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Chim ica. —- Complessi del piridossal-^1-fosfato con amine bio­
gene. Nota di R o l a n d o  B u d i n i , S t e f a n o  G i r o t t i  e G i o v a n n i  

N e g r o n i , presentata (*} dal Socio G . S e m e r a n o .

SUMMARY. ■— Complexes between pyridoxal-S'-phosphate and different aminocom- 
pounds, some of which psychodrugs, have been studied.

The variations in the U.V. spectrum of pyridoxal-5'-phosphate are indicated and 
discussed. The equilibrium constants and the AG° of the reactions have been calculated and 
the kinetics of reactions has been followed. Except for nor-adrenaline and spermine, the 
behaviour of the aminocompounds is quite similar. Some biological implications are shown.

I n t r o d u z io n e

E orm ai sufficientemente dim ostrata l’im portanza della funzione cata­
litica della V itam ina B6 [1, 2] e num erose ricerche sono state condotte negli 
ultim i anni utilizzando sia enzimi B6 dipendenti, sia la sola V itam ina nella 
sua form a attiva di P iridossal-5-fosfato, nell’assunzione che, anche in 
assenza dell’apoenzima, il coenzima si comporti con m odalità simili nei con­
fronti del substrato [3-9].

D ’altra parte, sono ben noti gli immino derivati per la reazione tra  
vitam ina B6 e am inoacidi, e la formazione di una base di Schiff viene 
considerata, in ogni caso, uno stadio obbligato nei processi enzimatici di 
decarbossilazione, transam inazione, isomerizzazione, tu tti B6 dipendenti
[10-13]-

Poiché è stato notato che alcune psicodroghe possono tu rbare  queste 
reazioni enzim atiche [14-15], essendo tu ttav ia  incerto il meccanismo della 
loro azione com petitiva, ci è sem brato utile affrontare gradualm ente il p ro­
blema, studiando in una ricerca iniziale, la capacità di sostanze neuroattive 
di form are la base di Schiff. Inoltre, sono state prese in considerazione amine 
biologicam ente attive, derivate dalla decarbossilazione di aminoacidi, e polia- 
mine.

L a presente N ota riporta  dunque alcuni dati qualitativi e quantitativ i 
relativi alla formazione di compiessi tra  PL P  e aminoacidi, poliamine, e 
psicodroghe. Le analisi eseguite sono essenzialmente spettrofotom etriche.

E s p e r im e n t i

Sono stati usati: Piridossal~5 '-fosfato  (PLP), 1-o rn itina, putrescina, cada­
verica, sperm idina, sperm ina, 1-idrossitriptofano, serotonina idrogeno ossa­
lato, d l-noradrenalina  (prod. Fluka); d-am fetam ina solfato (Recordati); me-

(*) Nella seduta dell’8 maggio 1976.
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Fig. I. -  Reazione della noradrenalina 2-io~3 M con PLP 2-io~5 M; pH =  6; T =  25 °C. 
a) spettro di assorbimento del PLP. b, c, d, e) spettro di assorbimento del complesso 

rispettivamente dopo 5', 15b 30', 45'.

300 400  X (nm) 500

Fig. 2. -  Reazione del PLP 5-io“5M con spermina a varie concentrazioni; pH =  9; 
T =  25 °C. a,b't c ,d ,e )  spettri di assorbimento del complesso a diverse concentrazioni di 

spermina, rispettivamente 8 • io~5 , 1.7 • io-4 , 3 • io“4 , 8 • io-4 , io~3M.
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scalina cloridrato (Sigma); tu tti crom atograficam ente puri. L a  concentrazione 
del PL P  andava da 2 -iO “5 a io~4M e il substrato da io~2 a io~4M. V eni­
vano eseguite, per le diverse concentrazioni, una serie di m isure neH’inter- 
vallo di pH  0-12, usando Tam poni acetato, fosfato e carbonato. I valori 
estremi erano regolati con H C 1 e N aOH. L a forza ionica era tenu ta uguale 
a I .  Le soluzioni deaerate in corrente di azoto, erano incubate a 25 °C e 
le determ inazioni venivano eseguite al tem po zero e dopo ogni 5 m inuti fino 
a raggiungim ento dell’equilibrio usando uno spettrofotom etro P erk in -E lm er 
124 doppio raggio. Per m antenere la tem peratura costante, si è im piegato un 
term ostato L auda K4R, m entre per le m isure di pH  si è usato un  pH  m etro 
Knick. Viene riportato, come esempio, in fig. 1, lo spettro relativo alla solu­
zione PL P-noradrenalina, in funzione del tem po e a pH  =  6, e in fig. 2 
quello della sperm ina-PL P , in funzione della concentrazione e a pH  == 9.

Fig. 3. -  Influenza del pH sull’energia di attivazione per la reazione del PLP con: 
a) mescalina cloridrato, b) d-amfetamina solfato, c) serotonina idrogeno ossalato, d) d l- 

idrossitriptofano, e) putrescina, / )  ornitina, g) cadaverina.
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Il PL P  non com binato, era determ inato colorimetricamente secondo W ada 
e Snell [16]. D ai dati spettrofotom etrici, facendo anche uso della equazione 
d i . B enesi-H ildebrand-F ujim ori [17], applicabile ai casi in cui un com po­
nente sia in grande eccesso, è stato possibile calcolare la costante di form a­
zione degli imino derivati (per le misure eseguite a 25 °C, vedi Tabella I) 
e il AG0 indicativo. M isure cinetiche sono state condotte nell’intervallo di 
PH 4-1 o; non è stato possibile effettuare misure ai pH  estremi per la lentezza 
o eccessiva velocità della reazione. L a tem peratura variava da 150 a 40 °C. 
Si considerava il massimo a 420 nm, dove la formazione del complessi si 
rende particolarm ente evidente. Non è stato possibile considerare invece il 
massimo a 275 nm  perché mascherato, causa la notevole concentrazione 
delle amine.

I valori delle energie di attivazione in funzione del pH  sono riportate 
in fig. 3.

R is u l t a t i

Sono, in questa ricerca iniziale, essenzialmente ottenuti da analisi spettro- 
fotom etriche nel visibile e nell’ultravioletto, i quali non consentono certa­
m ente di caratterizzare definitivam ente la natu ra  dei composti ottenuti, m a 
perm ettono tu ttav ia  alcune interessanti considerazioni:

1) In  conseguenza della interazione tra  ornitina, m escalina, am feta- 
mina, idrossitriptofano, serotonina, putrescina e piridossal-5'-fosfato, lo spettro 
del P L P  viene perturbato  e le variazioni indicano la presenza nella soluzione 
di un imino derivato (base di Schiff) con picchi caratteristici a 278 nm  e 
415-42° nm; quest’ultimo massimo può eventualm ente slittare verso le m ag­
giori o m inori lunghezze d ’onda in dipendenza del pH. P ur ritenendo possi­
bile la formazione della base di Schiff a diversi pH , essa è particolarm ente 
favorita da un am biente debolm ente alcalino. Infatti, se un pH  debolm ente 
acido potrebbe facilitare l’attacco nucleofilo sul carbonio carbonilico, m entre 
una eccessiva concentrazione di ioni idrogeno porterebbe alla protonazione 
della am ina (inattiva), l’am biente alcalino potrebbe favorire la reazione di 
disidratazione.

O ra un pH m oderatam ente basico può rappresentare un compromesso 
favorevole all’andam ento della reazione. Con le sostanze dette, si formano 
còn ogni probabilità comuni imino derivati; gli spettri in ogni caso depongono 
in questo senso.

Ad esempio, l’idrossitriptofano e la serotonina si com portano qualitati­
vam ente come il triptofano [18], benché la serotonina e in parte l’idrossi- 
triptofano esplichino una maggiore capacità nel form are composti con il 
P L P  (vedi Tabella I).

Ile modificazioni stru ttu rali del nucleo indolico e l ’assenza del carbossile, 
agli effetti qualitativi del fenomeno, sem brano senza im portanza. In  condi­
zioni am bientali di debole basicità, i valori della costante di equilibrio
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raggiungono i valori più alti; si ricorda che tale costante è pochissimo in­
fluenzata dalla tem peratura. Anche la velocità di reazione è generalm ente 
favorita a questi valori di pH .

L ’ornitina e la mescalina, pur così diverse strutturalm ente, m anifestano 
un com portam ento simile. L ’energia di attivazione della serotonina sem bra 
indipendente dal pH . Occorreranno ulteriori indagini per chiarire tale com­
portam ento.

2) In  condizioni di notevole basicità, la nor-adrenalina si com porta 
come le sostanze sopra indicate, anche se il massimo sui 415-4200111 indi­
cativo della formazione di legami di idrogeno intram olecolare [19] slitta 
verso le maggiori lunghezze d ’onda. In  condizioni di neutralità o a pH 
leggermente acido, lo spettro dell’associato P L P-noradrenalina  si trasform a, 
e com pare in funzione del tem po un nuovo picco a 320-325 nm. Gli altri 
gradualm ente scompaiono.

Il nuovo massimo potrebbe essere emblematico di una form a • ciclica 
deU’imino derivato della noradrenalina e la reazione decorrerebbe quasi 
irreversibilm ente verso la formazione di questo composto notevolm ente sta­
bile. Tale form a ciclica è forse diversa da quelle esistenti per l’associazione 
tra  triptofano (e derivati) e PLP; infatti con la noradrenalina si hanno 
caratteristiche modificazioni nello spettro del PLP, assenti negli altri casi. 
Benché i soli dati spettrofotom etrici perm ettano di avanzare non più che una 
ipotesi, si potrebbe pensare alla formazione di un anello osazolidinico per 
la cui realizzazione è forse indispensabile il gruppo ossidrilico nella catena 
laterale della noradrenalina. L a necessità di un am biente debolm ente acido 
favorisce l’attacco nucleofilo del gruppo aminico al carbonio carbonilico, 
nel quale la ro ttu ra  del doppio legame è facilitata dalla presenza di ioni 
idrogeno; la successiva disidratazione non presenta eccessive difficoltà. T u tta ­
via è stato sperim entalm ente osservato che il processo di disidratazione in 
am biente acido, benché teoricam ente possibile, avviene con tale lentezza 
da im pedire analisi di natu ra  cinetica (le sostanze si alterano). Com unque 
non m eraviglia che nelle condizioni in cui la noradrenalina realizza la sua 
form a ciclica, si ottengono i valori più alti, in senso assoluto fra le sostanze 
da noi usate, della costante di formazione del complesso. Ciò starebbe a 
dim ostrare la particolare stabilità del composto; altre forme cicliche (del 
triptofano e derivati, per esempio) forse qualitativam ente diverse sem bre­
rebbero meno' stabili. U na eccezione si dovrebbe fare per la serotonina che 
sem bra realizzare composti stabili m a in am biente alcalino e di s tru ttu ra  
probabilm ente diversa.

3) Delle quattro  poliam ine usate, la putrescina form a comuni basi 
di Schiff, come l’ornitina, da cui deriva. In  am biente leggermente basico, 
sem bra lievemente più stabile l’associato PLP-ornitina, m a l’associato PL P- 
putrescina è favorito cineticamente. I dati spettrofotom etrici naturalm ente 
non consentono di stabilire quale dei due gruppi aminici dell’ornitina p arte­
cipi alla reazione, tu ttav ia  sem bra più possibile la partecipazione del gruppo
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aminico in alfa. L a cadaverina con cinque gruppi metilenici (la putrescina 
ne ha quattro) deriva per decarbossilazione dalla lisina, e si com porta per 
certi aspetti in m aniera simile alla putrescina e per altri anticipa le proprietà 
della sperm idina e della sperm ina.

Queste poliam ine a lunga catena con due gruppi aminici prim ari e uno 
(sperm idina) o due (spermina) gruppi aminici secondari, sono sostanze biolo­
gicam ente interessanti in relazione con i processi metabolici a carico del 
S.N.C. e alla sintesi delle basi puriniche e pirim idiniche e degli acidi nucleici. 
In  am biente acido il com portam ento spettrofotom etrico della sperm ina e 
della sperm idina è simile e le due sostanze sem brano realizzare la solita base 
di Schiff.

Per la sperm idina ciò è vero anche per pH debolm ente basici. M a in 
condizioni di forte basicità e per la sperm ina anche in am biente neutro, la 
spettro dell’associato m anifesta un nuovo massimo a spese dei precedenti 
a circa 315 nm.

Questo massimo potrebbe indicare la formazione di un nuovo imino 
derivato oppure la ristru tturazione di quello inizialm ente formato. L a regione 
in cui il picco com pare e le condizioni am bientali necessarie o utili alla 
sua estrinsecazione, potrebbero indicare resistenza di forme cicliche nelle 
quali il gruppo fenolico del PL P, orm ai com pletam ente ionizzato, non 
partecipa alla stabilizzazione della molecola. I gruppi aminici prim ari e 
secondari e la lunghezza della catena influenzano la formazione della 
form a ciclica.

Il complesso sperm id ina-P L P  o sperm ina-PL P  si form a ad altissima 
velocità, tale da non consentire m isure cinetiche. Al contrario, la costante 
di equilibrio non è eccessivamente elevata; in ogni caso l’associazione è 
favorita in condizioni alcaline molto più drastiche di quelle ottim ali per la 
formazione di imino derivati tradizionali.

In  conclusione, si può osservare che nella reazione con il PL P , le 
sostanze da noi usate possono essere divise in tre gruppi. U n  prim o gruppo 
comprende: ornitina, m escalina, am fetam ina, idrossitriptofano, serotonina, 
putrescina, e form a comuni basi di Schiff del tipo noto in lettera tura e la 
reazione è favorita in condizioni di debole basicità. U n  secondo gruppo 
com prende la noradrenalina che form a un imino derivato ciclico probabil­
m ente di tipo diverso da quello ottenibile col triptofano e altri aminoacidi 
ed è favorito da condizioni debolm ente acide. U n  terzo gruppo rappresentato  
particolarm ente da sperm idina e sperm ina (e in parte cadaverina) che forma 
composti probabilm ente di n a tu ra  ancora diversa, i quali si form ano velo­
cemente e sono particolarm ente stabili in condizioni di forte alcalinità. 
M isure ulteriori con tecniche diverse potranno dare ulteriori informazioni 
al riguardo.

Le sostanze usate presentano una notevole funzione biologica. Anche 
se le nostre condizioni sperim entali sono ben diverse da quelle naturali, e 
pur tenendo conto che i risultati ottenuti sono solo indicativi, la possibilità 
di reazioni in vìvo fra esse e il PL P  sem bra evidente. I composti potreb-
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bero rappresentare: i) depositi transitori del PL P  e am ine negli associati
meno stabili; 2) depositi non transitori di PL P e amine negli associati più 
stabili, con dim inuita disponibilità per la cellula di queste sostanze. Se il 
composto aminico è una Psicodroga, si può intravedere una azione disin­
tossicante del PL P.
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