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RESUMO
Paiva, F.C.R. De. Estudos estruturais de enzimas envolvidas com ciclizagbes em vias de
biossintese de antibidticos. [tese (Doutorado em Microbiologia)] - Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2020.
Os produtos naturais sdo uma fonte de compostos bioativos utilizados pelo homem para o
tratamento de diversas doencas. Apesar do campo da quimica biologica ter avancado
consideravelmente no entendimento de como a natureza produz varios desses compostos, ainda
h& muitos eventos pouco compreendidos. Atualmente esse campo de pesquisa tem ganhado a
atencdo da comunidade cientifica devido ao crescente interesse no entendimento das enzimas
relacionadas com a biossintese de produtos naturais e, também, devido a sua aplicabilidade em
programas de biologia sintética para a producdo de novos compostos. A formacao de anéis
heterociclicos em produtos naturais € um dos eventos em que 0s mecanismos moleculares ndo
sdo claramente conhecidos. O objetivo deste trabalho € caracterizar estruturalmente diferentes
enzimas responsaveis pela biossintese de anéis heterociclicos por cristalografia de raios-X. Um
aspecto interessante e Unico da biossintese de poliéteres iondforos é a formacdo de anéis centrais
aparentemente formados por um mecanismo utilizando Diels-alderases. Ja para os anéis
benzoxazois, uma ligase dependente de ATP e uma amidohidrolase parecem estar envolvidas
na formacdo do anel. A enzima AjiAl que participa na formacdo de um anel benzoxazol e as
proteinas ciclases Tmn9 e Tsnl15 responsaveis pela formacao de anéis em poliéteres ionoforos
tetronatos sdo estudadas neste trabalho. As analises estruturais da enzima AjiAl indicam que
essa enzima possui um conjunto de movimentos completamente novo durante o ciclo catalitico
nos membros das AFEs (Adenylate-Forming Enzymes). A alternancia de dominio ndo deve
ocorrer nessa enzima, ja que ela apresenta um evento de troca de dominio envolvendo uma alca
C-terminal longa (loop swapping) que restringe o dominio C-terminal e blogueia a enzima em
uma Unica conformagéo. A estrutura de Tsn15 em complexo com seu intermediario de reagéo
e a estrutura da enzima Tmn9 em complexo com seu cofator FAD foram determinadas. Tsn15
e Tmn9 sdo estruturalmente homdlogas as ciclases conhecidas como Diels-alderases. Apesar
das reacdes Diels-Alder ocorrerem espontaneamente em agua, nossos estudos evidenciam que
a presenca da enzima favorece a ocorréncia da ciclizagdo, permitindo que o substrato adquira
uma posicao favoravel para a ocorréncia da reacdo. A descricdo dessas enzimas e as anélises
realizadas neste trabalho representam um avanco significativo no entendimento da biossintese
de diferentes produtos naturais.
Palavras-chave: Cristalografia de raios X. Produtos naturais. Antibioticos. Ligase dependente
de ATP. Diels-alderases.



ABSTRACT

Paiva, F.C.R. De. Structural studies of enzymes involved with cyclizations in antibiotic
biosynthesis pathways. [thesis (Ph. D. thesis in Microbiology)] - Institute of Biomedical
Sciences, University of S&o Paulo, Sdo Paulo, 2020.

Natural products are a source of bioactive compounds used by men to treat various diseases.
Although the field of biological chemistry has advanced considerably in the understanding of
how nature produces several of these compounds, there are still many events not sufficiently
understood. Currently, this research area has gained the attention of the scientific community
due to the growing interest in understanding the enzymes involved in the biosynthesis of natural
products and, also, due to its applicability in synthetic biology programs aiming at the
production of new compound derivatives. The formation of heterocyclic rings in natural
products is one of the events in which the molecular mechanisms are not clearly known. The
objective of this work was to structurally characterize different enzymes involved in the
biosynthesis of natural products heterocyclic rings through protein X-ray crystallography. An
interesting and unique aspect of ionophore polyether biosynthesis is the formation of central
rings which are catalyzed by Diels-alderases. For benzoxazole antibiotics, an ATP-dependent
ligase and an amidohydrolase appear to be involved in the formation of the ring. The enzyme
AjiAl that participates in the formation of a benzoxazole ring and the cyclases Tmn9 and Tsn15
that are responsible for the formation of a pyran and a cyclohexane rings in tetronate containing
ionophore polyethers are studied in this work. Structural analyzes of AjiAl indicate that this
enzyme has a completely new set of movements during the catalytic cycle, which is different
from the other AFE family members (Adenylate-Forming Enzymes). Domain alternation
should not occur in this enzyme, in contrast to the other members of this family, and instead,
AjiAl has a domain change event involving a long C-terminal loop (loop swapping) that
restricts the C-terminal domain and blocks the enzyme in a single conformation. The structure
of Tsn15 in complex with its reaction intermediate and the structure of the enzyme Tmn9 in
complex with FAD coenzyme were determined. Both Tsnl5 and Tmn9 are structurally
homolog to cyclases known as Diels-alderases. Although the Diels-Alder reactions occur
spontaneously in water, our studies propose that the presence of the enzyme favors the
cyclization since the substrate can acquire a favorable position in the protein lumen for the
reaction to occur. The description of these enzymes and the analyzes carried out in this work
represent a significant advance in the understanding of the biosynthesis of different natural
products.

Key words: X-ray crystallography. Natural products. Antibiotics. ATP-dependent ligase.

Diels-alderases.
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1 INTRODUCAO
1.1 Descoberta e desenvolvimento de farmacos

Os compostos naturais sdo geralmente derivados do metabolismo secundario de
microrganismos e plantas e evoluiram na natureza em resposta as pressdes seletivas e aos
desafios do ambiente natural. Dessa forma, a natureza tem continuamente executado sua
propria versao de quimica combinatéria por mais de trés bilhdes de anos, quando se acredita
que ocorreu 0 surgimento das bactérias na Terra. Os metabolitos gerados pela sintese
combinatdria da natureza sdo representados por uma grande variedade de estruturas exoticas
ricas em estereoquimica e anéis concatenados (1).

Historicamente, 0S produtos naturais ttm sido fonte de
muitas substancias de uso medicinal. Produtos derivados de plantas dominaram a farmacopeia
humana por milhares de anos. Em 1928, a penicilina foi descoberta por Alexander Fleming,
acrescentando 0s microrganismos como importantes fontes de novos medicamentos. O papel
dos produtos naturais na descoberta de novos farmacos foi diminuido com a descoberta de
novas fontes de compostos bioativos, como: a sintese organica guiada pela estrutura-atividade,
a sintese combinatoria e pela quimica computacional/modelagem molecular (in silico). Os
avancos da quimica, farmacologia e biologia molecular a partir de meados do século XX
diminuiram sensivelmente o interesse em produtos naturais entre os anos de 1984 e 2003, o
que se traduziu em um menor volume de investimentos da industria farmacéutica nesse setor.
Gradativamente os produtos sintéticos ganharam posicdo de destaque no arsenal terapéutico.
Entretanto, diminuiu também, nos Gltimos anos, 0 nimero de novos farmacos lancados no
mercado, principalmente aqueles que sdo totalmente sintéticos e, assim, pOde-se observar
um ressurgimento no interesse por produtos naturais como fonte de novas substancias
bioativas. Os avancos nas técnicas de separacdo, purificacdo e identificacdo de misturas
complexas de produtos e a diversidade estrutural presente na natureza sdo os fatores
responsaveis por esse renovado interesse (2-4).

Dentre 0s microrganismos, 0s actinomicetos representam um grupo diversificado de
bactérias filamentosas gram-positivas caracterizadas pelo alto conteudo de GC (guanina e
citosina) em seus genomas e por um ciclo de vida complexo envolvendo diferenciagédo
morfolégica. Os géneros Mycobacterium, Actinomyces, Nocardia, Streptomyces e
Micromonospora pertencem a esse grupo (5). Em particular, Streptomyces spp. produz uma
ampla gama de produtos naturais bioativos, aproximadamente 60 % dos antibi6ticos

conhecidos. Devido a complexidade dos produtos naturais, multiplos genes sdo frequentemente
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necessarios para a sua biossintese e esses genes sdo tipicamente reunidos em um agrupamento
génico biossintético (BGC — do inglés Biosynthetic gene cluster) (6-8).

Os produtos naturais provenientes de microrganismos podem ser biossintetizados por
megaenzimas denominadas policetideos sintases (PKSs) (9), peptideos sintases néo
ribossomais (NRPSs) (10) ou outros mecanismos como: peptideos ribossomais (RIPPs) (11),
vias biossintéticas que modificam precursores da via glicolitica (12) e vias que modificam o
acido corismico produzido pela via do acido chiquimico (13). Alguns produtos naturais sdo

também sintetizados pela combinagdo das vias PKSs e NRPSs (14).

1.2 Formacao de anéis heterociclicos em produtos naturais

Os anéis heterociclicos sdo componentes importantes de muitos produtos naturais
bioativos, sendo frequentemente necessarios para a bioatividade. Além disso, a presenca desses
anéis aumenta a complexidade estrutural desses compostos e confere rigidez conformacional e
estabilidade para a ligacdo ao alvo (15, 16). A distribuicdo eletrdnica e as propriedades
moleculares dos aneis heterociclicos contribuem ainda mais a sua versatilidade quimica, uma
vez que esses aneis podem interagir com eletrofilos ou nucledfilos, podem se comportar como
um &cido ou uma base e muitas vezes atuam como ligantes para coordenar complexos metalicos
(17, 18). A natureza evoluiu para fornecer uma ampla variedade de anéis heterociclicos por
meio de diversas vias biossintéticas e novas atividades enzimaticas continuam a ser descobertas
(19, 20). Os produtos naturais podem ter varios passos em suas biossinteses e suas estruturas
podem ser modificadas por diversas classes de enzimas.

Em policetideos e peptideos ha enzimas que introduzem, retiram, ou modificam grupos
quimicos em suas cadeias (21), como a adicao de grupos aminos, amidos, acetil, glicosideos
(22), a delecao de grupos hidroxilas, reducdes, oxidacdes (23) ou ainda a formacéo de anéis em
suas estruturas (24). As enzimas que catalisam essas reagdes, as denominadas enzimas alfaiates
do inglés tailoring enzymes, sdo de grande interesse da industria farmacéutica haja vista suas
aplicabilidades em biologia sintética e biossintese combinatorial. Elas podem auxiliar na
producdo de novos derivados de antibioticos que apresentem novos mecanismos de acéo,
aumento da eficiéncia biologica ou contornem mecanismos de resisténcia (21).

Os produtos naturais derivados do &cido corismico ou de intermediarios da via
glicolitica também apresentam varias enzimas que modificam seus precursores, levando a
producdo de moléculas incomuns. Precursores sdo fusionados entre si formando estruturas
complexas como o observado em antibioticos aminoglicosideos, derivados de glicose, (12) ou

no cloranfenicol, derivado do &cido corismico (25).
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As enzimas alfaiates e as enzimas que atuam na formac&o de diferentes tipos de anéis
pela fusdo de grupos ou cadeias laterais de aminoacidos tém cada vez mais despertado o
interesse de pesquisadores devido as suas peculiaridades e aos seus mecanismos ndo usuais de
catélise (26-28).

1.3 Poliéteres lonoforos

Uma das familias mais comuns entre os produtos naturais derivados de microrganismos
é a dos policetideos, que sdo diversos estruturalmente e apresentam um amplo repertorio de
atividades bioldgicas. Exemplos de policetideos sdo antibidticos como a eritromicina, a
penicilina, o imunossupressor tacrolimus (FK506), o antitumoral epotilona e os antibidticos de
uso veterinario evermectina, monensina e lasalocida (29). Esses dois ultimos compostos, a
monensina e a lasalocida, séo ainda pertencentes auma classe de produtos naturais denominada
poliéteres ionoforos.

Embora ndo se tenha no mercado nenhum poliéter utilizado para o tratamento
humano, seu uso ocorre como aditivo em racdes para ruminantes em alguns paises (30).
Poréem, esses compostos ja se mostraram ativos contra varias enfermidades humanas
apresentando propriedades bioativas: antitumorais, antituberculosas e antimalaricas, o que
remete a um crescente interesse por essa classe de moléculas (31-33).

Os poliéteres iondforos policiclicos sdo geralmente ramificados, polioxigenados e seus
éteres ciclicos tém afinidade por cations metalicos monovalentes ou divalentes. A ligacdo desses
cations metalicos dentro de uma matriz hidrofdbica causa o seu sequestro e evita assim sua
difusdo através da membrana. Dessa forma, os poliéteres ion6foros exercem sua atividade
biolégica pela destruicdo fisioldgica do gradiente de ions na membrana plasmatica das
células. Entre os antibidticos dessa classe estdo inclusos a lasalocida, a monensina, a
tetronomicina, a tetronasina, a nigericina e a salinomicina (34). Todos esses compostos tém suas
rotas biossintéticas determinadas (35, 36).

A biossintese dos poliéteres ion6foros policiclicos se inicia pela condensacdo de
moléculas derivadas de acetato, proprionato e butirato por uma PKS do tipo | e modificacdes
posteriores sao adicionadas por glicosiltransferases, O-metiltransferases, hidroxilases e dxido-
redutases (34).

Os antibidticos tetronomicina e tetronasina sao poliéteres ion6foros com estruturas
extremamente similares, porém as configuragdes de seus centros quirais sdo opostas (Figura
1).
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Figura 1. Estruturas quimicas da tetronomicina (a) e da tetronasina (b).

A natureza apresenta um evento evolutivo extremamente elegante para a biossintese
desses dois compostos em organismos diferentes, sendo eles S. longisporoflavus e
Streptomyces sp. NRRL 11266 para tetronasina e tetronomicina, respectivamente. Assim, a
biossintese desses compostos tem reacdes que envolvem reconhecimento por

estereoespecificidade (37).

1.3.1 Diels-alderases em poliéteres ion6foros tetronatos

O acido tetrdnico (um anel de 5 membros) pode estar presente em diversos produtos naturais
como alcaloides, terpenos, macrolideos e taninos. Os produtos naturais que apresentam este
grupo funcional sdo chamados de tetronatos (38). O &cido tetronico pertence a classe dos 4-
hidroxibutenolideos, que sdo caracterizados por um anel 4-hidroxi-2(5H)-furano e pode ser
encontrado em poliéteres como a tetronomicina e a tetronasina (39). Os tetronatos sao uma classe
diversa e interessante de produtos naturais com potencial clinico (39, 40), apresentando uma
grande diversidade de atividades bioldgicas, como a inibicdo da replicacdo do HIV (41) e a
inibicdo do crescimento de células tumorais (39).

Os tetronatos podem ser divididos em dois grupos: tetronatos lineares e espirotetronatos. Os
tetronatos lineares apresentam uma unidade de acido tetrdnico ligado a um policetideo linear ou
a um esqueleto de acido graxo. Em contraste, os espirotetronatos sdo caracterizados por ter a
fracéo de &cido tetrénico em ligacéo espiro com um anel ciclo-hexeno. Os espirotetronatos tém
atraido a atencdo de pesquisadores devido a formacdo da unidade espirotetronato que é
provavelmente formada através de uma cicloadicdo [4 + 2] intramolecular ou reacdo Diels-
Alder. A reacdo de Diels-Alder é uma reacdo quimica entre um dieno conjugado e um alceno
substituido, comumente denominado dienofilo, que sob acdo de calor forma um derivado de

ciclohexeno substituido (42). Nos espirotetronatos, um duplo exociclico presente no anel
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tetronato sofre a cicloadicdo [4 + 2] com o dieno terminal do policetideo linear. A presenca de
uma reacdo Diels-Alder biossinteticamente imprescindivel sugere que uma enzima possa ser
necessaria para realiza-la, uma proposta amplamente discutida (39, 43-46).

Apesar de seu uso generalizado na quimica organica sintética, ndo é claro se enzimas
evoluiram para catalisar as reacfes de Diels-Alder. Vérias enzimas Diels-alderases foram
descritas, SpnF da via biossintética da spinosina (26), LovB da via de biossintese da lovastatina
(47) e SPS da via biossintética de solanopirona (48), por exemplo. Porém, essas reaces também
podem ocorrer espontaneamente e as enzimas que as catalisam frequentemente tém outras
funcdes distintas, tornando pouco claro se a cicliza¢do € a funcao evolutiva dessas enzimas ou
uma atividade secundaria.

A primeira via para a qual a formacéo de espirotetronatos foi demonstrada in vitro com uma
enzima que catalisa uma cicloadicao [4 + 2] foi a via de biossintese de versipelostatina (Figura
2).

Versipelostatina
Streptomyces versipellis 4083-SVS6

Figura 2. Estrutura da versipelostatina de Streptomyces versipellis 4083-SVS6.

A versipelostatina € um espirotetronato produzido por uma PKS modular de tipo | em
Streptomyces versipellis 4083-SVS6. Ela regula a transcricdo do gene que codifica a proteina
Grp78, uma chaperona reticulo endoplasmatica envolvida em doengas como Alzheimer e
Parkinson (49). Dentro do BGC para versipelostatina, uma proteina pequena de 142
aminodcidos, a VstJ, foi identificada como responsavel por catalisar a reacdo de Diels-Alder
entre a ligacdo dupla exociclica do tetronato e o terminal 1,3-dieno do policetideo intermediario
(50) (Figura 3).
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Figura 3. Formacao de espirotetronato catalisada por enzima da biossintese de versipelostatina.

A identificagdo de VstJ como uma Diels-alderase formadora de espirotetronatos permitiu

gue os genomas de outras Actinobactérias produtoras de espirotetronatos fossem pesquisados

para identificar proteinas homologas. Um resultado interessante dessa pesquisa por homologia

foi a descoberta de que Tmn8 e Tsnl5, enzimas de funcdo desconhecida dentro dos clusters

génicos da biossintese de tetronomicina (Tmn) e tetronasina (Tsn), respectivamente, sdo

homologas a VstJ (50). Tmn e Tsn sdo antibioticos poliéteres ionoforos tetronatos produzidos

por enzimas PKS de Tipo I (37, 51).

A presenca de duas ciclases presentes nos conjuntos de genes de tetronomicina, Tmn8 e

Tmn9, e de tetronasina, Tsnll e Tsnl5, sugere que a formagdo desses anéis é catalisada por

esses homologos de ciclase (Figura 4). Entender como isso ocorre nos niveis mecanisticos e

estrutural se faz de suma importancia dentro da bioguimica de produtos naturais microbianos.
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Figura 4. Clusters génicos da tetronomicina e da tetronasina.

1.4 Benzoxazo0is

A natureza ainda apresenta outras estratégias para a formacéo de outros anéis, como por

exemplo, a biossintese de compostos com anéis benzoxazois. A familia de compostos

benzoxazois inclui produtos naturais com atividade antileishmania como o A33853 (52),

antitumoral como o Nataxazol (53), atividade ionoférica como a Calcimicina (54),
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antimicrobiana como a Caboxamicina (55) e citotdxica como UK-1 (56) e AJI9561 (57)
produzidos por Streptomyces sp. A fracdo caracteristica dessa familia de compostos é um anel
oxazol heterociclico fundido com um anel benzeno que forma o motivo benzoxazol.

O composto A33853, isolado do Streptomyces sp. NRRL 12068, mostra uma excelente
bioatividade contra leishmaniose e é um benzoxazol formado por duas moléculas de acido 3-
hidroxiantranilico (3-HAA) e uma unidade de acido 3-hidroxipicolinico (3-HPA) derivado do
corismato (58). A determinacao do cluster génico para esse composto bioativo mostra que na
sua biossintese ha a participacao de uma série de enzimas pouco usuais (52). Uma coenzima-A
ligase (BomJ) dependente de ATP e uma amidohidrolase (BomN) parecem estar envolvidas na
montagem do anel benzoxazol. BomJ catalisa uma adenilacdo dependente de ATP de um
substrato de carboxilato na sua forma tiolada correspondente. A ativacdo do grupo carboxilico
do precursor para a formacdo subsequente da ligacdo amida ocorre através de um ataque
nucleofilico direto do grupo amino de um 3-HAA para o grupo acila de outro 3-HAA ligado a
AMP. BomJ parece pertencer a superfamilia das AFE (Adenylate-Forming Enzymes) por conter
um motivo de ligacdo de AMP conservado (59). Uma andlise preliminar utilizando a sequéncia
da BomJ revela que ela apresenta uma identidade de aproximadamente 27 % com CoAs ligases.
BomN catalisa a reacdo de heterociclizacdo do anel de benzoxazol por um mecanismo catalitico
ainda ndo conhecido.

O composto AJI9561 (Figura 5) é estabelecido como um derivado do agente antitumoral

UK-1, que exibe atividade citotoxica (57).

oy ET
&b

AJI9561

Figura 5. a) Anel benzoxazol; b) Estrutura de AJI9561, um composto benzoxazol.

AJI9561 contém um esqueleto composto por duas moléculas de acido 3-hidroxiantranilico
(3-HAA) e uma unidade de &cido 6-metilsalicilico (6-MSA) (60). Embora o BGC desse
composto ainda ndo tenha sido publicado, este foi identificado pelo grupo do Prof. Peter
Leadlay, Universidade de Cambridge-UK, e a sequéncia génica para ajiAl e altamente similar
ao gene bomJ.
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Devido a ampla gama de atividades bioldgicas, 0s benzoxazois constituem uma importante
classe de compostos terapéuticos e biotecnoldgicos e chamam a atencdo dos quimicos para a
sintese de novos derivados. No entanto, a biossintese de compostos benzoxazois ainda néo foi

explorada em detalhes (60), bem como sua producao por actinomicetos.

1.5 Métodos para o estudo da estrutura de uma proteina

O estudo dos genes e enzimas responsaveis pela biossintese de produtos naturais foi
bastante facilitada pelos recentes avancos nos métodos para a determinacdo da estrutura
tridimensional de uma proteina. A informacdo estrutural € essencial para entender como as
moléculas bioldgicas funcionam e fornece conhecimento para a obtengdo de novos
medicamentos.

A cristalografia de raios-X é uma ciéncia dedicada ao estudo da estrutura molecular e
cristalina, bem como das relagdes entre essa estrutura e suas propriedades. Embora a estrutura
3D de macromoléculas pode ser obtida através de diversos métodos experimentais, tais como a
ressonancia magnética nuclear (RMN) e a criomicroscopia eletronica, a cristalografia de raios-
X ocupa papel de destaque nesse processo, visto que 90 % das macromoléculas depositadas no
PDB (Protein Data Bank) tém sua estrutura 3D determinada pelo método de cristalografia de
raios-X (61).

Na cristalografia, o espacamento dos atomos em uma estrutura cristalina pode ser
determinado pela medida das fases e intensidades de pontos produzidos por um feixe de raios
X de certo comprimento de onda, depois que o feixe tenha sido difratado pelos elétrons dos
atomos de proteinas presentes no cristal. Um cristal arranja um nimero grande de moléculas na
mesma orientacdo, dessa maneira é esperado que as ondas espalhadas possam ser adicionadas
em fase aumentando o sinal a um nivel que possa ser medido. A combinacdo dos pontos difragdo
de diferentes imagens, mais a obtencdo da informacdo de sua fase (obtida por metodos
experimentais ou computacionais) utilizando uma transformada de Fourier permite a
construcdo de um mapa de densidade eletrdnica que esté relacionado com a posi¢do dos atomos
na rede cristalina (62).

A producéo de proteinas heter6logas em Escherichia coli tem facilitado a obtencao de
proteinas para caracterizacao bioquimica, producédo de anticorpos e determinacao da estrutura
tridimensional (63). Uma etapa fundamental para se alcancar sucesso na cristalizacdo é a
obtencdo do alvo molecular em quantidade e pureza suficiente para os estudos cristalograficos.
A concentracdo média utilizada para determinacdo das estruturas de proteinas depositadas no

PDB ¢ de 14 mg.mL™. No entanto, ha exemplos de estruturas cristalizadas entre 2 e 100 mg.mL"
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1. A producéo heterdloga da proteina tem como principais vantagens maior rendimento de
proteina, uso de organismos de baixo nivel de seguranca com meios de cultura bem
estabelecidos, maior facilidade na purificacdo e possibilidade de produzir diferentes
construcdes da proteina (61, 64).

A expressao de proteinas com cauda de histidina (His-tag) tem possibilitado a obtencao
de alto grau de pureza para ensaios cristalograficos, necessarios para a compreensao da estrutura
e funcédo da proteina alvo (65). A coluna utilizada HisTrap HP consiste em uma matriz sélida
de agarose contendo grupos quelantes imobilizados carregados com fons Ni%*, os quais se ligam
as histidinas expostas na superficie das proteinas. O imidazol € um composto semelhante ao
radical da histidina e atua como competidor nas interacdes com o niquel, favorecendo o
desligamento das proteinas da coluna. Ja a cromatografia por exclusdo molecular separa as
proteinas de acordo com o tamanho. A coluna é constituida por uma matriz de pequenas esferas
porosas empacotadas. Ao fazer passar a solucdo de proteinas pela matriz da coluna, as
moléculas pequenas entram nos poros das esferas demorando a atravessa-los, enquanto que as
moléculas grandes passam entre as esferas sendo separadas primeiro (62).

A cristalizacdo de macromoléculas baseia-se em um conjunto diverso de principios e
ndo ha uma teoria abrangente ou mesmo uma base de dados fundamentais para orientar 0s
esforgos experimentais. Como consequéncia, o crescimento do cristal macromolecular é em
grande parte de natureza empirica e exige paciéncia, perseveranca e intuicdo (66).

A obtencdo de cristais adequados para os experimentos de difracdo de raios-X €
fundamental para a determinag&o da estrutura tridimensional de macromoléculas. O fendmeno
de cristalizacdo ocorre quando a molécula em estudo precipita de modo lento e ordenado,
formando cristais. O processo ocorre em condi¢des controladas, incluindo uma solucéo
supersaturada da proteina de interesse, agentes precipitantes, condi¢cdes controladas de
temperatura, forca idnica e em pequenos intervalos de variacdo de pH. As propriedades da
proteina, como distribuicao de cargas na superficie, presenca de regides flexiveis e distribuicdo
de conformagdes tém impacto significativo no fenémeno de cristalizagdo. A técnica de Thermal
Shift (Thermofluor) para realizar a troca do tampdo da proteina para aquele que concede maior
estabilidade a molécula pode também ajudar no sucesso da cristalografia (67, 68).

Para 0 maior entendimento da funcdo de uma proteina, € preciso conhecer sua
flexibilidade e movimentos ao longo do tempo, agregando informacéao as imagens estaticas de
uma biomolécula obtidas por exemplo por cristalografia. Nas décadas de 70 e 80, a atividade
bioldgica das proteinas comecou a ser relacionada a sua dindmica molecular e ndo apenas a sua

estrutura (69). A dindmica molecular (DM) é definida pela IUPAC (International Union of Pure



32

and Applied Chemistry) como um procedimento de simulagéo que consiste na computagéo do
movimento dos atomos em uma molécula ou de 4&tomos individuais ou moléculas em sélidos,
liquidos e gases, de acordo com as leis de movimento de Newton. Essa técnica descreve,
portanto, a variacdo do comportamento molecular como fungéo do tempo. A DM faz parte dos
métodos denominados Classicos também chamados de métodos de mecénica molecular, em
oposicdo aos métodos baseados na mecéanica quantica. A maioria dos fenémenos bioldgicos,
como por exemplo a associacdo de substratos a enzimas, esta associada a flexibilidade de
biomoléculas. Considerando esses movimentos, a DM nos possibilita obter modelos de
moléculas muito mais proximos da realidade bioldgica (70).

Devido a complexidade dos sistemas bioldgicos, uma abordagem colaborativa e
multidisciplinar que se vale da complementariedade de técnicas se faz essencial para uma
compreensdo global desses sistemas. Simulacdes de DM podem fornecer simultaneamente
informacbes com alta resolucdo atémica e temporal de uma proteina em solugdo aquosa,
auxiliando na descoberta das relagdes entre estrutura, dinamica e funcdo. As técnicas de
simulacdes computacionais por DM sdo de uso comum nas ciéncias, sendo amplamente
discutidas na literatura (71-76). A técnica se baseia na determinacdo do movimento dos atomos
de um sistema de interesse a partir do conhecimento das configuragdes iniciais (posi¢oes), dos
potenciais de interacdo entre eles e das equagfes que regem o movimento. Além disso, a correta
representacdo do sistema em um determinado estado termodindmico exige uma série de
aproximag0es, tal como o uso de condigdes periodicas de contorno, somas de Ewald,
termostatos, entre outros (70, 75-79). As interacGes interatbmicas e intermoleculares sdo
representadas por potenciais efetivos classicos (campos de forga) entre atomos individuais (all-
atoms models) ou entre grupos especificos de a&tomos (united-atoms models ou Coarse-Grain
models) (71, 79). As interacOes entre pares atdbmicos nao diretamente ligados na molécula, bem
como entre atomos em moléculas distintas sdo descritas pela soma de potenciais de Lennard-
Jones e de Coulomb. Existem diversos campos de forca desenvolvidos especificamente para
proteinas, sendo OPLS (80, 81), GROMOS96 (82), CHARMM (83) e AMBER (84) 0s mais
utilizados. A partir das configurac@es iniciais de um modelo, o0 método de DM requer
velocidades iniciais para todos os atomos da caixa de simulacdo. Uma maneira de obter essas
velocidades é atribui-las de forma aleatéria a todos os atomos, por meio da distribuicdo de
Maxwell-Boltzmann em que a energia cinética do sistema é determinada de maneira
aproximada pela temperatura.

Ao final de uma simulacdo de DM s&o obtidos conjuntos de coordenadas e velocidades

que representam a evolugédo temporal do sistema nas condic¢des termodinadmicas selecionadas.
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A partir da média temporal de uma grandeza calculada ao longo de uma trajetdria é possivel
obter propriedades microscopicas e macroscépicas do sistema representativas de

comportamentos bioldgicos medidos experimentalmente (70).

1.6 Justificativa

Entre 1940 e 1970, quase todas as principais classes de antibidticos foram descobertas,
incluindo as tetraciclinas, os macrolideos e os aminoglicosideos (85, 86). No mesmo periodo, 0
nUmero de cepas resistentes a esses novos medicamentos também cresceu, devido a pressao de
selecdo dos antibioticos sobre os patdgenos. Os genes que conferem resisténcia a antibidticos
(genes de resisténcia) podem inclusive serem transferidos de uma cepa resistente para uma cepa
ndo resistente por um processo chamado transferéncia horizontal de genes (87). Inumeros
mecanismos de resisténcia a antibioticos em bactérias tém sido caracterizados (88). A pesquisa
por novas moléculas bioativas é de suma importancia, uma vez que varias doencas infecciosas
ndo sdo ainda controladas adequadamente pelos antibidticos existentes e o desenvolvimento de
patogenos resistentes exige a continua descoberta de novos farmacos.

A formagdo de anéis heterociclicos em compostos naturais & um evento bastante comum,
porém pouco compreendido e somente recentemente as bases bioquimicas e moleculares de sua
formacdo comecaram a ser reveladas. A maioria desses anéis sdo formados por reacGes
enzimaticas pouco usuais ou por enzimas gque apresentam novas funcdes. Cada vez mais ha
interesse em entender 0s mecanismos enzimaticos e/ou a estrutura das enzimas envolvidas na
biossintese das moléculas que possuem esses anéis, a fim de se manipular os passos na tentativa
de obtencgdo de compostos derivados, como demonstrado por Luhavaya et al., 2015 (28). Esses
estudos tém ganhado um forte interesse da comunidade cientifica da area de quimica biolégica
e grupos de pesquisa que estudam esses mecanismos tém produzido trabalhos de altissima
exceléncia na area (26-28, 41, 89). Do ponto de vista estrutural, essas enzimas apresentam baixa
similaridade com qualquer outra proteina que tenha sua estrutura resolvida, o que pode levar a
descoberta de novos tipos de enovelamento.

Assim sendo, realizar estudos estruturais a respeito dessas classes de moléculas € de grande
valor cientifico devido a possibilidade de se gerar resultados com alto impacto cientifico. Este
trabalho ndo s podera contribuir com aplicaces em biologia sintética na manipulagdo das vias
biossintéticas de produtos naturais, como também levou a determinacdo de estruturas
cristalograficas completamente novas que poderdo ser publicadas em revistas de alto impacto

cientifico.
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2 OBJETIVOS
Objetivo Geral:

Caracterizar estruturalmente diferentes enzimas responsaveis pela biossintese de anéis
heterociclicos em poliéteres iondforos policiclicos e benzoxazdis. Com este estudo, espera-se
obter informacg@es que contribuam para o entendimento de rea¢fes incomuns realizadas pela
natureza e que podem fornecer importantes insights para as areas de biologia sintética e

biossintese combinatorial.

Objetivos Especificos:

. Elucidar a estrutura tridimensional das enzimas: Tmn9 e Tsn15 da biossintese de
tetronomicina e tetronasina, respectivamente (responsaveis pela formacdo do anel central
desses poliéteres iondforos tetronatos) e da enzima AjiAl da biossintese do composto Aji9561
(responsavel pela formacdo do anel benzoxazol desse composto) que foi recentemente

identificada pelo nosso colaborador, o Prof. Peter Leadlay, Universidade de Cambridge-UK;

. Realizar analises de comparacao estrutural com homaologos e propor mecanismos de

catalise das enzimas: Tmn9, Tsn15 e AjiAl;
. Estabelecer a atividade enzimatica de AjiAl por meio de uma abordagem in vitro;
. Estudar a estrutura e a dindmica do sitio de ligagdo da enzima Tmn9

computacionalmente por meio de modelagem molecular multiescala (ancoragem e Dinamica

Molecular).



35

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Clonagem

Os genes das enzimas AjiAl, Tmn9 e Tsnl5 foram clonados em vetor de expressao
do tipo pET28a com cauda de histidina no N-terminal pelo grupo de Pesquisa do Prof. Peter

Leadlay da University of Cambridge-UK para expressdo recombinante em E. coli.

3.2 Producao de proteinas recombinantes

Transformagdes foram realizadas em células competentes por choque térmico,
inicialmente em E. coli DH50 para amplificacdo do plasmideo e posteriormente em cepas
de E. coli BL21(DE3) paraa expressao da proteina de interesse.

As ceélulas da cultura foram crescidas a 37 °C sob agitacdo de 200 rpm, sendo seu
crescimento monitorado em espectrofotdmetro até alcancar uma leitura de densidade Optica
(DOgno) de 0,6. Nesse momento, foi adicionado o indutor de expressdo IPTG (Isopropil B-D-1-
tiogalactopiranosideo) para uma concentracdo final de 1 mM. Apds a adicdo do indutor, 0s
cultivos foram mantidos a 18 °C por 18 horas. Ao final desse processo, 0s meios foram
centrifugados a 4500 rpm por 30 minutos para armazenamento do pellet a -20 °C. Foram

expressos 8 litros de meio LB de cada enzima.

3.3 Purificacéo

Para a purificacdo, o pellet foi descongelado e as células ressuspendidas em Tampédo A
(descrito a seguir), a fim de se homogeneizar a amostra. Em seguida foi adicionado 400 pL
do inibidor de protease PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonila) 10 mM para evitar a degradacao
proteolitica por proteases bacterianas, 400 uL de DNAse 1 mg.mL™* e 200 pL de lisozima 10
mg.mL?.  As células foram rompidas com auxilio de sonicador ultrassonico
(BransonSonifier) em 30 % de amplitude, com pulsacdo de 1 em 1 segundo, por 6 minutos e a
solucdo celular foi centrifugada por 60 minutos a 12000 rpm para a separacao das fases
soluvel e insoluvel.

As proteinas expressas com os vetores utilizados nesse trabalho possuem em seu amino-
terminal uma cauda de histidina que auxilia na purificacdo da proteina. Dessa forma, as
proteinas soluveis foram purificadas inicialmente através de cromatografia de afinidade ao
niquel em coluna HisTrap HP de 5 mL (GE Healthcare) e posteriormente por meio de
cromatografia de exclusdo molecular, ambas utilizando aparelho AKTA Purifier ou AKTA start
(GE Healthcare).
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Na cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC), a coluna foi
previamente equilibrada com o mesmo tampéo utilizado na lise das células (tampdo A — 500
mM Hepes pH 8,0, 300 mM NacCl, 10 % glicerol). Apos a aplicacédo da fracédo soluvel do lisado,
a coluna foi lavada com 10 volumes de coluna de tampéo A, ou até que nenhuma leitura de
absorbancia a 280 nm fosse observada. A eluigdo das proteinas que se ligaram a coluna foi
feita utilizando um gradiente de concentracdo crescente com o tampdo de lise contendo
imidazol 500 mM (tampéo B).

As fragcdes de proteina coletadas foram centrifugadas até um volume de 1-2 mL e
submetidas a uma nova etapa de purificagcdo por cromatografia de exclusdo molecular com a
utilizacdo das colunas HiLoad 16/60 Superdex 200 ou HiLoad 16/60 Superdex 75 (GE
Healthcare Life Sciences). Foi utilizado para essa purificacdo o tampao 50 mM Hepes pH 8,0
e 300 mM de NaCl. A coluna foi equilibrada com 1,2 volume de coluna de tampéo e eluida com
1 volume de coluna de tampdo apds a amostra ter sido injetada. Fra¢fes que continham as
proteinas de interesse foram unidas, concentradas e tiveram suas concentracGes dosadas
para, se possivel, serem submetidas a ensaios de cristalizacao.

Amostras recolhidas ao longo de todo o processo foram submetidas a analise por SDS-
PAGE.

3.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS - Analise da expressdo e purificagdo das
proteinas

A expressao das proteinas e o resultado da purificagdo foram analisados em geis de
SDS-PAGE 15 % corados com Coomassie Blue brilhante. O marcador de peso molecular
utilizado foi 0 Marcador molecular Precision Plus — 250 kD (BioRad).

3.5 Determinacédo da concentracéo proteica

As fracbes com a proteina de interesse foram concentradas em filtros de
ultracentrifugacdo AmiconUltra-15 (Millipore) e a dosagem das proteinas foi realizada em
Nanodrop® ou BioDrop ULITE (Analitica ou Biochrom). Os coeficientes de extin¢do para as
proteinas fusionadas ou ndo com a cauda de histidina foram obtidos atraves do programa
ProtParam (90), hospedado no servidor protedmico EXPASYy - Expert Protein Analysis System
(91). As proteinas purificadas foram armazenadas em aliquotas de 50 pL em temperatura de -
80 °C.
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3.6 Ensaios de cristalizacédo das proteinas

O sistema de sitting drop (gota sentada) foi utilizado para os testes de cristalizacdo com
0s screens padronizados e comercializados pela Jena Bioscience e Hamptom Research. Nessa
etapa foi utilizado um robd de cristalizagdo Oryx 4 (Douglas Instruments), presente em nosso
laboratorio (LBEA-Laboratério de Biologia Estrutural Aplicada), para a realizacdo de
scrennings utilizando varios kits de condicdes de cristalizagdo. Foram utilizadas placas de 96
pocos MRC2 (Swissci) onde foram depositados 30 pL de condi¢do em cada poc¢o e na gota 0,3
UL de condicdo mais 0,3 pL de proteina a uma concentragdo em torno de 10 mg.mL
dependendo da proteina em questéo.

Quando da obtencdo de cristais, esses foram otimizados variando-se parametros como
pH, concentracdo de proteinas ou precipitantes. A otimizacao foi realizada manualmente pelo
método de gota pendurada (hanging drop) em placas VDX de 24 pogos (Hampton Research).
As placas foram armazenadas a 18 °C.

A proteina Tmn9 foi enviada ao robolab (plataforma de cristalizacdo automatizada)
presente nas dependéncias do Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBIO-CNPEM) para
tentativa de cristalizagdo, uma vez que hits ndo surgiram nos testes de cristalizagéo feitos em

nosso laboratério.

Os cristais foram colhidos da gota de cristalizacdo e transferidos para uma solucao
crioprotetora contendo a solucéo de cristalizacdo e 30 % de glicerol (Tsn15 e Tmn9) ou 15 %
de etilenoglicol (AjiAl). Os cristais foram entdo congelados rapidamente em nitrogénio liquido

usando lagos de nailon para posterior coleta de dados.

Quando hits ndo foram obtidos ou visando melhorar a qualidade dos cristais, foram
feitas alteracdes no tampao no qual a proteina se encontrava ou ainda altera¢des na concentracao

da proteina.

3.7 Ensaio de Thermofluor

Com o proposito de buscar um tampao que estabilizasse as proteinas para aumentar a
probabilidade de cristalizacdo, realizou-se ensaios de Thermofluor. Os ensaios foram feitos no
aparelho CFX Connect™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad) em placa de PCR de
96 pocos (Bio-Rad). Foram adicionados em cada pogo 20 pL de tampdo (100 mM) contendo
ou ndo 150 mM de sal (NaCl ou KCI) ou 5 % glicerol, 5 uL de SYPRO Orange (5x), a proteina

a concentracdo final de 10 uM e &gua para completar o volume de 25 pL. A emissdo de
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fluorescéncia foi monitorada durante a variagdo da temperatura do sistema. As placas foram
aquecidas de 25 °C a 95 °C a uma taxa de calor de 0,5 °C.min%. A relacio de tampdes utilizados
foi retirada do artigo publicado por Reinhard et al, 2013 (92) e ligeiramente modificada pela

disponibilidade de reagentes de nosso laboratorio.

3.8 Coleta e processamento de dados de difracéo de raios-x

A coleta de dados de difracdo de raios-X foi realizada remotamente na linha Petra |11 do
laboratdrio DESY (Deutsche Elektronen-Synchrotron), Alemanha. O processamento dos dados
de difracdo de raios-X foi realizado usando o programa XDS (93). A preparagdo de figuras foi
realizada utilizando o programa PyMol Molecular Graphics System, Version 1.8 Schrodinger,
LLC (94) ou COOT (95).

Os cristais foram selecionados de acordo com caracteristicas que sdo esperadas para
obtencdo de um alto poder de difragdo, como tamanho e presenca de monocristais. O
processamento e a afericdo da qualidade geral dos dados de difracdo de raios-X foram
realizados usando os programas XDS (93), AIMLESS e SCALA (96) presentes no pacote de
programas do CCP4 (97).

3.9 Resolucéo e refinamento cristalogréafico

As estruturas foram resolvidas por substituicdo molecular utilizando o programa Molrep
presente no pacote de programas do CCP4 (97) e o programa Phaser do pacote de programas
Phenix (98). O refinamento cristalografico foi realizado utilizando o programa REFMAC (99,
100) e o Phenix-refine do pacote de programas Phenix (98). A inspecdo e a construcdo dos
modelos foram efetuadas por meio do programa Coot (95) utilizando mapas de densidade

eletrénica 2Fo-Fc, Fo-Fc e omit map.

3.10 Simulagdes de Dindmica Molecular

As simulagbes de Tmn9 foram baseadas na estrutura cristalina de 2,4 A descrita aqui
(PDB 6UI5). As coordenadas foram preparadas removendo primeiro a cadeia B. Os residuos
de histidina foram simulados como o tautdmero neutro de Ng, exceto His34 que foi considerada
como carregada. Outros residuos titulaveis foram simulados em seu estado de protonacéo
dominante em pH 7,4, exceto Asp284 que foi considerado como néo carregado. A protonagéo
foi verificada calculando-se o0 pKa dos grupos ionizaveis pelos servidores H ++ (101),
PROPKA (102) e Playmolecule (103). As 38 moléculas de agua contidas na estrutura
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cristalogréfica (aguas estruturais) foram mantidas. Os a&tomos de hidrogénio foram adicionados
pelo protocolo CHARMM-GUI (104, 105).

3.10.1 Configuracéao do sistema e parametros do campo de forcga

O sistema foi preparado usando o “Solution builder” da interface gréfica para geracao
de configuracdes de sistema de simulacdo molecular CHARMM-GUI (104, 105). As
simulacdes foram realizadas usando Gromacs (106), utilizando o campo de forca
CHARMM36m (107) para o modelo de proteina.

A Tmn9, incluindo o cofator FAD, foi solvatada com um sistema hidratado e equilibrado
usando a interface CHARMM-GUI (104, 105). Foram adicionados ions sddio e cloreto para
neutralizar o sistema e manter uma concentracdo fisiologica de sal de 0,15 M. A caixa
retangular de simulagio de 96x96x96 A% continha 99 fons sddio, 71 ions cloreto e cerca de
25000 moléculas de agua, num total de aproximadamente 85000 atomos.

Os parametros do FAD foram derivados dos parametros disponiveis para CHARMM
das moléculas FMN e ADP (108). Os parametros do substrato e do produto foram gerados com
o “CHARMM General Force Field” e algumas corre¢es foram adicionadas para garantir a
planaridade das ligagcdes duplas conjugadas (109, 110). O modelo TIP3P foi utilizado para
moléculas de agua (111, 112). Todas as simulagdes foram realizadas como um conjunto
isotérmico-isobarico a temperatura e pressao constantes de 310,15 K e 1 bar. A pressdo
constante foi mantida usando o algoritmo Parrinello-Rahman, com flutuacdo do pistdo pela
dindmica de Langevin (113, 114), e a temperatura constante foi mantida pelo algoritmo de
Nose-Hoover. O método PME (115) do inglés Particle Mesh Ewald, método do calculo do
potencial eletrostatico, foi utilizado para interacdes eletrostaticas de longo alcance. Para a
integracao das equacgdes de movimento foi utilizado o algoritmo Velocity-Verlet. O sistema foi
simulado sob condicBes de contorno periédicas e pequenas etapas iniciais de minimizagédo
foram realizadas para remover maus contatos. O sistema foi minimizado em 5000 etapas e
equilibrado por 25 ps com restrigdes de posicdo. ApOs essa etapa, outra equilibracdo sem
restricdes foi conduzida por 10 ns e, em seguida, o sistema foi simulado sem restri¢des por 500

ns em triplicata.

3.11 Docagem ou Ancoramento Molecular
Para estudar o modo de ligacdo e a dindmica do substrato e do produto, o Autodock
Vina (116) foi utilizado para gerar poses de ligacdo usando parametros de exaustividade de

pesquisa global de 40 e o nimero maximo de poses de saida = 9. O espaco de busca foi
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confinado a uma caixa de tamanho 25 A centralizada perto do atomo N5 do FAD (x = 20,94, y
=7,09, z = 229,20). O receptor foi tratado como um corpo rigido e preparado usando o software
Openbabel (117) para tipagem de atomos e atribuicdo de cargas. Foram utilizadas as cargas de
Gasteiger-Marsili (118).

Para tirar proveito da amostragem conformacional gerada durante as simulagdes de
500ns de Dindmica Molecular da Tmn9 mencionadas anteriormente, obtivemos dez
conformacdes representativas dos clusters gerados durante a dinamica. Os clusters foram
gerados comparando o RMSD das coordenadas de carbono alpha e a abertura do cap (dominio
intermediario), selecionando o representante de cada cluster. Portanto, aumentamos a
amostragem de conformacgfes, em contraste com uma estrutura Unica usada na maioria dos
estudos de docagem. Também foram utilizadas estruturas de homologos (6brdB, 5kox, 6¢7s,
5xgv) e a cadeia B de Tmn9 para aumentar nossa amostragem. As estruturas das proteinas
homologas selecionadas foram co-cristalizadas com RFP ou RFH. Os estados de protonacéo
dos receptores foram previstos usando o servidor Protoss (119).

As poses geradas pela docagem foram agrupadas através da criacdo de clusters e da
selecdo do representante de cada cluster para anélise posterior. As estruturas resultantes foram
agrupadas com base em sua orientacdo comparativamente com a orientacdo dos ligantes nas
estruturas homologas, se estavam ou nao enterradas na cavidade do sitio ativo e na proximidade
com o FAD. As poses representativas foram validadas com novas simulacdes de Dinamica
Molecular utilizando agora um sistema com a Tmn9, o cofator FAD e o ligante (substrato ou
produto). Foram usados 0s mesmos parametros descritos na se¢do 3.10 para essas simulagdes
adicionais.

Para validar o protocolo do docking, realizamos um re-docking da estrutura da
homologa Rox (PDB: 6BRD). A adequacao foi considerada pois o encaixe do ligante no sitio

ativo reproduzia a conformacao da estrutura cristalografica.

3.12 Ensaio enzimético

Ensaios enzimaticos foram realizados com a enzima AjiAl por um método
espectrofotométrico continuo acoplado usando o Kit de Ensaio de Pirofosfato EnzChek ™
(Molecular Probes). As misturas de reacdo iniciais continham 0,2 mM de MESG (2-amino-6-
mercapto-7-metilpurina ribonucleosideo), 1 U de nucleosideo purina fosforilase, 0,01 U de
pirofosfatase inorgénica, 10 mM ATP, tampédo de reacdo 20X e AjiAl (8 pM) em um volume
total de 100 pL. As reacdes foram incubadas a 25 ° C por 10 min e depois iniciadas pela adicéo

do substrato em varias concentracdes. O aumento da absorbancia a 360 nm resultante da
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liberacdo fosforolitica da base de purina (2-amino-6-mercapto-7-metilpurina) do MESG foi
monitorado durante um periodo de 15 min. Os parametros cinéticos Km e Vmax foram
calculados ajustando as taxas iniciais a um modelo hiperbolico de regressao néo linear sob a
premissa de uma cinética de Michaelis-Menten, utilizando o software GraphPad Prism 5.01.
Para todas as medicdes, foram realizados trés experimentos independentes, cada um em

triplicata.
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4 CAPITULO I - FORMACAO DE ANEIS BENZOXAZOIS

Objetivo geral:

- Determinacdo e analise estrutural da proteina AjiAl da biossintese do composto Aji9561

Este capitulo gerou o artigo “Crystal structure of AjiAl shows a novel structural motion
mechanism into the adenylate forming enzyme family.” Submetido em junho de 2020 para

publicacdo na revista Acta Crystallographica Section D.

Autores: Fernanda C. R. de Paiva, Karen Chan, Markiyan Samborskyy, Ariel M. Silber, Peter
F. Leadlay, Marcio V. B. Dias.
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A biossintese dos antibidticos benzoxazois envolve duas reagdes catalisadas por duas
enzimas distintas, sendo uma ligase dependente de ATP, um membro das enzimas formadoras

de adenilato e uma amidohidrolase (Figura 6).

S - V. s
T e é[

Acido 3-hidroxiantranilico (3-HAA)

Dimero de 3-HAA Dimero 3-HAA-oxazol

AjiA1: Ligase dependente de ATP
AjiH: Amidohidrolase

Figura 6. Reac0Oes catalisadas por AjiAl (duas semirreacdes) e pela amidohidrolase AjiH. A
AjiAl conduz uma ativagédo dependente de ATP e a dimerizacdo do 3-HAA e a amidohidrolase
AjiH realiza o fechamento do anel oxazol que produz o anel benzoxazol.

A reacdo de adenilacdo catalisada pelas enzimas formadoras de adenilato (AFES) é
onipresente e desempenha papéis metabolicos ou catabdlicos cruciais em todos 0s organismos,
incluindo o metabolismo de &cidos graxos (120), detoxificacbes (121), bioluminescéncia (122-
124), biossintese de aminoacidos e proteinas (125) e biossintese de produtos naturais (52, 126-
129). AFEs sdo um grupo diverso de enzimas dividido em trés classes principais: classe I, que
inclui o dominio de adenilacdo de NRPS (Subclasse la), sintilases de Acila ou arila-CoA
(subclasse Ib) e oxidoreductases ou luciferases de vaga-lume (subclasse Ic). VVarios membros
das AFEs da classe I, como PaaK1 e PaaK2, envolvidos na degradacdo do acido fenilacético
em Burkholderia cenocepacia (130) e 2-HIBA-CoA ligase (HCL) em Aguincola
tertiaricarbonis, envolvendo a degradacdo do eter metil terc-butilico (MTBE) (131) nédo séo
adequados para esta classificacdo e sdo considerados membros de um novo subgrupo de AFES
da classe I; Classe Il, que inclui um nidmero de aminoacil-tRNA sintetases; e classe Ill, que
inclui sintetases de siderdforos independentes de NRPS (NIS) (132, 133). No entanto, varios
membros das AFEs ndo estdo incluidos nessa superfamilia e sdo descritos apenas como tendo
uma reacdo de adenilacdo semelhante (124) como a pimeloil-CoA sintase BioW, que possui um
enovelamento completamente diferente e deve pertencer a uma nova classe de enzimas (134).

Embora os membros das AFEs tenham divergéncias em caracteristicas e fungoes
estruturais, todos catalisam a mesma transformacao bioquimica geral (133, 135). As AFEs

geralmente catalisam sua reacdo em duas etapas: ocorre primeiramente a ativacdo dependente
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de ATP de substratos de &cido carboxilico, como intermediarios reativos de acila adenilato
(acila-AMP), seguidos pela ligacdo da enzima a uma molécula aceitadora e a transferéncia
consecutiva do adenilato de acila a um atomo de oxigénio, enxofre ou nitrogénio nucleofilico
que gera produtos éster, tioéster e amida (133, 135, 136)

Nas AFEs da classe I, mecanicamente, a ativagdo dependente de ATP é via acila-CoA
sintetases e a segunda reacdo parcial geralmente forma um tioéster. Estruturalmente, o sitio
ativo é formado pela interface entre dois dominios, conectados por uma dobradica flexivel, um
linker (132, 133). Para realizar a reacdo de adenilacdo, é relatado que os membros dessa classe
de AFEs sofrem extensas alteracbes conformacionais durante a segunda metade da reacdo
(135). Geralmente, essas enzimas usam uma rotacdo de dominio para apresentar faces opostas
do dominio C-terminal dindmico para as reacdes no sitio ativo (124). Portanto, duas distintas
conformacdes sdo observadas nas AFEs, nas quais a orientacdo do dominio C-terminal difere
uma da outra em cerca de 140° e cada conformacdo esta envolvida em cada semirreacdo. Assim,
apesar do papel catalitico, o dominio C-terminal estd envolvido na formacdo das duas
arquiteturas diferentes de sitio ativo para a ocorréncia das duas etapas da rea¢do, um fenébmeno
chamado alternancia de dominio (124, 137, 138).

Embora as AFEs desempenhem um papel crucial na biossintese de produtos naturais,
particularmente peptideos ndo-ribossémicos de NRPSs, que requerem um dominio de
adenilacdo durante a incorporacdo e extensao da cadeia peptidica, recentemente, varias AFEs
independentes de NRPS com baixa semelhanca de sequéncia com o Fenilacetato CoA-Ligases,
como PaaKl e HCL, foram identificadas na biossintese de varios produtos naturais,
particularmente benzoxazois, incluindo Nataxazol (60), Caboxamicina (139), A33853 (52) e
AJI9561 (cluster génico ndo publicado). Os clusters génicos para produtos naturais contendo
oxazol indicam a participacdo de uma série de enzimas incomuns e as rotas biossintéticas para
essa classe estruturalmente Gnica de produtos naturais eram pouco exploradas até recentemente.
A condensac¢do de moléculas e uma reacdo de acetalizagdo tém sido propostas como essenciais
para a geracdo dos anéis benzoxazol. Na calcimicina, demonstrou-se que o acido 3-hidroxi-
antranilico (3-HAA) é condensado com a cadeia policetidica ligada a CalA4 (140). No
Nataxazol, sugeriu-se que a biossintese da fracdo benzoxazol é realizada por meio de uma
reacdo de condensacdo semelhante entre o &cido 6-metilsalicilico (6-MSA) e o &cido 3-HAA
(60). Em A33853, uma coenzima-A ligase dependente de ATP (BomJ) catalisa uma adenilacéo
dependente de ATP de um substrato de carboxilato a sua forma tiolada correspondente. A

ativacdo do grupo carboxilico precursor para formacdo subsequente da ligacdo amida ocorre
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através de um ataque nucleofilico direto do grupo amino de um 3-HAA ao grupo acila do 3-
HAA ligado ao AMP e de uma amido-hidrolase (BomN) na montagem do anel benzoxazol(52).

Recentemente, Song e colegas relataram a estrutura da NatL2, ligase dependente de
ATP complexada e, portanto, a estrutura apo ainda ndo foi elucidada. A existéncia de
alternéncia de dominio nesse membro das enzimas formadoras de adenilato também néo foi
algo estudado (141).

A partir da clonagem da enzima AjiAl, ligase dependente de ATP, no vetor de
expressdao pET28a, foi possivel produzir a proteina em sua forma solGvel com rendimento
adequado para purificacdo e posteriores experimentos cristalograficos. Dados gerais da
proteina trabalhada foram obtidos de acordo com analise feita pelo programa ProtParam
(90) hospedado no servidor protebmico EXPASy (Expert Protein Analysis System) (91) e

reunidos na Tabela 1.

Tabela 1. Dados gerais da proteina trabalhada.

Antibiotico Organismo Peso N° de residuos pl
Molecular de tedrico
aminoéacidos
AjiAl  AJI9561 Streptomyces sp. 48,286 Da 436 5,32
AJ9561

Conforme mostrado na Figura 7, AjiAl eluiu com alto grau de pureza pela técnica de
separacdo por exclusdo molecular. Os dados de purificagdo da proteina foram analisados por
gel de SDS e a presenca de uma Unica banda confirma a pureza da amostra, compativel com o

esperado para uma proteina de massa molecular proximo a 50 kDa.

AjiA
M AF SE

75kDa
50kDx
37kDx

MassalkDa):48

Figura 7. Analise de SDS-PAGE da purificacdo de AjiAl. As setas ajudam na identificacdo do
tamanho aproximado da banda de interesse: AjiAl (~48 kDa). M — marcador; AF —
cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC); SE — cromatografia de
exclusdo molecular.
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Apos a purificacdo por cromatografia de exclusdo molecular, as fragGes coletadas foram
juntadas, concentradas e concentracdo verificada em um equipamento Biodrop (Biochrom). Ao
final foram obtidos 13 mg.mL™ de AjiAl. Testes de cristalizagio foram realizados e em duas
condigdes obtidas a partir dos kits Basic 1-4 (Jena Bioscience) e Pi-Minimal (Jena Bioscience)

surgiram pequenos cristais (Figura 8).

Figura 8. Cristais de AjiAl obtidos pelo rob6 Oryx4 com o método de sitting drop (gota
sentada) a 18 °C. Os cristais eram pequenos e possuiam um formato eliptico e sem faces bem
definidas. Proteina: 13 mg.mL™ em 50 mM HEPES pH 8,0 e 300 mM de NaCl. (a) Condig&o:
37,7 % viv PEG4000, 150mM AMPD/Tris pH 9,0 e 50mM sulfato de magnésio. (b) Condigéo:
30 % v/v Jeffamine M-600, 100mM MES pH 6,5 e 50mM cloreto de césio.

Foram realizadas tentativas de otimizagdo dos pequenos cristais apresentados, porém
ndo foi possivel obter nenhuma outra estrutura cristalina. A técnica de Thermofluor pode ser
realizada para se descobrir o tampéo que concede maior estabilidade a proteina auxiliando na
tentativa de sucesso da cristalografia (67, 68). A técnica se utiliza de fluoroforos que se ligam
as regides hidrofdbicas da proteina. Normalmente, quando a proteina se encontra devidamente
enovelada ndo ha muita exposi¢do dessas regides, conforme a temperatura aumenta ha uma
desestabilizacdo da proteina que exibe regides de hidrofobicidade, onde os fluoréforos se ligam
e emitem fluorescéncia. Para AjiAl foi possivel obter um resultado satisfatorio que é

apresentado no gréafico da Figura 9.
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Figura 9. Grafico de Thermofluor para AjiAl. Curvas representativas do deslocamento térmico
de AjiAl em diferentes tampGes. A curva de referéncia esta representada pela linha vermelha.

As curvas no grafico representam emissdo de fluorescéncia de acordo com o aumento
da temperatura. O tampdo representado pela curva verde seria 0 mais adequado a AjiAl, pois a
mantém estavel até aproximadamente 50 °C, temperatura em que ha a exposicdo de regides de
hidrofobicidade da proteina onde os fluoréforos se ligam e h& maior liberacéo de fluorescéncia.
Com esses dados foi possivel concluir que o tamp&o anteriormente utilizado para a purificacdo
dessa enzima ndo esta contribuindo para a estabilidade da mesma, possivelmente mantendo-a
parcialmente desenovelada (92). Foi entdo realizada a troca de tampé&o para o tampao 100 mM
Bis-Tris propano pH 6,5 e 150 mM de KCI para manter a proteina mais estavel. Nessa condig&o,
novas placas de cristalizagdo foram submetidas ao robo e cristais foram conseguidos em uma

condicdo do kit JCSG++ (Jena Biosciences) (Figura 10).

Figura 10. Cristais pequenos obtidos para AjiAl pelo rob6 Oryx4 com o método de gota sentada
a 18 °C ap0s a troca do tampédo 50 mM HEPES pH 8,0 e 300 mM de NaCl para 100 mM Bis-
Tris propano pH 6,5 e 150 mM de KCI. Condicéo de cristalizagdo: 40 % v/v PEG 300 e 100
mM fosfato citrato de potassio pH 4,2. Proteina: 13 mg.mL™,
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Ap0s a obtencao de hits iniciais para AjiAl, as condi¢Ges foram otimizadas alterando as
concentracdes de precipitante e proteina manualmente em placas no sistema de gota pendurada,
a fim de se obter cristais de melhor qualidade e que aumentasse a chance de sucesso em nossos
experimentos de difragdo. Esses cristais foram otimizados variando a concentra¢do de PEG 300
(40 %, 37,5 %, 35 %, 32,5 %, 30 % e 27,5 %) e a concentraco da proteina (10 e 8 mg.mL™Y).
Cristais maiores e com faces definidas foram conseguidos na condicado de PEG 300 35 % e 8

mg.mL* de proteina (Figura 11).

Figura 11. Cristais otimizados maiores e com faces definidas de AjiAl obtidos manualmente
com o método de gota pendurada a 18 °C. Proteina: 8 mg.mL* em 100 mM Bis-Tris propano
pH 6,5 e 150 mM de KCI. Condicéo de cristalizagdo: 35 % v/v PEG 300 e 100 mM fosfato
critrato de potassio pH 4,2.

Os cristais otimizados para a enzima AjiAl foram enviados o DESY na Alemanha e
uma solucéo crioprotetora de 15 % de etilenoglicol foi utilizada. A estrutura de AjiAl na forma
apo foi determinada com uma resolucéo de 2,0 A. As tentativas de obter cristais da proteina em
complexo com AMP, ADP ou ATP foram malsucedidas e as co-cristalizagbes com substrato e
analogos de substrato ndo mostraram a densidade eletrdnica correspondente no sitio ativo.

A estrutura foi resolvida pelo método de substituicdo molecular usando a estrutura de
PaaK1 (PDB ID: 2Y27) como modelo. O cristal de AjiAl pertence ao grupo espacial P 312 1
com dois protdmeros na unidade assimétrica (rmsd: 1,21) que devem corresponder a estrutura
quaterndria homodimérica funcional da proteina em solugdo indicada pelo PISA (142). Os

dados processados e as estatisticas cristalograficas adicionais sdo mostrados na Tabela 2.
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Tabela 2. Dados coletados e estatisticas de refinamento de AjiAl em sua forma apo. As
estatisticas para a resolucdo mais alta sdo mostradas entre parénteses.

AjiAl

Caodigo de acesso 6WUQ
Resolucdo (A) 32,42 -2,00 (2,07 -2,00)
Grupo Espacial P3121
Parametros de célula unitaria (a, b, c e a, B, v) 128,78 128,78 101,590 90 120
Reflexdes totais 130802 (12838)
Reflexdes Unicas 65402 (6418)
Multiplicidade 2,0 (2,0)
Completeza (%) 1,00 (0,99)
Média I/sigma(l) 24,99 (1,80)
Wilson Fator-B 46,85
R-merge 0,014 (0,458)
R-meas 0,021 (0,647)
CC1/2 1(0,754)
CC* 1(0,927)
Reflex6es usadas no refinamento 65388 (6417)
Reflexdes usadas para R-free 3203 (277)
R-work 0,188 (0,325)
R-free 0,223 (0,376)
CC(work) 0,966 (0,841)
CC(free) 0,948 (0,705)
Numero de atomos nao-hidrogénio 6869

Macromoléculas 6713

Ligantes 4

Solvente 859
Residuos de proteina 0,008
RMS (ligag0es) 0,93
RMS (angulos) 96
Ramachandran regides favoraveis (%) 4
Ramachandran regides permitidas (%) 0,47
Ramachandran outliers (%) 1,2
Rotameros outliers (%) 5,33
Clashscore 63,61
Fator-B médio 63,74

Macromoléculas 53,38

Ligantes 58,01

Solvente 1

A analise da superficie do potencial eletrostatico do homodimero indica uma cavidade
positivamente carregada e hidrofobica na interface entre 0 dominio C e o dominio N-terminal
(Figura 12).
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Figura 12. Estrutura geral de AjiAl de Streptomyces sp. AJ9561. (a) Representacao em cartoon
da AjiAl homodimérica (a cadeia A esté colorida em amarelo e a cadeia B em azul). As esferas
em cinza representam ions Mg?* e as esferas em verde representam ions Zn?* (b) Superficie de
potencial eletrostatico indica a regido do sitio ativo (circulo). Azul indicando carga positiva e
vermelho indicando carga negativa.

AjiAl compartilha 30 % de identidade e 91 % de cobertura com PaaK1, uma ligase de
fenilacetato-CoA envolvida na biossintese de &cido fenilacético (PAA) (130, 137). A
superposicio do backbone de AjiAl e PaaK1 apresentou um rmsd de 2,5 A, indicando que essas
estruturas sdo razoavelmente diferentes (Figura 13). Recentemente, a estrutura da ligase NatL2
dependente de ATP envolvida na biossintese do Nataxazol foi resolvida na presenca de
cosubstrato e substrato e compartilha cerca de 91 % de identidade com AjiAl (141) e a

sobreposicdo das duas estruturas apresenta um rmsd de 1,14.

Figura 13. Estrutura e comparacao entre AjiAl reportada neste trabalho (amarelo) com os
homaologos mais proximos PaaK1 (salméo) e NatL2: AMPPNP (cinza).
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Semelhante a NatL2, AjiAl pertence a familia PFAMO00501 das enzimas formadoras de
adenilato (AFE - Adenylate-Forming Enzyme), que possui uma arquitetura geral constituida por
dois dominios o/p constituidos por um nucleo central de folhas B paralelas cercadas por o-
hélices com o sitio ativo formado na interface dos dominios N e C-terminal (Figura 14) (143).
A AjiAl também ndo possui o arranjo tipico de a/p-sanduiche no N-terminal que os membros
da familia possuem, mas possui um pequeno microdominio de feixe helicoidal presente no N-

terminal similarmente a NatL2 (130).

Figura 14. Estrutura do mondémero da AjiAl com o dominio N-terminal maior em verde, o
dominio C-terminal em azul e o loop que conecta os dominios em amarelo. O sitio ativo esta
marcado com um circulo vermelho.

Cada monomero de AjiAl, enzima desse estudo que compartilha cerca de 91 % de
identidade com NatL2, consiste em um grande dominio N-terminal (Ser4 a Gly321, o dominio
N) e um pequeno dominio C-terminal (His327 a Ala432, o dominio C). O dominio N-terminal
de AjiAl consiste em 3 folhas f de 2 fitas antiparalelas entre nove a-hélices, enquanto o
dominio C-terminal é definido por duas a-hélices, uma folha B curta antiparalela de duas fitas,
uma folha trangada de trés fitas e uma longa alga que se estende ao protdmero adjacente e realiza
contato extenso com esse protémero.

A formacdo do homodimero AjiAl é estabilizada por uma extensa folha f envolvendo
ambos os dominios. A montagem do dimero simétrico resulta da formacéo de duas folhas 3 de
sete fitas de extensdo intermoleculares, cada uma composta por uma folha B antiparalela de
duas fitas de um mondmero e uma folha B padrdo de cinco fitas do segundo monémero (Figura

15) (130), que também foram observadas em outras enzimas da familia das AFEs.
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Figura 15. Dimerizacdo de AjiAl. As interagdes intimas de dimerizacdo de AjiAl criadas por
folhas B compostas que abrangem os dois mondmeros. A folha B de duas fitas que flanqueia a
alca P (Ala82 roxo a Tyr99) é confinada pela folha B distorcida de cinco fitas (laranja) [Thr123
aVall26; Thr149 a Prol52; Leul76 a Trpl178; Ala207 a Ala211; Val232 a Ser238] do segundo
protdbmero. O dominio N-terminal maior é representado em verde no primeiro protbmero e em
lima no segundo protémero, o dominio C-terminal estd em azul no primeiro protémero e azul
claro no segundo protdmero e o linker que conecta os dominios é mostrado em amarelo.

Na formagcdo da interface do homodimero, cerca de 3999 A? da area da superficie é
estabilizada através de uma extensa complementaridade quimica. Essa interface é dominada
por interacOes hidrofobicas e é acompanhada por 46 ligac6es de hidrogénio e oito pontes salinas
(Figura 16).
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Pontes Ligacdes de Interacdes
Legenda: — —
salinas Hidrogénio hidrofébicas
Figura 16. Interface de dimerizacdo de AjiAl. O servidor online PDBsum (144) (EMBL-EBI)
foi usado para gerar um diagrama esquematico mostrando as intera¢Ges entre as duas cadeias
de AjiAl. As cadeias de interacao sdo unidas por linhas coloridas, cada uma representando um
tipo diferente de interacéo, laranja = contatos nao ligados, azul = ligagdes de hidrogénio e linhas
vermelhas = pontes de sal. A area de cada circulo é proporcional a area da superficie da cadeia
proteica correspondente. A extensdo da regido da interface em cada cadeia é representada pela
fatia preta cujo tamanho significa a area da superficie da interface.

O grande dominio N-terminal se sobrepde razoavelmente bem em AjiAl e outras AFEs,
enguanto outras regides mostram diferencas significativas no sitio ativo, localizado entre os

dominios C e N-terminal (Figura 17).

yrmsd = 4.6 A
ID = 15%

Figura 17. Homdlogos estruturais de AjiAl. A cadeia Ca de AjiAl foi alinhada com seus
homologos estruturais (a) 4R1M (ciano), (b) 3L2K (roxo), (c¢) 2D1R (laranja), (d) 5IE3
(vermelho) e (e) 61JB (cinza ) O valor rmsd da superposicdo com AjiAl e a identidade de
aminoacidos (%) com AjiAl sdo dados em cada analise.
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Além disso, todos os motivos de assinatura conservados (A1l-Al0), comumente
observados em todos os dominios de adenilacdo, designados conforme a nomenclatura descrita
por Marahiel et al. (145), sdo conservados em AjiAl, incluindo o P-loop e 0 motivo de adenina

(A5), que contém residuos criticos para a ligacdo da porcao de adenina no ATP / AMP (Figura

18).
AjiA1/1-436 SR-P LPOVIAQ ~ L L QNP 70
NatlL2:AMPPNP/1-437 RSR-P L° PA LA L RS LPRVLAQ R L QNP 71
PaaK1/1-432 TPLPL LTAL LKWSLRH R L SYP 76
BT_0428/1-436 TQYWE REKLO.L LKKTIENI IRKIPE ANNP 76

loop

AiA1/1-436 71 FGMLAVER AGDPTAS TODLAERF ITEIHE LV | ro (ABR 144
NatL2:AMPPNP/1-437 72 EGMLAVGREH| GTAGEPTAS TDLAERF TG IHER LV ro AGR 145
Paak1/1-432 77 FGMF AVPQ Lc mxp : AA 10 TWANLVARS | RAAGARH LF TocLeAH JAE 152
BT 0428/1-436 77 FGLVAGDMKED GV GIIGNP HDLD SWANLVARCLYMVG IR T JAE 153

AjiA1/1-436 145 LRG VPGDARSLATPLSEM Uksito LTWCNP EITMLAAAAKAAOLRPDRDFPAL MF TA L 221
NatL2:AMPPNP/1-437 146 LRG VPGDARSLATPLSEM LKTLD) LTWONP El TMLAAAAKAAOLRPD DFPHLBAMFE T A, 222
PaaK1/1-432 153 RAGL IPFGGG - -QTEMQ LIQDFRPDI IMVTP YMLSIADEIEROOLDPV S - SL 161F6 NDM V 223

BT_0428/1-436 154 RLocLIVPAAAo -nskBaIRE 1 soFKEHALHA I PSYA I RLAEVFQEEGIDPRET - LVIG 224

AiAY/1-436 222 IWGG VP V! - T[iAG qp LwABRAVE PA GEL - sEAdlHe
NatL2:AMPPNP/1-437 223 IWGG | PV - TIAG LWADRA | F TL-S AO
Paak1/1-432 224AIE R-MGIDA MGPGVAS o TKDOP 1WE H P 11 PE Iv G
BT_0428/1-436 225 l|ERM LNMK NGPGVAF O Q - NO FWE 1LIDPE PV ] <
AiA1/1-436 204 NLA E EVSTDPGPCOWL LPTVTV ~' ] ...
NatL2:AMPPNFP/1-437 205 NLADD EVSTDPOOUOWL LPTVTVUG
PaakK1/1-432 300 RTRBL RLLPOT ARTMRRMEKl G
B7_0428/1-436 300 RTRBL RILPGKOPOGRTHLRIDRI 'u‘ G P

AiA1/1-436 ae7 ..... alA oAALoR Lp \IPIIEOLPLO' ALT RDILKA

NatlL2:AMPPNP/1-437 368 ----- PV RAV ALDRELBVP ITGLAPG LVP RDIL YLFAEDEDWDKAVMYF 437
Paak1/1-432 373N POPETAP VAK AlDIKSLI BV TAVINVLPUNG | ERBIVEKARRY - VD R --------------- 6 42
BT_0428/1-436 376 LSOLSTON IEL KR IIRQLKD W vTPBYKkLVKkKkBELPoSIBo kAVRVKDLRDON- - - - - - - - - ... K 438

% ldentidade com AjiAl

NatL2:AMPPNP 91

PaaK1l 30

BT 0428 30
Figura 18. Alinhamento de AjiAl e PaaK1l com homologos DALI. Os motivos Al-Al0
conservados nas enzimas da superfamilia ANL sdo indicados de acordo com o dominio de
adenilacdo definido da peptideo sintetase ndo-ribossomal (145). Os motivos principais A1-A10
sdo mostrados em quadros vermelhos. O alinhamento foi gerado pelo ClustalOmega (146) e
importado para o Jalview Versdo: 2.11.0 (147). Residuos similares sdo coloridos de acordo:
Azul, hidrofébico; Verde, polar; Roxo, negativo; Vermelho, positivo; Amarelo, proling;
Laranja, glicina. A tabela exibe a identidade em porcentagem de AjiAl para os homologos
alinhados.

LHL 366
LEL 367
BTH 372

Aproximadamente um terco de todas as proteinas requerem um cofator de metal para o
funcionamento adequado. Em geral, os cofatores de metais tém papéis importantes no
dobramento de proteinas e na estabilizacdo estrutural (148). Em AjiAl, foi possivel observar
um atomo de zinco coordenado por Cys248, Cys308 e Cys310 e His254 (Figura 19). As
enzimas podem conter locais cataliticos e estruturais, onde o zinco ndo é necessario para a
reacdo enzimatica, mas para estabilidade e dobramento correto da proteina. A coordenacgéo do
zinco também foi observada para reduzir o movimento da cadeia lateral e 0 espaco

conformacional. Transferases e ligases contém principalmente ions estruturais de zinco (148).
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Em geral, os locais estruturais de zinco adotam um arranjo tetraédrico formado por grupos de
cadeias laterais de cisteina, histidina e, ocasionalmente, residuos de aspartato ou glutamato
(149-151). Esse fato sugere que o ion zinco em AjiAl desempenha um papel estrutural e, como
esperado, em nossa estrutura possui coordenacao tetraédrica, da mesma maneira que também
foi observado em NatL2. Comparando com outros homdlogos, o ion Zn?* est presente apenas
em AjiAl e NatL2 e deve ser uma caracteristica Unica desse grupo de proteinas. Em algumas
familias de proteinas, os ambientes anidnicos de zinco sdo estabilizados pelas cargas positivas
de arginina e lisina. Na AjiAl, observamos a presenca de Arg252 que pode desempenhar esse
papel (150).

Figura 19. Local de ligag&o do zinco na cadeia A de AjiA1 com 2Fo — Fc de Zn?* (com contorno
de 2,0 o). Esta figura mostra as intera¢des de coordenagao.

Dentre as estruturas relatadas anteriormente da familia AFE, algumas contém um Mg?*
ligado no sitio ativo, atuando diretamente na catalise de ATP (137). AjiAl possui um sitio de
ligacdo a0 Mg?* em cada cadeia, porém distante do sitio ativo (Figura 20). A auséncia do
magnésio no sitio de ligacdo ao ATP pode ser devido ao fato de o ATP ndo estar presente na

estrutura.
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Figura 20. Representagdo esquematica do local de ligacio ao Mg?* na cadeia A de AjiAl. A
figura foi preparada usando LigPlot + v.2.1 (152).

O sitio ativo de AjiAl esta posicionado na interface dos dominios N-terminal e C-
terminal. Nessa regido, temos a lisina 418 universal e cataliticamente essencial e uma arginina
(Arg322) do linker presente da interface entre os dominios (Rx (D / K) x6G) (Figura 14) (124).

Em contraste com a maioria das AFEs resolvidas até agora, os residuos de AjiAl de
ambos os protdmeros de dimeros estdo envolvidos na formag&o do sitio catalitico e a estrutura
dimérica deve ser essencial para a atividade enzimatica, que é uma caracteristica nova dessa
classe de enzimas. Apesar da Lys418 ocupar uma posi¢do semelhante a Lys422 catalitica de
PaaK1, a lisina catalitica de um protémero atua no protdmero adjacente. Curiosamente, uma
longa alga do C-terminal se estende ao sitio ativo do protdmero adjacente e, consequentemente,
residuos de ambos os protdmeros estdo envolvidos na formacédo do sitio catalitico. Poderiamos
descrever essa alca como um caso de loop swapping, que também é a segunda descrigdo desse
recurso para essa classe de proteinas. O loop swapping observado pode refletir ndo apenas a
dindmica dos protdmeros, mas também uma peculiaridade de AFEs envolvidas na formacéo de
anéis benzoxazois (153), ja que esse evento também ocorre em NatL2 (Figura 21).

O loop swapping € um mecanismo ndo convencional de oligomerizacdo, no qual os
elementos estruturais de mondmeros individuais sdo trocados entre parceiros idénticos,
recrutando interacOes cruciais para estabilizar a proteina. O fenémeno foi proposto para
desempenhar um papel na agregacdo, desdobramento e regulacdo da funcdo, mas suas

implicacdes bioldgicas ainda ndo sdo claras. O custo de energia de quebrar e substituir as
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interacOes da regido de troca pode exigir a quebra de uma barreira de alta energia, e €
surpreendente que qualquer proteina passe por uma transicdo de barreira tdo grande (154).
Inicialmente, esperavamos que a ligacdo de cosubstrato pudesse desencadear
movimentos nessa regido para realizar a atividade catalitica. No entanto, a estrutura apo de
AjiAl indicou que esse loop ndo retorna ao seu protdmero na auséncia de ligante, sugerindo
gue essa caracteristica estrutural ndo deve ser responsavel pela regulacdo alostérica. Por outro
lado, poderia desempenhar um papel na estabilizacdo do dimero ou diminuir a flexibilidade do
dominio C-terminal, diferente do que foi observado em outros membros das AFEs, incluindo
PaaK1 (130) e HCL (131), que sdo relatadas como tendo mudangas conformacionais drasticas.

Figura 21. AjiAl loop swapping. O residuo conservado Lis418 esta representado por sticks.

Foi também possivel observar que os residuos de aminoacidos de 422L a 424A da cadeia
A formam uma folha B paralela de duas fitas com os aminoacidos 357A a 359A da cadeia B e

vice-versa, na regido de loop swapping (Figura 22).
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Figura 22. Regido de loop swapping. Os amino&cidos 4221, 423F e 424 A parecem formar uma
pequena fita beta que pode estar envolvida na formacao de uma folha B com os aminoacidos
357A, 358K e 359A. A cadeia A estd em amarelo e a cadeia B esta em azul.

Outro residuo catalitico chave, Arg322, do motivo A8, que se propde estar envolvido na
estabilizacdo do intermediario da reacdo, esta localizado no linker curto exposto a solvente
(124). O sitio de ligacdo ao ATP contéem varios motivos altamente conservados que estdo
presentes em todos os membros da familia e desempenham papéis semelhantes no
posicionamento do nucleotideo. O residuo de acido aspartico do motivo A7, Asp299 em AjiAl,
é universalmente conservado e interage com as hidroxilas da ribose e Glu240, um residuo do
motivo A5, deve estar envolvido na ancoragem do intermediario adenilato. Um residuo
aromatico do motivo A5, Tyr236, esta empilhado contra a base de adenina. As principais
diferencas observadas no sitio ativo na superposicdo de AjiAl e NatL2:AMPPNP sdo: a
aproximacéo de Ser88 (do P-loop) e Lys418 (a lisina A10) ao grupo fosfato do AMP, um
reposicionamento de Ala212 para estar proxima ao anel de adenina, bem como a participacéo
de seis moléculas de 4gua (Figura 24a).

Analises estruturais adicionais revelaram, como esperado, que outras regides funcionais

dessa proteina sdo altamente conservadas (Figura 23).
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Figura 23. Representacdo de superficie do monémero AjiAl mostrando a conservacdo de
residuos com outros membros da AFEs. A figura foi preparada usando o servidor ConSurf
(155). Roxo e ciano indicam conservacédo de sequéncia alta e baixa, respectivamente.

Além disso, outros residuos de aminoacidos, que estdo no bolséo do sitio ativo, incluindo
0s motivos A3 ou P-loop, A5, A6 e A7, sdo substancialmente conservados (145, 155). No
entanto, com base nos residuos conservados do sitio ativo, AjiAl possui residuos cataliticos
semelhantes aos relatados em PaaK1, HCL e NatL2. Consequentemente, 0 mesmo mecanismo
catalitico deve atuar para essa enzima, que inclui a adenilacéo do acido carboxilico do substrato,
seguida pela reacéo de esterificagdo com uma segunda molécula de substrato, que consiste na

condensacao do anel do intermediario de AJI9561.
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Figura 24. Comparacdo AjiAl e estruturas em complexo com cosubstrato e substratos. (a)
Sobreposicdo de AjiAl e NatL2:AMPPNP (PDB ID: 6six). Os residuos de AjiAl estdo
representados em amarelo e o NatL2 em cinza. O principal residuo catalitico Lys418 possui
uma cor mais forte, pois pertence ao protdbmero adjacente. (b) Sobreposicdo de AjiAl e
NatL2:AMP:3-HAA (PDB ID: 6siy). Os residuos AjiAl estdo representados em amarelo, em
que K418 e Y435 estdo em laranja e os residuos da NatL2 estdo em ciano, nos quais K418 e
Y435 estdo em azul. A cor diferente desses residuos de aminodacidos representa que eles sdo do
protdmero adjacente. As &guas do sitio ativo sdo representadas por esferas vermelhas. (c)
Sobreposicdo de AjiAl e NatL2 em complexo com AMPPNP (6SIX). Os protbmeros estdo
representados em cartoon. AjiAl estd em amarelo e seus cinco loops diferentes estdo em
laranja. NatL2: AMPPNP esta em cinza e seus loops estdo em preto. (d) Sobreposicédo de AjiAl
e NatL2 em complexo com AMPPNP (6S1X). Os protdmeros estdo representados em ribbon.
AjiAl sdo representados em amarelo (cadeia A) e laranja (cadeia B) e NatL.2 no complexo com
AMPPNP (6SIX) sdo representados em cinza (cadeia A) e preto (cadeia B). Os principais
residuos cataliticos Lys418 de AjiAl e NatL2:AMPPNP estdo representados em palitos. O
terminal C e, consequentemente, o loop do terminal C, também se move para uma posicao mais
proxima do local ativo no local ativo em cerca de 1,5 A.

Lys418, a lisina do motivo A10, e Tyr435, residuos do loop swapping que estdo mais
enterrados e mais préximos das moléculas de 3-HAA no sitio ativo da estrutura complexada de
NatL2 mostram altera¢6es conformacionais consideraveis quando comparados com 0s mesmos

residuos na estrutura de AjiAl. Argl56 tambem tem uma alteracdo conformacional relevante a
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medida que se afasta do sitio ativo em AjiAl, enquanto Glu235, do motivo A5, parece ter um
papel na posicdo de 3-HAA no sitio ativo, contribuindo com uma ligacédo de hidrogénio com o
grupo hidroxila do substrato. Em NatL2, a Thr135 também sofre uma rotacdo em comparagéo
com a de AjiAl e sua cadeia lateral cria uma ligacdo de hidrogénio com uma das moléculas de
3-HAA (Figura 24b).

A comparacdo entre as estruturas de AjiAl, NatL2:AMPPNP (rmsd: 1,12) e
NatL2:AMP:3-HAA (rmsd: 1,14) revelou movimentos importantes que devem ocorrer durante
o ciclo catalitico e por causa da ligacao do cosubstrato. Uma série de algas chave do sitio ativo
sofrem alteraces conformacionais quando NatL2 em complexo com AMP e AjiAl em sua
forma apo séo sobrepostas. As maiores mudancas sdo observadas em seis al¢as proximas ao
sitio ativo: 86E a 94P (motivo A3, P-loop), 210T a 213E, 238S a 242G (motivo A5), 296N a
298A (motivo A7), 305T a 313L e 320L a 328T (motivo A8) em AjiAl (Figura 24c). Trés
dessas cinco algas ttm o fator B mais alto (86E a 94P; 210T a 213E e 320L a 328T) em
comparagdo com outras regides de NatL2 e AjiAl, indicando também alta flexibilidade. Assim,
o deslocamento médio sugere que é a parte flexivel da proteina que deve atuar na funcéo
catalitica. O enovelamento da regido central do dominio N-terminal é altamente conservada e
rigida, como evidenciado por seu baixo fator B médio (Figura 25).
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Figura 25. Representacdo de massa de fator B mostrando o nucleo rigido. (a) Os valores do
fator B sdo ilustrados por cores, variando de baixo (azul) a alto (vermelho), e pela forma, um
tubo mais largo indica regides com fatores B mais altos, enquanto o tubo mais estreito indica
regibes com fatores B mais baixos. b) Andlise fatorial de temperatura. Graficos do fator B
médio versus residuos para cada cadeia de AjiAl.
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A alca P ou P-loop de AjiAl (motivo 3), que inclui os residuos Ser87 a Pro94 (Figura
18) € uma regido altamente conservada em todos os membros de AFES e possui uma sequéncia
de aminoécidos de Gx(4)-GK-[TS]. Essa regido é proposta para desempenhar um papel
bifuncional na estrutura da PaaK1, que envolve a coordenagdo do ATP e a estabilizacdo do
dominio C-terminal. Na estrutura de PaaK1 em complexo com adenilato intermediario sem o
grupo pirofosfato, essa regido adota uma estrutura aberta e desordenada. Por outro lado, na
ligacdo com ATP, essa regido adota uma conformacao fechada e ordenada, estabelecendo uma
ligacéo do hidrogénio com o fosfato § e y. Embora NatL2 tenha sido cristalizada na presenca
de AMP, a posicdo do P-loop difere da AjiAl. Na AjiAl, o P-loop adota uma conformacéo
mais aberta com um deslocamento de cerca de 3A em comparacdo com NatL2 e aponta para o
loop C-terminal, que também possui uma conformacéo diferente entre as duas estruturas. Além
disso, a posi¢do do dominio N-terminal também parece adotar uma conformagdo mais proxima
do sitio ativo em cerca de 1,3 A (Figura 24c). O dominio C-terminal e, consequentemente, a
alca do C-terminal, também se move para uma posi¢do mais proxima do sitio ativo em cerca de
1,5 A, permitindo que a Lys418 adote uma posicéo catalitica e interaja com as porcdes fosfato
e ribose do AMP (Figura 24d).

Na reacdo catalisada pelas enzimas dessa familia, um substrato carboxilato é ativado
usando ATP para formar um acil-adenilato (137). Estudos estruturais e funcionais indicaram
que essas enzimas se alternam entre duas conformagdes durante a catalise (124, 137, 156, 157).
A presenca da lisina catalitica formando o loop swapping poderia sugerir um movimento

~ 9

intenso desse “brago”, funcionando como UM “portdo” para a estrutura aberta e fechada dessa
familia de enzimas. No entanto, nossa estrutura apo ndo mostrou evidéncias de uma grande
mudanca conformacional nessa regido e o dominio C-terminal ndo devem adotar uma forma
aberta e fechada, conforme descrito em outros membros de AFEs. A longa alga C-terminal deve
ter um papel em manter a estrutura na forma fechada, como previsto por Song et al., 2020
(141). Curiosamente, como o loop swapping mantém as estruturas de AjiAl e NatL2 na mesma
conformacao, no grupo de enzimas envolvidas na biossintese dos anéis benzoxazol em produtos
naturais, grandes movimentos conformacionais do dominio C-terminal sdo improvaveis e,
portanto, a alterndncia de dominio deve ndo ocorrer. Como grandes mudangas conformacionais
envolvem uma barreira energética entalpica mais alta, essas enzimas podem ter evoluido usando
uma estratégia diferente e elegante para realizar as duas meias-reacdes comumente encontradas
em AFEs.

O loop swapping observado nessas estruturas poderia manter as duas semirreagdes em

um Unico sitio ativo, evitando grandes rotacGes, mas com o custo de uma estrutura dimérica
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ativa restritiva. No entanto, ainda é necessaria uma investigacao mais aprofundada para provar
essa hipotese ou para entender se o loop swapping tem um papel alternativo para a alternancia
de dominio, como observado em outros membros da classe | de AFEs.

Para obter informacfes sobre divergéncia e evolugdo, realizamos uma anlise
filogenética usando o método de maxima verossimilhanca (ML) (158, 159), que revela que
AjiAl e NatL2 sdo separadas em um ramo diferente (Figura 26), apoiando a ideia de que essas
enzimas podem ter evoluido independentemente e devem ser classificadas distintamente como
um novo subgrupo de ligases do tipo fenilacetato-CoA.

Portanto, propomos que AjiAl e NatL2 sdo um novo subgrupo em AFEs, com base no
fato de serem classificados em um clado diferente na analise filogenética (Figura 6) e que
estruturalmente essas enzimas funcionam de maneira diferente que outras ligases do tipo
fenilacetato-CoA , incluindo PaaK1, PaaK2 e HCL (130, 131).
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Figura 26. Analise evolucionaria pelo método de maxima verossimilhanga de varios membros
diferentes de AFEs que foram caracterizados estruturalmente, incluindo AjiAl. Os
comprimentos das ramificacfes sdo mostrados. As proteinas e organismos utilizados sdo: DhbE
de Bacillus subtilis (PDB ID: 1MDF); Acs fatty de Thermus thermophilus (PDB ID: 1ULT);
Luciferase do vaga-lume de Photinus pyralis (PDB: 1LCI); AAE3 de Arabidopsis thaliana
(PDB: 5IE3); PheA de Brevibacillus brevis (PDB: 1AMU); DItA de Bacillus cereus ATCC
14579 (PDB ID: 3DHV); Benzoilo-CL de Paraburkholderia xenovorans LB400 (PDB ID:
2V7B); Acs de Salmonella enterica (PDB: 1PG4); CBL de Alcaligenes sp. AL3007 (ID do
PDB: 1T5S); A proteina deste estudo AjiAl de Streptomyces sp. AJ9561 (ID do PDB: 6WUQ);
NatL2 de Streptomyces sp. Tu 6176 (PDB: 6S1X); PaaK1 de Burkholderia cenocepacia (PDB:
2Y27) e BT_0428 de Bacteroides thetaiotaomicron (PDB: 4R1M). As andlises foram
realizadas em MEGA X (160).
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Foi relatado que a alternancia de dominio pode aumentar a promiscuidade das AFEs,
pois a grande rotacdo do dominio C-terminal pode facilitar a ligacdo de substratos alternativos
(124). Para obter informacdes sobre a promiscuidade de AjiAl, que possui uma estrutura muito
mais restrita, realizamos um ensaio com um substrato alternativo acido 3-hidroxibenzdico (3-
HBA) e o substrato natural 3-HAA usando ATP como cosubstrato. Determinamos o0s
pardmetros cinéticos que medem o aumento da absorbancia a 360 nm usando um ensaio
espectrofotométrico. Uma eficiéncia catalitica ligeiramente mais baixa foi observada para o
3HBA em comparacao com o 3-HAA, o substrato natural. O resultado demonstra que AjiAl é
capaz de catalisar a formacdo de uma ligacdo éster na auséncia do grupo amina. Em outras
palavras, AjiAl demonstrou catalisar a dimerizacdo do 3-HBA (na auséncia de um grupo amina

2-substituido) através de uma ligagao ester.

Em contraste, Song et al. demonstram que NatL2 catalisa apenas a formacéo de éster e
ndo amida, considerando-o como um produto derivado (141). No entanto, nosso resultado nao
implica necessariamente que um éster em vez de uma amida seja formado quando o substrato
nativo 3-HAA é usado (Figura 27).
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Figura 27. As analises cinéticas de AjiAl foram realizadas usando concentracfes de 3HAA e
3HBA de 0 a 2500 uM. Km e Vmax foram determinados a partir de regresséo néo linear para a
equacdo de Michaelis-Menten a partir de trés experimentos repetidos.

Conclusio

Neste capitulo determinamos a estrutura de AjiAl em sua forma apo e sua comparagao
com a enzima NatL2 em complexo com diferentes ligantes indica que esse grupo de enzimas
possui um conjunto de movimentos completamente novo durante o ciclo catalitico nos
membros das AFEs. A alterndncia de dominio ndo deve ocorrer nas enzimas envolvidas na

biossintese do benzoxazol. Em contraste, essas enzimas tém um evento de troca de dominio
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envolvendo uma alga C-terminal longa. Essa alca restringe o dominio C-terminal e bloqueia a
enzima em uma Unica conformacdo. Em conjunto com 0s novos movimentos que envolvem
apenas algas do sitio ativo e uma ligeira rotacdo do protdmero adjacente e as analises
filogenéticas, propomos que essas enzimas sejam classificadas como um grupo distinto de
ligases do tipo fenilacetato-CoA, mesmo com semelhancas de sequéncia entre homdlogos.
Além disso, mesmo com as restricGes impostas pela auséncia de alternancia de dominio, AjiAl
¢ capaz de aceitar substratos alternativos indicando promiscuidade para essas enzimas.
Consequentemente, essas descobertas trazem novos insights para a familia crescente de
enzimas formadoras de adenilato e a possibilidade de usa-las em abordagens biotecnoldgicas.
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5 CAPITULO Il - DIELS-ALDERASES EM POLIETERES IONOFOROS
TETRONATOS: TSN15

Objetivo geral:

- Determinacéo e anélise estrutural da proteina Tsn15 da biossintese de tetronasina

Este capitulo gerou o artigo “Unexpected enzyme-catalysed [4+2] cycloaddition and
rearrangement in polyether antibiotic biosynthesis.” Submetido em marc¢o de 2019 e aceito para

publicacdo em agosto de 2019 na revista Nature Catalysis.

Autores: Rory Little, Fernanda C. R. Paiva, Robert Jenkins, Hui Hong, Yuhui Sun, Yuliya
Demydchuk, Markiyan Samborskyy, Manuela Tosin, Finian J. Leeper, Marcio V. B. Dias, Peter
F. Leadlay.
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As enzimas sdo frequentemente classificadas pelas reacdes que realizam. Uma reacédo
de cicloadicéo foi definida pela Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC)
como “Uma reacao na qual duas ou mais moléculas insaturadas (ou partes da mesma molécula)
se combinam com a formacdo de um aduto ciclico no qual hd uma redugdo liquida da
multiplicidade de ligacdes ...” (161).

O trabalho descrito neste capitulo € uma contribuicdo significativa para a nossa
compreensdo da biossintese de poliéteres tetronatos, uma vez que € relatada a estrutura da [4+2]
ciclase Tsn15 em complexo com seu intermediario biossintético. A origem dos anéis ciclo-
hexano central e tetra-hidropirano da tetronasina sdo formados em uma reacdo em cascata
enzimatica de duas etapas. As duas enzimas responsaveis, Tsnll e Tsnl5, sdo homdlogas das
enzimas [4+2] ciclases encontradas nas vias complexas de biossintese de
espirotetronatos/tetramatos, como a Tetronomicina. Tsnll catalisa uma reacdo Diels-Alder
para produzir um intermediério oxidecalina e Tsn15 catalisa um rearranjo que forma o anel

tetra-hidropirano e desfaz a fragdo oxidecalina, produzindo a Tetronasina (Figura 28).

Tsn11 Tsn11

Tetronasina
Streptomyces lfongisporoftavus

H,0 || +H,0

Figura 28. Mecanismo proposto para a formacéo dos anéis ciclohexano e tetra-hidropirano na
Tetronasina. Tsn1l catalisa uma reacdo hetero-Diels-Alder de demanda inversa de elétrons para
formar um intermediario de oxidecalina. A oxidecalina é hidratada para formar um hemiacetal
ciclico. Tsnl5 entdo catalisa uma desidratacdo seguida de um rearranjo periciclico para formar
o0 anel de tetra-hidropirano e fragmentar a oxidecalina, produzindo Tetronasina.

A partir da clonagem da enzima Tsn15, ciclase [4+2], no vetor de expressdo pET28a,
foi possivel produzir a proteina em sua forma sollvel com rendimento adequado para
purificacdo e posteriores experimentos cristalograficos. Dados gerais da proteina

trabalhada foram obtidos de acordo com andlise feita pelo programa ProtParam (90)
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hospedado no servidor protedmico EXPASy (Expert Protein Analysis System) (91) e reunidos

na Tabela 3.

Tabela 3. Dados gerais da proteina trabalhada.

Antibiotico Organismo Peso N° de residuos pl
Molecular de tedrico
aminoécidos
Tsnl5  Tetronasina Streptomyces 22,447 Da 206 4,64

longisporoflavus

Conforme mostrado na Figura 29, Tsn15 eluiu com alto grau de pureza pela técnica de
separacao por exclusdo molecular. Os dados de purificacdo da proteina foram analisados por

gel de SDS e a presenca de uma unica banda confirma a pureza da amostra.

Tsnl5
M SE

15

10—
kDa

Massa (Da):22

Figura 29. Andlise de SDS-PAGE da purificacdo da enzima Tsn15. M — marcador; AF —
cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC); SE — cromatografia de
exclusdo molecular.

Apbs a purificacdo por cromatografia de exclusdo molecular, as fragGes coletadas foram
juntadas, concentradas e analisadas em nanodrop para que fosse feita a medida da concentracéo
das enzimas. Ao final foram obtidos 20 mg.mL™ de Tsn15. Testes de cristalizagdo foram

realizados e em uma condigao surgiram cristais (Figura 30).

Figura 30. Cristais de Tsn15 obtidos por otimizagdo manual.
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A Tabela 4 apresenta as condigdes de cristalizagdo para a enzima Tsn15 obtida a partir

do kit Molecular Dimensions-1.

Tabela 4. Condic0es de cristalizacdo da enzima Tsn15.

Precipitante Precipitante 2 Tampéao Aditivo

Tsnl5 27 % PEG 1500 0,1 M PCPT pH 6

A estrutura da proteina Tsnl15 na sua forma apo j& havia sido determinada por nossos
colaboradores em Cambridge, mas neste projeto fomos capazes de determinar a estrutura de
Tsnl5 em complexo com seu intermediario. A estrutura de Tsnl5 com o intermediario foi
determinada com uma resolucéo de 1,7 A. O modelo final possui 413 residuos e 250 moléculas
de agua, com Rfactor e Rfree de 17 % e 20,4 %, respectivamente. A estatistica do
processamento de dados pode ser vista na Tabela 5.

Tabela 5. Dados coletados e Estatisticas de Refinamento para Tsn15 em sua forma holo. As
estatisticas para a resolucdo mais alta sdo mostradas entre parénteses.

Tsn15 em complexo com intermediario

Caodigo de acesso
Resolucéo (A)
Grupo Espacial

Parametros de célula unitaria (a, b, c e a, 3, y)

6NNW

43,81 - 1,698 (1,759 - 1,698)

Cl21

129,671 36,95 92,03 90 107,825 90

Reflexdes totais 90988 (8254)
Reflexdes Unicas 45893 (4205)
Multiplicidade 2,0 (2,0)
Completeza (%) 98,81 (91,11)
Média I/sigma(l) 13,3 (2,0)
Wilson Fator-B 21,87

R-merge 0,030 (0,338)
R-meas 0,042 (0,479)
CC1/2 0,998 (0,788)
cc* 1 (0,939)
Reflexdes usadas no refinamento 45883 (4202)
Reflex6es usadas para R-free 2318 (195)
R-work 0,170 (0,299)
R-free 0,204 (0,355)
CC(work) 0,968 (0,867)
CC(free) 0,961 (0,812)
NUmero de atomos nao-hidrogénio 3562

Macromoléculas 3211

Ligantes 82

Solvente 269
Residuos de proteina 413
RMS (ligacgdes) 0,007
RMS (angulos) 0,9
Ramachandran regiGes favoraveis (%) 99,51
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Ramachandran regides permitidas (%) 0,49
Ramachandran outliers (%) 0,00
Rotameros outliers (%) 0,00
Clashscore 4,16
Fator-B médio 28,97
Macromoléculas 27,84
Ligantes 39,71
Solvente 39,20

O cristal é pertencente ao grupo espacial C121 com duas moléculas na unidade
assimétrica. Cada mondmero possui um nucleo com enovelamento do tipo barril B. Duas o
hélices estdo localizadas em cada protémero entre os nucleos de barril e sdo importantes para
a formacdo do homodimero (Figura 31). A interacdo dos protémeros dentro da unidade
assimétrica cristalografica é estabilizada por pontes salinas, ligacfes de hidrogénio e contatos

néo ligados (Figura 32).

Figura 31. RepresentacGes da estrutura homodimerica de Tsnl5 em complexo com seu
intermedidrio e andlises do sitio ativo.
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Pontes LigacOes de Contatos

Legenda: Salinas ™= Hidrogénio = Nao-ligados

Figura 32. Interface de dimerizagéo da Tsn15. O servidor online PDBsum (144) (EMBL-EBI)
foi usado para gerar um diagrama esquematico mostrando as interacdes entre as duas cadeias
de Tsnl5. As cadeias estdo unidas por linhas coloridas, cada uma representando um tipo
diferente de interacdo, laranja = contatos ndo ligados, azul = liga¢cdes de hidrogénio e linhas
vermelhas = pontes salinas. A &rea de cada circulo € proporcional a area da superficie da cadeia
proteica correspondente. A extensdo da regido da interface em cada cadeia é representada pela
fatia preta cujo tamanho significa a area da superficie de interface.

Cada protémero de Tsn15 apresenta um enovelamento conservado que foi observado
anteriormente nas ciclases [4 + 2] da biossintese de espirotetronato e espirotetramato (Pyrl4 e
AbyU) (162, 163), apesar da baixa identidade de sequéncia (aproximadamente 20 %). Além
dessas [4 + 2] ciclases homodiméricas, Tsnl5 também compartilha um enovelamento com as
enzimas ciclases homotriméricas de oOxido de aleno, que catalisam uma reacdo de
eletrociclizagdo 4m (periciclica) na biossintese de acido jasmonico (164, 165), e PodA uma
desmetilase de pirocianina incomum de Mycobacterium fortuitum (166). As diferentes
atividades dessas enzimas homologas demonstram notavel capacidade desse enovelamento de
proteinas para catalisar uma gama diversificada de reagdes (Figura 33).

Cada barril B de oito fitas antiparalelas da Tsnl15 possui uma o hélice N-terminal,
semelhante a estrutura de Pyrl4 (163). Essa a-hélice é descrita como uma tampa funcional e
essencial em PyrE4 (163). Na estrutura da AOC (164), por exemplo, a hélice C-terminal ndo

aparece.
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——— Pyrl4 (SBTU)
Tsn1s —— AbyU (sDYQ)
rmsd.=23A
rmsd.=18A Amino acid ID = 18.8%

Amino acid ID = 20.0%

—— AOC2 (2DIO) ——— PodA (5K21)

rmsd.=1.8A
Amino acid ID = 18.5%

rmsd=16A
Amino acid ID = 19.7%

Figura 33. Homologos estruturais de Tsnl5. A cadeia Ca de Tsnl5 foi alinhada com seus
homologos estruturais AbyU, Pyrl4, AOC2 e PodA. O RMSD e a identidade sequencial (%)
em comparacdo com Tsnl15 sdo mostrados proximos a cada estrutura.

A Figura 34 apresenta o alinhamento de sequéncia da Tsn15 com outras ciclases [4+2].
A identidade sequencial dessas enzimas é baixa, apesar do enovelamento similar descrito
anteriormente. E possivel verificar que os residuos que interagem com o ligante na estrutura
complexada da proteina ndo sdo conservados. Com base nisso, possivelmente a Tsn15 possui

um mecanismo catalitico exclusivo que ndo foi descrito em outras ciclases de tetronato.
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% Identidade com Tsn15
Pyrl4 18,8
PodA 19,7
AbyU 20
AOC2 18,5

Figura 34. Alinhamento de Tsn15 com outras ciclases [4+2]. O alinhamento foi gerado pelo
ClustalOmega (146) e importado para o Jalview Versdo: 2.11.0 (147). Residuos similares sdo
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coloridos de acordo: Azul, hidrofébico; Verde, polar; Roxo, negativo; Vermelho, positivo;
Amarelo, prolina; Laranja, glicina. A tabela exibe a identidade em porcentagem de Tsn15 com
os homologos alinhados. Os residuos que interagem com o ligante estdo destacados com um
asterisco.

O RMSD Ca entre Tsnl5 apo e Tsnl5 é de 0,5 A (Figura 35). Nenhuma mudanca
estrutural significativa da enzima € necessaria para acomodar o intermediario. Enquanto para
Pyrl4, os autores mencionaram que a enzima se comporta de maneira altamente dindmica, com
uma armadilha em forma de tampa para alternar a reacdo e a ciclizagdo resultando de uma
restricdo conformacional sinérgica no barril B. Em AbyU, a comparagao de simulacdes de DM
das enzimas apo e ligada ao intermediario mostra que pouca alteracéo estrutural da enzima é

necessaria para acomodar o intermediario.

Figura 35. Sobreposicdo das estruturas de Tsnl5 em suas formas apo e em complexo com o
ligante.

O canal central do barril B forma uma cavidade em grande parte hidrofébica e, usando
o programa CASTp (167), foi possivel calcular os volumes do sitio ativo de Tsnl15, AbyU,
Pyrl4, PodA e AOC2 que sdo 388 A3, 720 A3, 840 A3, 168 A3 e 77 A3, respectivamente (Figura
36). Esse resultado indica que Tsn15 possui uma cavidade menor que Pyrl4 e AbyU, mas possui
uma cavidade maior que PodA e AOC2. O fato de o volume dos sitios ativos dessas enzimas
ser diferente, muito provavelmente faz com que essas enzimas possam aceitar substratos

diferentes.
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Figura 36. Volume do sitio ativo da Tsn15. A ferramenta online CASTp 3.047 (Universidade
de Illinois, EUA) (167) foi usada para calcular o volume da cavidade do barril  de Tsnl5 de
388 A.

O anel decalina estd em posicdo de staking com o triptofano 190 da estrutura, um tipo
de interacdo ndo covalente entre anéis aromaticos. Esses anéis estdo em uma configuracéo
paralela e o triptofano estd funcionando como uma espécie de “cama”, posicionando e
estabilizando o intermediario no local correto no sitio de ativo. Além disso, podemos ver ao
menos duas interagdes polares que parecem ser importantes na catalise entre o intermediario e
0s aminodcidos serina 142 e glutamina 164 (Figura 37). O anel tetronato esta totalmente
inserido na cavidade B-barril de Tsn15, com a fracdo de tetra-hidrofurano projetando-se no
solvente. O ligante 1-OH-PHZ também parece se ligar por meio de uma interacdo staking p-p
com F70 em PodA (166) e em AOC2 (164), o estado de transicdo com uma carboxilagdo do
pentadienil e um oxianion é estabilizado por uma molécula de agua fortemente ligada e
interacdes p-p favordveis com residuos aromaticos na cavidade. Além disso, o sitio ativo da
Tsnl15 possui quatro moléculas de agua que podem ser importantes para 0 mecanismo catalitico
(Figura 37). Essas aguas fazem ligacOes de hidrogénio com as cadeias laterais de Serl42,
Thr140, GIn164 e o intermediério em nossa estrutura. PodA, por exemplo, também requer dgua
e substrato para a atividade (166).
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Figura 37. Sitio ativo da Tsnl5 em complexo com o intermediario. Contatos de ligacdo
detalhados entre o intermediario e os residuos do barril 3 interno estéo representados. As linhas
cinza pontilhadas representam ligacdes de hidrogénio.

Cada barril f contém um sitio ativo hidrofébico com uma regido de potencial
eletrostatico negativo proximo ao anel decalina, semelhante a Pyrl4, AOC2 e AbyU (Figura 38)
(162-164). Diferentemente, no sitio ativo do PodA (166), existem varios residuos de

aminoacidos polares carregados e polares.
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Figura 38. Representacdo da superficie do sitio ativo. Os residuos hidrofébicos ou polares (com
carga positiva ou negativa e sem carga) sdo indicados em cores, sendo amarelo para residuos
hidrofdbicos, vermelho para residuos carregados negativamente e azul para residuos carregados
positivamente.
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Conclusao

Neste capitulo determinamos a estrutura de Tsn15 em complexo com seu intermediario
de reacdo. Tsn15, que é estruturalmente homologa as ciclases conhecidas como Diels-alderases,
evoluiu para catalisar uma transformacéo diferente (mas possivelmente também periciclica).
Do ponto de vista da biologia sintética, essa enzima pode ser Gtil para a sintese estereoespecifica
das porcdes ciclohexano e tetra-hidropirano em analogos sintéticos de poliéteres ionéforos.
Esses achados sugerem que novos exemplos de reacdes periciclicas enzimaticas ainda precisam
ser descobertos nas vias biossintéticas de produtos naturais. A elucidacao da estrutura, do modo
de ligacdo de substratos e tambem do mecanismo catalitico resolvem um problema instalado
por anos dentro da biossintese dessa classe de produtos naturais, na qual envolve a determinacao
da formacéo dos anéis centrais dos compostos tetronasina e tetronomicina. A presenca de um
intermediario de biossintese latente com a presenca de um anel decalina até entdo ndo era
esperada para esse sistema e se acreditava que cada enzima era responsavel pela formacgéo de
anéis distintos. Dessa maneira, este trabalho representa um avango significativo no

entendimento da biossintese de policetideos ion6foros contendo tetronatos.
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6 CAPITULO Il - DIELS-ALDERASES EM POLIETERES IONOFOROS
TETRONATOS: TMN9

Objetivo geral:
- Determinacdo e andlise estrutural da proteina Tmn9 da biossintese de tetronomicina

Este capitulo gerard o artigo “Tmn9: An essential [4+2] cyclase involved in the biosynthesis of

tetranomycin.” que esta em preparacao.

Autores: Fernanda C. R. de Paiva, Rory Little, Paulo C. T. de Souza, Eduardo T. de Oliveira,

Finian J. Leeper, Dick B. Janssen, Siewert-Jan Marrink, Peter F. Leadlay, Marcio V. B. Dias.
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A via da Tetronomicina foi proposta com base na via da Tetronasina. Assim como para
Tsnl5, a origem dos anéis ciclo-hexano central e tetra-hidropirano da Tetronomicina é proposta
como sendo uma reagcdo em cascata enzimatica de duas etapas. As duas enzimas responsaveis,
Tmn8 e Tmn9 sdo ortdlogas das enzimas [4+2] ciclases Tsnll e Tsnl5. Tmn9 é a pendltima
enzima e Tmn8 ¢ a ultima enzima na producdo do antibidtico (Figura 39). Apesar de inimeras
tentativas, ndo conseguimos cristalizar Tmn9 em complexo com substrato ou produto. Diante

desses resultados, foram realizadas experiéncias em multiplas escalas.

Tmn9

H o
Tetronomicina /
Streptomyces sp. NRRL 11266

-H,0

+H,0

Figura 39. Via Biossintética Proposta. Um duplo exociclico no anel tetronato sofre a cicloadi¢do
[4 + 2] com o dieno terminal do policetideo linear. A Tmn9 catalisa a formacdo do anel
transdecalina.

A partir da clonagem da enzima Tmn9, ciclase [4+2], no vetor de expressdo pET?28a,
foi possivel produzir a proteina em sua forma soltvel com rendimento adequado para
purificacdo e posteriores experimentos cristalograficos. Dados gerais da proteina
trabalhada foram obtidos de acordo com andlise feita pelo programa ProtParam (90)
hospedado no servidor protedmico EXPASy (Expert Protein Analysis System) (91) e reunidos

na Tabela 6.

Tabela 6. Dados gerais da proteina trabalhada.

Antibiotico Organismo Peso N° de residuos pl
Molecular de tedrico
aminoécidos
Tmn9  Tetronomicina Streptomyces sp. 54,277 Da 500 4,81

NRRL 11266
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Conforme mostrado na Figura 40, Tmn9 eluiu com alto grau de pureza pela técnica de
separacao por exclusdao molecular. Os dados de purificacdo da proteina foram analisados por

gel de SDS e a presenca de uma unica banda confirma a pureza da amostra.

Tmn9
M SE

75kDa » ?

SokDa -+ W
37kDa > =

L
|

Massa (Da):54

Figura 40. Andlise de SDS-PAGE da purificacdo da enzima Tmn9. M - marcador; AF —
cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC); SE — cromatografia de

exclusdo molecular.

Apbs a purificacao por cromatografia de exclusdo molecular, as fragGes coletadas foram
juntadas, concentradas e analisadas no espectrofotdmetro nanodrop (Biochrom) para que fosse
feita a medida da concentracdo das enzimas. Ao final foram obtidos 20 mg.mL™* de Tmn9.

Testes de cristalizagéo foram realizados e em uma condigéo surgiram cristais (Figura 41).

Figura 41. Cristal de Tmn9 obtido pelo robolab do LNBIO.

A Tabela 7 apresenta as condicGes de cristaliza¢do para a enzima Tmn9 obtida a partir

do kit Crystal Screen (Hampton).

Tabela 7. Condicdes de cristalizagdo da enzima Tsn15.
Precipitante Precipitante 2 Tampéo Aditivo
Tmn9 30 % w/iv PEG 100 mM cacodilato 200 mM acetato de
8000 de sodio pH 6,5 sodio
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A estrutura cristalina da proteina Tmn9 foi determinada com uma resolucéo de 2,4 A. O
cristal é pertencente ao grupo espacial P2:2:2; com duas moléculas na unidade assimétrica
(Figura 42). A proteina completa purificada (residuos 1-497) era amarela brilhante, indicando

a presenca do cofator ligado, FAD.

Figura 42. Representacdes da estrutura homodimérica de Tmn9 com a utilizacdo do Pymol (94)
a partir dos dados obtidos. Esta evidenciada a presenca do FAD em cada um dos mondmeros.

A estatistica do processamento de dados pode ser vista na Tabela 8.

Tabela 8. Dados coletados e Estatisticas de Refinamento para Tmn9 em sua forma apo. As
estatisticas para a resolucdo mais alta sdo mostradas entre parénteses.

Tmn9
Cdodigo de acesso 6UI5
Resolucéo (A) 48,42 -2,4 (2,486 -2,4)
Grupo Espacial P212121
Parametros de célula unitéria (a, b,ce a, B, v) 61,205 85,605 207,683 90 90 90
Reflexdes totais 276007 (28306)
Reflexdes Unicas 43537 (4277)
Multiplicidade 6,3 (6,6)
Completeza (%) 99,69 (99,60)
Média I/sigma(l) 15,57 (2,10)
Wilson Fator-B 58,06
R-merge 0,06832 (0,8071)
R-meas 0,07481 (0,876)
CC1/2 0,996 (0,882)
cc* 0,999 (0,968)
Reflexdes usadas no refinamento 43484 (4268)
Reflexdes usadas para R-free 2156 (205)

R-work 0,2027 (0,3277)




R-free
CC(work)
CC(free)
NUmero de 4&tomos ndo-hidrogénio
Macromoléculas
Ligantes
Solvente
Residuos de proteina
RMS (ligacdes)
RMS (&ngulos)
Ramachandran regides favoraveis (%)
Ramachandran regides permitidas (%)
Ramachandran outliers (%)
Rotameros outliers (%)
Clashscore
Fator-B médio
Macromoléculas
Ligantes
Solvente
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0,2487 (0,3913)
0,966 (0,339)
0,986 (0,557)

7728
7584
106
38
994
0,013
1,35
90,30
7,88
1,82
0,39
16,26
83,92
83,02
94,10
56,41

O problema de fase foi resolvido pelo método de substituicdo molecular usando a estrutura

da proteina PyrE3 (PDB ID: 5XGV) como modelo. Assim como PyrE3, Tmn9 é uma proteina

com enovelamento semelhante das para-hidroxibenzoato hidroxilases. Verificou-se que os dois

protdbmeros de Tmn9 ocupam a unidade assimétrica do cristal, na qual eles se agrupam para

formar um dimero simétrico antiparalelo. Cada protdmero é composto por 14 a-hélices e 25

fitas B e possui trés dominios: um dominio de ligacdo ao FAD, um dominio médio e um C-

terminal do tipo tiorredoxina o/f (Embora faltem dois residuos de cisteina essenciais para a

catalise da tiorredoxina). O dominio de ligacdo ao FAD apresenta um enovelamento do tipo

Rossmann. Somente o dominio de ligacdo ao FAD participa da dimerizacdo dos dois

protdmeros (Figura 43) (168).

Figura 43. Protdmero da Tmn9. Estdo evidenciados os trés dominios: dominio de ligacdo ao
FAD (verde), dominio médio (azul) e dominio C-terminal do tipo tiorredoxinana (rosa). A

molécula do FAD ligada estd mostrada no modelo em bast&o.
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A interacdo entre Tmn9 e FAD ¢é predominantemente mediada por ligagdes de hidrogénio
envolvendo os residuos A13, D32, H34, R38 e o residuo conservado D284 e as principais
cadeias dos residuos D284 e L121 (Figura 44).

R38 e

Figura 44. Sitio de ligacdo ao FAD. As ligacdes de hidrogénio envolvidas estdo mostradas como
linhas pontilhadas em cinza. O mapa de densidade eletrénica de 2Fo-Fc é contornado em 2,0 o.

Apesar de ndo termos sido capazes de cristalizar Tmn9 em complexo com seu substrato,
a analise estrutural de Tmn9 revelou uma cavidade positivamente carregada e hidrofébica na
interface entre o dominio de ligacdo FAD e o dominio médio. Verificamos que as cavidades de
ligacdo ao substrato que é a mesma de ligacdo ao FAD é grande e abriga um espaco capaz de
acomodar o substrato (1716,720 A% (Figura 45 e Figura 46).

Figura 45. Anélises estruturais do Bolsdo de Ligacdo ao Substrato de Tmn9. (A) A
representacdo do potencial de carga de superficie evidencia o bolsdo de ligacdo ao FAD
positivamente carregado (azul indicando carga positiva e vermelho carga negativa). (B)
Representacdo da superficie em que os residuos que sdo hidrofobicos estdo em amarelo, 0s
positivamente carregados em azul e os negativamente carregados em vermelho. (C)
Representacdo de superficie mostrando que o sitio de ligagdo ao substrato em flavociclases é
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variavel. Neste desenho, a superficie de Tmn9 é colorida de acordo com a conservagdo da
sequéncia de aminoacidos baseada no alinhamento da sequéncia de diferentes flavociclases
usando o servidor ConSurf (roxo e ciano indicam alta e baixa conservacdo de sequéncia,
respectivamente).

Figura 46. Volume do sitio ativo de Tmn9. A ferramenta online CASTp 3.0 (169) (Universidade
de Illinois, EUA) foi usada para calcular o volume de 1716.720 A3,

A pesquisa de similaridade estrutural com o DALI (170) revelou uma identidade de
sequéncia inferior a 41 % com outras estruturas de homologos depositados no Protein Data
Bank (5xgv, 5kox, 6brd, 4k2x, 6j0z e 4x4j). A superposicdo de PyrE3 de Streptomyces
rugosporus (5XGV) (171), rifampicina monooxigenase complexada com rifampicina de
Nocardia farcinica (RIFMO - 5KOX) (172), rifampicina monooxigenase de Streptomyces
venezuelae complexada com rifampina e FAD (Rox - 6BRD) (173), anidrotetraciclina
hidroxilase de Streptomyces rimosus (OxyS - 4K2X) (174), monooxigenase AlpK de
Streptomyces ambofaciens (6J0Z) (175) e BexE de Amycolatopsis orientalis subsp. Vinearia
(4X4J) (a ser publicado) pode ser vista na Figura 47. Essas estruturas apresentam um alto grau
de diferencas estruturais com um RMSD em torno de 2,5 A. As principais mudancas em todos

estdo nas algas do dominio tipo tirorredoxina.
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Figura 47. Homologos estruturais de Tmn9 (verde). A cadeia de Ca da Tmn9 foi alinhada com
seus homdlogos estruturais (a) 5xgv (ciano), (b) 6j0z (magenta), (c) 4k2x (amarelo), (d) 5kox
(rosa), (e) 4x4j (cinza) e (f) 6brd (azul). Ao lado de cada estrutura estd o valor de rmsd e a
identidade de amino&cidos (%) com a Tmno9.

As comparag0es estruturais revelaram uma consideravel similaridade de sequéncia de
Tmn9 com as monooxigenases da familia das para-hidroxibenzoato-hidroxilase dependente de
FAD (pHBH) (Figura 48). O alinhamento mostra os residuos altamente conservados nos
ortdlogos do DALI (170). Um ponto interessante € a auséncia de residuos conservados no local
de ligacdo do substrato, é possivel notar apenas semelhancgas entre os enovelamentos. Nao
foram identificados aminoacidos cataliticos essenciais no sitio ativo de Tmn9 (44M, 45A, 47N,
68V, 70F, 71P, 72E, 73V, 74R, T6A, 92T, 94M, 196Y, 197G, 198L, 206Q, 208L, 210A , 211P,
212L, 220F, 290Y, 291P, 292Y, 293N e 294G), sugerindo que, como PyrE3, o papel do sitio
ativo € facilitar uma conformacao proxima de ataque (NAC - Near Attack Conformation) (171).
O sitio ativo possui apenas um aminoacido basico (74R) e um residuo &cido (72E) que nao
estdo posicionados de maneira a promover a catalise acido-base. Apenas as prolina 211 e 291
sdo conservadas. A Pro291 estd proxima do anel de isoaloxazina do FAD e possivelmente
estabiliza a conformacéo desse cofator por meio de interacdo hidrofébica, conforme proposto
para AlpK (175). Residuos ndo polares fazem as interacdes predominantes entre o ligante e a

proteina.
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Tmn9/1-500
SXGV/1-462
SKOX/1-476
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4K2X/1-523
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4X44/1-507

Tmn9/1-500 296
5XGV/1-462 286 A
SKOX/1-476 201
68ROV1-476 289
4K2x/1-523 320
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4X40/1-507 P REsS P FIA NAA RDR TARPAA - IRvﬂA 'r

Figura 48. Alinhamento de Tmn9 e PyrE3 com homologos do DALLI. O alinhamento foi gerado
pelo ClustalOmega (146) e importado para o Jalview Versdo: 2.11.0 (147). Residuos similares
séo coloridos de acordo: Azul, hidrofébico; Verde, polar; Roxo, negativo; Vermelho, positivo;
Amarelo, prolina; Laranja, glicina. Os residuos do sitio ativo proposto sdo destacados por
estrelas.

A comparacdo entre as estruturas também revelou uma alca intrigante de tamanho
diferente nas estruturas. A algca da Tmn9 é muito grande quando comparado ao loop da PyrE3

na mesma posicéao, por exemplo (Figura 49).

Figura 49. Comparacdo entre Tmn9 e PyrE3. Loop 379V a 409K em Tmn9 e loop 368R a 381V
em PyrE3.
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O cofator FAD adota nas estruturas cristalograficas das proteinas da familia pHBH pelo
menos trés conformacgdes: “in” (176), “open” (175) ¢ “out” (177), dependendo das condi¢cdes
de cristalizacdo (178). A conformacéo “open” € uma etapa crucial sobre o ambiente de reacédo
no qual o FAD é exposto ao solvente e a proteina esta apto para se ligar ao ligante (175, 178).
A estrutura de AlpK, uma homéloga de Tmn9, também foi determinada na forma apo (apenas
em complexo com o FAD), como Tmn9 neste estudo. Considerando isso, presume-se que as
estruturas de Tmn9 e AlpK adotem uma conformagéo “open” (175). No entanto, podemos ver
que o FAD esta em posicOes diferentes nas duas estruturas. Pode ser devido ao fato de que
AlpK é literalmente uma monooxigenase essencial que também se liga ao NADH e requer uma
reacdo redox com o FAD. Aparentemente, o FAD na Tmn9 estd na configuracdo “in”, como
outro membro da familia pHBH, a PgakE (176) (Figura 50). Em teoria, a conformacdo do FAD

sera alterada para “in” apds a ligacdo do substrato (175, 178).

Figura 50. Comparagéo estrutural da conformagédo do FAD em Tmn9 (verde), em AlpK com
conformacao “open” (salméo, PDB: 6J0Z) (175), em PgaE com conformacdo “in” (ciano, PDB:
2QA1) (176) e em WT pHBH com conformagdo “out” (magenta, PDB: 1DOD) (177). O
alinhamento foi realizado com as proteinas.

Sugerimos que o FAD seja apenas estrutural e atue mantendo a geometria da proteina e
também posicionando o ligante para interacdes especificas com base em analises filogenéticas
(Figura 51). Essas analises indicam que essas proteinas estdo mais relacionadas as [4 + 2]
ciclases do que as monooxigenases e carecem dos residuos associados a ligacdo ao NADPH

(179), sugerindo que o FAD tem uma func¢do ndo-redox (180).
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Figura 51. Anélise evolucionaria pelo método de maxima verossimilhanga de proteinas com
similaridade estrutural com a Tmn9. Os comprimentos das ramificacdes sdéo mostrados. As
proteinas e organismos utilizados s&o: A proteina deste estudo Tmn9 de Streptomyces sp. NRRL
11266 (PDB: 6UI5), PyrE3 de Streptomyces rugosporus (PDB: 5XGV), Rifampicina
Monooxigenase complexada com rifampicina de Nocardia farcinica (PDB: RIFMO - 5KOX),
Rifampicina Monooxigenase de Streptomyces venezuelae complexada com rifampina e FAD
(PDB: Rox - 6BRD), Anidrotetraciclina Hidroxilase de Streptomyces rimosus (PDB: OxysS -
4K2X), Monooxigenase AlpK de Streptomyces ambofaciens (PDB: 6J0Z) e BexE de
Amycolatopsis orientalis subsp. Vinearia (PDB: 4X4J) (a ser publicado). As analises foram
realizadas em MEGA X (160).

Para apoiar a previsdo da sugerida cavidade ser o bolséo de ligacdo ao substrato de
Tmn9, o produto dessa enzima, que € relativamente rigido em comparagdo com o substrato
linear altamente flexivel, foi docado na estrutura cristalina de Tmn9 com o programa Autodock
Vina (116). Uma busca pela melhor forma complementar comparativamente aos homélogos de
Tmn9 levou a trés melhores poses, que estdo bem encaixas e enterradas na cavidade e que
formam interagdes favoraveis com os residuos circundantes, visto que a partir dessas poses
foram produzidas dindmicas moleculares dos ligantes na proteina e eles se mostraram estaveis
em 500 ns. O FAD estrutural parece ser importante no posicionamento do anel decalina
estabilizando o ligante no complexo. As melhores poses obtidas pela docagem, tanto para o
substrato quanto para o produto, possuem o anel tetronato/anel decalina proximo a isoaloxazina
do FAD, assim como todos os homologos com ligantes usados como comparacdo, sendo eles:
Rifampicina Monooxigenase complexada com rifampina e FAD (PDB: Rox - 6BRD) (Figura
52), Rifampicina Monooxigenase complexada com rifampicina (PDB: RIFMO - 5K0X), figura
da docagem realizada com PyrE3 (PDB: 5XGV) e Rifampicina Monooxigenase complexada
com produto (PDB: 6C7S).
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Figura 52. Melhores poses obtidas pela docagem e sitio ativo da homdloga Rox (PDB: 6BRDB).
Comparativamente com o ligante da homologa Rox depositado no PDB, foram escolhidas as
melhores poses da docagem. E possivel perceber que o anel decalina esta proximo a
isoaloxazina do cofator FAD em todas as posicoes.

O ambiente fisico dentro de um cristal ndo é idéntico aquele da solugdo ou em uma
célula viva. O cristal impde um espago e um tempo medios sobre a estrutura deduzida a partir
das analises e os estudos de difracdo de raios X fornecem pouca informacdo sobre a
movimentacao molecular dentro da proteina (62).

Com base nos estudos computacionais realizados, propomos que 0 mecanismo catalitico
ocorra possivelmente devido aos efeitos de proximidade e orientacdo. Os mecanismos
cataliticos da reacdo enzimatica sdo semelhantes aos das reac6es do modelo na agua e, como
afirmado anteriormente, reacdes Diels-Alder podem ocorrer espontaneamente. No entanto, a
comparacgdo das dindmicas moleculares feitas com o substrato na 4gua e com o substrato na
proteina mostram que as posi¢cdes mais favoraveis em que a molécula estava na posic¢ao de
ataque foram encontradas com mais frequéncia na dinamica do substrato na proteina do que na
dindmica do substrato na agua (Figura 53). Portanto, pode-se concluir que as reacdes na
presenca da enzima sdo cataliticamente mais eficientes. Acreditamos que mesmo que a Tmn9
ndo apresente residuos essenciais, assim como outras proteinas dessa familia, ela é responsavel
por “catalisar” essa reagdo, ndo com base em ataques nucleofilicos, mas simplesmente

colocando o substrato em uma conformacédo favoravel para o ataque espontaneo dos grupos
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quimicos envolvidos. Dessa maneira, é dispensada a presenca de residuos cataliticamente

relevantes, algo até entdo muito pouco observado na natureza nessa classe de proteinas.

* Proteina
+ Agua

d2

Figura 53. Distancias entre os atomos envolvidos na formagdo do anel decalina durante a
simulacdo em &gua (preto) e a simulacdo na proteina (vermelho). Os pontos se referem as
distancias entre as ligacfes C18 e O8 e entre C25 e C20, 4&tomos envolvidos na formacdo do
anel decalina. Os dados representam as médias das triplicatas das dindmicas moleculares de
500 ns realizadas.

A dinamica molecular revelou movimentos importantes que devem ocorrer durante o
ciclo catalitico. Os dados das simulacdes de DM nos permitiram explorar as interacGes entre as
poses do ligante geradas pela docagem e a proteina em escala atdmica. Em particular, as
simula¢Bes de DMs permitiram a comparacao dos rearranjos estruturais e dindmicos entre 0s
estados holo e apo de Tmn9. Por meio de uma analise da média estrutural das conformacdes
nos sistemas com e sem ligante, é possivel verificar a variacdo conformacional da enzima e
também do sitio ativo. O dominio médio atua como um cap, fechando o sitio catalitico como
foi possivel observar na dindmica molecular. A mudanca de conformacao do cap também pode
ser verificada na comparacdo entre os ortélogos. Esse dominio apresenta alta flexibilidade em
comparagao com outras areas da proteina, como por exemplo o nucleo central, e isso foi descrito

para outras enzimas semelhantes, evidenciando a flexibilidade do dominio (173, 176). Portanto,
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foi possivel verificar que as regides mais mdveis sdo basicamente o cap e boa parte da face
envolvida na dimerizacdo. Comparativamente, a estrutura com o ligante estabiliza o cap aberto,
enquanto dados preliminares de simulagcdes com o dimero indicam estabilizacdo da interface

entre os protdmeros (Figura 54).

RMSF (A)
0.3 W35

Figura 54. Comparacdo da flexibilidade dos protdmeros de Tmn9 sem (a) e com ligante (b)
obtida por meio da variacdo conformacional da enzima durante as simulagfes de dinamica
molecular. E possivel verificar o cap em conformacdo mais aberta na presenca do ligante em
comparagao com o protdmero sem o ligante. A rigidez da regido do nucleo central da proteina
é evidenciada pela cor azul.

Conclusao

Neste capitulo fornecemos insights estruturais e mecanicistas de Tmn9, uma ciclase [4+2]
dependente de flavina. Os dados de Dindmica Molecular e de docagem complementam os
resultados estruturais, gerando informacgdes em relacdo a varidvel movimento ao longo do
tempo. O FAD desempenha um papel estrutural e o sitio ativo parece acomodar o substrato de
forma semelhante as homdlogas para as quais ha estruturas cristalograficas em complexo
depositadas. Propomos que a enzima atue na formacao do anel transdecalina provavelmente por
meio de um estado de transicdo [4 + 2] endo-seletivo. Apesar das reacOes Diels-Alder
ocorrerem espontaneamente em agua, nossos estudos evidenciam que a presenca da enzima
favorece a ocorréncia da ciclizacdo, permitindo que o substrato adquira uma posicao favoravel
para a ocorréncia da reacdo. A observacdo da baixa conservacao sequencial e da auséncia de
residuos relevantes corroboram a ideia de que embora essa enzima seja capaz de catalisar a
formac&o do anel decalina, ndo hé o envolvimento direto dela nesse mecanismo. Sendo assim, 0

papel dos residuos do sitio ativo € o de somente dirigir a conformacdo do substrato para o



91

fechamento esponténeo do anel decalina por meio de uma reacdo de Diels-Alder. Estudos de
QM/MM ainda estdo sendo realizados para a confirmacéo da nossa hipétese que, se confirmada,

serd uma revelacdo importante dentro dos mecanismos enzimaticos presentes na natureza.
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7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Este trabalho permitiu descrever estruturalmente trés enzimas envolvidas com
ciclizagbes em vias de biossintese de antibioticos: AjiAl, uma ligase dependente de ATP e
Tsnl5 e Tmn9, duas ciclases [4+2].

AjiAl foi determinada em sua forma apo e as analises de sua compara¢ao com a enzima
NatL2 (forma holo) permitiram observar movimentos completamente novos durante o ciclo
catalitico de AFEs. A andlise estrutural de AjiAl também permitiu identificar a presenca de um
loop swapping, um evento de troca de dominio envolvendo uma alga C-terminal longa. A
presenca desse elemento estrutural e a auséncia de alterndncia de dominios fez com que
propuséssemos que AjiAl e NatL2 devam ser classificadas como um novo subgrupo de ligases
do tipo fenilacetato-CoA. Além disso, foi verificado que AjiAl é capaz de aceitar substratos
alternativos, indicando promiscuidade para essa enzima. Para trabalhos adicionais, estudos
cristalograficos da amidohidrolase AjiH podem esclarecer detalhes da enzimologia e da
biossintese do composto AJI9561. As enzimas Aji podem ser potencialmente usadas para a
geragdo de novos antibioticos benzoxazois por meio do uso de derivados do acido benzodico
COMO precursores.

A estrutura da Tsn15 foi determinada em complexo com um intermediario de reagdo no
sitio ativo. Essa enzima apresentou dois protdmeros na unidade assimétrica sendo cada um deles
com enovelamento do tipo B barril. Quando comparada com outras ciclases [4+2], a identidade
sequencial é baixa, apesar do enovelamento ser conservado e 0s residuos que interagem com o
ligante na estrutura complexada da proteina ndo serem conservados. Com base nisso,
possivelmente a Tsn15 possui um mecanismo catalitico exclusivo que ndo foi descrito em outras
ciclases de tetronato. Essa enzima pode ser Util para a sintese estereoespecifica das porcoes
ciclohexano e tetra-hidropirano em analogos sintéticos de poliéteres iondforos. A descricdo
dessa enzima, bem como as analises realizadas neste trabalho representa um avanco significativo
no entendimento da biossintese de policetideos iondforos contendo tetronatos. Estudos
adicionais com a enzima Tsnll da mesma via biossintética podem esclarecer detalhes da
biossintese das enzimas Diel-alderases.

Tmn9, uma ciclase [4+2], teve sua estrutura determinada em complexo com o cofator
FAD. Os dados de Dinamica Molecular e de docagem complementam os resultados estruturais,
gerando insights mecanicistas para essa classe de enzimas. Apesar das reacOes Diels-Alder
ocorrerem espontaneamente em agua, nossos estudos evidenciam que a presenca da enzima

favorece a ocorréncia da ciclizagdo. Propomos que 0 mecanismo catalitico ocorra possivelmente
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devido aos efeitos de proximidade e orientacdo, em que a proteina permite que ocorram
conformacbes favordveis de NAC (Near Attack Conformations) para o substrato.
Comparativamente com seus ortologos, ha baixa identidade sequencial entre as enzimas e ha a
auséncia de residuos cataliticos conservados no sitio ativo, corroborando o fato de possivel ndo
envolvimento direto da enzima no mecanismo catalitico. Estudos de QM/MM ainda estdo sendo
realizados para a confirmacao de nossa hipotese. Da mesma forma que para a Tsnl5, estudos
adicionais com a enzima Tmn8 da mesma via biossintética podem esclarecer detalhes da
biossintese das enzimas Diel-alderases.

Os resultados obtidos nesta tese de doutorado permitem a formulacdo de novas questdes

para futuros estudos tanto experimentais como computacionais.
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Synopsis AjiAl is an Adenylate-forming enzyme (AFE) member that catalyzes the condensation of
two molecules of 3-hydroxyanthranilic acid (3-HAA) using ATP as co-substrate. The structure of
AjiAl in the apo form was solved and revealed key conformational changes, including an unusual
loop swapping, reason that we suggest that it should be classified into a new subgroup in AFE

members.

Abstract Adenylate-forming enzymes (AFEs) are a mechanistic superfamily of proteins that are
involved in a large number of cellular roles. In the biosynthesis of benzoxazole antibiotics, an AFE
member has been reported to have a key role in the condensation of cyclic molecules. In the gene
cluster for AJI9561 benzoxazole, AjiAl catalyzes the condensation of two molecules of 3-
hydroxyanthranilic acid (3-HAA) using ATP as co-substrate. Herein, we report the enzymatic activity
and structural analysis of AjiAl in its apo form. The structure of AjiAl was solved at 2.0 A resolution
and shows a conserved fold with other AFEs family members. AjiAl exhibits activity in the presence
of the 3-HAA (Km = 77.86 + 28.36 and Kcat = 0.04 + 0.004) and also for the alternative substrate 3-
hydroxybenzoic acid (3-HBA) (Km = 22.12 + 31.35 and Kcat = 0.08 + 0.005). The structure of AjiAl

in the apo form also reveals key conformational changes that occur during the catalytic cycle of this
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enzyme, which has not been described for other AFE members and consequently the results showed
here provide insights into the knowledge of this protein family and propose a new subgroup for those

enzymes involved in the benzoxazole ring formation.

Keywords: ATP-dependent CoA ligase; Benzoxazole antibiotic; Loop swapping.

1. Introduction

The adenylation reaction catalyzed by the Adenylate-Forming Enzymes (AFEs) is ubiquitous and play
crucial metabolic or catabolic roles in all organisms, including fatty acid metabolism (Hisanaga et al.,
2004), detoxification (Chang ef al., 1997), bioluminescence (Conti et al., 1996, Day et al., 2009,
Gulick, 2009), biosynthesis of amino acids and proteins (Cusack, 1997) and natural products (Stanigi¢
& Kries, 2019, Kudo et al., 2019, Labby et al., 2015, Huang et al., 2012, Lv et al., 2015). AFEs
members are classified into three major groups: class I or AFN family, which includes the NRPS
(Non-Ribosomal Peptide Synthases) adenylation domains (Subclass Ia), Acyl or aryl CoA synthetases
(subclass Ib) and oxidoreductases or firefly luciferases (subclass Ic). Several members of class I AFEs
such as PaaK1 and PaaK2, involved in the degradation of phenylacetic acid in Burkholderia
cenocepacia (Law & Boulanger, 2011) and 2-HIBA(Hydroxyisobutyric Acid)-CoA ligase (HCL)
from Aquincola tertiaricarbonis, involved the degradation of oxygenate methyl terz-butyl ether
(MTBE) (Zahn et al., 2019) are not suitable for this classification and are considered members of an
alternative subgroup of class I AFEs; Class II, which includes a number of aminoacyl-tRNA
synthetases; and class III, which includes NRPS independent siderophore (NIS) synthetases (Schmelz
& Naismith, 2009, D’ Ambrosio & Derbyshire, 2019). However, a number of AFEs members are not
included in this superfamily and they are only described to have a similar adenylation reaction
(Gulick, 2009) such as the pimeloyl-CoA synthase BioW, which has a completely different fold and
should belong to a new class of enzymes (Estrada et al., 2017).

Although AFEs members have divergences in structural features and functions, they all catalyze the
same general biochemical transformation (Lux et al., 2019, D’ Ambrosio & Derbyshire, 2019). AFEs
usually catalyze its reaction in two steps: firstly occurs the ATP-dependent activation of a carboxylic
acid substrates as a reactive acyl adenylate (acyl-AMP) intermediate followed by the binding of the
enzyme with an acceptor molecule and the consecutive transfer of the acyl adenylate to a nucleophilic
oxygen, sulfur or nitrogen atom generating an ester, thioester, and amide products (Lux et al., 2019,

D’Ambrosio & Derbyshire, 2019, P Duckworth et al., 2012)

In class I AFEs, mechanistically, the ATP-dependent activation is via acyl-CoA synthetases and the
second partial reaction commonly forms a thioester. Structurally, the active site is formed in the

interface between two domains, which are connected by a flexible hinge (Schmelz & Naismith, 2009,

2
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D’Ambrosio & Derbyshire, 2019). To perform the adenylation reaction, members of this class of
AFEs undergo extensive conformational changes during the second half of the reaction (Lux et al.,
2019). Generally, these enzymes use a domain rotation to introduce opposing faces of the dynamic C
terminal domain for the active site reactions (Gulick, 2009). Hence, two distinctly conformations are
observed in AFEs, in which the C terminal domain orientation differs from each other in about 140°,
and each conformation is involved in each half-reaction. Thus, despite the catalytic role, the C
terminal domain is involved in the formation of the two distinct active site architectures, a
phenomenon which is known as domain alternation (Reger ez al., 2008, Gulick, 2009, Bandarian et

al., 2002).

Although the AFEs from class I play a crucial role in the biosynthesis of natural products,
particularly, nonribosomal peptides from NRPSs, which require an adenylation domain during
incorporation and extension of the peptide chain, recently, a number of NRPS independent AFEs with
modest sequence similarity to the phenylacetate-CoA ligases such as PaaK1 and HCL were identified
in the biosynthesis of several natural products such as benzoxazoles, including nataxazole (Cano-
Prieto et al., 2015), caboxamycin (Losada et al., 2017), compound A33853 (Lv et al., 2015),
calcimycin (Wu ef al., 2011) and compound AJI9561 (gene cluster not published). Particularly,
compound AJI9561 isolated from Streptomyces sp. AJ9561 is a benzoxazole structurally similar to
UK-1 and nataxazole and contains a backbone composed of two molecules of 3-HAA and a 6-

methylsalicylic acid unit (6-MSA) (Sato et al., 2001, Cano-Pricto et al., 2015) (Fig. 1).

The gene clusters for oxazole-containing natural products indicate the participation of a series of
unusual enzymes and the biosynthetic routes to this structurally unique class of natural products were
underexplored until recently. The condensation of molecules and an acetalization reaction have been
proposed to be essential for the generation of the benzoxazole rings and two enzymes have been
proved to participate in this process, including an ATP dependent coenzyme A ligase and an

amidohydrolase (Lv et al., 2015).

In the biosynthesis of the compound A33853, the ATP-dependent coenzyme-A ligase BomJ was
proved to catalyze the adenylation of a carboxylate substrate to its corresponding thiolated form. The
activation of the precursor carboxylic group for the subsequent formation of an amide bond occurs
through a nucleophilic attack of a 3-HAA amino group to the acyl group of an AMP-linked 3-HAA to
produce a 3-HAA-dimer. This is the further substrate for the amidohydrolase BomN, which is
involved in the assembly of the benzoxazole ring through the closure of the oxazole moiety. Although
the gene cluster for AJI9561 has not been yet published (to be published somewhere else), an AFE
member, herein denominated as AjiAl was identified and it should play a similar role as BomJ in the
formation of 3-HAA-dimer and a further amidohydrolase could complete the assembling of the
benzoxazole ring (Fig. 1a) (Lv et al., 2015).
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Figure 1 Chemical structure of AJI9561 and proposed reaction catalyzed by AjiAl and the
hypothetical amidohydrolase AjiH. A) Structure of AJI9561, which contains two benzoxazole rings
and a unit derivated from 6-MSA. B) AjiAl conducts an ATP-dependent activation and the
dimerization of 3-HAA and the hypothetical aminohydrolase AjiH performs the closure of the oxazole

ring producing the benzoxazole ring.

We have investigated the structure of AjiAl in its apo form and performed a structural analysis of this
enzyme that shows key movements in the active site loops in comparison to the previously solved
ortholog structures in complex with cofactor and substrate. Additionally, we have also used an in vitro

approach to test the precursor 3-HAA and the alternative substrate 3-hydroxybenzoic acid (3-HBA).
2. METHODS

2.1. Heterologous expression in E. coli and purification of AjiA1

The gjidl gene was cloned into pET28a in-frame with the N-terminal polyhistidine and this construct
was used to transform chemically competent E. coli BL21 (DE3) cells (Thermo Fisher, USA). A
single colony from each E. coli BL21 (DE3) transformant was cultured at 37 °C, 200 rpm in
lysogeny-broth (LB) containing 50 pg/mL kanamycin. Once the culture had reached an Agy = 0.6,
protein expression was induced by adding isopropyl -D-1- thiogalactopyranoside (IPTG) to a final
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concentration of 1 mM. The culture was further incubated for 18 h at 18 °C, 200 rpm. The cells were
harvested by centrifugation (7000 g for 30 minutes at 4°C) and resuspended in 30 mL of 50 mM
HEPES pH 8 buffer, 300 mM NaCl, 10% glycerol. Cells were lysed using an ultrasonic sonicator
(BransonSonifier) at 30% amplitude, with a pulse every 1 second for 6 minutes. The insoluble fraction
was removed by centrifugation (21700 g for 60 minutes at 4°C) and the soluble fraction was passed
through a Ni-affinity column HisTrap HP 5 mL (GE Healthcare) to bind the recombinant protein.
Lysis buffer containing increasing imidazole concentrations (25 — 500 mM) was used to remove
contaminants and subsequently to elute the pure recombinant protein (monitored by SDS-PAGE).
Fractions containing the AjiAl was concentrated using an Amicon Ultra centrifugal filter units
(Merck Millipore, USA). The protein concentration was determined by BioDrop plite (Analitica). The
protein was further purified using a preparative gel-filtration Hiload 16/60 column packed with
Superdex 75 resin (GE Healthcare Lifescience, USA). For this purification, a buffer constituted by
100 mM Bis-Tris Propane pH 6.5 and 150 mM KCI was used. Fractions protein aliquots were pooled,

concentrate, flash-frozen in liquid nitrogen and stored at -80 °C.

2.2. Protein crystallization

AjiAl at 8 mg. mL™" was crystallized using a hanging-drop, vapor-diffusion method at 18 °Cina
condition composed of 100 mM potassium phosphate citrate pH4.2 buffer and 35% PEG 300.
Crystals were harvested from the crystallization drop and transferred into a cryoprotecting solution
containing the crystallization solution and 15% ethylene glycol. Crystals were then flash-frozen in
liquid nitrogen using nylon loops. X-ray diffraction data were collected at PETRA III-DESy,
beamline 13, Hamburg, Germany. The X-ray data processing was performed using XDS (Kabsch,
2010) and scaled by Aimless (Evans & Murshudov, 2013) from the CCP4 suite (Winn et al., 2011).
The phase was determined by molecular replacement using the structure of PaaK 1 (PDB: 2Y27)
(Law & Boulanger, 2011) as the search model using the program Phaser (McCoy, 2007) from the
Phenix suite (Adams et al., 2011). The AjiAl model was refined using Phenix.refine (Afonine et al.,
2012). Further visual inspection and real-space refinement were performed by COOT (Emsley &
Cowtan, 2004). The stereochemical quality of the model was assessed using MolProbity (Chen et
al., 2010). The protein structure figures were prepared using PyMOL Molecular Graphics
System, Version 2.0 Schrédinger, LLC.

2.3. Enzymatic Assays

The enzymatic assays were performed by a coupled continuous spectrophotometric assay using the
EnzChek™ Pyrophosphate Assay Kit (Molecular Probes). The initial reaction mixtures contained 0.2
mM MESG (2-amino-6-mercapto-7-methylpurine ribonucleoside), 1 U of purine nucleoside
phosphorylase (PNP), 0.01 U of inorganic pyrophosphatase, 10 mM ATP, 20X reaction buffer, and
AjiAl (8 M) in a total volume of 100 pL. The reaction mixtures were pre-incubated at 25 °C for 10

5
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min and then initiated by the addition of the substrate in various concentrations. The increase of
absorbance at 360 nm resulting from the phosphorolytic release of the purine base (2-amino-6-
mercapto-7-methylpurine) from MESG was monitored over a 15 min period. The kinetic parameters
Km and Vmax were calculated by fitting the initial rates to a nonlinear regression hyperbolic model
under the assumption of a Michaelis Menten kinetics, using the GraphPad Prism 5.01 software. For all

measurements, three independent experiments were performed, each one in triplicate.

2.4. Alignment analysis and phylogeny

The protein sequences of AjiAl, and further 12 different AFEs members that have been structurally
characterized were obtained in the Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/) (Berman et al., 2000).
The alignments were performed using Clustal Omega (Sievers et al., 2011) and imported to Jalview
Version: 2.11.0 (Waterhouse et al., 2009). The members of this enzyme family have been chosen
based on the conserved sequence motifs in the ANL superfamily enzymes (Marahiel ez al., 1997,
Gulick, 2009). The evolutionary history was inferred by using the Maximum Likelihood method and
the JTT matrix-based model (Jones et al., 1992). The tree with the highest log likelihood (-17500.85)
is shown. Initial tree(s) for the heuristic search were obtained automatically by applying Neighbor-
Join and BioNJ algorithms to a matrix of pairwise distances estimated using a JTT model, and then
selecting the topology with superior log likelihood value. Finally, the phylogenic tree was constructed
using the program MEGAX (Kumar et al., 2018).

3. RESULTS and DISCUSSION

3.1. Overall Structure of AjiA1

The structure of AjiAl was determined at a resolution of 2.0 A. Attempts to obtain crystals of the
protein in complex with ATP were unsuccessful and the co-crystallization with substrate or substrate
analogs did not show the corresponding electron density in the active site. The structure was solved by
molecular replacement using the structure of PaaK1 (PDB ID: 2Y27) as a search model (Law &
Boulanger, 2011). AjiAl crystals belong to the space group P3,21 with two protomers in the
asymmetric unit (rmsd: 1.21 A) which should correspond to the functional homodimeric quaternary
structure of the protein in solution as predicted by PISA (Krissinel & Henrick, 2007) (Fig. 2). Further
data processing and crystallographic statistics are shown in Table S1.

Similar to other AFEs members, AjiAl has an overall architecture constituted by two o/f3 domains
with a central core of parallel -sheets surrounded by an outer layer of o-helices with the active site
formed in the interface of the N and C terminal domains (Fig. 2¢) (Branden & Tooze, 2012). AjiAl
lacks the typical o/ -sandwich arrangement at the N terminus, which is common to other AFEs

members and has a small helical bundle microdomain (Supplementary Figure 1) (Law & Boulanger,
6
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2011). Each AjiA1 protomer, as expected, consists of a large N terminal domain (Ser4 to Gly321, the
N domain) and a small C terminal domain (His327 to Ala432, the C domain) (Fig. 2a). The AjiA1 N
domain consists of 3 antiparallel 2-stranded B-sheets sandwiched by nine a-helices, whereas the C
domain is defined by two helices, a short antiparallel two-strand p-sheet, a twisted three-stranded
sheet, and a long loop that extends to the adjacent protomer. The analysis of the electrostatic potential
surface of the dimer indicates a positively charged cavity in the interface between the N and C domain
as observed previously in other AFEs members (Marahiel ez al., 1997, Law & Boulanger, 2011, Bera
etal., 2010, Nakatsu et al., 2006, Fan et al., 2016, Shao et al., 2019) (Fig. 2b).

AjiA1 forms a dimer with 2-axis symmetry, which is stabilized by the formation of two large 7-
stranded intersubunit B-sheet with contributions of two antiparallel strands from one protomer and
five parallel strands from the second protomer (Fig. 2¢). The dimer interface is about~3999A* and is
stabilized through extensive shape and chemical complementarity (Supplementary Figure 2),
including extensive hydrophobic interactions, by 46 hydrogen bonds and eight salt bridges
(Supplementary Figure 3). However, similarly to other AFEs members, most of the C domain is not
involved in the dimerization, except for the long C-terminal loop that extends to the adjacent protomer

(Fig. 2c¢).

a) C-terminal

N-terminaF
R
Domain

Figure 2 The overall structure of AjiA 1. (a) Monomer structure of AjiA1 with the larger N domain
in green, the C domain in blue, and the linker that connects the domains in yellow. (b) The
electrostatic potential surface indicates the groove of the active site (circle). In blue is indicated
positive charge and red negative charge. The active center is shown in a circle. (¢) Dimerization of

AjiA 1. Intimate dimerization interactions of AjiAl create a composite B-sheets spanning both
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monomers. The two-stranded sheet in purple (Ala82 to Tyr99) of the first protomer is abutted by the
distorted, five-strand sheet in orange (Thr123 to Val126; Thr149 to Pro152; Leul76 to Trp178;
Ala207 to Ala211; Val232 to Ser238) of the second protomer. The larger N domain is represented in
green in the first protomer and lime in the second one, the C domain is in blue in the first protomer
and light blue in the second protomer, and the linker that connects the two domains is shown in

yellow.

AjiAl shares 30% identity and 91% coverage with PaaK1, a phenylacetate-CoA ligase involved in
phenylacetic acid biosynthesis (PAA) (Law & Boulanger, 2011, Holm & Laakso, 2016). The
backbone superposition of AjiAl and PaaK 1 rendered an rmsd of 2.5 A, indicating that these
structures are considerably different (Fig. 3). Recently, the structure of the ATP dependent ligase
Natl.2 involved in the biosynthesis of nataxazole was also solved but in complex with cofactor and
substrate and shares an identity of about 91% identity with AjiA1 (Song et al., 2020). The
superposition of two structures rendered an rmsd of about 1.14 A (Fig. 3). The large N domain
overlaps reasonably well with AjiA1l and other AFEs, while other regions show significant
differences, particularly the active site region, which is located between the C and N terminal domains
(Supplementary Figure 4). In addition, all the conserved signature motifs (A1-A10), commonly
observed in all adenylation domains, are designated as per the nomenclature described by Marahiel et
al. (Marahiel et al., 1997) are conserved in AjiAl, including the P-loop, the linker motif (A8), and the
adenine motif (A5), which contains critical residues for the binding of the ATP/AMP adenine moiety
(Supplementary Figure 5).

Figure 3 Superposition of AjiA1 (yellow) with the closest homologs PaaK1 (salmon) and NatL.2
(grey).

3.2. Binding of metal ions
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During the structure refinement, we observed a zinc ion coordinated by Cys248, Cys308 and Cys310,
and His254 in AjiAl (Supplementary Figure 6). As this ion is located remotely from the active site, it
should only play a structural role, probably reducing side-chain movement and conformational
changes as was also previously proposed for NatL.2 structure analysis (Song et al., 2020). Compared
to other homologous, the Zn* ion is only present in AjiA1 and NatL2 and should be a particular

characteristic of this protein group.

Furthermore, in the previously reported structures of AFEs family, several of them contain a Mg®*
coordinated at the active site, acting directly on ATP catalysis (Reger ef al., 2008). AjiAl has a Mg™"
binding site in cach chain, however again remotely from the active site and should also play a
structural role in reducing the structural flexibility of the region (Supplementary Figure 7). The
structural analysis of AjiAl did not indicate the presence of any metal in the active site, in contrast to
the other AFEs structures in complex with ATP or ATP analogs and consequently, this ion should be

associated with the co-factor.

3.3. Active site architecture, C terminal loop swapping and comparison with other AFEs
members

Although the structures of NatL2 were solved in complex with AMPPNP and with AMP in the
presence of the substrate 3-HAA, the structure in apo form was not reported. In addition, as structures
of AFEs members show different motions over the cofactor and substrate binding since these
structures have a more mobile C domain, the analysis of the conformational changes during the

catalytic cycle of enzymes involved in benzoxazole rings formation makes necessary.

The active site of AjiAl is located in a groove in the interface between the N and the C domains. In
contrast to most AFEs solved so far, AjiAl residues of both protomers of the dimer are involved in
the catalytic site formation and the dimeric structure should be a prerequisite for the enzyme activity,
which is a novel feature of this class of enzymes. Although the key catalytic residue Lys418, which
should have a role in the nucleophilic attack to the a-phosphate of ATP, superposes well with PaaK1
catalytic Lys422, in AjiAl occurs a loop swapping event. The long C-terminal loop from the adjacent
protomer extends to the neighbor subunit active site. The observed loop swapping might reflect not
only the dynamics of protomers but also a peculiarity of AFEs involving in the benzoxazoles ring
formation since a similar event has also been observed in Natl.2 (Schiering et al., 2000, Song et al.,

2020) (Fig. 4).

Loops swapping is generally associated with an unconventional mechanism of oligomerization in
which the structural elements of individual monomers are interchanged between identical partners by

recruiting interactions that are crucial for stabilizing the protein. The phenomenon has been proposed

115



116

uCrJ BIOLOGY | MEDICINE research papers

to play a role in aggregation, misfolding, and allosteric regulation, but all the biological implications
are still unclear (Yang et al., 2004). Initially, we expected that the cofactor binding could trigger
movements in this region to perform the catalytic activity. However, the AjiA1 apo structure indicated
that this loop does not return to its protomer in the absence of ligand, suggesting that this structural
feature should not be responsible for allosteric regulation. Alternatively, it should play a role in the
stabilization of the dimer or decreasing the flexibility of the C domain, in contrast to the C domains
from other AFEs members, including PaaK1 (Law & Boulanger, 2011) and HCL (Zahn et al., 2019),
in which are reported to have drastic conformational changes. Nevertheless, amino acid residues from
422L to 424A of chain A form a two strains parallel f-sheet with amino acids 357A to 359A of chain
B, and vice-versa, at the loop swapping region (Supplementary Figure 8).

ChainA

Figure 4 AjiA1 loop swapping. The conserved residue Lys418 is shown in the view of sticks.

Another key catalytic residue, Arg322 from the A8 motif, which is proposed to be involved in the
stabilization of intermediate of reaction, is located at a short and solvent-exposed interdomain linker
(Gulick, 2009). The ATP binding site contains several highly conserved motifs that are present in all
family members and perform similar roles in positioning the nucleotide. The aspartic acid residue
from the A7 motif, Asp299 in AjiAl, is universally conserved and interacts with both ribose
hydroxyls and; Glu240, a residue from the A5 motif, should be involved in the anchoring the
adenylate intermediate. An aromatic residue from the AS motif, Tyr236, stacks against the adenine
base. The major differences in the active site observed in the superposition of AjiAl and

NatL.2: AMPPNP are: the approximation of Ser88 (from the P-loop) and Lys418 (the A10 lysine) to
the AMP phosphate group, a repositioning of Ala212 to be close to the adenine ring, as well as the

participation of six water molecules (Fig. 5a).
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Further structural analysis revealed, as expected, that other several functional regions of this protein
have their conformations highly conserved (Supplementary Figure 9). Besides, other amino acid
residues, which are in the active site pocket, including the motifs A3 or P-loop, A5, A6 and 7 are
substantially conserved (Ashkenazy et al., 2016, Marahiel et al., 1997). However, based on the
conserved active site residues, AjiA 1 has similar catalytic residues as reported to PaaK1, HCL and
NatL.2. Consequently, the same catalytic mechanism should act for this enzyme, which includes the
adenylation of the carboxylic acid from the substrate followed by the esterification reaction with a

second molecule of substrates, which consists in the ring condensation of AJI956 intermediate.

Lysa18 Lysa18
1) Serss Glu213 b) Glu23s

Thr135
ChainA

Domain

N-terminal
Domain

Figure 5 Comparison AjiA1 and structures in complex with cofactor and substrates. (a)
Superposition of AjiA1 and NatL.2:AMPPNP (PDB ID: 6six). The AjiAl residues are represented in
yellow and those from Natl.2 in grey. The key catalytic residue Lys418 is in a stronger color as it
belongs to the adjacent protomer. (b) Superposition of AjiAl and NatL.2: AMP:3-HAA (PDB ID:
6siy). AjiAl residues are represented in yellow, in which K418 and Y435 are in orange and the Natl.2
residues are in cyan, in which K418 and Y435 are in blue. The different color of these amino acid

residues is because they are from the adjacent protomer. The active site waters are represented by red
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spheres. (¢) Superimposition of AjiAl and Natl.2 in complex with AMPPNP (6SIX). The protomers
are represented as a cartoon. AjiAl is in yellow and its five different loops are in orange.

NatL2: AMPPNP is in grey and its loops are in black. (d) Superimposition of AjiAl and NatL2 in
complex with AMPPNP (6SIX). The protomers are represented as a ribbon. AjiAl are represented in
yellow (chain A) and orange (chain B) and NatL2 in complex with AMPPNP (6SIX) are represented
in grey (chain A) and black (chain B). The key catalytic residue Lys418 of AjiAl and

NatL2: AMPPNP is represented in sticks. The C domain, and consequently the C terminal loop, also

moves to a closer position of the active site on the active site in about 1.5 A.

Lys418 and Tyr435, from the C-terminal loop swapping, are more buried and closer to the 3-HAA
molecules in the active site of NatL2 complex and they show considerable conformational changes
when compared to the same residues in the structure of AjiAl. Argl56 also has a relevant
conformational change as it moves away from the active site in AjiAl while Glu235, from motif AS,
seems to have a role in position 3-HAA on the active site contributing with a hydrogen bond with the
substrate hydroxyl group. In NatL2 in complex with 3-HAA, Thr135 also undergoes a rotation in
comparison to AjiAl and its side chain makes a hydrogen bond with one of the 3-HAA molecules
(Fig. 5b).

The comparison among the structures of AjiA1l, NatL2: AMPPNP (rmsd: 1.12 A) and NatL.2: AMP:3-
HAA (rmsd: 1.14 A) revealed key motions that should occur during the catalytic cycle and also
because of cofactor binding. A series of movements in key loops of the active sites have
conformational changes when the NatL.2 in complex with AMP and AjiAl in apo form are
superposed. The largest changes are observed in six loops near the active site: 86E to 94P (motif A3,
P-loop), 210T to 213E, 238S to 242G (motif A5), 296N to 298A (motif A7), 305T to 313L and 320L
to 328T (motif A8) in AjiAl (Fig. 5¢). Three of these five loops have the highest B-factors (86E to
94P; 210T to 213E and 320L to 328T) in comparison to other regions of NatL2 and AjiAl, indicating
high flexibility. Thus, the average displacement suggests that the most flexible part of the protein that
should act on the catalytic function. The core fold in the N domain is highly conserved and rigid, as
evidenced by its low average B-factor (Supplementary Figure 10).

The AjiAl P-loop (motif 3), which includes the residues Ser87 to Pro94 (Supplementary Figure 5), is
a highly conserved region in all AFEs members and has an amino acid sequence of Gx(4)-GK-[TS].
This region is proposed to play a bifunctional role in the structure of PaaK 1, which involves both the
coordination of ATP and the stabilization of the C domain. In the PaaK1 structure in complex with
adenylate intermediate without the pyrophosphate group, this region adopts an opened and disordered
structure. In contrast, on the binding of the cofactor ATP, this region adopts a closed and ordered

conformation establishing hydrogen bonding contact with cofactor f and y phosphate. Although
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NatL.2 has been crystallized in the presence of AMP, the position of P-loop differs from AjiAl. In
AjiAl, the P-loop adopts an opener conformation with a displacement of about 3A in comparison to
NatL A2 and moves towards the C terminal loop. Additionally, the position of the N domain also
seems to adopt a closer conformation on the active site in about 1.3 A (Fig. 5¢). The C domain, and
consequently the C-terminal loop, also moves to a closer position to the active site in about 1.5 A,
allowing the Lys418 to adopt a catalytic position and interact with the phosphate and ribose moieties
of AMP (Fig. 5d).

In the reaction catalyzed by the enzymes within this family, a substrate carboxylate is activated using
ATP to form an acyl-adenylate (Reger et al., 2008). Structural and functional studies indicated that
these enzymes alternate between two conformations during catalysis (Reger et al., 2008, Shao et al.,
2019, Nakatsu et al., 2006, Gulick, 2009). The presence of catalytic lysine in the loop-swapping could
suggest an intense movement of this “arm”, functioning as the “gate” for the open and closed structure
on this family of enzymes, however, our apo structure did not show evidence of a large
conformational change on this region and the C domain should not adopt a closed and open form as
described in other members of AFEs. The long C terminal loop should have a role in the lock the
structure and the closed-form as predicted by Song et al., 2020 (Song et al., 2020). Interestingly, as
the loop swapping lock the structures of AjiAl and NatL.2 in the same conformation, large
conformational motions on the C domain are unlikely and hence the domain alternation should not
occur. Since large conformational changes involve a higher enthalpic energetic barrier, these enzymes
could have evolved using a different and elegant strategy to perform the two half-reactions commonly

for AFEs.

The loop swapping observed in these structures could maintain both half-reactions in a single active
site avoid large rotations but costing a constrain functional dimeric structure. However, further
investigation is needed to prove this hypothesis or to understand whether the loop swapping has an

alternative role for the domain alternation as observed in other class I AFEs members.

3.4. Phylogenetic analysis

To gain insights concerning the divergence and evolution, we performed a phylogenetic analysis
using the Maximum Likelihood (ML) method (Ziemert & Jensen, 2012, Benevides et al., 2016),
which reveals that AjiAl and NatL2 are separated in a different branch (Fig. 6), supporting that these
enzymes may have evolved independently and that they could be classified distinctly as a new

subgroup of phenylacetate-CoA like ligases.
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Figure 6 Evolutionary analysis by Maximum Likelihood method of several different AFEs members
that have been structurally characterized including AjiAl. The branch lengths are shown. The proteins
and organisms used are: DhbE from Bacillus subtilis (PDB ID: 1MDF); Fatty Acs from Thermus
thermophilus (PDB iD: 1ULT); Firefly Luciferase from Photinus pyrafis (PDB ID: 1LCI); AAE3
from Arabidopsis thaliane (PDB ID: 5SIE3); PheA from Brevibacillus brevis (PDB ID: 1AMU); DItA
from Bacillus cerens ATCC 14579 (PDB ID: 3DHV); Benzoyl-CL from Paraburkholderia
xenovarans LB400 (PDB ID: 2V7B); Acs from Salmonelia erterica (PDB ID: 1PG4); CBL from
Alcaligenes sp. AL3007 (PDB ID: 1T58); The protein of this study AjiAl from Streptomyces sp.
AJ9561 (PDB ID: 6WUQ); NatL2 from Streptomyces sp. Tu 6176 (PDB ID:6SIX); PaaK1 from
Burkholderia cenocepacia (PDB ID: 2Y27) and BT 0428 from Bacteroides thetaiotaomicron (PDB
ID: 4R1M). The analyses were conducted in MEGA X (Kumar et af., 2018).

3.5. Kinects and activity of AjiA1

It has been reported that the domain alternation could increase the promiscuity of AFEs as the large
rotation of the C domain could facilitate the binding of altemative substrates (Gulick, 2009). In order
to gain insights into the promiscuity of AjiAl, which has a much more restrained structure, we

performed an assay with an alternative substrate 3-hydroxybenzoic acid (3-HBA) and the natural
14
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substrate 3-HAA using ATP as a cofactor. We determined the kinetic parameters for 3-HAA and 3-
HBA by measuring the increase of absorbance at 360 nm using a spectrophotometric assay. As
shown, the Km and the catalytic efficiency (kcat) as well as the relationship Km/Kcat diminished
approximately by half when 3-HBA was used as a substrate instead of 3-HHAA. This indicates that the
enzyme has a higher affinity but a lower catalytic efficiency for 3-HBA than for 3-HAA, the natural
substrate. The result demonstrates that AjiA1 is able to catalyze the formation of an ester bond in the
absence of the amine group. In other words, AjiA1 was shown to catalyze the dimerization of 3-HBA

(in the absence of a 2-substituted amine group) via an ester linkage.

In contrast, Song et al. demonstrated that Natl.2 only catalyzes the formation of ester and not amide,
considering this as a derivative product (Song et al., 2020). Nevertheless, our result does not
necessarily imply an ester instead of an amide is formed when the native substrate 3-HAA is used

(Fig. 7).

3HAA 3HBA
0.8- 0.4-
L d

0.56-
E 0.6512+0.04 E Vmax 0.3231+0.04
g 04 Km 77.86 £28.36 % 021 Km 2212£3135
- kcat 0.08£0.005 ] keat 0.04+0.004

Km/Kcat 97325 Km/Kcat 553
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Figure 7 The kinetic analyses of AjiAl were performed using 3HAA and 3HBA concentrations
from 0 to 2500 uM. Km and Vmax were determined from nonlinear regression to the Michaelis—

Menten equation from three replicate experiments.

4. Conclusion

In summary, we have determined the structure of AjiAl in its uncomplexed form and its comparison
with the enzyme NatL.2 in complex with different ligands indicates that this group of enzymes has a
completely new set of motion during the catalytic cycle into the AFEs members. The domain
alternation should not occur in the enzymes involved in the benzoxazole biosynthesis. In contrast,
these enzymes have an event of domain swapping involving a long C terminal loop. This loop
constrains the C domain and locks the enzyme in a single conformation. Taken together, the new
movements, which involve only loops of the active site and a slight rotation of the adjacent protomer,
and phylogenetic analysis, we propose that these enzymes should be classified as a distinct group of

phenylacetate-CoA like ligases even with the modest sequence similarity. In addition, even with the
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constraints imposed by the absence of domain alternation, AjiAl was still able to accept alternative
substrates indicating promiscuity for these enzymes. Consequently, these findings bring new insights
into the crescent AFEs family and indicate the possibility to use these enzymes in biotechnological

approaches.
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Supporting information

Table 81  Data collection and processing

Values for the outer shell are given in parentheses.

Diffraction source
Wavelength (&)
Temperature (K)

Detector

Crystal-detector distance (mm)
Rotation range per image (°)
Total rotation range (%)
Exposure time per image ()
Space group

a b cd)

% By ()

Resolution range (&)

Total No. of reflections

No. of unique reflections
Completeness (%)
Redundancy

(/o(D)

Riim

Rp,i.m

PETRA III, EMBL c/o DESY BEAMLINE P13 (MX1)
0.976195 A
100
DECTRIS PILATUS 6M PIXEL
438.35
0.1
360
0.04
P3;21
128.78, 12878, 101.45
90, 90, 120
48.870-2.000 (2.050-2.000)
1320343 (92631)
65461 (4483)
99.800 (97.900)
20.200 (20.700)
24.400 (1.8)
0.069 (2.637)

0.015

Overall B factor from Wilson plot (A%)  46.820
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Table S2  Structure solution and refinement

Values for the outer shell are given in parentheses.

Resolution range (&)
Completeness (%)

o cutoff

No. of reflections, working set

No. of reflections, test set

Final Ry
Final Rge.
No. of non-H atoms
Protein

Ligand

Solvent

Total
R.m.s. deviations
Bonds (A)

Angles (°)
Average B factors (A%
Protein

Ligand
Ramachandran plot

Most favoured (%)

Allowed (%)

33.8160-2.0030 (2.0325-2.0026)
99.8
F>1.3506(F)
62196 (2564)
3205 (133)
0.188 (0.3501)
0.224 (0.3892)
6869

6713

0

1520

6869

0.008
0.924
63.61

63.74

96
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R31toF63

Figure S1 N terminal of Ajial. AjiAl (vellow) and PaaK1 (2y27) (salmon) contain a small helical
bundle arrangement at the N-terminus (boxed) but lack the typical N-terminal arrangement exhibited
by family members (circle). overlays of AjiAl, PaaK1 and 1mdb a homelogous family member
(Protein Data Bank code IMDB, 2 4-dihydroxybenzoateAMPligase, green) demonstrate the typical

o/p-sandwich arrangement at the N terminus (circle).

Chain A ChainB

Salt Hydrogen Non-bonded

Key: s —
bridges bonds contacts

Figure S2 Dimerization interface of AjiAl. The online server PDBsum (Laskowski er al., 2018)
(EMBL-EBI) was used to generate a schematic diagram showing the interactions between the two

chains of AjiAl. Interacting chains are joined by colored lines, each representing a different tyvpe of
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interaction, orange = non-bonded contacts, blue = hydrogen bonds, and red lines = salt bndges. The
area of each dircle 1s propottional to the surface area ofthe corresponding protein chain. The extent of
the interface region on each chain is represented by the black wedge whose size signifies the interface

surface area.
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Figure S3 Dimerization interface of 45141, The online server PDBsum (Laskowski et al., 2018)
{(EMBL-EBI) was used to generate a resi due interactions net across the interface between the two

chains of Aj14 1coloured by residue type. The number of H-bond lines between any two residues
22
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indicates the number of potential hydrogen bonds between them. For nonbonded contacts, which can
be plentiful, the width of the striped line is proportional to the number of atomic contacts. Interacting

chains are joined by colored lines, each representing a different type of interaction, orange = non-

bonded contacts, blue = hydrogen bonds, and red lines = salt bridges. The residue colours are:
Positive blue (H,K,R); negative red (D,E), neutral green (S,T.N.Q); aliphatic gray (A,V,L.LM),
aromatic purple (F.Y,W); Proline and Glycine orange.

7. BT 0428
¢ Y 4rim

KNrmsd = 13.4 A
ID = 16%

Figure S4 Structural homologs of AjiA1l. The Ca chain of AjiA1 was aligned with its structural
homologues (a) 4R1M (cyan), (b) 3L2K (purple), (¢) 2DIR (orange), (d) SIE3 (red), and (e) 61JB
(gray). The rmsd value for the superposition with AjiA1, and amino acid identity (%) to AjiAl is

given in each analysis.
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Figure S5 Alignment of AjiAl and PaaK1 with DALI homologs. The A1-A10 motifs conserved in

the ANL superfamily enzymes are indicated according to the defined adenylation domain of

nonribosomal peptide synthetase (Marahiel et al., 1997). Core motifs A1-A10 are shown in red

frames. The alignment was generated by ClustalOmega (Sievers ef al., 2011) and imported into

Jalview Version: 2.11.0 (Waterhouse et al., 2009). Similar residues are colored accordingly: blue,

hydrophobic; green, polar; purple, negative; red, positive; yellow, proline; orange, glycine. The table

displays the % identity of AjiA1 to the aligned homologs.
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Figure S6 Zinc binding site in the chain A of AjiA1 with 2Fo-Fc of Zn>* (contoured to 2.0 o). This

figure shows the coordination interactions.

Gly 147(B)
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Pro 120(B) Q ;
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0

Figure S7 Schematic representation of the Mg>* binding site at chain A of AjiA 1. The figure was
prepared using LigPlot+ v.2.1 (Laskowski & Swindells, 2011)
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Figure S8 Region of the loop swapping in cartoon view. Amino acids 4221, 423F and 424A appear
to form a small beta-strand that could be involved in the formation of a B-sheet with amino acids

357A, 358K and 359A. Chain A is in yellow and chain B is in blue.

Figure S9  Surface representation of the AjiA1 monomer showing the conservation of residues with
other AFEs members. The figure was prepared using the ConSurf server (Ashkenazy et al., 2016).

Purple and cyan indicate high and low sequence conservation, respectively.
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Figure S10 The B-factor putty representation showing the rigid core. (a) The B-factor values are
illustrated by color, ranging from low (blue) to high (red), and by shape, a wider tube indicates
regions with higher B-factors, whereas narrower tube indicates regions with lower B-factors. (b)

Temperature factor analysis. Graphs of average B-factor versus residue for each chain in AjiAl.
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Unexpected enzyme-catalysed [4+2]
cycloaddition and rearrangement in polyether
antibiotic biosynthesis

Rovry Little', Fernanda C. R. Paiva(®?, Robert Jenkins®, Hui Hong', Yuhui Sun*, Yuliya Demydchuk®¢,
Markiyan Samborskyy', Manuela Tosin?, Finian J. Leeper®®, Marcio V. B. Dias?*? and Peter F. Leadlay®™

Enzymes that catalyse remarkable Diels-Alder-like [4+2] cyclizations have been previously implicated in the biosynthesis of
spirotetronate and spirotetramate antibiotics. Biosynthesis of the polyether antibiotic tetronasin is not expected to require
such steps, yet the tetronasin gene cluster encodes enzymes Tsn11 and Tsn15, which are homologous to authentic [4+2]
cyclases. Here, we show that deletion of Tsn11led to accumulation of a late-stage intermediate, in which the two central rings
of tetronasin and four of its twelve asymmetric centres remain unformed. Invitro reconstitution showed that Tsn11 catalyses an
apparent inverse-electron-demand hetero-Diels-Alder-like [4+2] cyclization of this species to form an unexpected oxadecalin
compound that is then rearranged by Tsn15 to form tetronasin. To gain structural and mechanistic insight into the activity of

Tsn15, the crystal structure of a Tsn15-substrate complex has been solved at 1.7 A resolution.

(dienophile) undergo a concerted [442] cycloaddition to

form a cyclohexene ring, is of central importance to syn-
thetic organic chemistry’. Transformations during the biosynthesis
of numerous cyclic microbial metabolites have been speculated to
be catalysed by naturally evolved [4+2] cyclase (‘Diels-Alderase’)
enzymes’, and several enzymes have been shown to catalyse [442]
cyclizations consistent with this mechanism®' Almost all exam-
ples studied so far involve the combination of an electron-rich
1,3-diene with an electron-poor dienophile to form cyclohexene-
containing products. Important exceptions are the hetero-[4+2]
cycloadditions that are catalysed by the pyridine synthases of
thiopeptide antibiotic biosynthesis'’ and by Lepl, which installs
a dihydropyran during leporin B biosynthesis'* (Fig. 1a). In the
case of Lepl, an electron-poor (oxygen-based) diene reacts with an
electron-rich dienophile in an inverse-electron-demand hetero-
Diels-Alder reaction'.

Tetronasin (1) (Fig. 1b) from Streptomyces longisporoflavus,
which has found use as an antibiotic and antiparasitic agent, is
an unusual polyether ionophore that contains an acyltetronic
acid moiety". It bears a near-mirror-image structural relation-
ship to tetronomycin (fmn) from Streptomyces sp. NRRL 11266
(ref. '), whose biosynthesis has been shown to involve assembly
of the polyketide backbone on a modular polyketide synthase
(PKS)'¢, with release of the chain by tetronic acid ring formation'.
Formation of the tetrahydrofuran ring occurs by epoxidation fol-
lowed by ring-opening and concomitant cyclization by an epoxide
hydrolase'’. The origins and the formation timing of the central
cyclohexane and tetrahydropyran rings remain unknown, although
a plausible metal-assisted cascade mechanism has been suggested
in which both rings are formed in a single step following release of
the polyketide chain from the PKS'*"",

| he Diels-Alder reaction’, in which a 1,3-diene and an alkene

Intrigued by the biosynthetic mystery of the origin of the cen-
tral cyclohexane and tetrahydropyran rings of tetronasin, herein we
show that they are formed in a two-step enzymatic cascade reaction.
The two enzymes responsible, Tsnll and Tsnl5, are homologues
of [442] cyclase enzymes that are found in complex spirotetronate/
tetramate pathways. Using a tetronasin precursor (3) isolated from a
S. longisporoflavus Atsnll mutant, we show that Tsnl1 catalyses an
apparent inverse-electron-demand hetero-Diels—Alder reaction of
this species to produce an unexpected oxadecalin intermediate (4);
Tsnl5 then catalyses a rearrangement that forms the tetrahydropy-
ran ring and dismantles the oxadecalin moiety, producing tetrona-
sin. To gain insight into the structure and mechanism of Tsnl5, the
crystal structure of a Tsnl5-substrate complex was solved at 1.7 A.
Mutagenesis experiments then indicated that—akin to its homo-
logues that catalyse [4+2] cycloadditions—Tsnl5 also uses a peri-
cyclic mechanism for ring formation.

Results

The PKS-bound linear intermediate of tetronasin. We have
reanalysed the previously sequenced tetronasin (fsn) biosynthetic
gene cluster (GenBank: FJ462704; Supplementary Fig. 1) and used
domain analysis of the PKSs to predict the structure of the hypo-
thetical full-length polyketide (Supplementary Fig. 2). To inves-
tigate whether further enzymatic reactions tailor the structure
before release from the PKS enzymes, we used a chemical probe
(methyl 6-decanamido-2-fluoro-3-oxohexanoate (6), ref. %)
that is designed to intercept PKS-bound intermediates in vivo on
the fsn PKS enzymes. We detected an incomplete undecaketide
polyketide chain in which tetrahydrofuran ring formation, C25
O-methylation and hydroxylation at C30 had all apparently
occurred, forming 2, the postulated PKS-bound intermediate
(Fig. 1c, Supplementary Fig. 3). Although we cannot rule out that

Department of Biochemistry, University of Cambridge, Cambridge, UK. 2Department of Microbiology, Institute of Biomedical Sciences I, University
of S&o Paulo, Sdo Paulo, Brazil. 3Department of Chemistry, University of Warwick, Coventry, UK. *Key Laboratory of Combinatorial Biosynthesis and
Drug Discovery, Ministry of Education, School of Pharmaceutical Sciences, Wuhan University, Wuhan, China. *Department of Chemistry, University of
Cambridge, Cambidge, UK. ¢Present address: Bicycle Therapeutics Limited, Babraham Research Campus, Cambridge, UK. *e-mail: pfl10@cam.ac.uk
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c
7 malonyl-CoA TsnA1-AS
6 (2.5)-methylmalonyl-CoA TsnC, TsnB, TsnD
S-adenosylmethionine 2
—_—

Oz

Tetronasin (1) 4

Streptomyces longisporoffavus

Tetronasin (1) Tetronomycin
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Proposed PKS-bound intermediate (2)

Formation of the tetronate
ring and release from PKS

Fig. 1] [4+2] cyclases in polyether tetronate biosynthesis. a, The structures of the pyrroindomycins and leporin B, two polyketide natural products that
require a [4+2] cyclase in their biosynthesis to create the rings highlighted in red. b, The structures of the polyether tetronate antibiotics tetronasin (1)
and tetronomycin. ¢, The proposed role of the [442] cyclase homologues Tsn11and Tsn15 in tetronasin biosynthesis.

these enzymatic modifications occurred after being offloaded
by 6, the detection of 2 strongly suggests that they occur before
polyketide chain release from the PKS enzymes, as has been pre-
viously established for other polyethers”’.

Homologues of [442] cyclase present in the tetronasin bio-
synthetic gene cluster. The tetronasin cluster includes fsnil, a
gene which is the homologue of tmn9 (38% identity at the protein
sequence level); the latter has previously shown to be essential for
tetronomycin biosynthesis'®. Both of these gene products show
considerable sequence similarity to the monooxygenase-like [4+42]
cyclases that catalyse dialkyldecalin formation in the biosynthetic
pathways to the spirotetramate pyrroindomycin (PyrE3)" and the
spirotetronates versipelostatin (VstK)’ and chlorothricin (ChlE3)"
(42-44% protein sequence identity) (Fig. 2a, Supplementary Fig. 4).
Similar to PyrE3, Tsnll contains mutations in several of the four
positively charged amino acids (typically arginine) that are involved
in interacting with NADPH (refs. **’), immediately suggesting that
it is not a functional monooxygenase (Supplementary Fig. 4).

1046

Co-located with fsni1 is a second, previously unannotated, gene,
tsn15, which also has a counterpart in the fmn cluster (fmn8)'.
The products of the latter two genes resemble a second family of
Diels- Alderase-like cyclases (Vst], Pyrl4 and AbyU), which create
the spiro moiety in spirotetronates and spirotetramates’™'! (Fig. 2a,
Supplementary Fig. 5).

Tsnll and Tsnl5 are essential for tetronasin biosynthesis. To
analyse the potential roles of Tsn15 and Tsnl1 in the biosynthesis of
tetronasin (which contains neither a dialkyldecalin nor a spirotetro-
nate moiety), we specifically deleted each gene in S. longisporofiavus
(Supplementary Fig. 6). High performance liquid chromatography-
mass spectrometry (HPLC-MS) analysis of fermentation extracts
(Fig. 2b) showed that deletion of either gene abolished tetronasin
production and that complementation in trans using the wild-type
gene restored production in both cases. In the Atsnll mutant, a
new metabolite (3) with the same molecular weight as 1 accumu-
lated that was also produced by a Atsnll Atsnl5 double mutant
(Fig. 2b and Supplementary Fig. 6¢), implying that Tsn11 acts before

NATURE CATALYSIS | VOL 2 | NOVEMBER 2019 | 1045-1054 | www.nature.cormy/natcatal

135



NATURE CATALYSIS

@ vstilike [4+2] cyclase gene

1 pyrE3-like [4+2] cyclase gene

Spiratetronates and spirotetramates

H 1 U K Al A2A3A4 A5
aby

i /LQAI/ A2 E2 A3 A4

A2 |

vst /L:/

B3 B4 BS J

A8 E3 E4 F2 D2

< Palyketide synthase gene

< Other biosynthetic gene

B1 B2 B3
As A8 E3 L M

A3 A4 Ad K

13 K1 K2K3 14 F4

ARTICLES

3 1
b
miz=625 wd type
Atsn11
Atsn15

Atsn11 Atsn15

~ Atsn11-tsn1?

\  Alsn15-tsn15

T T

(o] i3 10 15 20

25 30 35

Polyether tetronates

Al 108 9 AVI B 12 All Alll AN
fmn e e = /S o .
Alll AVI B789C 11 AV 121315 Al 14

Time (min)
£ 3 1
4
A=266nm \ 3, no enzyme
Y, 3+ Tsn11
J 3+Tsn1s

A\ 3+Tsn114Tsn1s

L=/ DD apD a1 N\ asTsms

\_ 1 standard
r T T T T 1

8 10 12 14 16 18
Time (min)

Fig. 2 | Functional characterization of the Diels-Alderase homologues Tsn11 and Tsn15 in tetronasin biosynthesis. a, The biosynthetic gene clusters

of tetronomycin (tmn) and tetronasin (tsn) encode vst)- (red) and pyr3-like (yellow) [4+2] cyclases that are characteristic of spirotetronate and
spirotetramate biosynthesis pathways, including abyssomicin (aby), chlorothricin (chf), versipelostatin (vst) and pyrroindomycin (pyr). Only partial
biosynthetic gene clusters are displayed and individual genes are not shown to scale. b, An HPLC-MS analysis of the production of tetronasin 1
(m/z=625) and intermediate 3 (m/z=625) from wild type S. fongisporoflavus; S. fongisporoflavus Atsn1l, Atsn15 and Atsn11 Atsn15 gene deletion mutants,
and genetically complemented S. fongisporoflavus deletion mutants. Data are representative of three independent experiments. ¢, An HPLC analysis of the
in vitro conversion of intermediate 3 to tetronasin 1using purified Tsn11 and Tsn15. Data are representative of three independent experiments.

Tsnl5. The new metabolite was isolated from the Atsnll mutant
and its structure was determined to be 3 by MS and NMR (Fig. 1c,
Supplementary Figs. 7a, 8,9 and 24-29, Supplementary Table 1 and
Supplementary Note 1). The new metabolite 3 differs from 1 in
that it lacks both of the central six-membered rings of tetronasin,
directly implicating Tsnll and Tsnl5 as catalysing ring formation
in the final steps of the biosynthetic pathway.

In vitro reconstitution of the cyclohexane and tetrahydropy-
ran rings of tetronasin. To attempt in vitro reconstitution of 1
from 3, Tsnll and Tsnl5 were individually expressed and purified
from Escherichia coli (Supplementary Fig. 10); Tsnll was found
to have flavin adenine dinucleotide as a tightly bound co-factor
(Supplementary Fig. 10b). Incubation of 3 with Tsnl1 in vitro led to
itsdisappearance within 1 h (Fig. 2c) and HPLC-MS analysis showed
the accumulation of a new compound 4. Tsnll could not oxidize
NADPH or NADH and assaying the activity of Tsn11 pre-incubated
with sodium dithionite (to reduce the bound flavin adenine dinucle-
otide) showed that changing its redox state did not inhibit the reac-
tion of Tsnll with 3 (Supplementary Fig. 11), which is consistent
with previous reports' " that bound flavin adenine dinucleotide is
a passive spectator in the active site of flavocyclase PyrE3 in pyrro-
indomycin biosynthesis. The incubation of 3 with Tsnl11 was scaled
up to isolate larger amounts of 4, and its structure was determined
by MS and NMR analysis (Fig. 1c, Supplementary Figs. 7b, 12, 13
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and 30-35, Supplementary Table 2 and Supplementary Note 2).
Similar to 3, compound 4 still lacks the tetrahydropyran ring but
the cyclohexane ring has closed within an unexpected oxadecalin
hemiacetal moiety. The formation of an oxadecalin intermediate by
Tsnll is strikingly reminiscent of the formation of carbocyclic deca-
lin rings that are catalysed by its [4+2] cyclase homologues (PyrE3,
ChIE3) in spirotetronate/spirotetramate biosynthesis'’.

Conversion of 4 to 1 requires dehydration of the hemiacetal, frag-
mentation of the oxadecalin ring and a bond to form between C17-
OH and C13 to establish the tetrahydropyran ring. Remarkably,
incubation of 4 with Tsnl5 alone—or of 3 with both Tsnl1 and
Tsnl5—led to complete conversion to 1 in 10min (Fig. 2¢ and
Supplementary Figs. 13 and 14). Neither the Tsnl1- nor the Tsnl5-
catalysed reaction proceeded in the absence of enzyme. Despite the
evident similarity between the tetronasin and tetronomycin path-
ways, purified Tmn9 could not substitute for Tsnl1 in the assay, nor
could purified Tmn8 substitute for Tsnl5 (Supplementary Fig. 16).

To probe the timing of cyclohexane and tetrahydropyran forma-
tion, the Atsnll and Atsnl5 mutant strains of S. longisporoflavus
were treated in vivo with the chemical probe 6 (ref. *°). Exactly the
same partially assembled polyketide species were observed as from
the wild-type cells (Supplementary Fig. 3). These data are consis-
tent with the view that tetronate and tetrahydrofuran ring forma-
tion, C30-hydroxylation and C25-O-methylation may precede
tetrahydropyran and cyclohexane formation. Therefore, 3 and 4
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a Chain A

Chain B

Fig. 3 | The crystal structure of Tsn15. The crystal structure of Tsnl5 was solved at 1.8 A resolution using single anomalous dispersion phasing.
a, Ribbon and surface representations of the homodimeric Tsn15 are shown. b. The active-site cavity in the p-barrel of Tsn15 is shown. The surface charge

representation is contoured at +5kT eV (blue/red), as shown to the right.

are probably true biosynthetic intermediates in vivo and the cen-
tral six-membered rings of tetronasin are formed after polyketide
chain release as final steps in the pathway. Between them, these two
enzymes establish the configuration at four asymmetric centres
in tetronasin®.

Cycloadditions of 1-oxa-1,3-butadienes through inverse-
electron-demand hetero-Diels—Alder reactions are important
transformations in synthetic chemistry’*; thus, an enzymatic
counterpart such as Tsnl1 is of considerable interest. The forma-
tion of trans-oxadecalin 4 seems consistent with such a mechanism
but a stepwise process cannot be ruled out (Supplementary Fig. 17).
Alternative mechanisms are also possible for the reaction catalysed
by Tsnl5 to convert 4 to 1 (Supplementary Fig. 17). A previous
isotope-feeding study established that the ketone oxygen atom at
C3 is derived from propionate rather than water', indicating that
any mechanism in which the C3 oxygen is derived from water is
unlikely (Supplementary Fig. 17).

The structure of Tsnl5. We propose that Tsnll—akin to its spi-
rotetronate/spirotetramate homologues—catalyses a [442] cyclo-
addition even though the resulting ring is latent; that is, it is not
observed in the final antibiotic structure. The structure and mecha-
nism of Tsn11 is currently under investigation. To gain insight into
the specificity and mechanism of the unusual transformation cata-
lysed by Tsn15, we have solved the crystal structure of Tsn15 at 1.8 A
resolution using single anomalous dispersion phasing (Fig. 3), and
also that of a Tsn15-substrate 1:1 complex (obtained by co-crystalli-
zation of Tsn15 and 4) at 1.7 A (Fig. 5).

Consistent with its quaternary structure in solution
(Supplementary Fig. 18), Tsnl5 crystallized as a homodimer of two
antiparallel-facing monomers (Fig. 3a). Each monomer chain com-
prises an N-terminal o-helical dimerization region (al-u3) that
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is followed by an eight-strand p-barrel (1-p8, o4) enclosing a
388 A? hydrophobic internal cavity (Fig. 3b, Supplementary Figs. 19
and 20). Each Tsnl5 monomer shows the conserved domain fold
that has previously been seen in the [442] cyclases of spirotetro-
nate and spirotetramate biosynthesis (PyrI4 and AbyU)'*”, despite
low sequence identity (approximately 20%). In addition to these
homodimeric [442] cyclases, Tsnl5 also shares its fold with the
homotrimeric allene oxide cyclase enzymes (which catalyse a 47
electrocyclization (pericyclic) reaction in jasmonic acid biosyn-
thesis)** and PodA (an unusual pyocyanin demethylase from
Mycobacterium fortuitum)™. The different activities of these homol-
ogous enzymes demonstrate remarkable ability of this protein fold
to catalyse a diverse range of reactions (Fig. 4).

There are no substantial conformational differences between the
Co chains of the two crystal structures (Supplementary Fig. 21). In
the Tsnl5-substrate co-crystal the hemiacetal C3 hydroxyl of 4 had
undergone dehydration to produce 5 (Fig. 5a). The tetronate ring
of 5 is fully inserted into the p-barrel cavity of Tsnl5, with the tet-
rahydrofuran moiety protruding into the solvent (Fig. 5b). The side
chains of amino acid residues §142 and Q164 form hydrogen bonds
with the tetronate of 5 (Fig. 5¢) and and R89 is hydrogen-bonded to
the hydroxyl group at C30 (chain B only) (Supplementary Fig. 22).

Our initial hypothesis was that Tsn15 might use acid/base cataly-
sis to activate the C17 hydroxyl and promote nucleophilic ring clo-
sure of the tetrahydropyran ring. However, mutagenesis of individual
acidic and basic amino acid residues in the f-barrel (R89, E109 and
D122) showed that none of them are essential for Tsnl5 activity
(Supplementary Fig. 23). Further alanine mutagenesis highlighted
W190 (essential) and Q164 (the mutant shows ~30% wild-type activ-
ity), both of which are probably important for substrate binding and
selectivity (Supplementary Fig. 23); W190 seems to orient the oxa-
decalin moiety of 5 through z-stacking interactions (an equivalent
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Fig. 4 | Structural homologues of Tsn15 and their respective reactions. The Ca chain of Tsn15 was aligned with its structural homologues AbylU, Pyrl4,
AOC2 and PodA. The r.m.s.d. and the amino acid 1D (%) in comparison with Tsn15, and the reaction that each homologue catalyses, are shown next to
each structure.

tryptophan is conserved in Tmn8, suggesting a conserved role in  residues did not abolish enzyme activity as in the case of Pyrl4 (ref. *;
binding oxadecalin polyether tetronate intermediates) (Fig. 5c, Supplementary Fig. 23). The inability to identify essential general
Supplementary Fig. 5). The twelve N-terminal amino acids of Tsn15  acid/base catalytic residues suggests that the active site of Tsn15 ispri-
do not form an essential substrate-enclosing lid, as removing these  marily a hydrophobic pocket that promotes a reactive conformation,
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Chain A

Bl

Fig. 5 | Structure of Tsn15 and a Tsn15-substrate complex. a, The F-F, of 5 (left, contoured to 2.0 ¢) and its chemical structure (right). b, Tsn15 in complex
with intermediate 5. The electron density difference map (f,-f.) of 5 could be clearly assigned in the p-barrel cavity of Tsn15 chain A. The contouring is
to 2.0 6. ¢, Detailed binding interactions between intermediate 5 and the internal p-barrel residues of Tsn15 (chain A) are shown. The dotted grey lines

represent hydrogen bonds.

possibly producing the tetrahydropyran ring via a pericyclic rear-
rangement (Fig. 6) similar to the mechanisms proposed for its homo-
logue AOC2 (ref. ) and the [442] cyclases PyrI4 (ref. ) and AbyU
(ref. '%). One complication with this proposal is that the conformation
of 5 in the active site seems to be inert for tetrahydropyran forma-
tion, with the atoms that must form a bond (C13 and the oxygen of
the C17 hydroxyl) being 4.6 A apart. A possible explanation for this
could be that the conformational rigidity imposed on Tsnl5 when
it crystallized prevented 5 from adopting a near attack conforma-
tion. It is also notable that 5 is present in the active site of Tsnl5
rather than 4 or tetronasin 1. We had thought it more likely that 4
would be converted by Tsnl5 and tetronasin 1 would therefore co-
crystallize in its active site, analogous to the Pyrl4 cocrystallization
experiments”. One explanation for this could be that 5 is an inert
spontaneous dehydration product of 4, the true substrate. If 4 is the
true substrate, however, then tetrahydropyran formation and dehy-
dration at C3 must occur simultaneously (Supplementary Fig, 17b),
which would probably require an acidic residue to donate a proton
to the hemiacetal hydroxyl, thereby creating a better leaving group.
However, as demonstrated, the acidic groups in the active site are not
essential and no acidic amino acid is adjacent to C3, so it is not clear
how this could occur. Although we cannot rule out 5 being inert, in
our view, 5 is more likely to be the Tsnl5 substrate as the dehydra-
tion of 4 to form 5 should be a favourable first step for tetronasin
formation. Dehydration of the hemiacetal hydroxyl (whether sponta-
neous or Tsn15 catalysed) would stabilize the anion that forms at the
C3 oxygen during tetrahydropyran formation through conjugation
with the C1 and C33 carbonyl groups (Supplementary Fig. 17a,c.e).
Although the exact mechanism used by Tsnl5 to convert 4 to tet-
ronasin remains unknown, our data are more consistent with Tsn15
catalysing a pericyclic rearrangement rather than a nucleophilic acid/
base reaction (Fig, 6). Regardless, the crystal structure of Tsnl5 with
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5 in its active site delineates the substrate-binding residues of Tsn15
and provides a robust foundation for conducting future mechanistic
studies on this fascinating class of cyclase.

Qur results show that the standalone enzyme Tsnll catalyses a
previously unsuspected intramolecular [4+2] cycloaddition that, in
formal terms, represents an inverse-electron-demand hetero-Diels—
Alder reaction’ and constitutes a latent but compelling mechanistic
link with spirotetronate and spirotetramate biosynthesis. Likewise,
Tsnl5, which is structurally homologous to known Diels-Alderase-
like cyclases, has evolved to catalyse a different (but possibly also
a pericyclic) transformation. From a synthetic biology perspective,
these enzymes could be useful for stereospecifically synthesizing
cyclohexane and tetrahydropyran moieties in synthetic polyether
ionophore analogues. The tolerance of Tsnl5 to mutations in its
active site and the diverse range of reactions catalysed by its pro-
tein fold (Fig. 4) further suggests it may have some potential as a
biotransformation catalyst. Meanwhile, these findings suggest that
further examples of novel—and potentially latent—enzymatic peri-
cyclic reactions remain to be discovered in natural product biosyn-
thetic pathways.

Methods

Materials, bacterial strains and culture conditions. All chemicals and
biomaterials were purchased from Merck or Thermo Fisher unless otherwise stated.
All of the enzymes were purchased from Thermo Fisher or New England Biolabs.
All of the E. coli strains were grown in liquid or on solid (1.5% agar) lysogeny broth
medium at 37°C. Por general maintenance of strain stocks, S. longisporoflavis was
grown at 30°C and 220 t.p.m. in trypticase soy broth with yeast extract (30g 1"
tryptic soy broth, 5 gl yeast extract, 103 gI* sucrose) or at 30 °C on soya flour
mannitol (SFM) agar (20 gl soy flour, 20 gl p-mannitol, 20 g1** agar).

General DNA manipulation techniques. The PCR amplification of DNA was

performed using Q5 DNA polymerase (New England Biolabs). DNA cloning was
performed using standard restriction digestion or isothermal DNA assembly.
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Fig. 6 | The proposed mechanism for formation of the cyclohexane and tetrahydropyran rings of tetronasin. Tsn11 catalyses an inverse-electron-demand
hetero-Diels-Alder reaction to form an oxadecalin intermediate. The oxadecalin is hydrated to form the cyclic hemiacetal 4 that was purified from the
Tsn11+3 assay and structurally characterized. Tsn15 then catalyses dehydration of 4 to form 5 (which crystallized in the active site of Tsn15), followed by a
pericyclic rearrangement to form the tetrahydropyran ring and fragment the oxadecalin, producing tetronasin 1.

Sanger sequencing was used to confirm the sequences of all cloned DNA. Genomic
DNA from 8. longisporoflavus was isolated by chloroform extraction followed

by isopropanol precipitation and washing using 70% ethanol. Mutagenesis of

tsn15 was performed for £sn15-E109A, tsn15-D122A and sn15-W190A using a
Quikchange IT mutagenesis kit (Agilent). The remaining #5715 mutant constructs
were ordered from GenScript.

Deletion and complementation of tsn211 and fs»15in S. longisporoflavus.
The deletions of tsn11 and tsn15 were made in the coding region to avoid
introducing a frameshift that could have deleterious polar effects on downstream
gene expression. Genomic DNA of S. longisporoflavus was purified and used as
a template for all PCR amplifications necessary to create a tsn11 gene-deletion
plasmid construct The tsn11_Up_Fw/tsn11_Up_Rvand tsn11_Dn_Fw/tsnll_Dn_
Rv primers were used to amplify 2kbp stretches of the genomic DNA upstream and
downstream of tsn11, respectively. The primers contained additional nucleotides
on their 5' ends that enabled the two fragments to be joined and ligated to the
Ndel site of pYH7 using isothermal DNA assembly®, producing the recombinant
construct pYH7-tsn11 in which 1,356 nt of the tsn11 coding frame was deleted. The
pYH7-tsn11 construct was transformed to E. coli ET12657/pUZ8002" cells that
were mixed into a fresh liquid culture of S. longisporoflavus. After mixing, the cell
mixture was plated on SFM agar that was supplemented with 20 mM MgCl, and
incubated at 30 °C for 16 h. The SEM agar was then overlayed with 1 ml of sterilized
water that contained nalidixic acid and apramycin (0.875 mg of each per 35ml
plate). After several days of growth at 30 °C, apramycin-resistant S. longisporoflavus
exconjugants that featured a single homologous cross-over event with pYH7-
tsnil were observed. These single colonies were grown on SFM agar that lacked
the antibiotics to promote a second recombination event via plasmid loss. The S.
longisporoflavus exconjugants that had undergone a double homologous cross-over
event (those that had regained apramycin sensitivity) were screened using tsn11_
KO_Fw/tsn11_KO_Rv primers to detect the 572bp PCR product that is indicative
of a successful genomic deletion of £sn11. The PCR product was sequenced to
confirm the S. longisporoflavus Atsn1l genotype.

For the deletion of Tsn15, genomic DNA of S. longisporoflavus was purified
and used as a template for all of the PCR amplifications necessary to create a
tsn15 gene-deletion plasmid construct. The tsn15_Up_Fw/tsn15_Up_Rv and
tsn15_Dn_Fw/tsn15_Dn_Rv primers were used to amplify 2 kbp stretches of the
genomic DNA upstream and downstream of £sn15, respectively. The primers
contained additional nucleotides on their 5' ends that enabled the two fragments
to be joined and ligated to the Ndel site of pYH7 by Gibson assembly®’, producing
the recombinant construct pYH7-tsn15 in which the entire 621 bp sn15 coding
frame was deleted. The protocol for deleting tsn15 was identical to that previously
described for creating S. longisporoflavus Atsnll. Exconjugants that had undergone
two homologous crossing-over events with pYH7-sn15 were screened using
tsn15_KO_Fw/tsn15_KO_Rv primers to detect the 713bp PCR product indicative
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of a successful genomic deletion of tsn15. The PCR product was sequenced to
confirm the S. longisporoflavus Atsnl5 genotype.

The S. longisporoflavus Atsnll Atsnl5 double mutant was created by deleting
tsn15 in S. longisporoflavus Atsnll. The same protocol for deleting tsn15 was
followed, except that S. longisporoflavus Atsnl1—rather than wild-type S.
longisporofl d with pYH7-tsn15.

To complement the S. longisporoflavus Atsnll mutant, tsnii was amplified
from the genomic DNA of S. longisporofiavus using tsn11-pIB139-Fw/tsnl1-
pIB139-Rv primers. The amplified tsn11 was then cloned by isothermal DNA
assembly at the X&al site of pIB139 (downstream of the ermE* promoter)®,
creating pIB139-tsn1l; pIB139-tsn11 was conjugated to S. longisporoflavis
Atsnl1 using E. coli ET12657/pUZ8002. Apramycin-resistant exconjugants were
selected and grown for 7 d before being subjected to HPLC-MS analysis. To
complement the S. longisporoflavus Atsnl5 mutant, tsn15 was amplified from the
genomic DNA of S. longisperoflavus using tsn15-pIB139-Fw/tsn15-pIB139-Rv
primers. The amplified #5715 was then cloned by isothermal DNA assembly at
the Xbal site of pIB139 (downstream of the ermE* promoter), creating pIB139-
tsn15; pIB139-tsnl5 was conjugated to S. longisporofiavus Atsnl5 using E. coli
ET12657/pUZ8002.

Analysis of metabolites from 8. longisporoflavus. To test for the production

of either tetronasin 1 or intermediate 3, a colony of S. longisporoflavus (or a S.
longisporoflavus deletion mutant/complementation strain) was inoculated into tsn
medium A (30 gl tryptic soy broth, 3g I CaCO,, trace elements: 4mg "' FeSO,,
4mgl* ZnSO,, 0.6 mgl~ CuSO,, 0.4mgl* MnSO,, 0.4mg "' KMoO,) and grown
for 2d at 30°C and 200 t.p.m. The culture was then plated onto petri dishes that
contained tsn medium B (30 gl tryptic soy broth, 3g1** CaCO,, 100 gl dextrin,
20g 1" agar, trace elements: 4mgl™ FeSO,, 4mgl* ZnSO,, 0.6 mgl* CuSO,,
0.4mgl* MnSO,, 0.4mg I KMoO,) and grown at 30°C for 7d. The agar and
cells were then extracted using ethyl acetate. The ethyl acetate was evaporated
under reduced pressure and the organic extract was dissolved in methanol for
analaysis through HPLC (Hewlett Packard, Agilent Technologies 1200 series)
coupled to a mass spectrometer (Thermo Finnigan MAT LTQ). The HPLC-MS
was fitted with a 250 mm x 4.6 mm 5um C18 reverse-phase column (5 OSD3,
100 A; Phenomenex). The mobile phase comprised 20 mM ammonium acetate
and increasing methanol (v/v) at a flow rate of 0.7mlmin": 0-5min, 5-75%
methanol; 5-30 min, 75-95% methanol, 30-34 min, 95% methanol 35-36 min,
95-5% methanol. A normalized collision energy of 35% was used for the molecular
fragmentation of tetronasin. High-resolution mass spectra were obtained using
a Vion IMS QTOF (Waters) operated by the MS service of the University of
Cambridge Department of Chemistry.

Heterologous expression of cyclase genes in E. coli. The tsni5, tsnii,
tmn9 and tmn8 genes were each amplified by PCR. The PCR products were
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individually digested using Ndel and X#z0l and cloned between the Ndel and
Xhol sites of pET28a(+), in-frame with the N-terminal polyhistidine tag
(MGSSHHHHHHSSGLYPRGSH). Each expression plasmid was individually
used to transform chemically competent E. coli BL21 (DE3) cells (Thermo
Fisher). A single colony from each E. coli BL21 (DE3) transformant was cultured
at37°C and 200 r.p.m. in lysogeny broth that contained 50 g m1! kanamycin.
Once the culture had reached A, = 0.5, protein expression was induced by
adding isopropyl p-p-1-thiogalactopyranoside to a final concentration of 0.5 mM.
The culture was then incubated for 16 h at 20°C and 200 .p.m. The cells were
harvested by centrifugation and resuspended in 30 ml of 20 mM Tris-Cl pH 7.9
buffer, 500mM NaCl. The cells were lysed using an Emulsiflex C5 (Avestin)
according to the manufacturer’s instructions. The insoluble fraction was removed
by centrifugation and the soluble fraction was passed though nickel-affinity
resin (Qiagen) to bind the recombinant protein. Lysis buffer with increasing
imidazole concentrations (50-400 mM) was used to remove contaminants

and subsequently elute pure recombinant protein (monitored by SDS-PAGE).
Fractions that contained the purified recombinant proteins were concentrated
using Amicon Ultra-15 centrifugal filter units (Merck Millipore) and the buffer
was exchanged to 20 mM Tris-Cl, 100 mM NaCl, 10% glycerol (pH 7.9) using a
PD-10 column (GE Healthcare) according to the manufacturer’ instructions. The
protein concentration was determined by the Bradford assay using a bovine serum
albumin standard curve. The protein aliquots were then snap frozen in liquid
nitrogen and stored at -80°C.

Protein quaternary structure analysis by analytical ultracentrifugation.
Analytical ultracentrifugation was used to measure the molecular weight of
Tsn11 and Tsn15 in solution. Tsn15 and Tsn11 were purified and individually
concentrated to 0.75mgml™ in a final volume of 800 pl. When Tsn11 and

Tsn15 were sedimented together, each was present in the same chamber at a
concentration of 0.75mg ml™. Analytical ultracentrifugation experiments were
performed using an Optima XL-I (Beckman Coulter) centrifuge fitted with an
An60 Ti four-hole rotor. Absorbance and interference data were acquired in the
continuous mode at time intervals of 170s, at a rotor speed of 40,000r.p.m. and
20 °C with systematic noise subtracted, but without averaging. The density and
viscosity of the buffer (20 mM Tris-Cl pH 7.9, 100/150 mM NaCl) and the partial
specific volume of the protein were both calculated using Sednterp*. The multi-
component sedimentation coefficient distributions were obtained from 128 scans
by direct boundary modelling of the Lamm equation using Sedfit v.14.1*.

Isolation of Intermediate 3 for NMR analysis. Intermediate 3 was isolated from
S. longisporoflavus Atsnll. Well-grown S. longisporoflavus Atsnll colonies were
inoculated into 5 ml of tsn medium A and grown for 2d at 30°C and 200 t.p.m. The
cultures were then inoculated into flasks that contained 50 ml of tsn medium A and
grown for 2d at 30 °C and 200r.p.m., or until a thick mycelial culture had grown.
These cells were plated on 400 12.cm x 12 cm agar plates that each contained 50 ml
of tsn medium B agar (30 gI* tryptic soy broth, 3g 1" CaCO;, 100g 1" dextrin,

20 gl agar, trace elements: 4mg 1" FeSO,, 4mgl ZnSQO,, 0.6 mg1* CuSO,,
0.4mg 1" MnSQ,, 0.4mgl"! KMoO,) and were grown for 7d at 30 °C. The agar was
then cut into small squares and combined in a large glass flask where they were
extracted three times by being submerged in 21 of ethyl acetate. The ethyl acetate
was evaporated under reduced pressure to yield 7g of a brown crude organic
extract. The crude extract was dissolved in 8 ml of methanol and loaded onto
eight 10 g per 70m1 C18 reverse-phase isolute cartridges (Biotage) according to
the manufacturer’s instructions. Fractions were eluted from the columns using a
mixture of 20 mM ammonium acetate and increasing methanol (v/v). Fractions
containing intermediate 3 were identified by HPLC-MS and pooled together
(1.15 g in total) before a second round of solid phase extraction purification. The
final purification step was performed using an Infinity II semipreparative HPLC
(Agilent) fitted with a Phenomenex C18 Prodigy column (5 pm ODS-3 1004,

250 X 10mm). Gradient elution of intermediate 3 was achieved using a mobile
phase of 5mM ammonium acetate and methanol with a flow rate of 3 mlmin-:
0-5 min, 5-75% methanol; 5-15 min, 75-85% methanol; 15-19 min, 85-100%
methanol; 19-20 min, 100-5% methanol. Fractions containing intermediate 3
were identified by detecting its characteristic chromophore (4,,,, =236 nm) and
pooled together, was was followed by solvent evaporation under reduced pressure.
The dried extract was dissolved in ethyl acetate to remove the ammonium

acetate, followed by freeze drying to yield purified 3 (12.5 mg). For structural
determination, 3 was dissolved in deuterated chloroform and analysed using a
500 MHz DCH Cryoprobe Spectrometer (Bruker).

Isolation of intermediate 4 for NMR analysis. Intermediate 4 was isolated from
an in vitro reaction of 3 and Tsn11. The assay mixture (60 ml in total) contained
20mM Tris-Cl, 100 mM NaCl (pH 7.9), 50 uM Tsn11, 400 pM of 3 and 5% v/v
methanol. After incubation at 30°C for 1.5 h, the reaction mixture was extracted
six times with 30 ml of ethyl acetate. The ethyl acetate was evaporated and the
organic residue was dissolved in methanol. The extract was chromatographed on
semipreparative HPLC as described above. Fractions that contained intermediate
4 were identified by detecting its characteristic chromophore (4, = 254nm)

and pooled together for solvent evaporation. The dried residue was dissolved

in ethyl acetate to remove the ammonium acetate, followed by freeze drying
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to yield purified 4 (3.3 mg). For the structural determination, 4 was dissolved
in deuterated methanol and analysed using a 500 MHz DCH NMR Cryoprobe
Spectrometer (Bruker).

In vitro assays. In vitro activity assays of Tsn11 and Tsn15 were performed in
20mM Tris-Cl buffer, 100 mM NaCl, 5% v/v methanol (pH 7.9). Typically, reaction
volumes were 100 pl and contained 200 uM of 3 or 4; Tsn11 and/or Tsn15 were

each added to a final concentration of 5 M. The reactions were carried out at 30°C
for 1h unless stated otherwise. The reactions were terminated by adding 400 ul of
methanol before being completely dried under reduced pressure. The dried extract
was redissolved in 100 pl methanol and analysed by HPLC fitted with a Phenomenex
C18 Prodigy column (5pm ODS-3 1004, 250 X 10 mm) using a gradient programme
of 20 mM ammonium acetate and increasing methanol (v/v) at a flow rate of
3mlmin: 0-5min, 5-75% methanol; 5-15 min, 75-85% methanol; 15-19 min,
85-100% methanol; 19-20min, 100-5% methanol. For all of the in vitro assays,

the identities of intermediates 3 and 4 were confirmed by their unique ultraviolet
chromophores and MS* fragmentation patterns. For analysis of the Tsn11 sodium
dithionite assays and the Tsn15 point mutation assays, a Poroshell 120, EC-C18,

27 1M, 46 X 100 mm (Agilent) column was eluted with 5 mM ammonium acetate
and methanol at 1 mlmin-: 0-5min, 5-75% methanol; 5-15min 75-95% methanol;
15-19min, 95% methanol; 19-20 min, 95-5% methanol. When the Tsn11 activity
assay was conducted in the presence of sodium dithionite, 100 pM of 3 was used
with 1 M of Tsn11 and 1 mM of sodium dithionite. Parallel reactions were carried
outand terminated at 0, 2, 4 and 8 min, respectively.

Protein crystallization. For protein crystallization, £sn115 was expressed in E.

coli BL21 (ADE3) and purified by nickel-affinity chromatography as previously
described. The protein was further purified using a preparative gel-filtration AKTA
(GE Healthcare Lifescience) connected to a Hiload 16/60 column packed with
Superdex 200 resin. Fractions that contained Tsn15 were pooled and concentrated;
Tsn15 was concentrated to 15 mgml (20 mM Tris-Cl pH 7.9 buffer, 100 mM NaCl)
and crystallized in 0.1M PCTP (pH 6.0) (0.1 M of sodium proprionate, sodium
cacodylate trihydrate and bis-Tris propane), 25% polyethylene glycol 1500 using
the sitting-drop vapour-diffusion method at 19°C. The Tsn15-substrate complex
was crystallized using the hanging-drop vapour-diffusion method at 18°C. To
obtain the protein complex, a solution composed of Tsn15 protein (15mgml- in
20mM Tris-Cl pH 7.9 buffer, 0.5M NaCl) and 10 mM of 4 was incubated for 10min
and then crystallized in 0.1 M PCTP pH 6.0 buffer 27% polyethylene glycol 1500.
To solve the phases for the Tsn15 structure, a selenomethionine labelled version

of Tsn15 (SeMet-Tsn15) was created and the structure was determined using the
single anomalous dispersion method. To achieve this, E. coli BL21 (ADE3) cells
transformed with pET28a(+)-tsn15 were cultured in M9 medium. Once the culture
had reached Ay, =0.5,0.1g 1" L-lysine, 0.1g1" L-threonine, 0.1gl"! L-phenylalanine,
0.05 gl L-leucine, 0.05 g1 L-isoleucine and 0.05 gl L-valine were added to the
growing culture, followed by 0.06 g1 of L-selenomethionine. SeMet-Tsn15 was
purified and exchanged into a buffer that contained 20 mM Tris-Cl pH 7.9, 100 mM
NaCl, 2mM EDTA and 2 mM tris(2-carboxyethyl)phosphine, then crystallized as
before. Crystals were harvested from the crystallization drop and transferred to
acryoprotecting solution that contained the crystallization solution and 25-27%
ethylene glycol. The crystals were then flash frozen in liquid nitrogen using nylon
loops. X-ray diffraction data for SeMet-Tsn15 were collected at the Diamond Light
Source 104 beamline, whereas for the complex Tsn15-substrate data were collected
at PETRAIIL, beamline 13. The X-ray data processing was performed using XD§*
and scaled using Aimless”” from CCP4 suite*. The phases for SeMet-Tsn15 was
solved using AutoSol” from Phenix suite®. The structural model was initially built
by AutoBuild* also from PHENIX suite’. The phases for the Tsn15-substrate
complex was determined by molecular replacement using the program Phaser**
from Phenix suite®. The SeMet-Tsn15 structure was used as the search model for
molecular replacement. Both SeMet-Tsn15 and Tsn15-substrate complex models
were refined using Phenix.refine*” and further visual inspection and real space
refinement was performed by COOT*. The stereochemical quality of the models
was assessed using MolProbity*. The protein structure figures were prepared using
PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0 Schrodinger, LLC*.

The revised sequence of Tsn11. Closer examination of the #5111 gene compared
to the deposited sequence revealed the start codon to be an additional 12bp 5
of the previously annotated start codon. The new start codon was a methionine
(ATG) rather than a leucine (TTG) and was 6bp downstream from a likely Shine-
Dalgarno sequence (GGAAGAA). The revised protein sequence of the updated
Tsn11 is presented below.

Tsnll:

MEIPLTGTVVIAGAGPVGLFLASELRLAGVEAVVLERSPKANEHT
VGGTLHARTADLFDQRGIMDTLRAGNPPLWPRLHFASYWLDLAPH
MEDEYSLLLPQQYTEEMLEAHATELGADIRRGHTCVSLTQDADGVT
VGVRADSGDYELRGAYLVGCDGGDSTVRELAAFPVQESGPRWYGLLA
DVESIEGDWHPGNYPGGQFAVIRSPHEGGPSRIMTLEFNET TQPPPAD
QPVSVEEVIASTERITGRTPVVGEVQWLHRY TNT TREAENYRQGRVFVA
GDAAHLHVAFAGHGLSTGLHDAANLGWKLAAVLDGRAPDSLLDTYDE
ERRPVGHRACVFTQSQMALLTQGQQLDILRQLFTDLYKLPEVNHHLITT
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VTDVRYALDGAEKEDTHPLLGRPYVPNQLVKDADGQATAVAEALRAGRG
VLIDLTDGAAALPDTSGRRGHLDSVSRGPADAVDATALLY RPDGFVAWA
ATADTGNDGLEPALRRWFGDTA

The revised sequence of Tmn9. During cloning of tmn9 it was noted that the
sequence differed from that previously published' (as confirmed by sequencing
independent PCR reactions). The revised Tmn9 protein sequence is as follows:

Tmn9:

MSEPYVVVVGAGPAGLMLACELAMRDVPAVLVDIHPTQRAEAPA
MAINAGTLEMLDQRGLAAGLREGTVTFPEVRFADLRLAFEKVQGPREP
THMVLQSRLEKVLIDRAVELGVDLRWATRLTGFEEAADGSGVTVTLAS
DAGEEQLRCRYLVGCDGRESIVRKQAGIDYVGDDW VIVRGIVGDVAINR
EDVAPEQYGLSYTDNGDQFLGAPLSPDVMRV FSAEFSTEPPEFEDGPATLEQL
GDAVKRLTGKELKATEAHWLQHYSIVTRNAEQYRKGRVFIAGDAAHVHYPY
NGQGLGTAIGDAVNLGWKIAAEVHGWAPADLLDSYHVERHLAGRLACMNI
QAQLALLYPRPLARYMREMMGEFLKFDEVNVFLAEIV TNLGPAVPIAYEGY
PEPVEGDRLLGRRLPKVQIKTADGDMGVAETLQSGRGVLLDLSGDASAQE
ESGWADRVDVVRAQPVPDLPGTLLLRPD GCVAWHDGGGWGQDELRTA
LRTWEGAPTG

Sequence of Tsn15. Before the submission of this manuscript, a different open
reading frame in the tetronasin gene cluster—that is, an ATP-binding cassette
transporter—was named Tsn15. The Tsn15 described in this paper was not
annotated. As such, the ATP-binding cassette transporter has been renamed
Tsn15b and Tsn15 now refers to the [4+2] cyclase homologue. For clarity the DNA
and protein sequence of Tsn15 are presented below:

tsnl5:

ATGACCACTTCCATCGATCCGACGACCCCGCTGACCTACAACCCC
GTCATCGACGCGCTCGTCGGCTCGTGGCGCCAGATCATCGACGCCGA
CTACTCGGCGGACGACACCCGGCTGCCCGATCTCGCCGTGCTGGCC
CGCTCCACCGCGCGGGCGGTCGCGGCTGCCGTACCCCGTCCGCTCG
CGGAGATCTCGGCCCCGGACGCGCCGGACGAGCGCGGCGAACTC
GTGCTGCTGGAGAAGGTGATCCAGGAAGTGGCCGACCGCGAGTAC
ACCCCGCTGAGCCCCGAGGGGCCGAGCGTCGGGGACCTCGTCCTGG
TGACGGAGAAGATCTACAACTCCGACCGCGAGGAGATCGGCGCGGAC
ACCGGGCGGCTGCGGATCATCCGCAAGGACCCGGAGACCGGGCACC
ACTTCACGGTCTCGCTCGTCACGTCCACGGTGCAGGGCAACAAGC
TGTTCGCCTTCGGCTACACCGAGATGGAGGCCCAGCTCGCCGGGG
GCCGCACCACCATCCAGGTCGCCTGCTGGGACGGCCCCTGGGC
CGGCATGAGCGGCACCCTGTCCTGGGTCATCAACTCCATGACGG
CCGCCGAGTCGCGGTACGAGCTGCGCCGCTGA

Tsn15:

MTTSIDPT TPLTYNPVIDALVGSWRQIIDADYSADDTRLPDLAVL
ARSTARAVAAAVPRPLAEISAPDAPDERGELVLLEKVIQEVADREYTP
LSPEGPSVGDLY LV TEKIYNSDREEIGA DTGRLRIIRKDPETGHHFTVS
LVTSTVQGNKLFAFGY TEMEAQLAGGRT TIQVACWDGPWAGMSGT
LSWVINSMTAAESRYELRR

Interception and detection of PKS-bound polyketide intermediates. All S.
longisporoflavus strains were grown in 10 ml of tsn medium A for 2d at 30°C
and 200 r.p.m. Seed cultures (100 ul) were used to inoculate tsn medium A

(10 ml of liquid culture, in duplicate, in 50 ml Erlenmeyer flasks with springs).
They were then incubated at 30 °C for 5d. After the first day of incubation, 6
(ata final concentration of 1 mM) was dissolved in 80 pl of MeOH and added
portionwise over 4d (20 pl each day, days 2-5). Control liquid cultures that
omitted 6 were also prepared (in duplicate copy). After 5d of fermentation,
the liquid cultures were extracted with ethyl acetate (20 ml). The extracts were
concentrated and the residues were redissolved in HPLC-grade methanol (1 ml)
for MS analysis.

High performance liquid chromatorgraphy-high resolution-electrospray
ionization-mass spectrometry analyses of S. longisporoflavus extracts were carried
out on an LTQ-T Orbitrap Fusion instrument Reverse-phase chromatography
was used to separate the mixtures before MS analysis. Two columns were used: an
Acclaim PepMap pi-precolumn cartridge (300 pm i.d. x 5mm, 5 um, 100A) and
an Acclaim PepMap rapid-separation liquid chromatography column (75 ym x
15¢m 2 pm 100 A) (Thermo Scientific). The columns were installed on an Ultimate
3000 RSLCnano system (Dionex). The mobile phase buffer A was 0.1% aqueous
formic acid, whereas mobile phase B comprised 100% acetonitrile that contained
0.1% formic acid. Samples were loaded onto the p-precolumn equilibrated in
50% aqueous acetonitrile that contained 0.1% trifluoroacetic acid for 8 min at
10 plmin~. Compounds were then eluted onto the analytical column following a
75 min gradient for which the concentration of mobile phase B was increased from
50% to 80% B over 15min, maintained at 80% B for 50min and then decreased to
50% over 1 min, followed by a 9min wash at 50% B. The species were analysed by
electrospray ionization MS. Survey scans of precursors from 150 to 1500 m/z were
performed at 60K resolution (at 200 m/z) with a 4X 10° ion count target. Tandem
MS was performed by isolation at 1.6 Th with the quadrupole, higher energy
collisional dissociation fragmentation with normalized collision energy of 32 and
rapid-scan MS analysis in the ion trap. The MS/MS ion count target was set to
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2x10° and the maximum injection time was 50ms. A filter targeted inclusion mass
list was used to select the precursor ions.

Reporting summary. Further information on research design is available in the
Nature Research Reporting Summary linked to this article.

Data availability

The tetronasin biosynthetic gene cluster sequence is available on GenBank
(accession code: F]462704). The crystal structure data is available on the PDB
(accession codes: 6NOI (Tsn15) and 6NNW (Tsnl5-substrate complex)). All other
data that supports the findings of this study are available from the corresponding
author on reasonable request.
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