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Intact mitochondria are able to bind monovalent and divalent metal cations and to release protons in an energy-independent 
exchange process. Directly accessible binding sites exist in the outer membrane. They seem to be identical for monovalent and 
divalent metal ions. The inner membrane-matrix-fraction possesses exchange sites after ultrasonic disruption only for monovalent 
cations, but not for divalent cations. 

1. Einleitung 

Uber einen energieunabhangigen Austausch von 
Alkalimetallionen gegen Protonen in der AuBen- 
membran und in der Innemnembran-Matrix-Fraktion 
von Rattenlebermitochondrien haben wir in mehreren 

Mitteilungen berichtet [l-4] . Wahrend bei intakten 

Mitochondrien nur Austauschorte in der AuBen- 
membran nachweisbar sind, werden nach Desintegra- 

tion weitere Austauschstellen, die in der Innen- 
membran-Matrix-Fraktion lokalisiert sind, zuginglich. 

Mitteilungen tiber die energieunabhangige Bindung 
divalenter Kationen durch Mitochondrien [5-l 51 
waren der AnlaB, diesen Vorgang im Hinblick auf 
einen Protonenaustausch n&her zu untersuchen. Es 

konnte ermittelt werden, dab nur in der AuBen- 
membran von Mitochondrien ein Austausch von 
divalenten Kationen gegen Protonen erfolgt, wobei 
die Austauschorte fur mono- und divalente Kationen 
anscheinend identisch sind. In der Innenmembran- 
Matrix-Fraktion konnten im Gegensatz zu mono- 
valenten Kationen keine Austauschorte fur divalente 
Kationen nachgewiesen werden. 

2. Methodik 

Mitochondrien wurden aus Lebern von Albino- 
ratten des Stammes Wistar-Rehbriicke pripariert [ 161. 
Die Priparation mitochondrialer Membranfraktionen 
erfolgte mit Digitonin nach Schnaitman et al. [ 171. 
Fur die Ultrabeschallung der Mitochondrien und der 
Digitoninpartikel wurde ein MSE 100 Watt Ultrasonic 

Disintegrator verwendet. Die Aktivitlt der Mono- 
aminooxidase (MAO) wurde nach Tabor et al. 
bestimmt [ 181. 

Die Messung der Protonenfreisetzung und die 
Proteinbestimmung erfolgten wie friiher beschrieben 

[I, 19-2 1 ] . Die maximale Protonenfreisetzung 
wurde bei Metallionenkonzentrationen, die der 
1Ofachen Halbsattigungskonstanten entsprachen, 
gemessen. Das Inkubationsmedium bestand aus 
250 mM Saccharose t 20 mM Tris-HCl, pH 7,15. 
Es wurden 5 -7 mg Mitochondrienprotein/ 1,5 ml 
Inkubationsmedium eingesetzt; die Temperatur im 
Medium betrug 22°C. Zur Unterbindung energie- 
bediirftiger Ionenakkumulationen wurden die Mito- 
chondrien 1 min mit Rotenon (1,2 FM Endkonzen- 
tration) vorinkubiert. 
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Ergebnise 

maximale Protonen- 

Bei Anwesenheit Ca”Konzentrationen im 
erfolgt durch Mitochon- 

drien Protonenfreisetzung (Abb. Tabelle 1). 
Protonenfreisetzung verlauft Sinne eines 

der durch der 
Mitochondrien beeinflul3t wird. ver- 
laufende werden such Sr2+ 
oder ‘+ im erhalten. Die 

konstanten fur Kationen betragen 
bei intakten such bei Mitochon- 

Y 
1 2 CaCI, [mM] ’ 

Abb. 1. Cal+-bedingte Protonenfreisetzung bei intakten 
(o--o) und ultrabeschallten (o---e) Mitochondrien 
(Exp. 8). 

Tabelle 1 
Halbsattigungskonstanten (Exp. 7-17) und maximale Protonen- 

freisetzung (Exp. 21) durch intakte und ultrabeschallte 
Mitochondrien bei Anwesenheit mono- und divalenter Kationen 

Kation Halbsattigungs- Maximale Protonen- 
konstanten [mM] freisetzung 

[nVal X mg-1 Protein] 

intakte ultrabeschallte intakte ultrabeschallte 
Mito Mito Mito Mito 

ca*+ 0,15 0,15 30 31 
Sr* 0,15 0,15 30 33 
Mg’+ 0,15 n.b. 31 32 
Na* 15 35 32 54 
K+ 8 35 32 59 

(n.b. = nicht bestimmt) 

drien etwa 0,15 n-&l. Die maximale Protonenfrei- 

setzung ist ebenfalls unabhangig von der Art des 
divalenten Kations und der strukturellen Integritat. 
Dagegen sind fur monovalente Kationen die Halb- 
sittigungskonstanten wesentlich hoher (Tab. 1 und 

[3]), wobei ein deutlicher Unterschied zwischen 
intakten und ultrabeschallten Mitochondrien besteht. 

Die maximale Protonenfreisetzung durch Alkaliionen 
ist bei intakten Mitochondrien zwar von gleicher 
GroBe wie die durch divalente Metallionen, jedoch 
flirt Ultrabeschallung nur im alkaliionenhaltigen 
Medium zu einer Erhohung der Protonenfreisetzung. 
Vorinkubation mit divalenten Metallionen verhindert 

eine alkaliionenbedingte Protonenfreisetzung. 

3.2. Lokalisation des Metallionen-Protonen- 
Austausches 

3.2.1. Lokalisation in der Augernnembran 
In Abb. 2 sind die Ca”-bedingte Protonenfrei- 

setzung und die spezifische Aktivitat der Monoamino- 

oxidase als Leitenzym der AuBenmembran dargestellt. 
Zwischen beiden besteht bei intakten Mitochondrien 
und bei Digitoninpartikeln eine enge Korrelation, so 
dai3 bei den einzelnen Fraktionen annahernd identische 
He/MAO-Quotienten resultieren. Eine Beziehung 

zwischen Protonenfreisetzung und der Aktivitat der 
Succinatdehydrogenase als Leitenzym der Innen- 
membran liel3 sich nicht nachweisen. Die gleichen 

Beziehungen zwischen Protonenfreisetzung und 
Aktivitat der Monoaminooxidase wurden such mit 

monovalenten Kationen beobachtet [ 1 ] . 

Abb. 2. Caz+-bedingte Protonenfreisetzung und spezifische 
Aktivitat der Monoaminooxidase bei intakten Mitochondrien 
und Digitoninpartikeln (Exp. 23). MITO: intakte Mito- 
chondrien; IMt: Innenmembran-Matrix-Fraktion (1 mg 
Digitonin/lO mg Protein); IM2: Innenmembran-Matrix- 
Fraktion (2 mg Digitonin/lO mg Protein); AM: A&en- 
membranfraktion (ilberstande von IMr und IM2). 
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3.2.2. Lokalisation in der Innenmembran-Matrix- 
Fraktion 

Abb. 3 zeigt die Protonenfreisetzung nach Ultra- 

beschallung von intakten Mitochondrien und von 
Digitoninpartikeln. Bei einer Inkubation mit Ca2+ 

resultierte keine Veranderung der Protonenfreisetzung, 
wohl aber bei einer Inkubation mit K+. In den Frak- 
tionen, die Innenmembran-Matrix-Anteile enthalten 

(MITO, IMr und IMs), steigt nach Ultrabeschallung 
die K+-bedingte Protonenfreisetzung an, nicht aber in 

der AuDenmembranfraktion. 

IM MIT0 /M, 

Abb. 3: Einflut3 der Ultrabeschallung von intakten Mito- 
chondrien und Digitoninpartikeln auf die Ca2+- und K+- 
bedingte Protonenfreisetzung (Exp. 23). (Abktirzungen 
s. Legende zu Abb. 2). 

4. Diskussion 

Die dargestellten Experimente lassen in Verbindung 
mit vorhergehenden Arbeiten folgende SchIuBfoIge- 
rungen hinsichtlich der energieunabhangigen Metall- 
ionenbindung an die Mitochondrienmembran zu: 

(i) Die protonenaustauschenden Stellen intakter 
Mitochondrien sind auf Grund derXorrelation zur 
MAO-Aktivitlt wahrscheinlich in der AuBenmembran 
lokalisiert, wobei ein Protonenaustausch sowohl 
gegen mono- als such divalente Kationen erfolgt. 

(ii) Die Bindungsorte fur beide Ionengruppen sind 
anscheinend identisch, da maximale Protonenfrei- 
setzungen von gleicher GroDe und Kompetitionen 
zwischen mono- und divalenten Ionen auftreten [ 111. 

Es bestehen jedoch erhebliche Affinitatsunterschiede. 
(iii) Die Lokalisation des Austausches in der 

Aufienmembran und die prinzipiell gleichartige 
Bindung aktiv akkumulierbarer und nicht akkumulier- 

barer MetaIlionen sprechen gegen eine Bedeutung 

dieses Austauschvorgangs fti mitochondriale Trans- 
portvorgange. Moglicherweise sind die protonen- 
austauschenden Stellen ein Teil der ‘low-affinity 
binding’ [lo] . 

(iv) In der Innemnembran-Matrix-Fraktion sind 
frei zug?ingliche protonenaustauschende Orte weder 
fti mono- noch fur divalente Ionen nachweisbar. 

Erst nach Zerstorung der Struktur erfolgt eine 
Protonenfreisetzung durch Austausch gegen mono- 
valente, nicht aber gegen divalente Kationen. 
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