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/ )as Flavoprote in  NADPt t -Cytoehrom oiReduktase aus 
Here ist im Gegensatz zu bisherigen Anschauungen keirt E n z y m  
der migoehondralen Atmungsket te ,  sondern an bisher unbe- 
kannte  subzellul~re Part ikel  gebunden, die naeh Ffomogenisieren 
der I-Iefezellen von don Mitochondrien abgetrennt  werden k6nnen. 
Die Beteiligung yon Cytoehrom b~ oder einer Transhydrogenase- 
reakt ion an der Elektroneni iber t ragung yon N A D P t t  auf Cyto- 
e h r o m c  in einem Hefehomogenat konnte ausgesehlossert werden. 
Die Natur  der neuen Hefepart ikel  sowie die physiologische 
Funk~ion des Enzyms NADPH-Cy~ochrom c-Reduktase werden 
disku~iert. 

Das F l avopro t e in  N A D P H - C y t o c h r o m  o R e d u k t a s e  wurde  e r s tmal ig  
1940 yon  H a a s  und  Mi ta rbe i t e rn  1 aus Brauere ihefe  isoliert.  D~ dieses 
E n z y m  fiir  N A D P H  spezifisch ist, in Hefezel len in hoher  Aktivit /~t  vor-  
k o m m t  und  mi t  F e r r i c y t o e h r o m  c wesent l ieh sehneller  reagier t  als mi~ 
moleku la rem Sauerstoff ,  wurde  es seit  seiner E n t d e c k u n g  Mlgemein als 
K o m p o n e n t e  der A t m u n g s k e t t e  yon Here b e t r a c h t e t  ~-~. H a a s  und  Mit- 

* Abkfirzungen: N A D P H  : reduziertes Nikotinamid-aden/n-dinukleotid-  
phosphat ;  N A D t t :  reduziertes Nikotinamid-adenin-dinukIeotid;  Tris: Tris- 
(hy4roxymethyl)aminomethan ; BAL : 1,2-Dimereapt, o- 3-hydroxypropan ; 
RNase : Ribonuklease ; ATPase : Adenosintr iphosphatase ; EDTA:  Kthylen- 
diamintegraessigs~ure. 

1 E.  Haas, B . L .  Horeclcer und T. R.  Hogness, J. Biol. Chem. 136, 747 
(i940). 

2 p .  p .  Slonimslci, La  formation des enzymes respiratoires ehez ]a levure, 
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arbeiter postulierten dabei folgende Elektronentransportkette 1 : NADPH-+ 
-+ Cytochrom c -§ Cytochromoxydase -~ Sauerstoff (Schema 1). In den 
darauffolgenden Jahren wurden ffir Hefe noch weitere Wege des Elek- 
tronentransports yon NADPH auf Sauerstoff in Betracht gezogen, die 
sieh jedoch yore urspriinglichen Schema yon Haas und Mitarbeitern zu- 
racist nur dutch die Einbeziehung eines weiteren Redoxschrittes zwischen 
NADPH und Cytochrom c unterschieden: So wurde ffir die Elektronen- 
tibertragung yon NADPH auf Cytochrom c yon Slonimski  2 die Beteili- 
gung des BAL-empfindlichen Faktors (Schema 2), yon Yamanaka  und 
Mitarbeitern 3 die yon Cytochrom b2 (Schema 3) diskutiert. Ein grund- 
s/~tzlich neuartiger Mechanismus der NADPH-Oxydation, der auch fiir 
Hefezellen in Betracht zu ziehen war, wurde schlieNich yon Kaplan  und 
Mitarbeitern 4 vorgeschlagen: Diese Autoren konnten an Ratten]eber- 
mitochor~drien die Beteiligung einer Transhydroge~asereaktion naeh 

Transhydrogenuse 
folgendem Schema wahrscheil~lich machen: NADPH 
~+ NADH -* Cytochrom c -* Cytochromoxydase -+ Sauerstoff (Schema 4). 
Die Bedeutung aller dieser Wege fiir die NADPH-Oxydation in Hefezellen 
wurde bisher noch nicht untersucht. 

Naeh jedem dieser vier vorgesehlagenen Meehanismen sollte normale 
aerobe B~ckerhefe intrazellul/~r gebildetes NADPH sehnell dureh mole- 
kularen Sauerstoff oxydieren kSnnen, d.a beide Teilsehritte einer der- 
artigen. NADPH-Oxydasereaktion, n/~mlich sowohl die Reduktion yon 
Ferricytoehrom c durch NADPH 1 als auch die Oxydation yon Ferrocyto- 
chrom c durch Luftsauerstoff2, s, in Homogenaten dieser Zelltype mit 
hoher Geschwindigkeit ablaufen. Im Gegensatz dazu scheinen jedcch 
Hefezellen, ebenso wie die meisten S/s intrazellul//r gebildetes 
NADPH nur langsam reoxyd_ieretl zu k6nnen, da die NADPH-Reoxy- 
dation die Geschwindigkeit des Hexosemonophosphat-Shunts be- 
grenzt 6. 

In der vorlieger~den Arbeit soil gezeigt werden, dab dos Enzym 
NADPH-Cytochrom c-geduktase in der Hefezelle keine Komponente 
der mitoehondralen Atmungskette ist, sondern praktisch ausschlieBlich 
an bishcr unbekannte, mikrosomenghnliche Partikel gebunden ist. Dieses 
Ergebnis erkl/trt nicht nur zwanglos die Diskrepanz zwischen hoher 
NADPH-Cytochrom c-l~eduktase- und weitgehend mangelnder NADPH- 
Oxydaseal~tivitgt in B~ekerhefehomogenaten, sondern fShrt dariiber 
hinaus aueh zu dem SehluB, dab fiir die Elek~roneniibertragung ,con 
NADPH auf Cytoehrom c in der lebenden Hefezelle k'einer der vier bisher 
diskutierten Mechanismen quantitativ von Bedeutung sein kann. 

G. Schatz, H. Tuppy und J. Klima, Z. N~turforsch. 18b, 145 (1963). 
H. Hotzer u~d I .  Witt, Angew. Chem. 70, 439 ((958). 
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Ergebnisse 

Anaerob geziiehtete normale Hefezellen (Stature W) sowie aerob 
geziiehtete Zellen der cytoplasmatisehen ,,petite" Mutante (Stature WA), die 
beide atmungsdefizient sind und die moisten Enzyme der Atmungskette 
nur in stark verringertem AusmaB oder fiberhaupt nieht 2, 5, v syntheti- 
sieren, weisen gegenfiber atmender, normaler Bgekerhefe eine kaum 
verminderte NADPtI-Cytoehrom c-Reduktaseaktivit/it auf (Tab. 1): 

Tabellel. Spez i f i sche  Akg iv i t~ t  von N A I ) P H - C y t o e h r o m  
c - R e d u k t a s e  in H o m o g e n a g e n  von  S. e e r ev i s i ae  

S. eerevisiae-,gtamm Ziichtungs- Spezif. Zahl der 
bedingtmgen Aktivigg~ Versuchc 

~rildstamm W aerob Mittet : 0,05 3 
(0,02--0,07) 

Wildstamm W anasrob 0,08 1 

,,Petite" asrob Mittel : 0,03 3 
Mutant, e WA (0,02-0,04) 

In einem Homogenat normaler Bgckerhefe lgBt sieh also nicht nur 
eine sehr aktive Cyt.oehromoxyda.se 2, 5, sondern aueh eine aktive NADPH- 
Cytoehrom c-Reduktaseaktivit//t naehweisen. Im Gegensatz dazn kann 
der integrier~e Elektronentransportprozet3, ngrnlieh die Oxydation yon 
NADPH dureh molekularen Sauerstoff, im gleiehen gomogenat  nieht 
naehgewiesen werden. Der Elektronentransport yon NADH verlguft 
dagegen sowohl auf Luftsauerstoff als aueh auf Cytoehrom cmit  annghernd 
gleieher Geschwindigkeit (Tab. 2). 

Tabelle2. O x y d a t i o n  von  N A D P H  und  N A D H  d u r e h  L u f t s a u e r -  
s to f f  oder  F e r r i e y t o e h r o r a  c in H o m o g e n a t e n  y o n  a e r o b e r  

B g e k e r h e f e  (S tamm W) 

Gemessene EnzymreaktJon S!0ezifisehe Aktivit~it 

NADH-Oxydass 0,18 Quosien~ : c~ 
NADPH-Oxydase 0, 00 

NADH-Cytoehrom c-geduktase 0,10 Quot, ient: 2,0 
NADPI-I-Cytochrom e-Reduk~ase 0,05 

1,5 ~g/ml Antimyein A beeinflussen die NADPH-Cytoehrom c-l~eduk- 
taseaktivitb;t eines Hefehomogenats nieht, wghrend die l~eduktion yon 
Cytoehrom c dutch NADtI  oder Sueeinat fast v611ig bloekiert wird. In 
einem Hefehomogenat wird somit Cytoehrom c dureh NADPt t  naeh einem 
anderen Meehanismus reduziert als dutch NADH. Zugleieh sehliel3en 
diese Versuehe mit Antimyein A aueh die Beteiligung einer Transhych-o- 

G. Schatz, Bioehem. Biophys. t~es. Commtmications 12, 448 (1963). 
60* 
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genasereaktion bei der in vitro gemessenen NADPH-Cytochrom c-Reduk- 
tasereaktion (Schema 4) aus, da in diesem Fall der Elektronentransport 
fiber das NADH-Cytochrom c-Reduktasesystem verlaufen und damit 
antimyei~empfindlich sei~ miigte. 

Alle diese Befunde spreehen gegen eine Beteiligung des Enzyms 
NADPH-Cytochrom c-Reduktase am mitoehondrMen Elektronentrans- 
port der Hefezelle. Weitere Beweise fiir diese Anschauung konnten durch 
die Untersuchung der intrazellulgren Lokalisierung der Reduktase ge- 
wonnen werden: 

Durch hochtouriges Zentrifugieren (2 Stdn. bei 105 000 g) lassen sich 
fiber 95% der NADH- und NADPH-Cytochrom c-Reduktaseaktivits 
eines Hefehomogenats sedimentieren. Beide Enzymaktivitgten sind also 
praktisch ausschlieglich an subzellulgre Partikel gebunden. Zentrifugiert 
man ein Hefehomogenat in einem Saeeharose-Diehtegradienten, so lgBt sich 
zeigen, dab beide I~eduktase~ eiv~e voneinander versehiedene intra- 
zellulgre Lokalisierung aufweisen (Abb. 1). 

In frtiheren Untersuehungen wurde liir Hefemitoehondrien unter den 
bier angew~ndten Bedingungen eine Gleiehgewiehtsdiehte yon 1,16-- 
1,18 g -em -a gefunden. Abb. 1 zeigt somit, dag praktiseh die gesamte 
NADI-I-Cytoehrom c-Reduktase- und NADH-Oxydaseaktivitgt eines 
Homogenats atmender Bgekerhefe an Mitoehondrien gebunden ist. 
NADPH-CNtoehrom c-Reduktase bildet dagegen eine Bande bei der we- 
sentlieh geringeren Dieh~e yon 1,11--1,13g. em -a. Dieses Enzym ist 
also an bisher noah nieht besehriebe~e subzellulgre PartikeI gebunden, 
deren Verhalten in der prgparativen Ultrazentrifuge sowohl yon den Hefe- 
mitoehondrien Ms aueh den frfiher besehriebenen, ATPase-reiehen 
Doppelmembranen aus Here 5 sowie den Mitoehondrienvorstufen aus 
aerober Here v, s deutlieh abweieht. Diese bisher unbekannten Hefe- 
partikel kSnnen yon den Mitoehondrien aueh unter den Bedingungen 
einer Sedimentationsgesehwindigkeitsanalyse abgetrennt werden, da sie 
wesentlieh langsamer sedimentieren als Hefemitoehondrien 8. Deshalb 
dfirfte die aus Abb. 1 ersiehtliehe Diehte yon 1,11--1,13 g �9 em -a keine 
eehte Gleiehgewiehtsdiehte sein, da f fir die betreffenden Partikel, im 
Gegensatz zu den Hefemitoehondrien, das Diehtegleiehgewieht unter den 
gewghlten Zentrifugierbedingungen noeh nieht erreieht wurde. 

Dutch Kombination mehrerer Zentrifugiersehritte konnten die Par- 
tikel mit NADPH-Cytoehrom c-Reduktaseaktivit/it weitgehend gereinigt 
werden. Das AusmaB der Aaareieherung ist ans Tab. 3 ersiehtlieh, in tier 
die Verunreinigung der Partikelfraktionen n i t  Mitoehondrien dureh die 
Aktivitgt des Mitoehortdrienenzyms Sueeinat-Cytoehrom c-~eduktase aus- 
gedx'/iekt ist~. 

s G. Scha t z ,  unver6ffentlichte Versuche. 
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Tabelle3. R e i n i g u n g  der  P a r t i k e I  m i t  N A D P H - C y b o e h r o m  c-Re- 
d u k t a s e a k t i v i t ~ t  d u r e h  K o m b i n a t i o n  m e h r e r e r  Z e n t r i f u g i e r -  

s e h r i t t e  

Fraktion 

NADPH-Cytochrom 
c-l%eduktase 

Succina~-Cytoehrom 
c-Reduktase 

:Relative spezif. Aktiviti% 
yon NADPtGCys 

e-:Reduktase 

Homogenat 0,18 I 
Partikelsedimen~ 0,16 2,5 
i. Gradienten- 

zentrifugierung 4,2 0 4,5 
2. Gradienten- 

z e n t r i f u g i e r u n g  9, 3 0 9 ,8  

Die elektronenmikroskopische Untersuchung dieser gereinigten Frak. 
tion ist im Gange. 

Die partikelgebundene NADPH-Cytocin'om c-Reduktaseaktivit/it kann 
wohl durch 0,5% Desoxycholat bei 0 ~ nicht jedoch durch eine energische 
Behandlung mit RNase (100 ~zg/ml; 1 Stde. bei 28 ~ solubilisiert werden. 
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Abb. 2 

Abb. i. Verteilung yon KADPH-Cytochrom c-Reduktase ( ), NADH-Cytochrom c-l~eduktase 
( - - - - - - )  und -NADK-0xydase ( . . . . . .  ) in einem Saccharose-Dichtegradienten. Bezfiglich dcr 

Zentrifugierbedingungen si~he Experimenteller Tell  

Ordinate A: Aktivit~t yon NADPH-Cytoohrom c-Reduktase (A E~o pro )iin. pro GOt 1111 Yrakf.ion) 
und 5~ADH-Cytochrom c-:Reduktase (A E~5o pro )Iin. pro 0,002 nil FrakLion. 

Ordinate ]3: Aktivit/it yon NADH-Oxydase (A E340 pro Min. pro 0,1 ml t 'raktion) 

Abb. 2. Verteilung yon Z-Lactat-Cytochrom c-Reduktase ( . . . . . .  ) und NADPK-Cytochrom e-Re- 
duktase ( - - - - )  im Saccharose-Dichtegradienten. ]~eziiglich der Zentrifugierbedingungen siehe 

Experimenteller Tell. 

Ordinate: Aktivit.~it yon ~-Lactat-Cytochrom c-Reduktase (A Es~0 pro ~[in. pro 0,005 ml Frak~ion) 
und Aktivit'~t yon NADPH-Cytochrom c-Reduktase (A E~o pro Min. pro 0,01 ml FraMion) 
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Die hier isolierten Hefepartikel sind also nieht l:~ibosomen oder deren Ab- 
bauprodukte, sondern wahrseheinlieh Lipoproteinmembranen. 

Abb. 2 zeigt, dub in der Hefezelle das partikelgebundene Cytoehrom 
b2 (gemessen an der L-Laetat-Oytoehrom c-Reduktaseaktivit/it) fast aus- 
sehliel]lieh an Mitoehondrien gebunden ist. Cytoehrom be und NADPH- 
Cytoehrom c-I~ednktase sind also an versehiedene subzellulgre Strukturea 
gebunden. Dies lgBt eine Beteiligung yon Cytoehrom b2 am Elektronen- 
transport von NADPH auf Cytoehrom c (Schema 3) als sehr unwahrsehein- 
lieh erseheinen. Eine derartige Rolle yon Cytoehrom b2 wird aueh dureh 
die Befunde an anaerob geziiehteter Here ausgesehlossen, da anaerob ge- 
ziiehtete Itefezellen wohl eine hohe NADPH-Cytoehrom c-I~ednktase- 
aktivitgt (Tub. 1), jedoeh kein Cytoehrom b2 enthalten% 

Diskussion 

Die vorliegenden Untersuehungen zeigen, dab die Aktivit/~t des 
Enzyms NADPH-Cytoehrom c-Reduktase in der Hefezelle weder durch 
Anaerobiose noch dutch den Verlust des fiir die ,,petite" Mutation postu- 
lierten hypothetisehen extraehromosomalen Agmungsfaktors 2 vermindert 
wird und praktiseh zur G/~nze an bisher unbekannte subzelluli/re Partikel 
gebunden ist. Diese neuen Partikel unterseheiden sieh yon den Hefe- 
mitoehondrien, den Mitochondrienvorstufen aus aerober Here 7, s, den 
ATPasereiehen Doppelmembraaen a sowie den Ribosomen der Hefezelle. 
NADPH-Cytochrom c-l~eduktase aus Hefe ist also im Gegensatz zu bis- 
herigen Ansehauungen kein Enzym der mitoehondralen Atmungskette. 
Da Cytoehrom c in Hefe, ebenso wie in S/iugetierzellen, praktiseh aus- 
sehlieBlich in den Mitoehondrien lokalisiert ist i0, besteht somit keine Ver- 
bindung zwisehen dem Flavoprotein, das NADPH oxydiert, und dem mito- 
chondralen Cytoehromsystem. Damit lassen sieh die hohe NADPH- 
Cytoehrom c-Reduktaseaktivit~t und die mangelnde NADPH-0xydase-  
aktivitgt eines Hefehomogenats zwanglos in Einklang bringen. Es ergibt 
sieh somit, dug keine der vier bisher postulierten Elektronentransport- 
ketten fiir die Oxydation yon NADPH dureh Luftsauerstoff in der leben- 
den Hefezelle quantitativ yon Bedeutung sein kann. 

Dariiber hinaus fiihrt diese Arbeit zu dem Sehlug, dub die bisher 
bekannte enzymatisehe Aktivit//t des Flavoproteins ,,NADPH-Cyto- 
ehrom c-I:~eduktase" ein Artefakt ist, da fiir dieses Enzym in r ive  Cyto- 
e h r o m c  anf Grund seiner andersartigen intrazellul/~ren Lokalisierung 
als Elektronenakzeptor nieht in Betraeht kommt. Die physiologisehe 
Funktion dieses Flavoproteins ist also noeh unbekannt. Ein Hinweis 

o A.  P. Nygaard, J. Biol. Chem. 236, 1585 (1961). 
lO Th. Heyman-Blanchet, F. Za]dela und P. Chaix, 

Aeta [Amsterdam] 36, 569 (1959). 
Bioehim. Biophys. 
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auf seine Funkgion lgl3t sich aus der Natur der Par~ike1 ableiten, an die es 
gebunden ist: Diese Partikel sind frei von Enzymen der Atmungskette, 
sedimentieren langsamer als die I-Iefemitochondrien und bestehen wahr- 
seheirdieh aus Lipoprotein. Sie entspreehen somit weitgehend den Mikro- 
somenfraktionen, die aus I-Iomogenaten yon Sgugetierzellen isoliert 
werden kfnnen. Die Bedeu~ung der Membranen des endoplasmatisehen 
Retikulums, aus denen sieh die 5~ikrosomenfraktionen bekanntlieh ab- 
leiten it, ffir NADPH-umsetzende l~eaktionen lggt daran denken, dab es 
sieh bei dem Flavoprotein ,,NADPH-Cytoehrom c-Reduktase" um eine 
Komponente einer mikrosomalen Elektronentransportkette handelt, die 
an NADPH- und O2-abhgngigen Cyclisierungen, Hydroxytierungen und 
Desaturierungen beteiligt ist. Diesbezfigliehe Untersuchungen sind im 
Gange. 

Der Autor ist Herrn Prof. Dr. H. T u p p y  fiir zahlreiche f~ehliche Dis- 
kussionen sowie wertvolle Anregungen zu besonderem Dank verpflichtet. 

Frau K.  Oplatka sei f/it ihre gewissenhafte Mithilfe gedankt. 
Diese Arbeit erfolgte mit Unterstiitzung des U.S. Puklie Health Service 

(Grant G3/I 1 1225-01) sowie, zum Tell, der 0sterreiehisehen Bioehemisehen 
Gesellsehaft. 

Experimenteller Teil 

Die verwendeten S. cerevisi~e-St~mme W und WA, die Bedingungen der 
Zfiehtung der anaeroben lind atmungsmutanten Zellen sowie die Herstellung 
der Zellhomogenate waren die gleiehen wie in vorausgegangenen Unger- 
suehungen 5, 7, auBer, dab ein Homogenisationsmedium folgender Zusammen- 
setzung verwendet wurde: 0,25 m Saceharose, 20 - 10 -s m Trispuffer pt-I 7,4 
und 1 �9 10 .3 m EDTA. Ffir Versuehe mit aerober B/~ekerhefe wurde kiguf- 
liche PreBhefe verwendet, dis als Quelle der Stfimme W und V~TA gedient hatte. 

Ffir die Gradienten-Gleiehgewichtszentrifugierung wurde 1 ml eines 
Hefehomogenats (20--30 mg Protein/ml) fiber 4,5 ml eines Saeeharosediehte- 
gradienten (0,3--1,4m Saeeharose, Zus/%tze wie beim I-Iomogenisations- 
medium) geschiehtet und 3 S~dn. im Rotor SW 39 der Spineo Modell L Ultra- 
zentrifuge bei 39000 UpM zentrifugiert. Die Entnahme der Fraktionen n i t  
versehiedener Diehte nach beendeter Zentrifugation wurde bereits besehrieben 5. 

NADPt-I-Cytochrom c-Reduk~aseaktivit/~t wurde spektrophotometriseh 
bei 550 m~ bestimmt. Das Testmedium enthielt in 3 ml 4I fxMole Phosphat- 
puffer pI-I 7,4, 0,87 ~zMole Ferrieytoehrom c (aus Pferdeherz), 1,8 ~.Mole 
NADPH (Boehringer & S6hne) sowie 90 y.Mole KCN. Die Vergleichskfivette 
enthielt ein Medimn gleieher Zusammensetzung, jedoeh ohne NADPH. 
Die Reaktion wurde durch Zngabe gleieher Enzymmengen zu Test- und 
Vergleichskfivette gestartet. NADtt-Cytoehrom c-Reduktase, L-Laetat- 
Cytoehrom c-Reduktase und Sueeinat-Cytoehrom c-Reduktase wurden unter 
gleiehen Beding~angen wie NADPH-Cytochrom c-Reduktase gemessen, wo- 
bei ~edoeh NADPH jeweils dureh 1,8 ~,Mole NADIt, 15 ~Mote Kalium-L- 
Laetat bzw. 10tzMole Kalium-suceinat ersetzt wurde. NADH-Oxydase 

11 G. E. Palade und P. Siekevitz, J. Biopbys. Bioehem. Cytol. 2, 171 (1956). 
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wurde naeh Slater 12 bestimmt. Alle enzymatisehen Aktivit~ten wurden 
bei 28 ~ in einem Gesamtvolumen yon 3 ml bestimmt. Spezif. Aktivit~ten 
sind als ~Mole oxydiertes Substrat pro Minute pro mg Protein definiert. 
Protein wurde naeh Lowry  und Mitarbeitern 18 bestimmt. 

F6r die Reinigung der neuen Hefepartikel wurde zun~ichst ein Homo- 
genat normaler B~iekerhefe 90 Min. bei 40000 UpM zentrifugiert (Rotor 40 
der Spinco Ultrazentrifuge). ]:)as erhaltene Partikelsediment wurde in wenig 
l-Iomogenisationsmedium resuspendiert. 1 ml dieser Suspension wurde in 
einem Saccharose-Dichtegradienten aufgetrennt, wie es weiter oben ftir die 
Fraktionierung der t tomogenate beschrieben worden ist. Die Frakt ionen 
mit  der hSchsten NADPH-Cytoehrom c-Reduktaseaktivit~t wurden dutch 
seitliehes Anstechen des ZentrifugenrShrchens isoliert und  mit  eiskaltem 
Wasser, das 20 �9 10 -3 m Trispuffer pIK 7,4 sowie 1 . 10 -3 m EDTA enthielt, 
1-1 vercltinnt. 3,5 ml dieser so verdiirmten Suspension wurden schliel~lieh 
iiber 1 ml einer 1,95 m Saccharosel6sung gesehichtet und 15 Stdn. im SW 39 
Rotor bei 39 000 UpM zentrifugiert, um verunreinigendes ribosomales Material 
zu entfernen. Nach beendeter Zentrifugation hat ten sich an der Grenz- 
fl~iehe beider LSsungen zwei scharf voneinander abgesetzte Banden aus- 
gebildet, deren obere die neuen Hefepartikel in gereinigter Form enthielt 
und die durch seitliehes Ansteehen des ZentrifugenrShrchens isoliert wurde. 

12 E.  C. Slater, Bioehem. J. 46, 484 (1950). 
1~ O. H.  Lowry,  N .  J .  Rosebrough, A .  L.  Farr und R. J.  Randall, J. Biol. 

Chem. 193, 265 (1951). 


