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RESUMEN

. .’ ; :
En el presente trabajo se estudio la sintesis de un lfpl-
4 td L4
do-trisacarido y su papel en la biosintesis de la porcion azu-
: ¢ :
car de las glicoproteinas. Se pueden considerar tres aspectos

. . l.'
en esta investigacion:

Biosintesis del Dolicol=P-P-N-acetilglucosamina. Microsomas de

oviducto de gallina incubados con dolicol=P, Mgtt , detergente
y UDP '4c GicNac catalizan la transferencia de la GlcNac a un
compuesto soluble en la fraccion Iipfdica.

Por hidolisis acida suave del lfpido-azﬁcar, seguida de croma-
tograffa en papel, se obtiene unicamente I4C GlcNac.

La formacion del |Tpido~ de N-acetilglucosamina se incrementa
por la adicion de cantidades crecientes de dolicol=P;

Se estudiaron tambien las condiciones Sptimas de incubacion.Se
compararon estos resultados con los obtenidos a partir de micro

somas de hfgado de rata.

Biosintesis del Dolicol=P=P=di=N=-acetilquitobiosa. Incubando

dolicol-P-P-N-acetilglucosamina radioactivo y UDPGlcNac,no mar
cado,con microsomas de oviducto de gallina, en presencia de
Mgt* y detergente, se obtiene la formacion de un nuevo pridg
azucar.

Este nuevo compuesto es labil al tratamiento acido suave y el
resto hidrofilico fue identificado por cromatografia en papel
y por digestién con B -N-acetilglucosaminidasa como la di=N-
~acetilquitobiosa (2-acetoamido -2 deoxi-0- [} -D-glucopirano -
sil=(1-4)=2 acetoamido=2 deoxi-D-glucosa).

Se estudié tambien la sfntesis de este diaacarido en distintos

tejidos y las condiciones éptimas para obtener un mejor rendi-




dimiento.

Se presentan evidencias de que este prido—disacérido, al igual
que el de GlcNac son derivados del dolicol-pirofosfato.

La biosintesis de estos dos prido-azacares habia sido descrip-
ta anteriormente en este Instituto,(110), con preparaciones de

'
microsomas de higado.

Biosintesis del I?pido-trisacérido. Manosa puede ser transferi-

da desde guanosina difosfato manosa al dolicol=P=-P=di~N=-acetil~
quitobiosa cuando estos sustratos se incuban con microsomas de
oviducto de gallina en presencia de Mgtt y detergente. Por hi-
drolisis -acida suave del compuesto formado se obtiene un oligo
sacarido que por cromatograffa en papel con distintos solventes
y por accion de diferentes glicosidasas parece ser el siguiente
trisacarido:

s
(3 -manOSEI—@ ~-N-acetilglucosaminil=(1=4)=N-acetilglucosamina

Se estudiaron las condiciones experimentales para la formacion
de este |ipido-trisacarido.
El lfpido—trisacérido puede ser sintetizado con microsomas pre
parados a partir de otros tejidos.
En ciertas condiciones experimentales se puede transferir mas
moleculas de manosa formandose un |fpido-o|ogosac5rido de mayor
tamano.

Parte de estos resultados se han presentado en la IX y X
Reunion Nacional de la Sociedad Argentina de Investigaciones
Bioquimicas (151) (152) y han sido publicadas en el Biochemical

and Biophysical Research Communications, (153).




INDICE

pPag.
AbreViaturaS-nu-a- ------- " e M A EENEEEEENIEEE EEEAR ...n--.--u--l

|_INTRODUCC ION

GIicoprotefnas..............................................2
Biosintesis de Glicoprotefnas...............................6
Tipos de Union BzUcar=pepPtido, s s s vas saiees e seiaenme ¢ 5% LAY
Poliprenoles «uuuess I o e g P
Papel de los poliprenoles en la sintesis de los glicanos de

la pared bacterial.csceenssss o e R el e e ST A
Papel de los poliprenoles en la sintesis de glicanos en Leve
dura v Plantass=ssussnsnsessnase L L S T R e
Papel de los | ipidos intermediarios en la biosintesis de gli
c0protefnas en animales superiores..ssssssssss S e A

Finalidad de Ia presente investigacién N e e e R EEEESEEEw llu-35

|| MATERIAL Y METODOS

1) BTt iR it o enass n e s Sa e ieare g mlilein;e d skt bl gies s

2) M;tOdOS analfticos W EE A RS EEEAE N NN EE AN ---nnn-n-.-.----37
a) Protefnas ----- oW ow W R E NN EEEEmEEEEEEEENESWEEEENSEEAREE NN ta-37
b) Intepcambiadores iéniCOSDlsl-n-nl----.uounncnnn-ll ----- 37

c) Cromatograf?a y electroforesis en papel.icecsesrscnnnesasd’
d) Medida de la radioactividadissussssnennnnus e R AR S |

- ' - . ' -
3) Preparacion de microsomas y ensayos enzimaticCos.sassnssnea38

a) TejidOs utilizadOSn-lllnnnuul-anottl ------ .---uu---un:u38

. ' -
b) PrepaPaCIOn de m'crosomaS--lIn..---nn---------nn----nuusg

c) Mezcla de incubacién estandar....cecuess 7 TR e N e Sy A%
d) Aislacién de |€pid0-aZGCﬂPes.-.---- ----- -------ua--n-|q4o
e) Purificacion de prido—azﬁcares................ ........ 41

f) Hidrélisis 5cida suaveill.lliul.ll!!llll!l'lllll---..--43

g) Tr‘atam;entO alcalinonu.-----:--n----..------n..-----.-.43




pag.
4) Preparacion de pridos BCEBEORB R snsin vi s dawained ke nans b

5) Preparacién de maltooligosacérido........................44

6) Preparacién y ensayos de glicosidasasissssnasssescsnnsssassdd

a) Preparacién de ©f -manosidasa de bromelina...cesuv.u...44

b) Preparacién de Of -manosidasa de poroto.......ecsusss445

c) Preparacién de glicosidasas de saliva humana...........46

d) Preparacién de B ~N-acetilglucosaminidasa de oviducto
de galIinal'.l.ll-I.III-I.-l--'.IIIIIII'.I-I'--..I..II-46

e) Determinacion de la actividad de las glicosidasas......47

7) Interaccion del oIiQOsacérido con aglutininas.ssesensesadq49

111 RESULTADOS

Biosintesis de un |fpid0—difbsfato-N-acetiIglucosamina.....50

Identificacion del producto de la incubacidn y estudio de
a[gunas de sus propiedadQSUDn---'lulll-lnuu-------n--------So
Condiciones optimas de incUbACiON.esssavssnasssnsansanssasedl

So e : ¢ . A € ; ;
Biosintesis de un lipido=disacarido que contiene acetilglu~-

COSBIVEIE e alwiin A = w5 RS 5 A ] B RN ¥ et OGO
Identificacion del producto de iNCUDACTON. s s essrnssensennse5d
A)Hi AP inie B idBn durnnmm x cuicinnn o wessiznn o nmaniis smeszebd
bYHidral iaie alealing: s il aams s s wssmne e £ osmin o0
c)Digestién con’ p—N—acetiIQIUCOSamiﬁdasa-...............60
Condiciones de la mezcla de TACUDECION. wasis & slrsisins &xn'ssn05
Preparacién de prido—di-N—acetiIquitobiosa radicactivo....7|

N . ¢ . -
Purificacion de los lipido=azucares.ssssssssnsossssnsnnnnsa/

Bi0§fnte§is de un If)ido tl‘isacgll"idO--.e..-u.n.n.---.n-...-77

Condiciones experimentales de la mezcla de incuUbacion. «xses77
a)Especificidad del compuesto dador de manosa al prido -
disacér‘ido-.ﬂﬂ.--.".-.-.‘C.’..-.‘.‘..‘.-...'..I.-ll"..79

b)Efecto de los distintos componentes de la mezcla de




]

pag.

OB iGN s3s & s adiids 5 sleieali SOl ey semselaimnalnie @ g susl v « 80
c)Efecto del tiempo de incubacion en la sintesis del 1§
DG KT o onwniin & o R A e i O B Wi AL s B e 41083
Identificacion de este nuevo prido-azacar..................83
a)Propiedades que le confiere su porcion hidrofobica.. .83
b)Estudio de la estructura del resto hidrofflicosescenas85
|, “Compasiicion (e ATUCAPeRsEe s s inn s sl | =ikdte s simiah 455
2. Estudio del tamano de la porcion hidrofilica.......87
3. Estudio del tipo de union entre los azucares que la
O DRI s waia s i hin i o MR & SRR R % s O
a)Estudio con X -manosidas@.essssusssassasunnnessI0
b)Estudio de la eccion de la (3 -manosidasa.......90
c)Estudio de la accion de la 3 =N-acetilglucosami-
AT s £ P IR e B B e s L
d)Unién del trisacarido & una aglutinina de arve-
T R e A e PR G .2
Sintesis del Iipido-trisacarido en distintos tejidos..ssssss99

, 3 Cd -
Formacion de oligosacaridos mayores. «ssssssssssassssnsnnansl02

|V D'SCUS‘IONII---a|u-l-|n--nl|lizll----un-nl-:-l-lunnnu-.llo7

: L3 « e ’ - P
Biosintesis de |ipido-azucares que contienenN=-acetilgluco~-

SaminalllllllllIIlnllc.'lllnlnllllllllll-Illlllllllnlllnlll108

Biosintesis de un |fpido-diFosFato—trisacérido.............IIZ

Estudio de la porcion hidrofilica del 1Tpido=X3ueeesesnoas.lld

L4 5 g L 4 ¢
Modelo de la sintesis de la porcion azucar en glicoprotei -

fis. el LipD ASDALCOGINA w s rn s ks v k inains emmsssns sneavi) 1S

Bib‘iogr‘afrallllllllllulllll.ll’lllllllllill-...lllllllll-.ll24




UDPGlcNac
UbPGlc
upp

ump
GDPMan
GICNac
Gle

Man

G'CNH2
Gal

GlcUA
Asn

Do |-P
Do | -P-P
Pi

PPi
DOC
GEA
TRIS
EDTA
Ram
TDPRam
UND
Treo

Ser

Hyl

ABREVIATURAS

5’Uridina Difosfato N-acetilglucosamina
5’Uridina Difosfato Glucosa

5'Uridina Difosfato

5'Uridina Monofosfato

5’Guanosina Difosfato Manosa
N-acetilglucosamina

Glucosa

Manosa

Glucosamina

Galactosa

Acido Glucurdnico
Asparragina

Dolicol MonfFosfato

Dolicol Pirofosfato

Fosfato Inorganico
Pirofosfato

Deoxicolato de sodio

Aceptor Endggeno Glucosi lado
Tris(Hidroximetil)Amino Metano
Etilendiaminotetraacetato
Ramnosa

Timidina difosfato ramnosa
Undecapreno |

Treonina

Serina

Hidroxilisina




| __INTRODUCCION

GLICOPROTE INAS

los ultimos anos se han caracterizado por un gran incre
mento en el estudio de los mecanismos del reconocimiento celu-
lar y de la comunicacion entre las celulas. Estos estudios con
dujeron a un mayor conocimiento de la compOsiciSn qufmica y de
la disposicién de las moleculas que forman las membranas de
las celulas y al mismo tiempo pusieron de relevancia el papel
de los azucares en estos procesos.

La celula es la unidad basica de la vida. Casi nunca se
encuentra aislada sino relacionada con otras celulas. Se las
puede encontrar asociadas formando tejidos , migrando de un te
Jido a otro, "atacando” otras células, o defendiendose contra
un ”"ataque”. Todos estos hechos son manifestaciones de un com-
portamiento social de las células, en el cual los azucares es-
tarian muy comprometidos (I).

los azucares pueden encontrarse unidos entre si en for-
ma de polfmeros, o asociados a péptidos como en los péptidogll
canos, o a |Tpidos como en los glicolTpidos o unidos covalente
mente a protefnas formando las glicoprotefnas. Todas estas mo-
leculas son componentes importantes de las membranas. Son de
gran interes por la posibilidad de ser responsables de la ex -
presién de la individualidad biolégica de las celulas.

Dentro de este grupo de mo leculas han merecido especial
interes las glicoprotefnas. Estas pueden definirse como pro -
teinas en las cuales los carbohidratos estan unidos covalente=
mente a la porciSn peptfdica. Se encuentran en toda la escala
zoolégica, lo que es un Tndice , sin lugar a dudas, de su gran
importancia biolagica (2).

Las glicoprotefnas se encuentran en distintas formas fi

sicas, pudiendo estar como compuestos solubles o altamente in

L ke . ]




solubles.Su localizacion puede ser dentro o fuera de las celu-
las. Los azﬁcares pueden estar presentes en muy peque;as canti
dades o tambien constituir la mayor parte de la mo lecula. Se
pueden presentar como unidades simples o muy comple jas.

En la tabla | se observa algunas de las distintas glico
protefnas y se indica las numerosas funciones biolSQicas que
pueden desempe;ar estos biopolfmeros. Pueden tener actividad
de enzimas, de hormonas, tomar parte en las reacciones antfge—
no=-anticuerpo, ac%uar en el transporte de metales, servir como
lubricantes, tener funciones estructurales, ser sustancias de
defensa ( como la segregadas por las glandulas de algunos in =
sectos); son importantes componentes de la membrana plasmética
donde cumplen funciones en el proceso del reconocimiento celu-
lar.

La significacién biolégica de la fraccion carbohidrato
no ha sido todavia bien dilucidada. Solo se ha estudiado el
rol que juegan algunos azﬁcares, como por e jemplo el acido sié
lico.

El tratamiento con neuroaminidasa, que remueve el acido
siélico, de algunas glicoprotefnas con importante actividad
biolggica muestra la importancia de este azucar. A lgunas hormo
nas luego de este tratamiento son inactivadas, otras mo leculas
como los anticuerpos no son afectados (3).

La ceruloplasmina tratada con neurocaminidasa e inyecta-
da en conejos es eliminada de la circulacion en pocos minutos
y va a las celulas parenquiméticas del hfgado. Estas celulas
tienen gran afinidad por la galactosa que es el azucar termi -
nal luego del tratamiento con la enzima. Si se remueve tambien
la galactosa y se inyecta , tiene la misma actividad que la ce

ruloplasmina nativa (4) (5).
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TABLA |
Glicoproteina Funcion Tipo de union [Referencia
Bromel ina enzima Asn=GlcNac (51)
Pepsina enzima Asn=GlcNac (160)
Ribonucleasa enzima Asn=GlcNac (58)
X - amilasa enzima Asn=GlcNac (51)
Ovoalbumina reserva Asn=GlcNac (59)
Ovomuco ide reserva Asn=GlcNac (154)
| gG anticuerpo Asn=GlcNac (52)
| 9A anticuerpo [ Asn-GlcNac (52)
I gM anticuerpo Asn=GlcNac (52)

(5)
(5)
(163)
(161)
(28)
(166)
(60)
(170)

(171)
(165)
(133)
(168)
(169)

(116)

(117)




El componente C9 que es el responsable de la fase final
de la reaccion de fijacion del complemento forma quelatos con
el hierro. Se inactiva si se oxida con metaperiodato (6). Simi
lares resultados se observan oxidando los azucares del factor
de irhibicion de la migracién de los macrafagos, MIF(7).

En otros casos eé | lamativo el hecho de que haya isoen-
zimas que se diferencian unicamente en que una de ellas sea uma
protefna pura y la otra tenga una cadena de azucares. Por ejem
plo las ribonucleasas pancreatica | lamadas tipo A y B. Hasta a
hora no se ha encontrado diferencias en sus propiedades enzimé
ticas y f{sicas. En esos casos es dificil comprender la razon
por la cual durante la evolucion se han conservado ambas for -
mas de enzima. Tal vez nuestro conocimiento sea aun limitado
para entender estos problemas.

En esta decada se han acumulado muchas evidencias de
que las moléeculas de azlcar son las encargadas del reconocimien
to celular y que podrfan actuar como senales que codificarian
el proceso de la comunicacion entre las celulas. Estas molecu-
las pueden |levar mucha informacion biologica. No solo por el
gran numero de monosacaridos que se conocen, lo que permite un
enorme numero de combinaciones, sino tambien por su proprie =
dad de ramificarse, que aumenta aun mas la posibilidad de nue-
vas combinaciones.

Quizas dentro de no muchos anas los azucares puedan con
testar algunas de las muchas preguntas que la Biologfa Mo lecu~=
lar se plantea sobre el muy interesante problema de las rela -

» ”
ciones entre las celulas.




BIOSINTESIS DE GLICOPROTEINAS

En la biosintesis de las protefnas y de los acidos nu -
cleicos existen sistemas enzimaticos relativamente simples en
cargados de la constPUCCién de estos biOpolfmeros. La especifi
cidad y la informacion que contienen estas moleculas estan de-
terminadas por el mensaje genético. En el caso de las cadenas
hidrocarbonadas de las glicoprotefnas su sintesis se cree que
no es realizada por un mecanismo de templado, sino que se nece
sita de un comple jo enzimatico que |leve la informacion ade-
cuada. La presencia o ausencia de estas enzimas o sistemas mul
tienzimaticos estarfa determinado geneticamente, y ellos seri-~
an los responsables de la especificidad .

La biosintesis de la cadena de azucares de las glicopro
teinas ha sido muy estudiada en los ultimos anos. En general
se cree que los azucares son agregados secuencialmente de los
respectivos nucleotido-azucares catalizados por glicosiltrans—
ferasas especTFicas. Estas enzimas serian responsables de la
estructura y secuencia de los o|i903acéridos de las glicopro -
teinas (8) (9).

Roseman(10) propone que en -la sfntesis de la cadena hi=-
drocarbonada, los nucleotido azucares serian los dadores del a
zucar. Estos se irian agregando en la secuencia definitiva "dic

tada” por glicosiltransferasas especTFicas, cuya especifici =

¢ . e : ..
dad no solo seria para el azucar en cuestion, sino tambien pa

- - ' - . ‘
ra su posicion en la cadena. De esta forma si un mismo azucar
se encuentra repetido en la cadena hidrocarbonada, la transfe
. : ¢ i Py ¢
rencia se realizaria por dos enzimas distintas. Habria la lla-

mada "especificidad secuencial cooperativa”. E|l producto de

" . s : :
una reaccion seria el sustrato para la siguiente glicosiltrans




ferasa (I1).

De acuerdo con estas ideas la incorporacién de los azu-
cares no esta codificada por el RNA. En las glicoprotefnas que
poseen el tipo de union asparragina—azﬁcar, los carbohidratos
se unirian unicamente cuando existe la secuencia Asn-X-Treo o
Ser (12).

Todas las glicoprotefnas que tienen este tipo de union
azacar-péptido poseen esta secuencia donde el aminoacido X se-
ria la senal para la gliCOSilaciSn 13)(14). La unica excepci-
on conocida es el oligosacérido de la fosfovitina de la yema
de huevo, (15).

Ha sido propuesta tambien una relacion entre la polari-
dad del aminoacido X y la complejidad del oligosacsrido de las
glic0protefnas. Si este aminoacido es nopo lar la cadena de azé
cares seria relativamente simple y podrTa contener unicamente
manosa y N-acetilglucosamina. Si fuera polar, el oligosacérido

¢ Le . ¢ s ’
seria mas complejo y contendria otros azucares ademas de los
mencionados (16). Estos resultados no han sido confirmados to-
talmente y hay bastantes excepciones.

Estudios realizados con azucares radioactivos, ya sea
incorporados ” in vivo” o en cultivé de celulas , han aportado
gran informacion sobre el lugar y la secuencia de la transfe -
rencia de estos a las protefnas (17)(18)(19)(26).

Redman y coli (20) proponen para la biosintesis de las
glicuprotefnas del suero, que ocurre en el hfgado de rata,una
secuencia de las distintas transferencias cuyo esquema se mues
tra en la Fig. 1. El primer azﬁcar, que en el caso de estas
glicoprntefnas es la N-acetilglucosamina, se une posiblemente
cuando la molecula de prutefna aun se esta sintetizando y se

encuentra por lo tanto unida al polisoma( etapa b).lLuego que




i £ ; ;e ’
la proteina esta sintetizada se unirian otras moleculas de N =~
. % .
acetilglucosamina y probablemente tambien de manosa( etapa c vy
¢ & : .
d). En el reticulo endoplasmatico liso se incorporan otras mo-
’ ‘ . : ¢ .’
leculas de manosa y N-acetilglucosamina asi como tambien de ga
lactosa (etapa e). Finalmente en el aparato de Golgi el oligo~
S ¢ . .- ’
sacarido se completaria con la incorporacion de otras molecu -
.’ e . A
las de galactosa y tambien de acido sialico y fucosa( etapa f).
Algunos autores han observado la presencia de manosil -
¢ %,
transferagas tanto en el reticulo endoplasmatico rugoso como
- . ' - - .
en el liso (21) (22). Tambien se ha determinado actividad de
glicosiltransferasas en preparaciones de microsomas de distin-
5 : ' L4
tos te jidos en los cuales los poliprenoles-fosfatos podrian ae

tuar como aceptores intermediarios de estos azacares(23) (24)

(25). Esto sera estudiado mas adelante.
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TIPOS DE UNION AZUCAR-PEPTIDO

Los carbohidratos esta id | Tdi
s estan unidos a las cadenas peptidicas
~ , " ~
en forma de oligosacarides de tamano variable.
Uno de los problemas importantes en el estudio de la es
tructura de la I tei i io
e s glicoproteinas es la determinacion de la natu
" ' . ’ - . - - ..
raleza de la union azucar-aminoacido. Distintos tipos de unio~
; € .. . ) . ’
nes glicopeptidicas han sido determinadas por diferentes meto~-
/ ' ’,
dos y estas pueden reunirse en dos grandes grupos: |) Union 0=
; gty . ” . P
glicosidica y 11) Union N-glicosidica.
i - L’
La Fig. 2 muestra los dos tipos de union. En A se obser
-’ -
va la union entre la galactosa y la hidroxilisina y en B la N-
acetilgalactosamina y o la xilosa con el grupo hidroxilo de
‘ ) - e
la serina o treonina. Ambos corresponden al grupo O-glicosidi-~
CO.
El d A . * ; e
segundo grupo corresponde al tipo de union N-glicosi
5 £
dica, que es mas abundante, y se realiza entre la N-acetilglu~
. - - ' -
cosamina y la asparragina. La hexosamina esta unida por su gru
I' . . ’ -
po reductor a la funcion amida de este aminoacido.
.
No se ha encontrado una relacion estructural entre los
. . ’ R - —~
aminoacidos y los azucares que participan de estos tipos de u
niones covalentes. Cuando se observa los tripletes de bases
, .
que forman los codones para estos aminoacidos, se encuentra

que en el caso de la asparragina es AAU y AAC, mientras que en

la serina es AGU y AGC, en la treonina es ACU y ACC y en la i

. e s
sina es AAA y AAG. Jet (27) propone relaciones filogeneticas

i i (e} a

' .
Y : i | mas pri-
minogcidos que involucrarian a la asparragina como e p

AL g
mitivo tipo de union.



A) Tipo de union galactosa-hidroxilisina.

La union galactosa-hidroxilisina representa uno de los
grandes grupos en que los carbohidratos estan unidos a protef—
nas. El disacarido unido al grupo hidroxilo de este aminoacido
es el A -D=glicosilgalactosa.

Este tipo de union se encuentra en una gran variedad de
colégenos de vertebrados(28) y de invertebrados(29). Tambien
se encuentra en las membranas basales, entre las que debemos
mencionar, la del glomérulo renal (30) v la de la cépsula del
cristalino, (31) (32). Estas membranas tienen un gran numero
de hidroxilisina que en un alto porcenta je esta unida a carbo~
hidratos. El azucar es principalmente el disacarido formado $or
galactosa y glucosa.

La transferencia de estos azacares esté catal izada por
dos glicosiltranferasas especTFicas (33) (34) que transfieren

% - s 2 ,
estos carbohidratos desde sus respectivos nucleotido-azucares.

L4
B) Tipo de union con serina o treonina.

Dentro del grupo de glicoproteinas con union 0—glicosfd
dica tenemos ademas del coiggeno, aquel las en que el aminoaci-
do puede ser la serina o la treonina, entre los que se encuen-
tram el condroitin sulfato y las mucinas submaxilares.

Este tipo de union ha sido estudiada en detalle por Ro-
seman y col. (10) en las mucinas submaxilares de oveja y cer
do. Ambas son un buen e jemplo de como estas glicoprotefnas son
sintetizadas por adiciones sucesivas de carbohidratos, a par -
tir de los nucleotido-azucares respectivos, catalizados por
glicosiltransferasas especfficas.

En la parte superior de la Fig. 3, se observa el meca -

nismo de sfntesis de la mucina submaxilar de oveja (35).En la

. ; ¢ . . . :
parte inferior se muestra la sintesis del oligosacarido de Ila
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de cerdo. En este caso la cadena de azucar es mas compleja. EI
oIEQOSacarido puede tenér actividad de grupos sangufneOS Ay H
(36). La actividad del grupo A ocurre cuando otra molecula de
N-acetilgalactosamina se une a la galactosa (37). Se adquiere

actividad de grupo B si se transfiere galactosa en lugar de la
N-acetilgalactosamina (38). La presencia de estas transferasas
depende de los genes para A y B respectivamente. Cuando la fu-
cosa es agregada se forma el grupo sangufneo H. Esta reaccion

\
es catalizada por la fucosiltransferasa y su presencia depen-

de de! gen H (39).

En el condroitin sulfato la union O—Qiicosfdica se rea-
liza entre la xilosa y el grupo hidroxilo de la serina (40)
(41).

La transferencia de xilosa del nucleotido-azucar a acef-
tores endogenos fue observada en preparaciones |ibres de-célg
las de oviducto de gallina( 42) y cartilago de las epifisis de
pollo ( 43). Esta reaccién es la primera en la secuencia de la
sintesis de la cadena de carbohidratos de estos p;oteoglica -

nos. Su secuencia representa en el esquema siguimte:

(GIcUA—Ta|Nac)n—G|cUA-Ga|-GaI—XiI—Ser

S0y
- l' ' . . .
Un nuevo tipo de union azucar-treonina ha sido reciente
"
mente descripto por el grupo de Lundbland. El azucar es la fu-
" - - . ' -
cosa y esta union fue estudiada en oligosacaridos presentes en
. ' - - * -
orina humana normal. El estudio del analisis de azucares y ami
e . - :
noacidos muestra que esta formado por glucosa, fucosa y treoni
- n' .
na en cantidades equimoleculares. Tambien estudiaron la secuen

. - ’ ’ . - . .
cia y la configuracion anomerica (44), siendo la siguiente:




_[5..

Q—D—glucopiranosi|—(|-3)—|3-L—FucopiranosiI—(I—O)-L—treonina

. - ’ - . -
C) Tipo de union asparragina=N-acetilglucosamina.

Este tipo de union se caracteriza por ser N-glicosidica
La N—acetulglucosamina esta unida al grupo amido de la asparra
gina por un enlace N-inCOSfdico. Esta union fue determinada
por la aislacion del N-acetilglucosaminil-asparragina, (2-ace-
toamido | ( L- ﬁ-aspartamida)-l-,Z—di-deoxi—B -D-glucosa), de
ovoalbumina y tambien por sfntesis qufmiéa (45). Esta union se
caracteriza por ser estable a tratamientos suaves con alcali y
con acido (46).

La Tabla Il, muestra los oligosacéridos de algunas de
las numerosas glic0protefnas que contiene este tipo de union .
Los azﬁcares caracterfsticos son la N-acetilglucosamina y la
manosa, conteniendo también galactosa, siélico y fucosa.

La distribucion bioldgica de las glicoproteinas que po-
seen este tipo de union es muy amplia, tanto en plantas como
en animales. Se las encuentra en &lgunas hormonas(53),(54); .
inmunoglobulinas (52) (55)(56)(57); ribonucleasa (58);:0voalbu-
mina (59); tiroglobulina (60);glicoproteinas del plasma(3) (5)
(48) (49).

La asparragina esté unida en todos los casos bien estu-
diados, con la excepcién del oligosacérido descripto por Korn-
feld,(52), al disacarido formado por dos moleculas de N-acetil
glucosamina que constituyen la di-N-acetilquitobiosa. Este com
puesto es la unidad estructural de la quitina; un polisacérido
que se encuentra en el exoesqueleto de los artrépodos, en
otros invertebrados, asi como tambien en bacterias y hongos.

Ademés, en los casos en que la estructura ha sido bien

dilucidada, hay una manosa unida a la N-acetilglucosamina no




TABLA 1l

ESTRUCTURA DE ALGUNOS OLIGOSACARIDOS UNIDOS A ASPARRAGINA.

1. OVOALBUMINA .
(50)(1T2)

(51) (59)

2. of AMILASA.
( 51) (159)

3. BROMELINA.

(51)(159)

4 TIROGLOBULINA Man =+ Man— Man <+ Man

(60)

5 FETUINA

(8)

3
Man-=+ Man =, Man —ﬁ—-v Glec Noc i} GlcNac —» Asn
ol,
Mah 1.-_

Man

P 8 =]
Man | — 6 Man | — 4 GlcNac — GlcNac —» Asn

(3 (<] &
Man — Man — Man — GlcNac — GlcNac — Asn

/ I

Fuc Xil
-E- GlecNac -E-b Glc Nac -P- Asn
fec \x
Man Man
] e
(Man) (Man )y

o o =Y > >
Man — Man — Man — GlcNac — GlcNac — Asn

I (S \ﬁ \rb

BlcNac GicNac GlcNac

Te Ie Te

Gal Gal Gal

IS 1» Te

NANA NANA NANA

ol (- ot (¢ "
6 MIELOMA IgE Man — Man — GicNac — Man — GlcNac — Asn

(82)

7. MIELOMA IgA;

(52)

/= /

Man (Man)2

) =] o > B
Gal — GleNac — Man — Man —e GlcNac —+ GlecNac — Asn

b

- e <}
NANA — Gal — GlcNac — Man



reductora de la di-N-acetilquitobiosa, constituyendo una union
B — 4.

En este tipo de glicoproteinas los estudios de biOantg
sis han sido enfocados sobre los azucares de la porcién termi-
nal de los oligosacéridos. Estos son agregados directamente de
los nucleotido-azucares respectivos catalizadas por glicosil -
transferasas especfficas (62).

En cambio el estudio de la biosintesis de la porcign
mas interna de estos oligosacéridos no ha sido dilucidada toda
via (9) (63). Mas adelante se va a discutir el posible rol de

: ¢ : ..
los poliprenoles-fosfatos en la sintesis de esta porcion.




POLIPRENOLES

. ¢ . s s
El descubrimiento de los lipidos intermediarios y el co~-
. . . - n' .
nocimiento de su participacion en las reacciones de transferen
: ’ : : € :
cia de azucares, constituye en la bioquimica de los hidratos
’ .
de carbono, uno de los hechos mas salientes de la decada del
6 ' . L 4 . .
0. Su importancia podria ser comparada en cierto sentido, con
- . ’ - '
el enorme aporte que el descubrimiento de los nucleotido-azuca
. . - ' I' .
res significo en la comprension del metabolismo y estructura
de los hidratos de carbono.
¢ . . T .
Los lipidos intermediarios han y estan aportando enormes
progresos en el conocimento de la estructura y de los mecanis~-
il : : # .
mos de la biosintesis de polisacaridos y de algunas glicopro -
¢ ' . . ” s
teinas aseciadas a membranas en su localizacion o en su bioge-
nesis.
. . 5 . L
Los primeros estudios fueron realizados sobre la biosin=-
- . ’ . -
tesis de los palisacaridos que forman las paredes bacterianas.
. l' - -
Estos estudios se han extendido tambien a otros organismos vi-
vos como los vegetales. Ultimamente se han centrado en tejidos
animales donde se ha observado la importancia de estos compues
. . . . [
tos como intermediarios en la transferencia de moleculas de a-
|
L
zucar (112) (142).
' ¢ . : i - s B
Los lipidos intermediarios estan constituidos por una ca
. ' . . . .
dena hidrofobica formada por varias unidades de isopreno, una
L . .
de las cuales contiene una funcion alcohol primario (Tabla I11)
' - . .
Los esteres fosforicos de estos poliprenoles, tanto los mono -
- ’ -
como los difosfatos, son de gran importancia biologica(65) (66)
L4
como veremos mas adelante.
- ' - ¢
El numero de unidades de isopreno varia entre 5 y 24. Es

{
tos compuestos pueden encontrarse en la forma cis o trans.(67).




En general los poliprenoles son de dos tipos: unos que contie~
nen solamente la forma trans y otros que presentan ambas for-
mas. Estos Gltimos son los mas abundantes en la naturaleza y
se extraen generalmente como mezclas o familias que se diferen
cian entre si por el numero de residuos cis.

Con respecto al grado de saturacion se ha observado que
los organismos eucariotes contienen un isopreno saturado que
corresponde a la unidad Of , que es la que contiene el gru
po alcoholico.

Hemming y cols (68), en Liverpool, encontraron en el higa
do de cerdo un poliprenol cuyo numero de unidades isopreno va-
riaba de 17 a 24. Este poliprenol fue denominado dolicol,( del
griego, dolikos=largo), debido al largo de la cadena. Poste -
riormente se encontraron otros dolicoles en distintos organis-
mos los cuales pueden diferenciarse entre si por el numero de
unidades de isopreno. Actualmente el termino dolicol designa a
los poliprenoles que tienen la unidad isopreno o saturada y
que contienen ademas dos residuos en la forma trans.

La saturacion del residuo isopreno hace que la cadena
sea mas hidrofobica y esto podrfa'jugar un importante papel |
biolégico ya que estos compuestos actuan en las regiones hidrg
fobicas de las membranas (69).

Los poliprenoles se encuentran ampliamente distribuidos
en la naturaleza ( Tabla I111). Se denominan generalmente de
acuer do a la fuente de donde son extraidos. El largo de la ca
dena es variable, asi como tambien la presencia de forma cis vy
trans. En los tejidos animales y en levaduras son de tipo di -

trans, poli-cis.
15 ;. ¢ Py
La concentracion de estos lipidos varia en los distintos

e . . 4
organos.El dolicol se encuentra en mayor concentracion en higa




- 20" =

TABLA 1l

Formula , estructura y fuente de algunos Poliprenoles

CH3 Formula generol de
1
H(CHC = CHCH, )n - OH los poliprenoles
NOMBRE FUENTE NATURAL ESTRUCTURA REFERENCIA
Betulaprenol Abedul I -T-T-Cc-[C]-C-OH (147)
(1 ~4)
Bactoprenol Bacteria I1-T-T-C-[¢]-c-on = | (76 )
Dolicol Levadura | I-T-T-c-[c]-s-on _ | (148)
Mamiferos 1-T-T-c-[C]-8-0OH _ o, (67)
Ficaprenol Hojas verdes | [ -T-T-T-C-[C]-C-OH _ (149)
Hexahidropoliprenol Aespergllius S-8-T-T -[C] -89 - OH (180)
fumigaotus
Solanesol Hojas verdes | [ -S-T-T-[T]-T-OH (s4)

1 = residuo de Isopremno, T = residuo de Isopreno Trans,

C = residuo de Isopreno Cis, S =residuo de Isopreno Saturadoldihidro).



- 2] -

do ( 70-140 mug/g de peso seco) en menor concentracion en bazo
y rinon y menos de 5 ug/g de peso seco en cartflago y musculo
esqueletico (69).

Estudios realizados por Dalner y col (70) mediante el
fraccionamiento celular de hfgado de rata muestran que la
mayor concentracion de dolicol-mono-fosfato corresponde a la
fraccion que contiene nﬁcleos, seguida de aparato de Golgi y

microsomas.




- 20

PAPEL DE LOS POLIPRENOLES EN LA SINTESIS DE LOS GLICANOS DE LA
PARED BACTERIAL

Los primeros estudios sobre el papel de los ITpidos
intermediarios en la biosintesis de polisacéridOs fueron reali
zados en bacterias. En 1959 Colvin ( 71) demostré que la pre-
sencia de una sustancia soluble en alcohol era necesaria para
la sintesis de celulosa por fracciones particuladas de Aceto-

bacter xylinun.

Entre los anos 1964-65 simultaneamente y en forma in-
dependiente los grupos de Robbins, Strominger y Osborn demos -
traron que los prenoles intervenian en la sintesis de los poli_
sacaridos de la pared bacteriana (66) ( 72) (74) (64).

Ellfpido involucrado en la transferencia de azucares
en estos casos esiel undecapreno | -fosfato. Este compuesto es
un poliprenol de once unidades de isopreno con un alcohol alf-
lico en el isopreno A de la cadena (76).

Este prido intermediario es responsable de las sfntg
sis de varios tipos de polisacéridos de la pared bacteriana,en
tre los que se destacan:

a) Peptidoglicanos (76)

b) Lip0po|isacéridos (66) (73) (74) (80)

c) Polisacaridos capsulares (82) (83) (109)

d) Polimananos (84) (101)

e) Acidos Teicoicos (86) (87)

En la Fig.4 se presenta como e jemplo de polisacérido
de la pared bacteriana, la estructura del 0O-antigeno de Salmo-
nella sp. (90) (91) (92).

La parte mas externa del Iip0po|isacérido es el O-an®

¢ ’ : ’ ’
tigeno. Este esta formado por diferentes azucares segun la es—-




especie unidos entre si en forma de OliQOSacéridOS- Estos com~-
ponen la unidad‘estructural del polisacérido de alto peso mole
cular. La estructura de cada antfgeno-O varia con el sero tipo
del organismo del cual fue aislado. En Salmonella newington el
oligosacérido que forma la unidad repetitiva esta constituido
por 3 azucares que son: galactosa, ramnosa y manosa.

La Fig. 5 muestra el mecanismo de biosfntesis del O-an

tigeno en S.newington, estudiado por Robbins y col. (88) (89)

.’ -
(93). En este esquema se muestra la formacion del poliprenol
- ’ . - . lI '-
trisacarido. Estas reacciones son catalizadas por glicosiltrans
. ; .
ferasas especificas asociadas a las membranas. La primer reac-
\
AL . - |
cion consiste en la transferencia de la galactosa-fosfato al
undecapreno | -monofosfato. Se forma el undecaprenol- difosfato-
. ¢ . ’ ) -
galactosa que es el primer |ipido-azucar-intermediario en este
. e A T - : P
camino biosintetico. Otras glicosiltransferasas especificas
- ’ .
transfieren la ramnosa y manosa de sus respectivos nucleotido-
. ¢ . " . .
azucar para formar el lipido~- trisacarido.
. . b' -
La segunda etapa consiste en la polimerizacion del tri
Cal - - - - - ’ . -
sacarido que es la unidad repetitiva del polisacarido (81). Ei
- ' - - . .
nalmente el polisacarido es transferido formando el lipopolisa
,
carido (97).
. e . ’
Este esquema de biosintesis muestra que los azucares
- 4
no son transferidos directamente al producto final ( polisaca=-
. . - N ¢ . ; . .
rido) sino a un compuestc ‘intermediario (lipido=trisacarido).
Este a su vez, luego de polimerizarse, se transfiere a la re-
l’ \l - ’ -
gion central para formar el lipopolisacarido.
. « P s’
Dankert y col.,(77), han descripto la formacion de |i-

- ' - -
pido-azucares con preparaciones de Acetobacter xylinun, obser-

vdndose la formacion de prido-P—P-glucosa, prido-P—P-celobig

sa y lfpido—P-galactosa.
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Fig. 5 = Esquema de la sintesis del determinante antigénico

"0” de S.newington. (UND= Undecaprenol)
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PAPEL DE LOS POLIPRENOLES EN LA SINTESIS DE GLICANOS EN LEVADU-
RAS Y PLANTAS

Tanner y col, (85) (130), trabajando con preparaciones

: N, v ! - ¢
particuladas de Sacharomyces cervisiae sintetizaron un manoli=-

pido, acido labil, a partir de GDPMan. La formacion de este
compuesto es estimulada por el agregado de dolicol=P aislado
de hfgado de cerdo. La manosa del manolfpido puede ser transfe
rida a una protefna.

En vegetales superiores se ha mostrado tambien la pre-
sencia de |fpido—azﬁcares. Se han aislado varios poliprenoles
entre los cuales se puede mencionar el ficaprenol, betulapre =
nol y dolicol (69).

Traba jando con preparaciones particuladas de Phaseolus
aurens, los grupos de Kauss(78) Willemez (79) (138) y Hemming
(139) han observado la transferencia de manosa a un lipido a -
ceptor endégeno. Tambien ha sido demostrado por Forsee y col.

(47), la transferencia de manosa y glucosa, de sus respectivos
nucleotido-azucar, con preparaciones particuladas de fibras de
algodon. Lsta transferencia es tambien estimulada por el agre
gado de extractos orgénicoa de ese mismo material biolégico.

Recientemente, Pont Lezica y col.,(173) han estudiado
la transferencia de glucosa a un prido aceptor de germen de
trigo y de soja. Los resultados obtenidos sugieren que el ifpl
do aceptor, que es acido 14abil y tiene propiedades cromatogré-
ficas similares al dolicol=P de hfgado, es un poliprenol &f sa

turado.




._27_

PAPCL DE LOS LIPIDOS INTERMEDIARIOS EN LA BIOSINTESIS DE GLICO
PROTE INAS EN ANIMALES SUPERIORES.

Los primeros indicios sobre la férmacion de un posible
prido—azacar intermediario en la sintesis de glicoprotefnas
fueron obtenidos por el grupo de Eylar vy col. (22). Estos inves
tigadores observaron la transferencia de manosa g4 desde el
GDPMan radioactivo a un |fpido acido labil y tambien a protpf-
na. Esta reaccion es catalizada por reticulo endOplasm;tico de
hfgado de conejo.Un manolfpido similar fue encontrado por Zatz
y col, (94) con microsomas de cerebro de raton. Paralelamente
Tetas y col, (95) y Malnar y col, (96) encontraron la formacion
de pridosunidos a galactosa con hfgado de conejo y sugirieron
su posible papel en la sintesis de las glicoprotegnas.

En este Instituto los Drs. Leloir y Behrens (23) iden-
tificaron y aislaron por primera vez un prido—azﬁcar interme~-
diario. Incubando microsomas de higado de rata con UDPG'C; mar
cado en glucosa, observaron la transferencia de esta a un com-
puesto soluble en cloroformo metanol. La formacion de este gli
colfpido era estimulado por el agregado a la mezcla de incuba-
cion de Mg++ , detergente y un extracto de hfgado de cerdo.Es-
te extracto Iipfdico fue purificado y su espectro en IR era si
milar al de los poliprenoles.

El poliprenol purificado parecfa ser dolicol=-monofosfa-
to. Para verificarlo estos investigadores purificaron dolicol
de higado y lo fosforilaron quimicamente por el metodo de Cra-
mer (98) y Popjack (99). La Fig.6 muestra la estructura del do
licol. Cuando incubaron el nucleotido-azucar radiactivo con el
dolicol fosfato en cantidades crecientes observaron que la sfﬂ
tesis del |7pido—azacar aumenta proporcionalmente. Esto sugi =~

rio que el aceptor de la glucosa es el dolicol=-fosfato y la
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L4 :
reaccion correspondiente se puede escribir de la sigujente for

ma:

Dol-P + UDPGlc =—2> Dol-P-Glc + UDP

El dolicol-monofosfato=glucosa es acido labil y por hi=
drolisis acida suave libera unicamente glucosa radioactiva.

Otro hecho importante es que si la preparacién de micro
somas era incubada con UDPGlc marcado con 32 P no se obtenia
glucolfpidos radioactivos. Esto confirma que el poliprenol—azé
car contiene solamente un fosfato y que solo se transfiere el
azucar (23).

Tambien se pudo sintetizar el dolicol-monofosfato de ma
nosa vy el de N-acetilglucosamina (100). La Formacién del doli~-
co | -monofosfato-manosa es posteriormente estudiada por el gru-
po de Hemming (24) quien obtiene este prido azucar en cantida
des sufientes para hacer determinaciones quimicas. Mediante es
tudios de la porcién Iipfdica por infrarrojo y resonancia mag-
netica nuclear estos autores pudieron comprobar que se trataba
de dolicol-monofosfato (102) (139) (140).

Cuando se incubo dolicol-P-glucosa con microsomas de hi
gado de rata (23) la radioactividad disminuyé notablemente de
la fase cloroformo metanol donde este compuesto es soluble. La
reaccion se detuvo por el agregado de cloroformo:metanol:agua
en la proporcién 3:2:1 . Se formaron dos fases. La fase infe -
rior u orgénica estaba contituida por cloroformo metanol y en
esta es soluble el dolicol-P-glucosa. La fase superior es po -
lar(metano | :agua:cloroformo 16:16:1 ). Entre estas fases se en
cuentra una interfase solida formada por la protefna microso -

mal desnaturalizada. En esta interfase se encuentra ahora la
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mayor parte de la radioactividad que provenia del dolicol=P-
glucosa. Este compuesto, debido a su insolubilidad en la mayo-
ria de los solventes orgénicos, se pensé que se trataba de una
protefna glucosilada, Estudios posteriores realizados en el
Instituto por Behrens y col, demostraron que este compuesto
puede ser extraido de la interfase proteica con una mezcla de
cloroformo:metanol:agua 10:10:3 (104).

Este nuevo compuesto es tambien un |fpido-azﬁcar acido
1abil y los productos de la hidrolisis acida suave son solubles
en agua. Cuando se estudia su comportamiento en columnas de
Sephadex G 50 se observa que se eluye como compuestos de alre-
dedor de 3500 daltons. Corresponde a un oligosacérido que po =
see entre |7 a 20 unidades de hexosas. Estos resultados fueron
tambien confirmados por su movilidad en cromatograffa en pape |
COMpﬂP;thlOS con ma|t00|iQOBGC;PidOs de glucosa (105).

Cuando este prido—oligosac;rido es tratado con alcali
se libera un producto de aproximadamente igual peso molecular
que el obtenido por hidrolisis acida suave pero que esta carga
do negativamente. CLsta carga desaparece luego de incubarlo con
fosfatasas, lo que indica que corresponde a un grupo fosfato.

Por cromatograffa en DEAE-celulosa este prido—oIEQOSa—
carido se eluye como los prenol=-pirofosfatos, diferenciandose
muy bien del dolicol-monofosfato-glucosa (104) (106).

Todos estos hechos hicieron pensar a Leloir y col, (108)
que el dolicol=-monofosfato-glucosa transferia su azucar a un
aceptor Pndégpno, ( EA), el cual seria un dolicol=pirofosfato
oligosacarido. Se forma un nuevo prido intermediario en el
cual el oIEQOsacérido tiene una o dos glucosas mas. Este nuevo
compuesto fue denominado GEA (aceptor Pndégnno glucosilado) vy

.’ ¢ 2 ¢
la ecuacion que representa su sintesis seria:




EA " Dol-P-Glc
GEA Do | -P

El oligosacérido de GEA pudo ser transferido a una pro-
teina microsomal. La glicoprote{na obtenida es solubilizada
unicamente con tratamientos muy drasticos. Cuando se la digie~-
re exhaustivamente con enzimas proteolfticas se obtiene un glu
cop;ptido cuyo peso molecular es similar al del oligosacarido
obtenido de GEA.

A fin de determinar la posicién de la glucosa transferi
da, el oligosacarido de GEA fue tratado con NaBH; . Luego de
reducido, el oIiQOsacérido es hidrolizado completamente y los
productos son cromatografiados en papel observandose que la
radioactividad tiene la misma movilidad que la glucosa. Ello
indico que la glucosa transferida no se encuentra en el extre-
mo reductor (108).

El numero de residuos de glucosa transferidos fue estu-
diado oxidando el oligosacérido con periodato y determinando
el porcentaje de acido formico radioactivo formado. Estos re -
sultados indicaron la posibilidad de que sean dos las glucosas
transferidas.

E) oiigosacsrido de GEA por eletroforesis en papel se
comporta como un compuesto neutro. Pero cuando es tratado con
alcali fuerte y se somete a electroforesis aparecen dos picos
cargados positivamente. Uno de ellos aparece a los 30 minutos

del tratamiento y el otro a los 60 minutos. Estos resultados
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pueden explicarse por la presencia de dos moleculas de N-ace -
tilhexosaminas, las que podrfan encontrarse en el extremo re -
ductor de la cadena del oligosacarido (103).

Como ya se menciono Behrens y col.(100), encontraron
que los microsomas de hfgado catalizan la formacion de un |i-
pido—azﬁcar a partir de UDPGlcNac radiocactiva. Por analogfa a
lo que ocurria en el caso del prido azucar que contenia glucgo
sa y/o manosa lo describieron como dolicol-monofosfato-N-ace -
tilglucosamina.

Posteriormente Molnar y col.(95) incubaron microsomas de
higado de rata con ([332P) uop ('4c) N-acetilglucosamina y 11
pido aceptor y observaron que ademas de la GlcNac el fosfato
tambien se transferia al prido en cantidades equimoleculares.
Si el |7pido aceptor contenia ya un fosfato se podr?a suponer
la formacion de un enlace pirofosfato. En apoyo de esta suposi
cion esta el hecho encontrado por estos autores de que el UMP
inhibe la reaccion.

Leloir y col.(110) confirmaron los experimentos de Molnar
por otro camino. Si se cromatograffa el prido unido a la N-ace
tilglucosamina en columnas de DEAE-celulosa, que permite la se
paraciGn de los prenol-azﬁcares con un fosfato de los difosfa~-
tos, éste,eluye en la zona de los prenoIes—pirofosfato-azﬁca -
res (110). Estos hechos indican que el prido-azﬁcar, sinteti-
zado en hfgado , es un dolicol=pirofosfato-N-acetilglucosamina.
Entonces la reaccion de transferencia se puede escribir de la
siguiente manera:

UDPGIlcNac + Dolicol=P——=>Dolicol=-P-P-GlcNac + UMP

Al mismo tiempo Leloir y cole (110) observaron que este
prido—azﬁcar puede aceptar tambien otra molecula de N-acetil-
glucosamina proveniente del UDPGlcNac para formar el dolicol =

pirofosfato- di-N-acetilquitobiosa. Este disacarido es de’ gran

T« R Y L S R




importancia por ser un constituyente de la porcién mas interna
de los oligosacéridos de numerosas inCOprotefnas. La union as
parragina di N-acetilquitobiosa se encuentra en la tiroglobuli
na (60), ovoalbumina (59) y otras glicoproteinas (8). Podria
ser un intermediario tambien en la biosintesis del 0|igOSaC5Pi
do de GEA el cual contiene dos hexosaminas (108). Este lfpido
disacarido fue tambien sintetizado con preparaciones de pan -
creas (145) y, recientemente ha sido sintetizado quimicamente
por Strominger y cols (146).

Posteriormente Behrens y col. (111) incubando GDPMan ra
dioactivo con dolicol-P y microsomas de hfgado de rata observa
ron que el mayor producto formado es el dolicol-monofosfato-ma
nosa. Luego de la incubacion si se realiza una hidrolisis aci-
da suave, y los productos de la misma se cromatograffan en pa
pel, la mayor parte de la radioactividad corresponde a la mano
sa y una peque;a cantidad a oIEQOsacéridOS que contienen mano-
sa radioactiva. Si en esta incubacion se agrega tambien aceptor
lipidico la formacion de los oligosacaridos de manosa se incre

¢ ; X o
menta. Por cromatografia en papel migran como maltooligosacari
dos que contienen entre 5 a |16 residuos de hexosas. En cromato
graffa en DEAE-celulosa eluyen en la zona correspondiente a
los prenoles=pirofosfatos. Por tratamiento con alcali fuerte
se comportan en electroforesis igual que el 0|i905365P5d0 de
GEA, dando dos picos cargados positivamente. Esto indica la
presencia de dos hexosaminas.

La transferencia de manosa a estos |fpidos aceptores po
dria ser a partir del GDPMan o del dolicol~-P-manosa o de ambos.

Algunos de éstos lfpido-oligosacéridos de manosa consti

tuirian el aceptor endégeno(EA) , al cual el dolicol=P=glucosa
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. ’
transferiria su azucar para formar el GEA. Este acqptor endégg
1

. ¢ ’ ’
no manosilado podria contener otros azucares ademas de las he-

X0osaminas y manosas.

Recientemente se ha podido purificar el GEA y determinar
L4
por cromatograffa de gases, su,compOsiciSn cuantitatjva en azyu

cares (167), la cuval es:

(GicNac)2 Man’2 Glc4

,
Tanto el aceptor endogeno manosilado como el GEA pueden
-' . .
transferir su porcion carbohidrato a protefnas (rer) (107).
. . . ' .
La Fig.7 esquematiza la formacion del oligosacarido de
: ¢ :
GEA y su transferencia a una protefna todavia desconocida. Es~-
: ¢ : 4 -
te mecanismo podria ser universal para la biosintesis de las
. L4 ‘ L .
gl icoproteinas que poseen el tipo de union asparragina-N-ace -

tilglucosamina (112).
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FINALIDAD DE LA PRESENTE INVESTIGAC ION

El objeto de este trabajo consiste en estudiar las pri-
meras etapcs de la sintesis de los oligosacéridos de las glico
protefnas que poseen la unién entre la asparragina y la N-ace-
tilglucosamina.

De acuerdo a lo encontrado en el Instituto se podfa pre
decir la existencia de una manosil transferasa que catalizara
la transferencia de manosa al dolicol-P-P-di-N-acetilquitobio-
sa. Este prido de quitobiosa, como ya se ha mencionado, fue
sintetizado con preparaciores de hfgado por Leloir y col, (110).
Por otro lado, estos autoresg, tambien estudiaron la transferen
cia de manosa a pridos endogenos de hfgado de rata, los que
poseen tambien dos N-acetilhexosaminas (I11). Lo que aun falta
ba era unir experimentalmente estos dos hallazgos, lo que fue
el objeto de esta tesis.

Pars este estudio se trabajé con preparaciones particu-
ladas de oviducto de gallina. El 70% de las proteinas solubles
sintetizadas en este tejido corresponde a la ovoalbumina. Este
compuesto posee un oligosacérido cuya - estructura es relativa-
mente simple y Esté formado unicamente por manosa y N=-acetil =~
glucosaminea.

La Figura 7 esquematiza el mecanismo propuesto para la
sintesis de estos oligosacsridos. En el presente trabajo se

centra el estudio en las tres primeras etapas.

~
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Fig.7 -Esquema de la biosintesis del Dol-P-P-(GlcNac),
Man Glc (GEA) y una glicoprotefna, propuesto por
Behrens (112).
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11  MATERIAL Y METODOS

. REACTIVOS

UDPGlIcNac I4C y y GDPMan '4C, son obtenidos de New
tngland Nuclear Corporation (USA). UDPGlcNac, GDPMan, Tris( ba
se libre), EDTA, GlcNHy , GlcNac, mercaptoetanol, p-nitrofe -
nil glucésidos se obtienen de Sigma Chemical Company. Deoxico-
lato de sodio, acido silfcho y concanavalina A son compradas
en Calbiochem (USA). Bio-gel, Dowex 50 X 4 y DEAE-celulosa son
obtenidos en Bio-Rad Laboratory (USA) y Serva (Alemania) res -
pectivamente. Sephadex es adquirido en Pharmacia.

La di-N-acetilquitobiosa fue cedida gentilmente por el
Dr. Luis F. Leloir. Habia sido preparada de acuerdo con el me-
todo de Arima y col, (60), a partir de quitina.

Todas las otras drogas empleadas son de origen diverso

y siempre de alto grado de pure:za.

2. METODOS ANALITICOS

a) Protefnas

La determinacion de protefnas se efectuo de acuerdo al
metodo de Lowry y col, (113), con albumina de suero bovino como
estandar.

- ' -
B) Intercambiadores lonicos

La DEAE~- celulosa es lavada y ajustada al pH utilizado
de acuerdo al metodo de Peterson y Sober (114).

Dowex 50 (HY ) es lavada previamente con agua destila-
da a fin de eliminar las impurezas coloreadas.

c) Cromatograffa y klectroforesis en papel.

Se utilizan los siguientes solventes: A, butanol-piridi

na=-agua 6:4:3 (115); B, butanol-piridina-agua 4:3:4 (105);
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C, acetato de etilo-piridina-agua 2:1:2 (137); Dy acetato de
etilo-acido acetico-agua 3:1:1 (137); E, 4cido formico al 5% ;
F, acetato de piridina pH 6,5.

Los papeles de cromatograf{a utilizados son Whatman N2
I,4 y 3 MM, Estos son lavados siempre antes de usarlos de acuer
do al metodo de Sutherland y col, (118)., Whatman N2 | es usado
como tal o tambien previamente tratado con ZnSOy IM, o NaBy407
0,2M y se ajusta el pH a 8,5 con H2S04- Despues de estos trata
mientos el papel se seca y se usa.

los azucares son visualizados con el reactivo de plata
alcalino (119), tanto en cromatograffa como en elettroforesis
en papel.

d) Medida de la Radioactividad.

La radiocoactividad de los extractos cloroformo-metano!l y
de los productos de hidrolisis acida suave es medida en un con
tador de flujo gaseoso secando previamente las muestras en
planchetas de aluminio. Cuando los ‘compuestos se quieren re-
cuperar son medidos en planchetas de vidrio y luego se los ex
trae con el solvente apropiado.

La medicion de la radioactividad de los cromatogramas vy
electroforogramas se realiza en un detector Packard modelo
7201. Para obtener determinaciones cuantitativas de la radioac
tividad , en los cromatogramas se eluyen las zonas correspon -

dientes a cada pico y luego se miden en planchetas como se des

L "
cribe mas arriba.

3. PREPARAC IONES DE"MICROSOMAS Y ENSAYOS ENZIMATICOS

a) Tejidos utilizados

Los oviductos son obtenidos de gallinas Leghor de 36 se

manas, seleccionadas en el pico de postura, gentilmente dona -
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das por Cargill Argentina.

Hfgados de rata se obtuviepon de ratas Wistar de 200 g
aproximadamente. Los animales son ayunados por 3 dias suminis-
trandosele unicamente agua adlibitum. Una hora antes de ser sa
crificados son inYectados con 20 Ul de insulina Lilly. Luego
de la decapitacion los hfgados son perfundidos con una soluci-
on fria de sacarosa 0,25 M que contiene EDTA 5 mM y mercaptoe-
tanol 10 mM.

Bazo, rinon y corazon son tambien obtenidos de ratas
Wistar de 200 g.

Tiroides e higado de cerdo son suministrados gentilmente
por el frigorifico La Negra, Buenos Aires.

,
b) Preparacion de Microsomas

Los microsomas son preparados de acuerdo al metodo de
Moule y col. (120), con algunas modificaciones. A continuacion
se describe una preparacign tipo.

Los tejidos, luego de extrafdos, se pesany se homogeini
zan con 1,5 vollmenes de sacarosa 0,25 M que contiene EDTA 5 mM
y mercaptoetanol 10 mM, en un homogeinizador de vidrio-teflon .
Todas estas operaciones se |levan a cabo a una temperatura en -
tre 0 y 4 2C. El homogenato se centrifuga a 14.000 rpm durante
20 minutos a fin de eliminar nﬁcleos, mitocondrias y restos de
tejido. El sobrenadante obtenido se somete entonces a una cen -
trifugacién de 3 horas a 105.000 xg, en una centrffuga prepara-
tiva, Spinco, Modelo L. El precipitado obtenido de esta centri-
Fugacién se homogeiniza con minima cantidad de buffer Tris-Ma -
leato 0,1 M , pH 7,8 y se divide la preparacién en pequenos vo-

,
lumenes los que se guardan hasta su uso a =70°C.
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- . ’
c) Mezcla de incubacion estandar

La mezcla de incubacion para la sintesis de los diferen-
tes |ipido-azucares se detallan en la Tabla IV.

Todas las incubaciones se realizan a 30°C y se agrega al
rededor de 2 mg de protefna microsomal .

Los ‘1pid08 aceptores, dolicol-P, dolicol~PP-GlcNac, do-
Iicol—PP—( GlcNac), y Ifpido - X3 , que se encuentran en so lu-
cion de cloroformo-mentanol 2: 1 se secan Jjunto a la solucion
de EDTA-Mg bajo atmosfera de nitrogeno.

El' volumen final de la mezcla de incubacion para la sin-
tesis de los diferentes prido-azﬁcares es de 50 wul.

d) Aislacion de los Lipido-azucares

Las incubaciones con los distintos aceptores siempre son
detenidas por el agregado de una mezcla de cloroformo-metanol-
<L
MgCl, en la relacion 3:2:| de acuerdo a Folch y col. (103).Des
' . - - .
pues de agitar vigorosamente se centrifuga y se obtienen dos
fases. La superior, contiene las sustancias solubles en agua ,
; o , ;
como por e jemplo los nucleotido~azucares que no han reacciona-
2 4
do., La fase inferior esta formada fundamentalmente por cloro -
U' ' .
formo-metanol. Es la |lamada tambien fase organica y en ella
£ ,
se encuentran los lipido~azucares. Entre ambas fases, la acuo-
' - . ' -
sa y la organica, se encuentra una interfase solida formada por
¢ ; : ¢
la proteina microsomal desnaturalizada. Esta proteina es reex-
¢ L
traida dos veces mas con la mezcla de Folch y col.
] ' - - -

Las fases organicas obtenidas por este tratamiento se
juntan y se eliminan los posibles restos de sustancias hidroso
’ - " -
lubles lavandola con una mezcla de composicion seme jante a la

fase superior. De esta manera los compuestos presentes en la
' - - . -
fase organica quedan libres de posibles contaminantes hidrosolu

. L4 . L4
bles. Luego, se concentran bajo atmosfera de nitrogeno y se

_
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guardan a - 15 °C en cloroformo-metano!l 2:1.
- ’ : e
Los lipido-azucares cuyos restos hidrofilicos son de ma-
~ : . y s .
yor tamano, como por ejemplo los lipido=-oligosacaridos, no son
. - ' . .
totalmente solubilizados en la fase organica, sino que permane
¢ ; :
cen en la proteina desnaturalizada de la interfase. Esta pro-

¢ ; . L ’
teina primero se lava con una mezcla de composicion semejante

< e ; -
a la fase superior y luego se extraen los |lipido=azucares con

una mezcla de cloroformo-metanol-agua 10:10:3 (104). Esta ex -
. ' .
tracion se repite por lo menos dos veces , y los extractos se

3 ¢
concentran bajo nitrogeno y se guarda a =15 ©C.

3 . ® o 2 .
e) Purificacion de los Lipido~azucares

e .’ - A -
Para la purificacion de los lipido~-azucares se usan colum

C
nas analiticas de DEAE-celulosa, forma acetato , de 1,2 cm de
L4
diametro por 46 cm de altura (121). Luego de lavar el exceso
de acetato de potasio, se equilibra con cloroformo-metanol=-a -
, L,
gua 10:10:3. Despues de la adsorcion, la columna se lava con
alrededor de 50 ml. de la mezcla de equilibrio.
e , . . 2
La elucion se efectua haciendo pasar un gradiente lineal
de formiato de amonio entre O y 30 mM disuelto en la mezcla de
equilibrio., El flujo de la columna se ajusta a | ml. por minu-
' . .
to. Los volumenes correspondientes al lavado y al gradiente se
recogen en alrededor de 50 fracciones de 4 ml. cada una.
e . . ’
los lipido-pirofosfato-azucares eluyen a una concentra =
.’ - - . -
cion 10 mM de formiato de amonio. Las fracciones correspondien
€ . ’ ’ ’ %
tes a los lipido-azucares se concentran bajo atmosfera de ni -
'
trdgeno. Entonces se agrega cloroformo-metanol-agua en la pro-
Ld 4 < Fi
porcion 3:2:1 y la fase organica se lava repetidas veces con la
g oy ;
mezcla de composicion similar a la fase superior hasta quedar

libre de formiato de amonio y entonces se guarda a =15 °C.
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e . ’ : .
Para detectar los |lipido-azucares radioactivos se toman
¢ .’ .
alicuotas de cada fraccion y luego de secadas se miden en un
contador de flujo. En el caso de las preparaciones de dolicol-
. - - . ' - .
P-manosa, no radioactivo, luego de la incubacion se purifica
L4
tambien en columnas de DEAE-celulosa. Como no es posible detec
i e . . .
tar la presencia de este |ipido-azucar, la columna es previa -
mente calibrada con dolicol=P-manosa radioactivo. De esta mane

' - £ . ’
ra se determina la zona en que eluye este |lipido-azucar.

f) Hidrolisis acida suavé

La porcién hidrofilica de los |fpidos azﬁcares, que pro
- - . - '

vienen de la purificacion por columnas de DEAE-celulosa o de
los productos de la reaccion, se obtienen por hidrolisis acida
suave. A tal efecto luego de secados bajo nitrégeno son suspen
didos en 0,2 ml., de agua y se agrega HCI| 0,5 N hasta que el
azul de timol vire al rojo ( pH 2). Las muestras son calenta -
das a 1002 C durante |0 minutos. Los productos de la hidroli -

; ¢
sis son entonces separados por cromatografia en papel.

g) Tratamiento Alcalino

Los azucares |iberados por hidrolisis acida suave, luego
de cromatografiarlos en papel y eluirlos con agua, son trata =
dos con KOH 2 M a 1002 C a tiempos variables. Las soluciones
son entonces neutralizadas con acido perclérico y el sobrena -
dante es sometido a electroforesis en acido Férmico al 5%, du-
rante 210 minutos a 20 V/cm.

4.- PREPARACION DE LIPIDO ACEPTOR.

El Iipido aceptor es preparado a partir de higado de

cerdo dé acuerdo a Burgos y col.(68), con las modificaciones
de Behrens y col. (23).

El hfgado de cerdo es homogeneizado en una |icuadora

Jo 0 et s L o
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con dos volumenes de acetona Frfa.Luego de filtrado el residuo
se seca al aire y entonces se extrae con 3 volamenes de cloro-
formo-metanol 2:1. Al sobrenadante se le agrega NaOH hasta una
concentracion final de 0,1 Ny se incuba a 372 C durante I 5mi
nutos. Luego se le agrega HCl suficiente para obtener una con-
centracion final de 0,1 N y se hierve a reflujo durante |5 mi=-
nutos. La fase cloroformo-metanol es lavada de acuerdo al métg
do de Folch y col.(103).

La fase orgénica es purificada en una columna preparati

va de DEAE-celulosa, de 5 cm de didmetro por 70 cm de altura ,

en la forma acetato, la gual es equilibrada con cloroformo-me-
tanol 2:1 .
. * ¢,
Luego de la adsorcion del lipido aceptor, se eluye con

acetato de amonio O,| M pH 4, en cloroformo-metanol 2:1.Las fra
: ¢ .
cciones -.que contienen al lipido aceptor se concentran y se la

van para liberar el acetato.

5-PREPARAC ION DE MALTOLIGOSACARIDO

Los maltoligosacéridOS se obtuvieron de acuerdo al métg
do de Thoma y col.(122),

A 100 g de amilopeptina se le agrega 100 ml de H2804
0,2 N y se calienta a 1002 C durante 70 minutos. Luego se neu-
traliza con carbonato de bario y se centrifuga. El precipitado
se lava varias veces y los sobrenadantes se concentran y se

vuelven a lavar hasta eliminar el carbonato de bario.

6- PREPARACION Y ENSAYOS DE GLICOSIDASAS

s - ’
a) Preparacion de X -manosidasa de bromelina

. ’ . .
El polvo seco de bromelina de anana es suministrado gen
tilmente por Dole Co., Honolulu, Hawaii. Este es suspendido en

agua destilada y agitado 30 minutos. Luego de centrifugar, al




sobrenadante se le agrega sulfato de amonio hasta |legar a una
concentracion final de 50%.Esta operacién se realiza Ientameﬂ
te y la solucion es agitada continuamente. Luego de dos horas

se centrifuga y la X -manosidasa que se encuentra en el sobrE
nadante, es precipitada con sulfato de amonio hasta %levar a
una concentracion del 65 %. £l precipitado obtenido es disuel

to en buffer de fosfato de sodio de 10 mM, pH 7,0 y se dializa

48 horas contra el mismo buffer. Todas estas operaciones se rea

lizan 8 4° C.
Esta preparacién es realizada de acuerdo al metodo de
Li y Lee (114) con algunas modificaciones, | legando solamente
hasta la etapa de sulfato de amonio. La preparacién no tiene ac
tividad de E -manosidasa y tampo-co de ﬁ -N-acetilglucosa

minidasa, dentro de la sensibilidad del ensayo utilizado.

b)Preparacion de X -manosidasa de poroto

Esta preparacion se realiza de acuerdo a Li (124)con Ii
geras modificaciones.

El polvo de poroto (Canavalia ensiformes) se suspende
en una solucion de sulfato de amonio al 33% y se deja toda la
noche, con agitacién, en el cuarto frio. Luego de centrifugar,
el sobrenadante se lleva a 40 % de saturacion con sulfato de a
monio solido. Al sobrenadante obtenido de esta nueva centrifu-
gacign se le agrega sulfato de amonio hasta el 0% de satura-
cion. El precipitado obtenido en esta etapa se disuelve en buf
fer de fosfato de sodio 50 mM, pH 7,0. Se dializa contra buf=-
fer de acetato de piridina 50 mM, pH 6,0 , durante 24 horas,con
varios cambios de la solucion.

El dializado se pasa por columna de Bio-gel P-200,equi

librado con acetato de piridina 50 mM pH6,0 y el eluido es re
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cogide en fracciones de 3ml. Alfcuotas de cada fraccion se
tomaren a fin de determinar la actividad de & -manosidasa. To
das las etapas son realizadas en el cuarto frio.
Esta preparacign contiene alrededor de un 10% de activi
dad de ﬁ -N-acetilglucosaminidasa pero carece de actividad de
ﬁ -manosidasa.

' - - -
c) Preparacion de glicosidasas de saliva humana

Las muestras de saliva de cada dador, luego de recogidg;
, son centrifugadas. El sobrenadante es entonées dializado
contra buffer de citrato 0,25M pH 4,6. Todas las operaciones
son realizadas entre 0 ¢ 4° C.

Como se observa en la Tabla 'V , existe una notable va-
riacion entre los distintos dadores con respecto a la activi =
dad de las glicosidasas medidas. En casi todos los casos se pu
do determinar una alta actividad de [ -N-acetilglucosaminida-

sa. Mientras que la actividad de las manosidasas era muy varia

ble.

d) Preparacion de [(2_-N-acetilglucosaminidasa de oviducto de

L

gallina

Los oviductos de gallinas Leghor de 36 semanas son homo-
geneizados con buffer de fosfato de potasio, 10 mM pH 7,5. El
homogenato es centrifugado a 12.000 xg durante |5 minutos.El
precipitado es reextraido con el mismo buffer. El sobrenadante,
es ajustado a 35 % de saturacion con sulfato de amonio solido.
Esta Operacién se realiza lentamente y la solucion es agitada
continuamente. La solucion se deja 20 minutos y luego se centri
fuga. El sobrenadante es |levado, con sulfato de amonio, a 80%
de saturacion.

Luego de esta Ultima etapa es dializada toda la noche

contra buffer de fosfato de potasio 10 mM pH 7,5.
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Luego de la dialisis el sobrenadante se lleva cuidadosa
mente a pH 11,0 con NaOH 0,| N. Esta operacién se realiza con
continua agitacién y midiendo el pH constantemente. De acuer-
do a Sukeno y col(125), con este procedimiento se elimina la

X -manosidasa que contamina la preparacign: lo cual es veri-
ficado. Luego el pH de la solucion se lleva a 7,5 vy se centri-
fuga. El sobrenadante obtenido es dializado contra buffer de
citrato de sodio 5mM pH 4,5 que contiene ademas acetato de Zn
0, mM y CINa 50 mM, toda la noche. El dializado es pasado por
una columna de Sephadex G-200, de |,5 cm. de diametro por 50cm
de altura, previamente equilibrada con la solucion de dialisis.

Se recogen fracciones de 5 ml cada una y la actividad
enzimatica se determina como mas adelante se describe.

Por este metodo se obtiene ‘3~N-acetilglucosaminidasa -

libre de las otras manosidasas.

e) Determinacion de la actividad de las glicosidasas

La actividad de las tres glicosidasas estudiadas es de-
terminada por el metodo de Levvy v col.(126).

La mezcla de incubacion contiene 1,8 mM de p-nitrofenil
glicosido, 33 mM de buffer de citrato pH 4,8 v enzima(glicosi-
dasa a estudiaﬂ)hasta un volumen final de 300 Fl' La reaccion
se realiza durante 30 minutos a 372 C.

Es detenida por el agregado de 2,7 ml de NaZCOS 0,I My
se leela absorbancia a 400 mp,

La incubacion de los carbohidratos obtenidos de los lfpi
do-azucares se hace ba jo atmosfera de tolueno, a fin de preve -
nir la contaminacion bacteriana.la reaccion se detiene por ca -
lentamiento a 1002 C durante 5 minutos o por agregado de 0,5 ml

de cloroformo-metanol 2:1 . Luego de centrifugar el sobrenadan

L 4
te se cromatografia en papel.




Actividad de glicosidasas en saliva de distintos dadores

Dador [of -Manosidasa 3 ~-Manosidasa (3 -N-acetilglucosaminidasa
M | 1,3 40
N 45 40 64
0 37 60 67
P 1,5 37 67
Q I5 65 67
R 23 27 67
S 34 53 64

L4
Las incubaciones se realizaron de acuerdo al metodo de Levvy

y col.(126). Se vario con cada enzima el p-nitrofenil-glucésido.

Todas las preparaciones de saliva fueron previamente centri-

fugadas.

- o e / : :
La actividad enzimatica esta expresada en unidades de enzimas.
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7 = INTERACUON DEL OLIGOSACARIDO CON AGLUTININAS

El trisacarido marcado es obtenido por hidrolisis acida
suave del prido-trinacérido, seguida de cromatograFfa en el
solvente A, A fin de purificarlo se recromatograf?a en papel
Whatman 3 MM, en el mismo solvente y se eluye con agua.

La aglutinina de arveja es cedida gentilmente por el Dr.
Rafael Pont Lezica de la Fundacion Bariloche.

Las aglutininas son disueltas (alrededor de 0,5 mg) en
buffer Tris-Maleato O0,| M pH 7,0 que contiene ademas cloruro
de sodio 3 M y cloruro de magnesio 4 mM. Luego de incubar | ho

ra el trisacarido con la aglutinina se cromatograFfa en una co
lumna de Bio-gel P 60 (Bio-Rad) de 16 x 0,8cm.

Se colectaron fracciones de 0,5 m| comenzando desde el
pico del dextrano azul. La muestras se midieron con solucion
de Bray (61), en un contador de centelleo, Packard Tri=Carb ,

modelo 3003.
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111 RESULTADOS

BIOSINTESIS DE UN LIPIDO-DIFOSFATO-N-ACETILGLUCOSAM INA

Estudios previos efectuados en este laboratorio con pre
paraciones de microsomas de higado de rata (100) y por otros
investigadores con diferentes tejidos(22) (95) (127) habian de
mostrado la transferencia de GlcNac del UDP (I4C) GlcNac a un
prido aceptor.

En el presente trabajo se estudio las condiciones de
formacion del Ifpido-pirofoafato—N-acetiIgiucosamina con micro
somas de oviducto de gallina. Era de esperar que este sistema
fuera muy efectivo en la sintesis de este compuesto ya que co-
mo se ha dicho, este tejido sintetiza principalmente ovoalbami

L4
na cuyo oligosacarido contiene unicamente manosa y acetilgluco

samina (59).

Identificacion del producto de la incubacion y estudio de algu

nas de sus propiedades.

. I' - -
Luego de incubar la fraccion particulada de oviducto de
. i ’
gallina con UDPGlcNac ,(mareado uniformemente en la molecula
. i .
de glucosamina ) y dolicol=P , la reaccion se detuvo por el a-
. *
gregado de cloroformo-metanol-4mM MgCl2 en la proporcion 3:2:l
De esta manera se forman 2 fases: la superior(acuosa),la infe-
. ' - ' .
rior(organica).la fase organica lavada y llevada a sequedadse
.’ et AL Y . ¢
sometio a hidrolisis acida suave, seguida de cromatografia en
- - . '
papel, como se indica en Material y Metodos. La mezcla de reac
.’
cion se detalla en la Tabla V.
- - .' . -
La Fig.8 , muestra la aparicion de una sustancia radioac
tiva que migra como la N-acetilglucosamina estandar.
e . . :
El lipido-azucar obtenido se comporta como los prenol -
’ R . #
azucares. Estos son muy labiles al tratamiento acido suave a

diferencia de los del tipo diglicéridOS que requieren un vigo-




roso tratamiento acido antes de ser hidrolizados(76)(128)(129).

El azucar |iberado por hidralisis acida suave, seguida
de cromatograf?a en papel, fue elufdo y tratado con élcali(KOH
2N 100° C) durante 30 minutos. Los productos obtenidos del tra
tamiento alcalino fueron entonces sometidos a electroforesis
en papel como se indica en Material y Metodos. El perfil de la
radioactividad del electroforograma muestra la formacion de dos
sustancias radioactivas. Una de ellas migra hacia el polo nega
tivo, mientras que la otra permanece en el origen. Ambas coin-
ciden con la glucosamina y la N-acetilglucosamina respectiva =
mente. Esto se puede interpretar como una desacetilacion par -
cial de la N-acetilglucosamina.

El prido—azﬁcar obtenido con preparaciones de oviducto
se absorbe a columnas de DEAE-celulosa y se eluye en las mis =
mas condiciones que los prenoles pirofosfato azﬁcares,(ver Ma-
terial y MétOdOS). Estos mismos resultados se obtienen con el

compuesto preparado con la- enzima:de higado (110).

- . L4 - - . '
Condiciones optimas de incubacion

La incorporacién de acetilglucosamina radioactiva al do
licol-P es del 5 al 10% del nucleotido-azucar marcado, presen-
te en la mezcla de incubacign. Este rendimento es variable dg
pendiendo de las diferentes preparaciones enzimaticas. La acti
vidad de dichas preparaciones es en general bastante estable y
se observa una peque;a disminucion después de algunos meses de
conservada a - 70°C.

La Tabla VI, muestra el efecto de omitir varios compo =
nentes de la mezcla de reaccion. tLs interesante destacar que
el sistema ademas de necesitar un detergente, parece ser depen

diente de M9+T‘P0r otro lado este cation no puede ser su-sti -
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tufdo por el Mntt+ _.Lste hecho ha sido descripto tambien en la
sintesis del dolicol-monofosfato-glucosa (23). Por el contra -
rio el Mnt+ es mas efectivo que el Mgt++ en la transferencia
de oligosacéridos de los |fpido—azacares a protefnas en hfgado
de rata (24). Tanner y col. (130),(131), usando preparaciones
particuladas de levadura observaron que el Mntt es necesario pa
ra la transferencia del azucar a la protefna, mientras que en

*+ eran igual-

la formacion del prido—azﬁcar tanto Mgt como Mn
mente efectivos.

Por los resultados expuestos en la Tabla V| se observa
que el DOC es un,.poco mas eficiente que el Triton X 100 para
la incorporacién del azucar al prido. Esta pequena diferencia
no se ha observado con todas las preparaciones de enzima y de-
pende del grado de pureza del dolicol-P utilizado.

La adicion de cantidades crecientes de dolicol-P se mues
tra en la Fig. 9. Como puede obsgservarse, la incorporacién del
azucar es proporcional a la cantidad del lfpido aceptor agrega-
do. Este experimento fue realizado con dolicol=-P obtenido de hi
gado de cerdo y purificado como se indica en Material y Meto -
dos. Resultados similares se obtuvieron con dolicol fosforilado
quimicamente por el metodo de Popjak (99), cedido gentilmente
por el Dr. E. Tabora.

La incorporacién de acetilglucosamina al prenol-P en ge-
neral se ha observado que es mayor en las reacciones cataliza -
das por microsomas de hfgado de rata que por microsomas de ovi-
ducto de gallina. Ademas se observa que el agregado de dolicol-~-
P incrementa bastante la incorporacién con ambas preparaciones
enzimaticas. Estos resultados podr:an indicar el bajo contenido

de prenoles de estos tejidos, ya que como se muestra en la Ta -

. . ' - . ’ -
bla VI, la incorporacion sin dolicol-P exogeno es muy baja. Tam
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TABLA VI

Transferencia de | '4C GlcNac desds el 1oP Y4¢ GCicNac a la fase

cloroformo-metano |

Componente variado conc.final cpm

ninguno 1.400
- Dol =P - 200
- Mgtt - 200
- DOC - 280
- Mercaptoetanol - 800
+ Mntt+ en lugar Mg+t |15 p=moles 200
+ Triton = X 100 en

lugar de DOC 0,5 % 1.100
+ Enzima calentada

( 5min a 1002 C) 2 mg 120

La mezcla estandar de incubacion contiene: 0,5 umo les MgEDTA,
0,5 umoles MgCloy Fueron secados junto con 30 ug Dol-P expre
sado como fosfato total y se suspEndig en 2,0 mg de protefna
de microsomas de oviducto de gallina en 0,1 M de meraptoeta =
nol, 0,1 M de tris-maleato buffer pH 8,4 y 0,5 % de deoxicola
to en un volumen final de 50 ul y se agrego UDP l4c GlcNac
(45 Ci/M, 50.000 cpm). Despues de 30 minutos a 30°C se agrego
cloroformo~metanol 0,4 mM MgCIl2 3:2:1 y la fase cloroformo-
.

- ’ - . -
metano|l luego de lavada con fase superior teorica se midio en

un contador de flujo gaseoso.
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bién podria hacer descender el nivel de dolicol-P, la diferen-
te actividad de la prenol-fosfatofosfatasa en los distint-os
tejidos. Hemming y col. (24) estudiando en hfgado de cerdo las
condiciones de formacion del dolicol-monofosfato-manosa encon-
traron que la incorporacign del azucar al lfpido se estimulaba
en presencia de fluoruro de sodio 80 mM. la estimulacion era
de!l orden de |0 veces, locual se podfa determinar disminuyen-
do la cantidad de dolicol-P agregado. Experimentos similares
se realizaron con nuestro sistema observandose que el F, no
tenia ningan efecto en la formacion del dolicol-P-P-N-acetil-
glucosamina.

La Fig. 10-A , muestra el efecto de variar la concentra
cion de detergente en la mezcla de incubacion. Se estudio en
particular el deoxicolato. En experimentos similares se obser-
vo que la concentracion Sptima de detergente dependfa de la
cantidad de enzima utilizada. Trabajando en las condiciones u-
suales de incubacisn, ( es decir con una concentracién de 2 mg
de protefna), la concentracion més conveniente del detergente
es de 0,5 %.

El tiempo éptimo de incubacion para la transferencia
del azﬁcar, del nucleotido acetilglucosamina al dolicol-P, se
muestra en la Fig. 10-B. Se observa que la incorporacign de la
radioactividad aumenta casi |inealmente hasta los 30 minutos
de incubacion y permanece constante por |0 menos hasta los
60 minutos.

La Fig. 10-C, muestra la formacion del dolicol=pirofos-
fato-acetilglucosamina en funcion de la cantidad de protefna
microsomal agregada. Se observa que el rendimiento aumenta con

*
la concentracion de enzima, hasta llegar a una meseta. No obs-

e
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tante hay que destacar que los otros componentes de la mezcla
. .- ¢

de incubacion se mantenian constantes, entre ellos el detergen

te. Esto tiene importancia por lo visto anteriormente al estu-

diar el efecto del deoxicolato de sodio.
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BIOSINTESIS DE UN LIPIDO~-DISACARIDO QUE CONTIENE ACETILGLUCOSA
MINA.

Cuando se incuba dolicol=-pirofosfato-N-acetilglucosami=-
L ,
na,(marcado en la molecula del azucar) en presencia de UDPGlc-
¥ . ++ .’ :
Nac ( no radioactivo) Mg , detergente y la preparacion enzi
., : . " 7L ’
matica de oviducto de gallina, se obtiene un nuevo lipido-azu-
; . - g . . iy
car radioactivo. El resto hidrofilico se identifico como se des
. . .’ o
cribe a continuacion.

Identificacion del producto de incubacion.

. - . n' l' .
Para la identificacion de la porcion carbohidrato de es
te nuevo compuesto se ha tenido en cuenta diferentes criterios
- -’
que a continuacion se exponen:

a) Hidrolisis Acida.

, L4
Este nuevo azucar se obtuvo como ya se indico en Mate =

rial y Métodos. Es decir, hidrélisis écida gsuave del |fpido- a
zucar seguida por cromatograffa en papel en el solvente A.En
la Fig.ll, se muestra el perfil de radioactividad de la croma-
tografia de los productos hidrofilicos de la mezcla de incuba-
cion y se lo compara con el perfil obtenido con igual tratami-
ento del prido—N-acetiIglucosamina.

El azucar formado,pico II, Fig. |I,fue eluido. Entonces

se estudio su comportamiento por cromatograf?a en papel con di
ferentes solventes. La Tabla VII|, muestra que este nuevo com -
puesto migra como la di-N-acetilquitobiosa estandar. Estos re-
sultados estan de acuerdo con los obtenidos con el compuesto
sintetizado con microsomas de hfgado de rata (110). Estos auto
res ademas presentan evidencias de que la porcién hidrofobica
esta unida al azucar por un puente pirofosfato. La formacion

del |Tpido—pirOFOSFato-di—N-acetiIquitobiosa podrfa ocurrir de

——..___-------------II-IIIIIIIi
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la siguiente manera:

dolicol-P=-P-GlcNac UDPGlcNac

dolicol—P—P-(GlcNac)2 upp Ecuacidh I

Se sometic a hidrolisis acida fuerte (HCI 4N, 6h.1002C)
el compuesto obtenido,( pico II, Fig. Il). Luego de eliminar el
acido clorhidrico se puriFicé por cromatograf?a en papel en el
solvente A. Se obtuvo una uUnica sustancia radioactiva que migra

como la glucosamina estandar.

b) Hidrolisis Alcalina.

La sustancia que migra como la di-N-acetilquitobiosa
fue sometida a un tratamiento alcalino, como se describe en Ma-
terial y Metodos. La Fig. 12 muestra la aparicién de sustancias
en funcion del tiempo de tratamiento, que migran hacia el cato-
do. A los 30 minutos, se observa la aparicién de una sola sus =
tancia con este comportamiento. A los 60 minutos aparece otro
pico mas. Esta nueva sustancia migra aproximadamente el doble
de distancia que la primera.

Estos resultados se pueden atribuir a la desacetilacion
de las dos acetilhexosaminas. A los 30 minutos de tratamiento
se libera un grupo amino, mientras que a los 60 minutos el disa
carido estaria totalmente desacetilado. El azucar sin desaceti-

lar permanece en el origen.

c) Digestién con ﬁ -N—acetilglucosaminidasa

e a P . o3 ; : &
La hidrolisis enzimatica con una glicosidasa especifica
fue otro de los criterios utilizados para identificar al compo-
. i . £ - : ;
nente hidrofilico del nuevo lipido=azucar sintetizado de acuer-

,
do a la ecuacion 1.
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Fig. | -CromatograFfa en papel, en el solvente A, de los pro
ductog de hidrolisis acida suave de los compuestos
hidrof{licos obtenidos en: A-incubacion de UDP-(l4c)-
GlcNac y Dolicol=P de acuerdo a figua 8; B - incuba -
cion de Dolicol=P-P-N-acetilglucosamina radioactiva
con UDP-GlcNac no radioactivo.

G = glucosa, Gy = maltosa, etc.
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TABLA VII

Cromatografia en papel de los productos de hidrolisis acida sua

ve del compuesto obtenido en la incubacion de Dol—P-P-I4C GlcNac

con UDPGlcNac.

Solvente A A% B
Sustancias Movilidad con respecto a la glucosa
GICNGC i,25 9;9 If23
Gle 1,01 1,0 1,02
di=-N-acetilquitobiosa¥¥* 0,73 4,5 0,73
GlcNH2 0,65 v 0,66
Pico Il (Fig. II) 0,72 4,4 0,73

El papel de cromatograffa fue previamente tratado con borato
como se describio em Material y Metodos.

El nuevo compuesto radioactivo obtenido de la incubacion del
Do 1-P-P-14C- GlcNac con UDPGIcNac fue obtenido como Se des -
cribe en la Tabla Il1. Luego fue purificado y se estudio su
comportamiento en cromatograffa en papel en distintos solven

tes-

- ’ - - - -
#% Ppeparado por hidrdlisis acida parcial de quitina de acuer-

do al metodo de Arima y col. (60).
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Despues de una hidrolisis acida el disacarido fue puri-
ficado, recromatografiéndolo en papel en el solvente A, y la
radioactividad de la zona correspondiente se eluyg con agua(ver
Material y M;todos).

Las ﬁ -N-acetilglucosaminidasas utilizadas para esta
digestién fueron obtenidas de dos fuentes distintas. Una de

ellas fue purificada de oviducto de gallina como se describe en
Material y Metodos. La otra es una preparacién solo dializada
de saliva humana.

Ambas preparaciones tenfan alta actividad enzimatica, lo
cual fue determinado de acuerdo al metodo de Levvy w col(126) .
La preparacién de saliva humana tenia tambien actividad de &=
-manosidasa y (% manosidasa ( dador M).

Se estudio la actividad de la ﬁ -N-acetilglucosaminida
sa a diferentes tiempos de incubacion . En la Fig.!3-B-C, se
exponen los resultados obtenidos con preparaciones de saliva
humana a dos tiempos de incubacion distintos. En D se muestra
el resultado de la incubacion con la enzima purificada de ovi-
ducto de gallina.

La actividad de la [ -N-acetilglucosaminidasa puede
ser disminufda especificamente por el agregado de 2-acetoamido
-2-deoxi-D-glucono lactona que es un fuerte inhibidor competiti
vo. Este compuesto fue preparado de acuerdo a Findlay y col.
(75). La Fig.l4 muestra la accion de este compuesto sobre una
preparacién de saliva humana. All{ se puede observar una apre-
ciable disminucion de la actividad enzimatica con respecto al
ensayo realizado sin el inhibidor.

Los resultados presentados identifican a la porcién hi=-

¢ o : - . .
drofilica del dolicol=P-P-azucar, obtenido con microsomas de
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Fig. 12 = Tratamlento alcalino de la di=N=acetilquitobiosa.

El disacarido fue secado y tratado con Iml de KOH 2N.
A - no fue calentado, B y C se calentaron a 100°C du-
rante 30 4 60 minutos respectivamente.

El alcali se nputralszo con acido perclorlco y el so
brenadantp se sometio a electroforesis en papel en

acido formico 5% ( 25 V/ecm, durante 3 horas).
74_—_
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de oviducto de gallina, como un disacarido de acetilglucosami=-
na. Este compuesto tiene una union de tipo ﬁ’ de acuerdo a la
degradacién enzimatica. Esto apoyar{a,untonces’que el nuevo
compuesto sintetizado seria la di-N—acetilquitobiosa,(z—acetog
mido-2-deoxi-0- (3 -D-glucopiranosil=(l — 4)-2-acetoamido-2-
deoxi=D-glucosa).

- - . . '
Condiciones de la mezcla de incubacion

- . " !'
Existen, como se describio en la Introduecion, numerosas

glicoprotefnas, que contienen di-N-acetilquitobiosa unida al a

- ’ - -
minoacido asparragina. De acuerdo al esquema propuesto se supo

5

ne primero la formacion de la cadena de azucares unida a un I
pido intermediario, la cual serfa finalmente transferida a la
protefna aceptora.

Con el pr0pésito de poder demostrar esta hipatesis, era
necesario disponer de gran cantidad del |ipido-disacarido. Pa-
ra ello uno de los primeros problemas que se plante5 fue estu-
diar con que tejido convenia sintetizar este |fpido—azﬁcar.

Los tejidos estudiados fueron entre otros, tiroides,ovi
ducto de gallina, hfgado de rata y de cerdo. De todos estos se
encontro que las preparaciones obtenidas de hfgado de rata eran
las mas activas.

A continuacion se estudian en detalle las condiciones
experimentales de la reaccion a fin de obtener la mayor eficien
cia en la preparacign de este |7pid0-disac5rido con la enzima
de hfgado de rata. El problema del rendimiento en esta etapa de
la sintesis tiene ademas una importancia adicional,porque no es
faci separar los productos obtenidos.lUna conversion incompleta
de | prido—P—P-N-acetiIglucosamina en dolicol-P-P-N-acetilquito

biosa, hace que en las etapas siguientes del trabajo se utili-
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I3 = Accion de la B -N-acetilglucosaminidasa sobre la di-

~N-acetilquitobiosa.

A= control ; B= 46 h. de incubacién; C= 87 h.; estas
incubaciones fueron realizadas con enzima obtenida de
saliva humana,(dador M),

Las'condiciones de incubacion se describen en Material
y Metodos.
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Fig. 14 - Accion de B -N-acetilglucosaminidasa sobre la di-N
~acetilquitobiosa.

Se incubo alrededor de 1500 cpm del disacarido con glicosida=
sa obtenida de saliva humana,(dador M Tabla V).

A= incubacion sin enzima;
B= 46 hr. de incubacion con la glicosidasa, de saliva;
C= igual que B, pero con el agregado de 2-acetoamido-2-deoxi=-D

=glucono lactona;
Luego de la incubacion la reaccion se detuvo por calentamien-
to y el sobrenadante se cromatografié como se indica en Mate~-
rial y Metodos.

. SR |




cen como sustratos una mezcla de estos compuestos. Esto hace
mas dificil la interpretacién de los resultados.

La adicion de dolicol-P a la mezcla de incubacion no in
crementa la formacion del prido-azﬁcar. Este efecto fue estu-
diado con dolicol=P purificado de hfgado de cerdo y con doli =
col fosforilado quimicamente. Estos resultados estarfan de a -
cuerdo con el esquema de formacion del lfpido—di-N-acetilquitg
biosa que se describe en la ecuacion TI.

La Fig. |5 muestra los resultados obtenidos en funcion
del tiempo de incubacion. Como se puede observar la formacion
del lfpido-azﬁcar aumenta de los 30 a los 60 minutos y se man-
tiene constante por lo menos hasta los 120 minutos. De acuerdo
a estos resultados las reacciones se incuban 60 minutos.

La sintesis del prido—disacgrido es dependiente de la
presencia de detergente en la mezcla de incubacion. Se observo
tambien que el valor Sptimo de la concentracion de DOC depende
por un lado de la cantidad de enzima empleada y tambien del do
licol=P-P-N-acetilglucosamina presente en la mezcla de reaccion
' La Fig.!6 muestra los resultados conseguidos para la forma
cion del pridd-azacar con diferentes concentraciones de de =
tergente.

Por ultimo se estudio el efecto del pH. El experimento
expuesto en la Fig.l7, muestra la formacion del I?pido-disacé-
rido en funcion del pH. Se trabajo generalmente con buffer Tris
Maleato 0, IM. EI maximo valop se obtuvo a pH 7,8.

Las preparaciones de microsomas de hfgado de rata tienen
en general una actividad enzimatica alta y esta capacidad se
mantiene cuando se conserva algunos meses a -70°C.

Se realizaron ensayos a distintas temperaturas pncontggg

. e e . - e ..
dose que la formacion del lipido-azucar es optima a 30°C.

_#
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Fig. I5 = Formacion del lfpido-di-N-acetilquitobiosa en funcion
del tiempo de incubacion.
' .
El prido-disacarido fue sintetizado a partir de doli

co | =P=P-GlcNac radioactivo y UDPGIcNac no marcado como se indi=
ca en Material Y Metodos.

A= 30 min; B= 60 min; C= 120 min.
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De acuerdo a estos estudios se ha utilizado la mezcla de
: .- ¢ . £ . ! . .
incubacion para la sintesis del lipido-disacarido, cuya compo-
. - ’ - - - - '
sicion y condiciones se describen en Material y Metodos. Esta
e ¢ . ¢
mezcla ha resultado bastante eficiente para la sintesis del 11

. ’ -
pido- azucar en escala preparativa.

e £ : . ; : . .
Preparacion del |ipido=di=N-acetilquitobiosa radioactivo

De acuerdo a la ecuacion I la sfntesis del dolicol=P=-P=~
~di-N-acetilquitobiosa radioactivo puede realizarse marcando
una de las acetilhexosaminas o ambas. Para mayor claridad se
representan las ecuaciones correspondientes, donde se indica

, o ‘
el azucar radiocactivo:

a)Marcacién de | azﬁcar en el extremo reductor.
#* ¢
dolico|=P=P=GlcNac + UDPGIcNac-—~——$'dolicol-P-P—GlcNaci-GlcNac

L4 L4
b) Marcacion del azucar en el extremo no reductor.

dolicol=P-P-GlcNac + UDPGIcNac—=3p dolicol=-P-P=GlcNac —GlcNac®

Cuando la incubacion se realiza con el lfpido-N-acvtii -
glucosamina marcado y UDPGlcNac no radioactivo, en el disacéri
do obtenido la N-acetilglucosamina marcada es la del extremo
reductor, a). Si la incubacién se realiza con el prido—N-ace-
tilglucosamina no radioactivo y con el nucleotido-azucar marca
do, la radioactividad, en el disacérido, se encuentra en la a-
cetilglucosamina del extremo no reductor, b). En este trabajo

’ < -  Fheer - e, ’
se ensayo la sintesis del lipido-disacarido por ambos metodos.

En el primer caso, es decir a), el UDPGlcNac no estaba
marcado. Los rendimientos generalmente fueron superiores al 80%
de | |fpido—monOSacérido radioactivo utilizado. En algunas pre-
paracionés se alcanzo practicamente el 100%.

Cn el segundo m;todo, b), los rendimientos son muy bajos.

L4 . "
Este resultado podria deberse a la menor concentracion del nu-
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Fig. 16 = Efecto de variar la concentracion de deoxicolato
de sodio. .y
La mezcla de reaccion se realiza como se indica
en Material y M;todos, variando unicamente la con
centracion del detergente. A=0,5%;B=1%;C= 2%
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, . F L .
cleotido-azucar radioactivo usado.

. . ¢ ; ¥ =
Otro metodo alternativo para la sintesis de este lipido-
: . . ; .’ .- T ¢
disacarido es por incubacion de una fraccion lipidica de higa~-
do de cerdo, purificada por DEAE-celulosa de acuerdo a Behrens
.’ ¢ e . 3
y col. (111). Esta fraccion pareceria contener lipido-acetilglu
: : .’ e oy
cosamina. Al incubar esta fraccion lipidica con el nucleotido=-
’ - - . - .
~azucar radioactivo, los rendimientos obtenidos son generalmen
4 . . - ' .
te muy bajos. La marca de N-acetilglucosamina, en el disacari
do, se encuentra preferentemente en el extremo no reductor.
' - - - '
Por las razones expuestas mas arriba se utilizo para la
¢ : e . . &, ; .
sintesis del lipido~-disacarido en escala preparativa el primer
’ L I g . -
metodo, donde el nucleotido-azucar no es radioactivo. En Mate-
. ' . ' .
rial y Metodos se describe con mas detalle la parte experimen-
tal empleada en este trabajo.

o . e ¢ . -
Purificacion de los lipido-azucares

Dos metodos se han utilizado principalmente para la puri
ficacion de los lfpido—azﬁcares radioactivos. Uno de ellos es
por cromatograf?a en columnas de DéAE-cllulosa y el otro es
por columnas analfticas de acido silfcicg_

En el primer metodo el dolicoI—piroFOSFato-disacérido es
adeorbido a una columna preparativa de DEAE -celulosa equili -
brada con cloroformo-metanol-agua 10:10:3 (ver Material y M;tg
dos). Despu;s de la adsorcion la columna se lava con 30 ml de
la mezcla de equilibrio. La elucion se efectua haciendo pasar
un gradiente lineal de formiato de amonio entre O y 30 mM, con
la solucion de equilibrio.

El perfil de elucion cromatogréfica de un experimento ti
po se muestra en la Fig. |18 . Como puede observarse, el unico

pico de radioactividad eluye de la columna con una concentra -
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Fig. |7 - Estudio del efecto del pH en la formacion del |ipi-

do-disacarido .

El buffer usado en la mezcla de incubacion es el
Tris-Maleato 0,1 M

A= pH 7,0 ; B=pH 7,8; C=pH 8,4; D=pH 9,0 ( en es

te caso se utilizo buffer carbonato).
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o’ - . .' .
cion de formiato de amonio |0 mM. A esta concentracion se libe
e . : -
ran los lipido-pirofosfato~azucares(104)(106).
El dolicol-pirofosfato=N~acetilglucosamina tiene el mis-
. o ¢ . ! .
mo comportamiento cromatografico que el lipido-disacarido y e~-
& ”,
luye junto a este.
’ o ¢ .
Otra forma alternativa,usada para purificar estos lipido
,
azucares,es adsorberlos en columnas de DEAE-celulosa pero equi
; o
librada con cloroformo-metanol 2:| . Luego de la adsorcion del
¢ . - o O T ’
lipido-azucar se lava con la solucion de equilibrio, despues
con cloroformo-metanol l:1 , y finalmente se eluye con cloro -
formo-metanol-agua 10:10:3 con formiato de amonio 30 mM.
‘ - ” -
Este metodo tiene la ventaja de que es rapido y que los
e . , : :
lipido-azucares en general se eluyen en pocas fracciones,Fig.
. - l’
I8, Tiene el inconveniente de que no permite la separacion de
e by 5 o
los lipido=P-P-monosacarido de los disacaridos. Por otra parte
- ' .
conviene destacar que este metodo en general permite obtener
buenos rendimentos.
. e s ¢ .
El segundo metodo utilizado para purificar los lipido=-a=-
. ¢ .. e ¢ .
zucares es el de la cromatografia en acido silicico. Los lipi-
’ ~ . S
do- azucares se separan en pequenas columnas analiticas de 5mm
o . . .
de diametro por |5 mm de altura, de acido silicico en clorofor
I' - . - .
mo. La elucion se realiza por un gradiente discontinuo de clo-
roformo~metanol. El dolicol=~P-P-acetilglucosamina eluye con
r ¢ . ; i
cloroformo-metanol 6:1, mientras que el lipido-disacarido con
22V,
’ - ’ . 3 0' . -
Este ultimo metodo de purificacion tiene la ventaja de
e .’ # -
permitir la separacion de los lipido=azucares, pero la recupe-
L .
racion de los mismos es en general variable y no siempre es
; e .
muy reproducible, ya que es dificil conocer cual es el parame-

¢ : ;
tro que se varia de un ensayo a otro. Por los motivos dpscrtP-

——
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Fig. 18 = Cromatograffa en columna de DEAE-celulosa del |fpi-
do-disacarido. El prido-di-N-acoti|quibobi053(alrg
dedor de 120.000 cpm de radioactividad)fue purifica
do en columnas de DEAE=-celulosa, forma acetato. Se
eluyo con un:gradiente lineal de formeato de amonio
en cloroformo:metanol;agua 10:10:3 . Se colectaron
fracciones de 4 ml de las cuales se tomaron alicuo-
tas de 0,2 ml a fin de determinar la medida de la

radioactividad.




ot 4 I ’ ’
tos la purificacion de los lipido-azucares se llevo a cabo por
¢ il
cromatografia en columna de DEAE-celulosa equilibrada con clo

roformo-metanol 2:1.




- 77 =

BIOSINTESIS DE UN LIPIDO TRISACARIDO

Cuando se incuba dolicol-P-P-di-N-acetilquitobiosa radiac
tivo, purificado como se pxplicé en la spccién éntprior, y
GDPMan no radioactivo, en presencia de M9++ y detergente, con
la fraccion particulada de oviducto de gallina, se obtiene la
formacion de un nuevo |fpido-azﬁcar.

Este nuevo compuesto,primero se lo extrae de acuerdo al
metodo de Folch (103), encontrandose en el extracto cloroformo
metanol. Este extracto luego de lavado y |levado a sequedad se
le somete a una hidrolisis acida suave y la porcign no lipidi=-
ca se separa por cromatograf?a en papel, como se indica en Ma-
terial y Metodos.

La Fig. 19 muestra el perfil de radioactividad de la cro
matograFfa de estos compuestos. ALl se puede observar que en
el nuevo |f{pido-azucar la porcion hidrofilica es distinta de
la di=N=-acetilquitobiosa y la N-acetilglucosamina. En el solven
te A este nuevo azucar migra con respecto a los maltoligosacs—
ridos estandar, casi como la maltotriosa. Ha sido denominado
X3.

Condiciones experimentales de la mezcla de incubacion

Entre el 60 y el 70% del dolicol=-P=-P-di-N=-acetilquitobio

' - .
sa radioactivo presente en la mezcla de incubacion, es utiliza
¢ . € . ; : e
do en la sintesis del lipido=-X3 radioactivo. Es una condicion
¢
fundamental para que se forme este nuevo compuesto que el lipi

do-disacarido haya sido previamente purificado por cromatogra-
fia en columnas de DEAE-celulosa (ver Material y Metodos) .

El rendimento de la sintesis del 1ipido-X; es bastante
constante, con una misma prpparacién enzimatica. La actividad

,
de estas es en general estable y puede conservarse por algunas
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Fig.l9 = Perfil cromatogréfico de los productos de hidrolisis
acida suave del |fpido-azﬁcar formado por la incuba-
cion de dol=-P-P-(GlcNac)2-radioactivo y BDP-Man no
marcado. A=control B=incubacion con preparaciones en

zimaticas de oviducto de gallina.
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seManas.

a) Especifidad del compuesto dador de manosa al prido-disacéri

do
Para verificar cual es el compuesto dador de manosa en la
.- £o . . : . -
formacion del lipido-X3 se realizaron incubaciones de dolicol=

P-P-di~N-acetilquitobiosa con BDPMan no radioactivo y con doli~-
co|l-P-manosa, tambi;n no radioactivo. Este manolfpido fue sinti
tizado con microsomas de oviducto de gallina, como se describe
en Material vy Metodos.

En la Fig. 20 B=C , se muestra el resultado de estos expe
rimentos. Se puede observar que practicamente no hay formacion
del Iipido-X3 a partir del dolicol-P-manosa. Estos hechos nos
permiten suponer que la manosa se transfiere al dolicol-P-P-di
~N-acetilquitobiosa directamente del nucleotido-azucar.

Como otro control a estos experimentos, dado que los mi -
crosomas de oviducto de gallina tambien sintetizan dolicol=-P-ma
nosa, se incubo el prido-disacérido radioactivo con dolicol= P
y GDPMan no radioactivo. La Fig. 20=D, muestra el resultado de
este experimento, donde se puede observar que no hay ningﬁn in
cremento en la cantidad de X3 formado. Ademas se puede obser -
var tambien la aparicién de un compuesto radioactivo que no mi-
gra en estas condiciones. Este compuesto parece corresponder a
un oligosacérido de mayor tamano vy sera analizado en detalle
més ade lante.

Es necesario destacar, que por los resultados expuestos ,
se puede pensar que esta prpparacién de oviducto de gallina no
tiene GDPMan pndagpno. Esto no ha ocurrido con todas las prepa-
raciones; algunas tienen un alto contenido de este nucleotido =

rd
azucar.
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b)Efecto de los distintos componentes de la mezcla de incuba -

L’
ClOonNa«

En la Tabla VIIIl, se muestra los resultados obtenidos al
omitir los distintos componentes de la mezcla de incubacion.E|
efecto del dolicol-P fue estudiado mas arriba, donde se obser-
va que el agregado de este prido—P no afecta la sintesis del
|Tpido-X3 . Es interesante destacar la dependencia de Mg'" de
esta reaccion y que ademas este cation no puede ser sustituido
por Mn++ debido a que con este la sintesis del Iipido-X3 se ve
digninuida.

La sintesis de este lfpido-azacar es tambien dependiente
de la presencia de detergente, debido a que este solubiliza al
dolicol=P=P=di=N=-acetilquitobiosa utilizado en la rpaccién.Adg
mas aquf tambien se verifica lo observado en la sintesis de
los otros prido-azﬁcarps: la relacion entre la concentracion
de| detergente y la cantidad de enzima microsomal presente en
la mezcla de incubacion. La Fig. 21-A muestra el resultado ob-
tenido al variar la concentracion de DOC, que es el detergente
usado preferencialmente. Con Triton X-100, se observa menor
formacion del |ipido-X3.

En la Fig. 21-B, se observa el efecto del pH en la sinte
sis del |€pido—azacar. El pH Sptimo coincide con el ancontrado
para la sintesis del lipido-disacarido. El buffer empleado en
este experimento es tambien Tris-maleato 0,1 M.

En los experimentos mostrados en la Fig. 2I, la radioac-
tividad se determino luego de eluir la zona correspondiente al
X3i dospu;s de cromatografiarlo en las condiciones que se deta_

L
llan en Material y Metodos,
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Fig. 20 = Determinacion del dador de manosa al lfpido-disacé—

rido.

Dolicol=P=P=di=-N=-acetilquitobiosa marcada fue incu=-
bado con microsomas de oviducto de gallina, A= Sin
adiciones; B= GDPMan 0,3 pmoles; C= Dolicol=P-Man ;
D= GDPMan 0,3 pmoles y dolicol=Ps
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TABLA VI

Transferencia de Man de GDP-Man al Dolicol=P=P=-di-N-acetilqui

tobiosa radioactiva.

Componente variado conc.final cpm
ninguno l.600
-Dolicol-P—P-(GlcNacb - -
+ Dol-p 30 ug Pi total 1400
- Mercaptoetanol - 700
- DOC - 400
- GDP Man - 100
+ Mntt on lugar de Mgtt I5 umoles 200
+ Enzima calentada

( 5 mmn.a 1002C) 110
No incubado 100

La mezcla estandar de incubacion estd formada por Do l=P=~P=di-
N-acetilquitobiosa(alrededor de 2.000 cpm) marcada en la
GlcNac. Este compuesto se seca junto con 0,5 pmo les de Mg-EDTA
y 0,5 umoles de MgCl y se agrega entonces 0,1 M de mercaptoe
tanol, 0,1 M de Tris-Maleato pH 7,8 , 0,5% de deoxicolato de
sodio, 3mM de GDPMan y microsomas de oviducto de gallina(alri
dedor de 2 mg de proteina). El volumen final es de 50 ul. Lue
go de 4 horas de incubacion a 302C, la reaccidn se detiene co

- . -
mo ya se describio.
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c) Efecto del tiempo de incubacion en la sintesis del lfpido-xq

En la Fig.22, se observa la formacion del lfpido-X3 en
funcion del tiempo de incubacion. Estos resultados muestran que
la incorporacién de manosa al prido-disécarido, para sinteti -
zar este nuevo prido-azﬁcar, aumenta casi linealmente hasta
las 4 horas de incubacign. Esta riaccign se realiza a 302C con
agitaciones frecuentes.

Es interesante destacar que con algunas preparaciones en=
zimaticas se observa la aparician de un compuesto que queda en
el origen del papel de cromatografia en el solvente.A. Lste he
cho podrfa deberse a un mayor contenido de dolicol=P y nuclpéti
do-azucar (GDPMan) en la prpparacién de microsomas de oviducto

[d
de gallina. Esto se va a estudiar mas adelante.

s . - £5.5 ’
Identificacion de este nuevo |ipido~azucar

a) Propiedades que le confiere su porcién hidrofobica.

e ’
Este nuevo compuesto se comporta como un lipido-azucar
- . ‘ -
por su solubilidad en los solventes organicos. Se lo puede ex -
,
traer con cloroformo-metanol, de acuerdo al metodo de Folch.
4 v
Por cromatografia en papel en el solvente A, tiene un com
. . . L S Ll w v
portamiento similar a otros lipidos—azucares—derivados, migran-
do con el frente del solvente.
e . 20 & ; e
Cste lipido-sacarido es muy labil al tratamiento acido
: ; e . L ’
suave al igual que los glicolipidos del tipo prenol-azucar. En
s : : £50
estas condiciones libera un resto hidrofilico, que como se des-
. . ' ' . -
cribio mas arriba se denomina X3,
L4 .
Puede ser tambien adsorbido a columnas de DEAE-celulosa ,
*
preparadas como se describe en Material y Metodos. Se lo puede

sluir en forma similar al dolicol-P-P-di-N=-acetilquitobiosa.Es




*Hd |°p uoldBlJBeA P| 9p 039933 =4
-

"OIpOS 9p 03B|03IX09P 9p UOIDEUZUIDUCD | 9p uddelJep =V

*Ex opidi| |9p sisejuis e| eued sewizdo S9uoid1puod se| ep oOlpn3sy~ |7 *614
- -* *
ud 0.-0 O.-n oL o's / 100 9% 2 (o )| s‘o o
“ A i I\_\ A A A
= 006
(4]
o
: 3
4
o0
. = 000!
= 006!




-84 b -

[F+1s 0 3
80 b

3 < s - =
0o B
L% 3
wo b E-% ® & L 4 L 4
]
-
.
80 )

s . —dh
sof
o

. ; - 8|

Fig.22 - Formacnon de | Iapudo—xs en FunC|0n del tiempo de incu

bacion. La mezcla de reaccion usada es la que se deta_
Ila en Mat@rual y Metodos. Luego de la |ncubaC|on |a -
fraccion cloroFormo-metanol se somete a hldrol|s|3 aC|
da suave y se cromatografia en papel en el solvente A.
A= incubacion en ausencia de GDPMan: B= |h. ;C= 3 h.
b= 4 h.
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to es un indicio de que la porci;n hidrofobica podrfa ser la
misma en ambos compuestos , como era de esperar, de acuerdo a
la forma como es sintetizado este compuesto.

Otro hecho adicional sobre la naturaleza de la parte |ji
bfdica de este compuesto es su comportamiento en columnas ana-
Ifticas de acido silfcico. La Fig. 23 muestra que el X3 eluye
con cloroformo-metanol 2:1 , al igual que el prido—P-P—di-N -

acetilquitobiosa.

b) Estudic de la estructura del resto hidrof | lico.

La porcién hidrofflica, de este nuevo lfpido—azacar, ob
tenida por cromatograffa en papel en el solvente A, ha sido de
nom i nado X3 , porque tiene un Rf bastante préximo a la malto~-
triosa.

Para determinar la estructura de este compuesto, tres en
foques distintos se realizaron:

.- Se determino su compaicién en azucares.

2.- Se estudio su tamano.

. . , ®
3.~ Estudio del tipo de union entre los azucares que lo

componen.

F L4
|l.- Composicion en azucares.-

- —' - .’ >
Para la determinacion de la composicion de azucares del

- . - ' . .'
nuevo compuesto sintetizado se realizo una incubacion, como se

- - '

describe en Material y Metodos;en la cual ambos sustratos:GDPMan

y dolicol-di=-N=- acetilquitobiosa estaban marcados con C!4 . Lue

,
go de la incubacion, la fase cloroformo- metanol de la extrac -
' - - -
cion de Folch fue hidrolizada y cromatografiada en papel en la
o-' ' .
forma que ya se describio. Despues de detectar la zona de radio
T : ] ’,
actividad correspondiente al compuesto denominado X3, esta- fue
< .’ MRS TR i .
eluida con agua y se sometio a una hidrolisis acida mas fuerte

( HCI 4N, 6 h. 100°C). El hidrolizado fue cromatografiado por
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una columna de Amberlita MB3, forma acetato. Se Pluyé primero

' .
con HCI 0,1 N y luego con agua, recuperandose toda la radioac
tividad.
¢ .
El eluido luego de concentrarlo se cromatografio en pa
- ' ' .-
pel con el solvente . A. Para esta separacion cromatografica el
pape |l usado fue Whatman N2 |, impregnado con Zn como se des -
- - ’
cribe en Material y Metodos. De esta manera se tuvo una bue-
L . . . »
na separacion y fueron encontrados dos picos de radioactividad
Estos migraban como la glucosamina y manosa estandar. Estos re
. ' . - . -
sultados confirman que el nuevo sacarido sintetizado contiene

manosa y N-acetilglucosamina.

2. Estudio del tamano de la porcign hidrofilica.

Para determinar el tamano del X3 se uso cromatograf?a
en papel con distintos solventes, a pesar de que no se contaba
con buenos oligosacaridOS de manosa y acetilglucosamina como
estandar. Se prefirié este metodo con respecto a la separacién
por filtracion molecular en columnas de Bio-gel o Sephadex, ya
que es mas economico y permite trabajar con quUE;as cantida =
des del nuevo compuesto,

Con el solvente A, y usando ademas como estandar malto-
|iQOSaC5FidOS; este compuesto migra un poco menos que la maltg
triosa como ya se describié anteriormente.

En la Tabla IX, s® muestran los R-lactosa de este saca-
rido cromatografiado en los solventes C y D. Estos resultados
se comparan con los datos obtenidos por el grupo de Lumblad,en
Estocolmo, (135)(136)(137). Lstos investigadores estudiaron,
por cromatograFfa en papel, oligosacéridos de manosa y acetil=

: - : ¢ : :
glucosamina de orina de pacientes que sufrian de manosidosis .

Como se puede observar en la Tabla I1X, los R-lactosa del com -
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-’ . ’ . -
puesto X3 se encuentran en la region de los trisacaridos, di-
- I' - ' -
diferenciandose perfectamente del grupo de los disacaridos vy
L -
de los tetrasacaridos que se usaron como estandar. Lsto da bas
tante confianza para pensar que este compuesto se trata de un
. ' .
trisacarido.
Por otro lado, estos resultados no nos permiten afirmar
x - 4 . L4 '
si este trisacarido esta’ formado por dos moleculas de manosa
- - - ' - -
y una de N=acetilglucosamina, como el trisacarido obtenido por
. . - ’
el grupo de Lumblad, o si en cambio tiene una sola molecula de

' . .
manosa y dos moleculas de N-acetilglucosamina.

3 o « " L4
3 = Estudio del tipo de union entre los azucares que lo compo-

nen.

Con los datos obtenidos , sobre la estructura del com -
puesto X3 se puede decir que se trata de un trisacarido y que
contiene manosa y N=acetilglucosamina.

El primer problema a estudiar era determinar su composi-
cion cuantitativa en azucares.

Para este estudio se utilizo el trisacarido previamente
purificado por cromatografia en papel. En este compuesto la -
marca se encontraba en la N=-acetilglucosamina del extremo re -
ductor.

Se trabajé con tres glicosidasas: X -manosidasa, 3 -ma
nosidasa ¥y (3 -N-acetilglucosaminidasa, de diferentes fuentes.
En cada preparacién enzimatica la actividad fue testada con los
p-nitrofenilderivados de acuerdo al metodo de Levvy y col(126).
Una vez finalizada la incubacion del X3 con una glicosidasa ,
los productos de la reaccion fueron cromatografiados en papel ,

s
como se describe en Material y Metodos.
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TABLA IX

¢ . $ Dl
Cromatografia en papel del oligosacarido X3 en distintos sol-

ventes.

Solventes A B C
Sustancias Movilidad con respecto a la lactosa
GlcNac 2,8 1,6 ; 4,5

GIC 2,05 |;38 2;9
Maltosa 1,21 1,19 1,30
Sacarosa |,80 1,00 -
GlcNac=GlcNac 1,89 I,39 2,47

Gle=Gle=Glc=Glc 0,40 0,82 0,25
Man-Man-Man-GlcNac 0, 39* 0, 48% 0, 46%*
Man-Man-Man- Man=-GlcNac 0, 12% 0, 20% 0,21%

# Resultados obtenidos por el grupo del Dr. Lumblad(137).
El X3 fue sintetizado como se detalla en la Tabla II1.

. - ' - . -
Luego de hidrolisis acida suave fue purificado por cromato -

graf?a en papel.
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a) Estudio con O -Manosidasas.

Dos preparaciones de 4 -manosidasa fueron utilizadas.

Una de ellas fue purificada a partir de poroto(Canavalia ensi -

forme ) de acuerdo al metodo de Li (124). La otra enzima se pu:

rifico a partir de bromelina spgﬁn la tecnica de Li y Lee(123).
Los detalles de estas preparaciones enzimaticas se encuentran
en Material y Metodos.

En la Fig. 24 se observa que la X manosidasa de brome-
lina no tiene accion sobre el X3 . Resultados seme jantes se
obtienen con la glicosidasa obtenida de porotos. Como control
de la actividad de estas preparaciones enzimaticas se realizo
incubaciones con oligosacéridOS que contenian manosa radioac-
tiva. En la Fig. 24 se observa Ja liberacion de manosa de es -
tos substratos, por accion de la O -manosidasa de bromelina.
Resultados seme jantes se han obtenido con la glicosidasa de la
otra fuente.

Estos OIEQOsacéridos de manosa 140 se obtuvieron por hi
drolisis acida suave, seguida de cromatograffa, de los pridg
oligosacaridos radioactivos. A su vez estos compuestos fueron
sintetizados a partir de GDPMan radioactivo e incubados en pre
sencia de microsomas de oviducto de gallina. En estas condicio
nes hay transferencia de manesa a pridOS PndSQPnOs, de acuer-
do a lo que se describio en este Instituto con microsomas de
higado (111).

b) Estudio de la accion de la p ~-manos idasa.

Esta enzima fue obtenida a partir de saliva humana dia-
lizada, de distintos dadores. Se encontro que en saliva la ac-
tividad de las diferente glicosidasas es muy variable y depen-
de de los distintos donantes.

: e . ¢
Para este estudio se eligio una preparacion que tenia




cpm

100

00

50

100

50

= - - - =
Ga Gs Gz (<] GicNac
F} = - = - s
- - - - -

A

Fig. 24 - Accién de la o< -manosidasa sobre X3 .Como control

se utilizo un oligosacérido de manosa radioactivo de

oviducto preparado en forma similar a lo explicado

en Resultados.

A=X3 incubado con OX-manosidasa de bromelina;

B= oligosacarido de manosa radioactivo no incubado;

C= igual a B pero incubado con o< -manosidasa de bro-
mel ina.

Similares resultados se obtuvieron con ©£ -manosida-

sa de Canavalia ensiforme.




una alta actividad de ﬂ -manosidasa, muy poca actividad de

X -manosidasa, y actividad.. normal de ﬂ ~-N-acetilglucosami-
nidasa.( dador P).

La Fig. 25 A-B, muestra los resultados obtenidos de la
accion de esta preparacién enzimatica sobre X 3 luego de 25 ho-
ras de incubacion. Se muestra que pdrte del X3 es hidrolizado
obteniendose un pico de radioactividad que corresponde a la N-
acetilglucosamina. Este resultado puede ser explicado por la
accion de la ﬂ -N-acetilglucosaminidasa que contamina esta pre
paracién. Con el objeto de bloquear la accion de esta enzima
se agrega a la mezcla de incubacién, 2-acetoamido~-2-deoxi=gluco
nolactona, que es un fuerte inhibidor de la misma,(este fue pre
parado de acuerdo a Findlay y col.(75).

El efecto de este inhibidor ya fue estudiado con esta
misma preparacién enzimatica por su accion sobre la di-N-ace -
tilquitobiosa.

En la parte C de la Fig. 25 se muestra el resultado de
este experimento con el agregado de inhibidor. Se observa la
formacion de un nuevo compuesto que migra como un disacérido.Ei

te compuesto fue identificado como di-N-acetilquitobiosa.

c) Estudio de la accion de la ﬂ ~N=acetilglucosaminidasa.

La tercer glicosidasa utilizada fue la ﬁ -N-acetilglu
cosaminidasa de dos fuente distintas. Una de ellas se obtuvo
de una preparaciénﬂde saliva humana dializada de otro donante
que contenia una alta actividad de esta enzima y muy baja de
las X y [ -manosidasas.

La Fig. 26, muestra que esta preparacién enzimatica no
tiene accion sobre el trisacarido X 3 « Mientras que en las

- - ' - . -
mismas condiciones de incubacion se hidroliza parcialmente la
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di-N-acetilquitobiosa. La otra preparacién enzimatica se obtu-
vo de oviducto de gallina y fue purificada como se detalla en
Material y Metodos. Esta preparacién ho tenia actividad ded y

b -manosidasas dentro de los | imites de deteccion con el en-
sayo estandar.

La Fig. 26 muestra el resultado de la incubacion de X3
con la f3 ~N-acetilglucosaminidasa purificada de oviducto de
gallina, donde puede apreciarse que por su accion se libera u-
nicamente N-acetilglucosamina. Este resultado es diferente a
lo esperado.

Teniendo en cuenta estos resultados se planeé una serie
de experimentos en los cuales el X3 tuviera la marca radioac-
tiva no en la N-acetilglucosamina del extremo reductor sino en
la manosa. Para sintetizar el X3 marcado en la manosa se reali
20 una incubacién, de acuerdo a lo descripto en Material y Me -
todos, pero a partir de dolicol=P=P-N=-acetilquitobiosa no mar-
cado y de GDPMan radiactivo. Luego se extrajo el prido, se lo
hidrolizo y puriFicé en la forma que se detalla anteriormente .

Si entonces se incuba X3 marcado en la manosa con p ~N-
acetilglucosaminidasa de oviducto se obtiene la formacion de
un nuevo compuesto, Fig. 27. Este nuevo azucar en el solvente
A migra como la maltosa y ha sido denominado X,.

La Tabla X, muestra los R-lactosa de este compuesto ob-
tenido por cromatograffa en papel en tres diferentes solventes.
Estos resultados apoyan la idea de que este nuevo compuesto se
trata de un disacarido y que ademas es distinto de la di-N-ace
tilquitobiosa.

Se analiza con mas detalle los datos obtenidos por cro-

,
matografia en papel con el solvente D de este nuevo compuesto
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Fig. 25 = Accion de glicosidasas sobre X3

A=
B=

control sin incubar.

incubado 25 horas con B-manosidasa mas B-N-ace =
tilglucosaminidasa de saliva humana,(dador P..,
Tabla V)

la misma incubacion que en B pero en presencia
de 2mg de 2-acetoamido~2-deoxigluconolactona.
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y se lo compara con los R-lactosa de los oligosacéridos de ma-
nosa y N-acetilglucosamina obtenidos por el grupo de Lumblad
(137) con este mismo solvente. Graficando los logaritmos de los
R=lactosa de los oligosacéridos de manosa y acetilglucosamina ,
de!l grupo de Lumblad, en el solvente D, en funcion del numero
de restos azﬁcares, se obtiene una recta. Si esta se continua
se puede determinar el valor del logaritmo del R~lactosa del
disacarido formado por manosa y N=-acetilglucosamina. Este valor

calculado coincide con el logaritmo del R~lactosa del compuesto

X2 , obtenido experimentalmente en el solvente D. Fig 28.
Conviene destacar que estos resultados son una aproxima
” , . =
cion ya que se esta comparando con una familia de compuestos
lineales donde todos tienen una N-acetilglucosamina en el ex -
- - '
tremo reductor y manosa en posicion A . No obstante ; se pue

de pensar que este compuesto ( X3) es un disacarido y que esta

- . :
ria formado por manosa y N-acetilglucosamina.

d) Union del trisacarido a una aglutinina de arveja.

Se busco verificar los resultados obtenidos por el tra-
tamiento con las distintas glicosidasas sobre el tipo de union
de la manosa a la di-N-acetilquitobiosa. Se estudic la union
del trisacarido a la concanavalina A y una aglutinina de arve
Ja.

Debido a que no precipitaba el compuesto X3 radioacti
vo con las aglutininas , se estudio su interaccion con la tec-
nica de filtracion en columna de Bio-gel (108)., A tal efecto
se utilizo columnas de Bio-gel P-60 (16x0,8 cm) equi |l ibradas
en un buffer de tris-maleato 50 mM, pH 7,0 conteniendo MgC|2
4mM y NaCl 3Mm.

La Fig. 29 muestra el resultado de este experimento,




Fig.

Gy Gg G, Glc Nac

v 9 @ 4

®

26 - Estudio de la accion de la @-N-acetilglucosaminida

sa sobre X3.( este compuesto esta marcado en la

GlcNac del extremo reductor).

A= control incubado sin enzima;

B= Xj incubado con enzima obtenida de saliva hu=
mana; (dador M Tabla V).

C= x; incubado con la glicosidasa purificada de o=~

viducto de gallina.
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TABLA X

4
Cromatografia en papel del producto de la incubacion de X3,mar

cado con (I4C) Man, con ﬁ -N-acetilglucosaminidasa de oviduc~-

to de gallina.

Solvente ' A C D
Sustancias Movilidad con respecto a la lactosa
GleNac 2.80 1.6 4.5
Gle. 2.05 .38 2.9

Maltofriosa 0.71 0.98 0.56 ﬂ
X3 0.79 : 1.03 0.89
Maltotetraosa 0.40 0.82 0,25

El compuesto denominado X3 fue obtenido como se detalla en RE
sultados; por accion de la (3 -N-acetilglucosaminidasa de ovi

ducto de gallina sobre X3 sintetizado a partir de Dol=P=-P-di~-

N-acetilquitobiosa y GDP (I4C)Man. La movilidad de este compues

(X2 ) con respecto a la lactosa en distintos solventes permiten

apoyar la idea de que se trata de un disacarido.




L4
donde se puede observar que el trisacarido se incluye en la co
¢ .
lumna, de acuerdo a lo que se podia esperar por su bajo peso
molecular. Similar resultado se obtiene cuando se agrega la mez
cla donde el X3 se preincuba con concanavalina.A. En un experi-
. * ' - -
mento seme jante, donde el trisacarido se preincuba con la aglu-

tinina de arveja, eluye con el volumen muerto de la columna.

Sintesis del lfpido—trisacarido en distintos tejidos.

El trisacarido obtenido por este mecanismo de sintesis es
- ’ ’ ’ ’,
comun a un gran numero de glicoproteinas cuyo resto azucar esta
unido a la asparragina. Este trisacérido se encuentra en todas
estas glicoprotefnas en la porcién mas interna de la cadena de
azucares (162). Entre estas glicoprotefnas tenemos por e jemplo
el oliQOSacérido de la ovoalbﬁmina.

Debido a estos hechos era de gran interes determinar si la
formacion de este compuesto ocurria unicamente con preparacio =
nes de oviducto de gallina, o si este es un mecanismo general
para la sintesis de este trisacarido.

A tal efecto se hicieron preparaciones de microsomas de
distintos tejidos, como se detalla en Material y Metodos. Se
real izaron incubaciones en las mismas condiciones que con ovi-
ducto de gallina y se encontro que todas las preparaciones en-
zimaticas de los tejidos estudiados, entre ellos, bazo, rinon,
tiroides, thado, sintetizaban este compuesto. Luego de la in-
cubacién, los prido-azﬁcares formados fueron extra?doa por el
metodo de Folch y se cromatografié en papel los productos hi -
drofilicos obtenidos por la hidrélisis acida suave.

La Tabla X1, compara los valores de los Rg, de los compues
tos sintetizados con microsomas obtenidos de los distintos te-

Jjidos estudiados.
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Fig. 28 - Log. de los R~lactosa de los oligosacéridos de ma
nosa y N-acetilglucosamina obtenidos por Lumblad
(136) y (137), en funcion del numero de restos de

,
azucares.
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Filtracion en gel del trisacarido incubado:

A= solo; B= en presencia de concanavalina A; C=en
presencia de aglutinina de arveja.

Las muestras con o sin aglutinina fueron puestas en
columnas de Bio=-Gel P60, Fracioges de 0,5 ml fueron
colectadas y medidas con solucion de Bray en un con
tador de centelleo.
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- ’ . ' -
Formacion de oligosacaridos mayores.

Cuando se incuba dolicol-P=P=N-acetilquitobiosa radioacti
va, en presencia de dolicol-P y GDPMan no marcado, con microso
mas de oviducto de gallina se obtiene, por cromatografia en pa
pel de los productos hidroFfIiCOS, ademas de la formacion de
X3 . un compuesto que en estas condiciones permanece en el ori
gen y que parece corresponder a un oIiQOSacérido de mayor tama
no.

A fin de estudiar con mayor detalle la formacion de este
compuesto se incubo microsomas de oviducto de gallina, ITpido-

trisacsrido radioactivo y dolicol=P, en presencia de Mg y de

& ’ ; . A
tergente y ademas se agrego GDPMan no radioactivo. El lipido-

X3 habia sido previamente purificado por cromatograf?a en DEAE
celulosa y conten’a algo de |fpido di-N-acetilquitobiosa, como
impureza de la preparacian enzimatica.

Después de incubar 4 horas a 302 C, la reaccion fue deteni
da y los productos lipidicos se extrajeron por el metodo de
Folch. La fase orgénica fue lavada y la protefna de la interfa-
se de la particién fue entonces extraida 3 veces con cloroformg
metanol~agua en la proporciGn 10:10:3. Esta mezcla cloroformo =
metanol, casi saturada con agua, es bastante polar y permite la
extraccion de prido—azacares en los que la porcién hidrofilica
esta formada por un gran numero de monosacaridos;( como fue en-
contrado en el Instituto, para el caso del lfpido OliQOSaCéFidO
que contiene glucosa (104).

Parte de estos compuestos se extraen en la fase orgénica
del Folch y el resto se libera al tratar la proteina de la in-
terfase con la mezcla recien descripta. Después se llevo a se-

, = L4 = 2 ” =
quedad estos extratos y se efectuo una hidrolisis acida suave.
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TABLA XI

4 A ., . . a
Cromatografia en papel del trisacarido sintetizado con micro-

somas preparados de distintos tejidos.

Solventes A C
Mierosomas de: Movilidad ccn respecto a la glucosa
Rinon de rata 0,40 0,5!

Hfgadc de rata 0,39 0,50
Oviducto de gallina 0,39 0,5l

Bazo de rata 0,40 0,49
Tiroides de cerdo 0,39 0,49

Los resultados mostrados corresponden a la movilidad relativa

’ - - -
con respecto a la glucosa de los trisacaridos sintetizados de
acuerdo a la Tabla 1ll, variando la fuente de enzima. Los X3
: : v ¢
utilizados fueron previamente purificados por cromatografia

en papel , como ya se describié,(ver Material y Métodos).




. €1l - . * '
Los productos hidrofilicos de esta incubacion se los separo

por cromatograFfa en papel en el solvente A.

La Fig. 30-B , muestra el resultado de este experimento
donde se observa la aparicién de compuestos radioactivos que
no migran en estas condiciones. En cambio en las incubaciones
en las cuales no se adiciona dolicol=P la formacion de estos
compuestos es mucho menor, como puede observarse en la Fig.30-C
Por otro lado cuando el nucleétido—azacar (GDPMan) es reempla-
zado en la mezcla de incubacion por el dolicol=P-manosa no ra-
dioactivo se observa incremento en la formacion de oligo$ac5rl
dos de mayor tamano, Fig. 30-D.

Cuando el resto hidrofilico de este nuevo prido oligosa=
carido se cromatograffa en el solvente B se observa la apari -
cion de 3 picos de radioactividad , Fig. 3.

El solvente B, ( butanol, piridina, agua 4:3:4), da una
muy buena separacién de oligosacgridos de gran tamago,(|05).

El mayor pico de radioactividad coincide con los maltoli-
gosscéridos de 9 unidades de glucosa, el otro con los de 5 a 6
unidades y el menor con los de 7 unidades.

Actualmente la estructura de la porcién hidrofilica de es
tos compuestos esta siendo estudiada en el laboratorio. Algu -
nos ensayos preliminares con glicosidasas muestran que estos

L4
compuestos tienen algunas manosas en posicioneX ,
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Fig. 30 - Incubacion del |fpido-X3 radioactivo con microsomas
de oviducto de gallina y: A= sin adiciones; B=GDPMan
0,3 pmoles) y dolicol-P{ C= GDPMan(0,3 umoles); D=
dolicol=-P-Man no radioactivo.

e . ) !
El lipido=X3 estd marcado en la N-acetilglucosamina

del extremo reductor.
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Fig. 31 = Perfil de cromatograf?a en papel del oligosacérido

sintetizado a partir del llfpido-)(3 y dolicol=-P-Ma_
nosa.

El pico de radioactividad correspondiente a este
oligosacérido obtenido por cromatograffa en papel en
el solvente A fue eluido con agua y recromatografia

do en el solvente B, como se muestra en esta figura.




1V DISCUSION

- y ¢ : e .
En este trabajo se ha estudiado la sintesis de un lipido=-
: LA 1 W X .
trisacarido y su rol en la biosintesis de la cadena de azuca -
d ' % - f - - ' -
res de las glicoproteinas cuyo tipo de union es asparragina-N-
- . ¢ ! ;
-acetilglucosamina, La sintesis de este compuesto tiene espe -
. : ’ ’ Y ’
cial interes porque estos tres azucares forman la porcion mas
- . ’ . - -
interna del oligosacarido de un muy importante grupo de glico-

protefnas (|62).

- , . L . -
Como se puntualizo al mencionarse los objetivos de esta Te

. ¢ : ’ : W, .
sis, tenia mucho interes estudiar la biosintesis de estos tres
’ - & . .
azucares unidos al lipido ( en particular la transferencia de
. ' . - ..
manosa ) vy se eligio el oviducto de gallina, por ser un tejido

muy activo, fabricando ovoalbumina en forma preferencial( el
70% de las glicoprotefnas solubles). Conviene recordar que es=—
ta glicoprotefna es del tipo asparragina, cuya estructura, que
es relativamente sencilla, ha sido dilucidada recientemente (
178).

El interés de estudiar la biosintesis de estos lfpido—oli
gosacéridos, radica en el hecho de que ya se habfa encontrado

P . . L4
en el Instituto, que son directos precursores de glicoproteinas

" r

al transferirle en bloque” la cadena de azucares.

Como la transferencia de las N-acetilglucosaminas al pri
do habian sido descriptas por primera vez en el hfgado(lOO)era
fundamental verificar si tambien ocurrTan en el oviducto,por lo
que se estudiaron cada una de las etapas de transferencia de
estos tres azucares por separado y con cierto detalle.

Otro problema que hubo que encarar en el transcurso de es
ta Tesis, fue el de obtener cada uno de estos lfpido-azﬁcares

en cantidades preparativas ¥ lo menos contaminados entre ellos.




Con el dolicol=P-P-di=N=-acetilquitobiosa obtenido fue en-

tonces posible estudiar la transferencia de manosa a este com-
puesto. Se obtuvo de esta manera un nuevo |7pido—azacar que pa
rece ser el eslabon a ubicar en la serie de etapas que compo -
nen el modelo propuesto en el Instituto para la glic05iiaci5n—
de las protefnas.(fsto se discutira mas adelante).

Se estudiaron las condiciones de sintesis de este lfpido-
trisacarido, los azucares que lo forman, la secuencia de los
mismos, el tipo de union entre ellos y la universalidad de es-
te mecanismo de sintesis.

Para mayor claridad en la expésicién de los distintos re-
sultados obtenidos en esta investigacién ; estos seran discuti

dos en forma separada.

BIOSINTESIS DE LTPIDO-AZOCARES QUE CONTIENEN N-ACETILGLUCOSAM INA

los resultados muestran que preparaciones particuladas de
oviducto de gallina ( como ya habia sido descripto en hfgado)
catalizan la formacion de dolicol=P=P-N-acetilglucosamina y do
licol=P-P-di-N-acetilquitobiosa.

la sintesis de ambos compuestos requiere ademas de la pre
paracién de enzima, detergente y Mgtt . Este catién, al igual
que en la sintesis de otros prido—azﬁcares como el dolicol=P-
Glc y dolicol=P-Man, no puede ser su stituido por el Mntt (23)
(24).

En la sfntesis del dolicol=-P=-P-N-acetilglucosamina es adg
mas necesario el agregado de dolicol=P exégeno (ver Tabla V1).
El dolicol=P agregado, proviene de hfgado. En oviducto no se
ha estudiado la presencia de este poliprenol. No obstante hay
evidencias indirectas de su presencia ( o de un prido muy si-

- ’ . - ..
milar) en preparaciones enzimaticas obtenidas de este tejido.

——_
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Ademas el dolicol-P-P-N-acetilglucosamina sintetizado con pre-
. . 3 L 4
paraciones de oviducto se comporta como el obtenido de higado

4 . ,
de rata y lo mismo sucede con los otros poliprenol-P-P-azuca -
f - ’ . = e
res.Por otro lado , los lipido=azucares sintetizados en higado
son intercambiables para estas reacciones con los obtenidos de
: 3 | S
oviducto. Esto nos permite suponer que si los restos lipidicos
no son iguales por lo menos deben ser muy parecidos.
: e
En vegetales recientemente se ha encontrado un lipido se-
- - . . ~
me jante al dolicol, que parece ser de distinto tamano, pero
£ ¥ ; 4
que puede formar lipido-azucares con las enzimas de higado(1%3).
. . °
En cuanto a la segunda etapa, es decir a la formacion del
X ¢ : : . ¢
dolicol=P-P-di-N-acetilquitobiosa se harta por la transferen -
- - . ' . *
cia de la N-acetilglucosamina del nucleotido-azucar y no a par
. £, - i ¢
tir del lipido-azucar. Esto se estudio en higado (110)(como se
L4 , 3 o - .’ 4
vera mas adelante) y hay varias evidencias de que tambien esto
-' . - -
ocurre en la reaccion catalizada por las enzimas de oviducto.
N ¢ ot :
Un indicio lo podria dar el requerimiento de Mg™ . Se ha
. » ’ & i ,
visto que en otras transferencias del azucar de un lipido~azu-
e -, ; :
car a otro lipido-aceptor,(como por ejemplo el dolicol-monofog
i . ) 1 ¢
fato-glucosa al lipido-oligosacarido en el higado (104), no se
.' ’ .
necesita este cation. Ademas en este trabajo se ha observado
que con las preparaciones de oviducto al igual de lo que ocu =
¢ ¢ : o : e :
rre en higado, la sintesis del lipido-disacarido no se estimula
. : ¢
por el agregado de dolicol-P , mientras que si, depende de Ila
o - )
presencia del nucleotido-azucar. Este argumento puede ser dis-
. -
cutible por la presencia de dolicol=-P endogeno en las prepara-
L4 - .
ciones enzimaticas; sin embargo conviene recordar que con las
. . - -' -
mismas preparaciones se puede observar estimulacion del dolicol
- .’
P agregado en la primera reaccion, es decir en la formacion de

dolicol-P-P-N-acetilglucosamina ( ver Fig. 9).

4
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¢ : oL : e ., ;
En el caso de la sintesis del lipido~disacarido con micro
¢ . 1 . :
somas de higado, Leloir y col., han estudiado mas exhaustiva -
¢ . . ..
mente este problema (110). Prepararon el lipido~disacarido a
partir de dolicol-P-P-N- acetilglucosamina !4¢ y de nucleotido
r e L . ’ = P S,
azucar no radioactivo. Despues de una hidrolisis acida suave
- - ' . - - . -
redu jeron el disacarido radioactivo con borohidruro de sodio .
’ - 3
Por hidrolisis acida fuerte obtuvieron solamente glucosamini -
. . - . - ’
tol l4c ., En cambio, cuando la di-N-acetilquitobiosa esta mar-
cada en la hexosamina no reductora, se obtiene unicamente glu~
cosamina radioactiva.
-,
Esta distribuicion desigual de la radiocactividad luego del
- - - g - . ’, -
tratamiento con borohidruro y posterior hidrolisis acida fuer-
- —' - . .
te les permitio demostrar que la N-acetilglucosamina se trans-
,
fiere directamente del UDPGlcNac al dolicol=P-P-azucar. De lo
: : ¢ :
contrario ambas hexosaminas deberian estar igualmente marcadas.
A ¢ :
Otro indicio que apoyaria este hecho surge al considerar
3 L 4
la configuracion de los azucares. Aunque los casos que actual-
mente se conocen no son muchos, se puede suponer que la reac -
e . B 7 .
cion de transferencia de un azucar a un lipido ocurre con in -
’ : e ¥ e -
version de su configuracion anomerica. Por e jemplo, se conece
, v L4 - .’
que en el caso de los nucleotido-azucares la configuracion del
Ld w .
azucar es X . Em cambio en el dolicol=P-Glc se ha observado
que luego de un tratamiento alcalino se forma el |,6-anhidro -
ok ¢ . .’ ¢
glucosano, lo que indicaria que la configuracion seria » Es~=
~ ¢ A i . e
te hecho senalaria que al glicosilarse el ‘poliprenol, habria
. at < .’ , ’
una inversion en la configuracion del azucar (23). Lo mismo su
cede con el dolicol=P-Man (111). -
.' L4 - .
La N-acetilglucosamina de la porcion mas interna de la di
-N-acetilquitobiosa posiblemente sea A , dado que se trans -

* .
fiere junto con el fosfato del nucleotido. La segunda hexosami

L

’ ——_




na, ( la del extremo no reductor) deberfa ser {5 si fuese
transferida directamente del nucleotido-azucar . Esto es lo que
ocurre en el caso de este compuesto. Este hecho fue confirmado
por la accién de la ﬁ -N-acetilglucosaminidasa.( ver Fig. 13).
Una vez dilucidado el problema de la sintesis del | ipido
di-N-acetilquitobiosa en oviducto, se planteé la necesidad de
obtenerlo en cantidades suficientes,marcado radioactivamente .
Para ello se estudiaron las condiciones Gptimas de la mezcla de
incubacion ( ver Resultados). Se lograron condiciones de sinte-
sis en las cuales la formacion del ITpido-di—N—aceti|quit0bi05a
14 : e : ; y
C era superior al 80% del lipido de N-acetilglucosamina radio-
activo presente en la reaccién y en algunas preparaciones se
alcanzo el 100%. Por otro lado tambien se estudio la sintesis
de este compuesto en distintos tejidos. Se observg gque los mi =
crosomas de higado de rata eran los mas eficientes. Este resul-
tado esta de acuerdo con el hecho de que el hfgado sintetiza un
gran numero de glicoprotefnas (132) (133). Muchas de estas son
las del tipo de uniSn aminoécido-azﬁcar que corresponde a la
asparragina-N-acetilglucosamina. Por este motivo las preparacig
nes en escala mayor del prenol—disacérido se |levaron a cabo

. 4 ¢
con microsomas preparados a partir de higado de rata.
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BIOSINTESIS DEL LIPIDO-DIFOSFATO-TRISACARIDO

Como este problema es el mas importante de este trabajo y

4 ,
significo el aporte mas original de esta Tesis, gran parte del

esfuerzo realizado se centro en el mismo. Los resultados pre -
sentados demuestran la presencia de una manosil transferasa en
preparaciones enzimaticas de oviducto de gallina que cataliza
la transferencia de manosa al dolicol=P=P-di-N-acetilquitobio=~
sa.

El producto formado es muy similar al lfpido-disacgrido i
dado que no puede ser separado de este por cromatograffa en co
lumnas de acido silicico, asi como tampoco en DEAE-celulosa .
En estas ultimas columnas el compuesto eluye en la zona corres
pondiente a la de los prenoI:pirOFOSFatos.

El nuevo prido-azﬁcar, al igual que los prenol—azﬁcares
estudiados, libera su resto glicosfdico por hidrolisis acida
suave (110) (23). El producto hidrosoluble obtenido por este
tratamiento puede diferenciarse en cromatograf?a en papel de
los obtenidos a partir del dolicol-P-P-N-acetilglucosamina o di
~N-acetilquitobiosa. Con el solvente A migra ademas en forma
seme jante a la maltotriosa utilizada como azucar de referencia.
Por dicho motivo, ese OIiQOSaC;FidO fue denominado X3, nomencla
tura usada en todo este trabajo.

Behrens y col. (111) como ya se menciono, estudiaron en hi
gado de rata, la transferencia de manosa a un prido aceptor en
dégeno que tenia lugar a partir de GDPMan o dolicol~P-Man.

Dos posibilidades ( o ambas) podfan darse en este caso:

a) que la transferencia del azucar fuera directamente a partir
del nucleotido azﬁcar; b) que la transferencia fuera a partir
del dolicol=P-Man, el cual a su vez se sintetizaria a partir

del dolicol-P y GDPMan. En el caso del oviducto, ambas posibili

4
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dades pueden darse en la sintesis del Iipido-X3 , ya que se com

probé que en estas condiciones hay también sintesis del dolicol

P-Man. Los resultados experimentales obtenidos indican que en

la formacion del lipido X3 , el dador de manosa es el nucleoti-

do azucar. (ver Fig. 20). Las evidencias se pueden resumir:

a) Al agregar GDPMan a la mezcla de reaccion se obtiene la for-
macion del 1ipido-X3 (ver Fig. 20-B ).

b) Cuando se sustituye el nucleotido=- azucar por el dolicol=-P -
manosa no hay transferencia.

c) Ademas, el agregado de dolicol=P a la mezcla de reaccion en
presencia del nucleotido azucar no produce estimulacion en
la formacion del lipido X3 .

d) Esta sintesis es dependiente de Mg+t , al igual como ocurre
en la formacion de otros preno |~ azucares en que el dador es
el nucleotido-azucar.

e) Todos estos hechos muestran que el compuesto dador para la

sintesis del lipido X3 es el nucleotido de manosa.




=

. ESTUDIO DE LA PORCION HIDROFILICA DEL LIPIDO-X3

Distintos estudios fueron realizados para determinar el
resto glicosfdico del prido—xs . Los resultados obtenidos pue
den ser agrupados en la siguiente forma,( ver Tabla XI1):

|.-Las incubaciones realizadas con el lfpido de quitobio~-
sa y GDPMan, ambos con l4C, muestran claramente que los azuca-
res que componen este nuevo compuesto son unicamente manosa y
N-acetilglucosamina.

2.-Los resultados obtenidos por cromatograFfa en papel con
distintos solventes y la comparacién de los R-lactosa de este
compuesto con los oligosacéridos de manosa y N-acetilglucosami
na, obtenidos por el grupo de Lundblad (137), nos permiten su-
poner que este azucar se encuentra probablemente en el grupo
de los trisacaridos (ver Tablas IX, X).

3.-Este sacérido (X3) fue sometido a la accion de distin-
tas glicosidasas a fin de confirmar exactamente los azucares
que lo componen y determinar el tipo de union entre los mismos.

La O -manosidasa obtenida de dos fuentes distintas no
tiene accion sobre el trisacérido, mientras que este compuesto
es hidrolizado por la {3 -manosidasa. Esta:enzima fue obteni-
da de saliva humana y estd contaminada con ﬁ -N-acetilgluco-
saminidasa y O -manosidasa. ( Hay que destacar que el trisa-
carido estaba marcado en la hexosamina del extremo reductor.)
El producto radioactivo obtenido fue N-acetilglucosamina.Cuan-
do se agregé a la enzima de saliva un inhibidor espechico de
la (3 -N-acetilglucosaminidasa, se obtuvo la formacion de di-
-N-acetilquitobiosa, ademas de N-acetilglucosamina. Este hecho

' .
es muy importante porque indica que la manosa estaria unida a




= I8 =

la di-N-acetilquitobiosa por una union tipo [3 . Cuando el X

3
es. ifdcubado en presencia de f5 ~N-acetilglucosaminidasa, de
dos fuentes diferentes, los resultados obtenidos son distintos.

Cuando la enzima proviene de saliva humana no tiene accion
hidrolitica sobre el X3 , aunque hidroliza la di-N-acetilquito
biosa. Ello indica que en el X3 la union ﬂ de las N=-ace =~
tilglucosaminas esta protegida de la accion hidrolitica de es=
ta enzima. Esto apoyarfa la idea de que l|la manosa ocuparfa el
extremo no reductor y estaria de acuerdo tambien con el resul-
tado obtenido con las manosidasas.

Em cambio con la enzima purificada de . oviducto se observo
| iberacion de N-acetilglucosamina radioactiva (la marca en el
X3 esta como ya se menciono en la hexosamina del extremo reduc
tor). Este resultado es un poco dificil de interpretar, pero

L4 v

se podria suponer que esta enzima tiene accion de endoglicosi-
dasa; es decir, podrfa hidrolizar al trisacarido por el extre-
mo reductor. Por estos datos no se puede saber si este raro e-
fecto hidrolitico lo hace con igual eficiencia que la hidroli-
sis del azucar del extremo no reductor. Como control se i ncubo
con di-N-acetilquitobiosa observandose hidrolisis y liberacion
de la N-acetilglucosamina del extremo reductor.

Esta interpretacién se ve tambien apoyada por los resulta
dos del grupo de Maley (141) quienes estudiaron este trisacéri
do obtenido de otra glicoprotefna (la ribonucleasa). Cuando el
trisacarido esté unido a la asparragina, la @ -N-acetilglu-
cosaminidasa no lo hidroliza, pero si libera N-acetilglucosami
na cuando previamente se ha sacado la asparragina con la glico
sil—asparraginmn)dejando por lo tanto libre el extremo reduc -

tor.

- ' - - .
Cuando se incuba el trisacarido (X3) marcado unicamente

—
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TABLA XI11

i . * \ e, .
Resumen de los resultados obtenidos con la fraccion hidrofili-

ca del Iipido=X3 , obtenido por incubacion del dolicol-P-P=di=- |

-N-acetilquitobiosa y GDPMan con preparaciones enzimaticas de

oviducto de gallina.

|. EXPERIMENTO DOBLE MARCA: tiene Manosa y N=-acetilglucosamina
2. CROMATOGRAFTA EN PAPEL : es un trisacarido.
3. ACCION DE GLICOSIDASAS

Eny: Reaccion de Hidro |Producto tor
e lisis del X3 (**T |mado
a)D! - manosidasa negativa e
b)X - manosidasa +
(3’ - GlcNac-asa (*) negativa s v e
c) B- GlcNac-asa(*)(dador M) negativa —-—-
d) f- GlcNac-asa(*)(oviducto) positiva GlcNac |
e)d- GlcNac-asa(*) (oviducto) positiva Ko ¥ !
‘F)ﬁ - manosidasa + :
@-— GlcNac-asa(*)(dador P) positiva GlcNac
g) A - manosidasa +
- GlcNac-asa(*)(dador P)
+ Inhibidor de GlcNac=asa(*) positiva Q + GlcNac J

4. INTERACCION CON LECTINAS:

a) Concanavalina A : no interacciona

b) Aglutinina de arveja: si interacciona

() GlcNac-asa ﬂ -N-acetilglucosaminidasa; Q= di-N-acetil -
quitobiosa
L4
(#*) La marca radioactiva en el X3 en todos los casos esta en
la hexosamina del extremo reductor con excepcion del experi

mento (e) donde el X3 esta marcado en la Man.

e
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en la molecula de manosa, con la ﬂ -N=-acetilglucosaminidasa
purificada de oviducto, se libera un compuesto radioactivo que
por cromatograf?a en papel con el solvente A migra como la mal-~-
tosa. Este pico radicactivo ha sido denominado "Xo ". Debido a
la poca cantidad que habjia de. este compuesto no se pudo. estu =
diar su estructura con detalle, pero se vio que puede ser dife-
renciado de la di-N-acetilquitobiosa por su comportamiento. en
cromatografia en papel con distintos solventes. Como se descrj
bio en Resultados, con ciertas limitaciones, se puede pensar
que es un.disacarido da manosa y N= acetilglucosamina.
Recientemente Chen y col. (158) confirmaron estos resul
tados trabajando con el oligosacarido de un |ipido-azucar, sin=-
tetizado con preparaciones de oviducto de gallina, que contiene
manosa y N=acetilglucosamina. Primero lo reducen con borohidru=
ro de sodio y liberan N-acetil=glucosaminitol por accion de una
endo (5 -N-acetilglucosaminidasa. Al resto del oligosacarido
lo tratan con o y ﬁ -manosidasa y obtienen N-aéntilglucosﬁ
mina y manosa. Si lo incuban Unicamente con ﬁ -manosidasa ob =~
tienen el disacarido formado por manosa y N-acetilglucosamina

que tiene una union @ -(1 =4 ) y se libera tambien manosa.

4.~ Los resultados obtenidos con la Concanavalina A y
la aglutinina de arveja permiten sugerir. tambien que la union
de la manosa a la di=N=acetilquitobiogsa es de configuraciénfa .
El trisacarido interacciona con la aglutinina de arveja que re-
conoce a la manosa y no lo hace con la Concanavalina A que tie-
ne especificidad por £ -D-glucopiranosidos o O£ -D-manOpirané
sidos (155), (156).

Teniendo en cuenta todos estos resultados se puede pro

poner que la porcion hidrofilica del | ipido-azucar sintetizado
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con enzimas de oviducto de gallina a partir de dolicol-P-P-di-
N-acetilquitobiosa y GDPMan tendria la siguiente formula:

] —manOSiI—[3-N—acetilglucosaminiI-(I-4)—N—acetiIglucosamina.

MODELO DE LA SINTESIS DE LA PORCION AZUCAR EN GLICOPROTE INAS
DEL TIPO ASPARRAGINA

El modelo propuesto en el Instituto(23)(110),(111),para
¢ ' s , ; ¢ .
la sintesis de la porcion azucar de las glicoproteinas que tie
.’ : : ¢ P :
nen la union asparragina, involucraria distintas reacciones de
transferencias que se pueden reunir en tres grupos:
P e - ) -
|.~Formacion de lipido-azucares intermediarios
- I' e . . ’ -
2.-Adicion de otros azucares,sintetizandose el oligosa~-
’ . - - .
carido completo o casi completo pero siempre unido
£
al lipido.
- & - .
3.=-Transferencia del oligosacarido del poliprenol a |la
L4
proteina aceptora.
g€ .. . ¢ . ,
Como se menciono en la Introduccion el primer lipido-azu=-
car intermediario fue sintetizado, en el Instituto, por los
Dres.Behrens y Leloir (23). Estudiaron la transferencia de glu
. . ¢
cosa, catalizada por microsomas de higado de rata, desde el
T e ’ AT ] .
UDPGlc a un aceptor lipidico. La molecula lipidica fue identi-
ficada por datos indirectos como dolicol-P, lo cual fue poste-
- - - . ’
riormente confirmado en otro laboratorio(24). Otros dolicol=-azu
' . . -
cares fueron tambien sintetizados por mecanismos seme jantes,en
tre ellos el dolicol=P-P-di-N-acetilquitobiosa.Conviene hacer
’ - Wit ’ .
mencion el hecho de que este disacarido al cual esta‘'unida una
s
molecula de manosa en el extremo no reductor, parece tener, mu
-’ ' .
cha importancia porque se encuentra en la region mas interna

de todas las glicoprotefnas(cuya estructura ha sido estudiadé)
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- . (' - .
del tipo asparragina con una excepcion de una imnunoglobulina
- L’
como se aclaro en la Introduccion.
i R . °
En este trabajo se muestra el mecanismo de formacion de
. ' - . . - - -
este trisacarido; el cual es sintetizado por adiciones sucesi-
- . Bl ’
vas de azucares ( provenientes de los nucleotido azucares) so-
bre el dolicol~P.
¢ u .
Esta sintesis se realiza en tres etapas:
.’ : ; \ .
a)Formacion del dolicol-P-P~N-acetilglucosamina a partir de do
licol=P~ y UDPGlcNac.
. ’ . -
b)Transferencia de otra molecula de hexosamina, a partir del
U' - - - -
UDPGlcNac, para la formacion del dolicol=P-P-di~N=-acetilqui-
tobiosa.
c)Transferencia de manosa a partir de 6DPMan para formar el do
. ' -
licol=P=P~trisacarido.
L 4 . . N i
La sintesis de este trisacarido fue estudiada, como se
. .' . . - .
describio, con preparaciones particuladas de oviducto de galli
I' . - .
na. Este puede ser tambien sintetizado con microsomas prepara-
dos a partir de otros tejidos (ver Tabla X1). Este hecho es de
‘ " . ’ ¢
gran importancia porque permite pensar que este seria el meca-
3 ¢ 3 . * A
nismo general para la sintesis de la region mas interna de los
: i - p ¢ ¢
oligosacaridos de este tipo de glicoproteinas, y seria un eslg
’ ' - .
bon mas a ubicar en el modelo propuesto ( Fig. 7).
4 . 2.
De acuerdo a este esquema luego de sintetizado este lipi-
Lk L 4 ek ’
do-trisacarido se podria adicionar otros azucares. Estos po
¢ . . o ’
drian venir directamente del nucleotido~azucar en una sola eta
- e
pa de transferencia ( como ocurre en la formacion de X3 ) o
. " ' -
por un camino un poco mas largo, en dos etapas de transferencia
el . . £ . ’
con formacion intermedia de un lipido-fosfato~azucar. Este com
- - % L
puesto cederia su azucar al oligosacarido que se va formando y

que permanece unido al dolicol por un puente pirofosfato.




- 12U~

-
-
-

-~
UDPGIc

\ GDPMan

Dol-P-P (GicNaclaManz2 Glca

U DPGIcNac
Proteina

Dol-P-P(GicNac)e

Dol-P-P Gic Nac

k Proteinal(Glc Nac)z ManzGice /

Fig.32 - Esquema de la biOantesis de GEA y de una glicopro -
tefna, propuesto por Behrens (112), en el cual se in

@ £ . s .
cluye la formacion del lipido=-trisacarido.
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- " . -
Si se supone tambien que en cada transferencia de azucar
- O' - I' ' -
hay una inversion en su configuracion anomerica ( y en los ca-
: : ’ ¢
sos conocidos parece confirmarse esto), entonces se podria pre
. . u' ' . ’ - '
decir el tipo de union del azucar en el oligosacarido segun
. £ - ¢
provenga directamente del nucleotido-azucar (seria 3 ) o de
i . ¢
otro lipido-azucar ( seria X ).
. . - I' . -'
Anteriormente en este Instituto se describio la adicion
- - ' - .
de glucosas terminales en el oligosacarido de GEA, a partir
- l' -
del dolicol=-P-Glc, y tambien la transferencia de manosa a una
- ¢, . .. ’ ¢
familia de lipido-oligosacaridos endogenos de higado que ocu =

rre en algunos casos a partir del dolicol=P-Man (I11).

Los resultados presentados en este trabajo muestran la
formacion de un prido oIigoBacérido en el que las manosas pro
vendrian del 'dolicol=-P-Man y por consiguiente su configuraci-
on anomerica seria & (ver Fig.30). Esto estaria de acuerdo
con la hidrolisis parcial de este compuesto por la A ~-manos i
dasa. Tambien estaria de acuerdo con la estructura de la cade-
na de azucares de la ovoalbumina ( ver Tabla II).

Recientemente Catminatth y col.(164) y Chen y col.(158), en
forma independiente y con un enfoque parecido, obtuvieron la
transferencia de este oligosacérido a una prote?na. Resultados
similares fueron descriptos por Heath y col.(144) con prepara -
ciones de mieloma de raton.

La ultima etapa del modelo seria entonces la transferen-
cia del oligosacérido, completo o casi completo, a la protefna
aceptora. Esta etapa, como se ha indicado en la Introduccion ,
tambien fue demostrada por Behrens y col. con el oligosacérido
de GEA ( 112 ) y posteriormente con los oligosacaridos de MEA
(111,

En la Fig.32 se muestra, de acuerdo al modelo propuesto,el

A—I
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2 : €/ 1y . . .
esquema de biosintesis del lipido-oligosacarido (GEA) y su + -
. ¢ : , :
transferencia a una proteina microsomal aceptora. En el se in
.’ 7 £ s ; ..
cluye tambien la formacion del lipido=~trisacarido, el cual po
¢ : ¢ ;
dria corresponder a una de las primeras etapas de la sintesis
: e, ’ ¢ :
del oligosacarido transferido a la proteina. Conviene aclarar
: ¢ L : .
que no hay pruebas directas que en el higado el lipido trisaca
rido, descripto en este trabajo, sea un precursop del GEA,aun
que es bastante probable que lo sea. En la Fig. 32 se lo ha co-
locado en forma tentativa en base al hecho de que es precursor
. .. . ¢ . .
del oligosacarido de la glicoproteina estudiada en oviducto vy
: ¢ : 2 :
que microsomas de higado lo sintetizan activamente.
P £,
Aunque no se indique en forma explicita en este esquema ,
s = ., , 4
no se excluye la posibilidad de que otros azucares mas externos
. ' . ’ . .’ - -
del oligosacarido, como el acido sialico, galactosa, N=-acetil=
glucosamina, fucosa, etc., puedan ser agregados directamente a
/ Pl o . : £ .
partir de los nucleotido~azucares a la cadena glicosidica uni-
L
da a la proteina.
Al considerar el modelo propuesto surge el interrogante de
- . ' .
explicar el motivo por el cual en la celula son necesarios dos
¢ . ’ .
mecanismos de sintesis de la cadena de azucares de las glico -
¢ : : i ¢ . ’
proteinas:!) transferencia directa a partir del nucleotido-azu
. , & "
car; 2) transferencia en dos o mas etapas con formacion inter-
; ¢ . -
media de lipidos azucares.
; i ¢
Por ejemplo, en el caso de las glicoproteinas que poseen
*
distintas cadenas de azucares, como la tiroglobulina que tiene
¢ - A Y i ® .
oligosacaridos de diferente tipo, el mecanismo de biosintesis
’ . . -
deberia ser distinto para cada uno de ellos, lo cual hace mas
comple jo al problema.
p .
En este momento la informacion que se posee sobre la fun-

cion de los prido—intermediarios es limitada. Sin embargo es-

==
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tudiando la distribu¢ion subcelular de las enzimas involucra -
das en la formacion de los lfpido-azﬁcares se observa que se
encuentran fundamentalmente en la fraccion microsomal,(70)(143)
Es decir, son enzimas particuladas, lo que permite~pensar que
estan asociadas a membranas.

Lennarz (142), propone como hipétesb de trabajo que los
|€pidos intermediarios serian los encargados de llevar los azé
cares a las protefnas nacientes las cudles estarian asociadas
al reticulo endopﬁgmico rugoso. Dado el caracter no polar de
los poliprenoles , éStOS se introducirfan, y al transportar el
oligosacérido se facilitaria la glicosilacion de la prote?na.
De cualquier forma, en esta hipgtesis quedan muchos puntos os=
curos sin aclarar.

La dilucidacion de la biosintesis y funcion de este tipo
de glicoprotefnas es une de los campos de la Biologfa Molecu -
lar mas interesante y es posible pensar que a medida que se
progrese en el conocimiento de este tema se van a poder contes
tar muchas de las interrogantes que sobre el problema de las
relaciones entre las células( comportamiento social de las mis

, - ~
mas) se han planteado en los ultimos anos.

Al sl
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