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Cytochrome ¢ of the zebra (Equus guagga Boehmi) differs from horse cytochrome ¢ in having in its polypeptide
chain one serine residue instead of none and 9 threonine residues instead of 10. This replacement has been localised

at position 47 of the sequence.

1. Einleitung

Innerhalb der Familie der Pferde ist die Amino-
sdure-Sequenz des Cytochroms ¢ von Pferd {1] und
Esel [2] bekannt. Die beiden Cytochrom unter-
scheiden sich in der Position 47 der Polypeptidkette;
beim Pferd steht hier ein Threoninrest, beim Esel ein
Serinrest. In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir
das Cytochrom ¢ des Bohm-Steppenzebras und stellten
fest, dass die Polypeptidkette in der Position 47 einen
Serinrest tragt.

2. Material und Methoden

Das Cytochrom ¢ (18,3 mg) wurde nach dem
Verfahren von Flatmark [3] aus dem Herz eines
Steppenzebras isoliert. Quantitative Aminosiure-
Analysen wurden mit einem automatischen Amino-
sdure-Analysator (Biocal BC 200) durchgefiihrt. Zur
Bestimmung des Tryptophans wurde das Protein mit
6 N HCl, 2% Thiuglycolsdure [4] in 24 Std. bei 105°
hydrolysiert; das Hydrolysat wurde mit 0,7 M Na-
Citrat-Puffer, pH 5.15, aus der 60 X 0,9 cm — Siule
des Analysators eluiert.

Die enzymatische Spaltung des Cytochroms mit
Trypsin und Chymotrypsin und die Auftrennung der
Peptide nach der Finger-print-Methode wurden wie
frither beschrieben [5] durchgefiihrt. Die auf Diinn-
schichtplatten (Polygram Sil G, Macherey und Nagel)
mit Ninhydrin georteten Peptide wurden herausge-
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kratzt und in einer Saule (1 X 0,5 cm) mit dem
Gemisch Ameisensdure—Essigsdure—Wasser (2:15:85,
v/v; Flusstrate 0,5 ml/Std.) aus dem Trigermaterial
eluiert, wobei gleichzeitig eine Spannung von 100 V/
Saule angelegt wurde. Nach 4 Std. wurde der Inhalt des
Kathodengefisses, welches die Peptide enthielt, gefrier-
getrocknet.

Die Aminosiure-Sequenz wurde mit der Dansyl-
Edman-Methode [6] bestimmt. Die dansylierten
Aminosduren wurden chromatographisch auf Poly-
amidfolien [5, 7] getrennt.

3. Ergebnisse und Diskussion

Das Absorptionsspektrum des Zebra-Cytochroms
zeugte einen fiir Cytochrom ¢ charakteristischen Kur-
venverlauf [8] . Der Extinktionsqutient E, 5, (redu-
zierte Form)/E, ;. (oxydierte Form) [3] betrug 1,26.

In der Tabelle 1 ist die Aminosiure-Zusammenset-
zung des Zebra-Cyrochroms ¢ wiedergegeben.
Abweichend vom Pferd [1,9], aber in Ubereinstim-
mung mit dem Esel [2], enth&lt das Zebra im Cyto-
chrom c einen Serinrest, aber nur 9 Threoninreste.
Dieser Befund legte den Schluss nahe, dass beim Zebra
ein Threoninrest gegen ein Serinrest ausgetauscht
worden ist. Ein Vergleich der Aminosiure-Sequenz
der ¢-Cytochrom der bisher untersuchten Sdugetiere
liess vermuten, dass dieser Austausch die Position 47
der Polypeptidkette betraf.

Zur Pfiifung dieser Annahme wurde das Zebra-

North-Holland Publishing Company — Amsterdam



Volume 18, number 1 FEBS LETTERS

October 1971

Abb. 1. Fingerprint-Muster der tryptischen Peptide aus dem Cytochrom ¢ des Zebras. Diinnschichtplatte (Polygram Sil G, 40 X 20

cm). (1) Dimension (horizontal): Elektrophorese (Pyridin—Eisessig—Wasser, pH 5,8), Anode rechts. (2). Dimension (vertikal):

Chromatographie (Laufmittel: n-Butanol—Pyridin—Eisessig—Wasser 68:40:14:25, v/v), dreimal aufsteigend. Der Start lag bei .
Féarbung mit Ninhydrin.

Tabelle 1
Aminosidure-Zusammensetzung des Zebra-Cytochroms c.

Zebra Pferd  Esel

(91 {2)

Aminosiure a b

Aminosdurereste pro Molekiil

Asparaginsdure 8,29 8 8 8
Threonin 8,30 9¢ 10 9
Serin 1,30¢ 1 - 1
Glutaminsidure 12,43 12 12 12
Prolin 3,96 4 4 4
Glycin 11,60 12 12 12
Alanin 5,86 6 6 6
Cystein 1,33 2 2 2
Valin 2,99 3 3 3
Methionin 1,72 2 2 2
Isoleucin 5,80 6 6 6
Leucin 6,12 6 6 6
Tyrosin 3,60 4 4 4
Phenylalanin 3,92 4 4 4
Histidin 2,96 3 3 3
Lysin 18,93 19 19 19
Arginin 2,13 2 2 2
Tryptophand 1,24 1 1 1
Gesamt 104 104 104

a Mittelwert aus je 2 20 Std. und 70 Std. Hydrolysaten.
b Angenommenes ganzzahliges Verhiltnis.

¢ Extrapoliert auf die Hydrolysezeit 0 Std.

b Nach HCl/Thioglycolsiure-Hydrolyse [4] bestimmt.

Tabelle 2
Aminosiure-Zusammensetzung des tryptischen Peptids T20

aus dem Zebra-Cytochrome c.

T20 (Zebra)
Aminosiure _ T17 (Pferd [10})

a b
Asparaginsiure 2,13 2 2
Threonin 1,63 2 3
Serin 1,28 1 -
Glutaminsiure 143 1 1
Prolin 0,86 1 1
Glycin 2,20 2 2
Alanin 1,94 2 2
Tyrosin 0,99 1 1
Phenylalanin 1,00 1 1
Lysin 140 1 1
Gesamt 14 14

2 Im 20 Std. Hydrolysat gefundenes Mol-Verhil tnis.

b Angenommenes ganzzahliges Verhiltnis.

Cytochrom ¢ mit Trypsin gespalten und das Hydroly-
sat der Peptid-Analyse unterworfen. Die Abb. 1 zeigt
das Fingerprint-Muster der tryptischen Peptide. Ein
tryptisches Hydrolysat des Pferde-Cytochroms ¢
(Boehringer, Mannheim) lieferte unter den gleichen
Bedingungen ein identitisches Fingerprint-Muster.

Aus unseren Untersuchungen iiber das Cytochrom
¢ des Karpfens [5] war bekannt, an welcher Stelle des
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Pferd Thr—Gly —Gln—Ala—Pro—Gly —Phe—Thr—Tyr—Thr—Asp—Ala—Asn—Lys
ZebraThr—Gly —Gln—Ala—Pro —Gly —Phe—SER-Tyr [ Thr, Asx , Ala , Asx ]Lys

T20C1

e ———y — ———y ——— —— ————

T20

Abb. 2. Vergleich der Aminosiure-Sequenz in den Positionen 40 bis 53 der Polypeptidkette des Cytochroms ¢ vom Pferd [10]
und Steppenzebra. — bezeichnet einen Aminoséurerest, der durch Dansyl-Edman-Abbau bestimmt wurde.

Fingerprint-Musters das tryptische Peptid, welches die
in Position 47 stehende Aminosiure enthilt, abge-
lagert wird. Wir isolierten daher dieses Peptid (T20)
und bestimmten seine Aminosdure-Zusammensetzung.
Wie die Tabelle 2 zeight, enthielt das Peptid T20

einen Threoninrest weniger und einen Serinrest mehr
als das gleichartige Peptid (T17, [10]) aus dem Pferde-
Cytochrom c.

Zur Lokalisation des Austausches wurde das Peptid
T20 mit Chymotrypsin gespalten. Aus dem Hydrolysat
wurde durch Elektrophorese auf Diinnschichtplatten
ein Peptid T20C1 isoliert, das folgende Aminosiure-
Zusammensetzung hatte: Thr, , Ser, , Glu, , Pro,, Gly,,
Ala,, Tyr,, Phe, . Da das Peptid bei pH 5,8 keine
negative Uberschussladung besass, muss die Seiten-
kette der Glutaminsdure im Peptidverband amidiert
gewesen sein. Mittels Dansyl-Edman-Abbau konnte
die Sequenz des Peptides T20 bis zur Position 8 aufge-
klart werden. In der Abb. 2 werden die Ergebnisse der
Untersuchung zusammengefasst.

Die ¢-Cytochrom von Pferd und Steppenzebra
unterscheiden sich in der Position 47 der Polypeptid-
kette. Das Zebra-Cytochrom c trigt in dieser Position
einen Serinrest und stimmt hierin mit dem Cytochrom
¢ des Esels {2] iiberein.
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