REVISTA ESPAROLA DE FISIOLOGIA, 32, 193-198, 1976

Purificacion de la purinnucleésido fosforilasa.
Actividad frente a desoxinosina

R. Fusté * y J. Bozal

Departamento de Bioquimica
Facultad de Quimica
Universidad de Barcelona
Barcelona

(Recibido el 30 de octubre de 1975)

R. FUSTE and J. BOZAL. Purification of Purine Nucleoside Phosphorylase Activity
on Deoxynosine. Rev. esp. Fisiol., 32, 193-198. 1976.

Purified preparations of pigeon liver PNPase (E.C. 2.4.2.1) have been obtained by
acid preparation of liver homogenates at pH = 5, followed by a fractionation with
ammonium sulphate (25-50 % saturation) and by a chromatographic adsorption on
DEAE-cellulose. The preparation obtained shows a PNPase specific activity 325 times
greater than that of the original homogenates.

Kinetic studies carried out with homogenates and purified preparations of pigeon
liver PNPase seem to suggest that inosine and deoxynosine react on the same

catalytic site of the enzyme molecule.

La purinnucledsido fosforilasa (PNPasa)
o purinnucledsido: ortofosfatorribosiltrans-
ferasa (E.C. 2.4.2.1) cataliza la fosforolisis
y la arsenolisis de los nucleésidos purini-
cos (2).

En la fosforolisis de los desoxinucledsi-
dos purinicos, FRIEDKIN y KALCKAR (6, 7)
aislaron desoxirribosa-1-P entre los pro-
ductos de la reaccion y comprobaron que,
a parlir del azucar desfosforilado y la base
purinica, no se verificaba la sintesis del
desoxinucledsido correspondiente.

La degradacién enzimatica de los nu-
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cledsidos y de los desoxinucledsidos pu-
rinicos origina productos andlogos y plan-
tea el problema de si la accion es atribui-
ble 0 no al mismo enzima.

El comportamiento de la PNPasa puri-
ficada de eritrocitos humanos con inosina
y desoxinosina, empleados alternativamen-
te como substrato e inhibidor (3), respec-
tivamente, sugiere que sean diferentes en-
zimas los responsables de cada una de las
transformaciones. Se ha indicado (1, 9),
por el contrario, que la mencionada
PNPasa posee un solo centro activo en el
que se verifica la fosforolisis de los nu-
cledsidos y de los desoxinucleosidos; cl
que la guanosina y la desoxiguanosina in-
hiban competitivamente la fosforolisis de



194

la inosina y de la desoxinosina (9) puede
contribuir a sugerir que estas ultimas se
fijen sobre el mismo centro activo del
enzima.

Es objeto del presente trabajo dilucidar
si la accion que ejerce la PNPasa purifi-
cada de higado de pichén sobre la inosina
y la desoxinosina es atribuible 0 no a un
mismo enzima, y para ello se ha trabajado
con PNPasa purificada de higado de pi-
chon. El método de purificacion que se
propone para el enzima de dicha proce-
dencia se basa en los descritos por Kim
(9), PiNTO (10) y KALCKAR (8) para la
PNPasa de eritrocitos humanos. Con el
purificado obtenido se ha efectuado el es-
tudio cinético del comportamiento como
substratos de mezclas de ambos nucledsi-
dos purinicos, con objeto de establecer si
se fijan en idéntico centro activo de la
PNPasa de higado de pichon.

Material y métodos

Como material enzimdtico se empled
higado de pichén, obtenido de animales
recién sacrificados, a partir de los cuales
se obtuvieron homogeneizados crudos por
trituracién del tejido suspendido en tam-
pon de fosfato sédico 0,05 M pH 74, en
un hemogeneizador de cuchillas a 4-5° C.

La actividad enzimdtica de las diferen-
tes etapas del proceso de purificacién y en
las experiencias cinéticas, se determind es-
pectrofotométricamente acoplando xanti-
noxidasa de leche (9) que transforma la
hipoxantina liberada en dcido trico; los
incrementos de absorbancia se leen a
293 nm (e dcido urico = 12,5 X 10°
D.O. X M~') en un espectrofotometro
Beckman DBGT a 37 # 0.1 C, en cubetas
de 3 ml y 1 cm de paso de luz.

En el proceso de purificacion la ac-
tividad se determindé en muestras que
contenian inosina 2 X 1074 M, fosfato
5% 10°* M (introducido como tampon
de pH 7.4) una cantidad apropiada de
PNPasa, para que la velocidad de reac-
cion se mantuviese lineal durante los cinco
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primeros minutos y el volumen de disolu-
cion de xantinoxidasa de leche necesario
para que la concentracion final fuese de
1/75U/ml, la cual se halla en exceso en
todos los casos respecto a la de PNPasa.

Se define una unidad PNPasa como la
cantidad de enzima que produce un incre-
mento de absorbancia de 0,01 por minuto,
medida a 293 nm a 37 =+ 0,1° C, equiva-
lente a la formacion de 0,8 X 10~* umoles
de acido tdrico/min/ml.

El contenido en proteina de las fraccio-
nes se determind por el método de WaR-
BURG Yy CHRISTIAN (11) multiplicando la
absorbancia leida a 280 nm por 1,1 mg/
ml AD.O. con lo que se obtiene la con-
ceniracion de proteina en mg por mi.

En el estudio cinético de las mezclas de
inosina y de desoxinosina se han aplicado
las ecuacioncs propuestas por DixoN (4)
correspondientes a la actuacion de uno o
dos enzimas sobre ambos substratos.

Resultados

Purificacion de la PNPusa de higado de
pichon. Etupa I. Se inicia el proceso
procediendo a la separacion de las frac-
ciones celulares por centrifugacion dife-
rencial. Se parte de 100 g de higado de
pichon procedentes de animales recién sa-
crificados y se suspenden en 210 ml de
tampén de fosfato sédico 0,05 M, pH 7.4
a +4° C. La mezcla se homogeniza en un
triturador de cuchillas y la suspensién ob-
tenida se centrifuga durante 30 minutos a
4.500 X g a 0° C. El sobrenadante S, ac-
tivo (250 ml) se centrifuga de nuevo du-
rante 30 minutos a 0° C y 22.400 X g; la
actividad PNPasa permanece en el sobre-
nadante S, (192 ml). o

Ltapa 11.  El sobrenadante S, se acidi-
fica a pH 5,0 (con 4cido acético 0,05 M)
y se manticne en reposo durante una hora
a +4°C, sc centrifuga posteriormente a
22.40C X g durante 30 minutos a 0°C;
se logra asi separar las nucleproteinas. El
sobrenadante S, (185 ml) se lleva a pH 74
por adicion dc hidroxido sodico 0,1 M.
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Fig. 1. Cromatografia en DEAE-celulosa de PNPasa parcialmente purificada.

— Actividad especifica en U/mg prot.; --- mg prot./ml.

Etapa IlI. La disoluciéon S; se lleva
al 259% de saturacién por adicion de
sulfato aménico soélido, la suspension se
deja en reposo 1 hora y se centrifuga a
22.400 X g, 30 minutos a 0° C. El sobre-
nadante S, se lleva al 50 % de saturacion
en sulfato amoénico y al cabo de 12 horas
de reposo a 4° C se separa el residuo acti-
vo R;, por centrifugacion a 4.500 X g,
durante 30 minutos a 0° C.

Etapa IV. EI residuo R; se disuelve
en tampoén de fosfato sédico 0,01 M de
pH 7.4, en la proporcién 1/3 y la disolu-
cion se dializa durante 24 horas a 4° C,
frente al mismo tampén, logrindose asi
la eliminacion de sulfatos.

El dializado se eluye a través de una
columna de DEAE-celulosa (30 X 2 ¢m)
previamente equilibrada con tampén de
fosfato sédico 0,01 M, de pH 7.4. Em-
pleando ¢l mismo tampon como cluyente,
s¢ recogen las veinte fracciones primeras
y, seguidamente, se cluye con un gradien-

te de fosfatos obtenido por mezcla de vo-
limenes iguales de tampdn de fosfatos
0,01 y 0,2 M, de pH 7.4. La velocidad de
elucién fue de 1 ml/min. En la figura 1
aparece el perfil de la separacién croma-
togréfica. Los eluidos cromatogrificos de
la zona de méxima actividad PNPasa se
llevan al 659% de saturacion en sulfato
amonico (R;).

En la tabla I aparecen los resultados
obtenidos en cada una de las etapas del
proceso de purificacion descrito.

Fosfordolisis de la desoxinosina. La de-
soxinosina experimenta fosforolisis cuan-
do se incuba con homogenecizados crudos
de higado de pichon. Se han determinado
el pH y la temperatura optimos a los que
los mencionados homogencizados catali-
zan la transformacion. El pH optimo es de
7,4; ¢l efecto del pH se muestra reversible
en la zona alcalina (fig. 2). La temperatu-
ra optima esta comprendida entre los
35-40” C en presencia de tampon de fos-
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Tabla |. Purificacion de la PNPasa de higado de pichén.
Vol
Etapa Fracclén ¢ %men Ut’::ng:s Actividad Rdto. Pureza
peso % 10-? especifica relativa

I. Centrifugacién S 250 ml 1.100 1,06 100 1,0

diferencial S: 192 ml 979 1.41 1.5
ll. Tratamiento

apH?5 S5 182 ml 874 2,35 24
Ill. Fraccionamiento

sulfato aménico

(25-50 %) Rs 5g 837 10,9 7.6 10
IV. Columna DEAE

celulosa Rs 0549 187 326 17 326
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Fig. 2. Desoxinosina-PNP-asa (higado de pichén)-g X fosfato.
Concentracién homogeneizado 0,83 mg higado/ml incubado. (a) Estabilidad y pH &ptimo en
lampon de fosfatos 0,05 M; intervalo pH (5,3 a 8). Las muestras se preincubaron durante
30 minutos a los respectivos pH. (b) Temperatura 6ptima en tampén de [osfatos 0,05 M
pH = 7.4. Las mueslras se preincubaron durante 5 min. a las correspondientes temperaturas.

fatos 0,05 M pH 7.4; a los 60° C Ja ac-
cidén enzimdlica ya no tiene lugar (fig. 2).

Accion de la PNPasa sobre mezclas de
inosina y de desoxinosina.  Con objeto de
determinar si la fosforolisis de los dos nu-
cleasidos ocurre en el mismo centro activo
de Ja PNPasa de higado de pichon, o bien
son dos los enzimas que catalizan la reac-

cién, se ha procedido a efectuar el estudio
cinético de mezclas no equimolares y equi-
molares, conslituidas por inosina y deso-
xinosina que conlenian una concentracion
constante de fosfato (0,05 M). Las expe-
riencias se han efectuado con homogenei-
zados crudos de higado de pichén y con el
preparado de PNPasa purificada anterior-
mente descrito.
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Fig. 3. Parametros cinéticos aparentes en la

fosforolisis de la inosina y desoxinosina (ho-
mogeneizados o purificados).
Concentracion de fosfato constante 0,05 M.
Kuw (inosina) = 3 X 10~* M; Kun (desoxinosina)
=9 X 10~" M; Vus = 2,5 X 10~* pmoles/
min/ml incubado.

Los valores de los pardmetros cinéticos
obtenidos con ambos substratos aparecen
en la figura 3.

Mezclas no equimolares de inosina y de
desoxinosina. Las mezclas en estudio es-
tuvieron constituidas por concentraciones
de inosina variable (3 X 10™* M a 4 X
107* M) y de desoxinosina constantes
(2X107* M y 5 X 10~ M). Las veloci
dades experimentales se han comparado
con las tedricas, calculadas mediante las
ecuaciones de Dixon (4). Los resultados
obtenidos al trabajar con homogeneizados
de higado de pichdén y desoxinosina 5 X

Tabla Il. Relacién de velocidades Iniclales
de reaccion para concentraciones iguales de
inoslina y desoxinosina.

[Inosina Desoxinosina v
o ADnofanl:ln VaKy/ViKy
02 0,2 3.2
0.4 04 3.2
0,6 0,6 28
3.3
0.8 0,8 3.1
1,0 1,0 3
2,0 2,0 2,5

197

10~* M aparecen en la figura 4, en la que
se observa que la curva correspondiente a
la velocidad experimental coincide con las
tedricas correspondientes tanto si son uno
o dos los enzimas responsables de la trans-
formacion de ambos substratos; sin em-
bargo, cuando la concentracion de desoxi-
nosina es 2 X 10~* M los valores experi-
mentales coinciden con los teéricos corres-
pondientes a la actuacién de un solo enzi-
ma, hecho 16gico ya que por ser la deso-

12 L ‘:7'“51 /': -
= - 2
D’/'.'_ 3
1t T —
-]
0.8 // o
*;:/e./ .
o6 & V/a
I <y
oo .
0. b & .
T Z iy PRl
b e e e mamem — h—— b —
0.5 : ‘5 F 7.5
‘b
0.20 ]. —y2t -1
i o
Z
015 | /
! 4
0.10 | R
b
L sl
9.5 . i
i -
| RO
S M | NSy ST N
0.5 1 5 2 25
a’

Fig. 4. Velocidades iniciales de reaccién en
mezclas no equimolares de inosina y desoxi-
nosina.

Concentracion homogeneizado 0,83 mg higa-
do/ml incubado. Concentracién de fosfato cons-
tante 0,05 M. (a) concentracion de desoxinosina
constante 52X 10-* M;: (b) concentracion de
desoxinosina constante 2 X 10-* M. Linea 1:
Curva tedrica trazada con la ecuacion corres-
pondiente a la acluacion de un \nico enzima
sobre ambos substratos (4). Linea 2: Curva
teorica trazada con la ecuacion correspondiente
a la actuacion de dos enzimas sobre ambos
substratos (4). Linea 3: Curva experimental,
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xinosina el substrato menos afin el efecto
de competencia por el mismo centro acti-
vo serd mas acusado al aumentar su con-
centracion.

Mezclas equimolares de inosina y de
desoxinosina. Al actuar los purificados
de PNPasa y los homogeneizados crudos
de higado de pichén sobre mezclas equi-
molares de los nucledsidos en estudio, se
pone de manifiesto que ambos substratos
compiten por el mismo centro activo de
la PNPasa, al cumplirse la correspondien-
te ecuacion propuesta por DixoN (4).

En la tabla II se recogen los resultados
obtenidos al trabajar con PNPasa purifi-
cada. Andloga relacion de velocidades ini-
ciales se obtuvo al trabajar con homoge-
neizados crudos.

Discusion

Se propone un método de purificacion
para la PNPasa de higado de pich6n me-
diante el cual se consigue un preparado
enzimditico cuya actividad especifica es
326 veces superior a la del homogeneiza-
do inicial y que mantiene su actividad
conservado a 4° C durante 90 dias. El mé-
todo que se describe introduce el trata-
miento 4cido, antes de proceder al frac-
cionamiento con sulfato amonico y la cro-
matografia en columna de DEAE-celulosa.

Se ha podido comprobar que la desoxi-
nosina experimenta fosforolisis por los
homogeneizados de higado de pichén y
que las condiciones Optimas de actuacion
son idénticas a las que exhiben frente a la
inosina (5).

El estudio cinético de la fosforolisis de
mezclas no equimolares y equimolares de
ambos nucledsidos por homogeneizados y
por purificados de PNPasa de higado de
pichon, revelan que es éste el dnico enzi-
ma que cataliza la transformacion y que
ambos substratos compiten por el mismo
centro activo; ¢l resultado concucerda con
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lo observado al trabajar con PNPasa de
eritrocitos humanos (9). El estudio efec-
tuado no permite descartar la posibilidad
de existencia de isoenzimas que difieran
en la afinidad que exhiben frente a los
substratos en estudio.

Resumen

Se han obtenido preparados purificados de
PNPasa (E.C. 2.4.2.1) de higado de pich6n por
tratamiento de los homogeneizados hepaticos
mediante una precipitacion 4cida a pH = 3§, se-
guida de un fraccionamiento salino con sulfato
aménico (25-50 % saturacién) y una adsorcién
cromatografica en DEAE-celulosa. El purifica-
do obtenido muestra una actividad especifica
326 veces superior a la de los homogeneizados
iniciales.

Estudios cinélicos realizados con homogenei-
zados y purificados de PNPasa de higado de
pichén ponen de manifiesto que la inosina y la
desoxinosina se transforman en el mismo cen-
tro activo de la molécula enzimatica.
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