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194. Chemische Aspekte der Penicillin-Allergie: 
Die direkte Penicilloylierung von e-Aminogruppen durch 

Penicilline bei pH 7,4 l) 

von C. H. Schneider und A. L. de Weck 
(2. IV. 66) 

Theoretischer Teil 
Es ist eine gut dokumentierte immunochemische Erfahrung, dass niedermole- 

kulare Substanzen nur dann immunogen wirken, wenn sie eine chemisch stabile 
Bindung mit einem geeigneten Trager eingehen konnen. Im Falle der Penicillin- 
Allergie darf als gesichert gelten, dass kovalent an einen Trager gebundene Penicilloyl- 
gruppen eine antigenische Hauptdeterminante darstellen [Z] [3]. Dieser Befund stiitzt 
sich auf den Nachweis von spezifischen Antipenicilloyl-Antikorpern in den Seren 
Penicillin-allergischer Patienten und von rnit Penicillin immunisierten Kaninchen. 
Die Natur des Penicilloyltragers ist noch unbekannt. Die Penicilloylgruppe ist wahr- 
scheinlich als Amid seines u-Carboxyls an die c-Aminogruppe eines Lysinrestes eines 
Proteins oder Peptides gebunden. Da die in dieser und der folgenden Arbeit vor- 
kommenden Carboxylderivate der Penicilloinsaure stets die u-Carboxylgruppe be- 
treffen, wird im weitern auf eine ausdriickliche Bezeichnung der Carboxylderivate als 
cc-Derivate verzichtet. 

Eine direkte Reaktion des Penicillins mit c-Lysylaminogruppen, welche in. vivo 
zum angenommenen Penicilloyl-protein oder Penicilloyl-peptid fuhren wiirde, ist 
i.n vitro bisher nicht nachgewiesen worden. Im iilteren Schrifttum [4] wird eine schnelle 
Reaktion von Benzylpenicillin rnit Cystein und weiteren Aminothiolen in neutraler, 
wasseriger Losung beschrieben, welche zu a-Amiden der Benzylpenicilloinsaure fuhrt. 
Fur diese Reaktion muss die rnit Penicillin reagierende Tragermolekel eine Amino- 
und eine Thiol-Gruppe auf benachbarten C-Atomen besitzen. Eine derartige Gruppie- 
rung kann in Proteinen oder Peptiden nur bei N-terminalem Cystein vorkommen, 
doch kennt man bis jetzt noch kein Protein rnit N-terminalem Cystein. Wesentlich 
langsamer reagieren mit Penicillin u. a. Penicillamin, Homocystein und Athylen- 
diamin; keine Reaktion trat ein rnit Thiolen wie Propylmercaptan und Aminen wie 
Athylamin, Benzylamin, Anilin, Glycin und DL-Serin [4]. Infolge dieser Stabilitat des 
Penicillins gegeniiber Aminen in neutraler, wasseriger Losung hat man als wirksames 
Allergen zunachst nicht Penicillin selbst, sondern Metaboliten und Zersetzungs- 
produkte in Betracht gezogen; so vor allem die Penicillensaure, als ein hochreaktives 
Zersetzungsprodukt des Penicillins, das sich in w5sseriger saurer, aber in geringerem 
Masse auch in neutraler Benzylpenicillinlosung bildet und welches rnit Aminogruppen 
unter Bildung von Penicilloylamiden reagieren kann [5]. 

Die Annahme der Penicillensaure als die alleinige Vorstufe der Penicilloyl-Deter- 
minanten I ist  sofort zwei uberpriifbare Folgerungen zu. 

Einmal sollten die aus Penicillensaure entstandenen Penicillo ylamidgruppen in 
den vier diastereoisomeren Formen D-u, D$, D-Y und D-6 auftreten konnen, weil die 
1) UbeI einen Teil dieser Ergebnisse wurde bereits kurz berichtet [l]. 
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beiden asymmetrischen Zentren C-5 und C-6 der Penicilloylstruktur in der Penicillen- 
saure durch Bildung einer Doppelbindung verschwunden sind und daher bei der 
Penicilloylamid-Bildung neu entstehen. Im Prinzip mussten daher Antipenicilloyl- 
Antikorpcr auffindbar sein, die sich durch das Ausmass ihrer immunologischen 
Spezifitat fur die D-U-, D-P-, D-7- bzw. D-6-Penicilloylgruppe voneinander unterschei- 
den. Eine direkte Penicilloylierung von Tragerprotein unter volliger Erhaltung der 
Konfiguration an C-5 und C-6 wiirde demgegenuber nur zu einem D-u-Penicilloyl- 
Antigen und zu Anti-D-a-Penicilloyl-Antikorpern fuhren. Die bisherigen Hapteninhibi- 
tionsstudien [3]  [6] sind widerspruchlich und erlaubcn keine Entscheidung, ob die 
Antipenicilloyl-Antikorper im allgemcinen durch ein Gemisch der vier diastereo- 
isomeren Penicilloyl-Determinanten hervorgerufen sind oder nicht. Der Einsatz der 
vier isolierten diastereoisomeren Penicilloyl-Hapteninhibitoren in einem Testsystem, 
welches die vier diastereoisomeren Antipenicilloyl-Antikorper rnit gleicher Empfind- 
lichkeit erfasst, konnte diese Frage losen. Das Auffinden eines ungleichen Gemisches 
von diastereoisomeren Penicilloyl-Determinanten oder gar nur der D-cr-Penicilloyl- 
Determinanten wiirde die Penicillensaure als Zwischenstufe bei der Penicilloylierung 
des antigenischen Tragers unwahrscheinlich machen, beziehungsweise ausschliessen ; 
auf der anderen Seite aber bedeutete die Demonstration eines Gemisches aus gleichen 
Anteilen der diastereoisomeren Penicilloyl-Determinanten keinen Beweis fur die 
Existenz der Penicillensaure-Zwischenstufe, da eine bereits gebildete Penicilloylamid- 
gruppe auch nachtraglich in vivo uber die Penamaldoyl-Zwischenstufe racemisiert 
werden konnte. Die Penicilloylamide zeigen in vitro leicht Mutarotation, z. B. in 
Gegenwart von zweiwertigem Kupfer [3] [7]. Eine derartige Reaktion konnte zu einem 
Gemisch diastereoisomerer Penicilloyl-Determinanten fuhren, wie es ahnlich uber die 
Stufe der Penicillensaure entstehen wurde (Schema). 

Die zweite Folgerung betrifft eine Korrelation zwischen der Bildungsgeschwindig- 
keit der Penicillensaure in vitro aus verschiedenen Penicillinen und der immunogenen 
Wirkung dieser Penicilline. Falls die Penicillensaure bei der Immunogenizitat eine 
bedeutende Rolle spielte, sollten Penicilline, die relativ langsam Penicillensaure 
bilden, schlechte Allergene sein und umgekehrt. Das trifft jedoch im allgemeinen nicht 
zu. Sowohl bei pH 4 als auch bei pH 7,4 entsteht aus Phenoxymethylpenicillin gut 
30mal weniger Penicillensaure als unter entsprechenden Bedingungen aus Benzyl- 
penicillin. Beide Penicilline erweisen sich jedoch als ungefahr gleich gute Allergene im 
Kaninchen. Auch weitere Penicilline rnit verschiedenen Acylseitenketten zeigen keine 
Korrelation zwischen Penicillensaureproduktion i~ vitro und Immunogenizitat [S]. 

Es schien deshalb angezeigt zu uberprufen, ob in neutraler, wasseriger Losung eine 
von der Penicillensaiirebildung unabhangige, direkte Penicilloylierung von Aminen 
durch Penicillin stattfinden kann2). Das ist in der Tat der Fall: Aus neutralen, 

z, Oberhalb etwa pH 10 reagiert Penicillin sehr rasch mit Aminen unter Bildung von a-Amiden 
der Penicilloinsaure. Unter diesen Bedingungen ist nicht rnit einer Penicillensaureumlagerung 
zu rechncn, und dic beobachtete Aminolyse wird als eine direkte Reaktion des B-Lactamringes 
mit Amincn bctrachtet. Es ist mtiglich, dass die hier zu beschreibende direkte Penicilloylierung 
von Aminen bei pH 7,4 nach dem gleichen Mechanismus verlauft wie die alkalische Reaktion. 
In dieser Arbeit benutzen wir jedoch den Ausdruck cDirekte Penicilloylierungo lediglich im 
Sinnc eincr CJntcrscheidung von der Penicilloylierung, welche durch unabhangige intramole- 
kulare Umlagerung von Penicillin zu Penicillensaure und nachfolgende Reaktion dieses 
Zwischenproduktes rnit Aminen erfolgen kann. 
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wasserigen Losungen von Benzylpenicillin und E-Aminocapronsaure bzw. Poly-L-lysin 
konnten wir E-(Benzylpenicilloyl-amido)-capronsaure und Ne-Benzylpenicilloyl-poly- 
L-lysin isolieren. Andererseits ergaben neutrale Inkubationen von verschiedenen 
Penicillinen mit E-Aminocapronsaure und Polylysin, in denen die Penicilloylierung 
mittels der Penamaldatanalyse verfolgt wurde, dass bei dieser Reaktion die Amid- 
bildung iiber den Weg der Penicillensaure und ihre anschliessende Reaktion zu einem 
Penicilloylamid hochstens einen geringen Beitrag zur Gesamtreaktion leistet. 

Ein Weg, urn zu zeigen, dass die direkte Penicilloylierung in vzvo einen wichtigen 
Mechanismus zur Bildung der antigenischen Penicilloyl-Determinanten darstellt, 
ware der Einsatz von Penicillin-ahnlichen Verbindungen, welche keine Penicillen- 
saure bilden konnen, welche jedoch eine zur direkten Penicilloylierung analoge 
Reaktion mit Aminen eingehen und befahigt sind, spezifische Antikorper i.n vivo zu 
erzeugen. uber derartige Versuche berichten wir in der folgenden Arbeit. 

Experimenteller Teil 
1. Material und Methoden. - Penicilline: Kristallines Benzylpenicillin-Kaliumsalz (1585 E/mg, 

-4ktivitatsbestimmung des Herstellers), und 6-Aminopenicillansaure (CHAS PFIZER, INC., New 
York) erhielten wir durch die Freundlichkeit von Dr. D. G. IEZZONI. Phenoxymethylpenicillin 
(Penicillin V) (SPECIA, Paris) war ein Geschcnk von Ur. P. KOETSCHET. Allylthiomethylpenicillin 
(Penicillin 0) (UPJOHN INC., KaIamazoo, Mich.) verdankcn wir Dr. F. T. JOHNSON. Phenylamino- 
methylpenicillin (Penbritin), Phenoxyethylpenicillin (Broxil), Methylchlorphenylisoxazylpenicillin 
(Orbenin) und 2,6-DimethoxyphenylpeniciIlin (Celbenin) (BEECHAM RESEARCH LABORATORIES 
LTD., Betchworth, Surrey) verdanken wir Dr. F. P. DOYLE. Phenoxypropylpenicillin (Baycillin) 
(FARBENFABRIKEN BAYER AG, 1,everkusen) war ein Geschenk von Dr. E. AUHAGEN. Mcthyl- 
phenylisoxazylpcnicillin (Prostaphlin) (BRISTOL LABORATORIES INC., Syracuse, N.Y.) verdanken 
wir Dr. A. R. MENOTTI. 

e-Aminocapronsaure (Smp. 205-206") war ein Produkt der EMSER WERKE AG, Zurich. 
Polylysin: Fur die Darstellung eines Poly-L-lysin-hydrochlorids des mittleren Molekularge- 

wichtes 1300 sind wir Dr. K. VOGLER (F. HOFFMANN-LA ROCHE & Co., AG, Basel) zu Dank ver- 
pflichtet. In  der Ultrazentrifuge und bei der Gelfiltration (Sephadex 6-25 und G-50) aanderte es 
als eine einzige Zone. 

Papierchromatographie: Horizontale, zirkukre Chromatographie geschah auf SCHLEICHER & 
SCHULL Nr. 2043B mgl Rundfilter (Durchmesser 17 cm). Zur I'ufferung wurde das Papicr im ge- 
wiinschten Puffer ge t rbkt ,  abgepresst, luftgetrocknet und vor Gebrauch 10 Min. in feuchter 
Kammer gehalten. Samtliche Penicilline und ihre schwefelhaltigen Derivate wurden durch Be- 
spriihen mit ammoniakalischem Silbernitrat ( 0 , l ~  AgNO, in 0,2 M NH,) sichtbar gemacht. 

Gelfiltration: Sephadex-Dextrangele (PHARMACIA, Uppsala) wurden verwcndet. 
Optische &Tessungen: In  1-cm-Quarzzellcn in einem BECKMAN-DB-Spektrophotometer aus- 

gefuhrt. 
Penamaldatanalyse (vgl. [7] [9]) : Die Pruflosung (1 ml) wird in einer Quarzzelle mit HgC1,- 

Losung (meist 0 , 0 0 1 ~ )  versetzt, bis die optische Dichte bei 282 nm nicht mehr ansteigt. Das Ver- 
fahren ist gleich nie bei der Bestimmung der Quccksilberaquivalenz [lo], nur werden im allge- 
meinen Portionen von 0,Ol ml HgCI,-Lijsung verwendet. Die Konzentration der Pruflosung wird 
moglichst so gewahlt, dass optische Dichten um 0,5-0,6 entstehen. In  cinigen Fallen, wie z. B. bei 
der Aminolyse von Celbenin, war die optische Dichte der Mcsslosung bei 282 nm sehr hoch; durch 
Verwendung von Messlosung an Stelle von Losungsmittel in der Vergleichszellc kam eine brauch- 
bare Penamaldatanalyse zustande. 

A41s Penamaldatwert (PW) ist definiert die maximale optische Dichte bei 282 nm, die cine 
Idsung in einer 1 -cm-ZeIIe infoIge Penamaldatbildung durch I-IgCI, erreichen kann. 

Die Schmelzpunkte sind in den Kapillarcn bestimmt und korrigiert. 

2. Praparativer Nachweis der Penicilloylierung von E -  Aminogruppen bei pH 7,4 
durch Benzylpenicillin. - 2.1. Benzylpenicillin und 6-Aminocapronsaure : &-(Benzylpenicilloyl- 
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a~ido)-cu~~onsaure-bis-benzylamnzoniumsalz: Benzylpenicillin in gepufferter 0,5 M Losung wurde 
bei pH 7,4 rnit der 4,25 fachen molaren Menge an 6-Aminocapronsaurc bei 37" inkubiert. Nach 
einem Tag wurde das Reaktionsprodukt durch Ansauern ausgefallt. Aus dem Niederschlag wurde 
E-(Benzylpenicilloyl-&mido)-capronsaure als kristallines Bis-benzylammoniumsalz in 20-30% 
Xusbeute gewonnen. Die Produkte aus einem Ansatz in 0 , 5 ~  Phosphatpuffer und a n s  einem cben- 
solchen in 0 , l ~  Hydrogencarbonatpuffer waren identisch und stimmten in ihren Ejgenschaften 
iiberein rnit einem authentischen Muster von e-(BenzylpenicilloJ.l-amido)-capronsaurc-bis-benzyl- 
ammoniumsalz, welches durch Reaktion von Benzylpcnicillin mit c-Aminocapronsaure in alkali- 
scher Losung hergestellt wurde. 

a) Umsatz bei pH 7.4 in 0 , 5 ~  Phosphatpuffer: 3,75 g e-Aminocapronsaure und 2,5 g Bcnzyl- 
penicillin wurden in O , ~ M  Phosphatpuffer zu 13,5 ml gelost und 23'/, Std. bci 37" inkubiert. Das 
pH wurdc durch zuerst halbstiindlichc, spater weniger haufige Zusatze von insgesamt 0,88 ml G N  
NaOH zwischen pH 7,3 und 7,5 gehalten (Glaselektrode). In den letzten 10 Std. der Inkubation 
trat weder Laugenverbrauch noch wesentliche Zunahme des Penamaldatwcrtes der Losung ein. 
Die Losung w-urde dann unter Eiskiihlung mit 6 N  HCl auf pH 2,5 gebracht. Nach Std. bei 0" 
wurde der entstandene gummiartige Niederschlag in 35 ml n-Butanol gelost und die Losung 3mal 
mit 30 ml Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen mit Na,SO, wurde die Butanollosung mit 
2,25 ml Benzylamin versetzt. Nach Zusatz von 70 ml Ather begann die Kristallisation des Ecnzyl- 
ammoniumsalzes. Nach weiterem Atherzusatz (70 ml) und nach Stehen iiber Nacht bei 0" wurden 
1,6 g Rohprodukt erhalten; aus 95-proz. dthanol-Ather (1 :4) 1,3 g Kristalle vom Smp. 105-108". 
Zweimalige weitere Umkristallisation aus 95-proz. Athanol-Ather ergab unter geringcn Verlusten 
ein Produkt mit Smp. 110-113". Misch-Smp. rnit Produkt c) ebenso. [K]: = +G9,7' (c = 1, 
Wasser). Penamaldatanalyse: PWmolar = 2,4 . lo4 1 . Mol-I cm-l. 
C,,H,,O,N,S (679,85) Ber. C 63,59 H 7,26 N 10,30% Gef. C G3,12 H 7,53 ir; 10,24% 

h) Umsatz bei pH 7,4 in O , I M  Na-Hydrogencarbonatlosung: Eine Losung wie unter a) mit 
Na-Hydrogencarbonat anstelle von Phosphat wurde 29 Std. bci 37" inkubicrt. Das pH wurdc 
mittels IN NaOH (pH-Stat) auf 7,40 0,02 gehalten. Die Aufarbeitung ergab 1,32 g, Smp. 
111,5-113", Misch-Smp. rnit Prod. c) ebenso. [a]? = +69,2" (c = 1, Wasser). Penamaldatanalyse: 
PWmolar = 2,4 . lo4 1 . Mol-I cm-l. 

c) Umsatz bei pH 10,5 in 1~ Xa-Carbonatlosung: 15'0 g e-Aminocapronsaure und 10.0 g 
Benzylpenicillin wurden in 30 ml IM Na,CO, gelost. Das pH wurde mit einigen ml G N  NaOH auf 
10,5 gebracht, worauf die Losung 20 Std. bei Zimmertemperatur belassen wurde. Die Aufarbeitung 
ergab 9,5 g Snbstanz, Smp. 110-111". [u]: = +70,0" (c = 1, Wasser). Penamaldatanalyse: 
PWmolar = 2,35 . lo4 1 . Mol-I cm-l. 
C,,H,,O,N,S (579,85) Rer. C 63,59 H 7,25 N 10.30% Gef. C 63,37 H 7,45 N 10,170/6 

d) Umsatz bei pH 11,7 in verdunnter Natronlauge [7] : 5,2 g Benzylpenicillin und 2,2 g e-Amino- 
capronsiurc wurden in 100 ml Wasser unter Zusatz von IN NaOH (etwa 20 ml) bis zu cinem End- 
pH von 11,7 gelost. Nach 20Min. Stehen bei Zimmertcmp. wie unter a) aufgearbeitet: 5,8 g Roh- 
produkt (Smp. 101-106") ; durch zweimalige Umkristallisation aus 95-proz. Athanol-Ather gereinigt, 
Smp. 111-112". [a]g  = +59,0" (c = 1, Wasser), (Lit. [7]: Smp. 111-112"; [a]:," = +70,0"). 
Die UV.-Spektren (Fig. 1) dcr Produkte a-tl warcn identisch. 

2.2. Benzylpenicillan und Polylysin: Benzylpenicillin wurde 24 Std. bei 37" rnit Polylysin bei 
pH 7,4 inkubiert. Die Rcaktionslosung wurde durch Filtration durch einc Sephadcx-G-25-Saule in 
eine rasch wandernde Komponente (I) und in zwei langsamer manderndc Komponentcn (I1 und 
111) aufgetrennt. Komponente I, welche stets schon vom iibrigen Material getrennt war, bzstand 
aus NE-Benzylpenicilloyl-poly-L-lysin. Die Penicilloylgruppen wurden durch Penamaldatanalyse 
nachgcwiesen und quantitativ bestimmt. In  jedem Fall wurde durch ein Kontrollexperimcnt iibcr- 
pruft, class kein anderes Material, welches wahrend der Inkubation entstehcn kann und clurch die 
&xlamdldatanalyse nachweisbar ist, in der Polylysinkomponente gcfunden wird. nazu wurcle 
Benzylpenicillin wie im Hauptcxperiment bei pH 7,4, aber ohne Polylysin, inkubicrt und das 
Polylysin erst am Schluss der Inkubation zugesetzt. Dime Kontrollversuche lieferten Polylysin- 
material mit nur unbedeutendem Penamaldatwert. Sic bcstatigen daher, dass die durch Gel- 
filtration isolierten Polylysinkomponenten nur dann signifikante Penamaldatwerte zcjgen, wenn 
vorgangig eine Reaktion von Penicillin mit Polylysin hat stattfinden konnen (Fig. 2). Immuno- 
chcmisch wurde die an das Polylysin gebundene Bcnzylpenicilloylgru~pc durch Immucprazipita- 
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Fig. 1. Absorptionsspektrum von &-(Benzylpenicilloyl-am~~o~-capronsilure-bis-benzylammonilanzsalz 
(0.1-proz.) in 0 , O l ~  Phosphatpuffer p H  7,4 
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Fig. 2. Gelfiltration vonje I ml inkzcbierten Benzylpenicillin/Polylysin-Losungen durch eine Sephadex- 
G-25-Saule (7,8 cm x 30 crn) 

Oben: Benzylpenicillin (250 mg) und Polylysin (40 mg) in 4,0 ml MCILVAINE-Puffer wurden 24 Std. 
bei 37" und pH 7.4 inkubiert. - Unten: Dem Ansatz (wie oben) wurde Polylysin erst am Schluss 
der Inkubation zugesetzt. - Analyse des Eluates : 0-0 Penamaldatwert; C--0 optische Dichte 

bei 257 nm; .-.-.-. FoLIN-LowRY-Farbe, nur bis Fraktion 20 angegeben. 
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tion von Kaninchen-Antiserum nachgewiesen, welches durch Immunisation der Tiere mit bovinem 
Renzylpenicilloyl-y-globulin erhalten wordcn war. Die Komponente I, welche nach 24 stdg. 
Inkubation von Benzylpenicillin mit Polylysin isoliert wurde, crzeugtc im Antiserum spezifische 
Fallungen. 

In 2 Expcrimenten wurde Dimercaptopropanol und in cinem Fallc cine katalytische Menge 
von Kupfersnlfat zugcsetzt. Diese Zusatzc iibten keinen bedeutenden Einfluss auf den Reaktions- 
verlauf aus. Dieses Resultat grenzt die hicr beobachtete Reaktion ab, gegeniiber der Alkoholyse 
des Benzylpcnicillins in Methanol, fur welche CHAIN et  al. [ll] eine starke Abhangigkeit von 
katalytischen Mengen Kupfersalz nachwiescn und welche durch Dimercaptopropanol-Zusatz 
praktisch unterdruckt wird. Mit den Komponenten I1 und I11 fiihrten wir einige orienticrende 
Xrersuche durch. Papierchromatographisch verhalten sich die Komponente I1 wie alkalisch hydro- 
lysiertes Benzylpenicillin, die Komponente TI1 dagegen wie Benzylpenicillin. Im OXFORD-CUP- 
Test zeigte Komponente I1 eine schr geringe antibiotische Aktivitat, die Komponente Ill war 
clagegen so aktiv, dass sie rnit Sicherheit als reich an Benzylpenicillin angesprochen werden kann. 

Benzylpenicilloyl-polylysin- Bildung bei p H  7,4:  Ansatze von 250 mg Benzylpenicillin und 40 mg 
Polylysin in 4,O ml Citrat-Phosphat-Puffer nach MCILVAINE wurden 24 Std. bei 37" inkubiert, 
wobei das pH durch gelegentliche Zusatze von 1~ NaOH (insgesamt etwa 0,2 ml) zwischen 7,2 und 
7.4 gehalten wurde (Glaselektrodc) . Anschliessend wurde 1 ml der Reaktionslosung durch cine 
Scphadex-G-25-Saule (1,8 cm x 30 cm) filtriert. Die Saule wurde mit Citrat-Phosphat-Puffcr nach 
MCILVAINE aquilibriert und eluiert. In der Rcgel wurden im Eluat Penamaldatwert, optischc 
Dichte bei 257 nm und FoLIN-LOWRY-Farbc [I21 bestimmt. Ansatze ohne bzw. mit CuSO, oder 
Dimercaptopropanol fiihrten zu folgenden Pcnamaldatwerten in den vereinigten Eluaten (jc 
12 ml) dcr Komponenten I :  

Standardansatz + 0,5 mg Dimercaptopropanol : 26 
Standardansatz + 2,s mg Dimercaptopropanol : 24 
Standardansatz + 4,O Millimicromol CuSO, : 27 
Standardansatz : 25 

Die kupferhaltige Reaktionslosung zeigte am Schluss der Inkubation eine lOma1 hohere 
optische Dichte bei 280 nm (2,O) als Normalansatzc. Falls es sich bei diesem bei 280 nm absorbie- 
renden Material - was wahrscheinlich ist - um Pcnamaldatderivate mit einer hohen molaren 
Extinktion handelt, ist die hier beobachtete Reaktion mengenmassig von geriiiger Hedeutung. 
I m  Eluat der Sephadcx-Saiule verteilte sich mehr als die Halfte der 280-nm-Absorption auf 
Komponente I ;  ferner t ra t  eine weitere Zone zwischen Komponente I und I1 auf. Auf Komponente 
111 folgte eine Substanz, die infolge ihrer Absorption bei 320 nm als ein Penicillcnat rnit hoher 
molarer Extinktion anzusprechen ist ; wenn das zutrifft, fallt dieses Material mengenmassig eben- 
falls nicht ins Gewicht. 

Imnzunpruzi~itationen: Das Sephadex-Eluat der Komponente I aus einem Standardansatz 
(Fraktionen 11-17) wurde unverdiinnt und in der Verdiinnung 1 : 3 zu qualitativen Prazipitin- 
reaktionen (Ringtesten) mit Kaninchen-Antiserum gegen die Peni~illoylgruppe~) gebraucht. 41s 
Kontrollen wurden verwendet : Ne-Benzylpenicilloyl-polylysin-Usung, hergestellt durch voll- 
standige Penicilloylierung von Polylysin in alkalischer Losung [13] (Penamaldatwert : 4 4 ,  Poly- 
lysin allein (6 mg/ml) und Polylysin (6 mg/ml) im Gemisch mit Benzylpenicilloinsaure-bis-bcnzyl- 
ammoniumsalz (2.8 pMol/ml). Als Iiapteninhibitor wurde E-(Renzylpenicilloyl-amido)-apron- 
saure-bis-benzylammoniumsalz eingesetzt. Losungen und Verdiinnungen waren in Citrat-Phos- 
phat-Puffer nach MCILVAINE bei pH 7,4, s. Tabelle 1. 

h'omponenten I - I l l  inz OXFORD-CUP- Test [14] : Die Durchmesser der Inhibitionszonen wurden 
mittcls einer aus Bcnzylpenicillin-Versuchen erhaltenen Standardkurve in pg Bcnzylpenicillin 
umgewandelt. Die durch Elution von dcr Sephaclex-Saule erhaltenen Losungen der Komponenten 
1-Ill wurdcn nach Vereinigung der Fraktionen rnit gleichem Inhalt unverdiinnt und in geeigneter 
Verdiinnung in 0 , O l ~  Phosphat-0,9-proz. NaC1-Puffer aufgetragen. Die Gehalte an Benzylpenicillin, 
gemittelt aus je 4 Bestimmungen und umgerechnet auf unverdiinnte Losungen, betragen fur: 
Komponente I, 0,O ,ug/ml; Komponente 11, 6 ,ug/ml; Komponente 111, 1000 ,ug/ml. 

3, Anti-Benzylpenicilloyl-bov.-y-globulin-Antiserum, gemass Fussnote 2, Tabelle 1 cler nach- 
folgenden Arbeit. 
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Tabelle 1. Immzinprazipztationen 

Sevumverdiinnung Prazipitation 
~ 

Sephadexeluat I + Antiserum 
Sephadcxeluat I + Antiserum 
Sephadcxeluat I + Antiserum rnit lo-% Inhibitor 
Scphadexeluat I + Normalkaninchenserum 
Polylysin + Penicilloinsaure + Antiserum 
Polylpsin + Penicilloinsaure + Antiserum 
Penicilloyl-polylysin + Antiserum 
Penicilloyl-polylysin + Antiserum 

+ + +  
+ +  
- 
- 
- 
- 
+ + +  
++t 

4 u s  der optischen Dichte von 2,3 bei 257 nm der Losung der Komponente I11 (vgl. Fig. 2) 
ergibt sich mit Em = 256 [15] ein Benzylpenicillingehalt von 3,3 mg/ml, also nur der 3,3 fache 
Wert des im O X F O R D - T ~ ~ ~  ermittelten. 

Papierchromatographie: 5 p l  der nach Vereinigung ihrer Fraktionen gewonnenen Losung der 
Komponentc I1 und 5 pl einer alkalisch hydrolysicrtcn Benzylpenicillinlosung (10 mg/ml) wurden 
im System 1-Butanol-Essigsaurc-Wasser (4 : 1 : 5)  chromatographiert. Ferner wurden 5 p1 Losung 
cler Komponente I11 und 5 pl einer wasserigen Benzylpenicillinlosung (10 mg/ml) auf Phosphat- 
pufferpapier pH 7,4 im System t-Amylalkohol-Wasser (1 : 1) chromatographiert. Die getrockneten 
Chromatogramme wurden mit ammoniakalischer Silbernitratlosung bespruht und zeigten die in 
Fig. 3 wiedergegebenen Verhaltnisse. 

Fig. 3. Papierchromatographie der Komponenten I I  und 1 1 1  (siehe Text) 
Rechts ist in beiden Fallen die entsprechende Vergleichssubstanz aufgetragen. Schraffur : 

l//////////I braun, - tiefbraun, 1 I weiss, heller als der Untergrund. 

3. Die Reaktion weiterer Penicilline mit Polylysin und &-Aminocapronsaure bei 
pH 7,4. - Verschiedene Penicilline wurden 4 Std. mit Polylysin in 0 , 0 5 ~  Phosphatpuffer pH 7,4 
bei 37" unter Kontrolle des pH inkubiert. Wie bei den Benzylpenicillin-Versuchen wurden die 
Polylysinkomponenten I der Inkubationslosungen durch Gelfiltration uber Sephadex G-25 isoliert. 
Kontrollversuche, bei denen das Polylysin crst am Schluss der Inkubation zugesetzt wurdc, fiihrten 
zu Polylysinkomponenten I, die nur geringe Penamaldatwerte zeigten. Zum Vergleich wurden die 
betreffenden Penicilline mit c-Aminocapronsaure 6 Std. in 0,05 M Phosphatpuffer pH 7,4 bei 37" 
in cincm pH-Stat inkubiert. Die Reaktion des Offnens des B-Lactamringes wurde durch die 
Penamaldatanalyse verfolgt [15]. Der Penamaldatwert der Inkubationslasungen stieg nahezu 
linear mit der Zeit an. In Inkubationslosungen ohne e-Aminocapronsaure wurden nur geringe 
Penamaldatwerte (nach 6 stdg. Inkubation ungefahr 100) gemessen, welche durch Hydrolyse ZUT 
Penicilloinsaure bedingt sind. 

Die in Tabelle 2 zusammengefassten Ergebnisse zeigen. dass ganz im Gegensatz zu den stark 
schwankenden Pcnicillcnsaure-Bildungsgeschwincligkcitcn cinzclner Penicilline dic Penicilloylie- 
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rung von Polylysin und c-Aminocapronsaure mit den verschicdenen Penicillinen mit recht ahn- 
licher Geschwindigkeit ablauft. Aus der mangelnden Korrelation zwischen Penicillensaurebildung 
und Penicilloylierungsgeschwindigkeit leitet sich ab, dass die Penicillensaurebildung bei der hier 
beobachteten Reaktion der Penicilloylierung von hochstens geringer Bedeutung ist. Da diesc 
.Innahme in weiteren Versuchen noch erhartet wird, nchmen wir die bcobachteten Reaktions- 
geschwindigkeiten als reprascntativ fur die direkte Reaktion. Unter dieser Voraussetzung ergibt 
sich ferner, dass der Einfluss der Penicillinseitenkette auf dic direkte .4minolyse nur gering ist, 
verglichen mit jenem auf dic Penicillensaurebildung. 

Tabelle 2. A minolyse und Penicillensaurebildung verschiedener Penicilline 

Penicillin Ne-Penicilloyl- e(Penicilloy1- Abbau zu Penicillensaure 
polylysina) amido)-capron- bei 37" (vgl. HC)) [8] 
pMol 

saure, nach PW Std.b) Molpromille Molpromille 
pro Minute pro Stunde 
bei pH 4 , O  bei pH 7,4 

Benz ylpenicillin 
Phenoxymethylpenicillin 
=\llylthiomethylpenicillin 
Phenoxyathylpenicillin (Broxil) 
Phenoxyprop ylpenicillin 

Dimethoxyphenylpenicillin 

Phenylaminomethylpenicillin 

Meth ylphenylisoxaz ylpenicillin 

3Iethylchlorphenylisoxazyl- 

(Baycillin) 

(Celbenin) 

(Penbritin) 

(Prostaphlin) 

penicillin 

19,3 
21,l 
22,7 
22,6 

12,3 

15,l 

16.7 

Wd) 

1700 
1700 
1700 
1500 

1100 

1200 

"1 

800 

1300 

2,o 0,26 
0,06 0,008 
O S  0,06 
0,os 0.01 

0,09 

2 s  0,29 

0,008 

0 2  

0,1 

Penicilloylgruppen auf Polylysin nach 4 stdg. Inkubation von 300 pMol Penicillin in 0,075 M 

Losung mit Polylysin (300 pMol c-Aminogruppen) bei pH 7,4 und 37" in Phosphatpuffer. Die 
Mengen in Mikromol sind aus den Penamaldatwerten der durch Gelfiltration isolierten Kompo- 
ncnten I unter Zugrundelegung einer mittleren molaren Extinktion von 24000 berechnet. 
Bckannte molare Extinktionen der Bis-benzylammoniumsalze von c-(Benzylpencilloyl-amido) - 
capronsaure (24000), E-(Phenoxymethylpenicilloyl-amido)-capronsaure (21 500), ~-(Allylthio- 
methylpenicilloyl-amido)-capronsaure (19500) und Dinitrophenylpenicillanylamino-capron- 
saure (25 000) zeigen, dass die Penicillinseitenkette keinen betrachtlichen Einfluss auf die 
Penamaldatwerte der Penicilloylamide ausiibt. 
Penamaldatwert der Reaktionslosung nach 6-stdg. Inkubation von Penicillin ( 0 , 3 6 ~ )  mit 
e-Aminocapronsaure ( 1 , 4 5 ~ )  in 0 2 0 5 ~  Phosphatpuffer bei pH 7,4 und 37". Ein eventueller 
.\nfangspenamaldatwert ist abgezogen worden. 
Berechnet aus der Zunahme der Extinktion bei 320 nm der Lasungen von Penicillin in 0 , l ~  
Phosphatpuffer, pH 7,4, bzw. 0 , l ~  Acetatpuffer, pH 4,O. 

d, Ein betrachtlicher Anteil der Reaktanten ist in der Reaktionsmischung unloslich. 
*) Penbritin ist bei Inkubationsbedingungen nicht hinreichend loslich. 

4. Weiteres zur Kenntnis der neutralen Aminolyse der Penicilline. - a) Penicillensaure- 
bildung in  nezktraler Losung irn Vergleich zur Aminolyse bei Benzylpenicillin: In Figur 4 sind zu- 
sammengestellt die Hydrolyse, die Penicillensaurebildung und die Aminolyse (in Gegenwart von 
1,45 M e- Aminocapronsaure) einer 0,36 M Benzylpenicillinlosung sowie die Hydrolyse einer 0,36 M 

Phenoxymethylpenicillinlosung bei pH 7,4 und 37". allcs in Funktion der Zeit. Die Penicillensaure- 
bildung, die sich aus der Zunahme der optischen Dichtc bei 320 nm ergibt, ist sehr gering, doch ist 
sie wegen der Instabilitat der Penicillensaure nicht mit der wahren Bildungsgeschwindigkeit iden- 
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tisch. LEVINE [S ]  hat gezeigt, dass in 0 , l ~  Phosphatpuffer bei pH 7,5 ein betrachtlichcr Teil der 
Penicillensaure - moglicherweise etwas mchr als die Halfte - in Penicilloinsaure iibergeht. Nimmt 
man in grober A4nnaherung an, die gesamte durch die Hydrolysekurve ausgewiesene Benzyl- 
pcnicilloinsaure sei aus Penicillensaure entstanden, so ware dic wahre Pcnicillensaureproduktion 
maximal ungefahr gleich der doppelten Penicilloinsaurcproduktion, also 20% dcr Aminolyse. Nun 
llsst sich aus der bei p H  7,4 ahnlichcn Hydrolysc von Bcnzylpcnicillin und Phenoxymethyl- 
penicillin zweifellos schliessen, dass das Hydrolyscprodukt von Benzylpenicillin nicht zu eincm 
bedeutcndcn Teil aus Penicillensaure cntstandcn ist ; denn andernfalls miisste die rund 30mal 
langsamere Penicillensaurebildung aus Phcnoxymethylpenicillin eine gegeniiber der Benzyl- 
pcnicillinhydrolyse verlangsamte Phenoxymethylpenicillinhydrolyse zeitigen. Es ist also cnt- 
sprechend anzunehmen, dass die wahre Benzylpenicillensaurebildung nur einen Bruchtcil und 
wahrscheinlich eincn kleinen Bruchteil des Maximalwertes von 20% der Aininolyse ausmacht "). 

1 2 3 4 5 6 5  

Fig. 4. Hydrolyse, Penicillensuurebildulzg a4nd 
A minolyse uon 0,36 M Benzylpeniczllin in 
0 , 0 5 ~  Phosphatpuffer bei p H  7,4 und 37" 

0-0 Aminolysc in Gegenwart von 1,45 M c-Aminocapronsiiure, aus dem Pcnamaldatmcrt, 
PWmolar = 24000; L-J Hydrolysc, aus demPenamaldatwert, PWmolar = 10000; 0-0  Penicillen- 
saure, aus der optischen Dichtc bci 320 nm, ETW = 25000. Das bei 320 nm absorbierendc Material 
liegt wahrscheinlich als Penicillensaurcdisulfid vor. Zusatzlich ist die Hydrolyse ( A-a) von 
Phcnoxymethylpenicillin ( 0 , 3 6 ~ )  in 0,05 M Phosphatpuffcr bei pH 7,4 und 37" eingetragcn; die 
expcrimcntellen Punkte sind lhrchschnittswertc aus vier Bestimmungen der gleichen Inkuba- 

tionslosung. 

b) Aminolyse uon Benzylpenicillin in Abhangigkeit uon der Aminkonzentration: Benzylpenicillin 
(0,3Gn1) wurde in 0 , 0 5 ~  Phosphatpuffer bei pH 7,4 und 37" in einem pH-Stat G Std. mit verschic- 
clenen Mengen ~-~4minocapronsaurc inkubiert. Die zeitliche Zunahme des Penamaldatwcrtes in den 
Inkubationslosungen war nahezu linear. Der nach 6 Std. erreichtc Pcnamaldatwert ist dcr ange- 
wandtcn Aminkonzentration proportional (Fig. 5).  

Wiirde die Penicilloylierung tier Aminogruppe durch Pcnicillensaure erfolgen, die sich durch 
unabhangige intramolekulare Umlagerung aus Pcnicillin bildct, so miisste die Penicilloylierungs- 

4) Den aus Penamaldatanalysen berechneten Hydrolysengeschwindigkeiten liegt ein molarer 
Penamaldatwert von 10000 zugrunde. Dicscn Wert findet man nach vollstandiger alkalischer 
Hydrolyse in einer Benzylpenicillinlosung. Moglicherweise ist er zu tief, da Ncbenreaktionen 
bei der Penicillinhydrolyse ins Gewicht fallcn konnten. Sollte das zutreffen, so wiirdc der 
Maximalwert der Penicillensaurebildung wenigcr als ZOO/, der Aminolyse betragen. 
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geschwindigkeit mit zunehmender Aminkonzentration einem Grenzwert zustrcben, cler von dcr 
Aminkonzentration unabhangig und nur von dcr Pcnicillensaurc-Rildungsgeschwindigkeit be- 
stimmt ist. Da dic experimentelle Kurvc linear ansteigt, kann man auf einen hijchstens geringen 
Beitrag dcr Penicillensaurc zur neutralen Aminolysc des Benzylpenicillins schliessen. 

FWder lntiubotionslosung noch 6 Std. 
I 

0 '00 1,s M 
E -  Aminocapronshure 

Fig. 5. Geschwindigkeit der Benzylpenicillin-Aminolyse als Funktzon der Konzenfration uon E- 

A minocapronsaurs 
Der in den Inkubationsldsungen durch F'enicillinhydrolysc entstdndcne Penamaldatwcrt ist 

abgezogen worden. 

c) Vergleich der duvch e-Aminocupronsaure und Athylendaamin hervorgerzcfenen Bevizylpenicilliw 
aminolyse : Die WINTERSTEINER'SChe Zusammenfassung [4] fiihrt Athylcndiamin als einen lang- 
samcn Penicillin-Inaktivator auf. Die quantitative Untersuchung jiingercn Datums von KAICIZEN 
et al. [16] iibcr die Penicillin-Inaktivierung durch Aminothiolc crgibt fur die Rcaktion von Benzyl- 
penicillin mit khylendiamin eine pH-unabhangige Konstante von 0,3 1 Mol-l min-l, ein Wert, dcr 
mehr als lOOmal kleincr ist als die cntsprechende Konstante dcr Bcnzylpenicillin/Cystein-Rcak- 
tion. Einc Untersuchung der Benzylpenicillin/kthylendiamin-Reaktion und ihr Vergleich mit cler 
Benzylpenicillinaminolyse durch E-Aminocapronsaure clrangte sich auf. Figur 6 zcigt die zeitliche 

P.W. 

3000 

2000 

1000 

1 2 3 4 5 Std. 
Fig. 6. Aminolyse uon 0 , 3 6 ~  Benzylpenicillin d u r c h  1 , 4 5 ~  E-Aminocapronsaure (0-0) zcnd dzwch 

O , l 8 ~  Athylendiamin-dihydrochlaria ( 0 - 0 )  bei p H  7,4 ulzd 37" 
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Zunahme des Penamaldatwertes einer neutralen Benzylpenicillinlosung in Gegenwart von E -  

A4minocapronsaure bzw. Athylendiamin-dihydrochlorid. Die Hydrolyse von Benzylpenicillin ist 
unter dicsen Bedingungen vernachlassigbar und wiirde in 6 Std. lediglich einen Penamaldatwert 
von 100 bewirken. Immerhin war nicht von vornhercin auszuschliessen, dass Athylendiamin die 
Penicillinhydrolyse katalytisch beschleunigen wurde. Mit Hilfe des Penamaldat-Stabilitatstestes 
[lo] konntc gezeigt werden, dass die Inkubationslosung kcinen beachtlichen Anteil an Penicilloin- 
saure enthielt und dass demnach die gemessene Zunahme dcs PenamaIdatwertes die Aminolyse- 
geschwindigkeit im wescntlichen richtig wiedergibt. Vergleicht man die Zeiten, die benotigt werden, 
bis ein Penamaldatwert von 1000 in dcr Athylendiamin-haltigcn Losung (15 Min.) und in der 
s- Aminocapronsaurc-haltigen Losung (190 Min.) erreicht wird, und berucksichtigt man ferner, 
unter A\nnahme einer linearen Abhangigkeit der Reaktionsgcschwindigkeit von dcr Aminkonzen- 
tration, dass die Athylendiaminkonzentration 8mal kleiner als diejenige der s-Aminocapronsaure 
ist, so crgibt sich, dass in neutralen Losungcn gleicher Molaritat die Penicilloylierung von Athylen- 
diamin l0Omal rascher ablauft als diejenige von e-Aminocapronsaure. 

Penumaldat-Stabilitatsteste urn Schluss der Inkubation. - a) Ein Aliquot der Benzylpenicillin/ 
Athylendiamin-Inkubationslosung wurdc mit 0,05 M Phosphatpuffer pH 7,4 auf einen Penamaldat- 
wcrt von 0,6 verdunnt, worauf die Penamaldatstabiiitat ermittelt wurde : PS, = 97%. 

b) Eine Penicilloinsaurelosung (PW, = 0,6), hergestellt durch alkalische Hydrolyse von 
Benzylpenicillin, welche eine Penamaldatstabilitat PSI, = 23 yo zeigtc, wurde mit der verdunnten 
Inkubationslosung nach a) im Verhaltnis 1 : 1 gcmischt. Das Gemisch zeigte: PSI, = 62% ; be- 
rechnct : PS,, = 60%. Dic normale Instabilitat der Penicilloinsaure ist demnach bei den Versuchs- 
bedingungen gewahrleistet. 

Diese Arbeit wurde teilweise untcrstiitzt durch Beitrage des U. S. PUBLIC HEALTH SERVICE, 
des SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS ZUR FORDERUNG DER WISSENSCHAFTLICHEN FORSCHUNG 
und der EMIL BARRELL-Stiftung. Herrn Dr. K. VOGLER (F. HOFFMANN-LA ROCHE & Co., AG, 
Basel) verdanken wir Elementaranalysen dcr Praparate. Fur technische Assistenz dankcn wir 
Frau E. STAUBLE und Frl. E. BLATTER. 

SUMMARY 

The aminolysis of penicillins by &-amino groups at pH 7,4 is demonstrated. I t  is 
shown that penicillenic acid, formed spontaneously under these conditions from 
penicillins, does not contribute significantly to the penicilloylations observed. 
Penicillin therefore can directly form penicilloylamides under physiological conditions. 

Allergie-Forschungslabor 
Dermatologische Klinik, Universitat Bern 
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195. Chemische Aspekte der Penicillin-Allergie : die direkte Bildung der 
Penicilloyl-Determinanten aus Penicillin1) 

von C. H. Schneider und A. L. de Weck 

(2. IV. 66) 

Theoretischer Teil 
In der vorausgehenden Arbeit [Z] untersuchten wir die Reaktion von Penicillinen 

mit E-Aminocapronsaure und Poly-L-Lysin bei pH 7,4 und zeigten, dass bei diesem 
pH Penicilline mit Aminogruppen unter Bildung von Ne-Penicilloylamiden reagieren 
konnen, wobei Penicillensaure als Zwischenprodukt kaum in Frage kommen kann. 
Diese direkte Aminolyse der Penicilline wird, ganz im Gegensatz zur Penicillensaure- 
bildung, durch die verschiedenen Acylseitenketten nur wenig beeinflusst und wurde 
sich als Basis der Penicillin-Immunogenizitat [3] [4] schon aus diesem Grund besser 
eignen als die spontane Penicillensaurebildung. Doch bleibt die Aufgabe zu zeigen, 
dass die direkte Penicilloylierung auch irt vivo zu immunogenen Penicilloylkonjugaten 
fuhren kann. Hierfur eignen sich Penicillansauren, welche wie die Penicilline durch 
;2minolyse Amide bilden, aber im Gegensatz zu jenen nicht in Penicillensaure uber- 
gehen konnen. Diese Verbindungen miissen wie die Penicilline zur Erzeugung von 
=\ntikorpern befahigt sein, welche gegen die zur Penicilloyl-Haptenstruktur analogen 
Determinanten gerichtet sind. 

Wir haben bisher zwei derartige Verbindungen naher untersucht : 6-Amino- 
penicillansaure (I) und 6-(2,4-Dinitrophenylamino)-penicillansaure (11). 6-Amino- 
penicillansaure ist schon seit einiger Zeit als ein kraftiges Allergen im Kaninchen be- 
kannt [3]. Auf der anderen Seite lasst die Aminogruppe dieser Molekel Nebenreak- 
tionen zu, wie die von uns schon diskutierte Bildung eines cyclischen Carbamats mit 
CO, und die Polymerisation [l], welche bis zur genauen Abklarung jede Argumentation 
zugunsten einer direkten in v ivo Penicilloylierung, die sich auf die 6-Aminopenicillan- 
saure-Immunogenizitat stutzt, schwachen mussen. 

I 

N O , e - - C H -  
=/ I I 

O= C-N-CHCOOH 

NH,-CH--CH 
I I  

O= C-N-CHCOOH 

1) Uber einen Teil dieser Ergebnisse wurde bereits kurz berichtet [l]. 


