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Introducere

Investigarea mecanismelor de reactie catalizate de enzime prin modelarea computationald a
avansat semnificativ n ultimii ani. Metodele de modelare computationald pot investiga cateva
intrebari importante asupra mecanismului si catalizei enzimatice, Intrebari care nu pot fi studiate
cu usurinta prin experiment.

Enzimele PAL, HAL si TAL catalizeaza climinarea de amoniac din L-fenilalanina, L-
histidind si din L-tirozina atunci cand se formeaza acidul (E)-cinamic, acidul (£)-urocanic si
acidul (F)-cumaric. Aceste amoniu-liaze necesitd prezenta gruparii prostetice electrofile MIO.
Structurile cristaline gasite pentru PAL si HAL prezinta bucla Tyr, importanta din punctul de
vedere a mecanismului, Intr-o pozitie deschisd (PAL, cod PDB: 1W27), partial deschisa (HAL)
sau chiar lipsa (PAL, cod PDB: 1T6P), conformatii care nu pot fi studiate computational.

S-a observat ci o serie de ioni de metal diferiti, precum Cd*", Mn®" sau Zn*" pot mari
activitatea enzimei HAL. Aceste date experimentale au fost motivul pentru care, in timpul
studiilor doctorale, am analizat situsul catalitic al structurii cristaline partial modificate a enzimei
HAL in prezenta ionului de Zn*",

Pe parcursul studiilor doctorale, am vrut sd verificdim urmatoarele aspecte care sunt incluse
in analiza mecanismului de reactie catalizatd de amoniu-liaze utilizdnd diferite metode
computationale:

- primul pas a fost sa construim in silico structuri partial modificate pentru enzimele PAL si HAL
pornind de la structurile cristaline cunoscute care contin situsuri catalitice Inchise si compacte;

- analiza conformationald sistematica a substratului legat covalent de gruparea MIO efectuatd in
situsul catalitic al structurilor cristaline partial modificate a fost o altd parte a acestui studiu;

- determinarea orientarii posibile a structurii geometrice a substraturilor si a produsilor in centrul
catalitic Inchis a PAL/HAL utilizdnd optimizarea geometrica si ,,docking”-ul liganzilor;

- calcule asupra complexirii in forma Th/Tbp a ionului de Zn>* in prezenta substratului L-
histidina in situsul catalitic al enzimei HAL in conformatie inchisa;

- determinarea aciditatii protonului pro-(S) B din L-histidind, L-4-nitro-histidina si din complexul
Zn*" prin calcule la nivel de teoria functionalei de densitate (DFT Density Functional Theory).
Aici ionul de Zn(II) poate avea un efect mare asupra aciditatii protonului pro-(S) B si pe aceasta

cale acesta poate fi extras mult mai usor de catre o baza.



1. Date de literatura
1.1. Amoniu-liazele

1.1.1 Structurile amoniu-liazelor

Deoarece PAL, HAL and TAL catalizeazd reactii aproape identice (in care eliminarea
amoniacului are loc din amino acizii cu cicluri aromatice conducand la formarea de acizi
nesaturati o,f), aceste enzime au structuri similare. Asemanarea structurilor criszaline este
prezentata in Figura 1A, B, C si D, si Figura 2A, B si C).

HAL, PAL si TAL contin 4 situsuri catalitice in fiecare homotetrmer. Fiecare monomer din
structura enzimei are o bucld internd si o alta externa in regiunea Tyr. Fiecare bucla interna din
monomeri se afld in aceasi regiune cu bucla externa a monomerului urmator, care este orientat in
directia opusa.

Structura de raze-X' a tirozind amoniu-liazei — (Rhodobacter sphaeroides, cod PDB:
207B, Figura 1D) — prezinta o conformatie mult mai apropiatd si compacta a regiunii de bucla
de interes (Figura 1H), ca si in cazul structurii cristaline gasite pentru enzima HAL din bacterie
(Pseudomonas putida, cod PDB : 1B8F, Figura 1A)*, unde bucla interna din din situsul catalitic
(Figura 1E) nu este complet inchisd si unde bucla externd nu poate fi identificati. in cazul
structurii PAL din patrunjel ® (Petroselinum crispum, cod PDB: 1W27, Figura 3C), conformatia
regiunii de buclad continand Y110 din situsul catalitic (Figura 1G, 2A) este deschisa si inactiva,
in comparatie cu structura de raze-X * a PAL din drojdie (Rhodosporidium toruloides, cod PDB:
1T6P, Figura 1B), in care regiunea de bucld Y110 (secventa Q104 - T122 din bucla interna si
secventa H345 - R359 din bucla externa) lipseste (Figura 1F).

Structura PpHAL din bacterie (cod PDB: 1GKM)’ prezinti un situs catalitic partial deschis,
accesibil solventului (Figura 2B). Toate cele sase structuri cristaline determinate pentru HAL
pana acum contin Tyr53, importantd din punct de vedere catalytic, intr-o conformatie de bucla
partial deschisa. Acesta ar putea fi motivul pentru care aceste structuri nu pot retine substratul
sau liganzii analogi ai produsilor. Doar structura cristalind I|GKM a HAL (inhibata cu L-cisteind)
a fost determinatd in prezenta unui inhibitor in centrul catalitic.

Eliminarea nonoxidativa a amoniacului din substraturi, reactie catalizata de catre HAL,
PAL si TAL necesita prezenta gruparii electrofile prostetice 3,5-dihidro-5-metiliden-4H-
imidazol-4-on (MIO).*’
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Figura 1. Reprezentarea ribbon a homotetramerului PpHAL (cod PDB 1BS8F) (A), a homotetramerului RfPAL (cod PDB 1T6P) (B), a
homotetramerului PcPAL (cod PDB 1W27) (C) si a homotetramerului RsTAL (cod PDB 207B) (D) prezentand subunitatile A (galben), B (violet), C

(verde) si D (rosu); Reprezentarea grafica a regiunii aminoacizilor Tyr (model stick) in structurile cristaline a (E) PpHAL (cod PDB 1BS8F), (F) RfPAL

(cod PDB 1T6P), (G) PcPAL (cod PDB 1W27) si (H) RsTAL (cod PDB 207B), o parte a lanturilor D (rosu) si C (verde).



Figura 2. Compararea canalelor de intrare a substratului catre gruparea MIO (rosu) din
structurile amoniu-liaze. Reprezentarea suprafetei moleculare a structurilor (A) PcPAL (cod
PDB 1W27), (B) PpHAL (cod PDB 1GKM) si (C) AvPAL (cod PDB 3CZO). Aminoacizii
analogi de Tyr110 (A) si Tyr53 (B) sunt prezentate ca si model stick in situsurile catalitice partial
deschise a structurilor amoniu-liaze.

Structura de raze X apirutd recent (PDB code: 3CZO),® determinatd pentru Anabaena
variabilis PAL (AvPAL), contine cel mai compact situs catalitic in care amino acidul Tyr78 si

gruparea prostetica MIO sunt incluse in totalitate si nu este acesibil pentru solvent (Figura 2C).

1.1.2 Mecanismul de reactie a PAL, HAL si TAL

Similaritatea gruparii MIO sugereaza cum ca HAL (EC 4.3.1.3), PAL (EC 4.3.1.24) si TAL (EC
4.3.1.23) se comporta similar in timpul reactiilor catalizate de amoniu-liaze. HAL, PAL si TAL
ar trebui sa extraga protonul non-acidic pro-(S) B din substraturile lor, fara sa extraga protonii cu
aciditate mai ridicatd din grupdrile aminice a L-amino acizilor corespunzatori. Pe baza datelor
biochimice doud mecanisme diferite au fost propuse pentru reactiile (Schema 1) catalizate de
amoniu-liaze.

Conform lui Hanson si Havir,’ aditia Michael (Schema 1, colorat in rosu) a gruparii
aminice a substratului catre gruparea electrofild prostetica 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 aminica a substratului este legat covalent de partea metilenica
a gruparii electrofile prostetice MIO ceea ce faciliteaza reactia datoritd formarii unei grupari de

plecare mai buna.”"
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Schema 1. Ecuatia reactiilor catalizate de aminiu-liazele continatoare de gruparea MIO. [Atomii
de azot a inelului imidazol a L-histidinei si (E£)-urocanatului sunt prezentate conform [UPAC cu
pros (“near”, m) si tele (“far”, 1)]

Datorita dificultatii necesara in cazul mecanismului acestuia de a extrage protonul non-
acidic pro-(S) B de cétre o baza enzimaticd in timpul elimindrii amoniacului, s-a sugerat de catre
Rétey un mecanism alternativ care include un atac de tip Friedel-Crafts (FC) la inelul aromatic a
substraturilor de citre gruparea electrofila prostetica MIO.'" Aceasta implica un intermediar de

complex ¢ (Schema 1, colorat in albastru) format intre inelul aromatic si MIO.



CONTRIBUTII ORIGINALE
2. Modele si metode

2.1. Modelare prin omologie

Metoda modelarii prin omologie a fost folosit de cétre noi deaorece am avut nevoie de forma
inchisd (forma catalitic activd) a regiunii bucld internd, continatoare de Y important, a
structurilor de amoniu-liaze si structurile crystaline (PAL 1W27,> HAL 1B8F,” IGKM’) a PAL
si HAL au fost determinate cu situsurile catalitice deschise sau partial deschise (cu o conformatie
non-activd a buclei interne). Structurile de reze-X 1W27 determinatd pentru PAL, 1B8F si
1GKM determinate pentru HAL nu se puteau folosite la investigarea computationala in situsurile
catalitice. Obiectivul nostru a fost sd modificam doar a micd secventd de amino acizi in regiunea
buclei internd care este In forma deschisd/partial deschisa. Pentu modelarea prin omologie sa

1 12,13,14,15,

utilizat serviciul de modelare prin omologie automatica Swiss-Mode 117" Am luat in

considerare identitatea de secvente amino acidice intre structura cristalina de interes si template.

2.2. Analiza confomationald in enzima rigida

2.2.1 Analiza conformationali efectuata in structura rigida PAL din patrunjel
modificata partial

Structura de pornire a ligandului pentru analiza conformationala sistematica (CS) a fost constriut
din structura de inhibitor acid 2-aminoindan-2-fosfonic (PI) legat de MIO via atomul lui de N
(din structura 207E).

Ligandul PI a fost introdus in structura 1W27,,,; PAL si pentru studiul nostru o sfera de
15A in jurul grupirii prostetice MIO a fost folosit din modelul situsului catalitic. Apoi, atomi de
hidrogen au fost adaugati la amino acizii de periferie a modelului nou de situs catalitic (unde s-a
efectuat tdierea) prin procedura standard HyperChem'®. Asadar partile C- si N-termini de la
taiere au fost completate formand grupari amino si de aldehide. Gruparea MIO a fost corectata
manual.'® 3 unghiuri de torsiune a ligandului au fost variate pentru modelul N-MIO in timpul CS
a fenilalaninei legat covalent de gruparea MIO intr-o ambianta rigida de enzima (fard molecule

de apd). Analiza conformationald a fost efectuati folosind modulul CS'™ implementat in



HyperChem cu setarile de baza (camp de forta MM+; gradient: 0.1 kcal/mol; metoda Polak-
Ribiere; limite: 300 iteratii, 150 optimizari, 15 conformatii; optiuni test: "skip if atoms are closer

than 0.3 A").

L-PHE

,L-"-" TYR351
ARG3S4 [

Figura 3. Rezultatele analizei conformationale pentu intermediarul N-MIO a substratului natural
in modelul PAL. Modelul tub arata conformerul intermediarului N-MIO cu cea mai buna
energie, iar ceilalti conformeri sunt prezentati cu modele wireframe.

Conformerul cu cea mai bund energie a fost selectat (Figura 3), care a fost totodatd in
concordamta cu aranjamentul (gruparea aromaticd catre Leul38 si gruparea carboxilica este in
vecinitatea amino acidului Arg354) gasit in structurile experimentale inhibate a TAL, pentru
fiecare model de intermediar covalent. Modelul situsului catalitic N-MIO initial a fost construit
prin inlocuirea partii PI-MIO a modelului de situs catalitic PcPAL(1W27)/PI cu aranjamentele
de ligand rezultate din CS.

2.2.2 Analiza conformationala de tip 2 pentru intemediarii legati covalent substrate-
MIO in structura partiala a 1GKM,,,,

Doua analize conformationale separate au fost efectuate pentru fiecare intermediar legat covalent
[modelele N-MIO, (S,S)-FC si (R,S)-FC], intermediarii fiind protonati la atomul de azot & sau la
cel T a inelului imidazol (seriile Ny s1 Ny a conformerilor). Cele sase calcule CS, incluzand
ligandul si gruparea MIO [28 de atomi in modelul N-MIO si 29 de atomi in modelele (S,S)-FC /
(R,S)-FC)] au fost executate intr-o ambianta rigida de enzima fara molecule de apa. Trei unghiuri
de torsiune [de-a lungul axelor Covio-csy~Comio-ch2), Comio-ch2y~Nist), NenisLy~CniisL-coy] au fost

variate in timpul calculelor CS pentru modelul N-MIO,si 4 [de-a lungul axelor Cpvio-csy~Comio-
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cH2), Comio-cn2y~CaisL-c4), CtisL-csyCanisL-cp) $1 CenisL-cpy—CnisL-coy] pentru modelele (S,5)-FC si
(R,S)-FC. Analizele conformationale au fost efectuate folosind modulul CS'® din HyperChem cu
setarile de baza (camp de fortda MM+; gradient: 0.1 kcal/mol; metoda Polak-Ribiere, limite: 300
iteratii, 150 optimiziri, 15 conformatii; optiuni test: "skip if atoms are closer than 0.3 A").
Conformerii rezultati a intermediarilor covalenti obtinuti in urma analizei conformationale

sistematice sunt prezentate in Figura 4.

N-MIO N=n N-MIO Nt

(S,5)-FC Nn (S,5)-FC Nt
Figura 4. Rezultate obtinute in urma analizei conformationale de tip 2 (CS) a intermediarilor
covalenti N-MIO, (S,R)-FC si (S,5)-FC.
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2.3. Optimizarea geometriilor intermediarilor covalenti, a L-histidinei si (E)-
urocanatului in situsul catalitic al enzimei HAL

2.3.1 Optimizarea geometriei dupa al doilea tip de analiza conformationala

Stricturile L-histidinei si (£)-urocanatului au fost construite rearanjand legaturile, din conformerii
intermediarilor covalenti care prezentau o conformatie liniard a catenei principale [conformerii
N-MIO : (N: cl-¢c3, c5, ¢8, ¢9, cl1; Nuu: cl-c4, c6, ¢9, c10) Schema 2; conformerii (R,S)-FC :
(Nm: €2, c4, 5, ¢7-¢9; Na: ¢2) si conformerii (S,5)-FC (Nw: c1-¢2; Nyy: ¢2) Schema 2].

PR - MIO ,J'
N-MIO :;j_“— }7,
B-E‘r
—N Mo T
U %_TE‘J g
@ R, N %r.uo T
— prowdy MW= N-_}
H.N
_____ = Mo P
FC ————— . 0 ,JII H
2y
o r-1|0 /’,r g
% J’Nﬁ/ Mo P
vNH ne'":' 0 N'J HH;
e — produs - J—N%‘?/
B MH -
EH M

Schema 2. Construirea geometriei de 1nput a L-histidinei (verde) si (E)-urocanatului (albastru)
continand situsuri catalitice, plecand de la modelul intermediarului FC al HAL

In toate structurile substratului, intermediarului si produsilor, ligandul atasat la MIO
(substratul, intermediarul) sau NH,—MIO (produsul) si His83, Tyr280, Tyr53, Asnl195, GIn277,
Glu414, Arg283 si Phe329 (in total 116 atomi) au fost optimizati in cadrul unei portiuni sferice
(2221 atomi) a structurii 1GKM,,,s, mentinadnd partea neoptimizata rigida. Optimizarile au fost
realizate cu cAmpul de forti MM+ implementat in programul HyperChem'® la setirile de baza

(gradient: 0.1 kcal/mol; metoda Polak-Ribiere).
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Pentru dockingul diferitilor liganzi in situsul catalitic al 1W27,,; PAL s-a utilizat
programul Arguslab."’

In cazul structurii 1GKM,,04, pentru dockingul L-histidinei zwitterionice, Tyr53 si Tyr280
au fost deprotonate si s-au variat 4 unghiuri de torsiune (de-a lungul axelor Cs-Cg, Cp-Cq, Co-N
si Cy-Ccoo-), 1ar pentru dockingul (E)-uroconatului, s-au folosit forme protonate de Tyr53 si
Tyr280. Sarcini Gasteiger au fost adaugate pe atomii de pe interfetele de legare folosite pentru

docking, cu ajutorul softului AutoDock.

2.4. Calcule DFT pe liganzi in reactii catalizate de HAL

Au fost realizate calcule DFT pe modele ale L-histidinei si L-4-nitrohistidinei (amandoua
continand grupari amino protonate), pentru conformatii corespunzand starii legate a HAL,
folosind un model partial al intermediarului N-MIO (obtinut prin inlocuirea ciclului MIO din
structura calculata cu un atom de hidrogen pe carbonul metilenic exociclic al MIO) si un model
partial al situsului catalitic incluzind structura intermediarului N-MIO coordinat la ionul de Zn**
care este de asemenea coordinat de grupari His83 si Me382 si o molecula de apa. Optimizarile
DFT au fost rulate folosind Gaussian 09 (rev. A.l.)20 si GaussView?'. Doud structuri de L-
histidina incircate pozitiv (cu COOH si NH;") au fost construite din modelele N-MIO (din
conformatiile C5 si C4 ale seriilor N:H si N;H pentru CS). Din acestea s-au construit doua
modele cu sarcind pozitiva pentru zwitero-histidind, Tnlocuind atomul de H de pe C4 al gruparii
imidazol cu o grupare nitro).

in modelele complecsilor de Zn®*, jonul metalic poate avea 4 sau 5 liganzi: gruparea
imidazol a ligandului N-MIO (Ny) prin atomul N (conformerul C4 al seriei N-MIO Ny, cu o
grupare —~NH2(CH3)" ca model pentru gruparea amino legati de MIO tiiat intre ciclul MIO si
carbonul exociclic), un 4-metil-1H-imidazol (coordinat prin N, si facand parte din His83),
dimetil sulfura (coordinat prin atomul de S si facand parte din Met382) si o molecula (pentru Th)
sau doua (pentru Tbp) de apa. Pentru a mentine conformatia ligandului histidinic legat de MIO,
permisi in situsul catalitic al HAL s-au folosit constrangeri. Pentru modelele complexului Zn*",
s-au Inghetat mai multe pozitii atomice [in Modelul 1: un oxigen al gruparii carboxilice din
ligandul His (cel mai aproape de Arg283), atomul de carbon al gruparii metil din 4-metil-
imidazol (de pe His83); in Modelul 2: atomii din modelul 1 plus un atom de carbon de pe dimetil

sulfurd (carbonul C, al Met382); in Modelul 3: atomii din modelul 1 plus un atom de carbon din
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gruparea metilen a MIO; in Modelul 4: atomii din modelul 1 plus un atom de C de pe dimetil
sulfurd, C, al Met382) si gruparea metilen a MIO.

Optimizarile geometriilor pentru cele doud tipuri de structuri ale L-histidinei, L-4-
nitrohistidinei si complecsii Zn®" tetraedrici sau trigonal bipiramidali au fost realizate cu metode
DFT utilizand functionala hibridd triparametrizatd a lui Becke combinatd cu functionala de
corelatie Lee-Yang-Parr, (B3LYP)*** cu seturi de baze 6-31G sau 6-31G(d,p). Dupi optimizare
s-a realizat analiza vibrationala la acelasi nivel si s-au calculat energiile SP cu un set de baze mai
mare (6-311+G(d,p) pentru Zn>", cele doua cicluri imidazolice, —S-CH3 din Met382 si pentru

moleculele de apa si 6-31G(d) pentru restul atomilor din model.
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3. Rezultate si discutii
3.1. Structurile active ale amoniu-liazelor

3.1.1 Modelarea conformatiilor active ale PAL

Pe baza structurilor HAL,? a fost construitd o structurd modificatd a enzimei PAL din patrujel,
care are un centru catalitic mai inchis decat cel din structura determinati in stare solidd.***
Recent s-a caracterizat prin difractie de raze X structura TAL,' in care regiunea de bucli are o

conformatie compacta si deci are un situs catalitic mai compact.

tetramer PAL modificat in regiunea
(IW27 100)

L138
i
¢ Mo
#’t q

ot N260 S0 Sigs

B W

Lyast
j -
Mk
R354

- 0n48

Y110

@ Y110

Figura 5. Tetrameri PAL si situsurile catalitice a acestora

Pe baza structurii TAL (cod PDB: 207B),' am construit un nou model pentru PAL cu
regiunea loop modificati,” care are aminoacidul Tyrl10 incorporat in situsul catalitic.

Tetramerii structurii cristaline a PAL si modelul PAL sunt reprezentati in Figura 5. O comparatie
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mai detaliata a celor doua situsuri catalitice PAL arata ca amino acidul Tyr110 poate avea doua
orientari diferite.

in modelul nostru, Tyr110 este orientat catre MIO, in timp ce in structura cristalind este

departe de situsul catalitic (Figura 5).

L U U )
4 150
J12
22 %0
.
}‘:
o
~—y

T S
30 60 90 120 150 1

o 1W27 PAL modificat
pe baza 207B TAL

B
Parsley PAL 1W27 PAL modificat
Cod PDB: 1W27 ne baza 1B8F HAL

Figura 6. Reprezentarea structurilor Petroselinum crispum PAL determinata experimental 1W27
(albastru) si modificata plecand de la 1B8F HAL (roz) si 207B TAL (rosu). Graficul
Ramachadran al monomerilor este dat pentru fiecare structura.

( 1W2 7nmd‘)

Structura partial modificata PAL din patrunjel (1W27,,,4, Figure 6C) are cea mai inchisa
regiune bucla, respectiv un situs catalitic compact.

In urma construirii in silico a modelului PAL folosind sablonul TAL, o structurd cristalini
noud a apdrut pentru enzima PAL Anabaena variabilis (cod PDB: 3CZ0),® in care regiunea de
bucla Tyr esential pentru reactie este cel mai inchis si compact dintre structurile cristaline a
amoniu-liazelor. Analiza modelului PAL bazat pe sablonul TAL a aratat o buna potrivire a
regiunii bucla Tyr cu cea din structura 3CZO.

Notabil, amino acidul Tyr110 din modelul 1W27,,,; PAL, C, este intr-o pozitie mai buna
comparativ cu pozitia gasitd in cazul. Acest lucru se poate explica cu structura compacta a

regiunii bucla Tyr, important din punct de vedere a reactiei, a sablonului TAL. Analiza
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Ramachandran Plot a monomerilor la structura experimentale a PAL (1W27) din patrunjel, la
structura modificatda a PAL bazat pe sablonul 1B8F HAL, respectiv la 1W27,,,s PAL, a indicat ca
dintre 716 de amino acizi a unei subunitati a structurii experimentale IW27 12 amino acizi (sase
in regiunea bucld Y110), in regiunea bucld Y110 a structurii 1W27 modificata utilizand sablonul
I1B8F HAL opt amino acizi (numai doud in reginea bucld Y110), dar in regiunea bucla Y110 a
structurii 1W27,,,4 doar patru amino acizi (niciuna din ele) sunt excluse din combinatiile Phi/Psi

(Figure 6).

3.1.2 Modelarea conformatiilor active ale structurilor HAL

3.1.2.1 Conformatia activd a structurii bacteriene 1B8F PpHAL

Histidin amoniu-liaza (HAL, E.C. 4.3.1.3) este o enzima importantd in degradarea histidinei din
diverse bacterii.”® Eliminarea grupirii a-amino, prima etapa a degradarii histidinei este catalizati
de catre HAL iar produsul este trans-urocanat a-B-nesaturat. Urocanatul este cunoscut ca si agent
de protectie contra radiatiilor solare in piele.”” Absenta HAL la oameni conduce la boala numita
histidinemie.”®

Structura cristalind a HAL bacterian din Pseudomonas putida (cod PDB 1B8F) determinata
la o rezolutie de 2.1A prezintd un situs catalitic partial deschis, accesibil solventului (Figura 7B)
si care contine regiunea de bucla Y53 importanta din punctul de vedere al mecanismului. (Figura
7A). Situsul catalitic recent identificat in structura cristalind a TAL (cod PDB 207B) este inchis
complet si inaccesibil solventului (Figura 7E) comparative cu situsul catalitic al patrunjelului
PAL si cel bacterian HAL.

Tyr60 determinatd prin mutageneza directa este localizat in situsul catalitic al TAL (Figura
7F) comparativ cu pozitionarea Tyr53 din HAL (Figura 7C).

Pentru o mai bund intelegere a mecanismului de reactie a amoniu-liazelor, s-a studiat
centrul catalitic al HAL. Pe baza modelarii prin omologie a secventei de amino acizi 30-75 ale
HAL pe structura de raze X a TAL (207B) am construit in silico o structurd HAL partial

modificatd®® cu central active complet inchis (Figura 7G si 7I).
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Figure 7. Structurile de raze-X ale HAL bacterian (1B8F), TAL bacterian (207B) si structura
HAL partial modificata (1B8F,,.4)
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3.2. Studiul computational al histidin amoniu-liazei: o conformatie cu bucla
modificata si rolul ionului de Zn (1)

3.2.1 Construirea unui situs catalitic inchis a 1IGKM HAL pentru calcule

IGKM este singura structurd cristalina a PpHAL in care existd un inhibitor. Important de
asemenea, lantul lateral a Met382 are o conformatie diferitd de aranjamentul celorlalte cinci

structuri PpHAL fara liganzi.>"

Desi cele sase structuri existente PpPHAL contin Tyr53 in situsul catalitic,>>~°

0 comparatie
structurald a HAL la situsurile amoniu-liaze apropiate indica buclele Tyr ca fiind in conformatii
partial deschise (Figura 8a). Importanta buclei ce contine tirozina esentiala catalitic din amoniu-
liazele cu MIO a fost cel mai bine demonstrata pentru PAL. Buclele Tyr din structurile cristaline
ale PAL fie lipseau™®”' sau se aflau intr-o conformatie inactive din punct de vedere catalitic.
Recent, structura PAL din Anabaena variabilis (AvPAL) continand situsul catalitic inchis a
confirmat conformatia activa a buclei Tyr.* In mod similar, structura cristalind a Rhodobacter
sphaeroides tirozinad amoniu-liazei (RsTAL) prezintd in centrul catalitic bucla continand Tyr60
in conformatie activa.'

Compararea structurii PPHAL (1GKM, in albastru) cu RsTAL (207B, in verde)' si cu
AVPAL (3CZO, in portocaliu si colorat CPK)® cu centrele catalitice compacte a demonstrat ci
bucla PpHAL continand Tyr53 adopta o conformatie partial deschisd (Figura 8a). Deoarece
structura cea mai compacti gisiti a fost cea a AVPAL (3CZO, 2.2 A resolution) continand Tyr78
neaccesibild pentru solvent si MIO electrofila ingropatd adnanc in centrul catalitic,” aceastd
structurd amoniu-liaza a fost selectatd ca si sablon pentru modelarea conformatiei compacte a
buclei Tyr a PpHAL.

Comparatia regiunii modificate a buclei interne continand Tyr53 PpHAL (1GKM,,04,
Figura 8b, in rosu) cu bucla experimentala Tyr a a PpHAL inhibat cu L-cisteind (1GKM, Figura
8b, in albastru) indica ca Tyr53 esentiald din punct de vedere catalitic din structura modificata
era aproape de MIO, si prin urmare putea favoriza mai bine eliminarea protonului pro-(S) p din
substrat, comparativ cu structura HAL originald. Mai mult, analiza graficelor Ramachandran ale
subunitatilor structurilor HAL a condus la descoperirea existentei a 8 amino acizi orientati In
afara ca si combinatii Phi/Psi in structura HAL originala (1GKM, Figura 8c¢), pe cand in regiunea

de bucla a structuriit HAL modificate sunt doar patru (1GKM,,.s, Figura 8d).
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Figura 8. Buclele Tyr mobile din situsul catalitic al amoniu-liazelor contindnd MIO. a.
Comparatia celor doud regiuni mobile (incluzand Asn stabilizat de MIO si rezidurile Tyr) ale
celor patru amoniu-liaze diferite: Anabaena variabilis PAL (3CZO, in portocaliu si CPK color);
Petroselinum crispum PAL (1W27, verde deschis); Rhodobacter sphaeroides TAL (207B, verde
inchis); Pseudomonas putida HAL (1GKM, in albastru). Reziduul Asn este numerotat dupa
AvPAL (3CZO). b. Suprapunerea regiunilor de bucld Tyr53 ale PPHAL (1GKM inhibata cu L-
cisteind, colorata dupa CPK, lantul albastru) si PPHAL cu bucla Tyr modificatd (1GKM,,,4,
lantul rosu). ¢. si respectiv d. graficele Ramachandran ale unitdtilor monomere ale PpHAL
(1GKM) si PpHAL partial modificatd (1GKM,,00).

3.2.2 Comparatia conformatiilor intermediarilor covalenti a reactiei HAL cu
aranjamentele substratului si produsului

Rapoarte preliminarii au indicat cd tratarea HAL la pH ridicat in prezenta L-cisteinei si a

oxigenului va conduce la o inactivare ireversibild a enzimei.**” Prin denaturarea HAL inhibat de
o R o . . o . . . .34 %

catre L-cisteind, urmatd de digestia cu pronaza vor rezulta doi produsi cromoforici.”™ Intr-unul

din produsi, metilenul exociclic al MIO a fost substituit de catre gruparile amino ale L-cisteinei.
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Atunci cand HAL inhibata cu L-cisteina a fost digerata prima oara cu tripsind, au fost izolate si
identificate ca fragmente N-MIO doui peptide cromoforice de 24-reziduuri.”® Acest aspect a fost
suportat mai tarziu de citre structura PpHAL inhibatd cu L-cisteind (PDB code: 1GKM?).
Inhibitorul acestui HAL inhibat prezintd fragmentul amino apropiat de metilenul exociclic al
gruparii electrofilice prostetice MIO. Acest fapt poate fi considerat ca si o dovada in plus a
prezentei unui intermediar amino-enzima in reactia HAL, dupa cum a demonstrat Peterkofsky.*®
Structurile HAL cu L-cisteind,” TAL cu inhibitor 2-aminoindan-2-fosfonat’ si TAM co-
cristalizat cu o, a-difluoro-B-tirozini *’ sau epoxid p-fluorocinamat ** constituie o proba solida in
favoarea reactiilor via intermediar N-MIO (in care substratul este legat la MIO prin intermediul
grupdrii amino) in cazul reactiilor cu amoniu-liaze and aminomutaze. Rétey'' a propus un
intermediar alternativ legat covalent. In acest caz, intre partea aromatici a substratului si
gruparea prosteticd MIO se va forma un complex ¢ printr-un mecanism Friedel-Crafts (FC).
Analiza reziduurilor active ce inconjoara ligandul in HAL’ inhibati de L-cisteind indici ci
protonul pro-(S) B din substratul L-histidind poate fi extras de catre unul din cele 3 reziduuri
(Tyr53, Tyr280, Glu414) care pot fi considerate baze enzimatice (Figura 9). Experimente de

5,39 . .
0”7 sunt reziduuri

mutagenezi demonstreazi de asemenea ci Tyr53, Glu414” si Tyr 28
importante in cataliza. Activitatea catalitica redusa a analogilor cu tirozina (Tyr 60 si Tyr300)
mutantii cu TAL dovedeste importanta Tyr53 si Tyr280 in reactia HAL.

Prin investigarea PAL analogii de fenilalanina D- si acid L-2-aminooxi-3-fenil-propionic, s-
a dedus cid eliminarea de amoniac aproximeazi calea cu miscare minima.*’ La cateva structuri
RsTAL, produsii reactiei de eliminare au fost gasiti In situsul active in orientare zig-zag.'
Principiul caii cu miscare minima si formei zig-zag a lantului produsului (£)-urocanate al reactiei
HAL determind un aranjament zig-zag al intermediarului legat de asemenea covalent la

substratul L-histidina. In functie de natura intermediarului de reactie legat covalent, sunt posibile

patru cai de reactie (Figura 9).
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Figura 9. Patru aranjamente posibile ale L-histidinei si (E)-urocanat de-a lungul cailor de reactie
(A-1, A-2, B-1 si B-2) pe traseul cu migcare minima dintre situsul catalitic HAL continand
grupare prostetica MIO, His83, Arg283 si trei baze enzimatice posibile: Tyr53, Tyr280 si
Glu414.

De-a lungul caii de reactie A-1 pentru transformarea substratului la produs, sunt posibili
atat intermediarul N-MIO cat si FC insd doar amino acidul Tyr53 poate extrage protonul pro-(S)
B din substrat. Este possibil doar un mecanism de tip FC via calea A-2 implicand Tyr280 ca baza

pentru extragerea protonului pro-(S) B. De-a lungul caii B-1, deaminarea L-histidinei se poate
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produce dupa un mechanism FC cu implicarea Glu414 ca si baza enzimatica. De-a lungul caii B-
2, sunt posibile ambele mecanisme (N-MIO si FC) cu implicare Tyr53 ca baza pentru extragerea
protonului pro-(S) B.

Pe langa starile de substrat si produs (Figura 9), intermediarul de reactie legat covalent
trebuie sa respecte de asemenea cerintele referitoare la calea de reactie cu cea mai mica miscare
din situsul activ al HAL. Daca reactia HAL se desfasoard via intermediar N—MIO, fragmentul
amino al substratului L-histidind va fi legat la MIO. Daca reactia catalizatd de HAL se desfasoara
via un intermediar de tip Friedel-Crafts, carbonul C4 al ciclului aromatic al substratului L-
histidind va forma cu MIO un complex o. Totusi, In acest caz reactia se poate desfasura via doi
intermediari diastereomerici [(S,5)-FC si (R,S)-FC] datorita formarii unui nou centru de asimetrie
la carbonul Cy al ciclului aromatic din complexul c.

Ca si in cazul intermediarilor posibili substratul a fost ancorat la enzima printr-o legatura
covalentd, studiul conformational sistematic (CS) cu intermediari de reactie alternativi s-a
dovedit a fi o unealtd puternicd in identificarea aranjamentelor posibile in situsul catalitic al
HAL. Deoarece niciuna din cele sase structuri cristaline ale HAL*>?" nu au indicat variatii
semnificative in majoritatea zonelor centrului catalitic, analizele CS au fost realizate in mediu
enzimatic rigid. Aceastd abordare a fost sustinuta de asemenea si de catre analiza factorilor B ale
situsului activ ale reziduurilor de amino acizi indicdnd o mobilitate scazuta (cu exceptia
reziduurilor buclei mobile Tyr53).

Deoarece ciclul imidazol permite doua stari de protonare diferite (N:ysau Npy) pentru
fiecare intermediar de reactie, s-au realizat sase analize CS pentru cele sase alternative principale
[N-MIO-N.y, N-MIO-Npy, (R,S)-FC-Nypi, (R,S)-FC-Nuyi, (S,5)-FC-Noy, (S,5)-FC-Nzy]. Au fost
retinute doar acele conformatii care aveau un aranjament zig-zag al lantului Intr-un interval de 10
kcal/mol (Tabelul 1). Modelele situsurilor active ale L-histidinei and (E)-urocanate au fost
construite pe baza conformatiilor intermediarilor covalenti ale celor sase analize CS. Substratul,
produsul si cele opt reziduuri de aminoacizi relevante din punct de vedere catalitic au fost
optimizate in situsul catalitic HAL (1GKM,,0q). In acest fel, analiza comparativa a reactiei S — I
— P(+NH;) devine fezabila (Tabelul 1).

Energiile obtinute la nivel de teorie MM nu sunt in general sufficient de precise pentru
studii de mecanisme enzimatice, unele observatii meritd amintite. Conform calculelor noastre

(Tabelul 1), rezultatele energetice favorizeazi reactia via intermediari de tip N-MIO (Nq). In
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acest caz, starile cu substratul legat sunt mai ridicate din punct de vedere energetic comparativ cu

intermediarii reactivi N-MIO iar starile cu produsii legati prezinta energii mai scazute.

Tabelul 1. Energiile relative MM ale modelelor de substrat (Es), intermediar (E;)
si produs cu gruparea amino legatd de MIO (Ep:nm2) si diferenta de energie intre
starile substratului si intermediarului pentru cele doud forme protonate posibile si
cele trei tipuri de intermediari covalenti. Sunt prezentate tipurile de aranjamente
(in conformitate cu Fig. 9) pentru aceste coordinate de reactie S — I — P(+NH;)
care satisfac principiul miscarii minime. Sunt listate de asemenea distante H-O
reprezentative din structurile intermediarilor covalenti substrat-MIO [I: distantele
dintre O a carboxilatului din ligand si cele doua legaturi N-H ale Arg283, si intre
hidrogenul pro-(S) B al ligandului si atomii O ai bazelor enzimatice posibile
Tyr53/Tyr280/Glu414;]. Distantele mai mici de 2.5 A sunt tiparite cu caractere

ingrosate.
Energie relativa (kcal/mol) Calea de Distante H-O (A) in I
reactie

Es E; Epinm R283 Y53 Y280  E414
N-MIO (N.y)
cl 14.0 7.8 -10.1 A-1 2.19/3.12 231 5.17 6.14
c2 5.6 2.7 -1.5 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 8.41/7.45 213 4.25 4.83
cll 21.8 15.4 -5.8 A-1 2.36/2.89 2.15 5.13 6.20
N-MIO (N
cl 20.4 11.3 14.9 A-1 4.08/5.36 245 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 2.19/3.03 231 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
clo 24.9 16.5 5.1 B-2 7.68/8.63  2.15 4.13 4.75
(R.S)-FC (Nwm)
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 33.1 154 B-1 7.97/8.60  4.07 2.63 2.70
c9 28.8 259 11.8 B-1 8.99/9.01 3.45 5.84 6.53
(R,85)-FC (Nauy)
c2 25.5 22.8 10.5 B-1 7.63/8.22  4.80 3.71 2.59
(8.8)-FC (Nz)
cl 279 28.6 32 B-1 7.34/790  2.67 2.92 4.15
c2 253 29.0 2.9 B-1 7.87/8.12  2.60 3.00 4.21
(5,8)-FC (Nm)
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 reactiei via un intermediar de tip N-MIO (N.) este in
acord cu rezultatele experimentale deoarece amoniu-liazele continind MIO catalizeaza in

26,41
" Toate

conditii normale, eliminarea amoniacului din L-amino acizi de o maniera ireversibila.
celelalte structuri intermediare au energies mai ridicate (10.8-33.1 kcal/mol) fatd de conformerul
cu energia cea mai joasa, intermediarul N-MIO (Nx).

Apoi, au fost analizate distantele H-O din structurile optimizate ale modelelor de
intermediari legati prin MIO intre hidrogenul pro-(S) B al ligandului si atomii de oxigen ale
posibilelor baze enzimice (Tyr53, Tyr280 si Glu414) si intre gruparea oxigen a ligandului
carboxilat s1 Arg283 (Tabelul 1). Rezultatul decisiv al acestei analize a fost observatia ca nu
existd nicio bazd enzimatica in niciunul dintre aceste conformatii intermediare FC sufficient de
aproape de hidrogenul B pro-(S) pentru a-l extrage. Prin urmare calea A-1 implicand
intermediarul covalent N—-MIO este cea mai probabila pentru reactia HAL dar o orientare de tip
B-2 va fi de asemenea permisa.

Structurile optimizate continand liganzi L-histidind si (£)-urocanate in situsul activ al
structurii HAL inchise au fost comparate cu aranjamentele acestor liganzi obtinute prin
procedura de docking. Analiza rezultatelor AutoDock a relevant o orientare bine conservata a
produsului (carboxilatul ligandului este in vecindtatea Arg283 in timp ce fragmentul imidazol
este orientat spre His83) 1n acord cu rezultatele obtinute prin optimizarile MM. Tinand cont de

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

3.2.3 Rolul ionului de Zn(II) in reactia catalizata de HAL

S-a observat ca ionul Zn*" si cativa alti cationi divalenti, cum ar fi Cd*" sau Mn*', cresc
activitatea enzimei HAL.* Pe de altd parte, nu existd nicio structurd cristalind a enzimei
HAL*>" in care si apard Zn”". Aceastd contradictie este doar aparentd, si poate fi rezolvati
presupunand ci Zn>*, necesar pentru activitatea catalitica, interactioneaza in timpul reactiei HAL
cu amino acidul His83 si cu gruparea imidazol a substratului.”” De aceea, motivul pentru care nu
se cunoaste nicio structurd HAL 1in care si fie prezent Zn®" este ¢ niciun substrat sau produs
continand enzima HAL nu a fost caracterizat structural pand acum.>>>" Interactiunea unui ion de

Zn cu gruparea His83 a enzimei HAL si cu substratul in timpul catalizei *’ poate de asemenea si
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explice de ce HAL accepta doar L-histidina, 144

L-4-fluorohistidind® or L-4-nitrohistidina ca si
substrati.

Pentru a evalua contributia ionului Zn*" la activitatea HAL, s-au realizat studii pe
conformatiile gasite pentru intermediarul N-MIO al situsului catalitic 1GKM,,,;. Analiza
structurilor de raze X *>#¢*748:4959 hentry proteinele care contin Zn2+ si conformatiile calculate
ale intermediarului N-MIO duc la concluzia ca Zn ar putea fi coordinat de catre atomul N; al

His83 si de gruparea imidazol a substratului (Figura 25a), similar cu datele obtinute pentru

Adamalysin II, o endopeptidaz cu zinc din veninul speciei Crotalus adamanteus® (Figura 10b).

H142
\Q.migﬁ-ﬂ
Q9" “His2
[} ‘1.2..15.-\
W300 N
H146
R283 /
b ¢ C

Figura 10 a. Aranjamentul intermediarului covalent N-MIO (Nu-c4) in situsul activ al HAL
(1GKMj04). b. Coordinarea tetraedrica a Zn (culoare roz) in Adamalysin II, o endopeptidaza cu
zinc din veninul speciei Crotalus adamanteus”' (PDB code: 11AG).

c. Suprapunerea modelului complexului tetraedric de zinc (Modelul 4, calcul DFT) pe situsul
activ liber al enzimei HAL (1GKM,,04).

In structurile proteinelor continand ioni de Zn, se pot intalni doua tipuri de complecsi ai

zincului. 47484950 Centry]l metalic poate prezenta coordinare tetraedrica (Th)*>40:47:48:4950

au
trigonal bipiramidald (Tbp).***® In timpul reactiei HAL, cei mai indepartati liganzi ai Zn
coordinat la His83 si gruparea imidazol a L-histidinei pot fi, Met382 (prin atomul de S), care este
un reziduu conservat al histidin amoniu-liazelor, si o molecula (pentru coordinarea Th) sau doua
(pentru coordinarea Tbp) de apa.

Au fost rulate calcule DFT pe doua tipuri de structuri continand Zn complexat (Th si Tbp),

incluzand toate gruparile relevante din situsul activ al HAL (componente ale MIO, His83,

Met382 si una sau doud molecule de apa). Calculele DFT arata ca reactia enzimei HAL ar trebui
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sa implice un complex tetraedric al zincului, deoarece doar complecsii de simetrie tetraedrica au
condus la structuri acceptabile (Tabelul 2). Optimizarile 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 apa. Comparand complexul de
Zn tetraedric (Figura 10c) cu cel gisit in Adamalysin II' cu aranjamentul posibil al
intermediarului covalent substrat-MIO obtinut printr-o analiza conformationala a situsului activ

fara Zn (Figura 10a) se observa o asemanare pronuntata intre aranjarile spatiale ale structurii.

Tabelul 2 Lungimi de legatura si energii pentru modelele complexului Zn-ligand,

calculate prin metode DFT.
Hisf3

H
M
Malis2
‘,‘;ﬁg_ﬁ
,*%ri'";N‘—‘—"a
-0 2, H FMID
4
HISL %Hz
o] I""_':HSL
H
Model Energii relative Distante (A)°
(kcal/mol)* Zn-Nyjse3 Zn-NyigL Zn-Opon Zn-Syeiso
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) 198(1.96)  2.03(2.02)  2.07(2.05)  2.44(2.51)

* obtinute prin calcule SP la nivelul QM/QM B3LYP/6-311+G(d,p):B3LYP/6-31G(d) dupa optimizarea
structurilor la nivelul B3LYP/6-31G(d,p); valorile in paranteze sunt obtinute din calcule SP QM/QM
B3LYP/6-311+G(d,p):B3LYP/6-31G(d) dupa optimizari la nivel B3LYP/6-31G. ° Lungimi de legatura in
complecsi de Zn optimizati la nivelul B3LYP/6-31G(d,p); valorile in paranteze sunt obtinute prin optimizari
cu B3LYP/6-31G.

Suprapunerea complexului cu zinc tetraedric si a structuriit HAL fara liganzi (Figura 10c) a
aratat ca atomul N;al gruparii imidazol de pe ligand este implicat in coordinarea la zinc, iar
atomul de hidrogen din pozitia N; ar fi la o distanta corespunzatoare unei legaturi de hidrogen cu
Glu414 (Figura 10a si Figura 10c¢). Legarea ligandului prin coordinarea ciclului imidazolic al
gruparii His83 la zinc si printr-o legatura de hidrogen prin intermediul Glu414 este in acord cu
datele obtinute in urma mutatiilor, indicand ca mutatiile Glu414Ala (keat/kcat-mu= 20930) si ale
His83Leu (kea/keamu= 18000)*° au efectul cel mai insemnat asupra catalizei. De asemenea, acest
mod de legare al substratului explica si specificitatea foarte ridicatd a enzimei HAL (in afara de

11,44

L-histidina, doar L-4-fluorohistidina® si L-4-nitrohistidina'"** sunt acceptate ca si substrat™).
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Toate rezultatele obtinute pana in momentul de fatd au sugerat ca baza enzimatica care
extrage atomul de hidrogen din pozitia pro-(S) B in cursul reactiei HAL este Tyr53. Acest lucru a
fost indicat de distanta dintre atomul de oxigen al Tyr53 si hidrogenul din pozitia pro-(S) B din
complexul de zinc, de 1.99A (Figura 10c¢). Pentru a estima aciditatea acestui atom 1in
conformatiile permise ale situsului catalitic inchis al HAL, s-au calculat sarcinile Miilliken ale
atomilor de hidrogen din pozitia 3 a L-histidinei, L-4-nitrohistidinei si a modelelor partiale pentru
intermediari fard Zn sau continand centrul metalic N-MIO coordinat (Tabelul 3). Pentru ca este
cunoscut faptul ca gruparea nitro determina cresterea acidititii atomului de hidrogen din pozitia
pro-(S) P a L-4-nitrohistidinei,* si este un substrat acceptat chiar si de mutatii ale HAL fara

gruparea MIO, a fost inclusa si analiza L-4-nitrohistidinei.

Tabelul 3 Sarcini atomice Miilliken ale atomului de hidrogen din pozitia
pro-(S) B a L-histidinei, si L-4-nitrohistidinei zwitterionice, intr-un model
partial al intermediarului N-MIO si in modele ale complecsilor cu Zn.

Linie Structura® Hg Hz
1 N-MIO (model partial) 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)

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

Sarcinile Miilliken calculate pentru hidrogenul din pozitia pro-(S) p a geometriilor
optimizate ale L-histidinei, L-4-nitrohistidinei (forma N) si modelelor complecsilor cu Zn
(Table 3) aratd ca aciditatea atomului de hidrogen este semnificativ mai pronuntata in cazul L-4-
nitrohistidinei (linia 3) decat al L-histidinei (linia 2) sau al modelului N-MIO fara Zn (linia 1).
Atomii de hidrogen cu sarcina cea mai pronuntata au fost gasiti pentru modelele complecsilor cu
Zn (liniile 4-7).

Aceste rezultate sugereaza ca formarea unui complex intermediar cu Zn in cursul reactiei
HAL ar contribui nu doar la legarea specifica a substratului, dar si la accentuarea reactivitatii

sale.
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Concluzii

I. Structura modificatd, inchisd a PAL (construitd prin modelarea, pe baza structurii RsTAL, a
buclelor 83-141, 321-351 contindnd Tyr53 esential) a prezentat mai putine deviatii a

conformatiilor lanturilor laterale in plotul Ramachandran decat structura experimental.

I1. Rezultatele obtinute in urma dockingului liganzilor si in urma analizei conformationale a
fenilalaninei legata covalent de gruparea prostetici MIO a reactiei PAL 1intr-o portiune
importanta a fenilalaninei amoniu-liazei (PcPAL) din Petroselinum crispum, prezentand situsul
catalitic In forma inchis, arata ca reactia catalizatd de PAL decurge via intermediarul N-MIO in
care ligandul L-fenilalanina este legat covalent de gruparea prostetica MIO prin atomul de azot

(N-MIO).

III. Structurile cristaline determinate pentru HAL, PAL, TAL, respectiv compararea secventelor
de amino acizi din situsul catalitic al enzimelor contindind MIO, au indicat cd in afara de
gruparea electrofila prostetica MIO, doi amino acizi Tyr, Arg si doi amino acizi Asn (cu exceptia

HAL, 1n care un amino acid Asn este diferit) apartin de aranjamentul enzimelor-MIO cunoscute.

IV. Structura noud partial modificata 1B8F,,; HAL bazata pe TAL este un model mult mai
sigur. Acest model HAL a aratat ca amino acidul Tyr53 important din punct de vedere catalitic
este localizat 1n situsul catalitic Intr-o pozitie Tnalt izosterica. Structura noud a PpHAL poate fi
considerata ca fiind un model mai util al formei active a enzimei decat structurile experimentale

HAL existente.

V. Studiul prezent arata totodata ca structurile experimentale determinate pentru histidin amoniu-
liaza din Pseudomonas putida (PpPHAL) contine bucla Tyr53 in conformatie partial deschisa.
Structura modificata, inchisa 1GKM,,,s HAL (construitd prin modelarea buclei 39-80 Tyr53
bazata pe structura AvPAL) a prezentat mai putine deviatii ale conformatiilor lanturilor laterale

in plotul Ramachandran decat structura experimentala.

VI. Investigarea valorilor de distanta intre hidrogenul pro-(S) P aflat la C, a ligandului si atomii

de oxigen ai bazelor enzimatice posibile Tyr53, Ty280 si Glu414 din apropiere, in conformatiile
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calculate ale celor trei structuri propuse [N—MIO, (R,S)-FC, (S,5)-FC] a intermediarului de
reactie legat covalent in situsul catalitic al HAL, a aratat ca reactia poate avea loc via structura
intermediarului N—-MIO, care a permis ca Tyr53 sa fie destul de aproape de hidrogenul pro-(S) .
Aceastd concluzie a fost sustinuta totodata si de catre rezultatele obtinute In urma dockingului

(E)-urocanatului.

VIL. Calculele DFT utilizate la investigarea rolului ionului de Zn*" in reactia catalizatd de HAL,
folosind un model partial al intermediarului N—MIO, au indicat formarea unui complex tetraedric
cu ion de Zn®" citre care coordineazi inelul imidazolic al ligandului si al His83, amino acidul
Met382 al enzimei si o molecula de apa. Formarea unui astfel de complex de Zn poate explica
specificitatea substratului in cazul HAL. Calculele DFT au prezentat totodata ca formarea unui
complex de Zn contribuie la cresterea reactivitatii hidrogenului pro-(S) B in intermediarul

N—-MIO.

VIII. Buna concordanta dintre structura obtinuta si cea experimentald a confirmat cd metoda de
docking poate da informatii asupra interactiunii substratului/produsului cu enzima, dar
rezultatele optimizdrii geometrice a L-histidinei/acidului (E)-urocanic coincid cu datele
experimentale gasite pentru liganzii aflati in structurile cristaline ale altor amoniu-liaze. Aceleasi
interactii apar in cazul substratului L-histidind impreund cu o altd interactiune, cea dintre

gruparea amino si partea metilenica a gruparii MIO.
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