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RNA aus Mitochondrien des Thoraxmuskels von Locusta migratoria 

W A L T E R K L E I N O W u n d W A L T E R N E U P E R T 

Institut für Physiologische Chemie und Physikalische Biochemie der Universität München 

(Lehrstuhl Prof. Dr. Th. Bücher) 

(Der Schriftleitung zugegangen am 17. August 1970) 

Zusammenfassung: D u r c h Polyacrylamid-Gelelek-
t rophorese w i r d R N A aus Thoraxmuske ln v o n Lo­
custa migratoria i n sieben unterschiedliche Banden 
aufgetrennt . D a v o n k ö n n e n zwei der cytosolischen 
und m i t o c h o n d r i a l e n T r a n s f e r - R N A ( C - t R N A und 
M - t R N A ) zugeordnet werden. Z w e i hochmoleku ­
lare R N A - B a n d e n ( C i und C 2 ) m i t M o l e k u l a r ­
gewichten v o n 1,5 u n d 0,7 x 10 6 stellen cytosolisch-
r ibosomale R N A dar . Eine Bande m i t einem M o l e ­
ku l a rgewich t v o n ca. 4 x 10 4 entspricht der cytoso-
l i sch- r ibosomalen 5 S - R N A . Zwei weitere R N A -

Species ( M i und M-z) werden in der M i t o c h o n d r i e n ­
f r a k t i o n angereichert, wenn die F r a k t i o n i e r u n g des 
Thoraxmuske l s in M e d i e n m i t niedr igen Magne­
s ium- u n d hohen E D T A - K o n z e n t r a t i o n e n erfolgt . 
I n M i t o c h o n d r i e n f r a k t i o n e n , die du rch Grad ien ten-
zent r i fugat ion m i t hohen E D T A - K o n z e n t r a t i o n e n 
gereinigt w o r d e n s ind, treten a u ß e r M - t R N A i m 
wesentlichen n u r diese beiden Banden auf. Ih re 
Moleku la rgewich te betragen 0,52 u n d 0,25 x 10 6 . Es 
w i r d d i sku t ie r t , d a ß sie wahrscheinl ich der R N A 
aus m i t o c h o n d r i a l e n Ribosomen entsprechen. 

Summary: RNA from the mitochondria of the thorax 
muscle of Locusta migratoria. R N A f r o m the thorax 
muscle o f Locusta migratoria was separated in to 
seven different bands by Polyacrylamide gel electro­
phoresis. T w o o f these bands corresponded to the 
cytosol and m i t o c h o n d r i a l transfer R N A ( C - t R N A 
and M - t R N A ) . T w o bands o f high molecular weight 
R N A ( C i and C 2 , m o l . w t . 1.5 and 0.7 x 10 6) corre­
sponded to cy toso l - r ibosomal R N A . One band, o f 
m o l . w t . about 4 x l 0 4 , corresponded to cytosol-

r ibosomal 5 S - R N A . T w o fur ther R N A species ( M i 
and M2) accumulate i n the m i t o c h o n d r i a l f rac t ion 
in media w i t h l o w magnesium and h igh E D T A con­
centrat ions. These t w o bands, together w i t h 
M - t R N A , were usual ly the on ly bands that appear­
ed in m i t o c h o n d r i a l fractions pur i f ied by gradient 
cent r i fugat ion w i t h h igh concentra t ions o f E D T A . 
Their molecula r weights are 0.52 and 0.25 x 10 6 . 
They p r o b a b l y represent R N A f r o m the m i t o c h o n ­
dr ia l r ibosomes. 

Postanschrift: D r . W . K L E I N O W , Dr. W . NEUPERT, D-8 München 15, Goe thes t r aße 33 . 

Enzyme: 

Desoxyribonuclease, Desoxyribonucleat-Oligonucleotid-Hydrolase ( E C 3 . 1 . 4 . 5 ) 

Glycerinphosphat-Dehydrogenase, L-Glycerin-3-phosphat:(Akzeptor)-Oxidoreduktase ( E C 1 .1 .99 .5) 

Ribonuclease, Ribonucleat-Pyrimidinnucleotid-2'-Transferase (zyklisierend) ( E C 2 . 7 . 7 . 1 6 ) 

Subtilopeptidase A ( E C 3 . 4 . 4 . 1 6 ) 

Succinat-Dehydrogenase, Succinat:(Akzeptor)-Oxidoreduktase ( E C 1 .3 .99 .1 ) . 

Abkürzungen: s. Legende zu Abb. 1. 
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F ü r eukaryote M i k r o o r g a n i s m e n , wie Hefe u n d 
Neurospora, konn te die Existenz eines au tonomen 
Proteinsynthesesystems i n den M i t o c h o n d r i e n be­
wiesen w e r d e n 1 - 5 . Bei h ö h e r e n Organismen dagegen 
ist der Nachweis eines solchen Systems in den M i t o ­
chond r i en bisher nur u n v o l l k o m m e n gelungen. 
Z w a r konnte spezifisch mi tochond r i a l e D N A in den 
meisten untersuchten Species aufgefunden werden, 
j e d o c h fehlen ü b e r z e u g e n d e Nachweise wich t ige r 
K o m p o n e n t e n eines eigenen Proteinsystems; ins­
besondere ist die Existenz v o n mi tochondr i a l en 
R ibosomen in h ö h e r e n Organismen nicht unbe­
s t r i t t en 6 . 

Isolierte M i t o c h o n d r i e n v o n Locusta migrator ia 
bauen A m i n o s ä u r e n in ihre M e m b r a n p r o t e i n e 
e i n 7 ' 8 . Dieser A m i n o s ä u r e n e i n b a u zeigt A n a l o g i e n 
zur Proteinsynthese i m Cy toso l , in Bakterien u n d 
in den M i t o c h o n d r i e n von Neurospora und L i e f e 9 " 1 3 . 
D i e A n a l o g i e n beziehen sich v o r a l lem au f die W i r k ­
samkeit v o n Stoffen wie P u r o m y c i n , C y c l o h e x i m i d 
und C h l o r a m p h e n i c o l 1 2 ' 1 4 ' 1 5 , die die Proteinsyn­
these du rch B lock ie rung der Prozesse am R i b o s o m 
beeinflussen. Besonders interessant sind in diesem 

1 H . K Ü N T Z E L u. H . N O L L , Nature [London] 215, 1340 
[1967]. 
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FE BS Letters 1, 235 [1968]. 
1 0 H . K Ü N T Z E L , FEBS Letters 4 , 140 [1969]. 
1 1 H . O . H A L V O R S O N , H . M O R I M O T O , H . A . SERAGG U . 
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Zusammenhang Untersuchungen zur Charakter i s ie ­
r u n g des Produktes des mi tochondr i a l en A m i n o ­
s ä u r e e i n b a u s . H e m m t man die cytosolische Pro te in ­
synthese in v i v o d u r c h Cyc lohex imid , so werden 
sowoh l in Neurospora als auch in Locusta r ad io ­
ak t ive A m i n o s ä u r e n n u r noch in die M i t o c h o n d r i e n 
eingebaut. Bei der Ana lyse des Mark ie rungsmus te r s 
der Proteinbanden der mi tochondr ia l en M e m b r a ­
nen m i t H i l f e der Polyacry lamid-Gele lek t rophorese 
zeigen sich a u g e n f ä l l i g e Ü b e r e i n s t i m m u n g e n z w i ­
schen beiden Organismen. Entsprechende Ergeb­
nisse werden erhal ten , wenn mark ie r te A m i n o ­
s ä u r e n in isolierte M i t o c h o n d r i e n eingebaut wer­
d e n 9 ' 1 2 ' 1 3 . 

A l l e diese Beobachtungen lassen die Suche nach 
mi tochondr i a l en R ibosomen und m i t o c h o n d r i a l e r 
R N A in h ö h e r e n Organismen aussichtsreich er­
scheinen. Ein entscheidender G r u n d für die W a h l 
v o n Locusta migrator ia als Untersuchungsobjekt 
war neben den oben angedeuteten Untersuchungs­
ergebnissen das enorme Wachs tum der M i t o c h o n ­
d r i en w ä h r e n d der A u s b i l d u n g des Flugmuskels in 
den ersten Tagen nach der I m a g i n a l h ä u t u n g 1 6 * 1 7 . 
Dies l äß t eine h ö h e r e synthetische A k t i v i t ä t des 
mi tochondr i a l en Systems und dami t eine h ö h e r e 
Z a h l der hypothetischen mi tochondr i a l en Riboso­
men erwarten als in s t a t i o n ä r e n Organen, z. B. in 
der Rattenleber. 

In der vorl iegenden A r b e i t wurde mi t H i l f e der G e l ­
elektrophorese nach R N A m i t spezifisch m i t o ­
chondr ia le r L o k a l i s a t i o n gesucht. Dazu wurde eine 
Z u o r d n u n g der i m Gesamthomogenat des Flug­
muskels beobachtbaren N u c l e i n s ä u r e s p e c i e s zu den 
verschiedenen Ze l l f rak t ionen vorgenommen. Neben 
mitochondrienspezif ischer 4 S - R N A w u r d e Jabei 
auch R N A gefunden, die aus mi tochondr i a l en 
Ribosomen stammen k ö n n t e . 
Ein Te i l der hier vorgelegten Resultate wurde a u f 
der Herbst tagung der Gesellschaft für Biologische 
Chemie 1969 in Hannove r vo rge t r agen 1 8 . 

1 3 W. K L E I N O W , W. SEBALD, W. N E U P E R T u. T H . 

BÜCHER, in N . K . B O A R D M A N et al. , 1. c A 
1 4 W. K L E I N O W , in Vorbereitung. 
1 5 W. NEUPERT, W. SEBALD, A . J. S C H W A B , A . PFVLLER 

u. T H . BÜCHER, Europ. J. Biochem. [Berlin] 1(, 585 
[1969]. 

1 6 R. W. BROSEMER, W. V O G E L L U. T H . BÜCHER Bio­

chem. Z. 338, 854 [1963]. 
1 7 T h . BÜCHER, Biochem. Soc. Symposia 25, 15 [1>65]. 
1 8 W. K L E I N O W U . W. NEUPERT, diese Z . 350. 1166 

[1969]. 
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Materia l und Methoden 

/. Präparat ion von Zellfraktionen 

Aus juvenilen Wanderheuschrecken (Locusta migratoria 
migratorioicles), I bis 7 Tage nach der I m a g i n a l h ä u t u n g , 
wurden die Thoraxmuskeln ausgeschabt und 2—4 g 
Muskel in 40 ml Homogenisationsmedium im POTTER-
ELVEHJEM-Homogenisator mit Teflonstempel homogeni­
siert. 
Das Homogenisat ionsmedium 1 9 enthielt 0,3M Saccha­
rose, lOmM Tr iä thanolamin-HCl-PufTer , p H 7,6, und 
wechselnde Konzentrat ionen an M g 2 ® und E D T A . Das 
Homogenat wurde durch ein Tuch gepreßt und entweder 
durch DifTerentialzentrifugation oder durch Gradienten-
zentrifugation in Fraktionen zerlegt. Bei der DifTeren-
tialzentrifugation wurde das Homogenat entweder bei 
10000x^ (10 min) in einen Ü b e r s t a n d und ein Sedi­
ment zerlegt, oder es wurde nach Resuspendierung die­
ses 10000 <^-Sedimentes noch einmal 10 min bei 150 xg 
zentrifugiert, so d a ß ein 350 x^-Sediment und ein Über ­
stand erhalten wurde, aus dem durch nochmaliges Zen-
trifugieren für 10 min bei 10000 x^- die Mitochondrien­
fraktion gewonnen werden konnte. 
F ü r die Gradientenzentrifugation wurde ein linearer 
Saccharosegradient verwendet (30—55% Saccharose, 
w/v in 50mM E D T A und 10mM TriäthanolaminpufTer , 
pH 7.6). 7 bis 8 m/ resuspendiertes 10000 x^-Sediment 
wurden auf einen Gradienten von 50 mV aufgetragen und 
im Spinco-Rotor SW25,2 60 m i n bei 70000 xg zentri­
fugiert. Der Becherinhalt wurde fraktioniert, indem 
durch eine Nadel im Boden des Zentrifugenbechers 
60proz. Saccha rose lösung eingepreßt wurde. 

2. Isolierung der Nucleinsäuren 

Von :len einzelnen Fraktionen wurden aliquote Teile 
(4—5 m/) mit Phenol extrahiert. Es wurden entweder 
4 i n / ?henol/Wasser 80:20 (w/w) zugesetzt oder 4 ml 
Phenolmedium nach K I R B Y 2 0 (Phenol////-Kresol/8-Hy-
drox>:hinolin/Wasser 500:70:0,5:55 w/w) und damit 
ausgeschüt te l t . Das Ausschüt te ln wurde dreimal mit 
frischem Phenol wiederholt. Zur Hemmung von Nucle-
asen wurden jedesmal ca. 300 mg Macaloid* als Suspen­
sion zugefügt. U m die Mitochondrien zu lysieren, wurde 
zum ersten Phenol a u ß e r d e m 0,5 ml 20proz. Na t r ium-
dodecylsulfat zugegeben. Nach der Phenolbehandlung 
wurde das restliche Phenol aus der wäßrigen Phase vier­
mal mit Ä t h e r extrahiert und anschl ießend wurden 
die Nucle insäuren mit 2 Volumen Äthanol in der Käl te 
ausgeallt, abzentrifugiert (10 min, lOOOOx^) und in 
50mivNaCI, p H 6,3, aufgenommen. Die Äthano l fä l lung 
wurde einmal wiederholt, um überschüssiges E D T A 
zu enfernen. 

1 9 M . K L I N G E N B E R G U . T h . BÜCHER, Biochem. Z . 331, 

312 [1959]. 
2 0 K . S . K I R B Y , Methods in Enzymol. 12/B, 87 [1968]. 
* M g J ( O H ) 2 [ S i 4 O i o ] ' w H 2 0 der Fa. Inerto Co., San 
Francisco, Calif . 

3. Gelelektrophorese 

Die gereinigten Nucle insäuren wurden in einer Flachgel­
kammer (E-C Apparatus Co.) auf ein 2,7proz. Poly-
acrylamidgel, das durch 0,5% Agarose verstärkt war, 
aufgetragen 2 1. Als Puffer wurde Tris-Borat von pH 8,3 
mit 2,5mM E D T A verwandt. Nach 2—3 h bei 200 bis 
240 V wurden die Gele mit Toluidinblau angefärbt . Den­
sitometrie^ wurde bei 546 oder 578 nm in einem für 
diesen Zweck umgebauten Eppendorf-Photometer. 

4. Enzymtests und Substratbestimmungen 

Proteinbestimmungen wurden mit der Biuretmethode, 
modifiziert nach BEISENHERZ et a l . 2 2 , durchgeführt . D ie 
Akt ivi tä ten von Succinat-Dehydrogenase und von Gly-
cerinphosphat-Oxidoreduktase wurden spektrophoto-
metrisch gemessen2 3. 
R N A wurde mit der Orcinmethode 2 4 und D N A mit der 
Indolmethode nach C E R I O T T I best immt 2 5 . 

Ergebnisse 

W i r d bei der F r a k t i o n i e r u n g des Flugmuskels ein 
M e d i u m m i t 2mM E D T A , m i t oder ohne Zusatz v o n 
10mM M g 2 ® , verwendet, so e r h ä l t m a n aus dem 
10000 x^ -Sed imen t oder aus der M i t o c h o n d r i e n ­
f r a k t i o n folgendes Bandenmuster : Neben Banden, 
die der 4S- und der 5 S - R N A aus Rattenleber ent­
sprechen, s ind zwei R N A - B a n d e n sichtbar, die ä h n ­
l ich wie die Banden der cytosol isch-r ibosomalen 
R a t t e n l e b e r - R N A wandern . Das M o l e k u l a r g e w i c h t 
w u r d e aus der Laufstrecke in der Ge le l ek t ropho­
rese, m i t R N A aus E.-cY;//-Ribosomen als S tandard , 
b e s t i m m t 2 6 ' 2 7 . Es b e t r ä g t danach 1,5 x l O 6 u n d 
0,7 x 10 6 u n d liegt demnach i m Bereich cytosol isch-
r ibosomaler R N A aus anderen l n v e r t e b r a t e n 2 8 . 
A u s dem ganzen Sediment — aber nie aus der M i t o ­
c h o n d r i e n f r a k t i o n — w i r d häuf ig eine weitere Bande 
erhal ten, die etwas vo r der langsamsten R N A -
Bande lief. Diese Bande zeigt abweichend v o n al len 

2 1 C. W. D I N G M A N u. A . C. PEACOCK, Biochemistry 

[Washington] 7, 659 [1968]. 
2 2 G. BEISENHERZ, H . J. B O L T Z E , Th . BÜCHER, R. C Z O C K , 

K . H . G A R B A D E , E. M E Y E R - A R E N D T U . G . PFLEIDERER, 

Z. Naturforsch. 8b, 555 [1953]. 
2 3 O. A R R I G O N I u. T h . P. SINGER, Nature [London] 

193, 1256 [1962]. 
2 4 E. V O L K I N U . W. E. C O H N , Method, biochem. 

Analyt . 1, 287 [1957]. 
2 5 G. C E R I O T T I , J. b iol . Chemistry 198, 297 [1952]. 
2 6 A . C. PEACOCK U . C. W. D I N G M A N , Biochemistry 

[Washington] 7, 668 [1968]. 
2 7 D . H . L . BISHOP, J. R. C L A Y B R O O K U. S. SPIEGELMAN, 

j . molecular B io l . 26, 373 [1967]. 
2 8 U . E. LOENTNG, J. molecular Biol . 38, 355 [1968]. 
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E D T A - K o n z . 10 mM 20 mM 30 mM 40 mM 50 mM 

Mol.-Gew. 

1,5 x 10 6 - -

0,7 x l O 6 — 

0,7 x l O 6 

0 ,2 , 10« 

E.-co/i-
RNA Ü b . Sed. Ü b . Sed. Üb . Sed. Ü b . Sed. Ü b . Sed. 

4,0 10 4 

2,5 x l O 4 - -

^ t M H 

T Start 

- C i 
- DNA-s 

- • C 2 

Mi 

- M 

- 5S 

C - t R N A 
M - t R N A 

A b b . 1. Elektropherogramme von R N A aus Thoraxmuskelfraktionen von Locusta tnigratoria nach H o m o ­
genisieren i n Medien verschieden hoher EDTA-Konzent ra t ion . 
Ü b . : 1 5 - m i n - 2 0 0 0 0 x £ - Ü b e r s t a n d . Sed.: 10-min-t0000x^-Sediment. 
Bezeichnung der Banden (s. auch Text): 

C i und C2 = g roße , langsamer wandernde und kleine, schneller wandernde Bande der cytosolisch-ribosomalen 
R N A ; 
M i und M2 = schneller wandernde mitochondriale RNA-Species; 

D N A - s = niedermolekulare D N A - F r a k t i o n (vgl . unten); 5S = 5S-RNA; 

C - t R N A und M - t R N A =---- cytosolische und mitochondriale t R N A . 

anderen Banden m i t T o l u i d i n b l a u eine s tark rö t ­
l iche, metachromatische F ä r b u n g , die in Wasser 
sehr ba ld v e r b l a ß t . Sie ist Ribonuclease-stabi l und 
D e s o x y i ibonuclease-empfindl ich. W i r ha l ten sie da­
her fü r eine n iedermolekulare D N A u n d bezeichnen 
sie m i t „ D N A - s " ( D N A smal l ) . 
D i e N u c l e i n s ä u r e n der ü b r i g e n Banden s ind Ribo-
nuclease-empfindlich. 
A u s dem 10000 x # - Ü b e r s t a n d kann un te r diesen 
Bedingungen weder ein Ribosomensediment noch 
R N A - B a n d e n i m G r ö ß e n b e r e i c h cy tosol i sch- r ibo-
somaler R N A erhalten werden. W e r d e n dagegen 
die F l u g m u s k e l n i n M g 2 ® - f r e i e m M e d i u m mi t 
E D T A homogenis ier t , so erscheint m i t steigenden 
E D T A - K o n z e n t r a t i o n e n (ab 20mM) R N A v o m 
cytosol isch-r ibosomalen T y p in i m m e r g r ö ß e r e n 
M e n g e n i m 10000 x ^ - Ü b e r s t a n d ( A b b . 1). Offen­
s ich t l i ch verh inder t E D T A das H ä n g e n b l e i b e n der 
cytosolischen R ibosomen an dem bei 10000 x ^ 

sedimentierbaren M a t e r i a l . Dabei scheint sich die 
kleine cytosol isch-r ibosomale Untereinhei t leichter 
a b z u l ö s e n . Die ihr entsprechende R N A - B a n d e er­
scheint bereits bei niedrigeren E D T A - K o n z e n t r a ­
t ionen i m Ü b e r s t a n d , als die aus der g r o ß e n U n t e r ­
einheit ( A b b . 2). Dies er innert an die W i r k u n g v o n 
E D T A bei der A b l ö s u n g cytosolischer Ribosomen 
v o m rauhen Re t i cu lum der Meerschwein leber 2 9 . 
Die i m Sediment bzw. in der M i t o c h o n d r i e n f r a k ­
t ion bei niedrigen E D T A - K o n z e n t r a t i o n e n auftre­
tenden r ibosomalen Banden stellen demnach Ver­
unreinigungen dieser F r a k t i o n m i t cytosolischen 
Ribosomen dar. Diese cytosol isch-r ibosomale R N A 
soll i m Folgenden m i t C i (für die g r o ß e , langsamer 
wandernde Bande) und C2 bezeichnet werden. D i e 
Behandlung m i t E D T A kann diese R N A jedoch 

2 9 D . D . S A B A T I N I , Y . TASHIRO U. G . E. PALADE, 

J. molecular Biol . 19, 503 [1966]. 
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100*1 

Abb . 2. W i r k u n g von E D T A auf das Erscheinen von cytosolisch-ribosomalen RNA-Species i m Übers tand nach 
Zentrifugation des Muskelhomogenats (15 min 20000xg) . D i e Prozentzahlen geben den Antei l der aus dem 
Ü b e r s t a n d extrahierbaren g r o ß e n (o o) bzw. kleinen ( • • ) ribosomalen R N A an der jeweils insgesamt 
extraihierbaren Menge dieser RNA-Species an. 

nicht v ö l l i g aus der M i t o c h o n d r i e n f r a k t i o n entfer­
nen. A u c h bei A n w e n d u n g v o n 100mM E D T A ble i ­
ben «etwa 1 0 — 1 5 % der gesamten cytosol isch-r ibo­
somalen R N A m i t der 10000 x^ -Sed imen t f r ak t ion 
asso2diert. 
Interessanterweise werden bei h ö h e r e n E D T A -
K o n z e n t r a t i o n e n — o p t i m a l bei 5 0 m M — i m Sedi­
ment neben diesen restlichen cytosol isch-r ibosoma­
len R N A - B a n d e n zwei weitere Banden sichtbar, die 
schneller als beide C-Banden laufen, also ein kleine­
res M o l e k u l a r g e w i c h t haben ( A b b . 1). Der K ü r z e 
halber sol len diese beiden Banden i m folgenden 
mi t M i u n d M-2 bezeichnet werden. Die g r ö ß e r e der 
beiden ( M i ) wander t etwas schneller als die kleine 
r ibosomale R N A des M a r k e r s E. coli. I h r aus der 
Laufstrecke ermit tel tes Moleku la rgewich t , bezogen 
a u f £ - c ö / / - r R N A als Standard, b e t r ä g t etwa 
520000. Das Moleku la rgewich t der R N A der 
schnelleren Bande (M2) ist demnach 250000. Der 
densi tometr isch ermit te l te A n t e i l der R N A in die­
sen beiden Banden be läuf t sich au f etwa 4 — 5 % der 
r ibosomalen oder 2 — 3 % der G e s a m t - R N A des 
Thoraxmuske l s . K o r r e l i e r t m i t dem Erscheinen die­
ser beiden Banden sind in den F rak t ionen , in denen 
sie auftreten, die Wanderungsstrecken der R N A i m 
4S-Bereich v e r l ä n g e r t . Der Unterschied entspricht, 
bezogen a u f 4S- u n d 5 S - R N A aus E. coli, M o l e ­
kulargewichten u m 2,4 x l O 4 (2,2—2,6) im Sedi­
ment g e g e n ü b e r 2,7 x 10 4 (2,6—3,0) i m Ü b e r s t a n d . 
U m zu p r ü f e n , ob für die Banden M i und M2 eine 
mi tochondr i a l e Loka l i sa t ion in Frage k o m m t , wurde 
in verschiedenen Frak t ionen der Gehal t an D N A , 

R N A u n d Pro te in bes t immt, ebenso die A k t i v i t ä t e n 
der m i t o c h o n d r i a l e n M a r k e r e n z y m e Glyce r inphos -
phat -Dehydrogenase u n d Succinat-Dehydrogenase 
(Tab . 1). D i e beiden R N A - B a n d e n M i u n d M2 er­
scheinen n u r i n Phenolextrakten aus der M i t o c h o n ­
d r i e n f r a k t i o n sowie aus dem 350 x^-Sediment , das 
neben K e r n e n u n d M u s k e l f i b r i l l e n noch eine be­
t r ä c h t l i c h e Menge M i t o c h o n d r i e n e n t h ä l t . D ie 
Haup tmenge D N A erscheint, wie zu e rwar ten , i n 
der K e r n f r a k t i o n , w ä h r e n d r u n d 8 0 % der R N A i n 
den Ü b e r s t ä n d e n der 10000- und 2 0 0 0 0 x ^ - Z e n t r i -
fugat ionen zu f inden s ind. 
Die V e r h ä l t n i s s e der A k t i v i t ä t e n von Glyce r inphos -
phat -Dehydrogenase u n d Succinat-Dehydrogenase 
zur dens i tomet r i sch bes t immten Menge R N A i n den 
M - B a n d e n s t i m m e n für die beiden F r a k t i o n e n , in 
denen sie auf t re ten , a n n ä h e r n d ü b e r e i n ; die entspre­
chenden Q u o t i e n t e n für die C-Banden derselben 
F r a k t i o n e n zeigen dagegen keine entsprechende 
Ü b e r e i n s t i m m u n g ( T a b . 2) . 
Eine wei tgehend v o n cytosolischer R N A freie M i t o ­
c h o n d r i e n f r a k t i o n e r h ä l t man , wenn das m i t 50ITIM 
E D T A p r ä p a r i e r t e 10000 x^-Sediment ( A b b . 3) 
unter Zusa tz v o n Subt i lopept idase A resuspen­
diert u n d d u r c h einen l inearen Saccharosedichte­
gradienten zentr i fugier t w i r d (s. Me thoden) . Das 
10000 x ^ - S e d i m e n t tei l t sich dabei i n vier F r a k t i o ­
nen au f : Neben einer d ü n n e n Schicht k u r z unter 
dem Auf t ragungsbere ich , die vorwiegend aus c y t o -
solischem M a t e r i a l besteht u n d einem v o l u m i n ö s e n 
Sediment erscheinen zwei getrennte Schichten m i t 
M i t o c h o n d r i e n m a t e r i a l ( A b b . 4) . Die Pos i t ionen 
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Tab. 1. Verteilung von D N A , R N A , Protein und den Enzymakt iv i tä ten von Glycerinphosphat-Dehydrog^enase 
und Succinat-Dehydrogenase, sowie der densitographisch ermittelten Menge an M-Banden- und C-Banden--RNA 
in den einzelnen Fraktionen eines mit 50ITIM E D T A präpar ier ten und durch DifTerentialzentrifugation zerliegten 
Thoraxmuskelhomogenats. 
Die Prozentangaben beziehen sich jeweils auf die Summe der Werte für die einzelnen untersuchten F rak t ionen . 

Frakt ion D N A R N A 
[mg] 

Protein Succinat-Deh. 
[mg] [IJLMOI Cyto-

chrom c redu­
ziert/min] 

Glycerin-P-Deh. 
[ ixMol Cyto-
chrom c redu­
ziert/min] 

R N A in R N A in 
M-Banden C-Bamden 

Übers t . n. 20000 xg 
(15 min) 

42 
(9,4%) 

13,3 
(59,5%) 

77 1,11 
(25,7%) (2,7%) 

2,45 
(1,8%) 

- 5460 
(63%)) 

Sedim. n. 2 0 0 0 0 x g 
(15 min) 
Übers t . n. 10000 xg 
(10 min) 

23 
(5,2%) 

4,0 
(17,8%) 

24 2,44 
(8,0%) (5,9%) 

4,95 
(3,6%) 

- 1354 
(15 ,6%) 

Mitochondrienfrakt. 
Über s t . n. 350 xg 
(10 min) 
Sedim. n. 10000x^ 
(10 min) 

2 
(0,5%) 

1,2 
(5,2%) 

50 21,5 
(16,5%) (52,8%) 

75,0 
(54,5%) 

151 377 
(4,3 %,) 

Sediment n. 350 x ^ 
(10 min) 

380 
(85 0%) 

3,9 
(17,5%) 

140 15,8 
(46,7%) (38,8%) 

55,0 
(40,0%) 

128 1445 
(16,7%,) 

Tab. 2. Relationen von mitochondrialen Enzym-Akt iv i tä ten zur Menge an M-Banden-RNA und C-Banden-RNA 
in der Mitochondrienfraktion und im 350x^-Sediment. Die Quotienten haben die Dimension [xMol Cytochrom c 
reduziert/(min x mg R N A ) . Glyc-P-Deh. = Glycerinphosphat-Dehydrogenase. Succ.-Deh. - Succinat-Dehydro­
genase. 

Glyc.-P-Deh. Glyc.-P-Deh. Succ.-Deh. Succ.-Deh. 

M-Banden-RNA C-Banden-RNA M-Banden-RNA C-Banden-RNA 

Mitochondrienfraktion 496 199 142 57 

350 x^-Sediment (10 min) 430 38 123 11 

der beiden Schichten i m Grad ien ten entsprechen 
mi t t l e r en D i c h t e n v o n 1,165 u n d 1,180 g/m/ . 
W e r d e n die beiden Mi tochondr iensch ich ten ge­
t rennt m i t Phenol extrahier t , so k a n n zwischen den 
result ierenden N u c l e i n s ä u r e p h e r o g r a m m e n ke in 
Untersch ied festgestellt werden ( A b b . 4). Das Ban­
denmuster der N u c l e i n s ä u r e n aus diesen gradienten­
gereinigten M i t o c h o n d r i e n zeigt markan te U n t e r ­
schiede g e g e n ü b e r dem aus dem aufgetragenen Sedi­
ment der vorausgegangenen differentiellen Z e n t r i -
fuga t ion ( A b b . 3). 

Die quant i ta t iven V e r h ä l t n i s s e der Banden i n den 
verschiedenen F rak t i onen wurden durch Dens i to ­
metrie der m i t T o l u i d i n b l a u g e f ä r b t e n Gele er­
mi t te l t ( A b b . 5). 
Die Banden C i u n d C2 s ind in den gradienten­
gereinigten M i t o c h o n d r i e n bis au f geringe Reste 
verschwunden, d a f ü r s ind die M - B a n d e n stark an­
gereichert ( A b b . 5 d ) . Eine Bande i m 4S-Bereich 
sowie die Bande M i sind die s t ä r k s t e n Banden in 
diesem E lek t rophe rogramm. D i e Bande M i stellt 
etwa 3 5 % der gesamten R N A dieser F r a k t i o n dar. 
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Die Blande M 2 ist weniger kons tant ausgebildet. Sie 
machi t m a x i m a l etwa 1 5 % aus. H ä u f i g spaltet sie in 
eine ! D o p p e l b ä n d e auf. D i e Bande i m 4S-Bereich 
e n t s p r i c h t r e g e l m ä ß i g 3 5 — 4 0 % der G e s a m t - R N A . 
Ihre ^vVanderungsstrecke unterscheidet sich deut l ich 
v o n der Wanderungsst recke der 4 S - R N A i m 
1000(0 Ü b e r s t a n d u n d entspr icht der v e r l ä n g e r ­
ten Wande rungss t r ecke i m 10000 x ^-Sediment nach 
Be ha ind lung mi t 50ITIM E D T A . Dieser Unterschied 
w i r d besonders bei E lek t rophoresen in lOproz. Gel 
s icht lbar ( A b b . 6). 
Sehr a u f f ä l l i g ist, d a ß aus dieser gereinigten M i t o ­
c h o n d r i e n f r a k t i o n nie eine 5S-Bande dargestellt 
werdien k o n n t e ( A b b . 4—6) . 

MIol . -Gew. E.coli Sed. Ü b . 

1,5 /. 10« IdÄlMi 

0,7 x 10« 

0,5 x 10« 

0,2 - 1 0 « -

4,0 x 1 0 4 -

2,5 x l O 4 -

Start 

C i 
- h DNA-s 

C2 

M i 

M 2 

5S 

4 - C- tRNA 
M - t R N A 

Abb . 3. Bandenmuster der Gelelektrophorese von N u ­
cle insäuren , die aus dem Sediment und dem Über s t and 
eines 10 m i n bei 10000 xg zentrifugiertenThoraxmuskel-
homogenats isoliert wurden. Es wurden 7 Tage alte Heu­
schrecken verwendet. Die Homogenisation erfolgte in 
Medium mit 50mM E D T A unter Zusatz von 0,5 mg Sub-
tilopeptidase A /m/ . 
Bezeichnung der Banden siehe Text und Legende zu 
A b b . 1. 

M o l . -
Gew. E. coli 

Saccharose 

60 min 70000 xg 

1 , 5 x 1 0 « ' - -

0,7 x 10« '•-

0,5 x 10'! 

0,2 x 10« -~ 

4,0 < 104 

2,5 x 104 

Start 

C i 
D N A - s 

c 2 

M i 

M 2 

5S 

M - t R N A 

A b b . 4. Bandenmuster der Gelelektrophorese von N u ­
cle insäuren, die aus den Mitochondrienfraktionen und 
aus dem Sediment einer Saccharosedichtegradienten-
zentrifugation isoliert wurden. Resuspendiertes Sedi­
ment der Zentrifugation von Abb . 3 (10 min 10000 x^) 
wurde auf den Gradienten aufgetragen und 60 m i n bei 
70000 x^ zentrifugiert. 
Bezeichnung der Banden siehe Text und Legende zu 
A b b . 1. 

A n solchen v o n cytosolischer R N A fast ganz be­
frei ten M i t o c h o n d r i e n p r ä p a r a t i o n e n s ind auch 
exakte Best immungen der Menge i n t r a m i t o c h o n d r i ­
aler R N A pro m g M i t o c h o n d r i e n p r o t e i n d u r c h ­
f ü h r b a r . De r M i t t e l w e r t für Locusta-Weibchen i m 
A l t e r von 1—8 Tagen nach der I m a g i n a l h ä u t u n g 
b e t r ä g t 4,6 dz 0,4 [xg R N A / m g Pro te in (6 P r ä p a r a ­
t ionen m i t insgesamt 113 Tieren) . 
A u s dem Gradientensediment s ind die beiden B a n ­
den C i und C2 meist gut darstellbar, daneben die 
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(59) (25) 

DNA-s 

1>S 

5S 

l?f(13) 

(35) (16) — (37) 

A b b . 5. Densitogramme der Bandenmuster der in Abb . 3 
und 4 dargestellten Gelelektrophoresen. 
Die Zahlen in Klammern geben die prozentualen Anteile 
der jeweiligen RNA-Banden an der Gesamtextinktion 
bei 578 nm der mit Toluidinblau gefärbten Gele an. 
a) R N A aus dem 10000 x ^ - Ü b e r s t a n d (cytosolische 

Frakt ion) , 

gesamte , , D N A - s " sowie 4S- u n d 5S-Bandeni und 
nur gelegentlich schwache Andeu tungen der r M -
Banden ( A b b . 4 und 5 c ) . 
Sch l i eß l i ch wurde noch die Ribonuclease-Stab3il i tät 
der verschiedenen B a n d e n g e p r ü f t . N a c h H I U M M 
u n d H U M M 3 0 sowie nach R O O D Y N 3 1 g i l t die S t a b i l i ­
t ä t g e g e n ü b e r Ribonuclease als ein K r i t e r i u n m für 
mi tochondr i a l e R N A . Das g i l t für Suspens ionen 
v o n in takten oder auch lysierten M i t o c h o n c d r i e n 
u n d steht i m Gegensatz zur R N A aus cytosolisschen 
Ribosomen. Daher w u r d e n die verschiedenen d i u r c h 
Dif fe ren t ia lzen t r i fuga t ion gewonnenen F r a k t i o n e n 
vor der Pheno lex t rak t ion zwischen 30 sec u n d 55 m i n 
bei + 4 ° C m i t 25 fxg Pankreasr ibonuclease/m/ i i n k u ­
bier t . Nach 60 sec I n k u b a t i o n s ind die beiden ( cy to ­
sol isch-r ibosomalen Banden s o w o h l i m 1000(0 y,g-
Ü b e r s t a n d als auch in der M i t o c h o n d r i e n f r a k k t i o n 
verschwunden. 

5S 

4 S 

M i t o c h o n d r i e n C y t o s o l E.co/i 

Abb. 6. 4S- und 5S-Region des Bandenmusters derr Gel­
elektrophorese von R N A aus gereinigten Mitochomdricn 
und aus der Cytosolfraktion des Thoraxmuskels sowie 
aus E.-ro/Z-Ribosomen nach A u ft rennung in KOproz. 
Polyacrylamidgel. 

b) R N A und , , D N A - s " (gestrichelte Linie) aus> dem 
lOOOOx^-Sediment, 

c) R N A und , , D N A - s " (gestrichelte Linie) aus> dem 
Sediment der Gradientenzentrifugation, 

d) R N A aus den durch Dichtegradientenzentrifugation 
gereinigten Mitochondrien. 

Bezeichnung der Banden siehe Text und Legemde zu 
Abb. 1. 

3 0 D . G. H U M M U. J . H . H U M M , Proc. nat. Acad . Sei. 

U . S . A . 55, 114 [1966]. 
3 1 D . B . R O O D Y N , in J . M . T A G E R et al. , 1. c. 7. S-. 3 8 3 . 
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D i e b e i d e n M - B a n d e n in der M i t o c h o n d r i e n f r a k ­
t i on b l e i b e n auch nach 5 m i n Ribonuclease-Einwir-
k u n g u n v e r ä n d e r t e rha l ten ( A b b . 7). A u c h wenn die 
M i t o c c h o n d r i e n v o r oder w ä h r e n d der Ribonuclease-
Beha ind lung du rch Zugabe v o n N a t r i u m d o d e c y l -
sulfatt oder U l t r a scha l l lysiert werden, bleiben diese 
Bandten n o c h nachweisbar . 

RNase RNase 
T T 

M i - %m$mm4 

M 2 -

Ü b e r s t a n d Mitochondrien- E. coli 
fraktion 

Abb . 7. W i r k u n g von Ribonuclease auf R N A in ver­
schiedenen Fraktionen des Löa/.s7«-Thoraxmuskel-
Homogenats. 
Der 2 ' 0 0 0 0 x ^ - Ü b e r s t a n d (15 min) und die Mi tochon­
drienfrakt ion wurden nach Homogenisation der Mus­
keln von 2 - 4 Tage alten Heuschrecken im Medium mit 
50mM E D T A durch differentielle Zentrifugation gewon­
nen. Jede Fraktion wurde in zwei Anteile geteilt, von 
denen jeweils einer mit Pankreas-Ribonuclease behan­
delt wurde. Unmittelbar danach wurden die Nuclein­
säuren durch Extraktion mit Phenol isoliert und auf 
2,7proz. Polyacrylamidgelelektrophoretisch aufgetrennt. 

Diskussion 

Unsere Befunde zwingen zu dem S c h l u ß , d a ß die 
m i t M i u n d M2 bezeichneten Banden i m E lek t ro -
p h e r o g r a m m sowie die m i t ihnen auftretende Bande 
i m 4S-Bereich aus den M i t o c h o n d r i e n stammen. 
D a f ü r spr icht z u n ä c h s t die Kor re l i e rba rke i t der 
A k t i v i t ä t e n der mi tochondr i a l en Markerenzyme 
Succinat-Dehydrogenase und Glycer inphosphat -

Dehydrogenase m i t der S t ä r k e der M - B a n d e n . A u c h 
die Dars te l lbarke i t der M - B a n d e n nach Behand lung 
der M i t o c h o n d r i e n f r a k t i o n m i t Ribonuclease l ie­
fert e in wichtiges A r g u m e n t für ihre m i t o c h o n d r i a l e 
H e r k u n f t . Sch l i eß l i ch sprechen die Elekt rophorese­
muster aus gradientengereinigten M i t o c h o n d r i e n 
e indeut ig für die m i tochond r i a l e L o k a l i s a t i o n der 
genannten Banden. 

Schwieriger w i r d es, die F u n k t i o n dieser m i t o c h o n ­
d r i a l lokal is ier ten R N A zu diskut ieren. Bei der 
Bande i m 4S-Bereich handel t es sich wahrsche in l ich 
u m mitochondrienspezif ische T r a n s f e r - R N A s . Sie 
unterscheiden sich d u r c h den zwar geringen, aber 
s ignif ikanten Unterschied in der mi t t le ren e l ek t ro -
phoret ischen Wanderungsgeschwindigkei t k l a r v o n 
der Popula t ion der cytosolischen t R N A . Bemer­
kenswert ist al lerdings der m i t 3 5 — 4 0 % vergleichs­
weise hohe A n t e i l dieser 4 S - R N A i m E l e k t r o p h o ­
resemuster aus den gradientengereinigten M i t o ­
chondr ien . 
Den beiden M - B a n d e n entsprechen M o l e k u l a r ­
gewichte v o n 520000 ( M i ) und 250000 ( M 2 ) . Der 
W e r t für M i liegt i m G r ö ß e n b e r e i c h der R N A aus 
der kleinen r ibosomalen Untere inhe i t aus M i t o ­
chondr i en v o n Neurospora2 oder Hefe 3 , der W e r t 
für M2 liegt weit darunter . F ü r Chlorop las ten ist 
bekannt , d a ß die R N A aus der g r o ß e n r ibosomalen 
Untere inhei t nach Behand lung m i t E D T A i n zwei 
Tei len vergleichbarer G r ö ß e e r s c h e i n t 3 2 ' 3 3 . E ine 
E r k l ä r u n g s m ö g l i c h k e i t für das e lektrophoret ische 
Bandenmuster w ä r e daher der Zer fa l l der na t iven 
R N A aus einer g r o ß e n r ibosomalen Untere inhe i t i n 
zwei S p a l t h ä l f t e n v o n gleicher G r ö ß e wie die R N A 
der kleinen r ibosomalen Untere inhei t . 
Falls dagegen die M - B a n d e n durch nat ive R N A aus 
der g r o ß e n und der kle inen Untere inhei t m i t o c h o n ­
dr ia ler Ribosomen erzeugt werden, bedeutet das, 
d a ß diese Ribosomen in ihrer S t r u k t u r b e t r ä c h t l i c h 
v o m Ribosomen typ aus Neurospora- oder Hefe-
m i t o c h o n d r i e n abweichen. So ü b e r r a s c h e n d solch 
ein Ergebnis bei den zahlreichen Ana log i en des 
A m i n o s ä u r e n e i n b a u s in die M i t o c h o n d r i e n v o n 
Locusta und Neurospora auch a n m u t e t 1 3 , deuten 
doch verschiedene Tatsachen in diese R i c h t u n g . 
Versuche, R ibosomen aus T h o r a x m u s k e l m i t o c h o n -
dr ien zu charakteris ieren, sprechen d a f ü r , d a ß diese 
Pa r t ike ln m i t ca. 60S unerwartet k le in s i n d 1 4 . H i n ­
weise au f R ibosomen oder r ibosomenar t ige P a r t i -

3 2 J. I N G L E , Plant Physiol., 43, 1448 [1968]. 
3 3 J . I N G L E , R . W E L L S , J . V . POSSINGHAM U. C . J . 

LEAVER, in N . K . B O A R D M A N et al . , 1. c.f> 
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ke in ä h n l i c h e r G r ö ß e w u r d e n auch bei Vertebraten-
m i t o c h o n d r i e n g e f u n d e n 3 4 - 3 6 , w o gleichfalls beson­
derskle ine R N A - S p e c i e s nachgewiesen w u r d e n 3 6 - 3 8 . 

3 4 M . A . A S H W E L L u . T . S. W O R K , Biochem. biophysic. 
Res. Commun. 39, 204 [1970]. 
3 5 S. P E R L M A N U. S. P E N M A N , Nature [London] 227, 

133 [1970]. 
3 6 R. F . SWANSON u. I . B . D A W I D , Proc. nat. Acad. Sei. 

U . S . A . 66, 117 [1970]. 
3 7 D . T . D U B I N u. B . S. M O N T E N C O U R T , J . molecular 

B i o l . 48, 279 [1970]. 
3 8 C. VESCO U. S. P E N M A N , Proc. nat. Acad. Sei. U.S .A. 
62, 218 [1969]. 

M ö g l i c h e r w e i s e deuten solche Ü b e r e i n s t i m m u i t n g e n 
bei sehr unterschiedlichen T i e r g r u p p e n a u f das ggene-
relle V o r k o m m e n spezifisch k le ine r R ibosomeen in 
den M i t o c h o n d r i e n h ö h e r e r Organ i smen . 

Wir danken Herrn Prof. D r . D r . h.c. THEODOR BÜÜCHER 
herzlich für zahlreiche fruchtbare Anregungen u n d i stete 
Unters tü tzung sowie F r l . H . R O T H E für ihre gewissen­
hafte und geschickte technische Assistenz. 
Diese Arbeit wurde aus M i t t e l n der D E U T S C H E N F O R ­
SCHUNGSGEMEINSCHAFT (Schwerpunkt Biochemiee der 
Morphogenese) unters tütz t . 


