
REVISTA ESPAfiOLA DE FISIOLOGIA, 42, 29-36. 1986

Purification y propiedades de purin nucleosido fosforilasas
de higado de ave

J. C. Manzanero, M. Mora y J. Bozal

Departamento de Bioquimica
Facultad de Quimica

Universidad de Barcelona
08028 Barcelona

(Recibido el 28 de febrero de 1985)

J. C. MANZANERO, M. MORA and J. BOZAL. Chicken and Pigeon Liver PNPases.
Rev. esp. Fisiol., 42, 29-36. 1986.

Chicken and pigeon liver PNPases differ in their isoelectric points (5.40 and
5.15), in their molecular weights (125,000 ± 5,000; 78,000 zt 5,000, determined on
Sephadex G-200) and in their subunit molecular weight (62,000±10%; 75,000±10%,
determined by sodium dodecil sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis). The related
molecular weights show a dimeric structure for the chicken liver enzyme and a
monomeric structure for the pigeon liver enzyme. Activation energies are similar but
differ in AH values. Both PNPases are irreversibly inactivated by p-chloromercuri-
benzoate and 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) when incubated with these reagents;
inactivation can be reverted totally or partially by dithiothreitol and 2-mercapto-
ethanol.

Key words: Purine nucleoside phosphorylase, Structure, Subunits, Tiol groups.

La purin nucleosido fosforilasa cata-
liza, reversiblemente, la fosforolisis y la
arsenolisis de los nucleosidos purinicos;
puede intervenir, por ello, en las rutas
de degradation y de recuperation de las
purinas y determinar su nivel intracelu-
lar y el de metabolites relacionados.

La PNPasa purificada de eritrocitos
humanos (1, 11, 15) y las de higado de

♦ Abrcviaturas: PNPasa, Purin nucleosido
fosforilasa; 1-P-R, 1-Fosfato-a-D-ribosa; Pi,
Fosfato inorganico (H:PO<"); PCMB, p-Cloro-
mercuribenzoato; DTNB, Acido 5,5'-ditiobis-
(2-nitrobenzoico); DTT, Ditiotreitol, 2-ME,
2-Mercaptoetanol.

conejo (14) y de polio (7, 18) difieren
en magnitud molecular y en el numero
de subunidades; asi, la de eritrocitos hu­
manos se describe como un trimero con
subunidades de peso molecular 30.000
(21, 26), mientras que la de enterobac-
terias (PM = 140.000) consta de seis
subunidades de peso molecular 26.000
(8) y la de Bacillus cercus es un tetra-
mero (6).

La importancia de los grupos —SH
en la actividad de la PNPasa de mamt-
feros ha sido indicada por diversos auto-
res (2, 14, 22, 25). En la PNPasa cris-
talizada de eritrocitos humanos reaccio-
nan 12 moles de PCMB o DTNB por 
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mol de eiizima y se consigue la inactiva­
tion total con 4-5 moles de PCMB (2,
22). La reaction con DTNB difiere de
la indicada con PCMB; asi, cuando el
enzima nativo se incuba con DTNB solo
reaccionan 4-5 grupos — SH por mol de
enzima, pero la PNPasa desnaturalizada
con SDS al 1 ■%, al reaccionar con
DTNB, muestra 11-12 grupos —SH
por mol de enzima (2). Por otra parte,
la hipoxantina, la adenina y la inosina
protegen parcialmente a los grupos —SH
de la PNPasa de su reacci6n con DTNB,
mientras que el 1-P-R y el Pt son inefec-
tivos (12).

En el presente trabajo se describe la
purification de las PNPasas de hfgado
de polio y de pichon y se determinan al-
gunas caracteristicas fisioquimicas y es-
tructurales del enzima de ambas proce-
dencias y su comportamiento con PCMB
y con DTNB.

Material y Metodos

Los sustratos de la PNPasa han sido:
Inosina, Hipoxantina y 1-P-R (Boehrin­
ger) y dihidrogenofosfato de sodio
(Merck). Como inhibidores, activadores
y disgregantes se han utilizado PCMB
(Fluka), DTNB (Calbiochem), 2-ME y
SDS (Merck) y DTT (Sigma).

En las separaciones cromatograficas se
han empleado DEAE-celulosa‘(Watman-
DE-23) y DEAE-sephadcx y Sephadex
G-200 (Pharmacia).

Los geles de poliacrilamida utilizados
en las clectroforesis se han preparado
con acrilamida y NjN'-metilenbisacril-
amida (Eatsman-Kodak), dimetilamino-
propionitrilo (Fluka) y ferricianuro de
potasio y pcrsulfato de amonio (UCB).

La tincion de los geles de poliacrila­
mida se efcctua con Comassie Brillant
Blue (Sigma), para el revelado general
de protcinas (24) y con INT (Sigma)
para el revelado especifico de la PNPasa.
El revelador especifico contiene: 21,5 mg 

de inosina, 25 mg de p-iodonitrotetrazo-
lium (INT), 0,25 ml de xantin oxidasa
de leche (Boehringer) y tampon de fos-
fato de sodio 50 mM, pH 7,4, en un vo-
lumen de 25 ml.

La actividad enzimatica se determina
por el metodo de Kalckar (9), que uti-
liza xantin oxidasa de leche como enzima
acoplado (0,02 U.I.) y que lee a 293 nm
los incrementos de absorbancia debidos
a la formation de acido urico. Una uni-
dad de PNPasa se define como la canti-
dad de enzima que cataliza la fosforolisis
de 1 /imol de inosina en 1 min, a 37 °C
y pH 7,4.

En presencia de inhibidores de la xan­
tin oxidasa, la actividad de la PNPasa
se ha determinado por lectura de los des-
censos de absorbancia a 280 nm, debidos
a la desaparicion de inosina (19).

Los pesos moleculares de las PNPasas
de hfgado de polio y de pich6n se han
determinado por el metodo de Andrews
(3). El calculo del numero de subunida-
des en que se disocia el enzima de ambas
procedencias y el peso molecular de las
mismas se han determinado por el me­
todo de Dunker y Rueckert (5); las
electroforesis se realizaron en geles de
poliacrilamida con SDS al 1 % (4).

Las actividades de la fosfatasa alcali-
na, adenosin desaminasa, inhibidor trfp-
tico de la soja y ribonucleasa se han de­
terminado por los metodos propuestos
por Malamy y Horecker (17), Kalc­
kar (10), Schwert y Takenaka (20) y
Kunitz (13), respectivamente. La con­
centration de protefna se determin6 por
lectura directa de la absorbancia a 280
nm (23).

Resultados y Discusion

Plrificacion de los enzimas

Todas las operacioncs se han realiza-
do ent re 0 y 4 °C. Antes de efcctuar las
separaciones cromatograficas de inter­
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cambio ionico, las disoluciones enzima-
ticas se han dializado frente al tampon
de elucion, en presencia de carbon acti-
vo, durante 24 horas. Las etapas de cen­
trifugation se han realizado a 10.000 g
excepto las de separation de las fraccio-
nes citosolubles (24.000 g), durante 30
minutos.

Purin nucledsido fosforilasa de higado
de polio. — Se suspenden 100 g de hi­
gado de polio en 900 ml de tampon de
fosfato de sodio 50 mM, pH 7,4, y se
trituran en un homogeneizador de cuchi-
llas. Se centrifuga y al sobrenadante ac­
tive se le adiciona gel de fosfato calcico
(1 g de gel : 10 ml de disolucion); la sus­
pension se mantiene en agitation 30 min.
y se centrifuga. El residuo activo se sus-
pende en tampon de fosfato de sodio
100 mM, pH 7,4, se agita 30 min. y se
centrifuga de nuevo.

Al sobrenadante activo se le adiciona
(NH4)2SO4 hasta el 40 % de saturation.
Al cabo de 60 min se centrifuga y se se-
para el residuo. El sobrenadante se lleva
al 60 % de saturation en la sal; se cen­
trifuga y se recoge el residuo con activi-
dad PNPasa. El precipitado se disuelve
en tampon de fosfato de sodio 50 mM,
pH 7,4 (1 g por cada 5 ml de tampon)
y se dializa.

La disolucion enzimatica se vierte so-
bre una suspension de hidroxilapatito
(1 ml por cada 20 ml de suspension) y
el conjunto se agita durante 3 h; se cen­
trifuga y se recoge un residuo con acti-
vidad PNPasa que se suspende en tam­

pon de fosfato de sodio 200 mM (1 g de
residuo : 9 ml de tampon); se agita du­
rante 2 h y se centrifuga. Al sobrena­
dante se le adiciona (NH4)2SO4 hasta el
65 % de saturation.

El residuo activo, separado por centri­
fugation, se disuelve en un pequeno vo-
lumen de tampon de fosfato de sodio
50 mM y se dializa. La disolucion se
aplica en una columna de DEAE-celu-
losa (3 X 70 cm). Se inicia la elucion
con 150 ml del mismo tampon y se es-
tablece, a continuation, un gradiente li­
neal con volumenes iguales de tampon
de fosfato de sodio 200 mM y del mismo
tampon que es, a la vez, 100 mM en
KC1. Se recogen fracciones de 10 ml con
una velocidad de elucion de 20 ml/h.
Se reiinen las fracciones activas (de la
22 a la 31) y se llevan al 80 % de satu­
ration en (NH4)2SO4. La tabla I resume
los resultados del proceso de purification.

Purin nucledsido fosforilasa de higado
de pichon. — La fraction citoplasmatica,
con actividad PNPasa, se separa por cen­
trifugation del homogeneizado obtenido
al triturar 100 g de higado de pichon
con un triturador de cuchilla, en un me­
dio de tampon de fosfato de sodio 50
mM de pH 7,4.

El sobrenadante se lleva al 25 % de
saturation en (NH4)2SO4 y se separa por
centrifugation el residuo inactivo. El so­
brenadante se lleva al 50 % de satura­
tion en la sal; se centrifuga al cabo de
1 h y se recoge el precipitado. El residuo
se disuelve en el menor volumen posible

Tabla I. Purlficacidn de la PNPasa de higado de polio.

Fraccion Unldades Proteina (mg) A.E. G.P. RTO (%)

Citoplasmatica 2.184 29.912 0,07 1 100
Gel fosfato calcico 1.654 3.621 0,45 6,7 75,6
(NH4)3SO4 (40-60 %) 852 566 1,50 20,6 51,5
Hidroxilapatito 412 73,6 5,60 75 48,3
DEAE-celulosa 195 29,1 6,70 90 47,3
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Tabla II. Purificacion da la PNPasa de higado de pichon.

Fraccidn Unio'ades Proteina (mg) A.E. G.P. RTO (%)

Citoplasmdtica 7.238 21.313 0,34 1 100
(NHs):SO, (25-50 %) 6.108 1.302 4,68 13,7 87,3
DEAE-celulosa 4.778 870 5,50 16.1 78,2
DEAE-sephadex 2.768 167 16,50 48.5 58

de tampdn de fosfato de sodio 50 mM
y se dializa.

La disolution enzimdtica se aplica a
una columna de DEAE-celulosa (3X70
cm). La elucion se inicia haciendo fiuir
100 ml del tampon mencionado y, a con-
tinuacion, se establece un gradiente con
250 ml del tampon 200 mM y 750 ml
del mismo que es, a la vez, 100 mM en
KCI. Se recogen fracciones de 10 ml con
una velocidad de eluciou de 20 ml/h.

12 3 4

Fig. 1. Electroforesis en geles de pollacrllami-
da de las PNPasas de higado de polio y de
pichon despues de la ultima etapa del proceso

de purificacion,
Conccntracidn de acrilamida: 7.5 %, Tampon
tris-glicina 0,217 mM. pH 8,6. Tiempo de elec-
troforesis: 45 mm. (1) Enzima de higado de
polio, (2) enzima de higado de pichon, (3) en­
zima de higado de polio con SDS 1 %. (4)
enzima de higado de pichon con SDS 1 %.

Las fracciones activas se lievan al 65 %
de saturation en (NHt)2SO.i. El residue
activo se recoge por centrifugation y se
disueive en la minima cantidad de tam­
pon de fosfato de sodio 50 mM, pH 7,4
y se dializa.

La disolucion de PNPasa se aplica en
una columna de DEAE-sephadex (3 X
X 70 cm) equilibrada con el tampon
mencionado. Se hacen fluir 150 ml del
tampon y se establece un gradiente con
150 ml de tampon de fosfato de sodio
100 mM y 750 ml de 200 mM. La ve­
locidad de elucion es de 20 ml/h y se
recogen fracciones de 10 ml. Los eluidos
actives se reunen y se llevan al 65 % de
saturation en sulfato amonico; por cen­
trifugation se separa un precipitado cuya
actividad especifica es 49 veces superior
a la de la fraction soluble initial. Los
resultados del proceso de purificacion se
resumen en la tabla II.

No ha sido posible aplicar los trata-
mientos con adsorbentes al proceso de
purificacion de la PNPasa de higado de
pichon por la importante perdida de ac­
tividad que se producia: el rendimiento.
despues de la adsorci6n de la fraccidn
citoplasmdtica en gel de fosfato calcico,
fue del 10 % y la adsorcion sobre hidro-
xilapatito solo permitfa recuperar un
20 % de la actividad.

Los metodos propuestos permiten ob-
tener cl enzima de ambas procedencias
purificado con un rendimiento aceptable.

El comportamiento electroforetico del
enzima de higado de polio y de pichon
aparccc en la figura 1. En cl rcvelado 
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especifico de los ferogramas de ambos
enzimas aparece una banda coloreada
que coincide con la banda de proteina;
por tanto, las PNPasas mencionadas ex-
hiben homogeneidad electroforetica y
son adecuadas como material de partida
para el cstudio de sus propiedades.

Propiedades de las PNPasas

Punto isoelectrico. — Se ha determi-
nado por medida de la movilidad elec­
troforetica de ambos enzimas sobre tiras
de poliacetato de celulosa en medio de
tampon de fosfato de sodio 50 mM y
valores de pH comprendidos entre 5,7
y 8. La tincion de las tiras se realiza con
el revelador especifico de la PNPasa. La
representacion grafica del promedio de
los recorridos electroforeticos, medidos
a los distintos valores de pH, proporcio-
na unos valores de pl de 5,40 ± 0,05
para el enzima de higado de polio y de
5,15 ± 0,05 para el de higado de pichon.

Peso molecular y numero de subuni-
dades. — El peso molecular de los enzi­
mas purificados se determino por el me-
todo de Andrews (3) de filtracion en gel
(fig. 2). Los pesos moleculares, obte-
nidos por interpolation en la recta de
calibrado, para las PNPasas de higado
de polio y de pichon fueron de 125.000±
±5000 y de 70.000±5000 respectiva-
mente.

El peso molecular de las subunidades se
ha determinado por electroforesis en ge-
les de poliacrilamida, en presencia de SDS
al 1 %. Los geles se prepararon mezclan-
do las siguientes disoluciones: 10 ml
solution acrilamida-N,N'-metilenbisacril-
amida al 7,5 % (proporcion monome-
ro:dimero, 37:1 en peso), 0,045 ml de
NNN'N'tetrametilendiamina (TEMED),
1,5 ml de persulfato de amonio al 1,5 %
y 18,5 ml de tampon de fosfato de sodio
100 mM de pH 7,4 (0,2 % SDS).

En los ferogramas de ambos enzimas
aparece una sola banda (fig. 1), Por me­
dida de la movilidad con respecto a las

Fig. 2. Determinacion de los pesos molecula­
res de las PNPasas de higado de polio y de

pichon y de las subunidades.
(O) Filtracion en Sephadex G-2C0: Columna
(3 X 70 cm) equilibrada con tampon tris-HCl
50 mM (KC1 100 mM) de pH 7,4. Velocidad
de clucion: 15 ml/h. Volumen de fraccion:
3 ml. Calibrado con: 1, ribonucleasa; 2, inhi-
bidor triptico de la soja; 3, adenosin desami-
nasa; 4, ovoalbumina; 5, seroalbumina; 6, fos-
fatasa alcalina, y 7, y-globulina. Las proteinas
utilizadas se determinaron espectrofotomStrica-
mente, por su absorbancia a 230 nm o enzim^-
ticamente. (A) Electroforesis en poliacrilami­
da con SDS 1 %: Tampon de electroforesis:
fosfato de sodio 50 mM de pH 7,4. Tiempo
de electroforesis: 2 h 45 min. Patrones: 1, he-
moglobina; 2, inhibidor triptico de la soja;
3, ovoalbumina; 4, seroalbumina M; 5, sero­
albumina D; 6, catalasa; 7, ghitamatodeshidro-
genasa, y 8 y-glcbulina. Se aplicaron 20 pg
de cada patron sobre geles de 6 cm de longi-
tud. Revelado general de proteinas con Comas-

sie Brillant Blue.

proteinas de referenda se obtiene un
peso molecular de 62.000 ± 10 % para
la PNPasa de higado de polio y 75.000±
±10 % para la de higado de pichon
(fig. 2).

La comparacion de ambos valores con
los pesos moleculares de los enzimas, dc-
terminados por filtracion en Sephadex
G-200, permite concluir que la moldcula
de PNPasa de higado de polio se en-
cuentra en forma de un dimero, cuyas
subunidades poseen igual peso molecular
(M — 62.000 daltpnes). Por su parte, la 
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PNPasa de hfgado de pichon s6Io consta
de una subunidad, cuyo peso molecular
es 75.000 daltones. Estos resultados es-
tan en contraposition con los obtenidos
por Murakami y Tsushima (18), quie-
nes postulan se trata de un trfmero.

Variation, de Km y Vmax con la tempe-
ratura. Cdlculo de la energia de activa­
tion y de la entalpia de reaction. — Se
ha estudiado la influencia de la tempera­
ture en el sistema Inosina-PNPasa-Pj ca-
talizado por las PNPasas de hfgado de
polio y de pich6n. Los valores de Km y
Vinax se han calculado representando 1/v
frente a 1/[S] (16), manteniendo la con­
centration de Pi constante (50 mM) y
variable la de inosina (0,03 a 0,2 mM).
Se ha experimentado en el intervalo de
temperature entre 24 y 46 °C.

Al representar los valores de pKm fren­
te a 1 /T (fig. 3 a), para la PNPasa de
hfgado de pichon, se obtiene una recta
cuya pendiente proporciona el valor de 

la entalpfa de reaction (AH = —7948,3
Julios). En la representation de la PN­
Pasa de hfgado de polio aparecen dos
tramos rectos, de distinta pendiente,
cuya intersection ocurre alrededor de
los 30°C (fig. 3 b). Los valores de la
entalpfa de reaction son —6.275 J y
— 17.151,6 J (por encima y por debajo
de 30 °C, respectivamente).

El significado de dichas constantes
termodinamicas es complejo, ya que la
Km (inosina) es una relation de todas las
constantes de velocidad que intervienen
en la secuencia de reaction a la que se
adapta la PNPasa. Debe considerarse,
por tan to, que el valor «AH» es aparente
y depende de los calores de reaction de
cada una de las etapas de la secuencia
mecanfstica.

Mediante la representation de Arrhe­
nius se obtienen, para el enzima de am-
bas procedencias, rectas de cuyas pen-
dientes se deducen los valores de la ener-

Fig. 3, Variation de IN y VK3X con la temperatura. Entalpia de reaction y energia de acti­
vation de la PNPasa.

(a) PNPasa de higado de pichon, (h) PNPasa de hfgado de polio. Temperatura variable desde
24 hasta 46 CC. Concentration de inosina variable desdc 0,03 hasta 0,2 mM. Concentracibn

de Pj constante 50 mM.
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gia de activation del complejo responsa-
ble de la etapa limitante de la velocidad.
Estos valores son 9.203,3 ± 10 % J y
11.713,3 ±10% para las PNPasas cie
higado de polio y de pichon, respectiva-
mente (fig. 3).

ACCION DE LOS REACTIVOS
DE GRUPOS —SH

El PCMB es inhibidor irreversible de
ambas PNPasas, tanto si el enzima se
incuba con el reactivo antes de medir su
actividad (45 min), como si no se esta-
blece contacto previo entre ambos (figu-
ra 4 a, b). Por el contrario, el DTNB se
comporta como inhibidor reversible cuan-
do no se incuba previamente con los en-
zimas, pero si se establece un contacto
previo con los mismos (15 min) la inhi­
bition que provoca es irreversible, man-
teniendo constantes las demas condicio-
nes experimentales (fig. 4 c, d). Los re-
sultados obtenidos para la PNPasa de
higado de polio, son analogos a los co-
rrespondientes al enzima de higado de
pichon (fig. 4 b, d).

En presencia de DTT 0,5 mM 6 2-ME
5 mM, el PCMB (0,5X10-°—3X10-° M)
y el DTNB (0,6X10'5-6X10-5 M) no
inhiben a las PNPasas con las que se ha
experimentado. Ademas, cuando estas
ultimas se preincuban 5 min con DTNB
6 X10'5 M y 20 min con PCMB 3X
X10'° M, la adicion de cualquiera de los
dos reactivos tiolicos, en las concentra-
ciones mencionadas, anula la inhibition
por DTNB y el 70 % de la inducida por
PCMB.

La inhibition que ejercen los reactivos
de grupos —SH, PCMB y DTNB, sobre
la PNPasa de higado de polio y de pi­
chon pone de relieve el importante papel
de estos grupos en la actividad del en­
zima. Los porcentajes de inhibition pro-
vocados por ambos reactivos son muy
elevados y se comportan como inliibi-

Fig. 4. Inhibition de las PNPasas de higado
de polio y de pichon por PCMB y por DTNB.
Concentracibn enzima higado de polio, 11 U
por ml; concentration enzima higado de pi­
chon, 27 U/ml; tiempo incubation con PCMB,
45 min; tiempo incubation con DTNB, 15 min.
(a) [PCMB]MX10’: 0, 6,6, 16; (b) [PCMBJMX
X 107: 0, 1, 3; (c) [DTNB]M X 10’: 0, 2,2, 11;
(d) [DTNB]M X 107:0, 2, 8. Concentraciones
de los inhibidores de arriba abajo de la figu­
re. (a) y (c), PNPasa de higado de polio;

(b) y (d), PNPasa de higado de pichon.

dores irreversibles cuando se preincuban
con ambas PNPasas. En ausencia de in­
cubation previa con los enzimas, la inhi­
bition por PCMB continua siendo irre­
versible, pero la provocada por DTNB
es reversible.

Las inhibiciones descritas pueden evi-
tarse o anularse por complete por la pre-
sencia de DTT 6 2-ME. Estos hechos
sugieren que el bloqueo de los grupos
—SH por los reactivos tiolicos no altera
sensiblemente la estructura espacial de
las PNPasas estudiadas.
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Resumen
Las PNPasas de higado de polio y de pi-

chon dificren en punto isoel6ctrico (5,40 y
5,15), en masa molecular (125.000 ± 5.000 y
78.000 ± 5.000, determinada en Sephadex
G-200) y en la masa molecular de las subuni-
dades (62.000 ± 10 % y 75.000 ± 10 %, deter­
minada por electroforesis en geles de poliacril-
amida-SDS). Los valores de peso molecular in­
dican que la PNPasa de higado de polio es
un dimero y la de higado de pichdn un mono-
mero. Las energias de activacidn son semejan-
tes y difieren en el valor de AH. Ambas
PNPasas se inactivan irreversiblemente por
p-cloromercuribenzoato y por Acido 5,5'-ditio-
bis-(2-nitrobenzoico), cuando se mantienen en
contacto con los reactivos; la inactivaci6n pue-
de anularse total o parcialmente por ditio-
treitol y 2-mercaptoetanol.
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