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Wltadyslawa Krystyna SIKORSKA

Kwasy nukleinowe w mitochondriach mézgu krélika
HyKnem-meIe KHUCJIOThI B MMUTOXOHAPHMAX MO3ra KpOJHUKa
Nucleic Acids in the Mitochondria of Rabbit Brain

Pierwsze sugestie na temat mozliwosei istnienia pozajgdrowego DNA pochodzg
z r. 1956, kiedy to Chevremont (9 zaobserwowal dodatnig reakecje Feulgena
w obrebie cytoplazmy fibroblastéw embrionéw kurzych. W nastepnych latach dostar-
czono dowodéw, ze DNA stwierdzany w mitochondriach nie jest pochodzenia
jgdrowego (4, 5, 7, 22, 27). W §lad za badaniami nad mitochondrialnym DNA poszly
préby izolacji i charakterystyki RNA mitochondrialnego (1, 11, 20, 31). Prace te
prowadzono gléwnie na organizmach jednokomérkowych lub tkankach o duzej
homogennosci morfologicznej.

Na uwage zastugujg mitochondria tkanki nerwowej. Stwierdzono, Ze s one
czulym wskaznikiem stanu funkcjonalnego komérki (30) i wykazujg charaktery-
styczng lokalizacje (33). W duzej liczbie sg nagromadzone w obrebie synaps i zakon-
czen nerwowych, niejednokrotnie w znacznej odleglosci od ciala komérki, co nasuwa
przypuszczenie dodatkowej roli tych elementéw w tkance nerwowej. Jak sadzg nie-
ktérzy autorzy (8), mitochondria te mogag syntetyzowaé bialka strukturalne peche-
rzyké6w synaptycznych. Poza tym do§wiadczenia przeprowadzone przez Klee
i Sokoloff’a (190 wskazujg na udzial mitochondriéw komoérek glejowych
w procesie syntezy proteolipidéw podczas wzrostu i rozwoju mozgu.

Celem niniejszej pracy bylo uzyskanie czystych kwaséw nukleinowych z frakeji
mitochondrialnej tkanki moézgowej krélika oraz okre§lenie niektérych wlasciwoscet
mitochondrialnego RNA.

MATERIAY, I METODY BADAN

Do doswiadczen uzyto krélikéw ciezaru okolo 2 kg, obojga ptci. Przecietna masa
czterech mozgé6w kréliczych wahala sie od 40 do 46 g Zwierzeta zabijano przez
dekapitacje, a wypreparowane moézgi starannie oczyszczano z opon i splotéw naczy-
niowych. Z tkanki moézgowej sporzadzano 10% homogenat w 0,44 M sacharozie
w buforze Tris-HCl 0,01 M o pH 7,2 z dodatkiem 5-10-¢M EDTA. Mitochondria
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preparowano metodg réznicowego wirowania (21). Z osadu po pierwszym wirowaniu
homogenatu tkanki otrzymywano jgdra komérkowe (2). Supernatant pozostaly po
osadzeniu jader i mitochondriéw zawierat plyn cytoplazmatyczny i rybosomy.
Stanowil on ,frakcje cytoplazmatyczng”. Do frakecji cytoplazmatycznej dodawano
NaCl do stezenia 0,1 M i zadawano 2 objetosciami 96% etanolu. Wytragcony osad
uzyto do ekstrakeji kwaséw nukleinowych. Otrzymywanie poszczegdlnych frakeji
subcelularnych przedstawiono na zalgczonym schemacie nr 1.

Przy ekstrakcji kwaséw nukleinowych starano sie dobra¢ metode dajaca mozli-
wie najwyzszg wydajno$é czystych kwasow nukleinowych z preparatéw mitochon-
drialnych. Zastosowano wiec technike dwukrotnej ekstrakeji fenolem przy zmiennych
stezeniach chlorku sodu i pH srodowiska wedlug zalgczonego schematu nr 2.

Schemat nr 1. Otrzymywanie jader, mitochondriéw i frakeji
cytoplazmatycznej
Tkanka moézgowa zawieszona w 0,44 M sacharozie w buforze Tris-HCl 0,01 M
z dodatkiem 5-10—-4M EDTA. Homogenizacja 3 min. (homogenizator typu Potter-
Elvehjem).
10%-owy homogenat

wirowanie
2100-g przez 10 min
! !
Osad Supernatant
Zawieszano
w 0,44 M sacharozie
w buforze Tris-HCI
wirowanie 2100-g
przez 10 min
1 1
Osad Supernatant

20 obj. 1,5 M sacharozy w buforze ’
Tris-HC1 0,01 M + 5-10-4¢ M EDTA !
wirowanie

polaczone supernatanty
wirowano 14 500-g

przez 15 min
20 600 - g przez 2 godz.
1 l 1
Supernatant Osad Supernatant
i (frakcja mielinowa) . e 3 X
. ukanie
Osad jadra) w 0,44 M sach.
w buforze

wirowanie 7 000-g
przez 15 min

| 1
Osad Supernatant
polaczone supernatanty

(mitochondria)

stanowily
frakcja cytoplazmatyczna
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Schemat nr 2. Ekstrakcja kwaséw nukleinowych
Osad analizowanej frakcji subcelularnej zawieszano w 0,04 M NaCl w buforze
Tris-HC1 0,01 M o pH 7,2 z dodatkiem 5'10-4M EDTA i SDS do stezenia 2%
Homogenizacja reczna (homogenizator Pottera)

dodano 1 obj. 90% femolu
ekstrakcja 45—60 min
na mieszadle elektromagnetycznym

w temp. 0°
wirowanie 17 000°g 30 min
! ! l
Faza wodna Faza fenolowa i interfaza

zawieszano w 0,5 M NaCl w buforze
Tris-HC1 0,01 M o pH 8,2 z dodat-
kiem SDS do stez. 0,5%, ekstrakcja
30 min w temp. pokojowej

’ wirowanie 17 000-g 30 min

!

Faza wodna 1 1

fazy wodne potaczono (usuniecie Interfaza Fenol

femolu poprzez ekstrakcje eterem) + 2 obj. + 2 obj.

+ 2 obj. 96% etanolu 96% etanolu 96% etanolu
Osad Osad

Osad J‘cwasow nuklel.nowy\ch (po delipidacji i hydrolizie alkalicz-

(rozdm.al na kolumnie z metylowang nej przeprowadzono iloéciowe ozna-

albuming) czenia RNA i DNA)

Pierwsza ekstrakcja prowadzona byla w warunkach korzystnych gtéwnie dla
izolacji RNA, a dodatek SDS jako silnego inhibitora RN-azy mial na celu zapobie-
ganie degradacji kwaséw nukleinowych podczas preparatyki oraz ulatwienie rozbicia
kompleksu kwas rybonukleinowy-biatko. Przy drugiej ekstrakcji zwiekszono stezenie
NaCl i zastosowano bufor o wyzszym pH, co pozwala na lepszg izolacje DNA.
W identycznych warunkach prowadzono ekstrakcje kwaséw nukleinowych z jader
i ,frakecji cytoplazmatycznej”. Czyste kwasy nukleinowe zawarte we frakeji wodnej
poddawano chromatografii na kolumnie z metylowang albuming (24). Elucje z ko-
lumny kwaséw nukleinowych prowadzono cigglym gradientem chlorku sodu w roz-
tworze Tris-HCI 0.01 M. W uzyskanych z rozdzialu chromatograficznego frakcjach
RNA oznaczono sklady nukleotydowe wedlug metody opisanej przez Katz
i Comba (17). Ilos¢ RNA okreslano na podstawie oznaczen fosforu calkowitego
metoda Hursta (16), rybozy w reakcji orcynolowej (25) i pomiaru absorpcji
Swiatla w UV (32). Ekstrakcje DNA oraz oznaczenia ilo$ciowe dokonywano w wa-
runkach opisanych we wczesniejszej pracy (3).

WYNIKI BADAN

Heterogenno$¢ morfologiczna tkanki mézgowej stwarza dodatkowe
trudnosci w uzyskiwaniu czystych preparatéw mitochondrialnych.
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Koniecznym bylo wiec wprowadzenie odpowiedniego kryterium celem
okreslenia ich stopnia czysto$ci. Wielokrotnie w poszczegdlnych ekspery-
mentach cze$é materialu przeznaczano do zdje¢ w mikroskopie elektro-
nowym. Wiekszo$¢ uzyskiwanych preparatow wykazywala catkowitg ho-
mogennos¢ morfologiczng. Niektore tylko byly zanieczyszczone pojedyn-
czymi fragmentami mielinowymi, jak to obrazuje zalgczona ryc. 1.

W zastosowanych warunkach ekstrakcji uzyskiwano z preparatéw
mitochondrialnych okoto 84% RNA i 46,6% DNA. Reszta kwaséw nu-
kleinowych pozostawala w interfazie i fazie fenolowej. Rozdzial kwasow
nukleinowych z poszczegélnych frakeji subcelularnych ilustrujg wy-
kresy sporzgdzone z pomiaru absorpcji $wiatla w 260 nm. Krzywe roz-
dzialu kwasow nukleinowych z preparatéw mitochondrialnych w kilku-
nastu do$wiadczeniach mialy ten sam charakter, a jedng z nich przedsta-
wiono ponizej na rye. 2. Na kazdym wykresie stwierdzono obecnosc¢
czterech szezytéw absorpeji, wystepujacych przy réznym stezeniu chlorku
sodowego. Pierwszy szczyt pojawial sie przy stezeniu 0,25 M NaCl
i odpowiadal produktom czesciowej degradacji kwaséw nukleinowych.

Tab. 1. Procentowy rozkiad poszczegdlnych typéw RNA z preparatéw mitochondrial-
nych uzyskanych w wyniku rozdzialu na kolumnie z metylowana albuming
Per cent distribution of individual RNA types of mitochondrial preparations obtained
from separation on the methylated albumin kieselguhr column

Frakcja RNA | Frakcja RNA E‘;""k“ﬂa RNA
Nr eluujaca sie eluujgca sie elunjaca sig NA
ot 1,5 M NaCl s-R
doéwiad- 0,4 M NaCl 0,68 M NaCl 0.2 T RNA
czenia (s-RNA) (r-RNA) W Sen r-
NH,0H
% %
%
1 33,5 53,6 12,9 0,62
2 35,1 45,7 19,2 0,76
3 29,6 58,6 11,8 0,50
4 21,7 66,2 12,1 0,32
5 36,9 50,0 13,1 0,73
6 28,2 54,0 17,8 0,52

Na przedstawionym wykresie frakcja ta nie zostala uwzgledniona. Drugi
szezyt krzywej przypadal na frakcje kwaséw nukleinowych eluujaca sie
okolo 0,4 M NaCl. Nastepne szczyty absorpcji, to frakcja kwasow nu-
kleinowych eluujaca sie 0,52 M i 0,68 M NaCl. Na podstawie przeprowa-
dzonych oznaczen ilosciowych metodami kolorymetrycznymi stwierdzono,
ze frakecja eluujgea sie 0,52 M NaCl posiada gléwnie DNA obok niewiel-
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kich ilosci RNA. Pozostale frakcje zawieraly wylacznie RNA. Zaobserwo-
wano ponadto, ze w zastosowanych warunkach chromatografii nie wy-
ptywa z kolumny calos¢ naniesionych kwasow nukleinowych. Wobec tego
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Numer probowki
Ryc. 2. Chromatograficzny rozdzial kwaséw nukleinowych preparatéw mitochon-
drialnych na kolumnie z metylowang albuming; 1 — ekstynkcje przy 260 nm,
2 — stezenie NaCl w molach
Chromatographic separation of nucleic acids of the mitochondrial preparations

on the methylated albumin kieselguhr column; 1 — extinction at 260 nm,
2 — concentration of NaCl in moles
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w koncowej fazie chromatografii zastosowano elucje bardziej stezo-
nym roztworem NaCl w roztworze amoniakalnym (1,5 M NaCl w 0,2 n
NH,OH) (28), uzyskujac dodatkowsg frakcje RNA. Procentowy rozklad
poszczegdlnych typéw RNA uzyskanych w wyniku rozdzialu na kolumnie
zostal zestawiony w tabeli 1.

Z przedstawionych danych z szeéciu kolejnych doswiadczen wynika,
ze frakcja kwaséw nukleinowych wyplywajaca z kolumny przy stezeniu
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Ryc. 3. Chromatograficzny rozdzia! kwasow nukleinowych preparatéw mitochon-
drialnych na kolumnie z metylowang albuming; objasnienia patrz rye. 2
Chromatographic separation of nucleic acids of the mitochondrial preparations
on the methylated albumin kieselguhr column; for explanation see Fig. 2



358 Wiladystawa Krystyna Sikorska

chlorku sodu 0,4 M stanowila od 21,7 do 36,9%, a eluujgca sie 0,68 M
NaCl od 45,7 do 66,2%. Stosunek obydwu typow RNA wahal sie od
0,32 do 0,76. W jednym przypadku na kilkanascie przeprowadzonych
doswiadczen przebieg krzywej rozdziatu kwaséw nukleinowych byl nieco
odmienny (ryc. 3). Stwierdzono bowiem obecno$¢ dodatkowej frakcji
RNA eluujgcej sie 0,73 M NaCl.

Réwnolegle prowadzono réwniez analize chromatograficzng kwasow
nukleinowych otrzymywanych z jader i ,frakcji cytoplazmatycznej.
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Ryc. 4. Chromatograficzny rozdzial kwaséw nukleinowych z jgder komoérkowych
na kolumnie z metylowang albuming. Do analizy uzyto preparat kwaséw nukleino-
wych, z ktérego wstepnie usunieto nadmiar DNA; objasnienia patrz ryc. 2
Chromatographic separation of nucleic acids from cellular nuclei on the methylated
albumin kieselguhr column. The preparation of nucleic acids with removed surplus
of DNA was used for analysis; for explanation see Fig. 2
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Ryc. 5. Chromatograficzny rozdzial kwaséw nukleinowych frakcji cytoplazmatycznej
na kolumnie z metylowang albuming; objasnienia patrz ryc. 2

Chromatographic separation of nucleic acids of cytoplasmatic fraction on the
methylated albumin kieselguhr column; for explanation see Fig. 2

W preparatach kwasoéw nukleinowych otrzymanych z jader komérkowych
przewazajgcg ilos¢ stanowil DNA. Analiza chromatograficzna tych pre-
paratow wykazywata brak rozdzialu pomiedzy DNA i frakcjami RNA.
Dlatego tez uzywano preparatéw kwaséw nukleinowych, z ktérych nad-
miar DNA byl wstepnie usuwany. W tym celu do fazy otrzymanej po
ekstrakeji fenolowej dodawano 1 objetos¢ etanolu. Tworzace sie widkna
DNA usuwano przez nawiniecie na szklang bagietke. Nastepnie doda-
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wano drugg objetos¢ etanolu i wowczas precypitowal zawarty w roztwo-
rze RNA. Tak otrzymane preparaty kwaséw nukleinowych z jader podczas
analizy chromatograficznej dawaty dobry rozdzial poszczegdlnych frakeji
(ryc. 4). Jak wynika z przedstawionego wykresu, otrzymano trzy szczyty
krzywej odpowiadajgce obecnosci DNA (przy stezeniu 0,52 M NaCl) oraz
dwom frakcjom RNA (przy stezeniu 0,4 i 0,68 M NaCl). Dodatkowa frak-
cja eluowana z kolumny 1,5 M NaCl w roztworze amoniaku zawierala
obok RNA réwniez niewielkie ilosci DNA. Przy podobnych stezeniach
chlorku sodu wyplywaly z kolumny chromatograficznej poszczegélne
typy RNA ,frakcji cytoplazmatycznej” (ryc. 5). Nie wykazano natomiast
obecnosci frakeji odpowiadajacej charakterystyka chromatograficzng
DNA.

Celem ustalenia blizszej charakterystyki poszczegdlnych typow RNA
uzyskanych po rozdziale chromatograficznym, wykonano oznaczenia ich
sktadu nukleotydowego. Wyniki zestawiono kolejno w tabelach. Wartosci
zestawione w tabelach sg $rednimi arytmetycznymi z kilku doswiadczen,
obok ktérych podano biad $redniej.

Tab. 2. Skiad nukleotydowy poszczegélnych typéw RNA mitochondrialnego
otrzymanych w wyniku rozdzialu na kolummnie z metylowang albuming
Nucleotide composition of individual types of the mitochondrial RNA obtained from
separation on the methylated albumin Kkieselguhr column

sz-{a;?e Sktad nukleotydowy w procentach molowych G+Cc | g+a
o A+U | U+C

eluujgce sie: UMP GMP CMP AMP + +

0,4 M + 1,23 + 1,06

NaCl 24,7+0,76 31,610,57 23,540,47 20,0%0,76 | — 0,024 | — 0,037

0,68 M + 1,58 + 11

NaCl 21,610,8 35,1+0,45 26,0%0,7 17,2+0,55 | — 0,050 | — 0,02

1,5 M .

NaCl

w 0,2 n " 1,43 " 1,13

NH,O0H 20,8+0,14 33,0+0,14 25,810,8 20,3+0,9 — 0,048 | — 0,038

Jak wynika z zalaczonej tabeli 2, najwyzsza wartoé¢ nukleotydow
guanilowych i cytydylowych posiada frakcja RNA eluowana z kolumny
0,68 M NaCl. Stosunek GC/AU tej frakcji wynosi 1,58, zas GA/UC
réwny 1,00 Kwas rybonukleinowy wyplywajacy z kolumny przy ste-
zeniu 0,4 M NaCl posiada sklad nukleotydowy charakterystyczny dla
s-RNA. Zawiera on mniej zasad GC w poréwnaniu z pierwszym typem
RNA. Stosunek GC/AU tej frakeji wynosi 1,23. Trzecia i ostatnia frakcja
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wyplywajaca z kolumny przy 1,5 M NaCl w roztworze amoniaku po-
siada sklad nukleotydowy posredni pomiedzy dwoma powyzej opisanymi
typami RNA. Stosunek GC/AU tej frakcji wynosi 1,43.

Tab. 3. Sklad nukleotydowy poszczegélnych typéw RNA ,frakeji cytoplazmatycznej’”
otrzymanych w wyniku rozdzialu na kolumnie z metylowang albuming
Nucleotide composition of individual RNA types of cytoplasmatic fraction obtained
from separation on the methylated albumin kieselguhr column

i Sklad nukleotydowy w procentach
aeluujace sie: I cmp AMP A+U | U4C

UMP GMP

0,4 M NaCl 23,8 31,7 26,3 16,9 1,44 0,99
0,68 M NaCl 19,1 36,5 27,2 17,0 1,77 1,15
1,50 M NaCl _ _ . _ o _
w 0,2 n NH,OH

Tabela 3 przedstawia sklady nukleotydowe frakcji cytoplazmatycznej.
Frakcje cytoplazmatyczng w przeprowadzonych eksperymentach stano-
wil ptyn cytoplazmatyczny i rybosomy. Wobec tego otrzymane z chro-
matografii kolumnowej dwa typy RNA eluujace sie odpowiednio 0,4
i 0,68 M NaCl stanowi s-RNA i r-RNA.

Wyniki dotyczace skiadu nukleotydowego réznych typéw RNA otrzy-
manych z jader komoérkowych zostaly przedstawione w tabeli 4. Jak
wynika z przedstawionych danych poszczegélne typy RNA rozinig sie
od siebie skladem nukleotydowym. Wprawdzie RNA eluowany z kolumny
0,4 M NaCl ma zblizony wspoélczynnik GC/AU do frakcji eluujgcej sie

Tab. 4. Sklad mukleotydowy poszczegélnych typéw RNA jgdrowego otrzymanych
w wyniku rozdzialu ma kolumnie z metylowansg albuming
Nucleotide composition of individual types of nuclear RNA obtained from separation
on the methylated albumin kieselguhr column

Sktad nukleotydowy w procentach

eluujace sie: A+4U U +4-C
Jace sie UMP | GMP | CMP | AMP + +
0,4 M NacCl 24,0 34,0 26,0 17,2 1,52 1,04
0,68 M NaCl 18,9 31,2 30,2 19,0 1,69 1,03
1,5 M NaCl
w 0,2 n NH,OH 26,7 32,6 20,5 20,7 1,16 1,12
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0,68 M NaCl, jednakze zawartos¢ nukleotydéw urydylowych i cytydylo-
wych jest wyraznie rozna. Bardzo charakterystyczny sklad nukleotydowy
posiada frakcja RNA eluowana z kolumny 1,5 M NaCl w 0,2 NH,OH.
Na uwage zastuguje wspdlezynnik GC/AU i GA/UC o wartosciach zbli-
zonych do jednosci.

OMOWIENIE WYNIKOW

Metode izolacji RNA z tkanek zwierzecych przy pomocy fenolu podat
w 1956 r. Kirby (18). Warunki do otrzymania DNA sg jednak roézne
od tych, jakie s3 wymagane dla RNA. Procentowy odzysk poszczeg6l-
nych typow RNA, a takze i DNA podczas ekstrakeji zalezny jest od
warunkéw ekstrakeji: temperatury (12, 13, 14, 26), pH (6, 13) i stezenia
NaCl w roztworach ekstrakcyjnych (29). Majgc na uwadze powyzsze
doniesienia w niniejszej pracy zastosowano kombinowang metode ekstrak-
cji kwasow nukleinowych, w wyniku ktérej uzyskiwano z preparatow
mitochondrialnych w czystej postaci 84,0% RNA i 46,6% DNA. Kwasy
nukleinowe rozdzielano chromatograficznie na kolumnie z metylowana
albuming. Jak wiadomo metoda ta pozwala na oddzielenie s-RNA, r-RNA
1 DNA (1, 10, 31). Kazdy bowiem z tych typéw RNA oraz DNA posiada
rézny profil elucji z kolumny. Istotnie stwierdzono, ze kwasy nukleinowe
z preparatéw mitochondrialnych tkanki moézgowej krolika rozdzielaja
sie na kolummnie dajgc kilka frakecji: przy 0,4 M NaCl, 0,52 M NaCl
oraz 0,68 M NaCl. Przy tych stezeniach NaCl wyplywaly frakcje RNA
i DNA preparatéw jadrowych oraz s-RNA i r-RNA frakcji cytoplazma-
tycznej tkanki moézgowej. Z powyzszych danych wynika, ze mitochondria
tkanki mézgowej zawierajg obok DNA podobne typy RNA jak pozostale
wyzej wymienione frakcje subcelularne. Za tym takze przemawialyby
charakterystyczne sklady nukleotydowe (1, 15, 23, 34).

W mitochondriach komérek watrobowych s-RNA stanowi okolo 10%
catosci RNA mitochondriéw (1). W mitochondriach komoérek mézgowych
frakcja RNA eluujaca sie 0,4 M NaCl i odpowiadajgca s-RNA stanowila
duzy odsetek. Stosunek s-RNA do r-RNA wahal sie w granicach od
0,32 do 0,76. Zaobserwowano, ze podczas preparatyki w wigkszym stopniu
ulega degradacji wysokomolekularny RNA niz s-RNA, co moze powo-
dowa¢ znaczne wahania w proporcji obydwu typéw RNA. Jednakze
tak znamiennie wysoka zawarto$¢ s-RNA w preparatach mitochondrial-
nych tkanki mézgowej w poréwnaniu z tkanks watrobowg stanowi dosé
istotng réznice. Nie wydaje sig, aby ten fakt mozna bylo przypisa¢ ad-
sorpcji czastek s-RNA na powierzchni mitochondriow z plynu cyto-
plazmatycznego. Wielokrotne plukanie mitochondriow zmniejsza takag
mozliwosé, Nie ttumaczy tego faktu stwierdzane nieznaczne zanieczyszcze-
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nie frakcjg mielinowa preparatéw mitochondrialnych. Podczas rozdziatu
chromatograficznego kwaséw nukleinowych pozostaje na kolumnie 12
do 19% RNA. Ten typ RNA eluuje sie z kolumny dopiero 1,5 M NaCl
w roztworze amoniaku i ma odmienny sklad nukleotydowy od s-RNA
i r-RNA. Przy rozdziale chromatograficznym kwaséw nukleinowych
z preparatéw mitochondrialnych w jednym przypadku stwierdzono obec-
no§¢ dodatkowej frakcji RNA eluujacej sie 0,73 M NaCl (ryc. 3). Ponie-
waz przy tym stezeniu chlorku sodu wyplywa rybosomalny RNA, nalezy
przypuszczaé, ze uzyskano rozdzial r-RNA z dwdch podjednostek rybo-
somu.

10.
11,
12.

13.

14.

15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

24.
25.

PISMIENNICTWO

Borkowski T, Borkowska I, Sikorska K, Kulesza S.: Biuletin
De l'académie Polonaise Des Sciences 15, 511—516, 1367.

Borkowski T, Harth S, Mardell R, Mandel P.: Nature 192,
456—457, 1961.

Borkowski T. Sikorska K.: Acta Biochimica Polonica 11, 451—458 1964.
Borst P, Van Bruggen E. F. J, Ruttenberg G. J. C. M, Kroon
A. M.: Biochim. Biophys. Acta 149, 156—172, 1967.

Borst P, Ruttenberg G. J. C. M.: Biochim. Biophys. Acta 114, 645—647,
1966.

Brawerman G, Gold L., Eisenstadt J.: Proc. Natl. Acad. Sci. 50,
630—638, 1963.

VanBruggen E. F.J,Borst P, Ruttenberg G.J. C. M, Gruber M,
Kroon A. M.: Biochim. Biophys. Acta 119, 437—439, 1966.

Campbell M. K., Mahler H. R.: Biochemistry 5, 1174—1184, 1966.
Chevremont M.: Biochem. J. 85, 25P—26P, 1962.

Comb D. G, Brown R, Katz S.: J Mol Biol. 8 781—800, 1964.
Elajew N. R.: Biochimija 31, 234—240, 1966.

Georgiev G. P, Lerman M. I: Biochim. Biophys. Acta 91, 678—680,
1964.

Georgiev G. P, Mantieva V. L.: Biochim. Biophys. Acta 61, 153—154,
1962.

Georgiev G. P, Samarina O. P,, Lerman M. I, Smirnow M N,
Severtzov A. N.: Nature 200, 1291—1294, 1963.

Hirsch C. A.: Biochim. Biophys. Acta 123, 246—252, 1966.

Hurst R. O.: Canadian Journal of Biochemistry 42, 287—292, 1964.

Katz S, Comb D. G.: J. Biol. Chem. 238, 3065—3067, 1963.

Kirby K. S.: Biochem. J. 64, 405—408, 1956.

Klee C. B, Sokoloff L.: Proc. Natl. Acad. Sci. 53, 1014—1021, 1965.
Kiintzel H, Noll H.: Nature 215, 1340—1345, 1967.

Lovtrup S, Zelander T.: Experimental Cell Research 27, 468—471, 1962.
Luck D. J L, Reich E.: Proc. Natl. Acad. Sci. 52, 931—938, 1964.
Mahler H. R, Moore W. J, Thompson R. J.: J. Biol. Chem. 241,
1283—1289, 1966.

Mandell J, Hershey A. D.: Anal. Biochem. 1, 66—177, 1960.
Mejbaum W.: Z Physiol. Chem. 258, 117—121, 1939.



364 Wiadystawa Krystyna Sikorska

26. Morrison W. W, Cmer R. H.: Biochim. Biophys. Acta 138, 649651,
1967.

27. Nass S, Nass M. M. K, Hennix U.: Biochim. Biophys. Acta 95, 426—435,
1965.

28. Smith G. M, Burton K.: Biochem. J. 98, 220—241, 1966.

29. Stansley P. G, Sees P.: Biochim. Biophys. Acta 95, 671—674, 1965.

30. Szabadasz A L, Zelkina G. J, Agracziewa I D.: Doklady Aka-
demii Nauk S.S.S.R. 145, 657—660, 1962.

3l. Suyama Y.: Biochemistry 6, 2829—2839, 1967.

32. Tsanev R, Markov G. G.: Biochim. Biophys. Acta 42, 442452, 1960.

33. Weiss P, Pillai A.: Proc. Natl. Acad. Sci. 54, 48—56, 1965.

4. Yoshikawa M., Fukada T., Kawade Y.: Biochem. Biophys. Res.
Commun. 15, 22—26, 1964.

Otrzymano 71IV 1970.

PE3IOME

UucThle HYKJEMHOBBIE KMUCJIOTHI M3 MO3TOBBIX MUTOXOHAPHMEB KpOJMKA
rnoABepraay xXpoMarorpacdyueckoMy aHaiIm3y Ha KOJOHHE C METHINPO-
BaHHBIM anbOymuHOM. Ha ocHOBe BHILIBLIBAIOMIETO NPOUIA KOJOHHBI
M COCTAaBHBIX HYKJEOTHMIOBBIX HacTell KOHCTATMPOBAHO NPUCYTCTBUE
B MutoxoHApuax Bmecre ¢ JHK nomobusix tumoB PHK kak B KJIeTOYHBIX
anpax u uurorasme: s-PHK, r-PHK u tperweit ¢dpakumun PHK, BbIMBI-
TOJM M3 KOJOHHBI XJIOPMCTBIM HATPMEM BBICOKON KOHIIEHTPAIUu.

SUMMARY

Nucleic acids of the mitochondria of a rabbit brain were analyzed
on the methylated albumin kieselguhr column. On the basis of elution
profile from the column and of nucleotide compositions, besides DNA,
the presence of RNA types similar to those of nuclei and cytoplasm
was found in mitochondria: s-RNA, r-RNA and the third RNA fraction
eluated with the high concentration of sodium chloride from the column.
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