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Molecular basis of bacterial resistance to ampicillin

Abstract: B-lactam antibiotics are regularly used in medicine to control bacterial infections. However the overuse of these compounds in
many human activities has led to dissemination of resistance determinants among pathogenic strains. Several mechanisms underlining
B-lactam resistance, e.g. enzymatic inactivation, PBP modification, active efflux, and finally the reduction of cell wall permeability have been
identified. Understanding of such mechanisms is the first step to overcome the resistance. Ampicillin was one of the first broad-spectrum
amino penicillins introduced to therapy. Nowadays, five decades after the introduction of the antibiotic, ampicillin-resistant microbes are
isolated all over the world. Current knowledge about the mechanisms involved in ampicillin resistance is presented in this review.

1. Introduction. 2. Ampicillin mode of action. 3. Inactivation of ampicillin by B-lactamases. 4. Changes in the affinity of PBP to p-lactams.

5. Efflux system-mediated resistance to ampicillin. 6. Reduction in cell envelope permeability. 7. Conclusions
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1. Wstep

Antybiotyki (-laktamowe to jedna z najczedciej
stosowanych grup lekéow przeciwdrobnoustrojowych
na $wiecie. Jednakze szerokie, a takze czesto niewla-
$ciwe wykorzystanie tych zwigzkow przyczynito si¢ do
selekcji opornosci wsrdd bakterii, w tym bakterii pato-
gennych. Pojawienie sie szczepow takich, jak MRSA
(Methycillin Resistant Staphylcoccus aureus), czy tez
BLNAR (B-lactamase negative ampicillin resistant)
stanowi obecnie powazne zagrozenie dla hospitalizo-
wanych pacjentéow. Tuz po wprowadzeniu na rynek,
tj. w latach 60 ubieglego wieku, ampicylina wykazy-
wala aktywnos$¢ zaréwno wzgledem bakterii Gram-
-dodatnich jak i Gram-ujemnych. Jednakze w wyniku
rozprzestrzeniania si¢ bakterii opornych, skutecznos¢
omawianego leku drastycznie spadfa. Znanych jest kilka
mechanizméw warunkujacych oporno$¢ bakterii na
ampicyling: produkcja p-laktamaz, zmiany w struktu-
rze bialek wigzacych penicyling, eksport antybiotyku
z komorki za pomoca biatkowych systeméw eftlux oraz
zmiany w przepuszczalnosci oston komérkowych. Cha-
rakterystyka wymienionych mechanizméw stanowi
przedmiot niniejszego opracowania.

2. Mechanizm dzialania ampicyliny
Ampicylina jest antybiotykiem [-laktamowym,

nalezacym do grupy aminopenicylin. O aktywnosci
tych antybiotykéw decyduje pierscien p-laktamowy,

ktdrego struktura przestrzenna przypomina sekwencje
D-Ala-D-Ala w peptydzie taczacym lancuchy mure-
iny. W zwiazku z tym podobienstwem, antybiotyki
B-laktamowe sg mylnie rozpoznawane przez biatka
wigzace penicyling — PBP (Penicillin Binding Pro-
teins), uczestniczace w ostatnich etapach syntezy mure-
iny [8, 21].

Enzymy PBP podzielono na trzy klasy (A, B i C).
Biatka zgrupowane w klasie B wykazujg aktywnos¢
transpeptydazy i katalizujg tworzenie wigzan mie-
dzy peptydami sgsiadujacych tancuchéw cukrowych
w mureinie. Do klasy A zalicza si¢ enzymy, ktdre prze-
prowadzajac reakcje transpeptydacji oraz transgliko-
zylacji, biora udzial w polimeryzacji peptydoglikanu.
Klasa C charakteryzuje sie aktywnoscig karboksy-
peptydazy (czasami réwniez endopeptydazy) i moze
uczestniczy¢ w zmianie stopnia usieciowania mureiny
[27]. W obrebie domen transpeptydazy oraz karbo-
ksypeptydazy znajdujg si¢ konserwatywne sekwencje:
(K/H)(S/T)G, SXXK oraz SXN wspoltworzace cen-
trum aktywne. Kluczowym elementem mechanizmu
katalitycznego tych enzymow jest, wchodzaca w sklad
motywu SXXK, seryna. Atakuje ona grupe karbonylowa
przedostatniej D-alaniny w pentapeptydzie polaczo-
nym z tancuchem cukrowym, powodujgc uwolnienie
ostatniej D-alaniny. W wyniku reakcji acylacji powstaje
zwigzany kowalencyjnie kompleks (produkt posredni)
z wigzaniem estrowym l3gczacym seryne i przedostat-
nig D-alaning. W przypadku transpeptydaz wigzanie
estrowe jest nastepnie atakowane przez grupg aminowa
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Rys. 1. Mechanizm dziatania biatek wigzacych penicyling (opis w tekscie). Skroty: GLU-N-acetyloglukozoamina;
MUR - kwas N-acetylomuraminowy. Na podstawie [33]

trzeciej reszty aminokwasowej w kolejnym pentapepty-
dzie, zwigzanym z sgsiadujacym fancuchem cukrowym.
W ten sposob powstaje wiazanie sieciujgce mureine
(Rys. 1). Natomiast w przypadku DD-karboksypepty-
daz dochodzi do hydrolizy produktu posredniego [33].

Mylnie rozpoznana przez biatka PBP grupa karbo-
nylowa w pier$cieniu -laktamowym antybiotyku jest
atakowana przez seryne. Otwarcie pier§cienia prowa-
dzi do utworzenia kompleksu z acylowanym enzymem,
ktdrego hydroliza przebiega na tyle wolno, iz dochodzi
do efektywnego zablokowania aktywnosci enzymu.
Réwnoczesne zahamowanie syntezy peptydoglikanu
oraz konstytutywne procesy zwigzane z jego degrada-
cja doprowadzaja do uszkodzenia $ciany komorkowej,
zwiekszenia jej przepuszczalno$ci, a w ostatecznosci do
lizy komorki [8, 33].

3. Inaktywacja ampicyliny przez p-laktamazy

Kluczowym mechanizmem opornosci na antybiotyki
B-laktamowe jest inaktywacja tych zwigzkéw poprzez
B-laktamazy. Sa to bakteryjne enzymy, katalizujace roz-
ciecie pierscienia f-laktamowego, ktore prawdopodob-
nie wyewoluowaly z bialek wigzacych penicyline. Obec-
nie jest znanych ponad 850 B-laktamaz [8, 25].

Wyrédznia sie dwa glowne systemy klasyfikacji
tych enzymow. Pierwszy z nich oparto na homolo-
gii sekwencji aminokwasowych i obejmuje on cztery
klasy: A, B, C i D (klasyfikacja Amblera). Do klas A,
C, D nalezg p-laktamazy serynowe, natomiast klasa B
grupuje tzw. metalo-P-laktamazy, posiadajace cynk
w centrum aktywnym. W drugim systemie (klasyfi-
kacja Bush-Jacoby, 2009), bazujacym na klasyfikacji
funkcjonalnej, jako kryteria przyjeto profile substratow
i inhibitoréw, wyrézniajac grupy 1-4 [8].

Mechanizm dzialania 3-laktamaz serynowych polega
na acylacji antybiotykéw B-laktamowych, co prowadzi

do otwarcia pierscienia P-laktamowego, a nastepnie
deacylacji w obecnosci czasteczki wody. Ostatecznym
produktem katalizowanej reakcji jest zatem czasteczka
nieaktywnego antybiotyku (z rozcigtym pierscieniem
B-laktamowym), a uwolniony enzym tworzy kompleksy
z kolejnymi czasteczkami antybiotyku (Rys. 2) [8].

OH  RCO-NH—— ~~ '\
\,:-‘/'
,/ \
L ) )—N ., /
I o~ I
. COOH
RCO-NH- -
\¢
/ \
:—N _,._r /
COOH
- .'s \
RCONH— .
1 %
NH /

> 1) ~~ X0 i ¢
COOH
< S

RCO-NH————— \\
OH N
o NH__ 7

COOH

=

Rys. 2. Mechanizm dziatania B-laktamaz serynowych na przykla-
dzie TEM-1. Na podstawie [8, 20]
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Rys. 3. Struktura przestrzenna {-laktamazy TEM-1 u E. coli. Na
rysunku zaznaczono seryne bioraca udzial w acylacji czasteczki
antybiotyku p-laktamowego (Ser70) (RCSB PDB ID: 1ZG4) [29]

Zalezne od cynku metalo-fB-laktamazy cechuje
odmienny mechanizm dziatania. W procesie hydrolizy
pierscienia B-laktamowego wykorzystywana jest grupa
hydroksylowa pochodzaca z czasteczki wody, koordy-
nowanej przez cynk [2, 8].

Nalezaca do klasy A, B-laktamaza TEM-1 determi-
nuje oporno$¢ na ampicyling u okolo 50% szczepow
Escherichia coli. Jest ona najbardziej rozpowszechniong
B-laktamaza u bakterii Gram-ujemnych. Wykorzy-
stuje si¢ ja jako modelowy enzym w badaniach nad
p-laktamazami. Kodujacy ja gen bla,, . zlokalizo-
wano na transpozonach Tn2 i Tn3 [9, 20]. TEM-1 jest
biatkiem zbudowanym z 263 reszt aminokwasowych.
Jego masa molekularna wynosi 28,9 kDa. W czasteczce
tego enzymu mozna wyrdzni¢ dwie domeny. Jedna
z nich posiada w swojej strukturze 8 helis a, nato-
miast w sktad drugiej wchodzg zaréwno helisy a, jak
i -harmonijki. W obszarze wspolnego oddzialywania
obu domen (interface) znajduje si¢ centrum aktywne.
Miejsce aktywne jest tworzone przez pie¢ reszt ami-
nokwasowych: Ser70, Lys73, Glul166, Ser130 i Lys234.
Wystepujaca w obrebie pierwszej domeny Ser70,
odgrywa kluczowg role w katalizowanej przez TEM-1
reakcji acylacji (Rys. 3) [29].

4. Obnizenie powinowactwa bialek PBP
do antybiotykow p-laktamowych

Innym mechanizmem warunkujagcym opornosé
bakterii na antybiotyki p-laktamowe jest obnize-
nie powinowactwa bialek wigzacych penicyline do
B-laktamoéw. Zjawisko to opisano m.in. u szczepow
MRSA, opornych w zasadzie na wszystkie antybiotyki
nalezace do omawianej grupy. Obserwowana u tych
bakterii niewrazliwo$¢ na -laktamy, wiaze si¢ z obec-
noscig dodatkowego biatka PBP2a (inna nazwa PBP2’).

KINGA BONDARCZUK, SLAWOMIR SULOWICZ, ZOFIA PIOTROWSKA-SEGET

Katalizuje ono reakcje acylacji z wydajnoscig nizsza
0 1-3 rzedy wielkosci w poréwnaniu z pozostalymi
czterema niezmienionymi PBP [33].

Podobna wydajnoscia charakteryzuje si¢ bialko
PBP5fm wystepujace u Enterococcus faecium. U szcze-
pow wykazujacych oporno$¢ na ampicyline zaobserwo-
wano nadprodukcje bialka PBP5fm, a takze jego obni-
zone powinowactwo do antybiotyku, bedace wynikiem
mutacji punktowych. Ten drugi mechanizm najprawdo-
podobniej pozwala na osiggniecie opornosci na wyzsze
stezenia leku. Przypuszcza si¢, ze PBP5fm moze przej-
mowac funkeje transpeptydazy w procesie syntezy pep-
tydoglikanu, kiedy pozostate biatka wigzace penicyling
sa inhibowane antybiotykami 3-laktamowymi [28, 33].

W strukturze przestrzennej bialka PBP5fm zbudo-
wanego z 570 reszt aminokwasowych, mozna wyrdzni¢
dwie domeny. Region N-koncowej domeny do 162 reszty
aminokwasowej ma budowe globularng i skfada si¢
z dwdch helis a oraz jednej trzyniciowej antyréwnoleglej
B-kartki. Wspomniana B-kartka w kierunku C-konca
przechodzi w dwuniciowa réwnolegla strukture i taczy
obie domeny. Domena N-koncowa nie wykazuje aktyw-
noéci transglikozylazy i jej rola pozostaje niejasna. Ist-
nieje hipoteza wskazujaca na mozliwos¢ udziatu N-kon-
cowej domeny we wiasciwym faldowaniu domeny
C-koncowej lub tez w interakcjach z innymi biatkami.
C-konicowa domena wykazuje aktywnos¢ transpepty-
dazy o obnizonym powinowactwie do antybiotykow
B-laktamowych. Posiada ona dwie poddomeny: jedng
zbudowang z B-kartki pokrytej helisami o oraz druga,
tworzong jedynie przez helisy a. Pomiedzy poddome-
nami jest ulokowane miejsce aktywne z Ser422, ktora
pelni kluczowq role w katalizowanej reakcji. Za obni-
zone powinowactwo do antybiotykéw B-laktamowych
przypuszczalnie odpowiada obecnos¢ Val1465 w poblizu
miejsca aktywnego, ktéra moze utrudnia¢ dostep anty-
biotyku, a takze wystepowanie mostka solnego miedzy
grupg guanidynowsa Arg464 a grupg karboksylowa
Asp481. Opisane interakcje Arg464 moga by¢ przyczyna
zmian w konformacji przestrzennej, co miatoby wpltyw
na obnizenie powinowactwa do antybiotyku. Mutacja
prowadzaca do zamiany w pozycji 485 metioniny na
treonine lub alanine przypuszczalnie obniza wydaj-
no$¢ acylacji, natomiast insercja seryny w miejsce 466’
prawdopodobnie przyczynia si¢ do przemieszczenia
Val1465, ograniczajac dostep antybiotyku do miejsca
aktywnego, i tym samym zdolnos¢ do rozpoznawania
substratu przez enzym [28].

5. Aktywny eksport ampicyliny przez biatka
nalezace do systemu efflux

Antybiotyki B-laktamowe moga by¢ rowniez efek-
tywnie usuwane z komoérki za pomocy biatek naleza-
cych do systemu efflux. Przykltadowo, ampicylina jest
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Rys. 4. Struktura AcrB (RCSB PDB ID: 1IWG) [23]

rozpoznawana jako substrat przenosnika AcrB, wyste-
pujacego u E. coli. AcrB to obecnie jedno z najinten-
sywniej badanych biatek nalezacych do superrodziny
RND (Resistance-Nodulation-Cell Division), warun-
kujgce opornos¢ wielolekowg [18]. Antyporter AcrB
jest cze$cia trojsktadnikowego kompleksu. W procesie
eksportu wspdlpracuje z nalezagcym do rodziny MFP
(Membrane Fusion Protein) biatkiem peryplazmatycz-
nym AcrA, a takze kanalem blony zewnetrznej TolC
zaklasyfikowanym do rodziny OMF (Outer Membrane
Factor), tworzac system AcrAB-TolC. Wymienione trzy
biatka s3 niezbedne w procesie usuwania antybiotykdow,
brak nawet jednego z nich powoduje utrate aktywnosci
catego kompleksu [14, 23, 24].

Trimer AcrB jest zbudowany z trzech protomeréw
o dlugosci 1049 reszt aminokwasowych (Rys. 4). Kazda
z trzech domen transblonowych wyznacza dwanascie
transblonowych helis a. Domeny transblonowe formuja
pierscien w blonie komoérkowej. Helisy czwarta i dzie-
sigta posiadajg Asp407, Asp408 i Lys940 biorace udzial
w przenoszeniu protonu. Petle pomiedzy helisami
pierwsza i drugg oraz siodma i 6sma tworza dwie duze
peryplazmatyczne domeny. Funkcjonalny trimer AcrB
jest stabilizowany przez lacznikowe petle, wystajace
z jednego monomeru w kierunku sasiedniego mono-
meru. Peryplazmatyczna cze$¢ AcrB sklada si¢ z dwdch
domen: podzielonej na dwie subdomeny DN i DC,
domeny dokujacej kanat TolC (TolC docking domain)
oraz posiadajacej 4 subdomeny (PN1, PN2, PC1i PC2),
domeny tworzacej por (pore/porter domain). Struktura
przestrzenna domeny dokujgcej TolC przypomina
lejek (funnel-like structure) zwezajacy sie w kierunku
otworu (central pore), znajdujacego si¢ w domenie
tworzacej por. Otwor tworzg trzy helisy a dostarczone
przez subdomeny PN1 z kazdego monomeru. Prowadzi
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on do miejsca aktywnego zlokalizowanego w poblizu
plaszczyzny blony komdrkowej. Do miejsca aktywnego
prowadza réwniez znajdujace si¢ tuz nad powierzch-
nig blony, pomiedzy monomerami, przedsionki (vesti-
bules) [3, 23, 26].

Obecnie przyjety model zaklada cykliczne zmiany
konformacyjne poszczegolnych monomeréw AcrB
w kolejnych etapach przenoszenia substratu. W pierw-
szej fazie transportu monomer wigze substrat (konfor-
macja L od loose), a nastepnie transportuje go z domeny
transbltonowej do kieszeni wigzacej substrat (przejs-
cie z konformacji L do konformacji T, od tight), skad
jest uwalniany do kanatu TolC (przyjecie konformacji
O od open) [26].

Biatko TolC to zbudowany z trzech monomeréw
(o dlugosci 428 reszt aminokwasowych), zakotwiczony
w blonie zewnetrznej kanal, ktory siega 100 A w gtab
peryplazmy (Rys.5). Przypomina ksztaltem cylinder,
otwarty od gory i zwezajacy sie w kierunku blony cyto-
plazmatycznej. W czgsteczce TolC wyrdzniono trzy
domeny: zakotwiczong w bionie zewnetrznej domene {3
(o dtugosci 40 A), peryplazmatyczng domeng a oraz
réwnikowg domene o/p. Domena B posiada strukture
dwunastoniciowej antyréwnolegtej beczulki B, natomiast
domena peryplazmatyczna - strukture antyrownoleglej

@’ |
y v
;N ’ v 4
>
s

— domena B

— domena a

| domena a/B
(réwnikowa)

Rys. 5. Struktura TolC (RCSB PDB ID: 1EK9) [15]
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nych (stworzono wykorzystujac struktury bialek dostepne w bazie
RCSB PDB: 1EK9, 1IWG, 3FPP) [15, 23, 29, 32]

beczulki a, ktorg tworzy dwanascie helis a. Helisy o
tej drugiej domeny wystepuja w dwdch typach. Diugie
(67 aminokwaséw) helisy H3 i H7 przechodzg przez
calg dlugos¢ domeny, natomiast krétsze helisy H2, H6
oraz H4, H8 (odpowiednio 23 oraz 34 aminokwasy)
tworza pary H2-H4, H6-H8, niejako nasladujac dlugie,
nieprzerwane helisy. Te krotkie helisy 1acza domeng a
z domeng réwnikowa. Domene a/f tworzg trzy helisy:
H1, H5, H9 oraz nici S3 i S6, ukladajace si¢ w pas
wokol srodkowej czesci domeny a (stad ,,réwnikowa
domena”). Na koncu beczulki a skrecone helisy (coiled
coils) zamykaja $wiatlo kanalu, pozostawiajac otwor
o érednicy zaledwie 3,9 A (zamkniety stan). Natomiast
w aktywnym kompleksie AcrAB-TolC, kanat ten pozo-
staje otwarty [1, 11, 14, 15].

Mozliwosé¢ kontaktu transportera AcrB z kanatem
TolC jest ograniczona, poniewaz peryplazmatyczna
domena tego pierwszego ma dtugo$¢ okoto 70 A. Stad
pojawia sie konieczno$¢ istnienia dodatkowego bialka
facznikowego. Te funkcje spetnia AcrA, ktdre tworzy
kompleks z AcrB i rekrutuje TolC [31].

Wydluzone, o sierpowatym ksztalcie biatko AcrA
posiada cztery domeny: a-helikalng szpilke do wlosow
o strukturze skreconych helis (coiled coil a-helical hair-
pin), domeng liponianowg (lipoyl domain), domene
o charakterze beczutki p oraz najblizsza blonie cyto-
plazmatycznej, domeng o strukturze rolady (membrane
proximal B-roll domain, MP). Modularnos¢ i ela-
styczno$¢ umozliwiaja bialku AcrA pelnienie funkeji

KINGA BONDARCZUK, SLAWOMIR SULOWICZ, ZOFIA PIOTROWSKA-SEGET

tfacznika w kompleksie RND (cho¢ obecnie uznawany
model nie wyklucza aktywnego udzialu AcrA w pro-
cesie transportu). Domena szpilki do wloséw odpo-
wiada za interakcje z TolC, natomiast pozostale oddzia-
tuja z AcrB. Wielodomenowa struktura tego tacznika
pozwala na ruchy zawiasowe miedzy trzema pierw-
szymi domenami, a takze ruchy rotacyjne domeny MP.
AcrA uszczelnia polgczenie biatek AcrB i TolC i nie-
jako ustanawia integralny, aktywny system AcrAB-TolC
o dtugosci 270 A, obejmujacy blone cytoplazmatyczna,
peryplazme i blong¢ zewnetrzng (Rys. 6) [10, 13, 22, 31].

6. Ograniczenie przepuszczalnosci oston
komdrkowych

Wykazano, iz z opornoécia na antybiotyki p-lak-
tamowe moga wigzac si¢ takze zmiany w przepuszczal-
nosci oston komérkowych, zwigzane z modyfikacjami
poryn lub tez obnizeniem poziomu ekspresji tych bia-
ek [5, 6, 19].

Hydrofilowe antybiotyki -laktamowe przenikaja
przez blong¢ zewnetrzng dzigki ulokowanym w niej
porynom. U Mycobacterium smegmatis gtdbwna poryna,
stanowigcg ponad 70% wszystkich poryn, jest MspA.
U mutantéw z delecjg genu mspA oraz mspC, kodu-
jacego podobng do MspA poryne, wykryto znaczny,
16-krotny wzrost poziomu opornosci na ampicyline
4, 30].

Omawiany mechanizm opornosci zidentyfikowano
réwniez u jednego z patogenéw wywolujacych ucigz-
liwe zakazenia szpitalne, Klebsiella pneumoniae. Ten
oporny na antybiotyki B-laktamowe mikroorganizm,
oprocz wytwarzania B-laktamaz, nie wykazywat aktyw-
nosci poryn OmpK35 i OmpK36, co hamowalo trans-
port lekéw do wnetrza komorki bakteryjnej [7, 12, 17].

Wydaje si¢ jednak, iz zmiany w przepuszczalnosci
oston komorkowych mogg odgrywaé pomniejsza role
w opornosci bakterii na antybiotyki, stanowigc uzupet-
nienie innych mechanizmoéw [6, 16].

7. Podsumowanie

Ampicylina jest przedstawicielem antybiotykéw
B-laktamowych o rozszerzonym spektrum dzialania.
Jej skuteczno$¢ w zwalczaniu bakteryjnych infekcji
gwaltownie spadta wskutek rozprzestrzeniania si¢ anty-
biotykoopornosci. Gléwnym mechanizmem warun-
kujgcym opornosé¢ bakterii na ampicyling jest produk-
cja B-laktamaz, rozcinajacych pierscien p-laktamowy.
B-laktamazy to réznorodna grupa enzymoéw, wsrod
ktérych wyrdzniono p-laktamazy serynowe oraz
metalo-B-laktamazy. Innym czynnikiem zmniejszaja-
cym wrazliwos¢ bakterii na ampicyling jest obnizenie
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powinowactwa biatek PBP do omawianego antybio-
tyku. Co wiecej, biatkowe systemy efflux umozliwiaja
aktywny eksport ampicyliny z komdrki, natomiast
zmiany w przepuszczalnosci oston komérkowych ogra-
niczajg jej wnikanie.
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