BREI I NOTF

Effetto di butirrofenoni e di fenotiazine sull’accumulo
di glicina in fettine di corteccia cerebrale di ratto

In un precedente lavoro b era stato dimostrato chie nelly cortecenn eerehrale i
ritto ineubata in vitro con glutammato, aspartato o glicing Vaggiunta di triperidolo
alla concentrazione 2 » 104M provoesva un accumnlo degli ammino acidi nel tes
suto mentre non & verificava aleun aumento, rispetto al controllo, del contenuto
di acqua. F sembrato pertanto interessante studiare ge fale effetto sull'aceumulo degli
wmmino acidi fosse comune anche ad altri nearolettici della xerie dei butirrofenoni
nonche alle fenotiazine.

Muateriali ¢ melodi. Le condizioni sperimentalt usate sono sostanzialmente
quelle precedentemente deseritte ', 100 mg di fettine di corteceia cerebrale di ratti
Wistar sono stati inenbati con glicina-UBC (The Radiochemical Centre, Amershan,
Gran Bretagna) per 60 min in Oy, a 379C, I mezzo di incubazione era costituito da 1,2
ml di soluzione salina con tampone fosfato a pll 7,4 secondo Elliott-Henderson *
(Na,HPPO4 17.5 mM, NaCl 95,0 mM, KCl 27,0 mM, Mgs0O, 1,2 mM, KH,PO, 4.0 mM)
nel quale era seiolta la glicina alla concentrazione 13,3 mM, a radioattivita specifica
0,063 wC/umole, In aleune esperienze il K del mezzo di incubazione era complet-
mente sostituito da Na' ; in altre esperienze il mezzo i incubazione conteneva anche
CaCly, 3 mM. 1 derivati butirrofenoniei (aloperidolo e triperidolo, forniti dai Labora-
tori del dott. Janssen, Beerse, Belgio) erano geiolti in acido lattico e la soluzione era
suecessivamente neutralizzata con NaOIll ; acido lattico neutralizzato in concentra
zione uguale veniva aggiunto ai rispettivi controlli. 1 derivati fenotiaziniei (proclo
perazina e tioproperazina, forniti dai Laboratori Rhione-Poulenc) erano usati come me
tansolfonati ; ai rispettivi controlli si aggiungeva pertanto metansolfonato di sodio
alla concentrazione ugnale a quella del farmaco in esame. In tatte le experienze fettine
di cervello dello stesso ratto erano ineubate in presenza ed in assenza del farmaco,
La radioattivith della glicina-174C presente negli estratti era misurata con ap-
parecehiatura Mark T (Nuelear, Chicago) a seintillafore liguido, usando il liquido
Bray3.

Risultati ¢ eonclusioni. Dalla Tab. 1 appare che tutti e quattro i farmaci stu-
diati provocano vn accumulo di glicing nel tessuto cerebrale, 1 butirrofenoni dimo-
strano un effetto statisticamente significativo gid alla concentrazione 10°M, mentre
per i farmaci del gruppo delle fenotiazine Peffetto i manifesta alla concentrazione
10*M ; non sono state invece trovate differenze significative tra i farmaci apparte-
nenti allo stesso gruppo. £ da notare che Ia concentrazione 10°°M si avvicina a quella
presumibilmente raggiunta dai butirrofenoni nel tessuto cerebrale dopo la loro som-
ministrazione in vivo 4.

Ann, Isl, Super. Sanita (1968) 4, 5EE-58Y.
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TaseELLa 1.

Effetto di butirrofenoni e i fenotiazine sull'accumulo di glicina
nelle fettine di corteccia cerebrale di ratto

Butirrofenonl | Fenotiazine '
| Coneentrazione i — e
‘ del farmaco \lnm l‘ltllﬂﬂ l Triperidolo | Proclorperazina | Tioproperazina
M (pmoli di glicina/l00 mg di tn-snuto,‘h]

;

| 1

N . | 207 & 1,92 (2) 1,4 £ 006 (10) | 1,02 + 0,08 (10) [ 193 4 0,06 (6)

. A } 2,90 4 0,00 () | 207 4 0,08 () | 197 & 016 () | LS6 4 0,06 (5)

TS | 287 £ 0,10 3) ' 280 4 015 @) 1 AL £ 008 () | 207 5 207 @)
T : 2,07 + 0,07 () ; 2,78 1 LNT (D) ; 242 1008 () | w525 259 @) :

Condizioni sperimentali @ 100 myg di fettine di eorteecia corebrale di ratto sono stati ineabati a
A7 in O, in 1,2 ml di solugione salina con tampone fosfato 2 pll 7,4, contenente glicina-17-13¢" a4
radioatt Cith speciiea 0,063/LCLmole,  Nelle parentesi @ indieato il numero delle espericnze @ nel
vies (i e determinazioni sono riportati i singoli valori, nel caso di 3 o pia determinazioni vienc
viportat il valore medio 4+ deviazione standard.

TapELLAe 2.

Effetto del K' e del Ca' ! sull'accumulo di glicina nelle fettine
di corteccia cerebrale di ratto incubate in presenza e in assenza di triperidolo.

[ KT o Cat " nel mezzo ‘ tilicina nell'estratto i
di incubazione Numero di (emoli/100 mg di tessuto/h)
= + T a.5® | beveriengze S e e o N O
K | Ca | =enzi triperidolo | con triperidolo 107 M ]
e e e e Y B Ay == M —
|

i | | |

| | — | I 15 - 0,06 1,04 |

| - — 3 ST, S 1 X 0,08 |

= 4 1,58 = 0,13 1,004 '

; — ) 1,64+ 0,10 247 + o4 [
|

Condizioni sperimentali come quelle deseritte nella Tabelln 1. Nelle esperienzo senza K o, KO
o KH,PP04 sono stati sostituiti, vispettivamente da NaCl ¢ NaH POy Nelle esperienze con Ca b = ul
tampone & stato sgginnto CaCl, 8 mM. Vengano riportati § valori medi o deviazione standard.

Dalla Tabella 2 rvisulta evidente che Pacenmnlo i glicina dovuto al triperidolo
coindipendente dalla composizione jonica el mezzo (i inecabazione @ infatti sia in
assenza i K7 che in presenza di Cat Peffetto del farmaco rimane inalterato.

22 Inghio 1968,
taan L Gearrr, Ixes Mast,
Hasya MicnaLek ¢ Fravcesco Poccnian
Laboratort i Chimica Terapeutica
o Laboratori i Chimiea Biologica

FoMcranei, e, Gl L, Garrr & B Pocermtary, Biochem. /., 110, 237 (1958).
Clnbrorr, Ko AL CD & N HENDERSON, J, Newrophysiol., 11, 4738 (1€48).
B BrAY. Gio AL Jlwal. Biochem., 1, 279 (1960).

VEovnws, W Lo Vay WoncaarpeNy & Fo Aueewus, Europ, J. Pharmacol.. 1.
FTO(1967).

Lo, tst. Super. Sanild (T968) 4, G88-5%0.



Eliminazione in una trasposizione di Wolfl

Nellambito delle vicerche stereochimiche svolte nel nostro nhoratorio abbionn
inpapreso lo studio dells correlazione stereochimiea fra Pacido Zeammino-2-{enil
propionica (1) ¢ il suo omologo superiore, acido 3-ammino-3-tenil-butirrieo mediante
una trasposizione di Wolfl, E ben noto che questa reazione si compie con i ritenzione
totale o gquasi totale della contigurazione primitiva ' ed & stata ampiamente applicats
da Bavexovid e Coll. 34 per la trastormazione i z-ftalimmido acidi in nuovi
F-ammino acidt otticamente attivi,

Per la reazione dell’'ammino acido (1) di configurazione nota 85 con Panidride
fralica #i forma Pacido 2-fenil-2-ftalimmido-propionico (11}, Questo composto ¢ stato
trastormato nel clorurvo di 2denil-2-ftalimmido-propionile (111, Lazione del dinzo-
metana sul prodotto T porta all’ -dinzo-3-fenil-3-ftalimmido hatan-2-one (IV) con
huona resa.

Lat reazione di questo composto con metanolo bollente ¢ Ag, 0 diede un prodotio
denso ¢ seuro che venne cromatografato sn colonng d’alluming, S ottenne cosi il
Zometil-einnamato di metile (V) con una rvesa del 36 9, (a 2000 per 9 ore: resa
109, invece dell atteso 3-tenil-3-ftalimmido-butirrato di metile (V).

La eonferma della struttura assegnata al composto (V), da noi ottenuto, viene
fornita dal confronto delle sue caratteristiche spettroscopiche (LIRL e T.V.) con quelle
di un eampione antentico di 2-ametil-cinnamato di metile, 1 due campioni hauno inol-
tre un medesimo comportamento cromatogratico,

11 composto (V) si forma probabilmente dall’intermedio (V1. non isolato, attri-
verso una reazione di eliminazione., Questa eliminazione pud essere facilitata dalla

Ann, fal. Super. Sanita (1968) 4, H90-592.
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coningazione del sistema presente nel composto (V) @ come presentato nello schema
segnente :

COCHN, COOCH, COOCH,4
| l |
i H —\ CH CH
e Aty CH40H ! ~CHs I

> Cl~ » & — CHj
| > N=Ft Ag, 0 | SN-Ft |

.',Ht, CGH% CSH‘E

v vl v

Parte sperimentale,

Gl spettri LR, fnrono misurati con uno spettrofotometro Perkin-Ehner Infra-
cord Maod. 137 e quelli nell'U. V., sono stati registrati con o spettrofotometro Perkin-
Flmer Mad, 450,

I punti di fusione sono stati determinati all’apparecehio di Kofler ¢ sono corretti,

Aeido 2-fenil-2-ftalimmido propionico (11). Una miseela di g 9,90 di acido
Zammino-2-fenil propionico (1)*, g 6.88 di anidride fralica in 300 ml di toluolo e 3
ml di trietilammina viene scaldata a ricadere in un apparecehio Dean-Stark fino a
separazione della quantitd feorica  acqua (8 ore). Si ratfredda e =i evapora il solvente
a pressione ridotta. Poi si aggiungono a freddo 90 ml d'acqua e 3 ml di HC1 coneen-
frato e si pone sotto forte agitazione per 5 ore. 8i ottiene un prodotto solido grezzo
avente p.f. 1881900 . Per rieristallizzazione da alcool-acqua (4 :3) =i ottengono
g LET (83 2,) di acido 2-fenil-2-ftalimmido propionico che fonde o 192- 19300 (*),

Spettro LR, (KBr): ¢ = 0 560 e 5,80 u,

Analisi :
trov, 9« € 68,14 I 4,543 N 4.83:
per CiHNO, cale, : 69,14 ; 4.44 ; 4,75,
Cloruwro i 2-fentl-2-flalimmido propionile (111). Grammi 16,4 di acudo 2-feml-

2-ftulimmido propionico e g 39.3 i clornro di tionile vengono risealdati a 700 per
2 ore. Quindi ecceesso i SOCL, viene eliminato sotto vioto, [ residuo, costituito da
un liquido denso, eristallizza da una miscela di benzene-etere Jdi petrolio (1:3), p.f.
71-740C, Per rvipstute eristallizzazioni dalla stessa miseela di solventi. =i ottengono
g LIS (68 20) di eloruro (TT) avente p.f. 74,5-769C,

sSpetiro LR, (KBr) : ' = 0 5,52, 5.60 e 5,80 .

l-diazo-3-fenil-3-ftatinmido butan-2-one (1V), I'na soluzione bhenzeniea i g
HA0 del cloruro di 2-fenil-2-ftalimmido propionile, raffreddata a 00C, viene addizio-
nata di nna =oluzione di diazometano in etere anidro. La miscela si laseia per 12 ore
i 2000 Indi si eliminano i solventi a pressione ridotta e s eristallizza da nna miscela
i acetato i etile-etere di petrolio (1 2), Si ottengono g 7.7 (80 9,0 i eristalli gialli
Al 134-13600,

Spettro [LR. (KBr): ¢ — N, 3,23 4,73 1 ; " = () 5.82, 5.85 ¢ 6,15 u.

ANTEI T

troy, 25 0

AR T 418: N 13.07
per I NGO, cale, ; 7T

4,11 13,14,

(") Upaam & Dermer ¥ riportano p.f. I8G-18790,

Tone Isl, Super. Sawda (P068) 4, 5490-592,
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2ometil-cinnamato dr metile (V). Gorammi 2.2 di diazochetone (1V) g1 seiolgon
e 30wl di metanolo assoluto, st aggiongono g 0.9 di Ag,0 e i sealda a riflusso per
6 ore. La soluzione sioraffredda, s filtra su celite e s elimina Paleool. 11 residuo, denso.
di eolore marrone scuro, s seioglic in benzene ¢ viene eromatogratato su g 45 di allu
mina di attivitd 111, Eluendo con solo benzene g ottengono g 0.4 (36 2, di 2-metile
cinnamato di metile, Lliguido ineolore con gradevole odore di frotia o poe. 12600 4

10 torr, ||:‘H = 1,54889. Dopo 2 orve eristallizza spontaneamente ¢ fonde a 26-2749
Spettro TV (etanolo) @ mass. 215 my (log e = 4,08) : 266 mu (log = — 4.15).
spettro LR, (velo Lguido): C = O 5885 w: € — C 608 e 11,48 o

L'A. ringrazia la Sig.nn Angela Bau per e sua collaboraszione in gquesta ricerca
25 agosto 96K
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Carotenoid incorporation into rhodoxanthin by
Epicoccum nigrum Link

The recognition of rhodoxanthin, 3.3-diketo-refro-f-curotene, as one of {he
pigments next to fcarotene, v-carotene and the acidie carotenoid tornlarhodin
in picoceum nigrum, started n series of studies concerning with earotenogenesis in
general and the biosynthesis of this unique refro-compound in particular 14,

Studies on the effect of light and femperature on carotencid formation alveady
minde in evidence the close relationship bhetween [-carotene and rhodoxanthin, The
uldition of diphenylamine enabled the aunthors to develop the hypothesis on the
form tion of rhodoxanthin from 2-carotene * concerning ns intermediate steps the
formmation of 3-hydroxy-f-carotene, 3.3 -dibydroxy-f-carotens and 3,3 -dihydroxy-
refro-B-carotene,

In the present paper the results will he deseribed as to the ineorporation of
labelled and inert carotenoids into Epicoccum nigrum Link.

Waterials and Methods, — Culture conditions, extraction and purification methods
were carried out as deseribed elsewhere !, Incubations were done with mature myee-
linm adding the carotenoid pigments in an ethanolic solution, never exceeding 0.15 ml,
after 60 hr of growth. To control experiments the same volume of ethanol was added.
The mycelium was harvested after 24 or 48 hr, liltered over a Buchner lilter and
wished gently with water-methanol (9: 1, v/v) till colorless to eliminate traces of
adsorbed and not metabolized pigments.  In general less than 1 pg per 100 ml
af enlture medium wis recovered, indieating an almost complete absorption.

Extractions and purifications of the radioactive material were identical to those
previonsly described. The carotenoids were puritied by column ehromatograpghy
nll constant specific activity, expressed in dpm/ug. The radioactivity was measured
in o Liguid Seintillation Counter (Mark 1, Nuclear Cliieago, Des Plaines, 111, 17.85.A4.)
nsing Brav-solution 8 as scintillation liquid, The carotenoid pigments were (deco-
lorized exposing them to sunlight before connting,

I'he radioactive labelled precursors were svnthetised biologically inenbating
Epicocenwm nigrum for 24 hr with Jdl-(2-9%C) mevalonic acid.

[esults and Disenssion. After 40 hr of incubation the pll of the culture
medinm was between 4 and 53 and returned to the value of 7 alter 72 hr of
teubation. Since carotenoids are stable only at pll 6.5-8, substrates were added
1o the enlture in the second phase.

First of all Iveopene (Table 1), of which by diphenylaumine treatment was shown
thit it maude part of the potential carotenoid patrimony of Epicocewm nigron, was
tosted. Tueubations for 24 hr vesulted in an overall inerease of the fonr pigments,
rotene had an inportant relative increase of 64 9, while also &-carotene
tereased, After 48 hr y-carotene had a relative inerease of only 17 9, and B-carotene
af 41 5, This shift might be due to a rther metabolism of v carotene to B-carotene.
\lso torularhodin inereased after 48 hir. Althongh rhodoxanthin did not inerense

Iapocially e

fan. Ist. Super. Sanila (1968) 4, 83-345.
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TanLe |,

Incorporation of lycopene, v-carotene and Z-carotene into carotenoids
of « Epicoccum nigrum ».

I YCOPENE T-CAROTENE S-CAROVIENE
(udded 45,0 g/ 100l (added 40.2 pe/100 ml o (wdded 554 e 100 ml
of culture medinng of eulture medium) af eulture mediunn
Caratenaids After After After After After After
24 hr of | 4% hir of 24 hr of 48 hr of 24 hr of 44X hr of

incubation | incubation | incubation  ineubation | ineubation lm-ulnullnn

(U\’ |L\I' CON H-\l' tn\ EXD.|CON |h\l' [CON. IEX . u)‘\ [HXT.

B-Carotene « o o o . | 4,21 | 5.0 5 | 7.20 | 411 467 542 6.04 4.26 47.69 504 3923
10729‘027'021405i|‘028 +0.17110.20 +0.22 4 0.31{£3.27/ 1 0.41| 4 2.55
Y-Uarotese . o o o o | LLIZ ] |-84 ) 1.24 | 1.45 | 0.98 9-87 10691 | 8.20 | 1.12 ]| 1.29 | 1.01 | 1. 17
0.26 20.31 +0.33 10.29,40.08 +1.24 £0.19 +0 9] 015/ +0.09/4 0.32 ﬂ Il'
Rhodoxanthin . . . 3 78 4. lZ ol 3.95 | 409 | 4.66 | 498 4.78 S5.11  3.60 ' 7.63 | 4.12 |
10-12 40 +0.29 20.31|40.14 £0 I910|l| 0.20 1 0.24 039i021¥~"“
Toranlarbodin . . . . 0 98 l.lJI 1.24 1 1.45  1.25 | 1.45 | 1.65 | 1.69 0.88 0.94 | L.14 1.09

+0.11/20.14 £0.09 +0.09 £0.08 =0.10,+0.14 4+0.09 +0.09 +0.11 20.08 10,10

The amounts of the single carotenoids were determined after sepuration on o ecllulose (ulllmll
followed by final purifientions on magnesiom oxide-Celite 503 (111, w/w) columns using their 15 &m
values at their maximum of absorption in hexane, The values arve given in pg ol pigment per 100 il
of enalture medinm. They are the mean of four experiments (£ 8, KM,

signiticantly, one mayv deduce from the general trend towards inerement, that lvcopens
is o precursor of the four pigments.

Then the incorporation of y-carotene, which according 1o the biosynthetic schene
propased by Porrer & Livcorn ® follows lveopene, was measured. After 24 In
significant increments were observed in f-earvotene and torularhodin, whereas afte
48 hir yeearotene and rhodoxanthin inereased significantly, Obviously metabolic and
eatabolic reactions interfered. but y-earotene may be considered as precursor of the
other three pigments,

Using B-earotene as precursor, an impressive inerease ol rhodoxanthin wis
registered as well after 24 hr as after 48 hr of incubation. The inerease of c-earatene,
might be due to the relative instability of F-carotene, which eanses the ineci pora
tion of degradation pieces into the other pigments. In this way one might also
explain the rather insignificant inerease of torularhodin, which secording 1o Sivpsox,
Nakavanas & Cmienester 7 derives from y-carotene.

For the synthesis of the labelled carotenoids oi-(2-14C) mevalonie acid, commaon
precursor of all these pigments, was used. Results ave given in Table 2.

The incorporation experiments (Table 3) with y-carotene showed thai his
compound is the general preemrsor of the other three pigments. The ratio of specific
activities between f-carotene and y-carotene of 0.32 confirmed that these two
compounds are on the same biosynthetie pathway, as alveady proposed by Porree
& LaNcois &,

The label of f-earotene was found prineipally in rhodoxanthin. although the
incorporation ratio rhodoxanthin : B-earotene was 0.23. This result might indieate
that one has to envisage a type of compartmentalisation in this reaction sequence,
just as it seems to occur between S-carotene and torularhodin, This seems to he quite
plausible because the reaction between y-carotene and f-carotene is a mere ring
closure, whereas in the other reactions enzymes with different synthetie capacities
are involved,

Anu. Isl. Super. Sanita (1968) 4, 593-505,
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TasLe 2,

Incorporation of dl-(2-1C) mevalonic acid into the single carotenoids
of « Epicoccum nigrum ».

| 'l‘rt;I:o ulilnnubat.la 7(hr)
Canrotenoids | — — S L

. 1 2 | ! 24
| B-Carotene . . . . .. . [ 2981 4 184 323 - 521 10167 = 1427 | 24135 + 4219
f-Carotene g | 3sa7 = 400 7128 + 938 10412 & 1681 | 12124 + 104)
thodoxanthin . . . . . . 66 -+ 10 294 & 34 477 + 31 938 + 82
| Torularhodin . . . . . . | Mad 1725 + 159 | 3189 & 414 | 12760 + 1572 |
|

The data are given in specifie activities expressed in dpm/ig. Labelled mevalonic acid, 0 1l of
a 2 ml solution of 4.82 mC/mM, was added to the medinm after 72 hr of myeelial growth.

TaBLE 3.
Incorporation of labelled carotenoids into the single carotenoids
of « Eplcoccum nigrum ».
— ik = P ”
Coarotennids ‘r-Carotene- 40 S-Curotene-14C I ":::ig?ﬂlg" l I'lﬁ:'_‘;l.:':o'
S-Carotene . . . . . . 10250 & 1850 | 3873 + 450 | 52410 | 49
Y-Carotone . . . . . . 11800 + 2565 95 &+ 15 92 + 24 ‘ 35+ 5
Ithodoxanthin . . . . . 486 -+ 59 ! 894 4 59 ‘ 4572 &+ 327 <
Tornlarhodin 2009 + 143 re - 0 +9 2194 + 101

The dets are given in specific activities cxpressed in dpm/iig. They are the mean of three
vxperiments ( + S.E.M.). The labelled material was added arfter 72 hr of mycelial growth followed
by ineubation for 24 hr. B-(.!nrnmna—“('} had a specific activity of 2.74 @C/jimol, *-carotene-14C
of 23.5 pC/umol, rhodoxanthin-1C of 4.24 1C/mol, and torulurhodin of 12,4 pC/amol.

For the sake of justice also the incorporation of labelled tornlarhodin and rho-
doxanthin has been stundied. As could be expected almost all of the labels were
recovered in these two compounds and only small amounts in the other pigments.

F'rom the obtained results one may deduace that the scheme of PorTErR &
Lavcony ® can be completed heginning from lyeopene, via y-earotene and 3-carotene
with the direct step from H-carotene to rhodoxanthin.,
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