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DESCRIPCION

ADPglucosa pirofosfatasa vegetal, alternativamente llamada ADPglucosa fosfodiesterasa, procedi-
miento de obtencién y su uso en la fabricacién de dispositivos de ensayo.

Sector de la técnica al que se refiere la invencién

La invencién se refiere al sector de la obtencién, purificacién y caracterizacién del enzima ADPglu-
cosa pirofosfatasa (AGPPasa), también llamada ADPglucosa fosfodiesterasa, y a las aplicaciones de este
enzima en la determinacién de niveles de azicares-nucleésidos.

Estado de la técnica anterior

El almidén constituye la forma principal de almacenamiento de carbohidratos en los vegetales. Se
acumula en grandes cantidades en 6rganos tales como semillas (trigo, cebada, maiz, guisante, etc.) y
tubérculos (patata y batata entre otros), y es un constituyente fundamental de la dieta del ser humano.
Por otro lado, el almidén es un polimero utilizado frecuentemente en las industrias papelera, cosmética,
farmacéutica y alimentaria, y también se utiliza como componente fundamental para la fabricacién de
pléasticos biodegradables y pinturas de bajo impacto medioambiental. Consecuentemente, el estudio de los
procesos implicados en la sintesis de este polimero de glucosa constituye un tema prioritario en diversos
ambitos de la produccién industrial.

El ADPglucosa (ADPG) es el precursor universal de la biosintesis del almidén en tejidos de reserva
de la planta. Su concentracién en la célula resulta determinante para la cantidad y calidad del almidén
producido por la planta. Las reflexiones acerca de los factores que gobiernan los niveles endégenos de
ADPG en la célula vegetal han girado fundamentalmente en torno a sus enzimas sintetizadores, tales
como la ADPGpirofosforilasa (AGPasa) y la Sacarosa sintasa (Preiss, (1988) “Biosynthesis of starch
and its regulation”. The Biochemistry of Plants. Vol. 14, Academic Press, New York, pp. 182-249;
Pozueta-Romero, J., Perata, P., Akazawa, T. (1999) “Sucrose-starch conversion in heterotrophic tissues”.
Crit. Rev. Plant. Sci. 18, 489-525). Sin embargo, poco se ha investigado en relacién con la maquinaria
responsable de la degradacién de este azicar-nucleétido (Feingold, D.S., Avigad, G. (1980) “Sugar tras-
nformation in plants”. The Biochemistry of Plants. Vol. 3, Stumpf, P.K. and Conn, E.E. eds. Academic
Press, New York, pp. 101-170).

Existen indicios de que tanto bacterias como mamiferos disponen de una maquinaria enziméatica capaz
de hidrolizar azicares-nucleétidos tales como el ADPG (Melo, A., Glaser, L. (1966) “Nucleotide diphos-
phate hexose pyrophosphatases”. Biochem. Biophys. Res. Commun. 22, 524-531; Bessman, M.J., Frick,
D.N., O’Handley, S.F. (1996) “The MutT proteins or Nudix hydrolases, a family of versatile, widely
distributed housecleaning enzymes”. J. Biol. Chem. 271, 25059-25062; Rodriguez, P., Bass, S.T., Han-
sen, R.G. (1968) “A pyrophosphatase from mammalian tissues specific for derivases of ADP”. Biochim.
Biophys. Acta. 167, 199-201; Gasmi, L., Cartwright, J.L., McLennan, A.G. (1999) “Cloning, expres-
sion and characterization of YSA1H, a human adenosine 5’-diphosphosugar pyrophosphatase possessing a
MutT motif”. Biochem. J. 331-337). En plantas, tal tipo de actividad no ha sido descrito en la literatura
y hasta el presente se desconoce totalmente la existencia de enzimas hidroliticas del ADPG.

En esta patente, sin embargo, se describe la purificaciéon y aplicaciones de un producto enzimatico de
origen vegetal que denominamos AGPPasa que cataliza la hidrélisis de pequefias moléculas con enlaces
fosfodiéster entre las que destaca el ADPG por ser el substrato preferente.

En diversas industrias, el almidén constituye un agente viscosizante y gelificante de primera necesi-
dad. La biosintesis del almidén en la célula vegetal a partir del ADPG tiene lugar en el compartimento
subcelular denominado plastido. Tanto la sintesis como la degradacién del ADPG se producen en este
compartimento y por tanto el control de los niveles de almidén producido en el plastido puede tener lugar
mediante el control de los procesos reguladores de los niveles de ADPG. Las diferentes aplicaciones del
almidén producido en una planta estan basadas en el balance de amilosa y amilopectina, el cual determina
la estructura del granulo de almidoén, asi como su viscosidad en suspensiones acuosas. Tal proporcion de
amilosa y amilopectina depende de la concentracién de ADPG en la célula vegetal. No se conoce hasta
el momento ningin procedimiento para regular las caracteristicas del almidén producido en una planta
mediante el control de la degradaciéon de ADPG, que el enzima descrito en la presente invenciéon puede
proporcionar.

Las técnicas cromatograficas, por tultimo, constituyen una poderosa herramienta de determinacion
de niveles de azicares-nucledsido difosfato (tales como los derivados de glucosa, ribosa, manosa, galac-
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tosa, acido glucurénico, fructosa y dcido galacturénico) en extractos crudos de origen animal, vegetal o
microbiano. Aunque de uso muy generalizado, requieren una inversién importante en equipamientos y
en la preparacién de las muestras problema. Lamentablemente, se hace escaso uso de posibles métodos
alternativos que permitan la deteccién y cuantificacién de azicares-nucledtidos de una manera simple
y eficaz. El andlisis de los niveles en sangre, musculo o higado de algunos de los azicares-nucledtidos
mencionados son importantes en clinica. Asi por ejemplo, dado que el UDPglucosa es el precursor del
glucoégeno en animales, el andlisis de los niveles de esta molécula puede ser importante en el estudio y
el diagnéstico de enfermedades relacionadas con el metabolismo de los carbohidratos como por ejemplo
distintos tipos de diabetes. Evidentemente, la posibilidad de analizar de manera simple y poco costosa
los niveles de estas sustancias en una muestra constituye una alternativa ventajosa respecto a las técnicas
cromatograficas.

Descripcion de la invenciéon

Es objeto de la presente invencién, en primer lugar, la obtencién del enzima AGPPasa en forma sus-
tancialmente pura, a partir de tejidos vegetales, y su caracterizacién.

Otro objeto de la presente invencién es el procedimiento seguido para la elaboraciéon de dispositivos
o kits de determinacién de aziicares-nucledsido difosfatos basados en el empleo del producto enzimaético
con actividad AGPPasa. Tal y como se ha explicado en el Estado de la Técnica Anterior, el UDPglucosa
es el precursor del glucégeno en animales, de modo que sus niveles en diversos tejidos y érganos (san-
gre, musculo, higado) estdn relacionados con las diversas situaciones, patoldgicas o no, del metabolismo
glucidico. Por este motivo, el disponer de kits para la determinacién sencilla, rapida y econdémica de
azucares nucledsidos presenta un notable interés para la industria de productos biomédicos, tanto de
diagndstico como de investigacién en fisiologia.

La obtencién y purificacién del producto vegetal con actividad enzimatica AGPPasa objeto de la
presente invencién puede hacerse a partir de cualquier tejido vegetal de cualquier especie, como puede ser
cualquier Monocotiledénea o Dicotiledénea, como por ejemplo, cebada (Hordeum vulgare), trigo ( Triticum
aestivum), pimiento ( Capsicum annuum), tomate (Lycopersicon sculentum), patata (Solanum tuberosum,),
Arabidopsis (Arabidopsis thaliana), o arce (Acer pseudoplatanus L.), por citar sélo algunos de los innu-
merables ejemplos representativos de diferentes familias y géneros.

El enzima vegetal objeto de la presente invencién presenta diversas isoformas en los tejidos vegetales
de los que puede obtenerse. La isoforma de extraccién mas sencilla es la que denominados soluble, mien-
tras que otras isoformas, que podemos denominar particuladas, se encuentran intimamente adheridas a
los granulos de almidén, de tal modo que para obtenerlas es preciso destruir el granulo hidrolizando el
almidén.

Obtencion y purificacion de isoformas solubles de la AGPPasa

El método general de obtencién y purificacién de la AGPPasa soluble vegetal incluye los siguientes
pasos, en los que pueden admitirse pequenas variaciones que no modifiquen sustancialmente el esquema,
general del procedimiento de extraccién y purificacién, a partir de cualquier tejido vegetal:

1. Homogeneizacién del tejido vegetal con un tampén de extraccidn.

2. Filtracién a través de cuatro capas de Miracloth® (tela filtrante para suero licteo empleada en
industrias queseras).

3. Ultracentrifugacién del homogeneizado filtrado.

4. Precipitacién en sulfato amoénico de las proteinas del sobrenadante.

5. Resuspension del precipitado en tampén de pH 4,2.

6. Calentamiento durante al menos 15 minutos a una temperatura entre 60 y 65°C.

7. Centrifugacion.

8. Concentracién del sobrenadante y purificacién de la proteina por cromatografia de filtracién en gel.

La actividad enzimadtica de la AGPPasa se detecta mediante la deteccién de la produccién de G1P
y AMP en muestras incubadas con ADPG.
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Isoelectroenfoque. La posicién de la AGPPasa puede determinarse ficilmente de alguna de las
siguientes maneras:

a) Elucién de la protefna y posterior deteccién de la produccién de G1P en presencia de ADPG.

b) Incubacién del gel en una solucién con bis-paranitrofenilfosfato (bisPNPP) y revelado en una
solucién bésica segun se describié por Nishimura y Beevers (Nishimura, M., Beevers, H (1978)
Plant Physiol. 62, 44-48).

Separacién por electroforesis de la proteina en gel desnaturalizante en un sistema de tampones
neutros o ligeramente dcidos tales como el NuPAGE 4-12 % Bis-Tris (Novex, San Diego, California).
La posicién de la AGPPasa puede determinarse fécilmente de alguna de las siguientes maneras:

a) Elucién de la protefna y posterior deteccién de la produccién de G1P en presencia de ADPG.
b) Incubacién del gel en una solucién con bis-PNPP y revelado en una solucién bésica.

Identificacion del producto con actividad enzimdtica AGPPasa

El producto enzimatico obtenido por los procedimientos arriba descritos, u otros equivalentes, se
identifica mediante los siguientes patrones funcionales:

Es una fosfodiesterasa (EC 3.1.4) que cataliza la hidrélisis del ADPG en cantidades equimolares de
G1P y AMP.

Ademés del ADPG, reconoce pequefias moléculas que poseen enlaces fosfodiéster, tales como el
UDP-glucosa, GDP-glucosa, GDP-manosa, ADP-manosa, bis-PNPP y otros de estructura similar,
cuya hidrdlisis tiene lugar con menor eficacia que con el ADPG.

No hidroliza moléculas con enlaces fosfomonoéster tales como la G1P, G6P, AMP, 3-fosfoglicerato,
y otras similares. Tampoco hidroliza AMP ciclico ni acidos nucleicos de larga cadena tales como
ADN o ARN, que son substratos de otras fosfodiesterasas descritas en la literatura.

A diferencia de pirofosfatasas de ADP-aziicares (EC 3.6.1.13, EC 3.6.1.21) descritos en bacterias y
animales y a diferencia de otras fosfodiesterasas (EC 3.1.4), sus requerimientos iénicos son reducidos,
por lo que puede trabajar en ausencia de iones de Magnesio, Manganeso, Cobalto, y otros cationes
divalentes.

A diferencia de las pirofosfatasas de azicar-nucledsidos difosfatos de bacterias y animales, la
AGPPasa hidroliza bis-PNPP.

Se inhibe por moléculas fosforiladas tales como el AMP, ADP, ATP, 3-fosfoglicerato, ortofosfato,
pirofosfato inorgénico, y otras de caracteristicas semejantes.

Se inhibe fuertemente por molibdato y arsenato.
Es resistente a detergentes iénicos tales como el SDS (dodecilsulfato sédico).

Es resistente a la accién de una amplia gama de proteasas, como Proteinasa K y Pronasa (Boehrin-
ger).

Su actividad no se ve afectada por la accién de inhibidores tipicos de fosfodiesterasas tales como el
B-mercaptoetanol, EDTA, cisteina reducida, ascorbato, y otros agentes reductores y quelantes.

Es sensible a pH ligeramente bésico y es muy estable a pH entre 4 y 7,5.

Elaboracion de dispositivos (kits) de ensayo para determinacion de azicares-nucledsido difosfatos

Los kits disenados para la determinacién de azicares-nucledsido difosfatos estdan basados en la accién
del producto con actividad AGPPasa sobre enlaces fosfodiéster de pequenas moléculas que, tras ser hi-
drolizadas, dan lugar a otras moléculas de facil deteccién y cuantificacién.

Las dos estrategias més convenientes para la elaboracién de estos kits parten de la hidrélisis del azicar-
nucledsido difosfafo mediante el enzima objeto de la presente invencion, esto es, AGPPasa, produciendo
cantidades equimolares de azicar-1-fosfato y del correspondiente nucleésido monofosfato. A partir de aqui
puede plantearse la determinacién a partir del azicar-1-fosfato, o bien a partir del nucleésido monofosfato
producido, segun se especifica a continuacion:
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e En el caso de que el azicar-1-fosfato sea glucosa-1-P (G1P), se somete dicho compuesto a la accién
del enzima fosfoglucomutasa rindiendo glucosa-6-fosfato, que a su vez puede hacerse reaccionar
acopladamente con NAD™ por accién del enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, obteniéndose
6-fosfogluconato y NADH, facilmente determinable.

e En el caso de que el azicar-1-fosfato no sea G1P, la determinacién del azicar-1-fosfato y del nu-
cleésido monofosfato tiene lugar mediante determinacién colorimétrica del ortofosfato (Pi) produ-
cido tras la hidrélisis de estos compuestos con fosfatasa alcalina. Alternativamente, se puede utilizar
como enzima acoplador la 5’nucleotidasa la cual hidrolizara el nucleésido monofosfato en cantida-
des equimolares del nucledsido correspondiente y Pi. El Pi liberado en cualquiera de los dos casos
resulta facilmente cuantificable por métodos colorimétricos conocidos.

Ejemplos de realizacién de la invencién

Se describe a continuacién un ejemplo en el que se, muestra detalladamente el procedimiento de ob-
tencién y purificacién de la AGPPasa, en su isoforma soluble, a partir de hojas de cebada. El mismo
procedimiento, con minimas variaciones adecuadas a cada caso, puede aplicarse a cualquier otro tejido
vegetal, para obtener las correspondientes isoformas solubles con la actividad enzimatica descrita.

Ejemplo 1
AGPPasa soluble obtenida a partir de hojas de cebada
Extraccion y purificacion de la AGPPasa

Todos los pasos se desarrollaron a 4°C, a no ser que se indique otra cosa. El tejido vegetal (200 g)
se homogeneizé con 600, mL de tampdén de extraccién (Mes 50 mM pH 6, EDTA 1 mM, DTT 2 mM)
empleando un Waring Blender. El homogeneizado se filtré a través de cuatro capas de Miracloth® | se
centrifugd a 100.000 g durante 30 minutos y el sobrenadante se ajusté al 50% de sulfato aménico. El
precipitado obtenido tras 30 minutos de centrifugacién a 30.000 g (20°C) fue resuspendido en 560 mL
de Mes 50 mM pH 4,2, luego calentado en bano de agua a 62°C durante 20 minutos, enfriado en hielo,
y centrifugado a 30.000 g durante 20 minutos. Las proteinas del sobrenadante se precipitaron mediante
sulfato aménico 50 %, y se resuspendieron en 5,7 mL de Mes 50 mM pH 6. La muestra se someti a con-
tinuacién a filtracién en gel en columna Superdex 200 (Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Suecia)
preequilibrada con Mes pH 6 y NaCl 150 mM. La elucién se efectud con el mismo tampén. Las fracciones
con actividad AGPPasa se juntaron y concentraron. Las proteinas se separaron electroforéticamente en
un sistema de geles NuPAGE 4-12 % Bis-Tris (Novex, San Diego, California).

Ensayos enzimdticos

A no ser que se indique otra cosa, todas las reacciones enziméticas se desarrollaron a 37°C. Las de-
terminaciones de actividades AGPPasa se realizaron utilizando la determinacién espectrofotométrica de
G1P en dos pasos descrita por Sowokinos (1 981) (Sowokinos, 1981, Plant Physiol. 68, 924-929). La
mezcla de reaccién contenia Hepes 50 mM pH 7, la cantidad especificada de ADPG y el extracto proteico
en un volumen total de 50 microlitros. Todos los ensayos se realizaron frente a blanco de ADPG. Tras
20 minutos de incubacién, la reaccion se detenia mediante ebullicién en bafno seco durante 2 minutos.
La mezcla se centrifugaba a 20.000 g durante 5 minutos y se recuperaba el sobrenadante. En el segundo
paso, se determinaba G1P espectrofotométricamente en 300 microlitros de mezcla conteniendo Hepes 50
mM pH 7, EDTA 1 mM, MgCl, 2 mM, KC1 15 mM, NAD* 0,6 mM, una unidad de fosfoglucomutasa y
otra de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de Leuconostoc mesenteroides, y 30 microlitros del sobrenadante
resultante del paso uno. Tras 20 minutos de incubacién, la produccién de NADH se monitorizé a 340
nm utilizando un espectrofotémetro Multiskan EX (Labsystems). Fue despreciable la cantidad de NADH
producida por cualquier extracto proteico en ausencia de ADPG en el paso uno.

La masa molecular nativa de la AGPPasa se determiné mediante filtracién en gel por medio de una
representacion del coeficiente de particién (Kav) frente al logaritmo de la masa molecular de las siguientes
proteinas patrones: tiroglobuilina bovina (670 kDa), gamma-globulina bovina (158 kDa), ovoalbtimina
(45 kDa), mioglobina (17 kDa) y vitamina B-12 (1,3 kDa). El contenido en proteina se determiné por el
método de Bradford utilizando el reactivo preparado por Bio-Rad y gamma-globulina como patrén.

La tabla 1 presentada a continuacién refleja la purificacién de la AGPPasa a partir de hojas de cebada
por el método descrito. La unidad (U) se define como la cantidad de enzima que cataliza la produccién
de 1 pumol de producto por minuto.
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TABLA 1
Volumen Proteina Actividad | Actividad | Purificacién | Rendimiento
total (mL) | total (mg) | total (mU) | especifica (factor) (%)
(mU/mg
proteina)

Extracto 560 5107,8 105000 20,6 - 100
crudo
Sobrena-
dante 520 3436,7 100500 29,2 1,4 95,7
100000 x g
Sulfato
amonico 520 748,6 97500 130,2 6,3 92,8
50 %
PH 4,2 / 520 24.9 90500 3634 176,4 86,2
62°C
Sulfato-
amonico 5,7 8,1 47300 5839 283,4 45,0
50 %
Superdex 200 1,7 1,3 30200 23230 1127,6 28,7
NuPAGE- 1,7 0,026 30000 1161500 56350 28
SDS
Electroforesis

Identificacion del producto con actividad enzimdtica obtenido

El producto con actividad AGPPasa asi obtenido cumple las siguientes caracteristicas:

Es una fosfodiesterasa que cataliza la hidrélisis del ADPG produciendo cantidades equimolares de
G1P y AMP.

Ademsés del ADPG, reconoce otras moléculas de pequefio tamafno que poseen enlaces fosfodiéster,
tales como el UDP-glucosa, GDP-glucosa, bis-PNPP y otros de estructura similar.

No hidroliza moléculas con enlaces fosfomonoéster tales como la G1P, G6P, AMP, 3-fosfoglicerato,
y otras similares. Tampoco hidroliza AMP ciclico ni dcidos nucleicos tales como ADN y ARN, que
son substratos de otras fosfodiesterasas descritas en la literatura.

Sus requerimientos iénicos son reducidos, por lo que puede trabajar en ausencia de iones de Mag-
nesio, Manganeso, Cobalto, y otros cationes divalentes, que son efectores fundamentales para el
funcionamiento de otras fosfodiesterasas descritas en la literatura.

A diferencia de las pirofosfatasas de azicar-nucleésidos difosfatos de bacterias y animales, la
AGPPasa obtenida hidroliza bis-PNPP.

Se inhibe por moléculas fosforiladas tales como el AMP, ADP, ATP, 3-fosfoglicerato, ortofosfato,
pirofosfato inorgédnico, y otras de caracteristicas semejantes.

Se inhibe fuertemente por molibdato y arsenato.

Es resistente a detergentes iénicos tales como el SDS (dodecilsulfato sédico).
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o Es resistente a la accién de una amplia gama de proteasas, como Proteinasa K y Pronasa (Boehrin-
ger).

e Su actividad no se ve afectada por la accién de inhibidores tipicos de fosfodiesterasas tales como el
B-mercaptoetanol, EDTA, cisteina reducida, ascorbato, y otros agentes reductores y quelantes.

e Es sensible a pH ligeramente basico y es muy estable a pH entre 4 y 7,5. Esta caracteristica es
una de las que convierten a la AGPPasa en un enzima totalmente diferente a la mayoria de las
fosfodiesterasas descritas en la literatura, dado que éstas tultimas son estables y activas en pHs
ligeramente basicos.

e Es resistente a una temperatura de 65°C durante 30 minutos, y puede ser caracterizada por los
siguientes datos:

e Peso molecular aparente medido por filtracién en gel, en torno a 35-55 kDa.
o K.,’ de la reaccién de 110.
e Incremento de Energia Libre estdndar (AG’) de -2,9 kcal/mol.

e Constante de Michaelis-Menten (K,,) para ADP-glucosa, de 0,5 mMolar, la cual es unas cuatro
a cinco veces inferior a la K,, correspondiente a otros substratos azicares-nucleétidos como por
ejemplo ADP-ribosa, UDP-glucosa o similares.

Ejemplo 2
Productos con actividad AGPPasa a partir de diversos vegetales

El enzima AGPPasa muestra una muy amplia difusién entre los vegetales, de modo que el producto
enzimético con actividad AGPPasa puede ser obtenido a partir de cualquier vegetal. Como ejemplo,

se presenta la siguiente tabla II con las actividades especificas (mU / mg proteina) obtenidas en varias
Monocotiledéneas y Dicotiledoneas.

TABLA 1I
Actividad especifica
(mU / mg proteina)
(+ADPG)

Monocotileddneas
Hoja de cebada (Hordeum vulgare) 113,7+ 3,5
Hoja de trigo ( Triticum aestivum) 224+ 25
Dicotiledoneas
Hoja de Arabidopsis thaliana (Wt) 5,2+ 0,6
Hoja de pimiento (Capsicum annuum) 5,0+ 0,6
Hoja de tomate (Lycopersicon sculentum) 5,6 0,5
Cultivo celular de arce (Acer pseudoplatanus) 16,5 + 7,2
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Ejemplo 3
Elaboracion de kits enzimdticos de determinacion de glucosa-nucledsido difosfatos

Para la determinacién de glucosa-nucledsido difosfatos tales como ADPG, UDP-glucosa, CDP-glucosa,
GDP-glucosa y TMP-glucosa, se elabora un kit que contiene los siguientes elementos:

a. AGPPasa

b. NAD*

c. Fosfoglucomutasa (PGM)

d. G6P deshidrogenasa (G6PDH)
e. Tampén

La determinacién de la cantidad de glucosa-nucleésido difosfato presente en la muestra problema se
basa en la determinacién espectrofotométrica del NADH producido segin la siguiente reaccién acoplada:

(muestra problema) NAD+ NADH
NDP-glucosa — NMP+G1P ——  G6P ——  6-fosfo-gluconato
AGPPasa PGM G6PDH

La determinacion de la cantidad de NDP-glucosa en una muestra problema tendria lugar mediante la
elaboracién de un cocktail cuya composicién seria (para 1 ml):

» Muestra problema
1 U de AGPPasa
1 U de PGM

1 U de G6PDH
0.6 mM NAD™

Tampén Mes o Hepes 50 mM pH 7

YV V. V V¥V V V¥V

Agua (hasta completar 1 ml).

Se incuba a 37°C durante 20 minutos y se observa la variaciéon de absorbancia de la muestra a 340
nm. Como control negativo se puede utilizar un cocktail en el que falte la AGPPasa.

Ejemplo 4

Elaboracion de kits enzimdticos de determinacion de nucledsido difosfatos de azicares distintos a glucosa
Se preparan kits de determinacién de los siguientes azicares-nucleésido difosfatos:
e ribosa-nucledsido difosfatos (ADP-ribosa, GDP-ribosa, UDP-ribosa, CDP-ribosa o TDP-ribosa)

e manosa-nucleésido difosfatos (ADP-manosa, GDP-manosa, TDP-manosa, UDP-manosa o CDP-
manosa)

e galactosa-nucledsido difosfatos (ADP-galactosa, GDP-galactosa, UDP-galactosa o CDP-galactosa)

e glucurénico-nucledsido difosfatos (GDP-glucurdénico, UDP-glucurénico, ADP-glucurénico, CDP-
glucurénico o TDP-glucurénico)

e fructosa-nucledsido difosfatos (GDP-fructosa, ADP-fructosa, CDP-fructosa, UDP-fructosa, TDP-
fructosa)
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e galacturénico-nucledsido difosfatos (UDP-galacturénico, GDP-galacturénico, CDP-galacturénico,
TDP-galacturénico o ADP-galacturdnico)

En el kit intervienen los siguientes elementos:
a. AGPPasa
b. 5’-nucleotidasa (o, alternativamente, fosfatasa alcalina)
c. tampdn
La determinacién de la cantidad de azucar-nucleésido difosfato presente en la muestra problema se
basa en la determinacién colorimétrica del ortofosfato liberado segin la siguiente reaccidon enzimatica

acoplada:

(muestra problema)
NDP-azucar _ azucar-P + NMP _ base + Pi
AGPPasa 5-nucleotidasa

La determinacién del ortofosfato (Pi) tiene lugar segin cualquiera de los miltiples métodos colo-
rimétricos disponibles en la bibliografia y en el mercado.

La determinacién de la cantidad de NDP-azicar en una muestra problema tendria lugar mediante la
elaboracién de un cocktail (1 ml) compuesto por:

> Muestra problema
1 U de AGPPasa
1 U de 5-nucleotidasa (o, alternativamente, 1 U de fosfatasa alcalina)

Tampén Mes o Hepes 50 mM pH 7.5

YV V VYV V¥V

Agua (hasta completar 1 ml)

Se incuba a 37°C durante 20 minutos y se determina la produccién del Pi liberado segin técnicas
convencionales. Como control negativo se puede utilizar un cocktail en el que falte la AGPPasa.
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REIVINDICACIONES

1. Producto enzimético de origen vegetal, denominado AGPPasa, con actividad enzimédtica ADP-
glucosa fosfodiesterasa, caracterizado por ser una fosfodiesterasa (EC 3.1.4) que cataliza la hidrélisis
del ADPG equimolarmente en G1P y AMP, no hidroliza moléculas con enlaces fosfomonoéster, no re-
quiere de efectores i6nicos de fosfodiesterasas, es capaz de hidrolizar bis-PNPP, se inhibe por molibdato,
arsenato y moléculas fosforiladas, su actividad no se ve afectada por agentes reductores y quelantes in-
hibidores de fosfodiesterasas, es sensible a pH ligeramente basico y es muy estable a pH entre 4 y 7.5, es
resistente a detergentes iénicos tipo SDS y a la accién de proteasas, y reconoce ademéds del ADPG otros
sustratos que poseen enlaces fosfodiéster, hidrolizandolos con una Km 4 a 5 veces superior a la del propio
ADPG.

2. Producto enziméatico segun la reivindicacién 1 caracterizado por no hidrolizar, entre otros, G1P,
G6P, AMP, 3-fosfoglicerato, AMPc, ni dcidos nucleicos.

3. Producto enzimético segin las reivindicaciones 1 y 2 caracterizado por no requerir como efecto-
res, entre otros cationes divalentes, al Magnesio, Manganeso o al Cobalto.

4. Producto enzimatico segun las reivindicaciones 1 a 3 caracterizado por ser inhibido por or-
tofosfato, pirofosfato inorgdnico, y ésteres de fosfato tales como, entre otros, AMP, ADP, ATP, o 3-
fosfoglicerato.

5. Producto enzimatico segun las reivindicaciones 1 a 4 caracterizado porque su actividad no es
afectada, entre otros, por el S-mercaptoetanol, EDTA, cisteina reducida o ascorbato.

6. Producto enzimatico segun las reivindicaciones 1 a 5 caracterizado por ser resistente, entre otras,
a Proteinasa K o Pronasa.

7. Producto enzimético segun las reivindicaciones 1 a 6 caracterizado por reconocer como sustratos,
entre otros, a la UDP-glucosa, GDP-glucosa, ADP-manosa o bis-PNPP.

8. Procedimiento de obtencién de un producto enzimético de origen vegetal con actividad ADP-
glucosa fosfodiesterasa caracterizado por someter a material de origen vegetal a una extracciéon de la
fraccién proteica por un tampdn, la filtracién del extracto, seguida de un procedimiento de purificacién
por sucesivas centrifugaciones y precipitaciones, con ajustes tanto del pH como de la fuerza iénica del
medio, incluyendo preferentemente un calentamiento de la proteina por encima de 60°C y enfriamiento
en hielo, y purificaciéon por filtracién en gel, isoelectroenfoque, electroforesis en gel desnaturalizante, u
otros medios equivalentes de purificacién de proteinas extraidas a partir de tejidos vegetales.

9. Procedimiento segtn la reivindicacién 8 que comprende los siguientes pasos: (1) homogenizacién
del tejido vegetal con un tampén de extraccion, por ejemplo, Mes 50 mM pH 6, EDTA 1 mM, DTT 2
mM, (2) filtracién a través de 4 capas de Miracloth® | (3) ultracentrifugacién a 100,000 g, (4) precipi-
tacién en sulfato amdénico de las proteinas del sobrenadante, (5) resuspensién del precipitado en tampén
de pH 4,2, (6) calentamiento durante al menos 15 minutos a una temperatura entre 60 y 65°C, seguido
de enfriamiento en hielo, (7) centrifugacién a 30.000 g, (8) concentracién de la proteina del sobrenadante
mediante precipitacién en sulfato amdnico y resuspensién a pH 6, y (9) purificacién por cromatografia
de filtracion en gel, isoelectroenfoque y electroforesis en gel desnaturalizante.

10. El producto enzimatico de las reivindicaciones 1 a 7 obtenible por el procedimiento de las reivin-
dicaciones 8 y 9.

11. Producto enzimético segun las reivindicaciones 1 a 7 o 10, caracterizado por ser resistente a
una temperatura de 65°C durante 30 minutos, y por presentar un peso molecular aparente determinado
por filtracién en gel en torno a 35-55 kDa, asi como por mostrar una K.,’ de la reaccién de 110, siendo
su AG’ de -2,9 kcal/mol, y su K,,, para ADPG de 0,5 mMolar.

12. Producto enzimatico segun las reivindicaciones 1 a 7 y 10 a 11, caracterizado por haber sido
aislado a partir de cualquier especie vegetal.

13. Uso del producto enzimatico de las reivindicaciones 1 a 7y 10 a 12 en la fabricacién de dispositivos
y/o composiciones de ensayo de aplicacién en la determinacién de aziicares-nucledsido difosfatos.

14. Dispositivo de ensayo para la determinacién de azicares-nucleésido difosfatos caracterizado
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porque incluye el producto enzimatico de las reivindicaciones 1 a 7 o 10 a 12, de tal modo que la deter-
minacién se basa en el azicar-1-fosfato liberado durante la reaccién catalizada por la AGPPasa.

15. Dispositivo de ensayo para la determinacién de azicares-nucleésido difosfatos caracterizado
porque incluye el producto enzimatico de las reivindicaciones 1 a 7 o 10 a 12, de tal modo que la deter-
minacién se basa en el nucleésido monofosfato producido durante la reaccién catalizada por la AGPPasa.

16. Dispositivo de ensayo segun la reivindicaciéon 14 caracterizado porque la determinacion se basa
en la glucosa-1-fosfato liberada, la cual es sometida al enzima fosfoglucomutasa para producir glucosa-
6-fosfato, que a su vez se hace reaccionar acopladamente con NADT o NADPY, por accién del enzima
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, obteniéndose 6-fosfogluconato y NADH o NADPH, determinables uno
u otro por métodos espectrofotométricos, o de otra naturaleza, convencionales.

17. Dispositivo de ensayo segun la reivindicaciéon 15 caracterizado porque la determinacion se basa
en el nucleésido-monofosfato, el cual es susceptible de liberar ortofosfato, ademés de la base correspon-
diente, por accién de un enzima como 5’nucleotidasa, siendo el ortofosfato facilmente determinable por
métodos convencionales, por ejemplo colorimétricos.

18. Dispositivo de ensayo segin reivindicaciones 14 y 15 caracterizado porque la determinacion se
basa en que el azucar-1-fosfato y el nucledésido-monofosfato son susceptibles de liberar ortofosfato por
accién de un enzima como fosfatasa alcalina o 5’nucleotidasa, siendo el ortofosfato facilmente determina-
ble por métodos convencionales, por ejemplo colorimétricos.
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