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Glosario 
Alineamiento múltiple de secuencia.  Alineamiento de tres o más secuencias de proteínas, ADN 

o ARN 

Bolsillo de unión a LxCxE.  Sitio de unión a través del cual interactúan proteínas que 
contienen al SLiM LxCxE presente en el dominio pocket  

Core.  Residuos del SLiM que establecen contacto directo con la 
superficie de un dominio globular. 

Docking.  Función de acoplamiento de complejos que desempeñan 
algunos tipos de SLiMs 

Dominio globular.  Segmento modular proteico que adquiere estructura 
terciaria estable 

Dominio intrínsecamente desordenado. Segmento modular proteico que no adquiere estructura 
terciaria estable 

Dominio pocket.  Dominio globular central altamente conservado en las 
proteínas de la familia pocket compuesto por el 
subdominio A y el subdominio B 

E2F-like.  Variante novedosa del SLiM E2F  

Expresión regular.  Patrón de caracteres que representa una secuencia que 
puede ser identificada en una cadena de texto 

Familia Pocket.  Familia de proteínas parálogas que presentan un dominio 
central 'pocket' altamente conservado que incluyen a 
retinoblastoma, p107 y p130 

Hendidura AB.  Interfaz entre los subdominios A y B del dominio pocket 
que se encuentra altamente conservado y es el sitio de 
unión de interactores que contienen el SLiM E2F 

Linker. Segmentos aminoacídicos que generalmente conectan 
dominios globulares 

Logo de secuencia. Gráfico construido a partir de un alineamiento múltiple de 
secuencias que consiste en letras apiladas para cada 
posición donde el tamaño de cada letra es directamente 
proporcional a la frecuencia de cada letra en cada posición 
y la altura total corresponde a la conservación de la 
posición 

Loop. Segmento aminoacídico flexible que puede contener 
SLiMs de interacción 
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Loop AB. Segmento aminoacídico flexible que conecta los 
subdominios A y B del dominio pocket 

Missing residues.  Residuos incluidos en un experimento de cristalografía de 
rayos X y que no pudieron ser asignados en la estructura 
obtenida. 

Módulo de interacción.  Segmentos proteicos que median interacciones 
proteína-proteína 

Negative Binders. Interactores hit del ensayo ProP-PD que fueron ensayados 
experimentalmente en los que no se detectó interacción 
con los dominios pocket 

Péptido hit.  Péptidos de 16 residuos fusionados a la cápside de fagos 
que fueron aciertos o hits en las rondas de selección del 
ensayo ProP-PD 

Phage Display.  Técnica de display de péptidos en la superficie de fagos 
utilizada para estudiar interacciones proteína-proteína 

Posición fija.  Residuos que determinan la unión con un dominio 
proteico estableciendo contacto directo con la superficie  

Posición flanqueante.  Residuos que pueden modular la afinidad de un SLiM por 
el dominio globular estableciendo interacciones variables 
y dinámicas con el dominio. Se ubican en los extremos N- 
y C- terminal del core del SLiM 

Posición variable.  Residuos que no interactúan con la superficie del dominio 
globular y se orientan hacia afuera de la unión 

Proteína intrínsecamente desordenada.  Proteínas que presentan cierto grado de desorden en su 
secuencia. Contienen segmentos ordenados o 
estructurados y segmentos desordenados o sin estructura 

Recall.  Métrica de calidad establecida para estimar la calidad del 
ensayo ProP-PD 

Región intrínsecamente desordenada.  Segmentos proteicos sin estructura terciaria en los que se 
encuentran los dominios intrínsecamente desordenados y 
motivos lineales o SLiMs 

Short Linear Motif.  Elementos modulares pequeños de secuencia que se 
ubican en regiones intrínsecamente desordenadas. 
También conocidos como motivos lineales 

Strong Positive Binders.  Interactores hit del ensayo ProP-PD que fueron ensayados 
experimentalmente en los que se detectó una interacción 
fuerte con los dominios pocket 
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Técnicas de gran escala. Técnica de laboratorio en la que pueden procesarse un 
alto número de muestras en un mismo ensayo 

Técnicas de pequeña escala. Técnica de laboratorio que utiliza pequeñas cantidades de 
muestra para obtener resultados 

Weak Binders. Interactores hit del ensayo ProP-PD que fueron ensayados 
experimentalmente en los que se detectó una interacción 
débil con los dominios pocket 
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Abreviaturas 
CASP: Critical Assessment ot techniques for protein Structure Prediction 

CDK: Quinasa  dependiente de Ciclina 

∆∆G: Variación de Energía Libre de Gibbs 

ELM: Eukaryotic Linear Motif Database 

HD2: Human Desorderome 2 

IDD: Dominio Intrínsecamente Desordenado 

IDP: Proteína Intrínsecamente Desordenada 

IDR: Región Intrínsecamente Desordenada 

MSA: Alineamiento Múltiple de Secuencia 

NES: Nuclear Export Signal 

NGS: Next Generation Sequencing 

NLS: Nuclear Localization Signal 

POSIX: Portable Operating System Interface for Unix 

ProP-PD: Proteomic Peptide Phage Display 

PTM: Modificación Post Traduccional 

Rb: Retinoblastoma 

RBC: Extremo C-terminal de la proteína Rb 

RBN: Extremo N-terminal de la proteína Rb 

Regex: Expresión Regular (Regular Expression) 

RSA: Accesibilidad Relativa al Solvente 

SLiM: Short Linear Motif 

TN: True Negative 

TP: True Positive 
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Capítulo 1: Introducción 

1.1. Interacciones proteína-proteína 

La célula es un sistema dinámico en el cual los procesos fundamentales están mediados por 

interacciones moleculares, que llevan a cabo funciones que incluyen desde la señalización intracelular 

hasta la regulación de la expresión génica. Muchas de estas funciones son realizadas por proteínas. 

Las interacciones entre proteínas están mediadas por módulos de interacción, siendo los 

dominios globulares los más estudiados. Estos responden al paradigma clásico de 

secuencia-estructura-función que sostiene que la secuencia de aminoácidos de la proteína define una 

estructura tridimensional estable en el tiempo la cual le confiere una función biológica [1].  

En los últimos años este paradigma fue modificado por la identificación de regiones proteicas 

que no mantienen una única 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 intrínsecamente 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 intrínsecamente desordenados (IDDs, 

por Intrinsically Disordered Domains) y los motivos lineales de secuencia corta ( SLiMs, por Short 

Linear Motifs) que se describirán en detalle más adelante [2] .  

Los dominios globulares, IDDs y SLiMs son tres módulos que median interacciones 

proteína-proteína y presentan características funcionales y estructurales específicas [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) típicamente en el rango micromolar y 

desempeñan, por ejemplo, funciones de señalización o regulación que requieren la formación y 

ruptura de las interacciones [2]. En relación a las características estructurales, los dominios globulares 

presentan una conformación estable en estado nativo mientras que los IDDs y SLiMs sólo adquieren 

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

En resumen, existen diferencias entre los dominios globulares y los IDDs y SLiMs que 

reflejan la función dinámica que desempeñan 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. Proteínas intrínsecamente desordenadas 

Siguiendo el paradigma clásico de secuencia-estructura-función, las funciones de las proteínas 

fueron atribuidas durante muchos años a los dominios globulares ya que adquirían una estructura 

tridimensional que varía poco alrededor de un estado de equilibrio. Actualmente, la noción de que las 

regiones desordenadas al carecer de estructura, carecen de función es constantemente desafiada por la  

evidencia acumulada de funciones claves desempeñadas por IDRs [6]. Aproximadamente un tercio 

del proteoma humano está compuesto por IDRs, pero aún la mayoría de estas regiones no están 

caracterizadas [1,2]. La mayoría de las anotaciones de proteínas está basada en la información de 

familias de secuencias y dominios estructurados [1]. Por lo tanto, las diferencias entre las IDRs y las 

proteínas globulares hacen necesario el desarrollo de nuevas herramientas que permitan la anotación y 

predicción de funciones de IDRs. 

Variabilidad de Secuencia en IDRs. A diferencia de las proteínas globulares que presentan una alta 

conservación 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 

composición de secuencia. En las proteínas globulares prevalecen aminoácidos hidrofóbicos que 

facilitan la formación del núcleo de plegado, mientras que las IDRs se encuentran enriquecidas en 

aminoácidos polares o con carga que estabilizan la exposición al solvente, y en prolina que impide la 

formación de estructuras secundarias [1,7]. A diferencia de las proteínas globulares, las IDRs suelen 
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tener regiones de baja complejidad de secuencia, es decir, regiones con repeticiones de aminoácidos 

como dipéptidos y tripéptidos [1,8]. Estas diferencias y la baja conservación de secuencia observada 

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

Características Estructurales. La mayoría de las proteínas en organismos eucariotas son modulares, 

combinando dominios globulares estructurados con regiones intrínsecamente desordenadas (IDRs) y 

sólo una minoría son completamente estructuradas o completamente desordenadas (IDPs o 

Intrinsically Disordered Proteins) [1,2]. Los dominios globulares presentan una estructura terciaria 

rígida, compacta y plegada que se encuentra definida por la secuencia de aminoácidos que la 

componen y está relacionada con una función [9]. Las IDRs, por otro lado, carecen de una estructura 

terciaria definida y se caracterizan por presentar flexibilidad estructural [10]. Cuando interactúan con 

otras proteínas, las IDRs pueden adquirir una conformación ordenada [1]. En ausencia de interacción, 

las IDRs muestran un espectro de conformaciones desordenadas, caracterizadas por la adopción de 

diversas estructuras no plegadas [11]. Es posible identificar la estructura de un dominio a través de 

técnicas de cristalización 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 identificación de estructuras por RMN brinda información 

sobre la dinámica y la estructura de una proteína en solución, permitiendo obtener múltiples 

conformaciones de una región IDR. Los dominios globulares muestran una conformación única en los 

modelos estructurales (Figura 1.2A), mientras que las proteínas con un grado de desorden intermedio 

pueden alinear algunos segmentos de sus modelos, aunque otros muestran múltiples conformaciones 

(Figura 1.2B). En las proteínas con un alto grado de desorden, prácticamente 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 única conformación del dominio de unión al ADN de la proteína Y Box-1 (PDB: 6LMS) [13]. B: Segmento 
de desorden intermedio con regiones alineadas y otras de múltiples conformaciones del dominio BEN de la proteína humana 
NAC1 (PDB: 6LMS) [13]. C: Esquema de múltiples conformaciones que adopta la fosfoproteína soluble de tilacoide de 
espinaca, con un alto grado de desorden (PDB: 2FFT)[14]. 

 

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

ambiente, modificaciones post-traduccionales (PTMs, Post-Translational Modifications), o la 
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interacción con un dominio globular [1]. Un ejemplo de cómo una PTM puede alterar la estructura y 

función de una proteína, es la proteína 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 loops intra-dominios en los dominios RBN y 

pocket, y en linkers flexibles que conectan ambos dominios. Las secuencias linker contienen sitios de 

fosforilación por quinasas dependientes de ciclinas (CDKs) que son importantes para la inactivación 

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 unión a otras 

proteínas, inhibiendo las interacciones con Rb [15].  

 

Figura 1.3. Alteración de estructura y función de Rb por PTMs. A:  Diagrama de la estructura de dominios de la 
proteína Rb. Se esquematiza el dominio N-terminal (RBN), el dominio central pocket y el dominio C-terminal (RBC). Se 
señalan sitios de PTM por parte de quinasas dependientes de ciclinas 2 y 4 (CDK2, CDK4) y sitios de unión a los SLiMs 
E2F y LxCxE. A través del bolsillo de unión LxCxE Rb interactúa con proteínas como la proteína homóloga 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 unión de proteínas conteniendo a los SLiMs LxCxE y 
E2F. Figura adaptada de Dick-Rubin et al. 2013 [15]. 

 

Funciones de IDPs y Versatilidad Funcional. Las IDPs están implicadas en diversas funciones 

celulares, como la regulación de la transcripción y la traducción, la señalización y la organización de 

complejos multiproteicos [10]. El contexto desordenado de las IDPs les permite unirse a múltiples 

dominios proteicos, a menudo a través de varios SLiMs presentes en una misma IDR, que incluso 

pueden solaparse debido a su pequeño tamaño [1]. La presencia de más de un SLiM en una sola IDP 

les permite interactuar con distintos dominios, facilitando la formación de redes de señalización 

dinámicas [1]. 

Proteínas Desordenadas y Patologías. Aunque pocas IDPs se encuentran caracterizadas, el 

enriquecimiento de regiones desordenadas en organismos complejos sugiere que son de gran 
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importancia biológica [1,2] Muchas enfermedades neurodegenerativas se encuentran asociadas a la 

agregación de IDPs [16]. Entre las enfermedades más conocidas que causan demencia, se encuentran 

el Alzheimer y Parkinson. El Alzheimer, una enfermedad caracterizada por la pérdida de memoria 

progresiva, está relacionada con el agregado de ‘placas seniles’ en el espacio extracelular, compuestas 

por segmentos de la proteína precursora de amiloide y agregados de la proteína tau, ambas IDPs [11]. 

La enfermedad del Parkinson, es causada por el agregado de cuerpos de Lewy, principalmente 

compuestos por la IDP α-sinucleína [11]. Las IDRs también se encuentran asociadas a otras patologías 

como cáncer y patologías de origen viral. Por ejemplo, el virus del papiloma humano (HPV), causante 

del cáncer cervical, logra secuestrar la maquinaria celular por la interacción de SLiMs presentes en el 

IDD de la proteína E7 con numerosas proteínas celulares. 

En resumen, las IDRs poseen funciones relevantes y se diferencian en composición de 

secuencia y características estructurales de las proteínas globulares, dificultando el uso de las 

herramientas bioinformáticas desarrolladas para la anotación automática de funciones en proteínas 

globulares. Muchas de las funciones biológicas de las IDRs están mediadas por SLiMs, que son el 

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

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 aminoácidos de longitud 

[17]. Los SLiMs se encuentran en IDRs y en segmentos flexibles de las proteínas 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 localización dentro de una IDR 

los SLiMs están expuestos al solvente y accesibles para interactuar con otras proteínas [17]. A modo 

de ejemplo, en la Figura 1.1C, se muestra el dominio globular de la proteína 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 más conocidos y tempranamente descritos de SLiMs son las señales o 

etiquetas de localización o sorting subcelular. Algunos ejemplos de estos SLiMs son la señal de 

localización y exportación nuclear (NLS, Nuclear Localization Signal y NES, Nuclear Export Signal, 

respectivamente), cuya función es transportar moléculas hacia dentro y fuera del núcleo celular, y el 

SLiM KDEL, relacionado con el tráfico de proteínas desde el aparato de Golgi hacia el retículo 

endoplasmático (señal de retención en retículo) [2]. Además de las señales de localización subcelular, 

algunos SLiMs codifican para sitios de clivaje proteolítico o para PTMs como por ejemplo las 

14 



 

glicosilaciones, fosforilaciones y acetilaciones. Por último, los SLiMs también pueden codificar 

funciones de “docking” reclutando sustratos para su modificación enzimática, 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 formación de 

complejos macromoleculares al mediar la unión a dominios globulares de otras proteínas [1,2,18]. En 

esta última categoría de “ligando” se encuentran los SLiMs E2F y LxCxE, que permiten la formación 

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

Aminoácidos que Componen los SLiMs: La interacción entre un SLiM y un dominio globular está 

mediada por 5-10 aminoácidos que representan el centro o core del SLiM y establecen contacto 

directo con la superficie de un dominio globular. Dentro de la región 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 unión del SLiM por el dominio globular.  

Las posiciones fijas son determinantes para la unión ya que establecen contactos directos con 

el dominio y, por lo tanto, sólo aceptan sustituciones conservativas, es decir, aminoácidos con 

características fisicoquímicas similares que poseen una alta complementariedad con la superficie de 

unión en el dominio globular [2]. En contraste, las posiciones variables del SLiM representan 

residuos que no interactúan 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 unión. Las 

posiciones flanqueantes establecen interacciones más variables y dinámicas con el dominio globular 

y también pueden modular la afinidad del SLiM por el dominio globular [2]. Por ejemplo, en la región 

flanqueante al SLiM PIP presente en polimerasas media la unión a la proteína “clamp” PCNA (por 

Proliferating Cell Nuclear Antigen) que recluta proteínas a la horquilla de replicación del ADN 

existen residuos con carga positiva que aumentan la afinidad de unión a PCNA por 

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

En resumen, los SLiMs median la formación de complejos proteicos y la regulación de 

procesos celulares mediante PTMs. Los SLiMs poseen unos pocos residuos que conforman el core del 

SLiM y determinan la interacción específica con un dominio globular o familia de dominios. El 

contexto de secuencia, es decir, las posiciones variables y flanqueantes pueden modular la afinidad. 

El tamaño acotado de un SLiM permite codificar múltiples funciones en una IDR de una proteína, por 

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

1.4. La familia de proteínas pocket  

La familia de proteínas pocket está compuesta por tres proteínas parálogas: Retinoblastoma 

(Rb), p107 y p130 (Figura 1.4 A), que se encuentran involucradas en la regulación del ciclo celular y 
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la diferenciación celular [15]. La proteína pocket más estudiada es Rb, que fue identificada como una 

proteína supresora de tumores por su actividad en la regulación del ciclo celular y su rol central es 

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

 
Figura 1.4. Familia de proteínas pocket. A: Las proteínas pocket Retinoblastoma (RB), p107 y p130 presentan similitud de 
dominios entre sí. 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 números indican la posición de  inicio y fin de cada segmento. Figura adaptada de Dick and Rubin 2013 [15]. 
B: Representación esquemática 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 está ausente en las estructuras. C: Estructura representativa del dominio pocket de Rb unido al SLiM E2F (azul) 
y LxCxE (rojo) de la proteína E1A de Adenovirus. Las cadenas laterales de los residuos principales del SLiM E2F y LxCxE 
están representadas como bastones. Figura de González-Foutel et al. 2022 [24]. 

 

La proteína Rb comparte aproximadamente un 25% de identidad de secuencia con p107 y 

p130, mientras que p107 y p130 comparten un 54% de identidad entre ellas [15]. Además de la alta 

similitud de secuencia, las proteínas 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 proteínas y le da el nombre a la familia (Figura 1.4B) y un dominio C-terminal (RBC) con 

múltiples sitios blancos de modificación post-traduccional (Figura 1.4A) [15]. 

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

La interfaz entre los subdominios, denominada hendidura AB está 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 

transcripción E2F [15]. El subdominio B presenta un bolsillo que interactúa con proteínas que 

contienen el SLiM LxCxE, como la histona deacetilasa 1 (HDAC1) y 2 (HDAC2), demetilasa 5-A 

lisina-específica (KDM5A) (Figura 1.4 C, derecha en rojo) [15]. El grado de conservación del 

dominio pocket y de los bolsillos de unión de los SLiMs E2F y LxCxE entre las tres proteínas 

parálogas y entre especies sugiere que sus interacciones juegan un rol crucial en la regulación 

del ciclo celular [15]. 

1.4.1. Funciones de las proteínas pocket 

Las tres proteínas pocket comparten la función de regular el ciclo celular al inhibir la 

proliferación [15,21]. Esta actividad se logra en gran parte mediante su asociación con los factores de 

transcripción de la familia E2F, que controlan la expresión de genes implicados en la progresión del 

ciclo celular. En los tres casos, estas proteínas son inactivadas a través de la fosforilación mediada por 

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

La proteína Rb es la única proteína de la familia con actividad supresora de tumores e 

interactúa específicamente 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 

fosforilación a lo largo del ciclo celular, alterando su estructura, lo que provoca que Rb se disocie de 

los factores de transcripción E2F (Figura 1.5) [15]. Cuando Rb se encuentra hiperfosforilada, libera a 

E2F desencadenando la transcripción de genes dependientes de E2F, promoviendo la transición del 

ciclo celular de la fase G1 a la fase S [25]. Las proteínas p107 y p130, a diferencia de Rb, se asocian 

exclusivamente a los factores de transcripción E2F4 y E2F5 y a los complejos de ciclinas A/CDK2 y 

E/CDK2 [25,26]. Sus funciones se asocian principalmente a la diferenciación celular y la regulación 

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

 
Figura 1.5. Regulación del ciclo celular por interacción de Rb con factores de transcripción E2F. En la fase G1 del 
ciclo celular Rb se encuentra en estado activo, unida a los factores de transcripción E2F a través de la hendidura AB y a 
HDAC a través del bolsillo de unión al SLiM LxCxE,  provocando el arresto del ciclo celular. El avance del ciclo hacia la 
fase S provoca la fosforilación de Rb por parte de las CDKs 2 y 4 y su inactivación, liberando a E2F y HDAC se sus sitios de 
unión y promoviendo la activación de genes necesarios para la replicación celular. La desregulación de este mecanismo de 
acción provoca la proliferación de células tumorales. Figura adaptada de Dick and Rubin 2013 [15]. 
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El rol más estudiado de Rb está relacionado con la regulación del ciclo celular de la fase G1 a 

S, sin embargo estudios recientes muestran que la inactivación de Rb produce fallas en la segregación 

cromosómica y la consecuente transformación maligna de células tumorales sugiriendo que Rb 

cumple roles no canónicos durante la mitosis [25,27]. Sin embargo, los mecanismos subyacentes son 

aún poco comprendidos. Otros estudios muestran que los niveles de p107 durante la fase S son 

críticos, sugiriendo que p107 también podría cumplir roles regulatorios cuyos mecanismos 

moleculares son desconocidos [28]. 

Estas funciones no canónicas de las proteínas pocket sugieren que aún hay numerosos 

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

1.4.2. Los SLiMs de unión a las proteínas pocket 

Como se describió anteriormente, las tres proteínas pocket comparten un dominio central que 

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

Representación de los SLiMs: A nivel bioinformático, las características 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 rápidamente, mientras que los logos de secuencia permiten una visualización rápida de la 

variabilidad presente en un conjunto de secuencias que contienen un SLiM y permiten puntuar 

secuencias según su similitud al logo. Como ejemplo, presentaremos los SLiM de unión a las 

proteínas pocket. 

Expresiones Regulares: Una expresión regular (o regex, por la contracción de las palabras en inglés 

regular expression) es un patrón 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 

informática en los años ‘60 para la búsqueda de patrones en un editor de texto [29]. Desde entonces 

son ampliamente utilizadas en un gran número de aplicaciones informáticas y existen diversas 

sintaxis, aún cuando en 1992 fueron incorporadas a la familia de estándares 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 múltiple de 

secuencias (MSA) de instancias de un SLiM que fueron caracterizadas experimentalmente mediante 

análisis estructural (Figura 1.6, A), y mapeo por mutagénesis que permite determinar la región que 

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

Como se explicó anteriormente, las posiciones fijas son determinantes para la unión y siguen 

un patrón definido de secuencia. En una expresión regular las posiciones fijas (en rojo en Figura 1.6, 
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B) se indican con el código de una letra del aminoácido permitido en esa posición o si se admite más 

de un aminoácido, 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 expresión 

regular están indicadas por un ‘.’  (Figura 1.6C) [31].  

Los alineamientos de secuencia evidencian el grado de conservación 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 información de una posición (en 

bits), mientras que el eje x muestra la posición del alineamiento de secuencia. La altura de cada letra 

está relacionada directamente con la frecuencia relativa de ese residuo en esa posición y la altura total 

de cada posición está relacionada con el grado de conservación de los residuos en esa posición [32]. 

 

Figura 1.6. Representación de los SLiMs E2F y LxCxE. A: SLiM LxCxE de la proteína E7 de HPV16 (PDB: 1GUX [5]) 
(izquierda) y SLiM de la proteína E1A de Adenovirus (PDB: 2R7G [33]) (derecha), ambos unidos al dominio pocket de Rb 
representado como superficie gris. Se señalan 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 
proteínas 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 expresión regular. C: Representación esquemática de las expresiones 
regulares de los SLiMs LxCxE (izquierda) y E2F (derecha) donde se señala la región flanqueante al SLiM LxCxE que 
modula la interacción. 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 está presente en algunos interactores conocidos de las proteínas pocket como 
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las proteínas humanas histona desacetilasas (HDAC-1), ciclinas (ciclinas D1 y D2) y proteínas virales 

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

Los SLiMs de proteínas 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 reúne la colección más grande de SLiMs, que actualmente alcanza las 4272 instancias 

clasificadas por tipo de SLiM, función y clases ELM, que se describen a través de expresiones 

regulares.  La expresión regular del SLiM LxCxE está definida en ELM [36] como:  

[DEST].{0,4}[LI].C.E.{1,4}[FLMIVAWPHY].{0,8}[DEST] 

El centro o core de la expresión 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 unión (en rojo, Figura 1.6B, izquierda), dado que se entierran 

en el bolsillo de unión LxCxE, mediando la interacción entre la proteína 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 aromáticos [FWY] por formar estructuras apiladas que se 

orientan hacia afuera del complejo y estabilizan la interacción (en azul, Figura 1.6, B izquierda). 

Existen variantes del SLiM LxCxE, por ejemplo, la proteína LIN52 que posee un SLiM LxSxE donde 

la cisteína central está reemplazada por una serina (S) [22]. 

Por fuera del core del SLiM se identifican posiciones flanqueantes que modulan la afinidad 

de la interacción con el dominio pocket. En el extremo N-terminal, se admiten residuos ácidos y 

polares que se orientan hacia afuera de la estructura, mientras que en el extremo C-terminal se 

admiten residuos hidrofóbicos que se entierran en el dominio pocket [37] (Figura 1.6, C izquierda). 

Estas posiciones pueden presentar conservación 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 transactivación de la familia de factores 

de transcripción E2F y en la proteína viral E1A de adenovirus (Figura 1.6, A derecha).  

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

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

Donde el core del SLiM está representado por cinco residuos (en rojo). La primera posición fija 

admite residuos hidrofóbicos. La segunda posición es variable (en azul, Figura 1.6, B derecha) y le 

siguen tres posiciones fijas que admiten un residuo ácido y dos residuos hidrofóbicos alifáticos o 

aromáticos (en rojo, Figura 1.6, B,C derecha). El SLiM E2F forma una hélice anfipática pequeña 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 posición variable y la segunda posición 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 interacción 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 identificación de nuevas interacciones mediadas 

por SLiMs 

Identificación mediante métodos bioinformáticos. Los SLiMs cumplen una amplia variedad de 

funciones moleculares y se estima que son muy abundantes, por ejemplo estimaciones actuales 

sugieren que existen más de 100.000 SLiMs funcionales en el proteoma humano de los cuales sólo el 

5% es conocido [39]. Dado que los SLiMs median interacciones a través de un número limitado de 

residuos, computacionalmente es posible encontrar el mismo patrón de secuencia utilizando una 

expresión 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 localización celular o la 

exposición del SLiM candidato para interactuar con un dominio, para disminuir la aparición de falsos 

positivos y mejorar las chances de identificar SLiMs funcionales. La mejora de los métodos 

computacionales está limitada por la baja disponibilidad de datos experimentales sobre SLiMs que 

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

Identificación mediante métodos experimentales. Identificar SLiMs mediante técnicas 

experimentales convencionales, como el pull down o la proteómica presenta grandes limitaciones 

debido a que estos módulos pequeños suelen establecer interacciones débiles o transitorias que pueden 

perderse durante las técnicas de preparación de muestra. Además, las interacciones proteína-proteína 

mediadas por SLiMs usualmente requieren la presencia de otros módulos de interacción en las 

proteínas involucradas lo cual dificulta su identificación 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 proteínas pocket y antecedentes del grupo de 

trabajo 

Actualmente, se identificaron más de cien proteínas humanas capaces de interactuar con las 

proteínas pocket en la base de datos IntAct [42]. El gran número de blancos proteicos de las proteínas 

pocket y el hecho de que existen pocos mecanismos conocidos de interacción con esta familia de 

proteínas, sugiere que los SLiMs E2F y LxCxE están presentes en proteínas aún no identificadas, que 
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a su vez podrían explicar los roles no canónicos 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 pequeña escala (low-throughput), ya que la baja afinidad de 

las interacciones mediadas por SLiMs, dificultan la detección de estas interacciones en estudios de 

gran escala [40].  

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

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

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

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 proteómica utilizando la fusión de péptidos de 16 residuos procedentes del proteoma humano a 

proteínas de cápside de fago, utilizando tamaño de biblioteca de ~ 1.106 secuencias [43,44]. Este 

ensayo es una variante de la técnica de Phage Display, cuya modificación principal está en la 

construcción de la biblioteca de fagos (Figura 1.7). A diferencia del phage display clásico, la 

biblioteca no es aleatoria sino que incluye péptidos de 16 residuos que pertenecen a regiones 

desordenadas del proteoma humano (ver detalles en Sección 7.1). Los fagos que interactúan 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 número de cuentas. Los péptidos se encuentran diseñados 

mediante “tiling” o escalonado, de modo de superponerse entre sí, dando lugar a la ocurrencia de 

“overlaps” o regiones identificadas en más 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 más [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 aminoácidos, de los cuales 12 residuos se encuentran solapados con péptidos de una región 
contigua, logrando así cubrir con más de una copia los segmentos desordenados a analizar. Los péptidos se 
retro-transcribieron y añadieron adaptadores para construir una biblioteca de oligonucleótidos de fagos. La biblioteca de 
fagos fue sometida a un proceso de selección iterativo (rondas de selección), donde se la incubó con los dominios pocket de 
Rb, p107 y p130. Los péptidos enriquecidos durante la selección fueron secuenciados y analizados por NGS. Paneles 
adaptados de Benz et al. 2022 [40]. 

Con el fin de identificar nuevos interactores de las proteínas pocket, el laboratorio aplicó la 

técnica de ProP-PD en colaboración 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 está sesgada por 

sobreexpresión de proteínas, tipo o estadío celular y, en segundo lugar, permite la exposición de un 

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

En este ensayo, se expusieron los dominios pocket de Rb, p107 y p130 a una biblioteca de 

péptidos representando regiones desordenadas del proteoma humano que podrían contener un gran 

número de SLiMs por descubrir, incluyendo SLiMs candidatos de interacción con el dominio pocket 

[40]. Para el dominio pocket de Rb se obtuvieron un total de 308 péptidos de interacción o péptidos 

hit, para el de la proteína p107 un total de 103 péptidos y para p130 se obtuvieron 642 hits, sumando 

un total de 1053 hits para los dominios de la familia pocket. 

Dado que ProP-PD es un ensayo in vitro entre un péptido fusionado a cápside de fago y un 

dominio globular, requiere experimentos adicionales para validar la interacción en el contexto de las 

proteínas enteras e in vivo. Sin embargo, el número de péptidos interactores es alto y es necesario 

realizar una priorización para su validación experimental, lo cual es el enfoque de este trabajo.  
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1.6. Hipótesis principal del trabajo 

La familia de proteínas pocket está involucrada en procesos de regulación del ciclo celular, 

actuando como un punto de control en la progresión del cáncer a través de su interacción con 

proteínas que contienen SLiMs. Sin embargo, no existe un gran número de interactores reportados 

conteniendo SLiMs y se cree que aún quedan muchos por identificar [39]. El alto número de hits 

obtenidos en el ensayo ProP-PD  sugiere la presencia de numerosos interactores con SLiMs 

funcionales aún no identificados, pero los métodos experimentales no permiten caracterizarlos a 

todos. De aquí se deriva la hipótesis principal del presente trabajo: es posible identificar SLiMs 

funcionales capaces de interaccionar con las proteínas 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 validación experimental utilizando herramientas bioinformáticas. Como resultado del 

análisis, podremos validar la calidad del ensayo ProP-PD y obtener una lista priorizada de SLiMs 

candidatos que interaccionan con las proteínas pocket que serán de utilidad para guiar las validaciones 

experimentales. En un futuro, estos análisis permitirán ampliar conocimientos acerca de la red de 

señalización de las proteínas pocket. 

1.7. Objetivos 

Objetivo general 

El presente trabajo tiene como objetivo general la identificación y priorización de SLiMs E2F y 

LxCxE novedosos en el proteoma humano. Para alcanzar este objetivo se utilizarán métodos 

bioinformáticos existentes y de elaboración propia. 

Objetivos específicos 

OE1. 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 hit en el ensayo ProP-PD. 

OE3. Evaluar características estructurales de las regiones donde se encontraron los hits que permitan 

diseñar una estrategia de filtrado. 

OE4. Evaluar la estabilidad energética de péptidos hit utilizando matrices FoldX. 

OE5. Definir un criterio de priorización 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 serán ensayados experimentalmente en el laboratorio de trabajo.  
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Capítulo 2: Evaluación de la calidad del ensayo 

ProP-PD con pocket proteins 
Como primer objetivo, se realizó una evaluación de la calidad del cribado realizado con la 

técnica ProP-PD, utilizando como carnada los dominios pocket de las proteínas Rb, p107 y p130. Una 

de las métricas de calidad establecidas en el ensayo ProP-PD es el número de cuentas obtenidos por 

NGS (Next Generation Sequencing) para cada péptido, siendo de alta calidad los ensayos donde una 

gran proporción de hits tienen altas cuentas. Sin embargo, las cuentas de NGS no guardan relación 

directa con la afinidad de interacción [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 hit del 

ensayo con menor número de cuentas que es la instancia TP E2F3 con 6 cuentas registradas del 

análisis NGS, se calculó el porcentaje de péptidos con diez o más cuentas como criterio de corte. El 

50% de los péptidos hit de Rb tienen diez o más cuentas. En el caso de p107, esto ocurre en el 62% de 

los péptidos mientras que en el de p130, sólo el 22% de sus hits cumple el criterio. Esto sugiere que el 

ensayo utilizado para p130 no es de alta calidad.  

Para determinar la recuperación o recall de interactores conocidos se utilizaron tres 

estrategias: 1) se evaluó 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 evaluó el recall de interactores (proteínas 

enteras) reportados en la base de datos IntAct [36,42]; 3) se identificó cuántos de los interactores 

reportados en ensayos de gran escala (proteómica) realizados con la proteína Rb y no anotados en 

IntAct se encontraban representados entre los hits del ensayo [48]. En todos los casos, para calcular el 

recall, se tomó en cuenta el número de instancias de los interactores presentes en la biblioteca HD2 a 

partir de la cual se realizó el ensayo de Phage Display (ver Sección 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 representación de todas las IDRs, los péptidos fueron 

diseñados con 12 residuos de solapamiento entre sí. Estos son expresados en la superficie de fagos 

que son incubados con los dominios pocket (ver Sección 7.1). Un procedimiento común en la 

construcción de bibliotecas de phage display es realizar la mutación de cisteínas por alaninas (C→A), 

evitando así la formación de puentes disulfuro en la superficie de los fagos. Dado que este trabajo se 

enfoca en la búsqueda de posibles interactores biológicos de las proteínas pocket, algunos de los 

cuales presentan en su secuencia al residuo C en lugar de A (variante de mayor afinidad), en este 

capítulo y en los siguientes los análisis se utilizarán las secuencias wild-type de los péptidos (variante 

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

Como resultado del ensayo de ProP-PD se obtuvieron 308 hits para la proteína Rb, 103 hits 

para p107 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 número de SLiMs 

conocidos que se recuperan en el mismo. Con este objetivo, se realizó una búsqueda de SLiMs 

conocidos en la base de datos ELM, de donde se obtuvieron quince instancias conteniendo trece 

SLiMs LxCxE y dos SLiMs E2F de interacción con las proteínas 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 número 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 desarrolló un programa para identificar cuáles de las 

instancias de los SLiMs LxCxE y E2F se encontraban presentes en la biblioteca HD2 y cuántas 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 ELM y literatura recuperadas en el ensayo ProP-PD. 

Proteína Secuencia# SLiM* HD2** Hits*** 
Rb p107 

ARI4A_HUMAN ETLVCHEVDLDDL LxCxE    
CCND1_HUMAN MEHQLLCCEVETI LxCxE    
CCND3_HUMAN MELLCCEGTRHAP LxCxE    

EID1_HUMAN TEELGCDEIIDRE LxCxE    
HDAC1_HUMAN SDKRIACEEEFSD LxCxE    
HDAC2_HUMAN SDKRIACDEEFSD LxCxE    
KDM5A_HUMAN EPNLFCDEEIPIK LxCxE  1 1 
PPR26_HUMAN SAELMCAEAILDI LxCxE    
PRDM2_HUMAN EIRCDEKPEDLLE LxCxE    
SMCA2_HUMAN VERLTCEEEEEKI LxCxE    
SMCA4_HUMAN VERLTCEEEEEKM LxCxE    
E2F1_HUMAN EGEGIRDLFDCDF E2F  1  
E2F2_HUMAN AGEGISDLFDSYD E2F  3 1 
E2F3_HUMAN EEEGISDLFDAYD E2F  1 1 
E2F4_HUMAN ESEGVCDLFDVPV E2F    
E2F5_HUMAN DNEGVCDLFDVQI E2F  1  
LIN52_HUMAN LEASLLSFEKLDR LxSxE   1 

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 está incluida en la biblioteca HD2 (NTotal: 17) 
*** Una celda coloreada indica que el péptido fue hit de Rb o p107. En la celda se indica el número de 
péptidos solapados identificados como hits en el ensayo. Cada uno de estos hits se contó 1 sola vez 
independiente del número de péptidos recuperados. 

Recall para cada proteína. Para Rb, no existe evidencia de interacción con la proteína 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 cálculo de recall. Por lo tanto, se obtuvo un 

recall de 31% (5/16) para Rb (Figura 2.1A), de 24% (4/17) para p107  (Figura 2.1B) y de 6% (1/17) 

para p130 (no mostrado). 

 
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 proteínas 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 más altos a los reportados 

en un benchmarking de la técnica ProP-PD, donde el recall promedio obtenido para más 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 hits. Sin embargo, el bajo recall obtenido para p130 y el bajo número de cuentas que tienen 

la mayoría de los péptidos hits indica que el cribado usando p130 como carnada fue de mala calidad, 

por lo que no se continuó con el análisis de esta proteína. 

Es importante resaltar que al contar ambas proteínas pocket para el SLiM LxCxE se recuperó 

el 17% (2/12) de instancias, mientras que para el SLiM E2F se recuperó el 100% (5/5) de las 

instancias. Este bajo recall para el SLiM LxCxE se debe a la mutación de cisteínas por alaninas 

(C→A) realizada durante la construcción de la biblioteca HD2. La mutación C→A en la segunda 

posición fija del SLiM LxCxE da como resultado un SLiM LxAxE y disminuye 60 veces la afinidad 

de unión al dominio pocket (Tabla S2, Anexo). La mayoría de los SLiM LxCxE del dataset de 

benchmarking tienen afinidades en el órden 10-50 μM [50] por lo que la mutación C→A bajaría la 

afinidad en casi dos órdenes de magnitud impidiendo su detección (Tabla S2, Anexo). Es por esto que 

la única instancia recuperada del SLiM LxCxE, es la proteína KDM5A que tiene afinidad nanomolar 

de unión a Rb y p107 [50]. Por lo tanto, concluimos que la mutación C→A realizada en HD2 genera 

un importante impedimento para el descubrimiento de SLiMs LxCxE. 

2.2. Evaluación del recall de interactores conocidos (IntAct) 

Como segunda forma de evaluar la calidad del ensayo, se realizó una búsqueda de interactores 

conocidos reportados en la base de datos IntAct, para los cuales se desconoce si poseen un SLiM 

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

Para Rb se recolectaron 89 proteínas humanas (Tabla S3, Anexo) y para p107 se recolectaron 

37 proteínas humanas (Tabla S4, Anexo) con al menos una interacción, directa o indirecta, reportada 

en IntAct [42] (Figura 2.2). 
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Figura 2.2. Red de interactores de las proteínas pocket en base de datos IntAct. Esquema de la red de interactores de las 
proteínas pocket reportados por la base de datos IntAct (noviembre 2021). A: Red de 89 interactores reportados para la 
proteína Rb. B: Red de 37 interactores reportados para la proteína p107. 

 

Con el fin de identificar cuántos de estos interactores se encuentran presentes en la biblioteca 

HD2 y entre los péptidos hit de las proteínas pocket, se desarrolló un programa para detectar y anotar 

aquellos interactores con el mismo número de acceso. Dado que Rb es la proteína pocket más 

estudiada, existe un mayor número de interactores reportados que para p107. En base a esto y a que 

hay una alta conservación del dominio pocket entre las proteínas se tomaron las instancias E2F2, 

E2F4 y KDM5A reportadas para Rb como válidas 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 proteína LIN52 (LIN52_HUMAN) interacciona con p107 a través 

del SLiM LxSxE [22], hasta la fecha no se encuentra reportada en IntAct para esta proteína pocket, 

aunque sí lo está para p130. Por este motivo, será considerada como un interactor validado de p107 y 

se utilizará en el cálculo de recall para esta proteína pocket. 
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Tabla 2.2. Instancias reportadas en IntAct recuperadas en el ensayo ProP-PD. 

 Proteína Secuencia# SLiM* 
Interactores reportados 

en IntAct** 
Rb p107 

Hits de Rb como 
carnada 

ECD_HUMAN SVMAPVDVDLNLVSNI - I  

TAF1_HUMAN SLITELTANEELTGTD No reportado I  

XPA_HUMAN LEVWGSQEALEEAKEV - I  

KDM5A_HUMAN EPNLFCDEEIPIKSEE LxCxE TP 
I 

TP 
NR 

E2F1_HUMAN DYHFGLEEGEGIRDLF E2F TP 
I+D 

TP 
I 

E2F2_HUMAN 

DYLWGLEAGEGISDLF E2F 
TP 
I+D 

TP 
NR GLEAGEGISDLFDSYD E2F 

GEGISDLFDSYDLGDL E2F  

E2F3_HUMAN DYLLSLGEEEGISDLF E2F TP 
I 

TP 
NR 

E2F5_HUMAN YNFNLDDNEGVCDLFD E2F TP 
I+D  

Hits de p107 
como carnada 

LIN52_HUMAN TDLEASLLSFEKLDRA LxSxE  TP 
NR 

E2F2_HUMAN DYLWGLEAGEGISDLF E2F TP 
I+D 

TP 
NR 

E2F3_HUMAN SDLFDAYDLEKLPLVE E2F TP 
I 

TP 
NR 

E2F4_HUMAN 
SELLEELMSSEVFAPL No reportado 

I I 
EELMSSEVFAPLLRLS No reportado 

KDM5A_HUMAN EPNLFCDEEIPIKSEE LxCxE TP 
I 

TP 
NR 

#Se destaca la secuencia del SLiM si está reportado en la base de datos ELM (negro) o bien donde se detecta la expresión 
regular (rojo). 
* Clasificación del SLiM según ELM [36]. 
** La celda coloreada indica si la proteína es interactor de la proteína 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 análisis provee de un mapeo candidato de la región de interacción para tres 

interactores de Rb reportados en IntAct (ECD, TAF1, XPA) e identifica un SLiM LxSxE novedoso en 

E2F4. 

2.3. Evaluación del recall en ensayos de Proteómica 

El grupo Sanidas et al. [48] realizó un ensayo de gran escala proteómico obteniendo un total 

de 432 interactores candidatos para Rb. El 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 proteínas reportadas en el ensayo de proteómica. 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 proteómica. 
ID Uniprot Secuencia# SLiM* Hit de 

ProP-PD** 
TP 

(ELM)** 
Reportado 
en Intact** 

E2F1_HUMAN DYHFGLEEGEGIRDLF E2F    
E2F3_HUMAN DYLLSLGEEEGISDLF E2F    
E2F5_HUMAN YNFNLDDNEGVCDLFD E2F    
E2F4_HUMAN EEEGISDLFDAYD E2F    

HDAC1_HUMAN SDKRIACEEEFSD LxCxE    
HDAC2_HUMAN SDKRIACDEEFSD LxCxE    
TPM3_HUMAN MMEAIKKKMQMLKLDK E2F    
DREB_HUMAN SLIDLWPGNGEGASTL E2F    

SCMC1_HUMAN ELLKSYWLDNFAKDSV E2F    

PRUN2_HUMAN 
SGIMELYGSDIEPQPS E2F    
PTFLEIWNDSVDGDSF 

E2F like    DRKTPTFLEIWNDSVD 
PDLI1_HUMAN VTEEGKRHPYKMNLAS -    
PLAK2_HUMAN LTVVKDDDHGILDQFS -    

# Si está reportado en la base de datos ELM (negro) o bien donde se detecta la expresión regular o similitud a ella (rojo). 
* Tipo de SLiM identificado en la base de datos ELM [36] y si no están reportados a que SLiM corresponde;  
** Una celda coloreada indica que el péptido fue hit en ProP-PD, o verdadero positivo reportado en ELM [36] o reportado 
en IntAct como interactor de la proteína Rb [42]. 
 

Además de los seis SLiMs conocidos, los otros ocho péptidos corresponden a seis proteínas 

del ensayo de proteómica (Tabla 2.3). Dos péptidos hits no poseen un SLiM conocido (proteínas 

PDLI1, PLAK2) y cinco poseen un SLiM E2F o similar al SLiM E2F (E2F-like) (proteínas TPM3, 

DREB, SCMC1, PRUN2) siendo SLiMs candidatos que aún no fueron validados. Los E2F-like no 

cumplen con la expresión regular de ELM, pero los aminoácidos comparten características 

fisicoquímicas similares a los del centro del SLiM. 

2.4. Comparación de las técnicas analizadas 

Cuando comparamos los resultados de todas las técnicas de gran escala en conjunto podemos 

analizar su grado de superposición. El número en común de interactores reportados para Rb en IntAct 

[42], ensayos de proteómica [48] y los obtenidos en el ensayo de ProP-PD (este trabajo) es bajo 

(Figura 2.3). Esta baja superposición parecería ser sorprendente, pero es común y ya fue descrita para 

otros sistemas estudiados por más de una técnica de gran escala [51]. Esta observación resalta las 

diferencias entre los ensayos e indica que ProP-PD es un ensayo complementario a los ensayos de 

proteómica y otras técnicas experimentales comúnmente utilizadas y que ProP-PD tiene el potencial 

de identificar nuevas interacciones mediadas por SLiMs no detectadas por las otras técnicas. 
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Figura 2.3. Comparación de técnicas de gran escala de interacciones proteína-proteína para la proteína Rb. Los 
números dentro de los recuadros (Intact, N=89; Proteómica, N = 432 y ProP-PD, N = 276) constituyen la cantidad de 
proteínas de los distintos set de datos. Las 262 proteínas que no se encuentran incluidas en otros set de datos y fueron hit 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 análisis 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 recuperación de SLiMs LxCxE 

debido a la mutación C→A. Sin embargo, p130 presentó un bajo recall y la mayoría de sus péptidos 

presentan un bajo número de cuentas. Si bien la baja cantidad de instancias TP reportadas en ELM 

[36] para p130 dificulta el cálculo del recall, el bajo número de cuentas de los hits puede deberse al 

bajo grado de pureza de la muestra de p130 utilizada en el ensayo ProP-PD. Por este motivo, no se 

continuó con el análisis de p130 en las siguientes secciones del trabajo. 

Para p107 y Rb,  fue posible recuperar interactores validados en la base de datos IntAct [42] y 

encontrar coincidencias de interactores en ensayos de proteómica realizados para Rb [48]. Aunque no 

se espera una alta intersección de resultados entre técnicas de gran escala, este análisis muestra que 

fue posible complementarlas mapeando las regiones de unión y en algunos casos identificando SLiMs 

candidatos en interactores ya conocidos. Estos resultados avalan la alta calidad del ensayo, sugiriendo 

que muchos de los hits del ensayo ProP-PD podrían representar SLiMs novedosos presentes en 

interactores aún no conocidos de las proteínas pocket. 
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Capítulo 3: Detección de patrones de secuencia en 

péptidos hits 
 En este capítulo, se presenta un análisis utilizando variantes de los SLiMs LxCxE y E2F para 

identificar patrones de secuencia presentes en los péptidos hit de las proteínas Rb y p107. Estos 

patrones de secuencia determinan la afinidad de unión con los dominios pocket. Por lo tanto, este 

análisis nos permitirá priorizar péptidos conteniendo patrones más favorables, para ser testeados 

experimentalmente. 

3.1. Enriquecimiento de SLiMs en los Péptidos hit utilizando 

MEME 

Para analizar si existe una sobrerrepresentación de algún patrón de secuencia en los péptidos 

hit, se construyeron logos de secuencias con el total de hits para ambas proteínas 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 analizó el total de los péptidos hits del ensayo de Prop-PD. Para esto, a 

partir de un archivo FASTA con las secuencias de los péptidos de 16 residuos se buscó en MEME 

patrones de 5 residuos de largo mínimo y 16 de largo máximo sin modificar los parámetros por 

defecto (Figura 3.1). 

 
Figura 3.1. Logos de secuencia de péptidos hit de la proteínas pocket. Representación de residuos por posición presentes 
en secuencias de péptidos que fueron hit de las proteínas pocket en el ensayo ProP-PD utilizando la herramienta MEME 
[52]. El tamaño de cada letra representa la frecuencia de aparición del residuo en la posición indicada en el eje de abscisas. 
Los colores de cada símbolo corresponden al esquema de colores que MEME utiliza de acuerdo a similitudes bioquímicas de 
los aminoácidos. A: Logo de secuencias de 13 de 308 péptidos hit de Rb. B: Logo de secuencias de 53 de 103 péptidos hit 
de p107.  

El alineamiento de secuencias que realizó MEME para construir el logo de los 308 péptidos 
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que fueron hit de Rb, incluyó el 4% (13 de 308 péptidos) de las secuencias (Figura 3.1A) mientras que 

en el caso de los 103 péptidos hit de p107, incluyó el 52% (53 péptidos) (Figura 3.1B). En este 

trabajo, se consideró 0,005 como máximo 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 número 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 más divergentes. Esto dificulta que MEME las alinee con secuencias altamente 

conservadas. 

Este último resultado refleja la sobrerrepresentación del SLiM LxCxE en más de la mitad de 

los péptidos que fueron hit de p107. El patrón sobrerrepresentado posee un enriquecimiento de S en la 

segunda posición fija del SLiM LxCxE. También se observa un enriquecimiento en residuos 

hidrofóbicos en la posición +2 con respecto al centro del SLiM, que según los ensayos experimentales 

mejora la afinidad de interacción con el dominio pocket [50,53]. Por el contrario, en el total de 

péptidos hit de Rb se observa la sobrerrepresentación del SLiM E2F en las posiciones siete a once del 

logo (Figura 3.1A) y no del SLiM LxCxE. La no detección del SLiM LxCxE, sugiere que hay un bajo 

número de péptidos con este SLiM. 

El análisis de los péptidos que fueron hit de las proteínas pocket muestran 

sobrerrepresentación de los SLiMs E2F y LxCxE. En particular, se observó 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 interacción de menor afinidad (Tabla S2, Anexo). Estos resultados sugieren que los hits de 

ProP-PD representan los patrones conocidos de unión a proteínas pocket.  

3.2 Detección de SLiMs mediante expresiones regulares 

Para poder priorizar los péptidos hit conteniendo SLiMs conocidos de unión a proteínas 

pocket se desarrolló un programa de detección de expresiones regulares de los SLiMs LxCxE y E2F y 

se lo aplicó 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 

Sección 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 aminoácidos permitidos. 

La expresión regular utilizada del SLiM LxCxE fue la siguiente: 

[IL].[CAST].E 

Para el SLiM E2F, la expresión regular utilizada fue:  

[IVLMA].[NQDE][IVLMAFYW][IVLMAFYW] 
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En un análisis general de los 308 péptidos hit utilizando Rb como carnada, se detectaron 135 

(44%) con al menos una expresión regular: en el 30% (91 péptidos) se detectó la expresión 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 hit no se detectó ningún SLiM con alguna de las 

expresiones regulares (Tabla 3.1). El bajo porcentaje de péptidos conteniendo variantes de la 

expresión LxCxE podría deberse a la mutación de la C de la segunda posición fija del SLiM por A 

durante la construcción de la biblioteca HD2, que disminuye la afinidad de interacción (Tabla S2, 

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

Para p107, 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 detectó 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 patrón E2F no fue hallado por MEME para p107. 

Tabla 3.1. Detección de expresiones regulares en péptidos hit de las 
proteínas pocket. 

 Rb* (NT=308) p107* (NT=103) 

SLiM N péptidos N péptidos 
E2F 91 8 

LxCxE 32 45 
LxCxE y E2F 12 10 

Sin SLiM 173 40 
* Número de péptidos hit que presentan variantes de los SLiMs E2F, LxCxE o 
ambos, o sin SLiM detectado para Rb (NTotal: 308) y p107 (NTotal:103). 

Los péptidos en los que se detectaron ambos SLiMs fueron incluidos tanto en el análisis de 

LxCxE como en el de E2F, dado que se desconoce cuál de los dos segmentos media la interacción con 

Rb o p107 en el ensayo ProP-PD. Por lo tanto, el total de hits con SLiM LxCxE 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 p107 es 18 (18%).  

La detección de SLiMs en los péptidos hit sugiere que la unión de muchos hits se encuentra 

mediada por SLiMs LxCxE y E2F y que el cribado realizado en el ensayo ProP-PD permite identificar 

interactores novedosos, que aún no han sido reportados.  

3.2.1. Análisis de la variabilidad de secuencia del SLiM LxCxE presente en 

los péptidos hits. 

 En la sección anterior se detectó la secuencia del core del SLiM LxCxE en 44 péptidos hits de 

Rb y 55 péptidos hits de p107. A continuación, se analiza en primer lugar la variabilidad de secuencia 

observada en la segunda posición 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. 

Análisis de variabilidad de secuencia en la segunda posición fija del core del LxCxE: Las 

posiciones fijas del core del SLiM son los puntos de contacto en la interacción entre el péptido y el 

bolsillo de unión al SLiM LxCxE del dominio pocket.  

La primera ([IL]) y última posición fija (E) incluye residuos observados en proteínas 

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 posición fija ([CAST]) además de 

incluir la variante con serina observada en LIN52 (LxSxE), un interactor de p107, se incluyó el 

residuo A, ya que mientras C→S disminuye 220 veces la afinidad por Rb, la mutación C→A la 

disminuye 62 veces (Tabla S2, Anexo), indicando que LxAxE podría ser una variante aún no 

caracterizada del SLiM. Por último, se incluyó también la T en esta posición por su similitud 

estructural con S aunque aún no se haya reportado evidencia funcional de esta variante del LxCxE, y 

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

Para evaluar si existe una diferencia en la preferencia de variantes de la segunda posición 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 patrón 

sobrerrepresentado con MEME. 
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Figura 3.2. Análisis de expresiones regulares de péptidos hit con SLiM LxCxE detectado. Distribución de variantes 
[CAST] en la segunda posición fija del SLiM LxCxE (arriba) y logos de secuencia construidos en el sitio web MEME [52] 
(abajo) utilizando como carnada A: Rb y B: p107. Para Rb se analizaron 44 secuencias de péptidos hit y para p107 55 
secuencias de péptidos hit con SLiM LxCxE detectado. En ambos casos para el gráfico de torta (arriba) por fuera se detalla 
el número de péptidos en los que se detectó cada variante del SLiM LxCxE y el número total de péptidos con el SLiM 
LxCxE detectado, y para MEME (abajo), se detalla el número de secuencias alineadas (N) y el E-valor del alineamiento. El 
tamaño de cada letra es directamente proporcional a la frecuencia de aparición del residuo en la posición indicada en el eje x. 
Los colores de cada letra son de acuerdo a características fisicoquímicas de los aminoácidos. 

El análisis de la segunda posición fija del SLiM, mostró 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 

p107 se observó un enriquecimiento del 75% (41 de 55) de estas variantes (Figura 3.2 B, arriba). La 

misma proporción 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 posición fija del SLiM para Rb 

(Figura 3.2 A, abajo) y a S para p107 (Figura 3.2 B, abajo). Estos resultados son consistentes con 

estudios que reportan la preferencia de unión de p107 por el SLiM LxSxE [22,34].  

 

Análisis de la variabilidad de secuencia en posiciones variables y flanqueantes  

A partir de  la expresión regular para el SLiM LxCxE definida en ELM [36] y junto con el 

conocimiento existente sobre los determinantes de afinidad de este SLiM, se definió un conjunto de 

expresiones regulares que amplían el core del SLiM LxCxE (ver Sección 7.4.1) [36] y corresponden a 

las características 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 y los 

residuos flanqueantes al SLiM: 

Residuo flanqueante ácido N-terminal: Se observó que péptidos virales con residuos ácidos 

en la posición inmediatamente anterior al core del SLiM (posición -1), se unen al dominio pocket con 

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

Posiciones variables en el core del SLiM LxCxE: [34,53]. Las posiciones variables  ocupan 

la segunda y cuarta posición del core del SLiM LxCxE. Estos residuos se orientan hacia afuera de la 

superficie de contacto [22,34], formando una estructura apilada (stacking) e/o interaccionan entre sí, 

previniendo interacciones entre el péptido y el solvente, que desestabilizan la unión con el dominio 

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

Residuo hidrofóbico C-terminal: Residuos hidrofóbicos y aromáticos en las posiciones +2 o 

+3 del SLiM favorecen la alta afinidad de unión [50,53],  en comparación 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 análisis, cuyo 

ranking debería reflejar SLiMs de mayor a menor afinidad (Tabla 3.2) (ver Tabla 7.2, Sección 7.4.1 y 

descripción del SLiM LxCxE en Sección 1.4.2). La Variantes 5 es el core del SLiM. Las Variantes 3, 

4A, 4B son expresiones regulares donde se consideran las características favorables de a una. La 

Variante 1 combina las variantes 3, 4A y 4B, mientras que la Variante 2 es la combinación 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 intersección entre diagramas de Venn).  

Tabla 3.2. Definición de variantes del SLiM L.C.E. 
Variante Características# Expresión regular 

 
1 

Res. ácido en -1,  
posición/es variable/s,  
res. hidrofóbico +2/+3  

[DE][IL][YFH][CAST].E.{1,2}[WFILYVM] 
[DE][IL].[CAST][YFH]E.{1,2}[WFILYVM] 

 
 

2 

A. Posición/es variable/s,  
res. hidrofóbico +2/+3 

[IL][YFH][CAST].E.{1,2}[WFILYVM] 
[IL].[CAST][YFH]E.{1,2}[WFILYVM] 

B. Res. ácido en -1,  
res. hidrofóbico +2/+3 [DE][IL].[CAST].E.{1,2}[WFILYVM] 

C. Res. ácido en -1,  
posición/es variable/s 

[DE][IL][YFH][CAST].E 
[DE][IL].[CAST][YFH]E 

3 Res. hidrofóbico +2/+3 [IL].[CAST].E.{1,2}[WFILYVM] 

 
4 

A. Res. ácido en -1 [DE][IL].[CAST].E 

B. Posición/es variable/s 
[IL][YFH][CAST].E 
[IL].[CAST][YFH]E 

5 Res. centrales 
o core [IL].[CAST].E 

# Listado de las cinco categorías en orden decreciente de afinidad. Las variantes que incluyen más de una opción (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 hit de Rb en los que se detectó el SLiM LxCxE se identificaron (Figura 3.3A):  

● Variantes 1 y 2, en el 37%  (16 péptidos) de los hits, con características que le confieren la 

38 



 

mayor afinidad de las variantes consideradas  (Tabla S5 , Anexo) 

● Variante 3, en el 50% (22 péptidos), con residuos hidrofóbicos en posición +2 o +3 

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

variables del core y ninguno que únicamente presente [DE] en la posición -1del core 

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

 

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

● Variantes 1 y 2, en el 36%  (20 péptidos) de los hits, con características que le confieren la 

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

● Variante 3, en el 51% (28 péptidos), con residuos hidrofóbicos en posición +2 o +3 

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

variables del core y ninguno que únicamente presente [DE] en la posición -1del core 

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

Aquellos péptidos que presentan la expresión regular de las Variantes 1 y 2, tienen características que 

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

3.3 intersección entre diagramas de Venn). 

 
Figura 3.3. Variantes de expresiones regulares del SLiM LxCxE detectadas en péptidos hit de las proteínas 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 intersección. 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 posición -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 intersección de las variantes 3, 4.A y 4.B. Las Variantes 2 corresponden a la 
intersección 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 hit de Rb con SLiM LxCxE. B: 
Péptidos hit de p107 con SLiM LxCxE. 
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Finalmente, para Rb y p107 se identificaron péptidos respectivamente que poseen las 

características de mayor afinidad del SLiM LxCxE (Tabla 3.2), correspondientes a la Variante 1. Para 

Rb, se identificaron dos péptidos correspondientes a las proteínas CPSF7 y ASB3 cuyas secuencias 

presentan un D en la posición -1, Y en la primera posición variable y un residuo F o W en la posición 

+2 o +3 del SLiM. Para CPSF7 la presencia de I en vez de L en la posición 1 podría disminuir la 

afinidad de unión. 

Para p107, tres de los péptidos hit  pertenecientes a la Variante 1 presentan un residuo E en la 

posición -1, F o H en la primera posición variable e I en la posición +2. Los péptidos pertenecen a las 

proteínas UBP10 y KIF15. Esta última posee dos péptidos que son hits solapados, que abarcan el 

mismo segmento de expresión regular (Tabla 3.3). La presencia de T en la posición central (LxTxE) 

en UBP10 podría disminuir la afinidad de unión. 

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

Proteína Proteína Pocket Secuencia* Localización Celular 
CPSF7 Rb GVDLIDIYADEEFNQD Núcleo 

ASB3 Rb GADPDLYCNEDSWQLP Núcleo y citoplasma 

UBP10 p107 GTATNGVELHTTESID Núcleo y citoplasma 

KIF15 p107 
STQMQELFSSERIDWT 
QELFSSERIDWTKQQE Citoplasma 

*Secuencias con core del SLiM LxCxE (negro), residuo ácido en posición -1 (rojo), residuo hidrofóbico en posición +2 o +3 
(azul). 

 

Es importante resaltar que tanto para Rb como para p107, se observó un alto número de 

péptidos hit con residuos hidrofóbicos 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 interacción con las proteínas pocket (ver Figura 1.6, Sección 1.4.2). 

3.2.2. Análisis de la variabilidad de secuencia del SLiM E2F presente en los 

péptidos hits. 

Para el SLiM E2F se continúa utilizando la expresión regular de secciones anteriores que fue 

definida en base a la expresión regular de ELM [36] (ver Sección 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 posición se mantienen igual que lo definido en 

ELM [36] (ver Sección 1.4.2), con los residuos  [IVLMA] seguido de una posición variable (Tabla 

3.4) (ver Tabla 7.3, Sección 7.4.2). En la segunda posición fija del SLiM E2F, se consideran N y Q 

además de los definidos D y E por su capacidad de establecer puentes de hidrógeno con residuos del 

dominio pocket como en E2F2 [33,38]. La cuarta y quinta posiciones fijas del SLiM, se consideraron 

40 



 

los hidrofóbicos [IVAW] además de los definidos por ELM [36], en ambas posiciones con el fin de 

ampliar la búsqueda a péptidos que presenten residuos similares. 

De acuerdo a la evidencia estructural (PDB 1N4M y 2R7G) [33,38], se definieron variantes 

del SLiM E2F que representan características de alta afinidad de interacción del SLiM con los 

dominios pocket (Tabla 3.4). La Variante 4, de expresión regular de los residuos centrales, es lo más 

inclusiva posible, mientras que las Variantes 2 y 3, con residuos de preferencia en la quinta y tercera 

posición respectivamente, representan variantes que suponemos confieren mayor afinidad de unión 

debido a la interacción y estabilización de la hélice anfipática en el bolsillo E2F. La Variante 1 es la 

combinación de las Variantes 2 y 3 y puede aumentar la afinidad en mayor medida que las otras tres 

variantes consideradas. Todos estos residuos están presentes en SLiMs que son verdaderos positivos 

(E1A de distintas clases de Adenovirus, y E2F1-5) y son estéricamente compatibles con el bolsillo de 

unión, favoreciendo la interacción [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 unión, la 

información disponible para este SLiM no es tan amplia como para el SLiM LxCxE y no se 

consideran para este análisis. 

  

Tabla 3.4. Definición de variantes del SLiM E2F. 
Variante Características# Expresión regular 

1 
Res. ácido en tercera posición, 

res. F/Y en quinta posición 
[IVLMA].[DE][IVLMAFYW][FY] 

2 Res. F/Y en quinta posición [IVLMA].[NQDE][IVLMAFYW][FY] 

3 Res. ácido en tercera posición [IVLMA].[DE][IVLMAFYW][IVLMAFYW] 
4 Res. centrales [IVLMA].[NQDE][IVLMAFYW][IVLMAFYW] 

#Listado de las cuatro categorías en orden decreciente de afinidad propuesto. 

 

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

características correspondientes a (Figura 3.4 A): 

● Variante 1, en el 44% de los hits (45 péptidos), con características que le confieren la 

mayor afinidad de las variantes consideradas (Tabla S7 , Anexo), 

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

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

● 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 características de  

(Figura 3.4 B):  

● Variante 1, en el 28% de los hits (5 péptidos) (Tabla S8 , Anexo), 

● Variante 2, en el 6% de los hits (1 péptido) (Tabla S8 , Anexo), 

● Variante 3, en el 50% de los hits (9 péptidos), 
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● Variante 4, en el 17% de los hits (3 péptidos). 

En ambos casos, los péptidos en los que se detectó la regex de la Variante 1 serán considerados de 

mayor confianza en la priorización de candidatos para ensayos experimentales (en rojo Figura 3.4, 

arriba).  

 
Figura 3.4. Análisis de expresiones regulares de péptidos hit con SLiM E2F detectado.  A: Distribución de péptidos hit 
de Rb conteniendo variantes del SLiM E2F (arriba) y logo de secuencia de los péptidos con SLiM E2F detectado (abajo).  
B: Distribución de péptidos hit de p107 conteniendo variantes definidas para la expresión regular del SLiM E2F (arriba) y 
logo de secuencia de los péptidos con SLiM E2F detectado (abajo). En ambos casos, por fuera del gráfico de torta, se indica 
el número de péptidos en los que se detectaron las Variantes del SLiM E2F y el número total de secuencias con el SLiM E2F 
para cada proteína pocket (N) (arriba). La Variante 2 corresponde a péptidos con residuos [FY] en la quinta posición del core 
del SLiM (rosa), La variante 3 a péptidos con residuos [DE] en la segunda posición fija del core del SLiM E2F (violeta), la 
Variante 1 a la combinación de estas dos (rojo) y la Variante 4 a la expresión regular del core más amplia (naranja). Los 
logos de secuencia fueron construidos en el sitio web MEME [52] utilizando las secuencias de péptidos hit de las proteínas 
pocket con SLiM E2F detectado (abajo). Por encima del logo se detalla el número de secuencias alineadas por MEME (N), 
el número total de secuencias que se ingresaron en MEME (NTotal) y el E-valor del alineamiento. El tamaño de cada letra es 
directamente proporcional a la frecuencia de aparición del residuo en la posición indicada en el eje x. Los colores de cada 
letra son de acuerdo a características fisicoquímicas de los aminoácidos. 

 

Se construyó un logo de secuencia utilizando las 103 secuencias de los péptidos hit de Rb y 

18 secuencias de p107 en los que se detectó 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 representación 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 análisis realizado con los datos de p107 no se identifica un patrón 

sobrerrepresentado en el logo de secuencias de la proteína pocket, donde MEME alineó sólo tres de 
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las 18 secuencias y el E-valor fue de 5,3 indicando que el patrón obtenido es poco significativo 

(Figura 3.4 B, abajo). 

En resumen, los péptidos hits con SLiMs E2F están enriquecidos en las Variantes 1, 2 o 3 con 

un residuo ácido [DE] y/o aromático [FY] en la segunda y quinta posición 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 hits de ProP-PD corresponden a variantes de alta afinidad.  

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

Por último, con el objetivo de detectar SLiMs novedosos, se analizó por separado los péptidos 

hits en los cuales no se detectó una expresión regular conocida para ninguno de los SLiMs E2F ni 

LxCxE (Figura 3.5).  

 
Figura 3.5. Logos de secuencia de péptidos hit de la proteínas pocket sin SLiM detectado. Representación de residuos 
por posición presentes en secuencias de péptidos que fueron hit de las proteínas 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 tamaño de cada 
letra representa la frecuencia de aparición del residuo en la posición indicada en el eje de abscisas. Los colores de cada 
símbolo corresponden al esquema de colores que MEME utiliza de acuerdo a similitudes bioquímicas de los aminoácidos. 
A: Logo de secuencias de cinco de las 173 péptidos hit de Rb sin SLiM detectado. B: Logo de secuencias de tres de los 40 
péptidos hit de p107 sin SLiM detectado. 

 

Para la proteína Rb, MEME detectó en los péptidos hit sin SLiM identificado por expresiones 

regulares, un patrón correspondiente al alineamiento de cinco péptidos provenientes de tres proteínas 

distintas (Tabla 3.4). Cuatro de estos péptidos, aunque están solapados, poseen una expresión regular 

similar a la del SLiM E2F que va desde la posición tres a la siete en el logo (Figura 3.5 A). Si bien la 

F de la primera posición del SLiM, no cumple con la expresión regular canónica de E2F definida en la 

base de datos ELM, sí lo hacen las posiciones restantes. Este SLiM podría corresponder a una variante 

novedosa del SLiM E2F, llamada aquí E2F-like. 

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

PRUN2_HUMAN 
PTFLEIWNDSVDGDSF 

E2F-like 
DRKTPTFLEIWNDSVD 

ZN865_HUMAN 
SYPFDFLEFLNHQRFE 

E2F-like 
VHFQSYPFDFLEFLNH 

STRN3_HUMAN VLETFNFLENADDSDE E2F reverso 
#Se resalta en la secuencia el patrón identificado por MEME y se subrayan los SLiMs similares al SLiM E2F 
(E2F-like) [52].  

 

Por el contrario, el patrón detectado por MEME en los péptidos hit de p107 sin SLiM 

detectado no fue significativo (E-valor = 3.5) y no observó representación de variantes conocidas de 

los SLiMs LxCxE o E2F (Figura 3.5 B). 

El análisis de SLiMs sobrerrepresentados entre los péptidos que fueron hit  de Rb sin SLiM 

reveló una variante novedosa del SLiM E2F (E2F-like). Las instancias conocidas del SLiM E2F 

presentan en la primera posición residuos [LIV], provenientes de las proteínas E2F [38] y E1A de 

adenovirus [33,38]. El SLiM E2F-like posee una fenilalanina en la primera posición. Esta variante es 

detectada en dos proteínas diferentes (PRUN2_HUMAN y ZN865_HUMAN), una de las cuales fue 

previamente reportada como interactor en ensayos de proteómica (PRUN2_HUMAN) [48] (ver Tabla 

2.3, Sección 2.3). En el caso de la proteína STRN3_HUMAN (Tabla 3.4), MEME identifica el patrón 

‘F.E’. Mientras que para el SLiM E2F la expresión regular es ф.[DE]фф, donde ф es una posición 

hidrofóbica, en este caso el patrón observado es фф[DE].ф (Tabla 3.4). Este podría ser un SLiM E2F 

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

El análisis de hits en los que se detectó el SLiM E2F indica la presencia de variantes de alta 

afinidad de unión al dominio pocket. Además, identificamos hits conteniendo una F en la primera 

posición fija (SLiM E2F-like) y un E2F invertido (SLiM E2F reverso) que podría representar un 

nuevo modo de unión. Esto sugiere que ProP-PD puede ser una herramienta poderosa para la 

detección de variantes de SLiMs conocidos y de SLiMs novedosos de unión a las proteínas pocket. 

3.4. Conclusiones de patrones de secuencia observados en los 

péptidos hits 

La detección de expresiones regulares del SLiM LxCxE presentes en péptidos hit de Rb y 

p107 reveló que más del 80% presentan residuos hidrofóbicos en la posición +2 o +3 con respecto a 

los residuos centrales del SLiM. Este resultado es consistente con reportes que proponen la posición 

hidrofóbica +2/+3 como una posición fija del SLiM [34]. Por otro lado, se observó un 

enriquecimiento del residuo S en la posición central del SLiM para hits de p107, lo que se 
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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 discutió previamente, la mayor representación del SLiM E2F en el total de péptidos 

hit de Rb, probablemente, sea debida a la baja recuperación de péptidos con SLiM LxCxE, como 

consecuencia de mutaciones C→A en la posición central del SLiM, que disminuye la afinidad de 

unión [40]. En contraste, se recuperaron muy pocos péptidos hit con SLiM E2F utilizando el dominio 

de p107 como carnada, de los cuales en el 56% también se detectó al SLiM LxCxE y no fue posible 

identificar un SLiM E2F representado empleando la herramienta MEME [52]. Esta menor 

recuperación de hits con SLiM E2F en p107 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 unión de un segundo SLiM. 

Se identificó además, un SLiM similar al SLiM E2F (E2F-like) en dos proteínas, con un 

residuo F en la primera posición fija. Una de estas proteínas fue reportada como interactora en 

ensayos de proteómica. [48]. Este SLiM podría ser una variante novedosa del SLiM E2F para la cual 

no existe evidencia experimental de interacción con las proteínas pocket reportada hasta la fecha. Por 

último, se identificó un SLiM E2F invertido en la proteína STRN3_HUMAN que podría representar 

una forma de interacción novedosa no reportada hasta la fecha. 

Teniendo en cuenta la importancia de los determinantes de unión de los SLiMs LxCxE y E2F 

analizados en este capítulo, las variantes de las expresiones regulares presentadas aquí serán utilizadas 

para priorizar péptidos hits para su validación experimental.  
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Capítulo 4: Análisis de parámetros estructurales 

para filtrado y priorización de péptidos hit 
En este capítulo, con el fin de establecer una estrategia de filtrado y priorización de péptidos 

hit, se analizaron parámetros 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 exposición del péptido para interactuar con el dominio 

globular;  

2. Predicción del grado de desorden utilizando IUPred [55], que permitirá 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. Detección de dominios Pfam [56], permitiendo determinar el número de residuos de los 

péptidos hits que se encuentran dentro de un dominio Pfam, que en su mayoría son 

globulares. 

 

Para priorizar péptidos hit a ser ensayados experimentalmente, es deseable que cumplan con 

tres criterios. Primero, un alto grado de exposición 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 unión.  

Si bien para la construcción de la biblioteca HD2 [40] se evaluó previamente algunos de estos 

parámetros para aumentar la probabilidad de que los péptidos correspondan a IDRs, la selección de 

péptidos se basó, en primer lugar, en la accesibilidad relativa al solvente (RSA, Relative Solvent 

Accessibility) [57] obtenido a partir de proteínas con estructuras resueltas o, en su defecto, proteínas 

homólogas con estructuras resueltas. De no cumplirse estos criterios, se recurrió al algoritmo IUPred 

[55] para la predicción del desorden estructural, conservando péptidos cuya secuencia es predicha 

como desordenada. Sin embargo, al momento del diseño de la biblioteca HD2, menos del 17% de los 

residuos del proteoma humano tenían una estructura resuelta asociada [58] y la herramienta de 

predicción de estructuras, AlphaFold2, no estaba disponible.  

En el año 2020, AlphaFold2 superó ampliamente a los predictores de estructura en la 14va 

edición de la competencia mundial para la predicción de estructura proteica, CASP (Critical 

Assessment of techniques for protein Structure Prediction) [59]. Hasta el año 2021, AlphaFold2 logró 

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 utilizó IUPred [55] para complementar la falta de estructuras 

disponibles durante la construcción de la biblioteca, IUPred presenta limitaciones al predecir 

segmentos desordenados en un contexto muy ordenado (ver Sección 7.5.2). Por lo tanto, incorporar la 

determinación de valores de RSA permite una confianza mucho mayor en la priorización y selección 

de los péptidos hits. 

4.1. Accesibilidad Relativa al Solvente 

Para evaluar si los péptidos hit se encuentran accesibles y expuestos para interactuar con las 

proteínas pocket, se obtuvo un valor de accesibilidad relativa al solvente (RSA) a partir de estructuras 

modeladas en AlphaFold2 [54] para cada proteína a la cual pertenecen los péptidos hits. El parámetro 

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 proteínas pocket (Figura 4.1).  

 
Figura 4.1. Accesibilidad de péptidos que fueron hit de las proteínas pocket en el ensayo ProP-PD. Frecuencia absoluta 
de péptidos que fueron hit 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 número 
de péptidos que se encuentran expuestos para interactuar. 

 

En el caso de los péptidos de interacción 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). 

 

Criterio de filtrado y priorización utilizado: El parámetro RSA se utilizará como filtro de corte. Los 

péptidos que posean un valor de RSA ≥ 0.4 serán incluidos. Se utiliza un valor más permisivo que el 

de 0.581 reportado en la literatura para la predicción de sitios de unión en péptidos de 25 residuos [60] 

con el objetivo de no descartar péptidos con valores de RSA aceptables, que puedan representar 

47 



 

nuevos interactores. Los péptidos que posean un valor de RSA ≥ 0.4, serán priorizados en primer 

lugar en base a este valor. 

4.2. Predicción del desorden utilizando el algoritmo IUPred 

El algoritmo IUPred predice, a partir de una secuencia, IDRs en base a la energía de un 

residuo en el contexto de aminoácidos en el que se encuentra. El valor de IUPred toma valores entre 0 

y 1. Un valor superior a 0.5 indica una alta propensión al desorden y un valor menor a 0.5 indica una 

alta propensión al orden. Si bien el estándar es considerar valores por encima de 0,5 como residuos 

desordenados, pueden utilizarse umbrales menores, más inclusivos. Dado que IUPred no es la única 

herramienta utilizada en este análisis y su algoritmo presenta algunas desventajas en el análisis de las 

secuencias (ver Sección 7.5.2), se definió un umbral de 0,4 para priorizar péptidos hit de manera más 

abarcativa y seleccionar entre ellos a los mejores candidatos. La predicción de IUPred se realizó sobre 

las secuencias enteras de las proteínas a las cuales pertenecen los péptidos hits, ya que esta 

herramienta considera el contexto de la secuencia para calcular la puntuación de cada residuo. Luego, 

para cada péptido hit se calculó el porcentaje de residuos desordenados (IUPred ≥ 0,4) sobre el total 

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

  
Figura 4.2. Predicción del grado de desorden de péptidos que fueron hit de las proteínas pocket utilizando IUPred. 
Frecuencia absoluta de péptidos que fueron hit de los dominios pocket para Rb (A) y para p107 (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 número de péptidos con un alto grado de desorden. 

 

Para ambas proteínas pocket, se observan péptidos que poseen un bajo porcentaje de residuos 

desordenados (Figura 4.2). Estos péptidos podrían corresponder a extremos de dominios globulares, o 

por ejemplo, a loops que se encuentran entre regiones transmembrana y debido al contexto ordenado, 

IUPred los puntúa 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 

p107, 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 priorización utilizado: Dado que IUPred ya fue utilizado en la construcción de la 

biblioteca HD2, no se utilizará IUPred como filtro de corte, sino que se priorizarán aquellos péptidos 

hit que presenten valores promedio de IUPred mayores, ya que se espera que un contexto altamente 

desordenado sea más favorable para la interacción con un dominio globular. Los péptidos hit con un 

valor de IUPred menor o igual a 0,4 serán señalados con advertencias al momento de priorizarlos. 

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

4.3. Detección de dominios Pfam 

La base de datos Pfam reúne información de familias de proteínas representadas por 

alineamientos múltiples de secuencia y modelos ocultos de Markov (HMM) que en su gran mayoría, 

aunque no siempre (ver Sección 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 realizó la detección de dominios Pfam en las secuencias enteras de las proteínas a las que 

pertenecen los péptidos hits. Luego, se cuantificó el número de residuos que los péptidos hit 

comparten con un dominio Pfam (Figura 4.3). 

 
Figura 4.3. Detección de dominios Pfam en péptidos que fueron hit de las proteínas pocket en el ensayo ProP-PD. 
Frecuencia absoluta de péptidos que fueron hit de los dominios pocket para Rb (A) y para p107 (B). En el eje y de la 
derecha, figura para ambos casos la frecuencia acumulada de péptidos, que muestra que la mayoría de los péptidos no 
comparten residuos con dominios Pfam y a medida que éste número aumenta, la curva se mantiene estable. 
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Para este análisis se considera que un péptido hit está solapado con un dominio Pfam si más 

de la mitad de su secuencia, es decir, más de ocho residuos, coinciden con dicho dominio. En base a 

esto, el 70% (215 de 308) de los péptidos hit 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 

condición (Figura 4.3B). 

 

Criterio de priorización de candidatos: La identificación de péptidos que presentan solapamiento 

con dominios de la base de datos Pfam, podría sugerir que estos pertenecen a dominios globulares. Sin 

embargo, Pfam también incluye dominios desordenados que han sido conservados a lo largo de la 

evolución y es posible encontrar SLiMs en loops flexibles que conectan dominios globulares [2]. Por 

lo tanto, esta herramienta no será utilizada como filtro de corte sino que se priorizarán los péptidos hit 

que compartan ocho o menos residuos de su secuencia con algún dominio Pfam, mientras que 

aquellos que compartan nueve o más, serán identificados con advertencias. 

4.4. Conclusión del análisis de parámetros estructurales para 

filtrado y priorización de péptidos hit.  

Evaluar los parámetros 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 sección deben considerarse en conjunto, ya que ninguna es concluyente evaluada 

de manera individual. Sin embargo, los resultados indican que la mayoría de los péptidos hit 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 diseño de la biblioteca HD2 de la cual provienen, aunque herramientas como la 

predicción de estructuras con AlphaFold2 [2,54] no se encontraba disponible al momento de la 

construcción de la biblioteca y permitió una estimación más confiable del valor de RSA. Esta 

herramienta fue crucial para diseñar una estrategia de filtrado y priorización que permita al laboratorio 

optimizar el uso de tiempo y recursos en ensayos experimentales.  

Por lo tanto, se utilizará primero la Accesibilidad Relativa al Solvente (RSA) para filtrar 

péptidos que se encuentren por debajo de un valor de 0,4. Luego, se evaluará el valor de IUPred y la 

superposición 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 están solapados con un dominio Pfam en más del 

50% de su secuencia, también serán filtrados.  

Aquellos péptidos que posean un valor de IUPred entre 0,2 y 0.4, y/o más de ocho residuos 

solapados con un dominio Pfam, serán identificados con advertencias o warnings por poder pertenecer 

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

parámetros.  
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Capítulo 5: Estabilidad energética de péptidos hit. 
En este capítulo, se presenta un análisis de estabilidad de los péptidos que fueron hit 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 variación de energía libre de Gibbs (∆∆G) que ocurre al sustituir un residuo por otro en 

el péptido del complejo. El resultado, es una matriz de valores de penalización de sustitución con 

tantas filas como residuos tiene el péptido y 20 columnas por los 20 aminoácidos [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 ∆∆G = 0. Una mayor afinidad de un péptido implica que su estabilidad 

energética es mayor y obtiene una menor penalización de FoldX. A menor valor de FoldX, mayor 

estabilidad del péptido en el complejo y, por lo tanto, mejor es su interacción; mientras que a mayor 

valor de FoldX, el péptido no es estable energéticamente en el complejo y no resulta un buen 

candidato de interacción. 

● Matrices FoldX utilizadas: Se evaluó la estabilidad energética de péptidos hit utilizando 

matrices FoldX disponibles en el laboratorio de trabajo a partir de complejos de las proteínas 

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 análisis preliminar del SLiM LxCxE reveló que la matriz 4YOS no refleja 

adecuadamente la evidencia experimental de mutagénesis sobre las posiciones clave para la 

interacción del péptido con el dominio pocket siendo descartada del análisis (ver Sección 

7.6.4) [34,50]. Para el SLiM E2F se utilizaron las matrices provenientes de los complejos 

E1A-Rb (PDB: 2R7G) (Tabla S11, Anexo)y el complejo E2F2-Rb (PDB: 1N4M) (Tabla S12, 

Anexo) [62].  

● 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: 

○ Péptidos TP/TN: Instancias de SLiMs verdaderos positivos (True Positives, TP) 

reportadas en ELM [36] para Rb y p107; y variantes de la proteína 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). 

○ Péptidos hit de ProP-PD testeados experimentalmente: péptidos que fueron hit en 

el ensayo ProP-PD que el laboratorio validó experimentalmente utilizando técnicas in 

vitro de interacción proteína-proteína utilizando dominios pocket de Rb y p107 

(Tablas S17, S18, S19 y S20, Anexo). Incluye péptidos que contienen un SLiM. 

○ Péptidos hit de ProP-PD: la totalidad de péptidos que fueron hit 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 detectó un SLiM y péptidos en los que no. 

5.1. Evaluación del SLiM LxCxE 

5.1.1. Evaluación 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 proteína Rb (Tabla S13, Anexo) y 33 TP de p107 (Tabla S14, 

Anexo) conteniendo el SLiM de interacción LxCxE.  

Se definieron dos variantes de la matriz 1GUX (Tabla 5.1) para profundizar el análisis de 

secuencias estables, dado que la matriz en la primera posición (aspártico, D) no penaliza diferente a 

los aminoácidos y permite la sustitución por igual por cualquier aminoácido. La primera variante 

considerada fue la matriz denominada 1GUX_9 (DLYCYEQLN) que incluye los residuos de la 

posición uno a nueve. La segunda variante, 1GUX_8 (LYCYEQLN), incluye a los residuos de la 

posición dos a nueve de la matriz 1GUX. 

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

 1GUX 

Posición# 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 cristalográfica del complejo formado por el péptido de la 
proteína 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 expresión 

regular del SLiM ([IL].[CAST].E), y los mínimos de FoldX, marcando con un círculo amarillo 
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las subsecuencias positivas para la regex y con un mínimo de FoldX (detección positiva) (Figura 5.1). 

Luego, se registró 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).  

Figura 5.1. Distribución de valores FoldX de péptidos TP con SLiM LxCxE reportados para Rb. Fragmento de gráfico 
de puntos de péptidos conocidos de interacción con la proteína pocket Rb. Los 18 residuos de péptidos que pertenecen a las 
proteínas ARI4A_HUMAN, 9POLY_HUMAN, CCD11_HUMAN y CCD21_HUMAN fueron escaneados con A: 1GUX_9, 
y B: 1GUX_8. El eje x indica la posición como el punto medio entre la posición inicial y final de cada sub-secuencia 
analizada (abajo) y el detalle de residuo de la secuencia peptídica (arriba). Las secuencias se organizaron de manera continua 
una de otras y se marcó el inicio de una secuencia distinta con una línea vertical negra. Las líneas verticales rojas indican el 
punto medio de la subsecuencia donde se detectó la expresión regular [IL].[CAST].E. Los puntos amarillos indican la 
detección de una subsecuencia conteniendo al SLiM LxCxE (recuadro rojo), con el valor mínimo de FoldX de todas las 
subsecuencias escaneadas para ese péptido. El gráfico de puntos de los 42 interactores TP para Rb y 33 para p107 
escaneados con 1GUX_9 y 1GUX_8 se encuentra en las Figuras Suplementarias S1 y S2 del apartado Anexo. 

 

Tabla 5.2. Capacidad de detección de TP por variantes de 1GUX 

Proteína 
pocket 

TP (N-total) 1GUX_9* 
(% SLiMs detectados #) 

1GUX_8** 
(% SLiMs detectados #) 

Rb 42 98 98 

p107 33 97 97 
# % SLiMs detectados: % péptidos con valor mínimo 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. 
**1GUX_8: variante de 1GUX 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 expresión regular del SLiM LxCxE y 

que son las subsecuencias más estables del péptido. Esto se cumple para ambas proteínas pocket. 
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5.1.2. Análisis 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 utilizó 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 

expresión regular y en una segunda instancia, que presenten el mínimo valor de FoldX. Se identificó 

la posición de inicio y fin de la subsecuencia en el péptido TP y se seleccionó 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 realizó el cálculo del porcentaje de recall (recuperación de TP) y la especificidad 

(recuperación de TN) de cada variante utilizando distintos valores de FoldX como umbral (Figura 5.2 

B y Figura Suplementaria S3, Anexo). Esto permitió evaluar la capacidad de cada matriz de distinguir 

TP de TN (Tabla 5.3). 

El recall se calculó de la siguiente manera:  

 =  * 100 
donde “TP” es el número de péptidos que se encuentran por debajo del umbral y “TP total”, 

la cantidad total de TP. La especificidad se calculó utilizando la siguiente relación:  

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

“TN+FP”,  el número total de péptidos TN del conjunto de datos comparativos (ver sección 7.6.2). 
 
Tabla 5.3. Métricas aplicadas a variantes de 1GUX en el escaneo de interactores conocidos. 

Proteína 
Pocket TP (N-total) TN (N-total) Métrica# 1GUX_9* 1GUX_8** 

Rb 42 42 
Recall (%)  83 90 

Especificidad  1 1 

p107 33 33 
Recall (%)  88 91 

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 proteínas pocket, el conjunto de péptidos TP 

poseen valores de FoldX menores que los TN, indicando mayor estabilidad energética de los péptidos 

TP en comparación 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 utilizará un valor umbral de cinco para restringir la priorización de péptidos a aquellos con 

un menor valor de FoldX que indican una mayor estabilidad. En esta condición, el uso de la variante 

1GUX_8 permitió obtener los valores más altos de recall y especificidad (Tabla 5.3). 

 
Figura 5.2. Interactores conocidos de Rb escaneados con variantes 1GUX. A: Distribución de valores FoldX de péptidos 
TP y TN para matrices 1GUX_9 (izquierda) y 1GUX_8 (derecha). Eje Y izquierdo: Número de instancias, Eje Y derecho: 
porcentaje de frecuencia acumulada de instancias. B: Recall (puntos azules) y especificidad (triángulos en rojo) de 
matrices 1GUX_9 (izquierda) y 1GUX_8 (derecha) para diferentes valores umbral de FoldX. La línea vertical punteada 
señala el valor de umbral utilizado para establecer comparaciones. 

5.1.3. Evaluación de valores FoldX para péptidos hit de ProP-PD con SLiM 

LxCxE testeados experimentalmente  

 Los siguientes análisis se realizaron con el objetivo de determinar si los valores FoldX son 

capaces de reflejar la fuerza de unión 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 según su fuerza de interacción con los dominios pocket como 

péptidos de interacción fuerte (Strong Positive Binders, SP), débil (Weak Positive Binders, W) y sin 

interacción (Non Binders o Negative Binders, N). Los péptidos N son secuencias que poseen la 

expresión regular del SLiM LxCxE pero sin embargo, no presentaron evidencia de interacción y en 

este sentido se distinguen de los TN del ensayo anterior, en los cuales la mutación a alanina remueve 

el SLiM. Por lo tanto, los péptidos N “negativos” de este ensayo presentan una prueba más difícil de 
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diferenciar de las secuencias que sí presentan evidencia de unión. 

Se escanearon las secuencias de péptidos testeados con las matrices 1GUX_9 y 1GUX_8,  

seleccionando las subsecuencias en las que se detectó la expresión regular y mínimo 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 hit 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 SP y W. 

La primera observación 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. 

 
Figura 5.3. Péptidos hit en ProP-PD usando Rb como carnada que fueron testeados experimentalmente y escaneados 
con variantes 1GUX. A: Distribución de valores FoldX de péptidos TP y TN para matrices 1GUX_9 (izquierda) y 1GUX_8 
(derecha). Eje Y izquierdo: Número de instancias, Eje Y derecho: porcentaje de frecuencia acumulada de instancias. B: 
Recall (puntos azules) y especificidad (triángulos en rojo) de matrices 1GUX_9 (izquierda) y 1GUX_8 (derecha) para 
diferentes valores umbral de FoldX. La línea vertical punteada señala 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. 

Proteína 
Pocket 

Binders SP+W 
(N-total) 

Non binders 
(N-total) Métrica# 1GUX_9* 1GUX_8** 

Rb 21 5 
Recall (%) 86 86 

Especificidad 0,2 0,2 

p107 16 6 
Recall (%) 94 94 

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 análisis 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 proteínas 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) podría utilizarse para detectar péptidos de mayor afinidad. 

5.1.4. Evaluación 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 más estables que los que no presentan variantes del 

SLiM, se escanearon secuencias de estos dos grupos de péptidos y se evaluó 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 contenían un 

SLiM LxCxE, y 12 incluían ambos SLiMs. En cuanto a p107, de los 103 hits, 40 no tenían un SLiM 

detectado, 45 contenían un SLiM LxCxE, y 10 presentaban ambos SLiMs (ver Tabla 3.1, Sección 

3.2). En esta sección se analizarán los péptidos con SLiM LxCxE: 44 para Rb y 55 para p107. 

La lista de péptidos hit del ensayo ProP-PD para ambas proteínas pocket fueron divididos en 

dos grupos según si se detectó al SLiM LxCxE en su secuencia o no: 

1. Péptidos con variantes del SLiM LxCxE que cumplen con la expresión 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 proteínas 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 hits con SLiM LxCxE. 

58 



 

Figura 5.4. Péptidos hit de Rb escaneados con variantes 1GUX. A: Distribución 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 línea vertical punteada señala el valor de umbral utilizado para 
establecer comparaciones. A: Péptidos con SLiM LxCxE detectado B: Péptidos sin SLiM LxCxE detectado. 
 

Se calculó 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 hit de ProP-PD con las variantes de 1GUX. 

Proteína 
Pocket 

TP 
(N-total) 

TN 
(N-total) Métrica# 1GUX_9* 1GUX_8** 

Rb 44 173 Recall (%) 89 89 
Especificidad 0,8 0,8 

p107 55 40 Recall (%) 89 96 
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. 

 

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

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

variante 1GUX_8 para escanear secuencias hits de p107, se obtiene un recall más alto aunque la 

especificidad disminuye en comparación de 1GUX_9 (Tabla 5.5).  

Si bien ambas matrices tienen una performance similar, 1GUX_8 mostró un recall más alto en 

comparación con 1GUX_9 en el análisis 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 hits estables que contienen 
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SLiMs LxCxE. En base a los resultados presentados, se utilizará 1GUX_8 para evaluar la estabilidad 

de péptidos hit con SLiM LxCxE de Rb y p107 considerando un umbral de FoldX de cinco como 

punto de corte en la priorización de péptidos candidatos. En base al análisis de péptidos hit ProP-PD 

validados experimentalmente, se concluye que se puede utilizar un umbral de dos para priorizar 

péptidos de alta afinidad de unión.  

5.2. Evaluación del SLiM E2F 

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

SLiM E2F. 

Se utilizó el conjunto de datos de interactores conocidos, TP, conteniendo variantes del SLiM 

E2F siguiendo la expresión regular: [IVLMA].[NQDE][IVLFMYAW][IVLFMYAW], para evaluar 

si las matrices FoldX 2R7G y 1N4M permiten clasificar péptidos como estables o inestables de 

acuerdo a la penalización que incluyen en cada posición. 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 análisis realizado para las matrices 2R7G y 1N4M [33,38] (ver Figuras 7.8 y 7.9, 

Sección 7.6.4) se observó que ambas presentan limitaciones al penalizar residuos ubicados en la 

posición seis, que corresponde a la segunda posición fija del core del SLiM E2F definida por [NQDE] 

(Tablas 5.6 y 5.7). Esta posición si bien no se encuentra en contacto con los dominios pocket, forma 

parte de la hélice anfipática y determina la unión del SLiM E2F con el dominio [33,38]. Además, 

1N4M admite la sustitución del residuo flanqueante al core del SLiM E2F, aspártico (D), en la 

posición nueve de la matriz (Tabla 5.7) por cualquier aminoácido, pero se sabe que este residuo 

acídico es importante para estabilizar la interacción 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 cuál de ellas permite una mejor clasificación de los péptidos hit 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): 1N4M_9  abarcando los residuos uno a nueve (GEGISDLFD); 1N4M_6 que incluye los 

residuos cuatro a nueve (ISDLFD) y 1N4M_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 

 2R7G 

Posición# 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 cristalográfica del complejo formado por el péptido de la 
proteína 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 

Posición# 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
Residuo G E G I S D L F D 

#Nueve posiciones de la matriz 1N4M [38], basada en la estructura cristalográfica del complejo formado por el péptido de 
la proteína 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 expresión regular 

del SLiM, y los mínimos de FoldX, marcando con un círculo amarillo las subsecuencias positivas para 

la REGEX y con un mínimo de FoldX (detección positiva) (Figura 5.5 y Figuras S6-S9, Anexo). 

Luego, se comparó el porcentaje de SLiMs TP detectados por cada variante de matriz (Tablas 5.8 y 

5.9).  

 
Figura 5.5. Distribución de valores FoldX de péptidos TP con SLiM E2F reportados para Rb.  Fragmento de gráfico de 
puntos de péptidos TP con la proteína pocket Rb. Los 18 residuos de péptidos que pertenecen a las proteínas E1A de 
Adenovirus, E2F1 y E2F2 humanas, fueron escaneados con A: 1N4M_9, B: 1N4M_6 y C: 1N4M_5. El eje de abscisas 
indica la posición como el punto medio entre la posición inicial y final de cada subsecuencia analizada (abajo) y el detalle de 
residuo de la secuencia peptídica (arriba). Las líneas verticales rojas indican el punto medio de la subsecuencia donde se 
detectó la expresión regular [IVLMA].[NQDE][IVLFMYAW][IVLFMYAW]. Los puntos amarillos indican la detección de 
una subsecuencia conteniendo al SLiM E2F (recuadro rojo), con el valor mínimo de FoldX de todas las subsecuencias 
escaneadas para ese péptido. Los gráficos de puntos completos para Rb y p107 escaneados con las variantes de 2R7G y 
1N4M se encuentran en las Figuras S6-S9, Anexo). 

 

61 



 

Tabla 5.8. Capacidad de detección en variantes de 2R7G en interactores conocidos. 
Proteína 
pocket TP (N-total)  

 2R7G_10* 2R7G_6** 2R7G_5*** 

Rb 7 
% SLiMs detectados # 

85 100 100 

p107 4 100 100 100 
# % SLiMs detectados: % péptidos con valor mínimo 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. 
***2R7G_5: variante de 2R7G de 5 residuos utilizada para el escaneo de secuencias. 
 
Tabla 5.9. Capacidad de detección en variantes de 1N4M en interactores conocidos. 

Proteína 
pocket TP (N-total)  

 1N4M_9* 1N4M_6** 1N4M_5*** 

Rb 7 
% SLiMs detectados # 

85 100 100 

p107 4 100 100 100 
# % SLiMs detectados: % péptidos con valor mínimo de FoldX en la subsecuencia positiva para la regex del SLiM E2F. 
*1N4M_9: variante de 1N4Mde 9 residuos utilizada para el escaneo de secuencias. 
**1N4M_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 número de interactores conocidos (TP) es bajo para el SLiM E2F, las variantes más 

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. Análisis de recall y especificidad de interactores conocidos (TP) con 

SLiM E2F 

Se utilizó 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 según 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 proteína 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, 

1N4M_6 y 1N4M_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 proteínas 

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

En el análisis de esta sección se observó que utilizando umbrales de cinco o seis se obtienen 

altos valores de recall y especificidad en todos los casos para las dos proteínas pocket (Figura 5.6 B y 

Figura Suplementaria S10, Anexo). Sin embargo, en el análisis de la sección 5.2.3, se observó que 
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considerando un umbral de tres, se obtienen generalmente porcentajes de recall más altos sin que la 

especificidad disminuya. Por este motivo, el análisis de este set de datos se realizó tomando como 

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

variantes. 

 

 
Figura 5.6. Interactores conocidos TP y TN de Rb escaneados con variantes 2R7G y 1N4M. Distribución de valores 
FoldX de péptidos TP y TN para matrices A: 2R7G y C: 1N4M. Eje Y izquierdo: Número de instancias, Eje Y derecho: 
porcentaje de frecuencia acumulada de instancias. B: Recall (puntos azules) y especificidad (triángulos 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 (triángulos rojos) de 1N4M_9 (izquierda), 1N4M_6 (medio) y 1N4M_5 (derecha). 
En ambos casos la línea vertical punteada señala 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. 

Proteína 
Pocket 

TP 
(N-total) 

TN 
(N-total) Métrica# 2R7G_10* 2R7G_6** 2R7G_5*** 

Rb 7 7 
Recall (%) 86 86 86 

Especificidad 1 1 1 

p107 4 4 
Recall (%)  100 100 100 

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. 
***2R7G_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. 
Proteína 
Pocket 

TP 
(N-total) TN (N-total) Métrica# 1N4M_9* 1N4M_6** 1N4M_5*** 

Rb 7 7 
Recall (%)  75 86 86 

Especificidad  1 1 1 

p107 4 4 
Recall (%)  100 100 100 

Especificidad  1 1 1 
# Valores de recall y especificidad utilizando un punto de corte de tres. 
*1N4M_9: variante de 1N4M de 9 residuos utilizada para el escaneo de secuencias. 
**1N4M_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 número de interactores TP E2F reportados para las proteínas pocket es bajo, los 

valores FoldX de los péptidos TP son menores que los péptidos TN, lo que sugiere que son más 

estables energéticamente. Sin embargo, en el caso de Rb, para las matrices 2R7G_10, 2R7G_6 y 

1N4M_9 se observa que un TP posee valores iguales o superiores a péptidos TN. Las matrices 

restantes (2R7G_5, 1N4M_6 y 1N4M_5) poseen un desempeño similar. 

5.2.3. Evaluación 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 unión 

de péptidos hit de ProP-PD, se escanearon las secuencias de los hits testeados experimentalmente 

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

El análisis continuó con la distribución de péptidos hit de ProP-PD validados 

experimentalmente mediante ensayos in vitro en el laboratorio de trabajo, clasificados de acuerdo a la 

fuerza de interacción con la que se unen a las proteínas pocket, siendo la más fuerte SP (strong 

positive binders), débil W (weak positive binders) y sin interacción, N (negative binders). Estos 

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

Se evaluó la estabilidad energética de 14 péptidos ensayados que fueron hit de Rb (Tabla S19, 

Anexo) y de 12 que fueron hit de p107 (Tabla S20, Anexo). Utilizando un umbral de tres, se calculó 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). 

 

 
Figura 5.7. Péptidos hit en ProP-PD usando Rb como carnada que fueron testeados experimentalmente y escaneados 
con variantes de 2R7G y 1N4M. Distribución de péptidos testeados experimentalmente de acuerdo a valores FoldX de las 
variantes A: 2R7G y C: 1N4M. Eje Y izquierdo: Número de instancias, Eje Y derecho: porcentaje de frecuencia acumulada 
de instancias. B: Recall (puntos azules) y especificidad (triángulos 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 
(triángulos rojos) de 1N4M_9 (izquierda), 1N4M_6 (medio) y 1N4M_5 (derecha). En ambos casos la línea vertical punteada 
señala 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. 

Proteína 
Pocket 

Binders SP+W 
(N-total) 

Non Binders 
(N-total) Métrica# 2R7G_10* 2R7G_6** 2R7G_5*** 

Rb 12 2 Recall (%) 8 16 92 
Especificidad 1 1 0,5 

p107 5 7 Recall (%) 20 20 100 
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. 
***2R7G_5: variante de 2R7G de 5 residuos utilizada para el escaneo de secuencias. 
 

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

Proteína 
Pocket 

Binders 
SP+W 

(N-total) 
Non Binders 

(N-total) Métrica# 1N4M_9* 1N4M_6** 1N4M_5*** 

Rb 12 2 Recall (%) 25 83 75 
Especificidad 1 1 1 

p107 5 7 Recall (%) 20 80 80 
Especificidad 0,9 0,6 0,6 

# Valores de recall y especificidad utilizando un punto de corte de tres. 
*1N4M_9: variante de 1N4M de 9 residuos utilizada para el escaneo de secuencias. 
**1N4M_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. 

 

Los mayores valores de recall y especificidad se logran manteniendo un valor de umbral de 

FoldX de tres considerado para el análisis 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 análisis 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 1N4M_6 y 1N4M_5 (Tablas 5.12 y 

5.13).  

5.2.4. Evaluación 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 más estables que los que no presentan variantes del SLiM, se escanearon secuencias de 

estos dos grupos de péptidos y se evaluó su estabilidad energética utilizando las matrices 2R7G y 

1N4M y sus variantes.  

De los 308 péptidos hits de Rb, 173 no presentaban un SLiM detectado, 91 contenían un 

SLiM E2F y 12 incluían ambos SLiMs. En cuanto a p107, de los 103 hits, 40 no tenían un SLiM 

detectado, 8 contenían un SLiM E2F y 10 presentaban ambos SLiMs. En esta sección se analizarán 

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 hit en 

ProP-PD utilizando Rb y p107 como carnada. Los hits fueron agrupados según si se detectó en sus 

secuencia alguna variante del SLiM E2F o no:  

1. Péptidos con variantes del SLiM E2F que cumplen con la expresión regular 

[IVLMA].[NQDE][IVLFMYAW][IVLFMYAW], 

2. Péptidos sin SLiM detectado. 

Se utilizó el umbral establecido en secciones anteriores de tres para diferenciar péptidos 

estables de inestables entre los péptidos hit de ProP-PD utilizando la variantes de matrices 2R7G y 

1N4M.  

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. Distribución de valores FoldX de péptidos 
para matrices 2R7G_10, 1N4M_9 (izquierda), 2R7G_6, 1N4M_6 (medio), 2R7G_5 y 1N4M_6 (derecha). Eje Y izquierdo: 
Frecuencia absoluta de instancias, Eje Y derecho: porcentaje de frecuencia acumulada de instancias. La línea vertical 
punteada señala 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 1N4M. 

 

Se calculó 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 hit de ProP-PD con las variantes de 2R7G. 
Proteína 
Pocket 

TP 
(N-total) 

TN 
(N-total) Métrica # 2R7G_10* 2R7G_6** 2R7G_5*** 

Rb 103 173 Recall (%) 12 19 69 
Especificidad 0,8 0,8 0,4 

p107 18 40 Recall (%) 17 17 61 
Especificidad  0,9 0,9 0,6 

# 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_5: variante de 2R7G de 5 residuos utilizada para el escaneo de secuencias. 

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

Proteína 
Pocket 

TP 
(N-total) TN (N-total) Métrica # 1N4M_9* 1N4M_6** 1N4M_5*** 

Rb 103 173 Recall (%)  37 60 59 
Especificidad  0,8 0,6 0,7 

p107 18 40 Recall (%)  11 50 50 
Especificidad  0,9 0,8 0,9 

# Valores de recall y especificidad utilizando un punto de corte de tres. 
*1N4M_9: variante de 1N4M de 9 residuos utilizada para el escaneo de secuencias. 
**1N4M_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. 

 

Utilizando un punto de corte de tres para establecer comparaciones entre las variantes de estas 

matrices FoldX, se observó 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 1N4M_6 y 1N4M_5 se 

obtiene un alto valor de recall y una especificidad cercana a uno (Tabla 5.15). Entre estas últimas dos, 

la que presenta un alto valor de recall y especificidad para ambas proteínas pocket es 1N4M_5, lo que 

sugiere que esta matriz presenta una mayor capacidad de distinción 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 

análisis realizado en los tres sets de datos con SLiM E2F se puede concluir que la variante 1N4M_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 utilizará para priorizar péptidos hit que contengan el SLiM E2F 

en ambas proteínas pocket. Los hits de ProP-PD serán considerados estables por debajo de un umbral 

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

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

El análisis de patrones de secuencia en péptidos hit se encuentra dentro de los parámetros de 

mayor importancia, ya que son determinantes para el éxito de la unión, según evidencia estructural y 

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

Por otro lado, las matrices FoldX proporcionan información sobre la similitud entre la 

estabilidad energética del péptido hit 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 razón se optó por realizar el análisis 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 evaluación conjunta de estos dos parámetros, presencia de una expresión 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). 

 
Figura 5.9. Valores de FoldX de péptidos hit de ProP-PD con diferentes variantes de REGEX. A: péptidos hit 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 p107 con variantes del SLiM E2F escaneados con 1N4M_5 (izquierda) y del SLiM LxCxE escaneados con 
1GUX_8 (derecha). Los colores de los círculos indican una variante distinta del SLiM. Se indica el número total (N) de 
péptidos hit de Rb y p107 con la expresión regular detectada en los extremos superiores de cada gráfico. Triángulos: 
Presencia de un residuo F, Y o H en las posiciones variables del core del SLiM LxCxE.  
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El análisis de la Figura 5.9 revela que en la mayoría de los casos, los péptidos hit que 

contienen más de un residuo que modula favorablemente la afinidad de unión, 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 según su estabilidad energética. 

En el análisis de péptidos con el SLiM LxCxE, se observó que aquellos que presentan un 

residuo hidrofóbico 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 inclusión de estas posiciones como fijas en el SLiM LxCxE al detectar patrones de 

secuencia (ver Sección 3.2.1). Por el contrario, la matriz 1GUX no puntúa 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 acídico en -1, mostrando que la matriz es limitada en la detección de estas 

características de alta afinidad [50]. 

En el caso de los péptidos con el SLiM E2F, se observó que aquellos que presentan los 

residuos [DE] en la segunda posición fija del SLiM y [FY] en la quinta posición, 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 unión del SLiM E2F 

en comparación con el SLiM LxCxE y los péptidos hit de p107 con el SLiM E2F fueron escasos, 

estos resultados contribuyen a priorizar con mayor confianza los péptidos con el SLiM E2F para su 

evaluación experimental, proporcionando así información valiosa sobre este SLiM. 

5.4. Conclusiones generales sobre la determinación de la 

estabilidad energética de péptidos hit utilizando matrices FoldX.  

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

análisis de estabilidad energética de los péptidos hits en ProP-PD utilizando matrices FoldX mostró 

que las posiciones flanqueantes del SLiM que modulan la afinidad de unión con los dominios pocket, 

no son adecuadamente representadas en las penalizaciones estimadas por FoldX. Esto ocurre por 

ejemplo, en las posiciones -1 (acídico, D) y +3 (hidrofóbico) 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 unión [34,50]. Por lo tanto, las restricciones en estas posiciones no se encuentran 

representadas adecuadamente en 1GUX. Lo mismo ocurre con la posición nueve de la matriz 1N4M 

que corresponde a la posición flanqueante +1 con respecto al core del SLiM E2F. Esta posición, a 

pesar de ser un residuo acídico importante para estabilizar la unión, se encuentra poco penalizada por 

1N4M [38].  

Estas fallas en representar la energética de unión se deben en parte a que el algoritmo realiza 
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las sustituciones de manera independiente, sin alterar la orientación 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 están menos restringidos en el espacio, reciben una penalización más baja. En cambio, las 

variaciones de energía libre suelen ser mayores cuando se sustituyen residuos que se entierran en el 

bolsillo de unión. Por lo tanto, FoldX sólo logra representar parcialmente la energética de interacción, 

y tampoco puede representar modos alternativos de unión que involucran cambios en la posición de la 

cadena principal.  

Para mitigar el problema de las posiciones flanqueantes, se eliminó la posición -1 con respecto al core 

del SLiM LxCxE en la matriz 1GUX y en el caso de 1N4M se generó una variante que restringen la 

matriz al core del SLiM E2F, permitiendo limitar las penalizaciones a esos segmentos. Esta pérdida de 

representación de regiones flanqueantes, que modulan la afinidad de unión, puede ser compensada 

mediante la detección conjunta de variantes de expresiones regulares que incluyan estas posiciones y 

representan SLiMs de mayor afinidad.   

 

Evaluación de la performance de diferentes variantes de matrices FoldX: A partir de la evaluación 

de sets de datos conteniendo el SLiM LxCxE utilizando las dos variantes de la matriz 1GUX, se 

observó que ambas son capaces de identificar péptidos más 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 análisis de péptidos hit del ensayo ProP-PD que fueron testeados 

experimentalmente, se observó el mismo valor de recall y especificidad para ambas proteínas pocket y 

matrices, mientras que en el análisis de todos los péptidos hit se observó 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 mostró un mejor desempeño en el escaneo de interactores conocidos, será 

empleada para realizar la priorización 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 están 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 hit 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 más altos de recall y especificidad. Por último, al analizar todos los 

péptidos que fueron hit en ProP-PD se identificó a 1N4M_5 como la matriz con mayor capacidad de 

recuperación 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 distribución de valores que adoptan los péptidos con SLiM en 

comparación a los péptidos sin SLiM. Los péptidos en los que se identifica una variante de LxCxE, 
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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 

patrón se ve representado en el caso de péptidos conteniendo el SLiM E2F que fueron escaneados con 

1N4M_5, siendo ésta una matriz acotada a las posiciones del core del SLiM, y no en el resto de las 

variantes 1N4M y 2R7G (Figura 5.8 y Suplementaria S12, Anexo). Por otro lado, el mayor número de 

interactores reportados con el SLiM LxCxE y la variabilidad de secuencia existente entre los mismos 

permite una mejor evaluación de las predicciones de la matriz 1GUX que las predicciones realizadas 

con las matrices 2R7G y 1N4M. 

 

Conclusiones finales: Mediante el análisis de métricas de recall y especificidad de varias matrices 

sobre diferentes datasets de benchmarking, se logró seleccionar las matrices 1GUX_8 y 1N4M_5 para 

su uso posterior en la priorización de péptidos hit. A pesar de las limitaciones de las matrices FoldX, 

se concluye que la combinación de la detección de patrones de secuencia utilizando expresiones 

regulares con el análisis energético de los péptidos hit mediante FoldX permitirá generar una lista 

priorizada de péptidos, considerando valores menores de FoldX como un factor importante para la 

priorización, aunque no exclusivo.  

 Por último, como se mencionó al principio del capítulo, FoldX es una herramienta que 

permite predecir la afinidad de interacción de los complejos. Si bien en el set de datos de hits ProP-PD 

muchos de ellos fueron considerados negativos por no presentar la expresión 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 más afín con los dominios pocket. Estos hits 

podrían contener nuevas variantes de SLiMs de interacción que no han sido considerados en este 

trabajo o reportados en la bibliografía hasta el momento y podrían ser considerados en futuros ensayos 

experimentales. 
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Capítulo 6: Criterios de priorización para péptidos 

hit. 
A lo largo de este trabajo se emplearon herramientas bioinformáticas que nos permitieron 

evaluar parámetros estructurales, de secuencia y de estabilidad energética de una lista de péptidos que 

fueron hit en el ensayo ProP-PD utilizando a los dominios pocket de Rb y p107 como carnada. Hacia 

el final del análisis, se consideró también la información de localización celular anotada por el grupo 

de investigación que diseñó la biblioteca HD2, siendo “núcleo” o “núcleo y citoplasma” las categorías 

de interés funcional dado que colocalizan con las proteínas pocket  [40]. Se discutió la importancia de 

evaluar conjuntamente los resultados de los diferentes parámetros (secuencia, estructura y estabilidad) 

con el objeto de generar una lista priorizada de péptidos candidatos a ser testeados 

experimentalmente. El benchmarking de cada parámetro se realizó a partir de los valores obtenidos 

para una lista de péptidos que corresponden a SLiMs para los cuales se ha validado su interacción con 

las proteínas pocket curados a partir de la base de datos ELM y evidencias de nuestro grupo. Esto 

permitió establecer umbrales para identificar características deseables en los hits. 

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 

interacción con las proteínas pocket. En segundo lugar, se utilizaron parámetros estructurales para 

identificar péptidos que se encuentren con alta probabilidad accesibles para interactuar con las 

proteínas pocket. La implementación de RSA utilizando modelos AlphaFold permitió mejorar las 

predicciones de desorden utilizadas en el diseño de la biblioteca HD2 antes del advenimiento de este 

algoritmo de predicción estructural. Dentro de los péptidos con un valor de RSA mayor o igual a 0,4, 

se dió prioridad a los que presenten un mayor valor RSA y luego, a los que presenten un mayor valor 

de IUPred. Los que se identificaron con un valor de IUPred menor a 0,4 o bien compartían más de 

ocho residuos con dominios Pfam, fueron identificados con una advertencia. Aquellos que presentaron 

un valor de IUPred inferior a 0,2 y más 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 núcleo y núcleo-citoplasma, debido a que 

comparten localización celular con la familia de proteínas pocket.  Por último, se evaluó que los 

SLiMs candidatos fuesen energéticamente estables según 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 aplicarán los criterios de priorización a lo largo de 

este capítulo: 

1. Detección 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, serán filtrados.  

2. Evaluación de parámetros estructurales que incluye:  

a. Valor de accesibilidad relativa al solvente (RSA): se conservarán los péptidos que superen 

o igualen un valor de RSA de 0,4. Los hits que se encuentren por debajo de este valor, serán 

filtrados.  

b. Valor de predicción del desorden con IUPred: se priorizarán 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 

serán identificados con una advertencia.  

c. Solapamiento con residuos Pfam: se priorizarán péptidos que compartan ocho residuos o 

menos con dominios Pfam. Aquellos péptidos que compartan nueve o más, serán identificados 

con una advertencia.  

d. Si el péptido supera el valor de 0,4 de RSA, pero presenta un valor de IUPred inferior a 0,2 y 

más de ocho residuos solapados con un dominio Pfam, será filtrado.  

3. Localización celular: Se priorizarán péptidos con localización celular nuclear y 

nuclear-citoplasmática. 

4. Estabilidad energética según matrices FoldX:  

a. Péptidos con SLiM LxCxE escaneados con 1GUX_8: se identificarán 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 último, para los hits que cumplen con los criterios estructurales y que poseen localización 

citoplasmática, serán considerados en la priorización dependiendo de la función asociada. Esto se 

debe a que algunas proteínas que podrían mediar los roles mitóticos de las proteínas pocket, tienen 

asignada localización citosólica debido a que la membrana nuclear se disgrega durante la mitosis. En 

este trabajo, esta selección fue realizada para algunos hits mediante curación manual, pero en el futuro 

podría automatizarse mediante la incorporación de términos GO en la priorización. Aquellos hits 

provenientes de proteínas reportadas en IntAct o ensayos de proteómica en los que no se haya 

detectado una expresión regular previamente conocida, serán considerados ya que podrían representar 

modos de interacción novedosos. Estas consideraciones guiarán la elección de candidatos priorizables 

discutidos a lo largo de este capítulo. 

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

LxCxE de Rb testeados experimentalmente  

A continuación, 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 LxCxE identificados como hits de 

Rb y previamente validados en el laboratorio. De los 26 péptidos con SLiM LxCxE ensayados (Tabla 

S17, Anexo), este análisis incluye 11 péptidos hit que provienen de la biblioteca HD2 (Tabla 6.1). 

Tabla 6.1. Criterios de priorización aplicados a Péptidos hit de Rb testeados experimentalmente con SLiM LxCxE. 

ID Uniprot RSA# IUPred# Pfam#* Localización 
celular#✝ FoldX#** Tipo de 

interacción*** Criterio aplicado 

CPSF7_HUMAN 0,83 0,46 0 N 4,34 SP Priorizable 
FANCM_HUMAN 0,83 0,37 0 N 1,78 W Priorizable (IUPred) 
HFM1_HUMAN 0,88 0,20 0 NC 1,43 W Priorizable (IUPred) 

HMBX1_HUMAN 0,52 0,65 16 NC 0,43 N Priorizable (Pfam) 

GTSE1_HUMAN 0,75 0,33 15 NC 1,50 SP Priorizable (IUPred y 
Pfam) 

SEPT7_HUMAN 0,46 0,26 16 NC 4,27 SP Priorizable (IUPred y 
Pfam) 

S31D1_HUMAN 0,73 0,41 16 C 2,13 SP Priorizable (Pfam, 
Localización) 

KIF24_HUMAN 0,81 0,62 0 C 0,22 SP Priorizable (Localización) 
CE295_HUMAN 0,76 0,51 0 C 3,38 SP Priorizable (Localización) 
ZN445_HUMAN 0,62 0,51 0 N 10,05 W Priorizable (FoldX) 

AF17_HUMAN 0,48 0,10 16 N 1,72 SP Filtrado (IUPred, Pfam) 
#Celdas en amarillo indican una advertencia. Celdas en rojo señalan el motivo de filtrado 
* Número de residuos solapados con dominios Pfam 
✝N= Núcleo; NC= Núcleo y Citoplasma; C= Citoplasma 
** Valor de FoldX con la matriz FoldX 1GUX_8 
*** Tipo de interacción 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 expresión regular), dado que 

presentan en su secuencia una variante del SLiM LxCxE. El segundo criterio, incluye a los tres 

parámetros estructurales considerados en este trabajo (RSA, IUPred y Pfam).  

Luego, se analizaron según la localización celular anotada para cada péptido en la biblioteca 

HD2, siendo núcleo o núcleo y citoplasma las de preferencia y por último que al escanearlos con la 

matriz FoldX 1GUX_8 tengan un valor menor a cinco (energéticamente estables). Los 11 péptidos 

fueron clasificados según 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 hits evaluados experimentalmente se observan siete casos 

interesantes que resaltan la relevancia de los criterios. 

 

Importancia del valor de RSA. El  primer caso es la proteína HFM1_HUMAN, con un valor de 

IUPred de 0,2. La proteína HFM1 es una DNA helicasa ATP dependiente. Este péptido se encuentra 

en el N-terminal de la proteína que en el modelo AlphaFold es desordenado y está 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 más bajos en los extremos de las secuencias ya que se usa una ventana de residuos 

más chica para predecir el desorden. Este ejemplo resalta la importancia de complementar las 

predicciones de IUPred con herramientas como RSA, que nos acerquen a identificar candidatos para 

validaciones experimentales. 

Importancia de residuos solapados con dominios Pfam: 

Dominios Pfam y Dimerización: El segundo caso es el péptido de la proteína HMBX1_HUMAN. 

HMBX1, Proteína con homeobox 1, es un factor de transcripción que pertenece a la clase HNF de la 

familia de genes homeobox. Los valores de FoldX, RSA e IUPred cumplen con los criterios de 

priorización y se detecta la expresión 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 función es de dimerización [63]. Dado que la base de datos de AlphaFold2 sólo 

contiene modelos monoméricos, el RSA calculado a partir del modelo de esta proteína podría reflejar 

incorrectamente la accesibilidad de este péptido para interactuar en el caso de que esté formando el 

dímero [54]. Por lo tanto, si bien se determinó experimentalmente que no interactúa con Rb, si fuera 

positivo podría haber sido un falso positivo requiriendo otros experimentos que garanticen su 

accesibilidad. 

Dominios Pfam y Regiones Desordenadas: El péptido proveniente de GTSE1_HUMAN, la proteína 1 

de expresión en fase G2 y S, solapa con el dominio Pfam GTSE1_N. El péptido hit de la 

S31D1_HUMAN, proteína 31D1 espermatogénesis asociada, se encuentra dentro de un dominio Pfam 

DUF4599, que son dominios sin función conocida. Una búsqueda bibliográfica no reveló información 

sobre la estructura de estos dos dominios y los modelos AlphaFold indican que ambas proteínas son 

desordenadas en esa región, por lo que puede tratarse de regiones desordenadas (IDRs) de alta 

conservación 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 proteína septina-7 SEPT7_HUMAN presenta 

valores cercanos a los umbrales de FoldX, RSA e IUPred. El péptido está completamente solapado 

con un dominio septina de Pfam. Sin embargo, existen 15 cadenas que representan el dominio 

provenientes de seis estructuras determinadas por cristalografía de rayos X (PDBs: 2qag, 3tw4, 6n0b, 

6n12, 6uqq, 3t5d) y una determinada por microscopía electrónica (PDB: 7m6j). En una de estas 

cadenas, la región correspondiente al péptido hit 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 está expuesto y accesible para interactuar con el 

dominio globular más allá de la advertencia de Pfam. 

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

detectar aquellos hits que podrían resultar en falsos positivos por encontrarse dentro de dominios 
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globulares o no accesibles, así como también indicar para cuales hits es necesario profundizar en la 

búsqueda bibliográfica 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 parámetros evaluados.  

 

Utilización de FoldX para la priorización 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 podría 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 está llevando a cabo ensayos experimentales de 

mutagénesis para confirmar esta hipótesis. 

Limitaciones de FoldX en la detección de SLiMs. El péptido de la proteína Zinc Finger 445 

(ZN445_HUMAN) presenta valores de parámetros estructurales que indican que podría ser priorizado 

y una localización celular deseada, pero posee un valor de FoldX de 10,05 (AREPW). Este valor de 

FoldX se debe a que en la posición hidrofóbica +2 hay un triptófano que es altamente penalizado por 

FoldX. Sin embargo, este péptido fue un interactor positivo en los ensayos experimentales y nuestro 

grupo determinó que la mutación de leucina a triptófano en la posición +2 equivalente del SLiM 

LxCxE de HPV E7 es poco disruptiva, disminuyendo la afinidad en sólo 2 veces (ver Tabla S2, 

Anexo) indicando que el triptófano es una variante posible y que la penalización extrema del 

triptófano en la posición +2 es una limitación de FoldX. 

Concluímos 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 identificación de 

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

 

Relevancia de IUPred y un filtrado exitoso. El último caso de interés es el péptido de la proteína 

AF17_HUMAN, identificado como SP en ensayos experimentales, y que presenta un residuo 

hidrofóbico en la posición +2, lo que le confiere una mayor afinidad de unión y los valores de FoldX y 

RSA son apropiados. Sin embargo, el valor de IUPred predice que la secuencia es ordenada, con un 

valor de 0,1. El modelo AlphaFold muestra que forma parte de una lámina beta dentro de un dominio 

zinc-finger globular al igual que ocurre en la proteína homóloga 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 evaluación de péptidos que presentan un valor de 

IUPred por debajo de 0,2 en conjunto con una advertencia de Pfam, podría facilitar el filtrado de 

péptidos que no son candidatos priorizables por encontrarse dentro de un dominio globular,  aún 

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, 6N0B, 6N12, 6UQQ, 3T5D y 7M6J [64] de la proteína SEPT7. Se observa 
la estructura en color azul claro y se destaca el segmento correspondiente al péptido hit en color rosa. B: Estructura 
modelada en AlphaFold2 (AF-P55198-F1 [23]) de la proteína AF17 (verde) alineada con la estructura cristalizada del 
dominio PZP de la proteína AF10 (gris) (PDB: 5DAH) [64] donde se detectó el patrón del SLiM LxCxE con un residuo 
hidrofóbico en la posición +2 respecto al core del SLiM(LLCEEEV) que forma parte de una lámina beta dentro de un 
dominio zinc-finger.   
 

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

más de una herramienta y umbrales que permitan analizar parámetros con advertencias.  

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

proteómica) 

En esta sección, se priorizarán aquellos péptidos hit de ProP-PD que son interactores 

previamente conocidos de las proteínas pocket reportados en IntAct [42] (ver Sección 2.2) o en 

ensayos de proteómica [48] (ver Sección 2.3).  

i- Candidatos provenientes de la base de datos IntAct: Se identificaron tres hits de Rb, dos 

sin SLiM conocido (ECD_HUMAN, XPA_HUMAN) y uno con un SLiM LxAxE (TAF1_HUMAN) 

(Tabla 6.2). 

El hit de TAF1_HUMAN, se solapa en once residuos con el dominio Pfam de unión 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 microscopía electrónica excepto en 

una estructura donde se observan 60 residuos de esta región (Figura 6.2). Esto lo convierte en un hit a 

priorizar por encontrarse el SLiM candidato en una región 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 proteína TAF1 humana. Se indica la estructura en color azul claro y la región del péptido hit en color rosa. Los seis 

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

línea rosa punteada. 

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

ID Uniprot# Secuencia## SLiMΔ RSA IUPred### Pfam* ### Localización
✝ 

FoldX 
1GUX_8** 

FoldX 
1N4M_5*** 

Criterio 
aplicado 

TAF1_HUMAN (I) SLITELTANEELTGTD 
No 

reportado 
LxAxE 

0.77 0.50 11 N 0,93 - Priorizable 
(Pfam) 

ECD_HUMAN (I) SVMAPVDVDLNLVSNI - 0,47 0,58 9 NC 4,21 3,87 No priorizable 
(Regex) 

XPA_HUMAN (I) LEVWGSQEALEEAKEV - 0,42 0,42 0 NC 5,12 6,61 No priorizable 
(Regex) 

TPM3_HUMAN (P) MMEAIKKKMQMLKLDK E2F 0,68 0,48 0 C - 3,05 No priorizable 
(FoldX) 

DREB_HUMAN (P) SLIDLWPGNGEGASTL E2F 0,88 0,48 0 C - 4,83 Priorizable 
(FoldX) 

PRUN2_HUMAN (P) 

SGIMELYGSDIEPQPS E2F 0,82 0,53 0 C - -1 Priorizable 
(Localización) 

PTFLEIWNDSVDGDSF 
E2F like 

0,87 0,48 0 
C 

8,0 
5,89 

Priorizable 
(FoldX) 

DRKTPTFLEIWNDSVD 0,86 0,45 0 8,15 Priorizable 
(FoldX) 

PDLI1_HUMAN (P) VTEEGKRHPYKMNLAS - 0,77 0,60 0 C 7,82 4,16 Priorizable 
(FoldX) 

PLAK2_HUMAN (P) LTVVKDDDHGILDQFS - 0,52 0,81 0 NC 7,36 -0,41 Priorizable 
(Regex) 

SCMC1_HUMAN (P) ELLKSYWLDNFAKDSV E2F 0,42 0,03 11 C - 5,43 Filtrado (IUPred, 
Pfam) 

#Se indica entre paréntesis si el péptido fue reportado en IntAct (I) o en ensayos de proteómica (P) 
##Detección de la expresión regular de los SLiMs LxCxE o E2F (negro), detección 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 señalan el motivo de filtrado 
ΔSLiM detectado.  
* Número de residuos solapados con dominios Pfam 
✝N= Núcleo; NC= Núcleo y Citoplasma, C= Citoplasma 
**Valor mínimo de secuencia escaneada con matriz FoldX 1GUX_8. 
***Valor mínimo de secuencia escaneada con matriz FoldX 1N4M_5. 
 

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

este trabajo y ambos son identificados con localización núcleo-citoplasmática. 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 serán priorizados.  

 

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

solapados pertenecientes a seis proteínas del ensayo de proteómica [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 proteínas clasificadas en la biblioteca HD2 como 

citoplasmáticas ( SCMC1_HUMAN, TPM3_HUMAN, DREB_HUMAN, PRUN2_HUMAN). 

Entre las proteínas de localización citosólica, la proteína 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 encontraría 

accesible. La proteína TPM3_HUMAN, posee funciones no relacionadas con las proteínas pocket por 

lo que no será priorizada. Por el otro lado, el péptido de DREB_HUMAN, se identificó un SLiM E2F, 

esta proteína citosólica posee roles en diferenciación celular por lo que sí será priorizada. 

Por otro lado, se identificaron dos péptidos no solapados de la proteína citoplasmática 

PRUN2_HUMAN: uno de ellos presentó un SLiM E2F canónico (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 posición del SLiM 

(FLEIW) que resta testear y presenta buenos valores estructurales (Tabla 6.2). Si bien la localización 

de PRUN2_HUMAN es citosólica, es priorizable por estar relacionada al desarrollo tumoral y por su 

expresión en la fase G1 del ciclo celular. Estos péptidos están siendo testeados en el laboratorio. 

La proteína PLAK2_HUMAN por otro lado, presenta parámetros estructurales priorizables y 

localización nuclear (Tabla 6.2). Aunque no presenta en su secuencia una expresión regular canónica 

para los SLiMs E2F y/o LxCxE, podría representar una variante E2F-Like ILDQF de interacción con 

el dominio pocket ya que esa secuencia puntúa muy bien con la matriz (FoldX 1N4M_5: -0,41), y en 

otros hits sin SLiM detectado como KNL1 testeados en el laboratorio se detectó un SLiM funcional 

LTDTW donde la segunda posición hidrofóbica 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 análisis considerando términos GO de hits cuyos roles se encuentren relacionados a los 

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

En esta sección, 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 Sección 3.3). Los modos de unión “reverso” ya 

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

Se identificaron péptidos solapados provenientes de dos proteínas con una fenilalanina en la 

primera posición del SLiM E2F propuesto en este trabajo. Estos hits, provienen de las proteínas 

PRUN2_HUMAN y ZN865_HUMAN. En el mismo análisis, MEME [52] incluyó un alineamiento 

con la secuencia del péptido de la proteína estriatina-1 (STRN3_HUMAN) donde no se detectó 

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

ID Uniprot Secuencia# SLiM* RSA IUPred Pfam Localización✝ FoldX 
1GUX_8** 

FoldX 
1N4M_5*** 

Criterio 
aplicado 

ZN865_HUMAN 
SYPFDFLEFLNHQRFE 

E2F like 
0,83 0,46 0 

N 
6,13 

4,1 

Priorizable 
(Regex) 

VHFQSYPFDFLEFLNH 0,83 0,46 0 7,64 Priorizable 
(Regex) 

STRN3_HUMAN VLETFNFLENADDSDE E2F 
reverso 0,89 0,64 0 NC 5,03 0,13 Priorizable 

(Regex) 
#Detección de la expresión 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= Núcleo; NC= Núcleo y Citoplasma 
**Valor mínimo de secuencia escaneada con matriz FoldX 1GUX_8. 
***Valor mínimo de secuencia escaneada con matriz FoldX 1N4M_5. 

 

Los péptidos provenientes de PRUN2_HUMAN fueron discutidos en la sección anterior, 

dado que la proteína fue identificada como interactora de Rb en ensayos de proteómica [48]. Los 

péptidos provenientes de la proteína ZN865_HUMAN cumplen con los criterios estructurales y se 

localizan en núcleo. El valor mínimo 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 sustitución por fenilalanina en la primera posición (Tabla 6.3 y Tabla S12, Anexo). Pero podría ser 

que FLEFL sea la secuencia de unión y la matriz FoldX no refleje bien la aceptación de F en la 

primera posición. En el péptido de STRN3_HUMAN se identificó un SLiM E2F reverso, que podría 

representar una forma novedosa de interacción 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 

parámetros estructurales y de localización celular priorizables. El valor de FoldX no corresponde con 

la secuencia propuesta, pero de ser un E2F reverso no puede considerarse ya que la orientación del 

péptido sería la inversa (Tabla 6.3). Considerando el valor de FoldX, también podría ser un caso 

similar al de KNL1_HUMAN LTDTW discutido en la sección 6.2 donde la segunda posición 

hidrofóbica 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 sustitución por fenilalanina en la primera posición y alanina en la última 

(Tabla S12, Anexo). La secuencia detectada por FoldX VLETF también es un caso similar a 

KNL1_HUMAN. Sólo la evaluación experimental podrá desambiguar estos casos. 

Los tres hits discutidos en esta sección, representan variantes novedosas del SLiM E2F 

(E2F-Like y E2F-Reverso) que han sido detectados gracias al análisis bioinformático presentado y 

constituyen ejemplos de alto interés para ser evaluados experimentalmente. 

6.4. Priorización de hits ProP-PD conteniendo SLiMs candidatos 

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

1. Detección de patrones de secuencia y anotación de variantes de mayor afinidad. 

2. Evaluación de parámetros estructurales: 

a. Valor de accesibilidad relativa al solvente (RSA)  

b. Valor de predicción del desorden con IUPred 

c. Solapamiento con residuos Pfam 

3. Localización celular 

4. Estabilidad energética de matrices FoldX.  

Se reportan a continuación los péptidos elegidos por orden de priorización en base a la 

variante del SLiM que se espera sea de mayor afinidad y el menor valor de FoldX que se estima que 

tendrá mayor afinidad. De poseer localización citosólica solo se seleccionaron, mediante inspección 

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

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

SLiM LxCxE de los cuales sólo uno tiene una regex de categoría 1 y ocho tienen una regex de 

categoría 2A/2B (Tabla S21, Anexo). Luego de evaluar los parámetros mencionados, es posible 

priorizar 28 péptidos no solapados de los cuales 23 presentan advertencias de IUpred, Pfam, 

localización citosólica 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 categoría 1 y cinco de 

categoría 2A/2B (Tabla 6.1).  

En la Tabla 6.4 se destacan cinco candidatos priorizables. El péptido ZN180_HUMAN es el 

único 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 número de SLiMs con 

cisteínas rescatados. Otro péptido candidato a priorización es el de la proteína TAF1_HUMAN, que 

presenta un SLiM no reportado LxAxE. Al haber sido discutido en la sección 6.2 (Tabla 6.2) no se 

incluyó en los cinco ejemplos de hits candidatos. La búsqueda de términos GO reveló que la proteína 

citosólica SUSD6_HUMAN está asociada a la respuesta al daño en el ADN y la proteína 

PCNT_HUMAN está asociada la organización de los microtúbulos 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 IUPred#

# 
Pfam#

* 
Localizació
n Celular** 

FoldX
*** Criterio aplicado 

RBM33_HUMAN EEQLYTDEVLDIEINE 2A 0,84 0,72 16 NC 0,84 Priorizable 
(Pfam) 

SUSD6_HUMAN ALPSYEEAVYGSSGHC 2A 0,64 0,36 0 C 5,81 Priorizable (IUPred, 
Localización, FoldX) 

PCNT_HUMAN SVQKLLAAEQTVVRDL 3 0,52 0,38 0 C 2,09 Priorizable (IUPred, 
Localización) 

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 sección 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. 
* Número de residuos solapados con dominios Pfam 
**N= Núcleo; NC= Núcleo 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 proteína 

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 IUPred, Pfam, localización citosólica 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 priorización (lista completa en Tabla S22, Anexo). Según los 

términos GO, la proteína citosólica AGGF1_HUMAN está involucrada en la diferenciación celular y 

proliferación 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* Localización 
Celular** FoldX*** Criterio aplicado 

HAX1_HUMAN PALDDAFSILDLFLGR 1 0,65 0,35 15 NC, SE -1,64 Priorizable (IUpred 
y Pfam) 

AGGF1_HUMAN  EVQTENHAPWSISDYF 1 0,81 0,51 0 C -0,63 Priorizable 
(Localización) 

GON7_HUMAN VTELFDPLVQGEVQHR 1 0,55 0,63 16 N -0,31 Priorizable (Pfam) 

SCAF8_HUMAN VFDYFEGATSQRKGDN 1 0,86 0,68 0 N 1,16 Priorizable 

VPS54_HUMAN  GMFISDAFGEGELTPI 1 0,86 0,28 0 NC, SE 1,72 Priorizable 
(IUpred) 

#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 sección 3.2.2 
* Número de residuos solapados con dominios Pfam 
**N= Núcleo; NC= Núcleo y Citoplasma 
***Valor de FoldX con la matriz FoldX 1N4M_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 proteína 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, localización celular o FoldX. En la Tabla 6.6 figuran los 

cinco seleccionados por orden de priorización. Las proteínas citosólicas LDB3_HUMAN y 

PDLI1_HUMAN tienen términos GO asociados a la diferenciación celular del músculo mientras que 

MNAR1_HUMAN está asociado a la  regulación negativa de la diferenciación 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* Localización 
Celular** FoldX*** Criterio aplicado 

LDB3_HUMAN  QYNNPIGLYSAETLRE 2A 0,63 0,57 16 C 1,82 Priorizable (Pfam, 
Localización) 

PDLI1_HUMAN  GLYSSENISNFNNALE 2A 0,58 0,51 16 C 3,23 Priorizable (Pfam, 
Localización) 

UTP25_HUMAN SLFSLETNFLEEESGD 2A 0,57 0,63 0 N 3,63 Priorizable 

MNAR1_HUMAN  KLTALDLQTQESLNPN 2B 0,67 0,45 16 C 2,35 Priorizable (Pfam, 
Localización) 

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 sección 3.2.1 
* Número de residuos solapados con dominios Pfam 
**N= Núcleo; NC= Núcleo y Citoplasma 
*** Valor de FoldX con la matriz FoldX 1GUX_8 
 

iv- Péptidos hit de p107 en el ensayo ProP-PD con el SLiM E2F: Finalmente, de los 18 

péptidos hit de p107 con el SLiM E2F detectado,  diez péptidos no solapados cumplen con los 

criterios de priorización 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  proteína citosólica KIF15_HUMAN indican funciones relacionadas con 

la migración cromosomal en mitosis mientras que los asociados a NEBU_HUMAN indican 

participación en la diferenciación celular y desarrollo de estructuras anatómicas. 
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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 IUPred## Pfam#* Localización 
Celular** FoldX*** Criterio aplicado 

KIF15_HUMAN STQMQELFSSERIDWT 1 0,57 0,46 0 C 0,56 Priorizable 
(Localización) 

ZN436_HUMAN QWGDLTAEEWVSYPLQ 3 0,71 0,4 0 NC 5,6 Priorizable (FoldX) 

NEBU_HUMAN KHAMEVAKKQSDVAYR 3 0,55 0,57 0 C 5,98 
Priorizable 

(Localización, 
FoldX) 

INKA1_HUMAN LVLGDNCFADLVHNWM 4 0,54 0,32 16 NC 1,65 Priorizable (IUPred, 
Pfam) 

#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 sección 3.2.2 

# Una celda coloreada indica que existe una advertencia. 
* Número de residuos solapados con dominios Pfam 
**N= Núcleo; NC= Núcleo 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 

proteínas pocket. Como se mencionó previamente, aquellos que presentan advertencias deberán ser 

evaluados individualmente para luego considerarlos en ensayos experimentales.  

 

Conclusiones de la aplicación de los criterios de priorización a hits ProP-PD provenientes de 

interactores conocidos reportados en IntAct o Proteómica: El análisis de los hits en conjunto con 

datos provenientes de ensayos de gran escala (ver Sección 6.2) permitió priorizar un péptido con un 

SLiM LxAxE y tres péptidos con un SLiM E2F canónico. Además, se identificaron dos péptidos 

solapados provenientes de la proteína PRUN2_HUMAN que presentan un SLiM E2F-like (Tabla 6.2) 

que actualmente están siendo ensayados en el laboratorio. Por último, se identificó en la proteína 

PLAK2_HUMAN un péptido a priorizar sin SLiM detectado pero con características de secuencias 

similares al péptido KNL1_HUMAN previamente ensayado en el laboratorio.  

 De los seis péptidos a priorizar cinco poseen localización celular citoplasmática. Sin embargo 

estos péptidos podrían estar involucrados en funciones relacionadas con las proteínas pocket, como 

ocurre en el caso del hit SP testeado en el laboratorio de la kinesina KIF24_HUMAN (Tabla 6.1) 

involucrada en procesos mitóticos, ya que durante la mitosis las proteínas citosólicas podrían 

interactuar con Rb luego de la disgregación de la membrana nuclear. En el futuro, el uso de términos 

GO será incorporado en el análisis para facilitar la identificación de proteínas con roles similares a las 

proteínas pocket. 

 

Conclusiones de la aplicación de los criterios de priorización 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 identificó 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 podrían 

representar modos de interacción novedosos que es necesario evaluar en futuros ensayos 

experimentales. 

Concluímos que el ensayo ProP-PD permite mapear SLiMs no reportados en interactores 

conocidos de las proteínas pocket, así como identificar posibles variantes novedosas de SLiMs para 

esta familia de proteínas. Por este motivo, será de interés futuro del laboratorio, evaluar con estos 

criterios aquellos péptidos que fueron hit, pero que no presentan las expresiones regulares definidas, 

teniendo en cuenta aquellos cuyos parámetros estructurales y/o de estabilidad de secuencia pasen los 

filtros y umbrales establecidos en el presente trabajo. 

 

Conclusiones de la aplicación de los criterios de priorización a hits ProP-PD con SLiMs conocidos:  

Se destacó al principio del capítulo la importancia de realizar una evaluación global que incluya más 

de un parámetro para establecer un criterio de priorización para seleccionar péptidos candidatos a 

ensayos experimentales. Se consideraron además péptidos de localización citosólica que cumplen con 

los parámetros 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 hit de Rb: 

28 con SLiM LxCxE (Tabla Suplementaria S21, Anexo) y 57 con el SLiM E2F (Tabla 

Suplementaria S22, Anexo). Para la proteína pocket p107, se priorizaron un total de 47 péptidos hit: 

37 con SLiM LxCxE (Tabla Suplementaria S23, Anexo) y diez con SLiM E2F (Tabla Suplementaria 

S24, Anexo). Del total de péptidos priorizados para ambas proteínas y SLiMs, se seleccionaron 19 hits 

a ser evaluados en ensayos experimentales. 
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6.5. Conclusión General 

Si bien las técnicas de gran escala arrojan un alto número de interactores, los ensayos in vitro 

no necesariamente identifican interactores fisiológicamente relevantes dado que variables como la 

localización celular, co-expresión en un mismo tipo celular o estado funcional de la célula o la 

accesibilidad de los SLiMs en cada proteína pueden condicionar que ocurra o no una interacción.  En 

este trabajo se utilizó una lista de péptidos provenientes de una biblioteca construida con el 

desorderoma humano, que se unieron a los dominios pocket de Rb y p107 en el ensayo ProP-PD, 

aunque en un contexto no fisiológico [40].  

Dada la baja complejidad y corta secuencia de los SLiMs, resulta probable encontrarlos en 

diferentes IDRs, formando parte de proteínas 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 abordó el análisis de péptidos 

hit desde un punto de vista estructural, de secuencia y estabilidad energética utilizando herramientas 

bioinformáticas que nos permitan en conjunto, diseñar una estrategia de filtrado y priorización de 

candidatos que reúnan condiciones favorables de interacción. Esta priorización genera un mayor nivel 

de confianza en los candidatos a ser testeados experimentalmente y a la vez logrará 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, además de la priorización de péptidos realizada para evaluar en futuros ensayos 

experimentales, las herramientas desarrolladas para el procesamiento y priorización de los datos del 

cribado de la biblioteca HD2 con Rb y p107 wild-type será 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 únicamente las sub-librerías de interés: nuclear (N) y núcleo-citoplasmática 

(NC) que ayudan a priorizar proteínas funcionalmente relevantes evitando la competición con blancos 

espúreos.  

Los resultados presentados, junto con la información disponible sobre SLiMs de interacción 

con proteínas pocket, contribuyen a ampliar el conocimiento sobre las bases moleculares de las 

interacciones que median procesos regulatorios cruciales, como la regulación de la proliferación y 

diferenciación celular y la progresión del cáncer. 
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Capítulo 7: Métodos 
Los scripts utilizados para el análisis de datos fueron realizados en Python3 y R v3.4.2. Los 

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

siguiente link: https://github.com/chemeslab/Lorenze_Carla. 

7.1. Descripción de la construcción de la biblioteca HD2 

El primer paso del ensayo ProP-PD fue la construcción 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 proteínas que pertenecen al 

proteoma humano, en primer lugar se redujo el espacio de búsqueda según anotaciones Uniprot a 

proteínas intracelulares con regiones desordenadas y loops de regiones estructuradas, descartando 

proteínas relacionadas con los términos “secreción”, a menos que también se encuentren relacionadas 

con los términos “citoplasma” y/o “núcleo”, “regiones transmembrana” y “regiones extracelulares” 

[65].  

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

intrínsecamente desordenadas (IDRs) y loops de regiones estructuradas:  

1. accesibilidad al solvente (SA) de estructuras resueltas de proteínas, 

2. accesibilidad al solvente de proteínas homólogas con estructura resuelta, y 

3. predicción del desorden con IUPred 

Para aquellas proteínas con estructura resuelta o bien homólogas a éstas (puntos 1 y 2), se 

calculó la accesibilidad al solvente y se clasificaron en accesibles con un valor mayor al umbral de 

33%. Para aquellas proteínas sin información experimental, se utilizó el predictor de desorden IUPred 

tomando regiones desordenadas por encima del umbral de 0.4. 

Por último utilizaron un criterio de suavizado (smoothing) que permitió definir el espacio de 

búsqueda: 

● descartaron regiones de menos de 4 residuos que no son consistentes con la categoría de las 

regiones flanqueantes, 

● conservaron regiones ordenadas de menos de 25 residuos en un contexto desordenado, y 

● 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 

citoplasmáticos de 8 residuos o más, se consideraron desordenados y fueron incluidos en el espacio de 

búsqueda de ProP-PD. Una vez definidos los péptidos, todas las cisteínas (C) fueron mutadas a  

alaninas (A) para evitar oxidación de cisteínas y formación 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. Organización de la biblioteca 

La biblioteca HD2 está organizada en pooles de péptidos según la localización subcelular de 

anotaciones en Uniprot de la proteína de la que provienen y términos GO [65,66]. La biblioteca HD2 

se dividió en distintas sub-bibliotecas con el fin de reducir el número de interacciones competitivas. El 

tamaño 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 tamaños: (1) citoplasma, sin incluir compartimento nuclear- 3 archivos de 92918 péptidos, 

(2) núcleo sin citoplasma- 3 archivos de 92918 péptidos, (3) sistema endomembrana- 2 archivos de 

92918 péptidos, (4) núcleo y citoplasma- cuatro archivos de 92918 péptidos, (5) extracelular- 1 

archivo de 92918 péptidos, (6) otros- 1 archivo de 92918 péptidos. Los espacios vacíos de los chips 

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

7.1.2. Transformación de fagos, incubación y selección 

El equipo de trabajo obtuvo los oligonucleótidos codificantes de los péptidos de la biblioteca 

HD2 que fueron desplegados en un sistema de fagos M13 [40]. Según protocolo previamente descrito 

[67,68] realizaron la transformación de fagos, incubación y selección de péptidos expuestos en la 

superficie de los fagos (Figura 7.1, arriba). Luego de cada selección, se secuencian (Illumina) las 

regiones codificantes de los pools de fagos enriquecidos para evaluar los péptidos de interacción con 

los dominios de interés (Figura 7.1).  

Finalmente se obtuvo una lista de péptidos hit con información sobre el número de réplicas en 

la cual se recupera el péptido, número de cuentas totales, es decir el número total de veces que el 

péptido es detectado  por NGS en el total de réplicas y número de péptidos solapantes obtenidos 

dentro del conjunto de hits [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 aminoácidos, de los cuales 12 residuos se encuentran solapados con péptidos de 
una región contigua, logrando así cubrir con más de una copia los segmentos desordenados a analizar. Los péptidos se 
retro-transcribieron y añadieron adaptadores para construir una biblioteca de oligonucleótidos de fagos. Abajo: la biblioteca 
de fagos fue sometida a un proceso de selección iterativo (rondas de selección, recuadro punteado), donde se la incubó con 
los dominios pocket de Rb, p107 y p130. Los péptidos enriquecidos durante la selección 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 selección. Utilizaron un 

conjunto de datos comparativo de SLiMs conteniendo 466 instancias de SLiMs previamente validados 

en ELM [36] como interactores de las 40 proteínas carnada que se utilizaron en el ensayo ProP-PD. 

De estas instancias, 337 se encontraban presentes en la biblioteca HD2 diseñada 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: número de réplicas en las que se encontró al péptido 

2. Péptidos solapados, el número 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 número de cuentas para cada péptido que 

surge del análisis por NGS de cada réplica. 

7.2. Organización 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 únicos en base a la 

secuencia con la mutación por alanina (A). El archivo de texto plano final  en formato ‘.csv’ de la 

biblioteca HD2 contiene información de los péptidos únicos incluidos en la librería indicando: la 

secuencia con cisteína y la secuencia mutada por alanina, el número de acceso, UniRef (referencia de 

clusters de Uniprot), identificador Uniprot, nombre completo de la proteína, total de residuos de la 

proteína, cantidad de residuos desordenados en la proteína completa, porcentaje de residuos 

desordenados en la proteína completa, posiciones de inicio y fin del péptido, si la secuencia contiene 

una mutación de C→A y localización celular.  

Se creó un identificador único de cada péptido conformado por tres valores: número de 

acceso, posición de inicio y secuencia no mutada.  

Para cada péptido se incluyó además si era un “verdadero positivo” para los SLiMs LxCxE y 

E2F según 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 incluyó para cada péptido información proveniente de la base de datos de 

interactores IntAct [42], indicando si el péptido pertenece a una proteína reportada como interactor 

directo/indirecto de Rb, p107 o p130. Por último, para cada péptido se indicó si pertenecían o no a una 

proteína reportada en un ensayo de proteómica con Rb [48]. 

7.2.1. Lista de péptidos hit para cada proteína 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 información sobre el nombre de la proteína, la secuencia wild-type del péptido que 

fue hit, secuencia con la mutación C→A, cantidad de réplicas realizadas en el ensayo para cada 

péptido, solapamiento del péptido (12 residuos o mas) con otro péptido hit de la lista, número de 

cuentas luego del análisis de secuenciación para cada réplica y sumatoria total de cuentas para cada 

péptido, el número de acceso de la proteína 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. Evaluación de calidad del ensayo ProP-PD 

Con el fin de evaluar la recuperación de interactores validados en el ensayo ProP-PD, se 

realizó una búsqueda 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 proteómica reportados previamente para Rb [48]. 

7.3.1. Búsqueda en bases de datos y datos de proteómica: Identificadores de 

las proteínas pocket 

Los dominios pocket de las tres proteínas 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 proteínas pocket. 

Nombre de la proteína 
Retinoblastoma- 

associated protein 
pRb 
Rb 

Retinoblastoma- like 
protein 1 

pRb1 
p107 

Retinoblastoma- like 
protein 2 

pRb2 
p130 

Identificador Uniprot RB_HUMAN RBL1_HUMAN RBL2_HUMAN 
Nombre del gen RB1 RBL1 RBL2 

Número de acceso P06400 P28749 Q08999 

7.3.2. Recolección de Verdaderos Positivos: ELM, Base de datos de Motivos 

Lineales ( Eukaryotic Linear Motif database) 

La base de datos ELM reúne anotaciones de SLiMs eucariotas validados experimentalmente 

que fueron curados manualmente a partir de literatura. Las instancias presentes en ELM se clasifican 

según el tipo de SLiM, su función y clase ELM, esta última descrita por una expresión 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 función pero luego de 

revisión 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 información que determine si es funcional o no [36]. 

Se recolectaron todas aquellas instancias correspondientes a los SLiMs de interacción con las 

proteínas pocket identificadas como “LIG_Rb_LxCxE_1” y “LIG_Rb_pABgroove_1” que 

correspondieran a Homo sapiens. Al momento de la búsqueda (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 proteína LIN-52 

(LIN52_HUMAN, Q52LA3) con un SLiM LxSxE [22], y tres proteínas con un SLiM E2F: el factor 

de transcripción E2F3 (E2F3_HUMAN, O00716) [69], el factor de transcripción E2F4 
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(E2F4_HUMAN, Q16254)  [69] y el factor de transcripción E2F5 (E2F5_HUMAN, Q15329). Hasta 

la fecha (agosto 2024), con excepción de las instancias recolectadas de la literatura, no se reportaron 

en ELM nuevos SLiMs de interacción correspondientes a humanos para los SLiMs E2F y LxCxE 

(Tabla S1, Anexo) [38]. 

  La información recolectada incluye el identificador de ELM de cada instancia, el tipo de 

interacción bajo el que fueron anotadas (LIG: ligando, en este caso), nombre de la proteína, número 

de acceso, posiciones de inicio y fin del péptido en la proteína, referencias de la publicación donde se 

identificó la interacción, el método mediante el cual se identificó, si la interacción fue clasificada 

como TP, FP, TN o U, el identificador PDB, el organismo del que proviene la instancia anotada y una 

secuencia de 20 aminoácidos conteniendo el SLiM de interacción. 

Se identificó y anotó la presencia de verdaderos positivos (reportados con SLiMs ‘LxCxE’, 

‘E2F’ o ‘LxSxE’) en la biblioteca HD2 y en los hits del ensayo ProP-PD para las proteínas pocket, 

buscando coincidencias con la tabla recolectada utilizando dos criterios: coincidencia en los números 

de acceso y solapamiento del 50% de la secuencia aminoacídica (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 proteínas conocidas conteniendo SLiMs de interacción validados [36].  

Los datos recolectados nos permitieron estimar el recall global del ensayo y el recall para 

cada proteína pocket. El recall es el porcentaje de instancias conteniendo SLiMs conocidos 

recuperados en relación con la cantidad de instancias presentes en la biblioteca HD2 y se calculó de la 

siguiente manera: 

   =      2  ×  100
 

7.3.3. Base de datos IntAct 

IntAct es una base de datos pública de interacciones moleculares, que reúne datos 

seleccionados de literatura o directamente enviados por los usuarios [42]. Para realizar la búsqueda, se 

utilizaron los números de acceso de las proteínas pocket y se aplicaron los siguientes filtros: 

● Especies interactoras: se buscaron interacciones exclusivas de Homo sapiens con 

intra-interacciones (provenientes de proteínas de Homo sapiens con proteínas 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 proteínas humanas con interacciones en su propio 

contexto celular; 

● Tipo de interactor: proteico, dado que es de nuestro interés identificar interacciones específicas 

mediadas por SLiMs con la familia de proteínas pocket; 

● Tipo de interacción:  
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○ Asociación física o indirecta: cuando los interactores fueron identificados dentro de un 

complejo, es decir, dentro de un grupo de moléculas en contacto con la proteína de interés  

○ Interacciones directas: incluye fosforilación, metilación, acetilación y desacetilación, además 

de interacciones entre proteínas.  

Se obtuvieron 24 interactores de Rb de tipo de interacción directa y 78 indirectos (Tabla S3, 

Anexo), para p107 se encontraron tres interactores directos y 35 indirectos (Tabla S4, Anexo) y en el 

caso de p130 se encontraron tres interactores directos y 13 indirectos. Se identificó y anotó 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 números de acceso. Se anotó además cuáles de 

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

Se estimó el recall de interactores recolectados en la base de datos IntAct teniendo en cuenta 

el número de interactores recuperados luego del cribado y de presentes en la biblioteca HD2, de la 

siguiente manera. 

 =      2  ×  100
Comparación 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 proteómica, donde se evaluó la interacción 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 número de acceso. 

7.4. Detección 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 información 

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

Con el objetivo de identificar los SLiMs conocidos E2F y LxCxE presentes en péptidos hit de 

Rb y p107 en el ensayo ProP-PD, se desarrolló un programa de identificación de las variantes 

consideradas de cada SLiM que permitió 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 posición son fijas (indicadas en azul) y las posiciones dos y cuatro son variables 

(indicadas por un punto). 

● En la primera posición fija se admite un residuo I o L, presentes en instancias reportadas, 

como KDM5A_HUMAN (LxCxE)  o HDAC_HUMAN (IxCxE) [36]. 

● En la segunda posición fija se admite la cisteína C y serina S, reportada como variante del 

SLiM en la proteína LIN52_HUMAN (LxSxE). Se incluyó también al residuo A, cuya 

afinidad de interacción disminuye 62 veces la afinidad de interacción , 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 proteína E7 del papilomavirus. Por último en esta posición se 

consideró una treonina T por su similitud estructural con el residuo S. 

● En la tercera posición fija se consideró únicamente al glutámico E. 

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

residuos aromáticos fenilalanina, triptófano y tirosina se posicionan hacia afuera del dominio, 

aumentando la afinidad de interacción [34,50]. 

 Dado que para la construcción de la biblioteca HD2 se realizó la mutación C→A, esto afecta 

al SLiM en la segunda posición fija disminuyendo la afinidad de unión del péptido por el dominio 

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

unión a pesar de no poseer la C central, restringiendo la expresión regular a residuos preferidos en las 

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

● ácidos: aspártico (D) y glutámico (E) en la posición -1 hacia el extremo N-terminal  

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

del SLiM 

● hidrofóbicos: 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 I y L en la primera posición fija 

● Cisteína y serina (S) en la segunda posición fija, por ser variantes del SLiM, A por presentar 

mayor afinidad de unión que S (Tabla S2, Anexo) ) y treonina (T) por su similitud estructural 

con S.  

El segmento acídico posicionado en el extremo C-terminal no fue considerado para el análisis 

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

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

LxCxE y se agruparon en cinco categorías por orden de prioridad, de acuerdo a las características que 

mayor afinidad le confieren a la interacción entre el péptido y la proteína pocket, donde 1 es la 
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categoría con mayor afinidad de unión y 5 con menor afinidad (Tabla 7.2).  

Tabla 7.2. Definición de variantes del SLiM LxCxE. 
Categoría# Variante LxCxE Expresión regular 

1 
Res. ácido en -1,  

posición/es variable/s,  
res. hidrofóbico +2/+3  

[DE][IL][YFH][CAST].E.{1,2}[WFILYVM] 
[DE][IL].[CAST][YFH]E.{1,2}[WFILYVM] 

 
2 

A. Posición/es variable/s,  
res. hidrofóbico +2/+3 

[IL][YFH][CAST].E.{1,2}[WFILYVM] 
[IL].[CAST][YFH]E.{1,2}[WFILYVM] 

B. Res. ácido en -1,  
res. hidrofóbico +2/+3 

[DE][IL].[CAST].E.{1,2}[WFILYVM] 

C. Res. ácido en -1,  
posición/es variable/s 

[DE][IL][YFH][CAST].E 
[DE][IL].[CAST][YFH]E 

3 Res. hidrofóbico +2/+3 [IL].[CAST].E.{1,2}[WFILYVM] 

 
4 

A. Res. ácido en -1 [DE][IL].[CAST].E 

B. Posición/es variable/s 
[IL][YFH][CAST].E 
[IL].[CAST][YFH]E 

5 Res. centrales [IL].[CAST].E 
#Las categorías se listan en orden decreciente de afinidad. 

7.4.2. SLiM E2F 

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

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

 

● La primera posición fija [LIMVA]: se la mantuvo como la describe ELM. 

● La siguiente posicion variable: se mantuvo como la describe ELM. 

● La segunda posición fija [DE]: se incluyó también la glutamina (Q) y asparagina (N), dado 

que son residuos polares que pueden establecer puentes de hidrógeno con residuos del 

dominio pocket, así como lo hacen como D y E, 

● En la cuarta y quinta posición fijas: se incluyeron todos los residuos aromáticos e 

hidrofóbicos alifáticos. 

● La última posición hidrofóbica [IL]{0,1}, así como la posición ácida [DE]|(S) no se 

incluyeron en la definición.  

Esto permitió hacer la expresión regular más abarcativa, dada la falta de información 

disponible para este SLiM. 

Se utilizaron variantes de expresiones regulares del SLiM E2F y se agruparon en cuatro 

categorías por orden de prioridad, de acuerdo a las características que mayor afinidad le confieren a la 

interacción entre el péptido y la proteína pocket, donde 1 es la categoría con mayor afinidad de unión 

y 5 con menor afinidad (Tabla 7.3).  
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Tabla 7.3. Definición de variantes del SLiM E2F. 
Categoría# Variante E2F Expresión regular 

1 
Res. ácido en tercera posición, 

res. F/Y en quinta posición 
[IVLMA].[DE][IVLFMYAW][FY] 

2 Res. F/Y en quinta posición [IVLMA].[NQDE][IVLFMYAW][FY] 

3 Res. ácido en tercera posición [IVLMA].[DE][IVLFMYAW][IVLFMYAW] 

4 Res. centrales [IVLMA].[NQDE][IVLFMYAW][IVLFMYAW] 
#Las cuatro categorías se listan en orden decreciente de afinidad. 

7.4.3. Enriquecimientos de SLiMs 

Con el fin de evaluar la sobrerrepresentación de SLiMs presentes en los péptidos hit de Rb y 

p107 de manera no sesgada, se utilizó el servidor web MEME [52] en el total de péptidos hit de 16 

residuos de las selecciones ProP-PD de ambas proteínas. 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 probabilísticamente 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 más de 8 residuos y busca un patrón compartido entre todas ellas.  

Además de evaluar la sobrerrepresentación de SLiMs en el total de péptidos hit de cada 

proteína, 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 búsqueda se modificó el parámetro 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 mínimo de 5 

residuos, y los péptidos hit son de 16 residuos. El resto de los parámetros utilizados son por defecto 

los que define el sitio web. Para cada grupo se seleccionaron los logos de menor E-valor aceptándose 

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

7.5. Filtrado y priorización de péptidos hit según parámetros 

estructurales 

7.5.1. Accesibilidad relativa al solvente 

El área de la superficie accesible al solvente (SASA, Solvent-Accessible Surface Area) es un 

valor que estima la exposición 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 1.5Å 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). 

  
Figura 7.2- Comparación 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-específico 
(PDB: 3AAD). Se señala 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 región estructurada (izquierda).  
Representación 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 calculó el valor de SASA utilizando el 

programa DSSP v3.0.0 [71] y luego se obtuvo el valor de RSA para cada proteína. Por último, se 

calculó un valor de RSA promedio para cada uno de los péptidos hit de 16 residuos utilizando la 

posición de inicio y fin correspondientes.  

Si bien IUPred es un predictor que correlaciona fuertemente con evidencia experimental y es 

ampliamente utilizado en la literatura para la predicción de desorden [55], el uso de  herramientas 

adicionales como el RSA obtenido a partir de modelos AlphaFold o estructuras cristalinas permitiría 

una mayor confianza en la predicción. Por ejemplo, los péptidos hits provenientes de las proteínas 

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 está accesible mientras que el 

péptido de VWA3B_HUMAN no está accesible  (Figura 7.3) mejorando la priorización. Por ejemplo, 

se identificaron péptidos con mismo valor de IUPred indicando mismo grado de desorden y un valor 

de RSA distinto obteniendo un criterio para la priorización (Figura 7.3). 
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Figura 7.3. El análisis estructural de péptidos hits debe incluir diferentes parámetros. Estructuras de modelos 
Alphafold de las proteínas VWA3B_HUMAN (UniprotID:Q502W6) (izquierda) y DACT1_HUMAN (UniprotID: Q9NYF0) 
(derecha). Se señalan 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 IUPred son iguales, sugiriendo un grado de desorden similar, se observa 
que el péptido de VWA3B_HUMAN se encuentra en el seno de una región estructurada con un valor de accesibilidad bajo, 
mientras que el de DACT1_HUMAN se ubica en una región accesible y expuesta para interactuar, con un score de 
accesibilidad alto. 

 

Estas observaciones sugieren que el análisis de péptidos mediante RSA proporciona una 

estimación más precisa como parámetro estructural en comparación con IUPred. Si bien al momento 

de diseñar la biblioteca se utilizaron las estructuras de proteínas o proteínas homólogas para 

seleccionar péptidos accesibles, no hay estructuras reportadas para muchas de las proteínas incluidas 

en la biblioteca. El uso de modelos AlphaFold2, que no estaban disponibles al momento de diseñar la 

biblioteca, representa una mejora al momento de la selección de péptidos hits.  

7.5.2. Predicción del desorden (IUPred) 

Se utilizó el predictor de desorden IUPred2A (IUPred en adelante) para realizar un primer 

análisis estructural. IUPred predice regiones intrínsecamente desordenadas (IDRs) en base a la energía 

de un residuo en el contexto de aminoácidos en el que se encuentra. El score de IUPred es obtenido a 

partir de un valor promedio de contribuciones energéticas de aminoácidos 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 región 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. Visualización del panel de salida de IUPred. Predicción del desorden de la proteína SNP23_HUMAN 
(UniProtID: O00161) de los residuos 1-211. Se observa el score de IUPred para cada posición de la secuencia (abajo) y 
símbolo del aminoácido en esa posición (arriba). La línea horizontal punteada señala 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 proteínas presentes en las listas 

de hits de Rb y p107 se calculó el score IUPred por posición, utilizando el parámetro “long” que 

calcula la probabilidad de contribución energética en una ventana de 100 residuos consecutivos. A 

partir de los valores obtenidos, para cada péptido hit de 16 residuos, utilizando las posiciones de inicio 

y fin se calculó un valor promedio, desvío estándar 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 IUPred. Durante la 

construcción de la biblioteca HD2 para las proteínas 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 búsqueda. Las proteínas 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 IUPred (Figura 7.5).  
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Figura 7.5. Visualización del panel de IUPred de Aquaporina-1. Predicción del desorden de la proteína 
A0A024RA31_HUMAN de 270 residuos, cuya estructura incluye regiones transmembrana estructuradas y loops 
desordenados. Los recuadros azules señalan las regiones transmembrana (“TM”) de acuerdo a su secuencia en Uniprot 
(arriba). En azul se muestran las posiciones con un score de IUPred 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. Detección de dominios Pfam 

La base de datos Pfam reúne información de familias de proteínas representadas por 

alineamientos múltiples de secuencia y modelos ocultos de Markov (HMM) [56]. La mayoría 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 proteínas pocket son cada 

uno un dominio Pfam (RB_A: PF01858, RB_B: PF01857). Sin embargo, unas pocas familias Pfam 

corresponden a regiones o proteínas desordenadas que se encuentran altamente conservadas como por 

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

Utilizando los perfiles de la base de datos de Pfam se identificaron para cada proteína con al 

menos un péptido hit en el ensayo de Prop-PD, los dominios Pfam. Luego se indicó para cada péptido 

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

Cuando un péptido comparte más de ocho residuos con un dominio Pfam, es probable que 

forme parte de un dominio globular. Dado que la longitud mínima de los SLiMs en este estudio es de 

cinco residuos, y para ser más inclusivos, se consideró que un péptido no está solapado con un 

dominio Pfam si comparte ocho o menos residuos. Esto se debe a que estos péptidos podrían 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 proteína globular y un péptido, de manera similar a un modelado del péptido mutado, los 

cambios en la energía libre de Gibbs (∆ΔG) que ocurren al mutar cada posición del péptido por los 20 

aminoácidos posibles [61]. El algoritmo va modificando los aminoácidos 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 posición del péptido existe un valor de ∆∆G. Estos valores luego son normalizados a 

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

Para estimar la estabilidad energética de los péptidos que fueron hit 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 proteína viral E7 

(PDB: 1GUX ) [5] (Tabla S9, Anexo) conteniendo el SLiM LxCxE (Figura 7.6) y el complejo 

formado por el dominio pocket de p107 con el péptido de 13 residuos de la proteína LIN52, 

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 proteína 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 

proteína 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 

últimos 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. 

 
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 proteína viral E7, conteniendo al SLiM 
LxCxE. En la primera línea se observa el nombre abreviado de cada aminoácido y debajo el valor de la variación de energía 
libre de Gibbs (ΔΔG) 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 símbolo de cada residuo del péptido cristalizado.  

7.6.2. Conjunto de datos comparativo 

Interactores conocidos de las proteínas pocket. Para evaluar la capacidad de FoldX en la detección 

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 

proteína 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 

proteína pocket Rb (Tablas S13 y S15, Anexo) y 37 de p107 (Tabla 7.4) (Tablas S14 y S16, Anexo). 

Todos los péptidos se diseñaron de manera que tuvieran misma posición 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 últimas tres posiciones 

del SLiM, se incluyeron residuos que no se encuentran en la definición de ELM para ser más 

abarcativos en la búsqueda, dado que muchos de los hits 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 - 

Total** 
LxCxE = 42 

E2F = 7 
- 

LxCxE = 33 
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 LxCxE (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 evaluó con las métricas de recall y especificidad de las mismas. El porcentaje de recall se calculó 

de la siguiente manera: 

 =  * 100 
donde TP es el número de péptidos por debajo de un umbral definido y TP total es el número total 

péptidos TP del conjunto de datos comparativo y su valor puede variar entre 0 y 100%.  

El valor de especificidad se calculó de la siguiente manera: 

  =  +
donde TN es el número de péptidos por encima del umbral definido y TN+FP es el número de 

péptidos por encima y por debajo del umbral, o bien el número 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 incluyó además un conjunto de 62 

péptidos hit de p107 y Rb obtenidos en el ensayo ProP-PD que el laboratorio ensayó 

experimentalmente. Para Rb se adicionó el péptido hit 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 proteína. Éstos fueron validados utilizando al menos una de las siguientes 

técnicas  in vitro de interacción proteína-proteína: 

1. Pull down con péptidos acoplados a resina (PD/COUP), 

2. Cromatografía de exclusión molecular (Size Exclusion Chromatography, SEC) y  

3. Ensayo AlphaScreen (AS) 

Se descartaron del análisis 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 análisis de los cuales: 

● 26 contienen variantes del SLiM LxCxE (Tabla S17, Anexo) y 

● 14 contienen variantes del SLiM E2F (Tabla S19, Anexo). 

Para el caso de p107, 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 proteína pocket, 

obteniéndose en total 34 péptidos hit ensayados experimentalmente e incluidos en este análisis, de los 

cuales: 

● 22 contienen variantes del SLiM LxCxE (Tabla S18, Anexo) y 

● 12 contienen variantes del SLiM E2F (Tabla S20, Anexo). 

Los péptidos fueron clasificados cualitativamente en tres categorías de fuerza de interacción 

de acuerdo a los resultados de los ensayos de validación experimental llevados a cabo en el 

laboratorio: Strong positive o SP, péptidos de alta afinidad de interacción, Weak positive o W, péptidos 

de afinidad de interacción débil, o bien Negative o N, péptidos sin interacción con las proteínas 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 unión. Weak positive (W):Péptidos de afinidad de interacción débil (Weak 
positive binder, “W”). Negative (N): Péptidos sin interacción.  

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

detección 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 desarrolló un programa de escaneo de secuencias que permitió calcular un valor de ΔΔG para cada 

péptido hit escaneado.  

El programa alinea la primera columna de una matriz FoldX con la primera posición del 

péptido de 16 residuos, luego con la segunda y así sucesivamente avanzando de a una posición, 

generando subsecuencias de tantos residuos de largo como columnas de la matriz: 1GUX es de 8 o 9 

columnas, la matriz 2R7G es de 10, 6 o 5 columnas y 1N4M es de 9, 6 o 5 columnas (ver Sección 

7.6.4). A medida que avanza en las posiciones del péptido, calcula el valor final de FoldX como la 

sumatoria de la variación de energía libre de Gibbs (ΔΔG) según la identidad y posición de cada 

residuo. Hacia el final del péptido, se generan subsecuencias más cortas con una longitud mínima de 

cinco residuos, que equivale al largo de los residuos centrales de los SLiMs LxCxE y E2F (Figura 

7.7). 
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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 última subsecuencia de 
cinco residuos final (panel medio). A medida que avanza posición a posición escaneando la secuencia, calcula el valor de 
FoldX final como la sumatoria del valor de ΔΔG con el que la matriz penaliza la sustitución en esa posición (panel derecho). 
En el ejemplo se esquematiza la matriz 1GUX y al péptido de la proteína KDM5A. 

 

Además, se incluyó en el programa la detección 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 patrón del PDB, positivo indicando menor estabilidad energética que el 

péptido patrón del PDB, o bien 0 en secuencias idénticas al péptido del PDB. Para cada péptido, se 

identificaron además dos valores mínimos de FoldX. 

7.6.4. Criterios de selección y modificación de matrices FoldX 

Para evaluar la capacidad de las matrices en la detección de subsecuencias energéticamente 

estables que además contienen las expresiones regulares, se realizó un análisis  de benchmarking que 

incluye a los péptidos del conjunto de datos de interactores conocidos y a los péptidos que fueron hit 

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 según 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 hit de ProP-PD. 

Por otro lado, se estableció la métrica de porcentaje de recuperación de péptidos. A diferencia 

de la métrica de recall utilizada en secciones anteriores donde se calcula el porcentaje en base a 

cuántos péptidos fueron recuperados como hit en el ensayo ProP-PD en relación con los péptidos 

107 



 

presentes en la biblioteca HD2, en el porcentaje de recall se cuenta el número de hits que se 

encuentran por debajo del umbral establecido para cada SLiM, en relación con el total de péptidos 

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

 = * 100 
donde Npep corresponde al número total de péptidos hit por debajo del umbral considerado y Ntotal 

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

 

Matriz 4YOS. Se consideró la matriz 4YOS para analizar péptidos en los que se detecta el SLiM 

LxCxE (Figura 7.8). 

 
Figura 7.8. Penalización 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 
posición uno  hasta aspártico (D) en la posición nueve. En el eje de abscisas se observan los 20 aminoácidos posibles para 
sustituir en el péptido y en colores que van desde el azul -sustituciones favorables- al rojo-sustituciones desfavorables- se 
simboliza la penalización de cada aminoácido 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 interacción con el dominio pocket. Si bien en la segunda 

posición se encuentran penalizados la mayoría de las sustituciones, las posiciones cuatro y seis 

admiten todos los residuos, resultando muy permisivas. 

Por otro lado, la octava posición presenta valores de penalización más altos en comparación 

con los residuos del núcleo del SLiM en las posiciones dos, cuatro y seis, lo que sugiere que esta 

posición, que involucra residuos hidrofóbicos, es crucial para mediar la unión. 

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 

priorización de péptidos [34]. 

 

Matriz 1GUX. La matriz FoldX 1GUX disponible en el laboratorio de trabajo, fue considerada para 

evaluar la estabilidad de péptidos hit del ensayo ProP-PD (Figura 7.9).  

 
Figura 7.9. Penalización 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 aspártico (D) en 
la posición uno hasta asparagina (N) en la posición nueve. En el eje de abscisas se observan los 20 aminoácidos posibles 
para sustituir en el péptido y en colores que van desde el azul -sustituciones favorables- al rojo-sustituciones desfavorables- 
se simboliza la penalización de cada aminoácido en los residuos de la matriz. 

 

En la primera posición del péptido, FoldX no penaliza fuertemente ningún aminoácido y por 

lo tanto todos son permitidos. La segunda, cuarta y sexta posición son los residuos centrales del SLiM 

y se encuentran altamente penalizados los residuos aromáticos F, Y o W e H en la cuarta posición, 

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

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

cambios de aminoácidos se encuentran poco penalizados.  

Residuos hidrofóbicos en las posiciones +2 o +3 con respecto al core del SLiM también 

participan en la interacción con el dominio pocket [34,50]. En la matriz 1GUX, estas posiciones 

corresponden a las ocho y nueve. La penalidad en la octava posición es menor para los residuos 

hidrofóbicos, mientras que la novena posición admite una variedad de residuos sin distinguir entre 

hidrofóbicos y no hidrofóbicos. Aunque la presencia de un residuo hidrofóbico en las posiciones +2 o 

+3 favorece la interacción, la matriz no permite distinguir entre péptidos con residuos no hidrofóbicos 

en la posición +3 y aquellos que sí los presentan.  

Tomando en consideración que en la primera posición se penaliza con valores cercanos a cero 
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la sustitución de todos los aminoácidos, se decidió generar una variante de 1GUX, eliminándola de la 

matriz de escaneo. A la variante que incluye los residuos de las posiciones uno a nueve, se la llamó 

1GUX_9 (DLYCYEQLN) y a la variante con los residuos de las posiciones dos a nueve, se la llamó 

1GUX_8 (LYCYEQLN).  

 

Matriz 2R7G. Para el análisis de estabilidad energética de péptidos hit conteniendo el SLiM E2F, se 

utilizó en primera instancia la matriz FoldX del PDB 2R7G [33] (Figura 7.10).  

 
Figura 7.10. Penalización 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 posición uno hasta lisina (L) en la posición diez. En el eje de abscisas se observan los 20 aminoácidos posibles para 
sustituir en el péptido y en colores que van desde el azul -sustituciones favorables- al rojo-sustituciones desfavorables- se 
simboliza la penalización de cada aminoácido en los residuos de la matriz. 

 

Las primeras tres posiciones de la matriz 2R7G se encuentran en un rango de valores de 

penalización cercanos a cero o bien favorecen algunos residuos hidrofóbicos, aunque no hay evidencia 

experimental o variantes naturales que avalen esta preferencia [33].  

El SLiM E2F comienza en la cuarta posición, que admite preferentemente residuos 

hidrofóbicos. La quinta posición es variable en el SLiM. La sexta y séptima posición penalizan con 

valores cercanos a cero o bien admiten la sustitución de residuos, mientras que la posición ocho 

admite únicamente residuos aromáticos o hidrofóbicos. La novena posición penaliza todos los 

residuos, incrementando el valor de estabilidad energética, al contrario de la décima posición 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 últimas 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 llamó 

2R7G_10 (PPTLHELYDL). Luego, debido a la falta de evidencia experimental y al alto rango de 

penalización se utilizó una matriz que incluye al péptido de la cuarta a la novena posición a la que se 

llamó 2R7G_6 (LHELYD) y otra del péptido de la cuarta a la octava posición, denominada 2R7G_5 

(LHELY). 

 

Matriz 1N4M. Por último se consideró además de 2R7G, la matriz FoldX 1N4M para evaluar la 

estabilidad energética de péptidos hit con SLiM E2F [38] (Figura 7.11). 

 
Figura 7.11. Penalización de residuos de la matriz FoldX de 1N4M. Heatmap construido a partir de los residuos que 
figuran en el PDB 1N4M (eje de ordenadas). Las posiciones del péptido se encuentran numeradas desde la glicina (G)  en la 
posición uno hasta el aspártico (D) en la posición nueve. En el eje de abscisas se observan los 20 aminoácidos posibles para 
sustituir en el péptido y en colores que van desde el azul -sustituciones favorables- al rojo-sustituciones desfavorables- se 
simboliza la penalización de cada aminoácido en los residuos de la matriz. 

En el mapa de la matriz 1N4M se observó que las primeras dos posiciones admiten la 

sustitución de todos los residuos, menos la prolina, mientras que la tercera posición penaliza 18 de los 

20 aminoácidos incrementando el valor de estabilidad energética.  

Los residuos centrales del SLiM abarcan desde la cuarta hasta la octava posición siendo éstas 

dos las que más sustituciones penalizan, en comparación a la quinta, sexta y séptima. La novena 

posición favorece la unión entre el péptido [38] y la proteína pocket, y la matriz no refleja esto dado 

que admite cualquier sustitución. 

Teniendo en cuenta las observaciones de las primeras tres posiciones, que no forman parte del 

centro del SLiM, y de la novena posición, se utilizaron tres variantes de la matriz. La primera incluye 

al péptido de nueve residuos que incluye a los aminoácidos de la posición uno a nueve, llamada 

1N4M_9 (GEGISDLFD), otra que incluye a los residuos de las posiciones cuatro a nueve denominada 

1N4M_6 (ISDLFD) y por último, una que incluye los residuos de las posiciones cuatro a ocho, 

1N4M_5 (ISDLF).  
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Figura S1. Distribución de valores FoldX de péptidos TP con SLiM LxCxE reportados para Rb escaneados con variantes de 1GUX. Gráfico 
de puntos de péptidos conocidos de interacción con la proteína pocket Rb. Se indica sobre el recuadro el nombre de las 42 proteínas 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 posición como el punto medio entre la posición inicial y final de cada sub-secuencia analizada (abajo) y el detalle de residuo de la secuencia 
peptídica (arriba). Las secuencias se organizaron de manera continua una de otras y se marcó el inicio de una secuencia distinta con una línea vertical 
negra. Las líneas verticales rojas indican el punto medio de la subsecuencia donde se detectó la expresión regular [IL].[CAST].E. Los puntos 
amarillos indican la detección de una subsecuencia conteniendo al SLiM LxCxE (recuadro rojo), con el valor mínimo de FoldX de todas las 
subsecuencias escaneadas para ese péptido.  
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Figura S2. Distribución de valores FoldX de péptidos TP con SLiM LxCxE reportados para p107 escaneados con variantes de 1GUX. 
Gráfico de puntos de péptidos conocidos de interacción con la proteína pocket p107. Se indica sobre el recuadro el nombre de las 33 proteínas 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 posición como el punto medio entre la posición inicial y final de cada sub-secuencia analizada (abajo) y el detalle de residuo de la 
secuencia peptídica (arriba). Las secuencias se organizaron de manera continua una de otras y se marcó el inicio de una secuencia distinta con una 
línea vertical negra. Las líneas verticales rojas indican el punto medio de la subsecuencia donde se detectó la expresión regular [IL].[CAST].E. 
Los puntos amarillos indican la detección de una subsecuencia conteniendo al SLiM LxCxE (recuadro rojo), con el valor mínimo de FoldX de todas 
las subsecuencias escaneadas para ese péptido. 
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Figura S3. Interactores conocidos de p107 escaneados con variantes 1GUX. A: Distribución de valores FoldX de péptidos TP y TN para matrices 
1GUX_9 (izquierda) y 1GUX_8 (derecha). Eje Y izquierdo: Número de instancias, Eje Y derecho: porcentaje de frecuencia acumulada de instancias. 
B: Recall (puntos azules) y especificidad (triángulos en rojo) de matrices 1GUX_9 (izquierda) y 1GUX_8 (derecha) para diferentes valores umbral 
de FoldX. La línea vertical punteada señala el valor de umbral utilizado para establecer comparaciones. 

 

 
Figura S4. Péptidos hit en ProP-PD usando p107 como carnada que fueron testeados experimentalmente y escaneados con variantes 1GUX. 
A: Distribución de valores FoldX de péptidos TP y TN para matrices 1GUX_9 (izquierda) y 1GUX_8 (derecha). Eje Y izquierdo: Número de 
instancias, Eje Y derecho: porcentaje de frecuencia acumulada de instancias. B: Recall (puntos azules) y especificidad (triángulos en rojo) de 
matrices 1GUX_9 (izquierda) y 1GUX_8 (derecha) para diferentes valores umbral de FoldX. La línea vertical punteada señala el valor de umbral 
utilizado para establecer comparaciones.  
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Figura S5. Péptidos hit de p107 escaneados con variantes 1GUX. A: Distribución 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 línea vertical punteada señala el valor de umbral utilizado para establecer comparaciones. A: Péptidos con SLiM LxCxE detectado B: 
Péptidos sin SLiM LxCxE detectado. 
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Figura S6. Distribución de valores FoldX de péptidos TP con SLiM E2F reportados para Rb escaneados con variantes de 2R7G. Gráfico de 
puntos de péptidos conocidos de interacción con la proteína pocket Rb. Se indica sobre el recuadro el nombre de las siete proteínas 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 posición como el punto medio entre la posición inicial y final de cada sub-secuencia analizada (abajo) y el detalle de residuo de la 
secuencia peptídica (arriba). Las secuencias se organizaron de manera continua una de otras y se marcó el inicio de una secuencia distinta con una 
línea vertical negra. Las líneas verticales rojas indican el punto medio de la subsecuencia donde se detectó la expresión regular 
[IVLMA].[NQDE][IVLFMYAW][IVLFMYAW]. Los puntos amarillos indican la detección de una subsecuencia conteniendo al SLiM E2F 

(recuadro rojo), con el valor mínimo de FoldX de todas las subsecuencias escaneadas para ese péptido.  
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Figura S7. Distribución de valores FoldX de péptidos TP con SLiM E2F reportados para Rb escaneados con variantes de 1N4M. Gráfico de 
puntos de péptidos conocidos de interacción con la proteína pocket Rb. Se indica sobre el recuadro el nombre de las siete proteínas cuyos péptidos de 
18 residuos fueron escaneados con A: 1N4M_9, B: 1N4M_6, C: 1N4M_5 y se encuentran reportadas como TP en la base de datos ELM [36] . El eje 
x indica la posición como el punto medio entre la posición inicial y final de cada sub-secuencia analizada (abajo) y el detalle de residuo de la 
secuencia peptídica (arriba). Las secuencias se organizaron de manera continua una de otras y se marcó el inicio de una secuencia distinta con una 
línea vertical negra. Las líneas verticales rojas indican el punto medio de la subsecuencia donde se detectó la expresión regular 
[IVLMA].[NQDE][IVLFMYAW][IVLFMYAW]. Los puntos amarillos indican la detección de una subsecuencia conteniendo al SLiM E2F 
(recuadro rojo), con el valor mínimo de FoldX de todas las subsecuencias escaneadas para ese péptido. 
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Figura S8. Distribución de valores FoldX de péptidos TP con SLiM E2F reportados para p107 escaneados con variantes de 2R7G. Gráfico de 
puntos de péptidos conocidos de interacción con la proteína pocket p107.  Se indica sobre el recuadro el nombre de las cuatro proteínas 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 posición como el punto medio entre la posición inicial y final de cada sub-secuencia analizada (abajo) y el detalle de 
residuo de la secuencia peptídica (arriba). Las secuencias se organizaron de manera continua una de otras y se marcó el inicio de una secuencia 
distinta con una línea vertical negra. Las líneas verticales rojas indican el punto medio de la subsecuencia donde se detectó la expresión regular 
[IVLMA].[NQDE][IVLFMYAW][IVLFMYAW]. Los puntos amarillos indican la detección de una subsecuencia conteniendo al SLiM E2F 
(recuadro rojo), con el valor mínimo de FoldX de todas las subsecuencias escaneadas para ese péptido.  
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Figura S9. Distribución de valores FoldX de péptidos TP con SLiM E2F reportados para p107 escaneados con variantes de 1N4M. Gráfico 
de puntos de péptidos conocidos de interacción con la proteína pocket p107.  Se indica sobre el recuadro el nombre de las cuatro proteínas cuyos 
péptidos de 18 residuos fueron escaneados con A: 1N4M_9, B: 1N4M_6, C: 1N4M_5  y se encuentran reportadas como TP en la base de datos ELM 
[36]. El eje x indica la posición como el punto medio entre la posición inicial y final de cada sub-secuencia analizada (abajo) y el detalle de residuo 
de la secuencia peptídica (arriba). Las secuencias se organizaron de manera continua una de otras y se marcó el inicio de una secuencia distinta con 
una línea vertical negra. Las líneas verticales rojas indican el punto medio de la subsecuencia donde se detectó la expresión regular 
[IVLMA].[NQDE][IVLFMYAW][IVLFMYAW]. Los puntos amarillos indican la detección de una subsecuencia conteniendo al SLiM E2F 
(recuadro rojo), con el valor mínimo 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. Distribución de valores FoldX de péptidos TP y 
TN para matrices A: 2R7G y C: 1N4M. Eje Y izquierdo: Número de instancias, Eje Y derecho: porcentaje de frecuencia acumulada de instancias. B: 
Recall (puntos azules) y especificidad (triángulos 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 (triángulos rojos) de 1N4M_9 (izquierda), 1N4M_6 (medio) y 
1N4M_5 (derecha). En ambos casos la línea vertical punteada señala 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. Distribución de péptidos testeados experimentalmente de acuerdo a valores FoldX de las variantes A: 2R7G y C: 1N4M. Eje Y 
izquierdo: Número de instancias, Eje Y derecho: porcentaje de frecuencia acumulada de instancias. B: Recall (puntos azules) y especificidad 
(triángulos 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 (triángulos rojos) de 1N4M_9 (izquierda), 1N4M_6 (medio) y 1N4M_5 (derecha). En ambos casos la línea 
vertical punteada señala 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. Distribución de valores FoldX de péptidos para matrices 2R7G_10, 
1N4M_9 (izquierda); 2R7G_6, 1N4M_6 (medio); 2R7G_5 y 1N4M_6 (derecha). Eje Y izquierdo: Frecuencia absoluta de instancias, Eje Y derecho: 
porcentaje de frecuencia acumulada de instancias. La línea vertical punteada señala 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 1N4M. 
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