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Resumo

Para estudar a especificidade in silico de serino proteases, é primeiramente necessario
providenciar um volume de dados suficiente para analisar a interface ao redor do
sitio catalitico daquelas enzimas que ndo possuem informagdes sobre a formagao de
complexo de uma protease particular com alguma proteina/substrato ou inibidor
especifico. Uma abordagem in silico foi desenvolvida para construimos os novos
complexos. A caracteristica chave deste trabalho é mapear os residuos formadores da
interface (Interface Forming Residues - IFR) em um perfil tridimensional e depois em
uma matriz bidimensional, a partir do conhecimento estrutural enzima-inibidor
protéico daqueles complexos com estruturas conhecidas. O mapeamento é feito
depois do alinhamento estrutural de todas as serino proteases com sequéncia nao
redundantes. Propusemos uma nova metodologia para definir uma tabela bem
curada de especificidade de serino proteases determinadas pelos residuos
formadores da interface. Os IFRs foram obtidos através do”hard body docking” entre o
alinhamento estrutural de 70 serino proteases, com sequéncias nao redundantes, em
conjunto com trés complexos serino proteases - inibidor. Os inibidores sao: ecotina,
ovomucoide do terceiro dominio e BPTI (Bovine Pancreative Trypsin Inhibitor).
Depois de calcularmos quais aminoacidos perdiam acessibilidade ao solvente apds os
complexos entre serino proteases e os trés diferentes inibidores serem formados, foi
criada uma tabela com todas as posi¢des de aminoacidos que faziam parte da
interface e sua respectiva drea de ocupagdo. Pelo mapeamento desses aminoécidos,
foi possivel analisar suas caracteristicas, o que nos permitiu marcar posicdes
especificas no alinhamento dentre as diferentes subfamilias de serino proteases. Nas
superficies que ndo estavam incluidas nas interfaces das serino proteases, foi
encontrada uma prevaléncia geral de residuos carregados, enquanto as interfaces
continham mais residuos polares e glicinas, com exce¢do de algumas subfamilias. O
bolsdo do IFR ndo era formado somente por interagdes hidrofébicas, como poderia
ser esperado, sendo um ambiente em geral mais polar. Entretanto, a interface contém
muito menos residuos carregados, exceto em uma ou duas subfamilias, se
comparado com o resto da superficie da enzima. Nosso trabalho gerou uma
ferramenta original para analisar o relacionamento estrutura/funcdo, bem como
indicagdes concretas de como podemos encontrar ou alterar a especificidade de
interacao de vérias serino proteases com os inibidores protéicos.



Abstract

In order to study serine protease specificity in silico, it is first necessary to provide
sufficient volume of data for analysis of the interfaces around catalytic sites of those
enzymes even if there is no currently available information on complex formation of
one particular protease with any specific substrate and/or inhibitor. An in silico
approach was designed for building corresponding complexes. The key feature of
our work is mapping the Interface Forming Residue (IFR) 3D profile into 2D matrix,
from known enzyme-inhibitor structure to those complexes with no known
structure. Mapping is done after structurally aligning all serine proteases with non-
redundant sequences. We propose a novel method for defining an exhaustive table of
serine proteases specificity by determining interface forming residues (IFR). The IFRs
are obtained by “hard body docking” among 70 structurally aligned, sequence wise
non redundant, serine protease structures, with 3 inhibitors: ecotine, ovomucoid
third domain inhibitor and bovine pancreatic trypsin inhibitor (BPTI). After
calculating which amino acids are becoming shielded from a solvent upon complex
formation among serine proteases and different types of inhibitors, the table (matrix)
of all amino acid positions at the interface and their respective occupancy is created.
By mapping those amino acids, we are able to analyze their characteristics and by
doing so we also can make position specific alignment among different sub families
of serine proteases. The surfaces (not including interface area) of serine proteases are
showing a general prevalence for charged residues while interfaces are containing
more polar and glycine residues (with some exceptions holding). Thus, the IFR
pocket is not formed only by hydrophobic interactions as one could expect. The IFR
pocket is a rather polar environment in general. However, the interface contains
much less (with one or two exceptions) charged residues if compared to the rest of
the enzyme surface. Our work here is providing a unique tool for both
structure/function relationship analysis, as well as concrete indications on how
specificity of various serine proteases is achieved or could be altered.
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Introducao

Praticamente todos os processos bioldgicos requerem o reconhecimento de um
ligante por uma macromolécula biolégica, um processo conhecido como
reconhecimento molecular. Um dos desafios da biofisico-quimica é poder prever a
afinidade entre uma proteina e um ligante com base no conhecimento estrutural.
Essa habilidade para predizer a afinidade baseada na estrutura serve como base para
a compreensdo da relacdo estrutura-funcdo e para o desenho racional de

tarmacos(Greighton, 1983; Lehninger et al., 1993).

Uma abordagem elegante para entender esse tipo de relacdo envolve os
estudos que investigam os determinantes estruturais da especificidade das serino
proteases da subfamilia da quimotripsina. Sdo estudos estruturais e mutacionais
desenvolvidos com a finalidade de entender as estratégias que a natureza usa para
alterar essa especificidade. Em alguns casos essas estratégias sao faceis de entender,
pois a alteracdo de alguns residuos da enzima que fazem contatos com o substrato é
suficiente para mudar a especificidade (Bone et al., 1989a; Tsu et al., 1997). Entretanto,
é necessdrio mapear o maior nimero de descritores desta interagdo para entender

completamente a especificidade das moléculas em estudo.

As serino proteases da familia da quimotripsina estao envolvidas num grande
niamero de importantes processos celulares, frequentemente relacionados com
doengas fisiopatolégicas severas, incluindo digestdo, coagulacdo sangiiinea,
dissolugdo de codgulos, regulacdo da pressdo sangiiinea, maturacdo protéica,

ativacao do sistema imune e troca de tecido celular danificado (Neurath, 1989).

Com o conhecimento das estruturas tridimensionais destas macromoléculas é
possivel o desenvolvimento de farmacos que atuem de forma especifica,
minimizando efeitos colaterais. Pode-se citar como exemplo os inibidores que
compde o coquetel usado no tratamento da AIDS, que foram desenhados para uma

acao especifica contra a HIV-protease sem afetar colateralmente qualquer proteina
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humana. Obviamente isso se tornou possivel a partir do conhecimento da estrutura
atomica tridimensional, particularmente do sitio ativo da protease do virus (Hooper,

2002).

1. As Proteases

As proteases nao atuam somente como enzimas digestivas, mas empenham
numerosas outras fun¢des no organismo, elas tém um tipo de relacdo ‘berco-ao-
tamulo’ com as proteinas. Elas assistem o nascimento removendo os residuos de
metionina iniciais. Elas participam na entrega em um destino apropriado pela
remocao dos peptideos sinais. Na morte elas convertem tanto as proteinas exégenas
(digestao de alimentos) quanto as endégenas em aminoacidos, os quais sao utilizados
para a sintese de novas proteinas. Entretanto, a maior interacdo das proteinas com
proteases acontece em sua vida adulta. O processamento de proteinas controla
numerosas atividades do tipo ‘liga” e ‘desliga’ e essas atividades, por sua vez, sdo
responsdveis por importantes fendmenos biolégicos, como coagulacdo sanguinea,
dissolugdo de codgulos, acdo de hormoénios, penetracdo das camadas internas do

6vulo pelo espermatozéide, diferenciagdo, morte celular e apoptose (Neurath, 1989).

Dentre essa grande variedade de processos fisiolégicos, a acdo das proteases

pode ser divida em (Neurath, 1989):

1) Proteélise limitada, na qual uma protease cliva apenas uma ou um numero
limitado de ligacdes peptidicas de uma determinada proteina levando a ativacdo
ou maturacao ou a formagao de uma proteina inativa.

2) Protedlise ilimitada, na qual proteinas sdo degradadas em seus aminoacidos

constituintes.

A degradacdo das proteinas pode se dar de duas formas: na primeira, as
proteinas sdo inicialmente conjugadas a um marcador e entdo rapidamente
hidrolisadas pelo proteosoma na presenca de ATP; a outra via consiste na
compartimentalizagdo das proteases, por exemplo, em lisossomas, com transferéncia

das proteinas para este compartimento, onde sdo rapidamente degradadas.
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1.1. Protease, Proteinase ou Peptidase?

A Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (UIBBM) tem
recomendado desde 1984 o uso do termo peptidase para o subgrupo de hidrolases de
ligacdes peptidicas (Subclasse E.C 3.4.) (Enzyme Nomenclature, (1992). O termo
protease amplamente usado é sindonimo de peptidase. Nessa tese adotaremos o termo
proteases. Peptidases compreendem dois tipos de enzimas: as endopeptidases e as
exopeptidases, as quais clivam ligacGes peptidicas em pontos na proteina e removem
aminodcidos seqiiencialmente do N-terminal ou C-terminal. O termo proteinase é
também usado como sinénimo para endopeptidase (Barrett et al., 2004). O esquema

moderno de nomenclatura pode ser representado como mostrado na Figura 1.

A nomenclatura de interagdio de um substrato com uma protease foi
introduzida em 1967 por Schechter e Berger e é agora amplamente usada na

literatura.

Nesse sistema é considerado que os residuos de aminoacidos do substrato
polipeptidico se ligam em subsitios da enzima ativa. Por convencao, esses subsitios
na protease sao chamados S (subsitios) e os residuos de aminoacidos do substrato sao
chamados P (para peptideo). Os residuos de aminoacidos do lado N-teminal da
ligacdo peptidica do substrato que é hidrolisada pela protease sdo numerados Pn,
P(n-1), ..., P3, P2, P1 e os residuos do lado C-terminal sao numerados P1’, P2’, P3’, ...,
P(n-1)’, Pn’. Os residuos P1-P1” formam uma ligacdo chamada “scissile” ou ligacdo
peptidica do substrato que é clivada pela protease na hidrélise. Os subsitios na
protease que complementam os residuos do substrato ligado sao numerados Sn, S(n-

1), .., S3, 52, S1, 17,527, S3/, ..., S(n-1)’, Sn” como mostrado na Figura 2 (Schechter &
Berger, 1967).

14



PEPTIDASES
OU PROTEASES
(E.C.3.4.- . -)

EXOPEPTIDASES ENDOPEPTIDASES
(E.C. 3.4.11-19. -) (E.C.3.4.21-49)

Figura 1. Esquema moderno de nomenclatura usada na classificagdo das proteases.

Substrato - . . | Substrato
N-terminal Subsitio Ativo da Enzima C-terminal

":- Sy Sy

o W N NI Ve

\_ \ / \ / \ / \_/
P ‘ P,;

“scissile bond”
Sitio de Clivagem

156

.J?'
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[

Figura 2. Nomenclatura dos subsitios de uma protease e os residuos complementares de seu
substrato (Schechter & Berger, 1967).
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As proteases sdo classificadas atualmente de acordo com seus mecanismos
catalitico. Mais recentemente, tem se sugerido que essa classificacdo por tipos
cataliticos seja estendida para uma classificacdo por familias baseada nas relacdes
evolutivas das proteases (Rawlings & Barrett, 1993) que estd disponivel no banco de

dados SwissProt (http:/ /weww.ebi.ac.uk/swissprot/).

Quatro classes mecanisticas tem sido reconhecidas pela UIBBM: proteases
asparticas, proteases cisteinicas, metaloproteases e serino proteases. Além destas
quatro classes mecanisticas, existe ainda uma secao da nomenclatura das enzimas
que é destinada para proteases cujo mecanismo catalitico ainda nao foi identificado
(Enzyme Nomenclature,(1992). Neste trabalho iremos focar o nosso estudo somente
nas serino proteases, pois dentro dessas citadas acima é a que possui uma maior
quantidade de proteinas com estrutura tridimensional resolvida, o que foi

fundamental para o desenvolvimento dessa tese.

1.2. Serino Proteases

Essa classe compreende duas familias distintas:
1) Familia da quimotripsina, a qual inclui as enzimas de mamiferos como
quimotripsina, tripsina, elastase, calicreina, trombina, etc.;
2) Familia da subtilisina, a qual inclui as enzimas de bactéria (como a subtilisina)
(Hedstrom, 2002).

A estrutura 3D geral, na Figura 3, é diferente nas duas familias, mas
elas possuem a mesma geometria para o sitio ativo e por isso a catalise se da pelo
mesmo mecanismo. As serino proteases exibem diferentes especificidades por
substrato o que esta relacionado com as substituicdes de aminoacidos nos vérios
subsitios das enzimas, os quais sdo nomeados de acordo com a nomenclatura
Schechter e Berger em 1967, interagindo com residuos do substrato. Algumas
enzimas tém um sitio de interacdo estendido com o substrato enquanto outras

interagem restritamente com residuo na posi¢ao P1 do substrato (Hedstrom, 2002).
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(A)

Figura 3. Arranjo caracteristico das serino proteases. Os residuos da triade catalitica Asp102-
Ser195-His57 estdo representados pela cor azul. Tripsina (A) PDB 1FY8 e a subtilisina (B)
PDB 1S01. Note como as estruturas sdo diferentes tridimensionalmente: quimotripsinas
possui uma maior quantidade de folhas-fs, enquanto as subtilisinas maior quantidades de a-
hélices. Na tripsina (A) mostramos também representado em azul o Asp189 (mais a direita)
que confere a especificidade.

Trés residuos, os quais formam a chamada triade catalitica, sdo essenciais no
processo catalitico: His 57, Asp 102 e Ser 195 (seguindo a numeracdo do

quimotripsinogénio, e da Tripsina) (Blow & Steitz, 1970; Jeremy et al., 2002).

O centro ativo da quimotripsina é marcado pela serina 195. A cadeia lateral da
serina 195 forma ponte de hidrogénio com o anel imidazélico da histidina 57. O
grupamento - NH deste anel, por sua vez, forma ponte de hidrogénio (ou ligagao de
hidrogénio) com o grupo carboxilato do aspartato 102. Esta constelagao de radicais é
denominada de triade catalitica. Este arranjo estrutural leva a alta reatividade da
serina 195. A histidina serve para posicionar a cadeia lateral da serina e para
polarizar a sua hidroxila. Ao fazer isto, age como catalisador basico geral como
aceptor de ion de hidrogénio, porque a hidroxila polarizada da serina fica pronta
para desprotonacdo. A retirada do préton da hidroxila gera um ion alcéxido, que é
um nucledfilo muito mais poderoso do que um &lcool. O aspartato ajuda a orientar a
histidina e tornar a histidina um melhor aceptor de proétons, por efeitos eletrostaticos

(Jeremy et al., 2002).
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Estas observagdes sugerem um mecanismo para uma hidrélise de peptideos.
Ap6s a ligacao ao substrato (etapa 1 da Figura 4), a reacdo comega com o ataque
nucleofilico da hidroxila da serina 195 ao carbono da carbonila do substrato. Este
ataque altera a geometria em torno deste carbono, de triangular plana para
tetraédrica. O intermedidrio tetraédrico inerentemente instdvel formado é portador de
uma carga negativa no atomo de oxigénio derivado da carbonila. Esta carga é
estabilizada por interagdes com grupamentos NH da proteina em um local
denominado cavidade do oxianionte. Estas interacdes também ajudam a estabilizar o
estado de transicdo que precede a formagao do intermediario tetraédrico. Este ultimo
intermediario sofre entdo um colapso, gerando acil-enzima (etapa 2 da Figura 4). Esta
etapa é facilitada pela transferéncia de um préton da histidina, com carga positiva,
para amina formada pela clivagem da ligacao peptidica. O componente aminico est4
agora livre para sair da enzima e é entdo hidrolisado por um processo que é
essencialmente as etapas anteriores. Uma molécula de agua ataca a carbonila,
enquanto um préton é concomitantemente removido pelo radical da histidina, que
agora age como catalisador acido geral, formando um intermedidrio tetraédrico
(etapa 3 da Figura 4). Esta estrutura se quebra, formando o acido carboxilico produto
que deixa pronta a enzima para outra rodada de catalise (Jeremy et al., 2002). A
seguir é mostrada a representacdo esquematica do mecanismo catalitico das serino

proteases.
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Na Tabela 1 temos a classificagdo atual das subfamilias de serino proteases

retirado do banco de dados de peptidases e inibidores Merops (Rawlings et al., 2008).

Tabela 1. Classificacao atual das serino proteases. (Fonte: http:/ /merops.sanger.ac.uk/).

FAMILIA | SUBFAMILIA | TIPO DE PEPTIDASE
S1 S1A chymotrypsin A (Bos taurus)
S1B glutamyl peptidase I (Staphylococcus aureus)
S1C peptidase Do (Escherichia coli)
S1D lysyl peptidase (Achromobacter lyticus)
S1E Streptogrisin A (Streptomyces griseus)
S1F astrovirus serine peptidase (“Human astrovirus”)
S3 togavirin (“Sindbis virus”)
S6 IgAl-specific serine peptidase (Neisseria gonorrhoeae)
S7 flavivirin (“yellow fever virus”)
S8 S8A subtilisin Carlsberg (Bacillus licheniformis)
S8B kexin (Saccharomyces cerevisiae)
S9 S9A prolyl oligopeptidase (Sus scrofa)
S9B dipeptidyl-peptidase IV (Homo sapiens)
S9C acylaminoacyl-peptidase (Homo sapiens)
S9D glutamyl peptidase (Arabidopsis thaliana)
S10 carboxypeptidase Y (Saccharomyces cerevisiae)
S11 D-Ala-D-Ala carboxypeptidase A (Geobacillus
stearothermophilus)
S12 D-Ala-D-Ala carboxypeptidase B (Streptomyces lividans)
S13 D-Ala-D-Ala peptidase C (Escherichia coli)
S14 peptidase Clp (Escherichia coli)
S15 Xaa-Pro dipeptidyl-peptidase (Lactococcus lactis)
S16 Lon-A peptidase (Escherichia coli)
S21 cytomegalovirus assemblin (human herpesvirus 5)
S24 repressor LexA (Escherichia coli)
S26 S26A signal peptidase I (Escherichia coli)
S26B signalase (Saccharomyces cerevisiae)
S26C TraF peptidase (Escherichia coli)
528 lysosomal Pro-Xaa carboxypeptidase (Homo sapiens)
S29 hepacivirin (“hepatitis C virus”)
S30 potyvirus P1 peptidase (“plum pox virus”)
S31 pestivirus NS3 polyprotein peptidase (“bovine viral
diarrhea virus 1”)
S32 equine arteritis virus serine peptidase (“equine arteritis
virus”)
S33 prolyl aminopeptidase (Neisseria gonorrhoeae)
S37 PS-10 peptidase (Streptomyces lividans)
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S39 S39A Sobemovirus peptidase (“cocksfoot mottle virus”)
S39B luteovirus peptidase (“potato leaf roll luteovirus”)
S41 S41A C-terminal processing peptidase-1 (Escherichia coli)
S41B tricorn core peptidase (Thermoplasma acidophilum)

545 penicillin G acylase precursor (Escherichia coli)

546 dipeptidyl-peptidase 7 (Porphyromonas gingivalis)

548 HetR peptidase (Anabaena variabilis)

S49 signal peptide peptidase A (Escherichia coli)

S50 infectious pancreatic necrosis birnavirus Vp4 peptidase
(infectious pancreatic necrosis virus)

S51 dipeptidase E (Escherichia coli)

S53 sedolisin (Pseudomonas sp. 101)

S54 Rhomboid-1 (Drosophila melanogaster)

S55 SpolVB peptidase (Bacillus subtilis)

S58 aminopeptidase DmpA (Ochrobactrum anthropi)

S59 nucleoporin 145 (Homo sapiens)

S60 lactoferrin (Homo sapiens)

S62 influenza A PA peptidase (“influenza A virus”)

S63 EGF-like module containing mucin-like hormone
receptor-like 2 (Homo sapiens)

S64 Ssy5 peptidase (Saccharomyces cerevisiae)

S66 murein tetrapeptidase LD-carboxypeptidase
(Pseudomonas aeruginosa)

S68 PIDD auto-processing protein unit 1 (Homo sapiens)

S69 Tellina virus 1 VP4 peptidase ("Tellina virus 1")

S71 MUCT self-cleaving mucin (Homo sapiens)

S72 Dystroglycan (Homo sapiens)

2. Os Inibidores de Serino Proteases

As proteases desempenham muitas fungdes importantes no organismo, mas
elas podem ser muito perigosas, por isso a sua atividade é rigidamente controlada
para que elas sejam eficientes. Ter o sangue coagulado da cabeca aos pés por causa
de um simples corte ou digerir o proprio pancreas podem ser exemplos de uma
protedlise ndo controlada (Laskowski & Qasim, 2000). Naturalmente para este
controle foram desenvolvidos muitos mecanismos, mas dois predominam
(Laskowski & Kato, 1980).

O primeiro deles é que quase todas as proteases sdo biosintetizadas como

precursores inativos chamados pré-proteinas ou zimogénios. Esses sdo armazenados
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e entdo ativados quando necessario. A ativacao envolve protedlise com a remogao de
uma ou vérias ligagdes peptidicas da porcao N-terminal em direcdo ao sitio catalitico
da enzima. Pelo fato das proteinas serem sintetizadas a partir do N-terminal para o
C-terminal, o produto parcialmente sintetizado nunca sera ativo. Outro mecanismo é
necessario para controlar a enzima uma vez ativada. Isso é providenciado pela
presenca de proteinas conhecidas como inibidores de proteases. Esses inibidores
formam complexos completamente inativos ou parcialmente ativos com suas

enzimas cognatas (Laskowski & Kato, 1980).

O termo inibidor de proteases poderia a principio denotar qualquer proteina ou
molécula que diminui a atividade enzimatica de uma protease. Isso poderia fazer
alguma confusdo como, por exemplo, as proteases que “inibem” outras proteases
digerindo-as, mas elas ndo sdo consideradas inibidores de proteinases. Entretanto
dois grupos de proteinas completamente dissimilares sdo chamados inibidores de
proteinases. O primeiro deles consiste das macroglobulinas que sdo proteinas de alto
peso molecular aparentemente presente no plasma de todos os mamiferos,
frequentemente em maltiplas formas, e que ndo seguem um mecanismo padrao de
associagdo com proteases, ndo sendo, portanto, especificos para uma determinada
classe de proteases. O segundo grupo é composto pela classe de inibidores

especificos (Laskowski & Kato, 1980).

2.1. Inibidores do Plasma Sanguineo

Muitos processos proteoliticos como a coagulagdo sangiiinea, dissolugdo de
coagulos de sangue e formacdo e destruicio de hormoénios ocorrem no plasma
sanguineo e requerem controle acurado. Por isso, ndo é surpreendente que o plasma
sanguineo contenha muitos tipos de inibidores de proteases, alguns em concentracao

bastante elevadas, como mostra a Tabela 2 (Laskowski & Kato, 1980).
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Tabela 2. Principais inibidores de proteases presentes no plasma sangtiineo humano.

Inibidor Concentracéao PM Cadeias Sitios

(mg/100mL) (kDa) polipepticas Inibitérios

ai-proteinase 290 + 45 52 1 1

Aj-antiquimotripsina 49+7 69 1 1

Cl-inativador 24 +3 70 1 1

az-antiplasmina 71 70 1 1

Antitrombina 24+2 65 1 1

Inter-a-tripsina 50 160 1 1
az-macroglobulina 260+ 70 720 4 1-2 ou mais

Dos inibidores listados na Tabela 2, a cadeia do inibidor inter-a-tripsina
termina em dois dominios pertencentes a familia BPTI-Kunitz e o sitio reativo se
encontra nessa por¢ao da cadeia. Por esse aspecto ele é discutido detalhadamente em
topico separado sobre as familias dos inibidores canonicos de serino proteases. A az-
macroglobulina e os demais inibidores que pertencem a familia conhecidas como

serpinas (do inglés serine proteinases inhibitors) serao discutidos a seguir.

2.1.1. As Macroglobulinas

As macroglobulinas sdo exemplificadas pela az-macroglobulina humana
(a2M), mostrada na Figura 5. Ela tem um peso molecular de 729kDa e é composta de
quatro cadeias polipeptidicas idénticas. Ela dissocia em pares de cadeias apds a
desnaturacao e em cadeias simples apds reducao das pontes de dissulfeto (Sottrup-

Jensen et al., 1984).

Quando a2M se combina com proteases, apenas a atividade proteolitica sobre
substratos protéicos grandes é diminuida ou eliminada. A atividade sobre substratos
especificos e pequenos substratos sintéticos ndo é interrompida. Os complexos axM-
proteases formados podem ainda ser inibidos por pequenos inibidores de proteases,
como BPTI-Kunitz ou PSTI-Kazal, por exemplo, mas ndo por inibidores maiores

como STI-Kunitz, por exemplo. Isso mostra claramente que nos complexos com a:M
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o sitio ativo das proteases permanece aberto, apenas o acesso de substratos e
inibidores a esse sitio é estericamente impedido. Esses fatos enfatizam o mecanismo
de aprisionamento pelo qual as macroglobulinas agem. A protease hidrolisa uma ou
mais ligacdes peptidicas particularmente susceptiveis da a2M o que induz uma
mudanca conformacional da a2M a qual aprisiona a molécula da enzima (Sottrup-

Jensen, 1989).

As macroglobulinas sdao de central importancia no processamento de
proteases no sangue. Entretanto a sua interagdo com proteases é tdo diferente que
pelo menos do ponto de vista quimico, a sua classificagio como inibidor parece

inadequada (Sottrup-Jensen, 1989).

Figura 5. Estrutura 3D da «-2 macroglobulina (c6digo PDB 1QSJ]) mostrando as quatro
cadeias idénticas que compdem a molecula.

2.1.2. As Serpinas

Os inibidores chamados serpinas formam uma familia de grandes
glicoproteinas homoélogas. Assim como inibidores canodnicos, as serpinas parecem

interagir com suas proteases cognatas via um loop de ligacao exposto. Os complexos
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resultantes sdo, entretanto, apenas transientes e colapsam com a liberacdo de uma
forma clivada de diferente estrutura e estabilidade. As serpinas exibem atividade
inibitéria contra uma ampla variedade de serino proteases. As serpinas sao
constituidas de dois dominios, um predominantemente alfa e outro beta como

representado na Figura 6A (Carrell & Travis, 1985).

Com a determinacdo da sua estrutura 3D verificou-se que os inibidores
serpinas possuem dois sitios de interacdo, sendo um deles responsavel pelo
reconhecimento da proteinase e outro contendo o loop reativo no qual ocorre a

formacao do complexo enzima/inibidor propriamente dito (Loebermann et al., 1984).

(A) (B)

Figura 6. (A) estrutura tridimensional da serpina al-antitripsina humana (PDB 1QLP), (B)
estrutura tridimensional da hirudina extraida de Hirudo medicinalis (PDB 2HIR). As pontes
dissulfeto estdo representadas em azul.
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2.1.3. As Hirudinas

Uma outra familia de inibidores que nado segue o mecanismo padrdo de
associagdo descrito para os inibidores candnicos é a das hirudinas conhecidos

também como antitrombina (Rydel et al., 1991).

A saliva das sanguessugas contém uma variedade de inibidores de proteases.
A fim de manter o estado liquido do sangue ingerido, a maioria desses inibidores é
dirigida contra proteases que estdo envolvidas na coagulacdo sangtiinea. A hirudina
purificada da saliva da sanguessuga Hirudo medicinallis é um exemplo desses
inibidores, sendo o mais potente inibidor natural de trombina conhecido. A constante
de inibicdo de trombina por hirudina é da ordem de 10*M, sendo o melhor K;
descrito até agora. Entretanto, como mencionado, a hirudina se liga a trombina
seguindo um mecanismo de interacdo ndo canodnico diferente do mecanismo padrao
(Rydel et al., 1990). A familia das hirudinas é composta por inibidores homoélogos de
cerca de 7kDa com uma cadeia polipeptidica estabilizada por trés pontes dissulfeto
altamente conservadas. A estrutura desses inibidores estd organizada em dois
dominios, um na porcdo N-terminal (residuos 3-48) formando um arranjo rigido
estabilizado pelas pontes de dissulfeto, e outro na porcao C-terminal (residuos 49-65)

formando uma cauda flexivel (Rydel et al., 1990; Rydel et al., 1991).
Esse grupo de inibidores é atualmente produzido sinteticamente por vérias
empresas farmacéuticas e sao usados na profilaxia e no tratamento de trombose e de

outros distarbios (Fenton et al., 1998; Folkers et al., 1989).

A estrutura das hirudinas consiste de um dominio globular N-terminal e um

dominio C-terminal estendido (Folkers et al., 1989), como mostrado na Figura 6B.
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2.2. Inibidores com Sitio Ativo Classe-Especificos

Existem outros tipos de inibidores que diferem bastante das macroglobulinas.
A maioria desses inibidores pode ser enquadrado nas trés afirmacoes a seguir:
1. Nos complexos formados com as enzimas a atividade enzimatica sobre substratos
é totalmente abolida.
2. A inibicao é estritamente competitiva.
3. Um sitio ativo inibitério particular pode inibir apenas proteases pertencentes a

uma das quatro classes mecanisticas (Laskowski & Kato, 1980).

Os inibidores sdo divididos em quatro classes de acordo com a proteinase
inibida. Sao eles os inibidores de proteases asparticas, inibidores de proteinase
cisteinicas, inibidores de metaloproteases e os inibidores de serino proteases
(Laskowski & Kato, 1980). Apesar do enorme crescimento de informacdo sobre os
trés primeiros, a quantidade de informacdes sobre serino proteases ainda é muito
maior. Portanto iremos concentrar os nossos estudos em serino proteases, que possui
uma grande quantidade de estruturas determinadas por cristalografia, o que serd de

extrema importancia na nossa pesquisa.

2.3. Os Inibidores Candnicos de Serino Proteases

O numero de inibidores bem caracterizados de serino proteases excede o
namero de inibidores descritos para as outras trés classes mecanisticas (Hedstrom,
2002) (Berman et al., 2000). Entretanto, ndo esta claro se esta abundancia relativa
reflete na verdade a distribuicdo de inibidores na natureza, ou somente a
conveniéncia e interesse bioquimico em isola-las, por que atualmente existem dentro
do PDB mais inibidores de serino proteases do que das outras classes mecanisticas

existentes.

Em contraste com outros inibidores, o mecanismo de interacao dos inibidores

de serino proteases com suas enzimas cognatas é consideravelmente bem detalhado.
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Estudos de sequenciamento e cristalografia de raios-X tém mostrado que esses
inibidores ndo sdo todos homoélogos, consistindo de muitas (pelo menos 18) familias
(Laskowski & Kato, 1980). Surpreendentemente, entretanto, a grande maioria dos
inibidores de serino proteases interage seguindo um “mecanismo padrao” que sera
descrito. Esta situagdo é analoga a existéncia de pelo menos duas familias de serino
proteases ndo homologas, a familia da subtilisina e a da quimotripsina, as quais nao
compartilham uma estrutura tridimensional comum, mas hidrolisam seus substratos
e sdo inibidas pelos seus inibidores pelo mesmo mecanismo (Laskowski & Kato,

1980) (Hedstrom, 2002).

Existem apenas trés tipos de familias de inibidores de serino proteases que
nao seguem o mecanismo padrdo, as macroglobulinas, as serpinas e as hirudinas,

todas elas sdo encontradas no plasma sanguineo (Laskowski & Kato, 1980).

2.4. O Inicio dos Estudos Sobre Inibidores

Em 1936, o interesse em inibidores de proteases tomou um impulso quando
Kunitz e Nortrop comecaram a estudar o inibidor de tripsina bovina extraido do
péancreas bovino, que recebeu o nome de BPTI - Bovine Pancreatic Trypsin Inhibitor. E
em 1945, comecou também a estudar outro inibidor de tripsina extraido da soja, que
recebeu o nome de STI - Soybean Trypsin Inhibitor. Os experimentos de Kunitz
abriram portas para esse tipo de pesquisa e deixaram uma série de definicdes e

padronizacdes na pesquisa sobre inibidores (Kunitz & Northrop, 1936).

Surgiram entdo dois grandes problemas do legado deixado por Kunitz:
1. Que a maioria esmagadora de inibidores na natureza eram de proteases; foram
testados inameros materiais biol6gicos quanto a inibicdo em tripsinas, o que resultou
numa maior descoberta de inibidores de tripsinas.
2. Que tanto a tripsina quanto os seus muitos inibidores eram verdadeiras “caixas

pretas”.
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Este legado foi piorando, pois enquanto os pesquisadores ficavam intrigados
em responder como a tripsina se combina com seus inibidores, os estudos de
modificagdes quimicas e dicroismo circular davam resultados complexos (Laskowski
Jr et al., 2000).

Em 1945, no laboratério de Nord foi feita uma sugestdo correta que os
inibidores sdo andlogos aos substratos das proteases e que os complexos
enzimas/inibidor formados seriam especialmente estaveis. O desenvolvimento de
tecnologia de seqiienciamento de proteinas levou Kassel e Laskowski a seqiienciar a
BPTI. Logo em seguida foi feito o seqiienciamento do inibidor de calicreina bovina.
Apo6s correcdo de pequenos erros na sequéncia do inibidor de calicreina, foi

percebido que os dois eram na verdade a mesma proteina (Laskowski Jr et al., 2000).

A estrutura da BPTI foi determinada pouco tempo depois da cristalografia de
proteinas ser possivel. Uma vez conhecida a estrutura tridimensional do inibidor
livre, ainda se tornava dificil desvendar o mecanismo de combinacdo. Isso foi
amenizado mais tarde quando as estruturas tridimensionais dos complexos de

tripsina-inibidor foram determinadas (Kunitz & Northrop, 1935, 1936).

2.5. Mecanismo de Ac¢éo dos Inibidores

Muitos estudos de hidrélise foram feitos utilizando-se inibidores e proteases.
Medindo-se a liberacdo de ions de hidrogénio durante a combinacao de STI e
tripsina, foi observado que uma grande e rapida liberagdo de prétons é seguida por
um pequeno e lento consumo de prétons. A explicagdo apresentada por Finkenstadt
e Laskowski (1965) foi que o complexo enzima/inibidor poderia dissociar tanto para
enzima e inibidor originais quanto para enzima e inibidor modificado. No STI
modificado, chamado STI¥, a ligacdo peptidica do sitio ativo Arg63-lle64(P1-P1) é
especificamente hidrolisada. Os dois fragmentos resultantes sdo mantidos unidos
pelas pontes dissulfeto e por uma ampla rede interna de pontes de hidrogénio que se
mantém intacta mesmo apds a clivagem do inibidor (Finkenstadt & Laskowski,

1965).
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E+ I EIE = CE=EF = E+HI*

Figura 7. Reacdo que ilustra o mecanismo geral seguindo pelos inibidores canénicos. Onde E
representa a enzima, I o inibidor, EI enzima e inibidor, C o complexo, EI* a Enzima mais o
inibidor modificado e I* o inibidor modificado.

A presenca de um residuo de Arg na posicio P1 é consistente com a
especificidade da tripsina, mas podemos observar que, dentre os muitos residuos de
Lys e Arg em STI, apenas um, Arg63, é consistentemente selecionado. Em muitos
inibidores de tripsina, STI por exemplo, o residuo na posicio P1 é uma Arg,
enquanto em muitos outros, por exemplo BPTI, é uma Lys. Isso pode explicar os
resultados aparentemente andmalos previamente obtidos por uma modificacdo
quimica que tanto intrigaram os pesquisadores: a acetilacdo dos inibidores cujo
residuo é Lys extinguia completamente sua atividade inibitéria enquanto a acetilagao
dos inibidores cujo residuo é Arg ndo tinha qualquer efeito sobre sua atividade. Isso
acontece porque o grupo NHz da Lys é bloqueado por acetilagdo, o que impede a
interacdo idnica com o Asp 102 da tripsina necessaria para associacdo enzima-
inibidor e, no caso da Arg, apenas um dos grupos NH> é bloqueado, permanecendo o
outro livre para a interacdo. Isso foi endossado por experimentos de mutagao
enzimética nos quais o residuo Lys na posicdo P1 do inibidor era substituido por
uma Arg, fazendo com que a atividade sobre a tripsina nado fosse alterada. Essa
talvez tenha sido a primeira mutagénese sitio especifica realizada com serino

protease (Laskowski Jr et al., 2000).

Um inibidor padrao classico é hidrolisado cerca de 107 vezes mais lentamente
que um substrato, sendo que o passo determinante é a deacilagdo do intermediario
acil-enzima. Primeiro o equilibrio entre o complexo de Michaelis e o intermediario
acil-enzima é rapidamente estabelecido. A ligacdo do inibidor clivado no sitio ativo
da enzima é forte e orientada, prevenindo a hidrélise do intermediério acil-enzima e
favorecendo a reagdo inversa com a religacdo do grupo abandonador que diminui

drasticamente a velocidade da reacdo (Radisky & Koshland, 2002).
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A conformagdo candnica do loop reativo é muito importante para um
posicionamento adequado e uma adaptagdo efetiva ao sitio ativo da enzima
proteolitica, o que resulta na formacao do intermediario acil-enzima. O residuo P1
desempenha um papel chave durante o processo, definindo a especificidade do
inibidor. Por exemplo, a presenca de uma Arg ou Lys na posicao P1 permite uma
interacdo i6nica com Aspl89 no sitio de ligacdo da tripsina. A geometria do grupo
carbonila do residuo na posicdo P1 define a orientacdo adequada para o ataque
nucleofilico da serina catalitica, a qual primeiro forma o acil-enzima e entdo faz o
ataque nucledfilo ao grupo abandonador, favorecendo a religacdo. Além disso, o
posicionamento e a orientacdo do novo N-terminal do inibidor clivado sdo também
cruciais para um ataque nucleofilico efetivo. Isso é providenciado por uma extensa
rede de interacOes intra e intermoleculares entre inibidor e enzima (Laskowski Jr et

al., 2000).

2.6. Protedlise Limitada

O funcionamento e a compreensao da interacdo da protease com o inibidor
tornou-se possivel através da determinagao das estruturas dos seus complexos. Por
exemplo, porque os inibidores ndo sdao completamente clivados na presenca da
protease como a maioria das proteinas? Tripsina por exemplo deveria clivar cada
uma das ligacdes Lisina-X e Arginina-X (com excecao de Prolina em X) e nesse caso,
cerca de 5 a 10% das ligacdes peptidicas em uma proteina seria suscetivel ao ataque
proteolitico. Todavia, os inibidores de proteases fornecem um paradigma uma vez
que apenas a ligacao peptidica “scissile” P1-P1” no loop reativo é proteoliticamente
atacada, resultando na formagao do complexo enzima-inibidor no qual o loop reativo
do inibidor estd ligado ao sitio ativo da enzima numa formacdo de “substrato
perfeito”, enquanto, baseando-se em sua sequéncia, deveria ser esperado que eles
fossem rapidamente proteolisados em muitos outros sitios de clivagem (Hubbard et

al., 1991)
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A combinacgdo de fatores estruturais e termodinamicos ajuda a entender o
quebra-cabeca da protedlise limitada dos inibidores. Sitios de clivagem sao
encontrados em regides expostas, protuberantes e flexiveis de uma proteina e sdo
tipicamente loops ou turns, raramente em ou proximos a hélices, mas aparentemente
nunca em estruturas betas. Eles se expdem na superficie da proteina e sado
encontrados em regides onde o empacotamento local nado restringe o
desenovelamento local que é necessario para o reconhecimento e a clivagem pelas
proteases. A chave determinante para uma regido ser considerada um sitio
proteolitico é a capacidade para desenovelar localmente e se adaptar ao sitio ativo da
enzima. Existem trés importantes fatores para um sitio proteolitico: exposicdo,
flexibilidade e interacdes locais. A exposicdo é caracterizada pela acessibilidade e
embora ndo seja um requerimento absoluto, um sitio proteolitico estard mais
provavelmente situado numa regido préxima a superficie da proteina na qual o
desenovelamento local é mais facilmente acompanhado. A flexibilidade é critica para
o desenovelamento local e adaptagdo ao sitio ativo da enzima. As interacdes locais
dependem da estrutura secundaria e das pontes de hidrogénio. Um bom candidato
para desenovelamento local e adaptacao ndo deve ser enrijecido por interacées como
pontes dissulfeto ou pontes de hidrogénio, comuns em estruturas secundarias
regulares, particularmente folhas-fs (Hubbard, 1998; Hubbard et al., 1994; Novotny
& Bruccoleri, 1987).

2.7. Loop Reativo Candnico

Estudos estruturais de complexos enzima-inibidor confirmaram e estenderam as
primeiras observacdes de que todos os inibidores tém um grande loop exposto ao
redor do residuo P1. O residuo P1 é bem exposto nos inibidores livres. Esse loop atua
como uma das duas fitas de uma folha-f3 distorcida que é formada nos complexos
com enzimas da familia da quimotripsina. A segunda fita é fornecida pela enzima.
Na interacdo com enzimas da familia da subtilisina, a enzima contribui com duas
fitas e a folha-f distorcida resultante é composta de trés fitas. Além dos residuos

proximos a ligacdo peptidica do sitio ativo que compdem o loop reativo, outros
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residuos de diferentes partes do inibidor também fazem contatos com a enzima tanto
com a cadeia principal quanto com as cadeias laterais. Embora essas interagcdes nao
sejam tdo conservadas em todos os inibidores quanto aquelas feitas pelos residuos do

loop reativo, elas sdo compartilhadas por inibidores dentro das diferentes familias.

Os residuos de P4 a P3’ de todos os inibidores exibem os mesmos angulos de
Ramachandram (Laskowski Jr et al., 2000), como mostrado na Figura 8. Apesar do
loop reativo dos inibidores da maioria das 16 familias de inibidores serem tdo
préximos, é espantoso observar que cada uma dessas 16 familias possuem estruturas
tridimensionais globais bem diferentes, mas possuem similaridade onde realmente

elas sdo importantes para a atividade inibitéria.

Figura 8. Superposicdo dos dtomos das cadeias principais dos 6 residuos de aminoécidos do
loop reativo. As estruturas sdo de 12 diferentes familias de inibidores nao relacionadas em
sequéncia e em arranjo, em complexo com 9 serino proteases incluindo membros tanto da
subfamilia da quimotripsina quanto da subtilisina. A seta branca indica o sitio de clivagem
entre P1-P1".

2.8. Familias de Inibidores de Serino Proteases

Existem pelo menos 18 diferentes familias de inibidores de mecanismo padrao de
serino proteases reconhecidas até agora, mas somente 12 familias possuem
complexos cristalizados (Laskowski Jr et al., 2000; Laskowski & Kato, 1980). E muito
provavel que muitas novas familias sejam descritas no futuro como também muitos
inibidores novos que estdo sendo descobertos. As principais familias de inibidores de

serino proteases sdo listadas na Tabela 3. Tentou-se dividir essas familias em

33



inibidores de origem animal, de plantas e de microorganismos e apesar de se ter
conseguido bastante éxito, essa divisdo nao é perfeita (Laskowski Jr et al., 2000). Uma
excecdo notavel é a eglin ¢, a qual é um inibidor de origem animal extraido de
sanguessuga Hirudo medicinalis e é um membro da familia Batata I. Existem muitas
outras excecoes. Nessa tese iremos focar os nossos estudos em trés inibidores: BPTI,
kazal e ecotina. Para cada uma dessas familias é apresentado a seguir um pequeno
histérico bem como uma descricdo das caracteristicas e peculiaridades de seus
membros. Para as outras familias sera feita apenas uma visao geral (Berman et al.,

2000) (Laskowski Jr et al., 2000).

Tabela 3. As familias de inibidores de serino proteases com complexos determinados por
cristalografia de raio-X

R ESTRUTURA 3D
MONOMERO
(exemplo do PDB)
FAMILIA
MMr (kDa) 12 CYS LIVRE COMPLEXO

BPTI Kunitza 6 6 1BPI 2PTC
STI Kunitzb 21-22 4 1AVU 1AVW
BBIP 8-9 14 1PI2 1SMF
Batata IP 8-9 0-2 IMIT 1ACB
Batata IIb 6 8 1TIH 1ACB
Abéborab 3 6 2CTI 1PPE
Kazala 6 6 20VO 1CHO
SSle 12-14 2-4 2581 2SIC
Antistasina? 8-10 20 1SKZ 1HIA
Chelonianina? 6 6 2REL 1FLE
Ascaris? 6 10 1ATA 1EAI
Ecotinac 12-14 2 1ECY 1AZZ

Inibidores de origem 2animal, de Pplantas e de “microorganismos.
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2.8.1. Familia BPTI Kunitz

A familia BPTI Kunitz é composta de pequenas proteinas com massa
molecular em torno de 6kDa (cerca de 55-60 aminoacidos) com representantes em
espécies de vertebrados e invertebrados, incluindo humanos, bovinos, ratos,
camundongos, peixes, cavalos, sapos, vermes e bicho-da-seda. Apesar dos membros
da familia BPTI Kunitz compartilharem um alto grau de similaridade seqtiencial e
estrutural, o que faz com que todos apresentem o mesmo arranjo global
caracteristico, eles exibem uma faixa enorme de funcionalidades e especificidades

(Kunitz & Northrop, 1936).

O arranjo do tipo BPTI Kunitz é altamente adaptavel e tem sido encontrado
em proteinas que desempenham muitas funcdes diferentes na natureza, desde a
inibicdo de proteases até poderosas neurotoxinas (Marshall & Harvey, 1992;
Skarzynski, 1992). Dentre as proteinas que possuem dominios BPTI Kunitz estao as
chamadas bikuninas, que compreendem os inter-a inibidores de tripsina (Ial) que
possuem o dominio BPTI Kunitz que é a parte inibitéria do Ial. As bikuninas
possuem dois dominios tipo BPTI Kunitz: o dominio N-terminal (dominio 1) tem um
sitio de ligacdo neutro e especifico para elastases enquanto o dominio C-terminal
(dominio 2) tem um sitio de ligagdo basico sendo especifico para as serino proteases
tripsina e plasmina. Um impedimento estérico que um dominio impde ao outro
previne que ambos se liguem simultaneamente a enzimas e também restringe o
tamanho do alvo que sera ligado. Por essa versatilidade na inibigdo, as bikuninas sdo
atualmente prescritas no Japdo para o tratamento de pancreatite aguda e choque
hemorragico. Sabe-se também que as bikuninas estdo envolvidas no controle do
crescimento celular e os Ial participam em processos na matriz extracelular como
morfogénese e diferenciacdo de tecidos (Itoh et al., 1994; Lindqvist & Akerstrom,

1996).

O arranjo tridimensional da estrutura dos membros da familia BPTI Kunitz,

mostrado na Figura 9, é composto por uma folha-p antiparalela central a qual é
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fechada em um dos lados por uma volta-f3 formando um grampo-f§ e no outro lado
por uma ponte dissulfeto. A secdo da cadeia préxima ao N-terminal forma uma a-
hélice curta e algumas vezes distorcida, enquanto a se¢do préxima ao C-terminal
forma uma a-hélice mais regular. A a-hélice C-terminal é covalentemente ligada
tanto a folha- central quanto a a-hélice N-terminal por pontes dissulfeto em pH
tisiolégico. As trés pontes dissulfeto na estrutura sdo altamente conservadas,
provavelmente para manter e reforcar a rigidez e estabilidade estrutural, o que é
confirmado pela sua resisténcia extremamente forte a desnaturagdo por temperatura
- temperatura de desnaturagdo do BPTI é de 95°C (Bode & Huber, 1992). Quando
essas trés pontes dissulfeto sdo reduzidas, a proteina perde o seu arranjo estrutural e

fica inativa.

Figura 9. Estrutura tridimensional de BPTI extraida de Bos taurus (Boi, PDB 1BPI). As pontes
dissulfeto sdo representadas em azul e o loop reativo é indicado pela seta.
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Tabela 4. Membros da Familia Kunitz BPTI, inibidores de serino proteases.

Inibidor Atividade Inibitoria Outras Fun¢des Conhecidas
Principal
BPTI Forte inibidor de tripsina, | BPTI e seus fragmentos 1-15, 18-39, e
calicreina quimotripsina, | 40-58 possuem atividade bactericida
matriptase MTSP1 e fator | contra muitas bactérias gram positivas
de coagulacado VIL e gram negativas. Inibe
Também inibe muitas cisteinoproteases de adenovirus com
outras serino proteases. uma constante de ligagao de 5x10° M1 e
num sitio de inibi¢do diferente do que
liga tripsina. Inibe o canal K*/Ca**
ativado. A subunidade a do canal Kca
contém um dominio inibidor de
proteinase com sitio de ligagdo
conservado.
APPI Isoformas da APPI é um forte inibidor Acredita-se que a func¢do das APPs

proteina precursora de
amiléide (APP) que contém
um dominio tipo BPTI-
Kunitz.

de tripsina e inibe muitas
outras serino proteases.

como receptores nucleares esta
envolvida na via de sinaliza¢do
intracelular através da proteina de
ligacdo (Go) de GTP. Na doenga de
Alzheimer, um fragmento de APP, a
proteina 3 amiléide é depositada em
varios tecidos cerebrais.

Dendrotoxinas
(encontradas no veneno de
muitas cobras) Exemplos:
toxina I, toxina K, toxina E.

Inibe tripsina e calicreina.

Bloqueiam alguns canais neuronais de
K+ e aumentam a liberacdo de
neurotransmissores.

Bikunina

Inibe tripsina,

quimotripsina, PPE e HLE.

Bikunina é co-transportada com o
microglobulina a qual pertence &
superfamiliadas lipocalinas. Esse
precursor passa por um processamento
pos-translacional para produzir a;
microglobulina e bikunina. Bikunina
entdo se associa covalentemente com
uma ou duas cadeias da familia
multioxidase formando Ial.

BPTI/Bikunina/Tripstatina

Inibe tripsina,
quimotripsina, PPE e HLE

Inibem a ligacdo da HIV glicoproteina
gp120 com a triptase TL.
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2.8.2. Familia Kazal

Essa familia foi nomeada depois que L. Kazal descobriu o primeiro dos
inibidores de tripsina da secrecdo pancredtica (PSTI - Pancreatic Secretory Trypsin
Inhibitor). Os inibidores da familia Kazal estdao presentes em todos os vertebrados,
inclusive no homem, e a sua funcao fisiolégica € evitar a ativagdo prematura de pro-
enzimas, inibindo tragos de tripsina ativa que possam estar livres no pancreas. Os
inibidores do tipo Kazal inibem uma série de serino proteases, como tripsina e
elastase. Mas eles ndo estdo limitados aos vertebrados. Extratos da sanguessuga
Hirudo medicinalis contém numerosos inibidores de tripsina e um deles mostra pelo
menos um dominio do tipo Kazal. Outras proteinas que se destacam sdo os

ovoinibidores, proteinas abundantes em ovos de aves (Rawlings & Barrett, 1993).

Cada dominio do tipo Kazal é composto por cerca de 56 residuos de
aminoacidos e trés pontes dissulfeto. A estrutura do dominio Kazal lembra a
estrutura do BPTI, tendo também a forma de pinga com uma haste sendo a a-hélice e

a outra haste sendo a folha-3 formada pelas trés fitas- 3 (Schlott et al., 2002).

Figura 10. Estrutura tridimensional do inibidor de tripsina humano do tipo Kazal (PDB
1HPT). As pontes dissulfeto estdo representadas em azul e o loop reativo é indicado pela seta.
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Tabela 5. Membros da Familia Kazal, inibidores de serino proteases.

Inibidor Atividade Inibitéria Outras Fun¢oes Conhecidas
Principal
Ovoinibidor Inibe uma grande variedade Inibe o canal ativado por

de serino proteases dentreelas | Ca**/K".
podemos citar subtilisina,
protease B, elastase,
quimotripsina e tripsina tendo
varios dominios de inibig3o.

PEC-60 Inibe tripsina. E estruturalmente similar ao
fator de liberacdo da
colecistokinina. Também é
conhecido por suprimir a
secrecdo de insulina induzida
por glicose.

Trombospondina 1 Contem dois dominios tipo Acredita-se estar envolvida no
(uma glicoproteina com Kazal e inibe HLE e desenvolvimento e
multidominios) catepsina G. remodelamento de tecidos.
PSTIII Inibe tripsina. Mostra atividade de liberacado

de colecistokinina.

Rodnina O primeiro dominio da O segundo dominio da rodnina
rodnina inibe fortemente se liga ao sitio da trombina que
trombina. reconhece e liga fibrinogénio

mas ndo possui atividade
inibitoria.

2.8.3. Familia Ecotina

A ecotina é um inibidor de serino protease encontrado no periplasma de
Escherichia coli. Um dos seus aspectos caracteristicos é que ele é um potente inibidor
de uma variedade de serino proteases com especificidades bem diferentes (Chung et

al., 1983; McGrath et al., 1995). Os membros da familia sdo proteinas homodiméricas.

As duas subunidades estdo unidas por suas longas fitas-fs que sdo arranjadas
em duas folhas-fs antiparalelas. Um dimero de ecotina pode ligar duas moléculas de
proteinase, cada uma delas ligada a uma subunidade de ecotina simultaneamente
através de dois diferentes sitios. Entretanto o sitio secundario é muito pequeno e
ainda ndo ha evidéncias suficientes para afirmar se trata de um sitio de

reconhecimento real ou uma superficie de contato que foi confundida (Yang et al.,

1998).
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Figura 11. Estrutura tridimensional da ecotina de Escherichia coli (Bactéria, PDB 1ECY). A
Unica ponte dissulfeto é representada em azul e o loop reativo é indicado pela seta.

A ecotina inibe muitas subfamilias de enzimas, que incluem elastase,
quimotripsina, tripsina, fator XA e calicreina. O sitio reativo da ecotina,
especificamente o residuo P1, foi determinado para todos os complexos acima como
sendo a Met 84. Bons inibidores de tripsina tipicos tém uma Arg ou Lys na posi¢do
P1, mas a ecotina inibe a tripsina com uma Met. Assim, a Met emerge com o
compromisso de se adequar para satisfazer impedimento estérico de diferentes
bolsdes. Assim como outros pequenos inibidores de serino proteases, uma ponte de
dissulfeto (Cys 50-Cys 87) préxima ao sitio reativo na ecotina estabiliza o loop do sitio
reativo por uma ligacdo covalente. Numerosas pontes de hidrogénio também

contribuem para dar estabilidade a interacao(Yang et al., 1998).

2.8.4. Outras Familias de Inibidores

Nesse trabalho nés focamos os nossos estudos em apenas 3 familias de
inibidores, mas existem outras nove, sdo elas STI Kunitz, Bowman Birk(BBI), Batata I,
Batata II, Abobora (ou Cucurbita), Inibidores de Subtilisinas Streptomyces(SSI),

Anistasinas,Chelonianina e Ascaris. Essas familias sdo descritas abaixo:
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1- O inibidor STI Kunitz foi extraido da soja, possui apenas um sitio de inibicdo para
tripsina, mas existem outros membros que inibem quimotripsina, subtilisinas,
catepsinas D e a-amylase. Os inibidores da familia STI Kunitz sdo encontrados

principalmente nas leguminosas (Figura 12) (Ritonja et al., 1996; Song & Suh, 1998).

2- A familia BBI (Bowman Birk) do inibidor de protease é amplamente distribuido
em sementes de leguminosas, no abacaxi Anands sativus, em germe de trigo Triticum
aestivum, arroz Oryza sativa, sementes de Coix lachryma jobi, sementes de capim Setaria
itdlica e cevada Hordeum vulgare. Esses inibidores possuem geralmente dois sitios de
inibicdo e sdo capazes de formar complexos com diferentes proteases - usualmente

tripsina e quimotripsina, raramente elastase (Figura 13) (Odani et al., 1986).

3- A familia de inibidores do tipo batata I inclui todas aquelas proteinas que mostram
uma grande homologia com o inibidor CI-1 de quimotripsina isolado de tubérculos
de batata. Esse forte inibidor inibe a quimotripsina, subtilisina e tripsina (Figura 14)

(Richardson, 1991).

4- O primeiro membro da familia de inibidores do tipo batata II a ter a sua sequéncia
de aminoécidos determinada foi o inibidor de tripsina extraido do exocarpo de

berinjela Solanum melongena (Figura 15) (Richardson, 1991).

5- Os menores inibidores conhecidos sdao os inibidores de tripsina isolados das
sementes da familia Cucurbitae (ou abébora). Todos contém cerca de 29 aminoécidos
e, a despeito de seu pequeno tamanho, sdo inibidores muito potentes com suas
constantes de associagdo (Ka) na faixa de 5,9x1010 - 9,5x101T M1, estando entre as
maiores ja reportadas para inibidores de tripsina. A substituicdo quimica da Arg do

sitio ativo por Ala converte o inibidor de tripsina num inibidor de elastase (Figura

16) (Richardson, 1991).
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6- A familia Streptomyces de bactérias produz uma série de inibidores, os quais sao
caracterizados por sua forte atividade contra subtilisina. Eles sdo coletivamente
conhecidos como SSI ou “Streptomyces Subtilisin Inhibitors”. Alguns SSI também

inibem tripsina e quimotripsina (Figura 17) (Sakai et al., 1980).

7- Apesar de extremamente pequenos, os inibidores da familia das Antistasinas, de
tripsina dessa familia possuem um conteddo de cisteinas bastante alto, o que lhes
confere uma estrutura rigida e resistente. O padrdo de residuos de cisteinas é
bastante conservado, sendo considerado como uma assinatura dessa familia de

proteinas (Figura 18) (Lapatto et al., 1997).

8- A familia Chelonianina é composta de um grupo de proteinas contendo oito
residuos de cisteinas caracteristicamente espagados, os quais estao envolvidos em
pontes dissulfeto. Embora o padrdo das cisteinas seja conservado, o grau de
similaridade global das sequéncias é baixo com poucas prolinas e glicinas, sendo

razoavelmente bem conservadas (Figura 19) (Hennighausen & Sippel, 1982).

9- Os inibidores pertencentes a familia ascaris possuem uma estrutura caracteristica
conhecida como dominio rico em cisteinas, que é encontrado em muitas proteinas

extracelulares (Figura 20) (Grasberger et al., 1994).

Figura 12. Estrutura tridimensional de STI extraido da Glycine Max (soja, PDB 1AVU);
colorida de forma a mostrar as trés unidades de repeticio que formam o arranjo global
conhecido como B-trefoil; as pontes dissulfeto estdo representadas em azul; o loop reativo é
indicado pela seta.
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TRIPSINA

(A) (B)
Figura 13. (A) Estrutura tridimensional de BBI extraido da Pisum sativum (ervilha, PDB 1PBI);
as pontes dissulfeto estao representadas em azul; ambos os loops reativos que inibem tripsina
e quimotripsina sdo indicados pelas setas; (B) estrutura do dimero formado pela juncao de
duas moléculas como mostradas em (A) sendo uma colorida em laranja e a outra em verde,
as pontes dissulfeto estdo em azul.

Figura 14. Estrutura tridimensional do inibidor tipo batata I extraido de Cucurbita maxima
(abobora, PDB 1MIT). A tnica ponte dissulfeto é mostrada em azul e o loop reativo é
indicado pela seta.
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Figura 15. Estrutura tridimensional do inibidor tipo batata II extraido de Nicotiana alata
(fumo-de-jardim, PDB 1TIH). As pontes dissulfeto estdo representadas em azul e o loop
reativo é indicado pela seta.

Figura 16. Estrutura tridimensional do inibidor tipo abébora extraido de Cucurbita maxima
(abobora, PDB 3CTI). As pontes dissulfeto estdo representadas em azul e o loop reativo é
indicado pela seta.
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Figura 17. Estrutura tridimensional do inibidor de subtilisina extraido de Streptomyces
albogriseolus da familia SSI (Bactéria, PDB 3SSI). As pontes dissulfeto estdo representadas em
azul e o loop reativo é indicado pela seta.

Figura 18. Estrutura tridimensional do inibidor da familia das antistasinas extraido da saliva
de sanguessuga Hirudo medicinalis (PDB 1HIA). As pontes dissulfeto estdo representadas em
azul e o loop reativo é indicado pela seta.
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Figura 19. Estrutura tridimensinal da elafina humana (PDB 2REL) que possui o arranjo
caracteristico da familia chelonianina. As pontes dissulfeto estao representadas em azul e o
loop reativo é indicado pela seta.

Figura 20. Estrutura tridimensional do inibidor da familia ascaris extraido de Ascaris
lumbricoides (verme, PDB 1ATA). As pontes dissulfeto estdo representadas em azul e o loop
reativo é indicado pela seta.
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2.9 Funcoes e Aplicacdes dos Inibidores de Proteases

Muitas pesquisas vém sendo realizadas buscando determinar o papel
biolégico dos inibidores de proteases em plantas, e hoje se sabe que os inibidores
exercem uma multiplicidade de papéis. Além do seu envolvimento nos processos de
regulacdo das atividades proteoliticas das enzimas durante a germinacao
(Richardson, 1991), existem outras fungdes biol6égicas atribuidas aos inibidores, como
a sua atuacdo como proteinas de reserva, participagdo nos mecanismos de defesa das

plantas ao ataque de insetos, e o seu papel antifngico e antimicrobiano.

A acdo dos inibidores nesses casos estd intimamente ligada as suas
propriedades anti-nutricionais. Em um dos mecanismos propostos, eles atuariam
reduzindo a digestdo das proteinas da dieta dos insetos pela inibicdo direta das
enzimas digestivas desses predadores, que morreriam por inanicdo. Estudos
mostram que se adicionando inibidores puros na ragdo artificial, reduz-se
significantemente o crescimento e desenvolvimento de varios insetos e pragas. Mas
outros estudos posteriores mostraram que a ingestdo de inibidores causa uma
significante elevacdao dos niveis de tripsina no estobmago dos insetos e, por isso, foi
proposto que o verdadeiro modo de acdo dos inibidores seria causar a
hiperproducdo perniciosa de tripsina (Cheng & Xue, 2003), o que levaria o inseto a

morte por danos causados ao aparelho digestivo numa espécie de autodigestao.

H4 um interesse muito grande no possivel uso de inibidores de origem vegetal
que atuam sobre proteases no tratamento de uma grande variedade de distarbios
metabdlicos associados as enzimas proteoliticas, como, por exemplo, pancreatites,
enfisemas, alergias, inflamacoes e hipertensao (Hsu et al., 2006). Experimentos in vivo
mostraram que inibidores de proteases de alguns tipos, especialmente os da familia
Bowman-Birk e Kunitz, possui uma boa resposta na prevencdo e tratamento do
cancer (McGuire, 2003). Essas propriedades incluem a habilidade para reduzir a

formacdo de radicais de oxigénio, suprimir o crescimento de tumores anais e de
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colon induzidos quimicamente, tumor de mama em ratos e em humanos, e tumor de

pulmédo em camundongos (McGuire, 2003).

Objetivo Geral

Analisar as interacOes entre serino proteases e seus inibidores, em termos das

propriedades dos residuos que estdo na interface das duas moléculas.

Objetivos Especificos

1. Criar um banco de dados ndo redundante de serino proteases.

2. Desenvolver uma nova metodologia para melhor entender os mecanismos que

regem a interacao entre serino proteases e inibidores.
3. Baseado nos tipos de residuos de aminoacidos que compde o IFR (Interface

Forming Residues), determinar as posicOes que sdo mais ou menos restritivas

em uma subfamilia de serino protease com relacao a especificidade.
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Materiais e Métodos

Neste capitulo apresentaremos todos os procedimentos realizados na selecdo

das bases de dados e os experimentos que foram utilizados.

1. Bancos de Dados de Proteinas

1.1. Uniprot

O UniPROT (Universal Protein Resource) (2008) é um dos maiores bancos de
dados que engloba dados de sequéncias de proteinas e dados de anotacoes, ele
possui 40.5506 entradas (dado de 16-Dez-2008). Ele funciona como um hub central de
informagdes sobre proteinas e suas funcionalidades com uma acurécia consistente e
rica. Para cada entrada do UniPROT vocé pode encontrar basicamente a sequéncia de
aminoacidos, o nome da proteina ou descrigdo, os dados taxondmicos e informagdes
de citagdes. As sequéncias de proteinas encontradas no UniPROT sdo derivadas da
traducdo das sequéncias de acidos nucléicos que sdo submetidas aos bancos de
dados ptblicos, como EMBL/GenBank/DDBJ. Caso vocé queira também pode
cruzar os dados encontrados no UniProt com dados de outros bancos de dados como

por exemplo o PDB (Leinonen et al., 2004).

1.2. PDB

O PDB (Protein Data Bank) (Berman et al., 2000)é um repositério global de
estruturas tridimensionais de moléculas biolégicas o que incluem proteinas e dcidos
nucléicos. Observando o PDB podemos notar um crescimento do ntmero de
estruturas ao longo dos anos, ele contém atualmente 55.126 estruturas de proteinas!,

acidos nucléicos e complexos protéicos. As sequéncias das estruturas existentes no

! Dados do PDB na data de 12/01/2009.
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PDB podem ser muito redundantes; de acordo com o site do banco existem
atualmente 20.229 cadeias!' com valor menor ou igual a 95% de identidade. Para cada
cadeia, podem existir dados de diversos mutantes simples ou multiplos além da

existéncia de multiplos cendrios experimentais nos quais a estrutura foi resolvida.

A maioria das estruturas depositadas no PDB foram resolvidas utilizando o
método de cristalografia de raios-X, mas existem outras técnicas que também sdo
usadas para resolugdo de estruturas, que sdo a ressonancia nuclear magnética (NMR
-Nuclear Magnetic Resonance) e a microscopia eletronica. Em média, a resolugado é de

2,18A com desvio padrao de 1,31A (Berman et al., 2000).

1.3. SCOP

O SCOP (Structural Classification of Proteins) (Murzin et al., 1995) é um banco
de dados criado pela inspecao manual e auxiliado por um conjunto de métodos
automatizados, e tem como objetivo fornecer uma detalhada descricao das relagdes
evolutivas entre todas as estruturas protéicas conhecidas. O SCOP classifica as
estruturas do PDB de acordo com os diferentes tipos de familia, superfamilia,
enovelamento e classes. Na versdo atual (1.73) do SCOP a partir de 55.126 entradas
do PDB foram anotadas 34.494, o que significa 97178 cadeias de 1.086 diferentes
enovelamentos. As proteinas de uma mesma familia tém alta similaridade seqtiencial
e estrutural. Proteinas da mesma superfamilia sdo provavelmente relacionadas
evolutivamente compartilhando o mesmo enovelamento e desempenho de fungdes
bastante similares. Proteinas compartilham o mesmo enovelamento se possuem o
mesmo arranjo ha sua arquitetura, ou seja, sdo estruturalmente muito préximas. As
classes do SCOP sao definidas com base na composi¢do das cadeias em termos de
estruturas secunddrias: se a maioria é a (formadas, na maioria, por a-hélices) ou 3

(formadas, na maioria, por folhas-f) ou uma juncdo delas (Murzin et al., 1995).

O SCOP é um poderoso banco de dados uma vez que ele possui uma

excelente anotacdo do PDB e bem organizada, o que pode ajudar muito na validagao

50



dos dados em uma pesquisa com proteinas. Dentro do SCOP também podemos
encontrar arquivos texto facilmente legiveis por scripts, nos quais podemos ter ndo
somente a classificagdo em termos de classe, superfamilias, familias, e enovelamento,
mas temos também o nome da cadeia e do organismo do qual foi extraido a proteina.

Neste trabalho usamos a classificacdo pelo tipo de familia e enovelamento.

1.4. STING

O STING (Neshich et al., 2005b) é um banco de dados que possue muitas
ferramentas utilizadas para analisar a estrutura protéica. Dentro do STING podemos
encontrar varios modulos, por exemplo, podemos visualizar a forma estrutural da
proteina e também sua sequéncia através do Jmol. O modulo JPD (Java Protein
Dossier) possui varios parametros dentro dele, mas vamos destacar um que foi usado
em nosso trabalho que é o IFR (Interface Forming Residues), que sdo os residuos de
aminoacidos localizados na interface de duas subunidades ou cadeias de algum
complexo; esses residuos sdo aqueles que perderam acessibilidade ao solvente uma
vez que o complexo foi formado. Através de outro moédulo, o Contatos do IFR,
também é possivel calcular todos os residuos que estdo na interface de duas
moléculas que fazem algum tipo de contato como:

e Contatos hidrofébicos

e Contatos carregados atrativos

e Contatos carregados repulsivos
e Pontes de hidrogénio

e Empilhamento aromatico

e Pontes dissulfeto

Assim sendo, podemos dizer que os residuos formadores da interface sdo
estritamente definidos e baseados na acessibilidade ao solvente. Entretanto, todos
aqueles residuos da superficie das duas cadeias que ndo perderam acessibilidade ao
solvente, ou ndo estdao localizados nas imediacoes e na fronteira entre as

subunidades, ndo sdo considerados como IFR.
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2. Selecdo da Base de Dados de Serino Proteases

Para termos uma base de dados consistente precisavamos selecionar todas as
serino proteases existentes com estruturas resolvidas. Primeiramente foi feita um
busca sobre serino proteases no UniProt; essa busca retornou 7.008 saidas com a
palavra-chave serino proteases, mas como dentro do UniProt temos sequéncias sem

estruturas resolvidas, precisdvamos melhorar mais ainda a nossa busca.

Para buscarmos somente estruturas de serino proteases utilizamos entdo o
banco de dados SCOP que classifica as estruturas por seu tipo de enovelamento; o
escolhido foi proteinas parecidas com a trypsinas (trypsin-like serine proteases), e assim
foram selecionadas 1.086 estruturas do PDB. A partir dessas 1.086 estruturas foi feito
um refinamento baseado na sequéncia dos aminoacidos de cada estrutura, ou seja,
foram selecionadas somente as estruturas que tinha valor menor ou igual a 95% de

identidade entre si, assim ficamos com 101 estruturas do PDB.

Uma vez que obtivemos 101 serino proteases essas proteinas passaram pelos
seguintes filtros: resolugdo menor ou igual a 2,5A, R-Value Working? menor que 0,2,
identidade de sequéncia menor que 95% e ndo mutantes, o que resultou em 67

proteinas. A Figura 21 mostra um fluxograma da selecdo da base de dados.

2 Nos usamos R-Value Working ou R-Value Working Test porque verificamos empiricamente que esses campos
estdo mais freqiientemente anotados nos arquivos PDB que o Free R-Value.
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ScoP
34,494 pdbs

Figura 21. Fluxograma de busca e selecdo das serino proteases. A busca foi feita baseada no
Banco de Dados SCOP.

Na Tabela 6, as quatro ultimas familias, foram agrupadas por alguma
caracteristica em comum, e foram usadas algumas siglas para agrupar essas
caracteristicas; sdo elas, respectivamente: VaP - Varios Procariotos, VaV - Varios
Virus e Va - Varios, que eram um agrupamento de vdrias proteinas que eram
representantes tnicos. As trés ultimas proteinas sao ligadas respectivamente com os

inibidores BPTI, ovomucoide e ecotina e foram as proteinas usadas como base para

Proteinas parecidas com
ripsina-sering proteases

nao

1086 pdbs de
sering proteases

Seleciona todas as

nao

/Classiﬁcar as
proteinas do SERPRO-DB

proteinas com no maximo
Wmilaridad

sim
101 pdbs de
serino proteases

resolugdo <= 2.54, rvalue <= 0.2
ndo mutantes

SERPRO-DB
65 pdbs

nossos experimentos mais adiante, como veremos mais detalhadamente.
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Tabela 6. 67 serino proteases ndo redundantes com estruturas 3D resolvidas encontradas

dentro do PDB, agrupadas de acordo com as suas subfamilias.

O 0O U1 = Wi -

1LTO:A
2FPZ:A
INN6:A
3RP2:A
1K2I:1
1EQ9:A
1GCT
1PYT
1ELT:A
1IM9U:A
1HNE:E
1GVK:B
1BRU:P
1AGJ:A
1QTF:A
1HPG:A
208L:A
1P3C:A
2PKA:A,B
1GVZ:A
1LO6:A
1TON:A
2FOM:B
2FP7:B
1DY9:A,C
2SGA:A
1SGP:E
1PQ7:A
1TRN:A
1HJ9:A
1HJ8:A
2F91:A
1HAW:A
2A31:A
1A0]:A
10S8:A
10P0:A
1BQY:A
1C5L:H
1VR1:H
2PUX:B
1H8D:H
1ETR:H
1ARB:A
1Y8T:A

Triptase

Triptase

Quimase

Quimase
Quimotripsina
Quimotripsina
Quimotripsina
Quimotripsina
Elastase

Elastase

Elastase

Elastase

Elastase

Exfoliativa toxina A
Exfoliativa toxina B
Glutamil endopeptidase
Glutamil endopeptidase
Glutamil-endopeptidase
Calicreina

Calicreina

Calicreina

Calicreina

NS3 protease

NS3 protease

NS3 protease
Estreptogrisina A
Estreptogrisina B
Tripsina

Tripsina

Tripsina

Tripsina

Tripsina

Tripsina

Tripsina

Tripsina

Tripsina

Veneno

Veneno

Trombina

Trombina

Trombina

Trombina

Trombina

lisil endopeptidase- VaP
Protease PepD - VaP
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Homo sapiens

Homo sapiens

Homo sapiens

Rattus rattus

Bos taurus

Solenopsis invicta

Bos taurus

Bos taurus

Salmo salar

Eisenia foetida

n/a

Sus scrofa

Sus scrofa
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
n/a

Staphylococcus aureus
Bacillus intermedius
Sus scrofa

Equus caballus

Homo sapiens

Rattus rattus

Dengue virus type 2
West Nile virus
Hepatitis C virus
Streptomyces griseus
Streptomyces griseus
Fusarium oxysporum
Homo sapiens

Bos taurus

Salmo salar
Pontastacus leptodactylus
Homo sapiens

Sus scrofa

Salmo salar
Streptomyces griseus
Agkistrodon acutus
Trimeresurus stejnejeri
Homo sapiens

Homo sapiens

Mus musculus

Homo sapiens
Synthetic construct
Achromobacter lyticus
Moycobacterium tuberculosis



46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70

2SFA:A
1SOT:A
2H5C:A
INPM:A
1EP5:A
1FIW:A
1DLE:A
1T32:A
2BZ6:H
1BIO:A
1EUF:A
1EKB:B
1IAU:A
2HLC:A
1Q3X:A
1EAX:A
1FUJ:A
1IMBM:A
1FON:A
1RTE:B
1C5Y:B
1A7S:A
1FY8
1CHO
1AZZ

Hipotética - VaP

Protease DegS - VaP

a-lytic endopeptidase - VaP
Neuropsina - VaV

Proteina de Capsidio Viral- VaV

Acrosina - Va

C3/C5 convertase - Va
Catepsina G - Va

Fator Coagulagdo VIla - Va
Fator Coagulagdo Factor D - Va
Duodenase - Va
Enteropeptidase - Va
Granzime B - Va

HL collagenase - Va

MASP-2 - Va

Matriptase - Va

Mieloblastina - Va

NSP4 proteinase - Va
Procarboxipeptidase A-56 - Va
Ativator T-plasminogen - Va
Ativador U-Plasminogen - Va
Heparina - Va

Tripsina - Complexo
Quimotripsina - Complexo
Colagenase - Complexo
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Streptomyces fradiae
Escherichia coli

Lysobacter enzymogenes

Mus musculus

Venezuelan equine encephalitis

Owis aries

Homo sapiens

Homo sapiens

Homo sapiens

Homo sapiens

Bos taurus

Bos taurus

Homo sapiens
Hypoderma lineatum
Homo sapiens

Homo sapiens

Homo sapiens
Equine arteritis virus
Bos taurus

Homo sapiens

Homo sapiens

Homo sapiens
Rattus rattus

Bos Taurus

Celuca pugilator



Tabela 7. 67 serino proteases ndo redundantes e o seu respectivo sitio de clivagem
preferencial, as proteinas estdo agrupadas por subfamilias de acordo com a Tabela 6.

1 1LTO:A  R-|-, K-|-, possui uma restrigdo maior que a tripsina
2 2FPZ:A  R-|-, K-|-,possui uma restricdo maior que a tripsina
3 1INN6:A F-|-Xaa>Y-|-Xaa > W-|-Xaa > L-|-Xaa.

4 3RP2:A

5 1K2I1 Y- |-Xaa, W-|-Xaa, F-|-Xaa, L-|-Xaa

6 1EQ9:A  Y-|-Xaa, W-|-Xaa, F-|-Xaa, L-|-Xaa

7  1GCT Y-|-Xaa, W-|-Xaa, F-|-Xaa, L-|-Xaa

8 1PYT Y- |-Xaa, W-|-Xaa, F-|-Xaa, L-|-Xaa

9 1ELT:A

10 1M9U:A

11 1HNE:E V-|-Xaa> A-|-Xaa

12 1GVK:B  A-|-Xaa

13 1BRU:P  L-|-Xaa, M-|-Xaa and F-|-Xaa

14 1AGJA

15 1QTE:A

16 1HPG:A  E-|-Xaa>> D-|-Xaa. Preferéncia por P or L no P2 e F no P3. Clivagem

da ligagao E- |-P e D- | -P lenta

17 208L:A  D-|-Xaa, E-|-Xaa.

18 1P3C:A

19 2PKA:A,B R-|-Xaa para pequenas moléculas. Alta agdo de seletividade para
kalidina (lisill-bradikinina) para kininogen envolve a hidrélise da M-
| -Xaa or L-|-Xaa.

20 1GVZ:A R-|-Xaa para pequenas moléculas. Alta acdo de seletividade para
kalidina (lisill-bradikinina) para kininogen envolve a hidrélise da M-
| -Xaa or L-|-Xaa

21 1LO6:A

22 1TON:A  R-|-Xaa para pequenas moléculas. Alta acdo de seletividade para
kalidina (lisill-bradikinina) para kininogen envolve a hidrélise da M-
| -Xaa or L-|-Xaa

23 2FOM:B

24 2FP7:B Hidrolise seletiva de ligagdes Xaa-Xaa- | -Xbbem que cada Xaa pode
ser R or K e cada Xbb pode ser S or A

25 1DY9:A,C Hidroélise de 4 peptideos liga o precursor viral poliproteina, com A or
E na posicao P6, CouTem Pl e Sou A em P1'

26 2SGA:A  Hidroélise de proteinas com especificidade similar as quimotripsinas.

27 1SGP:E  Hidroélise de proteinas com especificidade similar as quimotripsinas

28 1PQ7:A  R-|-Xaa, K-|-Xaa

29 1TRN:A R-|-Xaa, K-|-Xaa

30 1HJ9:A R-|-Xaa, K-|-Xaa
31 1HJ8:A R-|-Xaa, K- |-Xaa
32 2F91:A R-|-Xaa, K- |-Xaa
33 1H4W:A R-|-Xaa, K-|-Xaa
34 2A31:A  R-|-Xaa, K-|-Xaa
35 1A0:A R-|-Xaa, K- |-Xaa
36 10S8:A  R-|-Xaa, K-|-Xaa
37 10P0:A
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38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51

52

53
54
55

56
57
58
59
60

61
62
63
64
65
66
67
68
69
70

1BQY:A
1C5L:H
1VR1:H
2PUX:B
1H8D:H
1ETR:H
1ARB:A
1Y8T:A
2SFA:A
1SOT:A
2H5C:A
INPM:A
1EP5:A
1FIW:A

1DLE:A

1T32:A
2BZ6:H
1BIO:A

1EUF:A
1EKB:B

1IAU:A
2HLC:A
1Q3X:A

1EAX:A
1FUJ:A
IMBM:A
1FON:A
1RTF:B
1C5Y:B
1A7S:A
1FY8
1CHO
1AZZ

R-|-G
R-|-G
K-|-Xaa, incluindo K- | -P

Hidrolise de proteinas com ligacdes adjacentes L-A and L-V, elastina

Hidrélise da R- | -Xaa e K- | -Xaa; clivage preferéncial R-|-Xaa >> K- |-
K>>K-|-Xaa

Cliva C3 na cadeia alfa de C3a e C3b. Cliva C5 na cadeia alfa de C5a e
C5b. Ambos clivam em um local perto do C-terminal de em residuo
de arginina

Especificidade similar a quimotripsina.

Hidrolisa uma R-|-I ligada no fator X para formar fator Xa

Cliva componentes do fator B (R- |-K) quando em complexo com C3b
ou com veneno de cobra fator (CVF)

Clivagem seletiva de 6-K- | -I-7 ligada em tripsinogénio.
D-|-Xaa >> N-|-Xaa > M- |-Xaa, S- | -Xaa

Clivagem seletiva depois da R223 em complemento com o
componente C2 (-S-L-G-R4K-I-Q-T) e depois da R76 em complemento
com o componente C4 (-G-L-Q-R+A-L-Q-I)

A-|-Xaa > V-|-Xaa

RV

R+V

R-|-Xaa, K- |-Xaa

Y- |-Xaa, W-|-Xaa, F-|-Xaa, L-|-Xaa

Degrada a colagenase até 75% da molécula a partir N-terminal. Baixa
atividade em pequenos substratos
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3. Selecao dos Complexos Proteina/lnibidor

Os complexos serino proteases/inibidores foram selecionados também
utilizando o SCOP. Primeiramente foi feita uma revisao bibliografica pra saber quais
sdo os inibidores de serino proteases existentes, depois foi feita uma busca usando
como palavra chave a familia dos inibidores. Abaixo estao listadas todas as familias
de inibidores e os seus respectivos complexos com serino proteases:

e Serpinas - 1EZX, 10PH, 1TB6, 1SR5
Kunitz (Soybean Trypsin inhibitor) - 1AVW, TAVX

e Ecotina - IN8O, 1AZZ

e (CI-2-Subtilisinas - 1CSE, 2SEC, 2TEC, 3TEC, 1ACB, 1TEC, 1IMEE, 2SNI

e Parecidas com ATI (Ascaris trypsin inhibitor) - 1EAI

e Ovomucoide III - 1ROR, 3SGB, 1PPF, 1CHO, 177K, 1CGI, 1CG]J, 1TGS, 1TBR,
1TBQ, 1TDT

e Inibidores de plantas (Abobora , Curcubita sp) - IMCT, 1F2C, 2STA, 1PPE,
2BTC, 2STB, 1IMCV, 4CPA

e PMP-1GL1, 1GLO

e Elafina - 1FLE

e Inibidores extraidos de plantas (Batata, Solanum tuberosum) - 4SGB

e BPTI (Bovine Pancreative Trypsin Inhibitors) - 3TGI, 1TPA, 3BTK, 3TPI, 2PTC,
2TGP, 1FY8, 4TP], 2TPI, 1BZX, 1BRB, 1FAK, 1CBW, 2KAI, 1TEAW, IMTN

Como existem 11 familias de inibidores de serino proteases, decidimos
escolher somente as familias mais estudadas pra trabalhar, que sdo: ecotina,
ovomucoide e BPTI, correspondendo respectivamente a g.8, b.16 e .68 subfamilias do
SCOP. Para selecionarmos um representante de cada um das trés familias de
inibidores, foram utilizados os seguintes critérios: complexos enzima/inibidor com
melhor resolucdo e ndo mutante; sendo assim, no final ficamos com trés complexos
representantes das familias da ecotina 1AZZ (inibindo a colagenase de caranguejo)
(Perona et al., 1997), ovomucoide 1CHO (inibindo a alfa-quimotripsina bovina)

(Fujinaga et al., 1987) e BPTI 1FY8 (inibindo a tripsina de rato) (Pasternak et al., 2001).
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O complexo 1CHO tem a sua estrutura formada por dois barris representada por

quatro cadeias diferentes EF G I.

4. Alinhamento Estrutural Usando o PrISM

O PrISM (Protein Informatics System for Modeling) (Yang & Honig, 1999) é
um software para andlise e modelagem de proteinas, que tem como vantagem
suportar um grande ntimeros de cadeias; ele utiliza somente os dados das cadeias
protéicas como parametro de entrada. Este pacote foi escolhido pelo seu bom
desempenho no alinhamento estrutural de muitas moléculas (mais de 50, que é o
nosso caso). Como saida o PrISM possui um alinhamento estrutural contendo todas
as estruturas do PDB com coordenadas similares, alinhamento de sequéncia baseado
na estrutura e uma matriz com todos os RMSD (Root Mean Square Deviation) de
todas as cadeias entre si, que foram alinhadas estruturalmente. Do conjunto curado
de serino proteases foram selecionadas 67 serino proteases e trés complexos nativos
totalizando 70 estruturas. O PDB do complexo 1CHO foi editado para trocar trés
cadeias da enzima (E, F, G) por cadeia E, para distinguir ele facilmente da cadeia do
inibidor I. Para o complexo 1AZZ (que é um dimero) foi selecionado somente a
cadeia A (enzima) e C (inibidor). O complexo 1FY8 nao foi editado. As 70 estruturas
alinhadas pelo software PrISM podem ser vistas na Figura 22 do alinhamento
estrutural; somente as coordenadas da enzima foram carregadas pra fazer o

alinhamento.
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Figura 22. Alinhamento estrutural de 68 serino proteases cujas sequéncias possuem no
maximo 95 % identidade entre si, alinhadas pelo pacote PrISM. A imagem foi produzida pelo
pacote PyMOL. Somente a cadeia principal é representada. As posicdes destacadas sdo Ser
195 em verde , His 57 em vermelho e o Asp 102 em azul.

5. Hard Body Docking

2

O termo “hard body docking” é usado neste trabalho para definir o que foi feito:
adicionando as coordenadas a cada arquivo PDB contendo uma estrutura de serino
protease resultante do alinhamento do PrISM. Estes arquivos PDBs foram gerados
separadamente a partir da saida do PrISM anteriormente definida como super PDB.
Um par composto pelo complexo original (ex. 1FY8) e seu correspondente arquivo
PDB que foi gerado pela saida do PrISM (ex. 1FY8_PrISM) foi alinhado pelo software
PyMol com a linha de comando “align(1FY8, 1FY8_PriISM)” que mantinha as
coordenadas do arquivo PDB do PrISM fixo sendo sobreposta pelo complexo nativo,
assim sendo as coordenadas do inibidor foram relocadas junto com a molécula
nativa. As coordenadas do inibidor foram entdo extraidas a partir do arquivo PDB
de saida do PyMol e foi incluida em todos os arquivos das outras 69 serino proteases
geradas pelo PrISM. Os detalhes do procedimento descrito acima sdo mostrados na

Figura 23. Desde que completamos esse procedimento, todos os novos complexos
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estruturais podem ser descritos como serino proteases consistentemente orientadas
de uma Unica maneira (obedecendo ao alinhamento estrutural). Note que muitos
complexos na Figura 23 (A) sdo de fato “forcados” por serem formados in silico e
terem sido criados por um procedimento de “hard body docking”, mas isso pode
acontecer devido a vérios fatores, incluindo a forma ndo complementar do inibidor e
o seu bolsdo correspondente do lado da enzima, provavelmente alguns ndo

poderiam ser formados naturalmente, como sera discutido adiante.

(A) Procedimento

&

Qvomucoid 3d

Figura 23. Hard body docking das coordenadas do inibidor com outras proteases. (A)
Diagrama esquematico de um experimento para obter a complexo estrutural de 3 diferentes
conjuntos de 70 serino proteases com cada um dos trés inibidores selecionados: Ecotina
(verde), BPTI (azul), Ovomucoide (Branco). As setas embaixo de cada um dos trés conjuntos
de 70 estruturas de serino proteases alinhadas estruturalmente estdo indicando que somente
uma estrutura tinha coordenada de ambos da serino protease e seu inibidor correspondente
(indicado pela mesma cor). Todas as outras proteases “receberam” o inibidor na posigao
idéntica em que ele estava no complexo enzima/inibidor (indicado pela seta abaixo dos
alinhamentos estrutural). Para cada conjunto obtido, um conjunto de IFR foi extraido e
analisado; (B) estrutura do complexo da Trypsina/BPTI como foi encontrado no 1FY8.pdb.
(C) BPTI inserido no hard body docking no alinhamento de 70 serino proteases. Uma dessas 70
estruturas de enzima é exatamente como apresentada na letra (B).
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6. Determinacéo da Superficie em Complexos in silico

Nos trés conjuntos de 70 complexos enzima/inibidor foram determinados a
acessibilidade do solvente a superficie de aminoacidos antes e depois da ligacdo do
inibidor. O céalculo da acessibilidade da superficie dos aminoacidos ao solvente para
ambos inibidor e enzima (isolados e depois de se ligarem) foi feita usando o
algoritmo do Surfv (Sridharan et al., 1992). O algoritmo Surfv calcula a &rea acessivel
ao solvente que é definida como uma sonda que roda na superficie da molécula. O
uso de uma sonda de raio zero retornara a area da superficie de Van der Walls. O
tamanho do raio da sonda que em geral é usado para desenhar a superficie é de 1.4 A
(raio de uma molécula de agua), e foi este o valor usado no nosso trabalho. As
moléculas de hidrogénio sdo ignoradas no calculo da superficie. Os residuos que
perderam acessibilidade ao solvente depois de feita a formagao do complexo in silico
sdo chamados de IFR (Interface Forming Residues), ou seja, eles agora estdo na

interface de duas moléculas enzima/inibidor.

7. Tabela de Residuos Formadores da Interface

Para cada um dos conjuntos de 70 complexos, foram mapeadas todas as
posicdes das sequéncias que pertenciam ao conjunto da IFR, esse mapeamento foi
feito em uma das saidas do PrISM que é o alinhamento de sequéncias baseado na
estrutura. Para numerar esse alinhamento foi usado como referéncia o complexo
nativo tripsina-BPTI (1FY8), por que ele segue a numeracdo padrdo das serino

proteases (Greer, 1990).

Em todos os residuos que foram detectados a perda de alguma area que era
acessivel ao solvente foram marcados no alinhamento de sequéncia baseado na
estrutura obtido pelo PrISM, seguindo a numeracdo da sequéncia da cadeia E do
1FY8. No caso de gap na sequéncia usada como referéncia, uma letra foi adicionada
ao numero anterior, assim mantinha_se a numeracdo seguindo a referéncia. Colunas

que nao tinham nenhum residuo marcado como IFR ou apenas um foram eliminados
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para facilitar a inspecdo. As posicdes que ndo foram identificadas como IFR de um

par particular serino protease/inibidor sdo apresentadas com o sinal “-”;

Uma vez que construimos trés conjuntos de 70 complexos, cada um deles com
o seu respectivo inibidor fizemos também uma investigacdo nos relacionamentos
entre caracteristicas estruturais e especificidade das enzimas. Foi calculada a
diferenca no tipo de residuo que ocupa a superficie da enzima (e do inibidor) como
um todo e sua respectiva interface. A idéia era verificar se a interface era diferente e,
se a resposta fosse sim, como eles se diferenciam do resto da superficie da proteina

em termos do tipo de residuo que forma essa interface.
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Resultados e Discussao

Nesse trabalho iremos expandir o escopo de interesse de especificidade das
enzimas. Esse aumento pode contribuir para ndo focarmos somente na triade
catalitica e no bolsdo de ligacdo, mas na grande categoria de aminoacidos que nés
chamamos de residuos formadores da interface (Interface Forming Residues - IFR)
(Neshich et al., 2005a; Neshich et al., 2005b; Neshich et al., 2006). Para ser mais exato é
uma parte da superficie da molécula que era coberta pelo solvente e depois do
complexo ser formado perdeu a acessibilidade ao solvente. Assim, aqueles residuos
que perderam acessibilidade ao solvente tém um importante papel no processo de
docking e também na definicdo da especificidade (Da Silva et al., 2000; Neshich et al.,
2003). A partir dos complexos formados in silico entre as 70 serino proteases e os trés
inibidores protéicos, BPTI, ecotina e ovomucoide, calculamos os aminoédcidos que
tazem parte do IFR. Entdo criamos uma tabela com todas as posicoes de aminoécidos

da interface e sua respectiva ocupagao.

Através do mapeamento desses aminoacidos, pode-se entdo analisar suas
caracteristicas e determinar posi¢cdes especificas no alinhamento entre diferentes
subfamilias de serino proteases. Um passo chave em nosso procedimento era
encontrar um numero suficiente de estruturas PDB que continham complexos de
serino proteases e inibidores. Claramente precisadvamos fabricar algum novo método
ou abandonar o nosso trabalho, porque no PDB nao poderiamos encontrar exemplos
de complexos em quantidades estatisticamente significantes. A solugdo para esse

desafio foi apresentada em detalhes no material e métodos.
Nesse trabalho desenvolvemos um método para analisar o relacionamento
estrutura e funcdo, bem como concretizar indicagdes de como a especificidade de

varias serino proteases pode ser encontrada ou alterada.

Ja foi estabelecido que o aumento da plasticidade estrutural no bolsdao de

ligacdo aumenta a variacdo do tamanho do substrato que pode caber no espago
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critico em torno da triade catalitica, ampliando entdo a especificidade (Bone et al.,
1989a; Bone et al., 1989b). Conseqiientemente, é natural esperar que uma alta rigidez
em torno do bolsdao promove uma alta pressao seletiva para o tipo de substrato que a
enzima pode operar (Perona & Craik, 1995). Especificidade entdao é diretamente
proporcional as limitagdes estruturais impostas primeiramente pelo tamanho do
espago de docking e também pelas caracteristicas fisico-quimicas desse espaco. Neste
trabalho iremos focar nossa atengao nos tipos de residuos que ocupam a interface da
enzima quando o inibidor se liga a ela, e iremos fazer uma avaliacdo de como a

plasticidade do bolsao de ligacdo influencia na especificidade.

1. Analise das Interfaces

Os tipos de residuos que ocupam as posicdes da interface implicitamente
contétm um tipo de informagado. Esses residuos que formam a interface em cada
complexo serino protease/inibidor foram marcados no alinhamento baseado na
estrutura de saida do PrISM. Nesse alinhamento foram selecionados todos os
residuos que faziam parte da IFR. As Tabelas 8A, 8B e 8C mostram respectivamente
os residuos formadores da IFR da enzima com o Ecotina, BPTI, e Ovomucoide. As
linhas representam as 70 enzimas da familia das serino proteases selecionadas, as
colunas as posicdes dos residuos de aminoacidos numeradas de acordo com a
enzima 1FY8 do PDB. As posi¢des em que os residuos de IFR apareciam somente em
até 15 das 70 serino proteases foram retiradas da figura; isso foi feito como uma
forma de classificar os dados, ou seja, posicdes que tinha uma freqiiéncia maior de
dados foram mantidas na andlise e as restantes foram retiradas. O alinhamento total

de sequéncias baseado no alinhamento estrutural pode ser visto em anexo.

Na Tabela 8 A podemos ver como a His 57 da triade catalitica se conserva bem
em quase todas as serino proteases com excecdo da 1GCT (gama quimotripsina) e
1MBM (NSP4 protease de virus). Analisando os dados apresentados na Tabela 8A
podemos notar claramente algumas diferencas nas subfamilias com respeito a

interface dos complexos formados com os inibidores protéicos. Como exemplo,
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podemos citar a familia das trombinas 39 1C5L - 43 1ETR, que possui algumas
posicdes bem conservadas para todos os cinco representantes da subfamilia. Os
dados compilados nessa tabela podem ser considerados como uma poderosa
ferramenta para decifrar funcdo, especialmente para planejarmos mudancas
necessarias na estruturas/sequéncia para introduzir uma alteracdo no tipo de
atividade por exemplo, transformar uma tripsina em uma quimotripsina (ou mais
generalizado: transformar uma subfamilia de serino protease em outra). No passado,
muitas tentativas foram feitas com a mesma finalidade de alterar ou transformar a

atividade focando em um tnico residuo ou até mesmo em muitos (Page & Cera,

2007; Perona & Craik, 1995).

Os dados da Tabela 8 indicam que a alteracdo da fungdo pode ser realizada
eliminando diferengas chaves na ocupagao do IFR. Analisar 16 diferentes familias de
serino proteases seria um trabalho muito extenso, decidimos entao focar em quatros
subfamilias mais estudadas e conhecidas atualmente; sdo elas as tripsinas,

quimotripsinas, elastases e trombinas.

O co6digo de cores dos aminoacidos da Tabela 8 segue o padrao apresentado
por Taylor (1997), como a seguir:
e Residuos pequenos e hidrofébicos: AVLIMFP sao coloridos em cinza;
e Residuos polares: STYNQWG sao coloridos em verde;
e Residuos negativamente carregados: D E sdo coloridos em vermelho;
e Residuos positivamente carregados: R K sao coloridos em azul;
e Residuos formadores de ponte dissulfeto: C coloridos em amarelo;

e Residuos de Histidina: H coloridos em turquesa.
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Tabela 8. Posigdes dos IFRs de 70 serino proteases ligadas com os inibidores: Ecotina (A),
BPTI (B), e Ovomucoide (C). As linhas representam as sequéncias primarias (residuos de
aminodcidos) dos IFRs para cada serino protease especifica (o PDB ID de cada complexo é
mostrado na segunda coluna). As colunas depois do PDB ID mostram as numeracdes do
alinhamento de sequéncia baseado no alinhamento estrutural de serino proteases (somente
os IFRs sao mostrados), para todas as 70 serino proteases em que foi feito o hard body docking
com o inibidor BPTI. As linhas com as subfamilias de serino proteases sdo listadas
respectivamente a seguir: Triptase (1-2), Chimase (5-8), Quimotripsina (5-8) {marcado em
vermelho}, Elastase (9-13){marcado em azul}, Exfoliative Toxina (14-15), Glutamil
endopeptidase (16-18), Calicreina (19-22), NS3 protease (23-25), Streptogrisina (26-27),
Tripsina (28-36){marcado em verde}, Veneno (7-38), Trombina (39-43){marcado em amarelo},
Varios-Procariotos (44-48), Varios-Virus(49-50), Varios(51-67), Complexos Nativos (68-70).
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A partir das subfamilias da tripsina, quimotripsina, elastase e trombina
complexadas com a ecotina podemos ver as diferencas apresentadas em 40 posigdes
de IFR, como mostra a Tabela 9. Essas posi¢des foram selecionadas a partir da Tabela
8A, lembrando que selecionamos somente as posi¢des colunas em que a0 menos uma
das quatro subfamilias apresentava um padrdo de tipo de aminoacidos de 50% para
os membros da mesma.

Tabela 9. Posicoes dos IFRs para quatro subfamilias de serino proteases, ligadas a ecotina.
Em cada posicdo (linha da tabela) podemos ver as diferencas dos tipos de residuos entre
cada uma das quatro subfamilias: tripsina, quimotripsina, elastase e trombinas,
respectivamente. Os residuos em uma determinada posicdao que estdo presente em mais de
50% em uma dada subfamilia sdo indicados pelo “*'. As cores dos residuos seguem o mesmo
padrdo da tabela anterior onde: verdes sdo polares, cinzas sdo pequenos hidrofébicos,
vermelhos sdo carregados negativamente e azuis sdo carregados positivamente (Taylor,

1997).

" ari [Trpsina  OMmGMESHAN EsEse] Trombina |
1 37) R,E.M D,Y Y*R R
2 37C) |- s =
3 39) Y,F F.R Y,R E*R
4 40) P, L*F
5 41) W,F*,G F*RT T*SF |L*
6 59) Y G* 5 -

7 59B) |- - N Y
8 59D) |- - - p*
9 59E) |- - - W
10 59F) |- . . D*
11 59G) |- . - K*
12 60) Y K* s V,D -
13 94) Y*F Y* W WY -
14 96) R,S,Y,G S*D S,P,T W
15 97) K,N,YDR |L*F* D,V,N R*
16 97A) |- - - E*
17 98) T*GNL |T+L* D,SN,Q |N*
18 99) L* 1N *L,V VYL L*
19 143) |N,T L,SR K,R,L N
20 143D) |E N T E*
21 143H) |G G GN T
22 143Q) [T.Y.Q T L*1,S Q*
23 171) | Q,S,D.A Y,D - S
24 172) |+ W*,Q W+ M T
25 173) |P~G G*W G* R
26 174) |G*SDN | T* S*A I*
27 175) |AK,QME |[K*RT TN R*
28 177) |- K* K* -
29 189) |D* - - D*
30 190) | S*T S*A V.S A*
31 192) |o* M*, N<F,Q |E*
32 213) | v ™AV | v+
33 215) | w* W, F* F5W W
34 216) |G* G* v G*
35 217) | Y*N,D,S,H |S* S*VR |E*
36 217A) |- S*,G SRS -
37 219) |G TP S.G G*
38 221A) |R s s R
39 224) | YKNR TEK K*,Y K*
40 226) | G* D,T - -
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De acordo com a Tabela 9 (inibidor ecotina) marcamos as posicdes que sao
mais restritivas em termos do tipo de aminoacido que podem ocupa-las (hidrofébico,
carregado, polar e glicina). A posicdo 40 é ocupada exclusivamente pela His na
subfamilia quimotripsina e elastase, e na tripsina ela é o aminoacido predominante
em mais de 50% dos membros dessa subfamilia (marcada com o ‘*’), ja na subfamilia
da trombina temos somente residuos hidrofébicos nesta posigdo. As posicoes 94, 172,
215 e 216 sdo ocupadas na maioria das vezes por residuos polares e alguns
hidrofébicos. Algumas posi¢des sdo ocupadas por um ou até mesmo dois tipos de

residuos em cada uma das quatro subfamilias (59, 59B, 60, 143D, 189, 216, 221A etc.).

Entretanto, existem posi¢des menos restritivas que podem ser ocupadas por
trés diferentes classes de aminoédcidos em uma ou em todas as subfamilias (posi¢des
37, 41, 143, 171, 175 e 224). Por exemplo, a posicdo 97 é menos restritiva para as
tripsinas (carregado positivamente: K, R; polar: N, Y;carregado negativamente: D)e
elastases (polar: N; carregado negativamente: D; hidrofébicos: V) enquanto que para
as quimotripsinas (hidrofébico: L, F) e trombinas (positivamente carregada: R) é bem

restritiva.

Marcamos com cinza escuro aquelas posicdes de IFR que sdo populadas
exclusivamente por um tnico tipo de residuos ou por auséncia no conjunto de IFR
das subfamilias. Aquelas posi¢des que foram ocupadas por um tipo predominante de
aminodcidos, (posicdes que apresentavam um padrao 50% entre os membros de uma
mesma subfamilia) foram marcadas em cinza claro. Uma analise similar foi feita para
as quatro subfamilias e os outros dois inibidores - BPTI com 36 posi¢des do IFR
disponiveis (Tabela 10) e ovomucoide do terceiro dominio com 34 posi¢des do IFR

disponiveis (Tabela 11).
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Tabela 10. Posi¢oes dos IFRs para quatro subfamilias de serino proteases, ligadas a BPTI. As
posicdes mostradas aqui seguem a mesma metodologia que a Tabela 9.

Thrombin

K,N,Y,D,R | L*F*

21 |143) |NT L,S,R K.R,L N*
22 1143Q)|T,Y,Q ™ L*1,S Q*

26 190) |S*T S* A AV,S A*
27 192) | Q* M*,H N*F,Q E*
28 213) | Vv* V* T*A,V V*
29 215) | W= W F* F*,W W
30 216) |G* G* V*,G G*
31 217) | G* SH S*V,R E*
32 217A) | - S*,G S,R -

33 219) |G* TP S G*
34 226) |G* G,D,T S G*
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Tabela 11. Posicdes dos IFRs para quatro subfamilias de serino proteases, ligadas a
Ovomucoide. As posicdes mostradas seguem a mesma metodologia que a Tabela 8 e 9.

#  laar [Trypsin |HUMOUVBSINIEISIESEN Thrombin |
1 37) R,E,S,M D,L,Y Y*R,L R*,A
2 37C) |- - - P*
3 38) N - R Q*
4 39) |G,Y,FS F.SR Y,S,G,AR | E5R
5 40) P, L*
6 41) F*,W,G F*R,T T*S,F L*
7 59) | Y*V G - -
8 59B) |- = N Y+
9 59D) |- - - p*
10 59E) |- - - W
1 59F) |- - - D*
12 59G) |- - - K*
13 60) |K*D,Y V,L,S V,S F*
14 73) |R - - R*
15 74) E,N,K - - T*
16 94) |vY YW WY -
17 97) K,N,Y,D,R | F* D,N -
18 99) | L*N,I Y, VYL L*
19 143) | N*A,T L,S,R K,R,L N*
20 143D) | E N T E*
21 143H) | G G GN T*
22 143Q) | T,Y.Q T* L*1,S Q*
23 172) | v* W*,Q W T
24 173) |- G,W G R*
25 174) |- - A I*
26 175) |K,QME |K,T T* -
27 189) | D* - - D*
28 190) |S*T S* A* V,S A*
29 192) | Q* M*, N*F,Q E*
30 213) | v* V* T*AV v
31 215) | w* W, F F* W+ W
32 216) | G* G* V*,G G*
33 217) | Y*N,D,S,H | S* S*V,R E*
34 12177 |- S*,G S,R -

Para os dados apresentados nas Tabelas 10 e 11 (BPTI e ovomucoide do
terceiro dominio, respectivamente) esta claro que as posi¢cdes 94 e 172 tem presente
somente residuos polares (nenhum hidrofébico, como na Tabela 9), assim essas
posigdes se tornaram mais restritivas. Comparando os dados das trés tabelas pode-se
observar que os complexos de serino proteases com inibidor ecotina totalizam 13
posicdes de IFR restritivas (cinza escuro), 10 meio restritivas (cinza claro) e 17 nao
restritivas, em um total de 40. Nos complexos com os inibidores BPTI e ovomucoide,
os dados sdo, respectivamente: 14, 7 e 15 (36); 11, 7 e 16 (34). O ponto de vista

percentual com relagdo a restricdo dos trés inibidores ecotina, BPTI e ovomucoide
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ligado com as quatro subfamilias de serino proteases é mostrado na Tabela 12 . Os
complexos formados entre serino proteases e o inibidor ovomucoide sdo em geral

menos especificos do que os outros formados com a ecotina e a BPTL

Tabela 12. Restrigdo ao tipo de residuo presente nas interfaces entre quatro subfamilias de
serino proteases e os inibidores protéicos, ecotina, BPTI e Ovomucoide.

% Restritiva Meio Restritiva | N&o Restritiva
Ecotina 32,5% 25% 42,5%
BPTI 39% 19,5% 41,5%
Ovomucoide 32% 20.5% 47%

2. Superficie versus Interface

Continuando a analisar as interfaces, vamos explorar agora a diferenca entre a
area total da superficie e a interface em termos de polaridade e hidrofobicidade. A
area obliterada (interface) e a area da superficie livre, que ndo estd incluida na
interface, sdo comparadas com respeito ao tipo de residuo que as ocupam.
Novamente usaremos as classes de aminoacidos a seguir: carregados, glicinas,

hidrofébico e polar.

A andlise de dados da Figura 24 mostra que a maioria das interfaces, em todas
as subfamilias de serino proteases ligadas com BPTI, ecotina ou ovomucoide, tem em
geral preferéncia por residuos polares e glicinas. Ao contrario, a maioria das
superficies livre das enzimas (ndo incluidas a 4rea da interface) mostram preferéncia
por residuos carregados. Algumas subfamilias ndo seguem esse padrdo.
Surpreendentemente, na interface da subfamilia da Estreptogrisina observamos uma
alta presenca de residuos de glicina para complexos com os trés tipos de inibidor
(Barras cinza negativas na Figura 24). Elastases mostram uma diferente constituicao
de IFR para BPTI, onde uma pequena predominancia de residuos hidrofébicos e
carregados é registrada na interface (com ressalva para ecotina e ovomucoide, onde

uma pequena predominancia de polares e glicinas sdo observados). Além disso, a
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distribuicdo predominante de residuos carregados na interface é observada para a
subfamilia “varios-virus” para os trés tipos de inibidores. Em geral, a parte superior
da Figura 24 para a interface mostra uma forte presenca de residuos hidrofébicos
(junto com algumas glicinas e uns polares), enquanto a parte de inferior Figura 24
mostra uma auséncia de residuos hidrofébicos na interface, parte esquerda do
grafico. Uma rapida olhada na parte inferior da Figura 24 para a area livre da
superficie da enzima (parte da direita) mostra um aumento da presenga de residuos

hidrofébicos.

Em geral, a area livre da superficie da enzima mostra uma prevaléncia de
residuos carregados, enquanto a interface contém mais residuos polares e glicinas
(com algumas excecdes descritas acima). Assim, o bolsdo do IFR ndo é formado
somente por intera¢des hidrofébicas como poderia se esperar. O bolsao do IFR em
geral possui um ambiente preferencialmente polar. Entretanto a interface contém
poucos residuos carregados, salvo uma ou duas excegdes. Algumas interessantes
diferencas, com respeito a drea ocupada por 4 classes de aminoacidos na interface e
na superficie, podem ser observadas para a tripsina, quimotripsina, elastase e

trombinas, como apresentadas na Tabela 13.

Tabela 13. Porcentagem da area da interface ocupada por quatro classes de aminoéacidos. As
serino proteases estdo ligadas a ecotina, BPTI e ovomucoide. Os nameros entre paréntesis
mostram a quantidade de complexos enzima /inibidor para cada uma das subfamilias.

Area Ocupada
Complexos Carregado (%) | Glicina (%) | Hidrofébico (%) | Polar (%) E-(Ij)arregzido
olar (%)
Tripsina/Ecotina (9) 15 10 13 62 77
Quimotripsina/Ecotina (4) 18 6 30 46 64
Elastase/Ecotina (5) 19 9 22 50 69
Trombina/Ecotina (5) 53 6 12 29 82
Tripsina/BPTI (9) 10 10 14 66 76
Quimotripsina/BPTI (4) 11 8 35 46 57
Elastase/BPTI (5) 21 6 25 48 69
Trombina/BPTI (5) 37 6 16 41 78
Tripsina/Ovomucoide(9) 10 11 12 67 77
Quimotripsina /Ovomc.(4) 10 9 32 49 59
Elastase/Ovomucoide (5) 20 9 24 47 67
Trombina/Ovomucoide(5) 37 7 15 41 78
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Diferenca entre as porcentagens de Superficie Livre - Interface
o _ _ _ _
e | | :ég_ﬂ
—— _ | _ | .
Torina exoiaive %,
_ | I —— —
oo E%
— | ! !
— | _ _ %—— _
. _ | _ _ # _
- | _ _
Trombina | __}_

Varios-Procariotos

| =
RN | —

S i

-30,00% -25,00% -20,00% -15.00% -10,00% -500% 0,00% 500% 10,00% 1500% 20,00% 25,00% 30,00% 3500%

# Ovomucoide Glicina H Ecotina Glicina L BPT1 Glicina

H Ovomucoide Hidrofdbico H Ecotina Hidrofdbico & BPTI Hidrofdbico
¥ Ovomucoide Polar M Ecotina Polar 1 BPTI Polar

H Ovomucoide Carregado H Ecotina Carregado & BPT Carregado

Figura 24. Diferenca das classes dos residuos de ocupacao, entre o total da superficie livre da enzima
versus interface. Nesta figura apresentamos a diferenca na porcentagem da adrea de ocupagdo da
superficie livre da enzima e a porcentagem do IFR, para todas 70 serino proteases ligadas ao inibidor
Ecotina (A), BPTI (B) e Ovomucoide do terceiro dominio (C). As enzimas foram classificadas pelas
subfamilias a seguir: Triptase (2), Quimase (2), Quimotripsina (4), Elastase (5), Exfoliative toxina (2),
Glutamil endopeptidase (3), Calicreina (4), NS3 protease (3), Estreptogrisina (2), Tripsina (9), Veneno
(2), Trombina (5), Varios-Procariotos (5), Varios-Virus (2), algumas serino proteases que ndo se
encaixavam em nenhuma subfamilia definida nos chamamos de Vérios (17) e os Complexos (3). A
média dos valores da porcentagem de ocupacgdo foi feita a partir dos membros de cada subfamilia. O
ndmero entre os paréntesis mostram a quantidade de enzimas em cada subfamilia. As barras do lado
esquerdo do grafico indicam as classes de residuo que sdo mais frequentemente encontradas na
interface do que na superficie. As barras do lado direito do grafico indicam as classes de residuos que
sdo mais frequentes na superficie do que na interface.
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Ainda que todas as quatro subfamilias de serino proteases mostrem na pratica
uma porcentagem quase idéntica para drea total da superficie que foi obliterada na
formacao do complexo in silico com os inibidores BPTI, ecotina, e ovomucoide, as
porcentagens das classes dos residuos que foram obliterados variam
significativamente. A composicdo de 4&rea obliterada carregada e polar na
tripsina/BPTI é de 76%, na quimotripsina/BPTI é 57%, na elastase/BPTI é 69%,
enquanto que para a trombina/BPTI a soma é de 78%. Para os trés inibidores
examinados, as subfamilias da trombina e tripsina tem a mais alta porcentagem de
area polar obliterada, enquanto a elastase e quimotripsina sdo menores. Os detalhes
para a diferenca de ocupagao do total da superficie da enzima e interface com a BPTI,

ecotina e Ovomucoide sdao apresentados na Tabela 13.

Essas diferencas claramente corroboram com a fun¢do que cada protease
desempenha; tripsina (e trombina) precisam acessar cargas positivas em um
polipeptidio onde a enzima ira clivar; para contrabalancar o polipeptidio a superficie
do IFR possui um perfil carregado/polar. Quimotripsinas contrabalangam o espaco
obliterado com residuos hidrofébicos (e polares) do polipeptidio a ser clivado,
precisa estrategicamente acomodar glicinas dentro da superficie do seu IFR. Elastase
tem uma presenca significativa de residuos hidrofébicos entre os IFR, o que
estrategicamente complementaria o seu interior pequeno seria também aminoacidos

hidrofébicos no sitio de clivagem de um polipeptidio.

A tendéncia geral das caracteristicas das interfaces descreve sobre o que sera
complementado em relacdo a ocupacdo especifica das posi¢cdes dos IFR, como ja
discutimos anteriormente, como se obtém um desenho completo da especificidade

das subfamilias de serino proteases.

3. Impedimentos Estéricos

Analisando o nosso procedimento de hard body docking em termos de formar

modelos de complexos plausiveis, quanto a presenca de impedimentos estéricos
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(steric clash), decidiu-se examinar a extensdo de algumas interacdes ndo favoraveis.
De fato, essas interagdes podem representar um severo impedimento que pode ser a
principal razdo para fazer com que esses complexos ndo sejam criados in vivo, por
exemplo, uma auséncia de plasticidade na enzima, o que poderia em principio

contrabalancar para o impedimento estérico.

Calculamos as distdncias entre os residuos da interface da enzima e do
inibidor BPTI (Figura 25A), ecotina (Figura 25B) e ovomucoide do terceiro dominio
(Figura 25C) complexados com as serino proteases. Todas as 70 serino proteases
estdo presentes, usamos a mesma numeracao da Tabela 6 para o eixo X, os membros
de uma mesma subfamilia estdo agrupados seqliencialmente. As cores das bolinhas
que representam cada serino protease, seguiram as cores das quatro subfamilias das
Tabelas 9, 10, 11. O eixo Y mostra as distdncias, medidas em angstroms, com o
desvio padrdo. As distancias sdo a média dos valores obtidos pelo calculo da soma
das menores distancias CA-CA (carbono alfa) para cada residuo pertencente ao IFR
da enzima aos residuos do IFR do inibidor, e entdao divididos pelo nimero de

residuos do IFR da enzima.

A linha horizontal representa a média global que esta sempre perto dos 7.0 A
para todos os trés tipos de inibidores complexados. Em outro artigo (da Silveira et al.,
2009) do nosso grupo de pesquisa foi demonstrado que 7.0 A é um cutoff de distancia
que otimiza o isolamento, em termos de residuo, a primeira ordem de contatos (a
primeira vizinhanga) em proteina com um bom empacotamento globular. Isso foi
uma coincidéncia em que a média da distancia global entre os CA dos complexos
enzima-inibidor tende também aos 7.0 A. Isso confirma que enzimas e inibidores
formam um bom empacotamento como aqueles encontrados no ntcleo de proteinas
globulares. Assim é plausivel pensar que complexos em que distancias muito
menores estdo presentes (abaixo da média global) contétm um excesso de
impedimentos estéricos. Esses complexos poderdo ser provavelmente submetidos a
uma minimizacdo e dindmica molecular para ordenar e rearranjar esses residuos,

diminuindo assim os impedimentos.
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Distancia media do IFR da enzima para inibidor Distancia média do IFR da enzima para inibidor

Distancia média do IFR da enzima para inibidor

Figura 25. Proximidade entre residuos pertencentes aos IFRs de 70 serino proteases e os
residuos pertencente aos IFRs dos inibidores Ecotina(A), BPTI (B) e Ovomucoide (C). Cada
ponto no grafico representa a média e erro padrao para as menores distdncias encontradas
entre cada residuo do IFR da enzima aos residuos do IFR do inibidor. A linha horizontal
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4. Validac&do da Metodologia

Para validar essa metodologia decidimos testar se ela tinha bons resultados
com alguns dos complexos que ja existem naturalmente, ou seja, que existem dentro
do PDB. Foram selecionados 16 complexos com o inibidor BPT; testamos com essa
familia de inibidores, pois ela era a que tinha um maior nidmero de complexos
nativos (veja a lista desse c6digo PDBs na Tabela 14). O que queriamos era checar o
quanto realista ou quao boa poderia ser a predicao dos residuos do IFR aplicando o
mesmo procedimento usado nesse trabalho.

A partir desses 16 complexos reais nos fizemos os mesmos procedimentos ja
descritos anteriormente; primeiramente alinhamos todas as 16 cadeias das enzimas
de cada um desses complexos no PrISM, depois alinhamos o complexo 1FY8_original
com o complexo 1FY8_prism no software PyMol. Esse alinhamento mantinha as
coordenadas do arquivo PDB do PrISM fixas sendo sobreposta pelo complexo nativo;
assim, as coordenadas do inibidor foram relocadas junto com a molécula nativa. As
coordenadas do inibidor foram entdo extraidas a partir do arquivo PDB de saida do

PyMol e propagadas para todos as outras 16 cadeias da enzimas.

Depois de termos criado 16 complexos in silico basedo no complexo 1FYS,
também rodamos o algoritmo surfv para determinar os residuos que faziam parte da
interface (IFR). O algoritmo survf também foi usado para determinar os residuos que
eram da interface nos complexos nativos. Assim a partir desses dados foi feita uma
comparagdo entre o IFR dos complexos gerados pelo “hard body docking” e o IFR
dos complexos naturais. Para fazer essa comparagdo decidimos usar matriz de
confusao (Kohavi & Provost, 1998). A matriz de confusao de uma hipoétese h oferece
uma medida efetiva do modelo de classificacdo, ao mostrar o nimero de
classificacOes corretas versus as classificagdes preditas para cada classe, sobre um
conjunto de exemplos T. No nosso caso haviam apenas duas classes, complexos
naturais e complexos in silico. Assim sendo precisdvamos determinar os verdadeiros

positivos (VP), os verdadeiros negativos (VN), os falsos negativos (FN) e os falsos
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negativos. Os VP sdo os residuos de aminoacidos do IFR que estdo presente no
complexo nativo e no complexo in silico, os VN sdo os residuos de aminoéacidos que
nao fazem parte do IFR e estdo presentes no complexo nativo e no complexo in silico,
os FP sdo residuos do IFR que estdo presente no complexo in silico e ndo no complexo
nativo e os FN sdo residuos do IFR que ndo estdo presente no complexo in silico e
estdo no complexo natural. A Tabela 14 mostra esses valores para o controle 1FY8 e
cada um dos 16 complexos complementares. Em todos eles a acuracia (AC) ficou

entre 0,97 e 0,98.

Tabela 14. Valores usados para calcular matriz de confusao (VP,VN, FP, FN) e acuracia (AC)
do 1FY8 (controle) e dos outros 16 complexos complementares.

PDB ID Subfamilia Organismo VP | VN FP | FN AC
1FY8 Tripsina Bos taurus 44 | 244 | O 0 1

3TGI Tripsina Bos taurus 42 1239 |5 0 0.98
1TPA Tripsina Bos taurus 44 1240 |1 3 0.98
3BTK Tripsina Bos taurus 43 | 241 1 4 0.98
3TPI Tripsina Bos taurus 43 1242 |1 2 0.98
2PTC Tripsina Bos taurus 44 | 241 0 3 0.98
2TGP Tripsina Bos taurus 45 1240 | O 3 0.98
4TPI1 Tripsina Bos taurus 44 1239 |1 4 0.98
2TP1 Tripsina Bos taurus 44 | 241 1 2 0.98
1BZX Tripsina Bos taurus 43 | 242 |2 1 0.98
1BRB Tripsina Rattus novergicos | 41 | 236 |2 2 0.98
1FAK Fator de Coagulagao VIII | Homo sapiens 44 | 247 |6 0 0.97
1CBW Quimotripsina Bos taurus 44 | 238 |5 1 0.97
IMTN Quimotripsina Bos taurus 45 1239 |1 3 0.98
2KAI Calicreina Bos taurus 57 1224 |0 4 0.98
1EAW Matriptase MTSP1 Homo sapiens 42 | 241 4 1 0.98
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Conclusao

A analise de dados produzida durante esse trabalho é apresentada como uma
ferramenta para entender a especificidade baseada nos residuos formadores da
interface (Interface Forming Residues - IFR) desenhada através do perfil do

alinhamento estrutural.

Baseado na predicao de cada IFR dos complexos formados, pdde-se indicar as

diferencas entre varias proteases com respeito a especificidade, bem como abrir a

possibilidade de descrever as diferengas e suas caracteristicas fisico-quimicas.

Nesse trabalho foi possivel identificar quais eram os sitios restritivos, meio
restritivos e nao restritivos na interface de uma subfamilia de serino protease, qual
era a natureza da interface da enzima quanto as classes de aminoacidos que a

ocupava e como essa natureza pode contribuir para determinar a especificidade.

Através desse trabalho foi evidenciado o que a taxonomia da natureza tem
oferecido uma importante visdo no relacionamento estrutura/funcdo para a familia
de proteinas serino proteases. A escolha e o foco da nossa atencdo na interface é uma
simples consequéncia de que todos os parametros de funcionalidade critica devem
estar concentrada nela (Perona & Craik, 1995). A superposicao do backbone no
alinhamento estrutural de serino proteases claramente corrabora para essa idéia, a
natureza usa essencialmente o mesmo enovelamento e ja encontraram variacoes de
muitas atividades especificas por variar simplesmente a superficie (Page & Cera,
2007). O que provavelmente descreve uma aplicagao de um particular “toque final”
sobre um esqueleto em comum. O leitor pode encontrar na literatura uma grande
quantidade de dados onde os autores tentam modificar a funcionalidade das serino
proteases pelo tratamento de uma funcionalidade especifica em local e escopo
limitado, o que poderia mudar caso ele entendesse mais do local geral onde essas
atividades acontecem. Nossas pesquisas e abordagens corraboram com resultados

apresentados por Ma et al., 2005 e Novozymes Biotech, Inc. (Davis, CA, US) que
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possui uma patente de tecnologia (Microbial trypsin mutants having chymotrypsin

activity - United States Patent 20050037368).

Baseado nos resultados obtidos, nés pode-se equilibrar e agrupar em um
futuro préximo, os dados das interfaces da super familia da serino proteases como
uma expansao de sequéncia, estrutura e informacdo funcional sobre os residuos
formadores da interface em volta do sitio catalitico. Uma combinacdo de imagens
gréficas e dados numéricos foram usados para complementar a andlise da relagdao

estrutura e funcao.

Perspectivas

Aqui serdo comentadas as perspectivas e algumas limitagdes deste trabalho,
uma vez que estas limitagdes podem servir para desenvolver uma segunda etapa

desse projeto.

As pessoas que trabalham com proteinas devem saber que selecionar dados
nao viciados ou ndo redundantes é um dos grandes desafios da Bioinformatica.
Todas as hipéteses, evidéncias e conclusdes geradas nesse trabalho foram em cima de
uma base dados que nos selecionamos. Para gerarmos essa base de dados, criamos
um critério de selecao e filtragem sobre o conjunto universo das serino proteases que
existem dentro do PDB e SCOP (o que em geral é apenas uma pequena amostragem
dos tipos de proteinas presente nos seres vivos). Aproveitando a metodologia
empregada nesse trabalho, poderiamos trabalhar com outras familias.

Nesse trabalho nés decidimos utilizar somente as serino proteases que tinham
um tipo de enovelamento parecido com as tripsinas; em trabalhos futuros
poderiamos trabalhar com as subtilisinas, que é uma subfamilia de serino protease
que possui um enovelamento diferente encontradas em bactérias (Figura 3B), ou

trabalhar com outras familias, por exemplo, as cisteino proteases.
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Uma meta muito importante seria ampliar o escopo do nosso trabalho para as
outras 9 familias de inibidores que possui estruturas conhecidas e inibem as serino

proteases, uma vez que nesse trabalho analisamos somente 3 inibidores.

Como os complexos utilizados em nosso trabalho foram gerados através do
hard body docking, esse método possui algumas limitagdes, em algumas analises que
nés fizemos da distancia dos residuos enzima/inibidor, notamos que alguns
complexos tinham impedimento estérico entre residuos. Para resolvermos o
problema do impedimento estérico nés poderiamos fazer uma minimizagdo e

dinamica para os residuos se acomodarem ou rearranjarem.

Dando continuidade ao tema dessa pesquisa, poderfamos montar um banco
de dados na web com todas as informacdes geradas nesse trabalho desde a base de
dados de serino proteases nao redundante, os alinhamentos estruturais, as interfaces

encontradas e as andlises graficas.

Outro item que gostariamos de ter implementado neste trabalho é uma analise
comparativa e criteriosa entre a nossa metodologia e outra proposta na literatura. O
principal problema que enfrentamos foi conseguir programas de uso aberto para que
pudéssemos fazer os testes com a mesma base de dados que apresentamos. A
maioria dos autores ndo disponibiliza o software e apresenta os resultados em bases
especificas e pré-computadas em interfaces web. Acreditamos que para esta andlise
seria necessario eleger algumas das metodologias mais interessantes e tentar

conseguir os softwares dos autores ou, alternativamente, reimplementa-los.
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Anexo A

Alinhamento de seqUéncia baseado no alinhamento estrutural, saida do PrISM.
Os IFRs estdo marcados com a cor cinza.

1GCT A 1 245  —mmmmmme e e e e
1K21 1 1 245 ——mmmmmmmm e e e
1CHO E 1 245 ——mmmmmmmm oo e e e
THAW A 16 246 ——— oo mmmm o el
1HI9 A 16 245 — oo moe e el
2A31 A 16 245 — oo oo mmm e e e
ITRN A 16 246 ——m oo mmm o el
1FY8 E 14 245 —-—mmmmmmm e o e
1A0J A 16 245  — oo e el
1HI8 A 16 245  —m o mom e el
2F91 A 16 243 —m—mmmmmmm e mmmmmm e e
INPM A 16 243 ———mmmmmmm e e e
1EUF A 16 243 ———mmmmmmm mmmmmmmmm mmmmmmmm o
3RP2 A 16 243 —m—mmmmmmm mmmmmmmmm e e
TIAU A 16 244  — oo e el
1GVK B 16 245 ——m oo mmmmm oo e e
1ELT A 16 242  — oo oo o el
1BRU P 16 245 ———m—m—mmm —mmmmmmmmm oo e
1EKB B 16 243 — oo mmmm oo el
1EAX A 16 244  — oo e el
1HBD H 16 246 ———m——mmmm e e e
IVR1 H 16 243  — oo oo mmm ol
1C5L H 16 247 —m—mmmmmm oo e e
2PUX B 16 246 ——————m—m= —mmmmmmmmm mmmmmmmmm e o
1ETR H 16 247 ——mmmmmmmm oo o e e
THNE E 16 243 ——m oo mmmm oo e e
1FUJ A 16 248  —o oo o s e e
1A7S A 1 225 —ommmmmmmm e e e e
1AZZ A 16 246 ——— oo mmmm e el
1L06 A 16 243  —om oo mmmm e el
2PKA A 16 246 ———mmmmmmm mmmmmmmmmm mmmmmmme e e
1T32 A 16 244  — oo oo el
1Q3X A362 686 TIVDCGPPDD LPSGRVEYIT GPGVTTYKAV I1QYSCEETFY TMKVNDGKYV
1EQ9 A 16 244  —m oo mmmm e e
TFIW A 16 254  — oo mmomm e el
1BIO A 16 243 —m—mmmmmmm e e e e
10PO A 16 245 ———mmmmmmm e e e
1BQY A 16 245  — oo mmmm ol
1PQ7 A 16 239 —m——mmmmmm e o e
10S8 A 16 245  —m oo e e el
2FPZ A 16 244 —mmmmmmmmm e e e
ILTO A 16 244  — oo oo el
1C5Y B 16 245  —m—m oo mmm o e e
ITON A 16 246 ——— o mmmm oo el
IMOU A 16 242 — oo mmomm e el
2BZ6 H 16 257 ———mmmmmmm mmmm e o e e
IRTF B 16 244 ———m—mmm e oo e e
PHLC A 16 246 ——m—mm oo e e e e
INNG A 18 241 ——m o mmmmm o el
1GVZ A 16 246 ——— oo mmmm e el
IDLE A 1K250 —m—mmmmmmm mmmmmmmmmm e e e
APYT D701 944 — oo o s e e
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208L
1P3C
1AGJ
1QTF
1FON
2SGA
2SFA
1SGP
1HPG
2H5C
1Y8T
1S0T
1DY9
1ARB
1MBM
2FOM
2FP7
1EP5

1GCT
1K21
1CHO
1HAW
1HJ9
2A31
1TRN
1FY8
1A0J
1HJ8
2F91
1NPM
1EUF
3RP2
11AU
1GVK
1ELT
1BRU
1EKB
1EAX
1H8D
1VR1
1C5L
2PUX
1ETR
1HNE
1FUJ
1A7S
1AZZ
1L06
2PKA
1732
1Q3X
1EQ9
1FIW
1B10
10P0O
1BQY
1PQ7
10S8
2FPZ
1LTO

1

RPOORRRR

16
16

6
43

1
1
7
18
19
120
1

1

1
16
16
16
16
14
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
1
16
16
16
16
362
16
16
16
16
16
16
16
16
16

>>>>>>>>P>P>>>P>P>P>PP>PMIWVIII>OU>PEO>>>>>>>M>>>>MER > >OW>>>T>IT>T>>>M>>>>>>>

216
215
242
246
240
242
191
242
242

15A245

314
353
175
263
204
167
170
275

245
245
245
246
245
245
246
245
245
245
243
243
243
243
244
245
242
245
243
244
246
243
247
246
247
243
243
225
246
243
246
244
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244
254
243
245
245
239
245
244
244

------------------- GVPAIQPVLI V---N-———— ———————GEE
------------------- GVPAIQPVLI V---N-———= ———————GEE
------------------- GVPAIQPVLI V-=-N-==== -——----GEE
----------------------------- I Vom=Gmmmmm === =GYT
----------------------------- I Vo—=Gmmmm= ———————GYT
----------------------------- I Vo——Gmmmmm ———————GYT
----------------------------- I Vo==G-——== ————===GYN
----------------------------- D K-==G===== =—===—==GYT
----------------------------- I V-==G=——== ———==—-GYE
----------------------------- I V-=-G--——= ——————-GYE
----------------------------- I Vo—=G-——== ———————GTD
----------------------------- | L---E---—= ———————GRE
----------------------------- I 1---G-———= ———————GHE
----------------------------- I 1---G-———= ——————-GVE
----------------------------- I 1---G---—= ———————GHE
----------------------------- V Voo=Go———= ———————GTE
----------------------------- V Voe=Gemm== ———==——GRV
----------------------------- V V===G===== —————=-GED
----------------------------- I V-==G==—== ——====-GSD
----------------------------- V Vo==G==—== ———————GTD
----------------------------- I Vo——E-———— ———————GSD
----------------------------- I Vo——E-—mm= ————=——GSD
----------------------------- I Vo——E-—-== ——=——=—-GSD
----------------------------- I Vo——E-—mm= ———————GWD
----------------------------- I Vo——E-——== ——————-GQD
----------------------------- I V---G---—— ———————GRR
----------------------------- I Vo==G-——== ———————GHE
----------------------------- I V-==G-———= ————==-GRK
----------------------------- I V-==G-——== ———=——-GVE
----------------------------- L Vo——H-m—== ——————-GGP
----------------------------- I 1---G-—-——— ———————GRE
----------------------------- I 1---G----— ———————GRE
EADGFWTSS KGEKSLPVCE PVCGLSARTI Y-==G-==== ——————u GOK
----------------------------- I V===G-=—== —======GKD
----------------------------- I 1---G---—= ——————-GQD
----------------------------- | L---G---—— ———————GRE
----------------------------- V l-=-G=———= ———————GNE
----------------------------- V F-==G===== -—-----GDE
----------------------------- I Vo==G=—m== —=====-GTS
----------------------------- V Vo==G===== —---———GTR
----------------------------- I V-—=G-———— ———————GQE
----------------------------- I V-=-G-——== ——————-GQE
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1C5Y
1TON
1MOU
2BZ6
1RTF
2HLC
1NNG
1G6VZ
1DLE
1PYT
208L
1P3C
1AGJ
1QTF
1FON
2SGA
2SFA
1SGP
1HPG
2H5C
1Y8T
1S0T
1DY9
1ARB
1MBM
2FOM
2FP7
1EP5

1GCT
1K21
1CHO
1H4W
1HJ9
2A31
1TRN
1FY8
1A0J
1HJ8
2F91
INPM
1EUF
3RP2
11AU
1GVK
1ELT
1BRU
1EKB
1EAX
1H8D
1VR1
1C5L
2PUX
1ETR
1HNE
1FUJ
1A7S
1AZZ
1L06
2PKA
1732

16
16
16
16
16
16
18
16

701
1

1
1
1
1
9
6
1

16
16

245
246
242
257
244
246
241
246

1K250

944
216
215
242
246
240
242
191
242
242

15A245

6
43
1
1
7
18
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314
353
175
263
204
167
170
275

245
245
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246
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245
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245
245
245
243
243
243
243
244
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242
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246
243
247
246
247
243
243
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246
243
246
244

----------------------------- I 1---G---—— ——————-GEF
----------------------------- I Vo==G-—mm= ————===GYK
----------------------------- V l-==G===== —=====—GTN
----------------------------- I V-—=G-——== —————=-GKV
----------------------------- I K-—-G---—— ———————GLF
----------------------------- I 1-—-N-———= ———————GYE
---------------------------------- CR o | =
----------------------------- I 1---G-——== ———————GWE
------------------ AD PDESQSLSLC G---M-—=== —-————-VKG
---------------- GAP IFQPNLSARV V-—-G----= ———————GED
----------------------------- V ILPNN--——- -=—---DRHQ
---------------------------- VW 1GDDG----- —-—-——-RTK
------------------ EV SAEEIKKHEE KWNKYYGVNA FNLPKELFSK
-------------------- KEYSAEEIRK LKQKFE--VP -PTDKELYT
------------------------------ G-==S——=== ————===VEQ
---------------------------- TP A===S-==—= ——————=YNL
------------------ AP ITAYSQQTRG LLGCI-==== ——————1TSL
--------------------------- GVS GS=-C-==== —=————=NID
_______________________ KA= m e o
AVP————— G- S—-WPWQ-VS LQ-DK-——-= ———- T-=G—— ——————- F-
JA\V— G- S—-WPWQ-VS LQ-DK-——-= —=—- T--Gom ——mmmmo F-
Ji\V]— G- S--WPWQ-VS LQ-DK--=== —==- T-=Gm ——mmmmom F-
EE-——-- N- S=-LPYQ-VS LN-S---=-n —=—c . S-
GA-———- N- T-=VPYQ-VS LN-S-----= ———c . Y-
Y —— N- S——IPYQ-VS LN-S—--——= ———— R S-
EE-——-- N- S—=VPYQ-VS LN-S----mn ———c ¢ Y-
QE--——- N- S==VPYQ-VS LN-S--==on —=—c Gmmmmm —mmmmmm Y-
] C— N- S——-ASYQ-AS LQ-S-----= —=—= R Y-
[ —— Y- S——QPHQ-VS LN-S————-= ———- S Y-
ATL--——— G- E--FPYQ-LS FQ-E------ ———-T—-F-- -——1GES-F-
IP———-- - S—-QPWQ-AA LF-Q------ -———G--F-- --—————-R-
Y C— — S--RPYM-AE LE-F--——-- ————K--T-- ----SGK-S-
SIP-——-- - S=-RPYM-AH LD-l-----= —===V--T-- ---EKGL-R-
Y — — S—-RPYM-A¥ LM-l--———= ————W--D-- --——QKS-L-
JiYo] - m— N- S—-WPSQ-1S LQ-¥RSGSS- ————W--—-n ——oo—— A-
AQP-———— N- S——WPWQ-1S LQ-YKSGSS- ———=Y-mmmm —mmeemmm Y-
Y| N— N- S—-WPWQ-VS LQ-¥DSSGQ- ————-W--==n ——m—e—mm R-
SRE———-- G- A--WPWV-VA LY=F-===== —==-D=-D-= ———=———-Q-
ADE---—- G- E--WPWQ-VS LH-A-———== ————L--G-= --—Q----G-
i\ =] p— G- M--SPWQ-VM LF-RKSP--- —--- Q-mmmm ——mmmm- E-
i\ =] p— G- M--SPWQ-VM LF-AKH---= ———- ST R-
i\ =] p— G- M--SPWQ-VM LF-RKSP--- ---- Q-mmmm —mmmmmm- E-
i\ C— G- 1--APWQ-VM LF-RKSP--- ---- o E-
J\ SV — G- L--SPWQ-VM LF-RKSP--- ---- Q-—mm= —mmmmmm- E-
ARP—-———— - A—-WPFM-VS LQ-L------ —=——R--G-= ———————=G-
AQP-———— - S—-RPYM-AS LQ-MRG---- ———-N--P-= —--G-—--8-
Y| N— R- Q--FPFL-AS 1Q-N--——-- ———-Q--G-—- —-—————-R-
Ji\V]— N- S—-WPHQ-AA LE-l-----= —==-D===== —————-D-M-
o)/ C—— T- S——HPYQ-AA LY-T--———= —=—=S=—G—= ————————|-
= C— N- S——HPWQ-VA 1Y—{Y-———= ——— Smmmmm oo S-
SRP-———- - S—-RPYM-AY LQ-1QSP--- ———- N GQ
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IFRs das quatro subfamilias de serino proteases: tripsinas (verde),
quimotripsinas (vermelho), elastases (azul) e trombinas (amarelo); com os
inibidores ecotina, BPTIl e ovomucoide.
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Abstract

Background: Enzymes belonging to the same super family of proteins in general operate on variety of substrates
and are inhibited by wide selection of inhibitors. In this work our main objective was to expand the scope of
studies that consider only the catalytic and binding pocket amino acids while analyzing enzyme specificity and
instead, include a wider category which we have named the Interface Forming Residues (IFR). We were motivated
to identify those amino acids with decreased accessibility to solvent after docking of different types of inhibitors to
sub classes of serine proteases and then create a table (matrix) of all amino acid positions at the interface as well
as their respective occupancies. Our goal is to establish a platform for analysis of the relationship between IFR
characteristics and binding properties/specificity for bi-molecular complexes.

Results: We propose a novel method for describing binding properties and delineating serine proteases specificity
by compiling an exhaustive table of interface forming residues (IFR) for serine proteases and their inhibitors.
Currently, the Protein Data Bank (PDB) does not contain all the data that our analysis would require. Therefore, an
in silico approach was designed for building corresponding complexes

The IFRs are obtained by “rigid body docking” among 70 structurally aligned, sequence wise non-redundant, serine
protease structures with 3 inhibitors: bovine pancreatic trypsin inhibitor (BPTI), ecotine and ovomucoid third
domain inhibitor. The table (matrix) of all amino acid positions at the interface and their respective occupancy is
created. We also developed a new computational protocol for predicting IFRs for those complexes which were not
deciphered experimentally so far, achieving accuracy of at least 0.97.

Conclusions: The serine proteases interfaces prefer polar (including glycine) residues (with some exceptions).
Charged residues were found to be uniquely prevalent at the interfaces between the “miscellaneous-virus”
subfamily and the three inhibitors. This prompts speculation about how important this difference in IFR
characteristics is for maintaining virulence of those organisms.

Our work here provides a unique tool for both structure/function relationship analysis as well as a compilation of
indicators detailing how the specificity of various serine proteases may have been achieved and/or could be
altered. It also indicates that the interface forming residues which also determine specificity of serine protease sub-
family can not be presented in a canonical way but rather as a matrix of alternative populations of amino acids
occupying variety of IFR positions.
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Background

Serine proteases play an important role in processes such
as blood clotting, digestion and in some pathways of cell
development [1]. Serine proteases can hydrolyze either
peptide bonds or esters. Proteases digest proteins by
hydrolyzing the peptide bonds which are responsible for
keeping amino acids together [2,3]. The cleavage specifi-
city of elastase, trypsin, chymotrypsin and other serine
proteases depends on the volume/size, form/shape, and
polarity/charge/hydrophobicity of the specific part of a
protein surface where a substrate will be docking - the
specificity pocket [4,5]. There are three amino acid resi-
dues responsible for the enzymatic activity that are present
in all serine proteases, which are denominated as the cata-
lytic triad: His 57, Asp 102 and Ser 195 (chymotrypsin
numbering system is used throughout - see [6]). Interest-
ingly, out of those three amino acids, only Asp 102 does
not make part of the interface (the definition of which is
based on decreased solvent accessible area upon substrate/
inhibitor binding). This is due to the fact that Asp 102 is
already not accessible to solvent in isolated enzyme,
because this amino acid is located at the very bottom of
the active site cleft where solvent molecules (water) can
not access it. The role of the first two amino acids (His 57
and Asp 102) during trypsin catalysis, for example, is to
function as a proton shuttle. Trypsin cleaves peptides after
Lys and Arg residues with the co-participation of Asp 189,
which interacts with the positive charge on peptide [7,8].
Chymotrypsin, on the other hand, cleaves proteins after
aromatic (and also large hydrophobic) residues [9]. To
achieve such specificity, in chymotrypsin, one can easily
identify the existence of the hydrophobic pocket, normally
shielded by Met 192. Thrombin is a protease which
cleaves peptides with more specificity than trypsin: it
requires Arg on “P1” position [10,11]. Our main objective
in this work is to expand the scope of studies that analyze
enzyme specificity by including into observations not only
the catalytic triad and binding pocket but also a wider
category of amino acids which we have named the Inter-
face Forming Residues (IFR) [12-15]. Namely, only a part
of the molecular surface is shielded from solvent upon for-
mation of a bi-molecular complex. The residues having a
lower accessibility to solvent upon complex formation
have an important role in the process of docking and also
in defining specificity [15,16]. Therefore, we were moti-
vated to calculate which amino acids are shielded from
solvent in the bi-molecular complexes involving serine
proteases and different types of inhibitors and then create
a table (matrix) of all amino acid positions at the interface
and their respective occupancies. By mapping those amino
acids as a specific IFR, we are now able to analyze charac-
teristics of each position; and by doing so, we also can
make position-specific alignment among different
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subfamilies of serine proteases. The key step we needed to
solve during our procedural approach was to find a suffi-
cient number of PDB [17] structures containing complexes
of serine proteases with respective inhibitors. It became
clear that we would need to either produce those by some
novel method or abandon our work because there were
not enough samples available in the PDB. The solution to
this challenge is presented in details in materials and
methods.

Results

Interface Forming Residue (IFR) tables

In order to provide a sufficient volume of data for analy-
sis of the interfaces around active sites of serine pro-
teases (even though there is no enough structural
information available currently on complexes formed by
one particular protease with any specific substrate and/
or inhibitor) we needed to employ the in silico approach
for building corresponding complexes. The key feature
of our work is mapping the IFR 3D profile into a 2D
matrix—from a known enzyme-inhibitor structure to
those with no known structure for such complex. Map-
ping is done after structurally aligning all serine pro-
teases with non-redundant sequences.

After selection of 67 serine protease structural files (in
a way described in materials and methods), named here
as a secondary datamart, and three prototype complexes,
containing inhibitor/serine protease complexes, we
ended up with total of 70 structures with non redundant
enzyme sequences. The list of all corresponding PDB
IDs for serine proteases used in this work is presented
in the Table 1. All selected 70 serine proteases were

Table 1 List of all PDB files containing serine protease
structures used for structural alignment

01-1LTO 02-2FPZ 03-1NN6 04-3RP2 05-1K2l
06-1EQ9  07-1GCT 08-1PYT 09-1ELT 10-TM9U
11-THNE  12-1GWK 13-1BRU 14-1AG) 15-1QTF
16-1HPG ~ 17-208L 18-1P3C 19-2PKA 20-1GVZ
21-1L06  22-1TON 23-2FOM 24-2FP7 25-1DY9
26-25GA  27-1SGP 28-1PQ7 29-1TRN 30-1HJ9
31-1HJ8 32-2F91 33-1HAW  34-2A31 35-1A0)
36-1058  37-10P0 38-1BQY 39-1C5L 40-1VR1
41-2PUX  42-1H8D 43-1ETR 44-1ARB 45-1Y8T
4625FA  47-1S0T  482H5C  49-INPM 50-1EPS
S1-IFW - 52-1DLE 53-1T32 54-2BZ6 55-1BI0
56-1EUF 57-1EKB 58-11AU 59-2HLC 60-1Q3X
61-1EAX  62-1FUJ  63-IMBM  64-1FON 65-1RTF
66-1C5Y  67-1A7S 68-1FY8 69-1AZZ  70-1CHO

The last three PDB IDs (underlined) contain a description of the native
complexes of: anionic trypsinogen with BPTI, collagenase with Ecotin and
alpha-chymotrypsin with Ovomucoid, respectively.
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then structurally aligned. Upon rigid body docking of
the three different inhibitors to 67 serine proteases from
the secondary datamart, we constructed complexes
which, counting also the three prototype ones, totalled
to three sets of 70 two-chain macromolecules. The
interfaces for those three sets were calculated using
SurfV program [18] and for each in silico generated
complex, we mapped all of the sequence positions
that belonged to IFR ensemble into the table shown at
Figure 1.

Analysis of the tabulated IFR data (as presented in the
Figure 1) clearly indicates subfamily differences with
respect to characteristics, position and frequency of
occupancy of interface residues. The data compiled here
can be used as an additional tool for characterizing
function and specificity. This is particularly relevant for
planning structure/sequence changes intended to alter
protein activity, e.g., from trypsin to chymotrypsin type
activity. More generally, one subfamily type of serine
protease can be adjusted to behave like another if corre-
sponding changes are made in an initial protease
sequence. Attempts have been made to alter protein
activity [4,19], but they have focused on a single or, at
most, 5 to10 residues. Our data, shown on Figure 1,
indicate that such alterations can be achieved by elimi-
nating key differences in IFR occupancy.

In case of trypsin, chymotrypsin, elastase and throm-
bin, each bound to BPTI, differences are present at 36
IFR positions (presented in the table shown at Figure 2).
In the table shown at Figure 3, for instance, sequence
position 40 is occupied by His (in chymotrypsin and
elastase exclusively, and in trypsin mainly) or hydropho-
bic residues (in thrombins exclusively). Position 172
(across all 4 subfamilies) is occupied by mostly polar
residues (with some hydrophobic residues present in
elastase case). Positions 94, 215 and 216 are occupied by
mostly polar residues in at least 3 subfamilies.

In general, positions were designated as “Ph” if they
were occupied by mostly (present in at least 50% of
complexes) Polar and occasionally some hydrophobic
residues. Similarly, IFR positions occupied by only
Charged residues were marked as “C*, those with only
Polar residues as “P“ and those occupied by only
Hydrophobic residues as “H“. A combination of letters
would mean presence of residues belonging to multiple/
distinct amino acid classes. Capital letters are used to
designate a predominant residue presence (again, pre-
sent in at least 50% of complexes analysed) while small
letters designate an occasional presence.

There are less restrictive positions which can be occu-
pied by different classes of amino acids in either one
sub family (such as position 143 and 175) or across all
subfamilies (positions 37, 60, 96, 97, 192 and 224). A
specific analysis of the position 97, shows that it is less
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restrictive for trypsins (positively charged: K, R; polar:
N, Y; negatively charged: D) and elastases (polar: N;
negatively charged: D; hydrophobic: V) than for chymo-
trypsins (hydrophobic: L, F) and thrombins (positively
charged: R).

In order to additionally facilitate analysis of the data at
Figures 2, 3 and 4, we have labelled with the gray back-
ground color those IFR positions which are populated,
within a subfamily, by a single residue type or are absent
from the IFR ensemble (represented by “-”). It is impor-
tant to realize that the presence of one type of amino
acid per subfamily is treated here in a same fashion as
the absence of that particular position from the IFR
ensemble because we understand that the event we call
“no-show” for particular position is equally information
dense as the information on type of occupancy for parti-
cular IFR position. Those IFR positions occupied in each
one of four sub families by one predominant type of
amino acid, present in at least 50% of serine proteases
showing this particular IFR, marked here with the “*”, are
labelled in light gray. Therefore, the analysis of Figures 2,
3 and 4 is aided by four distinct labels: 1) residue “amino-
chromography”, 2) dark gray background, 3) light grey
background and 4) “occupancy type”. The fourth label is
present in the last column and indicates the two predo-
minant residue classes present in the preceding 4 col-
umns (four serine protease subfamilies). Similar analysis
was done for two other inhibitors: BPTI with 36 identi-
fied IFR positions at the enzyme side (Figure 2), and ovo-
mucoid third domain with 34 identified IFR positions at
the enzyme side (the table shown at Figure 4).

From the data presented in Figures 2 and 4 (restrictive
IFR positions of complexes formed with BPTI and ovo-
mucoid third domain inhibitors, respectively) IFR loca-
tions 94 and 172 are shown to contain only polar
residues (no presence of hydrophobic residues was
found in contrast to the same locations in the Figure 3).
By comparing the data from the figures 2, 3 and 4, the
complexes of serine proteases with ecotine inhibitor
compile 13 restrictive (gray), 10 half-restrictive (light
gray) and 17 non-restrictive IFR positions (total: 40
positions). In the case of the BPTI and ovomucoid inhi-
bitors, respective data are: 14, 7 and 15 (36); 11, 7 and
16 (34). Those numbers indicate that ecotine binding to
serine proteases involves 32.5% restrictive, 25% less
restrictive and 42.5% non restrictive IFR positions while
BPTI and ovomucoid show respectively: 39%, 19.5% and
41.5%; 32%, 20.5% and 47%. Consequently, these num-
bers show that the ovomucoid inhibitor binding to ser-
ine proteases is less specific than the binding of ecotine,
which in turn is less specific than BPTI. The experimen-
tal Ki [M] values reported in the literature for BPTI
against trypsin is 6 x 10"'* while for the chymotrypsin it
goes down to 9 x 107 and for elastase to 3.5 x 107°
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( A
o MAERYT < Hmmgmvmoﬁmmmmvm\ohgo\omhw
R A R BB SR A= AN A A s i R B S N B N SRS RS ESENENRN RN
1 1LTO V-MHFCHC - - - - - - GLFI---IWGD------ KGS--WDE------
2 2FPZ - -MHFCHC - - - - -+ GL-T---AWGD---DSCQGSVSWGE - G- -
3 INN6 - SSKFCHC-=-=---- -~ YTS--L--P- -K---S-SYGRS-ARA- -
4 3RP2 I -RVICHC-=-=--=---- YSV--N--KT--AAFMGSVSYGHP-AA-F
--FHFCHC------- QYSL--I--LTW-SSCMGSVSWGSS-CG-Y
- -SHR G------ L-DF--L--ST---A GSVSFG--PCD - -
B B A L-T----T---SCMG--SWGSST--VY
Y-RHTCHC=-==---- SLWSF-LV--R-W---C--SVSFGSG-CT=- -
Y-YHTCHC----- - DLWSD-DV--KLW---CNGSTSFVSS-----
R-SHS G----- VQY---SY--RL---ACNGSTSWVV-S-5--
L-GHF N----- V-YPV--L--LI---VCFGSASFVR------
Y-AHTCH=---- -~ - D-WTD-DV--LLW---CQGSTSFVSR---- -
Y-RHTCHC---- -~ SLWSN-QL--RSW--SCNGSVSFGSS-CS-F
14 1AGJ - -QTSAHIF---N---==--- - = F----TVPGSHSSKV-S-N--
15 1QTF - -STLAHVE------------- -+ Y----TEV-SHSGKG----1I-
16 1HPG - -G SR - I---- - - - - - - - - - - SAGGSHSGSS------
17 208L - -TFI-H-A---H----------- G----TTGGSHWGGV-P- - -~
18 1P3C - -GSSs NAS-S---Y----------- TFG--SHNAG------ -
19 2PKA -SFQCHC---=----~- F-K--Y---F-DDTCMGSTSWGH-TCS - -
20 1GVZ - -HFQ-HC - - - - - - - - - LD--I--------- L----WGYSE--- -
21 1LO6 T - LLCH------- KLYARA-S --KF--DS QGSVSWGNTI - G- -
22 1TON - -EYLCH- - - - - - - - LY - -DH------~- T -G--SGGATP--1I-
23 2FOM - -SQTI - SPGSYGNG--V----
24 2FP7 - -YQA - PTGSYGNGV-TI- -
25 1DY9 T-TQS LKGSFRAAV-C- - -~
26 2SGA - -G SR AQPGSTSGGS-G-T- -
27 1sGP - -TGR AEPGSTSGGS-G-T- -
-GPW - --N- T DSCQGSVSWGN-GCGV -
--YHF K-TLW - DSCQGSVSWGD-GC -V -
--YHF N-TL - Y DSCQGSVSWGS-GCGV -
-YHF Y-NIW - DSCQGSVSWGY-GCGV -
-FHF YN-LLW T DSCQGSVSWGY-GCGV -
- -SHF RD-TLW Y DSCQRSVSWGH-GCGV -
--SHF GN--L- Y--DSCQGSVSWGY-GCGV
--YHF-H------- KIYSR-NLW--Y--DSCQGSVSWGY-GCGV
M---GCHC-=--=------ YG------- Q--DTCQGSVSWGY-GCGV -
37 10P0O N-GFFCHC---- -~ SK-EV---W--F--DTCGGSVSYGA - G- -
38 1BQY - -GFLCHC-----—- - K-DE--V--KY-RDT FSVSWGG - G-Y
39 1C5L RPELL - YPW-KNFR-WRENL-GNQ-IDACEGSVSWGE-GCG-Y
40 1VRl - -RFL ~-YPWDKNFR-WRE-L-GNQ-IDACEGSVSWGE-GCG- -
41 2PUX RPELL YPWDK-FR-WRE-1L GNQ-IDA EGAVSWGE -G GFY
42 1H8D RPELL YPWDKNFR-WRE-L-GNQ-IDA EGSVSWGE -G G- -
43 1ETR R-ELL - Y-WDK-FR-W-E-L-GNQ-IDACEGSVSWGE-GCGFY
44 1ARB K- TLACHC - - - - === - - - - - - ~- NVW--TEPGSLHGG--S-D-Y
45 1Y8T - - -EEGHV - - - - - - - - - - - - - - -~ LG---INPGS-SAIA-T-G- -
46 2SFA -GGR I------=--=-=-=-=-=-==-=-=-=-=-- AEPGSTSGGS-G-T- -
47 1SOT -NRTL-HV - - - - - - D-------- Y----- I-H-S--LSF-D-G- -
48 2H5C - -ASLCHC - - - == - == — - - - - - R------ M-RGS-SGG--V---
49 INPM Q-RLI CHOT-----~- KLYPE - ---F--DT QGSTSWGS-D G -
50 1EP5 L-KIN-HV------ E---------=---=-- GAKG----V-------
51 1FIW I -YHV I----- K--AS-SE--FT--DTCQGSTSWGV-GCG- -
52 IDLE - -HESCHC-=--- -+ T--IE--Y------- TCRGSISWGVVD-D- -
53 1T32 I -GSRCHC - =--=--- -~ YOQOR-TI--R-F--AFKGSVSYGK-SGEV -
54 2BZ6 V-AQL K--------- G-TT--QT-PDSCKGSVSWGQ-GCGV -
55 1BIO L -AHL D----- AL-PD--I--IR--DSCKGSVTSGR--C--Y
56 1EUF F - S ICH-------- I-DE-TL--RSFKNSFSGSVSYGRN-GD - -
57 1EKB - -QQV G----- R-YKR--K---T-EDSCQGSTSFGY - GV -
58 1IAU - -LEKRCH------- -~ YPK-NF-GQH----FKGSVSYGRN--R- -
59 2HLC - -RVW D------ QFPD-TYWGQ-Y---CFGSVSFVSG-----
60 103X - -GTTAHAE---- - - RYHA-GF--LL--DSCRGSVSWGSM-CG- -
61 1EAX - -GHTI -RGF--Y--DF-TFWGHG--DSCQGSVSWGD-GCGV
62 1FUJ - - S F D----- I-YAE--K--RP---1 FGSDSFVI-W----
63 IMBM - -SSY-H- === - - - TTSGSHTGSN----Y
64 1FON Y D TCHC--------- SN-CV--R-W-G--G-STSFVSAGCT- -
65 IRTF - --FLC-CE- - - - - R---D-TY---Y----CQGS--WGL-GC--Y
66 1C5Y R-TYV D------ LYADT-H--KY--DSCQGSVSWGR-GCG- -
67 1A7S N-RHFCSC - - - - - - P-YPQ-QN---L---ICNGG-SFSL--CD-F
B8 AN o=V WCiCeo=ooo BUyRRewWihe ooe oo DS QGSVSWGY-G GV -
69 ICHO - -FHFCHC - - - - - - - QYSL-TIW-LTW-SSCMGSVSWGSS-CG-Y
70 1AZZ - -MYFCHC-=----- - - YSF-VI--LI-- T NGSTSFGARA- D - -

Figure 1 The IFR positions and their occupancy by amino acids shown for 70 serine proteases bound to BPTI. The rows show amino
acids occupying IFR positions for specific serine protease (the PDB ID given in the second column). The top row shows the sequence numbers
in structurally aligned serine proteases (only IFRs are listed) for all enzymes in complex with the BPTI. The complexes were created by the
procedure we named “hard docking”, except for the case of 1fy8pdb for which we have experimental data (row marked with light gray
background). The color code for amino acids is as follows: Residues: AVLIMFP are colored grey [containing: small hydrophobic residues (A and
P) and large hydrophobic residues]; Residues: STYNQWG are colored green [containing: polar residues]; Residues: D and E are colored red
[containing: negatively charged residues]; Residues: R and K are colored blue [containing: positively charged residues]; Residue: H is colored cyan
[containing: positively charged residue which is neutral at neutral pH]; Residue: C is colored yellow [containing: disulphide bridge forming
residue]. {See text for details about amino acid classification} The rows are occupied by following serine protease sub-families: Tryptase(1-2),
Chymase (3-4), Chymotrypsin (5-8) {red backgroundy}, Elastase (9-13){blue background}, Exfoliative toxin (14-15), Glutamyl endopeptidase (16-18),
Kallikrein (19-22), NS3 protease (23-25), Streptogrisin (26-27), Trypsin (28-36){green background}, Venom (37-38), Thrombin (39-43){yellow
background}, Miscellaneous-Prokaryotes (44-48), Miscellaneous-Virus (49-50), Miscellaneous (51-67), Native Complex (68-70) in respective row
order.
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# | aa¢ | Trypsin m Thrombin °°°T‘;"°;"°y
1 |31y [REm [Y Y*R L |R*

2 |s70) |- 5 - p* H
3 |39 |v.GFEs |FSR Y,S,G,AR | E*R

4 40) P, L*F CH
5 [41) |FWG |FSRT TS,F L*

6 |59B) |- G G.N Y P
7 |s9D) |- = - p* H
8 |59E) |- : - wH P
9 |s9F) |- : - D* c
10 |596G) |- : - K* c
11 | 59H) |- : - N* P
12 |60) |K%Y s D,V,S F*

13 |73) |I* L*,Q L,Q R

14 |oa) |y YW WY . P
15 |96) |RsS,Y,G |s*D S,P,T w+

16 |97) |KN,Y,D,R|L*F* D,V,N R*

17 |o7a) |- - - E c
18 [99) [N,,L* LLV vy, HP
19 [141) |[we = - w P
20 |142) |e - ) G* P
21 |143) [NT SR KR, N*

22 [143Q)| T,Y,Q ™ L*1,S Q* PH
23 |172) |- w* wr - P
24 | 174) |- : - I* H
25 |189) |D* s - D* cp
26 [190) |s*T S*A AV,S A* PH
27 |192) |@* M, N*F.Q |E*

28 |213) |v* v* ™AV |V Hp
29 |215) |wr W, F* FYW w+ PH
30 |[216) |G* G* V*,G G* PH
31 [217) |G+ s* s*V,R |E*

32 |217A) |- S*,G S,R - PC
33 [219) |eG* TP s G* PH
34 |226) |G* GD,T s G* PC
35 |207) | v v - F H
36 |[228) |v Y* F Y+ PH

Figure 2 An extract from all IFR positions showing the most restrictive ones, identified for four serine proteases subfamilies, bound to
BPTI. The positions shown are among the most restrictive ones in terms of the type of residues occupying them in 4 sub families of serine
proteases: trypsins; chymotrypsins; elastases and thrombins, respectively. Those residue types that are present in at least 50% or more of
analyzed proteases within a single subfamily, at a given IFR position, are indicated by a *' sign. The colors of residues correspond to STING AA
color coding {see text for details as well as the legend for the Table 1}: green are Polar, gray are Hydrophobic, red are negatively Charged, blue
(and cyan for His) are positively Charged residues. The gray background color is used to indicate those IFR positions which are populated, within
a sub family, by a single residue type or are absent from the IFR ensemble (represented by “-"). Those IFR positions occupied in each of four sub
families by one predominant class of amino acid (indicated by “*") are labeled in light gray.

”

(ref: http://www.gbiosciences.com/ResearchProducts/
Aprotinin.aspx). On the other side, turkey ovomucoid
third domain was reported to interact with very similar
association constant with eight different serine protei-
nases-bovine chymotrypsins A and B, porcine pancreatic

elastase I, proteinase K, Streptomyces griseus protei-
nases A and B, and subtilisin-Carlsberg [20]. Pal et al.
[21] reported the following Ki (M) values for ecotine
against trypsin, chymotrypsin and elastase, respectively:
1 x 10" 4 x 10-"* and 1.3 x 10”.


http://www.gbiosciences.com/ResearchProducts/Aprotinin.aspx
http://www.gbiosciences.com/ResearchProducts/Aprotinin.aspx
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# AA# Trypsin m Thrombin Oct_:rt;%aency

1 37) R,E,M DY Y*, R R*

2 37C) - - P* H

3 39) Y,F F,R Y,R E*,R

4 40) ,P L% F CH

5 41) F*, W, G F*,R, T T S,F |L*

6 59) Y G* - - P

7 59B) - - N Y* P

8 59D) - - - P* H

9 59E) - - - w* P

10 59F) - - - D* Cc

11 59G) - - - K* Cc

12 60) K*, Y S V,D -

13 94) Y*, F Y*, W * Y - Ph

14 96) R,S,Y,G $*, D S,P, T W*

15 97) K,N,Y,D,R|L* F* D,V,N [R*

16 97A) - - - E*

17 98) T,G,N, L |T+L* D, S, N,Q | N*

18 99) L% 1, N I*, L,V V,Y,L L* Hp

19 143) N, T L,S,R K, R, L N*

e 143D) |E N T E* a7

21 143H) |G G G,N T P

22 143Q) |T,Y,Q ™ L1, 8 Q* PH

23 171) Q,S,D,A |Y,D - S*

24 172) Y* W5 Q wW*, M T* Ph

25 173) P*, G G*, W G* R*

26 174) G%S,D,N [T* S* A I*

27 175) | A K, QME |K,R, T TN R*

28 177) - K* K* - (o3

29 189) D* - - D* Cc

30 190) S5 T S*, A V,S A* PH

31 192) Q* M*, N*,F,Q |[E*

32 213)  |v* V= T, AV |V* HP

33 215) W W, F* F*, W W PH

34 216) G* G* Vv* G* PH

35 217) Y*, N,D,S,H | S* s, V,R |E*

36 217A) |- S*, G S,R, S - Pc

37 219) G T,P S,G G* Ph

38 221A) R S - R* Cp

39 224) Y, K, N,R T,EK K*, Y K* CP

40 226) G* D, T - - CP
Figure 3 An extract from all IFR positions, identified for four serine proteases subfamilies, bound to Ecotine. Shown positions are
designated in a same form as in the Figure 2 above.

Amino acid composition at serine protease interfaces

Additionally, the difference between the polarity and
hydrophobicity of the enzyme surface and interface was
investigated for each in silico complex formed. The bur-
ied area and total enzyme free surface area (not including
the interface) was compared with respect to the type of
residues present. Again, the following residue classes
were used: charged, hydrophobic and polar (with glycine
considered separately, although being classified as a polar
residue). The data presented in Figure 5 indicate that
most interfaces, in all serine protease subfamilies bound
to either BPTI, ecotine or ovomucoid third domain, have

a general preference for polar residues (green and gray
bars). Conversely, most of free enzyme surfaces (not
including interface/buried area) show a preference for
charged residues (blue bars) although some (7 out of 16)
also do show a smaller (as compared to a preference for
charged residues) preference for hydrophobic residues
(red bars).

Some subfamilies do not follow these patterns. The
interface of the streptogrisin subfamily shows a high
presence of glycine residues for complexes with each of
the three inhibitors (negative gray bars in Figure 5),
while the rest of the surface shows preference for polar
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# AA# |[Trypsin Thrombin Type
1 37) |REsSM |DLY Y*R,L R*A
2 |37C) |- - - pP* H
3 |38 |N - R Q* PC
4 39) |G,Y,Fs F,S,R Y,S,G,AR|E*R
5 [40) [P, L* CH
6 [41) |FW,G F*R,T T*S,F L*
7 59) |Y*V G - - PH
8 59B) |- - N Y* P
9 59D) |- - - P* H
10 [59E) |- - - w* P
11 |s9F) |- - - D* %
12 | 50G) |- - - K* %
13 |60) |K*D,Y V,L,S V,S F*
14 {73) [R - - R* %
15 |74) |ENK - - T* cP
16 |94) |Y Y,W WY - P
17 197) |KN,Y,D,R |F* D,N -
18 [99) [L*N, L,V V,Y,L L* HP
19 1143) |N* AT L,S,R K,R,L N*
20 |143D) |E N T E* cp
21 |143H) |G G G,N T* P
22 143Q)|T,Y,Q T L*1,S Q* PH
23 [172) |v* W*,Q W+ T P
24 1173) |- G,W G R* PC
25 [174) |- - A I* H
26 |175) |K,QM,E |KT T* -
27 1189) |D* - - D* %
28 [190) |s*T S*,A* V,S A* PH
29 1192) |a* M*, N*F,Q E*
30 [213) |v* v* T*AV v* PH
31 [215) |w* W, F* F*,W* w* PH
32 [216) |G* G* V+,G G* PH
33 [217) |Y*N,D,S,H | S* S*,V,R E*
34 | 217A) | - S*,G S,R - PC
Figure 4 An extract from all IFR positions, identified for four serine protease subfamilies bound to Ovomucoid third domain. Shown
positions are designated in a same form as in the Figure 2 and 3 above.

residues (green bars). Elastase shows the lowest differ-
ences among interface and surface preferences for 4
classes of amino acids defined in this work. Charged
residues were found to be uniquely prevalent at the
interfaces between the “miscellaneous-virus” subfamily
and the three inhibitors. This prompts speculation
about how important this difference in IFR characteris-
tics is for maintaining virulence of those organisms. The
upper part of the Figure 5 shows a strong presence of
hydrophobic residues at the interfaces (together with
polar residues including glycine), while the bottom part

of the Figure 5 shows an absence (except for the 3
experimental complexes) of the hydrophobic residues at
the interface (left portion of this graph). The bottom
part of the Figure 5 shows an increase in the presence
of hydrophobic residues at the free enzyme surface area.
The surfaces (not including interface areas) have a pre-
valence of charged residues while the interface contains
more polar (including glycine) residues (with some
exceptions as described above). Thus, the IFR pocket of
serine proteases is not formed by predominantly hydro-
phobic residues; it is a rather polar environment. Also,
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% Difference area: Surface - Interface
i L
Chymotrypsin E
Elastase ?
Bloletivetont i
Glutamyl-endopeptidase EE
Kallikrein ﬁ
NS3-proteass %__
Streptogrisin 1
Venom-serine-protease ,_é
Thirambia é__,_,
Misc-Prokaryotes ;-
Misc-Virus ﬁ
Miscellaneous %_‘
g Tt‘
-30%  -25%  -20%  -15% @ -10% 5% 0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35%
1.1 Ovomucoid GLYCINE M Ecotina GLYCINE H BPTI GLYCINE
4 Ovomucoid HYDROPHOBIC M Ecotina HYDROPHOBIC M BPTI HYDROPHOBIC
L1Ovomucoid POLAR M Ecotina POLAR H BPTI POLAR
i Ovomucoid CHARGED M Ecotina CHARGED H BPTI CHARGED
Figure 5 Difference of residue class occupancy in total enzyme free surface vs. interface. This Figure presents the difference in occupancy
percentage of total enzyme free surface and the IFR area for all 70 serine proteases bound to the inhibitor Ecotine, BPTI and Ovomucoid third
domain. The enzymes were classified in the following subfamilies: Tryptase (2), Chymase (2), Chymotrypsin (4), Elastase (5), Exfoliative Toxin (2),
Glutamyl endopeptidase (3), Kallikrein (4), NS3 protease (3), Streptogrisin (2), Trypsin (9), Venom (2), Thrombin (5), Miscellaneous-Prokaryotes (5),
Miscellaneous-Virus (2), some variety of serine proteases not belonging to any of above defined subfamilies (Miscellaneous, 17) and experimental
complex (3). Average values of percent occupancy are presented for multi-member subfamilies. The numbers between the brackets show the
number of enzymes in each subclass. Bars on the left side of the graph indicate that that particular residue class is more frequently found at the
interface than at the surface. Bars on the right side of the graph indicate that the residues are more frequently found at the surface than on the
interface.

the interface contains much fewer (with one exception
being “miscellaneous-virus”) charged residues (as com-
pared to the rest of the protease surface).

If our data are compared with the ones from Janin
et. al. [22], one can observe that the serine proteases are

endowed with a specific category of interfaces in terms
of the contribution of the 20 amino acids types to that
area: subfamilies vary in the contribution of hydrophobic
residues and are almost constant in having a lower pre-
ference for the charged residues, as presented at the
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Table 2. These results point to the fact that although all
four serine protease subfamilies do not show a great
variability with respect to the percentage of the enzyme
total surface area being buried upon in silico complex
formation with the BPTI, ecotine and ovomucoid third
domain (6.7%, 9.5% and 7.2% respectively, representing
value of approximately 610 to 990 A? of buried area),
the percentage of the residue classes contributing to the
interface varies significantly. The percentage that
charged and polar residues contribute together to the
total buried area in trypsin/BPTI is 86%, in chymotryp-
sin/BPTI is 65%, in elastase/BPTI is 75%, and for throm-
bin/BPTI is 84%. For all three inhibitors examined,
thrombin and trypsin have the highest percentage of
charged and polar residues contributing to buried area
while elastase and chymotrypsin have the lowest. The
details for the difference in occupancies are presented in
Figure 5 and Table 2.

Those differences may be aligned with the corre-
sponding function that each protease performs. How-
ever, it is important to realize the boundaries we should
not cross when applying what we have learned here
based on inhibitor-protease binary complexes to sub-
strate-protease complexes. Nevertheless, we assume that
inhibitors of serine proteases bind to the active site
clefts of their target proteases in a manner that is
thought to resemble the binding mode of substrates
(Laskowski et al. [23]). Trypsin and thrombin handle the
positive charges of a polypeptide by imposing the (com-
plementary) charge/polarity of their own IFR surface.
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Chymotrypsin mitigates the spatial constraints imparted
by large hydrophobic (and some polar) residues present
in the substrate/inhibitor by accommodating glycines
and hydrophobic residues into its own interface. Elas-
tases, on the other hand, utilize hydrophobic amino
acids among their IFRs to complement small, hydropho-
bic amino acids at the cleavage site of a polypeptide.
The general trends for interfaces described above, when
combined with the selectivity of IFR positions discussed
earlier in this section, provide a more complete descrip-
tion of the specificity of serine protease subfamilies in
both general and detailed way, although, as we expected
from the beginning, there is no canonical code that we
may convey from this analysis.

Benchmarking the accuracy of the “hard docking”
procedure for IFR identification

The “confusion matrix” presented at the Table 3 con-
tains 5 categories of evaluators for IFR identification.
The true positives (TP) are IFR residues present in both
the native and the rigid body docked complexes. The
true negatives (TN) are solvent exposed residues both in
native and in in silico complexes. The false positives
(FP) are residues present in the rigid body docked IFR
table but absent in natural complexes and the false
negatives (FN) are not buried in native complexes but
appear in the IFR of the in silico complexes. The accu-
racy was calculated based on this formula: ACC = (TP +
TN)/(P + N), where the P = (TP+FN) and N = (FP
+TN). Table 3 shows these values for 1FY8 (control)

Table 2 The percent of the total enzyme buried area occupied by amino acid sub-classes

Inhibitor bound to
serine proteases

[%] Hydrophobic
residues in buried area

[%] Charged
residues in buried

[%] Polar residues at
buried area (glycine %)

[%] (Charged + Polar)
residues in buried area

area
BPTI Trypsin (9) 14 10 76 (10) 86
Chymotrypsin 35 11 54 (8) 65

4
Elastase (5) 25 21 54 (6) 75
Thrombins (5) 16 37 47 (6) 84
Ecotine Trypsin (9) 13 15 72 (10) 87
Chymotrypsin 30 18 52 (6) 70

4)
Elastase (5) 22 19 59 (9) 78
Thrombins (5) 12 53 35 (6) 88
Ovomucoid Third Trypsin (9) 12 10 78 (11) 88

domain

Chymotrypsin 32 10 58 (9) 68

4
Elastase (5) 24 20 56 (9) 86
Thrombins (5) 15 37 48 (7) 85

The serine proteases are bound to BPTI, ecotine and ovomucoid third domain inhibitors. Areas occupied by the three classes of amino acids, with respect to the
total buried enzyme area, are expressed as a percentage. The numbers between the brackets show the number of enzyme - inhibitor complexes included in this
analysis for each subfamily. The column containing polar residue participation also contains (within brackets) the participation of glycine residues.
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Table 3 Evaluation of the success rate (ACC) of predicting
IFR ensemble

PDB  Subfamily Organism TP TN FP FN ACC
ID

1FY8  Trypsin Bos taurus 44 244 0 O 1
3TGl Trypsin Bos taurus 42 239 5 0 098
1TPA  Trypsin Bos taurus 44 240 1 3 098
3BTK  Trypsin Bos taurus 43 241 1 4 098
3TPI Trypsin Bos taurus 43 242 1 2 098
2PTC  Trypsin Bos taurus 44 241 0 3 098
2TGP  Trypsin Bos taurus 45 240 0 3 098
4TPI Trypsin Bos taurus 44 239 1 4 098
2TPI Trypsin Bos taurus 44 241 1 2 098
1BZX  Trypsin Bos taurus 43 242 2 1 098
1BRB  Trypsin Rattus 41 236 2 2 098

novergicus
1FAK  Coagulation factor ~ Homo sapiens 44 247 6 0 097
VIl

1CBW  Chymotrypsin Bos taurus 44 238 5 1 097
TMTN  Chymotrypsin Bos taurus 45 239 1 3 098
2KAl Kallikrein Bos taurus 57 224 0 4 098
1EAW  Matriptase MTSP1 Homo sapiens 42 241 4 1 098

The true positives (TP) are IFR residues present in both the native and the
rigid body docked complexes. The true negatives (TN) are solvent exposed
residues both in native and in in silico complexes. The false positives (FP) are
present in the rigid body docked IFR but absent in natural complexes, and
the false negatives (FN) are not buried in native complexes but appear in the
IFR in generated in silico complexes.

and the sixteen complementary complexes. Overall, the
accuracy (ACC) ranged between 0.97 and 0.98.

Evaluation of plausibility for in silico generated bi-
molecular complexes

The presence of steric clashes involving enzyme and
inhibitor residues was analyzed to evaluate our hard
docking methodology. Steric clashes could yield unfa-
vourable interactions within complexes that would lead
to their decreased stability which might be translated to
their faster de complexation in vivo.

We calculated the distances between enzyme and inhi-
bitor residues at the interface for BPTI (Figure 6A), eco-
tine (Figure 6B) and ovomucoid third domain
complexes with serine proteases (Figure 6C). All 70 ser-
ine proteases are presented using the same numbering
(x-axis) as in Table 1, and the same subfamily grouping
(colored symbols follow the colors of subfamilies as in
Figures 2, 3 and 4). The y-axis shows the distances,
measured in Angstroms, with bars indicating a corre-
sponding standard deviation for each point. The dis-
tances are the average values obtained by calculating the
sum of the CA-CA (Alpha Carbons) distances for each
amino acid belonging to the IFR ensemble from the
enzyme side, to the closest amino acid from the IFR of
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Figure 6 Proximity of IFRs belonging to residues from 70
serine proteases to the closest IFR residues belonging to
Ecotine (A), BPTI (B) and Ovomucoid third domain (C). Each
point in the graph represents the mean and the standard error of
the mean for the smaller distances encountered for each IFR
residue of the enzyme to the closest IFR residue of the inhibitor.
The horizontal line is representing the global average value for the
measured distances.

the inhibitor, and then divided by the number of IFR
residues at the enzyme site. A horizontal line represents
the average global mean which was always near 7.0 A
for all three types of inhibitor complexes. In a prior
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paper [24], our research group demonstrated that 7.0 A
is the cut-off distance that optimizes the isolation, at the
residue level, of first order of contacts (first coordination
shell) in well-packed globular proteins. The observed
7.0 A average global mean distance among CAs in
enzyme-inhibitor complexes confirms that inhibitors
and enzymes form well-packed complexes like those
found in the core of globular proteins. Thus, it is plausi-
ble to conclude that complexes which present distances
less than the average global mean contain spatial
clashes. Those complexes can be further submitted to
dynamics and minimization in order to rearrange these
residues and diminish the steric clashes. We are set up
to try to evaluate how many and which steric clashes
would be removed by such procedure, however, this is
yet to be done as a next step of our project.

Discussion

The data collected, analyzed and presented in this work
serves as a tool for understanding binding properties in
general and protease specificity in particular, based on
Interface Forming Residue (IFR) profile alignment.

The procedure we have developed for this work
describes a): the ensemble of IFRs for any complex
formed between a serine protease and an inhibitor and
b): the differences in interface characteristics between
various proteases with respect to specificity. From our
data one may not extract a simple, concise and very
straightforward rule for separation among proteases in
terms of specificity (defined here mainly by IFR position
occupancy and characteristics). Nature obviously pre-
pared a mechanism for fine tuning of the activity that
yields terms of specificity for each subfamily of serine
proteases. There is obviously some space left for overlaps
among IFR characteristics and positions that dictate the
specificity for each sub family and consequently, what
could have been a simple table with reduced complexity
in terms of “colors” and characteristics of amino acids
employed at each IFR position, became somewhat
blurred. The data presented here are precise in pointing
to such granular/spectral distribution in IFR occupancy
that would be directly coupled to the specificity type of
studied enzymes. It is our perception that the beauty of
the adaptability of molecular mechanisms, expressed here
in form of their specificity, can still be presented in a
such simplified way (described in Figures 1 to 4) showing
how specificity can be fine-tuned from different points of
entry (multiple, rather than single): IFR positions and
characteristics of amino acids that occupy those critical
positions. The procedure we described may also open the
possibility to yield some details that may account for dif-
ferences in how strong might be the binding between an
enzyme and an inhibitor (an issue we need to explore in
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the future with more details based on elaborated IFR
tables and experimental data available in literature).

It has been established that increased structural plasti-
city in the binding pocket increases the variation of sub-
strate size that can fit into the critical space directed
toward the catalytic triad which correspondingly
decreases the specificity [25]. Consequently, it is
expected that the higher the stiffness around the binding
pocket, the higher the selective pressure will be on a
particular substrate. Specificity then can be seen as
directly proportional to structural limitations imposed
first by the size of the docking space and then by the
physical and chemical characteristics of this space. By
focusing our attention on the type of residues occupying
the enzyme and inhibitor interfaces, we have set aside
the evaluation of how plasticity of binding pocket influ-
ences enzyme specificity. This factor, however, is not
taken as a non important one. In fact, we will be under-
taking further examination in order to understand better
how plasticity may be accounted for by IFR properties -
therefore we will be tackling this task in the future. As a
start, the residue types occupying the interface positions
implicitly contain the sort of information which relates
directly to plasticity of the site.

Conclusions

The work presented here offers insight into the struc-
ture/function relationship of serine proteases. The
superposition of structurally aligned backbones of serine
proteases showed that they use essentially identical scaf-
folding and achieve a variety of specificities by varying
surface residues. Previously, there have been attempts to
modify the functionality of serine proteases. These
attempts usually focus on several residues and generally
result in the loss of enzyme activity. Our approach
explains why and corroborates with the results pre-
sented by Ma et al. [26] and Novozymes Biotech, Inc.
(Davis, CA, US) which patented a technology (Microbial
trypsin mutants having chymotrypsin activity - United
States Patent 20050037368) by confirming necessity for
several IFR amino acids to be either substituted, or
deleted ("no-show” event) or to be introduced in original
protease sequence in order to transform trypsin to
chymotrypsin.

Based on the results we are reporting here, we are
poised to assemble, in the near future, the serine pro-
tease superfamily interface data resource as an expand-
ing collection of sequence, structural, and functional
information about the serine proteases interface forming
residues. A combination of graphics, images and numer-
ical data will be used to aid in the complete analysis of
structure/function relationships that still require our
attention before we may fully understand the precise
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role of each amino acid employed at the particular loca-
tion by enzymes in order to achieve desired specificity.

Methods

In order to provide a sufficient volume of data for
analysis of the interfaces around active sites of serine
proteases (even if there is no currently available infor-
mation on complex formation of one particular pro-
tease with any specific substrate and/or inhibitor) we
needed to employ the in silico approach for building
corresponding complexes. The key feature of our work
is mapping the IFR 3D profile into a 2D matrix—from
a known enzyme-inhibitor structure to those with no
known structure for such complex. Mapping is done
after structurally aligning all serine proteases with
non-redundant sequences.

Selection of serine protease: structural data set
The PDB IDs for serine proteases were obtained from
SCOP database [27] parseable files (release 1.73). All
1086 PDB IDs from family b.47 were selected. FASTA
files relative to these IDs were obtained in the PDB. A
BLAST search (blastp), using default parameters, was
run to determine the percentage of identity between the
selected sequences. Those sequences with lower than
95% identity were selected for further examination
(meaning that there should be at least 12 to 15 different
residues occupying corresponding positions among
selected sequences. In general, the sequences are 240 to
260 amino acids long, which means that applied filtering
eliminates structures obtained after single, or even after
limited multiple, point mutations). From the resulting
subset (which we named here as the “primary data-
mart”), further selection eliminated all but those struc-
tures showing the highest resolution (lower numerical
values in A) and best R-value. This yielded what we
named as a “secondary datamart”. The “secondary data-
mart” at this point contains 67 serine proteases. Those
structures covered the following sub families: tryptase,
chymase, chymotrypsins, elastase, exfoliative toxin, glu-
tamyl endopeptidase, kallikrein, NS3 protease, strepto-
grisin, trypsin, venom, thrombin, serine proteases from
prokaryotes (which we named as “miscellaneous-prokar-
yotes”), serine proteases from viruses (which we called
“miscellaneous-virus”) and serine proteases that do not
fit any of the mentioned sub families which we called
“miscellaneous”. The above described division resulted
in 15 “sub-families” on which we applied additional
manual inspection (in order to re-confirm their classifi-
cation) by consulting the following sources: PDBsum
[28], BRENDA [29] and SCOP parseable files.

The list of all corresponding PDB IDs for serine pro-
teases used in this work is presented in the Table 1.
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Selection of experimentally described enzyme/inhibitor
structural complexes

From the 57 available PDB files containing inhibitor/ser-
ine protease complexes (data from January 2009), com-
prising 11 SCOP inhibitor families, the three largest
families were selected and the same approach as
described above was followed to select for what we
named here as the three “prototype complexes”. Com-
plexes containing BPTI, ecotin and ovomucoid inhibi-
tors correspond respectively to g.8, b.16 and g.68 SCOP
subfamilies and are represented, respectively, by 1FY8
(inhibiting rat trypsin), 1AZZ (inhibiting crab collage-
nase) and 1CHO (inhibiting cattle alpha-chymotrypsin)
PDB files. We named this group as “prototype com-
plexes” because they represent the experimentally
described complexes with structures deposited into the
PDB.

Structural alignment

Before the alignment procedure took place, we needed
to edit the PDB files. The 1CHO.PDB file was edited to
replace the three enzyme chain IDs (E, F, G) with a sin-
gle “chain E”. This was done in order to easily distin-
guish the enzyme chains from the inhibitor chain
named “I”. For the 1AZZ file, containing two chains,
only chain A (enzyme) and chain C (inhibitor) were
used (the PDB file contains a description of a hetero-
dimer). The 1FY8 was not edited before further proces-
sing. In order to obtain an IFR ensemble for the serine
proteases lacking an available structure for the complex
with chosen inhibitor (or any inhibitor at all), we first
structurally aligned all 70 selected serine proteases (67
from the “secondary datamart” plus 3 serine proteases
from the “prototype complexes”) using PrISM [30] and
its set of default parameters, http://wiki.c2b2.columbia.
edu/honiglab_public/index.php/Software:PrISM. The
PrISM software also provided a multiple sequence align-
ment (being generated as an output obeying the struc-
tural alignment), which was saved and parsed to
preserve both residue numbering and residue positions
occupied in the structural alignment.

Rigid body docking

The term “rigid body docking” is used here to describe
what was done in order to get complexes of each of the
67 serine protease structures bound to 3 different inhibi-
tors. Effectively what we did was added the inhibitor
coordinates to each PDB file from the “secondary data-
mart”. In order to do so, we first needed to guarantee
that the inhibitor molecule would be added to any of the
enzyme molecules in exactly the same fashion as it did in
the “prototype complex”. This guarantee was provided by
aligning a pair of structures where the first was the
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enzyme structure from the original “prototype complex”
(e.g. 1FY8) and the second was from the PrISM output
file - one of the 70 structurally aligned enzymes (e.g.
1FY8_PrISM). This additional structural alignment was
performed with PyMOL [31] software, using the com-
mand line “align (1FY8, 1FY8_PrISM)”, which maintained
the PrISM generated coordinates of the 1FY8_PrISM
structure and superimposed the enzyme coordinates
from a selected “prototype complex”. Consequently, this
procedure also relocated the inhibitor coordinates from
the “prototype complex”. The newly obtained coordinates
for the inhibitor were then extracted from the PyMOL
output (PDB formatted) file and used to edit the PrISM
output file for the other 69 serine proteases. By doing so,
we included the inhibitor coordinates now fitting to a
selected enzyme in a position exactly equivalent to the
one that the inhibitor assumed in the “prototype com-
plex”. The three sets (each containing 70 complexes)
were therefore formed. The details of the procedure
described above are illustrated in Figures 7, 8 and 9.
Upon completing the procedure, all structures containing
a complex between a serine protease (one of 70 of them)
and an inhibitor (one of the three selected ones) could be
described as spatially oriented in a consistent and unique
manner (obeying structural alignment) and having the
inhibitor in a position consistent with the one observed
and described experimentally.

As the primary purpose was to delineate a general
area defined as an interface, additional precision, as
obtained by minimization and dynamics procedures

Figure 7 Structural alignment of 70 different (sequence-wise
non redundant) serine proteases aligned by PrISM package.
The image was produced using PyMOL. Only the main chain is
represented. The following positions in chymotrypsinogen are
highlighted: Ser 195 in green, His 57 in red and Asp 102 in blue.
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(generally applied to remove space-clashes), was not
considered critical and therefore not applied in this
stage of the work. It is important to note that many
complexes are in fact “forced” to be formed in silico by
a “rigid body docking” procedure, but due to various
factors, including insufficient shape complementary
between the inhibitor side and corresponding binding
pocket on the enzyme side, they would form with a cer-
tain degree of instability and would therefore be short
lived. A qualitative description of this scenario is
described in Figure 9 (also see Figure 6. for an estimate
of the degree of space clashing among enzymes and
inhibitors in all in silico formed complexes).

Surface determination in rigid body docked complexes
The three sets of 70 enzyme-inhibitor complex struc-
tures were also studied with respect to solvent accessi-
bility of surface amino acids (calculated both before and
upon inhibitor binding). The change in solvent accessi-
bility of surface amino acids for both inhibitor and
enzyme (in isolation and upon binding) was calculated
by the Surfv algorithm [18]. Residues with a change in
solvent accessibility were compiled into the ensemble of
IFRs.

Interface Forming Residues Table

For each set of 70 complexes, we mapped all of the
sequence positions that belonged to the IFR ensemble
(table shown at Figure 1). We took the native trypsin-
BPTI complex (1FY8) as a reference for sequence num-
bering because it follows standard serine protease
sequence numbering. All residues showing a detectable
loss of accessible area were labeled in the multiple struc-
ture-based sequence alignment obtained with PrISM
according to the residue positions in the sequence of
1FY8 chain E. In the case of gap in the reference
sequence, a letter was added to the previous number
(designating the position of the particular amino acid in
a given sequence), so that the label keeps following the
reference sequence numbering. Columns without at
least one residue labeled as an IFR were eliminated to
facilitate the analysis. For the case of BPTI, 36 residues
occupying IFR positions were compiled (table shown at
Figure 2) and ranged from positions 37 to 228 (also see
Figure 1). Corresponding numbers for the ecotine and
ovomucoid third domain are 40 IFRs from 37 to 226
and 34 IFRs from 37 to 217A, respectively. The multiple
alignment of IFRs for the 70 serine proteases complexed
with BPTI is presented in the Figure 1 (the correspond-
ing tabular data for ecotine and ovomucoid inhibitor are
not shown here). The derivatives from the tables with
70 serine proteases bound to BPTI, ecotine, and ovomu-
coid third domain are presented in the tables shown at
Figures 2, 3 and 4; there we have only those columns
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Figure 8 Hard docking of inhibitor coordinates to selected serine proteases. (a) Schematic diagram of the experiment for obtaining the
structure of three different sets of 70 serine proteases with each one of the three selected inhibitors: Ecotine (green), BPTI (blue) and
Ovomucoid third domain (light gray). The arrows placed below each of the three sets of 70 structurally aligned serine proteases are indicating
that only one structure had experimental coordinates for both the serine protease and its corresponding inhibitor (indicated by the
corresponding color). All the other proteases “received” that inhibitor in a position identical to the one found in the experimentally determined
enzyme/inhibitor complex (one of three “prototype complexes”). From each obtained set, the IFR ensemble was extracted and analyzed; (b)
structure of the BPTl/protease complex as found in 1FY8.pdb; (c) BPT! is “rigid body docked” into the complementary 70 structurally aligned
serine proteases. One of those 70 enzyme structures is identical to the one presented in (b).
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Figure 9 Qualitative evaluation of the space fit between
inhibitor and serine proteases. The first set of complexes
obtained as described in Figure. 6 above was de-convoluted in
order to schematically demonstrate space compatibility of the BPTI
inhibitor and the binding pocket of the complementary 70 different
proteases. The “+"and "-" signs were manually introduced to
qualitatively “quantify” visual complementarity of the surfaces of the
inhibitor and corresponding binding pocket. We used those

structures to exclusively identify the IFRs, not to evaluate the
binding compatibility.
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which had some prevalent residues occupying that spe-
cific position. Particular differences among 4 principal
classes of serine proteases were aimed. In other words,
some positions were eliminated as they had a same resi-
due present in each of the four sub-families of serine
proteases (such as the position of HIS 57 which does
not contribute to differentiation among 4 subfamilies).
Those positions which were not identified as an IFR for
the particular pair of serine protease and inhibitor are
presented by a “-” sign. It is important to mention that
the Asp_102 is not seen in Figure 1 due to a very pecu-
liar characteristic of the catalytic pocket (as explained
previously in the “Background” session).

Once we constructed the 3 sets of 70 complexes of
proteases with respective inhibitors, we made an inquiry
into the relationships between structural characteristics
and specificity of enzymes. We calculated the difference
in residue type occupancy of the total enzyme surface
and the respective interfaces. The goal was to find if the
interface was different from the rest of the protein sur-
face in terms of types of residues present. Using the
Surfv algorithm, we calculated the total enzyme surface



Ribeiro et al. BMC Structural Biology 2010, 10:36
http://www.biomedcentral.com/1472-6807/10/36

area and determined the fraction occupied by each of
four classes of amino acids. The same procedure was
applied for the IFR area. Amino acid classes are as indi-
cated: Charged, Polar, Hydrophobic and Glycine (a sin-
gle member sub group of polar). The results of this
inquiry are shown in Figure 5, as well as tabulated in
the Table 2, and are discussed in more detail in results
and discussion sections.

Amino acid classification and color coding

Before we can discuss our findings, it is necessary to
explain the founding principles for amino acid classifica-
tion (and their color coding) that we adopted for this
work. In this paper we decided to pay special attention
to three amino acid classes (hydrophobic, polar and
charged) and also to treat, in a separate way, the three
amino acids G, C and H. In the case of Gly, its occa-
sionally given separate consideration because of its
peculiarity: Gly has one hydrogen atom instead of the
side chain (in a sense, Gly residues received an indivi-
dual treatment here just as in the Ramachandran plot
[32], for example). In case of the Cys, special treatment
is given because it is the only residue that forms disul-
fide bridges. Lastly, His is treated separately because
this residue is “neutral polar” at physiological pH but
positively charged when protonated.

The amino acid color code is an adaptation of “amino-
chromography” suggested by William Taylor [33]. Resi-
dues AVLIMEFP are colored grey (small hydrophobic [A
and P]) and also large hydrophobic [VLIMF]). Residues
STYNQWG are colored green (polar - we are including
Y and W to this ensemble although both residues have
aromatic rings: phenol and indole, respectively). Those
aromatic rings are often considered as another impor-
tant feature for Y and W - the source of their hydro-
phobicity. The hydrophobic character of W and Y is
often imposed above their polar characteristics. How-
ever, we consider W as an ambivalent residue (polar
and hydrophobic) and Y as a polar residue. Residues D
and E are colored red (negatively charged). Residues R
and K are colored blue (positively charged). Residue C
is colored yellow (disulphide bridge forming), and resi-
due H [positively charged but neutral at neutral pH] is
coloured cyan (light-blue).

The classification of amino acids follows the scheme
given in “Structural Bioinformatics”, page 18 [34] and is
supported by hydrophobicity scales by Janin [35], Kyte
and Doolitle [36] and Rose [37]. It is known that some
of the hydrophobicity tables cited here (and in other
papers found in general literature) present an apparent
contradiction with respect to classification of certain
amino acids. For example G and W are often a subject
of controversy in terms of being considered polar or
hydrophobic. We needed to decide which option to use
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in our paper, and the preceding description defines
which one we opted for. It is clear therefore that an
alternative classification is also possible although, we
would consider it less precise.

Validation of Methodology

To validate our methodology for defining IFRs through
“hard docking”, we selected 16 native complexes (not pre-
sent in the “secondary datamart”) of serine proteases
bound to BPTI-the inhibitor with the largest number of
native complexes available in the PDB (Table 3 lists the
PDB IDs of the selected complexes). We investigated how
successful our methodology was at predicting IFR residues.
Namely, by using the 1FY8 complex as a reference and
transferring the inhibitor coordinates to the enzyme chains
of the sixteen complexes, we compared real IFRs and ones
obtained by rigid body docking. This was done by aligning
the enzyme chains of the sixteen complexes using PyMOL
and rigid body docking the inhibitor of 1FY8. The docking
results were then compared to those reported for native
bound inhibitors. Afterwards, we used the Surfv algorithm
to determine the residues composing the interface (IFR) of
the sixteen in silico complexes. The same algorithm was
used to determine the IFRs in the respective native com-
plexes. A comparison between rigid body docking and
native IFR in natural complexes was then possible. From
these results, a “confusion matrix” [38] was generated.
Detailed analysis of corresponding data is given in results
and discussion sections.
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