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SUMMARY 

Non enzymic transaminations of pyridoxal phosphate and of pyridoxamine phosphate 
at physiological temperature and in the presence of metals 

Non-enzymic transaminations of pyridoxal phosphate with aminoacids and of 
pyridoxamine phosphate with ketoacids have been studied at + 37 °. Copper and other 
metals strongly catalyze these reactions as well as the intermediary formation of 
chelates, which have been separated by paper chromatography. The absorption spectra 
of the isolated chelates and the spectral composition of the light emitted by u.v. 
fluorescence have been obtained. 

Under experimental conditions where initial concentrations of ketoacids or 
aminoacids are equal to, or one hundred times higher than, the concentrations of 
pyridoxamine phosphate or pyridoxal phosphate, the chelates formed in the presence 
of copper at neutral pH are relatively stable. At pH 5.0, however, the reactions tend 
to proceed further, with partial decomposition of the chelates and non-enzymic 
transaminations; these are faster and more complete from pyridoxamine phosphate to 
pyridoxal phosphate than in the reverse direction. 

The structure of the intermediary chelates and the influence of the two tautomeric 
forms, aldimine and cetimine, on their spectrophotometric properties are discussed. 

INTRODUCTION 

Le pr6sent travail a 6t6 entrepris dans le cadre de recherches sur le m6canisme d'action 
des enzymes k phosphate de pyridoxal et, plus particuli~rement, de ]a 4-aspartique 
d6carboxylase de Desulfovibrio desulJuricans 1, 2. Des observations qui seront rapport6es 
ailleurs ont montr6, en effet, que la r6activation remarquable de cette d6carboxylase 
bact6rienne par de tr~s faibles concentrations de c6to-acides est due ~ un processus 
non-enzymique de transamination, convertissant une forme inactive du coenzyme en 
sa forme active, ald6hydique. 

Les transaminations non-enzymatiques du pyridoxal, de la pyridoxamine et de 

Abr~viations: PAL, pyridoxal;  PALP, phosphate de pyridoxal;  PAMP, phosphate  de 
pyridoxamine; AA, amino acides; CA, c6to-acides. 
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leurs d6riv6s phosphoryl6s ont d 'abord 6t6 observ6es ~ + IOO ° par  SNELL et son 
groupe 3, 4, qui ont 6tudi6 l 'action catalytique des mf taux  sur ces r~actions. Par  la suite, 
BLAKLEY 5, METZLER 6 et MATSUO 7 ont d~montr6 spectrophotomftriquement la forma- 
tion intermfdiaire de bases de Schiff et CHRISTENSEN 8 a pr6cis6 la structure mol6culaire 
et les propri~t6s physico-chimiques des complexes formfs entre le pyridoxal, les amino 
acides et les m6taux. FASELLA et al2 ont s6par6 par chromatographie les complexes 
m6talliques de phosphate de pyridoxal et d 'amino acides produits k + IOO ° en milieu 
aqueux et ont soulign6 la forte fluorescence de ces compos6s. R6cemment, enfin, KING 
ET LUCAS 1° ont 6tudi6, ell fonction du pH et de l 'amino-acide entrant  dans leur 
constitution, la stabilit6 des bases de Schiff obtenues en pr6sence et en l 'absence de 
m6taux. 

Les exp6riences rapport6es ici ont eu pour but de d6tfrminer comment et dans 
quelle mesure les transaminations non-enzymatiques du phosphate de pyridoxal et du 
phosphate de pyridoxamine s'effectuent dans les conditions physiologiques off la 
4-aspartique d6carboxylase est activ6e par les c6to-acides, c'est i dire t~ + 3 7  ° et 

pH 5.o. 

MATI~RIEL ET MI~THODES 
S pectr op hotomdtrie 

Les spectres d 'absorption des m61anges r6actionnels ont 6t6 relev6s avec un 
spectrophotom~tre JOBIN ET YVON, darts des cuves en quartz de I cm. 

Le spectre de la lumi~re 6mise par fluorescence a 6t6 enregistr6 perpendiculaire- 
ment ~ un faisceau de lumi~re de WOOD, par un monochromateur muni d'une chambre 
photographique, et les intensit6s relev6es sur les clich6s avec un microphotom~tre 
enregistreur ont 6t6 ramenfes k une 6chelle lin6aire ell longueur d'onde. 

Chromatographie 

Les m61anges r6actionnels ont fit6 chromatographi6s sur papier Whatman No. i 
(mfthode descendante), avec le m61ange n butanol ter t iaire-acide formique k 99 % -  
eau (70:15:15). Apr~s d6veloppement et s6chage des chromatogrammes, les amino 
acides et le PAMP ont ~t6 localis6s par la ninhydrine et le PALP et les complexes 
m6taUiques des bases de Schiff par leur fluorescence k l'u.v. 

Les complexes ont 6t~ s~par~s k partir  des chromatogrammes par  ~lution 
+32o avec du tampon ac6tate 0.05 M tz pH 5.0. 

Produits employ~s 

Le PALP utilis6 nous a 6t6 gracieusement procur6 par le Dr. S. BLAU (Labora- 
toires Roche), k qui nous exprimons nos vifs remerciements. Le PAMP 6tait un produit 
commercial de la California Corporation et l 'acide a-c6to-glutarique un produit de la 
Nutritional Biochemicals Corp. Le pyruvate  et les amino acides (L-~-alanine et acide 
t-glutamique) 6taient des produits commerciaux Hoffmann-La Roche. 

RESULTATS EXPERIMENTAUX 

Dans une s6rie d'exp6riences pr61iminaires, l'influence de divers m6taux sur les trans- 
aminations non-enzymatiques a 6t6 6tudi6e k pH 5.o, avec des m61anges r6actionnels 
contenant du PAMP et une concentration environ 50 fois plus 61ev6e d'a-c6to- 
glutarate. La formation de PALP 6tait estim6e par mesure de la densit6 optique 
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388 m~, en prfsence de soude o.I N, condit ions oh l ' absorpt ion de ce compos@ est 

max imum.  
Les r fsul ta ts  obtenus (Tableau I) mon t ren t  que la r fac t ion ne se produi t  pas ell 

l 'absence de m@taux et qu'elle est catalys6e sensiblement de la m@me fa~on par le fer 
et par le cuivre. Le zinc et le magn@sium sont, par  contre, inactifs. 

Les spectres relev@s dans ces syst~mes apr~s 5 h d ' incuba t ion  k + 3 2  ° 
correspondent  de fa~on satisfaisante £ celui du PALP libre, caractdris6 par  ses deux 

TABLEAU I 

I N F L U E N C E  D]~ D I V E R S  M E T A U X  S U R  LA T R A N S A M I N A T I O N  E N T R E  L E  P H O S P H A T E  D E  P Y R I D O X A M I N E  

ET L p 0~-C~TO-GLUTARATE 

Conditions oxp6rimentales: Syst~mes de 4 ml, en tampon ac6tate o.i M (pH 5.o) contenant 
initialement I. 7/*moles de PAMPet 75 #moles d' ~-c6to-glutarate. Densit6s optiques mesurdes 

388 m#, en pr@sence de NaOFI o.I N, apr6s 5 h d'incubation des m@langes A + 32°. 

Additions A s (388 roB) 

N6ant o. ooo 

Fe ++ (FeSO4) 2" lO -8 M 1.6oo 
2. IO -~ M o.87 ° 

Fe +++ (FeCI3) 2.IO -a M 1.8oo 
2" lO ~t M 1.59o 

Cu ++ (CuSO~) 2. IO -3 ~ir 1.8oo 
2.1o -t M 1.5oo 

Zn ++ (ZnClz) 2.io -a M o.051 
2. lO 4 M 0.009 

Mg ++ (MgSO4) 2.io -a M 0.005 
2 " 1 0  4 M o . o o o  

maximums  d 'absorpt ion k 388 et 330 m~. Par  contre, lorsque les concentrat ions des 
r6actifs, ou le pH, sont modifi6s, les produits  de r@action comportent  des proportions, 
en certains cas importantes ,  de complexes interm@diaires dont  la formation et 
l ' influence sur les spectres ont  ~t6 6tudi6s d 'une  par t  dans les m6langes de PALP et 
d ' amino  acides et d 'au t re  par t  dans les m@langes de PAMP et de c6to-acides. 

R~actions entre P A L P  et amino acides 

METZLER 6 a constat@ en l 'absence de m6taux que le PAL forme avec les amino 
acides des bases de Schiff, dont  le spectre est caract6ris6, k pH neutre  ou acide, par 
un  m a x i m u m  d 'absorpt ion  situ@ £ 414 m~ et par un  autre, moins accus6, ~ 280 mt~. 
A pH 7.4, ces bases de Schiff se forment en quantit@s notables lorsque le rapport  des 
concentra t ions  de l ' amino acide et du pyridoxal  [AA]/ [PAL 1 est compris entre 104 et 
lO 3. En  milieu acide et, no t ammen t ,  k pH 5.0, leur formation est quan t i t a t i vemen t  
minime,  re@me lorsque le rapport  [AA]/[PAL] est encore accru. 

Des observations similaires ont @t@ faites par  MATSUO 7 avec le PALP,  k pH 7-5 
et en employant  des rapports  de concentrat ions du re@me ordre que ceux de METZLER. 
Les bases de Schiff form@es dans ces conditions ont  6galement deux max ima  d 'ab-  
sorption k 4o0-415 m~ et ~ 278 m~. 

En  nous pla~ant  dans les conditions d@crites par ces auteurs  nous avons ob tenu  
des r6sultats enti~rement concordants  avec les leurs, c 'est k dire la formation de bases 

Biochim. Biophys. Acta, 44 (196o) 543-553 



546 J. CATTANEO, J.C. SENEZ, P. BEAUMONT 

de Schiff dont le maximum d'absorption est d6plac6 vers les grandes longueurs d'onde 
par rapport ~t celui du PAL et du PALP. Nous avons v6rifi6, d'autre part, que si le 
rapport [AA]/[PALP] est abaiss6 K IOO: I, la formation des bases de Schiff k pH 7.5 
se traduit seulement par un d6placement lent et progressif du pic du PALP vers les 
grandes longueurs d'onde et sa stabilisation, au bout de 4 h environ, ~ 395 m/z. A pH 5.o, 
la modification du spectre est encore plus lente et moins marqu6e. Enfin, lorsque le 
rapport [AAI/[PALP ] e s t  6quimol6culaire, on ne constate pratiquement ancune 
modification d'amplitude ni d6placement du pic d'absorption du PALP, qui demeure 
fixe, ~ 388 m~. 

L'addition de cuivre dans les systhmes off le rapport [AA]/[PALP] est compris 
entre IOO:I et I : I ,  entrMne par contre des modifications spectrales extrSmement 
accus6es, qui correspondent ~ la formation de complexes interm6diaires et, dans 
certaines conditions, ~ la formation de PAMP libre, par transamination. Ces r6actions 
ont 6t6 6tudi6es k pH 5.o (tampon ac6tate o.I M), en pr6sence d'une concentration 
fixe de CuSOa (2. lO -4 M). La concentration de PALP, comprise entre 3 et 4" IO-4 M, 
6tait d6t6rmin6e exactement d'apr6s le coefficient mol6culaire d'absorption de ce 
compos6 k 388 m/~ et ~ pH 5.o (eM :-  5,2oo). L'amino acide (L-a-alanine ou L-glutamate) 
6tait ensuite ajout6 ~ concentration 6gale ou Ioo fois sup6rieure ~ cdle du PALP. 
Les m61anges r6actionnels 6taient incub6s ~ + 37 ° et leurs spectres relev6s ~ intervalles 
de temps, entre 260 et 46o m/z, en prenant comme blanc un m61ange t6moin contenant 
tous les r6actifs sauf le PALP. 

Dans le cas des m61anges 6quimol6culaires d'alanine et de PALP, on constate 
(Fig. IA) un d6placement progressif du maximum d'absorption vers les courtes 
longueurs d'onde, et sa stabilisation, au bout de 24 h environ, k 357-36o m/z. Le 
nouveau pic ne pr6sente pas d'inflexion vers 325 m/z, ce qui indique qu'il ne s'est 
pas form6 de PAMP. I1 correspond ~ un m61ange de PALP restant et d'un complexe 
interm6diaire, qui a 6t6 isol6 chromatographiquement comme il sera pr6cis6 plus loin. 

L'absorption du complexe isol6 est maximum k 355 m/z et n6gligeable ~ 41o m/~, 
tandis qu'~ cette derni6re longueur d'onde celle du PALP repr6sente 63.8 G de son 
maximum. On peut ainsi calculer que la concentration restante du PALP darts le 

As ~6o 

. . . .  L . . . .  I . . . .  
21w 

0.4 sss 

(13 

0.2 

O.i 

300 400 mL J 300 400 mg 

Fig. I. Spectres  d ' ab s o rp t i on  des  m61anges L - a - a l a n i n e - P A L P - C u  ++ (pH 5.0; t emp6ra tu re ,  37°). 
(A) Alanine  e t  P A L P  ~, concen t r a t i ons  6quirnol6culaires (2. 7. IO -4 M) ; (B) a l an ine  IOO lois p lus  

concentr6e.  Les  spec t res  i n i t i aux  son t  t rac6s en  t r a i t  p lus  6pais,  
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m61ange consid6r6 repr6sente 19. 5 % de sa concentration initiale. Comme tout le 
PALP disparu est engag6 dans le complexe, il est 6galement possible, en soustrayant 
de la densit6 optique k 355 mtz l'absorption, ~ cette longueur d'onde, du PALP restant, 
de d6terminer l 'absorption propre du complexe et son coefficient mol6culaire. 

Lorsque la concentration initiale de l'alanine est IOO fois sup6rieure k celle du 
PALP (Fig. IB), le spectre relev6 apr~s incubation montre la pr6sence simultan6e de 
PALP, de complexe et de PAMP libre, form6 par transamination. Le pic qui culmine 
vers 380 mr* et dont l'amplitude d6crott en cours d'incubation coirespond au m61ange 
du complexe et du PALP restant. La concentration du PALP et l'absorption k 355 m~ 
due au complexe peuvent 6tre calcul6es comme il vient d'6tre dit, m6me en pr6sence 

T A B L E A U  I I  

COMPOSITION DES M~LANGES R]~ACTIONNELS APR]~S INCUBATION ~k p H  5.0 

Temps de PA LP PA M P Complexe e M 
M~langes r~action 

( h ) ( % ) ( % ) ( % ) du complexe 

Restant Forint 

Alanine-  PALP 

G l u t a m a t e - P A L P  

I : I  

I : I  

I O O : I  

I O O : I  

I : I  

I : I  

I O O : I  

I O O : I  

~ y r u v a ~ e - ~ ± v l ~  I : I 
IOO:I 

~ -c6 tog lu ta ra te -PAMP i : i  
IO0:I 

5 66 o 34 8,987 
24 19.5 o 80. 5 4,000 

5 2o 42.8 37 2,644 
24 6.8 55-9 37-3 4,241 

5 92.6 6.2 I .I - -  
24 68 9-4 22.6 2,681 

5 53 24. 3 22. 5 2,600 
24 11.7 59.8 28.5 1,893 

F o r m ~  R e s t a n t  

4.5 7.3 41.6 46.9 9,56o 
5 88.8 o 11.2 9,75 ° 

4.5 20.6 70 8.4 9,621 
5 88-9 7 4 lO,5OO 

As 

0.4 

0.3 

0.2 

0.1 

A 

?h 

300 400 m~ 

/1" 1 B 

15' 

3~ ' 400 m~ 

Fig. 2. Spectres d 'absorp t ion  des m61anges acide L-g lu tamique-PALP-Cu ++ (pH 5.o ; temp6rature ,  
37°). (A) acide glutamique et PALP ~ concentrat ions 6quimol6culaires; (B) acide g lu tamique ioo 

fois plus concentr6. Les spectres ini t iaux sont  trac6s en t ra i t  plus 6pals. 
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de PAMP, dont l 'absorption ~ 355 m/~ est nulle. La formation de PAMP libre s 'exprime 
par  l 'appmition progressive d'un nouveau p i c k  325 m/z et peut ~tre d6termin6e 
quanti ta t ivement  d'apr6s le coefficient mol6culaire du PAMP ~ pH 5.0 /~3~5 m ~ _  
Io,2oo), apr6s soustraction des absorptions du colnplexe et du PALP restant ~ cette 
longueur d'onde. Par  diffdrence, on obtient la concentration du complexe dont on 
peut ainsi calculer le coefficient moldculaire d'absorption. Les r6sultats de ces calculs 
montrent  (Tableau II) que la transamination est d6j~t importante au bout de 5 h e t  
qu'en fin d'expdrience la quantit6 de PAMP libre form6e repr6sente environ 50 % 
du PALP initial. Ils montrent, d 'autre part,  que la concentration relative du complexe 
demeure sensiblement constante pendant route la r6action et reprdsente environ 37 % 
du PALP initial. 

Dans les m61anges off l 'alanine est remplac6e par l'acide L-glutamique, on relive 
des modifications spectrales comparables (Fig. 2A et B). Avec cet amino acide le 
complexe se forme toutefois plus lentement et est moins stable, ce qui se traduit  par 
une transamination moins complete et par une moindre accumulation du complexe 
interm6diaire en cours de r6action (Tableau II). 

La chromatographie sur papier des mdlanges r~actionnels (Fig. 3) confirme la 
formation de PAMP libre dans les m61~nges [AAI/[PALP] Ioo : I .  Elle montre en 
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Fig. 3. Chromatographic  sur  papier  des 
mdlanges d ' amino  acides et  de PALP.  Syst~mes 
r6actionnels:  (i) acide L - g l u t a m i q u e - P A L P  
i : I ;  (2) acide L - g l u t a m i q u e - P A L P  IOO:i; 
(3) c - ~ - a l a n i n e - P A L P  i : i ; ( 4 )  L - a - a l a n i n e -  

P A L P  ~oo : I ; T6moins:  (5) ~-cdto-glutarate;  
(6) P A L P  ~ la m6me concent ra t ion  que dans les 
m61anges rdactionnels;  (7) P A L P  IO lois plus 
concentr6;  (8) P A M P ;  (9) acide L-glutamique;  
(lO) L-a-alanine. J :  coloration jaune;  F .B. :  
fluorescence bleue; F.V.:  fluorescence ver te;  
colorations apr~s rdv61ation par  la n inhydr ine:  

O : orange ; V : violet.  

outre la prdsence dans tousles syst~mes de complexes intermddiaires qui se manifestent 
par  une taehe fluorescente ~ l'u.v. (RF, o.35), nettement sdparde des taches du PAMP 
(Rv, o.16) et du PALP (RE, 0.29). La fluorescence des complexes a une teinte bleue 
tr~s diff6rente de la fluorescence verte du PALP. A la concentration oh ce dernier se 
trouve dans les m61anges r6actionnels, sa fluorescence est d'ailleurs trop faible pour 
~tre d6tect6e sur les chromatogrammes. Les complexes ne se colorent pas par la 
ninhydrine, ce qui indique que la fonction ~-amin6e de l 'amino acide participe ~ la 
liaison chimique avec le PALP. 

Le complexe alanine-cuivre-PALP a ~t~ isol6 par ~lution s~lective des chromato- 
grammes. Son spectre d'absorption (Fig. 4) est identique ~ celui du complexe form6 
dans la rdaction inverse, c'est ~ dire dans les mdlanges de pyruvate,  de cuivre et de 
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PAMP, et comporte un pic unique et sym@trique, culminant k 355 m~. La composition 
spectrale de la lumi~re 6mise par fluorescence est repr6sent6e sur la Fig. 5. 

A pH 7.5, le cuivre catalyse 6galement la formation de complexes, mais ceux-ci 
sont beaucoup plus stables qu'k pH 5.0 et on ne constate pas de transamination, m@me 
dans les m61anges ot~ les rapports [AA]/[PALPI sont de IOO: I. One ne constate pas, en 

, , , , , , , , , 

10( 

355 

b 

300 400 rn/~ 

Fig. 4. Spectres  d ' absorp t ion  des complexes  
isol@s par  @lution des chromatogr~mmes .  - - -  : 
complexe form@ dans  un m61ange @quimol@cu- 
laire de py r uva t e  e t  de P A M P ;  . . . .  : complex  
form6 dans  un m61ange @quimoMculaire d'c¢- 

a lanine  et  de PALP.  

100 

._c 

7s 

,0# 

t- 

25 

mta 

Fig. 5. Spectre de la lumi~re 6mise par fluores- 
cence (complexe form@ en pr@sence de cuivre 
dans un m@lange @quimol@culaire de pyruvate 
et de PAMP, et s6par@ par chromatographie). 
Les intensit6s lumineuses sont @xprim@es en 

unit@s arbitraires. 

effet, l 'apparition du pic caract6ristique du PAMP libre, k 325 m~, mais seulement un 
d6placement du pic du PALP vers les courtes longueurs d'onde et l'effacement de son 
inflexion k 350 m/~. Ces modifications sont semblables ~ celles que MATSUO 7 a relev6 
k pH neutre et en pr6sence de m6taux. 

IL 

0.5 

L I ~0 i t 
400 m v 

Fig.  6. Spectres  d ' absorp t ion  des m61anges 6quimol@culaires de c6to-acides et  de P A M P  (4.4" i o ~ M) 
(pH 5.o; ternp6rature,  37°; t e m p s  de r6act ion:  4.5 h). (I) spect re  in i t ia l  du P A M P ;  (2) syst~me 

con tenan t  1' ~-c@to-glutarate ; (3) syst~me con tenan t  le py ruva te .  
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R~actions entre P A M P e t  c~to-acides 

Les r6actions inverses, entre PAMP et c6to-acides (pyruvate et a-c&o-glutarate) 
ont 6t6 6tudi6es dans des conditions analogues, c'est k dire k + 3 7  ° et ~ pH 5,0, en 
pr6sence de CuSO 4 2. lO -4 M. Les concentrations initiales du PAMP &aient comprises 
entre 3 et 4" lO-4 M et d6termin6es d'apr~s le coefficient mol6culaire d'absorption 
de ce compos~ ~ pH 5.0 (~5  m/~ ~ I O , 2 0 0 ) .  

Darts les m61anges [CA]/[PAMP] I : I ,  on constate (Fig. 6) la diminution pro- 
gressive du pic du PAMP, tandis que l 'absorption augmente au voisinage de 36o mt~, 
dans le cas du pyruvate,  et de 385 m/~ dans le cas de l 'a-c&o-glutarate. La composition 
des m61anges apr+s 4.5 h d' incubation est rappor t& sur le Tableau II .  On volt que, 
dans le cas du pyruvate,  les concentrations du PAMP restant et du complexe 
form6 sont sensiblement 6gales et que la quantit6 de PALP libre, form6e par trans- 
amination, est tr+s faible, ne d6passant pas 7 % du PAMP initial. Dans le cas de 
l 'a-c6to-glutarate, la quantit6 de PAMP disparue est moindre (30 %) et le m61ange 
contient relativement peu de complexe mais, par contre, des quantit6s d6jk 61ev&s 
de PALP libre. 

Aa 

(16 

0.s 

o.4 

0.~ 

O.2 

0.1 

\ 

, J ,  l ,  , 

i i 

B 
,F 

300 400 mka 300 400 m~a 

Fig. 7- Spectres &absorption des m61anges contenant une concentration initiale en c6to-acides 
IOO lois supdrieure g la concentration en PAMP (pH 5.0; temp6rature, 37°). (A) ~-cdto-glutarate- 

PAMP; (B) pyruvate-PAMP. Spectres relev6s A intervalles d'une heure. 

Lorsque le rapport  des concentrations ECA]/EPAMP ]es t  de i o o : i  (Fig. 7 A et B), 
on observe au bout de 5 h la disparition pratiquement complete du PAMP. La 
quantit6 de PALP libre, form6 par transamination, est sensiblement la m~me avec 
les deux c&o-acides, mais dans le cas du pyruvate la concentration finale du complexe 
est un peu plus 61ev6e, ce qui se traduit  par le d6placement du pic du PALP vers 380 m/~. 

Ces observations montrent qu'en pr6sence de cuivre et k pH 5.0, les transamina- 
tions non-enzymatiques sont plus rapides et plus completes dans le sens PAMP 
PALP que dans le sens inverse. Elles confirment, d 'autre part,  que les complexes 
m6talliques form& sont plus stables avec le pyruvate ou l'alanine qu'avec l'a-c6to- 
glutarate ou l'acide glutamique. 

Les chromatogrammes des syst6mes PAMP-CA (Fig. 8) montrent  que les com- 
plexes interm6diaires ont la mSme mobilit6 que ceux form6s dans les m61anges 
PALP-AA. 
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@ Fig. 8. Chromatographie  sur pap ie r  des m61anges 

de c6to-acides e t  de PAMP.  Syst~mes r6act ionnels :  
(i) ~ - c6 to -g lu t a r a t e -PAMP io:  i ;  (2) c¢-c6to-gluta- 
r a t e - P A M P  IOO:I; (3) p y r u v a t e - P A M P  i o : i ;  
(4) p y r u v a t e - P A M P  i o o : i ;  T6rnoins: (5) P A L P  
concentr6;  (6) a-c6to-glutara te ;  (7) py ruva te ;  (8) 
L-ce-alanine ; (9) acide L-glutamique;  (io) PAMP.  J : 
colorat ion jaune;  F .B. :  fluorescence bleue;  F.V.:  
fluorescence ver te ;  colorat ions apr~s r6v61ation 

par  la n inhydr ine  : O : orange ; V : violet.  

Coe~cients d'absorption motdculaire des complexes 
Les coefficients mol6culaires d'absorption des complexes ont 6t6 dftermin6s, par 

la m~thode indiqu6e, clans tous les  m61anges r6actionnels. On constate (Tableau II)  
que leurs valeurs num6riques pr6sentent des variations consid~rables et que, d'une 
mani~re g6nfrale, elles sont beaucoup plus 61ev6es dans les mflanges oh la trans- 
amination est quanti tat ivement importante et s'op~re dans le sens PAMP --+ PALP 
que dans le sens inverse, ou lorsque se forme un complexe sans transamination 
concomitante. La signification de ces faits sera discut6e plus loin. 

DISCUSSION 

Nos observations apportent des donn6es nouvelles sur les transaminations non- 
enzymatiques des d6riv6s phosphoryl6s de la vitamine B v Elles montrent,  en parti- 
culier, qu'en pr6sence de Cu++ et d 'autres m6taux, ces transaminations s'effectuent 
non seulement k + IOO °, comme l 'ont constat6 METZLER ET SNELL 3, mais encore k des 
temp6ratures physiologiques, et qu'k pH 5.0 elles atteignent des rendements 61ev~s, 
m~me lorsque les rapports initiaux de concentrations [AAI/IPALP] et [CA 1 /EPAMP] 
sont faibles. D'autre  part,  elles confirment et compl~tent les observations ant6rieures 
sur la formation interm6diaire de complexes dans ces r6actions, qui peuvent 8tre 
repr6sent6es par le sch6ma g6n6ral: 

P A L P  + arnino-acide + Cu ++ - 7  complexe ~ P A M P  + c~to-acide + Cu ++ 

FASELLA et al2 ont 6tudi6 les complexes form6s k + IOO ° et k pH 7.0 entre le 
PALP, les amino acides et les m6taux et les ont s6par6s chromatographiquement. 
Ils ont constat6 que ces complexes, comme ceux que nous avons obtenus, ont une forte 
fluorescence bleue et ne se colorent pas par la ninhydrine, ce qui indique que leur 
structure comporte une liaison imine dans laquelle le groupement - N H  2 de l 'amino 
acide est engag6. Cependant, ces auteurs ont constat6 au lieu d 'un complexe unique 
deux compos6s ayant  des mobilit6,s chromatographiques diff6rentes et ont relev6, 
pour celui de ces compos6s dont ils ont pu 6tudier le spectre, un maximum d'absorption 
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situ6 vers 330 mp. Ces divergences avec nos r6sultats s'expliquent vraisemblablement 
par le fait qu'~ + IOO °, il se produit une hydrolyse partielle du PAMP, du PALP et des 
complexes eux-m~mes. 

Les bases de Schiff form~es par METZLER e et par MATSUO 7 avec le PAL ou le PALP 
et les amino acides en l'absence de m~taux et 5. temp6rature ordinaire pr~sentent, 
pH neutre ou acide, deux maximums d'absorption situ~s k 28o et k 414 m/z. D'apr~s 
METZLER ce dernier maximum, fortement d@lac6 vers les grandes longueurs d'onde 
par rapport au pic du PAL et du PALP, est dfi 5. une liaison hydrog~ne entre le 
groupement 3-hydroxyle du PAL et l 'a tome d'azote de la base de Schiff. Une premiere 
preuve ~ l 'appui de cette interpr6tation est que les salicyl-aldimines pr6sentent 
~galement un maximum d'absorption 5. 41o mt~, mais que la m~thylation de la fonction 
ph6nolique ram~ne ~ 37o m/, le spectre des imines correspondantes. Un autre argument 
est qu'en milieu tr~s alcalin, og l 'hydroxyle du PAL est fortement ionis~ et ne pent 
contracter une liaison hydrog~ne, les bases de Schiff ont un maximum d'absorption 
unique et situ~ non plus 5. 414 m/x mais 5. 360 m/,. 

Ces consid6rations conduisent 5. attribuer aux complexes que nous avons obtenus, 
et dont le maximum d'absorption est situ6 ~ 355 mr*, la configuration propos6e par  
LONGENECKER ET SNELL 1~ et par CHItISTENSEN s, c'est 5. dire une structure dans 
laquelle le cuivre est combin~ avec les deux hydroxyles du noyau pyridine et de 
l 'amino acide, ce qui a pour effet d'emp~cher l '6tablissement d'une liaison hydrog~ne 
entre l 'hydroxyle de la pyridine et l 'azote de l'imine. Les deux formes tautom~res 
aldimine (I) et c6timine (II) d 'un tel complexe et l 'ordre de leurs interconversions 
au cours des transaminations sont repr~sent6es sur la Fig. 9. 

R - - C ~ C . O  R - -  C ~ C = O  
I I I I 

P A L P  H,C# NACt.~O H.,,,,C ~. N,~. cu/O 

- H z 0 0 C+u + + + ,~ +HzO 
,t • Jr" 

amino- acide +HzO " "Hit O c&to-acide 
,,,÷ 

I 
H H 

0) 00 
aldimine c~,tlmme 

Fig. 9. Structure des complexes int~rm6diaires. Pour la clart6 de la figure, on a omis de repr6senter 
sur le cycle pyridine les subst i tuants  2-m6thyle et  5-hydroxy-m6thyle phosphate.  

En r~gle g6n6rale, la condition structurale n6cessaire pour que les d6riv6s de la 
vitamine B 6 aient un maximum d'absorption situ6 entre 330 et 39 ° m/~ est l 'existence 
de deux doubles liaisons conjugu6es, l 'une sur le carbone substitu6 en position 4 et 
l 'autre sur le cycle pyridine 13. En ce qui concerne les complexes, cette condition n'est 
r6alis~e que par la structure aldimine et, de ce fait, il est probable que l 'absorption 
355 m/z est exclusivement due £ cette forme. Dans le cadre de cette hypoth~se, les 
coefficients mol~culaires d'absorption qui ont 6t~ d~termin6s exp~rimentalement 
(Tableau II) d@endent de ]'6quilibre entre les deux formes tautom~res des complexes 
et de leurs concentrations relatives, ce qui explique leurs variations suivant les 
conditions exp6rimentales. 
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On doit s'attendre h ce que la forme pr6dominante du complexe soit, dans un 
m61ange donn6, celle qui pr6c~de imm6diatement les produits finaux de la r6action. 
Les faits observ6s concordent avec cette pr6vision. Ils montrent, en effet, que le 
coefficient mol6culaire d'absorption, et corr61ativement la proportion relative de la 
forme aldimine, sont plus 61ev6s lorsque la transamination s'effectue dans le sens 
PAMP ----> PALP que dans le sens inverse. 

Les complexes isol6s chromatographiquement k partir des m61anges r6actionnels 
oh les concentrations initiales des r6actifs sont 6quimol6culaires ont exactement le 
m6me spectre d'ab6orption (Fig. 4), qu'il s'agisse des syst~mes amino acide-PALP 
ou des syst~mes c6to-acide-PAMP. Cette observation montre que, comme dans le cas 
des d6riv6s non-phosphoryl6s de la vitamine B s (voir r6f. I4), la forme stable des 
complexes est la structure aldimine. La plus grande stabilit6 de cette derni~re forme 
concorde 6galement avec le fait que le coefficient d'absorption du complexe est 
relativement 61ev6 dans les m61anges ~quimol6culaires d'alanine et de PALP, m61ange 
oh le complexe se forme en l'absence de route transamination. 

R]~SUM]~ 

Les transaminations non-enzymatiques du phosphate de pyridoxal avec les amino 
acides et du PAMP avec les e6to-acides ont 6t6 6tudi6es k + 37 °. Le cuivre et d'autres 
m6taux catalysent activement ces r6actions et la formation interm6diaire de complexes 
qui ont 6t6 isol6s par ehromatographie sur papier. Les spectres d'absorption des 
complexes isol6s et la composition spectrale de la lumi~re qu'ils 6mettent par fluo- 
rescence dans l'u.v, ont 6t6 relev6s, 

Dans les conditions exp6rimentales employ6es, c'est k dire lorsque les concentra- 
tions initiales du c6to-acide ou de l'amino acide sont 6gales ou IOO fois sup6rieures k 
celles du phosphate de pyridoxamine ou du phosphate de pyridoxal, les complexes 
form6s en pr6sence de cuivre et ~ pH neutre sont relativement stables. En milieu acide, 
par contre, les r6actions tendent ~ se poursuivre et la d6composition partielle des 
complexes aboutit k des transaminations non-enzymatiques, qui sont plus rapides et 
plus compl~tes dans le sens phosphate de pyridoxamine --> phosphate de pyridoxal 
qu'en sens inverse. 

La structure des complexes interm6diaires et l'influence de leurs deux formes 
tautom~res aldimine et c6timine sur leurs propri6t6s spectrophotom6triques sont 
discut~es. 
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