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Das TFlavoprotein NADPH-Cytochrom c¢-Reduktase aus
Hefe ist im Gegensatz zu bisherigen Anschauungen kein Enzym
der mitochondralen Atmungskette, sondern an bisher unbe-
kannte subzellulare Partikel gebunden, die nach Homogenisieren
der Hefezellen von den Mitochondrien abgetrennt werden kénnen.
Die Beteiligung von Cytochrom bz oder einer Transhydrogenase-
reaktion an der Elektronentibertragung von NADPH auf Cyto-
chrom ¢ in einem Hefehomogenat konnte ausgeschlossen werden.
Die Natur der neuen Hefepartikel sowie die physiologische
Funktion des Enzyms NADPH-Cytochrom c-Reduktase werden
diskutiert.

Das Flavoprotein NADPH-Cytochrom c¢-Reduktase wurde erstmalig
1940 von Haas und Mitarbeitern! aus Brauereihefe isoliert. Da dieses
Enzym fir NADPH spezifisch ist, in Hefezellen in hoher Aktivitdt vor-
kommt und mit Ferricytochrom ¢ wesentlich schneller reagiert als mit
molekularem Sauerstoff, wurde es seit seiner Entdeckung allgemein als
Komponente der Atmungskette von Hefe betrachtet’~%. Haas und Mit-

* Abktirzungen: NADPH: reduziertes Nikotinamid-adenin-dinuklectid-
phosphat; NADH: reduziertes Nikotinamid-adenin-dinukleotid; Tris: Tris-
(hydroxymethyl)aminomethan; BAL: 1,2-Dimercapto-3 -hydroxypropan;
RNase: Ribonuklease; ATPase: Adenosintriphosphatase; EDTA: Athylen-
diamintetraessigsiure.
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arbeiter postulierten dabei folgende Elektronentransportkette!: NADPH —
- Cytochrom ¢ — Cytochromoxydase — Sauerstoff (Schema 1). In den
darauffolgenden Jahren wurden fir Hefe noch weitere Wege des Elek-
tronentransports von NADPH auf Sauerstoff in Betracht gezogen, die
sich jedoch vom urspriinglichen Schema von Haas und Mitarbeitern zu-
meist nur durch die Einbeziehung eines weiteren Redoxschrittes zwischen
NADPH und Cytochrom ¢ unterschieden: So wurde fiir die Elektronen-
ibertragung von NADPH auf Cytochrom ¢ von Slonimski? die Beteili-
gung des BAL-empfindlichen Faktors (Schema 2), von Yamanake und
Mitarbeitern® die von Cytochrom bs (Schema 3) diskutiert. Ein grund-
sdtzlich neuartiger Mechanismus der NADPH-Oxydation, der auch fiir
Hefezellen in Betracht zu ziehen war, wurde schlieflich von Kaplan und
Mitarbeitern* vorgeschlagen: Diese Autoren konnten an Rattenleber-
mitochondrien die Beteiligung einer Transhydrogenasereaktion nach

Transhydrogenase

folgendem Schema wahrscheinlich machen: NADPH
— NADH - Cytochrom ¢ - Cytochromoxydase — Sauerstoff (Schema 4).
Die Bedeutung aller dieser Wege fiir die NADPH-Oxydation in Hefezellen
wurde bisher noch nicht untersucht.

Nach jedem dieser vier vorgeschlagenen Mechanismen sollte normale
aerobe Bickerhefe intrazelluldr gebildetes NADPH schnell durch mole-
kularen Sauerstoff oxydieren konnen, da beide Teilschritte einer der-
artigen. NADPH-Oxydasereaktion, némlich sowohl die Reduktion von
Ferricytochrom ¢ durch NADPH! als auch die Oxydation von Ferrocyto-
chrom ¢ durch Luftsauerstoff? 5, in Homogenaten dieser Zelltype mit
hoher Geschwindigkeit ablaufen. Tm Gegensatz dazu scheinen jedcech
Hefezellen, ebenso wie die meisten Sdugetierzellen, intrazellulir gebildetes
NADPH nur langsam reoxydieren zu konnen, da die NADPH-Reoxy-
dation die Geschwindigkeit des Hexosemonophosphat-Shunts be-
grenzt .

In der vorliegenden Arbeit soll gezeight werden, dafl das Enzym
NADPH-Cytochrom c¢-Reduktase in der Hefezelle keine Komponente
der mitochondralen Atmungskette ist, sondern praktisch ausschlieBlich
an bisher unbekannte, mikrosomenihnliche Partikel gebunden ist. Dieses
Ergebnis erklirt nicht nur zwanglos die Diskrepanz zwischen hoher
NADPH-Cytochrom ¢-Reduktase- und weitgehend mangelnder NADPH.-
Oxydaseaktivitit in Béckerhefehomogenaten, sondern fihyt dartiber
hinaus auch zu dem SchluB, dal fir die Elektroneniibertragung von
NADPH auf Cytochrom ¢ in der lebenden Hefezelle keiner der vier bisher
diskutierten Mechanismen quantitativ von Bedeutung sein kann.

5 @. Schatz, H. Tuppy und J. Klima, Z. Naturforsch. 18b, 145 (1963).
$ H. Holzer und I.Witi, Angew. Chem. 70, 439 (1958).
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Ergebnisse
Anaerob geziichtete normale Hefezellen (Stamm W) sowie aerob
geziichtete Zellen der cytoplasmatischen ,,petite” Mutante (Stamm WA), die
beide atmungsdefizient sind und die meisten Enzyme der Atmungskette
nur in stark verringertem Ausmaf oder tberhaupt nicht? % 7 syntheti-
sieren, weisen gegeniiber atmender, normaler Béickerhefe eine kaum
verminderte NADPH-Cytochrom ¢-Reduktaseaktivitdt auf (Tab. 1):

Tabelle 1. Spezifische Aktivitdt von NADPH-Cytochrom
¢-Reduktase in Homogenaten von 8. cerevisiae

« . y Ziicht - Spezif. Zaht d
8. eorevisiae-Stamm beg(;ngﬂggén Aklgie\filt‘a‘.t Vaérsucire
Wildstamm W aerob Mittel: 0,05 3
(0,02—0,07)
Wildstamm W anasrob 0,08 1
,,Petite asrob Mittel: 0,03 3
Mutante WA (0,02—0,04)

In einem Homogenat normaler Backerhefe 18t sich also nicht nur
eine sehr aktive Cytochromoxydase? °, sondern auch eine aktive NADPH-
Cytochrom c-Reduktaseaktivitdt nachweisen. Im Gegensatz dazu kann
der integrierte Elektronentransportprozel, ndmlich die Oxydation von
NADPH durch molekularen Sauerstoff, im gleichen Homogenat nicht
nachgewiesen werden. Der Elektronentransport von NADH verlduft
dagegen sowoh! auf Luftsauerstoff als auch auf Cytochrom ¢ mit annihernd
gleicher Geschwindigkeit (Tab. 2).

Tabelle 2. Oxydation von NADPH und NADH durch Luftsauer-
stoff oder Ferricytochrom ¢ in Homogenaten von aerober
Béackerhefe (Stamm W)

Gemessene Enzymreaktion Spezifische Aktivitit
NADH-Oxydase 0,18 ient:
NADPH-Oxydase 0,00 Quotient: co
NADH-Cytochrom ¢-Reduktase 0,10 Quotient: 2,0
NADPH-Cytochrom c¢-Reduktase 0,05 uoulent: 2,

1,5 pug/ml Antimycin A beeinflussen die NADPH-Cytochrom ¢-Reduk-
taseaktivitdt eines Hefehomogenats nicht, wihrend die Reduktion von
Cytochrom ¢ durch NADH oder Succinat fast vollig blockiert wird. In
einem Hefehomogenat wird somit Cytochrom ¢ durch NADPH nach einem
anderen Mechanismus reduziert als durch NADH. Zugleich schlieBen
diese Versuche mit Antimycin A auch die Beteiligung einer Transhydro-

7 (. Schatz, Biochem. Biophys. Res. Communications 12, 448 (1963).
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genasereaktion bei der in vitro gemessenen NADPH-Cytochrom ¢-Reduk-
tasereaktion (Schema 4) aus, da in diesem Fall der Elektronentransport
iber das NADH-Cytochrom c-Reduktasesystem verlaufen und damit
antimycinempfindlich sein miiBte.

Alle diese Befunde sprechen gegen eine Beteiligung des Enzyms
NADPH-Cytochrom c-Reduktase am mitochondralen Elektronentrans-
port der Hefezelle. Weitere Beweise fir diese Anschauung konnten durch
die Untersuchung der infrazelluliren Lokalisierung der Reduktase ge-
wonnen werden:

Durch hochtouriges Zentrifugieren (2 Stdn. bei 105 000 g) lassen sich
iber 95%, der NADH- und NADPH-Cytochrom ¢ Reduktaseaktivitdt
eines Hefehomogenats sedimentieren. Beide Enzymaktivitdten sind also
praktisch ausschlieBlich an subzelluldre Partikel gebunden. Zentrifugiert
man ein Hefehomogenat in einem Saccharose-Dichtegradienten, so 146t sich
zeigen, daB beide Reduktasen eine voneinander verschiedene intra-
zelluldre Lokalisierung aufweisen (Abb. 1).

In fritheren Untersuchungen wurde fir Hefemitochondrien unter den
hier angewandten Bedingungen eine Gleichgewichtsdichte von 1,16—
1,18 g - cm™3 gefunden. Abb. 1 zeigt somit, daB praktisch die gesamte
NADH-Cytochrom c¢-Reduktase- und NADH-Oxydaseaktivitit eines
Homogenats atmender Béckerhefe an Mitochondrien gebunden ist.
NADPH-Cytochrom c¢-Reduktase bildet dagegen eine Bande bei der we-
sentlich geringeren Dichte von 1,11—1,13 g ecm=3. Dieses Enzym ist
also an bisher noch nicht beschriebene subzellulire Partikel gebunden,
deren Verhalten in der priiparativen Ultrazentrifuge sowohl von den Hefe-
mitochondrien als auch den frither beschriebenen, ATPase-reichen
Doppelmembranen aus Hefe? sowie den Mitochondrienvorstufen ans
aerober Hefe? 8 deutlich abweicht. Diese bisher unbekannten Hefe-
partikel konnen von den Mitochondrien auch unter den Bedingungen
einer Sedimentationsgeschwindigkeitsanalyse abgetrennt werden, da sie
wesentlich langsamer sedimentieren als Hefemitochondrien®. Deshalb
diirfte die aus Abb. 1 ersichtliche Dichte von 1,11—1,13 g - cm~3 keine
echte Gleichgewichtsdichte sein, da fiir die betreffenden Partikel, im
Gegensatz zu den Hefemitochondrien, das Dichtegleichgewicht unter den
gewihlten Zentrifugierbedingungen noch nicht erreicht wurde.

Durch Kombination mehrerer Zentrifugierschritte konnten die Par-
tikel mit NADPH-Cytochrom c¢-Reduktaseaktivitdt weitgehend gereinigt
werden. Das AusmaB der Anreicherung ist aus Tab. 3 ersichtlich, in der
die Verunreinigung der Partikelfraktionen mit Mitochondrien durch die
Aktivitit des Mitochondrienenzyms Suceinat-Cytochrom ¢-Reduktase aus-
gedriickt ist.

8 (. Schatz, unverdffentlichte Versuche.
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Tabelle 3. Reinigung der Partikel mit NADPH-Cytochrom c¢-Re-
duktaseaktivitdt durch Xombination mehrerer Zentrifugier-

schritte
NADEH-Ovtochrom  petative spesif. Aktivitit
Fraktion e von NADPH-Cytochrom
Succinat-Cytochrom c-Reduktase

c-Reduktase

Homogenat 0,18 1
Partikelsediment 0,16 2,5
1. Gradienten-

zentrifugierung 4,20 4.5
2. Gradienten-

zentrifugierung 9,30 9,8

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

Die partikelgebundene NADPH-Cytochrom ¢-Reduktaseaktivitat kann
wohl durch 0,5%, Desoxycholat bei 0°, nicht jedoch durch eine energische
Behandlung mit RNase (100 pg/mi; 1 Stde. bei 28°) solubilisiert werden.
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Abb. 1 Abb. 2
Abb. 1. Verteilung von NADPH-Cytochrom ¢-Reduktase ( -}, NADH-Cytochrom ¢-Reduktase
(———) und NADH-Oxydase (...... ) in einem Saccharose-Dichtegradienten. Beziiglich der

Zentrifugierbedingungen siehe Experimenteller Teil.

Ordinate A: Aktivitit von NADPH-Cytochrom c-Reduktase (A Es;, pro Min. pro 0,01 ml Fraktion)
und NADH-Cytochrom ¢-Reduktase (A Egz pro Min. pro 0,002 ml Fraktion.

Ordinate B: Aktivitit von NADH-Oxydase (A Egq pro Min. pro 0,1 ml Fraktion)
Abb. 2. Verteilung von IL-Lactat-Cytochrom ¢-Reduktase (...... ) und NADPH-Cytochrom ¢-Re-

duktase (—————) im Saccharose-Dichtegradienten. Beziiglich der Zentrifugierbedingungen siehe
Experimenteller Teil.

Ordinate: Aktivitdt von L-Lactat-Cytochrom ¢-Reduktase (A Egs pro Min., pro 0,005 ml Fraktion)
und Aktivitit von NADPH-Cytochrom c-Reduktase (A Eg; pro Min. pro 0,01 m! Fraktion)
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Die hier isolierten Hefepartikel sind also nicht Ribosomen oder deren Ab-
bauprodukte, sondern wahrscheinlich Lipoproteinmembranen.

Abb. 2 zeigt, daB in der Hefezelle das partikelgebundene Cytochrom
bs (gemessen an der L-Lactat-Cytochrom c¢-Reduktaseaktivitit) fast aus-
schlieBflich an Mitochondrien gebunden ist. Cytochrom by und NADPH.-
Cytochrom ¢-Reduktase sind also an verschiedene subzelluldre Strukturen
gebunden. Dies 146t eine Beteiligung von Cytochrom by am Elektronen-
transport von NADPH auf Cytochrom ¢ (Schema 3) als sehr unwahrschein-
lich erscheinen. Eine derartige Rolle von Cytochrom b2 wird auch durch
die Befunde an anaerob geziichteter Hefe ausgeschlossen, da anaerob ge-
ziichtete Hefezellen wohl eine hohe NADPH-Cytochrom c-Reduktase-
aktivitit (Tab. 1), jedoch kein Cytochrom bs enthalten®. i

Diskussion

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, dall die Aktivitdt des
Enzyms NADPH.-Cytochrom c-Reduktase in der Hefezelle weder durch
Anaerobiose noch durch den Verlust des fiir die ,,petite’ Mutation postu-
lierten hypothetischen extrachromosomalen Atmungsfaktors* vermindert
wird und praktisch zur Gédnze an bisher unbekannte subzelluldre Partikel
gebunden ist. Diese neuen Partikel unterscheiden sich von den Hefe-
mitochondrien, den Mitochondrienvorstufen aus aerober Hefe” 3, den
ATPasereichen Doppelmembranen® sowie den Ribosomen der Hefezelle.
NADPH-Cytochrom ¢-Reduktase aus Hefe ist also im Gegensatz zu bis-
herigen Anschauungen kein Enzym der mitochondralen Atmungskette.
Da Cytochrom ¢ in Hefe, ebenso wie in Sédugetierzellen, praktisch aus-
schlieBlich in den Mitochondrien lokalisiert ist1?, besteht somit keine Ver-
bindung zwischen dem Flavoprotein, das NADPH oxydiert, und dem mito-
chondralen Cytochromsystem. Damit lassen sich die hohe NADPH-
Cytochrom c¢-Reduktaseaktivitit und die mangelnde NADPH-Oxydase-
aktivitit eines Hefehomogenats zwanglos in Einklang bringen. Es ergibt
sich somit, daB keine der vier bisher postulierten Elektronentransport-
ketten fiir die Oxydation von NADPH durch Luftsauerstoff in der leben-
den Hefezelle quantitativ von Bedeutung sein kanm.

Dariiber hinaus fiithrt diese Arbeit zu dem SchiuB, daB die bisher
bekannte enzymatische Aktivitit des Flavoproteins ,,NADPH-Cyto-
chrom c-Reduktase ein Artefakt ist, da fiir dieses Enzym in vivo Cyto-
chrom ¢ auf Grund seiner andersartigen intrazelluliren Lokalisierung
als Elektronenakzeptor nicht in Betracht kommt. Die physiologische
Funktion dieses Flavoproteins ist also noch unbekannt. Ein Hinweis

* A. P. Nygaard, J. Biol. Chem. 236, 1585 (1961).
10 7Th. Heyman-Blanchet, F. Zajdela und P. Chaixz, Biochim. Biophys.
Acta [Arosterdam] 36, 569 (1959).
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auf seine Funktion 148¢ sich aus der Natur der Partikel ableiten, an die es
gebunden ist: Diese Partikel sind frei von Enzymen der Atmungskette,
sedimentieren langsamer als die Hefemitochondrien und bestehen wahr-
scheinlich aus Lipoprotein. Sie entsprechen somit weitgehend den Mikro-
somenfraktionen, die aus Homogenaten von Sidugetierzellen isoliert
werden kénnen. Die Bedeutung der Membranen des endoplasmatischen
Retikulums, aus denen sich die Mikrosomenfraktionen bekanntlich ab-
leiten!, fir NADPH-umsetzende Reaktionen 1i8t daran denken, daf es
sich bei dem Flavoprotein ., NADPH-Cytochrom ¢-Reduktase™ um eine
Komponente einer mikrosomalen Elektronentransportkette handelt, die
an NADPH- und Os-abhéngigen Cyclisierungen, Hydroxylierungen und
Desaturierungen beteiligt ist. Diesbeziigliche Untersuchungen sind im
Gange.

Der Autor ist Herrn Prof. Dr. H. Tuppy fiir zahlreiche fachliche Dis-
kussionen sowie wertvolle Anregungen zu besonderem Dank verpflichtet.

Frau K. Oplatka sei fir ihre gewissenhafte Mithilfe gedankt.

Diese Arbeit erfolgte mit Unterstiitzung des U.S. Public Health Service
(Grant GM 11225-01) sowie, zum Teil, der Osterreichischen Biochemischen
Gesellschaft.

Experimenteller Teil

Die verwendeten S. cerevisiae-Stamme W und WA, die Bedingungen der
Ziichtung der anaeroben und atmungsmutanten Zellen sowie die Herstellung
der Zellhomogenate waren die gleichen wie in vorausgegangenen Unter-
suchungen?. 7, auBer, daB ein Homogenisationsmedium folgender Zusammen-
setzung verwendet wurde: 0,25 m Saccharose, 20 - 10~3 m Trispuffer pH 7,4
und 1-10-3m EDTA. Fur Versuche mit aerober Bickerhefe wurde kiuf-
liche PreBhefe verwendet, die als Quelle der Stdmme W und WA gedient hatte.

Fir die Gradienten-Gleichgewichtszentrifugierung wurde 1ml eines
Hefehomogenats (20—30 mg Protein/ml) iiber 4,5 ml eines Saccharosedichte-
gradienten (0,3—1,4 m Saccharose, Zusidtze wie beim Homogenisations-
medium) geschichtet und 3 Stdn. im Rotor SW 39 der Spinco Modell L Ultra-
zentrifuge bei 39000 UpM zentrifugiert. Die Entnahme der Fraktionen mit
verschiedener Dichte nach beendeter Zentrifugation wurde bereits beschrieben 5.

NADPH-Cytochrom c-Reduktaseaktivitéit wurde spektrophotometrisch
bei 550 my. bestimmt. Das Testmedium enthielt in 3 ml 41 uMole Phosphat-
puffer pH 7,4, 0,87 pMole Ferricytochrom ¢ (aus Pferdeherz), 1,8 uMole
NADPH (Boehringer & Séhne) sowie 90 pMole KCN. Die Vergleichskiivette
enthielt ein Medium gleicher Zusammensetzung, jedoch ohne NADPH.
Die Reaktion wurde durch Zugabe gleicher Enzymmengen zu Test- und
Vergleichskiivette gestartet. NADH-Cytochrom c-Reduktase, 1-Lactat-
Cytochrom c-Reduktase und Succinat-Cytochrom e-Reduktase wurden unter
gleichen Bedingungen wie NADPH-Cytochrom c¢-Reduktase gemessen, wo-
bei jedoch NADPH jeweils durch 1,8 pMole NADH, 15 yMole Kalium-z.-
Lactat bzw. 10 uMole Kalium-succinat ersetzt wurde. NADH-Oxydase

11 @. B. Palade und P. Siekevitz, J. Biophys. Biochem. Cytol. 2, 171 (19586).
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wurde nach Slater!? bestimmt. Alle enzymatischen Aktivitditen wurden
bei 28° in einem Gesamtvolumen von 3 ml bestimumt. Spezif. Aktivitéiten
gsind als pMole oxydiertes Substrat pro Minute pro mg Protein definiert.
Protein wurde nach Lowry und Mitarbeiterni® bestimmt.

Fur die Reinigung der neuen Hefepartikel wurde zunéchst ein Homo-
genat normaler Backerhefe 90 Min. bei 40000 UpM zentrifugiert (Rotor 40
der Spinco Ultrazentrifuge). Das erhaltene Partikelsediment wurde in wenig
Homogenisationsmedium resuspendiert. 1ml dieser Suspension wurde in
einem Saccharose-Dichtegradienten aufgetrennt, wie es weiter oben fiir die
Fraktionierung der Homogenate beschrieben worden ist. Die Fraktionen
mit der héchsten NADPH-Cytochrom c-Reduktaseaktivitdt wurden durch
seitliches Anstechen des Zentrifugenréhrchens isoliert und mit eiskaltem
Wasser, das 20 - 10-3 m Trispuffer pH 7,4 sowie 11073 m EDTA enthielt,
1:1 verdinnt. 3,5ml dieser so verdinnten Suspension wurden schlieBlich
iiber 1 ml einer 1,95 m Saccharoselosung geschichtet und 15 Stdn. im SW 39
Rotor bei 39000 UpM zentrifugiert, um verunreinigendes ribosomales Material
zu entfernen. Nach beendeter Zentrifugation hatten sich an der Grenz-
fliche beider Losungen zwei scharf voneinander abgesetzte Banden aus-
gebildet, deren obere die neuen Hefepartikel in gereinigter Form enthielt
und die durch seitliches Anstechen des Zentrifugenrshrchens isoliert wurde.

12 F. C. Siater, Biocher. J. 46, 484 (1950).
8 0. H. Lowry, N.J. Rosebrough, A. L. Farr wnd R.J. Randall, J. Biol.
Chem. 193, 265 (1951).



