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werden, daß eine Cytochromoxidasen-Prä para tion, d ie 
hromatographi sch a us Neurospora crassa gewonnen 

cvurde, a us mehreren Polypeptiden besteht , von denen 
\indestens eins mit einem schei nbaren Molekula rge­
:icht von 18000 an den mitochondrialen Ribosomen 
synthetisiert ~ird lll . . Im fo lgen?en .wer?en Versu~he 
beschrieben, die aufzeigen , daß die KJJ1etl k der In-vlVo­
Markierung für die einzelnen Peptide verschieden ist. 
In exponentie ll wachsenden Neurospora-Zellen wird 
durch Zugabe einer kleinen Menge. hoch~lark i ~r.t~n 
Leucins eine Pulsmarkierung erzielt. Die R adioakt ivItat 
befindet sich nacll einigen Minuten vollständig im 
Protein . In der verwendeten Wachstu~llphase ist kei~l 
Protein-Abbau nachweisbar. Wird eJJ1e Kultur mit 
[14C)Leucin und nach einer gewissen Zeit mi t 3[H)Leucin 
markiert, so wird das 3H /14C_ Verhältnis für a lle Protei ne 
nach einer genügend langen Zeit das gleiche sein . Einige 
Proteine werden Vorstu fen für andere Proteine dar­
stellen. In diesem Fall wird die Ma rkierung des Produkts 
eine Verzögerung a ufweisen. D as ~H/ 14C_ Verhältni s 
wird urunittelbar nach Zugabe der [3H)Aminosäure 
niedrig sein und dann allmählich den Wert der anderen 
Proteine erreichen. 

In unseren Versuchen wurde eine exponentiell wachsen­
de Neurospora-K ultur mit [14C)Leucin und nach 45 min 
mit [3H)Leucin pulsmarkiert. Die eine Hälfte der Kultur 
wurde 4 mi n und d ie andere 90 min nach der 3H-Zugabe 
geerntet und auf ODC a bgekühl t. In dem lä nger markier­
ten Anteil war das 3Hf14C-Verhältni s der mitochondria­
len Membranproteine 2, I , das der Cytochromoxidasen­
Präparation J ,9. D ie einzelnen Banden nach elektro­
phoretischer Auf trennung der Polypeptide zeigten Werte 
zwischen J,8 und 2, I . 

In dem Anteil der K ul tur , der 4 min nach 3H-Zugabe 
geerntet wurde, war das 3H /14C-Verhä ltnis in den mito­
chondrialen Mem branen 1,56, in der Cytochromox idase 
dagegen nur 0,36. D ie Cytochromoxidase wird also aus 
Vorstufen gebildet, was a uf G rund der Tatsache, daß 
zwei Proteinsynthesesysteme an ihrem Auf bau beteiligt 
sind, zu erwarten ist. Trennt man die Peptide dieser 
Präparation elekt rophoret isch, so zeigt sich , daß die 
Radioaktivitä t hauptsächl ich in der Bande mit dem 
scheinbaren Molekulargewicht J 8000 zu find en ist. Das 
entsprechende Polypeptid wird a lso besonders schnell 
~arkiert , der Poo l der entsprechenden Vorstufe hat 
eIßen seimelIen Turnover, und mu ß also kl ein sein. 

: ir v~rmuten, d.aß d ie Synthese d ieses Polypeptides a n 
~ ,mltochondn alen R ibosomen der geschwind igkeits­
clwhmm~nde Schritt für den Zusammenbau des Cyto- . 
~asen-Prote i ns darstell t. 
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Über die Abhängigkeit des Z usammenbaus der Cyto­
chromoxidase von der Anwesenheit der Produkte der 
mitochondrialen Proteinsynthese 

Cytochro moxidase wurde a us Neurospora crassa mit 
H ilfe e iner Chromatographie a n Oleoyl-polymethacryl­
säure-Harz präpa riert [1] und a uf einer Polyacrylamid­
E lekt rophorese in N atriumdodecylsulfa t in sieben Poly­
peptide a ufgetrennt [2J. N ach einer P ulsmarkierung 
durch Zugabe von radioaktiven Aminosä uren in Tracer­
mengen wurde die Ma rkierung der einzelnen Polypep­
tide in Abwesenheit und in Anwesenheit von Chlor­
amphenicolund nach Auswaschen des Inhibito rs unter­
sucht. 

Chloramphenicol hemmt in einer Konzent ration von 
4 mg/mI den Aminosäuree inbau in a lle Polypeptide zu 
90 - 95 %. Nach Auswaschen des Chloramphenicols aus 
den Zellen und weiterem Wachstum steigt die Markie­
rung der vier Po lypeptide mi t kleinerem M olekular­
gewicht a uf das fünf- bis zehnfache, während di e ande­
ren Polypeptide nur ei nen kleinen Anstieg in der Mar­
kierung ze igen. D emnach werden unter der Wirkung 
von C hlo ramphenicol die vier kleinen Polypeptide zwar 
syntheti siert, aber nicht zu einem fertigen E nzym zu­
sammengebaut. 

Chloramphenicol hemmt die mitochondriale, nicht a ber 
die extramitochond ria le Pro teinsynthese[3J . Es wi rd 
da her gefol gert, daß mindestens ein Produ kt der mito­
chondrialen Proteinsynthese für den Zusammenbau der 
Cytochromoxidase nötig ist. 

Es ist sehr unwahrscheinlich, da ß dieses Produkt eine 
katalytische F unkti on beim Zusammenbau ausübt , z. B. 
durch Beteiligung a n der Häm- oder P hospho li pid-Syn­
these. E in solches postuliertes kataly tisches Protein müßte 
einen extrem schnellen Turnover a ufweisen, da bereits 
10min nach der Zugabe von Chloramphenicol die radio­
aktiven Aminosäuren in Protein eingebaut sind . 

Es wird daher angenommen, da ß wenigstens ein Produ kt 
der mitochondria len Proteinsynthese stöchiometrisch am 
Aufbau der Cytochromox idase beteiligt ist. D ie in 
Gegenwart von Cycloheximid eingebauten Amino­
säuren repräsentieren dieses P rodukt[21. 
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