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Summary 

Kinetics of  beta-lactamase inhibition by clavulanic acid 
The mechanisms of action of  3 R-factors on ~-lactamases (penicillin amido- 

fl-lactamhydrolase, EC 3.5.2.6) (TEM-1 pI = 5.4, TEM-2 pI. = 5.6 and Pitton's 
type 2 pI = 7.7) have been kinetically analyzed for clavulanic acid inactivation. 
Clavulanic acid appears as a competitive and irreversible inhibitor (Kcat inhibi- 
tor) reacting in two steps: a, formation of  a reversible enzyme • inhibitor com- 
plex (characterized by a Ki); b, evolution of  the reversible complex into a new 
derivative (covalent, stable and inactive) by monomolecular  kinetics charac- 
terized by a k6 (or Kcat) related to half-life. 

The kinetic constants are: TEM-I: Ki = 0.8 uM, k6 = 0.027 s-l; TEM-2: Ki = 
0.7 gM, k6 = 0.03 s-l; type 2: g i = 0.6 aM, k6 = 0.046 s -1. 

These results justify the 'progressive and irreversible' character of the inhibi- 
t ion generally described. 

Introduction 

L'acide clavulanique (BRL 14151) est une nouvelle mol6cule naturelle de 
structure originale [1--3]. Divers travaux ont montr6 que cette molecule est un 
puissant inhibiteur de certaines ~-lactamases, par contre elle ne pr6sente, par 
eUe-m~me, que de faibles propri6t~s antibiotiques. De ce fait, son utilisation en 
association avec d'autres ~-lactamines montre souvent une synergie exception- 
nelle. 

L' impact de l'acide clavulanique semblant ~tre essentiellement localis~ au 
niveau de l ' inhibition des fl-lactamases (penicillin amido-~-lactamhydrolase, 
EC 3.5.2.6), nous avons port~ nos efforts au niveau du m6canisme de cette 
inhibition afin de voir si elle permet d'interpr6ter les faits bact~riologiques. 
Pour cela, nous avons utilis6 3 ~-lactamases plasmidiques bien connues [4] et 
tr6s fr~quemment recontr6es au niveau des isolements r6alis6s aux services de 
bact~riologie. 
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Materiel et Methodes 

1. Souches bactgriennes et {3-1actamases. Escherichia coli P l l l  produit  la 
/3-1actamases type 1 de Pitton encore nominee TEM-1 (pI = 5.4), E. coli RP4 
produit  de la 13-1actamase TEM-2 (pI = 5.6) et E. coli P453 produit  de la 13-1ac- 
tamase type 2 de Pitton (pI = 7.7); ces enzymes sont routes plasmidiques et 
leur pI est apparu comme un crit~re fondamental  au niveau de leur diff~ren- 
ciation. Apr~s purification, elles pr~sentent respectivement des activit~s 
sp~cifiques de 860, 3000 et 150 U/mg. Ces differences semblent plutSt ~tre 
dues ~ des ' turnover numbers '  diff4rents qu'~ des puret~s diff~rentes. Ces 
enzymes pr~sentent vis ~ vis de la p~nicilline G des Km respectifs de 21.7, 15 
et 10.6 pM, valeurs utilis~es dand les calculs ult~rieurs. 

2. Antibiotiques. L'acide clavulanique (BRL 14151), sel de sodium, nous a 
~td fourni par les Laboratoires Beecham-S~vign~ et la p~nicilline G par les 
Laboratoires RhSne-Poulenc Sp~cia. 

3. Constantes cindtiques. Les cin~tiques enzymatiques sont suivies par micro- 
acidim~trie coupl~e ~ l 'ordinateur [5]. Les measures sont r~alisdes ~ pH 7 dans 
une cellule de 10 ml thermostat~e ~ 37°C. La buret te  du pH-stat (1 ml) est 
charg~e de soude 5 • 10 -3 M. Le programme de calcul permet entre autre de 
d~terminer soit Km et Vm dans le cas des cin~tiques qui suivent Micha~lis et 
Menten, soit une constante de temps pour les r~actions exponentielles (mono- 
mol~culaires). L'ordinateur utilis~ est un Wang 2200 (16 K octets de m~moire 
RAM) qui permet une grande souplesse dans l ' interpr~tation des donn~es 
num~riques. 

4. Cindtiques d'inhibition. Les inhibiteurs usuels des 13-1actamases conduisent 
une inhibition souvent competitive et r~versible de l'activit~ catalytique [6 ]  

L'action de l'acide clavulanique et tr~s diff~rente puisqu'elle pr~sente un 
caract~re irreversible. Ceci entra~ne donc une cin~tique d'inhibition tr~s 
sp~ciale. Nous avons respect~ le protocole suivant: 

La /3-1actamase (environ 0.3 U) est mise en presence d 'un  exc~s de substrat 
(10 ml d 'une solution ~ 0.2 mg/ml de p~nicilline G). En l 'absence de tout  
inhibiteur, la vitesse de rdaction reste prat iquement constante pendant  la con- 
sommation de la majorit~ du volume de soude de la burette.  

L'action de l'acide clavulanique est mise en ~vidence par introduction de 
celui-ci quelques secondes apr~s le d~but de la r~action de l 'enzyme sur la 
pdnicilline G. On constate alors (Fig. 1) une rapide chute de l'activit~ enzy- 
matique, puis son arr~t total, bien avant la fin de la consommation de tout  le 
substrat. Dans ces conditions, la disparition de l'activit~ enzymatique suit une 
loi exponentielle que l 'on peut  caract~riser par sa demi-vie. 

R e s ~ t ~ s  

1. Cindtique de l'inhibition 
Fig. 1 montre,  dans le cas de la ~-lactamase TEM-1 (pI = 5.4), la consomma- 

tion de soude en fonction du temps. Ce param6tre est directement  reli6 ~ la 
disparition du substrat. La courbe [I] = 0 repr6sente l 'hydrolyse de la p6nicill ine 
G en l 'absence de tou t  inhibiteur; dans ce cas, le volume de soude consomm6 
apr6s arr~t de la r6action (environ 1 ml) correspond ~ lq]ydrolyse de la totalit~ 
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de la p~nicilline mise en jeu. En presence d'acide clavulanique, on constate une 
disparition progressive, puis prat iquement totale, de l'activit~ enzymatique bien 
avant la disparition de route la p~nicilline pr~sente dans la cellule. Des ph~no- 
m~nes analogues s 'observent avec les deux autres ~-lactamases. 

Qualitativement, lorsque la quantit~ d'acide clavulanique mise en jeu aug- 
mente on constate que: a, la quantit~ totale de p~nicilline hydrolys4e diminue; 
b, ie temps n~cessaire pour obtenir l'arr~t de l'activit~ enzymatique est plus 
court. 

Afin de simplifier l ' interpr~tation des donn~es exp~rimentales, on a pris en 
compte  dans les calculs, uniquement  les courbes correspondant au plus 
l 'hydrolyse de 10% de la p~nicilline G. On peut  alors supposer que cette con- 
centration reste constante pendant  toute  la dur~e de l'exp~rience. Ceci implique 
d'utiliser une concentration d'acide clavulanique au moins ~gale ~ 5 pM. Dans 
ces conditions, on v~rifie que la concentration d'acide clavulanique ne varie pas 
de faqon notable au cours de l'exp~rience. En effet, apr~s l ' inhibition totale de 
l'activit~ enzymatique,  l 'ajout d 'une nouvelle quantit~ d 'enzyme dans la cellule 
conduit  ~ la r~p~tion du ph~nom~ne. 

On v~rifie alors que la consommation de soude en fonction du temps suit 
une loi exponentielle, pouvant  ~tre caract~ris~e par une demi-vie (tw2) mesur- 
able avec une bonne precision. 

Par contre, la mesure de la quantit~ totale de p~nicilline hydrolys~e (para- 
m~tre li~ au precedent) est moins precise du fait d 'une certaine erreur syst~ma- 
tique li~e au d~but de la r~action. Fig. 2 montre que, pour les 3 enzymes 
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Fig.  1.  In f l uence  de  que lques  c o n c e n t r a t i o n s  d'acide c l a v u l a n i q u e  S~Lr l ' h y d x o l y s e  de  la  p~nicUline  G p a r  la  
~ - l ac tamase  TEM-1 .  Le v o l u m e  de s o u d e  c o n s o m m ~  est  p r o p o r t i o n n e l  ~ la  q u a n t i t ~  de substrat  h y d r o l y s ~ e .  

Fig .  2.  E v o l u t i o n  des  t l / 2  e n  f o n c t i o n  du rapport  [S ] / [ I ]  p o u r  les  3 ~ - l ac t amases  ~tudi~es:  a ,  TEM-1 ,  b ,  
TEM-2 ,  c ,  t y p e  2. 
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6tudi6es, la tl/2 d6finie pr6c6demment varie lin6airement en fonction du rap- 
port [S]/[I]. Dans les limites d6fini6s par les imp6ratifs exp6rimentaux, on con- 
state que tt/2 ne varie qu'en fonction de ce rapport, ind6pendamment des 
valeurs respectives de [S] et [I], dans la mesure off la concentration en substrat 
est tr6s sup6rieure au Km correspondant. L'extrapolation des courbes h [S]/[I] = 
0 conduit  aux valeurs limites suivantes: TEM-1 tv:  = 26 s, TEM-2 t~/~ = 23 s e t  
type 2 tl/~ = 15 s. Comme le justifie le calcul th6orique d6velopp6 dans la dis- 
cussion, ces valeurs sont assimilables aux demi-vies de disparition de ~-lactamase 
en l'absence de substrat et ~ des conditions saturantes du site actif par l'inhibi- 
teur. Cet aspect serait difficilement accessible avec pr6cision par des mesures 
directes, en raison de la rapidit6 du ph6nom6ne. 

2. N a t u r e  de  l ' i n h i b i t i o n  

L'allure des courbes (Fig. 1) montre clairement que l 'action de l'acide 
clavulanique sur les fi-lactamases diff6re totalement  de celle des inhibiteurs 
'classiques', comp~titifs r~versibles comme par exemple la cloxacilline. On 
constate que l 'hydrolyse du substrat est pratiquement totalement  abolie, bien 
avant l 'hydrolyse totale de celui-ci. 

Par ailleurs aux concentrations utilis~es, on constate que l'acide clavulanique 
n'est pas un substrat d6tectable des/3-1actamases: aucune absorption de soude 
n'est mise en 6vidence au cours de la r~action de l 'enzyme et de l'acide 
clavulanique seul. De plus, l 'ajout d 'une nouvelle quantit6 de ~-lactamase apr~s 
r~action ant~rieure, conduit  ~ un ph6nom~ne d'inhibition reproductible. Ceci 
montre que la concentration d'acide clavulanique n 'a pas vari~ de fa~on notable 
et que l 'inactivation de l 'enzyme par l'acide clavulanique est like ~ une interac- 
t ion directe de ces deux ~l~ments et non pas fi la liberation dans le milieu r6ac- 
tionnel d 'un produit  de d~gradation de l'acide clavulanique par la/3-1actamase 
(m6tabolite) qui viendrait ensuite l'inactiver par un m6canisme non sp~cifique. 

Par contre, si l 'on utilise des concentrations tr~s faibles en acide clavula- 
nique, on constate que l'allure de l 'inhibition devient tr~s diff6rente. A la con- 
centration de 0.5 pM en acide clavulanique ou moins, on constate dans un 
premier stade une inhibition rapide, mais partielle de l'activit6 enzymatique 
( t in  = 2 min dans le cas du TEM-1) puis une seconde phase d'inhibition bien 
plus lente ( t in  = 20 min) qui finit par abolir totalement l'activit~ enzymatique. 
Dans cette seconde phase, on constate que: 1, l'acide clavulanique a alors 
totalement disparu; 2, ce second type d'inhibition peut ~tre totalement  aboli 
par addition, dans le milieu r~actionnel, de cyst~ine ~ la concentration finale de 
6 • 10 -4 M. A ces concentrations, la cyst~ine donne aucune interaction avec 
l'acide clavulanique proprement dit, la ~-lactamase ou le substrat (la p~nicilline 
G). On voit donc que les produits d 'hydrolyse de l'acide clavulanique peuvent 
conduire ~ une certaine inhibition lente et non sp6cifique des fl-lactamases. 

Discussion 

Nous proposons d 'adapter un sch6ma r6actionnel compatible avec les faits 
exp~rimentaux. Conform~ment aux propositions ant~rieures [ 7,8], l ' inhibition 
competitive et irreversible correspond aux ~quations: 
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hydrolyse du substrat: 

k l  h 3 
E + S ~  E . S - +  E + P ;  (1) 

k2 

inhibition de l 'enzyme 

k4 k6 I* ~7 _ 
E + I ' ~ E ' I - ~  E ' k s  "~E;sE+I I 

Utilisant les notations elassiques, on notera, en termes de concentration: [S], 
substrat; [I], inhibiteur; [E]0, enzyme initialement mise en oeuvre; [E], enzyme 
'libre'; [E • S], eomplexe enzyme • substrat; [E • I], complexe enzyme • inhibi- 
teur dans la phase rfiversible et non eovalente (l 'inhibiteur est toujours sous la 
forme de l'aeide elavulanique proprement  dit); [E .  I*], eomplexe enzyme .  
inhibiteur 'active' (pr&isfi plus loin); [E -- I], eomplexe final, covalent, irrfiver- 
sible et  inaetif. On utilisera aussi: V = k 3  [E]0, Km = (k2 +k3)/k~ et Ki = 
(ks + k6)/k4. 

Les fairs exp~rimentaux permettent  de n~gliger l 'influence de ks car l'acide 
clavulanique n'est pas hydrolys~ de faqon appreciable. On prendra donc ks -- 0 
et on prendra dans la suite [I] = constant. De plus, on supposera, bien que cela 
ne soit pas strictement n~cessalre, que k6</77, la phase 'd 'activation' de 
l ' inhibiteur est donc l '&ape limitante [7,8]. On peut  alors n~gliger la concentra- 
tion en [E • I*] ce qui conduit  au syst~me le plus g~n~ral: 

(1 /k , )d [E .  S] /dt  = [E] [S] - -Km[E"  S] 

(1/k4)d[E • I ] /d t  = [E] [I] -- g i [ E  " I] 

d [ E - -  I ] /dt  = k6[E- I] 

Y = - d [ S ] / d t  = k3[E" S] 

[ E ] 0 = [ E ]  + [ E . S ]  + [ E . I ]  + [ E - - I ]  

Classiquement [6] l 'hypoth~se de l '&at stationnaire conduit ,  apr~s 61imina- 
tion de [E • S] et [E • I]: 

d[E -- I ] /dt  = (k6/Ki)[E] [I] 

Y = - -d [S] /d t  = (kffgm)[E] IS] 

[E]0 = [E](1 + [ s ] /gm + [ I ] /g i )  + [ E - -  I] 

On voit que l'6limination de [E] conduit  ~ un syst~me d'6quations diff6ren- 
tielles en [S] et  [E -- I] en g6n6ral non int6grable. Par contre, si l 'on suppose [S] 
constant,  correspondant ~ une faible proport ion d 'hydrolyse du substrat, 
l 'int6gration devient alors possible, ce qui permet  d 'obtenir  pour  [ E - - I ]  
l 'expression: 

[E -- I] = [E]0(1 -- exp(-- t /A))  

off 

( 1 K , (1  + 
A = k 6  1 +  [ I ] \  Km H 
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On en d~duit alors l 'expression de la vitesse d 'hydrolyse du substrat (la 
p6nicilline G en l 'occurence) en fonction du temps, soit, apr6s arrangement 
des expressions: 

[S] • g i Y = Vm exp(--t/A) 
[ I] k6KmA 

o~t A a la m~me signification que pr~c~demment. La mesure de la demi-vie de 
la disparition de l'activit~ enzymatique est donc tr~s accessible et en outre, dans 
l 'hypoth~se off [S] >> Kin, l 'expression de A se simplifie pour devenir: 

A=-~6 1 +  [SI Ki 
[ I ]  

L'expression de A est donc une ligne droite qui coupe l 'axe [S]/[I] au point  
--Km/Ki et l 'axe des ordonn~es ~ un point  correspondant ~ la demi-vie de 
l 'enzyme dans des conditions saturantes en inhibteur (log2/k6 ou 1/k6 selon que 
le graphique repr~sente le t in off la constante de temps). Fig. 2 montre  la varia- 
tion du tl/2. 

Les deux param~tres k6 et Ki sont donc ais~ment accesibles. Vis ~ vis 3 
~-lactamases, les valeurs obtenues,  fi l 'aide d 'une r~gression lin~aire par 
moindres carr~s, sont: 

TEM-I: g i = 0.8 pM; k6 = 0.027 S -1 (tl/2 = 26 S) 
TEM-2: g i = 0.7 pM; k6 = 0.03 S -l (tl/2 = 23 S) 
type-2: Ki = 0.6/aM; k6 = 0.046 S -1 (tl/2 = 15 S) 

Le calcul montre  que dans la Fig. 2, l 'ordonn~e ~ l'origine ( t in)  correspond fi 
la demi-vie de l 'enzyme en l 'absence de substrat et en quantit~s saturantes 
d'acide clavulanique. En effet, on peut  montrer  que les deux approches math~- 
matiques sont totalement  compatibles (calcul avec ou sans substrat). En 
presence d'acide clavulanique, seul, l 'expression de la disparition de l 'enzyme 
suit la loi: 

[E]0 exp(--t/B) 
[ E ]  = 

1 + [ I ] / g  i 

off 

1 
S = ~6(1 + g i / [ I ] )  

B e s t  donc l 'expression de A avec [S] = 0. 
On remarquera que s i t  = 0 [E] ~= [E]0. En effet,  l 'enzyme est alors partag~e 

sous forme libre et de complexe r~versible (~change suppos~ tr~s rapide). 
On retrouve ici les 6quations de Kitz et Wilson [9] d~finies d~s 1962, dans 

un domaine different. 
Examinons deux cas limites: 
a, [I] >> Ki; l 'enzyme est alors en presence de quantit~s saturantes d'acide 

clavulanique [E] devient: 

[E] = [E]o (Ki/[I])  exp(--k6t) 
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Fig. 3. M$canisme propos~ pour  15nactivation des ~-lactamases pax l'acide clavulanique. 

la demi-vie de l 'enzyme est donc log2/k6. Dans le cas precis des fi-lactamases 
~tudi~es on voit que la mesure directe de ce param~tre n'aurait ~t~ possible 
qu'avec des techniques de cin~tique rapide. 

b, [I] ~ Ki; l 'expression de la disparition de E devient: 

[E] = [E]0 exp(--tk6[I]/gi) 

La disparition de [E] est alors une r~action d 'ordre un par rapport  ~ [I], 
(dans le cas precedent elle ~tait d 'ordre z~ro) et la cin~tique est analogue ~ celle 
d 'une r~action bimol~culaire, de constante de vitesse k6/Ki. Ce rapport  est li~ 
la concentration d'acide clavulanique n~cessaire pour  inhiber 50% de l'activit~ 
de la fi-lactamase en un temps donn~:/so [2] cette donn~e est imcompl~te. 

Ces ~tudes cin~tiques justifient un m~canisme en trois ~tapes, dont  deux 
seulement sont quantifiables: 

1, Formation rapide et r~versible d 'un complexe enzyme ,  inhibiteur, cet 
aspect est caract~ris~ par une constante d'~quilibre Ki; 

2, Hydrolyse lente, ou progressive, de l'acide clavulanique en d~riv~ con- 
tenant  une c~tone ~thyl~nique (Fig. 3), cette phase est caract~ris~e par le 
param~tre k 6. 

3, Alkylation immediate au site actif de la fi-lactamase selon une r~action de 
type  Michael. La cin~tique de cette r~action n'est pas mesurable par nos tech- 
niques. 

Conclusion 

L'acide clavulanique est un inhibiteur comp~titif  et irreversible des fl-lacta- 
mases. I1 rentre donc dans la cat~gorie des inhibiteurs 'Kca t '  [7,8] d~crits 
ant~rieurement dans d'autres domaines. Cet aspect le distingue donc consid~r- 
ablement des inhibiteurs 'classiques' des fi-lactamases, comme la cloxacilline ou 
ses analogues. Le protocole experimental propose, ainsi que sa justification 
th~orique permet  d'acc~der aux deux param~tres K i e t  k6 (assimilable au 'Kca t ') 
de cette inhibition, contrairement aux autres m~thodes (/s0 en particulier) qui 
ne permettent ,  au mieux, d 'obtenir  qu 'un terme li~ ~ leur rapport.  

D'un autre c6t~, comme les enzymes ~tudi~es correspondent  ~ des entit~s 
reproduction rapide: bact~ries dont  la duplication intervient pour  des temps 

de l 'ordre de dix fi vingt minutes, on voit que les inhibiteurs 'Kca t ' int~ressant 
ce niveau doivent faire intervenir des tl/2 courts par rapport  ~ cette dur~e (de 
l 'ordre de la minute). Cet aspect devra ~tre imp~rativement pris en compte  vis 
vis des germes r~sistant fi cet inhibiteur. 
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Des Atudes compldmentaires, en cours, utilisant des d~riv~s radioactifs 
devraient permettre de pr~ciser d~finitivement le m~canisme d'action de l'acide 
clavulanique. 

Rdsumd 

La cindtique d'action de l'acide clavulanique a dtd pr~cis~e sur 3 fi-lactamases 
(penicillin amido-fi-lactamhydrolase, EC 3.5.2.6) plasmidiques: TEM-1 (pI = 
5.4), TEM-2 (pI = 5.6) et  type  2 de Pit ton (pI = 7.7). L'acide clavulanique 
appara]t comme inhibiteur compdtit if  et irrdversible de ces enzymes (inhibiteur 
Kcat; cet te  action bien particuli~re permet  de distinguer deux phases essen- 
tieUes: a: formation r~versible et rapide d 'un  complexe enzyme • inhibiteur de 
type  Micha~lien. Cette phase est caractdrisde par un Ki; b: dvolution, selon une 
cindtique monomoldculaire,  de ce complexe en ddrivd covalent, ddnud d'activit~ 
enzymatique (caract~ris~ par une constante de vitesse k6 ou Kcat, inversement 
proportionnelle ~ une demi-vie). Les constantes obtenues sont: TEM-I: Ki = 
0.8 #M, k6 = 0.027 s-l; TEM-2: Ki = 0.7 pM, k6 = 0.03 s-l; type  2: K i = 0.6 pM, 
k6 = 0.046 s -~. Ces faits permet tent  de justifier le caractbre 'progressif et 
irrdversible' de l ' inhibition gdndralement observde. 

/~ddi t i f  en  ~preuve  (re~u le 2 aofi t ,  1 9 7 8 )  

R e c e m m e n t ,  K n o w l e s  et al. o n t  publ i~  d e u x  ar t ic les  re la t i f s  au  m o d e  d ' a c t i o n  

de l ' ac ide  c l avu l an ique  [10 ,11 ] .  
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