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1. E i n l e i t u n g 

Das Studium der Biogenese von Mitochondrien - zellulärer Unter­
e i n h e i t e n von f u n k t i o n e l l und morphologisch s p e z i f i s c h e r Orga­
n i s a t i o n - kann s i c h an zwei Gruppen von Fra g e s t e l l u n g e n o r i e n ­
t i e r e n : 

1) Auf welchem Wege werden neue Mitochondrien i n den Z e l l e n ge­
b i l d e t und wachsen heran? 

2) Wie wird d i e s e r Prozeß gesteuert, d e r g e s t a l t , daß der A n t e i l 
des Chondrioms an der zellulären Substanz e i n s p e z i f i s c h e r 
b i o l o g i s c h e r Parameter i s t ? 

Im H i n b l i c k auf beide genannten Problemkreise i s t wahrschein­
l i c h , daß autonome Mechanismen der Mitochondrien mit e x t r a ­
mitochondrialen Systemen der Z e l l e kooperieren. 

B i s etwa 1960 i n t e r e s s i e r t e n s i c h f a s t ausschließlich morpho­
l o g i s c h a u s g e r i c h t e t e Biologen für diese Fragen. Mikroskopische 
und elektronenmikroskopische Beobachtungen führten zu e i n e r 
V i e l z a h l von Theorien, so etwa e i n e r Entstehung von Mitochon­
d r i e n durch Umbildung der Kernmembran, des endoplasmatischen 
Retikulums, des Golgiapparates oder der Plasmamembran 
E r s t a l s aus biochemischen Untersuchungen k l a r wurde, daß 
äußere Membran, innere Membran und Matrix der Mitochondrien 
s p e z i f i s c h e S t r u k t u r und Funktion haben, wurde begonnen, mit 
biochemischen Methoden das Problem der Entstehung von Mito­
chondrien zu v e r f o l g e n . I n der folgenden A u f s t e l l u n g s i n d d i e 
wich t i g e n S c h r i t t e der seitdem einsetzenden Entwicklung auf­
gezählt: 

1958 SIMPSON [2] b e r i c h t e t über einen geringen aber 
s i g n i f i k a n t e n Einbau r a d i o a k t i v e r Aminosäuren i n 
i s o l i e r t e Leber-, Herz- und Skelettmuskelmitochon-
d r i e n . D i e s e r Prozeß i s t im Gegensatz zum micro-
somalen Einbau unempfindlich gegen Ribonuclease. 

1961 E s ers c h e i n e n die e r s t e n d e t a i l l i e r t e n Unter­
suchungen über die Bedingungen des Einbaus r a d i o ­
a k t i v e r Aminosäuren i n das P r o t e i n von R a t t e n -
lebermitochondrien (ROODYN [3D, TRUMAN [ 4 ] ) . 
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Die i n v i t r o Syntheserate i s t jedoch, v e r g l i c h e n 
mit der i n vivo zu beobachtenden, minimal. 

ROODYN [53 we i s t nach, daß s i c h i n der löslichen 
P r o t e i n f r a k t i o n nach i n v i t r o Einbau von markier­
ten Aminosäuren nur eine geringe s p e z i f i s c h e 
Radioaktivität f i n d e t . Cytochrom c, Malatdehydro-
genase und K a t a l a s e werden n i c h t im i n v i t r o 
System s y n t h e t i s i e r t . Eine besonders hohe s p e z i ­
f i s c h e Radioaktivität f i n d e t s i c h i n e i n e r mit 
Detergens präparierten L i p o p r o t e i n f r a k t i o n der 
mitochondrialen Membranen [6] . 

1963 LUCK [ 7 ] beobachtet b e i der Verfolgung von Mito­
chondrien i n e i n e r Cholinmangelmutante von Neuro-
spora c r a s s a , d ie mit radioaktivem Cholin markiert 
wurde, über mehrere Generationszyklen, daß s i c h 
die Radioaktivität s t a t i s t i s c h über sämtliche 
Mitochondrien v e r t e i l t . Eine Vermehrung der Mito­
chondrien durch Teilu n g gewinnt dadurch an Wahr-
sche i n l i c h k e i t . 

BROSEMER et a l . [8] weisen Wachstum von Mitochon­
d r i e n nach. B e i der Entwicklung des Flugmuskels 
der Wanderheuschrecke beobachten s i e Konstanz des 
Musters mitochondrialer Enzyme t r o t z großer 
q u a n t i t a t i v e r Unterschiede i n der morphologischen 
Erscheinungsform der Mitochondrien. 

NASS et a l . [ 9 ] finden mit H i l f e histochemischer 
Methoden DNA-Fasern i n Mitochondrien. 

1964 Eine Reihe d e t a i l l i e r t e r Untersuchungen über den 
Einbau von Aminosäuren i n i s o l i e r t e Mitochondrien 
weisen auf Analogien im Mechanismus von mitochon­
d r i a l e r und mikrosomaler Proteinsynthese h i n 
KROON [ 1 0 ] . 

LUCK et a l . [11] finden RNA-Synthese i n i s o l i e r ­
ten Neurospora Mitochondrien. 

1965 Das Vorkommen e i n e r RNA-Polymerase i n Mitochon­
d r i e n wird durch WINTERSBERGER [12] und 
NEUBERT [133 bestätigt. Das Vorkommen von t r a n s -
fer-RNA und Aminoacyl-RNA-Synthetasen i n Hefe-
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mitochondrien e r s c h e i n t w a h r s c h e i n l i c h [ 1 4 ] . 
Mitochondriale DNA mit von der Kern-DNA un t e r ­
schiedlichem Sedimentationsverhalten wird i s o ­
l i e r t (LUCK et a l . [ 1 1 ] , BORST et a l . [ 1 6 ] ) . 

1966 Die E x i s t e n z e i n e r mitochondrialen DNA-Poly-
merase wird nachgewiesen (WINTERSBERGER [ 1 7 ] , 
SIMPSON et a l . [ 1 8 ] ) . 

Die mitochondriale DNA wird c h a r a k t e r i s i e r t : S i e 
b e s i t z t i n sämtlichen untersuchten Organismen e i n 
Molekulargewicht von ca. 10·10 , i s t doppel-
strängig ringförmig und hat eine Länge von 5·4μ 
(KROON et a l . [19],NASS [ 2 0 ] ) . 

LUCK wiederholt den k l a s s i s c h e n MESELSON-STAHL-
Versuch für mitochondriale DNA und f i n d e t grund­
sätzlich ähnliches Verhalten wie für Kern-DNA, 
e i n Hinweis auf die mögliche Fähigkeit mitochon­
d r i a l e r DNA zur Übertragung genetischer I n f o r ­
mation [15] · 

Der Einbau von r a d i o a k t i v e n Aminosäuren i n i s o ­
l i e r t e Mitochondrien e r f o l g t i n v i e r "bis fünf 
Banden der e l e k t r o p h o r e t i s c h aufgetrennten un­
löslichen Membranproteine (HALDAR et a l . [ 2 1 ] , 
SEBALD [ 2 2 ] ) . Experimente mit HeLa-Zellen sprechen 
dafür, daß Cytochrom c an den cytoplasmatischen 
Ribosomen s y n t h e t i s i e r t wird [ 2 1 ] . 

1967 Mutierte mitochondriale DNA wird i n den cy t o ­
plasmatischen " p e t i t e c o l o n i e s " Mutanten von 
Sacharomyces c e r e v i s i a e gefunden (SLONIMSKI e t a l . 
[ 2 3 ] ) . Unabhängigkeit im z e i t l i c h e n R e p l i k a -
t i o n s v e r h a l t e n von mitochondrialer und Kern-DNA 
wird nachgewiesen (NEUBERT [ 2 4 ] ) . 

SWIFT [25] i d e n t i f i z i e r t i n Mitochondrien r i b o -
somenartige P a r t i k e l mit einem Durchmesser von 
120-150 £. Mitochondriale Ribosomen d i e s e r 
Größe mit einem von den cytoplasmatischen Bibo-
somen abweichendem Sedimentationsverhalten ( 5 5 S ) 



- 4 -

werden aus Lebermitochondrien i s o l i e r t (O'BRIEN 
et a l . [ 2 6 , 2 7 3 ) . Es f o l g t die Gewinnung mitochon­
d r i a l e r Ribosomen aus Neurospora c r a s s a [ 2 8 , 2 9 ] , 

RNA vom b a k t e r i e l l - r i b o s o m a l e n Typ ( 1 6 S und 2 3 S) 
wird aus Lebermitochondrien d a r g e s t e l l t (KROON [ 3 0 ] } 

Hybridisierungsversuche sprechen dafür, daß 
wenigstens e i n T e i l der mitochondrialen RNA durch 
T r a n s s c r i p t i o n mitochondrialer DNA e n t s t e h t 
(FUKUHARA [ 3 1 , 3 2 ] ) . I n Neurospora c r a s s a und i n 
Rat t e n l e b e r wird die E x i s t e n z mitochondrialer 
transfer-RNAs nachgewiesen (BARNETT e t a l . [ 3 3 ] , 

SIMPSON e t a l [ 3 4 ] ) , w e i t e r h i n das Vorkommen s p e z i ­
f i s c h e r mitochondrialer Aminoacyl-RNA-Synthetasen 
[ 3 5 ] . 

Der Beginn d i e s e r A r b e i t fällt i n d i e j e n i g e Phase der b e s c h r i e ­
benen Entwicklung, i n der s i c h die b i o l o g i s c h e S i g n i f i k a n z 
der i n v i t r o Synthese mitochondrialer Proteine abzeichnete. 



2. Plan 

vVie eingangs gesagt, kooperieren autonome Mechanismen der 
Mitochondrien mit extramitochondrialen Systemen. Daher darf 
s i c h das Studium der Biogenese von Mitochondrien n i c h t nur 
auf die Abläufe i n der i n t a k t e n Z e l l e e r s t r e c k e n , sondern es 
muß auch der Versuch unternommen werden, den biogenetischen 
Prozeß an i s o l i e r t e n Mitochondrien i n v i t r o zu untersuchen. 
I n diesem Sinne wurde i n der vorliegenden A r b e i t der Einbau 
r a d i o a k t i v markierter Aminosäuren i n mitochondriale P r o t e i n e 
v e r f o l g t . 

Zunächst wurde untersucht, durch welche Bedingungen des I n c u -
bationsmediums s i c h das zelluläre M i l i e u s u b s t i t u i e r e n läßt. 
Das I n h a l t s v e r z e i c h n i s gibt Auskunft über die v e r s c h i e d e n ­
a r t i g e n Parameter. Neben den Konzentrationen der Ionen und 
Metabolite wurde der Bedarf an Aminosäuren und deren gegen­
s e i t i g e Beeinflussung e i n e r eingehenderen Betrachtung u n t e r ­
zogen. An Hand e i n e r optimalen oder zumindest s t a n d a r d i s i e r ­
ten Versuchsanordnung wurde daraufhin der Einfluß von Hemm­
substanzen und die Abhängigkeit des Einbaus von der s t r u k ­
t u r e l l e n I n t a k t h e i t der Mitochondrien untersucht, und der 
Ausschluß von wesentlichen F e h l e r q u e l l e n durchgeführt. Die 
Klärung des Systems im d e r z e i t i g e n Stand der Erforschung wird 
durch Experimente zur Regulation des Einbaus und zur q u a n t i ­
t a t i v e n Betrachtung der ^inbaurate abgeschlossen. 

Diese Untersuchungen wurden an zwei verschiedenen Typen von 
Mitochondrien durchgeführt, welche Extreme mitochondrialer 
Organisation repräsentieren, uie betrachten das Jiiitochondrium 
a l s eine E i n h e i t . 

I n einem zweiten T e i l wird nach der Biogenese e i n z e l n e r E l e ­
mente des Mitochondriums gefragt. Wir bestätigten, daß im 
i n v i t r o System r a d i o a k t i v e Aminosäuren nur i n die F r a k t i o n 
der unlöslichen Membranproteine eingebaut werden. Diese F r a k ­
t i o n b e i n h a l t e t jedoch die strukturgebundenen Proteine sowohl 
der Innen- a l s auch der Außenmembran. Deshalb wurde i n den 
darauffolgenden Experimenten das Verhalten der beiden Membranen 
getrennt untersucht, mit dem Ergebnis, daß i n v i t r o Aminosäuren 
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nur i n e i n z e l n e F r a k t i o n e n der inneren Membran i n k o r p o r i e r t 
werden. Es i s t k l a r , daß das i n v i t r o System nur einen sehr 
eingeschränkten T e i l der Biogenese von Mitochondrien erfaßt 
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3. Ergebnisse 

Die i n d i e s e r A r b e i t verwendeten Arten von Mitochondrien von 
extrem verschiedenem Typ sind: die Mitochondrien des F l u g ­
muskels der Wanderheuschrecke(Locusta m i g r a t o r i a ) und der 
Rattenleber. 

S i e unterscheiden s i c h i n z w e i e r l e i H i n s i c h t : 

1) Wie b e r e i t s erwähnt, repräsentieren die Flugmuskelmitochon-
d r i e n (Sarkosomen) den "Crista-Typ", d ie Lebermitochondrien 
den "Matrix-Typ". 

2) Das Mitochondrium des Flugmuskels wird im V e r l a u f des 
Lebens des I n s e k t e s einmal gebildet. Diese Entwicklung e r ­
f o l g t i n z e i t l i c h e r Koordination mit der Entwicklung des 
Flugmuskels. Sämtliche Mitochondrien des Organs befinden 
s i c h j e w e i l s im g l e i c h e n Entwicklung ε zu s t and. Die Mito­
chondrien der Rattenleber hingegen haben einen Turnover 
( c a . 10 Tage Hal b l e b e n s z e i t [ 3 6 ] ) . Im Organ gehen laufend 
Mitochondrien zu Grunde und werden durch neue e r s e t z t . 

E i n w e i t e r e r V o r t e i l i n der g l e i c h z e i t i g e n Benutzung d i e s e r 
verschiedenen Objekte l i e g t d a r i n , daß s i c h das Locusten-
system besonders für vergleichende i n vivo - i n v i t r o Unter­
suchungen eignet, das Rattenlebersystem hingegen wegen der 
l e i c h t e n Verfügbarkeit großer Mengen von Mitochondrien z.B. 
V o r t e i l e b e i der Verfolgung des Einbauproduktes b i e t e t . 

3.1« Versuche zur C h a r a k t e r i s i e r u n g der Einbausysteme 

3.1.1. Osmolarität des Incubationsmediums 

Das Mitochondrium s t e l l t e i n osmotisches System dar. Nach 
den gegenwärtigen Kenntnissen s t e h t die innere Membran im 
Vordergrund, die den "Matrixraum" umschließt. I n t a k t h e i t 
von Mitochondrien i s t nur gewährleistet, wenn s i e s i c h i n 
einem - zumindest annähernd - isosmotischen Medium befinden. 
Zur Erzeugung von Osmolarität wurde entweder KCL oder 
Sucrose verwendet. KCl e r s c h e i n t deshalb günstig, da das d i e 
Mitochondrien umgebende Ionenmilieu der Z e l l e vor a l l e m 
durch hohe K + Konzentration gekennzeichnet i s t ( c a . 100 mM), 
und w e i t e r h i n f r i s c h i s o l i e r t e Mitochondrien an Me t a l l i o n e n 



vornehmlich Κ i n e i n e r Konzentration von 130 ιημΜοΙ/mg Pro­
t e i n e n t h a l t e n [371. Abb. 1 und Abb. 2 zeigen die Abhängig­
k e i t des Einbaus von radioaktivem Leucin bzw. I s o l e u c i n von 
der Kaliumchloridkonzentration im Incubationsmedium. 

500. 

Ipm / m g Protein 

0,03 0,06 0,09 0,12 0,15 

[M] 

0,18 

KCl 

Ipm /mg Protein 

— I — 
40 160 

mM KCl 

Abb. 1. Abhängigkeit des 
Einbaus von 1 4 - C - I s o l e u c i n 
i n i s o l i e r t e Locustenmito-
chondrien von der KCl Kon­
z e n t r a t i o n . (Versuchsbe­
dingungen siehe 4.3.1.) 

Abb.2. Abhängigkeit des 
Einbaus von 14-C-Leucin i n 
i s o l i e r t e R a t t e n l e b e r n i t o -
chondrien von der KCl Kon­
z e n t r a t i o n . (Versuchsbe­
dingungen siehe 4.3.1.) 

Für beide Typen f i n d e t s i c h e i n ausgeprägtes Optimum. ".Venn 
man zu diesen Ionen die im Incubationsmedium w e i t e r vorhan­
denen Ionen dazurechnet, erhält man im F a l l e der Locusten-
mitochondrien eine Osmolarität von 277 mosmolar, im F a l l e 
der Hattenlebermitochondrien eine solche von 235 mosmolar. 
Abb. 3 z e i g t das Verhalten, wenn - wie h i e r b e i Locusten-
mitochondrien - Sucrose zur Erzeugung von I s o t o n i e verwendet 
wurde. 

I n beiden Fällen e r w e i s t s i c h , daß eher e i n hypotones Medium 
für den Einbau günstig i s t . Dafür s c h e i n t d i e mit l e i c h t e r 
Schwellung verbundene höhere Permeabilität der Membranen ver­
a n t w o r t l i c h zu s e i n . Wesentlicher Grund für den starken 
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Ipm/mg Protein 

0.30 0.40 
Μ Sucrose 

Abb. 3. Abhängigkeit der Einbaurate von 1 4 - C - I s o l e u c i n 
i n i s o l i e r t e Locustenmitochondrien von der üucrose-
konzentration. (Versuchsbedingungerl siehe 4.3.1.) 

A b f a l l der Einbauaktivität nach höheren Konzentrationen im 
F a l l e des Kaliumchlorids, der b e i Verwendung von oucrose n i c h t 
zu beobachten i s t , dürfte s e i n , daß durch die erhöhte Ionen­
stärke des Lediums eine Zerstörung der S t r u k t u r der mitochon­
d r i a l e n Membranen s t a t t f i n d e t , die eine Eröffnung des Matrix-
raums zur Folge hat. E i n V e r g l e i c h der Einbaurauen b e i j e ­
w e i l s optimaler K C l - bzw. Bucrosekonzentration und g l e i c h e n 
Einbaubedingungen z e i g t nur geringe Unterschiede. 

3.1.2. pH-Abhängigkeit de s Einbaus 
A l s w e s e n t l i c h für die E r z i e l u n g optimalen Einbaus erwies 
s i c h das pH des Incubationsmediums (Abb. 4 und Abb. 5 ) . So­
wohl b e i Locusten- a l s auch b e i Rattenlebermitochondrien 
fand s i c h eine ausgeprägte pH-Abhängigkeit. Die Lage der 



Abb. 5 · Abhängigkeit des Einbaus von 14—C-Leucin i n 
Rattenlebermitochondrien vom pH des Incubations-
mediums. (Versuchsbedingungen siehe 4 . 3.1.) 
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Optima i s t jedoch i n den beiden Fällen um einepH-Einheit 
verschieden. 

3.1*3» Bedarf an Aminosäuren 

Wenn der gemessene Einbau e i n e r e i n z i g e n Aminosäure tatsäch­
l i c h die Neusynthese von Peptidketten repräsentiert, s o l l t e 
d i e s e r Einbau von der Anwesenheit der anderen benötigten 
Aminosäuren abhängig s e i n . F r i s c h i s o l i e r t e Rattenlebermito-
chondrien e n t h a l t e n f r e i e Aminosäuren. Die Konzentrationen 
der einzelnen Aminosäuren s i n d i n Tab. 1 aufgezeichnet ( s i e h e 
auch [ 3 8 ] ) . Werden diese Mitochondrien b e i 32°C i n c u b i e r t , 
so e r f o l g t eine F r e i s e t z u n g von Aminosäuren (Tab. 1 ) , d i e i n 
ihrem Ausmaß von e i n e r Aminosäure zur anderen v a r i i e r t . 

Incub. Z e i t 0 30 60 
[min] 

a l a 0.44 0.38 0 . 5 2 

arg 0 . 0 0 . 0 0.0 
asp 0.43 0.93 1.63 
cys-SH 0.0 0.0 0.0 
glu 0 . 7 2 2.04 1.48 
giy 0.79 2.24 3.06 
h i s 0.69 0.41 1.06 
i l e u 0.0 0 .71 0.78 
l e u 0.49 1 . 1 7 1.41 
l y s 0.44 0.95 1.49 
met 0.0 0.0 0.0 
pro 0.0 0.0 0.0 
s e r 0.45 0 . 5 1 0.40 
threo 0.24 0 . 7 1 0.84 
t r y 0.0 0 . 0 5 0.12 
v a l 0.44 0.94 1.24 

Tab. 1. Gehalt an f r e i e n Aminosäuren von f r i s c h i s o l i e r t e n 
Rattenlebermitochondrien und nach I n c u b a t i o n s z e i t e n von 
30 und 60 min. b e i 32°C. (πιμΜοΙ Aminosäure/mg P r o t e i n ) 
(Versuchsbedingungen siehe 4.6.4.) 
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V</ie jedoch Abb. 6 und Abb. 7 v e r a n s c h a u l i c h e n , r e i c h e n d i e s e 
Mengen b e i weitem n i c h t aus, um den Einbau der zugesetzten 
r a d i o a k t i v e n Aminosäure mit optimaler Geschwindigkeit zu e r ­
lauben. 

Ipm /mg Prettin 
Ipm/mg Protein 

2.0 3.0 
Aminosäurengemisch (mg /ml] 

100 200 300 
u g / m l Aminosäurengemisch 

Abb. 6. Abhängigkeit des 
Einbaus von 1 4 - C - I s o l e u c i n 
i n Locustenmitochondrien 
von der Aminosäurenkonzen­
t r a t i o n . (Versuchsbedingungen 
s i e h e 4.3.1.) 

Abb. 7· Abhängigkeit des 
Einbaus von 14-C-Leucin i n 
Rattenlebermitochondrien 
von der Aminosäurenkonzen­
t r a t i o n . (Versuchsbedingunge. 
siehe 4.3.1.) 

Durch Zugabe von Aminosäurengemischen, deren Zusammensetzung 
i n Tab. 2 wiedergegeben i s t , konnte sowohl für Locusten-
a l s auch für Rattenlebermitochondrien eine beträchtliche 
S t e i g e r u n g des Einbaus e r z i e l t werden. B e i e i n e r r e l a t i v 
hohen K o n z e n t r a t i o n l i e g t dabei das Optimum für Locustenmito­
chondrien. Dies mag einen physiologischen S a c h v e r h a l t wieder­
s p i e g e l n , da s i c h im Flugmuskel von Locusta eine ungewöhnlich 
hohe K o n z e n t r a t i o n von f r e i e n Aminosäuren f i n d e t [ 3 9 ] , die 
nahe b e i der Optimalkonzentration des i n v i t r o Einbaus l i e g t 
(1.6 mg/ml). Die Konzentrationen der f r e i e n Aminosäuren i n der 
R a t t e n l e b e r l i e g e n ähnlich wie i n dem gezeigten i n v i t r o 
Versuch w e s e n t l i c h n i e d r i g e r [ 4 0 ] . 
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ASG, AüG„ AüG T ASG, 

a l a 1, , 0 1. 0 l y s 0 . . 5 0 . 7 5 
arg 0 . . 1 2 5 0 . 5 met 0 , . 5 0 . 2 5 
asp υ. • 5 0 . 7 5 phe 0 , . 1 2 5 0 . 5 

asp NR2 0 , . 2 5 0 . 3 5 pro 0 . . 2 5 0 . 2 5 
cys 0 . . 2 5 0 . 2 5 opro 0 . . 0 0 . 0 5 
g l u 1, , 0 0 . 7 5 s e r 0 . . 7 5 0 . 5 
g l u NH2 0 . . 7 5 0 . 3 5 threo ü. . 5 0 . 5 

g i y 1. . 0 0 . 7 5 t r y Ü. . 1 2 5 0 . 2 5 
h i s 0 . • 2 5 c. 2 5 t y r 0 . . 2 5 ü. 2 5 

l e u 0 . . 3 7 5 0 . 5 v a l 0 . . 5 0 . 5 

i l e u 0 , . 3 7 5 0 . 5 

Tab. 2 . Zusammensetzung der Aminosäurengemische zur Incuba­
t i o n von Locustenmitochondrien (ASGj,) und Rattenlebermito­
chondrien ( A S G R ) . Die Zahlen geben die molaren Verhältnisse 
an. Die Zusammenstellung der Gemische e r f o l g t e i n Anlehnung 
an [ 4 1 ] . 

Genaueren E i n b l i c k i n die Bedürfnisse des Systems s o l l t e eine 
Untersuchung der Wirkungen der einzelnen Aminosäuren auf den 
Einbau r a d i o a k t i v e r Aminosäuren i n i s o l i e r t e Rattenlebermito­
chondrien gewähren. Diese Versuche wurden j e w e i l s für zwei v e r ­
schiedene r a d i o a k t i v e Aminosäuren - 14-C-Leucin und - P r o l i n -
durchgeführt (Tab. 3 und Tab. 4 ) . Dabei wurde d i e j e n i g e E i n ­
baurate, die e r z i e l t wurde, wenn j e w e i l s die angezeigte Amino­
säure aus dem Gemisch weggelassen wurde, i n }o derjenigen aus­
gedrückt, die b e i Anwesenheit des vollständigen Aminosäuren­
gemisches e r h a l t e n wurde. Die r a d i o a k t i v e Aminosäure, deren 
Einbau gemessen wurde, war n i c h t im Aminosäurengemisch v e r t r e t e n 

Es s t e l l t e s i c h heraus, daß nur b e i Weglassen e i n i g e r Amino­
säuren ( A l a n i n , P r o l i n bzw. Leucin, Methionin, S e r i n V a l i n ) 
e i n beträchtliches Absinken der Einbaurate zu beobachten i s t , 
während das Weglassen der Mehrzahl der Aminosäuren keine 
Wirkung ve r u r s a c h t e , und zwar sowohl wenn der Einbau von mar­
kiertem L e u c i n a l s auch von markiertem P r o l i n v e r f o l g t wurde. 
Die E f f e k t e waren größer, wenn Le u c i n r a d i o a k t i v e i n g e s e t z t 
wurde. 
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30 min 60 min 30 min 60 m: 
a l a 24.2 2 7 . 3 l y s 1 2 5 . 8 91 . 6 
arg 90 . 9 8 7 . 8 met 4 7 . 6 28 . 6 
asp 1 0 3 . 6 9 7 . 3 phe 1 1 1 . 3 1 0 0 . 1 

asp NH2 91 . 8 93.2 pro 1 3 . 9 17.4 
cys 97.2 96.4 opro 1 1 0 . 9 8 6.4 
g l u 1 1 1 . 8 122 . 8 s e r 3 6.3 19 . 7 
glu NH2 107.4 1 0 0 . 0 threo 1 1 1 . 7 95 . 7 

g i y 1 1 3 . 9 92.2 t r y 9 0 . 0 95.4 
h i s 104 . 3 1 0 0 . 1 t y r 1 3 0 . 4 1 0 0 . 6 

l e u v a l 5 1 . 5 64.4 
i l e u 8 3 . 7 81 . 7 

Tab. 3 . Abhängigkeit des Einbaus von 14-C-Leucin i n i s o l i e r t e 
Rattenlebermitochondrien.von der Anwesenheit der e i n z e l n e n 
Aminosäuren im Incubationsmedium. Diejenige E i n b a u r a t e , die 
nach 30 bzw. 60 min mit dem vollständigen Aminosäurengemisch 
e r z i e l t wurde, wurde zu 100/o g e s e t z t . Die Zahlen i n der 
Ta b e l l e geben i n % d i e j e n i g e E i h h i u r a t e an, die s i c h b e i 
Weglassen der j e w e i l i g e n angezeigten Aminosäure ergab. . 
Versuchsbedingungen siehe 4 . 3.1. 

30 min 60 min 3 0 min 60 

a l a 56 52 l y s 110 117 
arg 110 113 met 7 3 85 
asp 106 120 phe 102 120 
asp Μί2 81 101 pro 
cys 110 99 opro 1 0 5 104 
glu 104 117 s e r 56 46 
gi u m 2 108 129 threo 119 96 
giy 102 111 t r y 102 110 
h i s 107 101 t y r 1 0 5 1 0 3 

l e u 57 66 v a l 5§ 64 
i l e u 102 112 
Tab.4. Abhängigkeit des Einbaus von 14-C-Prolin i n i s o l i e r t e 
Rattenlebermitochondrien von der Anwesenheit der e i n z e l n e n 
Aminosäuren im Incubationsmedium. D a r s t e l l u n g der Werte wie 
i n Tab. 3 · (Versuchsbedingungen siehe 4 . 3 . 1 . J 
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Wie Abb. 8 und Abb. 9 zeigen, beobachtet man Sättigungskurven, 
wenn man d i e für den Einbau von 14-C-Leucin " e s s e n t i e l l e n " 
Aminosäuren i n steigenden Konzentrationen s u b s t i t u i e r t . 
Abb. 8 s t e l l t d i e Abhängigkeit der Einbaurate des Leucins 
von der A l a n i n k o n z e n t r a t i o n dar. E i n analoges Experiment, b e i 
dem P r o l i n aus dem Amino säure gemisch f o r t g e l a s s e n bzw. i n 
steigenden Konzentrationen zugesetzt wurde, z e i g t Kurve 1 i n 
Abb. 9. Auf d i e s e r Grundlage v e r m i t t e l t Kurve 2 i n Abb. 9 eine 
r e c h t i n t e r e s s a n t e Information. Hier i s t nämlich der Einbau 
von P r o l i n i n Gegenwart von Le u c i n i n s e i n e r Abhängigkeit von 
der Konzentration des P r o l i n s d a r g e s t e l l t worden. 

Abb. 8. Abhängigkeit der 
Einbaurate von 14-C-Leucin 
von der Al a n i n k o n z e n t r a t i o n . 
(Versuchsbedingungen siehe 
4 .5.1.) 

Abb. 9. 
Kurve 1: Abhängigkeit der E i n ­
baurate von 14-C-Leucin von 
der Prolinkonzentration.. 
Kurve 2: Abhängigkeit der 
Menge des eingebauten P r o l i n s 
von der P r o l i n k o n z e n t r a t i o n . 
(Versuchsbedingungen siehe 
4 .5.1.) 

Abb. 10 erläutert das Verfahren: B ei g l e i c h b l e i b e n d e r Dosis 
von 1 4 - C - P r o l i n wurde steigend i n a k t i v e s P r o l i n zugesetzt, so 
daß die Gesamtkonzentration an P r o l i n v a r i i e r t e . Aus den i n 
Abb. 10 d a r g e s t e l l t e n Meßwerten und der j e w e i l i g e n s p e z i f i s c h e n 
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Aktivität der Aminosäure im Incubationsmedium errechnen 
s i c h d ie i n Kurve 2 Abb. 9 d a r g e s t e l l t e n Werte. 

Man erkennt, daß die Abhängigkeit des Leucineinbaus (Kurve 1 ) 

und d i e Abhängigkeit des P r o l i n e inbaus (Kurve 2 ) von der 
Konzentration des P r o l i n s durch Kurven ähnlicher G e s t a l t dar­
g e s t e l l t werden. Man kann daraus schließen, daß L e u c i n und 
P r o l i n i n einem bestimmten Verhältnis zueinander eingebaut 
werden, das b e i verschiedenen P r o l i n k o n z e n t r a t i o n e n im 
Medium konstant i s t . 

, 1 
0.1 0.2 yMol/m' 

Prolin 

Abb. 10 Abhängigkeit der s p e z i f i s c h e n Aktivität von 
Rattenlebermitochondrien von der s p e z i f i s c h e n A k t i ­
vität des zugesetzten P r o l i n s . (Versuchsbedingungen 
siehe 4 . 3.1.; 

E i n e q u a n t i t a t i v e Angabe h i n s i c h t l i c h d i e s e s Verhältnisses 
kann a l l e r d i n g s auf Grund d i e s e r Experimente n i c h t gemacht 
werden. E r s t e n s l i e g t im Experiment zur Kurve 1 Abb. 9 die 
Leu c i n k o n z e n t r a t i o n n i c h t im Sättigungsbereich ( 1 . 3 μΜ zuge­
gebenes L e u c i n ) im Gegensatz zur Kurve 2 Abb. 9 ( 7 0 μΜ zuge­
gebenes L e u c i n ) . Zweitens muß angenommen werden, daß die zu­
gegebenen P r o l i n k o n z e n t r a t i o n e n i n Abb. 10 bzw. Abb. 9 Kurve 
n i c h t d ie a k t u e l l e n Prolinkonzentrationen im Medium im Ver­
l a u f der Incubation repräsentieren. Rattenlebermitochondrien 
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e n t h a l t e n eine genügend hohe Aktivität an P r o l i n o x i d a s e um 
Konzentrationen von P r o l i n im Sättigungsbereich der Kurven 
i n Abb. 9 im Ver l a u f der Incubation e r n i e d r i g e n zu können [42j . 

Qua n t i t a t i v e Angaben über den Einbau e i n i g e r w e i t e r e r v e r ­
schiedener Aminosäuren enthält Tab. 5i und zwar sowohl für 
Ratte n l e b e r - a l s auch für Locustenmitochondrien. Es fällt 
auf, daß besonders die Incubation mit den Aminosäuren G l u t a ­
minsäure und Asparaginsäure v e r g l i c h e n mit Leuc i n und I s o -
l e u c i n eine sehr n i e d r i g e s p e z i f i s c h e Radioaktivität des Mito-
chondrienproteins zur Folge hat. Möglicherweise werden d i e s e 
Aminosäuren v i e l s c h n e l l e r m e t a b o l i s i e r t a l s i n P r o t e i n e i n ­
gebaut. Zur Berechnung der Mengen der eingebauten Aminosäuren 
wurden deshalb nur die Aminosäuren Leucin und I s o l e u c i n heran­
gezogen, die d i e s e r starken Metabolisierung n i c h t u n t e r l i e g e n . 

πιμο eingebaute Radio­
aktivität/mg Protein/h 
b e i 1μο/πι1 Incub. Med. 

μμΜοΙ eingebaute Amino­
säure/mg Pro t e i n / h im 
bättigungsbereich der be­
treffenden Aminosäure. 

Rattenleber- Locusten- Rattenleber- Locusten-
mitochon- mitochondrien mitochon- mitochon­
d r i e n d r i e n d r i e n 

l e u 9 . 7 3 . 1 29, .1 

i l e u 8.2 8.9 31. .8 
phe 9 . 3 
pro 2 . 3 0.2 
s e r 2.2 
arg 1.4 
asp 0.2 0 . 3 

glu 0.08 

Tab. 5· Einbau von verschiedenen 14—G-Amino säuren i n i s o ­
l i e r t e R a t t e n l e b e r - und Locustenmitochondrien. Die angege­
benen Zahlen s t e l l e n Mittelwerte dar. Zugrunde gelegt wurden 
Messungen im optimalen Incubationsmedium und unter Berück­
s i c h t i g u n g der i n i t i a l e n Synthesegeschwindigkeit. (Versuchs­
bedingungen siehe 4 . 3.1.) 
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Die Tab. 5 g i b t d i e unter Sättigungsbedingungen und unter 
Berücksichtigung der i n i t i a l e n Synthesegeschwindigkeit e r ­
m i t t e l t e n Werte wieder. Die Werte für den L e u c i n - und I s o -
le u c i n e i n b a u i n Rattenlebermitochondrien wurden unter 
i d e n t i s c h e n Bedingungen e r m i t t e l t , so daß man schließen darf, 
daß L e u c i n und I s o l e u c i n etwa i n gleichem Verhältnis einge­
baut werden. Bemerkenswert i s t f e r n e r d ie beträchtlich höhere 
Synthesegeschwindigkeit i n den Locustenmitochondrien, d i e , 
wie später gezeigt wird ( A b s c h n i t t 3.4.1.), vom Entwicklungs­
zustand der Mitochondrien abhängt. 

Laut Tab. 3 werden auch solche Aminosäuren eingebaut, deren 
Anwesenheit im Incubationsmedium den Einbau n i c h t s t i m u l i e r t . 
Die Klärung d i e s e r E f f e k t e i n dem außerordentlich komplexen 
System ganzer Mitochondrien, hat zumindest d i e folgenden, s i c h 
möglicherweise überschneidenden, größtenteils unbekannten 
Parameter zu. berücksichtigen: Die Nutzung der zugegebenen 
Aminosäuren a l s Substrate der Atmungskette, verschiedene Per­
meabilitäten der verschiedenen Aminosäuren für die mitochon­
d r i a l e n Membranen und verschiedene Michaeliskonstanten für 
di e e i n z e l n e n mitochondrialen Aminoacyl-RNA-Synthetasen. 

3.1.4. Zeitabhängigkeit des Einbaus 

E i n w e i t e r e s K r i t e r i u m zur Beurteilung des physi o l o g i s c h e n 
Charakters des Einbauprozesses s t e l l t die E i n b a u k i n e t i k dar. 
Un s p e z i f i s c h e Adsorption s o l l t e keine Zeitabhängigkeit zeigen. 
I n Abb. 11 und Abb. 12 s i n d t y p i s c h e Einbaukurven für Locusten-
und Rattenlebermitochondrien d a r g e s t e l l t . 

Der Einbau i n Locustenmitochondrien i s t dadurch gekennzeich­
net, daß seine Geschwindigkeit innerhalb e i n e r Stunde auf etwa 
1 / 3 a b s i n k t . B e i Rattenlebermitochondrien beobachtet man e i n 
anderes Verhalten: Die E i n b a u k i n e t i k durchläuft e i n Maximum, 
das j e nach Präparation b e i 60 b i s 120 min l i e g e n kann. 
O f f e n s i c h t l i c h f i n d e t g l e i c h z e i t i g mit der Synthese e i n Abbau 
des r a d i o a k t i v markierten P r o t e i n s s t a t t , der ab den ge­
nannten Z e i t e n überwiegt. V e r a n t w o r t l i c h dafür dürften die i n 
der Leber vorhandenen Lysosomen s e i n , die unter den üblichen 
Präparationsbedingungen i n die Mitochondrienfraktion gelangen. 
Auch das Vorkommen von p r o t e o l y t i s c h e n Enzymen i n Mitochon-
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d r i e n wird d i s k u t i e r t [ 4 3 ] . Deren Nachweis i s t jedoch sehr 
s c h w i e r i g zu erbringen, da eine saubere Abtrennung der Lyso-
somen aus e i n e r Mitochondrienpräparation der Rattenleber 
gegenwärtig n i c h t möglich e r s c h e i n t . Außerdem muß man eine 
u n s p e z i f i s c h e Adsorption von p r o t e o l y t i s c h e n Enzymen an den 
mitochondrialen Membranen i n Betracht ziehen. D i e s e r i n g l e i ­
cher Weise von WHEELDON et a l . [44] beobachtete Z e r f a l l des 
markierten mitochondrialen P r o t e i n s i s t von diesen Autoren 
näher untersucht worden und das Auftreten von r a d i o a k t i v e n 
sauren Peptiden nachgewiesen worden. 

i p m / m g P r o l e i n 

15 30 45 

l n k u b o t i o n n . i t ( m i n ) 

Abb. 11. Zeitabhängigkeit des 
Einbaus von 1 4 - C - I s o l e u c i n i n 
Locustenmitochondrien. (Ver­
suchsbedingungen siehe 4 . 3.1.) 

Ipm/mg Protein 

- ι 1 r-
30 60 90 120 1S0 160 210 2*0 

Inkubationsxeit [min] 

Abb. 12. Zeitabhängigkeit 
des Einbaus von 14-C-Leucin 
i n Rattenlebermitochondrien. 
(Versuchsbedingungen siehe 
4 . 3.1.) 

ft. 1 . 5 . Abhängigkeit des Einbaus von der Mg*"*" Konzentration 

Von den b e r e i t s gut untersuchten E i n z e l r e a k t i o n e n der P r o t e i n ­
biosynthese i n cytoplasmatischen Systemen i s t bekannt, daß 
Mg + + zur A k t i v i e r u n g der DNA abhängigen RNA-Polymerase, der 
Aminoacyl-RNA-Synthetasen sowie für die I n t a k t h a l t u n g der 
Ribosomenstruktur notwendig i s t . Weiterhin kann Mg + + i n d i r e k t 

http://lnkubotionn.it
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über die Energieversorgung den Einbau b e e i n f l u s s e n , da es 
eine wichtige R o l l e b e i der o x i d a t i v e n Phosphorylierung s p i e l t . 
Insbesondere wird b e i hohen Mg + + Konzentrationen eine ATPase 
i n d u z i e r t ( s i e h e auch A b s c h n i t t 3 . 1 . 7 . ) . Sowohl im F a l l e der 
Locustenmitochondrien a l s auch b e i den Rattenlebermitochondrien 
ergab s i c h eine s t a r k e S t imulierung des Einbaus durch Zusatz 
von Mg + + zum Incubationsmedium (Abb. 13 und Abb. 14). 

I p m / m g P r o t e i n 
I p m / m g P r o t e i n 

Abb. 1 3 . Abhängigkeit des Einbaus von 
14- C - I s o l e u c i n i n i s o l i e r t e Locusten­
mitochondrien von der Mg + + Konzen­
t r a t i o n im Incubationsmedium. (Ver­
such sbe dingungen siehe 4 . 3 - 1 « ) 

10 15 20 
mM M g C l 2 

Abb. 14. Abhängigkeit 
Einbaus von 14-C-Leuci 
i n i s o l i e r t e R a t t en­
lebermitochondrien von 
der Mg++ Konzentration 
im Incubationsmedium. 
(Versuchsbedingungen 
siehe 4.3.1.) 

3 . 1*6. Abhängigkeit des Einbaus von der Phosphationen-

konzentration 

Auch Phosphationen vermögen den Einbau zu s t i m u l i e r e n . Dabei 
beobachtet man eine w e s e n t l i c h stärkere Erhöhung des Einbaus 
b e i Rattenlebermitochondrien a l s b e i Locustenmitochondrien 
(Abb. 1 5 und Abb. 1 6 ) . E i n e r s e i t s mag die Bedeutung der zuge­
gebenen Phosphationen i n der Unterstützung der o x i d a t i v e n 
Phosphorylierung i n den Mitochondrien l i e g e n . A n d e r e r s e i t s 
deutet der s t a r k e E f f e k t und die r e l a t i v hohe Konzentration für 
das Optimum b e i Rattenlebermitochondrien ( 1 3 mM) darauf h i n , 
daß die Phosphationen, die b e k a n n t l i c h Schwellung von Mitochon-



d r i e n verursachen [4-5] , über eine Änderung der Permeabilität 
der mitochondrialen Membranen Einfluß auf die Einbaurate 
ausüben. 

Ipm/mg Protein Ipm/mg Prettin 

12 16 20 28 40 

fmM] PO, 3- (mM] p o t » -

Abb. 1 5 - Abhängigkeit des 
Einbaus von 1 4 - C - I s o l e u c i n 
i n i s o l i e r t e Locustenmito­
chondrien von der Phosphat­
konzentration im Incubations­
medium. (Versuchsbedingungen 
siehe 4 . 3.1.) 

Abb. 16. Abhängigkeit des 
Einbaus von 14-C-Leucin i n 
i s o l i e r t e Rattenlebermito­
chondrien von der Phosphat­
konzentration im I n c u b a t i o n s ­
medium. (Versuchsbedingungen 
siehe 4 . 3.1.) 

3*1»7» B e r e i t s t e l l u n g der Energie für den Einbau 

I n welcher Form und auf welchem .'/ege wird die Energie für den 
Einbauprozeß b e r e i t g e s t e l l t ? 

Am übersichtlichsten e r s c h i e n es zunächst, diese Energie durch 
Zugabe von ATP zum Incubationsmedium von außen zur Verfügung 
zu s t e l l e n . Abb. 17 und Abb. 18 zeigen das R e s u l t a t d i e s e s 
Versuches für Locusten- und Rattenlebermitochondrien. I n 
beiden Fällen haben geeignete Konzentrationen von ATP eine 
Steigerung zur Folge, die i n den gezeigten Experimenten b e i 
Locustenmitochondrien einen Faktor von 5 und b e i R a t t e n l e b e r ­
mitochondrien einen Faktor von 3 · 5 ausmacht. 

I s t nun d i e s e Wirkung des zugesetzten ATP eine d i r e k t e ? Das 
heißt, wird d i e s e s zugegebene ATP für die verschiedenen 
energieverbrauchenden Reaktionen, die die Proteinsynthese 
einschließt, benützt? 
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Ipm/mg Protein 

fflM ATP 
" Ί 1 - Γ -

6 7 β 
mM ATP 

ADD. 1 7 · Wirkung von AT? auf 
den Einbau von 14- C - I s o l e u -
c i n i n Locustenmitochondrien. 
(Versuchsbedingungen siehe 
4 . 3 . 1 . ) 

Abb. 18. -./irkung von A T I auf 
den Einbau von 14-C-Phenyl-
a l a n i n i n Rattenlebermito­
chondrien. (Versuchsbe­
dingungen siehe 4.3.1.) 

E i n e r s e i t s i s t bekannt, daß exogenes ATP i n Mitochondrien e i n ­
dringen kann [ 4 6 ] , a n d e r e r s e i t s hat man damit zu rechnen, daß 
exogenes ATP n i c h t a l s solches i n die Mitochondrien gelangt, 
sondern nach Hydrolyse, etwa durch mitochondriale ATPase und 
durch die mitochondriale Adenylatkinase a l s a D P i n die Mito­
chondrien aufgenommen wird und e r s t dort wieder p h o s p h o r y l i e r t 
wird. B e i Gültigkeit d i e s e r Annahme s o l l t e zugesetztes ADP 
zugesetztes ATP e r s e t z e n können. Abb. 19 und Abb. 2 0 zeigen 
nun für Locusten- und Rattenlebermitochondrien, daß ADP etwa 
die g l e i c h e s t i m u l i e r e n d e Wirkung auf den Einbau hat, wie 
zugefügtes ATP. 
Die i n den Abb. 1 7 - 2 0 gezeigten Daten werfen die Frage auf, 
ob nur endogen erzeugtes ATP den Einbau a n t r e i b e n kann, oder 
auch ATP exogener Natur. 
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ipm/mg Prettin 

3 m M ADP 

Abb. 19. Wirkung von ADP auf den 
Einbau von 1 4 - C - I s o l e u c i n 
i n i s o l i e r t e Locustenmito­
chondrien. (Versuchsbedingung­
en siehe 4.3.1.) 

Abb. 20. Wirkung von ADP auf 
den Einbau von 14-C-Leucin 
i n i s o l i e r t e Rattenlebermito­
chondrien. (Versuchsbe­
dingungen siehe 4.3.1.) 

Experimente mit Hemmern der Atmungskette und der ox i d a t i v e n 
Phosphorylierung erlauben eine D i f f e r e n z i e r u n g d i e s e s Problems 
(Tab. 6 ) . Eine Gegenüberstellung des Verhaltens der durch 
Atmung und der durch exogenes ATP angetriebenen Systeme e r ­
gib t folgendes B i l d : 

1) I n Übereinstimmung mit der Annahme, daß endogenes ATP i n 
der Lage i s t , den Einbau anzutreiben, beobachtet man eine 
Hemmung des von ADP s t i m u l i e r t e n Einbaus durch die Blocker 
der Atmungskette KCN und Amytal, den Entkoppler DNP und den 
I n h i b i t o r der phosphorylierenden Atmung Oligomycin. Die 
Wirkung d i e s e r Substanzen i s t sowohl für Ra t t e n l e b e r - a l s 
auch für Locustenmitochondrien - wenn auch i n verschiedenem 
Ausmaß - i n g l e i c h e r Weise f e s t z u s t e l l e n (Tab. 6/2). 
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2) Betrachtet man den Einfluß d i e s e r Hemmer auf den ATP ge­
triebenen Einbau, so e r g i b t s i c h e i n k o m p l i z i e r t e r e s B i l d , 
wobei s i c h auch noch R a t t e n l e b e r - und Locustenmitochondrien 
unterscheiden (Tab. 6/3). 

a) Rattenlebermitochondrien: Auch der ATP getriebene Einbau 
kann durch KCN, Amytal und Oligomycin gehemmt werden, 
a l l e r d i n g s zu einem geringeren Ausmaß a l s der ADP stimu­
l i e r t e Einbau. Daraus laßt s i c h schließen, daß zumindest 
e i n T e i l der ATP-Stimulierung n i c h t auf e i n e r d i r e k t e n 
Verwendung des exogenen ATP beruht, sondern daß d i e s e s 
durch ATPasen und durch d i e i n den Rattenlebermitochon­
d r i e n vorhandene Adenylat-Kinase zu ADP h y d r o l y s i e r t wird, 
das i n d i e Mitochondrien gelangt, und das, wie i n Abb. 19 
gezeigt, b e i e i n e r w e s e n t l i c h n i e d r i g e r e n Konzentration 
a l s ATP optimal den Einbau s t i m u l i e r t . Die "Wirkung von 
DNP i s t i n diesem F a l l n i c h t e indeutig, da es n i c h t nur 
entkoppelt, sondern auch d ie mitochondriale ATPase stimu­
l i e r t . Die weniger a l s halb so große Wirksamkeit der d r e i 
übrigen Hemmer im ATP-unterstützten System v e r g l i c h e n mit 
dem ADP-unterstützten System l e g t die Vermutung nahe, daß 
e i n T e i l des exogenen ATP i n die Mitochondrien e i n d r i n g t 
und a l s s o l c h e s b e i den verschiedenen ATP erfordernden 
Reaktionen der Proteinbiosynthese Verwendung f i n d e t . 

b) Locustenmitochondrien: Auch i n die s e n Mitochondrien wird 
der ATP-unterstützte Einbau von KON, Amytal und Oligo­
mycin gehemmt. Aber i n diesem F a l l geschieht d i e s zum 
innerhalb der Meßfehlergrenzen g l e i c h e n Ausmaß wie b e i 
dem ADP-unterstützten Einbau. Dadurch wird die Vermutung 
nahe gelegt, daß die ATP-Stimulierung b e i den Locusten­
mitochondrien tatsächlich auf e i n e r ADP-Stimulierung 
beruht. Diese Vermutung wird durch folgende Beobachtungen 
s t a r k unterstützt: Insektenflugmuskelmitochondrien be­
s i t z e n eine sehr hohe ATPase Aktivität, die durch 
Mg + + Ionen d r a s t i s c h erhöht wird [ 4 7 ] . Es läßt s i c h ab­
schätzen, daß d i e s e Mg + + s t i m u l i e r t e ATPase b e i weitem 
a u s r e i c h t , um s o v i e l ADP zu erzeugen, daß d i e s e s den 
Einbau i n s e i n e r optimalen Konzentration antreiben kann. 
Genügend Mg + + Ionen s i n d zu d i e s e r Stimulierung der 
ATPase im Incubationsmedium anwesend. Die V e r g l e i c h s -
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weise v i e l höhere Stimulierung des Einbaus durch 
Mg + + Ionen im F a l l e der Locustenmitochondrien gegenüber 
den Rattenlebermitochondrien mag auf dem gl e i c h e n E f f e k t 
beruhen. 

5 ) Von I n t e r e s s e s i n d w e i t e r h i n die Wirkungen e i n e r s e i t s eines 
ATP regenerierenden Systems und a n d e r e r s e i t s eines ATP be­
seitigenden Systems (Tab. 6/4). I n Rattenlebermitochondrien 
verändert der Zusatz von Phosphoenolpyruvat und Pyruvat-
kinase zum ATP getriebenen System die Einbaurate n i c h t , 
während b e i Locustenmitochondrien eine empfindliche Hemmung 
zu beobachten i s t . Nach den vorausgehenden Daten wäre d i e s 
so zu i n t e r p r e t i e r e n , daß das ATP regenerierende System b e i 
den Rattenlebermitochondrien Bedingungen s c h a f f t , b e i denen 
mehr ATP zur Verfügung steht und i n die Mitochondrien e i n ­
d r i n g t , um den Einbau d i r e k t anzutreiben. B ei den Locusten­
mitochondrien, i n denen der Einbau nach den oben b e s c h r i e ­
benen Experimenten a l l e i n über die Atmungskette getrieben 
wird, b e s e i t i g t o f f e n s i c h t l i c h das ATP regenerierende 
System das durch die ATPase entstandene ADP und hemmt den 
Einbau beträchtlich. 

Die Glucose/Hexokinase F a l l e hemmt, wie man nach den voraus­
gegangenen Befunden erwarten s o l l t e , sehr s t a r k den Einbau 
i n Rattenlebermitochondrien. Der e b e n f a l l s sehr s t a r k 
hemmende Einfluß auf Locustenmitochondrien i s t n i c h t e i n ­
f a c h zu deuten. Nach Abb. 19 i s t zu vermuten, daß die ent­
stehenden hohen ADP Konzentrationen einen s t a r k hemmenden 
E f f e k t auf den Einbau ausüben. 

4) Wie aus Tab. 6/4 e r s i c h t l i c h i s t , vermag auch AMP den E i n ­
bau zu s t i m u l i e r e n . D i e s e r E f f e k t i s t b e i den Rattenleber­
mitochondrien stärker a l s b e i den Locustenmitochondrien. 
Dies läßt s i c h damit erklären, daß die Rattenlebermitochon­
d r i e n eine höhere Adenylatkinaseaktivität b e s i t z e n , a l s die 
Locustenmitochondrien [ 4 8 ] . 

5 ) Weiterhin hat der Zusatz der anderen d r e i N u c l e o s i d t r i -
phosphate GTP, UTP und CTP auf Ratt e n l e b e r - und Locusten­
mitochondrien einen u n t e r s c h i e d l i c h e n Einfluß (Tab. 6/4). 
Während die e r s t e n beiden Nucleosidtriphosphate i n Ratten-
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Zugabe Ra t t e n l e b e r - Locusten­
mitochondrien mitochondrien 
(Ipm/mg P r o t e i n ) (Ipm/mg P r o t e i n ) 

% Hemmung % Hemmung 
7 5 6 389 

+ADP (2mM) 1740 696 
+KCN (4mM) 321 81.6 2 3 5 66.2 
+DNP (0.2mM) 836 5 2 . 0 2 0 5 70.6 
+Amytal (5mM) 417 76.0 510 26.8 
+01igomycin 

(4μβ/ια1) 
569 67 . 3 441 36.6 

+ATP (2mM) 1482 1 0 7 4 

+KCN (4mM) 885 40.4 306 71.6 
+DNP (0.2mM) 615 68 . 5 111 89 . 7 

+Amytal (5mM) 1269 14 . 5 7 6 5 28.8 
+01igomycin 

(4μδ/πι1) 
1000 32 . 5 629 41 . 5 

+ATP (2mM) 
+PEP (12.5mM) 
+PK (0.1mg/ml) 

1472 278 

+ATP (2mM) 
•Glukose (20mM) 
+HK (0.2mg/ml) 

340 133 

+AMP (2mM) 1463 588 
+GTP (1mM) 834 256 
+CTP (1mM) 787 396 
+UTP (1mM) 960 1 5 2 

+ADP (2mM) 
•fOtGP (5mM) 1088 3 7 . 5 505 2 7 . 5 

•Pyruvat/Malat 
(5/2.5mM) 

1 1 2 2 35-4 268 61 . 5 

-f-ocKG 1145 34.1 676 3.0 

Tab. 6. Abhängigkeit des Einbaus von 1 4 - C - I s o l e u c i n i n 
Locustenmitochondrien und 14-C-Leucin i n Rattenlebermitochon­
d r i e n von endogener und exogener Energieversorgung. 
(Versuchsbedingungen siehe 4 . 3.1.) 
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lebermitochondrien den Einbau l e i c h t s t i m u l i e r e n , möglicher­
weise durch die Wirkung der Nucleosiddiphophatkinase, üben 
s i e b e i den Locustenmitochondrien eine Hemmung auf den E i n ­
bau aus. Eine Erklärung d i e s e s E f f e k t e s e r s c h e i n t auf der 
B a s i s der vorliegenden Experimente n i c h t möglich. 

6 ) Welche R o l l e s p i e l t d i e Versorgung mit Substraten der 
Atmungskette auf den ADP s t i m u l i e r t e n Einbau? Aus Tab. 6 / 5 

kann man entnehmen, daß b e i den Rattenlebermitochondrien 
der Zusatz von α-Glycerophosphat, Pyruvat/Malat und oc-Keto-
g l u t a r a t den Einbau d u r c h s c h n i t t l i c h um 1 / 3 hemmt, b e i den 
Locustenmitochondrien nur die beiden e r s t e n S u b s t r a t e . 
oc-Ketoglutarat, das b e k a n n t l i c h n i c h t i n I n s e k t e n f l u g -
muskelmitochondrien eindringen kann, z e i g t keinen E f f e k t . 
Anscheinend b e s i t z e n die Mitochondrien noch genügend endo­
genes S u b s t r a t , um die Energieversorgung zu gewährleisten. 
Zu e i n e r I n t e r p r e t a t i o n des Hemmeffektes siehe [ 4 9 ] . 

3 . 2 . Einfluß von Hemmsubstanzen der cytoplasmatisch-

ribosomalen Proteinsynthese auf den Einbau 

B e r e i t s wiederholt wurde der Einbau von Aminosäuren i n i s o ­
l i e r t e Mitochondrien mit dem cytoplasmatisch-ribosomalen System 
v e r g l i c h e n . Eine weitere Möglichkeit, nach P a r a l l e l e n im 
Mechanismus beider Systeme zu suchen, i s t die Anwendung von 
Hemmsubstanzen der cytoplasmatischen Proteinsynthese auf das 
mitochondriale System. 

DNA abhängige cytoplasmatische Prot e i n Synthese wird durch 
Actinomycin gehemmt. Dies b l o c k i e r t die T r a n s s c r i p t i o n der 
messenger-RNA und wegen deren kurzen H a l b w e r t s z e i t stoppt d i e 
Proteinsynthese. I n d i e s e n Experimenten wurden zwei v e r s c h i e ­
dene Actinomycine verwendet: Actinomycin C und Actinomycin D. 
Dabei z e i g t e s i c h , daß das zweite unwirksam i s t , das e r s t e 
jedoch einen wirksamen Hemmer des Einbaus d a r s t e l l t ( T a b . 7 ) . 

Actinomycin C besteht aus mehreren Substanzen [ 5 0 ] . Die r e i n e 
Komponente Actinomycin D kann o f f e n s i c h t l i c h n i c h t i n d i e 
Mitochondrien eindringen, da es, wie von NEUBERT [ 5 1 ] g e z e i g t 
wurde, sehr wohl den Einbau i n D i g i t o n i n s u b p a r t i k e l aus 
Rattenlebermitochondrien hemmen kann. 
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Locusten-
mitochondrien 

R a t t e n l e b e r ­
mitochondrien 

ohne Zusatz 100% 
105% 

100% 
6% +Actinomycin C 

(20μβ/ια1) 
+Actinomycin D 

(20μ6/πι1) 
9 5 % 98% 

+Puromycin 
(5<¥e/ml) ( 1 0 0 μ 6 / π ι 1 ) 

(500με/ιη1) 

15% 9% 

14% 
•Chloramphenicol 

4 5 . 5 % 

Tab. 7« Wirkung verschiedener Hemmer der c y t o p l a s m a t i s c h -
ribosomalen Proteinsynthese auf den Einbau von 14-C-Amino-
säuren i n i s o l i e r t e Locusten- und Rattenlebermitochondrien. 

E i n w e i t e r e r i n t e r e s s a n t e r Hemmer der cytoplasmatischen Protein­
synthese i s t das Chloramphenicol, das a l l e r d i n g s nur i n 
Bakterien die Proteinsynthese hemmt, während es i n c y t o p l a s ­
matischen ProteinsyntheseSystemen von höheren Organismen 
keinen E f f e k t z e i g t [ 5 2 ] . Chloramphenicol w i r k t auf der B a s i s 
der Ribosomen, b l o c k i e r t a l s o den T r a n s l a t i o n s s c h r i t t , ./ie 
von MAGER [ 5 3 ] zum erstenmal gezeigt wurde, wird auch der 
mitochondriale Einbau von Aminosäuren durch Chloramphenicol 
gehemmt. Die Daten i n Tab. 7 für Locusten- und R a t t e n l e b e r ­
mitochondrien stimmen damit überein. Dieses V e r h a l t e n des 
mitochondrialen Einbausystems l e g t eine Ähnlichkeit des Baus 
von mitochondrialen und b a k t e r i e l l e n Ribosomen nahe. 

E i n Hemmer, dessen molekularer Wirkungsmechanismus r e c h t genau 
bekannt i s t , i s t das Puromycin. Puromycin i s t e i n Aminoacyl-
s-RNA Analoges, das im cytoplasmatisch-ribosomalen System die 
Folge der an den Ribosomen s t a t t f i n d e n d e n PeptidVerknüpfung 
stoppt. Wie aus Tab. 7 zu ersehen i s t , i n h i b i e r t Puromycin 
ganz d r a s t i s c h den Einbau von Aminosäuren sowohl i n Ratten­
l e b e r - a l s auch i n Locustenmitochondrien. 
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3·3· Abhängigkeit des Einbaus von der s t r u k t u r e l l e n I n t a k t h e i t 
der Mitochondrien 

Voraussetzung für einen weiteren E i n b l i c k i n den Mechanismus 
der mitochondrialen Proteinsynthese und weitere Versuche zum 
V e r g l e i c h mit dem cytoplasmatisch-ribosomalen P r o t e i n b i o ­
synthesesystem i s t die Zerlegung des außerordentlich komplexen 
Systems i n t a k t e r Mitochondrien. Eine der gebräuchlichsten 
Methoden zur Erzeugung von Subpartikeln i s t die Behandlung der 
Mitochondrien mit U l t r a s c h a l l ( " S o n i f i e r " ) . Auf p r i n z i p i e l l 
g l e i c h e r Wirkungsweise beruht der " U l t r a t u r r a x " . 'Wie Abb. 21 
z e i g t , hat eine kurze Behandlung der Mitochondrien im 
Incubationsmedium nach beiden Methoden zur Folge, daß nahezu 
sämtliche Einbauaktivität i n diesen zerstörten Mitochondrien 
verlorengeht. 

Ipm / mg Pro te in 

R a t t e n i e b e r 

Abb. 21. E f f e k t der Behandlung von Rattenleber- und 
Locustenmitochondrien mit " U l t r a t u r r a x " bzw. " S o n i f i e r " 
auf den Einbau von 14-C- Leucin bzw. 1 4 - C - I s o l e u c i n . 
(Versuchsbedingungen siehe 4.3-1·) 

Werden nun d i e r e s u l t i e r e n d e n Fraktionen weiteruntersucht, 
i n c u b i e r t man a l s o den Überstand der 10Ü,000xg Z e n t r i f u g a t i o n 
von d e r a r t behandelten Mitochondrien und a n d e r e r s e i t s das 
Sediment d i e s e r Z e n t r i f u g a t i o n unter den üblichen Bedingungen, 
so f i n d e t man folgendes: Im überstand läßt s i c h k e i n e r l e i 
Einbauaktivität f e s t s t e l l e n . Dies i s t angesichts der z a h l -
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r e i c h e n angedeuteten Analogien zum cytoplasmatisch-ribosomalen 
System, das j a Partikelgebunden i s t , auch zu erwarten. B e i der 
In c u b a t i o n des Sedimentes beobachtet man einen im Ausmaß von 
Präparation zu Präparation v a r i i e r e n d e n e x p o n e n t i e l l e n Verlauf 
der Einbaukurve (Abb. 2 2 ) . O f f e n s i c h t l i c h e n t f a l t e n unter 
d i e s e n Bedingungen die i n der Mitochondrienpräparation vor­
handenen B a k t e r i e n eine hohe Syntheseaktivität. Dies wird 
durch d i e Hemmung des Einbaus i n diesem besonderen F a l l durch 
A n t i b i o t i k a bestätigt. I n der löslichen F r a k t i o n der Mitochon­
d r i e n b e f i n d e t s i c h a l s o e i n Faktor, der das b a k t e r i e l l e 
Wachstum hemmt. Zu dem g l e i c h e n Ergebnis kam SIMPSON [ 5 4 ] , der 
b e i der Züchtung von B a k t e r i e n aus Rattenlebermitochondrien-
suspensionen f e s t s t e l l t e , daß das Wachstum der Kolonien durch 
einen i n der Suspension b e f i n d l i c h e n Faktor behindert wurde. 
Die Vermutung l i e g t nahe, daß die i n den Mitochondrienpräpara-
t i o n e n vorhandenen lysosomalen Enzyme den Vermehrungsprozess 
der B a k t e r i e n hemmen. 

ι ι r 
30 60 mtn. 90 

Abb. 22. Einbauaktivität von ganzen Rattenlebermitochon­
d r i e n , Überstand und Sediment nach Ultraschallbehandlung 
und Z e n t r i f u g a t i o n für 20 min b e i 100,OO0xg. 
(Versuchsbedingungen siehe 4.3.1.) 
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Der V e r l u s t der Einbauaktivität i n den zerstörten Mitochon­
d r i e n kann auf d i e Eröffnung des inneren mitochondrialen 
Kompartiments und auf das folgende Ausfließen und die s i c h 
daraus ergebende Verdünnung von löslichen, i n die P r o t e i n ­
synthese i n v o l v i e r t e n Substanzen zurückgeführt werden. Diese 
kann mitochondriale s-RNA, etwaige m-RNA und die mitochon­
d r i a l e n Aminoacyl-s-RNA Synthetasen b e t r e f f e n . Weiterhin i s t 
zu vermuten, daß i n der Mitochondriensuspension vorhandene 
RNAsen - w a h r s c h e i n l i c h lysosomalen Ursprungs - mitochondriale 
m-RNA und s-RNA zerstören. 

Den g l e i c h e n E f f e k t wie mit Ultraschallbehandlung kann man 
b e r e i t s durch E i n f r i e r e n und Auftauen von Mitochondrien e r ­
r e i c h e n (Tab. 8 ) . Die besonders empfindlichen Locustenmito­
chondrien r e a g i e r e n i n der gl e i c h e n V/eise, wenn s i e i n einem 
hochkonzentrierten Sucrosegradienten z e n t r i f u g i e r t werden. Auch 
Enzyme, d i e die Membranstruktur zerstören, wie Phospholipase A, 
und Detergentien, wie T r i t o n X 100, reduzieren d r a s t i s c h d i e 
Fähigkeit zum Aminosäureneinbau (Tab. 8 ) . 

Rattenleber­
mitochondrien 

Locusten­
mitochondrien 

% Hemmung 

+ Phospholipase A 97 
(100με/πι1) 

• T r i t o n X 100 
(0.1mg/ml) 

82 96 

E i n f r i e r e n 
D i c h t e g r a d i e n t 

92 
98 

Tab. 8. Einfluß der I n t a k t h e i t der mitochondrialen Membranen 
auf den Einbau von 14-G-Aminosäuren i n i s o l i e r t e L ocusten-
und Rattenlebermitochondrien. 
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3*4. Untersuchungen zur Regulation des Einbaus 

3-4.1. Abhängigkeit der Einbauaktivität vom Entwicklungs-
zustand der Mitochondrien 

Zur Stützung der Annahme, daß es s i c h b e i dem gemessenen 
i n v i t r o Prozess um einen physiologischen Vorgang handelt, 
können Experimente dienen, die eine K o r r e l a t i o n zwischen der 
Einbauaktivität i n vivo und i n v i t r o aufzeigen. E i n besonders 
günstiger M o d e l l f a l l s i n d dafür die Mitochondrien des Heu­
schreckenflugmuskels. Die Entwicklung d i e s e s Muskels mit be­
sonderer H i n s i c h t auf d i e Mitochondrien unter enzymatischem 
und morphologischem Aspekt wurde von BROSEMER et a l . [δ] 
s t u d i e r t . Im Stadium der Imaginalhäutung der Heuschrecken 
beobachtet man eine außerordentlich star k e Zunahme des Wachs­
tums des Flugmuskels: Innerhalb von etwa 8 Tagen nimmt dessen 
Gewicht um etwa den Faktor 10 zu. Da s i c h g l e i c h z e i t i g der 
A n t e i l der Mitochondrien am Flugmuskel vergrößert, vermehrt 
s i c h die gesamte mitochondriale Masse i n diesem Zeitraum um 
etwa den Faktor 30. 

Um das i n vivo V e r h a l t e n der Proteinsyntheseaktivität zu unter­
suchen, wurde T i e r e n zu verschiedenen Zeitpunkten nach der 
Imaginalhäutung r a d i o a k t i v e s I s o l e u c i n i n j i z i e r t . Aus diesen 
T i e r e n wurden 24 h später die Mitochondrien i s o l i e r t und die 
s p e z i f i s c h e Aktivität der mitochondrialen P r o t e i n e , die i n 
"lösliches mitochondriales P r o t e i n " und "unlösliches mitochon­
d r i a l e s P r o t e i n " aufgetrennt wurden, und des extramitochon­
d r i a l e n löslichen P r o t e i n s bestimmt. Wie man Abb. 23 entnehmen 
kann, s i n d a l l e d r e i F r a k t i o n e n etwa i n gleichem Ausmaß 
marki e r t . Die s p e z i f i s c h e Aktivität des löslichen und unlös­
l i c h e n mitochondrialen P r o t e i n s fällt vom zweiten b i s zum 
sechsten Tag nach der Imaginalhäutung um den Faktor 4-5. 

Zur Untersuchung des i n v i t r o Verhaltens wurde folgender­
maßen vorgegangen: Von 100 T i e r e n , die s i c h a l l e i n einem 
Zeitraum von 6 h gehäutet hatten, wurden an aufeinanderfolgen­
den Tagen aus j e w e i l s 20 die Flugmuskelmitochondrien i s o l i e r t 
und i n dem optimalen und s t a n d a r d i s i e r t e n Einbausystem mit 
radioaktivem I s o l e u c i n i n c u b i e r t . Abb. 24 z e i g t einen A b f a l l 
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Ipm/mg Protein 

(etliches 
Ipffl/mg Protein immnnnri mitochondriale» 

IIIIIMIII Protein 

2 Tage nach der Imaginalhäutung 6 Tage nach der Imaginalhäutung 

1 2 3 A 5 

Alter der Locusten (Tage nach der Imaginalhäutung 

Abb. 23· S p e z i f i s c h e Aktivität von 
löslichem und unlöslichem mitochon­
drialem und löslichem extramito­
chondrialem P r o t e i n 24 h nach 
I n j e k t i o n von 1 4 - C - I s o l e u c i n i n 
Locusten. (Versuchsbedingungen 
siehe 4.3-1.) 

Abb. 24. Abhängigkeit 
der Einbaurate von 14-C-
I s o l e u c i n i n i s o l i e r t e 
Locustenmitochondrien 
aus T i e r e n verschiedenen 
A l t e r s nach der Imaginal­
häutung. (Versuchsbe­
dingungen siehe 4.3.1.) 

der ^inoauaktivität, der durchaus v e r g l e i c h b a r i s t mit dem 
i n vivo r e g i s t r i e r t e n . Die Einbauaktivität von i s o l i e r t e n 
Mitochondrien i s t o f f e n s i c h t l i c h keine zufällige Größe, 
sondern s p i e g e l t das Verhalten der Mitochondrien i n der Z e l l e 
wieder. 

Folgende Beobachtung mag mit diesem Befung i n Zusammenhang 
stehen/. Der RMA.-Geha.L't i s o l i e r t e r FL%L£mLskeLmot.achandrien 
z e i g t einen ähnlichen A b f a l l i n dem betrachteten Zeitraum wie 
die Einbauaktivität für zugesetzte Aminosäuren, jedoch n i c h t 
i n diesem Ausmaß (Abb. 2 5 ) . 

Für Rattenlebermitochondrien konnte keine Abhängigkeit der 
Einbauaktivität i n v i t r o vom A l t e r , und zwar b e i T i e r e n von 
2 b i s 12 Wochen, gefunden werden. O f f e n s i c h t l i c h s i n d n i c h t 
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nur d i e Änderungen i n der Proteinsyntheseaktivität, d i e auf 
Wachstum zurückzuführen s i n d , i n diesem Zeitraum gering, 
sondern es i s t auch w a h r s c h e i n l i c h , daß s i c h d i e s e Änderungen 
i n der Proteinsyntheseaktivität i n der i n v i t r o E i n h a u a k t i v i ­
tät n i c h t ausdrücken, da s i e s i c h im V e r g l e i c h zu dem s c h n e l l e n 
Turnover der Mitochondrien n i c h t bemerkbar machen. ROODYN 
fand einen Faktor 2 beim V e r g l e i c h der i n v i t r o E i n bauraten 
i n Lebermitochondrien von neugeborenen und erwachsenen 
Ratten [5 3 3 · 

ug RNA/mg Protei η 

3 -

2-

1 1 1 1 1 τ 1 — 
1 2 3 * 5 6 7 

Tagt nach dtr Imaginalhäutung 

Abb. 2 3 . RNA-Gehalt i s o l i e r t e r Flugmuskel-
mitochondrien aus Locusten an verschiedenen 
Tagen nach der Imaginalhäutung. (Versuchs­
bedingungen siehe 4 . 3 . 1 . ) 

3.4.2. Einbau i n Mitochondrien aus hyperthyreoten R a t t e n 

Eine andere Möglichkeit zur Auffindung von K o r r e l a t i o n e n 

von Mitochondrien aus T i e r e n verschiedenen endokrinen Status 
möglich. Dazu wurden Mitochondrien aus hyperthyreoten Ratten 
untersucht, da bekannt i s t , daß i n vivo unter d i e s e n Bedingung­
en eine beträchtliche Zunahme mitochondrialer Enzymaktivi­
täten, insbesondere der Glycerophosphatoxidase, s t a t t f i n d e t 
[ 5 6 ] . Abb. 26 z e i g t e i n t y p i s c h e s i n v i t r o Experiment, einen 
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Abb. 26. Einbau von 14-C-Leucin i n Rattenleber­
mitochondrien aus normalen und hyperthyreoten 
T i e r e n . (Versuchsbedingungen siehe 4.3.1.) 

V e r g l e i c h des Einbaus von radioaktivem Leucin i n Lebermito­
chondrien aus normalen und hyperthyreoten T i e r e n . 

Durch zwei abweichende Eigenschaften vom Verhalten von Mito­
chondrien aus normalen T i e r e n sind die Mitochondrien aus 
hyperthyreoten Ratten gekennzeichnet. Die Anfangsgeschwindig­
k e i t des Einbaus i s t tatsächlich b e i diesen Mitochondrien 
höher. V i e l s c h n e l l e r und zu einem größeren Ausmaß macht s i c h 
aber dann der Z e r f a l l s p r o z e s s des n e u s y n t h e t i s i e r t e n P r o t e i n s 
bemerkbar. D i e s e s Ergebnis i s t r e c h t gut i n Übereinstimmung 
mit Befunden, d i e an Hand v e r s c h i e d e n s t e r Parameter eine e r ­
höhte Labilität der mitochondrialen Membranen aus hyper­
thyreoten R a t t e n d e u t l i c h machten [573. B e i der h i e r beob­
achteten Reaktion kann s i c h d i e s daningenena auswirken, aais 
die veränderten Membranen e i n stärkeres Eindringen von 
p r o t e o l y t i s c h e n Enzymen erlauben. Ob die anfänglich höhere 
Synthesegeschwindigkeit i n den Mitochondrien aus hyper­
thyreoten T i e r e n tatsächlich der Ausdruck e i n e r höheren 
i n v i vo Synthese i s t , muß mit V o r s i c h t b e u r t e i l t werden. 
S i c h e r l i c h s p i e l e n auch h i e r die veränderten Permeabilitäts­
verhältnisse eine R o l l e . Die g l e i c h e n Einschränkungen mögen 

Ipm/mg Protein 
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für d i e von ROODYN [ 3 8 ] veröffentlichten Experimente g e l t e n , 
i n denen er erhöhten Einbau von Aminosäuren i n i s o l i e r t e 
Lebermitochondrien aus hyperthyreoten Ratten fand. 

3*5» Ausschluß von F e h l e r q u e l l e n 

3 « 5 * 1 » Nachweis des Einbaus i n Peptidketten 

Die z a h l r e i c h e n h i e r aufgezeigten s p e z i f i s c h e n Bedingungen des 
untersuchten Prozesses deuten mit großer J a h r s c h e i n l i c h k e i t 
darauf h i n , daß es s i c h beim Einbau der Aminosäuren n i c h t um 
einen u n s p e z i f i s c h e n Vorgang handelt. E i n e r s e i t s kann man aus 
den Unterschieden zum cytoplasmatisch-ribosomalen i n v i t r o 
System schließen, daß w i r e i n eigenständiges System vor uns 
haben. A n d e r e r s e i t s l i e f e r n die Ähnlichkeiten, und h i e r i n s ­
besondere das Verhalten gegenüber Hemmsubstanzen der c y t o ­
plasmatischen Proteinsynthese eine Menge i n d i r e k t e r Argumente, 
daß auch im mitochondrialen Einbausystem eine s p e z i f i s c h e 
Verknüpfung von Aminosäuren zu Peptidketten s t a t t f i n d e t . 

Zum d i r e k t e n Nachweis, daß Leucin, und zwar a l s s o l c h e s , i n 
P r o t e i n eingebaut wird, wurde nach sorgfältiger Entfernung 
nichteingebauten L e u c i n s , nach Hydrolyse etwaiger L e u c y l -
s-RNA-Ester durch heiße Trichloressigsäure und nach E x t r a k t i o n 
der Phospholipide mit Aceton und Äthanol-Äther eine Hydrolyse 
der zurückbleibenden Proteine mit conc. HCl vorgenommen. I n 
der zweidimensionalen Papierchromatographie des Hydrolysates 
fand s i c h die Radioaktivität an der S t e l l e , d i e dem L e u c i n 
e n t s p r i c h t . 

Die Möglichkeit, daß es s i c h b e i dem gemessenen Einbau um 
eine Anhängung der zugegebenen r a d i o a k t i v e n Aminosäure an das 
Ende von b e r e i t s e x i s t i e r e n d e n Peptidketten handelt, kann 
durch eine EndgruppenbeStimmung nach SANGER ausgeschlossen 
werden. Es z e i g t e s i c h , daß b e i Rattenlebermitöchöhdrieh 
0 . 2 5 % und b e i Locustenmitochondrien 0 . 2 % der eingebauten 
Radioaktivität a l s Dinitrophenyl-Aminosäure e x t r a h i e r t werden 
kann. 

Der d i r e k t e Nachweis des Einbaus von Ph e n y l a l a n i n i n das Innere 
von Peptidketten wurde von WINTERS BERGER [ 5 9 ] geführt. E r be­
handelte nach Einbau d i e s e r Aminosäure i n i s o l i e r t e Hefe-
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mitochondrien das r e s u l t i e r e n d e P r o t e i n mit Chymotrypsin, 
daraufhin das Peptidgemisch mit Carboxypeptidase Α und i s o ­
l i e r t e die f r e i g e s e t z t e n Aminosäuren a l s D i n i t r o p h e n y l - D e r i -
vate, die 48% der gesamten eingebauten Radioaktivität ent­
h i e l t e n . 

Neben diesem u n s p e z i f i s c h e n Einbau haften der Beobachtung der 
mitochondrialen Proteinbiosynthese folgende zwei wesentliche 
F e h l e r q u e l l e n an: Die Verunreinigung der Mitochondrienpräpa-
r a t i o n e n durch Mikrosomen und durch B a k t e r i e n kann zum Einbau 
b e i t r a g e n oder sogar mitochondrialen Einbau vortäuschen. 

3.5»2. Ausschluß mikrosomaler B e t e i l i g u n g am Einbau 
Standardpräparationen von Mitochondrien, mit K i l f e d i f f e r -
e n t i e l l e r Z e n t r i f u g a t i o n h e r g e s t e l l t , e nthalten s t e t s mikroso-
male Verunreinigungen. Diese Kontamination kann dadurch n i e d r i g 
gehalten werden, indem man das nach der e r s t e n Abzentrifuga-
t i o n der Mitochondrien auf dem Sediment liegende " f l u f f y l a y e r " 
durch v o r s i c h t i g e s Suspendieren e n t f e r n t . 'Weiterhin kann 
bewirkt werden, daß nur e i n geringer T e i l der Ribosomen, die 
den mikrosomalen Membranen anhaften und so das "rauhe R e t i ­
kulum" bi l d e n , i n die Mitochondrienfraktion gelangen. Man 
s e t z t dazu dem Isolierungsmedium C h e l a t b i l d n e r zu, wie EDTA, 
die das Mg + + komplexieren, das notwendig i s t , um die Unter­
e i n h e i t e n der Ribosomen zusammenzuhalten. Der RNA-Gehalt ge­
r e i n i g t e r Mitochondrien wird für Rattenleber i n der L i t e r a t u r 
zu 12-14 μg/mg P r o t e i n angegeben [ 6 0 ] . Die i n den vorliegenden 
Präparationen gemessenen Werte bewegen s i c h zwischen 
13-18 μg RNA/mg P r o t e i n . Der RNA-Gehalt e i n e r mikrosomalen 
F r a k t i o n aus dem Überstand der Mitochondrienpräparation betrug 
192 μg RNA/mg P r o t e i n . Eine entsprechend geringe Verunreinigung 
ergab s i c h b e i der K o n t r o l l e durch e i n mikrosomales Marker­
enzym, die NADPH s p e z i f i s c h e Gytochrom c Reduktase ( s i e h e auch 
Tab. 14). Die Mikrosomenfraktion hatte eine s p e z i f i s c h e A k t i v i ­
tät von 122 μΜοΙ r e d u z i e r t e s Gytochrom c/h/mg P r o t e i n , die der 
Mitochondrienfraktion von 4.6 μΜοΙ r e d u z i e r t e s Gytochrom c pro 
Stunde/mg P r o t e i n . Das heißt, die mitochondriale F r a k t i o n i s t 
zu 3»8% mit Mikrosomen v e r u n r e i n i g t . 



- 3 8 -

Um die Mögliclikeit auszuschließen, daß d i e s e geringen Mengen 
von Mikrosomen i n den Mitochondrienpräparationen zu e i n e r Ver­
fälschung der Einbauergebnisse führen, wurde der i n Tab. 9 
wiedergegebene Versuch durchgeführt. Darin wurde das V e r h a l t e n 
des Einbaus von radioaktivem I s o l e u c i n i n Rattenlebermitochon­
d r i e n dem Einbau i n Rattenlebermikrosomen, d i e aus der über-
s t a n d s f r a k t i o n der Mitochondrienpräparation gewonnen wurden, 
gegenübergestellt. 

I n dem für Mitochondrien optimalen Medium zeigen die Mikroso­
men, wenn k e i n ATP oder ADP zugefügt wurde, einen v e r g l e i c h s ­
weise vernachlässigbaren Einbau. Ganz d r a s t i s c h wird der E i n ­
bau i n d i e Mikrosomen erhöht, wenn ATP dem Incubationsmedium 
zugesetzt wird. E r e r r e i c h t 50% der Einbaurate des ATP 
s t i m u l i e r t e n Einbaus i n Mitochondrien. Auch ADP s t i m u l i e r t den 
Einbau i n die mikrosomale F r a k t i o n , v e r mutlich wegen Verun­
reinigungen des käuflichen ADP mit ATP, jedoch b e i weitem 
n i c h t so s t a r k wie ATP. Der ADP-getriebene Einbau i n Mikro­
somen beträgt 9% des ADP getriebenen Einbaus i n Mitochondrien. 
Weiterhin unterscheiden s i c h d ie beiden Systeme i n der 
Reaktion auf die Zugabe e i n e s ATP-regenerierenden Systems. 
Während der mitochondriale Einbau n i c h t erhöht wird, s t e i g t 
der Einbau i n die Mikrosomen um 72%. Unter Berücksichtigung 
der enzymatisch bestimmten Verunreinigung der Mitochondrien­
präparat ionen durch Mikrosomen zu ca. 3·8.%, kann man 
schließen, daß man beim ATP-getriebenen Einbau i n R a t t e n l e b e r ­
mitochondrien mit einem B e i t r a g von ca. 2% durch begleitende 
Mikrosomen zu rechnen hätte. Für das ADP-getriebene System 
läßt s i c h k e i n entsprechender Wert angeben, da n i c h t bekannt 
i s t , zu welchem Ausmaß die phosphorylierenden Mitochondrien 
den Mikrosomen ATP zur Verfügung s t e l l e n können. 

Weit unter dam BO errechneten Wert l i e g t derjenige, der s i c h 
aus einem V e r g l e i c h der Reaktion von mitochondrialem und 
mikrosomalem ATP-getriebenen Einbau auf Zusatz von Ribonuclease 
e r g i b t . Der mikrosomale Einbau wird b i s auf einen minimalen 
Wert an der Meßfehlergrenze gehemmt, der mitochondriale Einbau 
b l e i b t unbeeinflußt. Dieses K r i t e r i u m wurde b e r e i t s i n den 
e r s t e n Versuchen zur mitochondrialen Proteinbiosynthese von 
SIMPSON [2] eingeführt. Es beruht auf der Undurchlässigkeit 



- 3 9 -

der mitochondrialen Innenmembran für Ribonuclease ( s i e h e auch 
Tab. 17) . 

Mit dem Locustensystem wurde folgender K o n t r o l l v e r s u c h durch­
geführt: Mikrosomale und mitochondriale Fraktionen wurden nach 
Trennung wieder zusammengefügt, i n dem für die Mitochondrien 
en t w i c k e l t e n Medium (mit ATP) 14 — C - I s o l e u c i n eingebaut, an­
schließend d i e Fraktionen durch d i f f e r e n t i e l l e Z e n t r i f u g a t i o n 
wieder getrennt und die s p e z i f i s c h e n Radioaktivitäten der 
einz e l n e n F r a k t i o n e n bestimmt. Nur 5% der s p e z i f i s c h e n Radio­
aktivität der Mitochondrien fand s i c h i n der Mikrosomen-
f r a k t i o n . D i e s e r Wert gi b t mit S i c h e r h e i t einen zu hohen B e i ­
t r a g der Mikrosomen an, da Mitochondrienfragmente i n d i e 
mikrosomale F r a k t i o n gelangen ( s i e h e auch Tab. 1 4 ) . 
Nach den h i e r aufgeführten Daten sche i n t eine s i g n i f i k a n t e 
B e t e i l i g u n g von Mikrosomen am Einbau im mitochondrialen System 
ausgeschlossen zu s e i n . 

Zusatz Mitochondrien Mikrosomen 

Ipm/mg P r o t e i n 

+ATP (2mM) 
3 9 2 

1 3 8 3 

5 
800 

+ATP (2mM) 
+PEP (10mM) 
+PK (0.1mg/ml) 

1360 1375 

+ATP (2mM) 
+RNASE (4<^g/ml) 1420 8 

+ADP (2mM) 1350 116 

Tab. 9 . Gegenüberstellung des Einbaus von 14-C-Leucin i n 
i s o l i e r t e Mitochondrien und Mikrosomen aus Rattenleber. 
(Versuchsbedineunp:en siehe 4.3.1.) 
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3» 5-3- Ausschluß b a k t e r i e l l e r B e t e i l i g u n g am Einbau 
E i n e größere Gefahr für die Produktion von Ar t e f a k t e n s t e l l t 
d i e B e t e i l i g u n g von B a k t e r i e n am Einbau dar. B e i n i c h t - s t e r i l e m 
A r b e iten gelangen n i c h t unbeträchtliche Mengen von Ba k t e r i e n -
sowohl b e i Locusta a l s auch b e i Rattenleber - i n die Mitochon­
drienpräparat ionen. Man kann sogar erwarten, daß Bakterien b e i 
der I s o l i e r u n g von Mitochondrien a n g e r e i c h e r t werden, da s i e 
e i n ähnliches Sedimentationsverhalten zeigen wie die Mitochon­
d r i e n s e l b s t . Tatsächlich fanden s i c h , wenn eine Mitochon­
drienpräparat ion von Rattenleber auf Standardagar aufgetragen 
wurde, b i s zu 10 Kolonien pro mg P r o t e i n . 

Um den Beweis zu erbringen, daß i n den h i e r beschriebenen 
Experimenten der Einbau von Aminosäuren durch die die Präpara­
t i o n begleitenden B a k t e r i e n zu vernachlässigen i s t , s e i e n 
folgende, s i c h aus den g e s c h i l d e r t e n Versuchen ergebende 
Argumente und e i n i g e zusätzliche Experimente aufgeführt: 
1) Die Steigung der E i n b a u k i n e t i k nimmt mit zunehmender I n -

cubationsdauer ab. Im F a l l e der Rattenlebermitochondrien 
durchläuft die Einbaukurve sogar e i n Maximum. Wachstums­
k i n e t i k e n von B a k t e r i e n weisen im allgemeinen einen expo-
n e n t i e l l steigenden Verlauf auf, dem e i n l i n e a r e r voraus­
gehen kann. 

2) Die ausgeprägte Abhängigkeit des Einbaus von den Bedin­
gungen des Mediums, insbesondere die Wirkung der Adenin-
nucleotide und der d r a s t i s c h e Einfluß der Tonizität des 
Mediums, sprechen gegen eine s i g n i f i k a n t e B e t e i l i g u n g von 
Bakt e r i e n am Einbau. 

3) Wie gezeigt worden i s t , wird die Einbauaktivität von i s o ­
l i e r t e n Locustenmitochondrien k o n t r o l l i e r t vom Ent-
wicklungszustand des Flugmuskels, aus dem die Mitochondrien 
i s o l i e r t wurden. B e i Rattenlebermitochondrien fand s i c h 
eine Abhängigkeit vom endokrinen S t a t u s der T i e r e . Diese 
Befunde s i n d wiederum n i c h t mit b a k t e r i e l l e r Kontamination 
zu vereinbaren. 

4) Bakterien bauen zugesetzte Aminosäuren sowohl i n lösliche 
a l s auch i n unlösliche Proteine e i n . Wie w e i t e r unten be­
r i c h t e t wird ( s i e h e Abschnitt 3·7·1·)* e n t h a l t e n die 
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löslichen Proteine, d ie nach Incubation von Mitochondrien 
mit r a d i o a k t i v e n Aminosäuren i n v i t r o e x t r a h i e r t werden 
können, nur eine geringe s p e z i f i s c h e Aktivität. Wurden 
Ba k t e r i e n nach Incubation unter den glei c h e n Bedingungen 
e i n e r E x t r a k t i o n der löslichen Proteine unterworfen, so 
konnte noch nach 3 E x t r a k t i o n s s c h r i t t e n r a d i o a k t i v e s 
P r o t e i n i n Lösung gebracht werden, im Gegensatz zu i n v i t r o 
markierten Mitochondrien, aus denen auf d i e s e r Stufe keine 
Radioaktivität mehr e x t r a h i e r t werden konnte. 

um mit noch größerer S i c h e r h e i t die Möglichkeit e i n e r Be­
t e i l i g u n g von Bakterien am Einbau auszuschalten, wurden f o l ­
gende Experimente a n g e s t e l l t : 
Abb. 27 z e i g t einen Versuch, i n dem Litochondrien e i n e r v e r ­
schieden langen Präincubation ohne Radioaktivität b e i E i n ­
baubedingungen ausgesetzt wurden. Die Einbaukinetiken b e i 
30 b i s 60 minütiger Präincubation zeigen, daß das System unt e r 
diesen Bedingungen die Fähigkeit zum Einbau v e r l i e r t . D i e s e s 
Verhalten s o l l t e , wenn Bakterien unter diesen Bedingungen im 
Incubationsmedium wachsen, n i c h t zu beobachten s e i n . 

Ipm/mg Protein 

3000-

2000-

1000-

30 60 90 120 
Inkubationszeit fninj 

150 

Abb. 27. Abhängigkeit des Einbaus von 14-C-Leucin 
i n i s o l i e r t e Rattenlebermitochondrien von der 
Präincubation. (Versuchsbedingungen siehe 4 . 3.1.) 
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I n e i n e r weiteren Reihe von Versuchen wurden B a k t e r i e n aus 
e i n e r Suspension von Rattenlebermitochondrien auf Standard-
agar gezüchtet, den Mitochondrien zugesetzt und das Verhalten 
d i e s e s Systems untersucht. Tab. 10 b e s c h r e i b t d ie Wirkungen 
verschiedener Hemmsubstanzen auf d i e s e s System im V e r g l e i c h 
mit dem Mitochondriensystem: Das zusammengesetzte System 
r e a g i e r t empfindlich auf den Zusatz von A n t i b i o t i k a , d i e auf 
das mitochondriale System keinen Einfluß ausüben. Die hemmende 
Wirkung von KCN und DNP auf die Mitochondrien i s t stärker a l s 
auf das m i t o c h o n d r i a l - b a k t e r i e l l e System. Zerkleinerung der 
Mitochondrien durch U l t r a s c h a l l hemmt den Einbau i n die Mito­
chondrien f a s t vollständig ( s i e h e auch Abschnitt 3 . 3 · ) , hat 
jedoch auf den b a k t e r i e l l e n Einbau keine Wirkung. 

Mitochondrien 
+ 

Mitochondrien B a k t e r i e n 
Ipm % Hemmung Ipm J/o Hemmung 

ohne Zusatz 1 3 3 0 629 0 
+Streptomycin 
(60μg/ml) 

1 3 2 0 268 57 

-•-Neomycin 
(30μβ/ιη1) 

116 1 3 312 50 

+Actinomycin D 
(20μβ/ιη1) 

1 3 3 0 1 7 0 7 3 

+DNP 
(I.OmM) 

37 7 2 648 0 

+KCN 
(1.0ml!) 

2 7 80 3 2 7 48 

U l t r a s c h a l l 
( 3 x 10 sec) 

1 0 92 661 0 

Tab. 10. Gegenüberstellung von Hemmeffekten auf den Einbau 
v o n 14-C-Leucin i n i s o l i e r t e Rattenlebermitochondrien und 
i n e i n Gemisch von Rattenlebermitochondrien und aus e i n e r 
Rattenlebermitochondriensuspension gezüchteten Bakterien. 
(Versuchsbedingungen siehe 4 .3.1·) 
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Dies i s t ausführlicher i n Abb. 28 gezeigt. Nach Behandlung des 
zusammengesetzten Systems mit U l t r a s c h a l l v e r l i e r t es nur den­
j e n i g e n T e i l der Einbauaktivität, der den Mitochondrien zuzu­
s c h r e i b e n i s t . 

~T 1 1 1 * 
30 60 90 120 [mm] 

Abb. 28. Verhalten des Systems von Mitochondrien 
+Bakterien gegen Behandlung mit U l t r a s c h a l l . 
(Versuchsbedingungen siehe 4 . 3 . 1 . ) 

Diese Daten stimmen mit vor kurzer Z e i t veröffentlichten E r ­
gebnissen aus Experimenten überein, i n denen unter Z u h i l f e ­
nahme s t e r i l e r Präparationsbedingungen nachgewiesen werden 
konnte, daß die Sinbaurate unverändert i s t , gleichgültig ob 
80 oder 10^ B a k t e r i e n im ml Incubationsmedium anwesend s i n d 
[ 3 4 ] . Vor k u r z e r Z e i t erschienene B e r i c h t e , die den Einbau von 
r a d i o a k t i v markierten Aminosäuren i n i s o l i e r t e Mitochondrien 
begleitenden B a k t e r i e n zuschreiben 161,62j, weisen darauf h i n , 
daß man unter nicht-optimalen Bedingungen, wie s i e i n den 
dort beschriebenen Untersuchungen vorgelegen haben, mit einem 
B e i t r a g von B a k t e r i e n zum Einbau rechnen muß. 
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3·6. Q u n a t i t a t i v e Betrachtung des Einbaus 

A l s l e t z t e s K r i t e r i u m zur B e u r t e i l u n g der b i o l o g i s c h e n 
S i g n i f i k a n z des untersuchten Einbaus s e i der q u a n t i t a t i v e 
V e r g l e i c h der Syntheseraten i n vivo und i n v i t r o herangezogen. 
E s muß gefordert werden, daß d i e s e beiden Größen i n etwa v e r ­
g l e i c h b a r s i n d . A n d e r e n f a l l s besteht die Gefahr, eine m i n i ­
male Reaktion zu v e r f o l g e n , die mit dem zu messenden Vorgang 
n i c h t s zu tun hat. Tatsächlich i s t man, zumindest b e i Ratten­
lebermitochondrien, darauf angewiesen, mit e i n e r sehr hohen 
s p e z i f i s c h e n Radioaktivität der einzubauenden Aminosäure im 
Incubationsmedium zu a r b e i t e n , w e i l ansonsten d i e s p e z i f i s c h e 
Radioaktivität im P r o t e i n für d i e Ausmessung zu n i e d r i g wird. 
Man kann jedoch unter den optimalen Bedingungen Sättigungs­
kurven für die betreffende r a d i o a k t i v e Aminosäure aufnehmen 
und an Hand d i e s e r Werte die i n v i t r o Syntheseraten berechnen 
( s i e h e Abschnitt 3.1.3·)· ^uf d i e s e Weise erhält man für 
Rattenleber eine Syntheserate von 0.078 bzw. 0.084 μg P r o t e i n 
pro Stunde/mg Mitochondrienprotein, wenn man j e w e i l s den E i n ­
bau von radioaktivem L e u c i n bzw. I s o l e u c i n zugrunde l e g t . 
Zur Berechnung wurden die i n i t i a l e n Einbaugeschwindigkeiten 
herangezogen und e i n gleichmäßiges Vorkommen a l l e r Aminosäuren 
im Syntheseprodukt angenommen. Aus der H a l b w e r t s z e i t von 
Lebermitochondrien von 10 Tagen [36] kann man eine i n v i v o 
Syntheserate von 2.9 μg Protein/h/mg P r o t e i n errechnen. Das 
heißt a l s o , auf das ganze Mitochondrium bezogen würde d i e 
i n v i t r o Syntheserate ca. 2.8% der t h e o r e t i s c h e n ausmachen. 
Nun besteht aber, wie i n den folgenden K a p i t e l n g e z e i g t wird, 
hinreichend Grund zu der Annahme, daß die löslichen Pr o t e i n e 
der Mitochondrien, die b e i der Rattenleber etwa 60% betragen, 
n i c h t von dem Mitochondriensystem s y n t h e t i s i e r t werden. 
Darüberhinaus wird von den verbleibenden 40% nur e i n T e i l , der 
wiederum ca 40% n i c h t übersteigen dürfte [63] ι i n v i t r o 
markiert. Wenn man s i c h auf d i e s e Angaben b e z i e h t , kann man, 
grob gerechnet, eine i n v i t r o Syntheserate finden, d i e etwa 
15% der t h e o r e t i s c h zu erwartenden Syntheserate beträgt. 
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Für Locusten kann man den Angaben von BRuSEMER et a l . [8] i n 
der untersuchten Entwicklungsphase eine Verdopplungszeit von 
ca. 4 Tagen entnehmen. Dem e n t s p r i c h t eine t h e o r e t i s c h zu e r ­
wartende Syntheserate von 7·2 μβ Protein/h/mg Mitochondrien-
p r o t e i n . V.ieder mit e i n e r Leucin-Sättigungskurve und wieder 
mit den g l e i c h e n Voraussetzungen erhält man, auf das ganze 
Locustenflugmuskelmitochondrium bezogen, eine Syntheserate 
von 0.42 μg Protein/h/mg Mitochondrienprotein. Wiederum darf 
man, wie b e i den Rattenlebermitochondrien, das neusyntheti­
s i e r t e Produkt nur auf einen T e i l des unlöslichen Proteins 
beziehen [22] und kommt somit auf ca. 2üyo der t h e o r e t i s c h zu 
erwartenden Syntheserate. 

Obwohl die s e K a l k u l a t i o n e n mit einem sehr großen F e h l e r be­
h a f t e t s i n d , kann man doch daraus schließen, daß der h i e r 
v e r f o l g t e Einbau durchaus n i c h t i n einem Bereich l i e g t , der 
e i n e r unbedeutenden Nebenreaktion e n t s p r i c h t . 

3.7. L o k a l i s i e r u n g des Einbauproduktes 

Nachdem nun d i e Eigenschaften des Aminosäureneinbaus i n i s o ­
l i e r t e Mitochondrien c h a r a k t e r i s i e r t und z a h l r e i c h e Argumente 
für die b i o l o g i s c h e S i g n i f i k a n z d i e s e s i n v i t r o Prozesses 
erbracht waren, konnte nun eine L o k a l i s i e r u n g des r a d i o a k t i v e n 
Produktes vorgenommen werden. 
3.7.1. F r a k t i o n i e r t e E x t r a k t i o n 

Zu e i n e r o r i e n t i e r e n d e n F r a k t i o n i e r u n g wurden die Proteine der 
Mitochondrien i n d r e i A n t e i l e aufgetrennt: I n einen während 
der Incubation i n s Medium übergehenden A n t e i l , i n einen A n t e i l , 
der durch D e s i n t e g r a t i o n und E x t r a k t i o n der Mitochondrien mit 
0.1 Μ Phosphatpuffer gewonnen werden kann und i n den A n t e i l 
des unter d i e s e n Bedingungen unlöslich zurückbleibenden 
P r o t e i n s . Die e r s t e n beiden A n t e i l e setzen s i c h aus den mito­
chondrialen Matrixproteinen zusammen, der unlösliche A n t e i l 
wird von den mitochondrialen Membranen mit i h r e n s t r u k t u r ­
gebundenen Enzymen g e b i l d e t . 

Abb. 29 und Abb. 30 zeigen i n e i n e r Gegenüberstellung für 
Locusten- und Rattenlebermitochondrien die r e l a t i v e n A n t e i l e 
der j e w e i l i g e n F r a k t i o n e n am Gesamtprotein und an der ge-
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Abb. 29. Verteillang des e i n ­
gebauten 1 4 - C - I s o l e u c i n s auf 
di e verschiedenen Fraktionen 
der f r a k t i o n i e r t e n E x t r a k t i ­
on b e i Locustenmitochondrien 
(Versuchsbedingungen siehe 
4.3-10 

Abb. 30. V e r t e i l u n g des e i n ­
gebauten 14-C-Leucins auf die 
verschiedenen F r a k t i o n e n der 
f r a k t i o n i e r t e n E x t r a k t i o n b e i 
Rattenlebermitochondrien. 
(Versuchsbedingungen siehe 
4.3.1.) 

samten eingebauten Radioaktivität. Beide Experimente machen 
k l a r , daß innerhalb der Fehlergrenzen eine Markierung der 
löslichen Proteine i n v i t r o n i c h t s t a t t f i n d e t , im Gegensatz 
zu den Beobachtungen b e i i n vivo Markierungen (Abb. 2 3 ) . 
Diese F e h l e r q u e l l e n s i n d dadurch r e l a t i v groß, daß sehr 
k l e i n e p h o s p h o l i p i d h a l t i g e P a r t i k e l nach der Behandlung mit 
U l t r a s c h a l l i n die F r a k t i o n des e x t r a h i e r b a r e n P r o t e i n s ge­
langen, nachgewiesen durch Succinatdehydrogenaseaktivität i n 
d i e s e r F r a k t i o n . F a s t a l l e eingebaute Radioaktivität f i n d e t 
s i c h sowohl b e i den Mitochondrien der Rattenleber a l s auch des 
Locustenflugmuskels i n der unlöslichen F r a k t i o n . Dies i s t i n 
Übereinstimmung mit den Befunden von ROOD!Ν L 5 J > <laß Gyto­
chrom c und Malatdehydrogenäse von i s o l i e r t e n R a t t e n l e b e r ­
mitochondrien n i c h t s y n t h e t i s i e r t werden, und s i c h d i e e i n ­
gebaute Radioaktivität i n e i n e r überdurchschnittlichen 
s p e z i f i s c h e n Aktivität e i n e r mit Detergensfraktionierung ge­
wonnenen L i p o p r o t e i n f r a k t i o n ausdrückt. WINTERSBERGER [59] 
fand b e i Anwendung der g l e i c h e n Methode auf Hefemitochondrien 
g l e i c h e Verhältnisse. 
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Die weitere proteinchemische F r a k t i o n i e r u n g der unlöslichen 
mitochondrialen Membranpräparationen b e r e i t e t nun e r h e b l i c h e 
S c h w i e r i g k e i t e n . Wesentliche H i l f s m i t t e l für solche Auf­
trennungen s i n d Detergentien wie Cholat, Desoxycholat, T r i t o n , 
Emasol, Na-Dodecylsulfat u.a. Auf diese Weise wurden z a h l r e i ­
che mitochondriale strukturgebundene Enzyme i n aktivem Zustand 
i s o l i e r t , wie die cx-Glycerophosphatoxidase[64j, die S u c c i n a t -
dehydrogenase [653 und die Oytochromoxidase [66]. Eine be­
sondere S t e l l u n g unter diesen mit Detergensfraktionierung ge­
wonnenen Proteinen nimmt das vom A r b e i t s k r e i s um GREEN [67,68] 

i s o l i e r t e sogenannte " S t r u k t u r p r o t e i n " e i n . E i n i g e Befunde 
deuten jedoch darauf h i n , daß es s i c h h i e r b e i n i c h t um e i n 
e i n h e i t l i c h e s P r o t e i n handelt [21,69]. E r s t die von HALDAR 
et a l . [21] und SEBALD [22] auf Mitochondrien angewandte Po l y -
acrylamid-Gelelektrophorese ermöglichte die Auftrennung der 
mitochondrialen Membranfraktion i n z a h l r e i c h e (mehr a l s 2 0 ) 
d i s k r e t e Banden, von denen s i c h 4-6 nach i n v i t r o Markierung 
von Locusten- und Rattenlebermitochondrien a l s r a d i o a k t i v 
i d e n t i f i z i e r e n ließen. Da jedoch diese Methode eine S o l u b i -
l i s i e r u n g der Membranproteine i n Na-Dodecylsulfat oder einem 
Gemisch von Phenol/Eisessig/Wasser zur Voraussetzung hat, 
a l s o s t a r k denaturierenden Medien, i s t die I d e n t i f i z i e r u n g der 
ei n z e l n e n Beuden auf enzymatischer B a s i s n i c h t möglich. 

3.7*2. Trennung der Mitochondrien i n äußere und innere Membran 
I n d i e s e r A r b e i t wurde nun versucht, angesichts d i e s e r 
S c h w i e r i g k e i t e n e i n e r C h a r a k t e r i s i e r u n g des oder der neu­
s y n t h e t i s i e r t e n Proteine dadurch näherzukommen, daß eine weitere 
L o k a l i s i e r u n g der eingebauten Radioaktivität innerhalb der 
Mitochondrien vorgenommen wurde. Dazu wurden die vor k u r z e r 
Z e i t beschriebenen Verfahren angewandt, die es ermöglichen, 
innere und äußere Membran von Rattenlebermitochondrien zu 
trennen. 
I n t a k t e Rattenlebermitochondrien wurden i n dem folgenden 
Medium i n c u b i e r t : 0 . 2 3 Μ Sucrose, 20 mM KCl, 1 5 mM KR^PO^, 
10 mM MgClp, 1 mM ADP, 0.188 mg/ml Aminosäurengemisch, 
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2 mM EDTA, 0.06 mg/ml Streptomycin, 0 . 0 2 % Rinder-Serum-
Albumin (RSA), 4 - 5 mg/ml Mitochondrienprotein, 
0 . 5 μο/ml 14-C-l-Leucin ( 5 2 5 mc/mMol). Etwa 30 Proben zu j e 
1 ml wurden 40 min b e i 32°G unter Schütteln i n c u b i e r t . Das pH 
war 7.6. Der Zusatz von RSA wurde deshalb angewandt, um d i e 
Membranen vor der zerstörenden Wirkung f r e i e r Fettsäuren zu 
bewahren, die während der Incubation durch die Wirkung l y s o -
somaler Enzyme f r e i g e s e t z t werden und an RSA a d s o r b i e r t werden 
können. Streptomycin diente dazu, mit S i c h e r h e i t e i n e n bak­
t e r i e l l e n B e i t r a g zum Einbau zu vermeiden. Nach der I n c u b a t i o n 
wurde durch Waschen der Mitochondrien i n isotonem Medium und 
durch Zugabe von Träger-Aminosäure die n i c h t eingebaute Radio­
aktivität e n t f e r n t . 

Dann wurden die Mitochondrien e i n e r Trennung i n äußere und 
innere Membran nach einem der beiden folgenden Verfahren un­
terworfen: 

1 ) E i n e l e i c h t abgeänderte " S w e l l i n g - s h r i n k i n g " Methode, d i e 
d i e Verfahren von PARSONS et a l . [ 7 0 ] und SOTTOGASA et a l . 
[ 7 1 J verband. 

2 ) Die " D i g i t o n i n " Methode nach den Angaben von SCHNAITMAN et 
a l . [ 7 2 j . 

3 . 7 * 2 . 1 . " S w e l l i n g - s h r i n k i n g " Verfahren 

I n dem " S w e l l i n g - s h r i n k i n g " Verfahren wurden d i e Mitochondrien 
z u e r s t einem hypotonen Medium ausgesetzt, um s i e schwellen zu 
l a s s e n . Dann wurden s i e durch Zugabe von k o n z e n t r i e r t e r 
Sucrose und von ATP i n isotone Umgebung gebracht und Schrumpf­
ung bewirkt. H i e r b e i schrumpft nur die innere Membran mit 
M a t r i x i n h a l t . Eine darauffolgende Z e n t r i f u g a t i o n mit hoher 
Geschwindigkeit bewirkt das Abscheren der äußeren Membranen. 
Dann wurde durch eine n i e d r i g e Z e n t r i f u g a t i o n e i n großer T e i l 
der von den äußeren Membranen b e f r e i t e n Mitochondrien und 
etwaige Mitochondrien, d i e den S w e l l i n g - s h r i n k i n g Zyklus 11 

n i c h t mitgemacht hatten, sedimentiert ( F r a k t i o n S, "low speed 
p e l l e t " ) . Die dabei im Überstand verbleibenden P a r t i k e l 
( F r a k t i o n LM) wurden auf einen d i s k o n t i n u i e r l i c h e n Sucrose-
Dichte-Gradienten g e s c h i c h t e t , von dem nach Z e n t r i f u g a t i o n 
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d r e i F r a k t i o n e n entnommen wurden: L I , L H und L I I I (Ver­
suchsbedingungen s i e h e 4 . 5 . 3 . ) · L I i s t d i e j e n i g e F r a k t i o n , i n 
der die äußere Membran angereichert i s t , L H und L I I I s i n d d i e ­
j e n i g e n F r a k t i o n e n , i n denen die innere Membran angereichert 
i s t . Die Präparationen wurden mit H i l f e enzymatischer Marker 
k o n t r o l l i e r t , wobei routinemäßig für die äußere Membran d i e 
Monoaminooxidase (MAO) und für die innere Membran die S u c c i -
nat-Cytochrom c Reduktase (SDH) verwendet wurde (Tab. 1 1 ) . 

A l s Marker f u r d i e äußere Membran kann auch die K y n u r e n i n - 3 1 -

Hydroxylase verwendet werden [ 7 3 J , und. für die innere 
i Membran die Cytochromoxidase [ 7 1 ] (Tab. 1 2 ) . Bei ei n e r L o k a l i -
I sierung der P r o l i n o x i d a s e mit dem "Sw e l l i n g - s h r i n k i n g " Ver­
fahren s t e l l t e s i c h heraus, daß d i e s e s Enzym ebenso a l s i/arker 
für die innere Membran brauchbar i s t (Tab. 1 2 ) . Dieses Ergeb­
n i s hat Bedeutung für die Regulation der P r o l i n k o n z e n t r a t i o n 
i n der Z e l l e und wird am Schluß ausführlich d i s k u t i e r t . 

Tab. 11 z e i g t d i e V e r t e i l u n g von MAG und SDH i n den v e r s c h i e ­
denen F r a k t i o n e n von fünf "Swelling-shrinking" Präparationen. 
Die von PARSONS e t a l . [ 7 0 ] und S O T T U C Ä S A et a l . [ 7 1 ] ange­
gebenen R e i n h e i t e n wurden i n diesen Präparationen n i c h t e r ­
r e i c h t . E i n e r s e i t s schadet die 4 0 minütige E x p o s i t i o n b e i 
32°G den Mitochondrien, und eine R e z e n t r i f u g a t i o n der e i n z e l ­
nen Banden, wie von PARSONS et a l . angegeben, wurde aus 
Materialmangel n i c h t vorgenommen. An d e r e r s e i t s e r g i b t der h i e r 
verwandte bDH T e s t , b e i dem Phenazinmethosulfat anwesend i s t , 
um auch noch k l e i n e Membranbruchstücke anzuzeigen, eine 
doppelt so hohe Verunreinigung der äußeren Membranpräparation 
mit i n n e r e r Membran, a l s s i e durch die SDH Aktivitäten i n den 
Außenmembranfraktionen i n den Experimenten von SGTTOGASA e t a l . 
[ 7 1 ] nachgewiesen wird, die diesen Elektronenmediator im Test 
n i c h t verwendeten. 

Die i n Tab. 11 wiedergegebenen s p e z i f i s c h e n Enzymaktivitäten 
der e i n z e l n e n F r a k t i o n e n machen es o f f e n s i c h t l i c h , daß d i e 
einz e l n e n F r a k t i o n e n n i c h t r e i n s i nd. I n der F r a k t i o n L I i s t 
die äußere Membran mit i n n e r e r Membran kontaminiert, i n L H 
und L I I I innere Membran mit äußerer Membran. Daher mußte mit 
H i l f e der beiden Markerenzyme der A n t e i l von inn e r e r und 
äußerer Membran i n den ei n z e l n e n Fraktionen und damit die 



Experiment Nr. 1 2 3 4 5 

MS SDH 9 . 8 1 4 . 5 7 . 7 
MAO 8 0 3 224 5 9 5 
SR 1 1 2 4 4 1 1 7 

LM SDH 2 1 . 2 3 8 . 0 2 8 . 4 2 7.6 2 5 . 2 

MAO 1800 2240 1480 7 8 5 1 5 7 0 

SR 81 238 126 248 180 

L I SDH 7 . 8 7 . 0 1 1 . 0 2 . 1 1 2 . 5 
MAO 3340 2960 3 1 8 0 4 3 1 0 3 8 5 5 
SR 26 8 3 66 5 0 1 2 2 

L H SDH 29.6 1 8 . 3 4 0 . 4 2 4 . 8 2 3 . 0 

MAO 1 3 2 0 1 0 3 5 962 8 0 3 1 2 1 0 

SR 1 0 2 240 238 361 244 

L I I I SDH 4 0 . 2 2 5 . 4 24 . 7 1 8 . 8 2 7 . 1 

MAO 698 5 6 2 328 206 1 0 5 0 

SR 104 168 8 5 8 8 192 

SR der": 
äußeren 
"bran 

r e i n e n " 
Mem- 0 . 3 14 2 21 -18 

SR der 
inneren 
bran 

"r e i n e n " 
Mem- 151 3 2 5 3 1 4 4 3 9 294 

SR der äußeren 
Membran i n % der Q 2 
der inneren 
Membran 

4 . 2 0.6 4 . 8 - 6 . 0 

Tab. 11. S p e z i f i s c h e Aktivitäten von Succinat-Cytochrom c 
Reduktase (SDH) und Monoaminoxidase (MAO) und s p e z i f i s c h e 
Radioaktivitäten i n ve r s c h i e d e n e n F r a k t i o n e n von Mitochondrien, 
d i e nach I n k u b a t i o n mit 14-C-Leucin nach dem " S w e l l i n g -
s h r i n k i n g " V e r f a h r e n i s o l i e r t wurden. Abkürzungen: SR, s p e z i ­
f i s c h e Radioaktivität des P r o t e i n s ; MS, unbehandelte Mito­
c h o n d r i e n f r a k t i o n ; LM, auf den Di c h t e g r a d i e n t e n aufgetragene 
M i t o c h o n d r i e n f r a k t i o n ; L I , obere S c h i c h t im Gradienten; L H , 
m i t t l e r e S c h i c h t im Gradienten; L I I I , P e l l e t der Gradienten-
z e n t r i f u g a t i o n . Die Enzymaktivitäten s i n d ausgedrückt i n 
μΜοΙ/h/mg P r o t e i n (für SDH bezogen auf Cytochrom c, für MAO 
auf g e b i l d e t e n Benzaldehyd), d i e s p e z i f i s c h e n Radioaktivitäten 
i n Ipm/mg P r o t e i n . 
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s p e z i f i s c h e n Radioaktivitäten d i e s e r " r e i n e n " äußeren und 
inneren Membranen berechnet werden. 

Dies wurde nach dem folgenden Schema durchgeführt: 

p o L I + P i L I = 1 i 

p o L I I + p i L I I = 1 i 

Dabei s t e l l e n ρ T T und ρ T T T j e w e i l s den A n t e i l der " r e i n e n " •^oLI -^oLII 
Außenmembran i n den F r a k t i o n e n L I und L H dar, und P ^ L j und 

•Pi L I I s ^ e ^ ^ e n j e w e i l s den A n t e i l der " r e i n e n " Innenmembran i n 

den F r a k t i o n e n L I und L H dar. Nun g i l t : 

% A 0 L I EMAO L H 
* o L I " EMAO po ' * o L I 1 " EMAO P o f 

ESDH L I _ _ ESDH L H 
P i L I Ä ESDH p i 5 P i L I 1 = ESDH p i 5 

wobei E m o L I , E M k Q L I I , E s m L I , E s m L I J d i e s p e z i f i s c h e n 

Enzymaktivitäten von MAO und SDH j e w e i l s i n den F r a k t i o n e n 
L I und L I I d a r s t e l l e n . E j ^ q p o bezeichnet d i e s p e z i f i s c h e 

Aktivität von MAO i n der " r e i n e n " Außenmembran, ζ β ϋ Η ^ d i e 

s p e z i f i s c h e Aktivität der SDH i n der " r e i n e n " Innenmembran. 

Die s p e z i f i s c h e n Radioaktivitäten der 11 r e i n e n "äußeren und der 
"reinen" inneren Membran können nun mit beiden folgenden 
Gleichungen berechnet werden: 

p o L I · S R p o + P i l i · S R p i " S R L I > 

p o L I I · S R p o + p i L I I * S R p i = S RLII» 

H i e r b e i s t e l l e n S R p Q , SR p i» S R L I und SR^-j. d i e s p e z i f i s c h e n 
Radioaktivitäten j e w e i l s der " r e i n e n " äußeren Membran, der 
"rei n e n " i n n e r e n Membran, der F r a k t i o n L I und der F r a k t i o n L I I 
dar. Die für d i e Berechnung w i c h t i g e n Voraussetzungen werden 
w e i t e r unten d i s k u t i e r t . 
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Kynurenin-
Cytochrom- P r o l i n - 3 1-Hydroxy-

SDH oxidase oxidase MAO läse 

L I 3.8 2.0 0.66 4 4 3 0 0 . 7 5 
L I I 36 . 7 14.2 3-0 1680 0.26 
L I I I 21.6 12.4 2.8 301 0 . 0 7 7 
S 25.0 3 -7 598 0.13 

Tab. 12. V e r t e i l u n g von Markerenzymaktivitäten der mitochon­
d r i a l e n Innenmembran (SDH, Cytochromoxidase, P r o l i n o x i d a s e ) 
und der mitochondrialen Außenmembran (MAO, Kynurenin-3*-
Hydroxylase) i n verschiedenen F r a k t i o n e n des " S w e l l i n g -
s h r i n k i n g " Verfahrens. Abkürzungen und Dimensionen wie i n 
Tab. 11. 

Die s p e z i f i s c h e n Radioaktivitäten der "re i n e n " äußeren und 
inneren Membranen, d i e auf di e s e sVeise errechnet wurden, s i n d 
i n Tab. 11 aufgezeichnet. Die s p e z i f i s c h e Radioaktivität der 
"reinen" Außenmembran i s t i n a l l e n fünf Fällen geringer a l s 
5% derjenigen der "reinen" Innenmembran. 

O f f e n s i c h t l i c h b e s i t z t d i e s e s Rechenverfahren nur Gültigkeit, 
wenn die mitochondrialen Membranproteine i n den ein z e l n e n 
Fraktionen n i c h t durch nicht-membrangebundene, a l s o durch 
"lösliche" Proteine und n i c h t durch nicht-mitochondriale Pro­
t e i n e , a l s o vor allem mikrosomale Proteine, v e r u n r e i n i g t 
s i n d . Wie Tab. 13 z e i g t , e n t h a l t e n a l l e Membranfraktionen 
lösliche Proteine, angezeigt durch die Enzymaktivitäten von 
Malatdehydrogenase (MAO) und Glutamatdehydrogenase (GluDH). 
S i e s i n d besonders hoch i n der F r a k t i o n L I I I , die o f f e n s i c h t ­
l i c h aus Mitochondrienfragmenten mit noch e r h a l t e n e r Matrix 
besteht: Im V e r g l e i c h mit den ganzen Mitochondrien (MS) 
finden s i c h i n der L I I I F r a k t i o n sogar noch höhere s p e z i f i s c h e 
Aktivitäten d i e s e r Matrixenzyme. Der Gehalt der Fraktionen 
L I und L I I an di e s e n Enzymen i s t n i e d r i g und etwa g l e i c h groß. 
Aus diesem Grunde wurde d i e L I I I F r a k t i o n n i c h t zu Berechnung 
der s p e z i f i s c h e n Radioaktivitäten der r e i n e n Membranen heran­
gezogen. 
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SDH MAO MDH GluDH 

MS 8.Ü 349 220 201 
LM 11.2 1260 41 61 
L I 3.4 4460 37 46 
L I I 12.0 597 69 69 
L I I I 20.8 302 265 286 

Tab. 1 3 . S p e z i f i s c h e Aktivitäten e i n i g e r "löslicher" und "un­
löslicher" Enzyme i n verschiedenen Fraktionen von Mitochon­
d r i e n , die nach dem "Sw e l l i n g - s h r i n k i n g " Verfahren h e r g e s t e l l t 
wurden. Abkürzungen: MDH, Malatdehydrogenase; GluDH, Glutamat­
dehydrogenase. Andere Abkürzungen und Dimensionen wie i n 
Tab. 11. 

Gegen eine wesentliche mikrosomale Kontamination der mitochon­
d r i a l e n Membranfraktionen sprechen folgende Beobachtungen: 

1) I n elektronenmikroskopischen Kontrollexperimenten haben 
PARSONS et a l . [ 7 0 ] nachgewiesen, daß unter den Standard­
präparat ionsbedingungen, wie s i e auch i n diesen Experimen­
ten vorgelegen haben, die Verunreinigung der Außenmembran-
f r a k t i o n durch g l a t t e s und rauhes Retikulum b e i etwa 6% 
l i e g t . 

2) Die Tab. 14 z e i g t einen K o n t r o l l v e r s u c h mit dem mikroso­
malen Markerenzym NADPH-Cytochrom c Reduktase [ 7 1 J . Den 

j höchsten Grad der Verunreinigung weist die L I F r a k t i o n auf, 
der aber auch nach diesen Daten sehr n i e d r i g i s t ( 4 . 9 % ) . 

s Die Auftrennung der Mitochondrien i n Außen- und Innenmembran 
j i s t für die Frage r e l e v a n t , welche Beziehung zwischen mikro-

somaler Verunreinigung und RNA Gehalt von Mitochondrien be­
s t e h t . Tab. 1 5 z e i g t die V e r t e i l u n g des RNA Gehaltes i n den 
einz e l n e n F r a k tionen von v i e r " S w e l l i n g - s h r i n k i n g " Präp&ra-

; tionen und i n mikrosomalen Fraktionen. Diese wurden i n der 
Art b e r e i t e t , daß der zwischen 3 0 min b e i 15,000xg und 
60 min b e i 100,000xg sedimentierende A n t e i l des Überstandes 
der Mitochondrienpräparation auf dem g l e i c h e n Dichtegradienten 
z e n t r i f u g i e r t wurde, wie die Mitochondrien nach der "Swelling-
s h r i n k i n g " Behandlung, Dabei ergaben s i c h zwei Banden 
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SDH MAO 
NADPH-cyt c 
Reduktase 

LM 3 0 . 5 

7 - 5 

1 8 . 4 

3 6 . 0 

5 1 . 0 

0 . 7 

8 3 5 

5 9 6 0 

5 1 3 

4 0 2 

2.0 
L I 6 . 7 

3.0 
1.2 
0.9 

L I I o 
L I I u 
L I I I 3 8 8 

1 3 3 Mc 122 

Tab. 14. V e r t e i l u n g von Markerenzymeη der mitochondrialen 
Innenmembran (SDH), der mitochondrialen Außenmembran (MAO) 
und der mikrosomalen F r a k t i o n (NADPH-Cytochrom c Reduktase) 
i n verschiedenen F r a k t i o n e n von Rattenlebermitochondrien, 
d i e nach dem " S w e l l i n g - s h r i n k i n g " Verfahren präpariert wurden. 
Abkürzungen: L I I o und L I I u , obere und untere S c h i c h t der 
m i t t l e r e n G r a d i e n t e n f r a k t i o n ; Mc, mikrosomale F r a k t i o n . 
Andere Abkürzungen und Dimensionen wie i n Tab. 11. 

Mcl und Meli, die i n i h r e r P o s i t i o n den mitochondrialen L I 
und L I I Banden entsprachen. Der RNA Gehalt der unbehandelten 
Mitochondrien l i e g t i n dem Ber e i c h , der i n der L i t e r a t u r für 
n i c h t besonders g e r e i n i g t e Mitochondrien angegeben i s t [ J j . 

E s fällt auf, daß die F r a k t i o n L I einen b i s zu doppelt so 
hohen RNA Gehalt b e s i t z t , wie die unbehandelten Mitochondrien. 
Die F r a k t i o n e n L I I und besonders L I I I hingegen l i e g e n mit 
ihrem RNA Gehalt weit unter dem, der für sehr saubere Leber­
mitochondrien b e r i c h t e t wird [ 6 0 ] . Auch die F r a k t i o n S, die 
im wesentlichen Mitochondrien ohne Außenmembran d a r s t e l l t , 
hat einen ungewöhnlich n i e d r i g e n RNA Gehalt. O f f e n s i c h t l i c h 
i s t e i n großer T e i l der i n ganzen Mitochondrien gefundenen 
RNA an die äußere Membran gebunden. Der s p e z i f i s c h e RNA Gehalt 
der Innenmembran beträgt weniger a l s e i n D r i t t e l des für r e i n e 
Mitochondrien b e r i c h t e t e n RNA Gehaltes, wenn man berück­
s i c h t i g t , daß die d i e Innenmembran repräsentierenden F r a k t i ­
onen noch mit Außenmembran v e r u n r e i n i g t s i n d . 
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μβ HHA/mg P r o t e i n 

MS 16.9 12.8 14.2 
LM 16.2 7 . 9 10 . 5 13.4 
L I 34 . 3 15.2 18.2 28.6 
L I I 8.2 5.2 9.8 7 . 7 
L I I I 3.0 3 . 7 4 . 7 4.4 
S 7 . 6 4.8 4.3 
Mcl 30.3 
Meli 43.6 

Tab. 1 5 . RNA Gehalt der verschiedenen F r a k t i o n e n 
" S w e l l i n g - s h r i n k i n g " Verfahrens. Abkürzungen: S, "Low speed 
p e l l e t " ; Mcl und Meli s i n d die mikrosomalen Fra k t i o n e n , d i e 
L I und L I I i n der V e r t e i l u n g entsprechen, wenn die Mikro-
somenpräparation auf dem g l e i c h e n Dichtegradienten z e n t r i -
f u g i e r t wurden, wie die L Fraktionen. Andere Abkürzungen 
wie i n Tab. 1 1 . 

E s g i b t nun die folgenden beiden Erklärungen für d i e s e n 
S a c h v e r h a l t : 

1 ) Die i n L I gefundene RNA i s t B e s t a n d t e i l der äußeren 
Membran, d.h. die RNA i s t d e r a r t v e r t e i l t , daß auf d i e 
äußere Membran e i n höherer, auf die innere Membran e i n 
n i e d r i g e r e r a l s der d u r c h s c h n i t t l i c h e s p e z i f i s c h e RNA 
Gehalt entfällt. 

2) Die i n L I bestimmte RNA i s t durch mikrosomale Verun­
r e i n i g u n g i n d i e s e F r a k t i o n gelangt. 

Gemessen am RNA Gehalt der F r a k t i o n Mcl müßte die F r a k t i o n L I , 
s o l l t e i h r RNA Gehalt b e i dem für ganze Mitochondrien oder 
darunter l i e g e n , zu mehr a l s zur Hälfte mit Mikrosomen v e r ­
u n r e i n i g t s e i n . Die b e r e i t s aufgeführten Daten s i n d damit 
vollkommen im Widerspruch, f e r n e r auch elektronenmikrosko­
p i s c h e Aufnahmen der L I F r a k t i o n , i n denen nur minimale 
Mengen von Ribosomen ausgemacht werden können [ 7 0 ] · Diese 
Ergebnisse unterstützen d i e Annahme, daß die i n L I gefundene 
RNA B e s t a n d t e i l der äußeren Membran i s t . Die Innenmembran i s t 
demnach mit einem unerwartet n i e d r i g e n RNA Gehalt ausge­
s t a t t e t . 
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Vor kurzem b e r i c h t e t e n O'BRIEN e t a l . [26,2?] über RNA Gehalte 
von e x z e s s i v gewaschenen Lebermitochondrien von ca. 6-8 μg 
pro mg P r o t e i n . Man muß an g e s i c h t s der h i e r beobachteten Ver­
t e i l u n g durchaus i n Betracht ziehen, daß d i e s e Erniedrigung 
des RNA Gehaltes n i c h t auf e i n e r Entfernung anhängender 
Ribosomen, sondern vielmehr auf e i n e r s u k z e s s i v e n Entfernung 
der mitochondrialen Außenmembranen durch nicht-schonende 
Wa schprο ζeduren be ruht. 

5.7.2.2. D i g i t o n i n Methode 

Dem zweiten h i e r verwendeten Verfahren zur Trennung von 
äußerer und i n n e r e r mitochondrialer Membran mit D i g i t o n i n 
nach SGHNAITMAN et a l . [72] l i e g t folgendes P r i n z i p zu 
Grunde: Digitoninkonzentrationen von 1 . 0 - 1 . 1 mg/10 mg P r o t e i n 
lösen vornehmlich die Außenmembran ab. Die Ursache dafür 
l i e g t w a h r s c h e i n l i c h i n dem höheren C h o l e s t e r i n g e h a l t der 
Außenmembran [ 7 4 ] . Die abgelöste Außenmembran b i l d e t Bläschen, 
die im Gegensatz zu unveränderten Mitochondrien und Mitochon­
d r i e n ohne Außenmembran e r s t b e i hohen g-Zahlen sedimen-
t i e r e n . Die Experimente von SCHNAITMAN et a l . zeigen, daß die 
Dig i t o n i n k o n z e n t r a t i o n sehr k r i t i s c h i s t , d.h. der Konzentra­
t i o n s b e r e i c h , i n dem b e r e i t s genügend äußere Membran abge­
löst wird und a n d e r e r s e i t s d ie Innenmembran noch n i c h t ange­
g r i f f e n wird, i s t sehr eng. »Veiterhin i s t den Angaben von 
SCHNAITMAN et a l . zu entnehmen, daß das P e l l e t der n i e d r i g s t e n 
Z e n t r i f u g a t i o n ( 9 , 5 0 0 x g ) beträchtliche Mengen an löslicnen, 
nicht-membrangebundenen Enzymen enthält und somit, wie oben 
dargelegt, n i c h t für das angegebene Rechenverfahren geeignet 
i s t . Die SDH und MAO Aktivitäten der verwendeten 35,OOOxg 
und 144 , 0 0 0 x g P e l l e t s d i f f e r i e r e n n i c h t s t a r k (Tab. 16). 
Demzufolge i s t die Fehlergrenze d i e s e r Methode größer, a l s 
die des " S w e l l i n g - s h r i n k i n g " Verfahrens. Wiederum aber i s t die 
s p e z i f i s c h e Radioaktivität der "reinen" äußeren Membran 
gering, v e r g l i c h e n mit der j e n i g e n der Innenmembran. 
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Experiment Nr. 1 2 

MS SDH — 7 . 2 

MAO 644 
SR 7 9 6 5 

9 , 5 0 0 x g SDH 3 1 . 6 26 . 2 
P e l l e t MAO 348 711 

SR 194 7 0 

3 5 , 0 0 0 x g SDH 3 . 3 18 . 7 
P e l l e t MAO 3 6 8 1190 

SR 97 96 

144 , 0 0 0 x g SDH 2 . 0 1 2 . 6 

P e l l e t MAO 8 5 5 1 7 5 0 

SR 41 41 

SR der "reinen" 
Membran 

äußeren 8 - 7 0 

SR der "reinen" 
Membran 

inneren 
209 2 7 0 

SR der äußeren Membran 
i n % der SR der 
inneren Membran 

3 . 8 -26 

Tab. 16. S p e z i f i s c h e Aktivitäten von Succinat-Cytochrom c 
Reduktase (SDH) und Monoaminooxidase (MAO) und s p e z i f i s c h e 
Radioaktivitäten i n den verschiedenen F r a k t i o n e n von Mito-
chonrien, d ie nach Einbau von 14-C-Leucin nach der D i g i -
t o n i n Methode h e r g e s t e l l t wurden. Abkürzungen und A k t i v i ­
täten s i n d wie i n Tab. 11 ausgedrückt. 

3 . 7 . 2 . 3 » Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese von innerer 

und äußerer Membran 

Die unlöslichen Proteine von Rattenlebermitochondrien wurden, 
wie b e r e i t s erwähnt, von SEBALD [633 durch Polyacrylamid-Gel-
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E l e k t r o p h o r e s e i n etwa 2 0 - 2 5 Banden aufgetrennt. 

Werden nun d i e e i n z e l n e n F r a k t i o n e n des " S w e l l i n g - s h r i n k i n g " 
Verfahrens d i e s e r Auftrennung unterworfen, so beobachtet man 
di e i n Abb. 3 1 d a r g e s t e l l t e V e r t e i l u n g . 

Abb. 3 1 - Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese von v e r s c h i e ­
denen F r a k t i o n e n des " S w e l l i n g - s h r i n k i n g " Verfahrens. 
Abkürzungen wie i n Tab. 1 1 . Versuchsbedingungen siehe 4.5-4 

Das m i t t l e r e Elektropherogramm s t e l l t d i e F r a k t i o n LM dar, 
a l s o e i n Gemisch von i n n e r e r und äußerer Membran vor Auf-
trennung auf dem Sucrose-Dichtegradienten. Diejenigen Banden, 
di e von SEBALD [ 6 3 3 nach i n v i t r o Markierung der i n t a k t e n 
Rattenlebermitochondrien mit 14-G-Leucin, - I s o l e u c i n und 
-Ph e n y l a l a n i n a l s Radioaktivität enthaltende Banden i d e n t i ­
f i z i e r t wurden, s i n d durch einen S t e r n gekennzeichnet. 

L I U M U l i 
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Das Elektropherogramm auf der l i n k e n S e i t e repräsentiert d i e 
Außenmembranpräparation ( L I ) , dasjenige auf der re c h t e n S e i t e 
die Innenmembranpräparation ( L I I I ) . Man s i e h t , daß d i e j e n i g e n 
Banden, die i n der Außenmembranpräparation a n g e r e i c h e r t s i n d , 
solche Banden sind, die keine Radioaktivität e n t h a l t e n . I n 
der Innenmembranpräparation hingegen sind d i e j e n i g e n Banden 
angereichert, die Radioaktivität enthalten, aber auch s o l c h e , 
die keine Radioaktivität enthalten. 

Der Grad der Anreicherung der verschiedenen Banden i n der 
Innenmembranpräparation i s t u n t e r s c h i e d l i c h . E s i s t deshalb 
möglich, daß der Aussagewert der verwendeten enzymatischen 
Marker der Innenmembran begrenzt i s t . Die S t e l l e n des E i n ­
baus und die Marke.renzyme können i n verschiedenen T e i l e n der 
inneren Membran l o k a l i s i e r t s e i n . 

Die einzelnen Banden der Elektrophoreseexperimente können 
aus mehreren Proteinen bestehen. Deshalb zeigen d i e s e Befunde 
n i c h t endgültig die L o k a l i s a t i o n der n e u s y n t h e t i s i e r t e n 
Proteine innerhalb der inneren Membran. S i e bekräftigen j e ­
doch die Ergebnisse des im Anschluß an die " S w e l l i n g -
s h r i n k i n g " - und die Digitonin-Methode durchgeführten Rechen­
verfahrens. 

Die Aussagekraft der d r e i beschriebenen Methoden zur L o k a l i ­
sierung der eingebauten Radioaktivität i n i n n e r e r und äußerer 
Membran hängt davon ab, ob die folgenden Voraussetzungen e r ­
füllt sind: 

1) Die Aktivitäten der SDH und der MAO si n d s p e z i f i s c h für 
innere bzw. äußere Membran. Nach den Experimenten von 
PARSONS et a l . , SOTTOCASA et a l . und SCHNAITMAN e t a l . 
scheint d i e s auf der B a s i s von biochemischen und e l e k t r o ­
nenmikroskopischen Daten g e s i c h e r t zu s e i n . 

2) Die Turnover-Zeiten der inneren und der äußeren Membran 
müssen g l e i c h groß s e i n . Dazu gibt es wenig Information. 
A l s unterstützend für d i e s e Annahme kann man Erg e b n i s s e 
werten, d ie SEBALD [223 b e i der Auftrennung der unlös­
l i c h e n Proteine von i n vi v o und von i n v i t r o markierten 
Locustenmitochondrien e r z i e l t e . E r fand b e i i n v i v o 
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Markierung der Mitochondrien, daß sämtliche Banden i n n e r ­
h a l b der Fehlergrenze die g l e i c h e s p e z i f i s c h e Aktivität 
b e s i t z e n . Das heißt, d i e Banden die der äußeren Membran 
zuzuordnen s i n d , haben den g l e i c h e n Turnover wie die 
Banden, die der inneren Membran angehören. A l l e r d i n g s i s t 
d i e s e Zuordnung noch n i c h t e r f o l g t , da eine Trennung von 
Außen- und Innenmembran von Locustenmitochondrien b i s 
j e t z t noch n i c h t möglich i s t . 

3 ) Die Annahme, daß d i e zur Berechnung herangezogenen 
F r a k t i o n e n f r e i von nicht-mitochondrialen und n i c h t -
membrangebundenen Pro t e i n e n s i n d , wurde b e r e i t s d i s k u ­
t i e r t . 

3*7«3« Incubation der verschiedenen F r a k t i o n e n des "bwelling-

shrinking"Verfahrens mit 14-C-l-Leucin 

B i s j e t z t wurde gezeigt, daß das Einbauprodukt i n der inneren 
Membran der Mitochondrien l o k a l i s i e r t i s t . Damit i s t noch 
n i c h t aufgeklärt, wo der Einbau der r a d i o a k t i v e n Aminosäure 
e r f o l g t . Es mußte a l s o ausgeschlossen werden, daß etwa der 
Einbau i n der äußeren Membran e r f o l g t und darauf e i n T r a n s f e r 
des Produktes s t a t t f i n d e t . 

Um d i e s e Frage zu klären, wurden die b e i dem "bwelling-
s h r i n k i n g " Verfahren erhaltenen Fraktionen mit radioaktivem 
L e u c i n i n c u b i e r t . Das Incubationsmedium h a t t e die g l e i c h e 
Zusammensetzung wie i n den i n Tab. 11 d a r g e s t e l l t e n E x p e r i ­
menten. Tab. 17 z e i g t die Ergebnisse zweier s o l c h e r Versuche. 
Die F r a k t i o n L I b e s i t z t eine n i e d r i g e s p e z i f i s c h e R a d i o a k t i ­
vität v e r g l i c h e n mit L I I . Auf Grund der Berechnung der 
s p e z i f i s c h e n Radioaktivitäten der "reinen" Membranen, die 
wiederum nach dem oben beschriebenen Verfahren durchgeführt 
wurde, erweist s i c h die Einbauaktivität der Außenmembran v e r ­
nachlässigbar gering gegenüber der der Innenmembran. Die 
F r a k t i o n mit der höchsten Einbauaktivität i s t S, das "low 
speed p e l l e t " . Diese F r a k t i o n hat eine n i e d r i g e MAO A k t i v i ­
tät, a l s o einen geringen A n t e i l an äußerer Membran. Die 
Fähigkeit der S F r a k t i o n zum Einbau von radioaktivem L e u c i n 
w i r d entschieden v e r r i n g e r t , wenn s i e über den gle i c h e n 
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Experiment Nr. 1 2 
S p e z i f i s c h e Radioaktivität 

(Ipm/mg P r o t e i n ) 

MS 114 3 5 0 

MS+RNASE (40μβ/ιη1) 116 
MS+CAP (1υ0μg/ml) 22 

LM 68 208 
LM+CAP (10(Xig/ml) 2 

S 252 1112 
S+RNASE (4t^g/ml) 244 
S+CAP (100μg/ml) 12 

L I 17 44 

L I I 105 256 
LII+CAP (1Güag/ml) 0 

L I I I 98 108 

S i l 28 

S I I I 74 

SR der "reinen" 
äußeren Membran 6 11 

SR der "reinen" 
inneren Uembran 169 362 

SR der äußeren Membran 
i n /o der SR der inneren 
Membran 

5 - 5 3.0 

Tab. 17. Einbau von 14-C-.beucin i n verschiedene Fraktionen 
von Rattenlebermitochondrien, die nach dem "Swelling-
s h r i n k i n g " Verfahren h e r g e s t e l l t wurden. Abkürzungen: öll 
und S I I I s i n d d i e j e n i g e n Banden, die L I I und L I I I ent­
sprechen, wenn die F r a k t i o n S der gleichen G r a d i e n t e n z e n t r i -
fugation unterworfen wurde, wie LM. CAP, Chloramphenicol. 
Andere Abkürzungen wie i n Tab. 11. 
Einbaubedingungen wie für Tab. 11. Im Experiment Nr. 1 wurde 
nur 0.1 μθ/ml 14-C-Leucin zugesetzt. 



Gradienten g e s c h i c k t wird, wie d i e L Frak t i o n e n : Die r e s u l ­
t ierenden F r a k t i o n e n S i l und S I I I , d i e i n i h r e r P o s i t i o n 
L I I und L I I I entsprechen, weisen eine v e r g l e i c h s w e i s e 
n i e d r i g e s p e z i f i s c h e Radioaktivität auf. Die L I I I F r a k t i o n 
enthält eine, v e r g l i c h e n mit der L I I F r a k t i o n n i e d r i g e r e 
s p e z i f i s c h e Aktivität. Es i s t a l s o h i e r das g l e i c h e V e r h a l t e n 
zu beobachten, wie wenn der Einbau vor Trennung der Membranen 
e r f o l g t . Auch der Einbau i n die Mitochondrien ohne Außen­
membran i s t unempfindlich gegen Ribonuclease. Die innere 
Membran i s t o f f e n s i c h t l i c h undurchlässig für d i e s e s Enzym. 
Chloramphenicol hemmt auch i n den Fra k t i o n e n des " S w e l l i n g -
s h r i n k i n g " Verfahrens den Einbau. 
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\ 4. Exp e r i m e n t e l l e r T e i l 

4.1. I s o l i e r u n g von Mitochondrien und Mikrosomen 

4·. 1.1. Locustenf lugmuskelmitochondrien 

Die T i e r e wurden auf 4°C abgekühlt, sodaß s i e e r s t a r r t e n , 
dann d e k a p i t i e r t , mit der Schere der Brustpanzer eröffnet, der 
Darm entfernt und der Fettkörper herausgewischt. Die F l u g ­
muskeln wurden mit einem S p a t e l herausgekratzt und i n I s o -
lierungsmedium gesammelt ( 0 . 3 Μ Sucrose, 10 mM TRA, 2 mM EDTA, 
pH 7·2). I n einem Potter-Elvehjem Homogenisator mit T e f l o n ­
stempel wurde e i n ca. 1Obiges Homogenat (bezogen auf F l u g -
muskelfrischgewicht) h e r g e s t e l l t , das durch e i n Perlontuch 
gepreßt wurde. Anschließendwurde es zu einem 5%igen Homogenat 
verdünnt und nach dem von KLINGENBERG et a l . angegebenen 
Verfahren C75J i n der KühlZentrifuge 8 min b e i 600xg z e n t r i -
f u g i e r t , um unzerstörte Z e l l e n , M u s k e i f i b r i l l e n und Kerne zu 
entfernen. Der Überstand wurde 10 min b e i 6,000xg z e n t r i f u -
g i e r t . Das Sediment wurde mit der Hand im Potter-Elvehjem 
Homogenisator v o r s i c h t i g r esuspendiert und wiederum 10 min 
b e i 6,000xg z e n t r i f u g i e r t . Die im Niederschlag b e f i n d l i c h e n 
Mitochondrien wurden s o f o r t verwendet. 

4.1.2. Locustenflugmuskelmikrosomen 

Der Uberstand der Mitochondrienpräparation wurde zur E n t ­
fernung von Mitochondrienfragmenten 15 min b e i 20,000xg 
z e n t r i f u g i e r t , das Sediment verworfen und durch Z e n t r i f u g a t i o n 
des Überstandes für 60 min b e i 100,000xg die Mikrosomen-
f r a k t i o n gewonnen. 

4.1.3« Rattenlebermitochondrien 

Die Lebern von über Nacht gehungerten Ratten wurden nach der 
Entnahme i n e i s k a l t e m Isolierungsmedium ( 0 . 2 5 Μ Sucrose, 
10 mM TRA, 2 mM EDTA, pH 7.2) dreimal gewaschen. Dann wurden 
s i e mit der Schere i n k l e i n e T e i l e z e r s c h n i t t e n und durch 
Behandlung im Potter-Elvehjem Homogenisator ( 7 maliges Auf-
und Abbewegen des Teflonstempels) e i n 20%iges Homogenat 
h e r g e s t e l l t . Dieses wurde anschließend zu einem 10%igen 
Homogenat verdünnt. Zuerst wurde durch 10 minütige Z e n t r i f u ­
gation b e i 900xg Zelltrümmer und Kerne e n t f e r n t . Aus dem 
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Überstand wurden i n 10 min b e i 9 , 0 0 0 x g die Mitochondrien s e d i -
m e n t i e r t . Die oberste S c h i c h t d i e s e s P e l l e t s , das " f l u f f y 
l a y e r " , wurde durch Abspülen mit ca. 5 ml Isolierungsmedium 
e n t f e r n t . Nach Resuspendieren des P e l l e t s im g l e i c h e n Homo­
g e n i s a t o r mit der Hand wurde erneut 10 min b e i 9 , 0 0 0 x g z e n t r i ­
f u g i e r t . Das Sediment wurde wieder sorgfältig re s u s p e n d i e r t 
und erneut 10 min b e i 9,00 xg zur Abtrennung noch vorhandener 
E r y t h r o z y t e n und Z e l l k e r n e z e n t r i f u g i e r t . Die überstehende 
Mitochondriensuspension wurde nach Abzentrifugation noch 
einmal unter den g l e i c h e n Bedingungen gewaschen. 

4·. 1.4. Rattenlebermikrosomen 

Der Überstand der Mitochondrienpräparation wurde 2 0 min b e i 
1 5 , 0 0 0 x g z e n t r i f u g i e r t , das Sediment verworfen und der Über­
stand 60 min b e i 1 0 ü , 0 0 0 x g i n der Spinco z e n t r i f u g i e r t . Das 
Sediment wurde i n die Versuche e i n g e s e t z t . 

4 . 2 . Funktionszustand der Mitochondrien 

Zur K o n t r o l l e des FunktionszuStandes der i s o l i e r t e n Mito­
chondrien wurden folgende Parameter gemessen: D i f f e r e n z ­
spektren der Cytochrome, Akzeptorkontrollquotienten und 
P/0—Quotienten ( S a u e r s t o f f e l e k t r o d e ) . E i n Ve r g l e i c h der ge­
messenen Werte (Rattenlebermitochondrien: P/ 0 mit 
Pyruvat/Malat 2 . 4 - 2 . 6 ; Atmungskontrollquotient mit 
Pyruvat/Malat 4 - 6 . Locustenmitochondrien: P/ 0 mit 
Pyruvat/Malat 2 . 5 - 2 . 7 ; Atmungskontrollquotient mit 
Pyruvat/Malat c a . 5 ) mit den i n der L i t e r a t u r angegebenen 
Werten (z.B. [ 7 5 , 7 6 , 7 7 3 ) , zeigen i n biochemischem Sinn 
i n t a k t e Mitochondrien. 

4.5. Incubations- und Waschprozeduren 

4 . 3 . 1 . Incubat ionsiaedien 

Folgende Incubationsmedien wurden i n den i n Abbildungen und 
Ta b e l l e n d a r g e s t e l l t e n Experimenten verwendet: 

Abb .1: 10 mM TRA, 3 mM MgCl 2, 4 mM K^PO^, 2 mM ATP, 57 mpMol 
1 2 - C - I s o l e u c i n , 1 . 6 mg/ml ASG/L ( I s o l e u c i n - f r e i ) , 
0.4 μθ/ml 1 4 - C - I s o l e u c i n ( 2 3 . 8 mC/mMol), pH 6 . 8 , 

60 min b e i 23°C. 
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Abb.2: 50 mM THIS, 2 . 5 mil MgCl 2, 15 mM KHgPG^, 1 mM EDTA, 
1 mM ADP, 23 πιμΜοΙ/ml 12-C-Leucin, 50 μβ/πιΐ ASG/R 
( L e u c i n - f r e i ) , 0 . 5 μΟ/πιΙ 14-C-l-Leucin ( 155 mC/mMol), 
pH 7 - 4 , 60 min b e i 37°C. 

Abb.3 : 10 mM TRA, 2 . 5 mM MgCl 2, 5 mM K^PO^, 5 mM KCl, 2 mM EDT; l , 

57 mμMol/ml 1 2 - C - l - I s o l e u c i n , 1.6 mg/ml ASG/L ( I s o l e u -
c i n - f r e i ) , 0 . 5 μθ/ml 1 4 - C - l - I s o l e u c i n (23.8 mC/mMol), 
pH 7.0, 60 min b e i 23°C. 

Abb.4; Kurve A: 0.1 Μ KCl, 10 mM TRA, 2 mM EDTA, 3 mM MgCl 2, 
4 mM K^P0 4, 2 mM ATP, 57 πιμΜοΙ/ml 12 - C - l -
I s o l e u c i n , 1.6 mg/ml ASG/L ( I s o l e u c i n - f r e i ) , 
0.2 μθ/ml 1 4 - C - l - I s o l e u c i n (9.1 mC/mMol), 
60 min b e i 35°C. 

Kurve B: 0 . 1 5 Μ Sucrose, 2 . 5 mM MgCl 2, 5 mM K^PO^, 
5 mM KCl, 5 mM TRA, 1 mM EDTA, 57 πιμΜοΙ/ml 
1 2 - C - l - I s o l e u c i n , 1.6 mg/ml ASG/L ( I s o l e u c i n -
f r e i ) , 0.4 μθ/ml 1 4 - C - l - I s o l e u c i n ( 9 . 1 mC/mkol), 
60 min b e i 35°C. 

Abb.5: 0 . 1 Μ KCl, 50 mM TRIS, 15 mM KH 2P0 4, 10 mM MgCl 2, 
1 mM EDTA, 2 mM ADP, 50 μβ/ml ASG/R ( L e u c i n - f r e i ) , 
0 . 5 μ0/πι1 14-C-l-Leucin (155 mC/mMOL), 60 min b e i 32°C. 

Abb.6; 0 . 1 Μ KCl, 10 mM TRA, 3 mM MgClg, 4 mM K^PO^, 2 mM EDTA, 
2 mM ATP, 57 ιημΜοΙ/ml 1 2 - C - l - I s o l e u c i n , 0 . 2 μθ/ml 
1 4 - C - l - I s o l e u c i n ( 2 3 . δ mC/mMol), pH 6.8, 60 min b e i 
23°C. Das i n steigenden Mengen zugegebene ASG^ war 
I s o l e u c i n - f r e i . 

Abb.7: 0 . 1 Μ KCl, 15 mM KH^PO^, 10 xnM MgCl 2, 1 mM EDTA, 
2 mM ADP, 0 . 5 μθ/ml 14-C-l-Leucin ( 155 mC/mMol), 
pH 7·6, 60 min b e i 32°C. Das i n steigenden Mengen zu­
gegebene ASG R war L e u c i n - f r e i . 

Abb.8: 0 . 1 Μ KCl, 15 mM KH 2P0 4, 10 mM MgClg, 2 mM EDTA, 
2 mM ADP, 180 μg/ml ASG/R ( L e u c i n - und A l a n i n - f r e i ) , 
0 . 2 μσ/ml 14-C-l-Leucin (150 mC/mMOL), pH 7 - 6 , 

60 min b e i 32°C. 
Abb.9; Kurve 1 : wie Abb.8, jedoch mit ASG/R Leuc i n - und 

P r o l i n - f r e i . 
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Abb.10: 0.1 Μ KCl, 15 mM KIL^PO^, 10 mM MgCl 2, 2 mM EDTA, 
2 mM ADP, 180 μβ/ml" a S G / R ( P r o l i n - f r e i ) , 0.2 μθ/ml 
1 4 - C - l - P r o l i n (120 mC/mMol), pH 7.6, 60 min b e i 32°C 

Abb.11: 0 .15 Μ Sucrose, 5 mM TRA, 2 . 5 mM MgCl 2, 5 mM K^PO^, 
5 mM KCl, 2 mM EDTA, 57 πιμΜοΙ 1 2 - C - l - I s o l e u c i n , 
1.6 mg/ml ASG/L ( I s o l e u c i n - f r e i ) , ΙμΟ/ml 1 4 - C - l -
I s o l e u c i n (9.1 mC/mMol), pH 7-0, 35°C. 

Abb.12: wie Abb.8, jedoch mit ASG/R L e u c i n - f r e i . 

Abb.15: 0.1 Μ Sucrose, 10 mM TRA, 5 mM K^PO^, 8 mM K C l , 
2 mM EDTA, 3-5 mM ATP, 57 ΐβμΜοΙ/ml 1 2 - C - l - I s o l e u c i n , 
1.6 mg/ml ASG/L ( I s o l e u c i n - f r e i ) , 0.4 μθ/ml 1 4 - C - l -
I s o l e u c i n (9.1 mC/mMol), pH 7-0, 60 min b e i 23°C. 

Abb.14: 0.1 Μ KCl, 50 mM TRIS, 15 mM KH^PO^, 1 mM EDTA, 
2 mM ADP, 50 μg/ml ASG/R ( L e u c i n - f r e i ) , 0 . 5 μθ/ml 
14-C-l-Leucin (155 mC/mMol), pH 7-3, 60 min bei 32°C 

Abb.15: 0.1 Μ Sucrose, 10 mM TRA, 5 mM MgCl 2, 8 mM KCl, 
2 mM EDTA, 4 . 3 mM ATP, 114 ιιιμΜοΙ/ml 1 2 - C - l - I s o l e u c i n 
1.6 mg/ml ASG/L ( I s o l e u c i n - f r e i ) , 0.4 μΟ 14 - C - l -
I s o l e u c i n (9.1 mC/mMol), pH 6.8, 60 min b e i 23°C. 

Abb.16: 50 mM KC l , 50 mM TRIS, 5 mM MgCl 2, 1 mM EDTA, 
2 mM ADP, 50 μg/ml ASG/R ( L e u c i n - f r e i ) , 0 . 5 μθ/ml 
14-C-l-Leucin (150 mC/mMol), pH 7.4, 60 min b e i 32°C 

Abb.17: 0.1 Μ KCl, 10 mM TRA, 9 mM MgCl 2, 5 mM K^PO^, 
2 mM EDTA, 57 ιημΜοΙ/ml 1 2 - C - l - I s o l e u c i n , 1.6 mg/ml 
ASG/L ( I s o l e u c i n - f r e i ) , 0.4 μθ/ml 1 4 - C - l - I s o l e u c i n 
(9.2 mC/mMol), pH 7-0, 60 min b e i 23°C. 

Abb.18: 0.1 Μ KCl, 10 mM MgCl 2, 15 mM KH 2P0 4, 2 mM EDTA, 
180 μg/ml ASG/R ( P h h e n y l a l a n i n - f r e i ) , 0.2 μθ/ml 
14-C-l-Phenylalanin (368 mC/mMol), pH 7-6, 40 min 
b e i 32°C. 

Abb.19: 0.1 Μ KC l , 20 mM TRA, 2 mM EDTA, 3 mM MgCl 2, 
4 mM KH 2P0 4, 1.6 mg/ml ASG/L ( I s o l e u c i n - f r e i ) , 
0.2 μΟ/πιΙ 1 4 - C - l - I s o l e u c i n (234 mC/mMol), pH 6.8, 
40 min b e i 30°C. 
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Abb.20: 0.1 Μ KOI, 10 mM MgCl 2, 15 mM KH 2P0 4, 2 mM EDTA, 
180 μβ/ml ASG/R ( L e u c i n - f r e i ) , 0.2 \iO/ml 14-C-l-
Leucin (150 mC/mMol), pH 7 .6 , 40 min b e i 32°C. 

Abb.21; 1 .Locustenmitochondrien: wie Abb. 19 + 2 mM ADP. 
2. Rattenlebermitochondrien: wie Abb.20 + 2 mM ADP. 

Abb 22: wie Abb. 21/2. 
Abb.23: siehe 4.4. 
Abb.24: 0.1 Μ KCl, 10 mM TRA, 3 mM MgCl 2, 4 mM K^PO^, 

2 mM EDTA, 2 mM ATP, 57 πιμΜοΙ/ml 1 2 - C - l - I s o l e u c i n , 
1.6 mg/ml ASG/L ( I s o l e u c i n - f r e i ) , 0.2 μΟ/ιηΙ 1 4 - C - l -
I s o l e u c i n (9.2 mC/mMol), pH 6.8, 60 min b e i 23°C. 

Abb. 26: wie Abb.22 

Abb.27: wie Abb.22 
Abb.28: wie Abb.22 
Abb.29: wie Abb.24 
Abb.30: wie Abb.22 
Die Ansätze e n t h i e l t e n j e w e i l s 2.0 mg Mitochondrienprotein 

7 
und, wenn angegeben, 10 r Bakterien, die auf Standardagar 
aus e i n e r Rattenlebermitochondriensuspension gezüchtet 
worden waren. 
Tab.3: 0.1 Μ KCl, 10 mM MgCl 2, 15 mM KH 2P0 4, 2 mM EDTA, 

2 mM ADP, 0.2 μθ/ml 14-C-l-Leucin (155 mC/mMol), 
pH 7.6, 32°C. 

Tab.4: 0.1 Μ KCl, 10 mM MgCl 2, 15 mM KH 2P0 4, 2 mM EDTA, 
2 mM ADP, 0.2 μθ/ml 1 4 - C - l - P r o l i n (120 mC/mMol), 
pH 7.6, 32°C. 

Tab.5: Rattenlebermitochondrien: 0.1 Μ KCl, 10 mM MgCl 2, 
15 mM KH 2P0 4, 2 mM EDTA, 2 mM ADP, pH 7-6, 
32°C, 180 μg/ml ASG/R ( j e w e i l s f r e i von der 
betreffenden Aminosäure, deren Einbau ge­
messen wurde). S p e z i f i s c h e Radioaktivitäten 
der eingebauten 14-C-l-Aminosäuren i n mC/mMol: 
l e u 229; i l e u 234; phe 368; pro 120; ser 87.4; 
arg 155; asp 148.4; g l u 208 . 5 -
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Zur Bestimmung der μμΜοΙ eingebauten Amino­
säuren/mg Pr o t e i n / h wurden Sättigungskurven 
durch Zusatz der betreffenden 12-C-Aminosäure 
gemessen und daraus auf die eingebauten 
μμΜοΙ umgerechnet. 

2) Locustenmitochondrien: 0.1 Μ KCl, 20 mM TRA, 
2 mM EDTA, 3 mM MgCl 2, 4 mM KH 2P0 4, 2 mM ADP, 
1.6 mg/ml ASG/L, pH 6.8, 3ü°C. Andere Beding­
ungen und s p e z i f i s c h e Radioaktivitäten der 
14-C-l-Aminosäuren wie unter 1 ) . 

Tab.6: 1) Rattenlebermitochondrien: 0.1 Μ K C l , 10 mM MgCl 2, 
15 mM KH 2P0^, 2 mM EDTA, 180 μg/ml ASG/R 
( L e u c i n - f r e i ) , 0.2 μθ/ml 14-C-l-Leucin 
(229 mC/mMol), 40 min b e i 32°C. 

2) Locustenmitochondrien: 0.1 Μ KCl, 20 mM TRA, 
2 mM EDTA, 3 mM MgCl 2, 4 mM KS^PO^, 1.6 mg/ml 
ASG/L ( I s o l e u c i n - f r e i ) , 0.2 μθ/ml 14-C-l-
I s o l e u c i n (234 mC/mMol), 40 min b e i 30°0. 

Tab.7: wie Tab.6 R a t t e n l e b e r - und Locustenmitochondrien 
+2 mM ADP. 

Tab.8: wie Tab.7 

Tab.9: wie Abb.20 

Tab.10: wie Abb.22 

Die Ansätze e n t h i e l t e n j e w e i l s 2.1 mg lViitocliondrienproteia/ml 
und wenn angegeben, ca. 10^ Bakterien, die auf Standardagar 
aus e i n e r Rattenlebermitochondriensuspension gezüchtet 
worden waren. 
I n sämtlichen Einbauversuchen waren 2-4 mg Mitochondrien-
protein/ml Incubationsmedium anwesend. 

4 .3.2. Durchführung der Incubation 

Das Sediment der l e t z t e n waschung der Mitochondrien wurde 
s o f o r t im j e w e i l i g e n Incubationsmedium aufgenommen und im 
Potter-Elvehjem-Homogenisator mit der Hand sorgfältig r e ­
suspendiert. Die Proben wurden zu j e 1 ml mit j e w e i l s 
1 .5-3.0 mg/ml Mitochondrienprotein i n 10 ml Spinco 
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Zentrifugenbechern i n einem Thermostaten unter Schütteln 
i n c u b i e r t . Zur Beendigung der Reaktion wurden die Proben i n 
1.7 ml fassende Zentrifugenbecher (Netheler & Hinz) überge­
führt, ca. 0.1 ml e i n e r gesättigten Lösung derjenigen 
Aminosäure(n) zugefügt, die r a d i o a k t i v im Incubationsmedium 
vorhanden waren und anschließend mit 0 . 5 ml 16/oiger T r i -
chloressigsäure ( T C a ) gefällt. 

4. 5» 3« »Vaschung der gefällten Mitochondrien 
Das ausgefallene P r o t e i n wurde durch Z e n t r i f u g a t i o n i n e i n e r 
12 Proben fassenden T i s c h z e n t r i f u g e innerhalb von 1 min 
niedergeschlagen. Dieser Niederschlag wurde durch sorgfältiges 
Resuspendieren i n 1 . 3 ml T C a und 0.1 ml gesättigter 
Träger-Aminosäurelösung und anschließende Z e n t r i f u g a t i o n 
4 mal gewaschen. Dann wurde das Sediment i n derselben Wasch-
lösung 10 min b e i 9> 0C im .Vasserbad e r h i t z t und nach Ab-
z e n t r i f u g a t i o n noch einmal mit k a l t e r ΤJA gewaschen. Die 
Proben wurden 2 mal mit Athanol/Ather 3 : 1 (v/v) und ab­
schließend 1 mal mit reinem Äther gewaschen. Die Tab. 18 gibt 
Auskunft über die Effektivität der «iaschprozedur. 

Ipm im 
ib e r s t a n d 

Ipm im 
Überstand 

Incubations-
überstand 560 000 5. 95°C TCA 

überstand 30 

1. TCA 
überstand 1 504 6 . /TCA 

Überstand — 

2. TCA 
überstand 

50 
1. Ath./üther 210 

3. TCA 
überstand 1 3 2 Äth./Äther 2 

4. TCA 
Überstand 0 3 I t h e r 0 

Tab.18. Wirksamkeit der Waschprozedur. K o n t r o l l e der ausge­
waschenen Radioaktivität. Im Incubationsmedium waren 
0 . 5 μΟ/Ansatz 1 4 - C - l - I s o l e u c i n anwesend. 



- 7 0 -

Zur f o r t l a u f e n d e n K o n t r o l l e der Wirksamkeit der Waschprozedur 
wurden i n a l l e n Experimenten Null-Zeit-Proben mitbestimmt. 
Dazu wurde die Reaktion unmittelbar nach Zugabe der Radio­
aktivität gestoppt. S t e t s wurden zwischen 6 - 2 0 Ipm/mg P r o t e i n 
gezählt, wenn im Incubationsmedium 2 · 10-* - 1 0 ^ Ipm anwesend 
waren. 

4.4. I n vivo Markierung von Locusten 

Den Locusten wurde zu den angegebenen Z e i t e n pro T i e r 
0 . 3 μΟ 1 4 - C - l - I s o l e u c i n (9.1mC/mMol) v e r a b r e i c h t . Die Radio­
aktivität wurde i n Ringerlösung ( 0 . 1 5 4 - Μ NaCl, 2 . 7 mM K C l , 
1 . 8 mM CaO^, pH 7 · 0 ) i n einem Volumen von 3 0 μΐ den T i e r e n 
mit e i n e r AGLA S p r i t z e mit Mikrometerantrieb i n s Abdomen i n ­
j i z i e r t . Dann wurden die T i e r e 24 Stunden b e i Zuchtbedingungen 
[ 7 8 ] ohne P u t t e r gehalten. 

4 . 5 « Fraktionierungsmethoden 

4 . 5 « 1 » F r a k t i o n i e r t e E x t r a k t i o n [ 7 9 j nach i n v i t r o Markierung 

Nach der Incubation wurden die Proben gesammelt, mit etwa 
dem 1 0 ^ fachen Überschuß an Träger-Aminosäure v e r s e t z t und 
1 5 min h e i 2 0 , 0 0 0 x g z e n t r i f u g i e r t . Das im überstand be f i n d ­
l i c h e P r o t e i n ( "ins Incubationsmedium übergehendes P r o t e i n " ) 
wurde durch Zugabe ei n e s halben Volumens 16/oiger TCA gefällt. 
Das Sediment wurde i n 5 ml 0 . 1 Μ Phosphatpuffer, pH 7 . 2 , 

r e s u s p e n d i e r t und unter Eiskühlung im F a l l e der Locusten-
mitochondrien 4 χ 3 0 sec mit dem U l t r a t u r r a x , im F a l l e der 
Rattenlebermitochondrien 3 x 1 0 sec mit dem S o n i f i e r (Modell 
Branson, Stufe 7 ) behandelt. Danach wurde b e i 0°C noch 30 min 
mit dem Magnetrührer gerührt. Nach e i n e r Z e n t r i f u g a t i o n für 
2 0 min b e i 1 0 0 , 0 0 0 x g wurde das im r e s u l t i e r e n d e n Überstand 
vorhandene P r o t e i n ( " e x t r a h i e r b a r e s P r o t e i n " ) mit einem 
halben Volumen 16#iger TCA gefällt, ebenso wurde das Sediment 
nach Resuspendieren i n 5 ml Phosphatpuffer gefällt ("unlös­
l i c h e s P r o t e i n " ) . A l l e erhaltenen Fraktionen wurden wie oben 
beschrieben gewaschen. 
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4.5»2. Prakt i o n i e r u n g nach i n vivo Markierung von Locusten 
Die Flugmuskel der i n vivo mit radioaktivem I s o l e u c i n markier­
ten Locusten wurden wie unter 4.1.1. beschrieben homogenisiert 
und daraus die Mitochondrien i s o l i e r t . Die weitere F r a k t i o ­
nierung der Mitochondrien e r f o l g t e mit dem U l t r a t u r r a x nach 
der unter 4 .5.1. beschriebenen Methode. Der überstand der 
Mitochondrienpräparation wurde e i n e r 60 min/100,OOOxg Z e n t r i -
f u g a t i o n unterworfen und aus dem r e s u l t i e r e n d e n Überstand 
das " c - P r o t e i n " mit Perchlorsäure von e i n e r Endkonzentration 
von 5% ausgefällt. Die Waschung der Fraktionen wurde nach 
4 . 3 . 3 . durchgeführt. 

4 . 5 . 3 . Trennung von i n n e r e r und äußerer Membran von 
Rattenlebermitochondrien 
" S w e l l i n g - s h r i n k i n g " Verfahren. Mitochondrien aus d r e i R a t t e n ­
l e b e r n ( c a . 27g) wurden nach 4.1 .3· i s o l i e r t . Im U n t e r s c h i e d 
zu der dort beschriebenen Methode wurde 0.02% Rinder-Serum-
Albumin (SMA) dem Isolierungsmedium zugefügt. Das Sediment der 
l e t z t e n Waschung wurde i n 30 ml Incubationsmedium resuspen­
d i e r t und zu 30 Proben mit j e w e i l s ca. 4 mg/ml B i u r e t p r o t e i n 
40 min b e i 32°C unter Schütteln i n c u b i e r t . Nach der I n c u ­
bation wurden die Proben gesammelt und mit 50 ml SMA, das 
16 mM an der Aminosäure war, die r a d i o a k t i v im I n c u b a t i o n s ­
medium anwesend war, verdünnt. Dann wurde 20 min b e i 
35>000xg a b z e n t r i f u g i e r t . Das Sediment wurde i n 60 ml 
20 mM Phosphatpuffer mit 0.02% SMA, pH 7-2, r e s u s p e n d i e r t und 
10 min b e i 0°C mit Magnetrührer gerührt. Danach wurden 20 ml 
60%iger Sucrose mit 8 mM ATP unter Rühren zugesetzt und 
weitere 10 min b e i 0°C gerührt. Darauf e r f o l g t e eine Z e n t r i -
fugation von 20 min b e i 351OOOxg. Das Sediment wurde i n 
80 ml SMA aufgenommen und 15 min b e i 1,900xg z e n t r i f u g i e r t . 
Das P e l l e t s t e l l t d i e F r a k t i o n S ("low speed p e l l e t " ) dar. 
Der Überstand wurde wiederum 20 min b e i 35?OOOxg z e n t r i f u g i e r t . 
Das P e l l e t d i e s e r Z e n t r i f u g a t i o n ( F r a k t i o n LM) wurde i n 
10 ml SMA aufgenommen und auf einen d i s k o n t i n u i e r l i c h e n 
Gradienten g e s c h i c h t e t , der aus den folgenden d r e i S c h i c h t e n 
von j e w e i l s 15 ml aufgebaut war: 51«3%ige, 37«7%ige und 
25.2%ige Sucrose mit 20 mM KH-PO^ und 2 mM EDTA, pH 7 . 2 . 



Die Proben wurden 60 min b e i 2 5 , 0 0 0 Upm ( 7 5 , 5 0 0 x g ) im j 

Rotor SW 2 5 . 2 der Spinco L2 z e n t r i f u g i e r t . Zwei Banden wurden 
e r h a l t e n : eine an der Grenzfläche zwischen 2 5 * 2%iger und 
3 7 - 7%iger Sucrose ( F r a k t i o n L I ) und eine zwischen 3 7 « 7%iger 
und 5 1 . 3#iger Sucrose ( F r a k t i o n L I I ) , des weiteren e i n 
P e l l e t am Boden des Zentrifugenbechers ( F r a k t i o n L I I I ) . Die 
beiden Banden wurden geerntet, indem der Zentrifugenbecher 
von unten mit k o n z e n t r i e r t e r Sucrose gefüllt wurde und d i e 
Sc h i c h t e n oben f r a k t i o n i e r t abgehoben wurden. Die vom 
Gradienten gewonnenen Suspensionen ( j e w e i l s ca. 5 ml) wurden 
zur Hälfte mit Wasser verdünnt und durch Z e n t r i f u g a t i o n für 
20 min b e i 1 0 0 , 0 0 0 x g sedimentiert. Sämtliche erhaltenen F r a k t i ­
onen wurden i n 0 . 1 Μ Phosphatpuffer aufgenommen. Die e r ­
haltenen Suspensionen dienten a l s Ausgangsmaterial für 
Enzymaktivitäts-, P r o t e i n - , RNA- und Radioaktivitäts­
bestimmungen. 

I n denjenigen Experimenten, i n denen die mitochondrialen 
F r a k t i o n e n nach Trennung mit radioaktivem L e u c i n i n c u b i e r t 
wurden, wurde im P r i n z i p g l e i c h verfahren, nur mit dem Unter­
s c h i e d , daß das Sediment der l e t z t e n Waschung der Mitochon­
drienpräparat ion der Trennung unterworfen wurde, und daß die 
r e s u l t i e r e n d e n P e l l e t s der einzelnen F r a k t i o n e n im I n c u ­
bationsmedium r e s u s p e n d i e r t wurden. 

Zur W e i t e r f r a k t i o n i e r u n g des "low speed p e l l e t s " S wurde 
d i e s e s i n 10 ml SMA aufgenommen und i n g l e i c h e r ,7eise wie LM 
über den beschriebenen Dichtegradienten g e s c h i c k t . Dabei e r ­
gaben s i c h zwei F r a k t i o n e n : eine Bande am Übergang von 
3 7 - 7%iger zu 5 1 . 3 % i g e r Sucrose ( F r a k t i o n S i l ) und e i n P e l l e t 
am Boden des Zentrifugenbechers ( F r a k t i o n S I I I ) . 

I n g l e i c h e r Weise wurden die Mikrosomenfraktionen b e r e i t e t . 
Die nach 4 .1.4. h e r g e s t e l l t e Mikrosomenpräparation wurde 
über den beschriebenen Dichtegradienten g e s c h i c k t und zwei 
F r a k t i o n e n geerntet: F r a k t i o n Mcl am Übergang von 2 5 . 2#iger 
zu 3 7 . 7#iger Sucrose und F r a k t i o n Meli am Übergang von 
3 7 » 7%iger zu 5 1 . 3 % i g e r Sucrose. 
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D i g i t o n i n Methode. Mitochondrien von 2 Kattenlebern ( c a . 18g) 
wurden den g l e i c h e n ζinbaubedingungen unterworfen, wie beim 
" S w e l l i n g - s h r i n k i n g " Verfahren beschrieben und auch i n 
g l e i c h e r Weise mit Träger-Aminosäure-haltigem SMA gewaschen. 
Das Sediment d i e s e r Waschung wurde i n 1 ml SM homogenisiert 
und 1 ml Digitoninlösung zugesetzt. Die Konzentration d i e s e r 
Digitoninlösung war so berechnet, daß auf 10 mg Mitochon-
d r i e n p r o t e i n 1.0-1.1 mg D i g i t o n i n (1 mal u m k r i s t a l l i s i e r t ) 
t r a f . Eine 2%ige Digitonin-Stammlösun^; wurde durch S o n i f i e n 
i n ca. 60°C warmen SM h e r g e s t e l l t , dann gekühlt und so v e r ­
dünnt, daß die benötigte Digitoninmenge i n 1 ml vorhanden 
war. Nach Zufügen der Digitoninlösung b l i e b die Mitochon-
driensuspension 20 min b e i 0°C stehen. Dann wurden 18 ml SM 
zugegeben. Diese Suspension wurde 10 min b e i 9 , 5 0 0 x g z e n t r i ­
f u g i e r t . Der überstand wurde vom Sediment ("9 , 5 0 0 x g P e l l e t " ) 
getrennt und 20 min b e i 35>OOOxg z e n t r i f u g i e r t . Das Sediment 
i s t das "35?OOOxp; b e l l e t " . Der Überstand wurde 60 min b e i 
144,000xg im Titan-Potor 5 0 i n der Spinco L2 z e n t r i f u g i e r t : 
"144,G00xg P e l l e t " . Sämtliche P e l l e t s wurden zu e i n e r 
Proteinkonzentration von 2-4- mg/ml i n 0.1 Μ Phosphatpuffer 
aufgenommen. 

4.5»4. Polyacrylamidgelelektropnorese 

Zur Elektrophorese der ein z e l n e n Fraktionen des "Swelling-
s h r i n k i n g " Verfahrens wurden diese dem von SEBALD [22] be­
schriebenen E x t r a k t i o n s v e r f a h r e n zur Entfernung löslicher 
Proteine und der Phospholipide unterworfen und nach Auflösung 
i n Phenol/Eisessig///asser im Verhältnis 1:1:1 (v:v:v) i n 
10%igem Polyacrylamidgel nach der Methode von SEBALD e l e k t r o -
p h o r e t i s i e r t und die erhaltenen Banden mit Amidoschwarz 
angefärbt. 

4.6. Bestimmungsmethoden 

4.6.1. P r o t e i n 

Proteinbestimmungen wurden nach der Biuretmethode i n der 
Modifikation von BEISENHERZ et a l . [80] durchgeführt. 
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4 . 6 . 2 . RNA 
Die Bestimmung mitochondrialer und mikrosomaler RNA wurde 
mit der Orcin-Reaktion nach der Methode von VOLKIN e t a l . 
[81] ausgeführt. Eichkurven wurden mit Hefe-RNA e r s t e l l t . 

4 .6 .3« EnzymbeStimmungen 
Succinat-Cytochrom c Reduktase (SDH). Die Bestimmung wurde 
nach ARRIGONI e t a l . [82] i n folgendem Testmedium vorgenommen: 
0 . 1 Μ Kaliumphosphatpuffer, 1 mM EDTA, 1 mM KCN, 0 . 1 mM Cyto-
chrom c, 0.13 mM Phenazinmethosulfat, 23 mM S u c c i n a t , pH 7 .6 . 
Die Reduktion des Cytochrom c wurde b e i 330 πιμ i n einem r e ­
g i s t r i e r e n d e n Spektrophotometer v e r f o l g t , indem gegen e i n e 
Referenzküvette gemessen wurde, die k e i n S u b s t r a t e n t h i e l t . 

NADPH-Cytochrom c Reduktase. Die Bestimmung wurde im g l e i c h e n 
Medium wie der SDH Test vorgenommen. S u b s t r a t war h i e r 
0 . 1 mM NADPH. 
Cytochromoxidase. Photometrisch nach SOTTOCASA et a l . [ 7 1 ] , 
indem die Oxidation von reduziertem Cytochrom c. b e i 55Q πιμ 
r e g i s t r i e r t wurde. TestZusammensetzung: 0 . 1 M. Kaliumphosphat-
p u f f e r , 0.035 mM r e d u z i e r t e s Cytochrom c. Die V e r g l e i c h s -
küvette e n t h i e l t w e i t e r h i n 1 mM KCN. Die Reduktion von käuf­
lichem Cytochrom c wurde nach den Angaben von SOTTOCASA et a l . 
mit NaBH^ vorgenommen. 
Monoaminooxidase (MAO). Nach der Methode von TABOR et a l . 
[ 8 3 ] wurde b e i 250 ιημ die Oxidation von Benzylamin zu Benz­
aldehyd v e r f o l g t . Testzusammensetzung: 50 mM Kaliumphosphat-
p u f f e r , 5 mM Benzylammoniumchlorid, pH 7 . 6 . Die Ref erenz­
küvette e n t h i e l t k e i n S u b s t r a t . Gemessen wurde im 
E x t i n k t i o n s b e r e i c h 0.5-1.5-

Kynurenin - 3 1 -Hydroxylase wurde nach der Methode von SAITO 
e t a l . [84] bestimmt. 
P r o l i n o x i d a s e . I n e i n e r Modifikation nach JOHNSON e t a l . [42] 
wurden aus Testansätzen von 2.0 ml (0 .05 Μ Phosphatpuffer, 
100 mM P r o l i n , ca. 1 mg/ml Mitochondrienprotein) zu den 
Z e i t e n 0, 10 und 20 min j e w e i l s 0.5 ml entnommen (I n c u b a t i o n 
im offenen Gefäß, 37°C), und mit 0.5 ml F a r b s t o f f r e a g e n s 
(5% TCA und 0.5% o-Aminobenzaldehyd i n abs. Äthanol) i n 
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1.7 ml Zentrifugenbechern v e r s e t z t . Die Proben wurden zur 
Farbentwicklung 30 min b e i Raumtemperatur stehen g e l a s s e n , 
dann a b z e n t r i f u g i e r t und di e E x t i n k t i o n b e i 4-30 πιμ gegen den 
Nullwert gemessen. 

ί 
Malatdehydrogenase (MDH) und Glutamatdehydrogenase (GluDH) 

\ wurden nach BÜCHER e t a l . [85] gemessen. 
! 4.6.4·. Bestimmung der f r e i e n Aminosäuren 
j Mitochondrien wurden zu e i n e r Konzentration von ca. 20 mg/ml 

Wasser ( B i u r e t p r o t e i n ) suspendiert und 3 mal 10 sec mit dem 
S o n i f i e r behandelt. Dann wurde mit dem halben Volumen 
1 5%iger Perchlorsäure gefällt, 10 min b e i 5,000xg z e n t r i f u ­
g i e r t und das Sediment zweimal mit 1 ml 5%iger Perchlorsäure 
e x t r a h i e r t . Die v e r e i n i g t e n E x t r a k t e wurden mit 2 Μ KOH 
n e u t r a l i s i e r t und das ausgefallene Kaliumperchlorat durch 
Z e n t r i f u g a t i o n e n t f e r n t . Der Überstand wurde auf einen im 
nanoMol-Maßstab arbeitenden Amino säuren-Analy s a t or zur 
q u a n t i t a t i v e n Bestimmung der Aminosäuren aufgetragen. 

4.6 .5- Endgruppenbestimmung nach SANGER [86] 
2 . 3 mg u n t e r den Bedingungen von Abb. 22 mit radioaktivem 
L e u c i n m a r k i e r t e s mitochondriales P r o t e i n wurde nach Fällung, 
Waschung und Trocknung mit 0.4 ml Bicarbonatpuffer, pH 8.0, 
0.2 ml abs. Äthanol und 0.04 ml F l u o r d i n i t r o b e n z o l v e r s e t z t . 
Die Suspension wurde 2.5 h b e i 40°C h e f t i g geschüttelt, dann 
mit 1 ml Aceton v e r s e t z t , a b z e n t r i f u g i e r t und der Nieder-

| s c h l a g 6 mal mit Aceton gewaschen. Dann wurde 3 mal mit 
Wasser, nochmal mit Aceton und zweimal mit Äther gewaschen. 
Das trockene P u l v e r wurde unter N 2 mit 0.25 ml 6N HCl i n e i n 
Reagensglas eingeschmolzen und 12 h b e i 110°C h y d r o l y s i e r t . 
Das Hydrolysat wurde mit 4 ml Wasser i n einen S c h e i d e t r i c h t e r 
überführt. Dann wurde 5 mal mit 3 ml Äther e x t r a h i e r t , der 
Äther wiederum mit 4 mal 2 ml 0.5 Μ NaHCO^ Lösung. Diese 
wurde mit 6 Ν HCl angesäuert und 5 mal mit 3 ml Äther e x t r a ­
h i e r t . Der Rückstand des Ätherextraktes wurde auf Plättchen 
gebracht und d i e Radioaktivität bestimmt. 



4,6.6. Hydrolyse von markiertem Mitochondrienprotein und j 
ι 

anschließende Chromatographie 
Unter den Bedingungen von Abb. 19 markie r t e s Locusten-Mito-
chondrienprotein (2.1 mg) wurde i n einem zugeschmolzenen 
Reagensglas unter N 2 24 h b e i 110°C i n 6 Μ HCl h y d r o l y s i e r t . 
Nach Öffnen des Reagensglases wurde die überstehende Flüssig­
k e i t im Vakuum abgezogen und der Rückstand durch einstündiges 
Überleiten von L u f t getrocknet. D i e s e r wurde i n 50 μΐ V;asser 
aufgenommen und mit 3 Ν NaOH n e u t r a l i s i e r t . Von d i e s e r Lösung 
wurden 20 μΐ auf Whatman No.1 Papier aufgebracht und eine 
zweidimensionale Chromatographie vorgenommen. 1 . L a u f r i c h t u n g : 
90/oiges Phenol, 2. Lau f r i c h t u n g : 1-Butanol/Eisessig/Wasser 
4:1 :5 . Das Chromatοgrarnm wurde nach Trocknung mit Ninhydrin 
angefärbt und i n S t r e i f e n z e r s c h n i t t e n , d ie im Papier-Radio­
chromatographen ausgezählt wurden. 

4.6 .7» Radioaktivitätsmessung 

Die nach der Ätherwaschung l u f t t r o c k e n e n Proben wurden i n 
0 . 5 ml Ameisensäure gelöst und unter Nachspülung mit weiteren 
0 . 5 ml Ameisensäure auf Aluminiumplättchen gebracht, d i e 
Ameisensäure unter e i n IR-Lampe verdunstet und die Flättchen 
im Methandurchflußzähler mit e i n e r Ausbeute von ca. 50% 

gezählt. 

4 . 7 » Verwendete M a t e r i a l i e n und Apparate 

4.7»1« M a t e r i a l i e n 

Radioaktive Aminosäuren: New England Nuclear Corporation 
Boston und Radiochemical Centre Amersham. Sucrose p . I . , 
Lösungsmittel und S a l z e p.A: Merck AG. Darmstadt. PK, HK, 
RNASE, Cytochrom c, S u c c i n a t , Pyruvat, PEP, α-Ketoglutarat, 
Malat, Oxalacetat, oc-Glycerophosphat, ATP, ADP, AMP, OTP, 
GTP, UTP: Boehringer, Mannheim. Phospholipase A, Puromycin, 
Chloramphenicol: Sigma Chem. Comp., S t . L o u i s . Oligomycin A, 
T r i t o n X 100, Standardagar: Serva GmbH., Heidelberg. 12-C-l-
Aminosäuren, Benzylaminhydrochlorid, o-Aminobenzaldehyd: 
F l u k a GmbH. Buchs. Actinomycin D: Merck, Scharp und Dohm, 
Lab. Rahway. Andere A n t i b i o t i k a : Bayer, Leverkusen. 
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fiinder-^erum-Albumin: Behring .Verke, Marburg. 
Hatten: Stamm Wistar I I b e i d e r l e i Geschlechts, Tierzüchterei 
Brünger, Bokel. Hatten wurden i n den hyperthyreoten S t a t u s 
überführt, indem 8 Tage lang 200 μg/Tier/Tag T r i j o d t h y r o n i n 
i n t r a p e r i t o n e a l g e s p r i t z t wurde. Am 9. Tag wurden aus den 
Lebern d i e Mitochondrien i s o l i e r t . 

Locusten (Locusta m i g r a t o r i a ) wurden vom Anti - L o c u s t -
Research-Centre, London, zur Verfügung g e s t e l l t und nach den 
Angaben von HU Ν TER-JONES [78] gezüchtet. 

4 .7*2. Apparate 
Chromatographie-Papierstreifenzähler PH 407, Methan-Durch­
flußzähler FH 47, Fa. Frieseke-Hoepfner. U l t r a z e n t r i f u g e n 
Spinco L?0 und L2, Fa. Beckman I n s t r . Kühlzentrifuge 
RC2 S e r v a l l , Fa. I . S o r v a l l . Spektrophotometer DK 1A, 
Fa. Beckman I n s t r . Knick-pH-Meter. R e g i s t r i e r e n d e s Photo­
meter Eppendorf, Fa. Netheler und Hinz, b o n i f i e r S 75, 
Fa. Branson. U l t r a t u r r a x TP 18/2, Fa. Jahnke & Kunkel. 
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5. Diskussion 

1 ) Die Fälligkeit der Mitochondrien zu e i n e r eigenständigen 
Proteinbiosynthese wird sowohl durch d i r e k t e Versuche über 
den Einbau von r a d i o a k t i v e n Aminosäuren i n i s o l i e r t e Mito­
chondrien, a l s auch durch z a h l r e i c h e i n d i r e k t e Argumente, wie 
di e E x i s t e n z mitochondrialer DNA, mitochondrialer Ribosomen, 
mitochondrialer transfer-RNA sowie der zugehörigen Enzyme 
der Proteinbiosynthese mit großer W a h r s c h e i n l i c h k e i t dar­
gelegt ( s i e h e E i n l e i t u n g ) . Weitere Hinweise für die Fähig­
k e i t der Mitochondrien zu d i e s e r S y n t h e s e l e i s t u n g l i e f e r n 
genetische Beobachtungen über eine cytoplasmatische Ver­
erbung, d.h. eine außerhalb des Kerns niedergelegte gene­
t i s c h e Information, deren E x p r e s s i o n durch eine mitochondri­
a l e Proteinbiosynthese eine annehmbare Erklärung f i n d e t . 
(Zu e i n e r zusammenfassenden D a r s t e l l u n g siehe [ 873 . ) 

Die i n d i e s e r A r b e i t gewonnenen Ergebnisse bestätigen die 
E x i s t e n z e i n e s s p e z i f i s c h e n Aminosäureneinbaus i n i s o l i e r t e 
Mitochondrien, die im V e r l a u f der l e t z t e n 5-6 Jahre i n z a h l ­
r e i c h e n Veröffentlichungen beschrieben wurde. S i e l a s s e n i n 
den D e t a i l s jedoch Unterschiede erkennen. S i e fügen neue 
Aspekte h i n s i c h t l i c h der b i o l o g i s c h e n S i g n i f i k a n z d i e s e s 
i n v i t r o Prozesses hinzu und l i e f e r n Ansätze zu e i n e r 
i n v i t r o Verfolgung des biogenetischen S c h i c k s a l s von 
Untereinheiten der mitochondrialen S t r u k t u r . 

2) Die Gegenüberstellung im Proteinsyntheseverhalten der 
beiden Extremtypen mitochondrialer Organisation, Locusten-
flugmuskelmitochondrien und Rattenlebermitochondrien, laßt 
auf p r i n z i p i e l l e s G l e i c h v e r h a l t e n schließen und trägt zu der 
Berechtigung b e i , von e i n e r mitochondrialen P r o t e i n b i o ­
synthese s c h l e c h t h i n sprechen zu dürfen. 

I n diesem Abschnitt s e i e i n k r i t i s c h e r V e r g l e i c h der i n 
d i e s e r A r b e i t f e s t g e s t e l l t e n Eigenschaften und Bedingungen 
des Einbaus mit den i n der L i t e r a t u r beschriebenen Systemen 
a n g e s t e l l t . Wir beschränken uns h i e r auf die b i s l a n g a l s 
w e s e n t l i c h erscheinenden Faktoren. 
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E i n e n entscheidenden Einfluß auf das Ausmaß und die Beding­
ungen des Einbaus von Aminosäuren haben o f f e n s i c h t l i c h d ie 
Permeabilitätszustände der Membranen der i s o l i e r t e n Mitochon­
d r i e n . Diese s t e l l e n e i n e r s e i t s eine Funktion der im I n c u ­
bationsmedium vorhandenen Substanzen dar ( K C l , Sucrose, Phos­
phationen) , a n d e r e r s e i t s sind die Konzentrationen i n t r a m i t o ­
c h o n d r i a l e r Substanzen beeinflußt durch die Permeabilitätszu­
stände ( K + , Mg + +, PO^", oxidierbare Substrate, Aminosäuren). 
Hieraus läßt s i c h verstehen, daß von System zu System unter­
s c h i e d l i c h e E r f o r d e r n i s s e und u n t e r s c h i e d l i c h e Optimalkonzen­
t r a t i o n e n der einzelnen V a r i a b l e n zu beobachten si n d . Die 
Permeabilitätsverhältnisse v a r i i e r e n innerhalb e i n e r Mito-
chondrienspezies i n f o l g e u n t e r s c h i e d l i c h e r D i s p o s i t i o n der 
Mitochondrien i n s i t u und vor allem i n f o l g e u n t e r s c h i e d ­
l i c h e r Präparationsbedingungen der Mitochondrien. S i e v a r i ­
i e r e n zwischen e i n z e l n e n Mitochondrienspezies i n f o l g e unter­
s c h i e d l i c h e r S t r u k t u r und Funktion .der Membranen. Von gene­
r e l l e r Natur s c h e i n t jedoch das E r f o r d e r n i s für Mg + + und 
P 0 ^ ~ Ionen zu s e i n , deren Wirkung im experimentellen T e i l 
b e r e i t s d i s k u t i e r t wurde. 

E i n widersprüchliches K a p i t e l b i l d e n die Untersuchungen über 
di e Energieversorgung des Einbaus i n den verschiedenen b i s 
j e t z t erschienen Arbeiten. I n den h i e r dargelegten E x p e r i ­
menten wurde gefunden, daß endogenes ATP die wir k u n g s v o l l s t e 
E n e r g i e q u e l l e für den Einbau d a r s t e l l t , daß aber auch - im 
F a l l e der Rattenlebermitochondrien - exogenes ATP, das die 
mitochondrialen Membranen p a s s i e r e n kann, i n der Lage i s t , 
den Einbau anzutreiben. Dies steh t i n Widerspruch zu den E r ­
gebnissen und zu der I n t e r p r e t a t i o n von WHEELDON et a l . [ 4 4 ] , 
di e auf eine ausschließliche und d i r e k t e , im V e r g l e i c h zu 
endogenem ATP größere Wirksamkeit von exogenem ATP schlössen. 
Die von diesen Autoren gefundene Ribonuclease-Empfindlich-
k e i t i h r e s Einbausystems mag e i n e r s e i t s zu einem sorgfältige­
ren Ausschluß mikrosomaler Verunreinigungen Anlaß geben 
( s i e h e auch [54-] ) , a n d e r e r s e i t s vermag eine e v e n t u e l l e e r ­
höhte Schädigung und Permeabilität der verwendeten Mito­
chondrien beide Beobachtungen g l e i c h z e i t i g zu erklären. Die 
von ROODYN [55] und von KROON [60] beobachtete Unwirksamkeit 



von exogenem ATP im Rattenlebermitochondriensystem könnte 
durch Verschiedenheit der Mitochondrienquellen und Präpara­
tionsbedingungen v e r u r s a c h t e V e r s c h i e d e n h e i t der mitochon­
d r i a l e n ATPase Aktivität wider s p i e g e l n . W e i t e r h i n kann d i e s e 
A r b e i t , wie auch [ 4 4 ] , d i e von BRONK [88] und von KROON [ 4 9 ] 
geäußerte Vermutung n i c h t bestätigen, daß sogenannte "high 
energy intermediates" den Einbau a n t r e i b e n können. E i n 
w e i t e r e r Grund für d i e s e beobachteten V e r s c h i e d e n h e i t e n 
scheinen die u n t e r s c h i e d l i c h e n Sy n t h e s e r a ten der e i n z e l n e n 
beschriebenen Systeme d a r z u s t e l l e n , d i e i n den zu v e r g l e i c h e n ­
den Arbeiten zum T e i l ganz e r h e b l i c h ( b i s zum Paktor 100) 
unter den i n d i e s e r A r b e i t gefundenen Werten l i e g e n . 

Ganz besonders kommt d i e s e r E f f e k t zum Tragen beim Studium 
der Aminosäurenbedürfnisse. I n der v o r l i e g e n d e n A r b e i t wurde 
d i e s e r Aspekt der Biogenese an Rattenlebermitochondrien 
systematisch a u s g e a r b e i t e t . Die R e s u l t a t e s i n d b e r e i t s im 
E r g e b n i s - T e i l a n a l y s i e r t worden. Ver g l e i c h b a r e Untersuchungen 
l i e g e n b i s l a n g i n der L i t e r a t u r noch n i c h t vor. 

Entscheidende //idersprüche bestehen auch h i n s i c h t l i c h des 
Einbaus i n mitochondriale Subfraktionen. Während i n d i e s e r 
Untersuchung e i n nahezu vollständiger V e r l u s t der Einbaufähig­
k e i t mitochondrialer Subfraktionen gefunden wurde, bzw. e i n 
s t a t t f i n d e n d e r Einbau auf begleitende B a k t e r i e n zurückgeführt 
werden konnte, wurde von anderen Autoren e i n Einbau i n solche 
F r a k t i o n e n beschrieben [10,89]. I n d i e s e n A r b e i t e n wurde j e ­
doch n i c h t die Möglichkeit b a k t e r i e l l e r Kontamination über­
prüft und die erhöhte Gefahr b a k t e r i e l l e n Einbaus i n die s e n 
Fraktionen n i c h t berücksichtigt. Weiterhin s i n d d i e extrem 
erhöhten Einbauraten [ 1 0 ] , besonders a n g e s i c h t s des Vorhanden­
s e i n s lysosomaler und mitochondrialer Ribonucleasen [90,91], 
unwahrscheinlich. Wir möchten daraus schließen, daß d i e s e 
Experimente e i n e r w e i t e r e n Prüfung bedürfen. 

3) Die i n der L i t e r a t u r beschriebenen, v e r g l i c h e n mit den 
-in vivo errechenbaren meist minimalen S y n t h e s e r a t e n ( s . o . ) 
zwingen zu e i n e r k r i t i s c h e n Auseinandersetzung mit der bio ­
l o g i s c h e n S i g n i f i k a n z des i n v i t r o beobachtbaren Einbaus von 
Aminosäuren. Die i n d i e s e r A r b e i t verwendeten Locusten boten, 
im Anschluß an di e Untersuchungen von BROSEMER e t a l . [ 8 ] , 
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di e Möglichkeit zu e i n e r Gegenüberstellung der Syntheseraten 
i n vivo und i n v i t r o , und zwar h i n s i c h t l i c h des V e r l a u f s i n 
der Entwicklung der Locusten, a l s auch h i n s i c h t l i c h der 
Größe. E s mag a l s d e u t l i c h e r Hinweis auf die Bedeutung des an 
i s o l i e r t e n Mitochondrien gemessenen Einbaus g e l t e n , daß er die 
Syntheseaktivität der Mitochond i e n i n der Z e l l e w i d e r s p i e g e l t 
(Abb. 2 4 ) , und daß d i e i n v i t r o Syntheserate v e r g l e i c h b a r mit 
der i n vivo Syntheserate gefunden wird (Abschnitt 3 - 6 . ) · 
Auch für Rattenlebermitochondrien konnte l e t z t e r e r Zusammen­
hang nachgewiesen werden. Wie der 2 - 3 f a c h höhere Einbau i n 
Rattenlebermitochondrien ohne Außenmembran v e r g l i c h e n mit 
ganzen Mitochondrien anzeigt, kann durch geeignete Präpara-
tionsmaßnahmen die i n v i t r o Rate der i n vivo Rate noch weiter 
angenähert werden. 

4) I n Übereinstimmung mit den auf ähnlichen Methoden beruhen­
den Untersuchungen von R u O D i N [ 3 ] (Rattenleber) und von 
TSUIVIAN [92] sowie von WINT^RüBURGE-i [ 3 9 ] (Hefe) konnte inner­
halb der Fehler g r e n z e n der Liethode a l l e eingebaute Radio­
aktivität i n den unlöslichen Membranproteinen l o k a l i s i e r t 
werden ( R a t t e n l e b e r und Locusten). Nun muß die Möglichkeit i n 
Be t r a c h t gezogen werden, daß unter den i n v i t r o Bedingungen 
eine Ablösung der Peptidketten von den mitochondrialen Ribo-
somen n i c h t s t a t t f i n d e t , und dadurch die 3ildung ausschließ­
l i c h strukturgebundener Proteine nur vorgetäuscht wird. 

Dies würde jedoch einen o r g a n i s a t o r i s c h e n Unterschied zum 
cy t o p l a s r a a t i s c h - und b a k t e r i e l l - r i b o s o m a l e n Mechanismus 
i m p l i z i e r e n , der a n g e s i c h t s der Ähnlichkeiten i n der .Virkung 
von Hemmern der Proteinbiosynthese auf beide System geringe 
J a h r s c h e i n l i c h k e i t b e s i t z t . .Veiterhin kann man schließen, daß 
die mitochondriale DNA i n Anbetracht i h r e s r e l a t i v b e s c h e i ­
denen I n f o r m a t i o n s g e h a l t e s ( 1 5 * 0 0 0 Basenpaare) n i c h t i n der 
Lage i s t , sämtliche mitochondrialen Proteine zu codieren. 
D i e s e r Schluß g i l t mit der Voraussetzung, daß die mitochon­
d r i a l e DNA d i e mitochondriale Proteinbiosynthese l e n k t . Dafür 
wiederum g i b t es Hinweise durch d ie Wirkung von P r o t e i n b i o ­
s y n t h e s e i n h i b i t o r e n , f e r n e r auch durch genetisch-biochemische 
Beobachtungen: I n den i n i h r e r S t r u k t u r und Funktion gegen­
über dem Wildtyp veränderten Mitochondrien von " p e t i t e s 
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c o l o n i e s " Mutanten der Bäckerhefe [23] und von "poky" 
Mutanten von Neurospora c r a s s a [15] l i e g t eine veränderte 
DNA vor. Weiter g i b t es d i r e k t e Argumente für d i e L o k a l i ­
s a t i o n des Syntheseortes von Cytochrom c i n der mikrosomalen 
F r a k t i o n [21,93] und Hinweise auf die L o k a l i s a t i o n des 
Strukturgens des Cytochrom c i n der Kern-DNA [ 9 4 ] . An Ratten­
lebermitochondrien wurde f e r n e r gefunden, daß die i n der 
mitochondrialen S t r u k t u r verankerten Enzyme Cytochrom a und 
Succinatdehydrogenase nach i n v i t r o Einbau von r a d i o a k t i v e n 
Aminosäuren n i c h t markiert waren [ 9 3 ] . 

A l l e d i e s e Befunde legen die Hypothese nahe, daß das mito­
chondriale Proteinsynthesesystem für e i n oder mehrere mito­
chondriale " S t r u k t u r p r o t e i n e " v e r a n t w o r t l i c h i s t , welche die 
vom cytoplasmatisch-ribosomalen System gebildeten Enzyme 
binden und so die B a s i s für den Aufbau der Multienzymsysteme 
der Atmungskette und der o x i d a t i v e n Phosphorylierung dar­
s t e l l e n . Die Enzymdefekte i n den Mitochondrien cytoplasma-
t i s c h e r Mutanten mögen dann auf einem oder mehreren, durch 
eine mutierte mitochondriale DNA verursachten, defekten 
"Strukturproteinen" mit veränderten Bindungseigenschaften 
beruhen. 

A l l e r d i n g s muß bemerkt werden, daß eine Verwendung des Aus­
druckes "Strukturpro.tein" im Sinne von GREEN [67,68] e x p e r i ­
mentell problematisch i s t . Wie b e r e i t s erwähnt (Abschnitt 
3.7.1.), e r w e i s t s i c h d i e s e s GREEN'sehe " S t r u k t u r p r o t e i n " i n 
der Polyacrylamidgelelektrophorese n i c h t a l s e i n h e i t l i c h e 
Substanz. Angesichts der unzulänglichen C h a r a k t e r i s i e r u n g der 
unlöslichen mitochondrialen Membranproteine s o l l jedoch auf 
die Bildung neuer B e g r i f f e v e r z i c h t e t werden. 

Auf Grund der vorliegenden Kenntnisse kann a l l e r d i n g s die 
Synthese von (wenigen) löslichen oder unlöslichen Enzymen 
durch das mitochondriale ProteinbioSynthesesystem n i c h t aus­
geschlossen werden. Möglicherweise si n d die Mitochondrien 
auch an der Ausbildung funktionsfähiger Enzyme b e t e i l i g t , da 
i n ihnen z.B. die F e r r o c h e l a t a s e l o k a l i s i e r t i s t [ 9 5 ] , a l s o 
e i n Enzym der Synthese der Häm-Gruppe, der p r o s t e t h i s c h e n 
Gruppe z a h l r e i c h e r mitochondrialer Enzyme, und zwar i n der 
Innenmembran der Mitochondrien [ 9 6 ] . Somit wäre b e i s p i e l s -
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weise n i c h t ausgeschlossen, daß eine F e r t i g s t e l l u n g der mito­
chondrialen Cytochrome e r s t am Ort i h r e r Einfügung i n die 
mitochondriale Membran e r f o l g t . 

5 )Mitochondrien ohne Außenmembran zeigen eine höhere Einbau­
aktivität a l s ganze Mitochondrien. Die i s o l i e r t e Außenmembran 
kann keine Aminosäuren einbauen. Ganze Mitochondrien inkorpo­
r i e r e n r a d i o a k t i v e Aminosäuren nur i n i h r e Innenmembran. 

t Außen- und Innenmembran der Mitochondrien scheinen demnach e i n 
verschiedenes biogenetisches S c h i c k s a l zu haben. Im Eink l a n g 
mit d i e s e r L o k a l i s a t i o n der Einbauaktivität und des Einbau­
produktes i n der Innenmembran steht die Beobachtung von 
CLARK-WALKER et a l . [ 9 7 ] , daß i n Glucose-reprimierten Hefe­
z e l l e n Chloramphenicol, das die Proteinsynthese i n den i s o ­
l i e r t e n Mitochondrien hemmt, nur die Ausbildung der Innen­
membran unterdrückt, n i c h t aber die der mitochondrialen 
Außenmembran. Möglicherweise i s t a l s o für d i e Synthese der 
mitochondrialen Außenmembran das cytoplasmatisch-ribosomale 
Proteinsynthesesystem v e r a n t w o r t l i c h oder die mitochondriale 
Außenmembran stammt sogar vom endoplasmatischen Retikulum ab. 
Diese Hypothese wiederum wird s t a r k durch Experimente von 
PARSONS et a l . [ 7 0 ] und SOTTOCASA et a l . [ 7 1 ] gestützt, i n 
denen auf Grund eines V e r g l e i c h s der enzymatischen Aus­
stattung von mitochondrialer Außenmembran, mitochondrialer 
Innenmembran und endoplasmatischem Retikulum und auf Grund 
e i n e s V e r g l e i c h s des Vorkommens verschiedener Phospholipide 
s i c h eine a u f f a l l e n d e Ähnlichkeit i n der Zusammensetzung von 
endoplasmatischem Retikulum und mitochondrialer Außenmembran 
e r g i b t . 

E i n großer T e i l der i n den ganzen Mitochondrien gefundenen 
RNA ( c a . W/o) i s t i n der Außenmembran enthalten. Diese RNA 

ί hat nach dem voraus Gesagten n i c h t s mit der mitochondrialen 
Proteinbiosynthese zu tun. Wie b e r e i t s i n der E i n l e i t u n g e r ­
wähnt, i s t die mitochondriale ribosomale RNA vom 23 S und 
16 S Typ, die cytoplasmatisch ribosomale RNA hingegen vom 
28 S und 18 S Typ [ 3 0 ] . E i n e Analyse der RNA i n der Außen­
membran könnte somit weitere Information h i n s i c h t l i c h des 
biogenetischen S c h i c k s a l s der Außenmembran l i e f e r n . 
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Die Auftrennung der Mitochondrien nach i n v i t r o Aminosäuren­
einbau nach dem " S w e l l i n g - s h r i n k i n g " Verfahren l i e f e r t n i c h t 
nur das Ergebnis des nahezu vollständigen Einbaus i n d i e 
innere Membran. S i e e r l a u b t auch noch eine Aussage über d i e 
L o k a l i s a t i o n des Einbauproduktes i n der inneren Membran: 
Die s e s i s t n i c h t gleichmäßig über die C r i s t a e v e r t e i l t . Man 
kann auf Grund d i e s e r Beobachtung eine n i c h t regelmäßige 
Anordnung der Syntheseorte vermuten. Eine exakte L o k a l i ­
s i e rung der mitochondrialen Ribosomen mit h i s t o l o g i s c h - e l e k -
tronenmikrospisehen Methoden s t e h t noch aus. Die Ribosomen 
werden h i s t o l o g i s c h i n der Matrix aufgefunden [25] , nach b i o ­
chemischen Befunden si n d s i e jedoch membrangebunden. 

6) Am Beginn d i e s e r A r b e i t s t e h t die Überlegung, daß i n der 
Z e l l e mitochondriale und extramitochondriale Systeme koope­
r i e r e n . .Venn wir h i e r den einen T e i l d i e s e r Kooperation be­
tr a c h t e n , nämlich die Regulation des mitochondrialen Wachstums 
( a l s o h i e r der mitochondrialen Proteinbiosynthese) durch 
extramitochondriale Paktoren, so l i e f e r n uns die h i e r be­
schriebenen Experimente Ansatzpunkte für Spekulationen. 

Man kann s i c h eine d e r a r t i g e Regulation auf den verschiedenen 
Stufen des mitochondrialen Proteinbiosynthesesystems vor-
s t e l l e n . Die mitochondriale DNA-abhängige RNA Polymerase kann 
e i n i n der Kern-DNA c o d i e r t e s an den cytoplasmatischen Ribo­
somen s y n t h e t i s i e r t e s Enzym s e i n . Das Ausmaß s e i n e r Synthese 
kann durch extramitochondriale Paktoren gesteuert werden. 
Die Menge d i e s e s Enzyms wiederum würde die Zahl der Ribosomen 
i n den Mitochondrien r e g u l i e r e n . 

A n d e r e r s e i t s kann man s i c h v o r s t e l l e n , daß das Ausmaß der 
T r a n s c r i p t i o n durch Repressoren extramitochondrialen Ursprungs 
gelenkt wird. Tatsächlich hängt der Gehalt der Locustenmito-
chondrien an RNA i n ähnlicher Weise vom A l t e r der T i e r e ab 
wie die Proteinsyntheseaktivität. D i e s e r Befund g i l t mit der 
folgenden Einschränkung: Wie beschrieben s e t z t s i c h d i e i n 
ganzen Mitochondrien gefundene RNA zusammen aus Außenmembran-
und Innenmembran-gebundener RNA. I n den Locusten, i n denen die 
Trennung der beiden Membranen noch n i c h t vorgenommen werden 
konnte, i s t n i c h t entschieden, ob tatsächlich die A l t e r s -
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abhängigkeit des mitochondrialen RNA-Gehaltes die RNA der 
Innenmembran b e t r i f f t . A l l e r d i n g s i s t die Proportion innere 
Membran/äußerer Membran b e i den Crista-Typ-Mitochondrien von 
Locusten wesentlich größer a l s b e i den Lebermitochondrien. 

Mannigfaltige Möglichkeiten zur Regulation auf der Stufe des 
T r a n s c r i p t i o n s - und T r a n s l a t i o n s s c h r i t t e s kann man s i c h vor­
s t e l l e n auf der B a s i s der Energieversorgung, auf der B a s i s 
der Konzentrationsverhältnisse i n t r a m i t o c h o n d r i a l e r Ionen 
und s p e z i e l l beim T r a n s l a t i o n s s c h r i t t auf der B a s i s der i n t r a ­
mitochondrialen Konzentration der Substrate der P r o t e i n b i o ­
synthesereaktion, der f r e i e n Aminosäuren, sowie auf der 
B a s i s der Permeabilitätszustände der mitochondrialen 
Membranen. 

. i l l e diese Parameter b e e i n f l u s s e n , wie i n d i e s e r Arbeit ge­
ze i g t wurde, das Ausmaß des Einbaus von Aminosäuren i n v i t r o . 
E s i s t jedoch i n den meisten Fällen n i c h t möglich abzu­
schätzen, ob diese i n v i t r o Abhängigkeiten den p h y s i o l o g i ­
schen Möglichkeiten entsprechen konnten. Hier s e i gewisser­
maßen a l s hypothetisches Modell eine Regulation über den i n t r a ­
mitochondrialen Aminosäurenspiegel b e t r a c h t e t . Wie gezeigt, 
kann durch die P r o l i n k o n z e n t r a t i o n im Incubationsmedium d ie 
Proteinsynthese wirkungsvoll beeinflußt werden. Die i n t r a ­
mitochondriale P r o l i n k o n z e n t r a t i o n wiederum e r s c h e i n t a l s 
Funktion Prolin-produzierender und Prolin-verbrauchender 
Reaktionen. Da i n den Mitochondrien die Enzyme des P r o l i n a b -
baus l o k a l i s i e r t s i n d ( P r o l i n o x i i a s e und P y r r o l i n - 5 - c a r b c n -
säure-Dehydrogenase [42,98], und zwar wie i n d i e s e r A r b e i t 
gezeigt wurde, i n der Innenmembran der Mitochondrien, wäre es 
möglich, daß s i e durch i h r e Enzymaktivitäten, die i h r e r Menge 
entsprechen, i h r Wachstum regeln. Eine q u a n t i t a t i v e Beur­
t e i l u n g z e i g t tatsächlich, daß die Konzentration des f r e i e n 
P r o l i n i n der Rattenleber i n einem Bereich l i e g t (0.27 μΜοΙ 
pro g Frischgewicht [ 4 0 ] ) , für deren s c h n e l l e Änderungen die 
Prolinoxidaseaktivitäten i n der Leber b e i weitem ausreichen 
(1.25 μΜοΙ/min/gFrischgewicht [ 4 2 ] ) . 

Weiterhin i s t eine Regulation der Proteinsynthese i n den 
Mitochondrien denkbar auf dem T r a n s l a t i o n s s c h r i t t durch d ie 
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K o n t r o l l e der mitochondrialen transfer-RNA und der mito­
chondrialen Aminoacyl-t-RNA-Synthetasen. Der Syntheseort der 
mitochondrialen t-ENA s o l l nach e i n e r neuen A r b e i t n i c h t i n 
den Mitochondrien l i e g e n [ 9 9 ] . 

Eine l e t z t e Möglichkeit der Regulation wäre noch auf der 
Stufe des f e r t i g e n P r o t e i n s zu suchen. Wenn die Verhältnisse 
der strukturbildenden Proteine zueinander i n der Innenmem­
bran e i n e r Mitoobondrienspezies n i c h t konstant s i n d , wie es 
für das Phospholipid/Protein Verhältnis gezeigt worden i s t 
[ 1 0 0 ] , könnte eine u n t e r s c h i e d l i c h e Zusammensetzung der Mem­
bran auf der B a s i s der strukturbildenden Proteine d i e 
Permeabilitäten r e g u l i e r e n und damit die mitochondrialen 
Konzentrationen der beschriebenen Parameter. 
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Zusammenfassung 

I s o l i e r t e R a t t e n l e b e r - und Locustenflugmuskelmitochon-
d r i e n b e s i t z e n d ie Fähigkeit, r a d i o a k t i v e Aminosäuren i n 
i h r P r o t e i n einzubauen. 

Die r a d i o a k t i v e n Aminosäuren werden i n das Innere von 
Peptidketten eingebaut. Das Syntheseprodukt i s t a s s o z i ­
i e r t mit den unlöslichen mitochondrialen Membranproteinen. 
S i n Einbau i n die löslichen Proteine der Mitochondrien 
f i n d e t innerhalb der Fehlergrenzen der Methode n i c h t s t a t t . 

E i n s i g n i f i k a n t e r B e i t r a g zum Einbau durch kontaminierende 
Mikrosomen oder Bakterien kann ausgeschlossen werden. 

Der Einbau i s t abhängig von der Anwesenheit und von der 
Konzentration von Kofaktoren im Incubationsmedium. 

Die optimalen Konzentrationen sind u n t e r s c h i e d l i c h für 
die beiden Mitochondrientypen. Die Unterschiede l a s s e n 
s i c h zum größten T e i l aus der verschiedenen Beschaffen­
h e i t von beiden Typen erklären. 

Die Zugabe e i n e s kompletten Aminosäurengemisches s t i m u l i e r t 
den Einbau beträchtlich. Für Rattenlebermitochondrien 
läßt s i c h zeigen, daß für diese Steigerung nur die 
folgenden Aminosäuren v e r a n t w o r t l i c h s i n d : Alanin, 
Leucin, I s o l e u c i n , Methionin, P r o l i n , S e r i n und V a l i n . 
A l l e anderen können aus dem Gemisch weggelassen werden, 
ohne daß s i c h der Einbau verändert. 

Die Fähigkeit der i s o l i e r t e n Mitochondrien zur P r o t e i n ­
synthese i s t abhängig von der I n t a k t h e i t der mitochon­
d r i a l e n Innenmembran. Die physiologische D i s p o s i t i o n der 
Mitochondrien - A l t e r und endokriner S t a t u s der T i e r e , aus 
denen die Mitochondrien i s o l i e r t werden - s p i e l t eine 
R o l l e . 

Die Energie für den Einbau wird i n Form von ATP zur Ver­
fügung g e s t e l l t . Dieses kann aus der o x i d a t i v e n 
Phosphorylierung der Mitochondrien s e l b s t stammen, oder 
kann auch zum T e i l von außen zur Verfügung g e s t e l l t 
werden (Rattenlebermitochondrien). 
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Die V/irkung von Hemmsubstanzen weist auf eine Ähnlich­
k e i t im Mechanismus von mitochondrialer und cytoplasma-
t i s c h - r i b o s o m a l e r Proteinbiosynthese h i n . S i e wird j e ­
doch beeinflußt durch die Permeabilitätsschranken der 
mitochondrialen Membranen. 

Die i n v i t r o Syntheserate e r r e i c h t d i e i n vivo Rate 
n i c h t , l i e g t aber i n v e r g l e i c h b a r e n Dimensionen. 

Innerhalb der Fehlergrenze f i n d e t s i c h sämtliche einge­
baute Radioaktivität i n der inneren Membran von Ratten­
lebermitochondrien . 

Mitochondrien ohne Außenmembran sind i n der Lage, r a d i o ­
a k t i v e Aminosäuren einzubauen und d i e s zu einem höheren 
Ausmaß a l s Mitochondrien mit Aussenmembran. Das mitochon­
d r i a l e ProteinbioSynthesesystem i s t für die Synthese von 
Innenmembranproteinen v e r a n t w o r t l i c h . 

I n der Innenmembran f i n d e t s i c h eine w e s e n t l i c h geringere 
Konzentration an strukturgebundener RNA a l s i n der Außen­
membran. Es kann geschlossen werden, daß nur die RNA der 
mitochondrialen Innenmembran an der mitochondrialen 
Proteinbiosynthese b e t e i l i g t i s t . 

Im Zusammenhang mit Befunden über die Zusammensetzung 
von Außen- und Innenmembran, deren enzymatische Aus­
stattung und über die In h i b i e r u n g der mitochondrialen 
Proteinbiosynthese i n i n t a k t e n H e f e z e l l e n wird die Hypo­
these d i s k u t i e r t , daß das mitochondriale P r o t e i n b i o s y n ­
thesesystem n i c h t zur Synthese der Proteine der mitochon­
d r i a l e n Außenmembran befähigt i s t , sondern daß diese vom 
cytoplasmatisch-ribosomalen Proteinsynthesesystem ge­
b i l d e t wird und vom endoplasmatischen Retikulum abstammt. 
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8. V e r z e i c h n i s der Abkürzungen 
I 

ATP - Adenosin - 5 '-triphosphat 
ADP - Adenosin - 5 '-diphosphat 
ai.;p - Adenosin-5 1-monophosphat 

GTP - C y t i d i n - 5 ' - t r i p h o s p h a t 
GTP - Guanosin- 5 '-triphosphat 
UTP - U r i d i n - 5 1 - t r i p h o s p h a t 
DNA - Desoxyribonucleinsäure 
RNA - Ribonucleinsäure 

m- RNA - Ivlessenger-Ribonucleinsäure 
r - RNA - Ribosomale Ribonucleinsäure 
t - RNA - Transfer-Ribonucleinsäure 

Aminosäuren 

a l a - A l a n i n l e u - L e u c i n 
arg - A r g i n i n i l e u - I s o l e u c i n 
asp - Asparaginsäure l y s - Lys i n 
asp NH2- Asparagin met - L-ethionin 
cys - Oystin pro - P r o l i n 
cys Sil — C y s t e i n opro - Gxyprolin 
glu - Glutaminsäure ser - o e r i n 
glu NH2- Glutamin threo - Jhreonin 
giy G l y c i n t r y - Tryptophan 
h i s - H i s t i d i n t y r - T y r o s i n 

v a l - Val i n 

ASG/R - Aminosäurengemisch für 
Rattenlebermitochondrien 

ASG/L - Aminos'Jurengemisch für 
Locustenmitochondrien 

Substrate 

aGP - a-Glycerophosphat 
otKG - oc-Ketoglutarat 
PEP - Phosphoenolpyruvat 
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Enzyme 

ATPase - Adenosin-5 '-triphosphatase 
GluDH - Glutamatdehydrogenase 
HK - Hexokinase 
MAO - Monoaminooxidase 
MDH - Malatdehydrogenäse 
PK - Pyruvatkinase 
RNASE - Ribonuclease 
SDH - Succinat-Cytochrom-c-Reduktase 

Sonstige Abkürzungen 

GAP - Chloramphenicol 
DNP - Dinitrophenol 
SMA - Sucrosemedium mit Albumin 
TCA - Trichloressigsäure 
TRA - Triäthanolamin 
TRIS - Trishydroxymethylaminomethan 


