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werden, daf eine Cytochromoxidasen-Préparation, die
; chromalogl'aphiSCh aus Neurospora crassa gewonnen
~ wurde, aus mehreren Polypeptiden besteht, von denen
~ mindestens eins mit einem scheinbaren Molekularge-
wicht von 18000 an den mitochondrialen Ribosomen
synthetisiert wird1l, Im folgenden werden Versuche
beschricben, die aufzeigen, daB die Kinetik der In-vivo-
Markierung fiir die einzelnen Peptide verschieden ist.
In exponentiell wachsenden Neurospora-Zellen.wird
durch Zugabe einer kleinen Menge hochmarkierten
Leucins cine Pulsmarkierung erzielt. Die Radioaktivitét
L pefindet sich nach einigen Minuten vollstindig im
: protein. In der verwendeten Wachstumphase ist kein
protein-Abbau nachweisbar., Wird eine Kultur mit
2 [14c]Leucin und nach einer gewissen Zeit mit 3[H]Leucin
- markiert, so wird das ®H/C-Verhiltnis fir alle Proteine
| nach einer geniigend langen Zeit das gleiche sein. Einige
roteine werden Vorstufen fiir andere Proteine dar-
stellen. In diesem Fall wird die Markierung des Produkts
eine Verzogerung aufweisen. Das *H/'C-Verhiltnis
" ird unmittelbar nach Zugabe der [3H]Aminosdure
iedrig sein und dann allmihlich den Wert der anderen
Proteine erreichen.

a unseren Versuchen wurde eine exponentiell wachsen-
le Neurospora-Kultur mit [14C]Leucin und nach 45 min
[3H]Leucin pulsmarkiert. Die eine Halfte der Kultur

Membranproteine 2,1, das der Cytochromoxidasen-
paration 1,9. Die einzelnen Banden nach elektro-
horetischer Auftrennung der Polypeptide zeigten Werte
wischen 1,8 und 2,1.

. dem Anteil der Kultur, der 4 min nach 3H-Zugabe
tet wurde, war das 3H/!C-Verhiltnis in den mito-
hondrialen Membranen 1,56, in der Cytochromoxidase
gen nur 0,36. Die Cytochromoxidase wird also aus
ufen gebildet, was auf Grund der Tatsache, daB
Proteinsynthesesysteme an ihrem Aufbau beteiligt
zu erwarten ist. Trennt man die Peptide dieser
aration clektrophoretisch, so zeigt sich, daB die
oaktivitit hauptsichlich in der Bande mit dem
heinbaren Molekulargewicht 18000 zu finden ist. Das
prechende Polypeptid wird also besonders schnell
t, der Pool der entsprechenden Vorstufe hat
chnellen Turnover, und muB also klein sein.

muten, d.aB die Synthese dieses Polypeptides an
itochondrialen Ribosomen der geschwindigkeits-

idasen-Proteins darstellt.
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Uber die Abhéingigkeit des Zusammenbaus der Cyto-
chromoxidase von der Anwesenheit der Produkte der
mitochondrialen Proteinsynthese

Cytochromoxidase wurde aus Neurospora crassa mit
Hilfe einer Chromatographie an Oleoyl-polymethacryl-
sdure-Harz pripariert!!] und auf einer Polyacrylamid-
Elektrophorese in Natriumdodecylsulfat in sieben Poly-
peptide aufgetrennt!2], Nach einer Pulsmarkierung
durch Zugabe von radioaktiven Aminosduren in Tracer-
mengen wurde die Markierung der einzelnen Polypep-
tide in Abwesenheit und in Anwesenheit von Chlor-
amphenicol und nach Auswaschen des Inhibitors unter-
sucht.

Chloramphenicol hemmt in einer Konzentration von
4 mg/m/ den Aminosédureeinbau in alle Polypeptide zu
90—95%. Nach Auswaschen des Chloramphenicols aus
den Zellen und weiterem Wachstum steigt die Markie-
rung der vier Polypeptide mit kleinerem Molekular-
gewicht auf das fiinf- bis zehnfache, wihrend die ande-
ren Polypeptide nur einen kleinen Anstieg in der Mar-
kierung zeigen. Demnach werden unter der Wirkung
von Chloramphenicol die vier kleinen Polypeptide zwar
synthetisiert, aber nicht zu einem fertigen Enzym zu-
sammengebaut.

Chloramphenicol hemmt die mitochondriale, nicht aber
die extramitochondriale Proteinsynthesel3l, Es wird
daher gefolgert, daB mindestens ein Produkt der mito-
chondrialen Proteinsynthese fiir den Zusammenbau der
Cytochromoxidase notig ist.

Es ist sehr unwahrscheinlich, daB3 dieses Produkt eine
katalytische Funktion beim Zusammenbau ausiibt, z. B.
durch Beteiligung an der Him- oder Phospholipid-Syn-
these. Einsolches postuliertes katalytisches Protein mii3te
einen extrem schnellen Turnover aufweisen, da bereits
10min nach der Zugabe von Chloramphenicol die radio-
aktiven Aminoséduren in Protein eingebaut sind.

Es wird daher angenommen, dal3 wenigstens ein Produkt
der mitochondrialen Proteinsynthese stochiometrisch am
Aufbau der Cytochromoxidase beteiligt ist. Die in
Gegenwart von Cycloheximid eingebauten Amino-
sduren reprisentieren dieses Produkt!2],

1 Weiss, H. & Biicher, Th. (1970) Eur. J. Biochem. 17,
561 —567.

2 Weiss, H., Sebald, W. & Biicher, Th. (1971) Eur. J.
Biochem. 22, 19 —26.

3 Lamb, A. I., Clark-Walker, G. D. & Linnane, A. W.
(1968) Biochim. Biophys. Acta 161, 415—427.
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