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Es wurde die energieunabhgngige Protonenfreisetzung durch intakte Mitochondrien und submitochondriale Par- 
tikel in AbhSingigkeit vom K+-Gehalt des Inkubationsmediums gemessen. Die Protonenfreisetzung war korreliert mit 
der specifischen Aktivitlt der Monoaminooxidase. Es wird geschlossen, dass der energieunabhgngige K+-H+-Austausch 
in der Aussenmembran der Mitochondrien lokalisiert ist. 

The energy-independent K+-H+-exchange was measured in intact mitochondria and submitochondrial particles 
at different K+-concentration of the incubation medium. Correlation was found between H+-displacement and 
specific activity of monoamine oxidase. It is concluded, that the energy-independent K+-H+-exchange is localized 
in the outer membrane of mitochondria. 

1. Einleitung 

iiber eine energieunabhgngige Bindung mono- 
valenter Kationen durch Mitochondrien berichteten 
Gear und Lehninger [ 1,2] , Untersuchungen von 

Jacobus und Brierley wiesen darauf hin, dass eine 
Bindung an Phospholipide der Membran erfolgt 
[3] . Die Bindung ist von der Freisetzung einer Iqui- 
valenten Menge Protonen begleitet, so dass pH-An- 
derungen des Mediums nach Mitochondrienzusatz 

Riickschliisse auf das Ausmass der Bindung erlauben. 

Unsere Messungen einer K+-bedingten Protonen- 

freisetzung an intakten Mitochondrien und submito- 
chondrialen Partikeln wurden mit dem Ziel einer ge-. 
naueren Lokalisierung des K+-Ht-Austausches an der 
Mitochondrienmembran durchgeftirt Die Ergebnisse 
lassen erkennen, dass die Aussenmembran der Mito- 

chondrien der Ort des K’-H+-Austausches ist. 

Abkiirzungen: 
EDTA: Athylendiamintetraessigdure, Dinatriumsalz 
Tris : Tris-(hydroxymethyl-)-aminomethan 
MAO : Monoaminooxidase (EC 1.4.3.4) 
SDH : Succinatdehydrogenase (EC 1.3.99.1) 
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2. Methodik 

2.1. Prtiparation und Charakterisierung von Mito- 
chondrien und submitochondrialen Partikeln 

Die Pr;iparation der Mitochondrien erfolgte durch 
Differentialzentrifugation eines ca. 16% igen Homo- 
genates aus Lebern von Albinoratten des Stammes 
Wistar-Rehbriicke, die 18 Stunden gehungert hatten 
[4] . Als Homogenisierungsmedium wurde 250 mM 

Saccharose f 1 mM EDTA in 10 mM tris/HCl, pH 

7,4 verwendet. Zu Waschen der Sedimente wurde 
das Homogenisierungsmedium ohne EDTA benutzt. 

Die Pdparation mitochondrialer Aussen- und 
Innenmembranen erfolgte nach der Digitoninmethode 
von Schnaitman et al. [S] . Zur Isolierung der Mem- 
branfraktionen 1 wurde 1 mg Digitonin/lO mg Mito- 

chondrienprotein, ftir die Membranfraktionen 2 

entsprechend 2 mg Digitonin/ 10 mg Mitochondrien- 

protein eingesetzt. Die Aktivititsbestimmung der 

MAO mit Benzylamin als Substrat erfolgte nach Tabor 
et al. [6], die der SDH nach Arrigoni und Singer [7]. 

Protein wurde nach Gornall et al. [8] mit Zusatz von 
Emulgator E 30 (Endkonzentration 3%, VEB Leuna- 

werke W.Ulbricht) bestimmt. 
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2.2. Messung der Protonenfreisetztcng 

Die Protonenabgabe an das Medium wurde mit 
einer frtiher ausfiihrlich beschriebenen Apparatur 

registriert [9]. Als Glaselektrode benutzten wir 
den Typ G 2222 B der Firma Radiometer. Die Mes- 

sungen erfolgten bei 22” in einem thermostatierten 

lnkubationsgefass iiber eine Agar-Tris/HCl-Briicke in 
einem K+-freien (250 mM Saccharose, 20 mM Tris/ 

HCl, pH 7,4) und einem K+-haltigen (250 mM Saccha- 

rose, 80 mM KCl, 20 mM Tris/HCl, pH 7,4) Medium. 
Fur die Bestimmung der Halb&tigungskonstanten 
betrugen die KCl-Konzentrationen ausserdem 5, 10 

und 20 mM. Alle Messwerte wurden urn den Leerwert 
korrigiert, da bereits der Zusatz des reinen Suspen- 

sionsmediums das Elektrodenpotential beeinflusst 

und somit eine pHXnderung vortauscht. Zur Berech- 
nung der K+-bedingten Protonenfreisetzung gingen 
wir von der Differenz der H+-Abgabe im K+-haltigen 

und K+-freien Medium aus. 

3. Ergebnisse und Diskussion 

Abb. 1 stellt die Abhlngigkeit der Protonenfrei- 
setzung vom KCl-Gehalt des Mediums in einem re- 
prasentativen Versuch dar. Wird Protein als Bezugs- 
grosse gewahlt, so ist die H+-Freisetzung durch Aussen- 

membranen 1 bereits bei niedrigen KCl-Konzentratio- 

nen erheblich hoher als bei intakten Mitochondrien. 
Die maximale Protonenfreisetzung der Aussenmem- 
branen 1 iiberstrifft die der intakten Mitochondrien 

bis urn das 4,5-fache. Wie die doppelt reziproke 

Darstellung des gleichen Versuchs zeigt (Abb. 2), 

sind die Halbs;ittigungskonstanten fur Mitochondrien 

und Aussenmembranen gleich und betragen 8 mM 
KCl. Das Ergebnis spricht dafur, dass es sich bei dem 
K+-H+-Austausch in beiden Fraktionen urn die gleiche 

Reaktionen handelt. 
Der K+-H+-Austausch ist anscheinend nur in der 

mitochondrialen Aussenmembran lokalisiert, denn 

nach Tab. 1 korreliert die H+-Freisetzung eng mit 
der spezifischen Aktivitat der MAO. Dies wird bei 
der Desintegration der Mitochondrien mit verschie- 

denen Digitoninkonzentrationen besonders deutlich. 

Wie bereits an anderer Stelle festgestellt, gelingt es 
nicht, mit dieser Methode gleichzeitig reine Innen- 

und Aassenmembranen zu isolieren [4] . Mit 1 mg 
Digitonin/lO mg Mitochondrienprotein werden ca. 

Abb. 1. K+-bedingte Protonenfreisetzung bei intakten Mito- 

chondrien (+---a ) und Aussenmembranen 1 ( M) in Ab- 

hangigkeit von der KCl-Konzentration des lnkubationsme- 

diums, Exp. 11370. 

(KU=mLI) 

Abb. 2. Doppelt reziproke Darstellung der Protonenfreiset- 

zung der Abb. 1. Halbsattigungskonstante 8 mM KCl. 

lo-20%, mit 2 mg Digitonin/ 10 mg Mitochondrien- 

protein ca. 70-80s der MAO-Aktivitit von den 

Mitochondrien abgelost, wobei jedoch nicht die 
gesamte Aktivitat sedimentiert werden kann. Die 

SDH-Aktivitat betragt, bezogen auf intakte Mito- 
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Tabelle 1 
Spezifische Aktivitaten der Monoaminooxidase und K+-bedingte Protonenfreisetzung bei intakten Mitochondrien und Mitochon- 

drialen Membranfraktionen, Exp. 5370. 
_____- 

Spezifische Aktivitaten der 
MAO 

(nMo1 X min-’ X mg-’ Prot.) 

H+-Freisetzung 
_ 

H+/Protein H+/M.40 

(nVal X mg’ Prot.) (nVa1 X nMol-’ X min) 

Mitochondrien 4,48 15,l 3,38 

Aussenmembranen 1 12,30 36,l 2,93 

Aussenmembranen 2 5,85 20,7 3,54 

Innenmembranen 1 2,65 10,4 3,93 

Innenmembranen 2 1,24 3,9 3,14 

chondrien, in den Aussenmembranen 1 weniger als 

I%, in den Aussenmembranen 2 2-6%. Eine Be- 

ziehung der I-If -Freisetzung zur SDH-Aktivitat liess 
sich nicht erkennen (nicht dargestellt). Wird die MAO 
als Bezugsgrosse gewahlt, so ist die I-I+-Freisetzung 
durch intakte Mitochondrien und samtliche submito- 
chondrialen Partikelfraktionen nahezu gleich. Diese 
Korrelation war reproduzierbar. Unterschiede be- 
standen bei den einzelnen Praparationen lediglich 

hinsichtlich der spezifischen Aktivitaten der MAO 
als Ausdruck einer unterschiedlichen Separierung von 

Aussen- und Innenmembran. Bei den Aussenmembra- 
nen betrug die spezifische MAO-Aktivittit das 1,5-bis 

4,5-fache der intakten Mitochondrien, wobei sich 
jeweils die H+-Freisetzung gleichsinnig verhielt. 

Wir schliessen aus unseren Befunden, dass der Ort 
des K+-#-Austausches der durch die MAO charakteri- 
sierte Teil der Mitochondrienmembran, also die Aussen- 
membran, ist. 

Dipl. Chem. R.Levin fur wertvolle Mitarbeit bei den 
Untersuchungen. 
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