16. Giovanni SERLUPI-CRESCENZI. — Studi spettrofotometrici sul de-
sammido-difosfopiridin-nucleotide e su alcuni composti ad
esso correlati. (%)

Riassunto. — Sono state studiate alcune reazioni del desammido-
-DPN che danno origine a composti con spettri di assorbimento carat-
teristici nell'ultravioletto. Viene paragonato il comportamento del de-
sammido-DNP con quello del DPN e di altri composti piridinici ad essi
correlati.

Summary. — Some reactions of desamido-DPN have been studied
which give rise to compounds having characteristic ultra-violet absorption
spectra. The behaviour of desamido-DPN is compared with that of DPN
and other related pyridinic compounds,

Nel corso di ricerche sui nucleotidi acido-solubili del Penicillium
chrysogenum (') era stato isolato un composto identificato successiva-
mente (*) come desammido-DPN (**), ciod come ’analogo del DPN con-
tenente nella molecola 'acido nicotinico al posto della nicotinammide.
Lo stesso prodotto & stato in seguito ritrovato in Fusarium sp. (*) e ne
¢ stato dimostrato il ruolo di intermedio, nella biosintesi del DPN a par-
tire da acido nicotinico negli eritrociti umani (% °). Preiss e Hanp-
LER (°) hanno inoltre dimostrato la presenza, nel lievito, di un enzima
capace di trasformare il desammido-DPN in DPN.

Dato il crescente interesse biochimico di questo composto si & rite-
nato opportuno studiare il suo comportamento con alcuni reattivi che
nel caso del DPN sono capaci di dare prodotti di addizione caratterizzati
da elevata fluorescenza e da massimi di assorbimento facilmente ricono-
scibili nell’ultravioletto.

E" la scuola di Kaplan che ha dato i maggiori contributi in questo
campo, con lo studio dettagliato delle reazioni del DPN con vari com-
posti carbonilici (%), con bisolfito (") e con alcali concentrati (%).

Dallo studio di tali composti e delle loro reazioni con alcune deidro-
genasi @ stato possibile chiarire taluni aspetti del meccanismo con cui
1 piridin-nucleotidi trasportano gli elettroni nei processi biologici di
ossido-riduzione. E’ stato cosi dimostrato che tutte le reazioni di addi-

(*) Lavoro presentato all’8° Congresso Nazionale di Chimica - Torino, 26 mag-
gio-2 giugno 1958.

(**) Le seguenti abbreviazioni sono state usate: DPN = difosfopiridin-nucleotide;
desammido-DPN = desammido-difosfopiridin-nucleotide.
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zione, come pure la riduzione dei piridin-nucleotidi, interessano la posi-
zione 4 dell’anello piridinico (°).

Inoltre per le loro proprieta ottiche questi composti sono stati usati
per l'identificazione e la determinazione quantitativa dei piridin-nu-
cleotidi (* % %%
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Fig. 1. - Spettro di assorbimento del! desammido-DPN trattalo
con alcali concentrati.

Nel caso del desammido-DPN, scoperto solo da poco tempo, e di cui
solo recentemente sono state descritte due sintesi (** '*), ben poco
esiste in letteratura a questo riguardo. Solo in un recente lavoro sulla
sintesi di questo composto Lamsorc, StoLzEnsacH e KapPLan (**) hanno
dimostrato che esso, ridotto con idrosolfito, ha un massimo di assorbi-
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mento a 3280 A e una fluorescenza pari a circa 1/10 di quella del DPN
ridotto. Nello stesso lavoro questi autori hanno mostrato che il desam-
mido-DPN reagisce con cianuro di potassio dando un prodotto con un
massimo di assorbimento a 3150 A. Questa ultima reazione avviene len-
tamente in soluzione acquosa e pud essere accelerata se si fa avvenire in
soluzione alcoolica. Tale comportamento era stato osservato anche da noi
nel corso di ricerche sul desammido-DPN isolato dal Penicillium chryso-
genum (?).
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Fig. 2. - Variazione nel tempo dell’assorbimento a 3600 A del
desammido-DPN trattato con alcali concentrati,

In mancanza di altri dati nella letteratura, si & voluto esaminare
il comportamento del desammido-DPN nei confronti di qualche altro
reattivo. Si & stabilito che il desammido-DPN non da origine a prodotti
caratterizzabili per I’assorbimento nell’ultravioletto, né con acetone, né
con metil-etil-chetone, né con bisolfito. Trattato invece con alcali con-
centrati questo piridin-nucleotide si trasforma in un prodotto con un
massimo di assorbimento a 3500 A.

Nelle condizioni usate da Kapran e coll. (*) per il DPN (idrato po-
tassico 5 N), tale reazione avviene solo in maniera incompleta; essa &
favorita dall’aumento della concentrazione di alcali, e raggiunge il suo
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optimum in alcali 10 N. In considerazione di cid sono stati studiati in
queste condizioni sia il comportamento del desammido-DPN che quello
del DPN e di alcuni composti ad essi correlati.
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Fig. 3. - Spettri di assorbimento del DPN trattato con alcali
concenfrati. La curva superiore si riferisce al primo prodotto,
quella inferiore al prodotto finale.

MATERIALI E METODI.

Il DPN usato in questo lavoro era un prodotto commerciale della
Pabst Laboratories, Milwaukee, Wisc. U.S.A. e l'acido N-metil-nicoti-
nico della Hoffmann-La Roche di Basilea,

La N-metil-nicotinammide & stata sintetizzata, a partire dalla nico-
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tinammide col metodo di Karrer e coll. (**). Il desammido-DPN & stato
sintetizzato enzimaticamente col metodo descritto in un precedente la-
voro (**).

I ribotidi dell’acido nicotinico e della nicotinammide sono stati gen-
tilmente forniti dal Prof. A. Barrio di questo laboratorio.

La reazione con metil-etil-chetone & stata eseguita col metodo de-
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Fig. 4. - Variazione nel tempo dell’assorbimento a 3600 A e della
fluorescenza del DPN trattato con alcali concentrati.

scritto da LeEviTas et al. (1°), mentre per la reazione con bisolfito si sono
seguite le prescrizioni di CoLowick et al. (7). Per la reazione con alcali
si preparavano soluzioni dei vari prodotti di concentrazione dieci volte
superiore a quella necessaria per la registrazione dello spettro. Tali so-
luzioni venivano diluite dieci volte con una soluzione di idrato sodico
11 N, e dopo il tempo necessario se ne registrava lo spettro e se ne mi-
surava la fluorescenza.

Gli spettri sono stati registrati con uno spettrofotometro Cary Mo-
dello XI della Applied Physics Corporation. Le misure di fluorescenza
sono state eseguire con un fluorimetro Coleman con i filtri della tiamina.
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RISULTATI E DISCUSSIONE.

Nella figura 1 & mostrato lo spettro di assorbimento del prodotto che
si forma a partire dal desammido-DPN, mentre nella figura 2 & mostrata
la variazione col tempo dell’assorbimento a 3600 A. La reazione & pra-
ticamente completa dopo circa 30 minuti, dopo di che 1’assorbimento
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Fig. 3. - Variazione nel tempo degli assorbimenti a 3250 e 3600 A
e della fluorescenza della N-metil-nicotinammide trattata con
alecali concentrati.

rimane costante per lungo tempo. Il prodotto che si forma in queste con-
dizioni non & fluorescente.

Questo comportamento si allontana notevolmente da quello del
DPN, che nelle stesse condizioni da origine a due composti, come si ri-
leva dagli spettri di assorbimento riportati nella figura 3. Il primo
composto con un massimo di assorbimento a 3500 A, si forma quasi
istantaneamente, e si trasforma poi nel secondo che ha un massimo di
assorbimento a 3600 A. Come si puo vedere nella figura 4, dove & ri-
portata la variazione nel tempo dell’assorbimento a 3600 A, in queste
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condizioni la reazione & completa dopo circa 30°. Contemporaneamente
a questa reazione si ha lo sviluppo di una forte fluorescenza. L’assorbi-
mento a 3600 A e la fluorescenza in queste condizioni sono stabili per
lungo tempo. Dopo quindici ore la diminuzione non supera il 12 per cento.
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Fig. 6. - Spettri di assorbimento della N-metil-nicotinammide
trattata con alcali concentrati. La curva piu bassa a 4000 A si
riferisce al prodotto iniziale, 1’altra al prodotto finale.

La differenza di comportamento del DPN e del desammido-DPN nei
confronti degli alcali concentrati trova una certa corrispondenza in quel-
lo della N-metil-nicotinammide e dell’acido N-metil-nicotinico che ripro-
ducono la struttura della porzione piridinica della molecola. La N-me-
til-nicotinammide, nelle condizioni indicate, da origine ad un composto
con un massimo di assorbimento a 3250 A, che si forma quasi istanta-
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neamente. Successivamente l'assorbimento a 3280 A comincia a dimi-
nuire fino a raggiungere un valore costante, mentre contemporanea-

mente si sviluppa una fluorescenza pari a circa un decimo di quella del
DPN a pari molaritd. Dopo un ritardo iniziale di venti minuti circa si
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Fig. 7. - Spettri di assorbimento dell’acido N-metil-nicotinico

trattato con alcali concentrati. La curva piu bassa si riferisce
al prodotto iniziale, 1'altro al prodotto finale.

nota la formazione di un composto con due massimi a 3030 ¢ a 3630 A:
la reazione si completa in circa 24 ore. Contemporaneamente la fluore-
scenza diminuisce e in 20 ore & ridotta al 109 del valore massimo. L’an-
damento di queste reazioni & mostrato nella figura 8 dove sono riportati
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gli andamenti nel tempo dell’assorbimento a 3250 e 3600 A e della fluo-
rescenza, mentre nella figura 3 sono riportati gli spettri del primo e del-
1’ultimo prodotto che si formano.

L’acido N-metil-nicotinico da origine anch’esso a due composti 1
cui spettri sono riportati nella figura 7, ma 1’assorbimento a 3250 A &
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Fig. 8. - Andamento nel tempo dell’assorbimento a 3600 A del-
I’Acido N.-metil-nicotinico trattato con alcali concentrati.

assai piu basso e varia assai poco nel tempo, e il secondo composto, si-
mile a quello che si forma a partire dalla nicotinammide, con due mas-
simi rispettivamente a 3030 e 3630 A, si forma immediatamente senza
ritardo iniziale, come si pud vedere dall’andamento nel tempo dell’as-
sorbimento a 3600 A, riportato nella figura 8. Analogamento al desam-
mido-DPN I’acido N.-metil-nicotinico non da luogo a prodotti fluorescen-
ti in alcali concentrati. |

Dai dati su riferiti appare che la N-metil-nicotinammide trattata con
alcali concentrati si trasformi immediatamente in un primo prodotto non
fluorescente il quale lentamente da origine ad un secondo prodotto
fluorescente che a sua volta da luogo al terzo prodotto non fluorescente.

Anche nel DPN si avrebbe la formazione dei due primi prodotti, sia
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pure con uno spostamento della lunghezza d’onda dei massimi di assor-
bimento, il secondo dei quali, responsabile della fluorescenza, sarebbe
stabilizzato dalla presenza del gruppo dell’adenosin-difosforibosio € non
sarebbe piu capace di subire ulteriori modificazioni. Il comportamento
del ribotide della nicotinammide & identico a quello del DPN, mostran-
do cosi che, come gia notato da Karran (*?), la stabilizzazione del pro-
dotto fluorescente sarebbe dovuta a « una condensazione fra 1'anello pi-
ridinico e il ribosio adiacente, senza rottura del legame nicotinammi-
de-ribosio ».

Nel caso dell’acido N-metil-nicotinico sembrerebbe che il primo pro-
dotto si trasformi direttamente nel secondo piu stabile senza dar origine
all’intermedio fluorescente, e la presenza del ribosio nel desamido-DPN
e nel ribotide nicotinico stabilizzerebbe il primo prodotto. Nel desam-
mido-DPN il composto formatosi, come si vede nella Tabella 1, ha un

TaBerLra

Coefficienti di assorbimento molare
Derivati della Nicotinammide Derivati dell'acido |
nicotinico
a 3500 A a 3600 A a 3600 A
N-metil derivato . . . . . — 8,4 8,54
Mononucleotide o B § = — 7 (*) 17,75
Dinucleotide ¢ W oW W B 10,35 5,7 11,9

(*) da Karran et al. (*2).

coefficiente di assorbimento molare dello stesso ordine di grandezza
del primo prodotto che si forma a partire dal DPN, bencheé la lunghezza
d’onda del massimo sia spostata da 3500 a 3600 A.

Il ribotide dell’acido nicotinico si comporta in modo analogo al de-
sammido-DPN, ma il coefficiente di assorbimento molare & molto piu alto.

L’assorbimento a 3600 A e la fluorescenza del DPN e del ribotide
della nicotinammide sono distrutti dalla luce ultravioletta mentre que-
sta non ha influenza sull’assorbimento a 3600 A degli analoghi nicotinici.

Dati i valori piuttosto alti dei coefficienti di assorbimento molare ri-
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portati nella Tabella 1, questa reazione puo essere usata come un me-
todo assai sensibile per la determinazione del desammido-DPN e del ri-
botide dell’acido nicotinico. Sfruttando inoltre la dillerenza di compor-
tamento con gli analoghi derivati della nicotinammide sard forse pos-
sibile determinare tutti questi composti in presenza l'uno dell’altro.

Roma — [Istituto Superiore di Sanita - Centro Internazionale di Chimica
Microbiologica.
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