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1. Resumen

Acinetobacter baumannii es una bacteria Gram negativa de importancia médica, ya
gue es responsable de infecciones nosocomiales en todo el mundo, por otro lado,
existen cepas de esta especie que presentan resistencia a multiples antibiéticos, es
por esto que el estudio de las enzimas responsables de sintetizar la pared celular
de esta bacteria abreviadas como PBP’s es de gran interés porque son el principal
blanco de los antibi6ticos betalactamicos, pero también se ha encontrado que en
diferentes especies bacterianas existen enzimas de este tipo que pueden conferir

resistencia, ademas de tener su funcion candnica de sintetizar la pared celular.

En particular, la PBP 5/6 de A. baumannii ha sido una enzima poco estudiada y en
el presente trabajo se muestra que mediante la expresion heteréloga de esta enzima
en la cepa Escherichia coli BL21 (DE3), presento resistencia frente al antibiético
meropenem por medio de cinéticas de crecimiento. Por otro lado, se hicieron
comparaciones entre un modelo por homologia realizado en el servidor I-TASSER
de la PBP 5/6 y la posicion de los residuos importantes en la actividad hidrolitica
con otras PBP’s que se sabe que confieren resistencia y con la betalactamasa BlaC
para identificar posibles similitudes. Ademas, se estandarizé un protocolo de
purificacion a la PBP 5/6 empleando una columna de afinidad a niquel y con la
enzima una vez purificada. Se realizaron cinéticas enziméticas con la PBP 5/6 en
presencia de nitrocefina, dando como resultado y por primera vez reportado en la
literatura que la PBP 5/6 tiene capacidad hidrolitica contra antibiéticos
betalactamicos. Paralelamente, con la PBP 5/6 purificada, se concentré y se
montaron pruebas de cristalizaciébn para poder obtener a futuro la estructura

cristalografica en complejo con antibiético.

En conclusion, se demostro que el sistema heterdlogo que expresa a la PBP 5/6 es
resistente a altas concentraciones de meropenem, se infiri6 mediante predicciones
estructurales que la PBP 5/6 tiene residuos en comdn con enzimas homologas que
poseen capacidad hidrolitica, se estandarizé un protocolo de purificacion para la
PBP 5/6 y se demostro la capacidad hidrolitica de la PBP 5/6.



1.1 Abstract

Acinetobacter baumannii is a Gram-negative bacterium of medical importance, since
it is responsible for nosocomial infections throughout the world, on the other hand,
there are strains of this species that present resistance to multiple antibiotics, which
is why the study of the enzymes responsible for synthesizing the cell wall of this
bacterium, abbreviated as PBP's, is of great interest because they are the main
target of beta-lactam antibiotics, but it has also been found that in different bacterial
species there are enzymes of this type that can confer resistance, in addition to

having their function canonical way of synthesizing the cell wall.

In particular, the PBP 5/6 of A. baumannii has been an enzyme little studied, and in
the present work, it is shown that through the heterologous expression of this
enzyme in the Escherichia coli BL21 (DE3) strain, it presents resistance against the
antibiotic meropenem by growth kinetics medium. On the other hand, comparisons
were made between a homology model performed on the I-TASSER server of PBP
5/6 and the position of residues important in hydrolytic activity with other PBPs
known to confer resistance and with BlaC beta-lactamase. to identify possible
similarities. In addition, a purification protocol was standardized to PBP 5/6
employing a nickel affinity column and with the enzyme once purified. Enzymatic
kinetics were performed with PBP 5/6 in the presence of nitrocefin, resulting in and
for the first time reported in the literature that PBP 5/6 has hydrolytic capacity against
beta-lactam antibiotics. At the same time, with the purified PBP 5/6, it was
concentrated and crystallization tests were set up to obtain the crystallographic

structure in complex with antibiotics in the future.

In conclusion, it was shown that the heterologous system that expresses PBP 5/6 is
resistant to high concentrations of meropenem, it was inferred through structural
predictions that PBP 5/6 has residues in common with homologous enzymes that
have the hydrolytic capacity, it was standardized a purification protocol for PBP 5/6

and the hydrolytic capacity of PBP 5/6 was demonstrated.



2. Introduccioén

2.1 El problema mundial de la resistencia a los antibioticos.

La resistencia a los antibidticos, es un fendmeno biolégico que ocurre de manera
natural en diferentes especies de bacterias dentro de su habitat gracias al proceso
de variabilidad genética y la necesidad de adaptacién al ambiente que forman parte
de la seleccion natural, con el paso del tiempo y la aparicion de nuevos antibidticos
en el mercado han aparecido en la naturaleza nuevas cepas resistentes o
multirresistentes, ya que los antibiéticos fungen como una presién de seleccion
(Baquero & Cantén, 2017; Jacoby & Jacoby, 2017).

De manera paralela, al aparecimiento de una nueva presién de seleccion, los
organismos se ven forzados a adaptarse o extinguirse en el proceso, gracias al mal
uso generalizado durante décadas por los seres humanos con los antibiéticos y a la
ausencia de nuevos antibiéticos en el mercado, diferentes especies bacterianas han
llegado a adaptarse y presentar cepas que en casos extremos se les ha conferido
diferentes tipos de multiresistencia como resistencia extendida, es decir que son
resistentes a al menos un tipo de antibiético de cada familia de estos farmacos o en
el peor de los casos, se puede presentar cepas panresistentes que son bacterias
resistentes a cualquier tipo de antibiético conocido como respuesta a las presiones
de seleccion, las cuales amenazan afio con afio la vida de miles de personas en el
mundo y de acuerdo a datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), para el
afio 2050 la crisis por la multiresistencia sera un problema a nivel mundial con
consecuencias a nivel de vidas humanas y econdmicas en los sistemas de salud
principalmente en paises subdesarrollados (Boucher et al., 2009; Magiorakos et al.,
2012; Mayers et al., 2017; World Health Organization, 2014).

Debido a este problema, la OMS publicé una lista de las bacterias patdégenas de
mayor importancia médica dividiéndolas en tres niveles de prioridad debido a su alto
indice de mortalidad y de resistencia a multiples antibidticos o antimicrobianos:

media, alta y critica, y en esta lista en el nivel de las bacterias de importancia critica



se encuentran las especies A. baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumonia, E. coli, Enterobacter spp., Serratia spp., Proteus spp., Providencia spp.
y Morganella spp., la principal razon por la que estas bacterias se encuentran a este
nivel es porque se han encontrado cepas multirresistentes a diferentes antibioticos
incluyendo a los de dultima generacion como los carbapenémicos, que son
antibioticos disefiados especificamente para poder inhibir a las enzimas formadoras
de la pared celular y también evitar la hidrdlisis de betalactamasas (“WHO | Global
Priority List of Antibiotic-Resistant Bacteria to Guide Research, Discovery, and
Development of New Antibiotics,” 2017).

2.2 Mecanismos de resistencia a antibioticos vy lista de patdégenos
prioritarios.

Las bacterias poseen mudltiples sistemas para contender en un medio con
antibioticos, dichos sistemas moleculares consisten en enzimas que han pasado por
un proceso de mutacion que evita que el antibiotico o inhibidor se una correctamente
a la enzima blanco como es el caso de algunas topoisomerasas, girasas o de
algunas subunidades del ribosoma, también existen proteinas transmembranales
gue sirven como bombas de flujo que permiten expulsar el antibiético de la bacteria
y este no llegue a su molécula blanco, pero la forma mas estudiada con la que las
bacterias logran resistir ambientes con altas concentraciones de antibiéticos son la
betalactamasas, que son enzimas altamente especializadas en hidrolizar cierto tipo
de antibioticos muy usados en la medicina como son los antibioticos betalactamicos
(Asif et al., 2018; lyer, 2022; Kapoor et al., 2017).

2.3 Métodos para determinar la resistencia a antibioticos:

El surgimiento del problema de la resistencia a antibiéticos es estudiado mediante
diferentes técnicas microbiolégicas y moleculares, algunos de los métodos mas

usados en el laboratorio y recomendados por el Clinical and Laboratory Standards



Institute (CLSI), o el The European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) para estudiar a los organismos resistentes a uno o varios tipos
de antibidticos son las cinéticas de crecimiento en presencia de antibioticos en
diferentes concentraciones, realizadas por diluciones para determinar la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), es decir, la concentracibn minima de
antibiotico que se necesita para inhibir el crecimiento bacteriano, este método se
basa en medir el crecimiento reflejado por la absorbancia (a 600 nm) del medio de
cultivo inoculado con bacterias control y bacterias experimentales en presencia de
antibiotico durante un periodo determinado de tiempo que puede ser entre 12 a 24
horas en agitacion y temperatura constantes (Jorgensen & Ferraro, 2009; Theophel
et al., 2014).

Entre otras técnicas que se enfocan menos en el crecimiento de las células y méas
en la funcion de enzimas candidatas que pueden tener un papel en conferir
resistencia a antibioticos es la cinética enzimatica, ejemplo de esto son las pruebas
cinéticas para determinar las constantes cinéticas de las betalactamasas y su
eficiencia catalitica para hidrolizar antibidticos betalactamicos o los ensayos
cinéticos para determinar las constantes de inhibicidén en proteinas involucradas en
la sintesis de la pared celular, en la replicacion del material genético o en las sub

unidades ribosomales implicadas en el proceso de traduccion.

2.4 Las PBP’s como proteinas importantes para la supervivencia de las
bacterias:

Como previamente se menciono, los antibiéticos betalactamicos son hidrolizados
por las betalactamasas y las betalactamasas juegan un papel critico en la
supervivencia de las bacterias, ya que los antibiéticos betalactamicos son
inhibidores especificos de proteinas implicadas en la sintesis de la pared celular las
bacterias, dichas enzimas implicadas en la sintesis de la pared celular bacteriana
son conocidas como proteinas de unién a penicilina o por sus siglas en ingles PBP’s

(Penicillin Binding Proteins), que de hecho PBP’s y betalactamasas comparten una



historia evolutiva estrecha debido a que las PBP’s son las enzimas ancestrales de
las betalactamasas (Bush, 2010, 2018; lyer, 2022).

Las PBP’s parte de una familia de enzimas compuesta por carboxil peptidasas,
endopeptidasas y transpeptidasa que se dividen en dos clases: 1) de alto peso
molecular (HMM, kDa > 60) y 2) de bajo peso molecular (LMM, kDa < 60). En ambos
casos, estas enzimas estan involucradas en la formacion de la pared celular en
bacterias, sintetizando el peptidoglicano que la compone, ya que son las
responsables de la catélisis del pentapéptido que une a las cadenas de acido N-
acetil muramico y N-acetil glucosamina que forman al peptidoglicano, y su principal
diferencia entre estas dos clases es la cantidad de residuos de aminoéacidos que las
componen, es que las HMM se enfocan en polimerizar e incorporar el peptidoglicano
de la pared celular pre existente, mientras que las LMM a su vez se enfocan en él,
reciclaje y maduracion del peptidoglicano durante la division celular actuando como
D-D carboxil peptidasas o D-D endopeptidasas (Aguilera Rossi et al., 2016;
Sauvage et al., 2008). Es por esto, que las PBP’s han sido durante décadas uno de
los blancos preferidos de los antibidticos para el tratamiento de enfermedades
infecciosas ocasionadas por bacterias patdgenas (Sauvage et al., 2008; Ventola,
2015; Zapun et al., 2009). Por otro lado, el sitio activo de las PBP’s se compone por
tres motivos conservados en su estructura primaria, el motivo 1(SXXK), el motivo 2
(SXN) y el motivo 3 (KTG) los cuales tienen funciones que se explicaran a

continuacion (Moon et al., 2018; Sauvage et al., 2008).

2.5 Mecanismo de reaccion general de las PBP'’s.

El principal motivo es el SXXK ya que tiene un papel critico en el proceso de
acilacion y desacilacion de la D-Ala D-Ala del pentapéptido que une al
peptidoglicano, la lisina de este mismo motivo permite la desprotonacion de la serina
el cual al estar desprotonada permite el ataque nucleofilico del grupo carboxilo de
la D-Ala con el oxigeno libre de la cadena lateral de la serina lo cual prepara al

carboxilo para la union del grupo amino de la cadena principal de la D-Lys de otra



cadena de peptidoglicano. Por otro lado, el motivo SXN promueve la union con el
sustrato gracias formacioén de puentes de hidrogeno, mientras que el motivo KTG
permite un anclaje del sustrato gracias a las fuerzas electroestaticas gracias al
grupo carboxilo del sustrato que posee carga negativa (Fig. 1) (Smith et al., 2013;
Zhang et al., 2007). Adicionalmente, el motivo KTG se ha propuesto que tiene la
funcion de orientar a los antibioticos betalactamicos mediante la formacion de
puentes de hidrogeno con el carboxilato del anillo betalactamico (Alexander et al.,
2018a).
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Fig. 1. Mecanismo de accion de las proteinas de unién a penicilinas (PBP’s). Figura
tomada y editada de Zapun A., Macheboeuf P. & Vernet T. (2009).

2.6 Cristalografia de proteinas de rayos X.

La difraccion de cristales con rayos X es una herramienta muy buena para poder
determinar la estructura tridimensional de las proteinas con gran precision, esta
técnica fue inventada por W. H. Bragg y W. L. Bragg en 1912 y hasta nuestros
tiempos es la técnica mas importante para conocer la estructura tridimensional de
proteinas aun mas que la resonancia magnética nuclear o la criomicroscopia
electronica (Gu & Bourne, 2009; Rupp, 2010). La cristalografia de proteinas, es una
técnica que consiste principalmente y primeramente en obtener una proteina con un
alto grado de pureza, posterior a esto esta proteina pura y concentrada se somete

a condiciones fisicoquimicas O6ptimas que faciliten la formacion de un cristal
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microscopico, este proceso es critico y representa el filtro mas dificil a superar en la
cristalografia de proteinas, ya que no es trivial encontrar las condiciones de
cristalizacion de una proteina porque pueden existir condiciones muy diversas y
especificas para cada tipo en proteina, pasando por ese filtro y obteniendo el cristal
de proteina, este es difractado en una fuente de rayos X como puede ser un &nodo
rotatorio un acelerador de particulas como lo es un sincrotron, y el patron de
difraccibn que se genera a través de este proceso permite determinar las
coordenadas de los atomos dentro del cristal mediante diversos procesos
matematicos como las integrales de Fourier (Akerfeldt, 2009; Drenth & Mesters,
2007; Rupp, 2010).

La relevancia de esta técnica de difraccion de cristales de proteinas con rayos X, es
que muestra la importancia de las interacciones fisicoquimicas de las proteinas con
sus inhibidores o sustratos en determinadas regiones, como sus sitos activos que
se componen de residuos de aminoacidos claves para la funcién de estas enzimas,
entre otras, estas caracteristicas estructurales pueden llevar a proponer nuevos
compuestos que sirvan como inhibidores y que a futuro representen moléculas de

importancia farmacologica o industrial (Rupp, 2010; Strandberg et al., 2009).

3. Antecedentes

Existen estudios que han demostrado que algunas PBP’s son capaces de conferir
resistencia a antibiéticos en algunas especies de bacterias patégenas como P.
aeruginosa, Salmonella enterica, E. coli, S. aureus y Enterococcus faecalis. Esto
convierte a las PBP’s, en particular a las de bajo peso molecular, en un grupo de
enzimas de interés médico (da Costa et al., 2018; Moon et al., 2018; Ropy et al.,
2015; Sarkar et al., 2011; Sun et al., 2014; Zapun et al., 2017). El estudio bioquimico
y estructural de estas enzimas en bacterias patdgenas se ha enfocado sobre todo
a organismos modelo, como E. coli, Staphylococcus aureus, P. aeruginosa o
Streptococcus pneumoniae, que si bien son bacterias que presentan cepas

patdgenas en la naturaleza, se les da ha dado mayor atencidén que a otras especies
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bacterianas de mayor o igual importancia médica como es el caso a de la bacteria

A. baumannii (Sauvage et al., 2008).

3.1 Sobre la biologia y epidemiologia de A. baumannii.

A. baumannii, es un bacilo Gram negativo, aerobio, de Ila clase
gammaproteobacteria de la familia moraxellaceae. Es un microorganismo patégeno
oportunista y es uno de los principales agentes de infecciones nosocomiales a nivel
mundial, provocando primordialmente bacteriemia y neumonia en personas
inmunocomprometidas (Morris et al.,, 2019). Ademés, existen cepas
multirresistentes a farmacos y/o antimicrobianos que dificultan los tratamientos y
que pueden llegar a producir un 46% de mortalidad en pacientes

inmunocomprometidos infectados (Asif et al., 2018; Harding et al., 2018).

En el caso de México, estudios realizados entre el afio 2011 al 2016 encontraron
108 pacientes fueron relacionados con cepas de A. baumannii que presentaban
multirresistencia en diferentes hospitales del pais, por otro lado, de acuerdo a los
datos del 2018 del Plan Universitario de Control de la Resistencia Antimicrobiana
(PUCRA), A. baumannii presento un incremento en el numero de casos
hospitalarios que presentaban cuadros de bacteriemia asociados a cepas
multirresistentes con respecto afios anteriores, ademas, al contrastar los resultados
del nimero de cepas multirresistentes con otras bacterias como P. aeruginosa, E.
coli, Klebsiella sp., y Enterobacter sp., A. baumannii presento de manera alarmante
un mayor numero de cepas multirresistentes en comparacion con las otras especies
previamente mencionadas, lo cual pone de manifiesto la importancia clinica de esta
bacteria (Cornejo-Juarez et al., 2020; Plan Universitario de Control de la Resistencia
Antimicrobiana (PUCRA), 2019).



3.2 Caracteristicas de la PBP 5/6 y sus homo6logos a nivel estructural.

En el caso de A. baumannii, antecedentes como el de Seungil Han, Nicole Caspers
et al. 2011 y el de Rodrigo Cayo, Maria-Cruz Rodriguez et al. 2011 muestran que
PBP’s como la que es codificada por el gen dacC (PBP5/6), este gen, se encuentra
en multiples cepas y aislados de importancia médica de la bacteria A. baumannii y
solo se encuentra una copia del gen en el cromosoma bacteriano segun la base de
datos del National Center of Biotechnology Information (NCBI), se desconoce su
funcidn fisiologica a nivel experimental, pero por analisis de homologia de secuencia
se infiere que pertenece al grupo de las D-Ala D-Ala carboxil peptidasas y esta
clasificada como una LMM. Por otro lado, la PBP 5/6 comparte homologia y
caracteristicas en su estructura primaria y terciaria con otras PBP’s de bacterias
Gram negativas resistentes a antibiéticos, con base en modelos de determinacién

de estructura terciaria y estructuras cristalograficas reportadas en el PDB.

En detalle, la PBP 5/6 de A. baumannii tiene un homologo presente en P. aeruginosa
(PaPBP5) con un 50% de identidad de secuencia en la estructura primaria, dicho
homologo ha demostrado que tiene la capacidad de conferirle resistencia a distintos
antibiéticos betalactamicos como la ampicilina, la penicilina G, cefalosporinas y a
carbapenémicos a P. aeruginosa (Ropy et al., 2015; Smith et al., 2013). En dicho
estudio sobre la PaPBP5 sugieren ademas, que el loop 1 puede influir en la actividad
como betalactamasa, ya que se encuentra cerca del sitio activo de la enzima puede
ser capaz de interactuar con antibiéticos betalactadmicos, hidrolizandolos y evitando
asi que estos entren al sito activo de la enzima, sin embargo, al comparar
estructuras cristalograficas de diferentes sitios activos de PBP’s y el modelo por
homologia de la PBP5/6 de A. baumannii contra betalactamasas como la BlaC de
Mycobacterium tuberculosis llama la atencién el gran parecido estructural entre
PBP’s resistentes a antibiéticos y la betalactamasa en las posiciones de los sitios

involucrados en la hidrolisis de antibiéticos betalactamicos (Fig. 2y 3.).
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"] P geruginosa PBP 5 (PDB:4K91) I M. tuberculosis B-lactamasa BlaC (PDB:3DW2)

Fig. 2. Estructuras cristalograficas del sitio activo del homologo estructural de la PBP
5/6 de A. baumannii presente en P. aeruginosa (PaPBP5) en color cian es muy
similar al de las betalactamasas como la BlaC de M. tuberculosis en color azul. El
sitio activo de la PaPBP5 se asemeja al sito activo de la betalactamasa BlaC en la

forma en la que se disponen los residuos cataliticos de ambas enzimas.

@ E. colisPBP 5
(PDB: 3MZF)

| P. aeruginosa PaPBP5
(PDB:4K91)

@ A. baumannii PBP5/6
(Modelo por homologia
de I-TASSER)

Fig. 3. Similitud de los sitios activos de la sPBP 5, la PaPBP5 y la PBP 5/6. La
posicion y tipo de residuos involucrados en la funcion de las PBP’s de E. coliy P.
aeruginosa en las estructuras cristalograficas es similar a la posicion y tipo de
residuos en el modelo por homologia de la PBP 5/6 de A. baumannii.
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Como es de esperarse el modelo por homologia de la PBP 5/6 tiene un gran
parecido al de la sPBP 5y la PaPBP 5 (Fig. 3), ya que estas enzimas son las que
mayor identidad de secuencia tienen con la PBP 5/6, esto nos sugirid6 que el
acomodamiento de los residuos del sitio activo es importante para la funcién contra
los antibidticos betalactamicos, pero también las diferencias que se encuentran
cerca del sitio activo como es el caso del loop 1 deberian tener un papel en la
actividad enzimatica de estas enzimas. El modelo por homologia hecho en I-
TASSER si bien sugiridé que el sitio activo entre las diferentes PBP’s es muy
parecido, el otro 50% de diferencia que tiene la PBP 5/6 con respecto a la PaPBP 5
o0 a la sPBP 5 puede tener caracteristicas particulares que no son tan claras en
diferentes zonas que estan cerca del sitio activo como puede ser el loop 1 de la PBP
5/6 y que pueden tener impacto en la actividad de estas enzimas como se mostré
en el trabajo de Smith et al, 2013 solo por mencionar alguno.

3.3 La PBP 5/6 presenta residuos similares con bibliotecas de mutantes
resistentes a antibioticos.

Adicionalmente, se han realizado estudios para generar bibliotecas de mutantes de
la PBP 6 de S. enterica serotipo Typhimurium que obtuvieron como resultado el
incremento en la resistencia a distintos antibiéticos betalactamicos, y dentro de este
estudio llama la atencién que las mutantes de la PBP 6 con cambios en los residuos
S120T, S147N, S199P, A104T les confieren resistencia a antibioticos
betalactamicos en S. enterica y esto es importante porque los residuos que
cambiaron en las mutantes se presentan de manera natural en la secuencia de la
PBP 5/6 de A. baumannii o0 con cambios por aminoacido con una naturaleza quimica
muy parecida como el caso de la mutante A104T, donde en lugar de tener una
treonina A. baumannii tiene en su lugar una serina cuya naturaleza quimica es

similar al de la treonina (Sun et al., 2014).
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3.4 Justificacion.

El objetivo principal de este trabajo de investigacion, fue demostrar que el gen dacC
que expresa a la PBP 5/6 confiere resistencia en un sistema de expresion
heterd6logo por medio de una E. coli BL21 (DE3) y ademas, elaborar un protocol6 de
purificacion optimo de la PBP 5/6 asi como comprobar que la PBP 5/6 tiene una
actividad de hidrolasa que previamente no se habia descrito en la literatura con lo
cual se propuso como una enzima de interés para conocer su estructura
tridimensional, pero que como se muestra mas adelante no se pudo obtener una
condicion de cristalizacion Optima para la obtencién de cristales que sirvieran para
difractarlos y obtener datos para conocer su estructura tridimensional. Con esta
informacion se podra reconocer, todo esto con el fin de entender ain méas su papel
en la resistencia a antibiéticos, y asi poder proponer posibles blancos para el

desarrollo de nuevos compuestos antimicrobianos contra A. baumannii.

4. Hipotesis
La PBP 5/6 de A. baumannii debe tener funciéon hidrolitica ante nitrocefina al igual

gue sus homoélogos estructurales.

5. Objetivos

General: Expresar y purificar la PBP 5/6 para caracterizar cinética y
estructuralmente a la PBP 5/6 (dacC) proveniente de Acinetobacter baumannii
17978.

Especificos:
e Transformar cepas de E. coli BL21 (DE3) con el vector pET22b (+) con el gen

de dacC para sobre expresar y purificar la enzima PBP 5/6 de A. baumannii.

e Realizar antibiogramas del sistema heterélogo que expresa la PBP 5/6 en
presencia de meropenem y ceftazidima.

e Hacer ensayos cinéticos de la PBP 5/6 en presencia de nitrocefina.

e Identificar las condiciones de cristalizacion 6ptimas de la PBP 5/6 para
obtener cristales y en su caso difractarlos para resolver su estructura

cristalografica.

13



6. Métodos

6.1 Clonacion vy ligacion de dacC.

Se realizaron intentos para clonar el gen dacC en el vector de expresion pET22b
(Agilent technologies), que agrega una cola de histidinas al producto del gen
deseado. Inicialmente se amplificé el gen utilizando oligos especificos para el gen
dacC de A. baumannii, que incluian los sitios de corte para las enzimas de
restricciéon Ndel y Xhol, mediante un ensayo de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). EI ADN amplificado se purificé utilizando un kit de purificacién de producto
de PCR (Thermo Scientific™). Se realizaron ensayos de doble digestion con las
enzimas Ndel y Xhol (Thermo Scientific™) sobre el vector pET22b y el producto de
PCR. Finalmente se realizaron reacciones de ligacion utilizando la ligasa del fago
T4 en una solucion purificada del pldsmido con cinco veces la concentracion de

ADN del producto de PCR, previamente digeridos por las enzimas Ndel y Xhol.

6.2 Clonacion y expresion de la PBP 5/6 por medio de un gen sintético.

De manera paralela a la clonacion y ligacion del gen dacC al vector pET22b (+)
como se ve en la seccion 6.1, se solicitd la sintesis de un vector de expresion

PET22b (+) con el gen dacC a la empresa Catalisis (www.catalisis.org). Dado que

la estrategia de sintesis del gen dacC en el vector pET22b (+) dio lugar a obtener
proteina suficiente al expresar, se optd por dejar a un lado la estrategia de ligar el
gen y se continué usando el gen que fue sintetizado, con el cual se transformaron
bacterias quimiocompetentes de E. coli BL21 (DE3) con el fin de purificar plasmido
y secuenciarlo para su verificacion en la unidad de secuenciacion masiva del
Instituto de Biotecnologia, UNAM. Al sistema heter6logo compuesto por la cepa de
E. coli BL21 (DE3) con el plasmido pET22b (+) y el inserto del gen dacC se le
mencionara a lo largo de este trabajo como “BL21-dacC.” Los detalles sobre la
secuencia del gen y la estructura primaria se pueden ver en el Anexo 1 de este

trabajo.
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El vector pET22b (+), ademas de agregarle una cola de histidinas al producto del
gen dacC posee un promotor inducible por Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido
(IPTG). Se evalu6 que las colonias transformadas del sistema BL21-dacC
expresaran a la PBP 5/6 y se realizd una cinética de expresion para reconocer el
incremento de la expresion de la PBP 5/6 a través del tiempo a 37 °C a 200 rpm en
un maximo de 6 horas después de la induccion de la expresion de la proteina

utilizando IPTG a una concentracion final de 1 uM.

6.3 Ensayos de concentracion minima inhibitoria y pruebas de viabilidad de
las células.

Los ensayos para la determinacion cuantitativa de la resistencia a antibiéticos de
aislados bacterianos por microdilucion en caldo, se realizaron basandose en el
manual M100 Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing del
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 272 Edicion, 2017) a partir de
soluciones stock de 100 uL de antibioticos (penicilina, meropenem y ceftazidima) a
una concentracion 5,120 pg/ml y medio Muller-Hinton adicionado de soluciones
estériles de cationes MgClz y CaClz con una concentracion de 10 mg/mL cada una,
esta solucion se le llamé CAMHB (Cation Adjusted Mueller-Hinton Broth).
Posteriormente, se agregan 100 pL de las diluciones con 32 a 0.125 pg/ml de
antibiético en una placa de 96 pozos usando la primera fila como control de medio
CAMHB sin antibidtico y la ultima como medio CAMHB sin inoculo bacteriano, cada
pozo fue inoculado con 10 pL con 5 x 108 UFC/mI de cultivo bacteriano previamente
incubado de la cepa E. coli BL21-dacC inducida con IPTG que contenia el vector
pPET22b(+) con el gen dacC que previamente se sintetizo (como se explica en el
apartado 1.0), E. coli BL21-dacC sin inducir con IPTG y E. coli BL21 (DE3) con el
plasmido pET22b (+) sin el inserto dacC como control. Los cultivos se inocularon a
37 °C, con una agitacion de 170 rpm y se determiné el crecimiento por absorbancia
a 600 nm de los pozos cada 20 minutos por 24 horas usando el equipo lector de

microplacas Epoch Bio-Tek.
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Las pruebas de viabilidad se realizaron tomando 10 uL del medio inoculado con E.
coli BL21-dacC sin inducir y E. coli BL21 (DE3) con el pldsmido pET22b(+) sin el
inserto dacC de las concentraciones de meropenem a 8 y 4 ug/mL y se diluyeron
de manera independientemente en 90 uL de amortiguador de fosfatos salino (PBS)
estéril cada muestra, posteriormente se hicieron seis diluciones de este primer
amortiguador con bacterias y se contaron el nimero de Unidades Formadoras de

colonias (UFC’s) de cada muestra.

6.4 Purificacion de la PBP 5/6 sin remover el imidazol del medio.

Se inoculd 1 L de medio LB con E. coli BL21 (DE3) + pET22b + dacC (E. coli BL21-
dacC) con ampicilina 1 uM concentracion final a 37 °C y 200 rpm. Cuando el cultivo
alcanzé una densidad o6ptica (D.O.) de 0.6 de absorbancia medida a 600 nm, se
indujo la expresion de la PBD 5/6 adicionando 500 uL de IPTG para llegar a la
concentracion final de IPTG de 0.8 uM. El cultivo se incubé durante 6 horas posterior
a la induccién con IPTG a 37 °C en agitacion a 200 rpm y se centrifugd a 6000 rpm
durante 40 minutos a 4 °C. Posteriormente, las células se resuspendieron en un
amortiguador Tris-HCI 50 mM, NaCl 200 mM e imidazol 15 mM a pH 7.2, Triton X-
100® 1% y se sonicaron durante 2 min con pulsos de 2 segundos de pulso y 2
segundos de descanso entre cada pulso con potencia de 35%. Finalmente, el
sonicado se centrifug6é durante 40 minutos a 18,000 rpm para separar la fraccion

soluble con la PBP5/6 de la fracciéon insoluble.

La fraccion soluble se cargd en una columna de cromatografia de afinidad a niquel
HisTrap™ previamente lavada con 5 volimenes de agua y equilibrada con 5
volumenes de amortiguador Tris-HCI 50 mM, NaCl 200 mM e imidazol 15 mM a pH
7.2, se realizaron lavados por gravedad para eliminar las proteinas que no
interactdan con la resina de niquel agregando cinco volimenes de amortiguadores
Tris-HCI 50 mM, NaCl 200 mM pH 7.2 con diferentes concentraciones de imidazol
15 mM, 30 mM y 50 mM, al final se cargé 2 mL de amortiguador Tris-HClI 50 mM,
NaCl 200 mM, imidazol 500 mM pH 7.2 para obtener la enzima PBP 5/6 purificada.
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Se realizé un gel SDS-Page al 12%, para reconocer la presencia de la PBP 5/6 en
los diferentes pasos de purificacion y se determind la concentracion de la enzima

utilizando un NanoDrop 2000 de Thermo Scientific™.

Se tomaron los 2 mL del lavado final que contenian a la PBP 5/6 para diluir la enzima
para realizar los ensayos cinéticos como se describen en la seccion 6.6. Por otro
lado, se usaron los 2 mL del dltimo lavado que contenia a la PBP 5/6 para concentrar
la proteina usando un Amicon® de 10,000 NMWL a 3700 rpm por 1 hora hasta llegar
a una concentracion cercana a 10 ug/mL de enzima, con el fin de montar pruebas

de cristalizacion como se describe en la seccion 6.7 de la metodologia.

6.5 Purificacion de la PBP 5/6 removiendo el imidazol del medio.

Alternativamente a los pasos que se realizaron durante el método de purificacion de
la seccion 4.0, se elimind el exceso de imidazol de la proteina purificada cargando
los 2 mL resultantes de la columna de afinidad a niquel a una columna de
desalinizacidon (Sephadex) previamente lavada con 5 volimenes de NaOH 0.1 My
equilibrada con 5 volumenes de amortiguador Tris-HClI 50 mM, NaCl 200 mM pH
7.2 de la cual se obtuvieron 8 fracciones de 1 mL y se realiz6 un gel SDS-Page al
12%, para reconocer la presencia de la PBP 5/6 en las diferentes fracciones de
purificacion. Si bien este paso de purificaciéon removia el imidazol del amortiguador
en el que se encontraba la PBP 5/6 se decidié no continuar realizandolo porque
comprometia la estabilidad de la proteina provocando que se precipitara en cuestion

de segundos.
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Fig. 4. Diagrama de purificacion de la PBP 5/6 de A. baumannii

6.6 Pruebas de actividad enzimatica.

A partir del método estandarizado para purificar la PBP 5/6 que se encuentra en la
seccién 6.4 de los métodos de este trabajo, se utilizé la PBP 5/6 purificada para las
pruebas de cinética enzimatica se prepararon 200 uL de nitrocefina a 2 mM
agregando 20 uL de nitrocefina 20 mM, 40 uL de amortiguador NaPO4 50 mM pH
7.0 y 140 uL de DMSO. De la solucion de nitrocefina 2 mM se tomaron las
cantidades necesarias para llevar al antibiético a concentraciones de 0.02 mM a 0.6
mM diluyéndolo en amortiguador de NaPO4 50 mM pH 7.0 en un volumen final de
100 uL dentro de una celda de cuarzo. La captura de los datos se obtuvo midiendo
durante 15 minutos a una absorbancia de 490 nm, temperatura ambiente de 25 °C
y una distancia de 1 cm de la celda a la fuente de luz por triplicado en el quipo Cary
60 UV-Vis. Para graficar la grafica de Michaelis-Menten y obtener los parametros
cinéticos se utilizo el programa GraphPad Prism 8.
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6.7 Pruebas de cristalizacion por microbatch de la PBP 5/6.

Para las pruebas de cristalizacion es necesario llevar a la proteina, la cual fue
obtenida mediante el método estandarizado para purificar la PBP 5/6 de la seccién
6.4 de la metodologia, se utiliz6 la proteina purificada y se llevd a una alta
concentracion (10 ug/mL) en presencia de algun agente precipitante que regule la
formacion de centros de nucleacion y de este modo se obtengan cristales de
proteina dicho agente puede ser el 2-metil-2,4pentanodiol (MPD), el polietilenglicol
(PEG) o el NaCl, con este fin se hizo un barrido de pruebas de cristalizacién
concentrando a la enzima a 4, 6, 9y 24 mg/mL en amortiguadores con Tris 50 mM
y diferentes concentraciones de NaCl 50 mM, 100 mM y 200 mM con 500 mM de

imidazol y también sin esta dltima.

En placas de microbatch se adicionaron 1 uL de la enzima PBP 5/6 junto con 1 uL
de una de las condiciones de cristalizacion que contienen agentes precipitantes de
los Kits Index o Rigaku Wizard | y I, al final se agregaron 13 uL de aceite de parafina
a 18 °C de temperatura ambiente. Se revisaron a través de microscopio éptico las

pruebas de cristalizacién 15 dias después de haberlas colocado.

6.8 Generacion del modelo por homologia de la PBP 5/6 de A. baumannii.

Para la generacién de un modelo por homologia de la PBP 5/6 de A. baumannii, se
empled el servidor en linea de I-TASSER (https://seq2fun.dcmb.med.umich.edu//I-
TASSERY/) utilizando la secuencia de aminoacidos referencia con cédigo de entrada
en UniProt (https://www.uniprot.org/): G1C735. Las opciones para la prediccion del
modelo proporcionadas por el servidor de I-TASSER fueron las predeterminas y no
se realiz6 ningun cambio. Con lo anterior, es importante mencionar que las opciones
gue ofrece el servidor de I-TASSER sirven principalmente para descartar o usar
estructuras previamente conocidas que sirvan como templado sin tomar en cuenta
otras estructuras que pueda haber en otras bases de datos, en consecuencia, para

este trabajo de investigacion, se buscé obtener el modelo por homologia a partir de
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una busqueda de todas las estructuras de PBP’s depositadas en el Protein Data
Bank (PDB) y no solo de unas cuantas PBP’s homologas, todo esto con el fin de

tener un panorama mas amplio de posibles formas plegamiento para la PBP 5/6.

I-TASSER es un servidor de internet que se dedica a predecir y modelar estructuras
tridimensionales de proteinas a partir de templados de otras estructuras proteicas
gue se encuentran depositadas en PDB, el sistema que utiliza I-TASSER es el de
encontrar a partir de la secuencia de aminoacidos posibles homélogos que tengan
reportada una estructura que haya sido determinada experimentalmente y generar
una serie de modelos que se ajusten los mas posible al templado, todo esto sin
atentar contra las restricciones fisicoquimicas que cumplen las biomoléculas como
los &ngulos de torcion entren los aminoécidos de la cadena principal o las
interacciones covalentes y no covalentes dentro de la molécula por mencionar
algunos, ademas, I-TASSER arroja como resultado una lista de modelos que tienen
un indice de calidad llamado C-Core, el cual varia con valores de -2 a 2 siendo 2 el
valor mas Optimo con base en que tanto nivel de confianza tiene el modelo predicho
con respecto a los homélogos estructurales y la secuencia depositada en el servidor
(Yang et al., 2015; Yang & Zhang, 2015).
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7. Resultados y discusion.

7.1 Clonacion y expresion de la PBP 5/6.

Del método de purificacion de DNA genomico basado en el método de Green &
Sambrook, se prepararon cinco muestras que funcionaron como stock
(Green 1954-, 2012). Las cinco muestras se cargaron en un gel de agarosa al 1%
con amortiguador de Tris-Acetato-EDTA o TAE (Tris 40 Mm, &cido acético 20 mM,
EDTA 1 mM vy pH 8.2) y se observo que las muestras 1 y 5 contenian el material
genético mas integro, ya que no presentaban signos de degradacion a diferencia de
las muestras 2 y 3, por lo tanto, las muestras 1 y 5 se utilizaron para la realizacién
de las pruebas de PCR para aislar el gen de dacC (Fig. 5). Las concentraciones de
las muestras se midieron con el equipo nanodrop 2000 spectrophotometer (Thermo
Scientific™) y se obtuvo que las muestra 1, 2, 3, 4 y 5 estaban a concentracion
765.1 ng/uL, 339.4 ng/uL 293.6 ng/uL y 446.4 ng/uL respectivamente.

Fig. 5. Purificacion de DNA gendmico de A. baumannii 17978. Las

unidades del marcador se encuentran en pares de bases (pb).

A partir de las muestras de DNA gendmico de A. baumannii, se continu6 con la

elaboracion de un protocolo para el aislamiento del gen dacC. Las condiciones

21



Optimas para la amplificacion del gen dacC se muestran en la Tabla 1 y 2. El
producto de PCR con su duplicado se cargaron en dos pozos de un gel de agarosa
al 1%, en este gel se observaron bandas nitidas y unicas que coinciden con el peso
aproximado del gen dacC que es de 1149 pb (Fig. 6B). Posteriormente, se cuantificd
la concentracion del producto de PCR con el equipo nanodrop 2000
spectrophotometer (Thermo Scientific™) dando como resultado una concentracion
de 155.1 ng/uL y relacion 260/280 nm = 1.88. Al purificar el producto de PCR con el
kit GeneJET PCR Purification de Thermo Scientific™ este obtuvo una concentracion
de = 124 ng/uyL 260/280 nm = 1.68 y con este se realizaron pruebas de ligacion
con el vector pET22b (+).

Tabla 1. Volumenes Optimos de reactivos para la amplificacion del gen dacC de A.
baumannii por PCR.

1 Reaccién en 50 yL 2 Reacciones en 50 L
Amortiguador Taq | 10 uL 20 uL
polimerasa (Thermo
Scientific™)
dNTP’s 2 uL 4 uL
MgCl2 4 uL 8 uL
Cebador lider (Forward) | 2 uL 4 uL
Cebador retrasado | 2 uL 4 uL
(Reverse)
DNA gendmico 1 uL 2 uL
H20 29 uL 8 uL
Tag polimerasa (Thermo | 0.25 uL 0.50 uL
Scientific™)
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Tabla 2. Tiempos y temperaturas para los 30 ciclos de amplificacion del gen dacC
por PCR.

95 °C 5 min
95 °C 45 seg
57 °C 1 min
72°C 1 min
72°C S min
12 °C o0
A (592) EcoRl
(495) MspAll - Pyull BStEID (613)
(404) PspFl Ml - Teol (&s0)
G2 teeir 49 Dt s (76%)
(&) Bsgl (378) Mesil BssSI (785 Dral {3073)
28) Primer 1, EclL (%) {323} Bfrel BSAGI - Tatl (031) Primar 2 {1124 ., 1140)
o) Start. Asel (106) (313 P Bluil - BspMl (oas) End [1145)
= = 500! TeoT 1p007 —
dactC

1149 bp

pb C

20000 Prmer | tength | =|m
) T Reverse 32-mer 158 .. 186 —= 59°C
| s000
200 /sequence = CCGCTCGAGGAATAAGTTGCTGAAGAATTGTT

— 44% GC

1500 Forward 32-mer 1288 .. 1312 ~ 57°C
1000 /sequence = CCGATTCCATATGACTCGAAAAAGCGCTATTG

00 44% GC

800

400

300

00

-
-

Fig. 6. Amplificacién del gen dacC por PCR. A) Mapa del gen dacC de A. baumannii
con sitios de restriccion que no son afines a las enzimas de restriccion utilizadas
para evitar su degradacion. B) Producto de los ensayos por PCR. C) Cebadores
utilizados para la amplificacion de dacC.
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Paralelamente a las pruebas de PCR, se realizaron pruebas de doble digestién
enzimatica utilizando las enzimas Ndel y Xhol dando como resultado una digestion
optima que logro linealizacion del vector pET22b (+), ya que como se muestra en la
Fig. 7. Se inactivaron las enzimas de restriccion a 65 °C durante 15 minutos y se
cargoé la muestra en un gel de agarosa al 1%. En los productos de la doble digestion
(carril 1 y 2), se puede apreciar que estos formaron una Unica banda que migra a
través del gel llegando aproximadamente de 5 kb que corresponde al peso esperado
del vector de clonacion, a diferencia del carril P que funge como control negativo,
ya que a esta muestra no se le agregaron enzimas de restriccion. Las condiciones

Optimas para la digestion del vector pET22b (+) se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Condiciones Optimas para la doble digestion del plasmido pET22b (+) en

un volumen final de 50 L.

DNA plasmidico 1 g

Amortiguador CutSmart ® 3.1 10X |5 puL
(New England Biolabs)

Ndel (Thermo Scientific™) 1 uL (20 unidades)

Xhol (Promega™) 1 L (20 unidades)

H20 tetradestilada estéril ajustada al | 34 pL

volumen final.
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Fig. 7. Pruebas de doble digestion del plasmido con las enzimas Ndel y Xhol. (M)

Marcador. (P) Plasmido sin digerir. (1 y 2) Plasmido digerido con ambas enzimas.

Para realizar los ensayos de ligacion, se purifico la banda del gel correspondiente
al plasmido digerido y linealizado con el kit GeneJET Gel Extraction de Thermo
Scientific™. A partir del plasmido linealizado y del producto de PCR purificado, se
diluyeron a una relacion 1:5 junto con 2 yL de amortiguador 10X de la ligasa del fato
T4 (Thermo Scientific™), 1 yL de ligasa del fago T4 de la marca Thermo Scientific™
y aproximadamente 20 puL H20 tetradestilada estéril durante toda la noche a 16 °C.

Los resultados de las pruebas de ligacién no presentaron resultados contundentes.

De manera paralela al proceso de ligacién, que se describié previamente y como se
detalla mas en la seccion 6.1 de la metodologia, se solicitoé sintetizar el gen dacC
integrado al vector pET22b (+) como se describe en secciéon de metodologia 6.2.
Con el producto de la sintesis del gen dacC dentro del plasmido pET22b (+), se
transformaron bacterias quimiocompetentes de E. coli BL21 (DE3) y se purifico
plasmido, el cual fue cargado a un gel de agarosa 1% para identificar que el peso
del vector con el gen sintetizado dacC, fueran mayor que el del vector sin el inserto
de dacC, todo esto con el fin de observar que la diferencia fuera proporcional al
peso del gen dacC. Ademas, de manera paralela el vector con el inserto dacC se
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llevd a secuenciar a la unidad de secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la
UNAM para asegurar que no existieran irregularidades en la secuencia del gen (Fig.
8).

Fig. 8. Gel de agarosa con el plasmido pET22b (+) con el gen de dacC integrado (a)
y el plasmido pET22b (+) sin el gen de dacC (b). Marcador de peso molecular (M).
Se puede apreciar que la muestra a se encuentra ligeramente por arriba de la

muestra b debido a que es méas pesada por contener el gen de dacC.

Posteriormente, las colonias transformadas fueron identificadas en medio LB sélido
con ampicilina y se realizaron pruebas de expresion por IPTG en diferentes colonias
transformadas, estas colonias revelaron la presencia de una banda que
corresponde al peso molecular de la PBP 5/6 de A. baumannii y todas las colonias
presentaron una expresion uniforme con respecto a las deméas (Fig. 9).
Adicionalmente, se generaron gliceroles y se purific el vector de clonacién con el

gen de dacC integrado para su almacenamiento.
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Fig. 9. SDS-Page de las pruebas de expresion en diferentes colonias transformadas
de E. coli BL21 (DE3) con el plasmido pET22b (+) con el gen de dacC integrado.
Control (C). La flecha roja sefala a la banda que corresponden a la PBP 5/6 de A.
baumannii 17978.

Los ensayos cinéticos a 37 °C y 200 rpm, mostraron que a partir de las 4 horas
después de la induccién por IPTG 0.8 uM concentracion final se observa una banda,
gue corresponde al peso de la PBP 5/6 de A. baumannii que es de 41.7 kDa, dicha
banda es considerablemente mas grande con respecto al control no inducido con
IPTG (C), ademés, a las 6 horas después de la induccion se llega a obtener una
banda ligeramente mas grande con respecto a las bandas de 4 y 5 horas (Fig. 10).
Adicionalmente se realizaron pruebas de expresion a 18 °C, sin embargo, los niveles
de expresion en la bacteria no eran considerables por lo que se optd incubar los

cultivos celulares a la temperatura original de 37 °C.
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Fig. 10. Cinéticas de expresion de la PBP 5/6 a 4, 5 y 6 horas después de la
inoculacién con IPTG a concentracion 0.8 uM. Las flechas rojas indican la banda

que corresponde a la PBP 5/6 de A. baumannii. Control sin inducir (C).

7.2 Ensayos de concentracion minima inhibitoria y pruebas de viabilidad de
las células.
1.5

- MER (0.5 pg/mL)
-+ CFZ (1 ug/mL)

Control (-)
medio sin inocular

0.D.600

Horas

Fig. 11. Cinética de crecimiento de la bacteria A. baumannii 17978 en presencia de

meropenem (MER) y ceftazidima (CFZ).
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Fig. 12. (A) Cinéticas de crecimiento de las bacterias a concentraciones de
meropenem (MER) de 1 a 8 ug/mL, E. coli BL21 (DE3) con el plasmido pET22b (+)

sin el inserto dacC funge como control negativo y E. coli BL21-dacC sin antibiético

funge como control positivo. (B) Pruebas de viabilidad de las células en los medios

con 8y 4 ug/mL de meropenem. (C) Promedio de UFC’s a una disolucién 1x10

de las E. coli BL21-dacC inducida con IPTG en medio con meropenem.
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Fig. 13. (A) Cinética de crecimiento de las concentraciones maximas resistidas por
las bacterias E. coli BL21-dacC inducidas con IPTG en presencia de antibiéticos
meropenem (MER) y ceftazidima (CFZ). E. coli BL21 (DE3) con el plasmido pET22b
(+) sin el inserto dacC a 8 ug/mL de MER funge como control negativo. (B) Cinéticas

de crecimiento en medio con diferentes concentraciones de CFZ.

El meropenem como la ceftazidima, son antibiéticos de amplio espectro disefiados
para inhibir las PBP’s de bacteria Gram positivas y negativas. De acuerdo al CLSI,
la CMI para considerar a una bacteria resistente a meropenem y a ceftazidima es
mayor o igual a 4 ng/mL y 16 pug/mL respectivamente, de acuerdo a este criterio
como era esperado podemos observar que en el caso de A. baumannii 17978 la
bacteria es susceptible a concentraciones mayores de 0.5 pg/mL de meropenemy

1 ng/mL de ceftazidima (Fig. 11).
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Por otro lado, en presencia de meropenem, la E. coli BL21-dacC inducidas con IPTG
presento crecimiento a una concentracion de hasta 8 ug/mL con una absorbancia
de 0.2 a 600 nm (Fig. 12A) y a 4 ng/mL de 0.3 a 600 nm (Fig. 12B), a diferencia del
control E. coli BL21 (DE3) con el plasmido pET22b(+) sin el inserto dacC, este
resultado lo que nos indica es que las E. coli BL21-dacC presentan resistencia
contra meropenem debido a que de acuerdo al CLSI se consideran resistentes las
bacterias que presentan crecimiento a una concentracion mayor o igual a 4 ug/mL
(Fig. 12).

En presencia de ceftazidima la E. coli BL21-dacC inducidas con IPTG crecieron a
una concentracion maxima de 4 pug/mL, de acuerdo al CLSI esto no representaria
una sefial de que las bacterias hayan conferido una resistencia a la ceftazidima a
diferencia del meropenem, esto debido a que la concentracion minima para que las
bacterias sean consideradas resistentes a ceftazidima debe ser igual o mayor 16
Mg/mL, por lo que se puede concluir que las E. coli BL21-dacC inducidas con IPTG

confirieron resistencia a meropenem mas no a ceftazidima (Fig. 13A).

Viendo a detalle las concentraciones en las que la E. coli BL21-dacC presento
crecimiento, se puede observar que al reducir la concentracion de CFZ el
crecimiento bacteriano se va pareciendo mas al del control positivo (Fig. 13B). A
pesar de que el resultado, la E. coli BL21-dacC muestro que no resiste
concentraciones de antibiético necesarias para poder categorizarla como una
bacteria resistente, pero, llama la atencién que si comparamos el resultado entre la
E. coli BL21-dacC contra la cepa de A. baumannii 17978, observamos que la
concentracion en la que pudo crecer la E. coli BL21-dacC fue mayor al de A.
baumannii 17978, esto podria sugerir que aunque la accion del gen dacC no es
suficiente para poder volver a la bacteria resistente a ceftazidima, el gen dacC si
podria ayudar ligeramente a mejorar la supervivencia de la bacteria a

concentraciones un poco mayores de 1 pg/mL (Fig. 13B).

Los experimentos de CMI, se realizaron diluciones de las bacterias en amortiguador
PBS para hacer pruebas de viabilidad de las E. coli BL21-dacC inducida con IPTG

y conocer el numero de UFC’s presentes en las concentraciones de 8 y 4 ug/mL
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gue de acuerdo al CLSI estarian catalogadas como bacterias resistentes. Las UFC’s
promedio de las bacterias que crecieron a 8 ug/mL de meropenem es de 2.3 £ 1.2
a un factor de disoluciéon de 1x10° mientras que para las bacterias que crecieron a
una concentracion de 4 pg/mL de meropenem el promedio de UFC’s fue de 13 +
3.5 a un factor de dilucién que esta a 1x10°, esto nos indica que a 8 pg/mL de
meropenem debe haber aproximadamente 2.3x10° + 1x10° UFC’s por 10 uL de
medio de cultivo y a 4 ug/mL de meropenem debe de haber 13x108+ 2.8 x10° UFC’s
por 10 uL de cultivo, este resultado lo que nos indica es que al reducir la
concentracion de meropenem al doble el nimero de UFC’s se incrementa poco mas
de diez veces (Fig. 12C).

Aunque los resultados muestran que las E. coli BL21-dacC inducidas con IPTG
fueron resistentes a dosis altas de meropenem, es importante mencionar que hay
cepas aisladas clinicamente que pueden resistir tres o cuatro veces de la
concentracion minima para ser considerada resistente, sin embargo, estos aislados
clinicos cuentan con varios sistemas para poder minimizar los efectos de los
antibioticos ademas de la PBP 5/6, como copias de diferentes betalactamasas o
proteinas transmembranales que funcionan como bombas para expulsar los
antibiéticos (Asif et al., 2018; Harding et al., 2018; Morris et al., 2019).

Una de las razones que sugeriria porque la PBP 5/6 puede conferirle resistencia a
la E. coli-dacC inducida con IPTG, puede ser el parecido estructural que sugiere el
modelo por homologia de la PBP 5/6, cuyo valor de calidad y confianza (C-Core)
fue de 1.40 con su homdlogo mas cercano la PaPBP 5 de P. aeruginosa y una
cobertura del 91% de la estructura de la PaPBP 5 con el modelo, lo cual nos invita
a pensar que entre la PBP 5/6 y la PaPBP 5 hay un enorme parecido estructural y
como previamente se menciond se ha reconocido que la PaPBP 5 tiene la

capacidad de hidrolizar meropenem entre otros antibioticos (Smith et al., 2013).

El modelo de la PBP 5/6, ademas de sugerir que hay un gran parecido entre el sitio
activo de esta enzima con la PaPBP, 5 nos muestra que en la estructura
cristalografica de la betalactamasa BlaC también existe un gran parecido

estructural, se sabe que esta betalactamasa le confiere resistencia a meropenem a
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M. tuberculosis, al observar la posicién entre los residuos de BlaC podemos ver que
se encuentran en posiciones muy similares con el modelo por homologia de la PBP
5/6 (Fig. 14A) (Chow et al., 2013).

En la estructura cristalografica de la BlaC, se observan los residuos importantes
para la hidrélisis del meropenem, la serina 70 que es la serina catalitica de la BlaC
se necesita desprotonar gracias a la lisina 73, esta desprotonacion permite un
ataque nucleofilico del carbono 7 del anillo betalactamico del meropenem por el
hidroégeno de la serina lo que provoca la union covalente del oxigeno de la serina
70 con el carbono 7 del meropenem mientras que la lisina 73 y las treoninas 251y
253 forman puentes hidrogeno para estabilizar el antibiético dentro del sitio activo
de la BlaC.

Cuando observamos el modelo por homologia de la PBP 5/6, observamos que el
sitio activo es muy similar al de la BlaC, con la pequeiia diferencia de que hay una
sustitucion entre la treonina 253 de la BlaC por una histidina en la posicién 207 de
la PBP 5/6. Ademas, uno de los puentes de hidrégeno que se generan en la treonina
253 de la BlaC, es entre el grupo amino de la cadena principal de la treonina con un
oxigeno unido al carbono 7 del meropenem, otro puente de hidrégeno se genera
entre el oxigeno de la cadena lateral de la treonina y el grupo carboxilato del
meropenem. Sin embargo, la distancia que hay para que se forme este puente de
hidrogeno es muy grande y llega casi al limite de distancia permitida que hay para
un puente de hidrégeno la cual es de 3.3 A, por lo que es posible que este Gltimo
puente no tenga un papel muy relevante, mientras que al ver la histidina 207 de la
PBP 5/6 podria ser que se genere solo uno de los dos puentes de hidrogeno con el

meropenem.
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Fig. 14. Parecidos estructurales entre la betalactamasa BlaC de M. tuberculosis y la
PBP 5/6. (A) Similitud entre el sitio activo de la estructura cristalogréafica de la
betalactamasa BlaC y el sitio activo de la PBP 5/6 segun el modelo por homologia
hecho en I-TASSER. (B) Mecanismo de accion de la betalactamasa BlaC tomado
de Chow, Xu, and Blanchard, 2013.

Los experimentos de CMI, al haber presentado resultados interesantes sobre el
papel gue tiene la sobre expresion de la PBP 5/6 en la supervivencia de la E. coli
BL21-dacC en presencia de meropenem, condujeron a elaborar un protocolo de
purificacion por afinidad a niquel como se mostré en la seccion 6.4 y 6.5 de la

metodologia con el fin de realizar pruebas de actividad con la enzima purificada en
34



presencia de nitrocefina que es un antibiético utilizado regularmente para hacer
pruebas de actividad de betalactamasas (O’Callaghan et al., 1972; Papanicolaou &

Medeiros, 1990). Para lo cual fue necesario primero purificar la enzima.

7.3 Purificacion de la PBP 5/6.

Después de haber centrifugado cultivos de 1 L de medio con ampicilina que
expresaron por 6 horas la PBP 5/6 inducida por 800 puL de IPTG se resuspendio el
pélet de células con amortiguador Tris 50 MM, NaCl 200 mM, imidazol 15 mM, pH:
7.2 y Triton X-100 1%.

El Triton X-100 es un reactivo esencial para la purificacion de la PBP 5/6, ya que
como se muestra en la Fig. 15C la enzima se queda en la fraccion insoluble si no
se agrega este reactivo, una explicacién de porque es necesario agregar este tipo
de detergente puede ser debido a que las PBP’s poseen un segmento en el dominio

de C-terminal que se une a la membrana celular (Alexander et al., 2018b).

Con lo anterior, podriamos deducir que el segmento del dominio C-terminal podria
mantenerse anclado a la membrana de la célula aun después del paso de
sonicaciéon. En consecuencia, el Triton X-100 permite la degradacion de la
membrana por lo que la enzima puede quedar libre y de este modo migrar hacia la
fraccion soluble durante el paso de centrifugacion. Por otro lado, la concentracion
de Triton X-100 en la columna de afinidad se reduce tras los lavados graduales de
amortiguador Tris 50 MM, NaCl 200 mM, imidazol 15-500 mM que no tienen Triton
X-100, lo cual es importante, ya que reactivos como el Triton X-100 o diferentes
detergentes pueden ser un contaminante que eviten el proceso de cristalizacion en

las proteinas.

Los resultados obtenidos de los lavados con concentraciones graduales de imidazol
muestran una purificacion de la PBP 5/6 de mas del 95%. El lavado con los
amortiguadores con 15y 30 mM son los mas importantes, ya que eliminan la mayor

parte de proteinas indeseables en la purificacibn como se muestra en la Fig. 15A.
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La Fig. 15B muestra la concentracion de proteina total promedio que se elimina tras

cada paso de lavado, en el ultimo lavado con 500 mM de imidazol se obtiene en

promedio una concentracion de la PBP 5/6 de 3.5 mg/mL en 2 mL de muestra.

B

Buffer de lavado de
imidazol (mM)

Fig.

Concentracion de ~94 mg/mL ~5.4 mg/mL ~0.5 mg/mL ~3.5 mg/L
proteina obtenida.

C M ' 15 30 50 500

15. SDS-Page del contenido de proteina a diferentes eluciones de imidazol. A)

Cromatograma con las fracciones donde se logr6é separar a la PBP 5/6 de la
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columna de afinidad a niquel. B) Concentraciones de proteina después de cada
lavado gradual en la concentracion de imidazol. C) SDS-Page de la fraccion
insoluble, soluble y lavados con imidazol de una muestra sin agregar Triton X-100,
se puede apreciar que sin Triton X-100 la PBP 5/6 sefialada con una flecha no puede
salir de la fraccién insoluble sin Triton X-100.

Alternativamente, como un paso mas en la purificacion de la PBP 5/6, se cargaron
los 2 mL de la muestra final de la purificacion con la columna de afinidad a niquel a
una columna Sephadex para eliminar el exceso de imidazol en la muestra con
amortiguador Tris 50 mM y NaCl 200 mM como se detalla en la seccién 6.5 de la
metodologia (Fig. 16). Sin embargo, este paso de purificacién se dejo de realizar en
purificaciones posteriores debido a que al remover al imidazol la estabilidad de la
proteina se comprometia lo que generaba que se precipitara en cuestion de

segundos.

Fracciones

Fig. 16. Fracciones de desalacién con la columna Sephadex. A) SDS-Page de las
fracciones con la PBP 5/6 posterior a la eliminacion del imidazol del amortiguador
Tris 50mM, NaCl 200 mM, imidazol 500 mM pH: 7.2.
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Para los resultados de los ensayos de cinéticas enzimaticas y pruebas de
cristalizacion, la PBP 5/6 purificada Unicamente por el paso de purificacion de
afinidad a niquel sin haberla pasado por la columna de exclusion para remover el
imidazol como se describe en la seccidén 6.4 de la metodologia. Al purificar a la PBP
5/6, se encontrd6 que se mantiene estable a temperatura ambiente y las
temperaturas bajas o muy altas favorecian su precipitacion, en los primeros ensayos
de purificacion se encontr6é que esta enzima se precipita a cualquier temperatura y
por tiempos prolongados que sobrepasen las 12 horas post purificacion, por lo tanto,
se optd por trabajar con ella de la manera més rapida posible después de ser

purificada durante los ensayos cinéticos.

Adicionalmente, la enzima se concentré a 3700 rpm en los ensayos que tenian el
fin de tener suficiente enzima para montar pruebas de cristalizacion, al centrifugar
a una velocidad mayor a las 3700 rpm, se encontrd que la enzima era propensa a
precipitarse mas rapido al incrementar su concentracion a una cantidad superior a
la de los 10 mg/mL, en consecuencia, esto nos dice que al incrementar mucho la
concentracion de esta tiende a perder estabilidad y el tiempo en el que se mantiene

soluble se recorta notablemente.

Una vez que se pudo estandarizar el proceso de purificacion por columna de
afinidad a niquel afinidad de la PBP 5/6 sin remover el imidazol, se realizaron de
ensayos cinéticos para poder confirmar las capacidades hidroliticas de esta enzima
en presencia de un antibidtico betalactamico especifico para caracterizar

betalactamasas.
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7.4 Pruebas de actividad enzimatica.
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Fig. 17. Grafica Michaelis-Menten de la hidrdlisis de nitrocefina en presencia de la

PBP 5/6 de A. baumannii.

Tabla 4. Pardmetros cinéticos de la PBP 5/6 en presencia de nitrocefina.

Km (uM) Kcat (s) Kcat/Km (M 1s™1)

A. baumannii PBP | 40 + 10 1.26x 1072 329 + 69
5/6
E. coli 48 £ 6 5.1x103+ 0.3x 10 | 1047 + 44

3
sPBP 5*
P. aeruginosa 226 + 28 4.8x10°+ 0.4x 10" | 21 £ 2

3
PaPBP 5*
B-lactamasa BlaC | 86 + 6 382 4.4 +0.1x 10°
M. tuberculosis*

*Datos obtenidos de Jeffrey D. Smith, et al. 2013; Carmen Chow, Hua Xu & John S.

Blanchard 2013
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Los resultados de la curva de Michaelis-Menten de la Fig. 17, muestran que la PBP
5/6 obtenida de la purificacion de afinidad que previamente se describié o0 que se
describe en la seccion 6.4 de la metodologia, puede hidrélizar la nitrocefina a
concentraciones de 0.02 a 0.6 mM, este antibidtico sefiala que de acuerdo al g-
Lactamase Activity Assay Kit de la marca Sigma-Aldrich® la concentracion estandar
maxima para identificar la actividad betalactamica es de 0.2 mM. La forma, en la
que se pudo identificar de que la PBP 5/6 tiene capacidad de romper el anillo
betalactamico de la nitrocefina, es gracias a que se detecté absorbancia a 490 nm
y al absorber a esa longitud de onda fue indicativo de la formacién de acido
cefalosporanico que es el producto de la hidrélisis de la nitrocefina cuando se rompe

el anillo betalactamico, ya que este producto de la hidrdlisis es detectado a 490 nm.

Con estos resultados, se puede demostrar como se pensaba en la hipétesis que la
PBP 5/6 tiene capacidad hidrolitica frente a la nitrocefina, es importante mencionar
que la nitrocefina es un antibidtico especifico para medir la actividad de
betalactamasas de manera cualitativa y cuantitativa, por lo que las PBP’s que no
tienen capacidad hidrolitica no podrian hidrolizarlo. Por otro lado, este resultado lo
gue también nos indica, es que la PBP 5/6 tiene la capacidad intrinseca de poder
hidrolizar el anillo betalactamico de las cefalosporinas y muy probablemente el anillo
betalactamico de otros antibiéticos, que pertenecen al mismo grupo de inhibidores
de las proteinas que estan involucradas en la sintesis de la pared celular, al igual
gue sus homodlogos como la PaPBP5 presente en P. aeruginosa y la sPBP 5 en E.

coli.

Es importante mencionar, que cuando se comparan los valores de los parametros
cinéticos de la PBP 5/6 con respecto a su homologa la sPBP 5 de E. coli y la
betalactamasa BlaC de M. tuberculosis, los valores de la constante de especificidad
(Kcat/Km) son mas bajos para el caso de la PBP 5/6, sin embargo, para el caso de
la PaPBP 5 de P. aeruginosa, los valores de la constante de especificidad de la PBP
5/6 son mas altos que los de la PaPBP 5, a pesar de ser una PBP que tiene un
espectro de resistencia mas amplio que el de la sPBP 5, por lo que los valores de

la constante de especificidad entre diferentes PBP’s pueden ser muy variable
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dependiendo el antibiético con el que actian de acuerdo a la comparacion de los
parametros cinéticos presentados en el articulo de Jeffrey D. Smith, et al. 2013, por
lo que, el simple hecho de que la PBP 5/6 tenga un valor cercano de Km y de
Kcat/Km es un descubrimiento que previamente no se habia reportado en la
literatura. Ademas, las PBP’s son enzimas involucradas en la sintesis de pared
celular mas no en la hidrolisis de antibiéticos como si lo son las betalactamasas, por
lo que el hecho de encontrar una PBP que intrinsecamente puede hidrolizar un
antibiotico usado para estandarizar la actividad de betalactamasas es bastante

interesante.

Una razén por la que los parametros cinéticos pueden variar, tanto de una PBP a
otra para hidrolizar un mismo antibiético como se puede apreciar en la Tabla 4,
pueden ser los residuos del sitio activo asi como el ambiente del mismo, que puede
o no facilitar el proceso de desprotonacion del motivo SXXN, ademas, un aspecto
importante que podria tener un papel en la actividad podria ser el loop 1 que se
encuentra arriba del sitio activo, que previamente se ha considerado como un loop
importante en la actividad por el grupo de Jeffrey D. Smith y colaboradores en 2013,
sin embargo, no se podria saber con certeza sus implicaciones en la hidrolisis de
antibioticos hasta que se lograran hacer mutantes de dicho loop 1 con técnicas de

biologia molecular.

Por otro lado, existen estructuras cristalograficas reportadas de la PBP 4 de S.
aureus las cueles demuestran que existe un cambio en la disposicion del dominio
SXN cuando la region del loop 1 se mueve, ya que determinaron que esté mismo
loop 1 tiene diferentes conformaciones de “abierto” y “cerrado” en presencia de
diferente antibiéticos betalactamicos, esto invitaria a pensar que la conformacién de
dicho loop 1 podria jugar un papel en la disposicion del motivo SXN, ya que en su
conformacion abierta este motivo se aleja del sitio activo de la enzima, por lo que
provoca que se reduzca la distancia entre este motivo y el antibiético betalactamico,
este acomodamiento del motivo SXN podria jugar un papel en la forma en la que
las PBP’s manejan el proceso de hidrolisis de los antibibticos, ya que esta PBP 4 de
S. aureus, ademas de ser homologa de la PBP 5/6 también ha sido objeto de estudio
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porque confiere resistencia en algunas cepas aisladas clinicamente (Alexander et
al.,, 2018a; da Costa et al.,, 2018; Moon et al., 2018). Sin embargo, estas
suposiciones como se menciond previamente, podrian ser confirmadas mediante
mutaciones deletéreas del loop 1 utilizando técnicas de biologia molecular, o bien
sintetizado a los genes mutantes que carezcan del loop 1.

Al ver los resultados cinéticos de la PBP 5/6, desde un punto de vista evolutivo
observamos que los valores de la constante de especificidad contra la de la
betalactamasa BlaC y la sPBP 5, podemos notar que la betalactamasa BlaC como
muchas de sus homélogas han pasado por un proceso de seleccion mas especifico
gue ha generado un perfeccionamiento para la funcion de la hidrolisis de antibiéticos
a diferencia de las PBP’s, a pesar de esto, es muy probable que con el transcurso
de las historia natural de las PBP’s el uso desmedido de antibiéticos ha generado
una presion de seleccion en las bacterias. que conducido a que las PBP’s de bajo
peso molecular generen una mayor actividad hidrolitica y sean capaces de mejorar
sus constantes de afinidad gracias a posibles nuevas mutaciones que las hagan
mas afines a los antibioticos, tal como paso hace millones de afios con las primeras
betalactamasas que surgieron de las PBP’s, lo que eventualmente se convertiria en
una amenaza a la salud publica en caso de que esto ocurra en cepas patdégenas

que se presenten en la naturaleza.

Por otro lado, la PBP 5/6 que se uso en este trabajo es una copia de la PBP 5/6 de
la cepa A. baumannii 17978 la cual es una cepa que fue aislada en 1951, esto quiere
decir, que es muy probable que actualmente la PBP 5/6 de cepas multirresistentes
que estén en la actualidad tengan versiones optimizadas de esta enzima, por lo que
este trabajo, puede servir como un buen complemento para el estudio de sistemas
de resistencia microbiana basados en modificaciones a las PBP’s de A. baumannii
(Baumann et al., 1968).
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7.5 Pruebas de cristalizacion por microbatch de la PBP 5/6.

Después de la purificacion de la PBP 5/6 que se detalla en la seccion 6.4, la PBP
5/6 se concentro la enzima en un Amicon® de 10,000 NMWL a 3700 rpm por 1 hora
hasta llegar a una concentracion cercana a 10 ug/mL de enzima. A partir de obtener
la enzima concentrada, se realizaron pruebas de cristalizacion con y sin imidazol a
18 °C en placas de microbatch obteniendo como resultado cristales en cinco
condiciones diferentes después de 15 dias de haber puesto las pruebas de
cristalizacion como se puede ver en la Fig. 18. Adicionalmente, se realizaron

pruebas de los kits Wizard e Index a una temperatura de 4 °C.

Fig. 18. Resultados obtenidos de pruebas de cristalizacion por técnica de
microbatch a 18 °C con la PBP 5/6 de A, baumannii. A) Condicion Wizard-13 260
mM Sulfato de amonio, 100 mM Cacodilato de sodio, Acido clorhidrico pH 6.5 con
4 mg/mL de enzima sin imidazol. B) Condicion Wizard-41 30% (w/v) PEG 3000 100
mM, CHES/ Hidréxido de sodio pH 9.5 con 24 mg/mL de enzima con imidazol. C)
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Condicion Wizard-26 10% (p / v) PEG 3000, CHES 100 mM / hidréxido de sodio pH
9.5 con 4 mg/mL de enzima sin imidazol. D) Condicion Index-14 0.1 M BIS-TRIS pH
6.5, 0.5 M formiato de magnesio dihidratado con 9 mg/mL de enzima con imidazol.
E) Condicién Index-30 0.1 M Cloruro de sodio, 0.1 M BIS-TRIS pH 6.5, 1.5 M Sulfato

de amonio con 9 mg/mL de enzima con imidazol.

Fig. 19. Cristales obtenidos de las pruebas de cristalizacion de los kits Wizard | y .
A) Cristal obtenido de la condicion 10 del kit Wizard | que contiene 20% (w/v) PEG
2000 MME, Tris base/ HCI pH 7.0, la enzima se concentrdé a 6 mg/mL, se monto la
prueba de cristalizacion a 18 °C y el amortiguador con el que se purifico la enzima
fue Tris 50mM, NaCl 200 mM, pH 9.0, imidazol 500 mM. B) Cristal obtenido de la
condicion 13 del kit Wizard Il que contiene 35% MDP/100 mM MES, NaOH pH 6.0,
200 mM Sulfato de litio, la enzima se concentré a 10 mg/mL, se monté la prueba a
18 °C y se purifico la enzima en un amortiguador con Tris 50 mM, NaCl 200 mM, pH
9.0, imidazol 500 mM.

Los resultados para la obtencién de cristales de proteina, aptos para poder
difractarlos y determinar la estructura tridimensional de la PBP 5/6 en su forma apo
0 en complejo con algun antibidtico betalactdmico, no ha dado resultados 6ptimos
hasta la elaboracion de este escrito. Sin embargo, se contindan realizando
purificaciones de esta enzima y se ha continuado con el montaje de pruebas de
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cristalizacion con diferentes kits de cristalizacién para alcanzar este objetivo, todo
lo anterior, con el fin dilucidar la forma en la que los residuos del sitio activo de la
PBP 5/6 se encuentran distribuidos y como estos podrian interactuar con algun
antibiético betalactdmico, para poder comprender a mayor profundidad el
mecanismo a través el cual la PBP 5/6 hidroliza el anillo betalactamico al igual que

las betalactamasas.
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8. Conclusiones:

El sistema heterdlogo de la E. coli BL21 (DE3) que contiene el gen dacC de A.
baumannii 17978 que codifica a la PBP 5/6 (E. coli BL21-dacC), al sobre expresarlo
permite la supervivencia de la bacteria en concentraciones altas de meropenem en
contraste con las E. coli BL21 (DE3) que no poseen el gen dacC, comprobando que
la sobre expresion de la PBP 5/6 es importante para la supervivencia de la bacteria
E. coli BL21-dacC. Por otro lado, la E. coli BL21-dacC no logra sobrevivir a
concentraciones altas de ceftazidima, sin embargo, aunque no se puede decir que
son resistentes a ceftazidima las bacterias que llevan este sistema heterélogo logran
sobrevivir a concentraciones de ceftazidima mayores que la bacteria A. baumannii
17978 esto sugiere que la E. coli BL21-dacC pudo incrementar ligeramente la

tolerancia a este antibiético al compararlo con la bacteria A. baumannii 17978.

El protocolo de purificacion de la PBP 5/6, por medio de una columna de afinidad a
niquel, se estandarizé y se obtuvo una enzima con un alto grado de pureza, con
esto se permitié que la enzima pudiera ser utilizada para experimentos de cinética
enzimatica, asi como para montar pruebas de cristalizacion de proteinas. Este
protocolo de purificacion por medio de una columna de afinidad a niquel, ademas,
demostro la importancia de utilizar detergentes como el Triton X-100 ® durante el
proceso de lisis celular en este tipo de enzimas, ya que es fundamental para poder
separar a la enzima de la fraccion insoluble de la soluble. Por otro lado, gracias a
este protocolo se encontraron las condiciones a través las cuales la PBP 5/6 es
estable para su uso posterior como el de montar pruebas de cristalizacion, asi como

el de realizar cinéticas enzimaticas.

Los ensayos cinéticos de la PBP 5/6 que hasta la realizacion de este trabajo no se
habian reportado en la literatura, demostraron que esta enzima tiene capacidad
hidrolitica frente a nitrocefina, esto deja de manifiesto que la PBP 5/6 tiene la
capacidad de hidrolizar y romper el anillo betalactdmico de la nitrocefina, pero
permite sugerir que también puede romper el anillo betalactamico de mas

antibioticos de este tipo que estan disefiados para inhibir la sintesis de la pared
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celular. Ademas, los valores en los parametros cinéticos de la PBP 5/6 son similares
a los de otras PBP’s que previamente se saben que les confieren resistencia a otras
bacterias, lo cual era de esperarse pues el modelo por homodloga y las estructuras
cristalogréficas sugieren que el sitio activo de la PBP 5/6 es similar frente al de sus
homélogas. Con todo lo anterior, se puede demostrar que la hipétesis de este

trabajo fue positiva.

Las pruebas de cristalizacion hasta el momento de la realizacion del presente
escrito, no tuvieron éxito en encontrar una condicion fisicoquimica idénea para la
obtencion de un cristal de proteina que sirva para poder ser enviado a difractar a
una fuente de rayos X y asi determinar la estructura cristalogréafica de la PBP 5/6.
Sin embargo, el modelo realizado por I-TASSER gracias a su calidad nos permite
sugerir que los residuos que componen al sitio activo de las PBP’s como la PaPBP
5, la sPBP 5y la betalactamasa BlaC parecen ser muy similares a los que se deben
encontrar a la PBP 5/6 de A. baumannii, los cuales deben de estar asociados a la

naturaleza hidrolitica de esta enzima.
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9. Perspectivas:

Estudiar de manera mas amplia el papel de la resistencia ante antibidticos
betalactdmicos diferentes a los que se realizaron en este trabajo, mediante la
realizacion de cinéticas de crecimiento en microplacas de 96 pozos, asi como
analizar los parametros cinéticos de la PBP 5/6 en presencia de otros antibioticos

betalactamicos.

Estudiar el papel en la resistencia de diferentes antibidticos betalactamicos en la
sobre expresion de la PBP 5/6 en el sistema nativo de A. baumannii, lo cual
requeriria trasformar a la bacteria A. baumannii con un vector de expresion que
contenga un promotor constitutivo y al gen de dacC, o bien, realizar mutaciones en
el promotor del gen dacC que se encuentra en el genoma de la bacteria y de ese

modo promover la sobre expresion de la PBP 5/6.

Realizar mutantes deletéreas en diferentes regiones cercanas al sitio activo como
el loop 1, para poder identificar cambios en los parametros cinéticos de la PBP 5/6
al igual que en otras PBP’s y reconocer su posible importancia en la hidrdlisis de

antibioticos betalactamicos.

Continuar con el proceso de montaje de pruebas de cristalizacion con la PBP 5/6,
utilizando diferentes kits y matrices de optimizacion para llegar a conocer la
condicién 6ptima para obtener cristales de proteina que, al difractarlos en una fuente
de luz, permitan conocer la estructura tridimensional de la PBP 5/6 en su forma apo,

asi como en complejo con diferentes antibioticos betalactamicos.
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11. Anexos

Secuencia de nucleotidos del gen dacC.

>NZ_CP009257.1:1669829-1670977 Acinetobacter baumannii strain 17978,
complete genome_dacC=PBP5/6 ----------- > Mw (teorico): 768,240 - 719,132.42
Da

ATGACTCGAAAAAGCGCTATTGCTGCACTCCTCCTCTTACCAAGTTTTTCTTAT
GCAGCAACTGTCTTATCAGCTCCGCCAGAATTAAATAATAAGTCTTATGTATTA
ATGGATTACGAGACAGGACAAATTCTCGCTTCTAAAAATGAAAATGAAAAGCT
TGCTCCTGCTTCTATGACTAAAATGATGACAAGCTACATCATTGAACAAAAATT
ATTAAAAGGTGAACTTACCGAAAATGAACAGGTTCGTATGAACGAATCTGCTT
GGTGTAAAGGCAGTAGTTCTGAATCATGTATGTATGTTCCATTAAATGGTACA
GCAACTGTTTTAGAAATGCTTCGCGGTATTATTATTCAGTCAGGTAATGATGCA
TCAAAAGCAATGGCTGAACATATTGCTGGGAATGAAGGTACTTTTGCTCACAT
GATGAACCAAGAAGCAAAACGTATCGGAATGACCAATACCCAATTTATTAACT
CAACAGGTATGCCAGCTGAAGGTCATTACTCAACTGCAAAAGATATGGCTGTT
TTAGCACAACATATTATTAAAGACAGCTCAAAATACTACCCGATTTATTCTGAA
AAAGAATTCACATTTAACGGTATCAAACAAGGTAACCGTAATGCTTTACTTTAC
ACTGACCCAAGTGTTGATGGCTTAAAAACAGGCCATACTGATGAAGCTGGTTA
CTGCTTAACGACTTCAAGTAAACGCGGTCCAATGCGTTTAATCTCAGTTATTTT
TGGTACACCAAGCATGTCTGAACGTGCTGACCAAACTCGTGCATTATTGGCAT
GGGGTTTTGCAAACTTTGAAACTGCAAATGTACAACCTGCAAACCAAGTTCTT
GCAAAAGCTAAAGTTTGGTTTGGTAAAGAAAATGAAGTTCAGGTTGGTTTAGC
TGAAAACTTCAATGTAACTATGCCTAAAGGCAAAGCGGACGGCATTAAAACTC
AGTTGGTTGTTCAACCGAACCTAAATGCACCACTTCAAAAAGGTCAAGTCGTT
GGTAAGCTTGTTGCAAGTTTAGATGGTAAAGTTATTGCTGAAAAACCATTGGTT
GCTTTAAAACCTGTTGAAGAAGCTGGTTTCTTCGCACGTTTAATTGACCATATC
AAACAATTCTTCAGCAACTTATTCtaaCACCACCACCACCACCAC
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Secuencia de la estructura primaria de la PBP 5/6 sin la etigueta de 6
histidinas.

>tr|G1C735|G1C735_ACIBA D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase
OS=Acinetobacter baumannii OX=470 GN=dacC PE=3 SV=1 Mw: 41.7 kDa, pl
(teorico) = 8.23

MTRKSAIAALLLLPSFSYAATVLSAPPELNNKSYVLMDYETGQILASKNENEKLAP
ASMTKMMTSYIIEQKLLKGELTENEQVRMNESAWCKGSSSESCMYVPLNGTATV
LEMLRGIIQSGNDASKAMAEHIAGNEGTFAHMMNQEAKRIGMTNTQFINSTGMP
AEGHYSTAKDMAVLAQHIIKDSSKYYPIYSEKEFTFNGIKQGNRNALLYTDPSVDG
LKTGHTDEAGYCLTTSSKRGPMRLISVIFGTPSMSERADQTRALLAWGFANFETA
NVQPANQVLAKAKVWFGKENEVQVGLAENFNVTMPKGKADGIKTQLVVQPNLN
APLQKGQVVGKLVASLDGKVIAEKPLVALKPVEEAGFFARLIDHIKQFFSNLF

Mapa del vector pET22b (+) con el inserto dacC.

Created with Gene™
(571 Styl BIpI (50}
i6271) Dralll /' Rewerse (158 .. 186
{6143) Psil // ___— Aval - BsoBI - PaeR7I - PspXI - TliI - XhoI {15&)
N E__- — BmeT110I (159)

_ —— Bfull - BspMI (453
= T BsrGI (474)

R EcoRI (713)

N\~ BfrBI (936}
\ T Nsil (938)

‘Ndel (1308}

\_~— Forward {1288 .. 1312)
\— Xbal (1346}

~ - BglII (1412)

) Sgral (1453)

—_ sphI (1609]

) EcoMI {1669)

| BstAPI (1817)

(5608) Scal
(5495) Pvul __
(5373) Pt

(5189) Bsal-__ fi
{5128y Ahdl — .

PET22B+_dacC
£513 bp

/= Miul (2134)
/ BolI* (z148)

" PspOMI (2341
Apal (2345)

(4235) Peil N
(4119) BspQI-Sapl ~ /Wy

{40061 BStZ171 / \ . BssHIT (2545)

(4005} Accl T 1 . EcoRY (2534)
(39500 PfIFL - Tth111I Hincll - Hpal (z640)

(3341) BpulOI : PshAL (2979)
{3241) PpuMI FspAI (321a)
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Alineamiento entre las secuencias de la PBP 5/6 y la betalactamasa BlaC.

PBP/1-382 1----- MTRKSAIAALLLLPSFSYAATVYLSAPPELNNKSYVYLMDYETGQILASKNENEKLAPASMTKMMTSY | IEQKLLKGELTENEQVRMNESAWCKGSSSESCMYVPLNGTATVYLEMLRGI I IQSGNDASKAM 129
blac/1-307 1MRNRGFGRRELLVAMAMLYSVYTGCARHAS - - - - - - - - - - - oo oo oo GARPASTTLPAG- - - - - - ADLADRFA- - - - - - - - - - ELERRYDARLGVYVPATGTTAAIEYRADE- - - - - - - - - - - - 78
Conservation I . I I I - H
- 8 7 7 7 7 647
o gl W n el ettt | i’ U el b R N st

Consensus

MRNRG++R+++++A+++L+5++++A+++SAPPELNNKSYVLMDYETGQ ILASKNENE+++PAS+ T++++8Y | |EQ++L+++++ENEQURMNES++++++++++++YUP++GT++++E+++++ | |QSGNDASKAM

e | I I I

FBR/1-382 130 AEH | AGNEGTF AHMMNOEAKR IGMTHNTOF INSTGMPAEGHYSTAKDMAVLACQHI IKDSSKY - - - - - - - - - .- YPIYSEKEFTFNG IK- -QGNRNALLYTDRSWY - - - - - - - - DGLKTGHTDEAGYCLTTSSKRGP 242
blaG/1-307 TH oo RFA----- FGS-------- TFKAPLVAAVLHGNPLTHLDKLITYTSDDIRSISPVAQOH- - V@TGMT IGQLGDAAIRYSDGTAANLLLADLGGPGGGTAAFTGYLRSLGDTYSR 177

Conservation

Quality

Gonsensus

AEHIAGNEGTFAHMMNQEAKR++MTHTOF++ STOMPAEG++++++++ AVL+Q+++++++K+ | TYTSDD RS I +Pr++++EF+++G++ [GQ++++A++ Y+ D+++ ANLLLADL+*G+++G+++++GY+ 4+ttt

e N B N I | I

PBP/1-382 243 MRLIS-VIFGTPSMSERADOTRALLAWGF ANFETANVOPANOVLAKAKVWFGKEN - EVOVGLAENFNVTMPKGKADG IKT- - QLVVAPNLNAPLOKGOVVYGKLYASLDGKY IAEKP - - - LYALKPVEEAGF 368
blaG/1-307 178 LDAEEPELNRDPPGDERDTTTPHAIALVLOQLVLGNALPPDK - RALLTDWMARNTTGAKR IRAGFPADWKY IDKTGTGDYGRAND | AVVWSPTGVPY - - - - VWAVMSDRAGGG - YDAEPREALLAEAATCVAGY 305

Conservation

Consensus

kPt P ERE A TH At r Ak btk kb Ntk Prt U Attt Wbt t 4t TGAKH 4+ + Gh bt 4t b+t + GrtDrt+ 4 HD++ UV h+++++ P+ OKGQVV+++++4++G+ Ut +++ PREAL+* A% +++++AG+

s n ™ N 1 1 =

FBF/1-382 367 FARLIDHIKQFFSNLF 382
BlaG1-307 308 LA- - - - - - - - - o

Conservation I

Quality

+ARLIDHIKQFFSNLF

Occupancy
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