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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 Anemiu phyllitidis. The purification was about 36-fold. The pH optimum 
is between 10.2 and 10.7; the K, for proline is 4.6 x 10m4 M and for NAD 3.4 x 10m4 M. There are no multiple 
forms of this enzyme, as proved by gel electrophoresis. 

Zusammenfassung--Ein Enzym, das Prolin mit NAD als Coenzym in Glutaminsi&xe umwandelt, wurde aus 
jungen Farnprothallien und Sporen isoliert und 36-fach angereichert. Das Enzym wurde in der l&lichen Fraktion 
gefunden. Das pH-Optimum liegt zwischen pH 10,2 und 10.7; die K,-Werte sind fiir Prolin 4,6 x 10e4 M und 
fiir NAD 3.4 x 10m4 M. Gelelektrophoretische Trennung ergibt keinen Hinweis auf multiple Formen. 

EINLEITUNG: 

Ein hoher Gehalt an freiem Prolin ist charakteris- 
tisch fiir die Sporen von Mikroorganismen [l] und 
Farnen [2,3] ebenso wie fi_ir die Pollen der hijheren 
Pflanzen [4]. Bei den Sporen des Farnes Anenzia 
phyllitidis nimmt der Gehalt an freiem Prolin, der 
hier 5.5% der freien Aminostiuren ausmacht, 
wghrend der ersten drei Tage der Sporenkeimung 
signifikant ab [3]. Der parallele Anstieg der Gluta- 
mins;iurekonzentration legt eine metabolische 
Beziehung such bei Farnpflanzen nahe. 

Untersuchungen des enzymatischen Prolinab- 
baues an Mikroorganismen [S-S] und tierischen 
Geweben [9-14) ergeben infolge unterschiedlicher 
Prgparations- und Testmethoden ein etwas verwir- 
rendes Bild. Wghrend die friiheren Arbeiten mit 
Enzymkomplexen, dem Cyclophorasesystem aus 
Nierengewebe [9] oder dem Prolin-Oxydase- 
Komplex aus Rattenleber [ 10,111 einen vollstln- 
digen Abbau von Prolin via Glutaminszure zu 
NH,, CO2 und Hz0 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-Universitkt GieDen angefertigt wurde. 

t Anschrift des Verfassers: Universitlt Ulm, Abteilung Biolo- 
gie II, D-7900 ULM (DONAU), Oberer Eselsberg. 

$ Abkiirzungen: PDH = Prolindehydrogenase; P5C = Pyr- 
rolin-S-carbonsgure; GSA = GlutaminsCure-semialdehyd; 
GDH = Glutamatdehydrogenase. 

neueren Arbeiten 112-141 zwei Enzymschritte im 
Prolinabbau zu Glutamins;iure unterschieden. 

Pro L P5C s GSA A Glu 

1. Pyrroline-5-carboxylate reductase (L-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.la. Im Gegensatz hierzu wird in hiiheren 
Pflanzen der Prolinabbau von nur einem Enzym 

der NAD-abhgngigen Prolin-Dehydrogenase 

[ 15,161 (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-abhgngige 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 such 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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pro g Frischgewicht) erforderlich. Zum Schutze 
der SH-Gruppen erweist sich die Anwesenheit von 
IO-’ M 2-Mercaptogthanol im Extraktionspuffer 
als wirksam. Mit den Standardbedingungen wird 
das Enzym aus der l&lichen Fraktion der Zelle 
cxtrahiert. Der Bestimmung der Aktivitgt im 
Rohcnzqm mul3 eino kurze Dialyse zur Entfernung 
evtl. vorhandenen Substrates vorangehen. Die 

Ergebnisse einer typischen Reinigung des Enzyms 
sind in Tabelle I zusammengestellt. Die folgenden 
Ergebnisse win-den mit Enzym nach der 
Ammoniumsulfatftil}ung erhalten. 

Be.stirnr?tuny du optirnulcn Rwk tionshcdingung~n 

Zur Bestimmung des pH-Optimums wurden 
verschiedene Puffersysteme gleicher Molari& 
getestet. Glciche Wirksamkcit wurdc mit CAPS- 
Puffer und Glycinpuffer erzielt. Ein breites pH- 
Optimum wurde puflerunabhgngig zwischen pH 
10.2 bis 10.7 gcfunden. Jedoch konnte such noch 
bei pH X,0 in Tris-Puffer geringe Aktivitgt 
gemessen werden. Das pH-Optimum ist von dcr 
Reinigungsstufc unabhgngig. Die Enzymaktivitiit 
steht in linearer Korrelation mit der Enzymmenge 
und mit der Zeit wghrend der crsten 5 bis IO Min. 
Die Umsetzung kann mit den Gesetzcn von 
Michaelis und Menten beschrieben werden. Die 
K,-Werte wurden fiir Prolin und NAD bei pH 
10.3 fiir Prolin mit 4.6 x lo-’ M bci Szttigung mit 
NAD (2 mM) und fir NAD mit 54 x lO-‘M bci 
Sgttigung mit Prolin (3 mM) graphisch bestimmt. 

Das EnTym weist eine weitgehende Substratspe- 
zifitgt fiir L-Prolin auf. Weder das stereoisomere I)- 
Prolin noch die analoge Verbindung Acetidin-‘- 
carbon&u-e wcrden umgesetzt. Weitere Amino- 

sguren wie Alanin. Arginin, Glutamin und Hydroxy- 
prolin sind im Standardansatz vollkommen in- 
aktiv. Der Ersatz VOII NAD durch NADP hat 
einen vollstiindigen Aktivit2tsverlust zur Folge. 
Die bei keimenden Erdniissen beschriebenc 
Hemmwirkung van niedcren NADP-Konzentra- 

tionen [ 151 konnte bei der PDH aus .3/wu!iu nicht 
beobachtet nerden. G1utamins~urc wird bei pH 
10.3 vom Rohcnzym etwas. vom gereinigtcn 
Enzym der Al~lJnOJliilmSUlfat~~llUng jedoch IliCht 

mehr umgesetzt. Bei pH X,2 im Tris-Puffer kann 
such mit dem gereinigten Enzym noch eine geringe 
Aktivitgt gemesscn wcrden. Diesc Umsetzung ist 
dcr Glutamatdehydrogenase Tuzuschreihen. die 
such bci ,4wwia nachgewiesen werdcn konntc. 

Bei Anwesenheit von I-Mercapto2thanol im 
Ansatl sind SH-Gruppen-schiitzende Verbin- 
dungen wit Glutathion (1 mM) oder Dithioery- 
thrit (1 mM) ohne EinfluB auf die PDH-Aktivitgt. 

Die Wirkung von spezifischen SH-Gruppenbin- 
denden Hemmstoffen auf die PDH-Aktivitgt ist in 
Tabellc 3 zusammengcstcllt. Die mercaptitbil- 
dende Verbindung CMBA bewirkt bei einer KoJ~- 

zentration von 4 x 10~” M eine lOO”,,ige Hem- 
mung. Diese Wirkung ist teilweise reversibel; 
durch Glutathion oder Cqstein kann das Enzym 
rcaktivicrt wcrden. Die alkylierendc Substanz JAA 
bewirkt nach 20 min Vorinkubation eine Xl”,,igc, 
nicht mchr revcrsicrbare Hemmung. Dicse Ergeb- 
nisse, sie wurden mit Enzym nach Ammoniumsul- 
fatftillung gewonnen. geben einen starken Hinweis 
auf die Anwesenheit von SH-Gruppen im aktiven 
Zentrum der PDH. Untersuchungen mit 
miiglichen kompetitiven Substraten wie NADP (3 
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Tabelle 2. Wirkung von p-Chlormercuribenzoesaure (CMBA) 
und Jodacetamid (JAA) auf die PDH-Aktivitat 

Hemmung 

(%) Reaktivierung 

4 x 10-4MCMBA 100 73’i:,mit4 x 10m3M 
Glutathion 

4 x 10-4MCMBA 100 58xmit4 x 10e3M 
Cystein 

4 x 10-5MCMBA 0 
4 x LO-‘M JAA 81 
4 x 10-3MJAA 50 

mM, 0,3 mM) D-Prolin (3 mM) Acetidin-2-carbon- 
saure (3 mM) und Glutaminsaure (3 mM) ergeben 
keine Hemmung und Fijrderung der Enzymakti- 
vitat durch diese Substanzen. 

Ansatz mit Glutamin oder Hydroxyprolin als Sub- 
strat zeigen keine Farbung. Dagegen ergeben sich 
mit Glutaminsaure als Substrat drei bis vier 
Banden unterschiedlicher Tntensitat. Die Moglich- 
keit, dab die mit Prolin aufgetretene Bande auf 
einer unspezifischen Reaktion einer Form der Glu- 
tamatdehydrogenase beruht, konnte durch Tren- 
nung bei verschiedenen Gelkonzentrationen und 
anschliebender Substratfarbung mit Prolin oder 
Glutaminsaure ausgeschlossen werden. 

Daraus, da13 bei keiner Gelkonzentration 
Banden mit demselben Rm-Wert auftreten (Tabelle 
3) ergibt sich, da13 in Anenzia die PDH und die 
GDH zwei verschiedene Enzyme mit enger Sub- 
stratspezifitat sind. 

Stabilitiit der Prolindehydrogenase DISKUSSION 

Nicht dialysiertes Rohenzym und nicht dialy- 
siertes Enzym der Ammoniumsulfatfraktion ist 
mehrere Tage im Kiihlschrank ohne griiBeren 
Aktivitatsverlust haltbar. Eine Dialyse (12 Stunden 
bei 2” gegen den Extraktionspuffer) hat immer 
einen geringen Aktivitatsverlust 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 ~1 
Prolin [U-l 4C] (0,5 PCi = 5 nM Prolin), 10 ~1 NAD 
(0,4 nM), 30 ~1 Enzym der Ammoniumsulfatfrak- 
tion und 20 ~1 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 ~1 punktfiir- 
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 Aktivitat des radioaktiven Pro- 
lins kleine Umsetzungspeak konnte nur in einem 
Laufmittelsystem (n-PrOH-NH,, 33:lS) eindeutig 
durch Vergleich mit dem RJ-Wert der Referenz- 
substanz als Glutaminsaure identifiziert werden. 

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 [ 151, mit Enzym 
aus Weizenkeimen [ 161 und such mit loslichem 
Enzym aus Hefe [S] gewonnen wurden. Da wir 
dieselbe Reaktion, eine prolinabhangige Reduk- 
tion von NAD such mit dialysiertem Rohenzym- 
extrakt von Pisum und Fomes annosus gemessen 
haben, darf angenommen werden, daB die direkte 
NAD-abhangige Oxidation von Prolin, d.h., die 
nicht von der Prolinoxidase katalysierte Reaktion 
im Pflanzenreich weit verbreitet ist. Als Name fur 
dieses neue pflanzliche Enzym wurde r_-Prolinde- 
hydrogenase vorgeschlagen [ 151. Obwohl Mazelis 
das Endprodukt nicht identifizieren konnte und 
such unsere Bemtihungen zu keinem gesicherten 
Ergebnis ftihrten, kann aber auf Grund unserer 
Ergebnisse in vivo und den an Hefe gewonnenen 
Daten [S] mit Sicherheit angenommen werden, 
da13 Glutaminsaure das Reaktionsprodukt der 

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

Konzentration 

757; 5’:’ / 0 37; 
Gelkonzentration PDH GDH PDH GDH PDH GDH 

Elektrophorese an Polyacrylamidgelen 

Substratfarbungen mit Prolin ergeben eine 
Bande und mit Glutaminsaure drei bis vier 
Banden. Die Kontrolle ohne Substrat und der 

0,09 0.12 0,17 0,19 1.24 0,25 
0, I 6 0,25 0.34 

Trennung des Enzymrohextraktes aus gekeimten Sporen von 
Anemia phyllitidis an Polyacrylamidgelen. 

Formazanfarbung mit Pro oder Glu als Substrat. 



356 A. R. ~;l!MhlKI(‘H 

PDH ist. Ein weiterer Hinweis fiir das Vor- 
kommen der PDH in hiiheren Pflanzen ergibt sich 
aus den Vcrsuchen mit cincm Enzyme-- der PK- 
Reduktase ~~ -aus Kotyledonen angekeimtcr Samen 
von CZIC[~Y~~~LI 1211. 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 Einsaty VOII 

Aminobenzaldehyd bis zur Glutamms5urc 
gelaufen wgre. bleibt allcrdings offcn. 

Im Gegensat;t zur ticrischen Prolinoxidase, die 
partikelgebunden vorliegt [9 1 1.13.14.121 findet 
sich die pflanzliche PDH in der l&lichen Fraktion. 
In Hefen scheinen beide Enzyme vorzukommcn. 
WBhrend Ling und Hedrick [7] die Prolinoxidasc 
aus der Mitochondrienfraktion bcstimmcn-Nordic 
PSC-Dehydrogenase ist nicht partikelgehunden 
-konntcn Lundgren und Ogur [X] cbenfalls in 
Hefecxtrakten die direkte Oxidation von Prolin 
mit NAD als Wasserstoffakzcptor in dcr l&lichen 
Fraktion messcn. Hier stcllt sich die Frage nach 
der Substratspezifit5t der PSC-Dchydrogcnase. 
Die MSglichkeit. da13 die vermeintliche PDH- 
Aktivitgt in Wirklichkeit auf ciner unspczifischen 
Umsetzung der PSC-Dchydrogenase mit Prolin 
als Sub&at beruht. kann nicht ausgeschlossen 
werden und mu0 in weiteren Versuchen mit hoch- 
reincm Enzym gekliirt werden. 

Verglcichende Betrachtung der Eigenschaften 
der A/lc~niu-PDH und der PDH aus ErdnuDkoty- 
ledoncn crgeben ein sehr Zhnliches Bild. Beide 
Enzymesindnichtpartikelgebunden. Ihr Wirkungs- 
optimum liegt bei pH 10,3. Die Substratspezifitgt 
ist eng auf I.-Prolin beschriinkt. Weder I)-Prolin 
noch L-Acctidincarbonstiure oder Hydroxyprolin 
werden als Substrat angenommen odcr wirken 
hemmend. Das Alrct/,zia-cnzym hat cinen ix;,,,-Wert 
von 4,6 x lo- M fiir Prolin, das ErdnuBcnrym 
von 3.0 x IO- ’ M. 

Die Tatsache, da0 bci der gelelektrophorc- 

tischen Untersuchung bei der PDH im Gegensatz 
zur GDH nur eine. durch Formazan angefiirbte 
Bande crschcint. ermiiglicht den SchlulJ. da8 in 
Awnia keinc durch Ladung odcr MolekiilgriiBe 
unterscheidharen Isoenzyme vorliegcn. 

Da irl t‘iro n&en dem Einbau von Prolin ins 
Protein eine L’mwandlung vornehmlich in Gluta- 
minsaure nachgewiesen wurde [3], und irl ~~itvo 

eine enzymatische Oxidation van Prolin gemessen 
werden konnte. darf angenommen werden. daO der 

Abbau von Prolin in der keimenden Spore van 
diescm Enzym katalysiert wird. Daraus. da0 in 
Extrakten der trockenen. noch ruhenden Spore 
eine vergleichbar ghnliche Enzymaktivitit ge- 
messen wurde wie in Extrakten aus gckeimten 
Sporen oder Prothallien, ergibt sich eine Er- 
kliirung fiir die allmiihliche Abnahme des Pro- 
lingehaltes in dcr nicht indu/icrtcn Dunkelsporc. 
Allein durch die Veriinderung dcr Hydratut- in dcl 
Spore--irl rlitro geschieht dies durch die Liisung 

des Enzyms in PufCcr Lvird das Enzqm aktiviert. 
Fiir den rapidcn Prolinabbau in den indu/icrtcn 
Sporen am dritten Tap dcr Kcimung sind jcdoch 
andcrc Regl~‘lationsmechanismen ~11 fordcrn. 
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Disk-elektrophoretische Trennung an Polyucrylamidgelen. Die 
elektrophoretische Trennung der verschiedenen Enzymfrak- 
tionen wurde in der Regel an 4% Gelen (7,5 cm; 6 mm 4) durch- 
gefiihrt ([IQ System Nr. 6). Die Proben (91 ml) wurden in 
40%iger Saccharose aufgetragen und bei 3mA pro Gel auf- 
getrennt. Unmittelbar nach Beendigung der Trennung erfolgte 
die Formazanfarbung in einer Liisung mit folgender Zusam- 
mensetzung: Farbepuffer (1) 0,l M Tris, pH 8,2. Bei hiiherem 
pH-Wert, der fur die PDH optimaler gewesen ware, tritt eine 
unspezifische Hintergrundfarbung auf. Substratlosung (2) 0, I M 
Prolin bzw. 0,l M Glu. Gin, Pro-OH im Farbepuffer gelost. 
Farbeliisung: 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 Substratliisung (2). Die Substratlosung 
wurde erst kurz vor Farbung 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. 

Protrinhestirnmung. Proteinkonzentrationen wurden mit der 
Biuretmethode [ 191 oder mit der Folinmethode [ZO] bestimmt. 
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