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Lista de abrevieri 
 
1B8Fmod Structură parţial modificată a enzimei histidinamoniu-liază (1B8F) 

1GKMmod Structură parţial modificată a enzimei histidină amoniu-liază inhibată de L-

cysteine (1GKM) 

1W27mod Structură parţial modificată a enzimei fenilalanină amoniu-liază (1W27) 

B3LYP Funcţionala hibridă cu trei parametrii a lui Becke combinată cu funcţionala de 

corelare Lee-Yang-Parr 

CS  Analiză conformaţională sistematică 

DFT  Teoria funcţionalelor de densitate 

E1cB  Mecanismul de eliminare a amoniacului prin adiţie Michael 

EC  Sistemul de numerotare elaborată de Comisia de Enzimologie 

FC  Mecanism de tip Friedel-Crafts 

HAL  Histidin amoniu-liaza 

MIO  Grupare 3,5-dihidro-5-metiliden-4H-imidazol-4-on 

MM  Mecanică moleculară 

N-MIO Intermediar covalent al reacţiei HAL legat la gruparea MIO prin gruparea amino a 

L-histidinei 

PAL  Fenilalanin amoniu-liaza 

PAM  Fenilalanin-2,3-aminomutaza 

PDB  Baza de date a structurilor de proteine Brookhaven 

PI Inhibitor fosfonat 2-aminoindan 

TAL  Tirozin amoniu-liaza 

TAM  Tirozin-2,3-aminomutaza 

QM  Metoda mecanică cuantică 

QM/QM Metode hibride de mecanică cuantică 
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Introducere 
 
Investigarea mecanismelor de reacţie catalizate de enzime prin modelarea computaţională a 

avansat semnificativ în ultimii ani. Metodele de modelare computaţională pot investiga câteva 

întrebări importante asupra mecanismului şi catalizei enzimatice, întrebări care nu pot fi studiate 

cu uşurinţă prin experiment. 

 Enzimele PAL, HAL şi TAL catalizează eliminarea de amoniac din L-fenilalanină, L-

histidină şi din L-tirozină atunci când se formează acidul (E)-cinamic, acidul (E)-urocanic şi 

acidul (E)-cumaric. Aceste amoniu-liaze necesită prezenţa grupării prostetice electrofile MIO. 

Structurile cristaline găsite pentru PAL şi HAL prezintă bucla Tyr, importantă din punctul de 

vedere a mecanismului, într-o poziţie deschisă (PAL, cod PDB: 1W27), parţial deschisă (HAL) 

sau chiar lipsă (PAL, cod PDB: 1T6P), conformaţii care nu pot fi studiate computaţional. 

 S-a observat că o serie de ioni de metal diferiţi, precum Cd2+, Mn2+ sau Zn2+ pot mări 

activitatea enzimei HAL. Aceste date experimentale au fost motivul pentru care, în timpul 

studiilor doctorale, am analizat situsul catalitic al structurii cristaline parţial modificate a enzimei 

HAL în prezenţa ionului de Zn2+. 

 Pe parcursul studiilor doctorale, am vrut să verificăm următoarele aspecte care sunt incluse 

în analiza mecanismului de reacţie catalizată de amoniu-liaze utilizând diferite metode 

computaţionale: 

- primul pas a fost să construim in silico structuri parţial modificate pentru enzimele PAL şi HAL 

pornind de la structurile cristaline cunoscute care conţin situsuri catalitice închise şi compacte; 

- analiza conformaţională sistematică a substratului legat covalent de gruparea MIO efectuată în 

situsul catalitic al structurilor cristaline parţial modificate a fost o altă parte a acestui studiu; 

- determinarea orientării posibile a structurii geometrice a substraturilor şi a produşilor în centrul 

catalitic închis a PAL/HAL utilizând optimizarea geometrică şi „docking”-ul liganzilor; 

- calcule asupra complexării în formă Th/Tbp a ionului de Zn2+ în prezenţa substratului L-

histidină în situsul catalitic al enzimei HAL în conformaţie închisă; 

- determinarea acidităţii protonului pro-(S) β din L-histidină, L-4-nitro-histidină şi din complexul 

Zn2+ prin calcule la nivel de teoria funcţionalei de densitate (DFT Density Functional Theory). 

Aici ionul de Zn(II) poate avea un efect mare asupra acidităţii protonului pro-(S) β şi pe această 

cale acesta poate fi extras mult mai uşor de către o bază.  
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1. Date de literatură 

1.1. Amoniu-liazele 

1.1.1 Structurile amoniu-liazelor 
 

Deoarece PAL, HAL and TAL catalizează reacţii aproape identice (în care eliminarea 

amoniacului are loc din amino acizii cu cicluri aromatice conducând la formarea de acizi 

nesaturaţi α,β), aceste enzime au structuri similare. Asemănarea structurilor criszaline este 

prezentată în Figura 1A, B, C şi D, şi Figura 2A, B şi C). 

 HAL, PAL şi TAL conţin 4 situsuri catalitice în fiecare homotetrmer. Fiecare monomer din 

structura enzimei are o buclă internă şi o alta externă în regiunea Tyr. Fiecare buclă internă din 

monomeri se află în aceaşi regiune cu bucla externă a monomerului următor, care este orientat în 

direcţia opusă. 

 Structura de raze-X1 a tirozină amoniu-liazei – (Rhodobacter sphaeroides, cod PDB: 

2O7B, Figura 1D) – prezintă o conformaţie mult mai apropiată şi compactă a regiunii de buclă 

de interes (Figura 1H), ca şi în cazul structurii cristaline găsite pentru enzima HAL din bacterie 

(Pseudomonas putida, cod PDB : 1B8F, Figura 1A)2, unde bucla internă din din situsul catalitic 

(Figura 1E) nu este complet închisă şi unde bucla externă nu poate fi identificată. În cazul 

structurii PAL din pătrunjel 3 (Petroselinum crispum, cod PDB: 1W27, Figura 3C), conformaţia 

regiunii de buclă conţinând Y110 din situsul catalitic (Figura 1G, 2A) este deschisă şi inactivă, 

în comparaţie cu structura de raze-X 4 a PAL din drojdie (Rhodosporidium toruloides, cod PDB: 

1T6P, Figura 1B), în care regiunea de buclă Y110 (secvenţa Q104 - T122 din bucla internă şi 

secvenţa H345 - R359 din bucla externă) lipseşte (Figura 1F). 

 Structura PpHAL din bacterie (cod PDB: 1GKM)5 prezintă un situs catalitic parţial deschis, 

accesibil solventului (Figura 2B). Toate cele şase structuri cristaline determinate pentru HAL 

până acum conţin Tyr53, importantă din punct de vedere catalytic, într-o conformaţie de buclă 

parţial deschisă. Acesta ar putea fi motivul pentru care aceste structuri nu pot reţine substratul 

sau liganzii analogi ai produşilor. Doar structura cristalină 1GKM a HAL (inhibată cu L-cisteină) 

a fost determinată în prezenţa unui inhibitor în centrul catalitic. 

 Eliminarea nonoxidativă a amoniacului din substraturi, reacţie catalizată de către HAL, 

PAL şi TAL necesită prezenţa grupării electrofile prostetice 3,5-dihidro-5-metiliden-4H-

imidazol-4-on (MIO).6,7 



 

6 

 
A B C D 

 
E F G H 

Figura 1. Reprezentarea ribbon a homotetramerului PpHAL (cod PDB 1B8F) (A), a homotetramerului RtPAL (cod PDB 1T6P) (B), a 
homotetramerului PcPAL (cod PDB 1W27) (C) şi a homotetramerului RsTAL (cod PDB 2O7B) (D) prezentând subunităţile A (galben), B (violet), C 

(verde) şi D (roşu); Reprezentarea grafică a regiunii aminoacizilor Tyr (model stick) în structurile cristaline a (E) PpHAL (cod PDB 1B8F), (F) RtPAL 
(cod PDB 1T6P), (G) PcPAL (cod PDB 1W27) şi (H) RsTAL (cod PDB 2O7B), o parte a lanţurilor D (roşu) şi C (verde). 
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A 

 

B C 

 

Figura 2. Compararea canalelor de intrare a substratului către gruparea MIO (roşu) din 
structurile amoniu-liaze. Reprezentarea suprafeţei moleculare a structurilor (A) PcPAL (cod 
PDB 1W27), (B) PpHAL (cod PDB 1GKM) şi (C) AvPAL (cod PDB 3CZO). Aminoacizii 

analogi de Tyr110 (A) şi Tyr53 (B) sunt prezentate ca şi model stick în situsurile catalitice parţial 
deschise a structurilor amoniu-liaze. 

 

 Structura de raze X apărută recent (PDB code: 3CZO),8 determinată pentru Anabaena 

variabilis PAL (AvPAL), conţine cel mai compact situs catalitic în care amino acidul Tyr78 şi 

gruparea prostetică MIO sunt incluse în totalitate şi nu este acesibil pentru solvent (Figura 2C).  

 

1.1.2 Mecanismul de reacţie a PAL, HAL şi TAL 
 

Similaritatea grupării MIO sugerează cum că HAL (EC 4.3.1.3), PAL (EC 4.3.1.24) şi TAL (EC 

4.3.1.23) se comportă similar în timpul reacţiilor catalizate de amoniu-liaze. HAL, PAL şi TAL 

ar trebui să extragă protonul non-acidic pro-(S) β din substraturile lor, fără să extragă protonii cu 

aciditate mai ridicată din grupările aminice a L-amino acizilor corespunzători. Pe baza datelor 

biochimice două mecanisme diferite au fost propuse pentru reacţiile (Schema 1) catalizate de 

amoniu-liaze. 

 Conform lui Hanson şi Havir,9 adiţia Michael (Schema 1, colorat în roşu) a grupării 

aminice a substratului către gruparea electrofilă prostetică MIO a enzimei are loc. 

 Tipic pentru acest mecanism este formarea unui intermediar covalent E-S (i.e. intermediar 

N-MIO, Schema 1), unde gruparea aminică a substratului este legat covalent de partea metilenică 

a grupării electrofile prostetice MIO ceea ce facilitează reacţia datorită formării unei grupări de 

plecare mai bună.9,10 
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Schema 1. Ecuaţia reacţiilor catalizate de aminiu-liazele conţinătoare de gruparea MIO. [Atomii 
de azot a inelului imidazol a L-histidinei şi (E)-urocanatului sunt prezentate conform IUPAC cu 

pros (“near”, π) şi tele (“far”, τ)] 
 

 Datorită dificultăţii necesară în cazul mecanismului acestuia de a extrage protonul non-

acidic pro-(S) β de către o bază enzimatică în timpul eliminării amoniacului, s-a sugerat de către 

Rétey un mecanism alternativ care include un atac de tip Friedel-Crafts (FC) la inelul aromatic a 

substraturilor de către gruparea electrofilă prostetică MIO.11 Aceasta implică un intermediar de 

complex σ (Schema 1, colorat în albastru) format între inelul aromatic şi MIO.  
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CONTRIBUŢII ORIGINALE 

2. Modele şi metode 

2.1. Modelare prin omologie 
 

Metoda modelării prin omologie a fost folosit de către noi deaorece am avut nevoie de forma 

închisă (forma catalitic activă) a regiunii buclă internă, conţinătoare de Y important, a 

structurilor de amoniu-liaze şi structurile crystaline (PAL 1W27,3 HAL 1B8F,2 1GKM5) a PAL 

şi HAL au fost determinate cu situsurile catalitice deschise sau parţial deschise (cu o conformaţie 

non-activă a buclei interne). Structurile de reze-X 1W27 determinată pentru PAL, 1B8F şi 

1GKM determinate pentru HAL nu se puteau folosite la investigarea computaţională în situsurile 

catalitice. Obiectivul nostru a fost să modificăm doar a mică  secvenţă de amino acizi în regiunea 

buclei internă care este în formă deschisă/parţial deschisă. Pentu modelarea prin omologie sa 

utilizat serviciul de modelare prin omologie automatică Swiss-Model.12,13,14,15,16,17 Am luat în 

considerare identitatea de secvenţe amino acidice între structura cristalină de interes şi template. 

 

2.2. Analiza confomaţională în enzima rigidă 

2.2.1 Analiza conformaţională efectuată în structura rigidă PAL din pătrunjel 
modificată parţial 

 

Structura de pornire a ligandului pentru analiza conformaţională sistematică (CS) a fost constriut 

din structura de inhibitor acid 2-aminoindan-2-fosfonic (PI) legat de MIO via atomul lui de N 

(din structura 2O7E). 

 Ligandul PI a fost introdus în structura 1W27mod PAL şi pentru studiul nostru o sferă de 

15Å în jurul grupării prostetice MIO a fost folosit din modelul situsului catalitic. Apoi, atomi de 

hidrogen au fost adăugaţi la amino acizii de periferie a modelului nou de situs catalitic (unde s-a 

efectuat tăierea) prin procedura standard HyperChem18. Aşadar părţile C- şi N-termini de la 

tăiere au fost completate formând grupări amino şi de aldehide. Gruparea MIO a fost corectată 

manual.18 3 unghiuri de torsiune a ligandului au fost variate pentru modelul N-MIO în timpul CS 

a fenilalaninei legat covalent de gruparea MIO într-o ambianţă rigidă de enzimă (fără molecule 

de apă). Analiza conformaţională a fost efectuată folosind modulul CS18 implementat în 
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HyperChem cu setările de bază (câmp de forţă MM+; gradient: 0.1 kcal/mol; metoda Polak-

Ribiere; limite: 300 iteraţii, 150 optimizări, 15 conformaţii; opţiuni test: "skip if atoms are closer 

than 0.3 Å").  

 
Figura 3. Rezultatele analizei conformaţionale pentu intermediarul N-MIO a substratului natural 

în modelul PAL. Modelul tub arată conformerul intermediarului N-MIO cu cea mai bună 
energie, iar ceilalţi conformeri sunt prezentaţi cu modele wireframe. 

 

 Conformerul cu cea mai bună energie a fost selectat (Figura 3), care a fost totodată în 

concordamţă cu aranjamentul (gruparea aromatică către Leu138 şi gruparea carboxilică este în 

vecinitatea amino acidului Arg354) găsit în structurile experimentale inhibate a TAL, pentru 

fiecare model de intermediar covalent. Modelul situsului catalitic N-MIO iniţial a fost construit 

prin înlocuirea părţii PI-MIO a modelului de situs catalitic PcPAL(1W27)/PI cu aranjamentele 

de ligand rezultate din CS. 

 

2.2.2 Analiza conformaţională de tip 2 pentru intemediarii legaţi covalent substrate-
MIO în structura parţială a 1GKMmod 

 

Două analize conformaţionale separate au fost efectuate pentru fiecare intermediar legat covalent 

[modelele N-MIO, (S,S)-FC şi (R,S)-FC], intermediarii fiind protonaţi la atomul de azot π sau la 

cel τ a inelului imidazol (seriile NπΗ şi NτΗ a conformerilor). Cele şase calcule CS, incluzând 

ligandul şi gruparea MIO [28 de atomi în modelul N-MIO şi 29 de atomi în modelele (S,S)-FC / 

(R,S)-FC)] au fost executate într-o ambianţă rigidă de enzimă fără molecule de apă. Trei unghiuri 

de torsiune [de-a lungul axelor C(MIO-C5)−C(MIO-CH2), C(MIO-CH2)−N(HisL), N(HisL)−C(HisL-Cα)] au fost 

variate în timpul calculelor CS pentru modelul N−MIO,şi 4 [de-a lungul axelor C(MIO-C5)−C(MIO-
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CH2), C(MIO-CH2)−C(HisL-C4), C(HisL-C5)−C(HisL-Cβ) şi C(HisL-Cβ)−C(HisL-Cα)] pentru modelele (S,S)-FC şi 

(R,S)-FC. Analizele conformaţionale au fost efectuate folosind modulul CS18 din HyperChem cu 

setările de bază (câmp de forţă MM+; gradient: 0.1 kcal/mol; metoda Polak-Ribiere, limite: 300 

iteraţii, 150 optimizări, 15 conformaţii; opţiuni test: "skip if atoms are closer than 0.3 Å"). 

 Conformerii rezultaţi a intermediarilor covalenţi obţinuţi în urma analizei conformaţionale 

sistematice sunt prezentate în Figura 4. 

 

  
N-MIO Nπ N-MIO Nτ 

  
(S,R)-FC Nπ (S,R)-FC Nτ 

  
(S,S)-FC Nπ (S,S)-FC Nτ 

Figura 4. Rezultate obţinute în urma analizei conformaţionale de tip 2 (CS) a intermediarilor 
covalenţi N-MIO, (S,R)-FC şi (S,S)-FC. 
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2.3. Optimizarea geometriilor intermediarilor covalenţi, a L-histidinei şi (E)-
urocanatului în situsul catalitic al enzimei HAL 

2.3.1 Optimizarea geometriei după al doilea tip de analiză conformaţională 
 
Stricturile L-histidinei şi (E)-urocanatului au fost construite rearanjând legăturile, din conformerii 

intermediarilor covalenţi care prezentau o conformaţie liniară a catenei principale [conformerii 

N−MIO : (NτΗ: c1-c3, c5, c8, c9, c11; NπΗ: c1-c4, c6, c9, c10) Schema 2; conformerii (R,S)-FC : 

(NτΗ: c2, c4, c5, c7-c9; NπΗ: c2) şi conformerii (S,S)-FC (NτΗ: c1-c2; NπΗ: c2) Schema 2]. 
 

 

 
Schema 2. Construirea geometriei de input a L-histidinei (verde) şi (E)-urocanatului (albastru) 

conţinând situsuri catalitice, plecând de la modelul intermediarului FC al HAL 
 

 In toate structurile substratului, intermediarului si produşilor, ligandul ataşat la MIO 

(substratul, intermediarul) sau NH2−MIO (produsul) şi His83, Tyr280, Tyr53, Asn195, Gln277, 

Glu414, Arg283 şi Phe329 (în total 116 atomi) au fost optimizaţi în cadrul unei porţiuni sferice 

(2221 atomi) a structurii 1GKMmod, menţinând partea neoptimizată rigidă. Optimizările au fost 

realizate cu câmpul de forţă MM+ implementat în programul HyperChem18 la setările de bază 

(gradient: 0.1 kcal/mol; metoda Polak-Ribiere). 

N-MIO 

FC 
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 Pentru dockingul diferiţilor liganzi în situsul catalitic al 1W27mod PAL s-a utilizat 

programul Arguslab.19 

 În cazul structurii 1GKMmod, pentru dockingul L-histidinei zwitterionice, Tyr53 şi Tyr280 

au fost deprotonate şi s-au variat 4 unghiuri de torsiune (de-a lungul axelor C5-Cβ, Cβ-Cα, Cα-N 

şi Cα-CCOO-), iar pentru dockingul (E)-uroconatului, s-au folosit forme protonate de Tyr53 şi 

Tyr280. Sarcini Gasteiger au fost adăugate pe atomii de pe interfeţele de legare folosite pentru 

docking, cu ajutorul softului AutoDock. 

2.4. Calcule DFT pe liganzi în reacţii catalizate de HAL 
 

Au fost realizate calcule DFT pe modele ale L-histidinei şi L-4-nitrohistidinei (amândouă 

conţinând grupări amino protonate), pentru conformaţii corespunzând stării legate a HAL, 

folosind un model parţial al intermediarului N-MIO (obţinut prin înlocuirea ciclului MIO din 

structura calculată cu un atom de hidrogen pe carbonul metilenic exociclic al MIO) şi un model 

parţial al situsului catalitic incluzând structura intermediarului N-MIO coordinat la ionul de Zn2+ 

care este de asemenea coordinat de grupări His83 şi Me382 şi o moleculă de apă. Optimizările 

DFT au fost rulate folosind Gaussian 09 (rev. A.1.)20 şi GaussView21. Două structuri de L-

histidină încărcate pozitiv (cu COOH şi NH3
+) au fost construite din modelele N-MIO (din 

conformaţiile C5 şi C4 ale seriilor NτH şi NπH pentru CS). Din acestea s-au construit două 

modele cu sarcină pozitivă pentru zwitero-histidină, înlocuind atomul de H de pe C4 al grupării 

imidazol cu o grupare nitro). 

 În modelele complecşilor de Zn2+, ionul metalic poate avea 4 sau 5 liganzi: gruparea 

imidazol a ligandului N-MIO (NπH) prin atomul N (conformerul C4 al seriei N-MIO NπH, cu o 

grupare –NH2(CH3)+ ca model pentru gruparea amino legată de MIO tăiat între ciclul MIO şi 

carbonul exociclic), un 4-metil-1H-imidazol (coordinat prin Nτ şi făcând parte din His83), 

dimetil sulfură (coordinat prin atomul de S şi facând parte din Met382) şi o moleculă (pentru Th) 

sau două (pentru Tbp) de apă. Pentru a menţine conformaţia ligandului histidinic legat de MIO, 

permisă în situsul catalitic al HAL s-au folosit constrângeri. Pentru modelele complexului Zn2+, 

s-au îngheţat mai multe poziţii atomice [în Modelul 1: un oxigen al grupării carboxilice din 

ligandul His (cel mai aproape de Arg283), atomul de carbon al grupării metil din 4-metil-

imidazol (de pe His83); în Modelul 2: atomii din modelul 1 plus un atom de carbon de pe dimetil 

sulfură (carbonul Cγ al Met382); în Modelul 3: atomii din modelul 1 plus un atom de carbon din 
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gruparea metilen a MIO; în Modelul 4: atomii din modelul 1 plus un atom de C de pe dimetil 

sulfură, Cγ al Met382) şi gruparea metilen a MIO. 

 Optimizările geometriilor pentru cele două tipuri de structuri ale L-histidinei, L-4-

nitrohistidinei şi complecşii Zn2+ tetraedrici sau trigonal bipiramidali au fost realizate cu metode 

DFT utilizând funcţionala hibridă triparametrizată a lui Becke combinată cu funcţionala de 

corelaţie Lee-Yang-Parr, (B3LYP)22,23 cu seturi de baze 6-31G sau 6-31G(d,p). După optimizare 

s-a realizat analiza vibraţională la acelaşi nivel şi s-au calculat energiile SP cu un set de baze mai 

mare (6-311+G(d,p) pentru Zn2+, cele două cicluri imidazolice, –S-CH3 din Met382 şi pentru 

moleculele de apă şi 6-31G(d) pentru restul atomilor din model. 
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3. Rezultate şi discuţii 

3.1. Structurile active ale amoniu-liazelor 

3.1.1 Modelarea conformaţiilor active ale PAL 
 

Pe baza structurilor HAL,2 a fost construită o structură modificată a enzimei PAL din pătrujel, 

care are un centru catalitic mai închis decât cel din structura determinată în stare solidă.8,24 

Recent s-a caracterizat prin difracţie de raze X structura TAL,1 în care regiunea de buclă are o 

conformaţie compactă şi deci are un situs catalitic mai compact. 

  

tetramer Parsley PAL (1W27) tetramer PAL modificat în regiunea 
(1W27mod) 

  
Figura 5. Tetrameri PAL şi situsurile catalitice a acestora 

 

 Pe baza structurii TAL (cod PDB: 207B),1 am construit un nou model pentru PAL cu 

regiunea loop modificată,25 care are aminoacidul Tyr110 încorporat în situsul catalitic. 

Tetramerii structurii cristaline a PAL şi modelul PAL sunt reprezentaţi în Figura 5. O comparaţie 
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mai detaliată a celor două situsuri catalitice PAL arată că amino acidul Tyr110 poate avea două 

orientări diferite. 

 În modelul nostru, Tyr110 este orientat către MIO, în timp ce în structura cristalină este 

departe de situsul catalitic (Figura 5). 

 

 
Figura 6. Reprezentarea structurilor Petroselinum crispum PAL determinată experimental 1W27 

(albastru) şi modificată plecând de la 1B8F HAL (roz) şi 207B TAL (roşu). Graficul 
Ramachadran al monomerilor este dat pentru fiecare structură. 

 

 Structura parţial modificată PAL din pătrunjel (1W27mod, Figure 6C) are cea mai închisă 

regiune buclă, respectiv un situs catalitic compact. 

 În urma construirii in silico a modelului PAL folosind şablonul TAL, o structură cristalină 

nouă a apărut pentru enzima PAL Anabaena variabilis (cod PDB: 3CZO),8 în care regiunea de 

buclă Tyr esenţial pentru reacţie este cel mai închis şi compact dintre structurile cristaline a 

amoniu-liazelor. Analiza modelului PAL bazat pe şablonul TAL a arătat o bună potrivire a 

regiunii buclă Tyr cu cea din structura 3CZO. 

 Notabil, amino acidul Tyr110 din modelul 1W27mod PAL, C, este într-o poziţie mai bună 

comparativ cu poziţia găsită în cazul. Acest lucru se poate explica cu structura compactă a 

regiunii buclă Tyr, important din punct de vedere a reacţiei, a şablonului TAL. Analiza 

Parsley PAL  
Cod PDB: 1W27

1W27 PAL modificat 
pe baza 1B8F HAL

1W27 PAL modificat 
pe baza 2O7B TAL 

(1W27mod) 

A B C
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Ramachandran Plot a monomerilor la structura experimentale a PAL (1W27) din pătrunjel, la 

structura modificată a PAL bazat pe şablonul 1B8F HAL, respectiv la 1W27mod PAL, a indicat că 

dintre 716 de amino acizi a unei subunităţi a structurii experimentale 1W27 12 amino acizi (şase 

în regiunea buclă Y110), în regiunea buclă Y110 a structurii 1W27 modificată utilizând şablonul 

1B8F HAL opt amino acizi (numai două în reginea buclă Y110), dar în regiunea buclă Y110 a 

structurii 1W27mod doar patru amino acizi (niciuna din ele) sunt excluse din combinaţiile Phi/Psi 

(Figure 6). 

 

3.1.2 Modelarea conformaţiilor active ale structurilor HAL 
 
3.1.2.1 Conformaţia activă a structurii bacteriene 1B8F PpHAL 
 

Histidin amoniu-liaza (HAL, E.C. 4.3.1.3) este o enzimă importantă în degradarea histidinei din 

diverse bacterii.26 Eliminarea grupării α-amino, prima etapă a degradării histidinei este catalizată 

de către HAL iar produsul este trans-urocanat α-β-nesaturat. Urocanatul este cunoscut ca şi agent 

de protecţie contra radiaţiilor solare în piele.27 Absenţa HAL la oameni conduce la boala numită 

histidinemie.28 

 Structura cristalină a HAL bacterian din Pseudomonas putida (cod PDB 1B8F) determinată 

la o rezoluţie de 2.1Å prezintă un situs catalitic parţial deschis, accesibil solventului (Figura 7B) 

şi care conţine regiunea de buclă Y53 importantă din punctul de vedere al mecanismului. (Figura 

7A). Situsul catalitic recent identificat în structura cristalină a TAL (cod PDB 2O7B) este închis 

complet şi inaccesibil solventului (Figura 7E) comparative cu situsul catalitic al pătrunjelului 

PAL şi cel bacterian HAL. 

 Tyr60 determinată prin mutageneză directă este localizat in situsul catalitic al TAL (Figura 

7F) comparativ cu poziţionarea Tyr53 din HAL (Figura 7C). 

 Pentru o mai bună înţelegere a mecanismului de reacţie a amoniu-liazelor, s-a studiat 

centrul catalitic al HAL. Pe baza modelării prin omologie a secvenţei de amino acizi 30-75 ale 

HAL pe structura de raze X a TAL (2O7B) am construit in silico o structură HAL parţial 

modificată29 cu central active complet închis (Figura 7G şi 7I). 
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A) Regiunea de buclă Y53 din 
structura HAL 

B) Reprezentarea suprafeţei 
moleculare 

C) Amino acizii din situsul catalitic 
a enzimei HAL 

  
D) Regiunea de buclă Y60 din 
structura TAL 

E) Reprezentarea suprafeţei 
moleculare 

F) Amino acizii din situsul catalitic 
a enzimei TAL 

  
G) Regiunea de buclă Y53 din 
structura 1B8Fmod HAL 

H) Reprezentarea suprafeţei 
moleculare 

I) Amino acizii din situsul catalitic 
al modelului 1B8Fmod HAL 

Figure 7. Structurile de raze-X ale HAL bacterian (1B8F), TAL bacterian (2O7B) şi structura 
HAL parţial modificată (1B8Fmod) 
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3.2. Studiul computaţional al histidin amoniu-liazei: o conformaţie cu buclă 
modificată şi rolul ionului de Zn (II) 

3.2.1 Construirea unui situs catalitic închis a 1GKM HAL pentru calcule 
 

1GKM este singura structură cristalină a PpHAL în care există un inhibitor. Important de 

asemenea, lanţul lateral a Met382 are o conformaţie diferită de aranjamentul celorlalte cinci 

structuri PpHAL fără liganzi.2,30 

 Deşi cele şase structuri existente PpHAL conţin Tyr53 în situsul catalitic,2,5,30 o comparaţie 

structurală a HAL la situsurile amoniu-liaze apropiate indică buclele Tyr ca fiind în conformaţii 

parţial deschise (Figura 8a). Importanţa buclei ce conţine tirozina esenţială catalitic din amoniu-

liazele cu MIO a fost cel mai bine demonstrată pentru PAL. Buclele Tyr din structurile cristaline 

ale PAL fie lipseau4,8,31 sau se aflau într-o conformaţie inactive din punct de vedere catalitic. 

Recent, structura PAL din Anabaena variabilis (AvPAL) conţinând situsul catalitic închis a 

confirmat conformaţia activă a buclei Tyr.8 În mod similar, structura cristalină a Rhodobacter 

sphaeroides tirozină amoniu-liazei (RsTAL) prezintă în centrul catalitic bucla conţinând Tyr60 

în conformaţie activă.1 

 Compararea structurii PpHAL (1GKM, în albastru) cu RsTAL (2O7B, în verde)1 şi cu 

AvPAL (3CZO, în portocaliu şi colorat CPK)8 cu centrele catalitice compacte a demonstrat că 

bucla PpHAL conţinând Tyr53 adoptă o conformaţie parţial deschisă (Figura 8a). Deoarece 

structura cea mai compactă găsită a fost cea a AvPAL (3CZO, 2.2 Å resolution) conţinând Tyr78 

neaccesibilă pentru solvent şi MIO electrofilă îngropată adnânc în centrul catalitic,8 această 

structură amoniu-liază a fost selectată ca şi şablon pentru modelarea conformaţiei compacte a 

buclei Tyr a PpHAL. 

 Comparaţia regiunii modificate a buclei interne conţinând Tyr53 PpHAL (1GKMmod, 

Figura 8b, în roşu) cu bucla experimentală Tyr a a PpHAL inhibat cu L-cisteină (1GKM, Figura 

8b, în albastru) indică că Tyr53 esenţială din punct de vedere catalitic din structura modificată 

era aproape de MIO, şi prin urmare putea favoriza mai bine eliminarea protonului pro-(S) β din 

substrat, comparativ cu structura HAL originală. Mai mult, analiza graficelor Ramachandran ale 

subunităţilor structurilor HAL a condus la descoperirea existenţei a 8 amino acizi orientaţi în 

afară ca şi combinaţii Phi/Psi în structura HAL originală (1GKM, Figura 8c), pe când în regiunea 

de buclă a structurii HAL modificate sunt doar patru (1GKMmod, Figura 8d). 
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Figura 8. Buclele Tyr mobile din situsul catalitic al amoniu-liazelor conţinând MIO. a. 
Comparaţia celor două regiuni mobile (incluzând Asn stabilizat de MIO şi rezidurile Tyr) ale 

celor patru amoniu-liaze diferite: Anabaena variabilis PAL (3CZO, în portocaliu şi CPK color); 
Petroselinum crispum PAL (1W27, verde deschis); Rhodobacter sphaeroides TAL (2O7B, verde 

închis); Pseudomonas putida HAL (1GKM, în albastru). Reziduul Asn este numerotat după 
AvPAL (3CZO). b. Suprapunerea regiunilor de buclă Tyr53 ale PpHAL (1GKM inhibată cu L-

cisteină, colorată după CPK, lanţul albastru) şi PpHAL cu bucla Tyr modificată (1GKMmod, 
lanţul roşu). c. şi respectiv d. graficele Ramachandran ale unităţilor monomere ale PpHAL 

(1GKM) şi PpHAL parţial modificată (1GKMmod). 
 

3.2.2 Comparaţia conformaţiilor intermediarilor covalenţi a reacţiei HAL cu 
aranjamentele substratului şi produsului 

 

Rapoarte preliminarii au indicat că tratarea HAL la pH ridicat în prezenţa L-cisteinei şi a 

oxigenului va conduce la o inactivare ireversibilă a enzimei.32,33 Prin denaturarea HAL inhibat de 

către L-cisteină, urmată de digestia cu pronază vor rezulta doi produşi cromoforici.34 Într-unul 

din produşi, metilenul exociclic al MIO a fost substituit de către grupările amino ale L-cisteinei. 

a b 

c d 
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Atunci când HAL inhibată cu L-cisteină a fost digerată prima oară cu tripsină, au fost izolate şi 

identificate ca fragmente N−MIO două peptide cromoforice de 24-reziduuri.35 Acest aspect a fost 

suportat mai târziu de către structura PpHAL inhibată cu L-cisteină (PDB code: 1GKM5). 

Inhibitorul acestui HAL inhibat prezintă fragmentul amino apropiat de metilenul exociclic al 

grupării electrofilice prostetice MIO. Acest fapt poate fi considerat ca şi o dovadă în plus a 

prezenţei unui intermediar amino-enzimă în reacţia HAL, după cum a demonstrat Peterkofsky.36 

 Structurile HAL cu L-cisteină,5 TAL cu inhibitor 2-aminoindan-2-fosfonat5 şi TAM co-

cristalizat cu α,α-difluoro-β-tirozină 37 sau epoxid p-fluorocinamat 38 constituie o probă solidă în 

favoarea reacţiilor via intermediar N−MIO (în care substratul este legat la MIO prin intermediul 

grupării amino) în cazul reacţiilor cu amoniu-liaze and aminomutaze. Rétey11 a propus un 

intermediar alternativ legat covalent. În acest caz, între partea aromatică a substratului şi 

gruparea prostetică MIO se va forma un complex σ printr-un mecanism Friedel-Crafts (FC). 

 Analiza reziduurilor active ce înconjoară ligandul în HAL5 inhibată de L-cisteină indică că 

protonul pro-(S) β din substratul L-histidină poate fi extras de către unul din cele 3 reziduuri 

(Tyr53, Tyr280, Glu414) care pot fi considerate baze enzimatice (Figura 9). Experimente de 

mutageneză demonstrează de asemenea că Tyr53, Glu41439 şi Tyr 2805,39 sunt reziduuri 

importante în cataliză. Activitatea catalitică redusă a analogilor cu tirozină (Tyr 60 şi Tyr300) 

mutanţii cu TAL dovedeşte importanţa Tyr53 şi Tyr280 în reacţia HAL. 

 Prin investigarea PAL analogii de fenilalanină D- şi acid L-2-aminooxi-3-fenil-propionic, s-

a dedus că eliminarea de amoniac aproximează calea cu mişcare minimă.40 La câteva structuri 

RsTAL, produşii reacţiei de eliminare au fost găsiţi în situsul active în orientare zig-zag.1 

Principiul căii cu mişcare minimă şi formei zig-zag a lanţului produsului (E)-urocanate al reacţiei 

HAL determină un aranjament zig-zag al intermediarului legat de asemenea covalent la 

substratul  L-histidină. În funcţie de natura intermediarului de reacţie legat covalent, sunt posibile 

patru căi de reacţie (Figura 9). 
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Figura 9. Patru aranjamente posibile ale L-histidinei şi (E)-urocanat de-a lungul căilor de reacţie 
(A-1, A-2, B-1 şi B-2) pe traseul cu mişcare minimă dintre situsul catalitic HAL conţinând 
grupare prostetică MIO, His83, Arg283 şi trei baze enzimatice posibile: Tyr53, Tyr280 şi 

Glu414. 
 

 De-a lungul căii de reacţie A-1 pentru transformarea substratului la produs, sunt posibili 

atât intermediarul N−MIO cât şi FC însă doar amino acidul Tyr53 poate extrage protonul pro-(S) 

β din substrat. Este possibil doar un mecanism de tip FC via calea A-2 implicând Tyr280 ca bază 

pentru extragerea protonului pro-(S) β. De-a lungul căii B-1, deaminarea L-histidinei se poate 
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produce după un mechanism FC cu implicarea Glu414 ca şi bază enzimatică. De-a lungul căii B-

2, sunt posibile ambele mecanisme (N−MIO şi FC) cu implicare Tyr53 ca bază pentru extragerea 

protonului pro-(S) β. 

 Pe lângă stările de substrat şi produs (Figura 9), intermediarul de reacţie legat covalent 

trebuie să respecte de asemenea cerinţele referitoare la calea de reacţie cu cea mai mică mişcare 

din situsul activ al HAL. Dacă reacţia HAL se desfăşoară via  intermediar N−MIO, fragmentul 

amino al substratului L-histidină va fi legat la MIO. Dacă reacţia catalizată de HAL se desfăşoară 

via un intermediar de tip Friedel-Crafts, carbonul C4 al ciclului aromatic al substratului L-

histidină va forma cu MIO un complex σ. Totuşi, în acest caz reacţia se poate desfăşura via doi 

intermediari diastereomerici [(S,S)-FC şi (R,S)-FC] datorită formării unui nou centru de asimetrie 

la carbonul C4 al ciclului aromatic din complexul σ. 

 Ca şi în cazul intermediarilor posibili substratul a fost ancorat la enzimă printr-o legătură 

covalentă, studiul conformaţional sistematic (CS) cu intermediari de reacţie alternativi s-a 

dovedit a fi o unealtă puternică în identificarea aranjamentelor posibile în situsul catalitic al 

HAL. Deoarece niciuna din cele şase structuri cristaline ale HAL2,5,30 nu au indicat variaţii 

semnificative în majoritatea zonelor centrului catalitic, analizele CS au fost realizate în mediu 

enzimatic rigid. Această abordare a fost sustinută de asemenea şi de către analiza factorilor B ale 

situsului activ ale reziduurilor de amino acizi indicând o mobilitate scăzută (cu excepţia 

reziduurilor buclei mobile Tyr53). 

 Deoarece ciclul imidazol permite două stări de protonare diferite (NτΗ sau NπΗ) pentru 

fiecare intermediar de reacţie, s-au realizat şase analize CS pentru cele şase alternative principale 

[N-MIO-NτΗ, N-MIO-NπΗ, (R,S)-FC-NτΗ, (R,S)-FC-NπΗ, (S,S)-FC-NτΗ, (S,S)-FC-NπΗ]. Au fost 

reţinute doar acele conformaţii care aveau un aranjament zig-zag al lanţului într-un interval de 10 

kcal/mol (Tabelul 1). Modelele situsurilor active ale L-histidinei and (E)-urocanate au fost 

construite pe baza conformaţiilor intermediarilor covalenţi ale celor şase analize CS. Substratul, 

produsul şi cele opt reziduuri de aminoacizi relevante din punct de vedere catalitic au fost 

optimizate în situsul catalitic HAL (1GKMmod). În acest fel, analiza comparativă a reacţiei S → I 

→ P(+NH2) devine fezabilă (Tabelul 1). 

 Energiile obţinute la nivel de teorie MM nu sunt în general sufficient de precise pentru 

studii de mecanisme enzimatice, unele observaţii merită amintite. Conform calculelor noastre 

(Tabelul 1), rezultatele energetice favorizează reacţia via intermediari de tip N−MIO (NτH). În 
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acest caz, stările cu substratul legat sunt mai ridicate din punct de vedere energetic comparativ cu 

intermediarii reactivi N−MIO iar stările cu produşii legaţi prezintă energii mai scăzute. 

 

Tabelul 1. Energiile relative MM ale modelelor de substrat (ES), intermediar (EI) 
şi produs cu gruparea amino legată de MIO (EP+NH2) şi diferenţa de energie între 
stările substratului şi intermediarului pentru cele două forme protonate posibile şi 
cele trei tipuri de intermediari covalenţi. Sunt prezentate tipurile de aranjamente 
(în conformitate cu Fig. 9) pentru aceste coordinate de reacţie S → I → P(+NH2) 
care satisfac principiul mişcării minime. Sunt listate de asemenea distanţe H-O 
reprezentative din structurile intermediarilor covalenţi substrat-MIO [I: distanţele 
dintre O a carboxilatului din ligand şi cele două legături N-H ale Arg283, şi între 
hidrogenul pro-(S) β  al ligandului şi atomii O- ai bazelor enzimatice posibile 
Tyr53/Tyr280/Glu414;]. Distanţele mai mici de 2.5 Å sunt tipărite cu caractere 
îngroşate. 

Energie relativă (kcal/mol) Calea de 
reacţie 

Distanţe H-O (Å) în I  

ES EI EP+NH2  R283 Y53 Y280 E414 

N−MIO (NτH)         
c1 14.0 7.8 -10.1 A-1 2.19/3.12 2.31 5.17 6.14 
c2 5.6 2.7 -7.5 A-1 3.73/5.20 2.29 5.09 5.43 
c3 14.0 8.3 -10.7 A-1 2.19/3.03 2.33 5.23 6.50 
c5 13.9 0.2 -10.0 A-1 2.28/3.08 2.36 5.21 6.45 
c8 5.7 0.0 -10.7 A-1 4.37/6.09 2.37 5.30 5.64 
c9 14.7 7.8 -5.4 B-2 8.41/7.45 2.13 4.25 4.83 
c11 21.8 15.4 -5.8 A-1 2.36/2.89 2.15 5.13 6.20 

N−MIO (NπH)         
c1 20.4 11.3 14.9 A-1 4.08/5.36 2.45 5.04 5.28 
c2 40.4 10.8 0.4 A-1 3.74/5.20 2.34 5.12 5.44 
c3 24.1 17.9 8.5 A-1 2.18/3.12 2.28 5.16 6.14 
c4 24.0 17.6 6.2 A-1 2.19/3.03 2.31 5.15 6.24 
c6 24.2 19.7 5.5 A-1 2.19/2.69 2.44 5.12 6.28 
c9 31.7 24.1 8.2 A-1 2.32/2.85 2.22 5.15 6.19 
c10 24.9 16.5 5.1 B-2 7.68/8.63 2.15 4.13 4.75 

(R,S)-FC (NτH)         
c2 30.5 23.1 13.4 B-2 7.64/8.24 4.23 5.40 4.96 
c4 28.7 24.0 10.9 B-1 8.79/9.09 4.14 5.43 5.42 
c5 26.3 23.1 11.7 B-1 8.24/7.64 4.15 5.39 5.15 
c7 28.7 27.2 15.7 B-1 7.41/7.89 2.66 3.18 4.02 
c8 25.0 33.1 15.4 B-1 7.97/8.60 4.07 2.63 2.70 
c9 28.8 25.9 11.8 B-1 8.99/9.01 3.45 5.84 6.53 

(R,S)-FC (NπH)         
c2 25.5 22.8 10.5 B-1 7.63/8.22 4.80 3.71 2.59 

(S,S)-FC (NτH)         
c1 27.9 28.6 3.2 B-1 7.34/7.90 2.67 2.92 4.15 
c2 25.3 29.0 2.9 B-1 7.87/8.12 2.60 3.00 4.21 

(S,S)-FC (NπH)         
c2 27.8 28.5 6.8 B-1 7.53/8.11 2.63 2.92 4.21 
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 Astfel, profilul energetic calculat al reacţiei via un intermediar de tip N−MIO (NτH) este în 

acord cu rezultatele experimentale deoarece amoniu-liazele conţinând MIO catalizează în 

condiţii normale, eliminarea amoniacului din L-amino acizi de o manieră ireversibilă.26,41 Toate 

celelalte structuri intermediare au energies mai ridicate (10.8-33.1 kcal/mol) faţă de conformerul 

cu energia cea mai joasa, intermediarul N−MIO (NτH). 

 Apoi, au fost analizate distanţele H-O din structurile optimizate ale modelelor de 

intermediari legaţi prin MIO între hidrogenul pro-(S) β al ligandului şi atomii de oxigen ale 

posibilelor baze enzimice (Tyr53, Tyr280 şi Glu414) şi între gruparea oxigen a ligandului 

carboxilat şi Arg283 (Tabelul 1). Rezultatul decisiv al acestei analize a fost observaţia că nu 

există nicio bază enzimatică în niciunul dintre aceste conformaţii intermediare FC sufficient de 

aproape de hidrogenul β pro-(S) pentru a-l extrage. Prin urmare calea A-1 implicând 

intermediarul covalent N−MIO este cea mai probabilă pentru reacţia HAL dar o orientare de tip 

B-2 va fi de asemenea permisă. 

 Structurile optimizate conţinând liganzi L-histidină şi (E)-urocanate în situsul activ al 

structurii HAL închise au fost comparate cu aranjamentele acestor liganzi obţinute prin 

procedura de docking. Analiza rezultatelor AutoDock a relevant o orientare bine conservată a 

produsului (carboxilatul ligandului este în vecinătatea Arg283 în timp ce fragmentul imidazol 

este orientat spre His83) în acord cu rezultatele obţinute prin optimizările MM. Ţinând cont de 

orientarea produsului în situsul activ, rezultatele de docking corespund doar coordonatei A-1. 

 

3.2.3 Rolul ionului de Zn(II) în reacţia catalizată de HAL 
 

S-a observat ca ionul Zn2+ şi câţiva alţi cationi divalenţi, cum ar fi Cd2+ sau Mn2+, cresc 

activitatea enzimei HAL.42 Pe de altă parte, nu există nicio structură cristalină a enzimei 

HAL2,5,30 în care să apară Zn2+. Această contradicţie este doar aparentă, şi poate fi rezolvată 

presupunând că Zn2+, necesar pentru activitatea catalitică, interacţionează în timpul reacţiei HAL 

cu amino acidul His83 şi cu gruparea imidazol a substratului.39 De aceea, motivul pentru care nu 

se cunoaşte nicio structură HAL în care să fie prezent Zn2+ este că niciun substrat sau produs 

conţinând enzima HAL nu a fost caracterizat structural până acum.2,5,30 Interacţiunea unui ion de 

Zn cu gruparea His83 a enzimei HAL şi cu substratul în timpul catalizei 39 poate de asemenea să 
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explice de ce HAL accepta doar L-histidină,26 L-4-fluorohistidină43 or L-4-nitrohistidină11,44 ca şi 

substraţi. 

 Pentru a evalua contribuţia ionului Zn2+ la activitatea HAL, s-au realizat studii pe 

conformaţiile găsite pentru intermediarul N-MIO al situsului catalitic 1GKMmod. Analiza 

structurilor de raze X 45,46,47,48,49,50 pentru proteinele care conţin Zn2+ şi conformaţiile calculate 

ale intermediarului N-MIO duc la concluzia că Zn ar putea fi coordinat de către atomul Nτ al 

His83 şi de gruparea imidazol a substratului (Figura 25a), similar cu datele obţinute pentru 

Adamalysin II, o endopeptidază cu zinc din veninul speciei Crotalus adamanteus51 (Figura 10b). 

 

 
 

Figura 10 a. Aranjamentul intermediarului covalent N-MIO (NπΗ-c4) în situsul activ al HAL 
(1GKMmod). b. Coordinarea tetraedrica a Zn (culoare roz) în Adamalysin II, o endopeptidază cu 

zinc din veninul speciei Crotalus adamanteus51 (PDB code: 1IAG). 
c. Suprapunerea modelului complexului tetraedric de zinc (Modelul 4, calcul DFT) pe situsul 

activ liber al enzimei HAL (1GKMmod). 
 

 În structurile proteinelor conţinând ioni de Zn, se pot întâlni două tipuri de complecşi ai 

zincului.45,46,47,48,49,50 Centrul metalic poate prezenta coordinare tetraedrica (Th)45,46,47,48,49,50 au 

trigonal bipiramidală (Tbp).45,48 În timpul reacţiei HAL, cei mai îndepărtaţi liganzi ai Zn 

coordinat la His83 şi gruparea imidazol a L-histidinei pot fi, Met382 (prin atomul de S), care este 

un reziduu conservat al histidin amoniu-liazelor, şi o moleculă (pentru coordinarea Th) sau două 

(pentru coordinarea Tbp) de apă. 

 Au fost rulate calcule DFT pe două tipuri de structuri conţinând Zn complexat (Th şi Tbp), 

incluzând toate grupările relevante din situsul activ al HAL (componente ale MIO, His83, 

Met382 şi una sau două molecule de apă). Calculele DFT arată că reacţia enzimei HAL ar trebui 

a b c 
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să implice un complex tetraedric al zincului, deoarece doar complecşii de simetrie tetraedrică au 

condus la structuri acceptabile (Tabelul 2). Optimizările geometriilor posibile pentru 

aranjamentele de tip Tbp nu au putut fi finalizate sau au condus la structuri tetraedrice prin 

eliminarea din sfera de coordinare a zincului a unei molecule de apă. Comparând complexul de 

Zn tetraedric (Figura 10c) cu cel găsit în Adamalysin II51 cu aranjamentul posibil al 

intermediarului covalent substrat-MIO obţinut printr-o analiză conformaţionala a situsului activ 

fara Zn (Figura 10a) se observă o asemănare pronunţată între aranjările spaţiale ale structurii. 

 

Tabelul 2 Lungimi de legătură şi energii pentru modelele complexului Zn-ligand, 
calculate prin metode DFT. 

 
Distanţe (Å)b Model Energii relative 

(kcal/mol)a Zn-NHis83 Zn-NHisL Zn-OHOH Zn-SMet382 
1 1.00(0.44) 1.97(1.96) 2.02(2.01) 2.07(2.05) 2.42(2.50) 
2 0.00(0.00) 1.96(1.96) 2.03(2.01) 2.06(2.05) 2.42(2.51) 
3 2.32(1.57) 1.96(1.96) 2.02(2.01) 2.08(2.05) 2.41(2.49) 
4 1.84(0.19) 1.98(1.96) 2.03(2.02) 2.07(2.05) 2.44(2.51) 

a obţinute prin calcule SP la nivelul QM/QM B3LYP/6-311+G(d,p):B3LYP/6-31G(d) după optimizarea 
structurilor la nivelul B3LYP/6-31G(d,p); valorile în paranteze sunt obţinute din calcule SP QM/QM 
B3LYP/6-311+G(d,p):B3LYP/6-31G(d) după optimizări la nivel B3LYP/6-31G. b Lungimi de legătura în 
complecşi de Zn optimizaţi la nivelul B3LYP/6-31G(d,p); valorile în paranteze sunt obţinute prin optimizări 
cu B3LYP/6-31G. 
 

 Suprapunerea complexului cu zinc tetraedric şi a structurii HAL fără liganzi (Figura 10c) a 

arătat că atomul Nτ al grupării imidazol de pe ligand este implicat în coordinarea la zinc, iar 

atomul de hidrogen din poziţia Nτ  ar fi la o distanţă corespunzătoare unei legături de hidrogen cu 

Glu414 (Figura 10a şi Figura 10c). Legarea ligandului prin coordinarea ciclului imidazolic al 

grupării His83 la zinc şi printr-o legătură de hidrogen prin intermediul Glu414 este în acord cu 

datele obţinute în urma mutaţiilor, indicând că mutaţiile Glu414Ala (kcat/kcat-mut= 20930) şi ale 

His83Leu (kcat/kcat-mut= 18000)39 au efectul cel mai însemnat asupra catalizei. De asemenea, acest 

mod de legare al substratului explică şi specificitatea foarte ridicată a enzimei HAL (in afară de 

L-histidină, doar L-4-fluorohistidina43 şi L-4-nitrohistidina11,44 sunt acceptate ca şi substrat26). 
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 Toate rezultatele obţinute până în momentul de faţă au sugerat că baza enzimatică care 

extrage atomul de hidrogen din poziţia pro-(S) β în cursul reacţiei HAL este Tyr53. Acest lucru a 

fost indicat de distanţa dintre atomul de oxigen al Tyr53 şi hidrogenul din poziţia pro-(S) β din 

complexul de zinc, de 1.99Å (Figura 10c). Pentru a estima aciditatea acestui atom în 

conformaţiile permise ale situsului catalitic închis al HAL, s-au calculat sarcinile Mülliken ale 

atomilor de hidrogen din poziţia β a L-histidinei, L-4-nitrohistidinei şi a modelelor parţiale pentru 

intermediari fără Zn sau conţinând centrul metalic N-MIO coordinat (Tabelul 3). Pentru că este 

cunoscut faptul că gruparea nitro determină creşterea acidităţii atomului de hidrogen din pozitia 

pro-(S) β a L-4-nitrohistidinei,44 şi este un substrat acceptat chiar şi de mutaţii ale HAL fără 

gruparea MIO, a fost inclusă şi analiza L-4-nitrohistidinei. 

 

Tabelul 3 Sarcini atomice Mülliken ale atomului de hidrogen din poziţia 
pro-(S) β a L-histidinei, şi L-4-nitrohistidinei zwitterionice, într-un model 
parţial al intermediarului N-MIO şi în modele ale complecşilor cu Zn. 

Linie Structurăa HS HR 
1 N-MIO (model parţial) 0.176 (0.221) 0.133 (0.173) 
2 L-Histidina 0.180 (0.222) 0.102 (0.166) 
3 L-4-Nitrohistidina 0.199 (0.245) 0.135 (0.201) 
4 complex Zn, Model 1 0.220(0.267) 0.172 (0.206) 
5 complex Zn, Model 2 0.220 (0.265) 0.173 (0.208) 
6 complex Zn, Model 3 0.220 (0.263) 0.174 (0.208) 
7 complex Zn, Model 4 0.215 (0.261) 0.177 (0.210) 

a Calculele pe conformaţiile permise pentru situsul activ HAL au fost rulate la nivelul B3LYP/6-
31G(d,p) (valorile din paranteze sunt obţinute din calcule B3LYP/6-31G) 

 
 Sarcinile Mülliken calculate pentru hidrogenul din poziţia pro-(S) β a geometriilor 

optimizate ale L-histidinei, L-4-nitrohistidinei (forma NτH) şi modelelor complecşilor cu Zn 

(Table 3) arată că aciditatea atomului de hidrogen este semnificativ mai pronunţată în cazul L-4-

nitrohistidinei (linia 3) decât al L-histidinei (linia 2) sau al modelului N-MIO fără Zn (linia 1). 

Atomii de hidrogen cu sarcina cea mai pronunţata au fost găsiţi pentru modelele complecşilor cu 

Zn (liniile 4-7). 

 Aceste rezultate sugerează că formarea unui complex intermediar cu Zn în cursul reacţiei 

HAL ar contribui nu doar la legarea specifică a substratului, dar şi la accentuarea reactivităţii 

sale. 
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Concluzii 
 

I. Structura modificată, închisă a PAL (construită prin modelarea, pe baza structurii RsTAL, a 

buclelor 83-141, 321-351 conţinând Tyr53 esenţial) a prezentat mai puţine deviaţii a 

conformaţiilor lanţurilor laterale în plotul Ramachandran decât structura experimentală. 

 

II. Rezultatele obţinute în urma dockingului liganzilor şi în urma analizei conformaţionale a 

fenilalaninei legată covalent de gruparea prostetică MIO a reacţiei PAL într-o porţiune 

importantă a fenilalaninei amoniu-liazei (PcPAL) din Petroselinum crispum, prezentând situsul 

catalitic în formă închis, arată că reacţia catalizată de PAL decurge via intermediarul N-MIO în 

care ligandul L-fenilalanină este legat covalent de gruparea prostetică MIO prin atomul de azot 

(N-MIO). 

 

III. Structurile cristaline determinate pentru HAL, PAL, TAL, respectiv compararea secvenţelor 

de amino acizi din situsul catalitic al enzimelor conţinând MIO, au indicat că în afară de 

gruparea electrofilă prostetică MIO, doi amino acizi Tyr, Arg şi doi amino acizi Asn (cu excepţia 

HAL, în care un amino acid Asn este diferit) aparţin de aranjamentul enzimelor-MIO cunoscute. 

 

IV. Structura nouă parţial modificată 1B8Fmod HAL bazată pe TAL este un model mult mai 

sigur. Acest model HAL a arătat că amino acidul Tyr53 important din punct de vedere catalitic 

este localizat în situsul catalitic într-o poziţie înalt izosterică. Structura nouă a PpHAL poate fi 

considerată ca fiind un model mai util al formei active a enzimei decât structurile experimentale 

HAL existente.  

 

V. Studiul prezent arată totodată că structurile experimentale determinate pentru histidin amoniu-

liază din Pseudomonas putida (PpHAL) conţine bucla Tyr53 în conformaţie parţial deschisă. 

Structura modificată, închisă 1GKMmod HAL (construită prin modelarea buclei 39-80 Tyr53 

bazată pe structura AvPAL) a prezentat mai puţine deviaţii ale conformaţiilor lanţurilor laterale 

în plotul Ramachandran decât structura experimentală. 

 

VI. Investigarea valorilor de distanţă între hidrogenul pro-(S) β aflat la C2 a ligandului şi atomii 

de oxigen ai bazelor enzimatice posibile Tyr53, Ty280 şi Glu414 din apropiere, în conformaţiile 
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calculate ale celor trei structuri propuse [N−MIO, (R,S)-FC, (S,S)-FC] a intermediarului de 

reacţie legat covalent în situsul catalitic al HAL, a arătat că reacţia poate avea loc via structura 

intermediarului N−MIO, care a permis ca Tyr53 să fie destul de aproape de hidrogenul pro-(S) β. 

Această concluzie a fost susţinută totodată şi de către rezultatele obţinute în urma dockingului 

(E)-urocanatului. 

 

VII. Calculele DFT utilizate la investigarea rolului ionului de Zn2+ în reacţia catalizată de HAL, 

folosind un model parţial al intermediarului N−MIO, au indicat formarea unui complex tetraedric 

cu ion de Zn2+ către care coordinează inelul imidazolic al ligandului şi al His83, amino acidul 

Met382 al enzimei şi o moleculă de apă. Formarea unui astfel de complex de Zn poate explica 

specificitatea substratului în cazul HAL. Calculele DFT au prezentat totodată că formarea unui 

complex de Zn contribuie la creşterea reactivităţii hidrogenului pro-(S) β în intermediarul 

N−MIO. 

 

VIII. Buna concordanţă dintre structura obţinută şi cea experimentală a confirmat că metoda de 

docking poate da informaţii asupra interacţiunii substratului/produsului cu enzima, dar 

rezultatele optimizării geometrice a L-histidinei/acidului (E)-urocanic coincid cu datele 

experimentale găsite pentru liganzii aflaţi în structurile cristaline ale altor amoniu-liaze. Aceleaşi 

interacţii apar în cazul substratului L-histidină împreună cu o altă interacţiune, cea dintre 

gruparea amino şi partea metilenică a grupării MIO. 
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