AlphaFold2 se
encuentra formando una hélice indicando que el SLiM presente en su secuencia no se encontraria
accesible. La proteina TPM3_HUMAN, posee funciones no relacionadas con las proteinas pocket por
lo que no sera priorizada. Por el otro lado, el péptido de DREB_HUMAN, se identifico un SLiM E2F,

esta proteina citosodlica posee roles en diferenciacion celular por lo que si sera priorizada.

Por otro lado, se identificaron dos péptidos no solapados de la proteina citoplasmatica
PRUN2_HUMAN: uno de ellos presentd un SLiM E2F canonico (IMELY) que fue ensayado
experimentalmente en el grupo de trabajo resultando un interactor débil, y el otro péptido presenta una
variante novedosa del SLiM E2F (E2F-like) con una fenilalanina en la primera posicion del SLiM
(FELEIW) que resta testear y presenta buenos valores estructurales (Tabla 6.2). Si bien la localizacion
de PRUN2 HUMAN es citosolica, es priorizable por estar relacionada al desarrollo tumoral y por su

expresion en la fase G1 del ciclo celular. Estos péptidos estan siendo testeados en el laboratorio.

La proteina PLAK2 HUMAN por otro lado, presenta parametros estructurales priorizables y
localizacion nuclear (Tabla 6.2). Aunque no presenta en su secuencia una expresion regular canonica
para los SLiMs E2F y/o LxCxE, podria representar una variante E2F-Like TL.DQF de interaccion con
el dominio pocket ya que esa secuencia puntua muy bien con la matriz (FoldX IN4M 5:-0,41), y en
otros hits sin SLiM detectado como KNLI1 testeados en el laboratorio se detecté un SLiM funcional

LTDTW donde la segunda posicion hidrofobica también es reemplazada por un residuo polar.

En resumen, se identificaron los siguientes péptidos candidatos a priorizar a TAF1_HUMAN
(SLiM LxAxE), PRUN2 HUMAN (SLiMs E2F/E2F-Like) y PLAK2 HUMAN (SLiM E2F-Like),
DREB_HUMAN (E2F). PRUN2 HUMAN y DREB_HUMAN resaltan la relevancia de un futuro
profundizar el analisis considerando términos GO de hits cuyos roles se encuentren relacionados a los

de las proteinas pocket.
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6.3. Variantes novedosas del SLiM E2F identificadas con MEME.

En esta seccion, se priorizaron los candidatos que surgieron del alineamiento con la
herramienta MEME [52] en los que se identificaron variantes novedosas del SLiM E2F (E2F-like)
incluyendo un SLiM E2F invertido (E2F reverso) (ver Seccion 3.3). Los modos de union “reverso” ya

han sido validados para otros SLiMs de la base de datos ELM.

Se identificaron péptidos solapados provenientes de dos proteinas con una fenilalanina en la
primera posicion del SLiM E2F propuesto en este trabajo. Estos #its, provienen de las proteinas
PRUN2 _HUMAN y ZN865 HUMAN. En el mismo analisis, MEME [52] incluy6 un alineamiento
con la secuencia del péptido de la proteina estriatina-1 (STRN3 HUMAN) donde no se detectd

similitud a ningiin SLiM conocido (Tabla 6.3).
Tabla 6.3. Péptidos hit de ProP-PD con E2F-like y E2F reverso.

. = - ... +| FoldX FoldX Criterio
ID Uniprot Secuencia SLiM RSA |IUPred| Pfam |Localizacién 1GUX 8*|1N4M 5** aplicado
SYPFDFLEFLNHQRFE 08 | 046 | o 6,13 P{E;'ZZE)'e
ZN865_HUMAN E2F like N 41 Priorg o
VHFQSYPEDFLEFLNH 083 | 046 | o 7,64 s
STRN3_HUMAN | VLETENFLENADDSDE | E2F | 089 | 064 | o0 NC 5,03 0,13 gl
— reverso (Regex)

“Deteccion de la expresion regular de los SLiM E2F-like (rojo), E2F reverso (verde) o secuencia alineada por la herramienta
MEME (azul). Subrayado se indica la secuencia que corresponde al menor valor de FoldX reportado en la tabla

*SLiM detectado.

"N= Nicleo; NC= Ntcleo y Citoplasma

**Valor minimo de secuencia escaneada con matriz FoldX 1GUX_ 8.

***Valor minimo de secuencia escaneada con matriz FoldX IN4M_S.

Los péptidos provenientes de PRUN2_HUMAN fueron discutidos en la seccion anterior,
dado que la proteina fue identificada como interactora de Rb en ensayos de protedmica [48]. Los
péptidos provenientes de la proteina ZN865 HUMAN cumplen con los criterios estructurales y se
localizan en nucleo. El valor minimo de FoldX con 1N4M_5 corresponde a un péptido con prolina,
sin embargo, el SLiM E2F forma una hélice, por lo que una prolina no es aceptable. El valor FoldX
correspondiente a la secuencia FLEFL es de 5,4 superior al umbral de tres elegido, lo que resulta de
la sustitucion por fenilalanina en la primera posicion (Tabla 6.3 y Tabla S12, Anexo). Pero podria ser
que FLEFL sea la secuencia de union y la matriz FoldX no refleje bien la aceptacion de F en la
primera posicion. En el péptido de STRN3_HUMAN se identifico un SLiM E2F reverso, que podria
representar una forma novedosa de interaccion con el dominio pocket, dado que requiere el
posicionamiento invertido de la hélice que forma el SLiM E2F al unirse con Rb. Este péptido presenta
parametros estructurales y de localizacion celular priorizables. El valor de FoldX no corresponde con
la secuencia propuesta, pero de ser un E2F reverso no puede considerarse ya que la orientacion del
péptido seria la inversa (Tabla 6.3). Considerando el valor de FoldX, también podria ser un caso
similar al de KNLI _HUMAN LTDTW discutido en la seccion 6.2 donde la segunda posicion

hidrofobica es reemplazada por un residuo polar, en este caso la secuencia FLENA posee un valor de
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FoldX 8,8 que resulta de la sustitucion por fenilalanina en la primera posicion y alanina en la tltima
(Tabla S12, Anexo). La secuencia detectada por FoldX VLETF también es un caso similar a

KNL1_HUMAN. Soélo la evaluacion experimental podra desambiguar estos casos.

Los tres hits discutidos en esta seccion, representan variantes novedosas del SLiM E2F
(E2F-Like y E2F-Reverso) que han sido detectados gracias al andlisis bioinformatico presentado y

constituyen ejemplos de alto interés para ser evaluados experimentalmente.

6.4. Priorizacion de hits ProP-PD conteniendo SLiMs candidatos

Se utilizaron criterios para priorizar Aits ProP-PD de Rb y p107 en el siguiente orden:

1. Deteccion de patrones de secuencia y anotacion de variantes de mayor afinidad.
2. Evaluacion de parametros estructurales:

a. Valor de accesibilidad relativa al solvente (RSA)

b. Valor de prediccion del desorden con [UPred

c. Solapamiento con residuos Pfam
3. Localizacion celular

4. Estabilidad energética de matrices FoldX.

Se reportan a continuacion los péptidos elegidos por orden de priorizacion en base a la
variante del SLiM que se espera sea de mayor afinidad y el menor valor de FoldX que se estima que
tendra mayor afinidad. De poseer localizacion citosolica solo se seleccionaron, mediante inspeccion

manual, aquellos que poseen roles similares a los de las proteinas pocket.

i-_Péptidos hit de Rb con SLiM LxCxE: De los 308 hits de la proteina Rb, 44 contienen un

SLiM LxCxE de los cuales solo uno tiene una regex de categoria 1 y ocho tienen una regex de
categoria 2A/2B (Tabla S21, Anexo). Luego de evaluar los parametros mencionados, es posible
priorizar 28 péptidos no solapados de los cuales 23 presentan advertencias de IUpred, Pfam,
localizacion citosolica o se encuentran por encima del umbral de FoldX de cinco definido para este
SLiM. 11 de estos hits, ya fueron testeados en el laboratorio incluyendo uno de categoria 1 y cinco de

categoria 2A/2B (Tabla 6.1).

En la Tabla 6.4 se destacan cinco candidatos priorizables. El péptido ZN180_HUMAN es el
unico que posee un SLiM LxCxE que es de mayor afinidad por Rb que los SLiMs Lx[AST]XE. En las
variantes de SLiMs LxCXE no se tuvo en cuenta esta variable por el bajo nimero de SLiMs con
cisteinas rescatados. Otro péptido candidato a priorizacion es el de la proteina TAF1_HUMAN, que
presenta un SLiM no reportado LxAXE. Al haber sido discutido en la seccion 6.2 (Tabla 6.2) no se
incluy6 en los cinco ejemplos de hits candidatos. La busqueda de términos GO reveld que la proteina
citosolica SUSD6_HUMAN esta asociada a la respuesta al dafio en el ADN y la proteina

PCNT_HUMAN esta asociada la organizacion de los microtiibulos en mitosis y meiosis.
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Tabla 6.4. Péptidos hit de Rb con SLiM LxCxE priorizados para ser candidatos de ensayos experimentales.

" " .
Uniprot ID Secuencia® Variante” [RSA IUP:ed Pfam’| Localizaci6 [FoldX Criterio aplicado
* n Celular* | ***

RBM33_HUMAN | EEQLYTDEVLDIEINE oA |o84| 072 | 16 NC 0,84 Pr(';:;t;'e
SUSD6_HUMAN | ALPSYEEAVYGSSGHC 2A 0,64| 0,36 0 c 581 P"°“_Zab|g (IUPred,
Localizacién, FoldX)
PCNT_HUMAN | SVOKLLAAEQTVVRDL 3 052| 038 | © c 2,09 | Priorizable (IUPred,

Localizacion)

NPHP4_HUMAN FQFSLGSEEHLDAPTE 3 0,65| 0,60 3 NC 2,50 Priorizable

ZN180_HUMAN TLLCLEESMEEQDEKP 3 0,90( 0,69 0 N 2,85 Priorizable

Variantes de regex definidas para el SLiM LxCxE en seccion 3.2.1
“Subsecuencia que corresponde a variante de regex subrayada. Subsecuencia a la que corresponde el valor de FoldX
resaltado en negrita.
# Una celda coloreada indica que existe una advertencia.
* Numero de residuos solapados con dominios Pfam

**N= Nucleo; NC= Nucleo y Citoplasma
*** Valor de FoldX con la matriz FoldX 1GUX 8

ii- Péptidos hit de Rb en el ensayo ProP-PD con el SLiM E2F: De los 103 hits de la proteina

Rb que contienen al SLiM E2F (Tabla S22, Anexo), se lograron priorizar 57 péptidos no solapados

que cumplen con los criterios establecidos en este trabajo. De estos, 47 fueron identificados con

advertencias de [UPred, Pfam, localizacion citosélica o FoldX, presentando un valor mayor a tres. De

los 57 priorizables, 14 ya fueron testeados por el laboratorio. La Tabla 6.5 muestra el detalle de los

cinco seleccionados por orden de priorizacion (lista completa en Tabla S22, Anexo). Segin los

términos GO, la proteina citosolica AGGF1_HUMAN esta involucrada en la diferenciacion celular y

proliferacion de células endoteliales.

Tabla 6.5. Péptidos hit de Rb con SLiM E2F priorizados para ser candidatos de ensayos experimentales.
Uniprot ID Secuencia® Variante” | RSA | IUPred | Pfam* Log::::::f " | Foldx** | Criterio aplicado
HAX1_HUMAN | PALDDAFSILDLELGR 1 065 | 035 | 15 NC, SE -1,64 P”°”§a§gn(1'fpred
AGGF1_HUMAN | EVOTENHAPWSISDYF 1 0,81 | 051 0 c -0,63 Priorizable
(Localizacion)
GON7_HUMAN | VIELEDPLVQGEVQHR 1 0,55 [ 0,63 16 N -0,31 | Priorizable (Pfam)
SCAF8_HUMAN | VEDYFEGATSQRKGDN 1 0,86 | 0,68 0 N 1,16 Priorizable
VPS54 HUMAN | GMFISDAEGEGELTPI 1 086 | 028 | o NC, SE 1,72 P(rl'ﬁgfzg;e

“Subsecuencia que corresponde a variante de regex subrayada. Subsecuencia a la que corresponde el valor de FoldX
resaltado en negrita.
"Variantes de regex definida para el SLiM E2F en seccién 3.2.2
* Numero de residuos solapados con dominios Pfam
**N= Nucleo; NC= Ntcleo y Citoplasma
***Valor de FoldX con la matriz FoldX IN4M_5
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iii- Péptidos hit de p107 en el ensayo ProP-PD con el SLiM LxCxE: Hay un total de 55 hits
de la proteina p107 que contienen al SLiM LxCxE (Tabla S23, Anexo), de los cuales dos son variante

1 de regex y doce son variante 2A/2B. De ellos, se lograron priorizar 37 péptidos no solapados que
cumplen con los criterios establecidos, de los cuales 13 fueron testeados experimentalmente
incluyendo los dos con variante 1 de regex y cuatro con variante 2A/2B. 25 de los 37 péptidos
presentan advertencias de IUPred, Pfam, localizacion celular o FoldX. En la Tabla 6.6 figuran los
cinco seleccionados por orden de priorizacion. Las proteinas citosolicas LDB3 HUMAN vy
PDLI1_HUMAN tienen términos GO asociados a la diferenciacion celular del masculo mientras que

MNAR1_HUMAN esta asociado a la regulacion negativa de la diferenciacion celular.

Tabla 6.6. Péptidos hit de p107 con SLiM LxCxE priorizados para ser candidatos de ensayos experimentales.

Uniprot ID Secuencia* Variante® | RSA | IUPred | Pfam* Log::::::f " | Foldx** | Criterio aplicado
Priorizable (Pfam,
LDB3_HUMAN QYNNPIGLYSAETLRE 2A 0,63 | 0,57 16 C 1,82 L
Localizacion)
PDLI1_HUMAN | GLYSSENISNFNNALE 2A 058 | 051 | 16 c 303 |Priorizable (Pfam,
Localizacion)
UTP25 HUMAN | SLESLETNFLEEESGD 2A 0,57 | 0,63 0 N 3,63 Priorizable
Priorizable (Pfam
KLTALDLQTQESLNPN ’
MNAR1_HUMAN QTO. 2B 0,67 | 045 16 C 2,35 el
ZN436_HUMAN | QWGDLTAEEWVSYPLQ 2B 0,71 0,4 0 NC 2,74 Priorizable

“Subsecuencia que corresponde a variante de regex subrayada. Subsecuencia a la que corresponde el valor de FoldX
resaltado en negrita.

Variantes de regex definidas para el SLiM LxCxE en seccion 3.2.1

* Ntamero de residuos solapados con dominios Pfam

**N= Nucleo; NC= Ntcleo y Citoplasma

*** Valor de FoldX con la matriz FoldX 1GUX 8

iv-_Péptidos hit de pl107 en el ensayo ProP-PD con el SLiM E2F: Finalmente, de los 18
péptidos it de pl107 con el SLiM E2F detectado,

diez péptidos no solapados cumplen con los
criterios de priorizacion del presente trabajo (Tabla 6.7 y Tabla S24, Anexo) y seis de ellos fueron
testeados en el laboratorio de trabajo. En la Tabla 6.7 figuran los cuatro mejores candidatos. Los
términos GO asociados a la proteina citosélica KIF15_HUMAN indican funciones relacionadas con
la migracion cromosomal en mitosis mientras que los asociados a NEBU _HUMAN indican

participacion en la diferenciacion celular y desarrollo de estructuras anatomicas.
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Tabla 6.7. Péptido hit de p107 con SLiM E2F priorizado para ser candidato de ensayos experimentales.

Uniprot ID Secuencia® Variante" | RSA | IlUPred* | Pfam™* Locc::l:zlzf:f " Foldx**| criterio aplicado
KIF15_HUMAN | STOMQELFSSERIDWT 1 057 | 046 0 © 0,56 ekl
(Localizacion)
ZN436_HUMAN | QWGDLTAEEWVSYPLQ 3 0,71 0,4 0 NC 5,6 Priorizable (FoldX)
Priorizable
NEBU_HUMAN | KHAMEVAKKQSDVAYR | 3 | 055 | 057 0 c 5,98 (Localizacion,
FoldX)
INKAT_HUMAN | LVLGDNCFADLVHNWM | 4 |o054| 032 | 16 NC 1,65 P”O”Ziﬁ'e (')Upredf
am

*Subsecuencia que corresponde a variante de regex subrayada. Subsecuencia a la que corresponde el valor de FoldX
resaltado en negrita.

"Variante de regex definida para el SLiM E2F en seccién 3.2.2

#Una celda coloreada indica que existe una advertencia.

* Numero de residuos solapados con dominios Pfam

**N= Nucleo; NC= Nucleo y Citoplasma

*** Valor de FoldX con la matriz FoldX 1N4M_5

Los péptidos que conforman estas listas, tienen un alto potencial para ser probados
experimentalmente en el laboratorio, siendo todos ellos posibles interactores novedosos de las
proteinas pocket. Como se menciond previamente, aquellos que presentan advertencias deberan ser

evaluados individualmente para luego considerarlos en ensayos experimentales.

Conclusiones de la aplicacion de los criterios de priorizacion a hits ProP-PD provenientes de

interactores conocidos reportados en IntAct 0 Proteémica: El analisis de los hits en conjunto con

datos provenientes de ensayos de gran escala (ver Seccidon 6.2) permitid priorizar un péptido con un
SLiM LxAXE y tres péptidos con un SLiM E2F candnico. Ademas, se identificaron dos péptidos
solapados provenientes de la proteina PRUN2 HUMAN que presentan un SLiM E2F-like (Tabla 6.2)
que actualmente estan siendo ensayados en el laboratorio. Por tltimo, se identific6 en la proteina
PLAK2 HUMAN un péptido a priorizar sin SLiM detectado pero con caracteristicas de secuencias
similares al péptido KNL1 HUMAN previamente ensayado en el laboratorio.

De los seis péptidos a priorizar cinco poseen localizacion celular citoplasmatica. Sin embargo
estos péptidos podrian estar involucrados en funciones relacionadas con las proteinas pocket, como
ocurre en el caso del hit SP testeado en el laboratorio de la kinesina KIF24 HUMAN (Tabla 6.1)
involucrada en procesos mitoticos, ya que durante la mitosis las proteinas citosolicas podrian
interactuar con Rb luego de la disgregacion de la membrana nuclear. En el futuro, el uso de términos
GO sera incorporado en el analisis para facilitar la identificacion de proteinas con roles similares a las

proteinas pocket.

Conclusiones de la aplicacion de los criterios de priorizacion a _hits ProP-PD con SLiMs
identificados por MEME. Se incluyen como péptidos de interés a futuro los péptidos con SLiMs
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identificados utilizando la herramienta MEME: dos péptidos en los que se identificoé un SLiM
E2F-like con una variante no reportada previamente y no incluida en la regex usada en este trabajo y
un péptido en el que se detecta tanto el SLiM E2F “reverso” como un SLiM E2F-Like similar al
presente en KNL1 HUMAN (Tabla 6.3). En ambos casos, los SLiMs identificados podrian
representar modos de interaccidon novedosos que es necesario evaluar en futuros ensayos

experimentales.

Concluimos que el ensayo ProP-PD permite mapear SLiMs no reportados en interactores
conocidos de las proteinas pocket, asi como identificar posibles variantes novedosas de SLiMs para
esta familia de proteinas. Por este motivo, sera de interés futuro del laboratorio, evaluar con estos
criterios aquellos péptidos que fueron Ait, pero que no presentan las expresiones regulares definidas,
teniendo en cuenta aquellos cuyos parametros estructurales y/o de estabilidad de secuencia pasen los

filtros y umbrales establecidos en el presente trabajo.

Conclusiones de la aplicacion de los criterios de priorizacion a hits ProP-PD con SLiMs conocidos:

Se destaco al principio del capitulo la importancia de realizar una evaluacion global que incluya mas
de un parametro para establecer un criterio de priorizacion para seleccionar péptidos candidatos a
ensayos experimentales. Se consideraron ademas péptidos de localizacion citosdlica que cumplen con
los parametros definidos y que se encuentran involucrados en funciones asociadas a las de la familia
pocket. Al emplear estos criterios, se lograron priorizar un total de 85 péptidos que fueron 4it de Rb:
28 con SLiM LxCxE (Tabla Suplementaria S21, Anexo) y 57 con el SLiM E2F (Tabla
Suplementaria S22, Anexo). Para la proteina pocket p107, se priorizaron un total de 47 péptidos Ait:
37 con SLiM LxCxE (Tabla Suplementaria S23, Anexo) y diez con SLiM E2F (Tabla Suplementaria
S24, Anexo). Del total de péptidos priorizados para ambas proteinas y SLiMs, se seleccionaron 19 hits

a ser evaluados en ensayos experimentales.
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6.5. Conclusion General

Si bien las técnicas de gran escala arrojan un alto numero de interactores, los ensayos in vitro
no necesariamente identifican interactores fisiologicamente relevantes dado que variables como la
localizacion celular, co-expresion en un mismo tipo celular o estado funcional de la célula o la
accesibilidad de los SLiMs en cada proteina pueden condicionar que ocurra o no una interaccion. En
este trabajo se utilizd una lista de péptidos provenientes de una biblioteca construida con el
desorderoma humano, que se unieron a los dominios pocket de Rb y pl07 en el ensayo ProP-PD,

aunque en un contexto no fisioldgico [40].

Dada la baja complejidad y corta secuencia de los SLiMs, resulta probable encontrarlos en
diferentes IDRs, formando parte de proteinas no relacionadas funcionalmente con la familia pocket, o
bien en un contexto proteico poco accesible para interactuar con otros blancos proteicos. En estos
casos, los SLiMs no son necesariamente funcionales. Es por ello que se abordo el analisis de péptidos
hit desde un punto de vista estructural, de secuencia y estabilidad energética utilizando herramientas
bioinformaticas que nos permitan en conjunto, disefiar una estrategia de filtrado y priorizacion de
candidatos que reunan condiciones favorables de interaccion. Esta priorizacion genera un mayor nivel
de confianza en los candidatos a ser testeados experimentalmente y a la vez logrard optimizar los
recursos disponibles en el laboratorio. En total, se seleccionaron 28 péptidos hits a ser validados

experimentalmente tomando en cuenta los diferentes criterios utilizados.

Finalmente, ademas de la priorizacion de péptidos realizada para evaluar en futuros ensayos
experimentales, las herramientas desarrolladas para el procesamiento y priorizacion de los datos del
cribado de la biblioteca HD2 con Rb y p107 wild-type sera utilizado para evaluar los resultados de
otros 14 cribados realizados disponibles en el laboratorio incluyendo un nuevo cribado de alta calidad
realizado con p130, cribados realizados utilizando mutantes del bolsillo LxCxE de Rb y p107, y
cribados que utilizan Unicamente las sub-librerias de interés: nuclear (N) y ntcleo-citoplasmatica
(NC) que ayudan a priorizar proteinas funcionalmente relevantes evitando la competicion con blancos
espureos.

Los resultados presentados, junto con la informacion disponible sobre SLiMs de interaccion
con proteinas pocket, contribuyen a ampliar el conocimiento sobre las bases moleculares de las
interacciones que median procesos regulatorios cruciales, como la regulacion de la proliferacion y

diferenciacion celular y la progresion del cancer.
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Capitulo 7: Métodos

Los scripts utilizados para el analisis de datos fueron realizados en Python3 y R v3.4.2. Los

graficos se realizaron en R utilizando el paquete ggplot2 v3.4. Los mismos se encuentran en el

siguiente link: https://github.com/chemeslab/I.orenze Carla.

7.1. Descripcion de la construccion de la biblioteca HD2

El primer paso del ensayo ProP-PD fue la construccion de la biblioteca HD2 (Human
Desorderome 2) [40] (Figura 7.1, izquierda). Esto fue realizado por los grupos colaboradores del Dr.
Norman Davey (Inglaterra) y la Dra. Ylva Ivarsson (Suecia). A partir de proteinas que pertenecen al
proteoma humano, en primer lugar se redujo el espacio de busqueda segin anotaciones Uniprot a
proteinas intracelulares con regiones desordenadas y loops de regiones estructuradas, descartando
proteinas relacionadas con los términos “secrecion”, a menos que también se encuentren relacionadas
con los términos “citoplasma” y/o “nucleo”, “regiones transmembrana” y “regiones extracelulares”
[65].

Luego, utilizaron tres fuentes de datos analizados de manera jerarquica para definir regiones

intrinsecamente desordenadas (IDRs) y loops de regiones estructuradas:

1. accesibilidad al solvente (SA) de estructuras resueltas de proteinas,
2. accesibilidad al solvente de proteinas homologas con estructura resuelta, y

3. prediccion del desorden con IUPred

Para aquellas proteinas con estructura resuelta o bien homologas a éstas (puntos 1y 2), se
calculo la accesibilidad al solvente y se clasificaron en accesibles con un valor mayor al umbral de
33%. Para aquellas proteinas sin informacion experimental, se utilizo el predictor de desorden IUPred

tomando regiones desordenadas por encima del umbral de 0.4.

Por ultimo utilizaron un criterio de suavizado (smoothing) que permitié definir el espacio de
busqueda:
e descartaron regiones de menos de 4 residuos que no son consistentes con la categoria de las
regiones flanqueantes,
e conservaron regiones ordenadas de menos de 25 residuos en un contexto desordenado, y

e conservaron péptidos de 16 residuos con al menos 8 residuos clasificados como accesibles

Se definieron péptidos de 16 residuos con 12 residuos de solapamiento. Aquellos péptidos de loops
citoplasmaticos de 8 residuos o mas, se consideraron desordenados y fueron incluidos en el espacio de
busqueda de ProP-PD. Una vez definidos los péptidos, todas las cisteinas (C) fueron mutadas a

alaninas (A) para evitar oxidacion de cisteinas y formacion de puentes disulfuro en la superficie de los
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fagos.

El archivo de la biblioteca HD2 en formato de tabla fue proporcionado por los laboratorios

del Dr. Norman Davey y la Dra. Ylva Ivarsson; y fue el punto de partida del presente trabajo.

7.1.1. Organizacion de la biblioteca

La biblioteca HD2 estd organizada en pooles de péptidos seglin la localizacion subcelular de
anotaciones en Uniprot de la proteina de la que provienen y términos GO [65,66]. La biblioteca HD2
se dividi6 en distintas sub-bibliotecas con el fin de reducir el nimero de interacciones competitivas. El
tamafio de cada archivo se corresponde con la cantidad de espacios libres del chip comercial utilizado
por el grupo de trabajo para realizar el ensayo ProP-PD. Se definieron entonces, sub-bibliotecas de
diferentes tamafios: (1) citoplasma, sin incluir compartimento nuclear- 3 archivos de 92918 péptidos,
(2) nucleo sin citoplasma- 3 archivos de 92918 péptidos, (3) sistema endomembrana- 2 archivos de
92918 péptidos, (4) nucleo y citoplasma- cuatro archivos de 92918 péptidos, (5) extracelular- 1
archivo de 92918 péptidos, (6) otros- 1 archivo de 92918 péptidos. Los espacios vacios de los chips

comerciales fueron llenados con péptidos redundantes de cada sub-biblioteca.

7.1.2. Transformacion de fagos, incubacion y seleccion

El equipo de trabajo obtuvo los oligonucledtidos codificantes de los péptidos de la biblioteca
HD2 que fueron desplegados en un sistema de fagos M 13 [40]. Segtn protocolo previamente descrito
[67,68] realizaron la transformacion de fagos, incubacion y seleccion de péptidos expuestos en la
superficie de los fagos (Figura 7.1, arriba). Luego de cada seleccion, se secuencian (Illumina) las
regiones codificantes de los pools de fagos enriquecidos para evaluar los péptidos de interaccion con

los dominios de interés (Figura 7.1).

Finalmente se obtuvo una lista de péptidos Ait con informacién sobre el nimero de réplicas en
la cual se recupera el péptido, nimero de cuentas totales, es decir el nimero total de veces que el
péptido es detectado por NGS en el total de réplicas y nimero de péptidos solapantes obtenidos

dentro del conjunto de Aits [40].
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Figura 7.1. Esquema de la técnica de ProP-PD. Arriba: biblioteca de fagos de regiones desordenadas del proteoma
humano expresados como péptidos de 16 aminoacidos, de los cuales 12 residuos se encuentran solapados con péptidos de
una region contigua, logrando asi cubrir con mas de una copia los segmentos desordenados a analizar. Los péptidos se
retro-transcribieron y afiadieron adaptadores para construir una biblioteca de oligonucledtidos de fagos. Abajo: la biblioteca
de fagos fue sometida a un proceso de seleccion iterativo (rondas de seleccion, recuadro punteado), donde se la incubd con
los dominios pocket de Rb, pl07 y p130. Los péptidos enriquecidos durante la seleccion fueron secuenciados y analizados
por NGS. Paneles adaptados de Benz et al. 2022 [40].

7.1.3. Métricas de calidad establecidas

Para evaluar la calidad del ensayo ProP-PD, los investigadores definieron métricas de calidad
que utilizaron para evaluar a los péptidos enriquecidos en las rondas de seleccion. Utilizaron un
conjunto de datos comparativo de SLiMs conteniendo 466 instancias de SLiMs previamente validados
en ELM [36] como interactores de las 40 proteinas carnada que se utilizaron en el ensayo ProP-PD.
De estas instancias, 337 se encontraban presentes en la biblioteca HD2 disenada e interaccionan con al
menos una de las 35 carnadas no utilizadas como control [40]. Aquellos péptidos solapados con
instancias validadas del conjunto de datos comparativo de SLiMs, se compararon con los péptidos
seleccionados en las diferentes rondas del ensayo para cada carnada que no pertenecen al set de datos

validado. Las cuatro métricas utilizadas para comparar péptidos fueron:
1. Péptidos replicados: numero de réplicas en las que se encontr6 al péptido
2. Péptidos solapados, el nimero de péptidos distintos que solapan con otros péptidos en las
réplicas
3. Coincidencia de SLiMs entre los péptidos seleccionados en las réplicas y las instancias

definidas en ELM [36]
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4. Cuentas de péptidos normalizados: el promedio de niimero de cuentas para cada péptido que

surge del analisis por NGS de cada réplica.

7.2. Organizacion de bases de datos

Se unificaron los 14 archivos de las sub-bibliotecas de la base de datos HD2 y se eliminaron
las filas conteniendo péptidos redundantes en un archivo final de 941618 péptidos tnicos en base a la
secuencia con la mutacion por alanina (A). El archivo de texto plano final en formato ‘.csv’ de la
biblioteca HD2 contiene informacion de los péptidos unicos incluidos en la libreria indicando: la
secuencia con cisteina y la secuencia mutada por alanina, el nimero de acceso, UniRef (referencia de
clusters de Uniprot), identificador Uniprot, nombre completo de la proteina, total de residuos de la
proteina, cantidad de residuos desordenados en la proteina completa, porcentaje de residuos
desordenados en la proteina completa, posiciones de inicio y fin del péptido, si la secuencia contiene

una mutaciéon de C—A y localizacion celular.

Se cre6 un identificador unico de cada péptido conformado por tres valores: numero de

acceso, posicion de inicio y secuencia no mutada.

Para cada péptido se incluyd ademas si era un “verdadero positivo” para los SLiMs LxCxE y
E2F segiin los datos recolectados de la base de datos ELM [36] 2021. Los datos de ELM se

complementaron con “verdaderos positivos” recolectados de la literatura: E2F3, E2F4, E2F5 y LIN52.

También se incluyd para cada péptido informacion proveniente de la base de datos de
interactores IntAct [42], indicando si el péptido pertenece a una proteina reportada como interactor
directo/indirecto de Rb, p107 o p130. Por ultimo, para cada péptido se indico si pertenecian o no a una

proteina reportada en un ensayo de protedmica con Rb [48].

7.2.1. Lista de péptidos hit para cada proteina pocket

A partir del ensayo ProP-PD realizado por el grupo de la Dra. Ivarsson, se obtuvo una lista de
péptidos que fueron hits para cada uno de los dominios pocket utilizados como carnada. Estos
archivos contienen informacion sobre el nombre de la proteina, la secuencia wild-type del péptido que
fue hit, secuencia con la mutacion C—A, cantidad de réplicas realizadas en el ensayo para cada
péptido, solapamiento del péptido (12 residuos o mas) con otro péptido Ait de la lista, numero de
cuentas luego del analisis de secuenciacion para cada réplica y sumatoria total de cuentas para cada
péptido, el nimero de acceso de la proteina a la que pertenece el péptido, nombre del gen y posiciones

de inicio y fin del péptido en la secuencia proteica [54].
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7.3. Evaluacion de calidad del ensayo ProP-PD

Con el fin de evaluar la recuperacion de interactores validados en el ensayo ProP-PD, se
realizé una busqueda de SLiMs previamente reportados e interactores conocidos en las bases de datos:
ELM (Eukaryotic Linear Motif database) [36], IntAct (Molecular Interaction database) [42] y en

ensayos de protedmica reportados previamente para Rb [48].

7.3.1. Busqueda en bases de datos y datos de proteomica: Identificadores de
las proteinas pocket

Los dominios pocket de las tres proteinas de la familia, fueron utilizados como carnada en el
ensayo ProP-PD. En la Tabla 7.1 se reportan los identificadores correspondientes utilizados a lo largo
de todo el trabajo.

Tabla 7.1. Identificadores de las proteinas pocket.

Retinoblastoma- Retinoblastoma- like Retinoblastoma- like
Nombre de la proteina assoma;;cti)proteln pr;)lt_\?t;q 1 pr;)}t_\:agr; 2
Rb p107 p130
Identificador Uniprot RB _HUMAN RBL1 HUMAN RBL2 HUMAN
Nombre del gen RB1 RBL1 RBL2
Numero de acceso P06400 P28749 Q08999

7.3.2. Recoleccion de Verdaderos Positivos: ELM, Base de datos de Motivos
Lineales ( Eukaryotic Linear Motif database)

La base de datos ELM reune anotaciones de SLiMs eucariotas validados experimentalmente
que fueron curados manualmente a partir de literatura. Las instancias presentes en ELM se clasifican
segun el tipo de SLiM, su funcién y clase ELM, esta tltima descrita por una expresion regular. Las
instancias de cada clase ELM se clasifican en: (1) verdadera positiva (TP, True Positive) si la
instancia posee evidencia experimental que muestra que es funcional; (2) falso positivo (FP, False
Positive), si existe una instancia con evidencia experimental que sugiere una funcion pero luego de
revision por parte de los curadores, se considera una instancia no funcional; (3) verdadero negativo
(TN, True Negative), si la evidencia experimental demuestra que no es funcional y (4) desconocido

(U, Unknown) , si no existe informacion que determine si es funcional o no [36].

Se recolectaron todas aquellas instancias correspondientes a los SLiMs de interaccion con las
proteinas pocket identificadas como “LIG Rb LxCxE 17 y “LIG Rb pABgroove 17 que
correspondieran a Homo sapiens. Al momento de la busqueda (noviembre 2021) se encontraron
quince instancias TP en total para ambos SLiMs. Estos datos se complementaron con cuatro instancias
recolectadas de literatura, alcanzando un total de 19 instancias [34]: la proteina LIN-52
(LIN52_HUMAN, Q52LA3) con un SLiM LxSxE [22], y tres proteinas con un SLiM E2F: el factor
de transcripcion E2F3 (E2F3 HUMAN, 0O00716) [69], el factor de transcripcion E2F4

93



(E2F4_ HUMAN, Q16254) [69] y el factor de transcripcion E2F5 (E2F5 HUMAN, Q15329). Hasta
la fecha (agosto 2024), con excepcion de las instancias recolectadas de la literatura, no se reportaron
en ELM nuevos SLiMs de interaccion correspondientes a humanos para los SLiMs E2F y LxCxE

(Tabla S1, Anexo) [38].

La informacion recolectada incluye el identificador de ELM de cada instancia, el tipo de
interaccion bajo el que fueron anotadas (LIG: ligando, en este caso), nombre de la proteina, nimero
de acceso, posiciones de inicio y fin del péptido en la proteina, referencias de la publicacion donde se
identifico la interaccion, el método mediante el cual se identificd, si la interaccion fue clasificada
como TP, FP, TN o U, el identificador PDB, el organismo del que proviene la instancia anotada y una

secuencia de 20 aminoacidos conteniendo el SLiM de interaccion.

Se identificd y anoto la presencia de verdaderos positivos (reportados con SLiMs ‘LxCxE’,
‘E2F’ o ‘LxSxE’) en la biblioteca HD2 y en los #its del ensayo ProP-PD para las proteinas pocket,
buscando coincidencias con la tabla recolectada utilizando dos criterios: coincidencia en los nimeros
de acceso y solapamiento del 50% de la secuencia aminoacidica (8 residuos), teniendo en cuenta las
posiciones de inicio y fin del péptido en cada caso. Este umbral fue definido tomando como referencia

el solapamiento de proteinas conocidas conteniendo SLiMs de interaccion validados [36].

Los datos recolectados nos permitieron estimar el recall global del ensayo y el recall para
cada proteina pocket. El recall es el porcentaje de instancias conteniendo SLiMs conocidos
recuperados en relacion con la cantidad de instancias presentes en la biblioteca HD2 y se calcul6 de la

siguiente manera:

interactores recu erados
P x 100

Recall = interactores presentes en HD2

7.3.3. Base de datos IntAct

IntAct es una base de datos publica de interacciones moleculares, que retine datos
seleccionados de literatura o directamente enviados por los usuarios [42]. Para realizar la biisqueda, se

utilizaron los numeros de acceso de las proteinas pocket y se aplicaron los siguientes filtros:

e [Especies interactoras: se buscaron interacciones exclusivas de Homo sapiens con
intra-interacciones (provenientes de proteinas de Homo sapiens con proteinas de la misma
especie) dado que, tanto los dominios pocket utilizados para realizar el ensayo ProP-PD como el
objeto de estudio del presente trabajo, son proteinas humanas con interacciones en su propio
contexto celular;

e Tipo de interactor: proteico, dado que es de nuestro interés identificar interacciones especificas
mediadas por SLiMs con la familia de proteinas pocket;

e Tipo de interaccion:
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o Asociacion fisica o indirecta: cuando los interactores fueron identificados dentro de un
complejo, es decir, dentro de un grupo de moléculas en contacto con la proteina de interés
o Interacciones directas: incluye fosforilacion, metilacion, acetilacion y desacetilacion, ademas

de interacciones entre proteinas.

Se obtuvieron 24 interactores de Rb de tipo de interaccion directa y 78 indirectos (Tabla S3,
Anexo), para pl07 se encontraron tres interactores directos y 35 indirectos (Tabla S4, Anexo) y en el
caso de pl30 se encontraron tres interactores directos y 13 indirectos. Se identificd y anotd la
presencia de verdaderos positivos en la biblioteca HD2 y en los hits del ensayo ProP-PD, buscando
coincidencias con la tabla recolectada utilizando los nimeros de acceso. Se anotd ademas cuales de

ellos son interactores directos o indirectos de Rb, p107 y/o p130.

Se estimo el recall de interactores recolectados en la base de datos IntAct teniendo en cuenta
el numero de interactores recuperados luego del cribado y de presentes en la biblioteca HD2, de la

siguiente manera.

interactores recuperados
L x 100

Recall = interactores presentes en HD2

Comparacion con técnicas de gran escala

Se contrastaron los resultados obtenidos de ProP-PD con 438 interactores reportados en otra
técnica de gran escala, en este caso proteomica, donde se evalué la interaccion con Rb

monofosforilada en distintos sitios [48].

Se identificaron y anotaron aquellos presentes en la biblioteca HD2 y entre los péptidos que

fueron hits en ProP-PD buscando coincidencia en el nimero de acceso.

7.4. Deteccion de patrones de secuencia en péptidos hits

Los SLiMs pueden representarse mediante expresiones regulares que surgen de los patrones
de secuencia que se observan en el alineamiento de instancias conocidas del SLiM y de informacion

inferida a partir de la estructura de los complejos SLiM-dominio.

Con el objetivo de identificar los SLiMs conocidos E2F y LxCxXE presentes en péptidos Ait de
Rb y pl107 en el ensayo ProP-PD, se desarrolld un programa de identificacion de las variantes
consideradas de cada SLiM que permitio separarlos en tres grupos: 1) péptidos con SLiM LxCxE, 2)
péptidos con SLiM E2F y 3) péptidos sin SLiM detectado.

7.4.1. SLiM LxCxE

El SLiM LxCxE se encuentra definido en la base de datos ELM [36] de la siguiente manera:

[DEST].{0,4}[LI].C.E.{1,4}[FLMIVAWPHY]. {0, 8} [DEST]
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El centro o core del SLiM LxCxE se encuentra definido por cinco residuos, donde la primera,

tercera y quinta posicion son fijas (indicadas en azul) y las posiciones dos y cuatro son variables

(indicadas por un punto).

En la primera posicion fija se admite un residuo I o L, presentes en instancias reportadas,
como KDM5A HUMAN (LxCxE) o HDAC HUMAN (IxCxE) [36].

En la segunda posicion fija se admite la cisteina C y serina S, reportada como variante del
SLiM en la proteina LIN52 HUMAN (LxSxE). Se incluy6 también al residuo A, cuya
afinidad de interaccién disminuye 62 veces la afinidad de interaccién , mientras que la
afinidad del residuo S disminuye 220 veces (Tabla S2 Anexo) en el péptido con el SLiM
LxCxE de de alta afinidad de la proteina E7 del papilomavirus. Por ultimo en esta posicion se
considerd una treonina T por su similitud estructural con el residuo S.

En la tercera posicion fija se considerd tnicamente al glutdmico E.

Si bien las posiciones variables dos y cuatro admiten cualquier residuo, se observo que los

residuos aromaticos fenilalanina, triptéfano y tirosina se posicionan hacia afuera del dominio,

aumentando la afinidad de interaccion [34,50].

Dado que para la construccion de la biblioteca HD2 se realiz6 la mutacion C—A, esto afecta

al SLiM en la segunda posicion fija disminuyendo la afinidad de union del péptido por el dominio

pocket (Tabla S2, Anexo). Por esto, se busco identificar péptidos que pudiesen tener alta afinidad de

union a pesar de no poseer la C central, restringiendo la expresion regular a residuos preferidos en las

posiciones variables del core y flanqueantes al core del SLiM, siendo éstos:

acidos: aspartico (D) y glutamico (E) en la posicion -1 hacia el extremo N-terminal

aromaticos: fenilalanina (F), triptofano (W), tirosina (Y) en las posiciones variables del centro
del SLiM

hidrofobicos: triptofano (W), fenilalanina (F), isoleucina (I), leucina (L), tirosina (Y), valina

(V), metionina (M) en las posiciones +2 o +3 hacia el extremo C-terminal.

En las posiciones fijas del core del SLiM:

Se admitieron los residuos [ y L en la primera posicion fija
Cisteina y serina (S) en la segunda posicion fija, por ser variantes del SLiM, A por presentar
mayor afinidad de uniéon que S (Tabla S2, Anexo) ) y treonina (T) por su similitud estructural

con S.

El segmento acidico posicionado en el extremo C-terminal no fue considerado para el analisis

dado que los péptidos de 16 residuos no alcanzan la longitud minima necesaria que lo contiene.

Para detectar estas caracteristicas se utilizaron variantes de expresiones regulares del SLiM

LxCxE y se agruparon en cinco categorias por orden de prioridad, de acuerdo a las caracteristicas que

mayor afinidad le confieren a la interaccion entre el péptido y la proteina pocket, donde 1 es la
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categoria con mayor afinidad de unién y 5 con menor afinidad (Tabla 7.2).

Tabla 7.2. Definicion de variantes del SLiM LxCxE.
Categoria# Variante LxCxE Expresion regular

Res. acido en -1, [DE] [IL] [YFH] [CAST] .E.{1,2} [WFILYVM]

1 posicion/es variable/s, [DE] [TL] . [CAST] [YFH]E. {1,2} [WFILYVM]
res. hidrofobico +2/+3
A. Posicidn/es variable/s, [IL] [YFH] [CAST].E.{1,2} [WFILYVM]
res. hidrofébico +2/43 [IL].[CAST] [YFHIE.{1,2} [WFILYVM]

B. Res.dcidoen -1, [DE] [IL] . [CAST].E.{1,2} [WFILYVM]

2 res. hidrofobico +2/+3
C. Res.acidoen-1, [DE] [IL] [YFH] [CAST] .E
posicion/es variable/s [DE] [IL] . [CAST] [YFH]E
3 Res. hidrofébico +2/+3 [IL].[CAST].E.{1,2} [WFILYVM]
A. Res. 4cido en -1 [DE] [IL] . [CAST].E
., . [IL] [YFH] [CAST] .E
4 B. Posicion/es variable/s [IL].[CAST] [YFH]E
5 Res. centrales [IL].[CAST].E

Las categorias se listan en orden decreciente de afinidad.

7.4.2. SLIiM E2F

La expresion regular del SLiM E2F se encuentra definida en ELM [36] como:

.. [LIMVA] . [DE] [LMF] [FYM] [IL] {0,1} ([DE] | (S)) .

e [aprimera posicion fija [LIMVA]: se la mantuvo como la describe ELM.

e [asiguiente posicion variable: se mantuvo como la describe ELM.

e [La segunda posicion fija [DE]: se incluyd también la glutamina (Q) y asparagina (N), dado
que son residuos polares que pueden establecer puentes de hidrogeno con residuos del
dominio pocket, asi como lo hacen como D y E,

e FEn la cuarta y quinta posicion fijas: se incluyeron todos los residuos aromaticos e
hidrofobicos alifaticos.

e La ultima posicion hidrofobica [IL]{0,1}, asi como la posicion acida [DE]|(S) no se
incluyeron en la definicion.

Esto permitido hacer la expresion regular mas abarcativa, dada la falta de informacion

disponible para este SLiM.

Se utilizaron variantes de expresiones regulares del SLiM E2F y se agruparon en cuatro
categorias por orden de prioridad, de acuerdo a las caracteristicas que mayor afinidad le confieren a la
interaccion entre el péptido y la proteina pocket, donde 1 es la categoria con mayor afinidad de uniéon

y 5 con menor afinidad (Tabla 7.3).
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Tabla 7.3. Definicion de variantes del SLiM E2F.
Categoria” Variante E2F Expresion regular

{ Res. acido en tercera posicion, [IVLMA] . [DE] [ IVLEMYAW] [FY]

res. F/Y en quinta posicion

2 Res. F/Y en quinta posicion [IVLMA] . [NQDE] [IVLEMYAW] [FY]
3 Res. acido en tercera posicion [IVLMA] . [DE] [IVLFMYAW] [ IVLFMYAW]
4 Res. centrales [IVLMA] . [NQDE] [ IVLEMYAW] [ IVLEMYAW]

“Las cuatro categorias se listan en orden decreciente de afinidad.

7.4.3. Enriquecimientos de SLiMs

Con el fin de evaluar la sobrerrepresentacion de SLiMs presentes en los péptidos kit de Rb 'y
pl07 de manera no sesgada, se utilizo el servidor web MEME [52] en el total de péptidos Ait de 16
residuos de las selecciones ProP-PD de ambas proteinas. El algoritmo de MEME emplea una técnica
donde maximiza expectativas de ocurrencias en un conjunto de secuencias, asociando de a dos
componentes por vez y clasificando probabilisticamente las apariciones del SLiM identificado. Esto
se realiza de manera repetitiva para encontrar SLiMs [70]. Los datos de entrada son un conjunto de

secuencias sin gaps de mas de 8 residuos y busca un patron compartido entre todas ellas.

Ademas de evaluar la sobrerrepresentacion de SLiMs en el total de péptidos it de cada

proteina, se analizaron por separado los grupos de péptidos:

1. Con SLiM LxCxE: péptidos cuya secuencia contiene al menos una variante del SLiM LxCxE
2. Con SLiM E2F: péptidos cuya secuencia contiene al menos una variante del SLiM E2F

3. Sin SLiM: péptidos cuya secuencia no contiene variantes de los SLiMs LxCxE y/o E2F

Para realizar esta busqueda se modifico el pardmetro del largo del SLiM a identificar entre 5 y
16 posiciones, teniendo en cuenta que tanto el SLiM LxCxE como el E2F tienen un largo minimo de 5
residuos, y los péptidos Ait son de 16 residuos. El resto de los parametros utilizados son por defecto
los que define el sitio web. Para cada grupo se seleccionaron los logos de menor E-valor aceptandose

como maximo un E-valor de 0.005 para que el logo sea significativo.

7.5. Filtrado y priorizacion de péptidos hit segun parametros

estructurales

7.5.1. Accesibilidad relativa al solvente

El area de la superficie accesible al solvente (SASA, Solvent-Accessible Surface Area) es un
valor que estima la exposicion y, por lo tanto, accesibilidad de un residuo para interaccionar con el
solvente. El valor se obtiene considerando la superficie proteica a partir de una estructura, y la

distancia entre una molécula de agua de un radio de 1.5A y un residuo “X” en el contexto proteico
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(algoritmo de Shrake—Rupley) [57].

La accesibilidad relativa al solvente (RSA) es el SASA de cada residuo relativizado al SASA
del residuo “X” en contexto de un pentapéptido conformado por glicinas (GG-X-GG). Este valor
relativo de accesibilidad al solvente va desde 0 cuando el residuo es inaccesible hasta 1 cuando el

residuo se encuentra totalmente expuesto y accesible para interactuar [54] (Figura 7.2).

Accesible

Inaccesible

Figura 7.2- Comparacion de residuos accesibles e inaccesibles de TFIID (UniprotID: P21675). Estructura del complejo
de doble bromodominio CIA/ASF1 de histona chaperona que vincula modificaciones de histona y desalojo sitio-especifico
(PDB: 3AAD). Se sefiala en color anaranjado una lisina (K), accesible y expuesta para interactuar ubicada en un loop
desordenado, y en verde un residuo leucina (L) inaccesible, orientado hacia el seno de la region estructurada (izquierda).
Representacion de la superficie del complejo, donde se visualiza el residuo lisina accesible, mientras que la leucina se
localiza en el seno de la estructura alfa hélice, quedando inaccesible para interactuar con targets proteicos (derecha).

A partir de estructuras modeladas en Alphafold2 [54], obtenidas de la base de datos
AlphaFold Protein Structure Database en Octubre 2022, se calculd el valor de SASA utilizando el
programa DSSP v3.0.0 [71] y luego se obtuvo el valor de RSA para cada proteina. Por ultimo, se
calculé un valor de RSA promedio para cada uno de los péptidos kit de 16 residuos utilizando la

posicion de inicio y fin correspondientes.

Si bien [UPred es un predictor que correlaciona fuertemente con evidencia experimental y es
ampliamente utilizado en la literatura para la prediccion de desorden [55], el uso de herramientas
adicionales como el RSA obtenido a partir de modelos AlphaFold o estructuras cristalinas permitiria
una mayor confianza en la prediccion. Por ejemplo, los péptidos hits provenientes de las proteinas
VWA3B HUMAN y DACT1_HUMAN poseen un mismo valor de IUPred (0,3), sin embargo, el
valor de RSA permite distinguir que el péptido de DACT1 _HUMAN esta accesible mientras que el
péptido de VWA3B HUMAN no esta accesible (Figura 7.3) mejorando la priorizacion. Por ejemplo,
se identificaron péptidos con mismo valor de [UPred indicando mismo grado de desorden y un valor

de RSA distinto obteniendo un criterio para la priorizacion (Figura 7.3).
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VWA3B _HUMAN DACT1_HUMAN

Score IUPred: 0,3 Score IUPred: 0,3
Score Accesibilidad: 0,5 Score Accesibilidad: 0,9

Figura 7.3. El analisis estructural de péptidos hits debe incluir diferentes parametros. Estructuras de modelos
Alphafold de las proteinas VWA3B_HUMAN (UniprotID:Q502W6) (izquierda) y DACT1 _HUMAN (UniprotID: QINYFO)
(derecha). Se sefialan en azul y rojo, respectivamente, los péptidos de 16 residuos que fueron hits en ProP-PD utilizando el
dominio de Rb como carnada. Si bien los valores de [UPred son iguales, sugiriendo un grado de desorden similar, se observa
que el péptido de VWA3B HUMAN se encuentra en el seno de una region estructurada con un valor de accesibilidad bajo,
mientras que el de DACT1_HUMAN se ubica en una regién accesible y expuesta para interactuar, con un score de
accesibilidad alto.

Estas observaciones sugieren que el analisis de péptidos mediante RSA proporciona una
estimacion mas precisa como parametro estructural en comparacion con [UPred. Si bien al momento
de disefiar la biblioteca se utilizaron las estructuras de proteinas o proteinas homoélogas para
seleccionar péptidos accesibles, no hay estructuras reportadas para muchas de las proteinas incluidas
en la biblioteca. El uso de modelos AlphaFold2, que no estaban disponibles al momento de disefiar la

biblioteca, representa una mejora al momento de la seleccion de péptidos Aits.

7.5.2. Prediccion del desorden (IUPred)

Se utiliz6 el predictor de desorden IUPred2A (IUPred en adelante) para realizar un primer
analisis estructural. [UPred predice regiones intrinsecamente desordenadas (IDRs) en base a la energia
de un residuo en el contexto de aminoacidos en el que se encuentra. El score de [UPred es obtenido a
partir de un valor promedio de contribuciones energéticas de aminoacidos vecinos en una ventana de
“n” residuos, donde el resultado es transformado a un valor de IUPred entre 0 y 1 [55]. Los valores
entre 0 y 0.5 indican que el residuo se encuentra en una region ordenada y entre 0.5 y 1 en regiones

desordenadas, aunque otros umbrales como 0.3 o 0.4 también se utilizan en la literatura (Figura 7.4).
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Figura 7.4. Visualizacion del panel de salida de IUPred. Prediccion del desorden de la proteina SNP23 HUMAN
(UniProtID: 000161) de los residuos 1-211. Se observa el score de IUPred para cada posicion de la secuencia (abajo) y
simbolo del aminoacido en esa posicion (arriba). La linea horizontal punteada sefiala el umbral de 0.4 que divide residuos
con bajo grado de desorden (color azul) de residuos con alto grado de desorden (color rojo).

A partir de las secuencias completas en formato FASTA de las proteinas presentes en las listas
de hits de Rb y pl07 se calculd el score IUPred por posicion, utilizando el parametro “long” que
calcula la probabilidad de contribucion energética en una ventana de 100 residuos consecutivos. A
partir de los valores obtenidos, para cada péptido Ait de 16 residuos, utilizando las posiciones de inicio
y fin se calcul6 un valor promedio, desvio estandar y porcentaje de residuos desordenados utilizando

un umbral de 0,4.

Desventajas del algoritmo

Dado que IUPred involucra el contexto de la secuencia para calcular el score final, regiones
desordenadas en un contexto ordenado son puntuadas con un score bajo de [UPred. Durante la
construccion de la biblioteca HD2 para las proteinas transmembrana, los investigadores seleccionaron
regiones desordenadas localizadas entre los pasos transmembrana en base a las anotaciones obtenidas
de la base de datos Uniprot [40] para incluir la mayor cantidad de interactores posibles en el espacio
de busqueda. Las proteinas transmembrana son ejemplos donde, tanto los segmentos ordenados
insertos en la membrana como los loops desordenados que los conectan, son predichos con valores

bajos de [UPred (Figura 7.5).
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Figura 7.5. Visualizacion del panel de IUPred de Aquaporina-1. Prediccion del desorden de la proteina
A0A024RA31 HUMAN de 270 residuos, cuya estructura incluye regiones transmembrana estructuradas y loops
desordenados. Los recuadros azules seflalan las regiones transmembrana (“TM”) de acuerdo a su secuencia en Uniprot
(arriba). En azul se muestran las posiciones con un score de [UPred bajo, indicando regiones ordenadas y en rojo, posiciones
desordenadas. Debido al proceso de “suavizado” de IUPred, las regiones desordenadas obtienen un score bajo.

7.5.3. Deteccion de dominios Pfam

La base de datos Pfam retne informacion de familias de proteinas representadas por
alineamientos multiples de secuencia y modelos ocultos de Markov (HMM) [56]. La mayoria de los
dominios representados en Pfam corresponde a dominios globulares de estructura conservada
evolutivamente. Por ejemplo, el subdominio A y el subdominio B de las proteinas pocket son cada
uno un dominio Pfam (RB_A: PF01858, RB_B: PF01857). Sin embargo, unas pocas familias Pfam
corresponden a regiones o proteinas desordenadas que se encuentran altamente conservadas como por

ejemplo el dominio de la proteina altamente desordenada p27 Kip1 (CDI: PF02234).

Utilizando los perfiles de la base de datos de Pfam se identificaron para cada proteina con al
menos un péptido #4it en el ensayo de Prop-PD, los dominios Pfam. Luego se indic6 para cada péptido

hit el namero de residuos compartidos con dominios Pfam y el dominio Pfam correspondiente.

Cuando un péptido comparte mas de ocho residuos con un dominio Pfam, es probable que
forme parte de un dominio globular. Dado que la longitud minima de los SLiMs en este estudio es de
cinco residuos, y para ser mas inclusivos, se consideré que un péptido no estd solapado con un
dominio Pfam si comparte ocho o menos residuos. Esto se debe a que estos péptidos podrian estar

ubicados en regiones desordenadas adyacentes a un dominio globular.

7.6. Estabilidad energética de péptidos hit

FoldX es un campo de fuerza basado en estructura que estima a partir de un complejo proteico
entre una proteina globular y un péptido, de manera similar a un modelado del péptido mutado, los
cambios en la energia libre de Gibbs (AAG) que ocurren al mutar cada posicion del péptido por los 20
aminoacidos posibles [61]. El algoritmo va modificando los aminoacidos de a uno sin alterar la
estructura de la cadena lateral o backbone del resto del péptido. Como resultado, se obtiene una matriz
donde para cada posicion del péptido existe un valor de AAG. Estos valores luego son normalizados a

los residuos del péptido que se encuentran en el complejo, que adopta un valor final de AAG de cero.
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7.6.1. Matrices FoldX consideradas en el analisis

Para estimar la estabilidad energética de los péptidos que fueron 4if de Rb y p107 en el ensayo

ProP-PD, se utilizaron matrices de FoldX disponibles en el laboratorio realizadas con FoldX 5.0.

Para el SLiM LxCxE se utilizaron las matrices calculadas a partir de las estructuras resueltas
del complejo formado por el dominio pocket de Rb y el péptido de 9 residuos de la proteina viral E7
(PDB: 1GUX ) [5] (Tabla S9, Anexo) conteniendo el SLiM LxCxE (Figura 7.6) y el complejo
formado por el dominio pocket de pl07 con el péptido de 13 residuos de la proteina LINS2,
conteniendo el SLiM LxSxE (PDB: 4YOS) [22] (Tabla S10, Anexo) .

Para el SLiM E2F se utilizaron las matrices calculadas a partir del complejo formado por el
dominio pocket de Rb con el péptido de 10 residuos de la proteina viral E1A (PDB: 2R7G [33] (Tabla
S11, Anexo) y del complejo formado por el dominio pocket de Rb con el péptido de 18 residuos de la
proteina E2F2 celular (PDB: 1N4M [38] (Tabla S12, Anexo), ambas conteniendo el SLiM E2F.

Las matrices se modificaron de la siguiente manera: en la matriz de 4YOS, se eliminaron los
ultimos cuatro residuos del péptido cristalizado que no forman parte del SLiM, obteniendo una matriz
de 9 residuos comparable al largo de la matriz de 1GUX. En la matriz de 1N4M se eliminaron los
primeros nueve residuos del péptido cristalizado que no forman parte del SLiM definido en ELM,

obteniendo una matriz de 9 residuos, similar al largo de la matriz de 2R7G.

Matriz FoldX de 1IGUX

ALA ARG ASN ASP (o] GLN GLU GLY HIS ILE LEU LYS MET PHE PRO SER THR TRP TYR VAL
D 0176 0339 0.206 0,000 0,148 0.236 0043 0.193 0353 0271 0294 0218 -0.031 0562 0246 0230 0222 0239 0331 0229
L 3875 3248 2952 4536 3,126 2534 4152 5194 4303 2,406 0,000 3.633 0392 0.136 3197 4984 3811 6,093 5,109 2511
b 0914 0.793 1,028 1,054 0814 0.771 0.755 1,200 0,554 0,126 -0.408 0276 0435 0481 1,096 1192 0943 -0.281 0,000 0419
c 0,110 7258 1,108 0,692 0,000 3,988 25810 1699 25575 6,702 7664 6427 2,102 30.966 1773 1583 1289 32170 32452 0516
b 0013 0444 0,063 0.186 0,02: 0,187 0,171 0,004 0,048 0,184 0.011 0,066 -0.012 0,017 0,037 -0.019 0139 0,193 0,000 0,195
E 3354 4351 3254 3,197 25851 3,198 0,000 4,067 4,638 2141 2,055 4,106 3262 4518 5283 3,546 3552 4485 4,562 2,185
Q 0,114 0.191 0261 -0.037 0,078 0,000 -0.031 -0.146 0.179 0,040 0,067 0239 0,035 0077 0.108 0,107 0,045 -0.046 -0016 0,032
L 3,02 5242 2411 1934 2,010 2011 3117 3,620 12,105 1642 0,000 3,488 054 2,037 3226 3292 2239 9,201 4970 2,144
N 0,178 0,184 0,000 -0.293 -0.083 0,005 0,178 0,563 0,117 0,130 0,186 0,653 0,017 0,059 3,578 -0.238 -0.155 -0.006 0,043 0.134

Figura 7.6. Matriz FoldX basada en la estructura 1GUX. Matriz provista por el laboratorio de trabajo basada en el
complejo formado por el dominio pocket de Rb con el péptido de 9 residuos de la proteina viral E7, conteniendo al SLiM
LxCxE. En la primera linea se observa el nombre abreviado de cada aminoacido y debajo el valor de la variacion de energia
libre de Gibbs (AAG) que resulta de sustituir el residuo del péptido cristalizado en la estructura 1GUX por cualquiera de
ellos, en kcal. A la izquierda de cada tabla, se observa el simbolo de cada residuo del péptido cristalizado.

7.6.2. Conjunto de datos comparativo

Interactores conocidos de las proteinas pocket. Para evaluar la capacidad de FoldX en la deteccion
de SLiMs LxCxE y E2F, se tomaron datos de 50 interactores validados en ELM [36] en febrero 2024
para Rb y p107 conteniendo variantes de los SLiMs LxCxE, LxSxE y E2F, y de siete variantes de la
proteina viral E7 del Papilomavirus humano (HPV) testeados experimentalmente en el laboratorio de
trabajo. De los 50 interactores, un total de 49 son verdaderos positivos (True Positives, TP) de la
proteina pocket Rb (Tablas S13 y S15, Anexo) y 37 de p107 (Tabla 7.4) (Tablas S14 y S16, Anexo).
Todos los péptidos se disefiaron de manera que tuvieran misma posicion de inicio del SLiM y 18

residuos de largo.

De acuerdo a las secuencias recolectadas, se redefinieron las expresiones regulares para el
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SLiM LxCxE/LxSXE como:
[IL].[CA].[DE]
[IL].S.[DE]

donde la primera, tercera y quinta son posiciones fijas del SLiM, y también para el SLiM E2F, como:
[IVLMA] . [NQDEST] [ILFMYWH] [ILFMYWH]

donde la primera, tercera, cuarta y quinta son posiciones fijas del SLiM. En las ultimas tres posiciones

del SLiM, se incluyeron residuos que no se encuentran en la definicion de ELM para ser mas

abarcativos en la busqueda, dado que muchos de los Aits presentaron variantes del SLiM E2F.

Tabla 7.4. Interactores TP del conjunto de datos comparativo.

Rb Rb y p107 p107
LxCxE” 10 32 1
E2F* 3 4 R
LxCxE =42 LxCxE =33
gk -
Total E2F =7 E2F =4

Datos recolectados de 42 interactores de Rb que presentan el SLiM LxCxE (Tabla suplementaria S13),

* Datos recolectado de siete interactores con el SLiM E2F (Tabla suplementaria S15)

** En total son 33 interactores de p107 con el SLiM LxCxXE (Tabla suplementaria S14); y cuatro interactores con el SLiM
E2F (Tabla suplementaria S16) .

La lista de verdaderos negativos (‘True Negative’, TN), incluye a los 50 péptidos TP cuya

secuencia fue mutada en las posiciones fijas del SLiM por alaninas (A).

La capacidad de matrices FoldX de distinguir péptidos “estables” (TP) de “inestables” (TN)
se evalud con las métricas de recall y especificidad de las mismas. El porcentaje de recall se calculd

de la siguiente manera:

TP

Recall = TP toral * 100

donde 7P es el numero de péptidos por debajo de un umbral definido y 7P fotal es el nimero total

péptidos TP del conjunto de datos comparativo y su valor puede variar entre 0 'y 100%.
El valor de especificidad se calcul6 de la siguiente manera:

TN

Especificidad = ———

donde 7N es el numero de péptidos por encima del umbral definido y 7N+FP es el numero de
péptidos por encima y por debajo del umbral, o bien el niimero total de péptidos TN del conjunto de

datos comparativos y su valor puede ir de 0 hasta 1.

Péptidos hit de ProP-PD testeados experimentalmente. Se incluyé ademas un conjunto de 62
péptidos hit de pl07 y Rb obtenidos en el ensayo ProP-PD que el laboratorio ensayo
experimentalmente. Para Rb se adicion6 el péptido it LIN52 con SLiM LxSxE, que es un interactor

validado de p107 pero no de Rb, obteniendo un total de 63 péptidos ensayados experimentalmente por
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el laboratorio para esta proteina. Estos fueron validados utilizando al menos una de las siguientes

técnicas in vitro de interaccion proteina-proteina:

1. Pull down con péptidos acoplados a resina (PD/COUP),
2. Cromatografia de exclusion molecular (Size Exclusion Chromatography, SEC) y

3. Ensayo AlphaScreen (AS)

Se descartaron del analisis 21 péptidos en los que no se detectaron las expresiones regulares
para los SLiMs LxCxE y E2F y para el caso de Rb, dos péptidos conteniendo el SLiM LxCxE de los

que se obtuvieron resultados de mala calidad en el ensayo.

Se obtuvieron finalmente para Rb un total de 40 hits ensayados experimentalmente que fueron

incluidos en este analisis de los cuales:

e 26 contienen variantes del SLiM LxCxE (Tabla S17, Anexo) y
e 14 contienen variantes del SLiM E2F (Tabla S19, Anexo).

Para el caso de pl107, se descartaron 5 péptidos conteniendo el SLiM LxCxE y 2 péptidos
conteniendo el SLiM E2F que mostraron una mala calidad en el ensayo con esta proteina pocket,
obteniéndose en total 34 péptidos it ensayados experimentalmente e incluidos en este analisis, de los

cuales:

e 22 contienen variantes del SLiM LxCxE (Tabla S18, Anexo) y
e 12 contienen variantes del SLiM E2F (Tabla S20, Anexo).

Los péptidos fueron clasificados cualitativamente en tres categorias de fuerza de interaccion
de acuerdo a los resultados de los ensayos de validacion experimental llevados a cabo en el
laboratorio: Strong positive o SP, péptidos de alta afinidad de interaccion, Weak positive o W, péptidos
de afinidad de interaccion débil, o bien Negative o N, péptidos sin interaccion con las proteinas pocket
(Tabla 7.5). El criterio fue inclusivo, definiendo a un péptido como SP si fue clasificado como SP en

al menos una de las técnicas mencionadas anteriormente pero no necesariamente en todas ellas.
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Tabla 7.5. Detalle de péptidos hit de ProP-PD testeados experimentalmente como parte del conjunto de datos
comparativo.

Rb p107
LxCxE E2F LxCxE E2F
Strong Positive
(SP)* 12 3 6 2
Weak Positive
(W)* 9 9 10 3
Negative (N)* 5 2 6 7

TOTAL 26 14 22 12

*Strong Positive (SP): Péptidos de alta afinidad de union. Weak positive (W):Péptidos de afinidad de interaccion débil (Weak
positive binder, “W”). Negative (N): Péptidos sin interaccion.

Se emplearon las métricas establecidas de recall y especificidad para evaluar la capacidad de

deteccion de cada matriz en este conjunto de datos y establecer puntos de corte.

7.6.3. Programa desarrollado de escaneo de secuencias

Las matrices FoldX permiten comparar si un péptido resulta mayor, menor o igual en
términos de estabilidad energética que los péptidos identificados en los PDB utilizados. Por lo tanto,
se desarrolld un programa de escaneo de secuencias que permitio calcular un valor de 44G para cada

péptido hit escaneado.

El programa alinea la primera columna de una matriz FoldX con la primera posicion del
péptido de 16 residuos, luego con la segunda y asi sucesivamente avanzando de a una posicion,
generando subsecuencias de tantos residuos de largo como columnas de la matriz: 1GUX esde 809
columnas, la matriz 2R7G es de 10, 6 0 5 columnas y 1N4M es de 9, 6 0 5 columnas (ver Seccion
7.6.4). A medida que avanza en las posiciones del péptido, calcula el valor final de FoldX como la
sumatoria de la variacion de energia libre de Gibbs (44G) segun la identidad y posicion de cada
residuo. Hacia el final del péptido, se generan subsecuencias mas cortas con una longitud minima de
cinco residuos, que equivale al largo de los residuos centrales de los SLiMs LxCxE y E2F (Figura

7.7).
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Matriz: 1GUX Generacion de Escaneo de

subsecuencias subsecuencias
DLYCYEQLN EPNLFCDEE <«— EPNLFCDEE
I —— PNLFCDEET DLYCYEQLN —»
1 2 3 4 5 6 7 8 9
p Tozs9 | aata ] orss [7258[osa] aast[ 0151|5262 0154 NLFCDEEIP <— PNLFCDEEI
N 0206 2952 1,028 1,109 0.063 3254 0261 2411 0,000 LFCDEEIPI DLYCYEQLN —>
D 0,000 4536 1,054 0,692 -0.186 3,197 -0.037 1,934 -0,293
E FCDEEIPIK <«— NLFCDEEIP
Y 0331 5109 0,000 32452 0,000 4,562 -0,016 4970 0,043
. CDEEIPIKS DLYCYEQLN —»
Péptido de 16res: DEEIPIKSE :
KDMS5A EEIPIKSEE ¢
EIPIKSEE
EPNLFCDEEIPIKSEE IPIKSEE IKSEE
PTKSEE DLYCYEQLN
IKSEE

Figura 7.7. Esquema de escaneo de péptidos con matriz 1GUX. El programa desarrollado para escanear secuencias de
péptidos utilizando matrices FoldX toma como input una matriz FoldX y un péptido de 16 residuos (panel izquierdo). Se
genera inicialmente una subsecuencia del péptido de tantos residuos como largo de la matriz hasta la ultima subsecuencia de
cinco residuos final (panel medio). A medida que avanza posicion a posicion escaneando la secuencia, calcula el valor de
FoldX final como la sumatoria del valor de AAG con el que la matriz penaliza la sustitucion en esa posicion (panel derecho).
En el ejemplo se esquematiza la matriz IGUX y al péptido de la proteina KDMSA.

Ademas, se incluy6 en el programa la deteccion de expresiones regulares en las subsecuencias

generadas con el fin de identificar el valor de FoldX para subsecuencias que posean el SLiM.

El valor de FoldX para cada subsecuencia puede ser negativo indicando mayor estabilidad
energética que el péptido patron del PDB, positivo indicando menor estabilidad energética que el
péptido patrén del PDB, o bien 0 en secuencias idénticas al péptido del PDB. Para cada péptido, se

identificaron ademas dos valores minimos de FoldX.

7.6.4. Criterios de seleccion y modificacion de matrices FoldX

Para evaluar la capacidad de las matrices en la deteccion de subsecuencias energéticamente
estables que ademas contienen las expresiones regulares, se realizo un analisis de benchmarking que
incluye a los péptidos del conjunto de datos de interactores conocidos y a los péptidos que fueron Ait

en el ensayo ProP-PD que fueron testeados experimentalmente.

Se utilizaron las métricas de recall y especificidad para comparar la estabilidad de péptidos de
interactores conocidos o testeados segun sus valores y para determinar los puntos de corte que indican
la estabilidad relativa de un péptido. Los umbrales definidos se aplicaron posteriormente para evaluar

energéticamente la lista completa de péptidos Ait de ProP-PD.

Por otro lado, se establecio la métrica de porcentaje de recuperacion de péptidos. A diferencia
de la métrica de recall utilizada en secciones anteriores donde se calcula el porcentaje en base a

cuantos péptidos fueron recuperados como #it en el ensayo ProP-PD en relacion con los péptidos
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presentes en la biblioteca HD2, en el porcentaje de recall se cuenta el numero de hits que se
encuentran por debajo del umbral establecido para cada SLiM, en relacion con el total de péptidos

dentro del grupo con SLiM LxCxE, E2F o sin SLiM detectado, de la siguiente manera:

_ _Npep
Recall = Ntotal *100

donde Npep corresponde al nimero total de péptidos /it por debajo del umbral considerado y Ntotal

corresponde al total de péptidos con o sin SLiM detectado en cada caso.

Matriz 4YOS. Se consider6 la matriz 4YOS para analizar péptidos en los que se detecta el SLiM
LxCxE (Figura 7.8).

Penalizacién de residuos: matriz 4Y0OS

1S
— % t Valoqu_g
O
6 4 S 7.5
a 5 F 5.0
o6 E 25
o 7 K

8 |_ s 0.0

9D

AVL IMHFYWDEKRSTNQCGP
Residuo

Figura 7.8. Penalizacion de residuos de la matriz FoldX de 4YOS. Heatmap construido a partir de los residuos que
figuran en el PDB 4YOS (eje de ordenadas). Las posiciones del péptido se encuentran numeradas desde serina (S) en la
posicion uno hasta aspartico (D) en la posicion nueve. En el eje de abscisas se observan los 20 aminoacidos posibles para
sustituir en el péptido y en colores que van desde el azul -sustituciones favorables- al rojo-sustituciones desfavorables- se
simboliza la penalizacion de cada aminoacido en los residuos de la matriz.

Los residuos centrales del SLiM LxSxE, ubicados en las posiciones dos, cuatro y seis de esta
matriz son los encargados de mediar la interaccion con el dominio pocket. Si bien en la segunda
posicion se encuentran penalizados la mayoria de las sustituciones, las posiciones cuatro y seis

admiten todos los residuos, resultando muy permisivas.

Por otro lado, la octava posicion presenta valores de penalizacion mas altos en comparacion
con los residuos del nucleo del SLiM en las posiciones dos, cuatro y seis, lo que sugiere que esta

posicion, que involucra residuos hidrofobicos, es crucial para mediar la union.

Sin embargo, las penalizaciones en las posiciones centrales del SLiM, que entran en contacto

directo con la superficie del bolsillo, no condicen con la evidencia experimental de determinantes de
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afinidad de los SLiMs LxCxE y LxSXE conocidos, por lo que fue descartada como herramienta de

priorizacion de péptidos [34].

Matriz 1GUX. La matriz FoldX 1GUX disponible en el laboratorio de trabajo, fue considerada para
evaluar la estabilidad de péptidos Ait del ensayo ProP-PD (Figura 7.9).

Penalizacion de residuos: matriz 1GUX

Valor
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Figura 7.9. Penalizacion de residuos de la matriz FoldX de 1GUX. Heatmap construido a partir de los residuos que
figuran en el PDB 1GUX (eje de ordenadas). Las posiciones del péptido se encuentran numeradas desde el aspartico (D) en
la posicion uno hasta asparagina (N) en la posicion nueve. En el eje de abscisas se observan los 20 aminoacidos posibles
para sustituir en el péptido y en colores que van desde el azul -sustituciones favorables- al rojo-sustituciones desfavorables-
se simboliza la penalizacion de cada aminoacido en los residuos de la matriz.

En la primera posicion del péptido, FoldX no penaliza fuertemente ningin aminoacido y por
lo tanto todos son permitidos. La segunda, cuarta y sexta posicion son los residuos centrales del SLiM
y se encuentran altamente penalizados los residuos aromaticos F, Y o W e H en la cuarta posicion,

mientras que en la segunda y sexta, se admite la sustitucion de muy pocos residuos.

Las posiciones tres y cinco, corresponden a las posiciones variables del centro del SLiM y los

cambios de aminoacidos se encuentran poco penalizados.

Residuos hidrofobicos en las posiciones +2 o +3 con respecto al core del SLiM también
participan en la interaccién con el dominio pocket [34,50]. En la matriz 1GUX, estas posiciones
corresponden a las ocho y nueve. La penalidad en la octava posicién es menor para los residuos
hidrofobicos, mientras que la novena posicion admite una variedad de residuos sin distinguir entre
hidrofobicos y no hidrofobicos. Aunque la presencia de un residuo hidrofébico en las posiciones +2 o
+3 favorece la interaccion, la matriz no permite distinguir entre péptidos con residuos no hidrofobicos

en la posicion +3 y aquellos que si los presentan.

Tomando en consideracion que en la primera posicion se penaliza con valores cercanos a cero
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la sustitucion de todos los aminoacidos, se decidid generar una variante de 1GUX, eliminandola de la
matriz de escaneo. A la variante que incluye los residuos de las posiciones uno a nueve, se la llamo
1IGUX 9 (DLYCYEQLN) y a la variante con los residuos de las posiciones dos a nueve, se la llamo

1GUX_8 (LYCYEQLN).

Matriz 2R7G. Para el analisis de estabilidad energética de péptidos kit conteniendo el SLiM E2F, se
utilizé en primera instancia la matriz FoldX del PDB 2R7G [33] (Figura 7.10).

Penalizacion de residuos: matriz 2R7G
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Figura 7.10. Penalizaciéon de residuos de la matriz FoldX de 2R7G. Heatmap construido a partir de los residuos que
figuran en el PDB 2R7G [33] (eje de ordenadas). Las posiciones del péptido se encuentran numeradas desde la prolina (P) en
la posicion uno hasta lisina (L) en la posicion diez. En el eje de abscisas se observan los 20 aminoacidos posibles para
sustituir en el péptido y en colores que van desde el azul -sustituciones favorables- al rojo-sustituciones desfavorables- se
simboliza la penalizacion de cada aminoacido en los residuos de la matriz.

Las primeras tres posiciones de la matriz 2R7G se encuentran en un rango de valores de
penalizacion cercanos a cero o bien favorecen algunos residuos hidrofobicos, aunque no hay evidencia

experimental o variantes naturales que avalen esta preferencia [33].

El SLiM E2F comienza en la cuarta posicion, que admite preferentemente residuos
hidrofobicos. La quinta posicion es variable en el SLiM. La sexta y séptima posicion penalizan con
valores cercanos a cero o bien admiten la sustitucion de residuos, mientras que la posicion ocho
admite Unicamente residuos aromadticos o hidrofobicos. La novena posicion penaliza todos los
residuos, incrementando el valor de estabilidad energética, al contrario de la décima posicion que
admite todas las sustituciones menos la prolina y ninguna de las dos forma parte de los residuos

centrales del SLiM.

Se generaron tres variantes de esta matriz, teniendo en cuenta que las primeras tres posiciones

y las dos ultimas no forman parte del centro del SLiM. La primera de las variantes es la matriz
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original del péptido que incluye a los residuos de las posiciones uno a diez, a la que se llamo
2R7G_10 (PPTLHELYDL). Luego, debido a la falta de evidencia experimental y al alto rango de
penalizacion se utilizé una matriz que incluye al péptido de la cuarta a la novena posicion a la que se
llamo6 2R7G_6 (LHELYD) y otra del péptido de la cuarta a la octava posicion, denominada 2R7G 5

(LHELY).

Matriz 1N4M. Por tultimo se consideré ademas de 2R7G, la matriz FoldX 1N4M para evaluar la
estabilidad energética de péptidos Ait con SLiM E2F [38] (Figura 7.11).

Penalizacion de residuos: matriz 1N4M
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Figura 7.11. Penalizacion de residuos de la matriz FoldX de 1N4M. Heatmap construido a partir de los residuos que
figuran en el PDB IN4M (eje de ordenadas). Las posiciones del péptido se encuentran numeradas desde la glicina (G) en la
posicion uno hasta el aspartico (D) en la posicion nueve. En el eje de abscisas se observan los 20 aminoécidos posibles para
sustituir en el péptido y en colores que van desde el azul -sustituciones favorables- al rojo-sustituciones desfavorables- se
simboliza la penalizacion de cada aminoacido en los residuos de la matriz.

En el mapa de la matriz 1IN4M se observd que las primeras dos posiciones admiten la
sustitucion de todos los residuos, menos la prolina, mientras que la tercera posicion penaliza 18 de los

20 aminoacidos incrementando el valor de estabilidad energética.

Los residuos centrales del SLiM abarcan desde la cuarta hasta la octava posicion siendo éstas
dos las que mas sustituciones penalizan, en comparacion a la quinta, sexta y séptima. La novena
posicion favorece la union entre el péptido [38] y la proteina pocket, y la matriz no refleja esto dado
que admite cualquier sustitucion.

Teniendo en cuenta las observaciones de las primeras tres posiciones, que no forman parte del
centro del SLiM, y de la novena posicion, se utilizaron tres variantes de la matriz. La primera incluye
al péptido de nueve residuos que incluye a los aminoacidos de la posicion uno a nueve, llamada
IN4M 9 (GEGISDLFED), otra que incluye a los residuos de las posiciones cuatro a nueve denominada
IN4M 6 (ISDLFED) y por ultimo, una que incluye los residuos de las posiciones cuatro a ocho,

IN4M_5 (ISDLF).
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Figura S1. Distribucién de valores FoldX de péptidos TP con SLiM LxCxE reportados para Rb escaneados con variantes de 1GUX. Grafico
de puntos de péptidos conocidos de interaccion con la proteina pocket Rb. Se indica sobre el recuadro el nombre de las 42 proteinas cuyos péptidos
de 18 residuos fueron escaneados con A: 1GUX 9, B: 1GUX 8 y se encuentran reportadas como TP en la base de datos ELM [36]. El eje x indica
la posicion como el punto medio entre la posicion inicial y final de cada sub-secuencia analizada (abajo) y el detalle de residuo de la secuencia
peptidica (arriba). Las secuencias se organizaron de manera continua una de otras y se marco el inicio de una secuencia distinta con una linea vertical
negra. Las lineas verticales rojas indican el punto medio de la subsecuencia donde se detectd la expresion regular [IL] . [CAST] .E. Los puntos
amarillos indican la deteccion de una subsecuencia conteniendo al SLiM LxCxXE (recuadro rojo), con el valor minimo de FoldX de todas las
subsecuencias escaneadas para ese péptido.
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Figura S2. Distribucién de valores FoldX de péptidos TP con SLiM LxCxE reportados para p107 escaneados con variantes de 1GUX.
Grafico de puntos de péptidos conocidos de interaccion con la proteina pocket p107. Se indica sobre el recuadro el nombre de las 33 proteinas cuyos
péptidos de 18 residuos fueron escaneados con A: IGUX 9, B: IGUX 8 y se encuentran reportadas como TP en la base de datos ELM [36] . El eje
x indica la posicion como el punto medio entre la posicion inicial y final de cada sub-secuencia analizada (abajo) y el detalle de residuo de la

secuencia peptidica (arriba). Las secuencias se organizaron de manera continua una de otras y se marco el inicio de una secuencia distinta con una

linea vertical negra. Las lineas verticales rojas indican el punto medio de la subsecuencia donde se detectd la expresion regular [IL] . [CAST] .E.

Los puntos amarillos indican la deteccion de una subsecuencia conteniendo al SLiM LxCxE (recuadro rojo), con el valor minimo de FoldX de todas
las subsecuencias escaneadas para ese péptido.
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1GUX_9 (izquierda) y IGUX_8 (derecha). Eje Y izquierdo: Nimero de instancias, Eje Y derecho: porcentaje de frecuencia acumulada de instancias.
B: Recall (puntos azules) y especificidad (triangulos en rojo) de matrices 1IGUX 9 (izquierda) y IGUX_8 (derecha) para diferentes valores umbral
de FoldX. La linea vertical punteada sefala el valor de umbral utilizado para establecer comparaciones.
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Figura S4. Péptidos hit en ProP-PD usando p107 como carnada que fueron testeados experimentalmente y escaneados con variantes 1GUX.
A: Distribucion de valores FoldX de péptidos TP y TN para matrices 1GUX 9 (izquierda) y 1GUX 8 (derecha). Eje Y izquierdo: Numero de
instancias, Eje Y derecho: porcentaje de frecuencia acumulada de instancias. B: Recall (puntos azules) y especificidad (triangulos en rojo) de
matrices 1GUX 9 (izquierda) y 1GUX 8 (derecha) para diferentes valores umbral de FoldX. La linea vertical punteada sefala el valor de umbral
utilizado para establecer comparaciones.
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Figura S6. Distribucion de valores FoldX de péptidos TP con SLiM E2F reportados para Rb escaneados con variantes de 2R7G. Grafico de
puntos de péptidos conocidos de interaccion con la proteina pocket Rb. Se indica sobre el recuadro el nombre de las siete proteinas cuyos péptidos de
18 residuos fueron escaneados con A: 2R7G 10, B: 2R7G_6, C: 2R7G_5 y se encuentran reportadas como TP en la base de datos ELM [36]. El eje
x indica la posicion como el punto medio entre la posicion inicial y final de cada sub-secuencia analizada (abajo) y el detalle de residuo de la
secuencia peptidica (arriba). Las secuencias se organizaron de manera continua una de otras y se marco el inicio de una secuencia distinta con una
linea vertical negra. Las lineas verticales rojas indican el punto medio de la subsecuencia donde se detectd la expresion regular
[IVLMA] . [NQDE] [IVLFMYAW] [IVLEMYAW]. Los puntos amarillos indican la deteccion de una subsecuencia conteniendo al SLiM E2F

(recuadro rojo), con el valor minimo de FoldX de todas las subsecuencias escaneadas para ese péptido.
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Figura S7. Distribucion de valores FoldX de péptidos TP con SLiM E2F reportados para Rb escaneados con variantes de 1IN4M. Grafico de
puntos de péptidos conocidos de interaccion con la proteina pocket Rb. Se indica sobre el recuadro el nombre de las siete proteinas cuyos péptidos de
18 residuos fueron escaneados con A: IN4M 9, B: IN4M_6, C: IN4M_5 y se encuentran reportadas como TP en la base de datos ELM [36] . El eje
x indica la posicion como el punto medio entre la posicion inicial y final de cada sub-secuencia analizada (abajo) y el detalle de residuo de la
secuencia peptidica (arriba). Las secuencias se organizaron de manera continua una de otras y se marco el inicio de una secuencia distinta con una
linea vertical negra. Las lineas verticales rojas indican el punto medio de la subsecuencia donde se detectd la expresion regular
[IVLMA] . [NQDE] [IVLFMYAW] [IVLEMYAW]. Los puntos amarillos indican la deteccion de una subsecuencia conteniendo al SLiM E2F
(recuadro rojo), con el valor minimo de FoldX de todas las subsecuencias escaneadas para ese péptido.
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Figura S8. Distribucion de valores FoldX de péptidos TP con SLiM E2F reportados para p107 escaneados con variantes de 2R7G. Grafico de
puntos de péptidos conocidos de interaccion con la proteina pocket pl07. Se indica sobre el recuadro el nombre de las cuatro proteinas cuyos
péptidos de 18 residuos fueron escaneados con A: 2R7G 10, B: 2R7G 6, C: 2R7G 5 y se encuentran reportadas como TP en la base de datos
ELM [36]. El eje x indica la posicion como el punto medio entre la posicion inicial y final de cada sub-secuencia analizada (abajo) y el detalle de
residuo de la secuencia peptidica (arriba). Las secuencias se organizaron de manera continua una de otras y se marco el inicio de una secuencia

distinta con una linea vertical negra. Las lineas verticales rojas indican el punto medio de la subsecuencia donde se detectd la expresion regular
[IVLMA] . [NQDE] [IVLFMYAW] [IVLEMYAW]. Los puntos amarillos indican la deteccion de una subsecuencia conteniendo al SLiM E2F
(recuadro rojo), con el valor minimo de FoldX de todas las subsecuencias escaneadas para ese péptido.
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Figura S9. Distribucion de valores FoldX de péptidos TP con SLiM E2F reportados para p107 escaneados con variantes de 1N4M. Grafico
de puntos de péptidos conocidos de interaccion con la proteina pocket p107. Se indica sobre el recuadro el nombre de las cuatro proteinas cuyos
péptidos de 18 residuos fueron escaneados con A: IN4M_9, B: IN4AM_6, C: IN4M_5 y se encuentran reportadas como TP en la base de datos ELM
[36]. El eje x indica la posicion como el punto medio entre la posicion inicial y final de cada sub-secuencia analizada (abajo) y el detalle de residuo
de la secuencia peptidica (arriba). Las secuencias se organizaron de manera continua una de otras y se marco el inicio de una secuencia distinta con
una linea vertical negra. Las lineas verticales rojas indican el punto medio de la subsecuencia donde se detectd la expresion regular
[IVLMA] . [NQDE] [IVLFMYAW] [IVLEMYAW]. Los puntos amarillos indican la deteccion de una subsecuencia conteniendo al SLiM E2F

(recuadro rojo), con el valor minimo de FoldX de todas las subsecuencias escaneadas para ese péptido.
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Figura S10. Interactores conocidos TP y TN de p107 escaneados con variantes 2R7G y 1N4M. Distribucion de valores FoldX de péptidos TP y
TN para matrices A: 2R7G y C: IN4M. Eje Y izquierdo: Nimero de instancias, Eje Y derecho: porcentaje de frecuencia acumulada de instancias. B:
Recall (puntos azules) y especificidad (triangulos en rojo) de matrices 2R7G_10 (izquierda), 2R7G_6 (medio) y 2R7G_5 (derecha) para diferentes
valores umbral de FoldX. D: Detalle del recall (puntos azules) y especificidad (triangulos rojos) de 1IN4M 9 (izquierda), IN4M 6 (medio) y

IN4M 5 (derecha). En ambos casos la linea vertical punteada sefiala un valor estimado de umbral de tres para establecer comparaciones.
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Figura S11. Péptidos hit en ProP-PD usando p107 como carnada que fueron testeados experimentalmente y escaneados con variantes de
2R7G y 1N4M. Distribucion de péptidos testeados experimentalmente de acuerdo a valores FoldX de las variantes A: 2R7G y C: IN4M. Eje Y
izquierdo: Numero de instancias, Eje Y derecho: porcentaje de frecuencia acumulada de instancias. B: Recall (puntos azules) y especificidad
(triangulos en 10jo) de matrices 2R7G_10 (izquierda), 2R7G_6 (medio) y 2R7G_5 (derecha) para diferentes valores umbral de FoldX. D: Detalle
del recall (puntos azules) y especificidad (triangulos rojos) de IN4M 9 (izquierda), IN4M_6 (medio) y IN4M 5 (derecha). En ambos casos la linea

vertical punteada sefiala un valor estimado de umbral de tres para establecer comparaciones.
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Figura S12. Péptidos hit de p107 escaneados con variantes de 2R7G y 1N4M. Distribucion de valores FoldX de péptidos para matrices 2R7G_10,
IN4M_9 (izquierda); 2R7G_6, IN4M_6 (medio); 2R7G_5y IN4M_6 (derecha). Eje Y izquierdo: Frecuencia absoluta de instancias, Eje Y derecho:
porcentaje de frecuencia acumulada de instancias. La linea vertical punteada sefiala el valor de umbral utilizado para establecer comparaciones. A:
Péptidos con SLiM E2F detectado escaneados con variantes de 2R7G. B: Péptidos sin SLiM E2F detectado escaneados con variantes de 2R7G. C:

Péptidos con SLiM E2F detectado escaneados con variantes de 1N4M. D: Péptidos sin SLiM E2F detectado escaneados con variantes de IN4M.
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