Estudio tedrico de la funcidon catalitica de residuos altamente conservados
INFIQC en el sitio activo de las enzimas fosfatasas alcalinas
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Esquema 1. Mecanismo de catalisis enzimatica.

Introduccion

O
Las fosfatasas alcalinas (alkaline phosphatases, APs) son metaloenzimas presentes L~ 0Ser%2 g _ \\\“g\O-Ser92 = P090r0
en practicamente todos los seres vivos, desde las baterias hasta el hombre.! Catalizan la > > A O 4
hidrolisis de ésteres de fosfato, liberando fosfato inorganico y un alcohol, a la vez que | o
participan en procesos de transfosforilacién.2 EI mecanismo de catélisis comprende las| | ©°mP'@e de Michachs Intermediario covalente
siguientes etapas: activacion de la serina catalitica; formacion del intermediario covalente R = Ph, Me, Et Etapa 3
fosfoserina; hidrolisis de la fosfoserina; partida del producto fosfato, o su transferencia a
un aceptor (Esquema 1). La comparacion de secuencias de aminoacidos de fosfatasas v
alcalinas pertenecientes a distintas especies mostré una notable conservacion de los \ O
residuos situados en el sitio activo y zonas adyacentes.? | ﬂ
'O\\\“‘ —~0-Ser92
La fosfatasa alcalina placentaria humana (PLAP) es una de las cuatro APs \ O"

presentes en los seres humanos. Su interés radica en su aplicacion como marcador de
tumores en tejidos cancerosos humanos.* Mediante calculos mecanico-cuanticos se

estudio el rol de los aminoacidos mas relevantes presentes en el sitio activo de esta Figura 1. Sitio activo de la PLAP y aminoacidos mas
familia de enzimas, utilizando a la PLAP como proteina modelo. relevantes.
Métodos Computacionales A
R166S (Argl66Ser)
Con el programa Gaussian 09 se realizo un estudio computacional segun el procedimiento D42A (Asp42Ala)
ONIOM, empleando dos zonas descriptas con diferentes métodos mecanico cuanticos (QM:QM). Se D316A (Asp316Ala)
model6 el sitio activo de la PLAP de acuerdo a su estructura cristalografica reportada en el Protein S155A (Serl35Ala)

Data Bank (codigo 1EW2). Se construyeron las siguientes proteinas mutantes: Argle6Ser
(reemplazando el residuo Argl66 por una serina), Asp42Ala, Asp316Ala, y Serl55Ala. Se efectuaron
calculos DFT empleando el funcional B3LYP para la capa constituida por los dianiones de los

His358 Zn,
Ser92
His320 ‘ Zn,

sustratos (monoeésteres de fosfato), los tres cationes metalicos del sitio activo, los grupos carboxilato

de glutamatos y aspartatos, -CH,OH de serinas, -C(NH,), de arginina, y las moléeculas de agua ﬂ"'omsm
iInvolucradas en el mecanismo catalitico; se empleo la base 6-31+G* para los atomos de C, O, N, P, d

Hy Mg, y el pseudopotencial Lanl2DZ para Zn. Para el resto de los atomos del sistema se utilizo el r GluA2d

metodo semiempirico PM3MM. La influencia del entorno, constituido por el resto de la estructura de
la proteina, fue simulada con un modelo continuo polarizado (IEFPCM), empleando una constante| Figura 2. Comparacion de los perfiles de energia potencial del mecanismo
dieléctrica € = 4. Las posiciones de los atomos participantes en enlaces peptidicos se mantuvieron| catalitico en la PLAP nativa y en las proteinas mutantes: a) Sustrato
fijlas para preservar la estructura del sitio activo, en tanto que las coordenadas del resto de los| fenilfosfato; b) Sustrato metilfosfato.

atomos fueron completamente optimizadas. I__os ml’nimosf y estados de transicion de las supe_rficies AE (kcal/mol)

de energia potencial calculadas se caracterizaron mediante el computo de los correspondientes :

—&— Fenilfosfato (PLAP)
—@&— Fenilfosfato (D316A)

hessianos. Para todos los puntos estacionarios se obtuvieron valores de energia mas precisos 20 - — Ezg:::zz::tzgiiis))

mediante calculos single-point al nivel ONIOM(B3LYP/6-311+G(2d,p):PM3MM)-IEFPCM. 15 - —<— Fenilfosfato (S155A)
10 —

Figura 3. Superposicion de los sitios activos de la Figura 4. Superposicion de los sitios activos de la .

PLAP (verde), R166S (violeta), y D42A (fucsia). PLAP (verde), D316A (rojo), y S155A (azul).
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Conclusiones
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Las barreras de energia calculadas para el mecanismo catalitico en las distintas
proteinas presentaron muy buena correspondencia con los valores experimentales
disponibles en literatura, lo cual sustenta las interpretaciones mecanisticas derivadas de
las estructuras obtenidas computacionalmente.

El residuo Argl66 reduce la barrera de activacion de la etapa determinante a
traves de la formacion de interacciones puente hidrogeno entre el grupo guanidinio y los :
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