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Die Initilerung der AmpC-Lactamase-
Induktion in Enterobacter cloacae
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PBP und lytische Transglykosylasen
sind an der Regulation der Beta-Lacta-
mase-Expression beteiligt. Diese Enzy-
me regulieren den Spiegel an 16slichen
Anhydromuramylpeptiden im periplas-
matischen Raum. Wir haben Induk-
tionsstudien mit E.-coli-Mutanten
durchgefihrt, bei denen ein-vier b,b-
Carboxypeptidasen deletiert sind. In
Mutanten, denen drei oder vier p,p-Car-
boxypeptidasen fehlen, war die basale
Beta-Lactamase-Aktivitat deutlich er-
hoht. Die gleichzeitige Hemmung der
essentiellen PBP 1a, 1b durch Cefsulo-
din oder PBP 2 durch Mecillinam fuhrte
zu einer starken Beta-Lactamase-In-
duktion. Daraus folgern wir, dass star-

ke Beta-Lactamase-Induktoren alle b,p-
Carboxypeptidasen und die essentiel-
len PBP 1a, 1b und/oder PBP 2 hem-
men. Die Hemmung der lytischen
Transglykosylase Slt 70 kann die Beta-
Lactamase-Induktion jedoch unter-
drucken.

Schlisselworter: Beta-Lactamase-In-
duktion, Penicillin-Bindeproteine, lyti-
sche Transglykosylase, Slt 70, Entero-
bacter cloacae

PBP and lytic transglycosylases are in-
volved in the regulation of the beta-
lactamase expression by determining
the level of anhydromuramylpeptides
in the periplasmatic space.
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Abb. 1. Modell fiir die Induktion der AmpC-Beta-Lactamase.
Die Induktion der Beta-Lactamase in Enterobacteriaceen wird durch das von unserer
Arbeitsgruppe vorgeschlagene Modell beschrieben: Beta-Lactam-Antibiotika gelangen

durch die Porine in den periplasmatischen Raum. Dort binden sie an die Penicillinbinde-
proteine (PBP) und inaktivieren sie. Starke Induktoren wie Cefoxitin und Imipenem binden
an die D,D-Carboxypeptidasen (PBP 4, 5, 6a und 6b) und PBP 1 und PBP 2. Die PBP kdnnen
ihre Funktion nicht mehr erfiillen. Dadurch wird das empfindliche Gleichgewicht zwischen
Aufbau und Abbau des Peptidoglykans gestort. Die Slt 70 kann vermehrt Anhydomuramyl-
pentapeptide freisetzen. Diese diffundieren durch die Permease AmpG in das Zytoplasma,
wo sie durch AmpD gespalten werden und fiir Recyclingprozesse der Zellwand wieder ver-
wendet werden. Alternativ kdnnen die Anhydromuropeptide mit AmpR in Wechselwir-
kung treten und so den reprimierten Transkriptionsfaktor in einen Aktivator der Beta-
Lactamase-Expression umwandeln.
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We have performed induction studies
on E. coli mutants lacking one to four
PBP with p,p-carboxypeptidase activi-
ty. In mutants lacking three or four p,b-
carboxypeptidases the basal beta-lac-
tamase activity was obviously increa-
sed. The concomitant inhibition of the
essential PBP 1a, 1b by cefsulodin or
PBP 2 by mecillinam results in strong
beta-lactamase induction. Therefore
we conclude that a strong beta-lacta-
mase inducer has to inhibit all o,p-carb-
oxypeptidases as well as the essential
PBP 1a, 1b and/or PBP2. However, inhi-
bition of the lytic transglykosylase Sit
70 can limit the beta-lactamase induc-
tion.

Keywords: Beta-lactamase induction,
penicillin-binding proteins, lytic trans-
glycosylases, Slt 70, Enterobacter
cloacae.

Bei Resistenz gegenuiber Beta-Lactam-
Antibiotika bei gramnegativen Bakterien
haben Beta-Lactamasen die grofite Be-
deutung. Diese sind plasmid- oder chro-
mosomalkodiert. Das Problem der chro-
mosomalkodierten  Beta-Lactamasen
wurde lange Zeit unterschatzt. Sie besit-
zen ein breiteres Spektrum gegeniuiber
Beta-Lactam-Antibiotika als plasmid-
kodierte Beta-Lactamasen. Auflerdem
treten die friher nur chromosomal-
kodierten Beta-Lactamasen inzwischen
auch plasmidkodiert auf.

Die chromosomalkodierten AmpC-
Beta-Lactamasen sind durch Beta-Lac-
tam-Antibiotika induzierbar. Diese unter-
scheiden sich deutlich in ihrer Induk-
tionsfahigkeit. Die Induktorkapazitét ist
von der Affinitit der Beta-Lactame zu
den Penicillinbindeproteinen (PBP) ab-
hingig. PBP sind Enzyme, die am Meta-
bolismus der Bakterienzellwand beteiligt
sind. Die PBP fungieren als Transpepti-
dasen, Transglykosylasen, b,D-Carboxy-
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Tab. 1. MHK in ug/ml bei E.-coli-Stammen mit Deletionen in den p,no-Carboxypeptidasen. Alle Stamme tragen das Plasmid

pBP131, welches die Gene ampC und ampR von E. cloacae besitzt.

Antibiotikum MC4100 JBS100 UGM599 UGM600 UGM 601 UGM602 UGM603 D456
- A5, Aba A5 A6b A5, A6b A5, A6a, A4,A5,A6a, A4,A5,A6
A6b A6b

Amoxicillin 4 4 4 4 4 16 64 16
Cefaclor 2 2 2 4 2 16 64 16
Cefazolin 2 1 0,5 4 0,5 4 256 64
Cefuroxim 1 1 0,5 2 0,5 4 16 8
Cefotaxim 0,0625 <0,0312 < 0,0625 0,125 <0,0312 0,5 0,5 0,25

Tab. 2. Einfluss von Beta-Lactam-Antibiotika auf die Beta-Lactamase-Induktion in E.- coli-Mutanten mit p,o-Carboxypeptidase-

deletionen. Alle Stdmme tragen das Plasmid pBP131, welches die Gene ampC und ampR von E. cloacae besitzt.

Antibiotikum MC4100 JBS100 UGM599 UGM®602 UGM 601 UGM602 UGMG603 D456

- A5, Aba A5 A6b A5, A6b A5, ABa, A4,A5,ABa, A4,A5,A6

A6b A6b

Ohne 0,45[0,1810 0,67[0'22]° 0y4[0,06]c 0,48 0,36[0'06]° 1,65[0'25]° 5’40[1,5]c 0,96[0'4310
Cefsulodin 0,437k 0,610024¢ 0,22 0,60 0,34 2,660251c 9,105k 1,3700.05%
Mecillinam 0,44[0.08kc 0,662 0,21 0,44 0,28 1,681 14,0055 2,20034k¢
Mec./Cef. 0,4900.21)c 0,060 0,57 1,2300:55¢ 0,48[012¢ 1,76[051 18,8673k 10,75
Aztreonam 0,15[0.09%¢ 0,4200.27¢ 0,21 0,35 0,20 1,000,771 5,50(2.0¢ 0,24[0.18)c

¢ = Standardabweichung

peptidasen und Endopeptidasen. Sie sor-
gen dafur, dass neue Peptidoglykan-
monomere, die im Zytoplasma gebildet
werden, in das wachsende Peptidoglykan
eingebaut werden. Durch die Beta-Lac-
tam-Antibiotika werden die PBP ge-
hemmt und konnen ihre Funktion nicht
mehr erfullen. Dadurch wird das emp-
findliche Gleichgewicht zwischen Auf-
bau und Abbau des Peptidoglykans ge-
stort. Durch so genannte lytische Trans-
glykosylasen werden kleine Fragmente —
Anhydromuropeptide — aus dem Peptido-
glykan freigesetzt. Diese Fragmente be-
stehen aus einem chemisch modifizierten
Disaccharid und einem Peptidrest. Dieser
Peptidrest kann aus drei, vier oder funf
Aminosauren bestehen. Diese Muropept-
ide wirken als Signalmolekile fur die
Beta-Lactamase-Expression. Unsere Ar-
beitsgruppe konnte zeigen, dafl diese
Signalmolekiile unter dem Einfluss ver-
schiedener Beta-Lactam-Antibiotika in
verschiedenen Mengen freigesetzt wer-
den. Je starker die Beta-Lactamase-In-
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duktion, umso mehr Anhydromuramyl-
pentapeptid wird freigesetzt.

Durch eine Permease werden die frei-
gesetzten Anhydromuropeptide in das
Zytoplasma der Bakterienzelle transpor-
tiert. Dort werden diese Muropeptide
durch eine Amidase (AmpD) in Zucker-
und Peptidanteil gespalten. Die daraus
entstehenden Abbauprodukte konnen
dann von der Bakterienzelle fur die Pep-
tidoglykansynthese wieder verwendet
werden. AmpD ist ein negativer Regula-
tor der Induktion der Beta-Lactamase, da
es die Signalmolekiile der Beta-Lactama-
se-Induktion hydrolysiert. Mutationen im
ampD-Gen fuhren zu einer hyper-
induzierbaren oder konstitutiven Beta-
Lactamase Uberproduktion. Werden die
Signalmolekiile nicht gespalten, binden
sie an ein DNS-Bindeprotein (AmpR). Es
reguliert die Expression des ampC-Gens.
Durch die Wechselwirkung der Anhydro-
muramylpeptide mit AmpR wird ein
Suppressormolekill von AmpR verdrangt.
Dies fuhrt dazu, dass AmpR die Beta-

Lactamase-Expression aktiviert (Abb. 1).

Fur die Erhohung der Konzentration
des Anhydromuramylpentapeptids und
zu der daraus folgenden Beta-Lactamase-
Induktion scheinen die PBP eine ent-
scheidende Rolle zu spielen. Die Penta-
peptidseitenketten im Peptidoglykan
werden durch die D,b-Carboxypeptidasen
(PBP4, 5, 6a und 6b) in Tetrapeptide ge-
spalten. Mutanten mit 1-4-Deletionen in
diesen Genen erwiesen sich als ideal, um
die Bedeutung der einzelnen PBP fur die
Beta-Lactamase-Induktion naher zu un-
tersuchen. Die Mutanten wurden mit
einem Plasmid, das als Insertion die
Gene ampC und ampR aus E. cloacae
besitzt, transformiert.

Der Verlust von einer oder zwei D,D-
Carboxypeptidasen zeigte keinen Ein-
fluss auf den basalen Beta-Lactamase-
Spiegel. In den Dreifachmutanten (A PBP
4, 5 und 6a bzw. APBP 5, 6a und 6b) und
insbesondere in der Vierfachmutante
(APBP 4, 5, 6a und 6b) wurde eine
erhohte Beta-Lactamase-Grundaktivitat
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sowie eine erhohte MHK gegeniiber
Beta-Lactam-Antibiotika  festgestellt
(Tab. 1, 2). Zur Initiierung der Beta-Lac-
tamase-Induktion ist also die Hemmung
aller d,d-Carboxypeptidasen notwendig.

Auflerdem wurde die Rolle der essen-
tiellen PBP 1, 2 und 3 fur den Induk-
tionsmechanismus untersucht. Mit Hilfe
von Cefsulodin, Mecillinam und Aztreo-
nam, welche spezifisch PBP 1, PBP 2
und PBP 3 hemmen, konnten wir zeigen,
dass die gleichzeitige Hemmung von
PBP 1 und PBP 2 bei den Drei- und Vier-
fachmutanten zu einer weiteren Steige-
rung der spezifischen Beta-Lactamase-
Produktion fuhrt. Ein Beta-Lactam-Anti-
biotikum mit starker Beta-Lactamase-In-
duktionskapazitit hemmt also alle D,D-
Carboxypeptidasen und P BP1 und/oder
P BP2.

Die PBP sind jedoch nicht die eigent-
lichen Enzyme, die die Anhydromu-
ramylpeptide aus dem Peptidoglykan
freisetzen. Diese Aufgabe wird von den
lytischen Transglykosylasen (Lts) erfullt.

Initiierung der AmpC-Lactamase-Induktion

Funf Lts sind bisher bekannt. Eine dieser
lytischen Transglykosylasen spielt eine
besondere Rolle — die Slts 70 (Iosliche ly-
tische Transglykosylase). Die drei-
dimensionale Struktur der Slt 70 ist ring-
formig. Das aktive Zentrum befindet sich
im Inneren des Ringes. Angenommen
wird, das dieses Enzym entlang der
Zuckerketten des Peptidoglykans fort-
schreitet und das Peptidoglykan in die
Anhydromuramylpeptide zerlegt (Abb.
1). Reguliert wird dieses Enzym unter
anderen durch Transpeptidbriicken im
Peptidoglykan, durch die es angehalten
wird. Inhibierung der PBP 4, 5, 6a, 6b, 1
und 2 resultiert in einem Anstieg der Pen-
tapeptidseitenketten im Peptidoglykan
und in einer Abnahme an Peptidquerver-
netzungen. Dadurch kann die Slt 70
vermehrt Anhydromuramylpentapeptide
freisetzen.

Bulgecin — ein sulfoniertes Glyko-
peptid — isoliert aus dem Kulturmedium
von Pseudomonas acidophila, hemmt die
Slt 70 nichtkompetitiv. Durch Verwen-

dung dieses Hemmstoffes konnten wir
zeigen, dass die Grundaktivitat und die
Beta-Lactamase-Induktion in verschiede-
nen getesteten klinischen Isolaten von
Enterobacter cloacae stark gesenkt wer-
den kann. Gleichzeitig sinkt die MHK
gegentiber AmpC-Beta-Lactamase-insta-
bilen Lactam-Antibiotika.

Durch weitere Aufklarung des mole-
kularen Induktionsmechanismus, insbe-
sondere der Rolle der anderen noch nicht
untersuchten lytischen Transglykosyla-
sen, konnten neue Zielstrukturen gefun-
den werden, deren Hemmung zur Unter-
brechung des Induktionsmechanismus
fuhren. Dies konnte eine Strategie zur
Entwicklung einer neuen Klasse von
Beta-Lactamase-Inhibitoren sein, die di-
rekt an der Freisetzung der Signalmo-
lekiile fur die Beta-Lactamase-Induktion
eingreifen und nicht erst die gebildete
Beta-Lactamase hemmen.
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