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UND DESINTEGRIERTER RATTENLEBERMITOCHONDRIEN
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Eingegangen am 19. Mai 1972 .

1. The energy-independent exchange of alkali metal cations against protons was investigated in intact and disinte-
grated mitochondria. The exchange is not specific for different alkali metal ions.

2. In intact mitochondria the apparent K, for the energy-independent exchange range from 5 to 25 mM (Cs*, Rb*,
K*5-10 mM;Na* 15 mM; Li* 20 mM). At all ions studied the maximum release of protons was 15—20 nval/mg

protein.

3. In disintegrated mitochondria there are no differences between the alkali metal ions (apparent K, 30 mM;

maximum H*-release 50 nval/mg protein).

4. Directly accessible binding sites seem to exist in the outer membrane. Binding sites in the inner membrane are
accessible only after disintegration, but not after addition of valinomycin + rotenone.

1. Einleitung

Gear und Lehninger berichteten iiber eine energie-
unabhingige Bindung monovalenter Kationen an
Mitochondrien, die im Austausch gegen eine dqui-
valente Menge Protonen erfolgt [1, 2]. Wir konnten
kiirzlich wahrscheinlich machen, dass bei intakten
Mitochondrien der energieunabhingige K*-H*-Aus-
tausch durch die mitochondriale Aussenmembran
bedingt wird [3], dass aber nach Desintegration von
Mitochondrien oder Innenmembranpartikeln ein zu-
satzlicher K*-H*-Austausch auftritt [4].

Ziel der vorliegenden Arbeit was es, die Austausch-
orte hinsichtlich ihrer Spezifitat, Affinitat und
Kapazitit gegeniiber Li*, Na*, K*, Rb* und Cs* niher
zu charakterisieren. Die mégliche Bedeutung des Aus-
tauschprozesses fiir die lonentranslokation wird dis-
kutiert.

2. Methodik

Mitochondrien wurden aus Lebern von Albino-
ratten des Stammes Wister-Rehbriicke pripariert
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[3, 5]. Die Priparation der Aussenmembranen erfolgte
nach Schnaitman et al. [6] under Einsatz von 2 mg
Digitonin/10 mg Mitochondrienprotein. Zur Ultrabe-
schallung von Mitochondrien oder Aussenmembranen
wurde ein MSE 100 Watt Ultrasonic Disintegrator

(10 X 30 sec bei einer Amplitude von 6 u peak zu
peak) benutzt. Das Inkubationsmedium bestand aus
250 mM Saccharose + 20 mM Tris/HCI, pH 7,1;
zugesetzt wurden die Alkalichloride in Konzentra-
tionen bis 480 mM. Die Messung der Protonenabgabe,
die Berechnung der alkaliionenbedingten Protonenfrei-
setzung und die Proteinbestimmung erfolgten wie
frither beschrieben [3, 7-9].

3. Ergebnisse

3.1. Intakte Mitochondrien

In Abb. 1 ist die Protonenfreisetzung nach Mito-
chondrienzusatz zu einem Medium in Abhéngigkeit
von der Konzentration der Alkaliionen Li* und Rb*
dargestellt. Wihrend bei hGheren Konzentrationen
(ca. 80 mM) die Protonenfreisetzung gréssenmassig
gleich ist, differiert sie bei niedrigen Alkaliionenkon-
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Abb. 1. Alkaliionenbedingte Protonenfreisetzung durch in-
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Li* (o—o—0): Halbsatugungskonstante 25 mM;
Rb* (e—e—e): Halbsittigungskonstante 9 mM.

zentrationen, so dass unterschiedliche Halbsattigungs-
konstanten resultieren.

In Tab. 1 sind die Halbsattigungskonstanten fiir
die untersuchten Alkalimetallionen zusammengefasst.
Sie wurden mittels doppelt-reziproker Auftragung
nach Lineweaver—Burk ermittelt. Wihrend K*. Rb*
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und Cs* anndhernd gleiche Halbsittigungskonstanten
aufweisen (< 10 mM), sind diejenigen von Na* und
Li* grosser. Die maximale Protonenfreisetzung im
Séttigungsbereich (Konzentration der 10fachen
Halbsittigungskonstanten) ist dagegen bei allen Alkali-
ionen annihernd gleich (Tab. 2).
Bei Erhohune der Alkaliionen
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Sattigungsbereich erhoht sich die Protonenfreisetzung
nur geringfligig (Abb. 2); erst bei Konzentration tiber
300 mM ist eine etwas grossere Zunahme der Proto-
nenfreisetzung zu beobachten. Ein Zusatz von Valino-
mycin zu einem KCI-Medium erhoht die Protonen-
freisetzung bei intakten Mitochondrien iiber den

alkaliionenbedingten Betrag, jedoch nicht, wenn

gleichzeitig Rotenon oder Rotenon + Oligomycin
anwesend sind (Abb. 3).

3.2. Desintegrierte Mitochondrien

Nach Desintegration der Mitochondrien durch
Ultraschall werden die Halbsattigungskonstanten fiir
die Protonenfreisetzung deutlich grosser (ca. 30 mM).
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Tabelie 1
Halbsattigungskonstanten fr die Protonenfreisetzung durch
intakte und desintegrierte Mitochondrien bei Zusatz von
Alkaliionen zum Inkubationsmedium (angegeben sind die ge-

messenen Extremwerte), Exp. 080371-050471.

Intakte Mito- Desintegrierte

Me* chondrien Mitochondrien
(mM Me*) (mM Me*)

Lit 15 - 25 25 - 40

Na* 1217 28 — 38

K* 5- 9 25 - 38

Rb* 7-10 25 -35

Cs* 5- 8 25 - 35

Unterschiede innerhalb der Alkaliionen werden nicht
beobachtet (Tab. 1). Die maximale Protonenfreiset-
zung steigt gegeniiber intakten Mitochondrien an
(Tab. 2, Abb. 2 und [4]). Der Maximalwert wird
aber erst bei wesentlich hdheren Alkaliionenkonzen-
trationen erreicht (> 300 mM) und betrigt dann in
Abhangigxcen von der Mitochondrienpradparation das
2—5fache im Vergleich zu intakten Mitochondrien.
Die Maximalwerte sind wie bei intakten Mitochon-
drien unabhéngig von der Art des Alkaliions.

Nach Ultrabeschallung von Aussenmembranen
dndert sich dagegen weder die Halbsittigungskon-
stante noch die Maximalkapazitéit [4].

Valinomycinzusatz hat bei desintegrierten Mito-
chondrien keine zusitzliche Erhohung der Protonen-
freisetzung zur Folge.

ur rolge

4. Diskussion

Aufgrund der in dieser und in vorangegangenen
Mitteilungen [3,4] erhaltenen Ergebnisse halten wir
zwei Alkalijonenbindungsorte in der Mitochondrien-
membran fiir wahrscheinlich. An beiden spielt sich
ein energieunabhangiger Alkaliionen-Protonen-
Austausch ab; sie unterscheiden sich jedoch in ihrer
Lokalisation, ihrer Zuginglichkeit fiir die Ionen und
in ihrer Affinitat. Es werden postuliert:

1) Aussere Bindungsorte, die unmittelbar fiir Al-
kaliionen zuginglich sind mit kleiner Halbséttigungs-
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Tabelle 2
Alkaliionenbedingte Protonenfreisetzung durch intakte und desintegrierte Mitochondrien im Sittigungsbereich, Exp. 080471.
Me* Intakte Mitochondrien Desintegrierte Mitochondrien
Me*-Konzentra- H*-Freisetzung Me*-Konzentra- H*-Freisetzung
tion in Ansatz (nVal X mg™! tion im Ansatz (nVal X mg~!
(mM) Protein) (mM) Protein)
Lit 200 19 320 55
Na* 160 18 320 52
K* 80 16 320 51
Rb* 80 15 320 51
Cs* 80 18 320 54
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Abb. 2. K*-bedingte Protonenfreisetzung durch intakte und desintegrierte Mitochondrien, Exp. 150371. Intakte Mitochondrien
(0o—o—o0): Halbsittigungskonstante 8 mM; Desintegrierte Mitochondrien (e —e-—e): Halbsittigungskonstante 38 mM.
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Abb. 3. Kontinuierliche Registrierung der Protonenfreisetzung durch intakte Mitochondrien, Exp. 211069. 7,1 mg Mitochondrien-

protein. Dem Inkubationsmedium wurden zugesetzt: A) 80 mM KCl; B) 80 mM KCL, 1,5 ug Valinomycin; C) 80 mM KCl, 1,5 ug
Valinomycin, 1 uM Rotenon, 7,5 ug Oligomycin.
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konstante (< 10 mM fiir K*, Rb* und Cs*). Die
grosseren Halbsittigungskonstanten fiir Nat und Li*
haben moglicherweise ihre Ursache in den unter-
schiedlichen Ionenvolumina der solvatisierten Ionen.
Die 4usseren Bindungsorte sind wahrscheinlich in der
Aussenmembran lokalisiert, da einerseits die Halb-
sdttigungskonstanten isolierter Aussenmembranen
und intakter Mitochondrien iibereinstimmen und sich
auch nach Desintegration der Aussenmembran nicht
idndern, andererseits Korrelation zur Aktivitat der
Monoaminooxydase als Markerenzym der Aussenmem-
bran besteht [3]. Die dusseren Bindungsorte konnen
aufgrund ihrer Lokalisation keine unmittelbare Bezie-
hungen zu Translokationsvorgdngen in der Innenmem-
bran haben.

2) Innere Bindungsorte mit grosserer Halbsattigungs-
konstante, die erst nach Desintegration fiir Alkali-
ionen des Mediums zugéngslich werden; innerhalb der
Alkaliionen existieren hinsichtlich Halbsittigungskon-
stante und Spezifitat keine Unterschiede. Die inneren
Bindungsorte sind wahrscheinlich in der Innenmem-
bran-Matrix-Fraktion lokalisiert, da Veranderungen
der Halbsittigungskonstanten und der Maximalkapa-
zitdt nur nach Ultrabeschallung ganzer Mitochondrien
oder von Innenmembranpartikeln, nicht dagegen bei
isolierten Aussenmembranen auftreten.

Eine energieunabhingige Bindung von mono- und
bivalenten Kationen an Mitochondrien [10—19],
wahrscheinlich an Membranphospholipide {11, 12,
16, 18], wurde wiederholt nachgewiesen. Sie wird
von Massari und Azzone {13, 14] als Anfangs- und
Endschritt in ein Modell der Ionentranslokation ein-
bezogen, das sich auf die Darstellungen von Lenard
und Singer [20] sowie von Wallach und Zahler [21]
uiber den Membranaufbau stiitzt. Nach der Ober-
flichenbindung soll die eigentliche Translokation des
Kations im Antiport gegen H* mit Hilfe von Valino-
mycin durch die Lipidphase und mittels eines an-
deren Carriers durch die Proteinphase erfolgen
[13,22].

Wir konnten an der Aussenseite der intakten Innen-
membran keine frei zuginglichen protonenaustau-
schenden Bindungsstellen nachweisen, jedoch auf-
grund der angewandten Methodik das Vorhandensein
von Bindungsstellen ohne Alkaliionen—Protonenaus-
tausch nicht ausschliessen. Nach Desintegration ist die
Barrierenfunktion der Innenmembran fiir Alkaliionen
nicht mehr vorhanden, und es kann sich ein energie-
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unabhéngiger lonenaustauschvorgang vergleichbar
dem an den dusseren Bindungsstellen vollziehen. Die
inneren Austauschstellen werden nicht zuginglich,
wenn Valinomycin + Rotenon anwesend sind. Daraus
ist zu folgern, dass sie nicht am valinomycinindu-
zierten K* /H*-Austausch teilnehmen oder mit Valino-
mycin erst im energetisierten Zustand fir K* zuging-
lich werden.
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