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DESCRIPCION

Mejoras introducidas en el objeto de la pa-
tente principal N° 200000271, sobre: “ADPglu-
cosa pirofosfatasa vegetal, alternativamente lla-
mada ADPglucosa fosfodiesterasa, procedimiento
de obtencién y su uso en la fabricacién de dispo-
sitivos de ensayo”.

Sector de la técnica al que se refiere la in-
vencion

La invenciéon descrita en ES 200000271 se re-
fiere al sector de la obtenciéon, purificaciéon y ca-
racterizacién de una isoforma soluble del enzima
ADPglucosa pirofosfatasa (AGPPasa), también
llamada ADPglucosa fosfodiesterasa, y a las apli-
caciones de este enzima en la determinacion de
niveles de azicares-nucledsidos. Se ha conseguido
ahora la obtencién de un cDNA que codifica para
la AGPPasa soluble. También se describe la puri-
ficacién y caracterizacién de una nueva isoforma
de AGPPasa asociada al granulo de almidén de
las plantas,

Estado de la técnica anterior

El almidén constituye la forma principal de al-
macenamiento de carbohidratos en los vegetales.
Se acumula en grandes cantidades en érganos ta-
les 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 in-
dustrias papelera, cosmética, farmacéutica y ali-
mentaria, y también se utiliza como componente
fundamental para la fabricacién de plasticos bio-
degradables y pinturas de bajo impacto medioam-
biental. Consecuentemente, el estudio de los pro-
cesos 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 uni-
versal de la biosintesis del almidén en tejidos de
reserva de la planta. Su concentracion en la célula
resulta determinante para la cantidad y calidad
del almidén producido por la planta. Las refle-
xiones acerca de los factores que gobiernan los
niveles end6genos de ADPG en la célula vegetal
han girado fundamentalmente en torno a sus en-
zimas sintetizadores, tales como la ADPGpirofos-
forilasa (AGPasa) y la Sacarosa sintasa (Preiss,
1988. “Biosynthesis of starch and its regula-
tion”. The Biochemistry of Plants. Vol. 14, Aca-
demic Press, New York, pp.182-249; Pozueta-
Romero, J., Perata, P., Akazawa, T. 1999.
“Sucrose-starch conversion in heterotrophic tis-
sues”. Crit. Rev. Plant. Sci. 18, 489-525) Sin
embargo, poco se ha investigado en relacién con
la maquinaria responsable de la degradacién de
este aztcar -nucledtido (Feingold, D.S., Avigad,
G. 1980. “Sugar trasnformation 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 en-
zimatica capaz de hidrolizar azicares-nucledtidos
tales como el ADPG (Melo, A., Glaser, L. 1966.
“Nucleotide diphosphate hexose pyrophosphata-
ses”. Biochem. Biophys. Res. Commun. 22, 524-
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531; Bessman, M. J., Frick, D.N., O’Handley,
S.F. 1996. “The MutT proteins or Nudix hydrola-
ses, a family of versatile, widely distributed hou-
secleaning enzymes”, J. Biol. Chem. 271, 25059-
25062; Rodriguez, P., Bass, S.T., Hansen,
R.G.1968. “A pyrophosphatase from mammalian
tissues specific for derivates of ADP”. Biochim.
Biophys. Acta. 167, 199-201; Gasmi, L., Cart-
wright, J.L.., McLennan, A.G. 1999. “Cloning,
expression and characterization of YSA1H, a hu-
man adenosine 5’-diphosphosugar pyrophospha-
tase 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 ES 200000271, sin embargo, se describe
la purificacién y aplicaciones de un producto
enzimatico de origen vegetal que denominamos
AGPPasa que cataliza la hidrélisis de pequenas
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 ne-
cesidad. La biosintesis del almidoén en la célula ve-
getal a partir del ADPG tiene lugar en el compar-
timento subcelular denominad pldstido. Tanto la
sintesis como la degradacién del ADPG se produ-
cen 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 pro-
cesos reguladores de los niveles de ADPG. Las
diferentes aplicaciones del almidén producido en
una planta estdn basadas en el balance de amilosa
y amilopectina, el cual determina la estructura
del granulo de almidén, asi como su viscosidad en
suspensiones acuosas. Tal proporcién de amilosa
y amilopectina depende de la concentracion de
ADPG en la célula vegetal. No se conoce hasta
el momento ningun procedimiento para regular
las caracteristicas del almidén producido en una
planta mediante el control de la degradacién de
ADPG, que el enzima descrito en la presente in-
vencion, puede proporcionar.

Las técnicas cromatograficas, por ultimo,
constituyen una poderosa herramienta de deter-
minacién de niveles de azicares-nucledsido difos-
fato (tales como los derivados de glucosa, ribosa,
manosa, galactosa, acido glucurdnico, fructosa y
acido galacturdénico) en extractos crudos de ori-
gen animal, vegetal o microbiano. Aunque de
uso muy generalizado, requieren una inversién im-
portante en equipamientos y en la preparacién
de las muestras problema. Lamentablemente, se
hace escaso uso de posibles métodos alternati-
vos que permitan la deteccién y cuantificacién de
azucares-nucleétidos de una manera simple y efi-
caz. El andlisis de los niveles en sangre, musculo
o higado de algunos de los azticares-nucledtidos
mencionados son importantes en clinica. Asi por
ejemplo, dado que el UDPglucosa es el precursor
del glucégeno en animales, el andlisis de los ni-
veles de esta molécula puede ser importante en
el estudio y el diagndstico de enfermedades rela-
cionadas con el metabolismo de los carbohidra-
tos como por ejemplo distintos tipos de diabetes.
Evidentemente, la posibilidad de analizar de ma-
nera simple y poco costosa los niveles de estas sus-
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tancias en una muestra constituye una alternativa
ventajosa respecto a las técnicas cromatograficas.
Estos problemas que se ponian de manifiesto en
el estado de la técnica fueron parcialmente resuel-
tos en ES 200000271. Ahora, con la mejoras in-
troducidas a la invencién en la presente adicién
a aquella patente, se ha conseguido secuenciar
parcialmente dos isoformas de AGPPasa; una so-
luble y otra asociada al granulo de almidén de
las plantas. Tras comparar los fragmentos se-
cuenciados de la isoforma soluble con las secuen-
cias disponibles en los bancos de datos, se con-
cluye que es una proteina perteneciente al grupo
de las germin-like cuya funcién se desconocia
hasta el momento (Vallelian-Bindschedler, L.,
Moésinger, E., Métraux, J-P., Schweizer, P.
1998. “Structure, expression and localization of
a germin-like protein in barley that is insolubi-
lized in stressed leaves”. Plant Mol. Biol. 37,
297-308; Hurkman, W.J., Tao, H.P., Tanaka,
C.K. 1991. “Germin-like polypeptides increase in
barley roots during salt stress”. Plant Physiol.
97, 366-374). El nimero de acceso de la proteina
germin-like de cebada disponible en el banco de
dato de la EMBL es: Y15962. La amplia distri-
bucién de la AGPPasa en el reino vegetal queda
demostrada tras La constatacién de la existen-
cia de secuencias nucleotidicas similares a las del
gen de la AGPPasa de cebada en especies ta-
les como arroz (nimero de accesién AB010876) y
Arabidopsis thaliana (ntimero de acceso U95034)
(Carter, C., Graham, R.A., Thornburg, R.W.
1998. “Arabidopsis thaliana contains a large fa-
mily of germin-like proteins: characterization or
¢DNA and genomic sequences encoding 12 unique
family members” Plant Mol. Biol. 38, 929-943).
Sumario de la invencién

Un objeto de las mejoras introducidas en la in-
vencion cubierta por ES 200000271 es optimizar
el método de obtencion de la enzima, mediante
nuevas etapas de purificacion de la misma. Otro
objeto es caracterizar la secuencia de aminoacidos
del enzima y el ¢cDNA que codifica para ella.
También se describe la purificacién y caracteri-
zacién de otra isoforma de AGPPasa cuya par-
ticularidad es la de estar asociada al granulo de
almidén.
Descripcion detallada de la invenciéon

Un objeto de ES 200000271 era, en primer
lugar, la obtencién de una isoforma soluble de
AGPPasa en forma sustancialmente pura, a par-
tir de tejidos vegetales, y su caracterizacion. Se
ha obtenido ahora la secuencia aminoacidica de
la AGPPasa soluble de cebada (Hordeum vulgare,
cv. Scarlett) y se ha contrastado con las disponi-
bles en las bases de datos, identificindose el gen
que la codifica y sintetizandose un cDNA com-
pleto que codifica para la misma. También se
describe ahora la purificacién y caracterizacion de
una isoforma de AGPPasa asociada al granulo de
almidén de tomate (Lycopersicon sculentum,).

Otro objeto de la invencién descrita en ES
200000271 es el procedimiento seguido para la
elaboracién de dispositivos o kits de determi-
nacién de azucares-nucledsido difosfatos basados
en el empleo del producto enzimético con acti-
vidad AGPPasa. Tal y como se ha explicado
en el Estado de la Técnica Anterior, el UDP-
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glucosa es el precursor del glucégeno en anima-
les, de modo que sus niveles en diversos tejidos y
6rganos (sangre, musculo, higado) estdn relacio-
nados con las diversas situaciones, patoldgicas o
no, del metabolismo glucidico. Por este motivo,
el disponer de kits para la determinacién senci-
lla, rapida y econémica de azicares nucléosidos
presenta un notable interés para la industria de
productos biomédicos, tanto de diagndstico como
de investigacion en fisiologia.

La obtencién y purificacién del producto ve-
getal con actividad enzimdatica AGPPasa objeto
de ES 200000271 puede hacerse a partir de cual-
quier tejido vegetal de cualquier especie, como
puede ser cualquier Monocotiledénea o Dicoti-
led6nea, como por ejemplo, cebada (Hordeum vul-
gare) trigo (Triticum aestivum), pimiento (Capsi-
cum annuum) tomate (Lycopersicon sculentum),
patata (Solanum tuberosum), Arabidopsis (Ara-
bidopsis thaliana), o arce (Acer pseudoplatanus
L.) por citar sélo algunos de los innumerables
ejemplos representativos de diferentes familias y
géneros.

El enzima vegetal objeto de la invencién des-
crita en ES 200000271 presenta diversas isofor-
mas en los tejidos vegetales de los que puede ob-
tenerse. La isoforma de extraccién mas senci-
lla es la que denominados soluble, mientras que
otras isoformas, que podemos denominar particu-
ladas, se encuentran intimamente adheridas a los
granulos de almiddn, de tal modo que para obte-
nerlas es preciso destruir el granulo hidrolizando
el almidon,

Obtencion y purificacion de una isoforma soluble
de AGPPasa

El método general de obtencién y purificacion
de la AGPPasa soluble vegetal descrito en ES
200000271 incluye los siguientes pasos, en los que
pueden admitirse pequenas variaciones que no
modifiquen sustancialmente el esquema general
del procedimiento de extraccién y purificacion, a
partir de cualquier tejido vegetal:

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

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

3. Ultracentrifugacién del homogeneizado fil-
trado.

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

5. Resuspensién del precipitado en tampoén de
pH 4,2.

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

7. Centrifugacion.

8. Concentraciéon del sobrenadante y purifi-
cacion de la proteina por cromatografia de
filtracion en gel. La actividad enzimaética
de la AGPPasa se detecta mediante la de-
teccién de la produccién de G1P y AMP
en muestras incubadas con ADPG. Pues
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bien, una de las mejoras introducidas en
el método descrito en ES 200000271 con-
siste en la utilizacién adicional, en la etapa
de purificacién de la enzima, de una cro-
matografia de intercambio catiénico. Asi-
mismo, otra de las mejoras consiste en la
introduccién de una nueva etapa de croma-
tografia en columnas de afinidad del tipo
Concanavalina A.

9. Isoelectroenfoque. La posiciondela AGPP-
asa puede determinarse facilmente de al-
guna de las siguientes maneras:

a) Elucién de la proteina y posterior de-
teccion de la produccion de GIP en
presencia de ADPG.

b) Incubacién del gel en una solucién con
bis -paranitrofenilfosfato (bis-PNPP)
y revelado en una solucién bésica
segun se describi6 por Nishimura y Be-
evers (Nishimura, M., Beevers, H
1978. Plant Physiol. 62, 44-48).

10. Separacién por electroforesis de la proteina
en gel desnaturalizante en un sistema de
tampones neutros o ligeramente acidos ta-
les como el, NuPAGE 4-12 % Bis-Tris (No-
vex, San Diego, California). La posicién de
la AGPPasa puede determinarse facilmente
de alguna de las siguientes maneras:

a) Elucién de la proteina y posterior de-
teccion de la produccion de GIP en
presencia de ADPG.

b) Incubacién del gel en una solucién con
bis-PNPP y revelado en una solucién
basica.

Obtencion y purificacion de una isoforma de
AGPPasa adherida al granulo de almiddn

El método general de obtencién y purificacion
de la AGPPasa particulada vegetal incluye los si-
guientes pasos, en los que pueden admitirse pe-
quenas variaciones que no modifiquen sustancial-
mente el esquema general del procedimiento de
extracciéon y purificacién, a partir de cualquier
tejido vegetal:

1: Homogeneizacién del tejido vegetal con un
tampén de extraccion.

2: Filtracién a través de cuatro capas de
Miracloth® .

3: Centrifugacion del homogeneizado filtrado
a 20000 g.

4: Resuspensién del precipitado en un tampén
con 3 % Triton X-100.

5: Centrifugacion a 20.000 g.

6: Resuspensién del precipitado en un tampén
con MgCly, 200 mM o bien con enzimas
hidroliticos del almidén tales como la a-
amilasa, f-amilasa y amiloglucosidasa.
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7: Concentraciéon del sobrenadante obtenido
tras centrifugacion a 20000 g y purificacién
de la proteina por cromatografia de fil-
tracién en gel y por cromatografia de in-
tercambio i6nico. La actividad enzimética
de la AGPPasa se detecta mediante la de-
teccién de la produccién de G1P y AMP en
muestras incubadas con ADPG.

8: Isoelectroenfoque. La posicién de la AGPP-
asa puede determinarse facilmente de al-
guna de las siguientes maneras:

a) Elucién de la proteina y posterior de-
teccion de la produccion de GIP en
presencia de ADPG.

b) Incubacién del gel en una solucién con
bis -paranitrofenilfosfato (bis-PNPP)
y revelado en una soluciéon bésica
segun se describi6 por Nishimura y Be-
evers (Nishimura, M., Beevers, H.
1978. Plant Physiol. 62, 44-48).

9: Separacién por electroforesis de la proteina
en gel desnaturalizante en un sistema de
tampones neutros o ligeramente acidos ta-
les como el NuPAGE 4-12% Bis-Tris (No-
vex, San Diego, California). La posicién de
la AGPPasa puede determinarse facilmente
de alguna de las siguientes maneras:

a) Elucién de la proteina y posterior de-
teccion de la produccion de GIP en
presencia de ADPG.

b) Incubacién del gel en una solucién con
bis-PNPP y revelado en una solucién
béasica.

Identificacion del producto con actividad en-
zimdatica AGPPasa

El producto enzimético obtenido por los pro-
cedimientos arriba descritos, u otros equivalentes,
se identifica mediante los siguientes patrones fun-
cionales:

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

B Ademéas del ADPG, reconoce pequenas
moléculas que poseen enlaces fosfodiéster,
tales como el UDP-glucosa, GDP-glucosa,
GDP-manosa, ADP-manosa, bis-PNPP y
otros de estructura similar, cuya hidrélisis
tiene lugar con menor eficacia que con el

ADPG.

B No hidroliza moléculas con enlaces fosfo-
monoéster tales como la G1P, G6P, AMP,
3-fosfoglicerato, y otras similares. Tampoco
hidroliza AMP ciclico ni dcidos nucleicos de
larga cadena tales como ADN o ARN, que
son substratos de otras fosfodiesterasas des-
critas en la literatura.

B A diferencia de pirofosfatasas de ADP-
azicares (EC 3.6.1.13, EC 3.6.1.21) descri-

tos en bacterias y animales y a diferencia



7 ES 2 164 609 B1 8

de otras fosfodiesterasas (EC 3.1.4), sus re-
querimientos iénicos son reducidos, por lo
que puede trabajar en ausencia de iones de
Magnesio, Manganeso, Cobalto, y otros ca-
tiones divalentes.

B A diferencia de las pirofosfatasas de azicar-

nucleésidos difosfatos de bacterias y anima-
les, la AGPPasa hidroliza bis-PNPP.

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

B Se inhibe fuertemente por molibdato y ar-
senato.

B Es resistente a detergentes idnicos tales
como el SDS (dodecilsulfato sédico).

B Es resistente ala accién de una amplia gama
de proteasas, como Proteinasa K y Pronasa
(Boehringer).

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

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

Obtencion de un cDNA completo que codifica para
la AGPPasa soluble

Conocida la secuencia aminoacidica de la
AGPPasa se contrasté con otras existentes en los
bancos de datos. Ello permitié identificar el gen
que codifica para la AGPPasa. El conocimiento
de la secuencia nucleotidica del gen que codifica
para la AGPPasa permitié la creacién de dos ce-
badores especificos del gen de la AGPPasa. Ha-
ciendo uso de estos cebadores se amplificé por
métodos convencionales de RT-PCR un cDNA
completo que se introdujo en un plasmido pSK
Bluescript (Stratagene) el cual fue amplificado en
la bacteria hospedadora XL1 Blue.

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

Los kits disenados para la determinacién de
azucares-nucledsido difosfatos estan basados en la
accion del producto con actividad AGPPasa sobre
enlaces fosfodiéster de pequenias moléculas que,
tras ser hidrolizadas, dan lugar a otras moléculas
de facil deteccién y cuantificacién.

Las dos estrategias més convenientes para la
elaboracién de estos kits parten de la hidrdlisis
del azicar-nucledsido difosfafo mediante el en-
zima objeto de la presente invencién, esto es,
AGPPasa, produciendo cantidades equimolares
de azucar-1-fosfato y del correspondiente nu-
cleésido monofosfato. A partir de aqui puede
plantearse la determinacién a partir del azicar-1-
fosfato, o bien a partir del nucleésido monofosfato
producidos, segun se especifica a continuacion:

B En el caso de que el azicar-1-fosfato sea
glucosa-1-P (G1P), se somete dicho com-
puesto a la accién del enzima fosfogluco-
mutasa rindiendo glucosa-6-fosfato, que a
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su vez puede hacerse reaccionar acopla-
damente con NAD™ por accién del en-
zima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, ob-
teniéndose 6-fosfogluconato y NADH, facil-
mente determinable.

B En el caso de que el aziucar-1-fosfato no sea
G1P, la determinacién del azucar-1-fosfato
y del nucleésido monofosfato tiene lugar me-
diante determinacién colorimétrica del or-
tofosfato (Pi) producido tras la hidrélisis de
estos compuestos con fosfatasa alcalina. Al-
ternativamente, se puede utilizar como en-
zima, acoplador la 5’nucleotidasa la cual hi-
drolizara el nucledsido monofosfato en can-
tidades equimolares del nucledsido corres-
pondiente y Pi. El Pi liberado en cualquiera
de los dos casos resulta facilmente cuantifi-
cable por métodos colorimétricos conocidos.

Ejemplos de realizaciéon de la invencién

Se describe a continuacién un ejemplo en el
que se muestra detalladamente el procedimiento
de obtencién 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 cual-
quier otro tejido vegetal, para obtener las corres-
pondientes isoformas solubles con la actividad en-
zimatica descrita. Una de las mejoras introduci-
das en la invencion descrita en ES 200000271 es la
utilizacién de la AGPPasa para la produccién de
kits (dispositivos de ensayo) de determinacién de
azucares-nucleétidos y la obtencién de un cDNA
completo que codifica para la AGPPasa soluble.
Ejemplo 1
AGPPasa soluble obtenida a partir de hojas de
cebada

Ezxtraccion 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 filtr6 a través de cuatro ca-
pas de Miracloth, se centrifugé a 100.000 g du-
rante 30 minutos y el sobrenadante se ajust6 al
50% de sulfato aménico. El precipitado obte-
nido 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 cen-
trifugado a 30.000 g durante 20 minutos. Las
proteinas del sobrenadante se precipitaron me-
diante sulfato amodnico 50 %, y se resuspendie-
ron en 5,7 mL de Mes 50 mM pH 6. La mues-
tra se sometié a continuacién a filtracién en gel
en columna Superdex 200 (Pharmacia LKB Bio-
technology, Uppsala, Suecia) preequilibrada con
Mes pH 6 y NaCl 150 mM. La elucién se efectud
con el mismo tampdén. La mejora opcional con-
siste en una purificacién posterior en columna
de intercambio catiénico tipo Mono S HR 5/5
(Pharmacia, Uppsala, Suecia) y columna de afini-
dad tipo Con A Sepharose SAmersham Pharma-
cia Biotech, Uppsala, Suecia). Las fracciones con
actividad AGPPasa se juntaron y concentraron.
Las proteinas se separaron electroforéticamente
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en un sistema de geles NuPAGE 4-12 % Bis-Tris
(Novex, San Diego, California).
Ejemplo 2
AGPPasa particulada obtenida a partir de peri-
carpo de frutos de tomate

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
(30 Kg) se homogeneizé con 30 L de tampdn de
extraccién (HEPES 50 mM pH 7, EDTA 1 mM,
DTT 2 mM) empleando un Waring Blender. El
homogeneizado se filtré a través de cuatro capas
de Miracloth, se centrifugd a 20.000 g durante 30
min. El precipitado se resuspendié en 1.5 L de
tampén de extraccién con 3% de Triton X-100.
La suspensién se centrifugd a 20.000 g durante 30
min tras lo cual el sedimento se resuspendié en
0,54 L de tampén de extracciéon con MgCly (200
mM) o bien con a-amilasa (100 unidades/mL),
(-amilasa (100 unidades/mL) y amiloglucosidasa
(15 unidades/mL). Tras una hora de agitacién,
la suspensién se centrifugé durante media hora a
20.000 g y el sobrenadante se dializ6 frente a HE-
PES 10 mM pH 7, y MgCl, 10 mM. La muestra
dializada se liofiliz6 y se resuspendié con agua a
un volumen final de 60 mL. La muestra se sometio
a continuacion a filtracién en gel en columna Su-
perdex 200 (Pharmacia LKB Biotechnology, Upp-
sala, Suecia) preequilibrada con HEPES pH 7 y
NaCl 150 mM. La elucion se efectué con el mismo
tampon. Las fracciones que mostraban actividad
AGPPasa fueron sometidas a un posterior paso de
purificacién en columna de intercambio aniénico
tipo Mono Q (Pharmacia, Uppsala, Suecia). Las
fracciones con actividad AGPPasa se juntaron y
concentraron. Las proteinas se separaron elec-
troforéticamente 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 enzimaticas se desarrollaron a 37°C.
Las determinaciones de actividades AGPPasa se
realizaron utilizando la determinacién espectro-
fotométrica de G1P en dos pasos descrita por
Sowokinos (1981) (Sowokinos, 1981, Plant Phy-
siol. 68, 924-929). La mezcla de reaccién con-
tenia Hepes 50 mM pH 7, la cantidad especifi-
cada de ADPG y el extracto proteico en un vo-
lumen total de 50 microlitros. Todos los ensa-
yos se realizaron frente a blanco de ADPG. Tras
20 minutos de incubacién, la reacciéon se detenia
mediante ebullicién en bano seco durante 2 mi-
nutos. La mezcla se centrifugaba a 20.000 g du-
rante 5 minutos y se recuperaba el sobrenadante,
En el segundo paso, se determinaba G1P espec-
trofotométricamente en 300 microlitros de mezcla
conteniendo Hepes 50 mM pH 7, EDTA 1 mM,
MgCl, 2 mM, KCI 15 mM, NADT 0,6 mM, una
unidad de fosfoglucomutasa y otra de glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa de Leuconostoc mesente-
roides, y 30 microlitros del sobrenadante resul-
tante del paso uno. Tras 20 minutos de incu-
bacién, la produccién de NADH se monitorizé a
340 nm utilizando un espectrofotémetro Multis-
kan EX (Labsystems). Fue despreciable la canti-
dad de NADH producida por cualquier extracto
proteico en ausencia de ADPG en el paso uno.

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

Las tabla 1 y 2 presentadas a continuacién
reflejan la purificacién de la AGPPasa soluble a
partir de hojas de cebada y la AGPpasa particu-
lada a partir de pericarpo de tomate, respectiva-
mente. La unidad (U) se define como la cantidad
de enzima que cataliza la produccién de 1 pmol
de producto por minuto.

TABLA 1
Volu-| Pro- | Acti- | Activi- | Puri- | Ren-
men | teina | vidad | dad es- | fica- | di-
total | total | total | pecifica | cién |mien-
(ml) | (mg) | (mU) |(mU/mg| (fac- | to
proteina)| tor) | (%)
Extracto
crudo 560 |5107,8(105000| 20,6 - 100
Sobrena-
dante
100000 x
g 520 |3436,7(100500| 29,2 1,4 | 95,7
Sulfato
amonico
50 % 520 | 748,6 | 97500 | 130,2 6,3 | 92,8
PH 4,2/
62°C 520 | 24,9 [ 90500 | 3634 |176,4| 86,2
Sulfato
amonico
50 % 57 | 81 |47300| 5839 |283,4| 45,0
Superdex
200 1,7 | 1,3 |30200| 23230 [1127,6| 28,7
NuPAGE-
SDS
Electro-
foresis 1,7 10,026 | 30000 | 1161500 | 56350 | 28
TABLA 2
Volu- | Pro- | Acti-| Acti- |Puri-| Ren-
men |teina|vidad| vidad | fica- | di-
total | total | total | espe- cién | mien-
(L) |(mg)|(mU)| cifica | (fac-| to
(mU/mg | tor) | (%)
proteina)
Extracto
crudo 45 6000 51000 2,8 1 100
Sedimento
20000 x g | 1,5 | 1860 |36000 19,3 6,9 70
Sedimento
Triton 0,54 1680 |36000| 21,4 7,6 70
Sobrenad.
MgCls 0,54 | 750 {30000 40 14,2 | 58
Superdex
200 0,13 | 36 | 8100 225 80,3 | 16
Mono-Q {0,057 | 1,5 | 100 66 23,6 | 0,2
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Identificacion del producto con actividad en-
zimdtica obtenido

El producto con actividad AGPPasa asi obte-
nido cumple las siguientes caracteristicas:

B Tanto la AGPPasa soluble como la parti-
culada son fosfodiesterasas que catalizan la
hidrélisis del ADPG produciendo cantida-
des equimolares de G1P y AMP.

B Ademés del ADPG, ambas isoenzimas reco-
nocen otras moléculas de pequemnio tamano
que poseen enlaces fosfodiéster, tales como
el UDP-glucosa, GDP-glucosa, bis-PNPP y
otros de estructura similar,

B No hidrolizan moléculas con enlaces fosfo-
monoéster tales como la G1P, G6P, AMP,
3-fosfoglicerato, y otras similares. Tampoco
hidrolizan AMP ciclico ni 4cidos nucleicos
tales como ADN y ARN, que son substra-
tos de otras fosfodiesterasas descritas en la
literatura.

B Sus requerimientos idnicos son reducidos,
por lo que pueden trabajar en ausencia de
iones de Magnesio, Manganeso, Cobalto, y
otros cationes divalentes, que son efecto-
res fundamentales para el funcionamiento
de otras fosfodiesterasas descritas en la li-
teratura.

B A diferencia de las pirofosfatasas de azicar-
nucleésidos difosfatos de bacterias y anima-
les, ambas isoformas de AGPPasa hidroli-
zan bis-PNPP.

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

B Se inhiben fuertemente por molibdato y ar-
senato.

B Son resistentes a detergentes idnicos tales
como el SDS (dodecilsulfato sédico).

B Son resistentes a la accién de una amplia
gama de proteasas, como Proteinasa K y
Pronasa (Boehringer).

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

B Son sensible a pH ligeramente béasico y son
muy estables a pH entre 4 y 7, S. Esta carac-
teristica es una de las que convierten a am-
bas isoformas de AGPPasa en enzimas to-
talmente diferentes a la mayoria de las fos-
fodiesterasas descritas en la literatura, dado
que éstas ultimas son estables y activas en
pHs ligeramente basicos.

B Constante de Michaelis-Menten (K,,) para
ADP-glucosa, de 0,5 mMolar, la cual es
unas cuatro a cinco veces inferior a la
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K., correspondiente a otros substratos azi-
cares-nucle6tidos como por ejemplo ADP-
ribosa, UDP-glucosa o similares.

Algunas de las caracteristicas particulares de
la AGPPasa soluble son:

B La AGPPasa soluble es resistente a una
temperatura de 65°C durante 30 minutos,
y puede ser caracterizada por los siguientes
datos:

B Peso molecular aparente medido por fil-
tracién en gel, en torno a 35-55 kDa.

m K.,  de la reaccién de 110.

B Incremento de Energia Libre estdndar (AG’)
de -2,9 kcal/mol.

B En la presente adicion a ES 200000271, la
caracterizacion de la secuencia de aminoa-
cidos nos permite conocer otra serie de ca-
racteristicas, como son:

B Es una glicoproteina.

B Peso molecular aparente de la proteina pu-
rificada en geles desnaturalizantes, en torno
a 20 kDa.

B Las secuencias aminoacidicas obtenidas me-
diante la degradaciéon de Edman son:

- Extremo N-terminal: SEQ ID NO: 1

- Secuencias internas (obtenidas tras la
hidrélisis parcial de la AGPPasa con
tripsina): SEQ ID NO: 2y 3

Algunas de las caracteristicas particulares de
la AGPPasa particulada son:

B Peso molecular medido por filtracién en gel
en torno a 400-500 kDa.

B Peso molecular aparente en gel. desnatu-
ralizante de los péptidos que componen la
AGPPasa particulada: 40 kDa (péptido 1),
45 kDa (péptido 2) y 70 kDa (péptido 3).

B Las secuencias aminoacidicas obtenidas me-
diante la degradaciéon de Edman son:

- Extremo N-terminal:
- Péptido 1: SEQ ID NO: 4
- Péptido 2: SEQ ID NO: 5
- Péptido S: SEQ ID NO: 6

Ejemplo 3
Obtencion de un cDNA completo que codifica para
la AGPPasa soluble

El conocimiento de la secuencia nucleotidica
del gen que codifica para la AGPPasa de cebada
permitié la creacion de dos cebadores especificos
del gen de la AGPPasa cuyas secuencias son, en
sentido 5’- 3’, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8.
Haciendo uso de estos cebadores se amplificé por
métodos convencionales de RT-PCR, un cDNA
completo que se introdujo en un plasmido pSK
Bluescript (Stratagene) el cual fue amplificado en

7
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la bacteria hospedadora XL1 Blue. El peso mo-
lecular del péptido deducido del cDNA es de 19.5
kDa. La secuencia del cDNA es SEQ ID NO: 9.
Ejemplo 4
Productos con actividad AGPPasa a partir de di-
versos vegetales

El enzima AGPPasa muestra una muy amplia
difusion entre los vegetales, de modo que el pro-
ducto 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) obteni-
das en varias Monocotiledéneas y Dicotiledéneas.

TABLA 11
Actividad
especifica
(mU/mg
proteina)
(+ADPG)
Monocotiledoneas

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

Ejemplo 5
Elaboracion de kits enzimdticos de determinacion
de glucosa-nucledsido difosfatos

Para la determinacion 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

Fosfoglucomutasa (PGM)

d. G6P deshidrogenasa (G6PDH)

o

e. Tampdn

La determinacion de la cantidad de glucosa-
nucledsido difosfato presente en la muestra pro-
blema se basa en la determinacién espectrofo-
tométrica del NADH producido segin la siguiente
reaccion acoplada:

(muestra problema)
NDP-glucosa— NMP + G1P ——
AGPPasa PGM
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NAD+ NADH

— G6P —— 6-fosfogluconato
PGM G6PDH

La determinacién de la cantidad de NDP-
glucosa en una muestra problema tendria lugar
mediante la elaboracién de un cocktail cuya com-
posicién serfa (para 1 ml):

B Muestra problema
1 U de AGPPasa
1 U de PGM

1 U de G6PDH
0.6 mM NAD

|
|
|
|
B Tampén Mes o Hepes 50 mM pH 7
|

Agua (hasta completar 1 ml)

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

Ejemplo 6

Elaboracion de kits enzimdticos de determinacion
de nucledsido difosfatos de azicares distintos a
glucosa

Se preparan kits de determinacién de los si-
guientes azicares-nucleésido difosfatos:

W ribosa-nucledsido difosfatos (ADP-ribosa,
GDP-ribosa, UDP-ribosa, CDP- ribosa o
TDP-ribosa)

B manosa-nucledsido difosfatos (ADP-mano-
sa, GDP-manosa, TDP-manosa, UDP-ma-
nosa o CDP-manosa)

B galactosa-nucleésido difosfatos (ADP-galac-
tosa, GDP-galactosa, UDP-galactosao CDP
-galactosa)

B glucurénico-nucledsido difosfatos (GDP-glu-
curénico, UDP-glucurénico, ADP-glucuré-
nico, CDP-glucurénico o TDP-glucurénico)

B fructosa-nucleésido difosfatos (GDP-fruc-
tosa, ADP-fructosa, CDP-fructosa, UDP-
fructosa, TDP-fructosa)

B galacturénico-nucleésido difosfatos (UDP-
galacturénico, GDP-galacturénico, CDP-
galacturénico, TDP-galacturénico o ADP-
galacturénico)

En el kit intervienen los siguientes elementos:
a. AGPPasa

b. 5-nucleotidasa (o, alternativamente, fosfa-
tasa alcalina)

c. tampon

La determinacién de la cantidad de aztcar-
nucledsido difosfato presente en La muestra pro-
blema se basa en la determinacién colorimétri-
ca del ortofosfato liberado segin la siguiente
reaccion enzimatica acoplada:
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(muestra problema)
NDP-azticar —— aztcar-P + NMP ——
AGPPasa

——— > base + Pi
5’-nucleotidasa

La determinacién del Pi tiene Lugar segin
cualquiera de los multiples métodos colorimétri-
cos 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:
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B Muestra problema
B 1 U de AGPPasa

B 1 U de 5’-nucleotidasa (o, alternativamente,
1 U de fosfatasa alcalina)

B Tampén Mes o Hepes 50 mM pH 7.5

B 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. Mejoras introducidas en el objeto de la pa-
tente principal N°. 200000271 sobre: “ADPglu-
cosa pirofosfatasa vegetal, alternativamente lla-
mada ADPglucosa fosfodiesterasa, procedimiento
de obtencién y su uso en la fabricacién de dispo-
sitivos de ensayo”; caracterizadas por compren-
der dos isoformas del enzima, una soluble y otra
asociada a los granulos de almiddn existentes en
vegetales.

2. Mejoras segun la reivindicacién 1 carac-
terizadas porque la isoforma soluble contiene en
su secuencia al menos uno de los fragmentos poli-
peptidicos representados en SEQ ID NO: 1, SEQ
ID NO: 2 0o SEQ ID NO: 3.

3. Mejoras segun las reivindicaciones 1 y 2 ca-
racterizadas por obtenerse un cDNA completo,
representado por SEQ ID NO 9, mediante de dos
cebadores obtenidos a su vez a partir de las re-
giones 5’ y 3’, representados por SEQ ID NO: 7
y SEQ ID NO: 8 respectivamente, del gen que
codifica para la AGPPasa.

4. Mejoras segun la reivindicacién 1, caracte-
rizadas porque la isoforma asociada al almidén
presenta un peso molecular nativo determinado
por filtracién en gel de 400-500 kDa, y tiene una
K,, para ADPG en torno a 0,5 mM.

5. Mejoras segun las reivindicaciones 1 y 4
caracterizadas porque la isoforma asociada a
almidén contiene en su secuencia al menos uno
de los fragmentos polipeptidicos representados en
SEQ ID NO 4, SEQ ID NO: 5 y/o SEQ ID NO: 6.
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6. Mejoras segun las reivindicaciones 1, 4 y
5 caracterizadas porque la isoforma asociada a
almidén se aisla mediante un procedimiento de
obtencién caracterizado por someter al material
de origen vegetal a una extraccién de la fraccién
proteica por un tampon, seguido de sucesivas cen-
trifugaciones y precipitaciones, con ajustes tanto
del pH como de la fuerza iénica del medio, isoe-
lectroenfoque, filtracion en gel, cromatografia de
intercambio iénico y electroforesis en gel desna-
turalizante u otros medios equivalentes de purifi-
cacion de proteinas extraidas a partir de tejidos
vegetales.

7. Mejoras segun La reivindicacién 6 que com-
prende los siguientes pasos: (1) homogeneizacién
del tejido vegetal con un tampén de extraccién,
por ejemplo HEPES 50 mM pH 7, EDTA 1 mM,
DTT 2 mM, (2) filtracién a través de 4 capas
de Miracloth, (3) centrifugacién a 20.000 g, (4)
resuspensién del sedimento en tampoén de ex-
traccién con 3% Triton X-100, (5) centrifugacién
a 20.000 g, (6) tratamiento con 200 mM MgCl,
o con enzimas hidroliticas de almidén, (7) cen-
trifugacién a 20.000 g, (8) concentracién de las
protefnas, (9) purificaciéon por cromatografia de
filtracion en gel, intercambio idnico, isoelectroen-
foque y electroforesis en gel desnaturalizante.

8. Mejoras segun las reivindicaciones 1 a 5
caracterizadas por el uso de ambas o cualquiera
de las isoformas en la elaboracién de dispositivos
de ensayo enziméatico para determinar nucledsidos
difosfatos de azticares.
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<110> UNIVERSIDAD DE NAVARRA

<120> Mejoras introducidas en el objeto de la patente principal N° 200000271, sobre: “ADPglucosa piro-
fosfatasa vegetal, alternativamente llamada ADPglucosa fosfodieste-rasa, procedimiento de obtencién y su
uso en la fabricacién de dispositivos de ensayo”

<130> P-99450

<160> 9

<210>1

<211> 20

<212> Péptido

<213> Hordeum vulgare cv. Scarlett

<220>

<223> Extremo N-terminal de AGPPasa soluble

<400>
Leu Thr Gln Asp Phe Cys Val Ala Asp Leu Thr Cys Ser Asp Thr
5 10 15
Pro Ala Gly Tyr Pro
20
<210> 2
<211>5

<212> Péptido

<213> Hordeum vulgare cv. Scarlett

<220>

<223> Secuencia triptica de AGPPasa soluble

<400>

Lys Thr Leu Tyr Lys
5

<210> 3

<211> 8

<212> Péptido

<213> Hordeum vulgare cv. Scarlett

<220>

<223> Secuencia triptica de AGPPasa soluble

<400>

Lys Ser Val Leu Gly Gly Ser Gly
5

<210> 4

<211> 30

<212> Péptido
<213> Lycopersicon sculentum
<220>

<223> Fragmento del extremo N-terminal obtenido mediante degradacién de Edman de la AGPPasa parti-
culada

11
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<400>

Lys Cys Leu Glu Gln Cys Phe Cys Tyr Tyr Ser Ala Asp Asp Gly
5 10 15
Ser Lys Asp Asp Tyr Lys Asp Ile Gln Ala Ser Gly Ala Tyr Val
20 25 30

<210> 5

<211> 20

<212> Péptido

<213> Lycopersicon sculentum
<220>

<223> Fragmento del extremo N-terminal obtenido mediante degradacién de Edman de la AGPPasa parti-
culada

<400>
Lys Val Glu Val Cys Glu Ile Asn Leu Lys Leu Leu Tyr Cys Ala
5 10 15
Asn Gly Ala Lys Phe
20
<210> 6
<211> 20

<212> Péptido
<213> Lycopersicon sculentum
<220>

<223> Fragmento del extremo N-terminal obtenido mediante degradacién de Edman de la AGPPasa
particulada

<400>

Lys Tyr Met Val Tyr Cys Thr Ser Gln Gly Ile Val Ser Gly Lys
5 10 15

Leu Asn Val His Leu
20

<210> 7

<211> 30

<212> ADN

<213> Hordeum vulgare cv. Scarlett
<220>
<223> Cebador de la regidén 5’ de la AGPPasa soluble

<400>
gccatggccaacgcaatgttgetccctgte 30

<210> 8

<211> 24

<212> ADN

<213> Hordeum vulgare cv. Scarlett

<220>

<223> Cebador de la regidén 3’ de la AGPPasa soluble

12
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<400>

ccgacacgctgacaccacgacgacc 24

<210> 9

<211> 233

<212> ADN

<213> Hordeum vulgare cv. Scarlett
<220>

<223> cDNA soluble

<400>

gta gca agc cat ggc caa cgc aat gtt gct 30
ccc tgt cct cat ctc ctt cct cgt cct gec 60
ctt ctc cgc cat ggc cct gac cca gga ctt 90
ctg cgt cgc cga cct gtc ctg cag cga cac 120
gcc gge ggg gta ccc gtg caa gac cgg cgt 150
cgg cgc ggg gga ctt cta cta cca cgg tct 180
Ccgc cgc cgc ggg caa cac cag caa cct cat 210
caa ggc ggt cgt aac ccc ggc ctt cgt cgg 240
cca gtt ccc cgg cgt gaa cgg gct cgg cat 270
ctc cgc ggc gag gct cga cat cgc cgt ggg 300
cgg cgt cgt gcc gat gca cac cca ccc ggc 330
cgc ctc tga gct cct ctt cgt cac cga ggg 360
cac cat ctt ggc ggg ctt cat cag ctc ctc 390
ctc caa cac cgt gta cac caa gac gct cta 420
caa ggg cga cat cat ggt gtt ccc cca ggg 450
cct gct cca cta cca gta caa cgg tgg cag 480
ctc cgc ggc ggt agc gect cgt tge gtt cag 510
cgg ccc caa ccc agg cct cca gat cac tga 540
cta cgc gct ctt cgc caa caa cct gcc atc 570
cgc cgt cgt tga gaa ggt cac ctt ctt gga 600
cga cgc gca ggt gaa gaa gct caa gtc cgt 630
gct cgg cgg cag cgg cta att aag cag ttc 660
tca gca aag gtc gtc gtg gtg tca gcg tgt 690
cgg 693
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