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Abstract—A soluble enzyme which converts proline to

glutamic acid using NAD as coenzyme was isolated from

young prothallia and spores of the fern Anemia phyllitidis. The purification was about 36-fold. The pH optimum
is between 10-2 and 10-7; the K, for proline is 46 x 10”* M and for NAD 3:4 x 10”* M. There are no multiple

forms of this enzyme, as proved by gel electrophoresis.

Zusammenfassung—Ein Enzym, das Prolin mit NAD als Coenzym in Glutaminsiure umwandelt, wurde aus
jungen Farnprothallien und Sporen isoliert und 36-fach angereichert. Das Enzym wurde in der 1slichen Fraktion
gefunden. Das pH-Optimum liegt zwischen pH 10,2 und 10.7; die K,-Werte sind fiir Prolin 4,6 x 10"* M und
fir NAD 3.4 x 10™* M. Gelelektrophoretische Trennung ergibt keinen Hinweis auf multiple Formen.

EINLEITUNGY

Ein hoher Gehalt an freiem Prolin ist charakteris-
tisch fiir die Sporen von Mikroorganismen [1] und
Farnen [2,3] ebenso wie fiir die Pollen der hoheren
Pflanzen [4]. Bei den Sporen des Farnes Anemia
phyllitidis nimmt der Gehalt an freiem Prolin, der
hier 55% der freien Aminosduren ausmacht,
wihrend der ersten drei Tage der Sporenkeimung
signifikant ab [ 3]. Der parallele Anstieg der Gluta-
minsdurekonzentration legt eine metabolische
Beziehung auch bei Farnpflanzen nahe.
Untersuchungen des enzymatischen Prolinab-
baues an Mikroorganismen [5-8] und tierischen
Geweben [9-14] ergeben infolge unterschiedlicher
Priparations- und Testmethoden ein etwas verwir-
rendes Bild. Wihrend die fritheren Arbeiten mit
Enzymkomplexen, dem Cyclophorasesystem aus
Nierengewebe [9] oder dem Prolin-Oxydase-
Komplex aus Rattenleber [10,11] einen vollstidn-
digen Abbau von Prolin via Glutaminsdure zu
NH;, CO, und H,O beschreiben, werden in den

* Die vorliegende Arbeit ist Teil einer Dissertation, die unter
der Betreuung von Prof. Dr. H. Schraudolf im Fachbereich Bio-
logie der Justus Liebig-Universitat GieBen angefertigt wurde.

+ Anschrift des Verfassers: Universitdt Ulm, Abteilung Biolo-
gie 11, D-7900 ULM (DONAU), Oberer Eselsberg.

1 Abkiirzungen: PDH = Prolindehydrogenase; P5C = Pyr-
rolin-5-carbonséure; GSA = Glutaminsiure-semialdehyd;
GDH = Glutamatdehydrogenase.

neueren Arbeiten [12-14] zwei Enzymschritte im
Prolinabbau zu Glutaminsiure unterschieden.

Pro- P5C = GSA 3 Glu

1. Pyrroline-5-carboxylate reductase (r-Prolin:
NAD (P) 5-oxidoreductase) E.C. 1.5.1.2.

2. Pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase (Pyr-
roline-5-carboxylate: NAD (P) oxidoreductase)
E.C. 1.2.1a. Im Gegensatz hierzu wird in hoheren
Pflanzen der Prolinabbau von nur einem Enzym
der NAD-abhingigen Prolin-Dehydrogenase
[15,16] (PDH) katalysiert.

Der intensive Prolin-Stoffwechsel in keimenden
Farnsporen bietet sich fiir eine vergleichende
Enzymanalyse an. Die vorliegende Arbeit be-
schreibt die Eigenschaften des Enzyms, das in
jungen Farnprothallien die NAD-abhingige Oxi-
dation von Prolin katalysiert.

ERGEBNISSE
Extraktion und Reinigung

Ein Enzym, das NAD in der Anwesenheit von
Prolin reduziert, kann sowohl aus trockenen
Sporen als auch aus jungen Prothallien von Ane-
mia phyllitidis isoliert werden. Dabei ist zur
Absorption der bei Farnen in hoher Konzentration
vorliegenden Phenole und Polyphenole PVP (0,2 g
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Tabelle 1. Zusammenstellung der Enzymreinigung

Spez.
Volumen Protein Gesamtaktivitit Akt.
(ml) (mg) (L) (U/mg) Reinigung

Rohenzym to4 147 1708 1.6 I
Uberstand der
Protaminsulfatfdllung 172 105
30-60",
Ammoniumsulfatfillung 10 12 1570 131 11
DEAE-Cel
Trennung Eluat 6.4 0.8 335 420 36

pro g Frischgewicht) erforderlich. Zum Schutze
der SH-Gruppen erweist sich die Anwesenheit von
1077 M 2-Mercaptoidthanol im Extraktionspuffer
als wirksam. Mit den Standardbedingungen wird
das Enzym aus der 16slichen Fraktion der Zelle
extrahiert. Der Bestimmung der Aktivitit im
Rohenzym mufl eine kurze Dialyse zur Entfernung
evtl. vorhandenen Substrates vorangehen. Die
Ergebnisse einer typischen Reinigung des Enzyms
sind in Tabelle | zusammengestellt. Die folgenden
Ergebnisse wurden mit Enzym nach der
Ammoniumsulfatfillung erhalten.

Bestimmunyg der optimalen Reaktionshedingungen
Zur Bestimmung des pH-Optimums wurden
verschiedene Puffersysteme gleicher Molaritit
getestet. Gleiche Wirksamkeit wurde mit CAPS-
Puffer und Glycinpuffer erzielt. Ein breites pH-
Optimum wurde pufferunabhingig zwischen pH
10.2 bis 10,7 gefunden. Jedoch konnte auch noch
bei pH 80 in Tris-Puffer geringe Aktivitidt
gemessen werden. Das pH-Optimum ist von der
Reinigungsstufe unabhingig. Die Enzymaktivitdt
steht in linearer Korrelation mit der Enzymmenge
und mit der Zeit wihrend der ersten S bis 10 Min.
Die Umsetzung kann mit den Gesetzen von
Michaelis und Menten beschrieben werden. Die
K,-Werte wurden fir Prolin und NAD bei pH
10,3 fur Prolin mit 4,6 x 10~ *M bei Sittigung mit
NAD (2 mM) und fiir NAD mit 3.4 x 10”*M bei
Sidttigung mit Prolin (3 mM) graphisch bestimmt.

Substratspezifitit

Das Enzym weist eine weitgehende Substratspe-
zifitédt fir L-Prolin auf. Weder das stercoisomere D-
Prolin noch die analoge Verbindung Acetidin-2-
carbonsiure werden umgesetzt. Weitere Amino-

sdurenwie Alanin, Arginin, Glutaminund Hydroxy-
prolin sind im Standardansatz vollkommen in-
aktiv. Der Ersatz von NAD durch NADP hat
einen vollstindigen Aktivitdtsverlust zur Folge.
Die bei keimenden Erdniissen beschriebenc
Hemmwirkung von niederen NADP-Konzentra-
tionen [ 15] konnte bei der PDH aus Anemia nicht
beobachtet werden. Glutaminsdure wird bei pH
10,3 vom Rohenzym etwas, vom gereinigten
Enzym der Ammoniumsulfatfillung jedoch nicht
mehr umgesetzt. Bei pH 8.2 im Tris-Puffer kann
auch mit dem gereinigten Enzym noch eine geringe
Aktivitdt gemessen werden. Diese Umsetzung ist
der Glutamatdehydrogenase zuzuschreiben. die
auch bei Anemia nachgewiesen werden konnte.

Hemmung der PDH mit SH-Antagonisten und Suh-
stratanaloga

Bei Anwesenheit von 2-Mercaptoithanol im
Ansatz sind SH-Gruppen-schiitzende Verbin-
dungen wie Glutathion (I mM} oder Dithioery-
thrit (1 mM) ohne Einflufl auf die PDH-Aktivitiit.
Die Wirkung von spezifischen SH-Gruppenbin-
denden Hemmstoffen auf die PDH-Aktivitdt ist in
Tabelle 2 zusammengestellt. Die mercaptitbil-
dende Verbindung CMBA bewirkt bei einer Kon-
zentration von 4 x 107° M e¢ine 100°,ige Hem-
mung. Diese Wirkung ist teilweise reversibel;
durch Glutathion oder Cystein kann das Enzym
reaktiviert werden. Die alkylierende Substanz JAA
bewirkt nach 20 min Vorinkubation cine 81%ige,
nicht mehr reversierbare Hemmung. Diese Ergeb-
nisse, sie wurden mit Enzym nach Ammoniumsul-
fatfallung gewonnen, geben einen starken Hinweis
auf dic Anwesenheit von SH-Gruppen im aktiven
Zentrum der PDH. Untersuchungen mit
moglichen kompetitiven Substraten wie NADP (3
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Tabelle 2. Wirkung von p-Chlormercuribenzoesidure (CMBA)
und Jodacetamid (JAA) auf die PDH-Aktivitit

Hemmung
(%) Reaktivierung
4 x 107*M CMBA 100 73% mit4 x 107°M
Glutathion
4 x 10*M CMBA 100 58% mitd x 107°M
Cystein
4 x 10°° M CMBA 0
4 x 1072 MJAA 81 —
4 x 1073MJAA 50 —

mM, 0,3 mM) p-Prolin (3 mM) Acetidin-2-carbon-
sdure (3 mM) und Glutaminsdure (3 mM) ergeben
keine Hemmung und Forderung der Enzymakti-
vitdt durch diese Substanzen.

Stabilitdt der Prolindehydrogenase

Nicht dialysiertes Rohenzym und nicht dialy-
siertes Enzym der Ammoniumsulfatfraktion ist
mehrere Tage im Kiihlschrank ohne groBeren
Aktivitatsverlust haltbar. Eine Dialyse (12 Stunden
bei 2° gegen den Extraktionspuffer) hat immer
einen geringen Aktivitiatsverlust zur Folge,
dagegen ergibt eine Kurzdialyse bis 5 Stunden bei
Raumtemperatur ein vollaktives Enzym.

Umsetzungsprodukt

Der Ansatz zur Bestimmung des Reaktionspro-
duktes enthielt folgende Zusammensetzung: 10 pl
Prolin [U-'#C](0,5 uCi = 5nM Prolin), 10 yl NAD
(0,4 nM), 30 ul Enzym der Ammoniumsulfatfrak-
tion und 20 ul CAPS-Puffer pH 10,3. Die Kon-
trolle enthielt kein NAD. Inkubiert wurde bei
Raumtemperatur 30 Minuten, danach mit Metha-
nol (1:1) die Reaktion gestoppt und 5 ul punktfor-
mig auf Diinnschichtplatten aufgetragen. Die
Trennung erfolgte in verschiedenen Laufmittelsy-
stemen. Eine Umsetzung konnte nur in dem Ansatz
mit NAD beobachtet werden. Der, infolge der ge-
ringen spezifischen Aktivitit des radioaktiven Pro-
lins kleine Umsetzungspeak konnte nur in einem
Laufmittelsystem (n-PrOH-NH;, 33:18) eindeutig
durch Vergleich mit dem R-Wert der Referenz-
substanz als Glutaminsdure identifiziert werden.

Elektrophorese an Polyacrylamidgelen

Substratfarbungen mit Prolin ergeben eine
Bande und mit Glutaminsdure drei bis vier
Banden. Die Kontrolle ohne Substrat und der
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Ansatz mit Glutamin oder Hydroxyprolin als Sub-
strat zeigen keine Firbung. Dagegen ergeben sich
mit Glutaminsdure als Substrat drei bis vier
Banden unterschiedlicher Intensitit. Die Moglich-
keit, da3 dic mit Prolin aufgetretenc Bande auf
einer unspezifischen Reaktion einer Form der Glu-
tamatdehydrogenase beruht, konnte durch Tren-
nung bei verschiedenen Gelkonzentrationen und
anschlieender Substratfarbung mit Prolin oder
Glutaminsiure ausgeschlossen werden.

Daraus, daB3 bei keiner Gelkonzentration
Banden mit demselben Rm-Wert auftreten (Tabelle
3) ergibt sich, daB in Anemia die PDH und die
GDH zwei verschiedene Enzyme mit enger Sub-
stratspezifitit sind.

DISKUSSION

Der hier an Farnprothallien und Sporen be-
schriebene Weg des Prolinabbaues steht im Ein-
klang mit den Ergebnissen die mit Enzym aus
Kotyledonen gekeimter Erdniisse [15], mit Enzym
aus Weizenkeimen [16] und auch mit l6slichem
Enzym aus Hefe [8] gewonnen wurden. Da wir
dieselbe Reaktion, eine prolinabhingige Reduk-
tion von NAD auch mit dialysiertem Rohenzym-
extrakt von Pisum und Fomes annosus gemessen
haben, darf angenommen werden, dal} die direkte
NAD-abhingige Oxidation von Prolin, d.h., die
nicht von der Prolinoxidase katalysierte Reaktion
im Pflanzenreich weit verbreitet ist. Als Name fiir
dieses neue pflanzliche Enzym wurde L-Prolinde-
hydrogenase vorgeschlagen [15]. Obwohl Mazelis
das Endprodukt nicht identifizieren konnte und
auch unsere Bemiithungen zu keinem gesicherten
Ergebnis fiihrten, kann aber auf Grund unserer
Ergebnisse in vivo und den an Hefe gewonnenen
Daten [8] mit Sicherheit angenommen werden,
daB Glutaminsdure das Reaktionsprodukt der

Tabelle 3. Rm-Werte der PDH und GDH nach elektrophore-
tischer Auftrennung an Polyacrylamidgelen unterschiedlicher
Konzentration

1.5% 5% 3%
Gelkonzentration PDH GDH PDH GDH PDH GDH
009 012 017 0,19 124 025
0,16 0,25 0,34

Trennung des Enzymrohextraktes aus gekeimten Sporen von
Anemia phyllitidis an Polyacrylamidgelen.
Formazanfirbung mit Pro oder Glu als Substrat.
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PDH ist. Ein weiterer Hinweis fiir das Vor-
kommen der PDH in hoheren Pflanzen ergibt sich
aus den Versuchen mit cinem Enzym-—-der P5C-
Reduktase —aus Kotyledonen angekeimter Samen
von Cucurbita [217. Als Produkt der Riickreaktion
dieses Enzyms mit Prolin und NAD bei pH 10.3
wurde P5C durch Auffangen mit o-Aminobenzal-
dehyd erhalten. Ob die Reaktion ohne Einsatz von
Aminobenzaldehyd bis  zur  Glutaminsiure
gelaufen wiire, bleibt allerdings offen.

Im Gegensatz zur tierischen Prolinoxidase, die
partikelgebunden vorliegt [9-11.13.14.22] findet
sich die pflanzliche PDH in der 16slichen Fraktion.
In Hefen scheinen beide Enzyme vorzukommen.
Wiihrend Ling und Hedrick [7] die Prolinoxidasc
aus der Mitochondrienfraktion bestimmen—dic
P5C-Dehydrogenase ist nicht partikelgebunden
—konnten Lundgren und Ogur [8] chenfalls in
Hefeextrakten die direkte Oxidation von Prolin
mit NAD als Wasserstoffakzeptor in der 16slichen
Fraktion messen. Hier stellt sich dic Frage nach
der Substratspezifitit der PS5C-Dehydrogenase.
Die Moglichkeit, daB die vermeintliche PDH-
Aktivitdt in Wirklichkeit auf einer unspezifischen
Umsetzung der PSC-Dehydrogenase mit Prolin
als Substrat beruht, kann nicht ausgeschlossen
werden und muf} in weiteren Versuchen mit hoch-
reinem Enzym gekldrt werden.

Vergleichende Betrachtung der Eigenschaften
der Anemia-PDH und der PDH aus ErdnuBBkoty-
ledonen crgeben cin sehr dhnliches Bild. Beide
Enzyme sind nichtpartikelgebunden. Thr Wirkungs-
optimum liegt bei pH 10.3. Die Substratspezifitdt
ist eng auf L-Prolin beschrinkt. Weder p-Prolin
noch L-Acetidincarbonsidure oder Hydroxyprolin
werden als Substrat angenommen oder wirken
hemmend. Das Anemia-cnzym hat einen K, -Wert
von 4,6 x 107* M fiir Prolin, das ErdnuBenzym
von 3,0 x 107+ M.

Die Tatsache, dall bei der gelelektrophore-
tischen Untersuchung bei der PDH im Gegensatz
zur GDH nur eine. durch Formazan angefirbte
Bande crscheint, ermoglicht den Schlufl. dafy in
Anemia keine durch Ladung oder Molekiilgrofie
unterscheidbaren Isoenzyme vorliegen.

Da in vivo neben dem Einbau von Prolin ins
Protein eine Umwandlung vornchmlich in Gluta-
minsdure nachgewiesen wurde [3], und in vitro
eine enzymatische Oxidation von Prolin gemessen
werden konnte, darf angenommen werden. dald der

Abbau von Prolin in der keimenden Spore von
diesem Enzym katalysiert wird. Daraus, daB} in
Extrakten der trockenen, noch ruhenden Spore
eine vergleichbar dhnliche Enzymaktivitdt ge-
messen wurde wie in Extrakten aus gekeimten
Sporen oder Prothallien, ergibt sich eine Er-
klirung fir die allmiihliche Abnahme des Pro-
lingehaltes in der nicht induzierten Dunkelspore.
Allein durch diec Verdnderung der Hydratur in der
Spore—in vitro geschieht dies durch die Losung
des Enzyms in Puffer--wird das Enzvm aktiviert.
Fir den rapiden Prolinabbau in den induzierten
Sporen am dritten Tag der Keimung sind jedoch
anderc Regulationsmechanismen 7u fordern.

EXPERIMENTELLES

Anzueht der Prothallien. Das Sporenmaterial stammt aus
den Gewiichshdusern des Botanischen Instituts der Justus Lic-
big-Universitit GicBen. Dic Kultur erfolgte bei 23 4 [ im
kontinuierlichen Weifllicht (Leuchtstoffrohren Phillips TL 67
W/32 Warmton de Luxe. 3 x [0%ergem ™~ sec” '), Es wurden
etwa 1500 mg Sporen in Plastikschalen (33 x 43 em) tlottierend
auf 1 Liter Ndhrldsung angezogen. Die Nihrldsung - nach
(17y—enthilt pro Liter 0.25 g MgSO,. 1.0g Ca(NO;),. 0.12¢g
KNO;, 0,25 g KH, PO, und eine Spur Eisenkomples.

Extraktion des Enzyms. Der Extraktionspufler hatte folgende
Zusammensetzung: 1072 M Tris, pH 7.5: 10 * M EDTA: 10772
M 2-Mercaptoiithanol. Vor der Extraktion wurden im vor-
gekithlten Porzellanmaorser Polvvinvipolypyrrolidon (PVP) mit
Extraktionspuffer (0.2 g PVP pro g Frischgewicht) vorge-
guollen. Die Prothallien wurden mit dieser Mischung, wenig
Quarzsand und zusitzlichem Extraktionspuffer (ca | mlg
Frischgewicht) zerricben. Das Homogenat wurde durch Mull-
gaze geprefit und 20 Min mit 30000 ¢ bei 2 zentrifugiert, Der
Uberstand stellt das Rohenzym dar. Alle Arbeiten wurden bei
ctwa 27 durchgefiihrt.

Enzymansatz. Der Standardansatz zur Messung der Enzym-
aktivitit enthiclt folgende Komponenten: Puffer: 88 mM
Cyclohexylaminopropansulfonsiure (CAPS) pH 103: 3 mM
Prolin; 2mM NAD und Enzym. Dic Reaktion wurde mn Glas-
kiivetten (10 mm Schichtdicke) mit einem Endvolumen von 2.3
mi durchgefiihrt, wobei die Extinktionsiinderung bei 340 nm
mit einem registrierenden Spektralphotometer verfolgt wurde.
Die Referenzkiivette enthielt alle Komponenten auler NAD. In
der Reaktionskiivette herrschte cine Temperatur von 33 . Dic
Reaktion wurde durch Zugabe des Substrats gestartet. Als Ein-
heit der Enzymaktivitit (U) ist diejenige Menge an Enzym
definiert, dic bei 340 nm cine Extinktionsinderung von 0,001
pro Minute bewirkt.

Fraktionierung und Reinigung. Das Rohenzym wurde mit
ciner 1% igen Protaminsulfatidsung (13 ml 100 ml Rohenzym)
versetzt und nach 20 Min der Niederschlag abzentrifugiert und
verworfen. Der Uberstand wurde mit festem (NHy), SO, frak-
tioniert, Das Protein. das zwischen 30 und 507, Sittigung aus-
fiel, wurde in geringem Volumen Extraktionspuffer geldst und
aufeine DEAE-Cellulose Siule (0.9 = 10 ¢cm) gegeben. Die Elu-
tion erfolgte mit einem lincaren Puflergradienten von 0.01 M
Tris pH 7.5 bis 0.7 M Tris. Die Extinktion des Fluats wurde im
Durchfiufl bei 280 nm aufgezeichnet.
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Disk-elektrophoretische Trennung an Polyacrylamidgelen. Die
elektrophoretische Trennung der verschiedenen Enzymfrak-
tionen wurde in der Regel an 4% Gelen (7,5 cm; 6 mm ¢) durch-
gefiithrt ([18], System Nr. 6). Die Proben (0,1 ml) wurden in
40%iger Saccharose aufgetragen und bei 3mA pro Gel auf-
getrennt. Unmittelbar nach Beendigung der Trennung erfolgte
dic Formazanfarbung in einer Losung mit folgender Zusam-
mensetzung: Farbepuffer (1) 0,1 M Tris, pH 8,2. Bei hoherem
pH-Wert, der fiir die PDH optimaler gewesen wiire, tritt eine
unspezifische Hintergrundfirbung auf. Substratlésung (2)0,1 M
Prolin bzw. 0,1 M Glu, Gin, Pro-OH im Firbepuffer gelost.
Firbelosung: 100 ml enthielten: 100 mg NAD, 35 mg MTT (3)
[4,5-Dimethylthiazolyl(-2-) 2,5-diphenyltetrazoliumbromid] 4
mg PMS (Phenazinmethosulfat), 25 ml Farbepuffer (1), 25 ml
Aqua bidest und 25 ml Substratlosung (2). Die Substratlésung
wurde erst kurz vor Firbung zugemischt. Bei Raumtemperatur
entwickelten sich die Formazanbanden in 1 bis 2 Stunden. Die
Absorptionsspektren der jeweiligen Zymogramme wurden mit
einem Gilford Spectrometer bei 600 nm aufgenommen.

Proteinbestimmung. Proteinkonzentrationen wurden mit der
Biuretmethode [ 19] oder mit der Folinmethode [20] bestimmt.
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