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Hoehgereinigte Mitochondrien aus I~a.ttenleber, ga.ttenniere 
und l~inderherz enthMten 0,17 0,57 ~zg Deoxyribonukleinsf~ttre 
pro mg Mitoehondrienprotein. Diese DNA-Menge ist weder auf 
Verunreinigung der Mitoehondrienfrakfionen mit Zellkernen 
noch auf Adsorptions-artefakte zuriiekzuffihren. Die Mito- 
ehondrienfraktionen wurden dutch differentielles Zentrifugieren 
und naehfolgende Flotation in einem mit Hilfe des I~6ntgen- 
kontrastmittels ,,Urografin" hergestellten Diehtegradienten ge- 
reinigt. Deoxyribonnkleins~ure ist als eine universelte Kom- 
ponent.e yon Mitoehondrien anzusehen, die von genetischer 
Bedeutung sein dfirfte. 

Highly purified mitoehondria from liver and kidney of the 
rat as well as from bovine heart have been found to contain 
from 0.17 to 0.57 ~g deoxyribonucleic acid per mg mitoehondrial 
protein. This amount of DNA is att.ributable neither to con- 
tamination of the mitochondriM fractions by mlclei nor to 
adsorption artefaet.s. Purifieation of the mi~ochondria was 
achieved by differential centrifugation and subsequent flotation 
in a density gradient of ,,Urografin", an X-ray contrasting agent. 
I t  is suggested that  deoxyribonucleic acid is a universal com- 
ponent of genetieal importance in all mitoehondria. 

I n  einer vorausgegangenen Mittei lung I ber iehteten wir fiber den 
Naehweis geringer, jedoeh signifikanter  Mengen yon DNA* in Here- 

* Verwendete Abkfirzungen: DNA, Deoxyribonukleins~iure; DNAase, 
1)eoxyribonuklease; Tris, Tris (hydroxymethyl)aminomethan; EDTA, Nthy- 
iendiaminotetraessigs~ure. 

1 G. Schatz, E. Haslbrzo'~,~,er und H. T~ppy,  Bioehem. Biophys. ges, 
Comm. 15, 127 (1964). 
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mitochondrien, die durch Flotation in einem DichtegTadienten gereinigt 
worden waren. Die gefundenen Mengen an DNA fibertrafen bei weitem 
jene, die sich aus dem Polydeoxyribonukleotidgehalt des. Cytochroms b2 
der Hefemitochondrien s errechnen ]assen. Auf Grund dieser Befunde 
~uBerten wir die Vermutung, dab mitochondriale DNA an der extra- 
chromosomalea genetischen Steuerung von Struktur und Funktion der 
Hefemitochondrien beteiligt sein kSnnte 1. 

I-Iinsicht]ich der Morphologie und des  Enzymgehaltes entsprechen 
zwar Mitochondrien aerober Bgekerhefe weitgehend den Mitochondrien 
aus Sgugetiergeweben; im Gegensatz zu Sgugetiermitochondrien kSnnen 
sie jedoeh durch Mutation 3 oder dureh Variation der bei der Zellziich~ung 
gewgh]ten Bedingungen 4, s tiefgreifend vergndert werden. Es ersehien 
deshalb yon Interesse zu untersuchen, ob die Existenz mitoehondrialer 
DNA auf Hefezellen beschrgnkt ist oder ob es sich um eine al]gemeinere 
Erscheinung handelt. 

Die vorliegende Arbeit zeigt, dab hochgereinigte Mitochondrienfrak- 
tionen aus Leber und Niere der Ratte sowie aus l%inderherz ebenfalls. 
geringe, jedoch signifikante und reproduzierbare DNA-Mengen enthalten. 
DNA scheint ein universel]er und essentieller Bestandteil yon Mito- 
chondrien zu sein. 

M a t e r i a l  u n d  M e t h o d e n  

Die rohen Mitoehondrienfraktionen aus Leber und Niere der l%atte wurden 
naeh der von Weinbach angegebenen Vorsehrift ~, die Rinderherzrnitoehondrien 
nach Crane et al. v isoliert. Alle Mitoehondrienfraktionen wurden 2rnal rnit 
einer eiskalten LSsung, die 0,25 m D-Mannit, 20 rnm Trispuffer (pH 7,4) 
sowie I rnm EDTA enthielt, gewaschen. Die anschliel]ende Reinigung er- 
folgte durch Flotation in einern Diehtegradienten aus ,,Urografin ''I (ein- 
stfindiges Zentrifugieren bei 25000 UpM irn SW25-Rotor der Spinco Modell L 
U]trazentrifuge). Die Verteilung yon DNA irn Gradienten wurde sodann 
rnit jener yon einigen Mitoehondrien-enzymen und yon Protein vergliehen. 
Die Unterteilung des Gradienten in Fraktionen verschiedener Diehte, die 
neuerliehe Zentrifugierung einzelner Partikelfraktionen, die Behandlung der 
gereinigten Mitochondrien rnit DNAase und die Bestirnrnung enzyrnatiseher 
Aktivit~ten, yen DNA und Protein waren gleieh wie in vorausgegangenen 
Untersuchungenl,S; die Aktivit~it von Suecinat--Pbenazinrnethosulfat-Oxido- 

2 C. A .  App leby  und R.  K .  Morton,  Bioehern. J. 75, 258 (1960). 
3 B,  Ephrus s i  und H. Hott ingner,  Cold Spring Harbor Sympos. Quant. Biol. 

16, 75 (1951). 
B.  Ephruss i ,  P .  P .  S lon imsk i ,  Y .  Yo tsuanagi  und J .  Tavl i tzk i ,  C. r. 

Lab. Carlsberg, Sdr. physiol. 26, 87 (1956). 
G. Schatz, Biochern. Biophys. Res. Comm. 12, 448 (1963). 

6 E . C .  Weinbach,  Anal. Biochern. 2, 335 (1961). 
F.  L. Crane, J . L .  Glenn und D . E .  Green, Biochirn. Biophys. Act~ 

[Amsterdam] 22, 475 (1956). 
s G. Schatz  u n d  J .  K l i m a ,  Biochirn. Biophys. Acta [Amsterdam] 81, 448 

(1964). 
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reduktase wurde j edoeh stets in Gegemvart von 0,5% Triton X-100 gemessen. 
Pankreas-DNAase s tammte v o n d e r  Fa.  F luka  (Sehweiz), DNA yon der Fa.  
Light  (England). 

E r g e b n i s s e  

Als Re in igungsmethode  fiir die bier  un te r sueh ten  S/~ugetiermito- 
ehondr ien  w/~hlten wir die F lo t a t i on  in e inem aus dem RSntgenkon~ras t -  
mi t t e l  , ,Urograf in"  herges te l l ten  D i c h t e -  
gradienten .  Dieses Ver fahren  bu t t e  sieh 
in fr i iheren Un te r suehungen  fiber Hefe-  
mi tochondr ien  1 als besonders  wi rksam 
erwiesen, um spezifiseh sehwere Zell- 
ke rn t r i immer ,  die die rohen  Mitoehon- 
d r ienf rak t ionen  verunre in ig ten ,  yon  den 
spezifiseh ]eiehteren Mitoehondr ien  ab-  
zutrermen.  Naeh  beende te r  F lo t a t i on  
ging bei  allen bier  un te r sueh ten  Mito- 
ehondr ienf rak t ionen  die Ver te i lung yon  
D N A  im Dieh teg rad ien ten  der  Vertei-  
lung typ i seher  Mi toehondr ienenzyme,  wie 
Sueeinat  - -  Phenaz inme thosu l f a t -  Oxido- 
reduktase ,  Sueeinat  - -Cy toeh rom-e -  Oxi- 
doreduktase ,  C y t o e h r o m - c - - 0 2 -  Oxidore-  
duk tase  sowie des N A D H - - O 2 - O x i d o -  
r eduk ta sesys t ems  para l le l  (Abb. f bis 3). 
Dies weist  da ranf  bin, dab  die in der  
f lo t ier ten  Mi toehondr ienbande  nachweis-  
bare  D N A  nieht  yon verunre in igendem 
K e r n m a t e r i a l  s t ammt ,  sondern in den 
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Abb. 1. Yertei lung yon DNA ( . . . . . . .  ), 
Protein ( . . . . . . . .  ) und Suceinat--Phena- 
zinmethosulfat- Oxidor eduktase (.-.-.-.-.-) 
naeh Flotation einer rohen l~Iitoehondrien- 
fraktion ans Rattenleber in einem ,,Uro- 

grafin"-Diehtegradienten 
Ordinate A : mg Protein/m] Fraktion und 
AE540 pro Nin. pro 0,2ml Fraktion. 

Ordinate B: Y.g DNA/ml Fraktion 
Abszisse: Diehte des Gradienten in g/ml 
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Mi tochondr ien  selbst  lokal is ier t  ist. Nich t -mi toehondr ia le ,  DNA-re iche  
Pa r t i ke l  mi t  re la t iv  hohem spezifischen Gewieht  ( >  1,20 g/ml), die often- 
bar  ~us K e r n m a t e r i s l  best.anden, wurden  bei  der  F l o t a t i o n  im Dieb~e- 

Tabelle 1. D e o x y r i b o n u k l e i n s ~ u r e g e h a l t  g e r e i n i g t e r  M i t o -  
e h o n d r i e n  a u s  v e r s e h i e d e n e n  S & u g e t i e r g e w e b e n  

Herkunf t  tier IVIitoehondrien ~g DNA/mg ~Iitoehondrienprobein 

Rat t  enleber Exper iment  i 0,57] 
Experiment  2 0,35~ 
Experiment  3 0,45) 

Exper iment  1 0,32] 
Exper iment  2 0,17~ Mittel:  0,24 
Experiment, 3 0,23J 

0,17 

Rinderherz 

l~attenniere 

Mittel : 0,46 
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gradienten yon den Mitochondrien abgetrennt (Abb. t u n d  2). Die er- 
mittelten DNA-Werte fiir eine best immte Mitochondrientype zeigten yon 
Experimen~ zu Experiment nur relativ geringe Schwankungen. Auch 
die in verschiedenen Mitochondrientypen gemessenen DNA-Werte unter- 
sehieden sieh voneinander nur geringfiigig (Tab. 1). 

Das Ergebnis der folgenden Experimente maeht  es sehr unwahrschein- 
lieh, daft im Verlaufe der Zellhomogenisierung eine Adsorption yon DNA 
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Abb. 2. Vertei lung yon DNA ( . . . . . . .  ), Prote in  ( . . . . . . . .  ) und Suecinat - -Phenazinmethosul fa t -Oxi-  
clorcdukt~se (.-.-.-.-.-) nacli tqo ta t ion  eincr rohen 5{itochondrienfraktion aus l~attenniere in einem 

, ,Urograf in"-Dichtegradienten 

Ordinate A:  mg Protein/m1 Frakt ion  und A E 5 4 0  pro Min. pro 0,2 ml  Frakt ion  
Ordinate B:  [zg DNA/ml  Frak t ion  
Abszisse: Dichte des Gradienten in g/mI 

Abb. 3. ~ 'erteilung yon DNA ( . . . . . . .  ), Prote in  ( . . . . . . .  ) nnd Succinat - -Phenazinmethosul fa t -Oxido-  
rcduktase (.-.-.-.-.-) nach F lo ta t ion  einer rohen Mitochondrienfraktion arts Rinderherz in einem ,,LTro - 

graf in"-Diehtegradienten  

Ordinate A:  mg Prote in /ml  Frak t ion  und A E 5 4 0  pro Min. pro 0,2 mt Frak t ion  
Ordinate B:  ~g DNA/ml  Frak t ion  
Abszisse: Dichte des Gradienten in g /ml  

an die Mitoehondrien erfolgt ist: Ein Teil einer Suspension yon Ratten- 
lebermitoehondrien in Homogenisationsmedium wurde mit reiner DNA 
versetzt (Endkonzentration 10 ~g DNA/ml entspreehend ca, 20 ag DNA/ 
mg Mitoehondrienprotein), wghrend der zweite Tell als Kontrolle diente. 
Beide Aliquote wurden 10 Min. bei 0 ~ gehalten, worauf die Mitochondrien 
abzentrifugiert und 4mal mit  Homogenisationsmedium dureh Zentrifu- 
gieren gewasehen wurden. SehlieBlieh wurde in den beiden Mitoehondrien- 
sedimenten der Gehalt an DNA ermittelt,  wobei sieh kein signifikanter 
Untersehied ergab (Kontrolle: 0,35 ~g DNA/mg Mitochondrienprotein; 
mit  DNA vorinknbierte Mitoehondrien: 0,38 [~g DNA/mg Mitoehondrien- 
protein). 
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Eine Behandlung gereinigter Rinderherzmitoehondrien mit D~Aase 
baute 55 bis 64~o der mitochondrialen DzXA zu einem mit 0,5n-Perchlor- 
sgure nicht mehr fgllbaren Produkt  ab. In  diesen Versuehen erwies es 
sich aueh, dab die Wirksamkeit  der Enzymbehandlung stark yore Disper- 
sionsgrad der Mitochondriensuspension abhgngig war. Der unvollst/indige 
Abbau der mitochondrialen DNA ist also offe~bar durch teihveise Unzu- 
g~nglichkeR fiir das yon auBen zugefiigte Enzym bedingt. 

D i s k u s s i o n  

Uber den D;NA-Gehalt von Mitochondrienfraktionen, die dureh 
differentielles Zent, rifugieren isoliert worden sind, liegen bereits mehrere 
Berichte anderer Autoren vor (eine Ubersicht findet sich in der Arbeit 
von N a s s  and Nassg) .  Die in versehiedenen Untersuchungen fiir Mito- 
ehondrien des gleichen Gewebes ermitteRen DNA-Werte untersehieden 
sieh jedoeh betrgchtlieh voneinander und wurden stets a ls MaB ftir die 
Verunreinigung dutch Zellkerne angesehen. 

Wie die vorliegende Arbei~ zeigt, lassen sieh jedoch aueh in hoeh- 
gereinigten S/~ugetiermitochondrien, die dutch differentielles Zentrifu- 
gieren and  naehfolgende Flotation in einem mit ttilfe yon ,,Urografin" 
h ergestelRen Dichtegradienten erhalten worden waren, signifikante ~md 
reproduzierbare, wenn auch geringe Mengen yon DNA naehweisen. DNA 
wurde - -  ebenso wie in den vorausgegangenen Untersuehungen fiber 
Hefemitoehondrien ~ - - d u t c h  ihren Gehalt an Deox~ibose,  dureh die 
F/fllbarkeit mit  S~iure sowie dureh Abbau mit D!',TAase identifiziert. Es 
ist nieht wahrscheinlieh, dab die in den gereinigten Mitoehondrienfraktio- 
hen nachweisbare DNA eine adsorbierte Verunreinigung darstellt, da 
Kontrollexperimente zeigten, dab isolierte Rattenlebermitoehondrien 
DNA, die dem Suspensionsmedium zugefiigt wurde, nieht nennenswert 
adsorbierten. 

Die bier untersuchten, aus drei verschiedenen S/~ugetiergeweben 
stammenden Mitoehondrien enthalten ghnliehe DNA-Mengen (0,17 his  
0,57 ~g/mg Mitochondrienprotein), die jedoeh um fast eine Gr6Ben- 
ordnung niedriger sind als die friiher ~ in Hefemitochondrien beobachteten 
( 1 M  bag/rag Mitoehondrienprotein). Nach den bisher vor!iegenden Wer- 
ten enthalten Mit.oehondrien verschiedener Herkunft  demnach zwischen 
0,17 und 4 ~g DNA je mg Mitoehondrienprotein. Es ist bemerkenswert, 
dab der DNA-Gehalt yon Chloroplasten, die aus versehiedenen Pflanzen- 
zellen isoliert worden sind, sieh innerhalb der gleiehen Grenzen bewegt 
(0,16 bis ca. 4 b~g DNA/mg Chloroplastenprotein 1~ 1t). 

9 S. N a s s  und i~i. M .  K .  Nass ,  J. Cell Biol. 19, 613 (1963). 
10 A .  Gibor und ~td[. l z a w a ,  Proc. Natl. Aead. Sei. 50, 1164 (1963). 
~t j .  B iggins  und  R.  B.  Parle, Bio-organie. Chem. Quart. gep. UCRL- 

99OO (1962). 
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Die hier beschriebenen analytischen Ergebnisse fiber DNA in isolierten 
und gereinigten Mitoehondrienfraktionen werden dutch histologisehe 
Beobaehtungen anderer Autoren gestiitzt: Autoradiographisehe und 
eytoehemisehe Befunde yon Ch~vremont 12 deuten darauf hin, dab Mito- 
ehondrien unter extremen Bedingungen DNA akkumulieren. In  letzter 
Zeit konnten Mass und Mass mit Hilfe des Elektronenmikroskops DNA- 
ghnliehe F/~den in der Matrix yon Mitoehondrien aus Hfihnerembryonen 
identifizieren 9. In  einem ihrer Arbeit bei der Korrektur  angeffigten 
Addendum maehten diese Autoren auch eine Angabe fiber die dureh 
Wasehen nieht entfernbare DNA-Menge in isolierten I~attenlebermito- 
ehondrien (0,4--0,6 ~zg DNA/mg Protein). Die untersuehten Mitoehondrien- 
fraktionen waren zwar offenbar lediglieh dutch differentiel[es Zentri- 
fugieren gewonnen worden, doeh st immen die beriehteten Werte mit  den 
yon uns ermittelten ausgezeiehnet iiberein. Alle diese Beobaehtungen 
erh/irten die Annahme, dab es sieh bei der in gereinigten Mitoehondrien 
naehweisbaren DNA nieht um eine adsorbierte Vernnreinigung handelt. 
Der Naehweis yon DNA in Mitoehondrien so versehiedenartiger Zellen 
wie B//ekerhefe, Rattenleber, Rattenniere und Rinderherz bereehtigg zu 
dem SehluB, dab DNA ein allgemeiner und offenbar esser/tieller Bestand- 
tell yon Mitochondrien ist. Die Funktion dieser mitoehondriMen DNA 
ist gegenw/~rtig noeh unbekannt,  doeh ist anzunehmen, dab sie an der 
genetisehen Kontrolle einer oder mehrerer Eiweigkomponenten des 
Mitoehondrions beteiligt ist. Ein Rinderherzmitoehondrion enth/~lt 
1,11 • 10-lag Protein 13. Aus diesem Wert und aus Tab. 1 ergibt sieh 
fiir ein Rinderherzmitoehondrion ein Gehalt yon 2,6 • 10-17g DNA, 
entspreehend 5 • 104 Nukleotiden. Legt man der Bereehnung einen 
Triplett-Code und darfiber hinaus die Annahme zugrunde, dag nur die 
Hglfte der vorhandenen DNA genetisehe Information reprgsentiert, so 
folgt daraus, dab die in einem Rinderherzmitoehondrion vorliegende 
DNA die Sequenz yon ca. 104 Aminos/iuren, somit ungef/ihr 70 Polypeptid- 
ket ten mit einem Molekulargewieht yon 17000 determinieren k6nnte. 

Die vorliegende Arbeit wurde dureh den U. S. Public Health Service 
(Grant GM 11225--01) unterstiitzt. Wir danken Herrn Dr. Klose (Fa. 
Sehering, Wien) fiir die freundliche Uberlassung wertvoller Mengen yon 
,,Urografin". 

12 M .  Chgvremont, Biochem. J. 85, 25 P (196-2). 
1~ D. E. Green und T.  Oda, J.  Biochem. [Tokyo] 49, 742 (1961). 


