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RNA aus Mitochondrien des Thoraxmuskels von Locusta migratoria
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Institut fiir Physiologische Chemie und Physikalische Biochemie der Universitit Miinchen

(Lehwstuhl Prof. Dr. Th. Biicher)

(Der Schriftleitung zugegangen am 17. August 1970)

Zusammenfassung: Durch Polyacrylamid-Gelelek-
trophorese wird RNA aus Thoraxmuskeln von Lo-
custa migratoria in sieben unterschiedliche Banden
aufgetrennt. Davon konnen zwei der cytosolischen
und mitochondrialen Transfer-RNA (C-tRNA und
M-tRNA) zugeordnet werden. Zwei hochmoleku-
lare RNA-Banden (C; und Cp) mit Molekular-
gewichten von 1,5 und 0,7 x 108 stellen cytosolisch-
ribosomale RNA dar. Eine Bande mit einem Mole-
kulargewicht von ca. 4 x 104 entspricht der cytoso-
lisch-ribosomalen 5S-RNA. Zwei weitere RNA-

Species (M1 und Ms) werden in der Mitochondrien-
fraktion angereichert, wenn die Fraktionierung des
Thoraxmuskels in Medien mit niedrigen Magne-
sium- und hohen EDTA-Konzentrationen erfolgt.
In Mitochondrienfraktionen, die durch Gradienten-
zentrifugation mit hohen EDTA-Konzentrationen
gereinigt worden sind, treten auBer M-tRNA im
wesentlichen nur diese beiden Banden auf. lhre
Molekulargewichte betragen 0,52 und 0,25 > 108. Es
wird diskutiert, daf3 sie wahrscheinlich der RNA
aus mitochondrialen Ribosomen entsprechen.

Summary: RNA from the mitochondria of the thorax
muscle of Locusta migratoria. RNA from the thorax
muscle of Locusta migratoria was separated into
seven different bands by polyacrylamide gel electro-
phoresis. Two of these bands corresponded to the
cytosol and mitochondrial transfer RNA (C-tRNA
and M-tRNA). Two bands of high molecular weight
RNA (Cj and Cz, mol. wt. 1.5 and 0.7 < 108) corre-
sponded to cytosol-ribosomal RNA. One band, of
mol. wt. about 4 104, corresponded to cytosol-

ribosomal 5S-RNA. Two further RNA species (M3
and M) accumulate in the mitochondrial fraction
in media with low magnesium and high EDTA con-
centrations. These two bands, together with
M-tRNA, were usually the only bands that appear-
ed in mitochondrial fractions purified by gradient
centrifugation with high concentrations of EDTA.
Their molecular weights are 0.52 and 0.25 > 108.
They probably represent RNA from the mitochon-
drial ribosomes.

Postanschrift: Dr. W. KLeinow, Dr. W. NEUPERT, D-8 Miinchen 15, GoethestraBBe 33.

Enzyme:

Desoxyribonuclease, Desoxyribonucleat-Oligonucleotid-Hydrolase (EC 3.1.4.5)
Glycerinphosphat-Dehydrogenase, L-Glycerin-3-phosphat: (Akzeptor)-Oxidoreduktase (EC 1.1.99.5)
Ribonuclease, Ribonucleat-Pyrimidinnucleotid-2’-Transferase (zyklisierend) (EC 2.7.7.16)

Subtilopeptidase A (EC 3.4.4.16)

Succinat-Dehydrogenase, Succinat:(Akzeptor)-Oxidoreduktase (EC 1.3.99.1).

Abkiirzungen: s. Legende zu Abb. 1.



1206

Fiir eukaryote Mikroorganismen, wie Hefe und
Neurospora, konnte die Existenz eines autonomen
Proteinsynthesesystems in den Mitochondrien be-
wiesen werden!—3, Bei hoheren Organismen dagegen
ist der Nachweis eines solchen Systems in den Mito-
chondrien bisher nur unvollkommen gelungen.
Zwar konnte spezifisch mitochondriale DNA in den
meisten untersuchten Species aufgefunden werden,
jedoch fehlen iliberzeugende Nachweise wichtiger
Komponenten eines eigenen Proteinsystems; ins-
besondere ist die Existenz von mitochondrialen
Ribosomen in hoheren Organismen nicht unbe-
strittenS,

Isolierte Mitochondrien von Locusta migratoria
bauen Aminosduren in ihre Membranproteine
ein”:8, Dieser Aminosiureneinbau zeigt Analogien
zur Proteinsynthese im Cytosol, in Bakterien und
inden Mitochondrien von Neurosporaund Hefe913,
Die Analogien beziehen sich vor allem auf die Wirk-
samkeit von Stoffen wie Puromycin, Cycloheximid
und Chloramphenicol!2:14.15 die die Proteinsyn-
these durch Blockierung der Prozesse am Ribosom
beeinflussen. Besonders interessant sind in diesem

L H. KUNTZEL u. H. NoLL, Nature [London] 215, 1340
[1967].

2 M. R. RifkIN, D. D. Woop u. D. J. L. Luck, Proc.
nat. Acad. Sci. U.S.A. 58, 1025 [1967].

3 W. J. STEGEMAN, S. C. CoopER u. C. J. AVERS, Bio-
chem. biophysic. Res. Commun. 39, 69 [1970].

4 C. A. Buck u. M. M. K. Nass, Proc. nat. Acad. Sci.
U.S.A. 60, 1045 [1968].

5 W. E. BARNETT, D. H. BROwN u. J. L. EPPLER, Proc.
nat. Acad. Sci. U.S.A. 57, 1775 [1967].

6 G. ATTARDI, B. ATTARDI, B. STORRIE, L. MATTOCCIA,
M. LEDERMAN u. Y. ALoni, in N. K. BOARDMAN,
A. W. LINNANE u. R. M. SmiLLIE: Autonomy and Bio-
genesis of Mitochondria and Chloroplasts, by North-
Holland Publ. Comp., Amsterdam 1970, in press.

7 U. BRONSERT u. W. NEUPERT, in J. M. TAGER, S. PAPA,
E. QuaGLIiarIELLO u. E. C. SLATER: Regulation of
Metabolic Processes in Mitochondria, p. 426, Elsevier,
Amsterdam 1966.

8 W. NEuPERT, D. BrRDICZKA u. W. SEBALD, in E. C.
SLATER, J. M. TAGER, S. PaPA u. E. QUAGLIARIELLO:
Biochemical Aspects of the Biogenesis of Mitochondria,
p. 395, Adriatica Ed., Bari 1968.

9 W. SEBALD, TH. BUCHER, B. OLBRICH u. F. KAUDEWITZ,
FEBS Letters 1, 235 [1968].

10 H. KUNTzEL, FEBS Letters 4, 140 [1969).

11 H. O. HALVORSON, H. MoRrIMOTO, H. A. SERAGG u.
I. NEKKORODIEFF, in N. K. BoARDMAN et al., 1. c.6.

12 W. SeBALD, TH. HOFSTOTTER, D. HACKER u. TH.
BUcHeR, FEBS Letters 2, 177 [1969].
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Zusammenhang Untersuchungen zur Charakterisie-
rung des Produktes des mitochondrialen Amino-
sdureeinbaus. Hemmt man die cytosolische Protein-
synthese in vivo durch Cycloheximid, so werden
sowohl in Neurospora als auch in Locusta radio-
aktive Aminosduren nur noch in die Mitochondrien
eingebaut. Bei der Analyse des Markierungsmusters
der Proteinbanden der mitochondrialen Membra-
nen mit Hilfe der Polyacrylamid-Gelelektrophorese
zeigen sich augenfillige Ubereinstimmungen zwi-
schen beiden Organismen. Entsprechende Ergeb-
nisse werden erhalten, wenn markierte Amino-
sduren in isolierte Mitochondrien eingebaut wer-
den912.13,

Alle diese Beobachtungen lassen die Suche nach
mitochondrialen Ribosomen und mitochondrialer
RNA in hoheren Organismen aussichtsreich er-
scheinen. Ein entscheidender Grund fiir die Wahl
von Locusta migratoria als Untersuchungsobjekt
war neben den oben angedeuteten Untersuchungs-
ergebnissen das enorme Wachstum der Mitochon-
drien wihrend der Ausbildung des Flugmuskels in
den ersten Tagen nach der Imaginalhdutung!6-17.
Dies l4Bt eine hohere synthetische Aktivitdt des
mitochondrialen Systems und damit eine hohere
Zahl der hypothetischen mitochondrialen Riboso-
men erwarten als in stationdren Organen, z. B. in
der Rattenleber.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe der Gel-
elektrophorese nach RNA mit spezifisch mito-
chondrialer Lokalisation gesucht. Dazu wurde eine
Zuordnung der im Gesamthomogenat des Flug-
muskels beobachtbaren Nucleinsidurespecies zu den
verschiedenen Zellfraktionen vorgenommen. Neben
mitochondrienspezifischer 4S-RNA wurde Jabei
auch RNA gefunden, die aus mitochondrialen
Ribosomen stammen konnte.

Ein Teil der hier vorgelegten Resultate wurds auf
der Herbsttagung der Gesellschaft fiir Biologische
Chemie 1969 in Hannover vorgetragenl8,

13 W. Kreinow, W. SEBALD, W. NEUPERT u TH.
BUCHER, in N. K. BOARDMAN et al., 1. ¢.6.

14 W, KLeiNow, in Vorbereitung.

15 W. NEuPERT, W. SEBALD, A. J. SCHWAB, A. PFALLER
u. TH. BUcHER, Europ. J. Biochem. [Berlin] 1¢, 585
[1969].

16 R. W. BROSEMER, W. VOGELL u. TH. BUCHER Bio-
chem. Z. 338, 854 [1963].

17 Th. BUCHER, Biochem. Soc. Symposia 25, 15 [1765].
18 W, Kreinow u. W. NEUPERT, diese Z. 350. 1166
[1969].
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Material und Methoden

1. Préiiparation von Zellfraktionen

Aus juvenilen Wanderheuschrecken (Locusta migratoria
migratorioides), 1 bis 7 Tage nach der Imaginalhidutung,
wurden die Thoraxmuskeln ausgeschabt und 2—4 g
Muskel in 40 m/ Homogenisationsmedium im POTTER-
ELVEHJEM-Homogenisator mit Teflonstempel homogeni-
siert.

Das Homogenisationsmedium!? enthielt 0,3m Saccha-
rose, 10mm Tridthanolamin-HCI-Puffer, pH 7,6, und
wechselnde Konzentrationen an Mg2® und EDTA. Das
Homogenat wurde durch ein Tuch gepre3t und entweder
durch Differentialzentrifugation oder durch Gradienten-
zentrifugation in Fraktionen zerlegt. Bei der Differen-
tialzentrifugation wurde das Homogenat entweder bei
10000 > g (10 min) in einen Uberstand und ein Sedi-
ment zerlegt, oder es wurde nach Resuspendierung die-
ses 10000 < g-Sedimentes noch einmal 10 min bei 350 x g
zentrifugiert, so daB ein 350 x g-Sediment und ein Uber-
stand erhalten wurde, aus dem durch nochmaliges Zen-
trifugieren fiir 10 min bzi 10000 x g die Mitochondrien-
fraktion gewonnen werden konnte.

Fir die Gradientenzentrifugation wurde ein linearer
Saccharosegradient verwendet (30—559% Saccharose,
w/v in 30mm EDTA und 10mm Tridthanolaminpuffer,
pH 7.6). 7 bis 8 m/ resuspendiertes 10000 > g-Sediment
wurden auf einen Gradienten von 50 m/ aufgetragen und
im Srinco-Rotor SW 25,2 60 min bei 70000 X g zentri-
fugiert. Der Becherinhalt wurde fraktioniert, indem
durch eine Nadel im Boden des Zentrifugenbechers
60proz. Saccharoselosung eingepret wurde.

2. Isolierung der Nucleinséiuren

Von den einzelnen Fraktionen wurden aliquote Teile
(4—5m/) mit Phenol extrahiert. Es wurden entweder
4 m/ ?henol/Wasser 80:20 (w/w) zugesetzt oder 4 m/
Phenclmedium nach Kirey20 (Phenol/m-Kresol/8-Hy-
droxy:hinolin/Wasser 500:70:0,5:55 w/w) und damit
ausgeschiittelt. Das Ausschiitteln wurde dreimal mit
frisch:m Phenol wiederholt. Zur Hemmung von Nucle-
asen vurden jedesmal ca. 300 mg Macaloid* als Suspen-
sion zugefiigt. Um die Mitochondrien zu lysieren, wurde
zum ersten Phenol auBBerdem 0,5 m/ 20proz. Natrium-
dodecylsulfat zugegeben. Nach der Phenolbehandlung
wurde das restliche Phenol aus der wiBrigen Phase vier-
mal mit Ather extrahiert und anschlieBend wurden
die Nucleinsduren mit 2 Volumen Athanol in der Kilte
ausgellt, abzentrifugiert (10 min, 10000x g) und in
50mw~ NaCl, pH 6,3, aufgenommen. Die Athanolfillung
wurde einmal wiederholt, um {iberschiissiges EDTA
zu enfernen.

19 M. KLINGENBERG u. Th. BUcHER, Biochem. Z. 331,
312 [1959].

20 K. S. KirBY, Methods in Enzymol. 12/B, 87 [1968].
* Mgy(OH)2 [SigOj0] > #n HaO der Fa. Inerto Co., San
Frandsco, Calif.
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3. Gelelektrophorese

Die gereinigten Nucleinsduren wurden in einer Flachgel-
kammer (E-C Apparatus Co.) auf ein 2,7proz. Poly-
acrylamidgel, das durch 0,59 Agarose verstiarkt war,
aufgetragenl. Als Puffer wurde Tris-Borat von pH 8,3
mit 2,5mM EDTA verwandt. Nach 2—3 h bei 200 bis
240 V wurden die Gele mit Toluidinblau angefarbt. Den-
sitometriert wurde bei 546 oder 578 nm in einem fir
diesen Zweck umgebauten Eppendorf-Photometer.

4. Enzymtests und Substratbestimmungen

Proteinbestimmungen wurden mit der Biuretmethode,
modifiziert nach BEISENHERZ et al.22, durchgefiihrt. Die
Aktivititen von Succinat-Dehydrogenase und von Gly-
cerinphosphat-Oxidoreduktase wurden spektrophoto-
metrisch gemessen23.

RNA wurde mit der Orcinmethode?? und DNA mit der
Indolmethode nach CERIOTTI bestimmt23,

Ergebnisse

Wird bei der Fraktionierung des Flugmuskels ein
Medium mit 2mm EDTA, mit oder ohne Zusatz von
10mM Mg2® verwendet, so erhdlt man aus dem
10000 < g-Sediment oder aus der Mitochondrien-
fraktion folgendes Bandenmuster: Neben Banden,
die der 4S- und der 5S-RNA aus Rattenleber ent-
sprechen, sind zwei RNA-Banden sichtbar, die 4hn-
lich wie die Banden der cytosolisch-ribosomalen
Rattenleber-RNA wandern. Das Molekulargewicht
wurde aus der Laufstrecke in der Gelelektropho-
rese, mit RNA aus E.-coli-Ribosomen als Standard,
bestimmt26:27. Es betrigt danach 1,5310% und
0,7 x 108 und liegt demnach im Bereich cytosolisch-
ribosomaler RNA aus anderen Invertebraten2s.

Aus dem ganzen Sediment — aber nie aus der Mito-
chondrienfraktion — wird haufig eine weitere Bande
erhalten, die etwas vor der langsamsten RNA-
Bande lief. Diese Bande zeigt abweichend von allen

21 C. W. DINGMAN u. A. C. Peacock, Biochemistry
[Washington] 7, 659 [1968].

22 G. BEISENHERZ, H. J. BoL1zE, Th. BUCHER, R. CzOCK,
K. H. GARBADE, E. MEYER-ARENDT u. G. PFLEIDERER,
Z. Naturforsch. 8b, 555 [1953].

23 O. ARRIGONI u. Th. P. SINGER, Nature [London]
193, 1256 [1962].

24 E. VoLkiN u. W. E. ConN, Method. biochem.
Analyt. 1, 287 [1957].

25 G. CERIOTTL, J. biol. Chemistry 198, 297 [1952].

26 A, C. Peacock u. C. W. DINGMAN, Biochemistry
[Washington] 7, 668 [1968].

27 D. H. L. Bistop, J. R. CLAYBROOK u. S. SPIEGELMAN,
J. molecular Biol. 26, 373 [1967].

28 U. E. LoeNING, J. molecular Biol. 38, 355 [1968].
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Abb. I.

Elektropherogramme von RNA aus Thoraxmuskelfraktionen von Locusta migratoria nach Homo-

genisieren in Medien verschieden hoher EDTA-Konzentration.
Ub.: 15-min-20000 x g-Uberstand. Sed.: 10-min-10000 x g-Sediment.

Bezeichnung der Banden (s. auch Text):

C1und C2 = groBe, langsamer wandernde und kleine,

RNA;

schneller wandernde Bande der cytosolisch-ribosornalen

M und Ms == schneller wandernde mitochondriale RNA-Species;
DNA-s = niedermolekulare DNA-Fraktion (vgl. unten); 55 = 5S-RNA;
C-tRNA und M-tRNA == cytosolische und mitochondriale tRNA.

anderen Banden mit Toluidinblau eine stark rot-
liche, metachromatische Féarbung, die in Wasser
sehr bald verblaBt. Sie ist Ribonuclease-stabil und
Desoxyribonuclease-empfindlich. Wir halten sie da-
her fiir eine niedermolekulare DNA und bezeichnen
sie mit ,,DNA-s** (DNA small).

Die Nucleinsiuren der iibrigen Banden sind Ribo-
nuclease-empfindlich.

Aus dem 10000 x g-Uberstand kann unter diesen
Bedingungen weder ein Ribosomensediment noch
RNA-Banden im GroéfBenbereich cytosolisch-ribo-
somaler RNA erhalten werden. Werden dagegen
die Flugmuskeln in Mg2®-freiem Medium mit
EDTA homogenisiert, so erscheint mit steigenden
EDTA-Konzentrationen (ab 20mm) RNA vom
cytosolisch-ribosomalen Typ in immer groBeren
Mengen im 10000 x g-Uberstand (Abb. 1). Offen-
sichtlich verhindert EDTA das Hingenbleiben der
cytosolischen Ribosomen an dem bei 10000 x g

sedimentierbaren Material. Dabei scheint sich die
kleine cytosolisch-ribosomale Untereinheit leichter
abzulosen. Die ihr entsprechende RNA-Bande er-
scheint bereits bei niedrigeren EDTA-Konzentra-
tionen im Uberstand, als die aus der groen Unter-
einheit (Abb. 2). Dies erinnert an die Wirkung von
EDTA bei der Abldsung cytosolischer Ribosomen
vom rauhen Reticulum der Meerschweinleber2®.
Die im Sediment bzw. in der Mitochondrienfrak-
tion bei niedrigen EDTA-Konzentrationen auftre-
tenden ribosomalen Banden stellen demnach Ver-
unreinigungen dieser Fraktion mit cytosolischen
Ribosomen dar. Diese cytosolisch-ribosomale RNA
soll im Folgenden mit C; (fur die groBe, langsamer
wandernde Bande) und Cz bezeichnet werden. Die
Behandlung mit EDTA kann diese RNA jedoch

29 D. D. SaBaTini, Y. TasHiRO u. G. E. PALADE,
J. molecular Biol. 19, 503 [1966].
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Abb. 2. Wirkung von EDTA auf das Erscheinen von cytosolisch-ribosomalen RNA-Species im Uberstand nach
Zentrifugation des Muskelhomogenats (15 min 20000 xg). Die Prozentzahlen geben den Anteil der aus dem
Uberstand extrahierbaren groBen (o---c) bzw. kleinen (e——@) ribosomalen RNA an der jeweils insgesamt

extrathierbaren Menge dieser RNA-Species an.

nicht vollig aus der Mitochondrienfraktion entfer-
nen. Auch bei Anwendung von 100mm EDTA blei-
ben ectwa 10—159%; der gesamten cytosolisch-ribo-
somalen RNA mit der 10000 - g-Sedimentfraktion
assoziiert.

Interessanterweise werden bei hdheren EDTA-
Konzentrationen — optimal bei SOmmM — im Sedi-
ment neben diesen restlichen cytosolisch-ribosoma-
len RNA-Banden zwei weitere Banden sichtbar, die
schneller als beide C-Banden laufen, also ein kleine-
res Molekulargewicht haben (Abb. 1). Der Kiirze
halber sollen diese beiden Banden im folgenden
mit Mj und Ms» bezeichnet werden. Die groB3ere der
beiden (M) wandert etwas schneller als die kleine
ribosomale RNA des Markers E. coli. Thr aus der
Laufstrecke ermitteltes Molekulargewicht, bezogen
auf E.-coli-rRNA als Standard, betrigt etwa
520000. Das Molekulargewicht der RNA der
schnelleren Bande (Mg) ist demnach 250000. Der
densitometrisch ermittelte Anteil der RNA in die-
sen beiden Banden belduft sich auf etwa 4—59/ der
ribosomalen oder 2—39% der Gesamt-RNA des
Thoraxmuskels. Korreliert mit dem Erscheinen die-
ser beiden Banden sind in den Fraktionen, in denen
sie auftreten, die Wanderungsstrecken der RNA im
4S-Bereich verldngert. Der Unterschied entspricht,
bezogen auf 4S- und 5S-RNA aus E. coli, Mole-
kulargewichten um 24> 104 (2,2—2,6) im Sedi-
ment gegeniiber 2,7 104 (2,6—3,0) im Uberstand.
Um zu priifen, ob fiir die Banden M; und Mg eine
mitochondriale Lokalisation in Fragekommt, wurde
in verschiedenen Fraktionen der Gehalt an DNA,

RNA und Protein bestimmt, ebenso die Aktivitdten
der mitochondrialen Markerenzyme Glycerinphos-
phat-Dehydrogenase und Succinat-Dehydrogenase
(Tab. 1). Die beiden RNA-Banden M; und Ms er-
scheinen nur in Phenolextrakten aus der Mitochon-
drienfraktion sowie aus dem 350 x g-Sediment, das
neben Kernen und Muskelfibrillen noch eine be-
trichtliche Menge Mitochondrien enthilt. Die
Hauptmenge DNA erscheint, wie zu erwarten, in
der Kernfraktion, wihrend rund 80 % der RNA in
den Uberstinden der 10000- und 20000 x g-Zentri-
fugationen zu finden sind.

Die Verhiltnisse der Aktivitidten von Glycerinphos-
phat-Dehydrogenase und Succinat-Dehydrogenase
zur densitometrisch bestimmten Menge RNA in den
M-Banden stimmen fiir die beiden Fraktionen, in
denen sie auftreten, annihernd iiberein; die entspre-
chenden Quotienten fiir die C-Banden derselben
Fraktionen zeigen dagegen keine entsprechende
Ubereinstimmung (Tab. 2).

Eine weitgehend von cytosolischer RNA freie Mito-
chondrienfraktion erhilt man, wenn das mit SOmm
EDTA priparierte 10000 x g-Sediment (Abb. 3)
unter Zusatz von Subtilopeptidase A resuspen-
diert und durch einen linearen Saccharosedichte-
gradienten zentrifugiert wird (s. Methoden). Das
10000 » g-Sediment teilt sich dabei in vier Fraktio-
nen auf: Neben einer diinnen Schicht kurz unter
dem Auftragungsbereich, die vorwiegend aus cyto-
solischem Material besteht und einem volumindsen
Sediment erscheinen zwei getrennte Schichten mit
Mitochondrienmaterial (Abb. 4). Die Positionen
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Tab. 1. Verteilung von DNA, RNA, Protein und den Enzymaktivititen von Glycerinphosphat-Dehydrogzenase
und Succinat-Dehydrogenase, sowie der densitographisch ermittelten Menge an M-Banden- und C-Banden-:RNA
in den einzelnen Fraktionen eines mit 5S0Omm EDTA priparierten und durch Differentialzentrifugation zerllegten
Thoraxmuskelhomogenats.

Die Prozentangaben bezichen sich jeweils auf dic Summe der Werte fiir die cinzelnen untersuchten Frakticonen.

Fraktion DNA RNA Protein Succinat-Deh.  Glycerin-P-Deh. RNA in RNA in
[ug] [mg] [mg] [wuMol Cyto- [wMol Cyto- M-Banden C-Bamden

chrom ¢ redu- chrom ¢ redu-  [ug] [ng]
ziert/min) ziert/min]

Uberst. n. 20000 xg 42 13,3 77 1,11 2,45 — 5460

(15 min) (9,4%) (59,5%) (25,7%) (2,7%) (1,8%) (63 %)

Sedim. n. 20000 x g

(15 min) 23 4,0 24 2,44 4,95 1354

Uberst. n. 10000 xg  (5,29%)  (17.8%) (8,0%) (59%) (3,6%) (15,6%%)

(10 min)

Mitochondrienfrakt.

Uberst. n. 350 x g 2 1,2 50 21,5 75,0 151 377

(10 min) (0,5%) (52%)  (16,5%) (52,8%) (54,5%) (4,3%.,)

Sedim. n. 10000 x g

(10 min)

Sediment n. 350xg 380 3,9 140 15,8 55,0 128 1445

(10 min) (850%) (17,5%) (46,7%) (38,8%) (40,0%) (16,7%,)

Tab. 2. Relationen von mitochondrialen Enzym-Aktivititen zur Menge an M-Banden-RNA und C-Banden-RNA
in der Mitochondrienfraktion und im 350 x g-Sediment. Die Quotienten habzn die Dimension (Mol Cytochrom ¢
reduziert/(min x mg RNA). 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-R NA
Mitochondrienfraktion 496 199 142 57
350 x g-Sediment (10 min) 430 38 123 Ll

der beiden Schichten im Gradienten entsprechen
mittleren Dichten von 1,165 und 1,180 g/m/.

Die quantitativen Verhéltnisse der Banden in den
verschiedenen Fraktionen wurden durch Densito-

Werden die beiden Mitochondrienschichten ge-
trennt mit Phenol extrahiert, so kann zwischen den
resultierenden Nucleinsdurepherogrammen kein
Unterschied festgestellt werden (Abb. 4). Das Ban-
denmuster der Nucleinsduren aus diesen gradienten-
gereinigten Mitochondrien zeigt markante Unter-
schiede gegeniiber dem aus dem aufgetragenen Sedi-
ment der vorausgegangenen differentiellen Zentri-
fugation (Abb. 3).

metrie der mit Toluidinblau gefarbten Gele er-
mittelt (Abb. 5).

Die Banden C; und Cg sind in den gradienten-
gereinigten Mitochondrien bis auf geringe Reste
verschwunden, dafiir sind die M-Banden stark an-
gereichert (Abb. 5d). Eine Bande im 4S-Bereich
sowie die Bande M; sind die starksten Banden in
diesem Elektropherogramm. Die Bande M; stellt
etwa 35% der gesamten RNA dieser Fraktion dar.
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Die Blande M. ist weniger konstant ausgebildet. Sie
machit maximal etwa 159 aus. Haufig spaltet sie in
eine |Doppelbande auf. Die Bande im 4S-Bereich
entspiricht regelmaBig 35—409 der Gesamt-RNA.
Ihre \Wanderungsstrecke unterscheidet sich deutlich
von der Wanderungsstrecke der 4S-RNA im
100000 ~ g-Uberstand und entspricht der verlinger-
ten Wanderungsstrecke im 10000 < g-Sediment nach
Behaindlung mit 50mm EDTA. Dieser Unterschied
wird besonders bei Elektrophoresen in 10proz. Gel
sichtlbar (Abb. 6).

Sehr auffillig ist, daB aus dieser gereinigten Mito-
chondrienfraktion nie eine 5S-Bande dargestellt
werdien konnte (Abb. 4—6).

Miol.-Gew. E.coli Sed. Ub.

St -+ Start

157108 + lsosn! gy 1 C
Hvnat| -+ DNA-s

—

0,7,108 ¢ v,

0,5 X 106 - s 4™,

02-104+ - + Mo

4,0 X 104 + * 458

2,5 % 10% 1 | g - C-tRNA

| 1 M-tRNA

Abb. 3. Bandenmuster der Gelelektrophorese von Nu-
cleinsduren, die aus dem Sediment und dem Uberstand
eines 10 min bei 10000 X g zentrifugierten Thoraxmuskel-
homogenats isoliert wurden. Es wurden 7 Tage alte Heu-
schrecken verwendet. Die Homogenisation erfolgte in
Medium mit 50mm EDTA unter Zusatz von 0,5 mg Sub-
tilopeptidase A/m/.

Bezeichnung der Banden siehe Text und Legende zu
Abb. 1.
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2,55 100 +. e | M RNA

Abb. 4. Bandenmuster der Gelelektrophorese von Nu-
cleinsduren, 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 g)
wurde auf den Gradienten aufgetragen und 60 min bei
70000 x g zentrifugiert.

Bezeichnung der Banden siche Text und Legende zu
Abb. I.

An solchen von cytosolischer RNA fast ganz be-
freiten Mitochondrienprdparationen sind auch
exakte Bestimmungen der Menge intramitochondri-
aler RNA pro mg Mitochondrienprotein durch-
fithrbar. Der Mittelwert fiir Locusta-Weibchen im
Alter von 1—8 Tagen nach der Imaginalhdutung
betrigt 4,6 &= 0,4 ug RNA/mg Protein (6 Prdpara-
tionen mit insgesamt 113 Tieren).

Aus dem Gradientensediment sind die beiden Ban-
den C; und Cp meist gut darstellbar, daneben die
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Abb. 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 gefirbten Gele an.

a) RNA aus dem 10000 x g-Uberstand (cytosolische
Fraktion),
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gesamte ,,DNA-s** sowie 4S- und 5S-Banden) und
nur gelegentlich schwache Andeutungen derr M-
Banden (Abb. 4 und 5c¢).

SchlieBlich wurde noch die Ribonuclease-Staboilitit
der verschiedenen Banden gepriift. Nach Hiumm
und Humm30 sowie nach Roobyn3! gilt die Stzabili-
tit gegeniiber Ribonuclease als ein Kriteriunm fir
mitochondriale RNA. Das gilt fiir Suspensidionen
von intakten oder auch lysierten Mitochoncdrien
und steht im Gegensatz zur RNA aus cytosolisschen
Ribosomen. Daher wurden die verschiedenen diurch
Differentialzentrifugation gewonnenen Fraktiionen
vor der Phenolextraktion zwischen 30 sec und 55 min
bei +49C mit 25 pg Pankreasribonuclease/m/iinku-
biert. Nach 60 sec Inkubation sind die beiden (cyto-
solisch-ribosomalen Banden sowohl im 1000(0 > g-
Uberstand als auch in der Mitochondrienfralktion
verschwunden.

E. coli

Mitochondrien Cytosol

Abb. 6. 4S- und 5S-Region des Bandenmusters derr Gel-
elektrophorese von RNA aus gereinigten Mitochomdricn
und aus der Cytosolfraktion des Thoraxmuskels sowie
aus E.-coli-Ribosomen nach Auftrennung in 1(proz.
Polyacrylamidgel.

<

b) RNA und ,,DNA-s (gestrichelte Linie) aus. dem
10000 x g-Sediment,

¢) RNA und ,,DNA-s" (gestrichelte Linie) aus: dem
Sediment der Gradientenzentrifugation,

d) RNA aus den durch Dichtegradientenzentrifugation
gereinigten Mitochondrien.

Bezeichnung der Banden siehe Text und Legende zu

Abb. 1.

30 D. G. Humm u. J. H. Humwm, Proc. nat. Acad. Sci.
U.S.A. 55, 114 [1966].
31 D. B. RooDYN, in J. M. TAGER et al., I.¢.7. S.. 383.
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Die lbeiden M-Banden in der Mitochondrienfrak-
tion lbleiben auch nach 5 min Ribonuclease-Einwir-
kung unveridndert erhalten (Abb. 7). Auch wenn die
Mitocchondrien vor oder wihrend der Ribonuclease-
Behaindlung durch Zugabe von Natriumdodecyl-
sulfatt oder Ultraschall lysiert werden, bleiben diese
Bandten noch nachweisbar.

RNase RNase
v v

E. coli

Mitochondrien-
fraktion

Uberstand

Abb. 7. Wirkung von Ribonuclease auf RNA in ver-
schiedenen Fraktionen des Locusta-Thoraxmuskel-
Homogenats.

Der 20000 x g-Uberstand (15 min) und die Mitochon-
drienfraktion wurden nach Homogenisation der Mus-
keln von 2- 4 Tage alten Heuschrecken im Medium mit
S0mm EDTA 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-
sduren durch Extraktion mit Phenol isoliert und auf
2,7proz. Polyacrylamidgelelektrophoretisch aufgetrennt.

Diskussion

Unsere Befunde zwingen zu dem Schluf3, daB die
mit Mj; und Mo bezeichneten Banden im Elektro-
pherogramm sowie die mit ihnen auftretende Bande
im 4S-Bereich aus den Mitochondrien stammen.

Dafiir spricht zunichst die Korrelierbarkeit der
Aktivititen der mitochondrialen Markerenzyme
Succinat-Dehydrogenase und Glycerinphosphat-
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Dehydrogenase mit der Stirke der M-Banden. Auch
die Darstellbarkeit der M-Banden nach Behandlung
der Mitochondrienfraktion mit Ribonuclease lie-
fert ein wichtiges Argument fir ihre mitochondriale
Herkunft. SchlieBlich sprechen die Elektrophorese-
muster aus gradientengereinigten Mitochondrien
eindeutig fiir die mitochondriale Lokalisation der
genannten Banden.

Schwieriger wird es, die Funktion dieser mitochon-
drial lokalisierten RNA zu diskutieren. Bei der
Bande im 4S-Bereich handelt es sich wahrscheinlich
um mitochondrienspezifische Transfer-RNAs. Sie
unterscheiden sich durch den zwar geringen, aber
signifikanten Unterschied in der mittleren elektro-
phoretischen Wanderungsgeschwindigkeit klar von
der Population der cytosolischen tRNA. Bemer-
kenswert ist allerdings der mit 35—409; vergleichs-
weise hohe Anteil dieser 4S-RNA im Elektropho-
resemuster aus den gradientengereinigten Mito-
chondrien.

Den beiden M-Banden entsprechen Molekular-
gewichte von 520000 (Mj) und 250000 (Ms). Der
Wert fiir Mj liegt im Groflenbereich der RNA aus
der kleinen ribosomalen Untereinheit aus Mito-
chondrien von Neurospora® oder Hefe3, der Wert
fiir Mg liegt weit darunter. Fiir Chloroplasten ist
bekannt, daBl die RNA aus der grof3en ribosomalen
Untereinheit nach Behandlung mit EDTA in zwei
Teilen vergleichbarer GroBe erscheint32,33, Eine
Erkldarungsmoglichkeit fiir das elektrophoretische
Bandenmuster wire daher der Zerfall der nativen
RNA aus einer groflen ribosomalen Untereinheit in
zwei Spalthilften von gleicher Grofle wie die RNA
der kleinen ribosomalen Untereinheit.

Falls dagegen die M-Banden durch native RNA aus
der grofBlen und der kleinen Untereinheit mitochon-
drialer Ribosomen erzeugt werden, bedeutet das,
daB diese Ribosomen in ihrer Struktur betrachtlich
vom Ribosomentyp aus Neurospora- oder Hefe-
mitochondrien abweichen. So iiberraschend solch
ein Ergebnis bei den zahlreichen Analogien des
Aminosdureneinbaus in die Mitochondrien von
Locusta und Neurospora auch anmutet!3, deuten
doch verschiedene Tatsachen in diese Richtung.
Versuche, Ribosomen aus Thoraxmuskelmitochon-
drien zu charakterisieren, sprechen dafiir, daB diese
Partikeln mit ca. 60S unerwartet klein sind!4. Hin-
weise auf Ribosomen oder ribosomenartige Parti-

32 J. INGLE, Plant Physiol., 43, 1448 [1968].

33 ). INGLE, R. WELLS, J. V. POSSINGHAM u. C. .
LEAVER, in N. K. BOARDMAN et al., I. ¢.6
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keln dhnlicher Grof3e wurden auch bei Vertebraten-
mitochondrien gefunden34-36, wo gleichfalls beson-
derskleine RN A-Species nachgewiesen wurden36-38,

34 M. A. AsHweLL u. T. S. Work, Biochem. biophysic.
Res. Commun. 39, 204 [1970].

35 S. PERLMAN u. S. PenmaN, Nature [London] 227,
133 [1970].

36 R. F.SWANSON u. 1. B. Dawip, Proc. nat. Acad. Sci.
U.S.A. 66, 117 [1970].

37 D. T. DuBIN u. B. S. MONTENCOURT, J. molecular
Biol. 48, 279 [1970].

38 C. VEsco u. S. PENMAN, Proc. nat. Acad. Sci. U.S.A.
62, 218 [1969].
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Maglicherweise deuten solche Ubereinstimmuungen
bei sehr unterschiedlichen Tiergruppen auf das ggene-
relle Vorkommen spezifisch kleiner Ribosomeen in
den Mitochondrien hoherer Organismen.
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