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URIDINA-DIFOSFATO-ACETILGL.UCOSAMINA

Aislamiento e identificacién
EnrIQUE CaBiB, Luis F. LELoir Y CArLOs E. CARDINI

Instituwto de Investigaciones Bioquimicas, Fundacion GCampomar
Julidn Alvarez 1719, Buenos Aires, Argentina

Se demostré en trabajos anteriores que la
transformacién del galactosa-1-fosfato en glu-
cosa-1-fosfato requiere una coenzima: el uri-
dina-difosfato-glucosa (UDPG) %,2. Estudian-
do por la cromatografia sobre papel prepara-
ciones de esta substancia obtenidas de leva-
dura y parcialmente purificadas, se descubrié
junto al UDPG la presencia de un compuesto
que al parecer diferia de éste por contener
una substancia. (X) diferente de la gluco-
sa®. Este nuevo compuesto fue designado
proviseriamente UDPX, pero actualmente
resulta mds apropiado designarlo UDPAG.
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Park y Johnson* observaron que substan-
cias de estructura parecida se acumulan en
el Staphylococcus aureus tratado con penici-
lina, y Park s ha llegado a la conclusién que
uno de estos compuestos seria similar al
UDPG, pero que en lugar de glucosa conten-
dria un resto de 4cido amino urénico.

Recientemente, separando los nucledtidos
libres de la levadura de panaderia con resi-
nas aniénicas, se ha logrado obtener mayo-
res cantidades de UDPAG y se han podido
llevar a cabo estudios sobre su estructura.

La preparacién se efectué por extraccién
de levadura de panaderia comercial con al-
cohol, seguida de precipitacién con sales de
mercurio y separacién cromatografica de los
nucleétidos con una columna de resina Do-

wex-1, siguiendo en lineas generales la técni-
ca descrita por Cohn 8, El UDPAG contenido
en las fracciones obtenidas con este trata-
miento fue luego absorbido sobre carbén,
eluido con alcohol acuoso amoniacal y preci-
pitado como sal de calcio.

La substancia reductora diferente de la glu-
cosa que se ‘libera del UDPAG por hidrélisis
dcida moderada (4cido sulfurico 0.01 N, 10
minutos a 100°C), fue identificada como ace-
tilglucosamina en base a las propiedades si-
guientes: 1) da la reaccién de Morgan y El-
son7 para acetilhexosaminas; 2) su R; en
cromatografia de papel con distintos solven-
tes es idéntico al de la acetilglucosamina; 3)
por hidrélisis prolongada con dcido sulfarico
0.1 N se libera glucosamina, como se puede
comprobar por la reaccién de Elson y Mor-
gan 8 para hexosaminas no acetiladas, y por
el Rf en el papel, usando un solvente com-
puesto de piridina, acetato de etilo, amoniaco
y agua. Como la reaccién de Morgan y El-
son efectuada sobre el UDPAG sin hidrolizar
es negativa, la acetilglucosamina debe estar
sustituida en el €1, como la glucosa en el
UDPG.

La estructura del resto de la molécula delk
UDPAG fue investigada con métodos simila-
res a los utilizados para el UDPG.

La uridina se identific6 y determiné cuan-
titativamente por su espectro de absorcién
en el ultravioleta. La relacién uridina: fos-
fato: acetilglucosamina es aproximadamente
1:2:1. Las curvas de hidrélisis en dcido del
azucar y del grupo fosfato 14bil del UDPAG
son similares a las del UDPG. Los nucle6ti-
dos liberados por hidrélisis de 10 minutos en
dcido 0.01 N y de 20 minutos en dcido 1 N
a 100°C, fueron identificados respectivamen-
tec como - uridina-5’-pirofosfato y uridina-5-
fosfato por cromatografia en papel, compa-
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rando con especimenes conocidos. La posicién
del fosfato en el uridina-monofosfato fue con-
firmada por tratamiento con una fosfatasa
de veneno de serpiente que hidroliza espe-
cificamente los 5’nucledtidos .

La curva de titulacién electrométrica del
UDPAG muestra, como en el caso del UDPG,
dos grupos fosfato primarios y ningin secun-
dario. Un grupo fosfato secundario aparece
después de hidrolizar la acetilglucosamina y
ouro se pone en libertad al hidrolizar el fos-
fato 14bil.

De todas estas determinaciones se puede
deducir que en el UDPAG el uridina piro-
fosfato estd unido a la posicién 1 de la ace-
til-glucosamina, como se ve en la fig. 1. Los
datos analiticos obtenidos para una muestra
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de la sal de calcio fueron los siguientes (las
cifras representan porcentaje en peso y aqué-
llas entre paréntesis son las tedricas calcula-
das para la férmula de la fig. 1): nitrégeno,
6.35 (6.4); fosforo total, 8.2 (9.46); fésforo
ldbil (20 minutos dcido 1 N a 100°C), 4.05
(4.78) ; uridina (por absorcién a 260 mp),
37.2 (36.0); acetilglucosamina, 34.4 (33.8).

Se han realizado diversos ensayos para de-
terminar la funciéon del UDPAG en la leva-
dura, pero sin resultado hasta ahora. Dada
la similitud de su estructura con la del UDPG
se puede pensar que tenga también una fun-
cién coenzimdtica andloga en el metabolismo
de las hexosaminas.
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