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Pankreas -DNAase**  greift  bei niedriger Tempera tu r  die in 
t -Iefemitochondrien vorhandene  D N A  nicht  merkba r  an, w/~h- 
rend  verunre in igende  n ieh t -mi tochondr ia le  D N A  zu s~iurel6sliehen 
Bruchst f ieken abgebau t  wird.  E ine  darauf  beruhende  Methode 
eignet  sich zur selekt iven B e s t i m m u n g  mi tochondr ia le r  D N A  in 
Mitoehondr ienfrakt ionen,  die du tch  differentielles Zentr i fugieren 
yon Hefehomogena ten  gewonnen worden  und  noch mi t  Zellkern- 
mate r ia l  verunre in ig t  sind. 

I n  den nieht  a tmungsf~higen Mitoehondr ien  der , ,peti te  ̀ ~ 
Mutan te  der Bfiekerhefe ist D N A  in einer gegenfiber dem Wild- 
t y p  nieht  wesent l ich ver r inger ten  Menge vorhanden ;  die extra-  
ehromosomale  Muta t ion  zum , ,pe t i t e " -Typ  ist demnach  nicht  
m i t  e inem v51Iigen Verlust  mi toehondr ia le r  D N A  zu erklaren.  
Aueh  die in H o m o g e n a t e n  anaerob gezi iehteter  Zellen des Wild- 
typs  aufgefundenen mitochondrien--~hnlichen Par t ike ln  en tha l t en  
eine geringe Menge D N A .  

Pancrea t ic  D.h:Aase at  low t empera tu re  fails to a t t ack  intra-  
mi toehondr ia l  D2VA, whereas  con tamina t ing  non-mi toehondr ia l  
D N A  is readi ly  degraded  to acid-soluble f ragments .  This  makes  
possible a selective de te rmina t ion  of mi tochondr ia l  D N A  in crude 
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nukleinsgure.  
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particle fractions which have been obtained from yeast cell 
homogenates by differential centrifugation and are still conta- 
minated by nuclear material. 

The non-respiring mitochondria of the ,,petite" mutant of 
baker's yeast have been found to contain amounts of DNA 
similar to those present in wild type yeast mitochondria. This 
finding indicates that the extrachromosomal mutation which 
gives rise to respiration-deficient ,,petite" cells is not due to a 
complete loss of mitochondrial DNA. The mitochondria-like 
particles occurring in homogenates of wild type yeast grown under 
anaerobic conditions have also been found to contain small 
amounts of DNA: 

Wie frfiher berichtet 1, 2, zeigten analytische Untersuchungen, die 
wir an hochgcreinigten Mitochondrien aus aerob geziichteter Bs 
sowie aus Zellen verschiedener S~ugetiergewebe vornahmen, dal~ diese 
Zellorganellen geringe, jedoch signifikante D N A - M e n g e n  enthalten. Auf 
Grund elektronenmikroskopischer Untersuchungen an einer grol~en Zahl 
verschiedener Zelltypen gel~ngten N a s s  und N a s s  a, ~ zur gleichen Schlul~- 
folgerung. Diese Befunde fiber das Vorkommen yon D N A  in Mitochondrien 
wurden inzwischen durch zahlreiche biochemische und cytologische 
Arbeiten besti~tigt und wesentlich erweitert 5-~. Es kann nunmehr als 
erwiesen gelten, da]  Mitochondrien eine hochmo]ekulare D N A  besitzen, 
die sich in ihrer Basenzus~mmensetzung yon der im Zellkern lokalisierten 
D N A  unterscheidet. 

Die Funktion der mitochondrialen D N A  ist noch nicht mit Sicherheit 
bekannt. In  Anbetracht zahlreicher Beobachtungen, die fiir eine teil- 
weise genetische Autonomic der Mitochondrien sprechen, ist es jedoch 
wahrscheinlich, da]  ihr eine Aufgabe als Trigger genetischer Information 
zukommt. In  diesem Zusammenhang ist bemerkenswert, dal~ isolierte 
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Mitochondrien zur Synthese von R N A  und yon Protein bef/~higt 5, 12-1s 
nnd diese synthetisehen Prozesse D N A - a b h i i n g i g  sind s, s, ~5-17. Diese 
Befunde deuten an, auf welehe Weise die in den Mitoehondrien naehge- 
wiesene D I Y A  wirksam wird. 

Struktur und Enzymgehalt  der Mitoehondrien yon Saeeharomyees 
eerevisiae k6nnen dureh eine extraehromosomale Mutation ~9-22 oder 
aueh (lurch anaerobe Ztiehtung der Zellen 2s, 24 weitgehend ver/~ndert 
werden; damit geht ein Verlust zaMreicher Mitoehondrienfunktionen 
einher. Die vorliegende Arbeit befagt sieh mit der Frage, ob die genannten 
Ver/inderungen dureh einen Verlust der D N A - K o m p o n e n t e  der Mitoehon- 
drien bedingt sind. 

E r g e b n i s s e  

Ftir die quantitativen D N A - B e s t i m m u n g e n  wurde die kolorimetrisehe 
Indolmethode yon Ceriott i  25 in einer abgewandelten Ausfiihrungsform 
verwendet. Das im experimentellen Teil besehriebene Verfahren gibt 
zwar eine um ungefghr 20~o geringere Farbausbeute als die ursprting- 
liehe Methode, ist jedoeh besser reproduzierbar und leiehter in kleinen 
Fliissigkeitsmengen durehfiihrbar. D I V A - M e n g e n  zwisehen 2,5 und 12,5 Bg 
lassen sieh - -  in einem naeh Zusatz der Reagentien, Indol und Salzs/~ure, 
1,0 ml betragenden Volumen - -  bequem ermitteln, wobei zwisehen ein- 
gesetzter DNA-Menge und Liehtabsorption bei 490 m~ Proportionalitgt 
gewghrleistet ist (Abb. 1). Die mit der modifizierten Indolmethode be- 
stimmten Werte wurden 6fters mit den ~Iethoden yon Di.sche ~ und 
B u r t o n  27 tiberpriift, wobei sieh gute Ubereinstimmung ergab. 
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Friihere Experimente hat ten ergeben, da~ in den Mitoehondrien neben 
sgurefgllbarer DNA aueh betr~ehtliehe Mengen sgurelSslicher, des- 
oxyribose-haltiger Verbindungen vorkommen 1. Vor den DNA-Bestim- 
mungen wurden daher alle untersuchten subze]lul/~ren Fraktionen zur 
Entfernung ss Materials in der K~lte mit  alkoholiseher 
Perehlorsgure behandelt. Hoehmolekulare DNA wird, wie Kontro]l- 
versuche zeigten, aus eiwei6haltigen L6sungen dureh alkoholisehe Per- 
chlors/iure zu mindestens 80~o pr/~zipitiert und bei der naehfolgenden 
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Abb. 1. Modifizierte Indolmethode: Progortiona!it~it zwischen DfvL4-3ienge und 
Extink~ion bei 490 m~ 

Bestimmung errant. Da auBerdem beobachtet  worden war, da6 Mitochon- 
drienlipide die DNA-Analysen stSren und zu niedrige Werte vort/~uschen 
kSnnen, wurden die Partikelfr~ktionen vor Anwendung der Indolmethode 
stets auch noeh dureh Extrakt ion mit  einer A]kohol--Ather-Mischung 
entfettet.  

Die bereits beschriebene Flotation subzellul~rer Partikeln in einem 
,,Urografin"-Diehtegradienten 1 ermSg]ieht eine seharfe Trennung der 
Mitoehondrien yon anderen Zellbestandteilen; Verunreinigungen mit  
Zellkern-DNA werden aui diese Weise weitgehend ausgeschlossen. Die 
Methode der F]otation in der Ultrazentrifuge wurde deshalb in der 
vorliegenden Arloeit zur Reinigung sowohl der atmenden normalen 
Hefemitoehondrien als auch der mitoehondrien-/ihnlichen Partikeln ans 
anaerob geziiehteter Bgekerhefe herangezogen (Abb. 2). 

DNA-Bestimmungen in flotierten normalen Hefemitoehondrien, die 
yon Lipiden und s~urel6sliehem Material zuvor befreit worden waren, 
ergaben in drei verschiedenen Versuchen Werte von 4,3, 3,9 und 3,7 ~xg 
DNA/mg Protein. In  den mitoehondrien-~hnliehen Partikeln der anaerob 
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geztiehteten Bgekerhefe konnte ebenfalls D N A  nachgewiesen werden, 
wenn aueh in einer geringeren Nenge als in normalen Hefemitoehondrien : 
In zwei Versuehen wurden DNA-Gehalte yon 0,5 bzw. 0,9 ~zg/mg Mito- 
ehondrien-Eiweil3 gefunden. 

Wenn dureh Flotation gereinigte normale Hefemitoehondrien 2 Stun- 
den bei 26 ~ und pig 6,6 in stark hypotoner L6snng mit  DNAase in- 
kubiert  wurden, erlitt die mitoehondriale D N A  einen weitgehenden 
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Abb. 2. Flotation in einem Urografin-Dichtegradienten: Aufspaltung subzellulgrer Fraktionen in 
Partikelbanden (Schema~ische Darstellung). 

(I) Au~trennung der dutch differentielles Zentrifugieren gewonnenen Nitoehondrien-Rohfraktion 
aus aerob gezttehteter normMer B~iekerhefe. 

(II) Auftrennung der dnreh hoehtouriges Zen~rifugieren gewonnenen Teilchenfraktion aus anaerob 
gez~tehteter normMer B/ickerhefe, 

Die Flotation wurde clutch drei- (I) bzw. elfstilndiges (tI) Zentrifugieren bei 25 000 Up:~[ im :Rotor 
SW 25 der Spinco-Vltrazentrifuge erzielt. Die Bande JR t besteht aus normalen Hefemitoehondrien a, 
A I I  aus den in a~aerobet" t:Iefe vorkommenden mitochondrien-~ihnl~ehen PartikeIn ~ 

Abbau. So fiel in einem typischen Verdauungsversuch der Gehalt an 
s/~uref~llbarer DzVA yon 4,3 auf 2,1 Bg/mg Protein. Dieses Ergebnis 
zeigt, dal~ das mit  der Indolmethode erfal3te, s/~uref~llbare 3~aterial 
tats/~ehlieh D N A  ist und daft von aul]en einwirkende DNAase unter 
bestimmten Bedingungen die mitochondriale D N A  abzubauen vermag. 
Wurden jedoeh die flotierten Hefemitoehondrien mit  dem Enzym bei 4 ~ 
neutralem pig und in 0,25 m-Mannitl6sung inkubiert, erwies sieh die 
mitoehondriale D2fA als DNAase-resistent; unter diesen schonenden 
Bedingungen der Inkubat ion kann das yon anI~en zugefiihrte Enzym 
zur D N A  offenbar nieht vordringen. Eine ~hnliehe I~esistenz gegeniiber 
DNAase bei tiefer Temperatur  ist yon Luck mad Reich s aneh an Mito- 
ehondrienfraktionen aus Neurospora erassa beobaehtet  worden. Diese 
bioehemisehen l~esultate sprechen ebenso wie elektronenmikroskopisehe 
Befunde s, 4, ao far  eine intramitoehondriMe LokMisation der in hoeh- 
gereinigten Mitoehondrien gefundenen DNA.  
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Die schwere Zugitnglichkeit der intramitochondrialen DNA ffir 
DNAase erm6glichte es, die in rohen Mitochondrienfraktionen als Ver- 
unreinigung vorhandene Zellkern-DNA durch dieses Ferment  selektiv 
abbauen und entfernen zu lassen. Wenn Mitochondrien, die durch diffe- 
rentielles Zentrifugieren eines Homogenates normaler aerober B/~cker- 
here isoliert und nicht welter gereinigt worden w~ren und noch ungef~/hr 
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Abb. 3. D N A  in Mitochondrienfraktionen naeh Inkubation mit steigenden D.~TAase-Mengen bei 4 ~ 
(a) Rohe Mitochondrienfraktion aus aerob gezttchteter norlnaler B~ckerhefe (2,7 rag Partikelprotein 

inl Inkubationsmedium). 
(b) Rohe Mitochondrienfraktion aus der ,,]0etite"-Mutante (0,75 mg Partikelprotein/ml 

Inkubationsmedium). 

40 ~g DNA/mg Protein enthielten, eine Stunde bei 4 ~ mit  steigenden 
DNAase-Mengen inkubiert wurden, so gingen steigende DNA-Mengen 
in si/urel6s]iche Form fiber. Eine bestimmte, konstante DNA-Menge 
widerstand jedoch, offenbar durch ihre intramitochondriale Lage ge- 
schfitzt, selbst den h6chsten angewandten DNAase-Konzentrationen. Sie 
betrug in zwei Versnehen 4,0 bzw. 6,0 ~tg DNA/mg Protein (Abb. 3a). 
Der Mittelwert von 5 jig DNA/mg Protein steht in befriedigender Uber- 
einstimmung mit  dem durchschnittlichen DNA-Gehalt hoehgereinigter, 
flotierter Hefemitochondrien, der in diesen und frfiheren Untersuehungen 1 
zu 4 rig/rag Protein ermittelt  worden ist. 

Zahlreiehe Versuche, die Mitochondrien der cytoplasmatischen, 
atmungsdefizienten ,,petite"-lYiutante durch Flotation im ,,Urografin"- 
Dichtegradienten zu reinigen, erwiesen sieh als vergeblieh. Der Mil3erfolg 
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diirfte der bereits frfiher beobaehteten Fragilit/it 2~ ~'~ dieser Organellen 
zuzusehreiben sein. Aueh der Einsatz versehiedener anderer Diehte- 
gradienten ffihrte nicht zum Ziel. Der DNA-Gehel t  der Mitoehondrien 
der , ,pet i te"&Iutante wurde deshalb naeh Vorbehandlung der rohen 
Mitoehondrienfraktion mit DNAase bestimmt. Es zeigte sieh, dal~ bei 
4f Bin grol~er Teil der in den ungereinigten Mitoehondrienfraktionen 
anwesenden D N A  enzymatiseh abgebaut wurde. Ebenso wie bei den aus 
aerober normaler Bgekerhefe gewonnenen Mitoehondrien erwies sieh 
jedoeh aueh hier eine kleine DNA-Yienge selbst gegenfiber h6ehsten 
DNAase-Konzentrat ionen als widerst~ndsfghig (Abb. 3b). Der Gehalt 
der ,,petite"-Mitoehondrien an DNAase-resistenter D N A  bering ungef/ihr 
2, [xg/mg Protein. 

D i s k u s s i o n  

Obwohl in zunehmendem Mal~e klar geworden ist, dab extraehromoso- 
malen N[utationen - -  zumindest bei griinen Pflanzen und Mikroorganis- 
men - -  eine betrgehtliehe Bedeutung zukommt,  weig man fiber ihren 
Meehanismus nut  wenig. Zu den genetiseh und biochemiseh am besten 
untersuehten extraehromosomalen Mutationen geh6rt jene, die bei 
Saeeharomyees eerevisiae in irreversibler Weise zum Auftreten yon 
atmungsdefizienten ,,petite eolonie"-Stgmmen ffihrt, deren Mitoehondrien 
die Fghigkeit znr Atmung eingebfil?t haben 1~, 2a Diese Mutation be- 
ansprueht allgemeines Interesse, da sic eine extrachromosomale genetisehe 
Steuerung yon Zellorganellen, die in allen hSher entwiekelten atmenden 
Zellen anzutreffen sind, offenbart. 

Die Natur  der extrachromosomalen genetisehen Faktoren, die yon 
der , ,petite"-Mutation betroffen werden, ist nieht bekannt. Der Naeh- 
weis von D N A  in den Mitoehondrien der normalen atmenden Bgeker- 
here lieg jedoeh vermuten, dal~ die unbekannten genetisehen Determinan- 
ten in der mitoehondrialen D N A  zu suehen sind. Die eytoplasmatisehe 
,,petite"-~'Iutation der Bgekerhefe k6nnte demnaeh auf einem Verlust 
oder auf einer Modifikation der mitoehondrialen D N A  beruhen. Diese 
Hypothese zeiehnet sieh dadureh aus, dal3 sie mit  derzeit zur Verfiigung 
stehenden Methoden experimentell gepriift werden kann. 

Die in der vorliegenden Arbeit besehriebenen Untersuehungen spreehen 
daffir, dab auoh die zur Atmung nieht befghigten Mitoehondrien der 
, ,petite':-Mutante D N A  entha.lten. Da die Mitoehondrienfraktion der 
Mutante sieh in der Ultrazentrffuge dutch Flotation in Diehtegradienten 
nieht reinigen lieg, konnte der Naehweis intramitoehondrialer D N A  
erst naeh einem selektiven Abbau niehtmitoehondrialer D N A  dutch 
DNAase  gefiihrt werden. Ni t  dieser indirekten ~'Iethode zur Bestimmung 
yon Mitoehondrien-DNA waren fiir Mitoehondrien normaler Bgeker- 
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hefe D N A - W e r t e  erhalten worden, die mit den durch direkte Analyse 
yon durch Flotation gereinigten Mitochondrien ermittelten D N A - W e r t e n  
gut tibereinstimmten. 

Auf Grund der bier berichteten Resultate, die allerdings noch der 
Best/~tigung durch eine Isolierung und Charakterisierung der in den 
Mitochondrien der ,,petite"-Mutante anwesenden D N A  bedtirfen, is~ es 
sehr wahrscheinlieh, dal] die , ,pe t i te" -Mutat ion  nieht auf einen voll- 
stgndigen Verlust der mi~oehondrialen D N A  zuriiekgeht. Die Frage bleibt 
often, ob sie auf einem teilweisen Verlust oder auf einer Modifikation 
der in normalen Hefemitoehondrien vorhandenen D N A  beruht. 

Der Befund, dal? aueh die mitochondrien-ahnliehen, Sueeinatdehydro- 
genase tragenden Partikeln der unter Aussehlul~ yon Sauerstoff kul~i- 
vierten IIefe D N A  enthalten, bekr~ftigt die in einer friiheren Mitteilung 2~ 
ge/~ul3erte Vermutung, dal3 sie ,,Promit, oehondrien" sind, die bei Be- 
liiftung der anaerob geziiehteten Zellen adaptiv in typisehe, yell funk- 
tionsf~hige Mitoehondrien umgewandelt werden. Naeh dieser Hypothese 
w/ire zu erwarten, dal~ die in den ,,Promitoehondrien" der anaeroben 
Hefe anwesende D N A  eine gleiehe oder sehr ~hnliehe Basenzusammen- 
setzung besitzt wie die D N A  Ilormaler Hefemitoehondrien. Eine experi- 
mentelle Verifizierung dieser Voraussage w/ire im Hinbliek auf die noeh 
unbewiesene l~olle exLranuklearer D N A  bei der Entwicklung der Hefe- 
mitoehondrien yon besonderem Interesse. 

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

Das R6ntgenkontr~stmittel ,,Urogra]in" (eine Mischung des Natrium- 
und MethylglueaminsMzes der N,N'-Diacetyl-3,5-diamino-2,4,6-trijodbenzoe- 
s-gure im Verh~tltnis yon 10:66) wurde vonder  Firma Schering in Form einer 
76proz. sterilen L6sung (Diehte 1,42 g/ml), die auBerdem noeh 0,04% E D T A  
and 0,32~ Natriumeitrat enthielt, bezogen. Urografinl6sungen der Diehte 
1,10 (18~ und 1,20 (38%), die zur Herstellung yon Dichtegradenten dienten, 
wurden dureh entsprechende Verd~nnung der 76proz. L6sung mit , ,M TE " -  
3Iedium (0,25 m-Mannit, 20 mm Tris-Puffer, pit 7,4, 1 mm E D T A )  erhalten. 
Pankreas-DNAa.se stummte yon der Fa. Ftuka A.G., Buchs, Laehssperma- 
D N A  yon der California Corp. for Biochem. t~e3earch. Das zur kolorimetri- 
sehen Bestimmung der D N A  verwendete Indol war ein Pr~parat der M~nn 
Research Laboratories; es wurde dureh Umkristallisieren aus Petrol~tther 
gereinigt.. 

Normale Bi~ckerheJe (St~mm W 22) wurde in einem ursprttnglieh yon 
Ephrussi und Slonims/ci ~"8 besehriebenen Medium gez/iehtet, das jedoeh ffir 
die bier durehgeftihrten Versuehe geringfiigig modifiziert wurde: Es enthiett 
im Liter 8 g Glucose, 3 g I-Iefeextrakt (Difeo), 0,7 g MgC12, 0,4 g CaCI~, 0,5 g 
NaC1, 0,5 ml lproz. FeCla-L6sung, 1,0 g KHsP0a, 1,2 g (NI-I4)2804 sowie 
2 Tropfen einer AntJseha.umemulsion auf Silieonbasis (Wacker-Chemie). Die 
gefezellen wurden zungehst in 100 ml-K61bchen in 30 ml Medium fiber Naeht 
bei 28 ~ unter Sehiitteln vorgeziieht, e~. Die gesamte Vorkultur wurde sodann 

~s B. E~)hrussi trod P. P. Sloni,mski, Biochim. Biophys. Ae~a 6, 256 (1950). 
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unter sterile~ Bedingungen in 6 1 frisehes Medium eingetragen. Die weitere 
Zfiehtung erfolgte bei 280 unter dauerndem Seh/itteln lind starker Dureh- 
strSmung mit dureh Wat te  gefilterter Prel31uft. Das Waehstum der Kul tur  
wurde a.n steril entnommenen Proben dutch Nephelometrie verfolgt. Sobald 
die stationgre Wa.ehstnmsphase erreieht war (gew6hnlieh naela. 14 his 17 Stdn.), 
wurden die ZelIen dureh Zentrifugieren geerntet und zweimal mit  dest. Wasser 
sowie sehlieBlieh mit  k~ltem ?CITE-Medium gewasehen. 

Ffir die anaerobe Zi~chtung der Hefezellen wurde d as oben angegebene 
Medium verwendet, das jedoeh zusgtzlieh je Liter 92 g Glucose sowie 3 ml 
einer Ergosterinl6sung, zu deren Herstellung 200 mg Ergosterin und 44 ml 
Tween-80 mit  95proz. Xthanol auf ein Volumen von 100 ml gebraeht wurden, 
enthielt. Wghrend der ersten 3 Stdn. der Zfiehtung wurden die mit  einem Ggr- 
rohr versehenen Zuehtkolben kontinuierlieh mit  1R, einst-stiekstoff begast. 
Dann wurde jegliehe Gaszufnhr yon aul?en unterbroehen; ftir dan weiteren 
Verlauf der Ziiehtung gewfihrleistete das dureh die intensive Gfi.rurtg gebildete 
COs eine befriedigende Anaerobiose. Die Ziiehtung erfolgte im iibrigen auf 
gleiehe ~Veise wie die der normMen aeroben Hefezellen. SobMd die stationfire 
Phase (naeh etwa 25 Stdn.) erreieht war, wurde aueh das G~rrohr versehlossen 
und der InhMt dos dieht gesehlossenen Zuehtkolbens auf 0 ~ abgekiihlt, um 
eine Sauerstoffadaptation der Zellen naeh 0ffnung des Kolbens zu vermeiden. 
Die Zellen wurden dann bei 0 bis 5 ~ m6gliehst sehnell dureh Zentrifugieren 
isoliert, zweimM mit  dest. ~Va.sser und einmal mit MTE-5{edium gewasehen 
und sofort homogenisiert. 

Die Zfiehtung der ,,petite"-Mutante erfolgte auf die gleiehe Art wie die der 
normalen Hefezellen. 

Die Homogenisationsbedingungen waren wie folgt: Die gewasehenen tmd 
in ~ T E - M e d i u m  suspendierten Hefezellen wurden in einem gekfihlten ~t/ler- 
ke~tschlager-t-Iomogenisator 29 (Fa. Braun, Melsungen) mit Glasperlen (0,45 bis 
0,50ram Durehmesser) 20 Sek. bei 4000 Perioden/Sfin. geseh/ittelt. Diese 
kurze I-Iomogenisierung brach ungefiihr ein Drit tel  der 1-Iefezellen auf. Die 
trfibe Suspension wurde yon den Glgsperlen dutch Dekantieren getrennt. Alle 
folgenden Aufbereitungssehritte wurden bei einer Temp. yon 0 bis 5 ~ ausge- 
fiihrt. 

Isolierung rohe,r subzellul~rer Fraktionen dutch di]ferentieltes Zentri]ugiere~. 
Die Homogenate wurden zungehst zweimat je 10 Min. bei t 500•  zentrifu- 
g'iert, um unversebrt gebliebene Zellen sowie gr6gere Zellt.riimmer zu entfernen. 
Die Homogenate aerob gez/ichteter normaler lKefezellen wurden sodann 30 Min. 
bei 20000 UpM im Rotor  Nr. 40 der Spineo-Ultrazentrifuge zentrifugiert und 
die so erhMtenen Mitoehondriensedimente zweimal dutch Wiederaufnehmen 
in MTE-Medium und neuerliehes Zentrifugieren gewasehen. Die Isolierung 
der mitoehondrien-fihnliehen Partikeln aus anaerob geztiehteter Bgekerhefe 2a 
erforderte ein 90 5{in. langes Zentrifugieren der t tomogenate dieser Zellen bei 
40000 UpS'[ im I~otor Nr. 40; das Sediment wurde in M T E & f e d i u m  wieder 
suspendiert und 60 Min. bei 40000 UpM neuerlieh zentrifugiert. Die Homo- 
genate der , ,petite"-Mutante wurden 10 5{in. bei 10000 UpM im Rotor  Nr. 40 
zentrifugiert und die dabei sedimentierten rohen Mitoehondrienfraktionen 
dureh zweimalige Wiederholung der Zentrifugation in ;VITE-Medium ge- 
wasehen. 

Reinigung der rohen Partikel/raktio~,e~. dutch isopylcnisehe Flotation. Die 
dutch differentielles Zentrifugieren gewonnenen unreinen Teilehenfraktionen 

29 ~i.  ~r Merkenschlager, K.  Schlofima.~n und W. Kurz, Bioehem. Z. 329, 
332 (1957). 
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wurden in mSgliehst wenig MTE-Med ium suspendiert. Durch Zusatz einer 
76proz. Urografinl6sung wurde das spezif. Gewicht dieser Suspension sodann 
auf 1,23--1,25 g/ml gebracht. Je 5 ml dieser Suspension wurden in Plastik- 
ZentrifugenrShrchen, die in den Spineo-Aussehwingrotor SW 25 pal~ten, mR 
einem linearen Urografin-Dichtegradienten 1 iiberschichtet. Das Volumen des 
Dichtegradienten, der durch Misehen einer 18proz_ (spezif. Gew. 1,10 g/ml) 
und einer 38proz. (spezif. Gew. 1,20 g/ml) Urografinl6sung in der yon Boc]c 
und Ling ~~ besehriebenen Apparatur orhalten ~urde, betrug 25 ml. Die f~ir 
die Flotation erforderliehe Zentdfugierdauer belief sieh bei 25 000 UpM je naeh 
dem zu trennenden Teilchengemisch auf 3 bis 16 St4n. Naeh Ende der Flota- 
tion wurden die Partikelbanden von oben her mit  Hilfe einer Injektions- 
spritze, deren Kaniile eine rechtwinkelig abgebogene Spitze besa~, entnommen. 
Die aus den drei Zentrifugenbechern des Rotors SW 25 isolierten Fraktionen 
gleichen spezif. Gewichts wurden sodann vereinigt, mR MTE-Med ium auf 
mindestens das vierfache Volumen verdiinnt und eine Side. bei 30 000 UpM 
im Rotor Nr. 30 odor 20 Min. bei 38000 UpM im Rotor Nr. 40 zentrifugiert. 
Die sedimentierten Partikeln wurden dutch Aufnehmen in M TE -M ed inm  und 
neuerliches Zentrifugieren mindestens zweimal gewaschen, dann in einem 
geringen Volumen Wasser suspendiert und auf ihren D N A -  und Eiweil~gehalt 
untersueht. 

DNA.Best immung nach der modi]izierten Indolmethode. Die zu unter- 
suehende Probe wurde in 5proz. (0,84 m) Perchlorsaure 20 Min. bei 70 ~ hydro- 
lysiert. Aliquote des Hydrolysates (je 0,5 ml mit  einem DNA-Gehal t  yon 2,5 
bis 12,5 ~g) wurden mit  0,25 ml 0,04proz. w~Br. Indoll6sung und 0,25 ml 
konz. HC1 gemischt und 18 Stdn. bei 37 ~ inkubiert. Das Gemiseh wurde sodann 
dreimal mit  je 1 ml CHCla extrahiert, um st6rendes gef~rbtes Material zu ent- 
fernen. Das zur Extrakt ion verwendete CHCla war zuvor yon begleitendem 
~thanol  durch Behandeln mit  wasserfreiem CaC12 und nachfolgende Destil- 
lation gereinigt worden. Die Ext inkt ion der nunmehr  braungelb gef~trbten 
wgl3r. Phase wurde sodann in 0,5 ml-Kiivetten (Schiehtdicke 1 cm) bei 490 m~ 
gemessen. Als optischer Vergleich diente eine D N A  freie Probe, die auf genau 
gleiche Weise wie die D N A  enthaltenden Proben aufgearbeitet worden 
war. 

DNA-Best immung in subzelluldren Partilceln. Suspensionen der gewasehenen 
subzellul~ren Teilchen wurden zuni~chst in der K~tlte mit  einem gleiehen 
Volumen alkohol. Perehlors~ure (10% HC104 in 70proz. J~thanol) versetzt. 
Das ausgef~llte Material wurde in einer gekiihlten Zentrifuge bei 1500• 
abzentrifugiert und mit 5proz. Perchlorsi~ure in 50proz. Nthanol, sodann mit 
70proz. Nthanol gewaschen, um Desoxyribose enthaltende s~iurel6sliche Ver- 
bindungen zu eliminieren. Zur Entfernung st6render Lipide wurde der siiure- 
unl6sliche ~i ickstand hierauf noch mit  einer Nthanol--Nther-Mischung (3 : 1) 
bei Zimmertemp. extrahiert. Die Hydrolyse mit 5proz. Perchlors~ure bei 70 ~ 
sowie die kolorimetrische DNA-Bes t immung  nach der modifizierten Indol- 
methode erfolgten sodann au[ die oben beschriebene Weise. Der DNA-Gehal t  
der subzell~l~ren Frak~,ionen wurde stets in ~g D N A / m g  Partikelprotein aus- 
gedriickt. Die Bestimmung des Proteins naeh der iV~ethode von Lowry et al. ~ 
wurde in Gegenwart yon 0,50/0 Desoxyeholat ausgefiihrt, um partikelgebun- 
denes Eiweii~ zu solubilisieren ; die Methode wurde mit  kristallisiertem ]~inder- 
serumalbumin geeicht. 

so R. ~I. Bocl~ und N. S. Ling, Anal. Chem. 26, 1543 (1954). 
al O. H. Lowry, N.  J. Rosebrough, A.  L. Farr und R. J. Randall, J. Biol. 

Chem. 103, 265 (1951). 
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Abbau  mitochondrialer D N A  durch D N A a s e  bei 26 ~ Dutch Flotation ge- 
reinigte normale Hefemitochondrien (mit einem Proteingehalt yon etwa 
4 mg und einem DNA-Gehalt  von etwa 15 y.g) wurden in 2 ml 8 mm-Acetat- 
puffer (pH 6,6), der 50 mm MgC12 und 0,050/0 Gelatine enthielt, suspendiert 
und 2 Stdn. bei 26 ~ mit 0,3 mg D N A a s e  inkubiert. Als Kontrolle diente eine 
unter gleichen Bedingungen, jedoch in Abwesenheit yon DNAase inkubierbe 
Mitochondrienprobe. 

Selektiver Abbau  extramitochondrialer D2VA in  rohen ..~Iitochondrien]rak- 
t ionen durch D N A a s e  bei 4 ~ Aliquote einer aus normaler oder aus atmungs- 
defizienter B/~ckerhefe durch differentielles Zentrifugieren gewonnenen Mito- 
chondrienfraktion wurden mit  unterschiedlichen DNAase-Mengen versetzt 
lind eine Stde. bei 4 ~ inkubiert.  ])as Inkubat ionsmedium enthielt 0,25 m 
Mannit, 20 mm Tris-Puffer (pH 7,4), 50 mm MgC12 und 0,1~o Gelatine. Naeh 
der Inkubat ion s~mrden die Proben mit kaltem ~]/TE-Medium verd/innt und 
15 Min. im Spinco-Rotor Nr. 30 bei 29000 UpM zentrifugiert. Naehdem die 
sedimentierten Teilchen durch neuerliches Zentrifugieren in M T E - M e d i u m  
gewasehen und soda.nn yon s~urelSslichem Material und yon Lipiden befreit 
worden waren, wurde ihr Gehalt an Protein und D N A  auf die oben angegebene 
~,Veise ermittelt. 

Diese Arbei t  erfolgte mi t  Unte rs t i i t zung  des U.S. Publ ic  Heal th  

Service (Grants No. 11225-01 und  11225-02 aus dem Nat ional  Ins t i t u t e  
of General  Medical Sciences). 

Die Autoren  sind Her rn  Dr. O. Klose  (Fa. Schering, Wien) fiir die 
Uberlassung wertvoller Urografin-Mengen zu grogem D a n k  verpflichtet.  


