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a)  En A. xylinum se habia descrito la formacidn de glicofosfoli-
pidos de acuerdo a las siguientes reacciones:
1) 1L£pido~r + UNP-Gal & Lipido-P-Gal + UDP

2j) Lipido-P + UDP-Glu &= Lipido-PP-Glu + UiP

il Lipiao-P formaba parte del preparado enzimdtico
utilizado. Ln este trabazjo se demuestra que en anbos casos el
1fpido es un poliprenol alflico, muy probzblemente undecapremuol.
r1llo se lopgrS utilizando un preparado enzinitico y las condiciones
adecuadas para forriar estos conmpuestos, a partir de Lipido-P
exdgeno de estructura conocida. Tanto Ficaprenol-P (FMP) como
Dolicol-l (DolP) actlian couwo sustratos en la reaccidn 1), aunque
las propiedades de los productos formados son diferentes: Solamente
el sintetizado con FIM’ se comporta como el obtenido con el Lipido-P
enddgeno, frente a tratamientos tales como reduccidn catalitica o
degradaciln con fenol.

También se aisld el Lipido-P enddgeno y se lo purificd por
cromatograffa en columnas de DhAL-celulosa. Sus propiedades son
andlogas a las del FHP y algo diferentes de las del DolMP. El
anilisis por espectrografia de masa de este lipido enddgeno confirmd
su naturaleza poliprendlica pero no permitid establecer inequivoca-
wente su estructura.,

in la reaccidn 2) solamente se logrd utilizar el FMP conio

sustrato ¢xdgeno.
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b) Ln los wismos preparados enzimdticos de A. xylinum se detectd
también la presencia de las siguientes actividades enzimdticas,
vinculadas al metabolismo de los prenil fosfatos:

3) Prenil-pPY ~—» Prenil-P + Pi

4) Prenol + ATP —p Prenil-P + ADP

La reaccidn 3) seria catalizada por una prenil pirofosfato

fosfatasa y la 4) por una prenil quinasa.

c) Utilizando este mismo organismo se intentd aislar polisacaridos
que contuvieran galactosa, Lllo no se logrd, pero en cambio se

pudo caracterizar parcialmente cuatro polisacdridos: 2 neutros y

2 anidnicos.

d) Finalmente se investig§ la presencia de glicofosfolipidos en
plantas.

Ll sistema utilizado (epicotilos de arveja, Pisum
sativuwa), en presencia de UDP-Glu, permitidé aislar un compuesto con
las propiecdades del Dolil’-Glu.

L1 Lipido-P aceptor es enddgeno, pues se encuentra en el
preparado enzimatico y la reaccién se puede representar en la
siguiente forma:

Lipfdo endégeno-P + UDP-Glu &3 Lipido enddzeno-P-Glu + UDP

Las propicdades del Lipido enddgzeno-P son similares a las
del Dolily y diferentes de las del MP,

La funcidu de este Lipido-I’ glucosilado se desconoce, pero

pesiblaunente participe en la sintesis de polisacdridos y/o glicoproteinas.



INTRODUCCION

I. LIPIDOS INTLRMLDIARIOS

En la sinteis del glucdgeno (1l-4), del almiddn (5-8)
y de otros polisacaridos (9-11), un azidcar activado, o nucledtido-
azucar, cede su resto glicosilo a un aceptor que en pgeneral es el
mismo polisacarido.

La Figura 1 ilustra el caso del glucdgeno.

CHOH UbOH C%OH CHOH
0,
n

Figura 1: Sintesis del glucdgeno

Aunque estec esquema sigue manteniendo su vigencia, en

algunos casvs, a partir de mediados de la década del 60 (12-14),



suryid otro ccquerimiento, el de los compuestos llamados "lipidos
interncdizrios'.

Corio su nomirc lo indica la funcidn de estos compuestos
es '"'mediar" en la sintesis de alsuncs nracromoléculas tal cual se ve

en forma muv general cn la secuencia de reacciones siguiente:

HhP-aziicar + lipido — 1lipido-azlcar

1ipido-aztucar + aceptor —>  aceptor-aziicar + lipido

F1 aceptor final puede ser un polisacirido (glicopéptido,
lipopolisacarido, etc.) o una glicoproteina. La unidn del lipido
al aziicar se efectiia a través de un puente mono o difosfato.

Aunque estos coripuestos fueron originalmente descritos
en relacidn a la sintesis de polisacidridos complejos de la pared
bacteriana (12-14) su radio de accidn se extendid pronto a otros
sistemas tanto en procariotes (15-17) como en eucariotes (17-19).

En tocos los casos descritos la accidn la desarrollan en
sistemas asociados de una u otra forma a membranas, para 10 cual su
naturaleza linofilica los hace perfectamente aptos. Su papel seria
equivalente al de los nucledtido-azlicares en cuanto a que ceden su
resto glicosilo a un aceptor, pero la reaccién se desarrollaria er un
medio lipofilico.

Algunos sistemas en que se ha deteminado la naturaleza del lipida.

A los pocos afios de su descubrirmiento, mas exactamente
en 1967, en forma casi simultidnea en los laboratorios de Robbing (20)
¥ Strominger (21) gracias al uso de la espectrografia de masas, se

pudo determinar la estructura de la porcidn lipidica de los "lipidos



intermediarios" involucrados en la sintesis del polisacarido O y de
la nureina o pared celular respectivamente.
Al analizar los espectros se vid que correspondian a cou-
puestos de naturaleza prendlica, concretamente al undecaprenol.
Posteriormente y siempre en procariotes se determind tam-
Lién por espectrografia de masas la estructura prendlica de la parte
lipidica de los 1fpido-fosfato y difosfato azlicares en los sistemas

que aparecen en la Tabla 1.

Tabla 1. Sistemas procaridticos en los que se ha determinado la

estructura de la parte lipidica de los lipido-aziicares.

Sistama Referencia
Manano en M. lysodeikticus (22)
Manolfpido en Mycobacterium tuberculosis (*) (23)
Manolipido en Mycobacterium smegmatis (*) (24)
Modificacidn polisacdrido O en Salmonella (25)
Polisacdrido capsular en Aerobacter aerogenes (26)
Polimero del acido sidlico en E, coli K 235 (27)
Peptidoglicano en E. coli (28)
Peptidoglicano en Staphylococcus aureus (29)

(*) Con excepcidn de los manolfpidos de micobacterias todos los demas
lipido-aziicares que aparecen en la tabla cumplen funciones de
internediarios.

También en eucariotes se ha descrito la existencia de

intermediarios de tipo prendlico.



belhrens y Leloir (30) seiialaron la existencia de doliquil
mnonofosfato glucosa en higado de rata.
La Tabla 2 muestra los sistemas y métodos con que se ha

dilucidado la naturaleza de la fraccion lipidica de dicihes intermcdiarios.

Tabla 2, Sistemas en los que se ha determinado la naturaleza del

lipido en eucariotes.

Sistema Métodos Referencia

lanolipido en Asper- Precursores radioactivos (31)
rillus niger

*anolipido en IR, RMi y estudios compa- (32)
higado de cerdo rados con un compuesto

similar obtenido

quimicamente.
fanolipido en L. de masas (33)

1

lifgado bovino

tanolipido en Precursores radioactivos (34)
hicado de rata

Manano en levadura E. de masas. (35)
S. cerevisiae

Caracteristicas de los prenoles

Estructura.— Los poliprenoles son polimeros lineales del
2-metil-2-buteno, o isopreno, que llevan un grupo hidroxilo en el ex-
tremo no ramificado de la cadena hidrocarbonada. Su formula aparece

en la Figura 2.



QHg
H(CH2-C= CH-CH2)-OH

Figura 2: Férmula general de los poliprenoles.

A partir de ella se pueden sefialar algunas caracteristicas:
a) E1l nimero de unidades isoprénicas (n) fluctua entre 5 y 24 (17).

L) Existen variaciones con respecto al grado de saturacidn de las
unidades.

Ambas variables se pueden determinar mediante E. de masas.

c) Al poseer dobles enlaces, dan origen a isdmeros cis, trans y
mezclas de ambos. Aunque en la naturaleza existen compuestos con
todas las dobles ligaduras trans como la gutapercha (36, 37), el
solanesol (38) y el espadicol (39) o todas cis como el caucho (36, 37%
parece ser que los poliprenoles con funciones de intermediarios
poseen ambos tipos de enlace (17).

Para determinar el nimero de residuos isoprénicos en configu-
racién cis o trans se utiliza la espectrografia de resonancia magnética
nuclear (4U) combinada con la espectrograffa de masas. 1lMediante la
primera se conoce la relacidn cis/trans y con la segunda el largo de la
cadena y el nidmero de insaturaciones, como ya se indicé.

El uso del espectrdgrafo de resonancia magnética nuclear (RMN)

plantea tres limitaciones:
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- La pran cantidad de¢ sustancia que se debe utilizar.

- Yo da infommacién con respecto a la ubicacidn de los dobles enlaces
cis y trans.

- L1 equipo debe ser muy sensible.

Latas dificultades han sido obviadas en algunos casos mediante laz bio-

sintesis del poliprenol a nartir de precursorcs estereoesnecificamente

marcados (17, 41, 42). Ta utilidad de este métode ha resultado limita

da debido a problemas de permeabilidad celular (17). Un reswumen con

las caracteristicas sefaladas para aleunos de los prenoles conocidos

aparece en la Tabla 3.

Tabla 3. Prenoles de diferentes fuentes naturales (43).

Nombre Fuente natural n Uniones Isoprenos Referencia
trans  saturados

Solanesol hojas de tabaco 9 3 0 (38)
[spadicol A. maculatun 1n 0 0 (39)
Castaprenol nojas de castano 10 - 13 3 0 (44)
I'icaprenol hojas de gomero 190 - 13 3 n (¢5)
Heveaprenol hojas de hevea 1¢ - 13 3 6 (40)
Petulapreunol hojas de abedul 10 - 13 3 0 (67)
madera de abedul 6 - 9 2 0 (48)
Bactoprenol(*) I.. casei 11 - 1 (49)
Necaprenol YMi.tuberculosis 10 - 0 (23)
M.smegnatis 10 - 0 (24)
I'ndecaprencl S.newington 11 - 0 (20)
M.lyscdeikticus 11 2 9) (21, 22)
Salmonells 11 - 0 (25)
A.aerogenes 11 - 0 (26)
L..plantarum 11 2 0 (50)
L.coli 11 - 0 (27, 2°)
S.aureus 11 2 0 (z9)
o.laecalis 11 2 0 (31)
Nelicol A.niger 19 - 23 2 3 (52)
AJfeaigatus 19 - 23 2 3 (53)
levaduras 14 - 13 2 1 (17, 35, %)
P.cactorun 14 - 1€ 2 1 (54)
invertcbrados 17 - 21 - 1 (55)
marinos
namiferos 17 - 21 2 1 (56, 57)

(*) Posiblermente sea idéntico 21 undecaprenol. Parece no tener icoprciies
saturados (ileming, comunicacién nersoual).



De la tabla se desprende que aparte de los compuestos con
todas las uniones trans, al haber mezclas de enlaces cis y trans los
que predominan son los cis existiendo 3 enlaces trans em los prenoles
vegetales (salvo el betulaprenol extraido de la madera) y 2 en todos
los demas casos.

Nomenclatura de poliprenoles.- La nomenclatura tradicional hace

referencia por un lado a la fuente de donde se los aisl®d. Por ejemplo,
ficaprenol, porque se purific6 de las hojas del gomero, Ficus elastica;
castaprenol, porque se obtuvo del castano etc; y por el otro, al largo
de cadena, por ejemplo, undecaprenol, dodecaprenol, dolicol (del

griego dolikos = largo), etc.

La denominacidn se completa asignando la letra griega &

]

la unidad isoprénica que lleva el hidroxilo y la letra w (omega)

la unidad del extremo ramificado.

[+

Los principales defectos de que adolece esta nomenclatura son:
- Dice muy poco con respecto a las caracteristicas quimicas (ejemplo:
nimero de saturaciones, ubicacidn de sustituyentes...) y
estereoquimicas (ejemplo: tipo y ubicacidn de los dobles enlaces).
- AQGn cuando sus propiedades permitan agruparlos, al crecer el nimero
de fuentes de donde se los extrae crece en forma paralela el
nimero de nombres (17).
~ Debido a las dificultades enunciadas Hemming (17) propuso una
nomenclatura basada en la que la IUPAC recomienda para las quinonas
poliisoprenoideas.
En dicha nomenclatura se indica con nimeros arabigos el largo

de la cadena, en unidades isopré&nicas, y con nimeros romanos la



presencia, en la respectiva unidad repetitiva, de sustituyventes,
saturaciones o dobles enlaces trans. Ejemplos:

IX, X ditrans, policis, prenol 11 = undecaprenol

VII1, IX, X tritrans, policis, prenoles 11-12 = ficaprenol.

Por razones de simplicidad en el desarrollec de este traba-

jo se seguiri usando la nomenclatura tradicional.

Propiedades de los prenil fosfatos.

Una de las caracterfsticas distintivas es su estabilidad
frente a tratamientos alcalino suaves, lo que posibilita su separacisn
de los fosfolipidos con los cuales se co-extrae (58).

La presencia o no de un doble enlace en la unidad ¥ es
decir, la que lleva el grupo alcohdlico, permite, clasificarlos en
8steres alilicos (con doble enlace) y ©&-—saturados (sin €l).

Ln la Figura 3 aparecen en forma esquematica los dos tipos

de compuestos.

Fosfato alilico
GH %
H(CH,- C =CH—CH2?H-CH2- SCH-CH,-0-P

Fesfato o ~saturado

QH3 CH;
H(CH- C = CH-CH,) - CHy (l:-crb—CH,o-P
H

Figura 3: [Esteres alflicos y ™ -saturados.




Como se ohbserva ambos poseen un grupo fosfato unido a un
alcohol primario, pero se diferencian por la presencia o ausencia de
la doble lipadura en el carbono vecino al que lleva la funcién
alcoholica. Lsta insaturacidn hace que el resto fosforico sca mis
13bil a ciertos reactivos (&cido suave, reduccidn con l,, fenol).

Fn forma general, como ya se indicd, a los derivados con
una doble ligadura en la unidad ® se los llama alil derivados y, por
ser el 8ster fosforico del dolicol el mas estudiado de los derivados
o —saturados, a estos se les suele llamar comummente derivados

Golicdlicos.

Sistemas en los que se han descrito lipido-azficares

En la Tabla 4 se reseinan algunos de los sistemas en los

que se han descrito lipido-fosfo-aziicares.

Tabla 4. Sistemas en los que se han descrito lipido-fosfo-azidcares.

(A) Procariotes

Lipido Fuente Referencia

-P-man Micrococcus lysodeikticus (59
Mycobacterium tuberculosis (23)
Mycobacteriumn smegmatis (24, 60)

-P-glu Salmonella (25, 61, 62)
Shigella flexneri (63)
Mycobacterium smegmatis (64)
Bacillus licheniformis (65, 66)

Mutante de E. coli (67)



-P-gal
-P-Nacneu

-PP-gal

-PP-glu

-PP-gli
~PP-Nacglu

-P 5 —I’P-(man)2
-PP-(glu) 2

-PP-gal~ram

-PP-gal-man
~PP-glu-gal
=P-glu=-P-gli
~PP-Nacglu-P-gli

—PP—(glu)3

Acetobacter xylinum

Escherichia coli

Salmonella newington
Salmonella typhimurium

Aerobacter aerogenes

Klebsiella aerogenes

Acetobacter xylinum

Bacillus licheniformis

Staphylococcus lactis

Mycobacterium smegmatis

Acetobacter xylinum

Salmonella newington

Salmonella typhimurium

Aerobacter aerogenes

Klebsiella aerogenes

Dacillus licheniformis

Staphylococcus lactis

Acetolbacter xylinum

-10-

(69)

(27)

(20)
(13, 15)

(26)

(69, 70)

(68)

(65)

(71, 72)

(64)

(62)

(20)

(13, 15)

(26)

(69, 70)

(65, 66)

(71, 72)

(73)



~[P--gal-ram-uan

~PP-pal-nan-acglu
-PP-gal-ram-man(abe)
~-PP-gal-man-(acglu)gal
—PP-glu(gluz,fuc3)
-PP-(gal-ram-man)
-PP-(gal-ran-man(abe)),
-PP-(gal-man~-(acglu)gal),
-PP-pentapéptido-Nacmur
-PP-pentapéptido-Nacmur-Nacglu
-PP-nexapéptido-Nacmur-Nacglu

~-PP-decapéptido-Nacmur-Nacglu

Salmonella newington
Salmonella typhimurium

Aerobacter aerogenes

Salmonella typhimurium

Aerobacter aerogenes

Mutante de L.coli

Salmonella newington

Salmonella typhimurium

Aerobacter aerogenes
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(20)
(13, 15)

(26)

(13, 15)

(26)

(67)

(20)

(13, 15)

(26)

Micrococcus, Staphylococcus (74)

Micrococcus, Staphylococcus (74)

Micrococcus

Staphylococcus

(75)

(76)



~P-man

-P-glu
~P-2-deoxiglu
~PP-Nacglu
-PP—(Nacglu)2

~PP-oligosacarido

-P-man

-0 —glu

~-PP-o0ligosacarido

(B) Lucariotes

- Levaduras

Saccharomyces

cerevisiae

llansenula holstii

Saccharomyces

Saccharonyces

Saccharomyces

Saccharomyces

Saccharomyces

- Hongos

cerevisiae

cerevisiae

cerevisiae

cerevisiae

cerevisiae

Aspergillus niger

- Protozoos

Tetrehymena piriformis

Tetrahymerna piriformis

(77-79)

(80)

(81)

(82)

(83)

(83)

(83)

(31,84)

(85)

(86)



-P-man

-P-glu
-PP-hacglu

-PP-(Nacglu),

-PP-o0ligosacarido

-P-51u

~-P-man

-PP-iacglu

- Vegetales

Phaseolus aureus
Phaseolus vulgaris
Raiz de tomate
Codium fragile
Fibra de algodon

Pisum sativum

Fibra de algodén

Phaseolus aureus

Fibra de algoddn

Phaseolus aureus

Fibra de algodén

Phaseolus aureus

- Insectos

Triatoma infestans(*o

Ceratitis capitata

Ceratitis capitata

Triataona infestans(+)

Ceratitis capitata
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(87-92)
(93)
(90)
(90)
(94)

(95)

(94)

(91, 92)

(96)

(91, 92)

(96)

(91, 92)

(97)

(98)

(98)

(97)

(98)



-P-narn

-P-glu

-P-xil
~PP—(Nacg1u)2

-PP-oliposacaride

-P-man

- Aves

Cviducto de gailina
C€lulas de oviducto

Retina de embrion de pollo
Higado de embrién de pollo

Cerebro de embrién de pollo

Oviducto de gallina

Cerebro de embridn ce pollo

Oviducto de gallina

Oviducto de gallina

Oviducto de gallina

Células de oviducto

- Mamiferos

fhigado de conejo
Higado de rata
feado de cobayo
igado de cerdo
1f2ado bovino
'Ypado de hanster
Cerebro de rata

Cerebro de ratdn
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(59-101)
(102)
(103)
(104)

(105)

(101)

(105)

(1cn)

(106)

(101,106,197)

(1n2)

(99)
(90,109)
(99)
(109)
(33)
i)
(108)

(111)



—P-nan (Retinol)(*)

~P-eoal

~-P-gal (Retinol)(*)

~PP-Na cglu

Cerebro de ternera
horta bovina

Aorta de cerdo
Tiroides bovina
tileloma

Pancreas cde ternero
lLinfocitos humanos
Pardtida de rata

Médula adrenal hovina

Células normales v transformadas

’

(fibroblastos de ratdn)

t'isado de rata

iigado de¢ hamster

I'igado de rata
Cerebro de rata

Linfocitos humanos

lifgado de vaca

tastocitona de ratdn

Hizado de conejo

T
I

14y

rado de rato
I'Tado de cerdo
lifzado de vaca
Acrta bovina
Aorta de cerdo

Pancrcas de ternera

(112)
(113)
(114)
(100)
(33,99)
(115,116)
(117,118
(119)
(119)

(120)

(34,121-123}

(119)

(39,124)
(103,124)

(117)

(129)
(130)
(131)
(132)
(132)

(133)



~PP-lacslu (Vit. ¥) (%)

-PP-ll1c¢man

-PP—(Fac:lu)Z

-PP-lacglu), (Vit, K) (%)

-PP-o0ligosacérido

Hisado de rata

lifgado de cerdo

lifrado de rata

Iigado de rata
Hizado de cerdo
lligado de vaca
Aorta bovina

Aorta de cerdo

Pancreas de ternera

Hisado de rata

Hizado de rata

Higado de cerdo
lligado de vaca
Cerebro de rata
Cerebro de termnera
Aorta bovina

Aorta de cerdo
Células de aorta de ternera
[iadn de rata
Parétida de rata
Mieloma de raton
:iédula adrenal bovina

Tiroides de cerdo

Linfocitos twimanos

{(+) Se utilizd pera su sintesis enzima de higado de rata
(*) <n estos casos el 1lipido ha sido identificado con el coiapuesto que

fizura entre paréntesis.
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(134)

(139)

(130)

(129)
(135)
(131)
(132)
(132)

(1e)

(134)

(137,138)
(139-141)
(131)
(139)
(112)
(113)
(114)
(142)
(139)
(119}
(142)
(119
G3m

(132,144)
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e todos los sintenas mencionados er la tabla se describira
con cierto detalle la sintesis del polisacarido O de Salmonella por ser
un sistena muy estudiade v por lo tanto un buen modelo.

tl polisacdrido 0 forma partc de una macromolécula compleja,
¢l lipopolisacirido (LPS), que cxiste asociada a la pared de muchas
bacterias Gram negativas.

Su estructura quimica ha sido estudiada especialmente en
balnonella (145, 140).

Ln la Figura 4 aparece representada esquemiticamente la mo-

lécula de LP5,

NAc glu gal rcetOdbiiOCtanbjco )
(man-ram-gal)-gll'.l- al-glu- fostato LipidoA
n 92179 heptosa P
etanolamina
_ .
«PolisacaridoO+ «—Region central —»L{pi doA—
Figura &4 Lsquema del LPS en Salmonella (43).

Ln general se cotisideran 3 regiones diferentes dentro de la

nolccula:

Ll 1fpido A, la regién central y el polisacarido O.
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Solo se mencionsrad la bioaintesis de la regidn central v del
polisaciride 0, ya que la sintesis del 1lipido A aun no esta dilucidada.

la repidn central v el polisacirido O estam bajo un control
genético independiente (147) v todos los estudios indican que el LPS

s¢ sintetiza en la membrara plasmatica (148).

niosintesis de la rezidn central.- lLa sintesis de la regién central

sicue en cierto modo el esquema clasico, es decir, los nucledtido-
azicares adccuados ceden secuencialmnente su resto glicosilo al extremo
no reductor de la cadena creciente del polisacarido (10, 14%). Pero nara
que esto ocurra es necesaria la presencia de un fosfolipido, 1a
fosfatidiletanolarina (150, 151) aque permite fermar la matriz adecnada
para que interactiie el polisacarido aceptor con la enzima, formando
un complejo ternario capaz de reaccionar con ¢l nucledtido-azicar
correspondiente. La fosfatidiletanolamina no participa directamente on
la reaccidn (149, 151).

I.» secuencia de reacciones de la Tigura 5 esquenatize este

nroceso:

LPS + PE +Enz. =(LPS - PE -Enz)

(LPS—PE— Enz)+ NDP-Az =/ - (LPS-PE-Enz)+NDP

I'Meurz 5 ILsguema hiosTntcesis repidn central del TIPS,
IPS = lirepolisacarido- PT = fosfatidiletanolanina; Lnz = enzira v
UNP-Az = nucicedtido-difosfato- azdcar.
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BDiosintesis polisacarido 0.—~ Muchos Zrupos de investigadores han

estudiado el polisacarido 0 de Salmonella desde un punto de vista tanto
qufnico como seroldgico o biosintético (145, 1406).

En salmonella anatum, newington e illinois esto ha sido parti-
cularmente estudiado por Robbins y col. (152-155).

Al analizar el polisacarido 0 de dichas cepas Robbins y col
vicron que ésta era una molécula compleja formada por varios azicares.
Observaron también que a pesar de la complejidad mencionada, los
nzlicares no estaban unidos al azar sino de una forma bien determinada,

v que un grupo de aziicares se repetia a lo large de la estructura;
esto hizo posible la introduccidn de un nuevo concepto c¢n polisacaridos:
el de unidad repetitiva. En la Fizura 6 aparece la uunidad roepetitiva

del polisacarido 0 en Salrmonella newington.

B -
-0
0
0-
0 0--\-
- ~
Fisura 6: Unidad repetitiva del polisacarido 0 de &. newington (58),

Uno de los sistemas donde se describid por primera vez la
presencia de prenilfosfatos fue precisamente en la biosintesis del

polisacirido 0 (20).
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Los estudios sehalados lleverot 1]l escuena lLiosintdtico de

la Fisura 7.

2
galactosg- Mprenol  ramnosa-gatactosa--prenol
UMP GDP-mm osa
7
UDP - gdactosa P enol [GDP)]
¢ manosa.r dmnosa-galactosafR. prenol

(manosa-ra mnosug:loctos%i're_:ﬁ:n entrat”  “regin central”

TDPramnesa [TDP)

P PP2

( manos o-rammsa-guloctosa)hPP. prend

Tizura 7:

ticsintesis del polisacaricde C er S$. newinaton (20, 42)

Lste proceso (Figura 7) prvede dividirse en 3 etapas {155):

1) Sintesis de un prcnil-PP-oligosacarido (lipido-PP-~al-ram-man),

es decir, de la uricdad repetitiva.

(%
v

Pelirerizacion de la unidad repetitiva unida al lipido.

3) Transferenciz del polisacadrido formado sobre el 1ipido a la regidu

central del lipopolisacarido.



-21-

Merece destacarsc¢ que en la reaccidon 1 el UDP-Cal cede
Gal-1-P y no Gal al prenil-P aceptor formandose el Prenil-PP-Gal vy
Gque esta reaccidn es reversible,

iLas reacciones 2 v 3 sijuen el esquema clasico y una vez
Lortiada la unidad repetitiva esta se polimeriza sobre el 1lipido
dando origen al polisacdrido 0. La funcidn de los lfpidos inter-
mediarios serfa entonces no solo adaptarse a un medio hidrofdbico
sino también facilitar el montaje de la unidad repetitiva como etapa
previa a la polimerizacidn.

Otra novedad dcl sistema consistid en que a diferencia de
lo que sucede en la sfntesis de otros polisacdridos el creciniento
de la cadena es por el extremo reductor (156) tal cual se ve esquenidtica

mente en la rigura 8. Es decir la cadena oligosac@rida creciente

Wmn
ﬁom
gal
l
man man
|
ram ram
| |
%cl gal
S
ram r
ggl + al gal +
———l
| [ !
P P P P
| | ! |
P P P P
l I I l
prenol prenol crenol prencl

vijura 8: Mecanisrio_de polimerizacidn del polisacdrido 0 (156).
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es transferida a una nueva unidad repetitiva a semejanza de lo que

sucede en la sintesis de polipéptidos y acidos grasos.

La reaccidén 6 fu€ estudiada especialmente en la biosintesis

de la murefna o pared celular (157). Participa una fosfatasa que
quita un fdsforo al prenil difosfato, lo cual le permite al lipido
entrar nuevamente en el ciclo. Dicha enzima es especificamente
inhibida por la bacitracina (158, 159).

Se ha senalado la presencia de una segunda fosfatasa que
lleva al prenil monofosfato a alcohol libre (160) y de una quinasa
que hace la reaccidn inversa, es decir, fosforila el prenol (161).

Esquemas and@logos al presentado han sido descritos para

la sintesis del polisacarido O en Salmonella typhimurium (13, 15),

del peptidoglicano o pared celular (12, 15, 21), y de un polisacdrido

en Aerobacter (26),

lodificacidn del polisacdrido 0.- kn algunos sistemas formados por

unidades repetitivas tetraméricas, en que uno de los azlicarcs forma una

rana lateral, tales como las unidades que intervienen en la sintesis del

polisacirido O en Salmonella typhimurium (Figura 9) (15), o en la

sintesis de un polisacdrido capsular en Aerobacter (26)

abe
|
-|~ man-ram - gal-|-

rigura Y: Unidad repetitiva en S. typhimurium (15)
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el azdcar de la ramificacidn es cedido por un nucledtido-azdcar en
presencia de la transferasa respectiva.

o falmomnella typhimuriwn, se ha demostrade que in vitre
la abecuosa solo se incerpora cuando el trisacirido man-ram-zal esta
unido al prenil pirofesfatc. Una vez producida la polimerizacidn o)
polisacarido formade “eja de ser sustrato para la abecuosil
transferasa (162).

ixisten sin embargo otros sistemas en los cuales la rana
glicosidica lateral no es cedida por cl nuclestido-aziicar sino por un
1ipido monofosfato azicar (25, 61, 62). L1 caso mejor estudiado v el
primero descrito es ¢l de la sintesis Jel polisacaride N en Salmonells
minneapolis, en donde Wright (25) dewostr6 que la rama lateral de
flucosa se incorpora e acuerde a la secuencia de reacciones sicuiente:

1) upP-Glu + UnM? - 'n*MP-Glu + UDP

2) UmP-Glu + Acentor —> Acentor-Clu + ImMP

Nuevaniente acd aparece un prenil fosfato, pero a diferencia
de lo visto en los ciclos hiosintéticos del tipo deserite para el
polisacarido O, el 1inido estd unido al resto Slicosilo por un puente
nonofosfato, L1 1lipido resultd ser también undecaprenol, indistir-
guible con los mé@todos actuales del que participa en la sintesis del
polisacadrico 0. ln la reaccidn 2 el aceptor mAs nrobable seris un
hexa o nonasacarido unido al undecarrenil difosfato (25).

Sistemas anidlozos han sido estudiados por Hikaide 7 cel

((1, €2) en Salmonella typhinuriun.,  Saeaki v col (163) confivmaron

loz resultados d¢ Vrinht,



Funcidn de los "1fpidos intermediarios"

Luego de haber visto en forma somera la sintesis de 2 de
las 3 partes que couponen el LPS se puede decir que en ese caso la
naturalcza ofrece dos soluciones diferentes al problema de, a partir
de preccursores hidrofflicos, sintetizar una macromolécula en un medio
lipofilico cowo es la membrana celular. Lstas dos soluciones son:

a) Mediante un fosfolipido, la fosfatidiletanolamina, que provee
el medio hidrof6bico necesario, pero no participa directamente
en las reacciones que dan origen a la regidn central de la
molécula.

b) Mediante el undecaprenil fosfato que participa directamente en
el ciclo biosint&tico del polisac4rido 0.

Eu este Gltimo caso existen dos tipos de unidn azlicar-
prenol que parecen cumplir funciomnes diferentes. Si el puente
es difosfato, permite la formacidn de polfmero. S$i la unidn es a
través de un solo fosfato, se agregan aziicares al oligdmero o poli-
mero ya formado.

in general los azdcares unidos mediante el enlace difosfato
dan origen a la formacidn de la cadena principal de la macromolécula
como se vi6 en la biosintesis del polisacdrido O.

Una excepcidn serfa la sIintesis de un dcido teicoico en
bacillus licheniformis (Tabla 4). Ln este caso un lipido unido al
azficar a través de un monofosfato da origen al polimero. Los acidos
teicolcos soun macronol&culas asociadas a la pared de algunas bacterias
Gram positivas. Fueron descritos por primera vez por Armstrong y
col (164) y los mas comunes son derivados del poli(glicerol

fosfato) y poli(ribitol fosfato), El grupo de Baddiley describié 1la



existencia de intermediarios lipidicos en la tiosintesis de algunos

de ellos, (Tabla &). Pero por otra parte Glaser v col (165) uo

1=

I\

han c¢ncontrado nruebas de que en la sintesis de los acioz
teicoicos que han estudiado participen 1lipidos prendlicec. bn cambio
han propuesto un muevo tipo de intermediario: el acido lipoteicoico (163

cuya parte hidrofilica es poli(glicerol fosfato) la hidrofdbica esta

A

constituida por hexosas esterificadas con Acidos grasos (167).

Otra probable ecxcepcién la constituye el sistema de Liosin-
tesis del Acido colominico (27) en donde un 1fpido-monofosfato-olicosa-
carido daris origen a la cadena principal, pero en este caso ya cl
nucledtido—azicar dador es un monofosfato, el CMP-sidlico.

Il'n eucariotes también se ha demostrado en varios casos la
formacién de un oligogsacirido unido a un 1ipido a traves de un difos-
fato (17, 19). Pero a diferencia de los procariotes el oliyo se trans-
fiere a una proteina y no a un polisacarido (18, 19, 1n2).

l.os prenil-monofosfato-azlicares parecen desempeniar funciones
algo diferentes de los difosforilados. Se unen solamente a un
azficar y no forman un oligosacarido (con la excepcion va wenecionada del
dcido colominico). En procariotes participan en la modificaciédn de
la cadena principal adicionando aziicares a una cadena va formada
sobre un 1ipido difosfato (25, 61, 62, 16R). In eucariotes participan
en el arrerado secuencial de azdcares, tales como anosa o glucosa a
una cadena de olicosacaridos fornada sobre el doliquil difosfato.

L1 requerimiento de un sustrato lipofilico ¢s cvidente en ia

manogilacién de un glicopéntido obterido de tiroglubulina de termerc:
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in vitro se logra incorporacidn directa de manosa, a partir de
Nol'P-Man, unicaaente si el glicopéptido ha sido dinitrofenilado
nrevianente (169). Pero en otro caso €l DolMP-Han cede directamente
la primer manosa al aminoacido serina (o treonina) de unp
slicoproteina de levadura (170, 171).

Si se piensa en la analogia sefialada al comienzo entre
lipido-aziicares v nucledtido—aziicares es de inter@s seilalar que mientras
los lipido-<ifosfato-olizosaciridos conocidos poseceu funciones de
intermediarios (15-17, 19) no sucede lo mismo con los nucledtido-olico-
sacéridos descritos (172). 1lLa sintesis de un MP-polisacdrido en

Tradescantia tal vez sea una excepcidn (173).

Vitaninas A v ¥

Ademas de los poliprenoles mencionados anteriormente existe
otro derivado del isopreno al cual se le han asignadeo furciones de in-
termediario en mauiferos (Tabla 4), Dicho conpueste es ¢l retinol o

vitatina A cuya férmula aparece en la Figura 10.

Fipura 16:  Tdraula del retinol
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Como se ve en la Figura 10 a diferencia de los prenoles
mencionados antes éste posee un ciclo en el extremo de la cadena.

Este tipo de compuestos ha sido particularmente estudiado
por los grupos de %olf (121-123) y Peterson (126, 127). Piensan que
¢l retinil-menofosfato-azicar puede ser importante en 1z zlicosilacién
de alcunas protefnas, aunque esto ultimo no ha sido claramente
demnostrado.

Cono en el hifade se forma sinulataneamente reliril y
doliquil-monofosfato-manosa (34, 110) sera de mucho interés cdeterminar
si las proteinas que glicosilan son iguales o diferentes.

Finalmente debe seflalarse que se han descrito dos lipido-

fosfato-aziicares, cuya porcion lipidica es la vitamina il (134).
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II ANTECEDLATES RECIENTES Y OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Como se indicd al hacer referencia a la Tabla 4, en la
mayorfa de los casos, en procariotes, los prenil-difosfato-azicares
participai en la Lormacidn de la cadena principal de heteropolisaca-
ridos y los prenil-monofosfato-aziicares en la modificacién de
dichas cadenas.

Resultaba de interé@s entonces estudiar con algiin detalle
la biosintesis de homopolisac@ridos vinculados a membranas (68) para
ver si en estos sistemas, ue no deberfian poseer unidades repetitivas
del tipo de las del polisac3rido 0, la naturaleza recurria a lipidos
poliprendlicos o posefa otras respuestas.

Ll sistema elegido como modelo fué el de la biosintesis
de celulosa en bacterias, concretamente en Acetobacter xylinum. En
este organismo Glaser (174) ya hgbfa informado que la celulosa se
sintetiza in vitro a partir de UDP-Glu. En este mismo sistema Colvin
y col (175, 176) hablaron de la existencia de un "intermediario
soluble en alcohol" pero la maturaleza del intermediario no fue
establecida con claridad.

Usando un sistema enzimatico crudo de cé&lulas de
Acetobacter y UDP-(14C) G1lu como nucledtido-aziicar dador se observd que
se incorporaba radioactividad a un glucano y a material liposoluble
ademds de a la celulosa. El material liposoluble obtenido en

distintas condiciones fue analizado de diversas maneras. La Figura 11

1lustra un ejemplo.
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Figura 11: Cromatografia en DEAE-celulosa del extracto butandlico

oltenido a partir de UDP-Glu doblemente marcado con (@) (12C) glucosa
y (0 32P eu el fosfato vecino (68).

1 material, proveniente de una incubacidn con UDP-Glu
doblemente marcado en 14C y 32p se analizd por cromatografia en
DiAb~celulosa usando como e¢luyente un gradiente lineal de acetato de
amonio (Materiales y Métodos). L1 perfil obtenido (Figura 11)
reveld la existencia de 3 compuestos dos de los cuales posefan doble
marca (H8), L1 andlisis de estos compuestos reveld para ellos las

sigulentes estructuras (6&):



-30-

Pico I[ = Lipido-P-p -Gal
Pico Il = Lfpido-PP-o& -G 1lu

Pico W= Lipido-PP-% -Celobiosa

Se demostrd también que el Lipido-P-Gal y el Lipido-PP-Glu

se sintetizan de la siguiente manera:

®
UDP-Gal + Lipido-P = Lipido-P-Gal + Uﬂ%

[ d
UDP-Glu  + Lipido-P &2 Lipido-PP-Glu + uMP

La presencia de UDP-Gal se justificd suponiendo la existencia
de UDP-Gal 4 epimerasa en el preparado enzimdtico usado.

La sintesis del Lipido-PP-Cel no estid aun definitivamente
dilucidada ya que existen dos caminos posibles aunque el de la

reaccidn 2) parece mas probable (73):

1) Lipido-PP-Glu + UDP-Glu
i}+ Lipido-PP-Cel
2) Llipido-PP-Glu + Lipido-PP-Glu

Se debe senalar que por lo menos el Lipido-PP-Glu (y
posiblemente el Lipido-PP-Cel) es un intermediario en la sintesis del
glucano que, como se indicd anteriormente, se forma al incubar el
preparado de Acetobacter xylinum con UDP-Glu (73). La funcidén que
cunple el Lipido-P-Gal no ha sido alin establecida.

De todos estos compuestos la Unica porcidn que permanecia

sin dilucidar era la correspondiente al 1lfpido. Determinar su

estructura fué el primer objetivo del presente trabajo. En otros sigtemas

bacterianos el 1fpido ha resultado ser el undecaprenol (Tabla 3).
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Por ello se pensd que preobabtlemente en este caso succ:licra le mismoe.

Exiétian 3 caminos posibles para encarar el problema:

1) Utilizar un probable anilogo.
2) Aislar el lipido enddgeno.
3) Lstudiar la biosintesis del lipido enddgeno a partir de un
precursor radioactivo.
La tercera via sc desechd ya que presentaba el problema
de la inpermeabilidad del Acetobacter xylinum al precursor mds
especifico: 3cido mevaldnico (R.C. Garcfa observaciores no publicadas).
3e optd entonces por comenzar aislando un sinil de plantas,
el ficaprennl, que difiere del undecaprenol en que posee 3 dolles
ligaduras trans en lugar de 2 (Tabla 3). 1.1 ficaprenol se fosforild
quinicamente y se intentd usar como sustrato para ver si estimulaba
la sintesis de alguno de los compuestos liposolubles sefialados.
Jiste estudio se completd utilizando otros probables aceptores tales
como el dolicol-monofosfato e inclusive se tratd de aislar el aceptor
endégeno de extractos lipidicos de Acetobacter xylinum.

- En segundo término se investigd la presencia de otras enzimas

vinculadas a estos conpuestos.

- Tinalmente se estudid la presencia de aceptores lipidicos en

plantas.



MATERIALES Y 1. TODOS

.wedio de cultivo, condiciones de crecimiento y
obtencidn de células de icetobacter xylinhum

1 medio de cultivo fué el de iestring, y col (177) que

col.ticne:

(% p/v)
Glucosa 2.0
Peptona (Difcoe u UCLFA) 0.5
extracto de levadura
(Difico o Yeast Product Inc,) 0.5
Fosfato disddico anhidro 0.27
Acido citrico coun 1 mol de agua 0.115

Condiciones de crecimiento.— Se utilizé la cepa de Acetobacter

xXylinuwa NRRL B42 cultivada en formra estitica a 30°C durante 4§
horas en frascos de Roux de 1 litro que contenfan 200 ml de medio.
Las sieubras se hicieron con 20 ml del 1lfquido infranadante de un
cultivo de¢ 48 horas. kn estas condiciones se forma sobre el
medio de cultivo una pelicula que consiste principalmente en
cclulosa y que contiene en su interior a la mayorfa de las c€lulas,
uo obstante, e¢l 1lfquido infranadante contiene tambiéu cé€lulas y se
lo pucede usar como cultivo iniciador.

La cepa de Acetobacter xylinum NCIG 38747, una mutante que
no produce celulosa, se cultivd en el wismo medio y a la misma
temperatura pero con agitacidn (200 RPM) en erlenmeyers de hasta

2 litros ocupados en 1/5 de su capacidad. Lii estas condicioues el



¢l tiempo de duplicacidn de las c€lulas d747 fu€ de aproXiwada-
nente 2 horas,
LL misio wedic adicionadode un 3% de agar se utilizé

para conservar a 4°C, cultivos e 46-72 noras de ambas cepas. oe

1

aicieron repiques cada 2 § 3 meses,

¢

Ubtencidi dc c€lulas cor: 1a cepz 42~ Se siguid la técnica de

sestiliyy ¥ col (177) ligeremenie sinplificada, Todas las opera-
ciones se rcalizarou a taaperaturas uc rayores dc 4°C,

Con la ayvuda ¢ una va;illa ée vidrio se retiruron lzs
peliculas de los frascos ae Roux y se lavarou en grupos de 4 con
200 wl de vuffer U.01 il fosiato-citrato pua 6 (buffer de lavado). sLe
repitid el lavado y luego las 4 zoogleas se colocaron en una
liguadora coixliti, se completd el volunen total a 500 ul con el
buffer de lavado, y se nowmogeneizd durante 1 minuto a velocidad
mdxima,

A continuacidn se filtrd a través de tela para quesos para
quitar la cclulosa, y el iiltrado, que contenia las células, se
centrifugd a 010V x g (COVG KPMD) 15 minutos. £l sobrenadarnte
obtenido se usd cowo fuei:te de polisacaridos (Aceptores de palactosa).
]l precipitado se¢ resuspencid en el wiuimo de buifer de lavado
y centrifuyl a 120U o g (LOOUG 1&2:1) 5 wluatos. Lsta operacidn
¢e lavado y centrifugacidn se repitié otra vez, Las células se
conservaron a -23°C 0 s& procesaron coilo sc¢ seiala en Preparacién de

wizlnas,
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Las bacterias de la cepa 8747, que como se indicd no
producen celulosa, se cosecharon centrifugando a 8340 x g
(7000 RPx) 15 minutos y luego se lavaron con el buffer de lavado

en la misma forma senalada para el caso de la cepa B42.

Preparacidn de enzimas de Acetobacter xylinmum

Se utilizaron varios preparados enzimiticos:

a) C&lulas tratadas con LEDTA (68).— Las bacterias
lavadas se resuspendieron en buffer 0,01M EDTA-Tris ph 8.0 en
una proporcién de 2.5 ml de buffer por litro de medio de cultivo
y luege se congelaron, Cuando fu€ necesario usarlas (en
ocasiones despufs de un afio) se descongelaron y volvieron a
lavar 4 vecus con 2 volimenes de buffer EDTA-Tris pH 8.0. Luego
se¢ resuspendieron en 1 volumen del mismo buffer y se volvieron a
congelar. Este preparado enzimatico conserva su actividad por
varios rnieses.

b) Células toluenizadas (1783).— Se utilizaron células
tratadas con LDTA, a las que riomentos antes de su uso se agregd
tolueno al 1% (concentracidn final). Se las mantuvo 15 minutos
a 0°C agitando en vortex cada 3-4 minutos,

c) C€lulas tratadas con lisozima,— Se siguif el mé&todo
de Costerton y col (179).

d) Particulados obtenidos en celda de French.— Se sus-
pendieron 0.6 gramos de c€lulas en buffer 0,07 Tris-iiCl pi 8.2 y
se pasaron 2 veces por la celda de French a una presibn promedio

de 10 psi, Ll material se centrifugd a 480 x g y .luego el



sobrenadante se volvid a centrifugar a 18.000 x g, Tanto el
precipitado de 480 x g como el de 18.000 = g se suspendieron en
buffer 0,07 Tris-tCl pL 8.2. Se usaron ambas fracciones
(Pag ¥ Pyg)

e) Particulados cbtenidos con el desintegrador de
Nossal.— Normalmente se usd la siguiente proporcidn de sustancias:

U.5 gramos de c€lulas hiimedas
2.5 gramos de ballotini (5 micrones).

5.0 ml de buffer 0,071 Tris-iiCl pii 8.2.

La operacidn se realizé a -10°C en un tiempo total de
4.5 minutos divididos en 3 periodos iguales de 1.5 minutos, con
intervalos de 1 minuto. El material resultante se centrifugf a
480 x 7 durante 5 minutos para climinar los ballotini y c&lulas
sin romper,

Ll sobrenadante de 480 x g se centrifugd a 30,000 x g
45 minutos obteniendose un precipitado que se resuspendid en

0.6 nl d¢e buffer 0.07M Tris-LCl pk 8.2, y un sobrenadante quc se

us6 tal cual. Resumiendo este tratamiento produjo 3 fracciones
celulares:

- Sobrenadaute de 48U x g (S,g)

- Yrecipitado de 30.000 x g (T4

- Sobrenadante de 30.000 x g (83¢)

f) Particulados extraidos con solventes.— Se siguid el

a8todo de Troy y col (26) y se usaron para ello 0.050-0.100 gramos

«e enzi.a P3U’ 1.1 método de extraccidn consistid basicamente en
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quitar los lipidos con acetona y butanol y luejo lavar las cé€lulas
con acctona y €ter ctilico, teniendo cuidado de realizar todas es-
tas operacioncs a -207C, Finalmente el precipitado se resuspendid

en U,230 ml1 de buffer (.07:4 Tris-ilCl, pn 8.2, 0.00M{‘a-mercaptoetanol.

Preparacidn de inziwa de Arveja

Se cultivaron arvejas, Pisum sativum variedad cuarentona
¢nana, sobre papel d¢e filtro hiinedo, durante 5-7 dias a temperatura
anbiente en la oscuridad. Se cortaron los tallos y homogeneizaron
1 tiuuto en muimixer (Sorvall) en buffer G.L: Tris-aCl ph 7.4,
O.UZEi@-mercaptoetanol y U.25M sacarosa. flsta y las operaciones
sigulentes se realizaron a temperaturas no mayores de 4°C, il
honogeneizado se filtrd por tela para quesos y el filtrado resultartc
st centrifugd a 1000 < g 15 minutos descart3ndose el precipitado.
£l sobrenadante se centrifugd a 20.000 x 4 durante 60 minutos v el
precipitado obtenido se resuspendid en el mismo buffer; constituyd

el sistema enzimdtico usado (¢nzima de arveja).

a) Con_enziras de Acetobacter xvliuum,~ Lis incuba-

Lacliotes se realizarou noruialmente a 34 °C durante 30 minutos. La
mezcla de ivcubacibu tipo contenia:
suffer 0,1 Tris-LCl pi 8.2 5 uveles

tw=(14¢)Gi1u o Une-(140¢)Gal 0.5-0.7 nmolos



LipCly U.0umoles
LDTA 0.2umoles
wuzling cartidad indicada en cada caso

Ll volunen final se ajustd a 0.7 ml con agua,

Cuando se usaron lipidos exdgenos, estos se llevaron

& seco bajo ¥, en el tubo de incuvacidn; luego de agregarles
Triton X-1CU (0.065 de concentracién final en la mezcla tipo) ¥y
suffer, se ggitaron vigorosamente en vortex para resuspenderlos
wien, Reci€n entouces se completd la nezcla de iiucubacidn.

Las reacciones se finalizaron anadiendo G.1 ml de Lutanol.

La iucorporacidn de¢ marca a material soluble en solventes
orydnicos se determing extrayeido la mezcla 3 veces con 0.1 ul de
butanol, luego estos extractos combinados se lavaron 3 veces con
5,1 m1 de agua (638). Finalmente se tomaron alicuotas de las
iracciones butandlica y acuosa para determinar la radioactividad.

Rutaniariamente el material soluble en butanol se crama-
tografid en papel en los solventes i y F, tl solvente I permite
distinguir lipido-fosfato-azdcares, que migran cerca del frente de:
runcleStido-azicares, hexosas y sus ésteres fosfdricos de movilidad
rienor, que podrian contaminar el extracto.

£l sovlvente L, en cambio, distingue entre Lipido-P-Gal,
Lipido~FPP-Glu y Lipido-PP-Celobiosa, El Lipido-P-Gal, migra cerca
del frente del solvente (Kg=C.9) (68), el Lipido-PP-Glu y el
Lfpido-Pr-Cel, se descomponen produciendo los &steres cfclicos de

los correspondientes azlcares, de movilidades caracteristicas:
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2g=0.57 para cl éster provenicnte del Lipido-PP=Glu y

ke=0.45 para el &ster provenientc ¢el Lipido-¢P-Cel (63).

La incorporacidu de radioactividad a polisacarido se
determing tratando ei material insoluble en butanol 3 veces con
J.G50 ul de una solucidn agua—aetanol 5:1. L]l precipitado se
descartd y el sobrenadante se cromatografid en el solvente G para
separar sustancias de altuv peso rwoleculur, que quedan en el origen
ael cromatograma, del exceso de sustrato radivactivo, de
wovilidad mayor. La zona del origzen de cada uno de los cromatogramas
s€ cortd para medir su radioactividad.

Incubacidn para determinar actividad de prenol quinasa.— Se llevd

a4 cabo en dos etapas, Se utilizd la nmezcla de incubacidrn tipo, en
la que el nucledtido-aziicar fué reemplazado por nTJzP, con el
agreyado o no de ficaprenol y Triton X-10C (0.1% de conceuntracidn
final). Se incubd primero 15 minutos a 30°C y luejo se anadi6 un
exceso de UNP-Cal no radioactivo continuandose la incubacidn por
espacio de 90 ninutos s,

Las reacciones también se finalizaron ainadiendo C.100 il
de butanol procediendose luego en la forma indicada.

Ll detergente anadido para solubilizar al ficaprenol
resultd un buen inhibidor de las ATP-asas presentes en la preparacidn
enzimiatica, de tal forma que durante la primera incubacidn se
dcpradd wcenos de un 2557 cel AT32P, a juzgar por su adsorcidn sobre

carbén activado.



L) Con euzima de arvejas.— Las incubaciones se efec-

tuaron a 20°C durante 3C uwinutos. La mezcla contenfa:

(3 -liercaptoetanol 0.5 umoles
puffer V.1 Tris-iiCl ph 7.4 2,5 umoles
;-1;_:-,Cl2 0.2 umoles
upe-(14¢)G1u 0.5-1.0 nmoles
suziaa 100-300 ug proteina

£l volumen final se ajustd & 0.050 ml con agua.

Cuando se usd un aceptor lipfdico exOgeno se procedid
como en el sistema de Acetobacter xylinum, anadiendo iriton X-10C
(0.5% de concentracién final) a la mezcla de incubacidn.

La reaccidn se detuvo con butanol y se procedid en la forma
ya indicada.

Csta preparacién incorpora glucosa a l1lfpidos neutros

adenfs de a los polares y por lo tanto se debieron separar ambos.
Se us8 cromatografia en papel de DLAL-celulosa (Whatman DL-20) con
butanol saturado en agua como solvente. Con este sistema los
lipidos polares cargados negativauwente quedan en el origen, wierntras
que los lipidos neutros o cargados positivamente nigran con el
frente del solvente. Luego de ubicar la radioactividad en un
radiocronatSgrafo, se cortaron el origen y el frente de cad:c corrida
y se nidi6 su radioactividad.

Eu otros cascs los lipidos neutros se scpararon de los

cargados por crouatografiu en columnas de DLAi-celulosa chicas.



Tratanientos degradativos

1:idrdlisis a piiz de lipido-azdcares.=— Se realiz§ de 2

uaueras.

a) A las nuestras llevadas a seco bajo N2’ se les
agregd uCl 0.01M, se agitaron y calentaron a 100°C 10 minutos.
=1l 1Cl se eliain® evaporando a sequedad 3 veces ainadiendo 0.050 =l
ue agua cada vez,

L) A las :wuestras, en butanol, se les agregd un
voluneén de metarol, cuatro vollmenes de agua y Acido hasta uaa
concentracidén final de 0.01M. Se obtuvo asf una scla fase. Lste
procecimiento evita la ruptura que experimentan algunos coupuestos
cuando se los lleva a seco (68). Luego se calentd a 100°C, 10
ainutos, se enfrid y afiadid butanol para separar las fases orgfnica
y acuosa. El butanol se lavdo dos veces con agua, y este lavado
se unié a la fase acuosa. Finalmente se contaron alicuotas de
aubas fases.

Otras coandiciones de hidrélisis &cida sobre distiutos
coipucstos s¢ indican en cada caso.

hidrdlisis de polisacdridos.- Se utilizd el método de

Davisoun (180) para hidrolizar polisacdridos capsulares. A la muestra
se apre,d rusina Dowex 50 X 6 (iF) en presencia de i:C1l C.1i y se
calentd a 1C0°C Je 24 a 72 horas, en tubos cerrados a la liaaa. L&
resina se¢ separd lueyo por centrifugacidn y ei sobrenadante se

llevl a seco varias veces tomando con agua para elininar el exceso

de GuCl.



iratamicato alcalino de aceptores lipfdicos. - de sipuif

el método de Dawson (181) tal cual lo describen Labav y col (22).

L.z 1wuestra sc¢ tratd corn aGa (.14 en cloroformo=-uetanol 1:4, 15
winutos a 37°C, se neutraliz8 y separ8 la fase acuosa de la
clorofdrmica, la que se lavd 3 veces col una mezela agua-metanol 2:1.
La capacidad aceptora se unidid en la fase clorofdrmica.

Recuccidn catalftica.— Se nizo e¢n la forma descrita por

wright y col (20) con ligeras modificaciornes, Ll Pt se prepard a
partir dc una solucidn acuosa de hexacloroplatinato de amonio y exceso
de ilabii,. &l precipitado de Pt metdlico se lavd con agua y con
butanol saturado en agua.

La muestra disuelta en butanol se anadid sobre el Pt, se
apit8 parz resuspenderlo y se¢ burbujed Az por espacio de 4 horas comn
intensidad suficiente como para mantener el Pt en suspensifdn, Se
centrifugd, quitd el butanol y el Pt sc¢ lavo sucesivamente con butanol
¥y coll agua, Las fracciones butandlicas se combinaron y lavaron com
agua y todas las fases acuosas se reunieron.

Finalmente se contaron alfcuotas de ambas fases,

Tratamiento con fenol,— vuste tratamiento se efectud tal coaio

lo cescriben Garcfa y col (€3). in general las muestras se llevaron
a seco, se les agregd 0.160 ml de fenol al 50z y se tratarou a 68-70°C
durante los tiempos indicados en cada caso. Se enfriaron y centri-
fugaron para separar las fases acuosa y fendlica. La fase fendlica
se lav8 3 veces con 0,060 ml de agua. Estos lavados acuosos se com-

binarou coii la fase acuosa y s¢ lavarou 3 veces con &ter etflico para



para eliniinar el fenol. La fase fendlica se llevd a seco agre-
pando 8ter etilico varias veces y evaporando con corriente de N,

cada vez, se contaron alicuotas de ambas fases,

Tratamientos enzimaticos,

Fosfatasa alcalina (&. coli de Sigma).— Las incubaciones

se hicieron en buffer 0.1M Tris-iiCl pH 8.2, a 30°C durante 60
minutos.,
La wezcla de incubacidn se sometid directamente a elec~
troforesis (en acetato de piridinio ph 6.5).
O( -anilasa.~ Se obtuvo una preparacidn cruda de

of -anilasa salivar (primer sobrenadante) en la forma descrita por
Dernfeld (182). Se incub8 con buffer 1M Tris-iiCl pH 7.8 en
atmdsfera de tolueno a 37°C durante 20 horas (183). La reaccidn se
detuvo con 2 volimenes de¢ etanol y la mezcla se cromatografid direc-
tamente en papel con el solvente i,

‘3 ~fosfogluconutasya .~ (Parcialmente purificada de iLuglena

gracilis y cedida gentilaente por el Dr. L. tiarechal) . Las iancuba-
ciones se efectuaron a 37°C durante 60 minutos en la forma descrita
por Belocopitow y col (184), La mezcla de incubacidn contenia:

buffer 0.04i1 HePES pu 7.0, 0,005M ¥gCl,, 0.0008M £DTA, G,1M arseniato
de sodio pii 7.0, 0,010 ml de enziina y los sustratos radioactivos o

no. La reaccidn se detuvo abadiendo 0.020 ml de i:C1 1M y calentando
a 100°C 10 ninutos. w1l tiddrolizado resultante se analizd directanente
por electroforesis en acetato de piridinio para separar glucosa de

siucosa-o—~fosfato.
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Cronatoxrafia en columnas de DiAk-cclulosa

a) DLAi-celulose (tipo SS p. A, de Serva) para solucionecs

lipofilicas,- Se sijuieron dos t€cnicas parccidas.  &h un caso se

usaron coluanas ue 1.2 x 60 an, refriseradas y se siguid el aétodo
de kouser y col (185), mocificado por Dankert y col (58). La
c¢lucidu sc iilzo coun ul gradiente liuneal (400 ml) de acetato de amoxnio
de O a 0.4: en metanol 9974, Las fraccioues colcctadas fueron de
3 ml,

zii el otrc caso se usaron columnas chicas (0.6 x 31 o), neo
refrigeradas, las que se lavaron con 12 ml de metanol 993, Luego
sc eluyeron en forma discoutinua usando concentraciones crecieutes de
acetato de awonio en aetancl Y97%: O0,1M (12 ml), 0.2} (12 nl) y
U.4M (36 =1). Se colectaron fraeciones de 3 ml.

b) DiAk-celulosa para solucionres acuosas.— iLh £ste caso

la DifAn tratada cou acico, dlcali y lavada se resuspendid directamcnte
en dcido acético Lit y se filtr§ y lavd para quitar el excesc de
icido,

La columna de 1.2 x 60 om, se usd siu refrigeracidn, Se
eluyd con un gradiente lineal (800 ml) de 0 a 1M de acetato de amonio

en agua y se€ colectaron fracciones de 6 ml.

Cromatopraffa en capa delgada

se usaron placas de vidrio de 5 x 20 y de 12 x 20 em. Se
lavaron dejindolas una nocue con mezcla sulfocrdrica o detergente y,

lue,0 de enjuaparlas con bastante agua comiin y agua destilada se
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secaron en estufa a 110°C y se dejaron enfriar. Se prepard una
mezcla de agua—sfiica Gel G (Merck tipo 60) 2:1 (v/p), la que
inmediatamente despuds e nomoyeneizada se extendid sobre las placas
con un extensor Desaga a velocidad constante y con unh grosor de
750 u. Luego de aproximadamente 1 hora se activaron a 110°C
durante Y0 minutos, Se conservaron en desecador.

Ocasionalmente se utilizaron también placas Lastuar
(silica Gel G iastman chromatogram sheet 6061) cortadas en tiras de
2 x 14.5 om.

Solventes usados:

A: Lter isopropflico-Bter de petrdleo (PL 30-65) 1:4 (v/v) (45)

8: 1% iletanol en benceno (v/v) (45)
C: Disobutilcetona-adcido acético-agua 20:15:2 (v/v) (186)
D: lsopropanol-amoniaco-agua 6:3:1 (v/v) (187)

Para cromatografia en fase invertida se procedié en forma
andloga pero se utilizd sflica Gel i (Merck) y el espesor fu€ de 200 u.
Una vez activadas y frias las placas se iupregnaron coun una solucidn
al 5% de parafina lfquida en &ter de petrdleo (PE 30-65) y se dejaron
secar, Ll solvente usado en este caso fué€ acetona-agua 23:2 (v/v) (45).

kn los casos en que interesaba recuperar alguno de los cou-
puestos cronatografiados, las placas de sflica Gel G fueron previamente
lavadas dejandoles correr hCl (coucentrado)=-uwetanol 1:9 (v/v) (188).
Luego se secd y activd en la forma antes indicada. Siguiendo esta
técnica y cesarrollando en solvente C el ficaprenil fosfato puede

ser cluido en forma wm3s eficiente, Para ello la placa se dividid en



en bandas de lcm y se raspd el material para recibirlo en un tubo

que contenfa 1 ml de una mezcla de cloroformo-metanol 3:2 y 0.050 wl
de LiCl concentrado. Se agitd y centrifugd para quitar el sobre-
nadante y el precipitado se reextrajo en la misma fomma. Se reu-
nierou las fases orgidnicas (aproximadamente 2 ml por banda eluida)

y sc¢ lavaron con 0.4 ml de MgCl, 4mM, La fase superior se descartd
y la inferior se lavé segiin el método de Folch y col (189) hasta

pii 6-7 (se usé para ello cloroformo-metanol-MgCl, 4mM 3:48:47). Las
fracciones asi lavadas se concentraron primero bajo Np y luego con
presién reducida hasta sequedad. Se retomaron en cloroformo-metanol
2:1 y se volvieron a llevar a seco. La operacidn se repitid hasta
climinar la diisobutilcetona. Finalmente se tamaron en cloroformo-
metanol 2:1. Con sustancias radioactivas se procedid en idéntica
forma pero en lugar de eluir la placa cm por cm se trabajd solo con
las zonas radioactivas.

Los poliprenoles se detectaron con una mezcla de anisal-
uenido-etanol-acido sulfirico 1:18:1 (v/v) (46); luego de calentar 5
ninutos a 1l0G°C en estufa aparccid el color verde caracteristico,
aunque & vaces varid del gris al violeta. Cuando en luj;ar de estufa
st caleutd con corriente de aire caliente el color fué siempre verde.

Los poliprenoles se reveclaron tambi&n con fluoresceina al
L.0ls en etanol (190). se pasd la placa por vapor de agua y se
colocS bajo una lampara UV: se los vid de un color rosado-violiceo
solbre un fondo ligeramente fluorescciite. Lsta técnica se usé cuando
no sc quiso danar los poliprenoles a fin de poder eluir las zoilas

respectivas.,



Cromatografia y electroforesis en papel

Salvo iudicacidn cxipresa solo se utilizd papel whatman K°1.
Solventes usados:

e ivaoufaco 3:i en etanol 80% (v/v) (1¢91)

F: Lsopropanol-icido ac@tico-agua (27:4:9) (v/v) (192)

G: ktanol-adcido acético-acetato de awmounio 1M
(75:26:4) (v/v) (191)

it vbutarol-piridina-agua (6:4:3) (v/v) (193)
I: Acido isobutirico-amonfaco 1t (20:1) (v/v)
J: Isopropanol-agua (4:1) (v/v)

K: butanol-piridina-buffer borato de piperidinio
pit 10,5 (6:4:3) (194)

La concentracidn de ambos componentes en el buffer fue
de 0.35M (194)

L: iter de petrdleo (Pi 30-65).

Para el solvente E se¢ usd la técnica ascendente y para
los solvente L y J se usd tanto el sistema ascendente como el
descendelte.,

Para el solvente K se usd el papel cortado segin
Hatthias (195), mojado previamente en el Luffer borato de piperidinio,
pil 10,5 a una coucentracidn 0,0175ii. Para obteuner buenas resoluciones
s¢ observd gue la temperatura debia ser superior a los 25°C.

El solvente I es una wodificacidén del solvente acido
insobutfrico-amonfaco 1ii (5:3) (161, 196). En este dGltimo cl
i tiene un Rf aproximado de 0,2-0.3 pero en el solvente I el Pi queda

¢l el origen, lo cual ofrecid ventajas para separarlo del prenil-fosfatc,
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especialmente cuando los cromatogramas se desarrollaron en forna
ascendente, en tiras de papel de 2 n 15.5 en para resolucidn
rapida (aproximadmiacnte 1-2 horas).

Para wbicar los azlcares reductores sc utilizé el
nitrato de plata alcalino (197). A los compuestos con fasforo sc
los ubicd con el reactivo de molibcdato (198). Los preuoles se
revelaron con la wezcla anisaldehido-3dcido sulfidrico, obteniéndose
uil color rosa luego de calentar con corriente de aire,

La electroforesis se efectud tal cowo lo senalan Garcia
y col (68). iormalumentc se aplicaron 1000 Volts (20 Volts/ci)
durante 150-1860 minutos. Salvo indicacidn expresa el huffer

utilizado fué 1.2 acetato de piridinio pii 6.5.

ilétodos analfticos

Los azlicares sc dosaron en general con el wmétodo del feuwol-
sulfirico (199), usando como patrdn glucosa.

La ramnosa se deternind por el métoco de Dische y col (200)
tal cowo lo describe Upiro (201) usando ramnosa (Gierck) como patrdn.

Las proteinas se deteraminaron por el mltodo de Loury (202)
;s el patrén usado fué alblmina de suero bovino.

PYara la determinacidn de fosfatos se usaron 2 m€todos:

a) &l de Chen y col (203) vy

b) Uua wodificacidn del rn:iétodo de liers y bDerr (204) necha
¢it colaboracidn con ii. Tdbora. Ln este Qiltimo caso se procedid asi:

Fésforo inorgdnico.— A 0.35 ml de auestra en agua se

agregaron 6,050 nl de dcido sulfiirico 5i y 0.050 ul de miolibéato de
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amonio al 2.5% en agua, se agitd y anadib 0.010 ml de Tween 20 al 1.5,
se agitd y luego se agregaron 0,050 ml de verde de malaquita al 0.1%.
se dejd 30 minutos a temperatura ambiente y leyd a 660 nm en un
espectrofotdmetro Gilford. Con 0.1 nmoles de I'i la absorbancia fué
de 0.11-0.12, es decir, la sensibilidad resultd ser 5 veces mayor que
con el método de Chen y col, La curva patrdn se realizd con una
solucién de Pi 0.1nM en HZ'SO4 0.05N, En todos los casos los tubos

en que se hizo la determinacidén fueron previamente calentados 30 minu-

tos a 100°C, con 11,80, 50% y luego se lavaron 3 veces con agua

4
destilada. Las celdas del espectrofotdmetro se dejaron una noche
con mezcla sulfocrdwica, se enjuagaron con agua destilada y se
secaron sobre papel de filtro.

Determinacién de fdsforo total.~ A las muestras llevadas
a seco se agregaron 0,020 nl de 1iC10, 70% y 0,050 ml de u2304 SN y
se calent6 a la llama hasta eliminar el liC10, (vapores blancos).

Luego se anadieron 0.250 ml de agua y se calentd a 100°C 10 minutos.

Finaluente se dosd fosfato por el método b.

Productos quimicos

Todos eran productos comerciales, con las sgiguientes
excepciones:

L1l dolicol, dolicol fosfato natural y fosforilado quimi-
camente fueron gentileza de los doctores N. Belirens y L. Tabora.

El 1,6 anhidrogalactosano y 1,6 anhidroglucosano fueron

preparados por el mé€todo de Montgomery y col (205) tal cual lo
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aescribon Garcfa y col (€5) a partir de O—uitrofcnilf3—4h3ulnctu—
pirandsido v salicina, respectivamente,

il dcido manurdrico se prepard a partir de dcido
al, Duico sipuicendo la técenica de viistler y col (2006).

£l ficaprenol sc obtuvo por el rétodo de Ltone y col (45)
con algunas modificaciones.~ En una experiencia tipo se pesaron
500 gramos de hojas de gomero, Ficus eladstica, previamente desnervacas,
se trozaron y extrajeron con 900 unl de acetoua durante 2 minutos en
una licuadora netalica (ilaring commercial Llendor).

A la wezcla resultante se le agregaron 300 ml de &ter
2tilico y se dejd extrayendo con agitacidn ocasional durante
2-3 horas; luego se filtrd por tela pura quesos y el precipitado se
tratd con 1000 ml de éter de petrdleo (PE 30-65). A continuacién
los extractos orgdnicos se pasaron a un euwbudo de decantacidn y se
les nizo una particidn anadiendo 1/6 de volurcn de agua; luegoe la fase
organica se lavé cor 1/4 de volumen de agua hasta que dicaa fasc quedd
incolora (4-6 veces).

La fase orpdnica lavada se secd lucgo durante 24-48 horas
con sulfato de sodio anhiuro, se filtrd, 1llevd a seco, pesd y retomd
en 50 vl de €ter etflico al 2% en &ter de petrdleo (L't 30-065). Ln
este estado se conserva iien en congeladora a -20°C.

Porciones dc¢ aproximadamente 1 arai:o de diciro materiuzl se
fraccionaron por cromatografia en una columna de aliimina (Brdciwan
activicad II dJe Serva) con uiia relacifu alGwiua-sustancia de 50:1,
¢n peso.,  rara preparsr la columna, la al@taina se resuspendid bici en

€ter etflico al 2 en €ier de petrdleo (PL 3G-L5) y se eapacd culdardo
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w, e, ar todo el naterizl de una vez para evitar fracturas,
L& columna usada fué€ e 1.2 x vU cu, no refrigerada, y

la wuestra (5 nl) se cluyd sucesivamente coir 1los solventes ¢ue se

25 Lter c¢tilico en &ter de petrdleo (FPi 30-065) (v/v) 400 .1

10.. oter c¢tilico cn &ter de petrdleo (P 3UL-65) (v/v) 1000 ml

50s wter ctilico en &ter de petrdleo (o 3U-65) (v/v) 100 wl
75/ Lter etilico en &ter de petrdleo (L 30-65) (v/v) 500 nil
luG. bter etilico 56C wl

1l desarrollo de la columua se sipuid por crowmatografia
cn capa delzada en el solvente A,

1l ficaprenol se eluyd cou el solvente (ue contenia 10%
dter etilico en &ter de petrdleo (Pi 30G-65). Se obtuvieron
3 fraccioues:

a) Ficaprenol mds contamiunantes de mayor Ry (aproxinada-
aeute 25%).

b) Licaprenol puro (aproximadanmente 50%) .

c) Ficaprenol nds coutaminautes de Rf menor (aproxiada-

menite 254) .

Los tubos que contenian ficaprenol ; contaminantes se
purificaron por crouatografia, en capa delgada, en bandas, con el
solvente /, usando cowio revelador fluoresceina. Para su elucion,
e este caso, una vez uvicada la bauda de ficaprenol se raspd la
placa en ese lugar y la silica s¢ dejo caer sobre éter etflico. 3e

coltd, quitd el €ter y se volvid a extraer en la nisma forma. A



pactir de 50U grawos de uojas se obtuvieron 0.200 gramos de premol.

La pureza del material se establecid por los espectros
infrarrojo y de resonanciu .nagnética nuclear. £l andlisis por
espectrorralia de wmasas iudicd que se¢ trataba de una nezcla
aproximadaente equimolecylar de undecaprenol y dodecapremol. Simi-
lares resultados se obtuvieron por cromatografia en fase invertida
con el solvente acetona-agua 23:2 (v/v), aunque en este caso se
observd tamvién la presencia de decaprenol.

Fosforilacidn quimica del prenol.-— Se siguid la técnica de

Cramer (207) descrita por Popjak (208) y modificada por Behrens y
Leloir (30).

Se us8 como ageute fosforilante el fosfato de ditrietilamina
(PDTLA) . 5e disolvieron 2 gramos de L3P04 99% en 100 ml de acetoni-
trilo destilado y se le agregaron 41.3 grawos de trietilamina. Se
dejd una noche en desecador a teuwperatura ambiente para que cristali-
zara., lLos cristales se separaron de la solucidn madre, se secaron
¥ parte de ellos se usd para preparar la solucidn fosforilante
(V.14 PDTEA en acetonitrilo)., bkl rendimiento de esta preparacidn fué
de un 607 del fosfato inicial.

Fesforilacidn.—~ A 10 umoles de ficaprenol cisueltos en
3 wl Ge benceno se le agregaron 0.2 ul de tricloroacetonitrilo
(CC14C1), se dejb en reposo 15 winutos en desecador y luego se anadid
pota a gota y con agitacidu i5 nl cde la solucidn fosforilante
(1.5 mmoles de PDTEA). rYasadas 2 horas se repitieron los agregados

« la solucidr de ficaprenol (3 mmoles de PDTEA en total). Ce dejd



durante la necae, y al ¢la siguiente se llevd a scco a presidn
reducida en un evaporador rotatorio; se retomd en una wezcla
compucsta de C.1 i <2 pClp 4mdi, 1.6 ul de metanol y 2.4 ml de
clorolorwo con el objeto de obtener 2 fases. Luego de agitar
y cceutrifurar se cescartd la fase superior y la fase inferior ana-
rilla se lavd de 10 a 15 veces con unz inezcla de cloroformo-metanol-
a5Cly 4mil (3:43:47) (llawada fase superior tedrica de Folch) (139).
Finaluente la fase inferior se 1llevd z seco y retord en 0.6 nl de
cloroformo-uetanol 2:1.

La pureza del producto obtenido se verificd rutinariameute
sewbrando 0.005 ml de muestra en tiras de papel Whatran i° 1
(de 2 x 15.5 cm). Il cromatougrama se desarrollo en el solvente 1,
el ficaprenil-fosfato (F.iP) y el excesc de !'i se revelaron coii el
reactivo dc burrows (198).

£} prenol que no se fosforild se separd del producto por
cromatografia en tiras ae papel, de 2 x 15,5 cn, en el solvente L.
ol este sisteua el ficaprenol fosforilado (FiP) queda en el origen
y ¢l prenol libre isigra con el frente. Se cortaron los origenes y
irentes ¥y se eluyeron de la sijpuiente fornma: sc¢ colocaron los trozos

N~ . . -
Y

de panel dentro de jeringas hipod&rmicas de plistico de 5 1l y sobre

vllos se agrepgaron trozos de papel waatman .° 1. Sc couprimicreu

fuertauciate y se hizo pasar en foraa lenta cloruformo-uetaiiol 2:1,
in algyunos casos la separacidn sce hizc en coluanas ce DLl

celulosa citicas. Lste .&todo es wds aconsejable, =1 rendiuicuto

en L fue de un 1le con respecto al ficaprenol inicial, y no nmcjord
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por el hecho de usar solventes destilados y secos, o variando la
cantidad de agente fosforilaute. Usaado 1.5 muwoles de PDTLA el
rendiniento fuz del 94 5y con 0.0 swoles el rendimiento fue de un
6i.

Cada partida de FiiP, se hidrolizd a pil2 y el producto
soluble en agua se sometid a electroforesis en acetato de piridiaio
v a cromatografia en papel en los solventes G e I. Ln todos los

casos el producto de hidrdlisis se comportd como Pi.

Obtencidn de extractos lipidicos de A. xylinum.- Se

utilizaron ambas cepas, B42 y C747. Las c€lulas tratadas con
LDTA (68) se centrifugaron y el precipitado se extrajo en forma
indistinta: a) Con butanol, o b) con cloroformo-netanol.

a) Con butanol se extrajo 4 veces y se¢ agitd ocasional-
nente en vortex, £1 butanol sec lavé 3 veces con agua, concentrd
a presidn reducida, retoid en cloroforio-wetanol (2:1) y luego se
fracciond por crouatojraffia en una columna chica de DiAt-celulosa.
Ll dosaje de aceptor en los eluidos de la columna se hizo enzimatica-
amente utilizando la enzina Pao-

Los eluidos se¢ agruparon en 4 fracciones (FL, 1I, ILil
y LV) se 1llcvaron a seco, y salvo el percolado se disolvieron en
butanol-agua. Las fases butandlicas se lavaron varias veces con
ajua para eliminar las soles. Se llevaron a seco y todas las
Ltracciones se tomaron en cloroformo-wctanol 2:1 (0.6-1.0 ml). Para
el dosaje se utilizd de 1/100 & 1/25 de cada fraceidn.

b) Con cloroforio-wetanol (2:1) se extrajo una vez, se

iilerd y reextrajo cou dicha mezcla, adicionada de auonfaco al 1% (20Y).



Los extractos coibinados se lavaron segun Foleh (18%),
se concentraron a presidun reducida y se fraccionaron y dosaron coiio
en ¢l caso anterior,

Preparacidn de las muestras de aceptor enddgeno para ex-
pectrografia de wasas. il material a analizar se prepard de 2
fornuias:

1) La fraccidn con capacidad aceptora eluida de la colwana
de DuAbk-celulosa se hidroliz6 en condiciones acidas suaves (phi2,
100°C, 10 minutos) y se extrajo con &ter de petrdleo (Pi: 3U-65).
Sobre este material et@reo se efectud el espectro de masa.

2) La fraccidn soluble en &ter de petrdleo obtenida como
se indicd en 1) se cromatografid® en una columna de DiAl-celulosa y se
analizé la porcidu ueutra.

La cantidad de muestra analizada, suponiendo que la uidrd-
lisis fué completa, vari§ entre 30 y 60 ug. (Ln este caso el
dosaje del aceptor se efectud tanbi&n enzimaticamente pero incubando
durante 2 horas con cantidades saturantes de UDP—(14C)-Ga1).

Obtencidn de extractos lipidicos de arveja.~ il preparado

enzinatico de arvejas (pdgina 36 ), sc extrajo 3 veces con butanol
y se continud segiin el procedimiento indicado en a) para Acetobacter
®xylinur, con la salvedad que la determinacidn de aceptor en los
c¢luidos de la columna se nizo utilizaudo enzima de arveja.

Los extractos lipidicos de insecto y soja fucron ,entiles

donaciones dc¢ los doctores L. Quesada Allué y C. Lrett respectivamente.



Obtencidn de polisacdridos (210).— S& usd el sobreradaute

de la obtencidn de c&lulas de A. xylinun 542 (pdgina 33). bicho
waterial sc tratd de la sijulente wmznera:

1) Se coucentrd a presidn reducida en un evaporaGor
rotatorio a temperatura uo mayor de 4U°C.

Z) .l jarabe resultante se 1llevd a pi.2 con 6380, Sk y se
vescartd el precipitado formado.

3) rl sobrenadante se llevS a pii 8-9 coun Lalii 10i, sc
descarté el precipitado.

4) Al sourenadante alcalino se le agregd 1.:550, 5i hasta
prc y lueyo se le ahadieron 2 volimenes de acetona a 4°C, en forma
lenta y con agitacién.

5) Se dejd en heladera por 2 & més dias.

6) Se¢ descart8 el sobrenadante y el precipitado se retomé
¢n el nindkio de agua y se dializd contra 4 litros de¢ agua durante
24 horas cambiandola 4-5 veces.

7) i material dializado se liofilizd y guardd a -20°C
ilasta su uso.

Partiendo de 6.8 litros de cultivo se obtuvieroi U.9Y5 jramos
ue polisacaridos.

Precipitacidn de mananos, — Se hizo segin el m&todo de

Algranati y col (211), pero usando tanto el reactivo de Somogyi camo
¢l de Fehling.

Coupuestos radioactivos.— UDP-(lac)-Glu y UDP-(14C)-Gal

fuerou preparados por N. [hdu de Ianino a partir de glucosa

uniforueacute nmarcada (Amersunam-Searle, 200-300 mCi/muol de actividad
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especifica), siguiendo la técnica descrita por Thomas (212) con
diversas adaptaciones,

1.1 (y 321’) ATP fué cedido gentilmente por el
pr. R, Piras (=AT3%).

L1 3% fue provisto por la Comisidn Nacional de Lnergia
Atdmica y por Amersham-Searle.

Bl DolMP-(14C)-Clu obtenido con enzima de higado de rata
fué€ una donacidn del Dr. C. irett,

2
Preparacidn de ficaprenil tionofosfato (32P)(=FM3 P) . — Se

siguid la misma t&cnica descrita para el FMP no radioactivo con
algunas modificaciones.

Preparacidn de agente fosforilante (3%pDTEA) .~ A 20 mCi
de 3ZPi situ portador se agregaron 0.1 rmoles de L3P0, , se llevaron
a seco y se la anadieron 0.050 ml de acetonitrilo y 0.030 ml de
trietilamina, Al dia siguiente se evapord el exceso de reactivos
y el 32ppTEA se disolvié en 0.60 ml de acctonitrilo.

Fosforilacién.— A 0.4 umoles de prenol disueltos en
C.120 1l de venceno se agregaroun 0,010 ml de tricloroacetouitrilo
y 60 umoles de 32ppriA y se procedid en la forma ya senalada.

Con respecto al 32p; inicial, el rendianiento en FNSZP,
medido como fosfato (32Pi) &cido 1abil, fué de un 0.1%. Dicho
material incluye sustancias no identificadas que se separaron por
cromatografia en capa delgada (Placas Lastman), en el solvente D.

Se obtuvieron varios picos de radioactividad cuyo andlisis detallado

se descrile en Resultados. Solo el pico 3 de Rg = 0.7-0.8 (187)
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3¢ couportd cowe IMP v sirvid cono aceptor de galactosa €u ub
ensayo enzirdtico. Dicho material fué eluido de les placas cou
v.li: amwoniaco c¢n mietauol y su rendimiento oscild entre 0.50 y
.15, deel r'i dinicial.

o0 las fosforilaciones rezlizadas con pcquenas cantidades
de sustancias la nunedad fu@ critica, y si los materiales y reacti-
vos uce fueron previaaseute secacdos los rendiulentos resultaron aun
riencres .,

Formacidu del 1,0 amnidrogalactosauno y 1,0 aniddrosluco-

. . . . . . . ’ . '
sauo_a partir de derivados radioactivos.— Se sijuibé la tecnica de

liontgomery (205) ligeramcute wodificada (73): Se llevd la muestra a
seco bajo M, y se tratd con 0.l NaOh en n-propanol al 99%, a 62-68°C
aurante 90 ninutos. Se agregaron 0.1 ml de cloroforme y 0.1 rl de
agud, sc obtuvieron 2 fases, la inferior (cloroformica) se lavd

3 veces con 0.1 »l de sgua, yue se reunid a la fase acucsaza, oe
sctermind radioactividad e alicuotas de cada fase, y luejo la fase
Acuosa se neutraliz® cou resina Dowen 50 x 3 (u+) para su ulterior

anilisis.

tiedida de la radioactividad

La radioactividad en electroforogranas y cromatogramas
¢n papel o capa delpada se detectd cou un radiocromatdgirafo
PYackard modelo 7201.

Los compuestos radicactivos se midicron cor solucioues de
oray (213) o con una mezcla yue coutenia 4 yramos de Ormifluor

(bow Engilaud fuclear) en 1 litro de tolueno en contadores de



cantelleo Packard Tri-carb modelos 2002 y 2003,
La mezcla de VUanifluor en tolueno se utilizd para
- 32; -r 14‘ N tya 1 i - f‘ -
contar ~v C en trozos de papel provenientes de cronatozrafias
v/o electroforesis. Lue,o de coutado cada papel se lavd 3 veces
coil tolueno para quitar el exceso de material de centelleo y

3 veces cou €ter etflico para eliminar el tolueno y poder asfi

eluir las sustancias medidas.
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Incorporicidn a partir de UDP-Glu

Lito de los pri.eros problemas encarados fué el de lograr un
sistewma enzindtico v condiciones de incubacidn que, por el agregado de
F:iP, permiticraun observar un estimulo en la incorporacidn de hexosa
radioactiva (proveniente de UDP-(14C)-G1u) a material liposoluble.

La Tabla 5 rwestra los resultados obtenidos con varios

preparados.

Tabla 5. Incorporacidu dg_i}fk)‘nexqgg a material soluble en butanol
con diferentes preparados enzimiaticos.

-— — — — i — —

Condiciones C&€lulas C€lulas Particulado Células
de tratadas tratadas de celda de tratadas
incubacién con lisozima con tolueno French con EDTA
Pyg P1a
(14C)-hexosa(pmoles) (14C)-hexosa(pmoles/mg proteina)
Sin adiciones 2.4 1.4 - - 2.0
+Iriton ¥-100 18.3 7.3 6.7 19.1 6.2
+F - 1.5 - - 1.7
+1MP - 1,6 - - 2.2
+Triton X-100 y F - 7.0 - - 5.3
Triton X-100 y TIMY 28,9 13.3 18.0 29.4 18.5

—— B B - — o e At ——— a1 = ——— ————— — —

i.as condiciones fueron las de¢ la incubacidn tipo: 0.65 nmoles de
UDP—(14C)—Glu (309 uCi/umol) y donde se indica 0.6% de Triton X-100,
4.3 amoles de F (ficaprencl) y 4.5 nmoles de FMP. La fuente enzi-
indtica fué la senalada en cada caso.
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Como puede ver<e, cu general, el agregado de detergente
solo, Triton X-100 en este case, produce un estiiulo consideralle
{¢c hasta 7 veces en algunas ocasicnes). r ausencio de
detergente, en camuio, ni el ficaprenol ni el IMP produjeron
variaciones significativas. Por otra parte, el estinulo fué
miAximo por el a,regadc de IMP y Triton ¥-1N0Q, en todos los cascs.

Talbla 6. Incorporaciin de (IAC) hexcsa a material sclublc en bhutannl,
con las diferentes fracciones obtenidas con el desintegrador de liossal.

~ &

Fraccidén enzimatica Condiciones de incubaciadn (14¢) hexosa
(pmoles/ng proteing)

Sia sin adiciones 6.4
Saa +Triton X-101 40,5
Sup Triton X-1n0 y P 105.0
Pag sin adiciones 56.C
P3p +Triton X¥-100 6.0
P30 +Triton X-100 y. FIP 149.0
530 sin adiciones 1.2
340 +Triton X-100 14,1
S3p +Triton X-100 y FMP 37.6
P3n + 530 ¢iv adiciones £.8
Pio + 330 +Triton Y--100 0.1
?30 + S30 +Triton X-1N9 y FMP 130.6¢

Tos co?diciones fueron Jas indicadas en l2 incubacidn tipo: 7.6° mmoles de
- (HAe)y—G1n {200 1:0i fumol) v, donde se indieca, 0.67 de Triton X-11G,
2.5 nwoles de FMP. Ynziras: Sze (230 uge proteina), P45(26.5 ue proteins),

Ay

530(205 ag protainn) y Pan + 539(26.5 + 205 = 231.5 ue proteina).
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Resultados alin mads netos se obtuvieron con fragmentos
celulares obtenidos con el desinterrador de Mossal (Tabla 6). Como
se observa, de las 3 fracciones enzimaticas analizadas la Py fué
la que produjo las mayores incorporaciones y minimizd a la vez
el efocto del detergente. Este efecto fué muy notable en el
particulado crudo (S43). La recombinacidn de las fracciones P3g y 5,4
reprodujo practicamnente los resultados obtenidos con la 5,q.

T.a Tabla 7 muestra un experimento realizado solarente con la

fraccitn P33. Se reproducen los resultados vistos, y adenis se

Tabla 7. Lfecto de distintas adiciones sobre el sigtema I’qq

Condiciones de incubaciodn (IAC) hexosa liposoluble
(pmoles / mg proteina)

Sin adiciones 51.1
+Triton X-100 73.5
+I 51.4
+IMP 59.9
+F y Triton X-100 64.3
+FMP y Triton X-100 152.4

La incubacidn tipo contenia: 0.65 nmoles de UDP—(IAC)—Glu (268) uCi/umncl)
y donde se indica 4.5 nmoles de FMP, 4.3 nmoles de ficaprenol (F) y
0.67% de Triton X-100.

observa que el FMP solo y el ficaprenol solo o en presencia de

Triton --100, no tienen efecto alguno. Nuevamente el estimulo es raximo



-62-

(aproxinadamente 100% con respecto al incubado con Triton X-100)
en presencia de FMP y Triton X-100, que, por otra parte resultd el
nejor de los detergentes eunsayados (Tabla 8).

Tabla 8. Lfecto de diferentes detergentes en presencia o no de
FMP, sobrc la incorporacidn de (1%C) hexosa a 1ipidos.

Coudiciones de incubacidn (14C) hexosa liposoluble
(pmoles / mg proteina)

Sin adiciones 53.9
+Triton X-100 61.8
+Zonyl A 44,1
tdesoxicolato de sodio 31.5
+Triton X-100 y FMP 109.4
+Zonyl A y FMP 42.7
+desoxicolato de sodio y FMP 42.3

Las condiciones fueron las de la incubacifn tipo con 0.6 nmoles de
UDP-(14¢)~Glu (268 uCi/umol), enzima P33(92 ug protefna) y dorde se
indica: 1.8 nmoles de FM?, 0,6%Z de Triton X-100, 0.09% de Zonyl A y
0.42% de desoxicolato de sodio.

Se investigd también el efecto de fosfolfpidos, cefalina
en este caso (Tabla 9), pero en los sistemas ensayados no se obser-

varon estinulaciones significativas a menos que el FMP y el Triton X-10C

$¢ euncuentren presentes,
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Tabla 9. cfecto de cefalina sobre la incorporacidn de (140) hexosa
a material liposoluble.

Condiciones de incubacién Células tratadas Enzima P4,
con lisozima
(14c) nexosa (14C) hexosa
(pmioles) (pmoles/mg proteina)
Sin adiciones 2.4 48.0
+Iriton X-100 18.3 47.6
+Cefalina 2.4 43.5
+Triton X-100 y cefalina 13.2 46.6
+Triton X-100 y FuiP 28.4 91.5
+Cefalina y Il 3.6 50.7
+Iriton X-1l00 + cefalina y FMP 28.9 98.3

Condiciones de la incubacidn tipo con 0.62 nmoles de roP- (14¢)-Glu
(309 uCi/umol) y donde se indica: 1.25 nmoles de FMP, 135 ug de
cefalina, 0.6% de Triton X-100, Las enzimas son las sefialadas en
cada caso.

Con el sistema enzimdtico y el detergente elegidos
(P30 y Triton X-100 respectivamente) se estudiaron las condiciones
Optinas de estiuwulacidn, &l efecto de cantidades crecientes de
R se ve en la Ffigura 1z. Usando la mezcla de incubacidn tipo,

cot: aproximadamente 0.2 nnoles de FIP’ se alcanzd una meseta.
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L1 efecto de la concentracidn de UDP-Glu se estudid
entonces en presencia de 0.2 nmoles de FMP (Figura 13). En
presencia de FMP y Triton X-100 el estfmulo fué mayor a mayor
concentracidén de nucledtido-azicar, sin que en las condiciones
del ensayo, se llegara a una meseta. En todos los otros casos,

como era de esperarse, no se observd activacidn significativa.
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Figura 12, Incorporacidn de (14c) hexosa a material soluble en
butanol en presencia de diferentes cantidades de FMP, Las
condiciones fueron las de la incubacidn tipo con 0.65 nmoles de
upP-(14C)-Glu (309 uCi/umol), 0.6% de Triton X-100, enzima P
(18 ug protefna) y las cantidades de FMP indicadas.
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rigura 13: Lfccto de la concentrdc1on de UDP- (14C)Glu. Las con-

u1c1ones fueron las de la incubacidn tlpo anleando las cantidades de
UDP —=( 4C)(,lu que se indican y enzima Pjyq (25 uz proteina). @—e)
Sin adiciones, (@-®) Triton X-100 0.0% final, (A-A) 1.2 nmoles de

ficaprerol y 0.64 ce Triton X-100 y ©—0) 0.2 mmoles de FP y 0.6/
de Triton X-100.

andlisis de los productos solubles en butanol.

Los extractos butandlicos obtenidos incuvande con v siin

-

Pl en presencia oo Triton X-100 se analizaron por cromatografia en

papel (Fiyjuara 14).
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Fijura l4: Audlisis de los extractos butandlicos por_cromatopral Ta
i papel.  La incubacidu tipo contenfa: 0.6, ue friton X-100, 0.2 nmoles
ae P vy 0.0 umoles de tnP-{14¢) Glu (30Y uCi/umol). Se utilizaron los

solventes E y L.
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Con €l solventc F cu zmbos casos sclo 3e observa radio-
actividad en el frente, lo (ue indica la ausencia de contaminantes
polares, rl solvente L muestra que tanto en presencia como en
ausencia de FMP se obtuvo Lipico-P-Gal, ¥ con los dos solveites
se ovbserva quc en presencia del Lipido-P exbgeno hubo un incremento
del Lipide-P-Gal.

Per cromatorrafiz en columnas de PMAE—celulosa,de extractos
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Fisura 15: Lromato: g_r_za_f_{_a__ it colunue de DhAL-celul losa.  w] extracto

vutandlico se¢ ortuvo wn ma incubacién tipo en presencia de 0.2 niwoles
de Y v 0,64 de lriton X-100, S¢ usd una columna refrigerada de

1.4 tu em desarrollada coto sc indica en Materiales y Métodos
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butandlicos obtenidos en presencia de FIF’ y Triton X-100, se

obtuvo el perfil que aparece en la Figura 15. Ln este

100

POL IMERO (%)
(92
o
J

0 . ] —&

0 03
TRITON X -100 (%)

Figura 16. Forumacién de polimero en presencia de Triton X-100

y de FrlP, La incubacidn tipo contenfa: 0.53 nmoles de
UDP—(1%C)-Glu (309 uCi/umol), enzima P39, 0.25 npoles de RIP y

las cantidades de Triton X-100 que se senalan. El polimero se
w1did como se indica en lateriales y Métodos (0= o0) Triton X-100,
(A —4A) Triton X-100 y PP,




—69-

cagso s¢ obscrvaron dos componentes: uno wayoritario (1) en la
posicidn correspondiente al Lipido-P-Gal y otro wenor (2) en
la que ocuparia ¢l Lipido-Pv-Glu (68). Alfcuotas de ambos com-
ponentes s¢ aidrolizaron a pu 2 y las fracciones acuosas, que
cotttenian practicamcnte toda la radioactividad, se cromatogra-
fiaron en el solvente ii, S6lo se observd gélactosa en el
producto del pico 1 y jiucosa en el del pico 2.

£l anilisis de los productos liposolubles indica que
en las condiciones de incubacidn utilizadas solo excepcionalmente
se siutetizd Lipido-P¥-Glu (Figura 15). Debido a ello se
investiyg6 someramente el c¢fecto del Triton X-100 y del FMP sobre
la formacidn de poliuero en dichas condiciones., La Figura 16
nuestra que la sintesis c¢el glucano se¢ redujo drasticamente en
funcidn del incremento de Triton X-100; dicha diswinucién no fué
revertida por la presencia de FiP, Tano Zonyl A (0.09%) como
desoxicolato de sodio (U.42%) produjeron el miswo efecto que el

Triton X-1Cu (0.6%).

Incorperacién a partir de UDP-Gal

1l hecho que normalmente el incremento producido por el
Lipido-P exdgeno se tradujera en una mayor formacidén de Lipido-P-Gal
(Figuras 14 y 15) indujo a estudiar la sintesis del Lipido-P-Gal
utilizando directamente UDP-Gal couo nucledtido-aziicar dador.

Lua experiencia en paralelo utilizando UDP-Glu y

UDb’-Cal (Tabla 10) nuestra que las incorperaciones en presencia de



-70-

este {iltimo no solo fueron muclio mayores sino que también lo

fué el estimulo producido por el FMP.

‘Tabla 10: Incorporacidn a material soluble en butanol a partir
de UDP-Gal y UDP-Glu.

Condiciones de incubacidn UDP-(14C)G1u UDP-(14C)Ga1

(14c) Hexosa (pmoles/mg proteina)

Sin adiciones 50.6 455
+Triton X-100 63.8 734
+Triton X-100 y FIP 113.6 4124

La incubacidn tipo contenia enzima P35 (90 ug proteina), y donde se
indica 0.6 nmoles de UDP-(lAC)Glu (268 uCi/umol); 0.62 nmoles de
UDP—(14C)Gal (154.5 uCi/umol); 1.8 nmoles de FMP y 0.6% de Criton X-100.

Preparado enzimidtico.

Vistas las mayores incorporaciones obtenidas cun UDP-Gal,
se probaron, al igual que con UDP-Glu, los preparados enzimiticos
ensayados anteriormente, Un resumen de las incorporaciones obtenidas
aparece en la Tapla 11. Los resultados son anilogos a los obtenidos
con UDP-(14C)Glu: con las células tratadas con EDTA el detergente
estinuld la incorporacién a material soluble en butanol, estimulo
que fu€ aun mayor en presencia de FMP., Ll FMP solo no produjo

ningan efecto. rl ficaprenol sclo o en presencia de Triton X-100 no
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aumentd las incorporaciones, Resultados muy similares se
obtuvieron con las c€lulas tratadas con tolueno, y aunque

las cllulas tratadas con lisozima produjeron poco estimulo
con el detergente y un buen incremento en presencia de IiMP,
uo se continuaron usando por las dificultades en lograr resul
tados reproducibles.

Tabla 11: Lgporporacién de (14C) hexosa a material soluble
en butanol con difereuntes preparaciones enzimaticas.

Condiciones Células Células C€lulas
de incubacidn tratadas tratadas tratadas
con LDTA con Tolueno con lisozima
(14c) hexosa (14¢) hexosa
(prioles/mg proteina) (pmoleg)
S5in adiciones 5.3 5.8 56.C
+Iriton X-100 22.6 18.9 92.9
+F 5.3 = -
+FMP 6.4 7.0 -

+F y Triton X-100 19.4 - -

+FMP y Triton X-100 71.9 62.5 496.7

Las condiciones fueron las de incubacidn tipo, con (.66 naoles de
vDP-(14c)Gal (142 uCi/umol) y, donde se indica, 4.3 nmoles de
ficaprenol (F), 1.8 nmoles de P y 0.6% de Triton X-100.
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Las uejores estimulacioucs volvicrouw a lograrse con fragnmentos

cclulares obtenidos con el desintegrador de lossal (Tabla 12), y la frac-

cidn 2ds adecuada fué tambiln la Pags ya que minimizd el efecto del deter-

wonte ¢ hizo adximo ¢l cstimulo por el IMP.

Las fracciones P33 y Sq,

comvinadas volvicron a reproaucir los resultados obtenidos cou 3.8

Tabla 12:  Incorporacidn de (14C) hexosa a material soluble en butanol

con las diferentes fracciones celulares obtenidas con el desintegrador

de _wnossal.

Fraccidn enzimatica

Condiciones <e incubacidn

(14C) hexosa
(pmoles/mg proteina)

S4s

P3g + S3p

P3p * S30

Siun adiciones
+ Triton X-100

+ Triton X-100 y FMP

Sin adiciones
+ Triton X-100

+ Triton X-100 y FMP

Sin adiciones
+ Triton X-100

+ Triton X-100 y FMP

Sin adiciones
+ Triton X~100

+ Triton X-100 y FMP

912.7

981.2
1333.2

7695.0

51.0
13.5

104.,2

44,5
263.9

1218.0

La incubacién tipo conteufa: 0,62 nmoles de UDP—(14C)Gal(154.S uCi/umel) v

donde se indica 2.5 nmoles de FMP y 0.6% de Triton X-100,

tnzimas:

S4p (288 ug proteina), Pyy (64.5 ug proteina), S3p (220 ug proteina) y

P3y + 83 (64.5 + 220 ug = 284.5 ug proteina).
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La fraccidn P30 fué entraida con butanol, con la esperanza
de ohtener mejores estimulaciones por el agregado de RMP., Asi se
observd, en c¢fecto, pero la enzima resultd muy 14bil y los resultados
dificiles de reproducir. Se adoptd entonces la fraccidn Py tal
cual, que couservada a -20°C resultd estable y proporciond siempre
datos muy reproducibles.

L.a Tabla 13 nwestra otra serie de resultados, coufirmando

que solo la combinacidn FMP - Triton X-100 es capaz de estimular

Tabla 13. ifecto de F y Ff?

Condiciones de incubacidén (14C) nexosa liposoluble
(pmoles/mg proteina)

Sin adiciones 608
+ Triton X-100 553
+ F 664
+ FMP 764
+ Triton X-100 y F 716
+ Triton X-100 y 10 F 760
+ Triton X-100 y FM 0092

——. - - —— ¢ —— 1t

Se incubd en las condlglones tipo con enzima P34 (25 ug proteina),
0.62 nmoles de UDP-(1l4C)Gal (154.5 uCi/umol) y donde se iundica 0.25
nmoles de FMP, 0.6% de Triton X-10U, 0.25 y 2.5 nmoles de ficaprenol
(Fy 1 F respectivamente).

(unas 10 veces) la incorporacidn de hexocsa. £l ficaprenol, eu

exceso y aun en presencia de Triton X-100 no tiene efecto

significativo.
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Con este sistema se buscaron las condiciones Optimas dc
incubacidn. La Figura 17 muestra el efecto de la concentracidn
de FMP. Se llegd a una meseta utilizando aproximadamente 25 ully
se obtuvo una incorporacidn de (14c) galactosa correspondiente a
un 60% del UDP-(lAC)-Gal presente en el incubado.

]l efecto de la concentracidén de UDP-Gal se muestra
en la Figura 18.

Como era de esperar tanto sin adiciones como en presencia
de Triton X-100 no hubo mayores variaciones en la incorporacién a

material soluble en butanol. En presencia de FMP y detergente en
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Figura 17: Lfecto de la concentracién de FMP. La incubacién se

efﬁctua en las condiciones tipo con 0.6 nmoles de UDP—(14C)-Gal
(153.8 uCi/umol), 0.6% de Triton X-100, enzima P39 (92 ug proteina)
y las cantidades de FMP gue se indican.
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Figura 18: Efecto de la concentracidn de UDP—(lAC)—Gal. Las

condiciones fueron las de la incubacidn tipo excepto que se
afiadieron las cantidades de UDP-(14C)-Gal indicadas en la
Figura, (@ —®) sin adiciones; (A===A) Triton X-100 0.6%,
(Oam=s0) 0.2 mmoles de FifP y 0.6% de Triton X-100.

cambio se vid un gran estfmulo alcanzindose una meseta a una
concentracién de UDP-Gal de 186 uii, correspondiente a unos 0.16
niioles de nexosa incorporada. Inicialmente habfa 0.2 nmoles
de PP, es decir, que se utilizd aproximadamente un 70% del FMP
presente.

La Figura 19 muestra las variaciones de incorporacién

en funcidén del tiempo.
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Figura 19: ngornggggiégiyi__fzg_ygﬁpsa en funcidn del tiempo.
Coudiciones de la incubacidn tipo. Se utilizaron 0.6 nmoles de
unP-(14¢)-Gal (90.6 uCi/umol), 2.0 nmoles de FMP, 0.6% de Triton X-100

y enzima Py (25 ug proteina).

Puede verse que la incorporacidn de galactosa fuc casi
lineal en los priveros 30 ninutos y luego aumentd suavemente hasta
11Las o3 horas de incubacidn, tiempo en el que se logrd una incorpora-
cion dc (léc)galactosa correspoiuiente a uu 754 del UDP»(14C)—Cal

prescute cu la incubacidn,
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Figura 20: Graficos de Lineweaver-Burk para UDP-Gal (a) y RMP (b).
Para cada punto del grafico se efectuaron curvas de tiempo: 5, 10 y

15 minutos de incubacidn en presencia de 18 nmoles de FMP, 0.6% de
Triton X-100, enzima P33 (92 ug protefna) y las cantidades de

UpP-(14c) Gal que se indican en cada caso. (b), en este caso las incu-
baciones fueron de 3, 6 y 9 minutos con 0.6% de Triton X-100, 26 nmoles
de UDP-(14C)-Gal (11 uCi/umol), enzima Pag (92 ug protefna) y 1las
cantidades de FMP que se sefialan en cada caso.
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En la Figura 20 se observan 2 graficos de Lineweaver-suri::
para UDP-Gal y IMP. Los K,s aparentes obtenidos de esta forma
fueron de 3-6 x 10_5 M para UDP--Gal y de aproximadamente 1 x 10~2 M
para el 1P (corregido por la cantidad de aceptor enddgeno presente
en la preparacidn enzimatica usada).

Finalmente, el efecto que ejercen diferentes detergentes
en la sintesis de naterial liposoluble se muestra en la Figura 21.

Se observa que las mejores incorporaciones se obtuvieron con
Triton X-100: a una concentracidn de 0.2% se llega a una meseta que

dentro del rango estudiado (0.2-2.47) se mantiene constante.

mg protein

(*C] HEXOSA LIPOSDLUBLE (nmoles / a)

DETERGENTE (%)

Figura 21: rfecto de difcrentes detergentes en la formacidu de material
liposoluble. Las condiciones fueron las de la incubacidn tibB—ZEE;.__h—-
.62 nmoles de UDP-(14C)=Gal (92.6 uCi/umol), 3.6 nmoles de FMP, enzima

1’30 v las cantidades de detergente que se seiialan en cada caso. (A—A)

‘riton X-100, (O--0) desoxicolato de sodio, (O0- ~0) Lubrol y
(@—®) Zouyl A,
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sndlisis del producto

£l anilisis del material soluble en butanol obtenido con
cuzima P3y, FMP, Triton ¥-100 y UDP-Gal, confirmé que se trataba de
Lipido~-P-Gal.

Por cromatografia en papel con los solventes L y F
(Figura 22) se obscrva un solo pico con las movilidades esperadas
(0.85 y 0.90 respectivamente).

Por cromatografia en columna de DEAE-celulosa (Figura 23)
se observa también un solo pico, que eluye a una concentracidn
0.1-0.2 M de acetato de amonio. Por hidrdlisis a pil 2 este material

se descompuso en un 80-90%. Cromatografia en papel con el solvente ii

1000—  Solvente E -

cpm

100 Solvente F —

Or
DISTANCIA r

Figura 22: Cromatografia en papel del material soluble en butanol.
Solventeg E y F,
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Figura 23: Cromatografia en columna de DEAE-celulosa del material

liposoluble obtenido a partir de UDP-(14C)-Gal. La columna de
0.8 x 31 cm se desarrollo como se indica en Materiales y Métodos.
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Figura 24: (Cromatografia en solvente L del material purificado por

cromatografia en DiAE-celulosa y tratado a pH 2. (fase acuosa).
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de la fraccidn acuosa de dicha hidrdlisis (Figura 24) permitid

observar solamente galactosa radioactiva.

Tratamiento fendlico.- &l producto de incorporacidén soluble en butanol

se tratd también con fenol. La degradacidn se llevé a cabo sobre 3
productos diferentes:
- 1 obtenido en una incubacidn tipe, sin adicionar ni Triton X-100

ni P (1).
- £l obtenido en una incubacidn tipo, con 0.6% final de Triton X-100 (II).
- Ll obtenido en una incubacidn tipo, con 0.67% final de Triton X-100

y 0.25 nmoles de FMP (IIT).

Ln la Figura 25 se muestran los resultados. Como puede

observarse los perfiles obtenidos con el 1ipido enddgeno (I y II) o con
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Figura 25: Tratamiento fendlico. Cada una de las sustancias se

tratd con fenol 507 durante los tiempos indicados, en la forma descrita
en Materiales y Métodos. (O ) Fase fendlica, (®) fase acuosa.
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detergente y TMP (ITI) son casi idé@nticos. Ln tres horas la degra-
dacidn fué casi total.

Las fases acuosas del tratamiento fendlico sometidas a
electroforesis sc comportaron como Gal-1-P (Tigura 26) en todos los

casos. Las zonas radioactivas se eluyeron y cada una de ellas se
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Figura 26: Llectroforesis en acetato de¢ piridinio de las fases

acuosas del tratamiento feublico de los productos I, IT y III.

dividid en 2 porciones. Una se tratd con fosfatasa alcalina y 1la
otra se hidrolizd a ph 1 (0.1 M liCl, 10 minutos, 100°C). £l producto

¢e¢ la incubacidn con fosfztesa alcalina, por electroforesis, se
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comportd como una sustancia neutra en los tres casos.

£l producto de la uidrdlisis &cida cromatografiado en
vapel en el solvente ii migrd en todos los casos como galactosa.
1l producto era pues Gal-1-P.

Reduceidn catalftica.— Sometidos a este tratamiento tanto el producto

obtenido con el aceptor enddgeno (Lipido—P—(lac)—Gal) como el formado
en presencia de FMP y Triton X-100 se degradaron en forma practicamente
total (Tabla 14). Los productos de degradacidén fueron galactosa,

o nezclas de galactosa y Gal-1-P, segin los casos.

Tabla 14: Reduccidn catalitica.

Producto Fase butandlica Fase acuosa Degradacidn
(cpm) (cpm) (%)

Lipido-P-(14¢)Gal 358 6000 95

m™P-(14C)Gal (%) 298 6370 96

DolriP-(14c)Gal (%) 5665 2805 33

La reduccidn catalitica se efectud como se indica en Materiales y
Métodos. (*) Lstos preparados contenian un 187 de Lipido—P—(laC)Gal,
calculado en base a la cantidad de aceptor enddgeno presente en la
preparacion enzimitica utilizada para sintetizarlos.

Por otra parte utilizando otro aceptor exdgeno, el DolMP
(ver "Activacidn por otros extractos lipidicos') también se obtuvo
incorporaciGn de galactosa a material liposoluble, pero &ste resultd
resistente a la reduccidn catalitica, a diferencia de los otros dos

casos. iksto indicaria que el Lipido-P-Gal es de naturaleza semejante

al 'M’-Gal, es decir, de tipo alilico y no o{-saturado como el DolMP-Gal.
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Configuracion del enlace galactosa-fosfato.-~ Para determinar la

configuracidn del enlace azicar-fosfato se investigd la formacién de
1,6 anhidrogalactosano a partir de un producto purificado por croma-
tografia en colunna de DEAi-celulosa. Por cromatografia en papel con
Solvente L el compuesto obtenido se comportd como auté€ntico 1,6
anhidrogalactosano (Rgal=2.2) (30). Como prueba confirmatoria ambos
compuestos se eluyeron, se hidrolizaron en medio dcido (1lii HCl, 3 horas,
100°C) y luego se cromatografiaron en el Solvente il: migraron con la
wmovilidad de la galactosa.

Todos estos resultados indican que el lipido-galactosa
obtenido a partir de FMP tiene propiedades andlogas al obtenido con el
aceptor enddgeno, o sea, Lipido-P-f~Gal.

Epnfirmaciﬁn de que el FMP ¢s sustrato de la enzima galactosilante.-Para

confirmar quc la preparacidn de FiP utilizada era sustrato de la enzima

galactosilante y que las estimulaciones observadas no se debian a

efectos indirectos se llevaron a cabo varios experimentos. Se usd

tanto FXP uo radioactivo como marcado con 32P.
Para ver si se comportaba como otros prenil-fosfatos conocidos,

tales como Dol}P, el IMP preparado quimicamente se cromatografid emn

placas de silica gel G. Lfectuada la corrida se eluyd la placa

fraccionada en bandas y se midié la capacidad estimulante de cada uno de

ios cluidos (Figura 27). La m3xima estimulacidén correspondid a la

zona de Rg=0.6-0.7, aunquc también se observd un pequeno efecto en la

zona del origen. Lu estas condiciones el DoliiP migra com un Ry de

apronimadamente 6.7 y uu pirofosfato permancce en el origen (186).
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Iigura 27: Cromatografia de FMP en capa delgada. Se utilizaron
placas de silica gel G lavadas, y Solvente C. Se eluyeron bandas
ue 1 em de aiuciho y en los elufdos llevados a seco se midid
capacidad estimulante, en las condiciones tipo. Las incubacicnes
se efectuaron con 0.61 nmoles de UDP-(14C)-Gal (152 uCi/umol) ,
0.6% de Triton X-100 y enzima P (25 ug proteina). Se midid in-
corporacién a material soluble &n butanol. (©) control sin Triton
%-100 ni eluido, (@) control con Triton X-100 sin elufdo.

J.os resultados wmds concluyentes se obtuvieron utilizando

como aceplor exdgeno FMP marcado con 32p

.

_ ] . . ) . .
Fué nccesario establecer primero la pureza del preparado
32,

ae TR, Por cromatograffa en capa delgada eu Solveute C se

observarou dos picos de radioactividad (en el origen y con R¢=0.05)

coincidentes con lo visto con el FMP no radioactivo (Figura 26)
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Tigura 28: Cromatografia de.FM32P en capa delgada. Se utilizaron
2lacas de silica gel G lavadas, y Solvente C.

Pero corrido con Solvente D el perfil obtenido fué mas complejo

(Figura 29) pues se observaron cuatro compuestos: en el origen

1000d

DISTAN CIQ Fr

Figura 29: Cromatografia de F322 en capa delgada. Se utilizarcn
placas Easti:an y Solvente ).

(compuesto 1) y con Rgo de 0.4 (compuesto 2), 0.7 (compuesto 3) y 0.95

(compucsto 4). Los compuestos 3 y 4 pudieron eluirse con cierta



facilidad (80-90%) utilizando v.1 M 40K en metanol.

-R7-

Corridos

nucvamente en el mismo sistema mantuvieron su movilidad.

los compuestos 1y

‘)
“

en cambio, resultaron muy dJdifieiles

de rccuperar, aun en las condiciones mias variadas. En ningdn caso
A B
| T
300~ compuesto 1 T compuesto 1
0 - JA‘ - — J‘ - S
[ 1
1 |
3001 compuesto 2 4 compuesto 2
= _L A rcrrtmptn patonra
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Pigura 39: tLtlectroforesis cn buffer acetato de piridinio de los &4

Copuestos aislados del prep ;iﬁ{?ﬁ??§ﬂ2b'?fiﬁh%%?i@}ﬂ (A) sirn

nidrolizar, (L) despu€s de hidrélisis a pil 2.
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se logrd eluir mas de un 5-10% de la radioactividad.

Loy cuatro compuestos se gometieron a electroforesis
directaaente y previa hidrdlisis a pli 2 (Figura 30), El
conpuesto 1 resultld ser fosfato inorganico pues corrid como Pi
tanto antes couo después de la hidrdlisis. No asi los tres
que, si bien, sin tratar con dcido, no se movieron del origen,
sus productos de hidrdlisis fueron diferentes. Como se observa
en la Figura, el compuesto 3 produjo solo Pi, en cambio el 2
produjo Pi y PPi, y el 4, Pi, PPi y un producto no identificado

de movilidad algo menor (RPPi = 0.70-0.75).

1000} -
compuesto 3

W pmems |
3 N
¥ ]
E 1000— -
- compuestod
L |
0 —~
1 1
Or Fr
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Figura 31: (Cromatografia en papel de los compuestos 3 y 4 (Figura 29),

con solvente E,

Los compuestos 3 y 4 se corrieron tambi&n en papel con el

solvente alcalino E (Fijura 31). tl pico 3 se descompuso casi



-89-

totalmentc: s0lo se cbhservd en la zona del origen un pico levemente
1

difuso quc¢ se pudo eluir con agua y se comportd como Pi en electroforesis.

Ll pico 4, en cambio, se movid casi con el frente del solvente.

I |
100 3con UD P -Gal .
0 - N O -

| +
1000+ 3 sin UDP-Gal -

£ 1 1

o ¥ ¥
v 1000— 4L con UDP- Gal -
1] — e -
1000— 4 sin UDP-Gal —
0 —

i 1

Or Fr
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Figura 32: Incurporac;on de gdlggggﬁg_g los compuestos 3 y 4

(Figura 29). Condiciones de incubacion tipo (90-h1nutos) enzima
30 (54 ug protelna) 0.6 de Triton X-100, los compuestos 3 y 4
como aceptores exdgenos y 31.0 nmoles de UDP-Gal, donde se indica.
alfcuotas de los productos liposolubles se analizaron por cromato-
.raffa cii papel e¢n Solvente E.
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i’ara saber cual de estos uos compuestos era el FM32P se hizo el
siguiente experw.mento: se¢ los utilizd como aceptores exdgenos en
presencia y en ausencia de UDP-Gal no radivactivo.  Alicuotas de

los extractos butandlicos obtenidos se analizaron por cromatografia

en papel con el Solvente E (Figura 32), Como era de esperar de
acuerdo a lo viste en la Figura 31 para el compuesto 4, no nubo
diferencia en la incubacidn realizada con o sin el nucledtido-azdcar.

Lit cambio el compuesto 3, en presencia de UDP-Gal, produjo una
sustancia que migrd cerca del frente, con la movilidad del Lipido-P-Gal,

ausente eun el coutrol siu UDP-Gal, pues, como se indied, el

FM3ZP parece descomponerse en este solvente,
1 resto de los extractos butandlicos se tratd con fenol

(Tabla 15) y aunque los porcentajes de ruptura fueron bajos en general,

Tabla 15: Trataniento fen6lico del material marcado con 32P soluble
en butanol.

Condiciones de incubacidén fase fendlica fase acuosa ruptura

(cpm) (cpm) (%)
Compuesto 3 con UDP-Gal 26.397 12,705 32.5
Conipuesto 3 sin UDP-Gal 32,261 9.592 22.9
Compuesto 4 coun UDP-Gal 25,142 6.743 21.1
Compuesto 4 sin UDP-Gal 24,8862 5.291 17.5

Tiempo de tratamiento: 3 horas

€1 el caso del compuesto 3 incubado con UDP-Gal fué€ maximo.



Ll andlisis de las fracciones acuosas del tratawicnto
tenGlico (Fijura 33) indicd que solo el compuestoe 3 sirve como a-

ceptor exdpeino de galactosa ya que sin UDP-Gal produjo solo Pi v

300 3 con UDP-Gal —

30 3sin  UDP-Gal -~

£ |
8. T
3000— 4L con UDP-Gal 7]
0 - M—'
i
3000 4sin  UDP-Gal l
0 [ M—
Glut-P P PR
u-= |
€] ®
Or
DISTANCIA
fdigura 33: viectroforesis en pavel de las fases acuosas del

tratasicuto fendlico (Tabla 15).

coul UDP-Gal did origen a Gal-1-P (%0%) y Pi (10%). Por el contrario,
2l compucsto 4 did el miswmo perfil observado por uidrdlisis a pH 2:

una sustancia de Rpp; = 0.75, Piy PPi, y no mostré capacidad



aceptora va que no liberd iiexosa-P.
Alite todos cstos resultados se concluyd gue el compucsto 3

3 . - . ) . )
era el FH’ZP, por lo que se¢ contianud trabajaido solawenic cor €1.

Caracterizacidn de FHMP--Gal doblemente marcado.,

. -3z e
<1l necno de que, en presencia de kd3 P, se obtuvicra ui

producto cagaz ce liverar hexosa—JZP por tratamientc coir feuol, va
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tigura 34: Formacidn de productos doblemente marcados. Iuncubacidn

tipo; se efectud durante 90 minutos con enzima Pyy (54 ug proteina), v
donde se indica: 2.87 umoles de F32p (31 cpm/pmol); 2.7 nroles de FMP
o radioactivo, UDP-(14¢)-Gal, 34.5 nmoles (37 cpm/pmol) v Triton ¥--100
U.05. Los extractos butanflicos se analizaron por cromatografia en
solvente t.,



se considerd un argumerto bastante sbélido en el sentido de que el FMP
exOpeno era un verdadero sustrato de la enzima. o obstante, se
quiso confiriiar estos resultados efectuando un experimento con
doble marca: Fn3%p y UDP—(lAC)-Gal.

Para ello se incubd en las condiciones ya vistas, con
1132 solo y en presencia de UDP-(14C)-Gal. Se hicieron ademis dos
controles: uno empleando iMP frfo y UDF-(IAC)-Gal y otro usando solo
UDP—(IAC)—Gal, sin aceptor exégeno. Alicuotas de los extractos
butandlicos obtenidos se cromatografiaron en Solvente E (Figura 34).
Como puede observarse, nuevamente el FN32P, incubado en ausencia de
UDP-;al, se descoampone, En presencia del nuclebtido-azicar, si bien
queda algo de radioactividad en la zona del origen la mayor parte migra
con la movilidad del Lipido-P-Gal como era de esperarse.

Yor otra parte en los controles sin FM32P, con o sin
agregado de IMP no radioactivo, solo se observa radioactividad cerca
del frente del solvente. Ln los tres casos se cortd esta zona del papel
y se midid radioactividad, discriminando 32p y lac, Luego de
deducida la contribucidn del 1lipido-fosfato endbgeno, calculado con el
control sin I'M¢, sc¢ llegd a una relacidn 14¢/32p 4e 1:1.13, para el
producto obtenido con doble marca.

Caono en el caso anterior, el resto de los extractos
butandlicos se tratd con fenol, Los resultados (Tabla 16) indican
que el 32y se degradd alrededor de un 20%. En los otros tres
casos la ruptura fue mayor (45-50%), aunque con todo algo menor que la

esperada (80-95%).
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Tabla 16: Tratamiento fendlico del material soluvle en butanol
obtenido en el eaperimento con doble marca.

Coudicioues ue¢ iucubacidn Fase fendlica Fase acuosa fuptura
(cpm) (cpm) (%)
AP (%) 75.904 17.648 18.9
Fu32p + yop-(Ll4c)-cal 20,737 26.037 57.5
FiP no radioactivo + UDP-(14C)-Gal  4.930 6. 494 56.8
vor-(L4c)-Cal 6.013 4.726 44.0

(#) in €l caso de %P solo se midid 323, cn todos los deuids casos se
widiG 14¢.  Los extractos butandlicos se¢ obtuvieron como se sefala en
la leyeunda de la Vigura 34. £1 tratamiento con fenol al 50% se
cfectud durante 3 noras a 68-70°C.

Andlisis e las fracciones acuosas provenientes del trata-
wiento fendlico.— Como en los casos anteriores, las fases acuosas se
sometieron a electroforesis (Figura 35).

Se observa la forwacifn de hexosa-fosfato et todos los casos
nenos en el provenicnte de la incubacidn con RB32P solo, (I) en cuyo
caso el producto fué ?i. Ll material con doble marca también procujo
un poco de Pi (3%). L ambos casos se confirmd su identidad por
cromatografia c¢n papel cou Solvente G. Las zonas con movilidad de
aexosa-fosfato (L1, IlI y IV Figura 35) se cortaron, midierou y eluyeron.
Ln el producto con doitle marca (II) se obtuvo una relacidn 4¢/32p de
L.8 (corregido por ¢l contenido inicial de Lipido-P-Gal endégcuo).

Los tres productuos (LI, III y IV) fueron tratados con
icsfatasa alcalina y sowetidos a hicrdlisis a pi 1 (V.1 & HCl, 10 minu-

tos 100°C). Lucgo se analizaroun por electroforcsis. ITI y IV
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Figura 35: wlectroforcesis en acetato de piridinio ae las fases acuosas
ovtenidas por tratauiento fendlico de los extractos butandlicos pro-
venientes del experimento con doble marca,

srodujerot. én anbos casos unz sustancia neutra. .l producto con dobic
marca (II) tanto por tratamiento dcido como eunzimitico produjo 2
picos: uno neutro que contenia solo lZ'C y otro con la movilidad del Pi

que solo contenia 32p (Figura 36). Para anbos tratamientos 1la
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Figura 36: Electroforesis en papel con buffer acetato de piridinio
de_ la hexosa-P doblemente marcada, tratada con fosfatasa alcalina
8 _hidrdlisis a pli 1.

relacién 1"C/3ZP fué de 0.9 (corregido por el valor inicial del
Lipido-P-Gal endégeno). La identidad de las zonas neutras de ambos
tratamientos se confirmd por elucidn y subsecuente cromatograffa con
Solvente li: migraron comu galactosa (Figura 37a). La identidad del
Pi se confirmd por cromatografia en Solvente G (Figura 37b), donde
nigrd como Pi.

Lo anterior confirma entonces el car3cter de sustrato que
posce el IMP.

Anilisis de las fases organicas proverientes del tratamiento

coni fenol.— tkn los cuatro casos (Tabla 16) el anidlisis de estas fases



a) Zona neutra de:

b) Zona cargada de:
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Figura 37: Cromatografia en papel de las zonas neutras (Solveute H)

v cargadas (Uclvente G) provenientes de la degradacién a pi' 1 o con

fosfatasa alcalina, de la hexosa fosfato doblemente marcada.

(Figura 36)

deanostré ue se trataba de productos sin degradar. In la I'igura 38

se nuestran cromatografias en papel en Solventes » y J: los perfiles

son practicarente idénticos a los obtenidos con material sin

tratar (Fisura 34) para el caso del Solvente L, Similares

resultados se cotuviecron con el Solvente J.

L Jiferencia del Solvente i, el Solvente J no degrada al

"o . Sy .
FiI°“P y lo separa perfectauente del derivado galactosilado. Como

se lo diseud en los dltinos neses de ¢ste trabajo no puido ser utilizado

en todos los casos.
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ligura 38: Cronatourafla en papel cou Solventes L y J de las fases

organicas provenlentes del trataniento con fenol, Tabla 16 (nxperlnento
con doble narca).

Sc confirmd que el FM3ZP, recuperado de la fase fendlicu,

estaba intacto, utilizdndolo cowo aceptor exdgeno en una incubacidn
e : . - 14 0
andloga a las vistas: on presencia y en ausencia de UDP-(7 €) -Cal.

~

& reprodujeron los resultados arriba descritos. Ln otras palabras,
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-1 la incubacidén ni el tratamiento feudlico alteran la capacidad
aceptora del FMP que pueda permanecer en la fase fendlica.

Por otra parte se confirmd también que es el Sclvente E
y no la incubacidn la que destruye gran parte del FM32P liberando
Pi: tanto el producto de la incubacidn con m32p solo, como el
doblemente marcado migran con el frente del Solvente F (Figura 39).

L1 este sistema el Pi queda en el origen.

| 1
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Figura 39: Cromatopgrafia en papel con Solvente F de la fase orpanica

del tratamiento fenSlico (Tabla 16) para los productos que se sefialan
en la Figura.




uxtraccidén del acerptor de .cetobecter xylinum

Como material de partida para aislar el aceptor se uti-

1iz8 tanto la cepa de A. xylinum 042 como la 8747.
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Figura 40: Cromatografia en columna de DLAEL~celulosa del extracto
vutandlico de A. xylinum 42 y de FM“P. La capacidad aceptora de
las 4 fracciones en que sc c¢ividieron los eluidos de la colunna de
DEAL chica (FI, II, III y 1V) se dosd como se indica en Materiales
y liétodos. La incubacidu tipo contenia: 0.6% de Iriton X-100,
.62 mmoles de UDP-(l4c)cal (92.7 uCi/umol) y enzima P3; (64.5 ug
protefna). Las barras inuican la caitidad de (14C)hexosa incorpo-
rada con cada fraccibn., Controles: (l4C)hexosa incorporada en
ausencia de eluidos de la columna pero en preseucia de Triton X-100

(@) o de Triton X-100 y de 2.5 mmoles de FilP 1o radiocactivo ().
(A— A)F3%p,
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£l procedimiento se describe en Materiales y Mé&todos.
Los extractos lipidicos crudos, se purificaron parcialmente por
cromatograffa en columnas de DuAl-celulosa chicas, y las distintas
fracciones se dosaron midiendo su capacidad para estimular la
sintesis del Lfpido-P-Gal. kn la Figura 40 aparece el perfil
obtenido con extracto lipfidico de la cepa D42 cromatografiado
junto con una alicuota de FM32P. Se observa que la wayor capaci-
dad estimulante del extracto co-eluyd con el ficaprenil fosfato
radioactivo.

Idéntico perfil cromatografico se obtuvo con extractos
lipidicos de la cepa 8747, que no sintetiza zooglea ni celulosa.

Para conocer la cantidad de aceptor enddgeno presente
en las c€lulas se siguieron dos métodos:

En el método a), con enzima P55 de A. xylinum B42, se
dosaron extractos (Fraccidén 1II de la columna de DEAE-celulosa)
obtenidos de cepas L42 y 8747.

wn el mé€todo b) se midid la capacidad enddgena aceptora
de galactosa presente en enzima P35 preparada con ambas cepas. Ln
ambos métodos se usaron concentraciones saturantes de UDP—(14C)—Gal.
Aunque el rango de variacién es muy grande, los resultados
(Tabla 17) revelan que la cepa B42 posee aproximadamente el doble de
1fpido-fosfato aceptor que la 8747. Ln esta {iltima por otra parte,
wo se ha detectado actividad de galactosil transferasa. Para la

cepa b42 los analisis obtenidos con los dos métodos fueron razonable—

nenta coincidentes aunque los datos obtenidos con el mé&todo a)

fucron sistematicamente mayores.



‘iabla 17: Losaje de lipido aceptor de Acctobacter xylinwa,

Cepa dc A. xylinum Incorpoeracidn de Léc galactosa dosada
ei.pleada cono:
Lipido-P-exdgetio Lipido-P-enddgeno
4(Fraccidn III) b (Lnzina Py()

nmoles de aceptor lipidico
grarmo de c€lulas humedas

42 (sintetiza celulosa) 26 - 4U 16 - 30

0747 (no siuntetiza celulosa) Y.1 - 20 0

.. . s . . 14
a) £l dosaje sc efectud utilizando 32.4 nmoles de UDP-(~ C)-Gal
(11.5 uCi/umol), O.bs de Tritdn X-100, enzina P cepa b4z

» ’
1/100 de la F IlI de cada cepa e incubando 120 ninutos a 3u°C.
i anbos casos las cifras estan corregidas por la contribucidn
de aceptor enddyeno. b) =l dosaje se hizo como en (a) pero
sin el agregado de fraccidn III, La fraccidn I’y de la cepa
8747 coutenia 1G5 ug de protefna).

Al purificar los extractos de ambas cepas mediante cro-
uatograffa cn coluwnas de DuAu-celulosa, se obtuvo una gran canticdad
de sustancia en la fraceidn neutra (1I). Se iutentd eutouces
realizar una extraccidn en Jos ctapas con el objeto de separar del
extracto crucdo los lipidos neutros. Para ello se extrajo prisero
con acetona y lucjic con butanol, Jos dos extractos se purificaron
por cromatografia en columnas de DeAu-celulosa, y se dosd capacidad
accptora en todas las fracciomnes. 1.0 anbos casos se obtuvieron
perfiles similares a los de la Figura 40, es decir la fraccién con

capacidad cstimulante fud también la III.
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Con la fraccidéun I1L del extracto acetdnico y la FIII
del butandlico se realizaron incubaciones en paralelo para ver
cual de ellas estimwulaba mids la sintesis de Lipido-P-Gal. Los
resultados (Tabla 18) indican que la fraccién cetdnica es la mas
activa, por lo tanto en lo sucesivo se extrajo en una sola etapa
y directamente cou butanol (o cloroformo-metanol 2:1).

Tabla 18: Capacidad estimulante de la sintesis de Lipido-P-Gal

de los lipidos obtenidos por extracciéu primero con acetona y
luego con butanol,

Condiciones de incubacidn pmoles (14C)hexosa/mg
de proteiua

+Triton X-100 62.7
+Triton X-100 + FIII acetona 435.0
+Triton X-100 + FIII butanol 115.3

Se incubd en las condiciones tipo con 0,6% de Tritom X-100, 0.65
nnoles de UDP(lAC)Gal (86.1 uCi/umol). Se usd como enzina la
fraccidn S,; (144 ug de proteina). De ambas fracciones se usa-
ron cantidades comparables: 1/100 de la FIII.

Cemo la presencia de un fosfato unido a un alcoihol
alilico en el aceptor end8geno de A. xylinum ya ua sido senalada
(68), se tratd de confirmar si el aceptor detectado en el
extracto lipidico purificado por columna tenia las propiedades
esperables cn ese tipo de unidn. El criterio seguido consistié
en ver si por uidrdlisis dcida perdia su capacidad estimulante.
Para c¢llo sc lo tratdé a pi.2 en paralelo con una muestra de PFMP.

i €stas condiciones ambos productos perdieron la capacidad
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uceptora aun en presencia de cantidades saturantes de UDP-Gal
(Tabla 19). Como se¢ observa en la Tabla en estas condiciones los

conpuestos & -saturados (Dolll’) no son afectados.

Tabla 19: hidrdlisis a pliZ, de la Fraccidn 1II, FMP y DolkP.

Condiciones de incubacién pmoles de (14C)hexosa/mg
protefna
+Triton X-100 1447
+Triton X-100 + FIII sin hidrolizar 8336
+Triton X-100 + FIII hidrolizado 1400
+Triton X-100 + FMP sgin Lidrolizar 4503
+Triton X-100 + FMP hidrolizado 1440
+Triton X-100 + DolMP sin hidrolizar 3874
+Triton X-100 + DolMP hidrolizado 3450

Se incubd 90 minutos en las condiciones tipo con 0.6% de Tritou X-100
19.3 mmoles de UDP-(14¢)-Gal (11.3 uCi/umol) y, donde se indica,

U.4 nnoles de FMP, 1/100 de FlII y una cantidad no determinada de
DolMD’,

ianalisis de extractos lipfdicos de A, xylinum por espectrografia de
masa.

Con este objeto se utilizaron dos tipos de materiales:
a) La fraccidén III se hidrolizd a pli2, se extrajo con &ter de petrdleo
y analizd la fraccifn etérea.
b) bl extracto etéreo mencionado en a) se volvid a fraccionar por
cromnatograffa en columna de DEAL-celulosa y se analizd la fraccidn neutra.
Los resultados obtenidos con ambos materiales (Figyura 41)
nuestran picos de masa especffica (m/e) 766 & 748 que corresponden al
undecapreriol y a su producto de deshidratacién asi como otros

picos: 698 y 6350, que corresponden al decaprenol y su producto de
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Figura 41: Espectro de masa de los extractos lipfdicos de la cepa
de Acetobacter xylinum B42.

de deshidratacidn; y, posiblemente, taabién un pico de masa 612
correspondiente al nonaprenol menos agua. Lstos datos, unidos al
hecho de que el idn mids abundante posee masa 69 y que grupos de picos
difieren en masa 656 (679, 611, 543, 475 etc.) revelan la presencia
de una familia de poliprenoles de 9-11 unidades de isopreno.

Se¢ observan adends otros picos de gran intensidad (602,
576, 204, 199) ue aunque 10 encajan en el esquema de ruptura del
uindecaprenol probablemente corresponden también a otro compuesto
Je naturaleza poliprendlica, l.a intensidad relativa de estos picos
con respecto a los derivados del undecaprenol, varid en cada pre-

varacidn analizada.
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Activacidn por otros extractos lipidicos.

sparte del FMP y del extracto lipidico de Acetobacter
xylinum, se elcctuaron ensayos de estinwlacién de la sintesis ac
Iipido-P-Gal con extractos lipidicos ce: arveja, soja, iusecto e
nizado de cerdo. La Tabla 20 muestra una experiencia realizada con
cada uno de ellos, Se observa que en las condiciones

Labla 20: rstinulo en la sintesis de Lipido-P-Gal con diferentes
extractos lipidicos.

Condicioues de incubacidu (140) ilexosa liposoluble
(cpw)

+Triton X-100 23,600

+Triton X-100 y FMP 146.960

+Triton X~1U0 y DoliP de higado de cerdo 77.367

+Triton X-100 y aceptor de arveja 27.620

+Triton X-100 y aceptor de soja 28.06¢6

+Triton X-100 y aceptor de insecto 19.618

La mezcla de incubacidn tipo contenia 0,78 nmoles de UDP—(lAC)—Gal
(268 uCi/umol), 0.6% de Triton X-100 y donde se indica 2.1 nmoles
ue P, 2.0 umoles de DoliP y cantidades de extractos lipidicos de
arveja, scja e insecto capaces de estimular los sistemas que se
indican en la Tabla 21, Se incubd durante 30 minutos a 30°C.

del ensayo solo el DolMP de higado de cerdo estimuld la sintesis
de Lipido-P-Gal. Se debe senalar que cada uno de los extractos

utilizados estimuld la sintesis de los lipido-fosfo-azilicares que se

iudican en la Tabla 21,
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Tavla 2]: Laitractos lipfdicos usados y sistemas que estimulan.

vitractu alslado de: Sistema enzimdtico Producto Referencis
usado estimulado

Insecto Insecto Lipido-P-Man (98)

Arveja Arveja Lipido-P-Glu

50ja tilgado de rata DolMP-Glu

Liipado de cerdo lifgado de rata Doll¥-Glu (30)

Debido a estos resultados y sin optimizar condiciones para

los demds extractos se continud trabajando solo con el Dol:iP de higado

400 o —

i

[“C] HEXOSA LIPOSOLUBLE (prroles)

, i | 1
0 50 100 150 200

PRENOL MONOFOSFATO (uM)

Figura 42: ofecto de la coucentracidn de prenilmonofosfato. La mezcla
tipo conteniz: U.62 moles de UD'-(T C)=-Cal (134 uCi/umol), cnzina P,
(04.5 vy proteina), 0.67% de Triton X-100 y las cantidades de itl' (0 ?
y Dolid’ ( @ ) ¢ue se indicaiu.
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ue cerdo. La Figura 42 iauestra cl eficto de la concentracidu de
Dolid y FMP sobre la sintesis de Lipido-2-Gal. Como se observa
2l parccer el Dolli? « bajas concentraciones estimula nenos que el
ol la sintesis del 1ipico-azicar.

Con los productos obtenidos, sin adiciones y en presencia
de FMP vy DollfP se efectud el tratauiento fendlico cuyos resultados
se indican en la Tabla 22. Se obscrva una analogia entre el
[1P-Gal y el Lfpido-P-Cal obternido con el aceptor enddgeno, ya que
ambos fueron cuantitativamente degradados; en camnbio, el DoliP—Gal
resultd resistente al fenol en estas condiciones.  Anilogos resultados
se obtuvieron por reduccidr catalfitica con a2 (Tavla 14). la
diferencia de conmportamiento entre los compuestos formados por un
1ipido ®-insaturado (ficaprenol), de los formados por un 1fpido
&(-saturado (dolicol) parece ser uia nerramienta Gtil para distinguir

anvos tipos de sustancias.

Tabla 22: Trataniento fendlico.

Compuesto Fase fendlica Fase acuosa Ruptura
(epm) (epis) )

1Lipido-P-(1%4C)-Gal (enddgeno) 844 3,845 a2

mip-(140)-Gal 1.045 3.551 77

No1nP- (L4c)- Gal 2.738 787 22

.l tratamiento se hizo comc se senala en 'iateriales y
métodos duraute 3 horas. Las nuestras de FHP-214C)-Gu1 y
DoIMP-(14C)~Cal contenfan un 154 de Lipido-P-(14C)-Gal enddgeno de
acuerdo a la cantidad de aceptor enddgeno presente en el preparado
enzimatico usado para su sintesis.



Lstinulacion de 1a formacidn de Lipido-PP-Glu por el agregado de TNP

se na podido denostrar que el T.ipido-PP-Glu es un interme-

diario en la sintesis de un glucano, soluble en agua, y distinto

de la celulosa v del almiddn (73) Se intentd ver, en colaboracidn

cpm x10-3

015 060

%TRITON X-100

Figura 43: Lfecto del_}gifpg_x~100 y del FMP sobre la formacidn de
Ilpldo—PP -Glu y de pollmero a 0°C.

La mezcla tlpo se incubd 60
minutos a 0°C y contenfa: 0,58 nmoles de UDP- (14c)-G1u (309 uCi/umol) ,
enziima rjy y las cantidades de FMP y de detergente que se indican
Ll Lipido-PP-Glu y el poliiero se determinaron como se
iaterinles y li€todos. (&--—A) Lipido-PP-Glu sin Fi
LIpido-PP-Glu con 0.23 nmoles ae PR (A
(0 ——0) oliacro cou U.25 mioles de FMP

seflala en

@---o)
A) polimero sin 1.ip

<L

h

coui R.C. Gurecfa, si por el agregado de FHP cidgeno se loyrab:

o estinular
la sintesis del glucano o del intermediario o de ambos,
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in las condiclones enpleadas iuncialmente (L ncorporacidn a
partir de UDP-Clu) los detergentes inhibfan la sintesis del ylucano
(Figura 1¢) y solo excepcionalmente se observé la formacidn de
Lipivo-rP-Glu eu presencia de Triton X-100 y de FMP (Figura 13). Todos
eslus estudios sc llevaron a cabo iuncubando a 30°C. Teniendo en
cuenta que, en ausencia ue detergentes, la formacidn de Lipido-fP-Glu
es Optima a 0°C (73 ) se retomd esta investigacidu trabajaudo a
vajus temperaturas.

L]l efccto de cantidades crecientes de Triton X-100 sobre
incubaciones a 0°C se nuestra en la Figura 43. Ln estas condiciones
¢l detergente continua inhibiendo la formacidn de Lipido-PP-Glu
pero este efecto es no solo revertido por el agregado de FMP sino que
74 una concentracidn de 0.127 de Triton X-100 se observa estimulacidu.
La sintesis ue polimero no fué tan afectada, pero en térmiuos
senerales en presencia de TP y detergente, especialimente a bajas
couceltraciones de este @ltimo, se observd un ligero estimulo.

Ltilizaudo la concentracidn dptima de detergente (0.12%)
se investigd el efecto de la concentracidn de UDP-Glu (Figura 44).
sin adiciones o en presencia de Triton X-100 a una coucentracidn
30U uil de UDP-Glu se llega a una meseta. in preseacia de Triton X-100
y Il se observan estimulaciones del orden del 100%, y ademas no se
1llepd a una neseta sino que aun a concentraciones mayores de
30 uli UPP-Glu se observd un gradual incremento de la incorporaciédn.

La sintesis de polimero a esta temperatura es nuy pequeia,

puro también fué estimulada tanto por la adicidn de Tritom X-100 solo,
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LIPIDO-PP-Glu. ( prmoles)

|
0 60 120

upP f4c] 6l [M

Iigura 44: ufecto de la coucentracidn de UDP-Glu sobre la foruacidn
del Lipido-PP-Glu. Ge incubd a 0°C, 60 minutos con enzima P3gy

las cantidades de UDP- (140)—blu que se 1nd1can, (== 0) sin

adiciones; (A—— A) con Triton X-100, 0.12%; (A ——A) con Triton }X-100
0.127 y 2.2 nmoles de FiiP.

como por la de P detergente, Los incrementos observados fueron
1

wenores (20-5U5) .
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analisis de producto.

i.1 material liposoluble obtenido en presencia de FiP y

detersente se identified como Lipido-PP-Glu. Por cromatograffa

en colurna de DiAt-celulosa se obtuve el perfil que se indica en la

Figura 45, Parte de dicho material cromatografiado en papel se

T T
ACETATO DE AMONIO [M]
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} ! |

™
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Fisjura 45:

Cromatografia en columna de DEAL-celulosa del material

solulle en butanol obtenido en Presenc1a de FMP exBgeno. la mezcl

: itanol obter [ K 1.a mezcla
tipo contenfiz: 10 nmoles de UDP—( Yoy clu (167.2 uCl/umol)
7 mmoles de FMY, 0.09% de Triton X-100 y enzima Pj3; (200 ug de

proteina). Se incub6 a 15°C durante 60 minutos. La columna
(0,8 X 31 em) fué desarrollada como sc¢ indica en dateriales y iHétodos
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movié con el frente ael Solvente F y en Solvente i produjo el &ster
ciclico de la glucosa 1,2 fosfato. VPor hidr8lisis dcida suave

(pre 2, 100°C, 16 minutos) sec cdegradd en un 64% liberando Lae
slucosa. Tratado con fenol (50 fenol, 10 winutos, 68-7G°C) uva
Gue de la radioactividad pasd a la fasc¢ acuosa; dicho material por
electroforesis en acetato de piridinio migrd con la movilidad de
»,lucosa pirofosfato (68).

lLa demostracidn de que el FiMP’ es sustrato y no un acti-
vador de la rcaccidn de sintesis de Lipido-PP-Glu, se llevd a cabo
en forima andloge a la utilizada eun el caso del Lipido-P-Gal, Se
realizd un experiirento similar a los. descritos pero usando doble
warcacidn: Fi32p y UDP—(14C)-Glu.

©1 exceso de FM32P se scpard del F—SZEP—(14C)—G1u forua-
G0 por cromatograffa en colunna de Duhii-celulosa (Figura 4G).

A una concentracidn de acetato de amouio (.2 ¥ eluye
solanwilte e] Em323, en cawbio despu€s de incrementar la concentracidn
a U.b i aparece material con doble marcacidn cen la zona en que, &n
cvlurmnas control, eluye el Lipido-PP-Glu [nrwado con aceptor engdgeno.
La i1deutidad del couwpuesto con doble marca (fraccioues Id>-lo) sc
establecid por tratamiento cou fenol. o 947 Je la radioactividad
se traasfirid a la fase acuosa. Lste material, que coutenia
14 32, . e : e e o
Cy ?, por electroforesis en acetato de piridinio migrxd con la

wovilidad de glucosa pirofosfato.
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Figura 46: Cromatoyrafia en columua de DuAni-celulosa d¢ materigl
lipusoluble obtenido con doble riarcacidu. La mezcla tipo que
‘contenia 10.7 nmoles de UDP-(*“C}-Glu,O.éB omoles de M3 P, 0.124

de Triton X-100 y enzima 1’3, se incub8 a 0°C, 120 minutos. La
columua (5 x 40 wn) se lavd con 1 ml de metanol 9Y%. Luego se
eluyd en forma discontinua usando concentraciones crecientes de ace-
tato de amicnio en metauol 99%: 0.1 M (1 ml), G.2:1 (1 ml) vy o
Job b2 ). Se colectaroa fraccivnes de 0.3 ml. ©-——0) °-r,
(a—a) léc,

ustivulacidn de la sintesis ue polimero.

Los resultados obtenidos incubandc a 0°C fueron satisfactou-
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rios en cuanto a la sintesis de Lipido-PP--Glu, no asf para la siutesis
el polinero, ue a dicoa temperatura es wuy pequena. i vista do
¢llo se buscaron otras couadicioues.

i la Tabla 23 aparecen los resultados ce incubar a 97,

15°, y 3vu°c.

Tavla 23: Iucorporacién_gg_glac) uexosa a materia{_}ipusolub%g v a

polinero a U°, 15° y 30°C.

(14¢) tiexosz (prnoles)

G°cC 15°C 30°C
Condiciones
ae¢ incubacidn Butanol l'clfiwcro Butanol Polimero Jutanol Polimerc
sin adiciones 11 2 18 1l 16 92
Flritou =x--1U0 - - 10 15 6 19
Triton X-100 y 22 3 39 21 10 21
2P

La wezcla tipo sc incubd durante 30 mjinutos a las temperaturas indi-
cadas. Contenia (.6 nmoles de UDP~(1 C)-Glu (309 uCi/umol): enzima
39 y, cuaudo se indica, 0.09% de Triton 3-1C0 y 1.8 nmoles de FiP. Se¢
inactivd y procesd cowo se indica en llateriales y :iétodos.

se observa quce sin adiciones la cantidad de polimero foriaco
¢3 directazieate proporcional a la tcmperatura. Se ve también quc el
eiecto inaibitorio del detergente es wmiximo a 3u°C, y que a ¢” y 15°C
¢l estiiwulo por ITi’.es mayor sobre ¢l material butandlico quc sobre cl
pollmero, y nulo a 30°cC. «u obstante, a 15”C s¢ observd un increwento

discreto c¢n la cantidad de poliuero fornado.



52 investigd entonces el efecto de la concentracidn de
IM#’ a esta temperatura (Figura 47): a mayor cantidad de NP aumentd
le caictidad de Lipido-PL-Glu sintetizado (el naterial linosolubl.
seé caracterizd coiwo Lipido-PP-Glu por los n€todos va vistos)y tam-
bifn aumentd, awmigque en wmenor proporcidu, la sintesis del rolimero.
Munrlicandy la canticad de UDF~(14C)—GIU se obtuvieron estinulos

cueho wayores (Tabtla 24} para el polinmero.

120|- —

pmoles

30| ] i

0 25 50
FMP [/AM]

FiLura 47: ifecto de Fii’ sobre la formacidn ce material liposolulble
y de solincere, a 15°C. La mezcla tipo que coutenia 0.6 pmoles de
UDP-(17C)-G1lu (309 uCi/unol), G.09% 2e¢ Triton X-100, enzima Pqg y las
cintidades de FiP iwdicadas, se incubé a 15°C durante 60 minutos
(A—--A) material liposcluble, (@ -— @) polimero,
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Tabla 24: Incorporacidn de S}AC) licrosa a Lipido-PP-Glu y a polimero.

- — ——

(14¢) hexosa incorporada (pmoles/ng de protefna)

o e e e o e e — Y= ——— = e — % & i W e em ——— S - ———— e AR ———: . e - ———— b - e mt = -

Condiciones ¢e incubacidn Lipido-?P-Glu Polimero
Sin adicioues 187 335
+Triton X-100 209 781
+Triton X-10C 355 1414

La nezela tipo se incubd 6C minutos a 15°C, cou 1.29 mmoles de

UDP—(1 C)-Glu (268 uCi/umol), enzima P3g (200 ug proteina) y, cuando sc
indica 0.097 de Triton X-100 y 3.6 nmoles de FMP (51.4 uM). r1
Lipido-PP-Glu y el polimero se determinaron como se indica en Materiales
y liétodos.

Los resultados arriba descritos fueron todos obtenidos con
fragnentos celulares (enzina Pgp). in esas condiciones, en presencisz
de FMP y Triton ¥-100, ﬁo se observd la formzcidn de 1fpido difosfato
celobiosa (Lipido-PI’-Cel), otro de los lipidu-azlcares caracterizados
en este orjanismo (66

Se enplearon entonces células enteras tratadas con LDTA, y
las incubaciones se llevaron 2 cabo 2 15°C, pues en esas condiciones
s¢ pueden detectar todos loe componentes del sistema (Garcia vy Dauke;t
enn preparacidn) (Tahla 25). Ln presencia de Triton X-100 y FMP los
cuatre compuestos se incrementaron discretamente, aunque el Lipido-P-Gal
y el Lipido-PP-Glu aumentan por el solo efecto de detergente. No
obstante parece claro que el FMP tambiln estimula la formacidn de

Lipido-PP--Cel, Lste sistena posilblemente ofrezca las mejores

posibilidades para obscrvar incrementos wayores.
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Tabla 25: Incorporacidn de (140) hexosa a material soluble en
butanol y al polfmero con c€lulas tratadas con EDTA.

(14¢) nexosa (pmoles)

Condiciones de Lipido-P-Gal Lipido-PP-Glu Lipido-PP-Cel Polimero
incubacidn

sin adiciones 7.3 1.8 3.5 47.9
+Triton ¥X-100 10.2 3.5 3.3 42 .6
+Triton X-100 y FifP 13.1 3.6 5.7 56.3
La mezzla tipo se incubd 60 minutos a 15°C con 0.65 nmoles de

UPP-(14¢) -G1lu (268 uCi/umol); 0.09% de Triton X-100, 4.5 nmoles de FMP

y enzima (c&lulas tratadas con EDTA 860 ug proteina). L1 polimero y
el material liposoluble se analizaron como se senala en Materiales y
Métodos.
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Aceptores de Galactosa

£l prenol monofosfato galactosa descrito en apartados
anteriores tiene todas las propiedades de un dador de galactosa.

No obstaute los experimentos efectuados para confirmar tal funcidn
no han tenido &xito.

Tarbi&n se intentd buscar alylin polisacidrido que contuvie
ra galactosa, pensando que podrfa ser el accptor final de estc
azlcar. Lsta tarea tampoco tuvo &xito pero el trabajo realizado
condujo a la aislacidn de por lo menos 4 compuestos cuya composi-
cidn cualitativa se pudo establecer en parte.

E1l estudio del material celuldsico obtenido al disgregar
las zoogleas (Materiales y il@todos) indicd que mas de un $8/ de su
peso seco era insoluble en dlcali y por lo tanto, presumiblenente,
celulosa.

1.1 sobrenadante obtenido al centrifugar las cé€lulas se
utilizd entonces como fuente de polisacidridos, obteni&ndose final-
mente una cierta cantidad de material que se liofilizd (*) (ver
aislacidn de polisaciridos en Materiales y i@todos). lLa Figura 40
nuestra una cromatoprafia en columna de DuAbL-celulosa de dicho
material. Se observan 3 picos principales: uno neutro (pico®™) y

dos de caré&cter anidnico (ﬁ y¥).

*) L1 material liofilizado contenia aproximadamente un 307 de
,croteina, Tratamiento con fenol (50% fenol, 74-78°C, 1 hora con
agitacidn) redujo esta cantidad a un 5%,
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Figura 43: Cromatografia en columna de DiAt-celulosa de polisacdridos

producidos por Acetobacter xylinum D42, Se usaron 90 mg del producto
liclilizado. La columna se desarrollo como se indica en Materiales y
i€todos.  Los azlcares se dosaron por el método del fenol-sulfdrico.

Pico® . Se aizo una hidrdlisis total en presencia de resina
Lowex 50, Por cromatograffa en papel con Solveunte Y se observaron
3 cowponcutes con la movilidad de manosa, glucosa y vestigios de
ramnosa, La identidad de ls manosa, el azdcar aparentemente mas
abundante, se confirmd por cromatograffa en papel en 5Solvente K.
Lste solveiite discrimina manosa, de fructosa y de arabinosa, que en
solvente L tienen practicamente el mismo Re.

Sospechando la presencia de un manano se intentd
precipitarlo con Cutt. Se utilizé la técnica de Algranati y col (211)

y tanto el material precipitado (®g) como el sobrenadante (0‘1) se
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hidrolizaron en presencia de Dowex 50. Por cromatografia en
Solvente h, el material proveniente del precipitado (6X4) permitid
observar los 3 aziicares, en tanto que en el sobrenadante @o{z)

solo se detectd glucosa y vestigios de manosa., Andlogos resultados
se obtuvieron con material sin fraccionar por columna de DEAE-celulosa.
En este {iltimo caso el sobrenadante (€£2) de la precipitacidén con

Cu++

se dializ8 en medio dcido ( pli=l) y luego en medio neutro. Se
tratd con ™*amilasa, pero no se observd degradacidn descartindose asi
la presencia de glucdgeno. [Esta fraccidén®< | entonces, pareceria

contener por lo menos 2 componentes: d4 ? L)

Picos B y ¥ . con estos picos se hizo también una hidrdlisis total

en presencia de Dowex 50 pero, antes de analizarlo como en el caso
anterior, el producto se sometil a electroforesis en papel para
separar compuestos ''meutros" de '"cargados'.

Los primeros resultaron ser manosa y glucosa (en menor
cantidad) en el caso del pico ﬁ » ¥ glucosa y manosa (en menor
cantidad) con vestigios de ramnosa, en el caso del pico J’.

La identidad de la ramnosa, presente en pequena cantidad, se
determind en un hidrolizado del material sin fraccionar por croma-
tograffa en DEAL-celulosa. Se separd de los azidicares '"cargados' por
electroforesis en acetato de piridinio y de los neutros por cromatografia
en Solvente H. El azlicar que migrd como ramnosa, se eluyd, y determind
por el método de Dische en condiciones especificas para dicho
monosacarido (200 y 201).

£l material "cargado' did 2 compuestos en electrofordsis en

acetato de piridinio, con las movilidades de &@cido glucurfnico y de
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idcido galacturdnico.

La identidad del primero se confirmé por electroforesis
en buffer borato, pues en este sistema el 3dcido glucurénico se
separa del icido manur8nico. Ln el buffer acetato de piridinio
ambos 4dcidos tienen movilidad idéntica.

La presencia de dcido galacturdnico no pudo confirmarse
pues el acido glucdnico tiene practicamente la misma movilidad.
Tampoco se pudo descartar la existencia de adcido manurdnico pues por
electroforesis en buffer borato no se separa practicamente ni del
acido galacturdnico ni del glucdnico.

Por cromatograffa en papel de DEAE-celulosa (Whatman D& 20)
en Solvente G, se logrd una buena separacidn de acidos urdnicos de
aldénicos. Lamentablemente los resultados obtenidos con el material
"cargado" fueron ambiguos, aunque probablemente solo existan acidos
urénicos. En la Tabla 26 se resumen estos estudios.

Tabla 26: Composicidn cualitativa de los polisacaridos aislados del
sobrenadante obtenido al separar celulosa de c€lulas de A. Xylinum.

Fraccidn
Azdcar x 1 <, (3 Y
glucosa + ++ + ++
manosa ++ + ++ +
ramnosa + - - +
dcidos urdnicos - - + +

-
~

acidos aldénicos - -
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Enzimas relacionadas

Al mencionar el ciclo biosint&tico del polisacarido O en
Salmonella newington se hizo referencia a la existencia de ciertas
enzimas descritas no en dicho ciclo sino en el de la murefna o
pared celular. Especificamente se sefald la existencia de
fosfatasas que catalizan las reacciones:

l1.- Prenol-PP ~—— Prenol-P + Pi (157)

2.- Prenol-P ———3 Prenol + Pi (160)

La enzima poliprenil pirofosfato fosfatasa que actiia en
la reaccidén 1 permite que el 1lfpido pirofosfato que se forma al
finalizar un ciclo pueda iniciar otro nuevo (Figura 7). Como en
la biosfntesis de los poliprenoles estos son liberados como
Prenol-PP (17), el espectro dé esta enzima deberia ser amplio.

La fosfatasa que cataliza la reaccidn 2 solo ha sido
descrita en S. aureus (160),

En la introduccidn a este trabajo se mencion§ también la
presencia de una quinasa que efectda la fosforilacidn del alcohol
libre:

3.- Prenol + ATP ——> Prenol-P + ADP (161)

Esta reaccidn podrfa ser una via alternativa para la
obtencidn de Prenol-P, aunque hasta el momento solo se ha descrito
en S. aureus (161).

La presencia de estas enzimas fué someramente analizada

en este trabajo, encontrandose indicios de la existencia de las
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que catalizan la reaccidon 1 y la reaccidn 3.

Prenol quinasa

Para investigar la presencia de esta enzima se efectua-
ron dos incubaciones sucesivas., En la primera de ellas se
incubd el preparado enzimitico P30 con AT3%P a fin de permitir la
formacidn de Prenil-3%P con sustrato enddgeno o exdgeno
(ficaprenol). En la segunda incubacidn se agregé UDP-Gal, con
el objeto de capturar en la forma de Prenil—32P-Gal, al Prenil-32p
presumiblemente sintetizado en la primera incubacidn. Como en
los casos anteriores se investigd la presencia de estos compuestos
en extractos butandlicos de las mezclas de incubacidn. Este
procediniento en dos etapas se siguid debido a que el 32p goluble
en butanol obtenido en la primera incubacidn éra heterogéneo a
juzgar por el perfil obtenido luego de cromatograffa en capa
delgada con Solvente D. La segunda incubacién al perwitir carac-
terizar FM32P-Gal confiere especificidad al ensayo.

Los resultados del proceso total (Figura 49) indican
que la formacidn de un compuesto con la movilidad del FMP-Gal es
estimulada por UDP-Gal (Figura 49B) y que dicho estfmulo es mayor
cuando al sistema se agrega ficaprenol (Figura 49D).

Los compuestos con Rf = 0.85 de las incubaciones C y D
fueron eluidos y sometidos a tratamiento con fenol. E1l producto
obtenido con UDP-Gal (incubacién D) se degradd en un 60% en tanto el

control sin UDP-Gal, (incubacidn C) solamente lo hizo en un 30%.
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Figura 49: Prenol quinasa. La incubacidn se efectud en 2 etapas
(tlateriales y MEtodos). En la primera, la mezcla tipo ‘contenia
62 nmoles de AT32P (8.5 x 108 cpm/umol), 0.15% de Triton X-100,
enzima P33 (189 ug protefna) y, donde se indica, 84 mmoles de
ficaprenol (incubaciones C y D). En la segunda etapa, se agrega-
ron 62 nmoles de UDP-Gal (incubaciones B y D) o se dejaron como
control (incubaciones Ay C). Los extractos butandlicos se
analizaron por cromatograffa en papel, con el Solvente E.
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Las fases acuosas de ambas muestras se analizaron por electrofo-
resis (Figura 50). Unicamente en el material proveniente de la

incubacidn con UDP-Gal se observd un compuesto que migrd como

Ga1-1-32P. En el control solo se detectd 32Pi.
1
300} de C -
E oL -
o.
© }
-—
- de D
o] —_
 —— ] —t —l
Gal4-F Pi PPi
— 1
Or
DISTANCIA
Figura 50: Prenol quinasa. Electroforesis en buffer acetato
de piridinio, de las fases acuosas obtenidas por tratamiento
fendlico de los compuestos C y D (Figura 49). Dicho tratamiento

se hizo con 200 ml de fenol, 80% y 120 ml de agua, a 68-70°C
durante 3 horas.

La identidad de 1la Gal—l—32P, se verificd por hidrdlisis
dcida (0.1 M uCl, 100°C, 10 minutos) y posterior electroforesis
de los productos resultantes. in estas condiciones el 100% de la

radioactividad miyrd como 32Pi. Esta labilidad al &cido es
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caracteristica de los Esteres fosfdricos unidos al carbdn-1
del aziicar.
Resultados andlogos a los presentados se obtuvieron

con la enzima S,y3 y con células tratadas con LDTA.

Poliprenil pirofosfato fosfatasa.

Al estudiar la purificacién del M32%p se menciond que
el producto de fosforilacidn, cromatografiado en capa delgada
con Solvente D daba cuatro compuestos (Figura 29). Ll
coupuesto 2 sometido a hidrdlisis &cida liberd una mezcla de Pi
y PPi (Figura 30). La produccidn de PPi hizo pensar que tal
vez se tratara de ficaprenil-pirofosfato. Como este compuesto
2 era un componente menor y ademis muy dificil de recuperar de
la sflica Gel no se pudo estudiar bien.

o obstante uno de los experimentos llevados a cabo
concuerda con la estructura provisoriamente asignada y al mismo
tiempo podrfa revelar la presencia, en el preparado enzimatico
usado (PSU)’ de una poliprenil pirofosfato fosfatasa andloga
a la descrita en M, lysodeikticus (157).

Ll experimento consigtid en incubar al compuesto 2 con y
sin enzima, y analizar toda la mezcla de incubacidn por electro-
foresis en papel. Ln estas condiciones tanto el compuesto 2 como
el FMP no se mueven del origen. Los resultados se muestran
en la Figura 51. La formacidn de Pi es mucho mayor en el iuncubado

. . - 3
con enzima. Incubaciones analogas llevadas a cabo con FM Z1’
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Figura 51: Electroforegjs en buffer acetato de piridinio del
conpuesto 2 marcado con °“P (Figura 29) incubado con y sin enzima
(Pan). Las condiciones fueron las de la incubacién tipo pero
sin UDP-Gal y con Triton X-100 0,67%. Una vez finalizada la
reaccidn se electroforetizé directamente el sobrenadante de la
misma.

(compuesto 3 Figura 29) como control no indican liberacidn de
32Pi por parte de la enzima.
Estos resultados concuerdan con la capacidad estimulante
observada en un componente de los preparados de FMP radiocactivo o
no., Este componente permanece en el origen de cromatogramas
en capa delgada desarrolladas en Solvente C (Figuras 27 y 28).
El pico del origen del cromatograma de la Figura 28 se utilizé como

aceptor exdgeno en una incubacidn llevada a cabo en presencia y
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ausencia de UDP-Gal no radioactivo. Los extractos butandlicos
de ambos incubados se sometieron a tratamiento con fenol 50%Z y en
el material proveniente del incubado con UDP-Gal se logrd aislar

32,

hexosa-1- , confirmando asi que el componente del origen

(cromatograma de la Figura 28) actiia couno aceptor de galactosa.
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Aceptores lipfdicos en plantas

Se intentd en colaboracidn con Rafael Pont Lezica, exten-—
der a sistemas vegetales el estudiollevado a cabo en bacterias.

Se tuvo en cuenta que en plantas se han descrito gran
cantidad de poliprenoles, en su mayorfa de cardcter alflico
(Tabla 3) y algunos lfpido-fosfo-azficares (Tabla 4). En estos
iltimos no se determind con claridad la naturaleza del prenol.

El sistema enzimatico elegido se obtuvo de epicotilos de
arveja y se empled UDP-(14C)-Glu como nucledtido-az@icar dador. Se
estudid la incorporacion de radioactividad a distintas fracciones.
La Tabla 27 muestra un ensayo tipo. La mayor parte de la marca se

Tabla 27: Distribucidn de la radioactividad incorporada utilizando
enzima de arvejas (P,c).

Fraccidn cpm incorporados
Lutanol soluble 153.700

Lipidos neutros 130.000

Lipidos polares 5.413
Insoluble en etanol al 80% 23.788

Se incubd 60 minutos en las condiciones indicadas en Materiales y
Métodos. La reaccidn se detuvo con butanol y luego se extrajo con
el mismo solvente. Del material butandlico se contd una alfcuota

y el resto se analizd por cromatograffa en papel Whatman DE-20
(solvente butanol saturado en agua), para separar los lipidos neutros
de los polares. La fase acuosa se precipitd con etanol al 80% y el
precipitado se conté luego de ser lavado varias veces con etanol de
la misma concentracidn.
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observd en la fraccidn butandlica, aunque una cantidad considerable

se incorpord a material precipitable con etanol 80%.

| I I l
0 20 40 60 80 100 120
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Figura 52: Andlisis del material liposoluble por cromatografia

en columna de DEAE-celulosa. Se incubd a 20°C, 30 minutos con la
mezcla senalada para la enzima de arvejas. Para fraccionar el
material obtenido se utilizé una columna de 1.2 x 60 cms y se eluyd
en la forma indicada en Materiales y M&todos.

Solo se estudid con detalle la fraccidn liposoluble.
Analizada por cromatograffa en papel Whatman DE-20 reveld la pre-

sencia de una gran cantidad de glucolfpidos neutros y de una pequena
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fraccidn polar.

Anflogo resultado se obtuvo por cromatograffa en columna

de DEAii-celulosa (Figura 52). Se observé una gran cantidad de

radioactividad en la zona neutra (pico 1); y material cargado que

eluy6 entre 0.1-0.2 M acetato de amonio (pico 2) (es decir en la

zona correspondiente a un monofosfato) y entre 0.3-0.4 M de la misma

sal (pico 3)

. Es interesante senalar que si en vez de obtener el

material a 20°C se incuba a 0°C la relacién de pico 2 a pico 3 se

invierte (Figura 53).

——
——

I T I ]
ACETATO DE AMONIO [ M]

0,1 0,2 0,4
} t b

Figura 53:

NUMERO DE FRACCION

Cromatograffa en columna de DEAE-celulosa de lipido-

azlicares de arveja. La mezcla tipo se incub8 a 0°C durante

90 minutos, contenfa: 1.0 nmol de UDP—(14C)-Glu (268 uCi/umol) y

enzima P25.

El extracto butandlico se fracciond en una columna

chica, como se indica en Materiales y Mé&todos.
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Andlisis pico 2.

De la fraccién liposoluble solo se analizd con cierto
detalle el pico 2, para lo cual se utilizaron las mismas técuicas

aplicadas a los coipuestos ovtenidos con enzimas de A. Xylinun,
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Figura 54: Efecto de la conceuntracidn de FilP.  Condiciones ce la

iuicubacidn tipo, con 0.5% de Triton X-114. La reaccidn se detuvo vy
extrajo con butanol. Los lipiuos neutros y polares se deterniuaron
por cromato,rafia de la fase butandlica en papel Whatman Di-20.

Por nidrdlisis a pii 2 solo liberd slucosa.

ror cromwatografic. en el solvente basico £ el pico 2 migrd
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con el frente, lo que indicarfa que contiene un solo [osfato, con-
firmando asi su perfil de ¢lucidn de la coluuna de DLEAL-celulosa.
La ustabilidac a las condiciones bdsicas suaves, descartd la
presencia de un fosfolipido y apuntd lLacia la naturaleza prendlica
del 1ipido imvolucrado.

La capacidad de este sistena enzimatico para utilizar
aceptores cadgenos taubién sugirid gue la porcidn lipidica del
Lipido-P-Glu es de naturaleza prendlica. Tauto el P cowo ¢l NoLiiP
en presencia de Tritdn X-100 estimwularon la formacidn de este coin—
puesto y uno produjeron cambios aprcciables cn la sintesis de los
1ipido aziicares neutros, couo se observa cn la Figura 54 para el
caso del rite.

Utilizando FM32p se deterwing que @ste era cfectivamcnte

sustrato de la reaccidn ya que se formd cl PN32P—(14C)—Glu.

Aceptor enddgeno.

$e intentd también aislar el aceptor enddzeno y con este
objcto se prepararon extractos butandlicos del particulado cuzi.iticc,
y se¢ fraccionaron por cromatografia en columna de DuAi-celulosa. La
presencia de aceptor se establecid midiendo con el sistena enzinftice
u¢ arvejas la capacidad de estimular la formacidn del Lipido-P-Glu
en cada unc de las fracciones eluidas. La Gnica fraccidn activa
correspoudid a una concentracidn salina de 0.1-0.2 1 acctato de

arionio, Lsta es la concentracidén a la que se eluyen el T v Nol'?P,

21 aceptor enddgeno asf obtenido sc hidrolizé & pii 2 vy lo
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mismo se hizo con controles de FMP y DolMP., Después se midid
capacidad aceptora. En la Tabla 28 aparece el resultado: el

aceptor de arvejas al ijual que el Dol fu€ resistente a la

Tabla 28: Tratamiento dcido del 1ipido aceptor de arvejas,
M’ y Dolif.

Aceptor lipidico Radioactividad incorporada Aceptor
en los aceptores descompues to
No tratada Tratada
cpm cpm %
Arvejas 3211 2544 21
Do 1MP 7904 6800 14
1Y 5064 790 85
Las muestras se trataron con 0,01 N HCl, 10 minutos 100°C. Los

1fpidos se extrajeron con butanol y a dicha fraccibn se le ensayd
la actividad aceptora.

hidrdlisis 3cida; esto estaria indicando que el 1ipido de arvejas
es de tipo dolicBlico, pues el FMP pierde un 85% de su capacidad a-
ceptora.

Los resultados anteriores se confirmaron tratando
F}W—(lac)—Glu,DolMP—(14C)—Glu y Lipido-P-(lAC)—Glu con fenol en la
forma ya vista.

Se observd (Tabla 29) que solo el FMP—(14C)—G1u fué

degradado en su casi totalidad, no asi el Lipido—P—(lac)—Glu.
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Tabla 29:  Tratamiento fendlico de los 1ipidos ilucosilados.

Glucolipido Fase fendlica Fase acuosa DNecradacién
cpm cpm 7
Lipido-P-(14c)-Glu(arvejas) 3028 292 9
polw—(14c) -61u 1046 126 10
F.iP-(14¢) -G1u 514 2342 82

L1 tratamiento se efectud como se seilala en Materiales y M&todos
durante 3 horas. L1 IMP-(14C)-Glu se prepard con enzina de arvejas,
el Dolti-(14¢)~Glu sintetizado con enzima de higado fud gentilmente
cedido por C. Drett.

Coincidentes con los resultados anteriores fueron los
obtenidos por reduccidn catalitica de MP-Glu, DoliP-Glu y de otro
aceptor glucosilado obtenido por C. Brett con poroto de soja,

Con este tratamiento tanto el aceptor glucosilado como el DoldP-Glu

permanecieron practicamente inalterados en cambio el F:P-Glu se

. -
acprado.

Configuracidn del enlace Glu-P, Se establecid que el enlace

azicar - fosfato del Lfpido-P-Glu era de configuracid fa sizuiendo
dos técnicas diferentes:

- Capacidad para formar el anhidroglucosano.- £l Lipido-P-Glu
sometido a tratamniento alcalino (G.1 n NaOsn en propanol 994, 65-68°C),
se¢ degradd en un 8§37 originando un conipuesto que por cromatograffa en
papel con ¢l Solvente L. se comportd como 1,6 anhidroglucosano,

La identidad del glucosano se confirmd por hidrdlisis Acida

(1l uCl, 100°C, 10 minutos) y cromatografia en el Solveante f,
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donde migrd como glucosa.

- Sensibilidad a lafl - fosfoglucomutasa.- Camo se indicd, el
lipido-fosfato-aziicar de arvejas es insensible al tratamiento feno-
lico (Tabla 29) por lo que se infirid que es K -saturado; por el
contrario los derivados glicosilados de los esteres fosféricos de
los prenoles alflicos producen el azicar-fosfato correspondiente
(Figura 25 y 26). sasandose en dicha propiedad y suponiendo que la
estereoespecificidad de la enzima glucosilante es la misma para el
aceptor enadgeno, que para los aceptores exdgenos, se procedid a
incubar en presencia de un exceso de FMP, La mezcla que se formd
en estos casos contenfa aproximadamente un 157 de Lipido-P-Glu v
un 85% de FifP-Glu, Lsta mezcla se tratdé con fenol al 507%, obtenién
dose en la fase acuosa un producto con las caracteristicas de la
Glu-1-p, Esta Glu-1-P se aisld por electroforesis en acetato de piri-
dinio y se incubd con B~ fosfoglucomutasa obteniéndose un 40% de
Glu-6-P, Un control realizado en las miswmas condiciones con
& -Glu-1-P mostrd un 9% de conversidn posiblemente por la presencia

de K= fosfoglucomutasa en la preparacidn enzimitica.
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DLSCUSION

Para aclarar la estructura de la fraccidn lipidica de
los 1ipido-fosfo-azlicares descritos en Acetobacter xylinum, existian
como se ha senalado, 3 vias posibles:

1) Utilizar un compuesto presumiblemente andlogo como
aceptor exdgeno.

2) Aislar el lipido end6geno.

3) Estudiar la biosintesis del lipido a partir de un
precursor radioactivo,

Se siguieron las dos primeras ya que la tercera posibilidad
se descartd porque experimentos previos (llevados a cabo por
R. Garcfa) habfian demostrado que estas c€lulas no son permeables al
acido mevalénico, precursor especifico de los poliprenoides.

Como aceptor andlogo se utilizd principalmente el FMP y en
experimentos preliminares llevados a cabo en presencia de
UDP—(14C)-Glu se observd que:

a) E1 FMP estimula la incorporacidn de radioactividad a
itaterial soluble en butanol solamente en presencia de detergentes.
Otros tratamientos como agitacidn en vortex, sonicacidn, elevacidn
de temperatura, etc, no son capaces de reemplazar a los detergentes.

b) Lkl detergente por si mismo estimula la incorporacidn
(Tabla 5), y de los preparados enzimiticos ensayados para obtener el
mdximo de estfmulo con FMP y detergente, y un minimo con detergente solo
(c€lulas tratadas tanto con EDTA como con lisozima o tolueno, fracciones

celulares obtenidas por desintegracidn con celdas de French o Nossal)
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(Tablas 5 y 6), el mejor resultd ser la fraccidn precipitable a
30.000 x g (Enzima P30) obtenida con el desintegrador de Nosgsal.

3i el detergente se reemplaza por cefalina, un fosfo-
1ipido generalmente presente en bacterias, no se observa activacidn
alguna (Tabla 9). E1 papel activador de la cefalina y de la
cardiolipina na sido descrito en otros sistemas de bacterias
(151, 214).

c) Lkl producto obtenido tiene las propiedades del Li-
pido-P-Gal (Figura 14).

En las condiciones utilizadas solo ocacionalnente se
encontrd ademds Lipido-PP-Glu, y en pequefia cantidad (Figura 15).
Por este motivo el estudio se concentrd en la incorporacidn de galac-—
tosa directamente a partir de UDP-Gal, a material soluble en solventes
organicos.

La presencia de galactosa en el producto no sorprendid
pues ya se sabfa que el sistema enzimdtico utilizado contiene

UDP-Gal- 4-epimerasa (68),

Incorporacién a partir de UDP-Gal

Lu presencia de este nucledtido aziicar las incorporaciones
fueron mucho mayores que con UDP-Glu (Tabla 10). También en este
caso se buscaron condiciones en las que el efecto estimulante del
detergente fuera minimo, (Tablas 11 y 12), Se ensayaron varios
detergentes, que en presencia de FMP incrementaron la sintesis de

rnaterial liposoluble. Pero el estimulo mdximo se produjo nuevamente
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en presencia de Triton X-100 (Figura 21), aunque Zonyl A y desoxi-
colato de sodio produjeron incremeuntos apreciables. En presencia
de Triton X-1UC se obtuvo para €l UDP-Gal un K aparente de
3 -6 x 1073 3 y para el FMP igual a 1 x 107> M (Figura 20).

Por otra parte las incorporaciones de galactosa obtenidas
con exceso de sustrato (Figuras 17 y 18) o, en incubaciones durante
tiempos largos (Figura 19) fueron siempre muy altas (60-75%).

La identificacidn del producto formado en presencia de
FMP y Triton X-100 se hizo empleando: cromatograffa en papel en los
solventes & y F (Figura 22), cromatograffa en columna de DiAL-celulosa
(Figura 23), hidr8lisis a ph2 y posterior caracterizacidn del produc-
to hidrosoluble como galactosa (Figura 24), tratamiento fendlico
(Figura 25) y ulterior caracterizacidn de la Gal-1-P formada
(Figura 26) ; y reduccidn catalitica en presencia de platino (Tabla 14).
Todos estos tratamientos indican que el compuesto obtenido en
presencia de FMP se comporta como el Lipido-P-Gal sintetizado a partir
del aceptor lipfdico endGgeno.

La configuracidc de la unidn fosfato-azlicar es la misma en
el Lipido-P-Gal y en el compuesto formado por estimulacidn con FMP:
ambos forman 1,6-anhidrogalactosano cuando se los somete a un trata-
miento alcalino fuerte, revelando la presencia de la confizuracidn ﬁ

Confirmacidn del cardcter de sustrato para el FilP.— Aunque

los resultados arriba mencionados son ya un buen fndice del caracter

de sustrato desempeifiado por el FMP, la evidencia mds categdrica se

obtuvo utilizando FH32P.
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En presencia de este compuesto y de UDP-Gal, tanto no radio-
activo cowo marcado con 140 se formb un producto con las propiedades
del Lipido-P-Gal que contenfa 3% y que sometido a degradacidn con
fenol produjo un compuesto anilogo a la galactosa—l-32P. Cuando se
utilizaron los dos radioisdtopos se establecid ademids que la galactosa
y el fosfato se hallaban en relacidn molar., De esta manera quedd
demostrado que el 32P originalmente unido al ficaprenol se habia unido

luego a la galactosa provista por el UDP-Gal.

Otros aceptores lipfdicos

El sistema enzim&tico estudiado utiliza no solo el FMP como
aceptor exdgeno sino también al DolMP, aislado directamente de higado
de cerdo u obtenido por fosforilacidn quimica de dolicol de la misma
fuente.

Sin embargo aceptores lipfdicos de tipo ©-saturado descritos
en otras fuentes (arveja, soja e insectos (97, 98)) no tienen capa-
cidad activadora en este sistema (Tabla 20). Estos resultados
negativos no deben considerarse concluyentes pues solo se utilizaron
extractos crudos y no se¢ intentd su purificacidn.

El hecho de que en el sistema de Acetobacter estudiado tanto
el FMP como el Dol sean sustratos (Tabla 20) indica una cierta
inespecificidad de la enzima con respecto a la longitud de la cadena
y al estado de saturacidn de la unidad & del prenol, Sin embargo a
bajas concentraciones el FMP, es mejor sustrato que el DolMP (Figura 42).
Couo estos dos compuestos difieren ademis en el nimero de dobles enlaces

trans, no es posible extraer conclusiones con respecto a la influencic
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de cada uno de estos factores sobre la especificidad del sistema
enzimatico. Como ya se dijo el comportamiento del compuesto
obtenido con el aceptor enddgeno (Lipido-P-Gal) es idéntico al
obterido en presencia de WP, £1 producto sintetizado en prescli-
cia de DolMP es diferente: es resistente al tratamiento feudlico
(Tabla 22) y a la reduccidu catalitica (Tabla 14). Lsta puede
tomarse como una evidencia mas del cardcter alilico del aceptor
end8geno, Por otra parte este cowportamicnto diferencial de los
productos obtenidos en presencia de FMP y Dol!lP frente a los
tratamientos senalados (fenol 50% y reduccidn catalitica) permite
disponer de una herramienta sencilla para distinguir entre 1lfpido-
azlcares derivados de prenoles alilicos (ficaprenol) o de

& -saturados (dolicol) y provee la posibilidad de utilizar prenil-

fosfatos no radioactivos como marcadores,

Estudio del aceptor aislado dec Acetobacter Xylinum.-

Ll otro camino seguido para caracterizar el resto lipfdico
ce los lipido-fosfato-azficares fué proceder directamente a su
aislamiento, Este se emprendil al comprobarse la factibilidad de
obtener material suficiente como para caracterizarlo por espectro-
graffa de masa. Como fuente se utilizd a la cepa B42 de A. xylinum,
con la que se han realizado los estudios presentes. Pero puesto que
la produccién de celulosa que la caracteriza dificulta su manipula-
cidén, se utilizd también la cepa 8747. Esta cepa no produce celulosa
(68) y, tampoco se ha detectado in.vitro la formacién de lipido-fosfo-

azQcares (68). No obstante, al buscar lipido-fosfatos libres, se
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cncontrd que también esta cepa producia un compuesto que estimulaba
la sintesis de Lipido-P-Gal en presencia de enzima obtenida a
partir de la cepa b42.

Debe destacarse que la cepa 142 produce casi el doble de
aceptor (por gramno de c€lulas himedas) que la cepa 8747 (Tabla 17).
quizad en esto probablemente tenga cierta incidencia la incapacidad
ya mencionada de esta Gltima cepa para sintetizar lipido-fosfato-
azlcares y celulosa. Pero por otra parte la presencia de aceptor en
esta cepa es justificable pues en la sintesis de la pared celular
se requiere también prenil-fosfatos (15, 21).

Ll aceptor aislado posee la misma labilidad al acido que
el PMP en tanto que el DolMP es resistente (Tabla 19). Lste
resultado aiiade una nueva evidencia en el sentido de que el 1lfpido
fosfato endégeno es de caridcter alilico.

El espectro de masa del aceptor aislado y defosforilado
por tratamiento dcido revela efectivamente la presencia no solo de
undecaprenol sino también de deca- y nonaprenol (Figura 41).

Sin embargo la presencia de otros compuestos, posiblemente
de cariacter isoprenoideo, en cantidades mucho mayores, abren la
posibilidad de que también ellos sean responsables de la capacidad
aceptora,

De todos modos, se puede afirmar con bastante fundamento

que el aceptor eunddgeno es un poliprenol fosforilado, de tipo alflico.
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Sintesis de Lfpido-PP-Glu

Ln la introduccifn se menciond que preparados de
Acetobacter xylinum acumulan in vitro, a partir de UDP—(lac)—Glu,
una sustancia a la que se asigné la estructura Lfpido-PP-Glu (068).
También sec nenciond que este compuesto es un intermediario eun la
siutesis de un glucano.

Siguicndo un esquema andlogo al utilizado en el caso
del Lipido-r-Gal se tratd de lograr, por el agregado de FLiP exdgeno
una estimwulacién en la formaciéun del Lipido-PP-Glucosa, Lsta
parte del trabajo se desarrollo en colaboracién con R, Garcfa.

Como ya se discutid, en un principio no se tuvo éxito,
pues en las condiciones del ensayo se inhibfan tanto la sintesis del
Lipido-PP-Glu (068) como la del glucauo (Figura 16). DPero trabajando
a 0°C y baja concentracién de Triton X-100 (0.09-0,12%) se lograron
estiiulos reproducibles (Figura 43). Ln realidad ya se sabia que a
Lajas temperaturas, aunque en ausencia de detergentes, la acuuula-
cidon ue Lipido-PP-Glu es ndkima, y que la formacidn de polfinero
astaba practicamente bloyueada (73).

La aplicacidn de las nismas técnicas analiticas utilizadas
para ¢l estudio del Lipido-P-Gal: hidrdlisis a pli2, columna de
DuAi-celulosa (Iigura 45), trataniento fendlico, cromatograffia en
solventes £, F y H y experimentos con doble marca (Figura 46), permitie
rou coufirmar yue se forma Ficaprenil-PP’-Clu de acuerdo a la siguiente
reaccidn:

Ficaprenil-P + UDP-Glu ===  Ficaprenil-PP-Glu + 0P
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Consecnentemente, es bastante probable que el aceptor
endégeno sea un prenil monofosfato.

En cuanto a la especificidad del complejo enzimitico
involucrado en esta reaccidn, es poco lo que puede afirmarse. Si
bien el DolMP no produce estimulacidn en las condiciones del ensayo,
tampoco la producen extractos lipidicos de las mismas c&lulas que
deberian contener el aceptor. Dichos extractos, en cambio, activan
enormemente la incorporacion de galactosa (Tabla 18, 19 y Figura 40).

Posiblemente la presencia de fosfolfpidos y otros conta-
minantes altere en forma apreciable los requerimientos de la reaccidn
y la relacidn enzima-sustrato-detergente,

Una importante evidencia adicional que, a la vez reafirma
la funcionalidad del FMP como sustrato, se obtuvo incubando a una
temperatura intermedia (15°C), ya que se observd incremento en la
formacién del intermediario lipfdico y también en la de polimero
(Tablas 23 y 24 y Figura 47).

Por @ltimo, utilizando no ya enzima P35 sino c€lulas
tratadas con EDTA, se observd, agregando FMP y Triton X-100 (Tabla 25),
un leve incremento no solo en la formacidén de polimero sino también
en la de los 3 lipido-azficares descritos en A, xylinum (Lipido-P-Gal,
Lipido~PP-Glu y Lfpido-PP-Cel). Este resultado puede considerarse
como una evidencia mfs en el sentido de que sobre un aceptor comiin
se forman los tres lipido-azicares, dos de los cuales, a su vez,

intermediarfan la sintesis del glucano.
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Estudio de algunas enzimas del ciclo biosintético

del aceptor lipidico

De acuerdo a lo que se conoce con respecto a la biosin-
tesis de los poliprenil-fosfatos del tipo de los estudiados,
estos se formarfan a partir de acido mevaldnico, como se observa

en el esquema siguiente (16).

Acido mevalonico

'

Isopentenil - PPs==Dimetialil -PP
Geranil-PP

Isopentenil- PP
Farnesit-PP

(8) Isopentenil- PP \1

; ©
Unde caprenil-PP{A)/, Undecapr en'll-P.(—Bé Undecaprenol
ATP

Figura 55: Esquema biosint&tico del Undecaprenil-P (16).

E1l producto final de esta secuencia es un poliprenil-piro-
fosfato, el cual para funcionar como aceptor de aziicares debe hidro-
lizarse a umonofosfato. Este paso es mediado por una poliprenil

pirofosfato fosfatasa (4) (157). kn S, aureus se ha descrito una segunda
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defosforilacién que lleva al undecaprenil monofosfato a alcohol
libre, Lsta reaccifn es catalizada por una poliprenil monofosfato
fosfatasa (C) (160)., La fosforilacidn del undecaprenol mediante
una quinasa () y ATP ha sido descrita también en 5, Aureus (161)

y constituye una via alternativa para la obtencidn de Undeca-
prenil-P.

Alguuas de estas actividades enzimaticas han sido abora
detectadas en A. xylinum.

Quinasa.~ kEvidencias para la presencia de esta enzima se
encontraron utilizando AT32p y prenol exdgeno. Aunque las canti-
dades de lfpido-fosfato (32P) formado fueron pequenas,su existencia
se confirmd al obtener Lipido-32P-Gal. Este compuesto a su vez,
wediante tratamiento fen8lico liberd Gal-1-32p (Figura 50). Esto
prueba la transferencia de 3%p; del AT32P a un aceptor lipfdico y su

funcionalidad como sustrato de la galactosiltransferasa.

Poliprenil-PP-fosfatasa.— Indicios de la presencia de una

enzima de este tipo se obtuvieron por el hecho de que la formacidn

de Lipido-P-Gal es estimulada por el ficaprenil-difosfato, radioactivo
o no. Como este ultimo material proviene de una cromatograffa en
capa delgada no puede descartarse la posibilidad que se hidrolice a
monofosfato durante la elucién. Sin embargo el caracter enzimitico
de esta hidr8lisis se evidencid por incubaciones llevadas a cabo con
lipido-difosfato radioactivo (pico 2 Figura 29) las que produjeron

la liberacidn de 32Pi (Figura 51), liberacién que no ocurre en

presencia de FM32P (pico 3 Figura 29).
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No se hallaron pruebas sobre la existencia de poliprenil

monofosfato fosfatasa (C), cuando se incudd 3% purificado, con

enziua Pjg.

Aceptores de palactosa

Dado que en A, xylinum solo se han descrito homopolf-
reros que contienen glucosa (174-176), la funcidn del Lipido-P-Gal,
el cual presenta todas las caracteristicas de un dador de galac-
tosa, deberia estar orientada hacia la sfintesis de un heteropoli-
sacarido o una glicoprotefna, Pensando en que fuera lo primero,
se procedid al aislamiento de polisacdridos, encontrandose por lo
nenos cuatro de diversa composicidn (Tabla 26), aunque ninguno
reveld poseer galactosa segiin las té&cnicas de anilisis utilizadas.

Los resultados obfenidos no permiten responder al in-
terrogante planteado sobre el destino final de la galactosa. Lsta
puede formar parte de polisacdridos presentes en otras fracciones

celulares no estudiadas y/o de glicoproteinas.

Aceptores lipfidicos en plantas

El estudio llevado a cabo con A. xylinum permitid aislar
una serie de lipido—fosfo-azﬁcares: Lipido-P-Gal, Lfpido-PP-Glu y
Lipido-PP-Cel, de los cuales los dos ltimos son intermediarios en
la sintesis de un glucano de alto peso molecular (73).

Por sus caracterfsticas tanto el Lipido-PP-Glu como cl
Lipido-PP-Cel (6S) podrfan ser intermediarios en la biosintesis e

celuiosa. Teniendo en cucnta esta idea y en colaboracidn con
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R. Pont Lezica se deciqif llevar a cabo un estudio -similar en
plantas. Lxistfan ademis dos circunstancias adicionales que hacian
Lids iuteresante dicna investigacidn:

a) lLas plantas son la fuente mas iuportante de prenoles
alflicos, tanto libres cowo esterificados (Tabla 3).

b) o estaba aclarada la naturaleza de la fraccidn lipf-
dica de los l1ipido-fosfo-aziicares ya descritos en algunos
vegetales (87 - 96).

Cowo sigtema enzildtico se e€ligid um particulado de
epicotilos de arveja y se utilizaron las mismas t€cnicas analiticas
cnpleadas en bacterias. Los resultados iniciales indicaron quc
existen al menos dos tipos de compuestos lipofilicos capaces de
aceptar glucosa: neutros y anidnicos (Figura 52). Los primeros
fueron caracterizados como esteril-glucdsidos, pero en nuestro caso
el estudio se ceutrd en los dltiwos. La Figura 52 senala la pre-
sencia de dos lipidos cargados: uno que eluye camo 1lfpido monofosfato
y otro, en menor cantidad que eluye cowo lipido pirofosfato.

vl audlisis de la fraccidn lipidica dcl 1lipido wmounofousfato
indica que es de tipo dolicdlico. Es claro el paraleliswo cntre
el comportamiento del Lipido-P-Clu (sintetizado con el aceptor enddgeno)
y el Dolif? -Glu (preparado ya sea con enzima de arvejas o cou la fraccidn
wmicrosoiial de iifgado de rata) frente a tratamientos degradativos
tales cowo reduccidn catalitica y fenol 507 (Tabla 29), cuyo valor
diagndstico ha sido senalado para el sistema de A. xylinum.

La activaci6én en la formacidn de Lipido-P-Glu obtenida me-

diante la adicidn de FilP, (radioactivo o no) y Dol indicaria
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una falta de especificidad enzimdtica con respecto al grado de sa-
turacidn de la unidad ®, al nimero de enlaces trans y a la
longitud de la cadena poliprendlica. Lsto es similar a lo visto
en Acetobacter xylinun para el caso de la sintesis del Lipido-P-Gal.
£l hecho de que en el sistema estudiado el prenol posea
las propiedades de los dolicoles, apoya la idea ya senalada
(Tabla 4) de que una caracterfstica de eucariotes serfa que la parte
lipofilica de los lipido-fosfato-aziicares es °(-saturada’cuando el
prenol es de cadena lineal; en procariotes en cambio, seria de tipo
alflico. A esta circunstancia podria asignarsele una cierta rcle-
vancia desde el punto de vista evolutivo.

La presencia de un lipido ®-saturado responsable de la carga
de aziicares es sorprendente si se piensa que en plantas los prenoles
descritos son de tipo alflico (Tabla 3), con la sola excepcidn de un
dolicol aislado del '"spadix" de Arum maculatum (39). Esto plantea
ahora un nuevo interrogante:i Cudl es la funcidn que cumplen en los
vegetales los prenoles alflicos que son, con mucho, los mas abundantes?

Finalmente, el otro compuesto cargado en DEAE-celulosa se
eluye como un lipido pirofosfato pero no ha sido investigado en
detalle. Analogamente a lo que sucede en A. xylinum se acumula a
baja temperatura (Figura 53).

L1 aceptor final de estos azlicares no se conoce, pero la
formacibén de material insoluble en etanol o TCA (Tabla 27) observada
en el mismo sistema permite sospechar que los lipido-aziicares aislados

desenpenan el papel de intermediarios.
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CONCLUSIONES

1) Lla fraccidn enzimitica P30 (es decir, los fragmentos
celulares de Acetobacter xylinum, obtenidos en un desintegrador de
wossal que precipitan entre 450 y 30,000 x g) es la mds adecuada

para estudiar la reaccidn:

1) Lfpido-P + UDP-Gal &== Lipido-P-Gal + UDP
pues el estimulo en la formacidn de Lipido-P-Gal por el agregado de
detergentes es minimo, y maximo, en presencia de detergente y FMP.

En ausencia de detergentes no hay activacién por FiP.

L1l detergente m3s eficiente es el Triton X-100 en una concentracidn
0.2=-2.4%.

2) En presencia de Triton X-100 el Km aparente para el
UDP-Gal es 3-6 x 10=5M y para el FMp 1 x 107 M.

3) E1 DolMP es también gustrato de esta reaccidn aunque
menos eficiente que el FMP.

4) Extractos lipidicos de A, xylinum fraccionados por
cromatograffa en columnas de DEAE-celulosa, también estimulan la
formacién de Lipido-P-Gal.

5) Los productos obtenidos con aceptor cnddgeno, FfP y
extractos lipfdico de A. Xylinum tienen id&nticas propiedades. El
‘obtenido en presencia de DolMP, en cambio, es resistente a la degradacién
por fenol y a la reduccidn catalitica.

6) Sometidos a una hidr8lisis 4cida suave tanto el TMP
como el extracto lipfdico de A. Xylinum pierden su capacidad

estimulante, No asf el DolMP, que conserva dicha propiedad.



7) Utilizando UDP-(lAC)—Gal y 32 se obtuve un producto

p32,14¢ _

coil una relaciéi molar 1, que por degradacidn con fenol

Arouujo (lAC)-Gnl-BZP. Sc confirmé asi que cl FMP es un sustrato
¢e la rcaccidn.

4) 1.a porcidn lipidica del aceptor cenddgeno de A.xylinua
¢s unb poliprenol de tipo alflico. L1 cspectro de wasa confirad ests
supcsicion pero no permitid aclarar totaluente su estructura.

¢) La c¢nzima que cataliza la reaccidn 1) no es uy
especifica ni para el largo de cadena de poliprerol ni para la
prescicia o no de una doule ligadura en su unidad & , ni para ¢l
vumero d¢ enlaces Lrans.

10) cxtractos lipidicos ohttenides de Acetobacter xylirw: 8747,
una cepa que no sintetiza celulosa, taabiln cstiwulan la formacidn
Lipido-P—Gal pero en nenor jrado que los obtenidos de cepas que producern
celulosa. Lste resultado se¢ justifica accptando que el aceptor de
ralactosa v el que interviene en la sintesis de la pared celular o
rureina son similares. In la mutante 8747 faltaria enteonces la
ehzina galactosilante, pues en ella no sc pudo detectar la formacién
de Lipido-i'-Gal.

11) Con la wmisma fraccidun enzimitica 1’30 se estudid taibiin
la reaccidn:

2) Lipido-T + UDP-Glu gm= LIpido-PP-Glu + Ui¥

Cono se na seualado este Lipido-PP-Clu ¢s iutcrmecdiario en la

sittesis de un ,lucaro (73).



n este caso el agregado de FMP produjo estinulacidn
simultdnea en la formacidn de Lipido-PP-Glu y del glucano, cuando sc
.ncuvd a bajas tewperaturas (C-15°C) v en presencia de 0,17
Triton =166,

12) Con el DolifP no se obtuvo efecto alguno. Taripoco
con los extractos lipIdicos de A. xylinum.

13) tn este caso tanbién el Lipido-P aceplor es un
Poliprenol-P de tipo alilico.

14) Utilizando como sistema enzimatico cé&lulas tratadas
con 1.DTA en vez de la fraccide '3, a 15°C sc obtuvo, por el
agregado de FMP, un ligero estimulo en la sintesis de Lipido-P-Gal,
Lipido-PP-Glu, Lipido-PP-Cel y polimero simultdneamente,

15) Se loyrd detectar la presencia de las dos actividades
cuzimaticas siguientes, vinculadas al metabolismo de los prenil-
foslatos:

3) Prenol-PP =~———% Prenol-P + Pi

4) Prenol + ATP —2 Prenol-P + ADP

16) Se detectd la presencia de cuatro compuestos que
coutienen jlucosa, manosa, ramnosa y dcidos urénicos. Dos neutros y
2 aunidnicos.

17) il sistewa enzimitico de epicotilos de arveja sintetiza
al wenos 2 lipico-fosfato-azlicares cargados negativamente, uno de los

- - -

cuales rcsultd ser L1p1do-P—‘3 ~Glu.

18) Li porcidu lipidica del Lipido-P-Glu obtenide cou el

slstesa de arvejas tiene las propiedades de un prenol & -saturado.



19) La enzima que sintetiza Lfpido-P-Glu, también cs
inespecffica con respecto al prenil-fosfato utilizado ya que tanto
¢l Frii’ como el NoliP le sirven conio sustratos.

20) pe acuerdo a lo conocimientos actuales (Tabla 4) y a
los resultados obtenidos con Acetobacter xylinum y epicotilos de
arveja, se puede generalizar diciendo que la parte lipidica de los
1fpido~fosfato-azlcares ( formados por un prenol de cadena lineal) es
& - saturada en los sistemas eucaridticos y K~insaturada en los

procariotes.

L D W

e
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