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E]]eet o] Co ++ on Yeast Mitochondria 

Yeast mitochondria passively accumulate Co ++. The 
quant i ty  of Co ++ taken up (5 to 43 nmoles per mg of mitochon- 
drial protein) rises about linearly with the concentration of 
Co ++ in the medium over the concentration range investigated 
(1.0. 10 -4 to 9.1- 10 -4 molar-Co++). The Co ++ accumulation 
causes a small increase in the density of the mitochondria 
and a change in their eleetronmicroscopie appearance. 

Co ++ in 3.3 �9 10 -5 to 1.2 �9 10 -4 molar concentration reversibly 
stimulates the respiration of intact yeast mitoehondria in the 
presence of ~-ketoglutarate. With sueeinate as the substrate, 
however, respiratory stimulation by Co ++ is irreversible. When 
yeast mitochondria are incubated for a longer period with 
these amounts of Co ++, respiration and oxidative phosphoryla- 
tion are inhibited and DNP fails to uncouple the respiration 
of the mitochondria. In  the presence of succinate Co ++ in- 
variably uncouples mitoehondrial respiration. The presence 
of substrate, ADP and phosphate in addition to Co ++ is oblig- 
atory for these effects to occur. 

In  order to account for these results, at least two sites 
of action of Co ++ in yeast mitochondria have to be considered. 

Es isb schon ]~nge bekamlt ,  dab S~uget iermitochondriea verschiedene 
Iomen durch einen ermrgieabh~ngigen, ak t iven  Tmnspor tproze8  ~uf- 
nehmen  k t n a e n .  So werden vor allem grebe Mengen an Ca ++ rasch 
~kkumulier t  und  mi t  dem gMchzeitig aufgenommenen  Phosphat  als 
unl ts l iches Salz abgeschiedea 1. Bei Ra t ten lebermi tochondr ien  fiihrt 
diese massive Aufnahme von Ca ++ und  Phosphat  zu einer J~n4erung der 
Dichte der Mitoehondrien im Saccharosedichtegradienten2; bei einer 
e lektronenmikroskopischen Unte r suchung  der ~ i toehondr i en  e rkennt  
m a n  elektronendichte  Granula,  die vermut l ich  vorwiegend aus abge- 
schiedenem I- tydroxylapati t  bestehen 2. 



1434 H. Tuppy und W. Sieghart: 

Gleichzeitig mit dem aktiven Transport yon Ionen in Mitochondrien 
tr i t t  eine starke Steigerung der mitochondrialen Atmung anti Rossi und 
Lehninger zeigten s, dab bei geringen Ca++-Xonzentrationen eine rever- 
sible Stimulierung der Atmung,/~hnlich der durch ADP bewirkten 4, auf- 
tr i t t ;  diese dauert so lange, als Ca++ yon den Mitoehondrien aufgenom- 
men wird. Es konnte gezeigt werden, dab auch die aktive Aufnahme yon 
anderen Ionen, wie Sr ++, Mn ++, Ba++ und K +, in Mitochondrien mit einer 
Steigerung der Atmung verbunden ist 1. 

Untersuchungen yon C,a'ra/oli et al. 5 haben gezeig~, dal~ Hefemito- 
chondrien nicht in der Lage sind, Ca++ aktiv aufzunehmen; es spricht 
vieles dafiir, dab den Hefemitochondrien ein funktionelles Ca++-spezifi- 
sches Transportprotein fehlt. Dieses Fehlen eines solchen Ca++-spezifi- 
schen Carriers schliegt allerdings Transportvorggnge fiir andere Ionen 
ifieht aus, wie der Naehweis eines durch Valinomyein induzierten aktiven 
K+-Transportes in Hefemitochondrien zeigt s, G 

In einer Arbeit yon Lindegren 7 wurde angegeben, dab sich Co++ 
spezifisch in den Mitoehondrien anreichert, wenn man Here auf einem 
Co ++ enthaltenden Medium ziiehtet. In der vorliegenden Arbeit sollte 
untersucht werden, iuwieweit nnd auf welche Weise Co ++ yon den Hefe- 
mitoehondrien aufgenommen Mrd. 

M a t e r i a l  u n d  1V[ethoden 

Zi~chtung der Hefe und Isolierung yon Hefemitochondrien 

Saccharomyces carlsbergensis U2/2a, der Wildtypstamm yon 
Saccharomyces eerevisiae D-261 (a/g, P/P, 9 +, diploid) und die aus 
letzterem dureh Acriflavinbehandlung erhaltene eytoplasmatische 
Petite-Mutante D-261-1 (a/~, P/P, ~-, diploid) wurden aerob 24--26 Stdn. 
bei 27 ~ geztichtet. Bei dem Stamm Saccharomyces earlsbergensis 
U2/2a und bei einem Vergleich yon Wildtyp- und Petite-Mitochondrien 
yon S~cch~romyces eerevisiae enthielt das N/~hrmedium 2% Difeo- 
Pepton, 1% Difco-Hefeextrakt und 0,8% Glucose. Bei einem Grogteil 
der Versuche wurde nu rde r  WildSypstamm D-261 untersucht und dabei 
als Znchtmedium das yon Balcavage und Mattoon s angegebene ,,natural 
medium" gew~hlt (2% Difco-Pepton, 1% Difeo-Hefeextrakt, 0,1% 
Glucose, 3 ~o Athanol). 

Bei tier Zucht yon Here in Gegenwart yon Co ++ wurde das yon 
Lindegren 7 angegebene Medium mit folgender Zusammensetzung ver- 
wendet : 300 g Glucose, 10 g MgSO4 �9 7 H20, 60 g Difco-Pepton, 40 g 
Difco-Hefeextrakt, 2,5 g CoC]2 �9 6 H20, 10 1 deionisiertes Wasser. Der 
Stature wurde in diesem Medium einmal mit und einmal ohne Co ++- 
Zusutz 51 oder 73 Stele. aerob bei 27 ~ geziichtet. Die Isolierung you 
tIefemitochondrien erfolgte bei 0---4 ~ auf folgende Weise: 
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60 g Hefe wurdea zweimal mit deionisiertem Wasser und einmal mit 
Homogenisationsmedium (0,6 Mol Mannit, 0,1 mMol E D T A ,  4 g Rinder- 
serumalbumin, O,1 Mol Histidinpuffer, pH 6,8, ad 1 1) gewaschen und in 
60 ml Homogenisationsmedium suspendiert. Die Suspension wurde in 
vier im Kiihlschrank vorgekiihlten Merkenschlagergef~Ben, die mit je 
30ml Glasperlen (Durehmesser 0,5mm) besehickt worden waren, 
15Sek. mit 2000upm im Merkensehlager-Zelldesintegrator 9 aufge- 
schlagen. Die Suspension wurde in ein eisgekiihltes Beeherglas dekantiert, 
der Glasperlenriickstand mit insgesamt 90--120ml Wasehmedium 
(1 1 enthielt 0,6 Mol Mannit und 3 g Rinderserumalbumin, pH 6,8) drei- 
mal gewasehen, die Wasehfliissigkeit mit der dekantierten Suspension 
vereinigt und die Misehung einmal bei 1500--2000• in der Christ- 
UKJ-Zentrifuge zentrifugiert. Der l)berstand wurde vorsichtig abge- 
hoben und 20 Min. bei 10 000 • g in der MSE-HS18-Zentrifuge zentrifu- 
giert. Der 0berstand der Zentrifugation wurde verworfen, das sedimen- 
tierte Material in 60 ml Wasehmedium suspendiert and nochmals 
20 Min. bei 10 000• zentrifugiert. I)us Sediment wurde naeh Ent- 
fernung der auf ibm locker sitzenden Schieht in 30 ml Waschmedium 
suspendiert. Das bei 1500• innerhalb yon 10Min. abgesehiedene 
Material wurde verworfen, der Uberstand hierauf bei 10 000 • g 20Min. 
zentrifugiert. Das Sediment wurde einmal mit Wasehmedium gespiilt 
und sodann in einer Konzentratioa yon 10 mg mitoehondriMes Protein/ml 
in Waschmedium suspendiert. 

Zur Bereitung s/~mtlicher L6sungen warden nut die reinsten l~eagen- 
tien verwendet. Die gute Qualit~t der Mitochondrien wurde mit Hilfe 
eines Sauerstoffpolarographen der Fa. Gilson dureh Messung der RC- 
und ADP/O-Werte der Mitoehondrien naeh Chance und Williams 4 
laufend kontrolliert. Mit der besehriebenen Isolationsmethode wurden 
RC-Werte yon 4,2 bis 7,5 bei g-Ketoglutarat und 2,2--3,5 bei Suecinat 
erreicht. Die ADP/O-Werte bewegten sieh bei g-Ketoglutarat im Bereieh 
yon 2,2--2,5 und bei Sueeinat yon 1,4 his 1,6. Proteinbestimmungen 
erfolgten nach Lowry et al. 10. 

Untersuchung der Aufnahme yon 60Co++ in Hefemitochondrien 

Zur Messung der Aufnahme yon 60Co++ in Hefemitochondriea wur- 
den jeweils vier identisehe Mel~proben, die 0,1 ml Mitochondrien- 
suspension und 2 ml Inkubationsmedium (s. Tub. 1) enthielten, sowie 
vier Vergleichsproben (0,1 ml einer L6sung, die 0,6Mol Mannit und 
0,3~o Rinderserumalbumin im Liter enthie]t und 2 ml Inkubations- 
medium) hergestellt und 30 Min. bei 27 ~ inkubiert. 

Hierauf wurde abzentrifugiert und die t~adioaktivit~t eines bekann- 
ten Volumens des lJberstandes bestimmt. Das Mitoehondriensedimeat 
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wurde einmal mit einer L6sung, die 0,6 Mol Mannit und 10 mMole 
Tris-S04 (pH 6,8) im Liter ertthielt, oberfl~iehlieh abgespiilt, dann naeh 
Troekenwisehen der Wand des Zentrifugenglases in Wasser resuspendiert 
und in bekannten Volnmina zur radioaktive~ Messung gebraeht. 

Untersuchungen der Mitochondrien im Dichtegradienten 

0,5 ml Mitochondriensuspension (etwa 10 rag mitoehondr. Proteirl/ml) 
wurde mit 10 ml des jeweiligen Inkubationsmediums vermiseht, 30 Min. 
bei 27 ~ inkubiert und ansehliel3end abzentrifugiert. Hieraui wurden die 
in0,6 molarem-Mannit/1Ommolarem-Tris-S04 (pH 6,8) resuspendierten 
Mitoehondrien auf eirten Saeeharosediehtegradienten (20--70% Saeeha- 
rose, 10 mMole-Tris-S04, pH 6,8, pro 1) gelegt ur~d 3 Stdn. in der Beck- 
man-L2 65B-Zentrifuge mit 25 000 rpm zentrifugiert. Die Mitoehondrien- 
bander~ wurden mit einer gebogenen I4aniile und einer Injektionsspritze 
abgehoben, und ihre Diehte mit einem Mikropyknometer der Fa. Haaek 
gemessen. 

Elektronenmil~rosl~opische Untersuchungen yon Hefemitochondrien 

0,5 ml Mitochondriensuspension wurde mit 10 ml einer L5sung, die 
pro Liter 0,6 Mol Mannit, 10 mMol Phosphatpuffer (pit  6,5), 10 mMol 
Ketoglutars~ure, 0,121 mMol ADP, 1 mMol COC12 enthielt, und zum 
Vergleich mit demselben Medium ohne Co ++ 30 Min. bei 27 ~ inkubiert, 
d~nn abzentrifugiert und in 0,6 molarem Mannit/10 mmolarem Tris-S04 
(pH 6,5) mit 1 ~o Glut~mldehyd fixiert. Nach 30 iVAn. bei 0 ~ wurde ab- 
zentrifugiert, mit einer LSsung aus 0,6 Mol Mamlit/1 mMol EDTA pro 1 
gewasehen, dann mit 1 ml OsO4--Veronalaeetat-L6sung iiberschichtet 
und am Vortex kurz geschiittelt. Naeh 2 Stdn. Stehen bei 4 ~ wurde 
abzentrifugiert, mit Aeeton entw/~ssert und das Sediment in Epikote- 
t tarz eingebet~et. Hierauf wurden Diinnschnitte der Pr/~p~ration ange- 
fertigt und diese daun im Elektronenmikroskop un~ersucht. 

Ergebnisse und Diskussion 

Wenn man Hefemitoehondrien des Stammes D-261 in I0 ml eines 
Mediums, das in i l 0,6 Mol M~nnit, i0 mMol Phosphatpuffer (pI-I 6,5), 
i0 mMol Ketoglutarat oder Sueeinat, 0,121 mMol ADP und I mMol Co ++ 
enth~It, inkubiert und die wiedergewonnenen Mitoehondrien dureh einen 
Saech~rosedichtegradienten zentrifugiert, so ste]It man eine nieht sehr 
starke, aber deutliehe Dichtegnderung der Mitoehondrien lest. Zeigen 
Mitoehondrien, die in demselben Medium ohne Co ++ inkubiert wurden, 
eine Diehte yon etwa 1,18 g/era a, so versehiebt sioh der Sehwerpunkt der 
Mitoehondrienbande in Anwesenheit yon Co ++ auf 1,20 g/cm a. Ver- 



1438 It. Tuppy und W. Sieghart: 

wendet man niedrigere Co++-Konzentrationen, so ist die beobaehtete 
Diehte~nderung geringer; bei Co++-Konzentrationen, die 1 mMol/1 
iiberschreiten, erleiden die Mitochondrien eine Agglutination und 
sirtkert im Gradienten zu Boden. Dieselbe Diehte/~nderung wie mit  
1 mMol Co++/1 in dem oben beschriebenen Medium erh&lt mar~ aber 
auch, wenn in diesem Medium zus/~tzlieh noch 50 fzMol DNP pro 1 ent- 
halten sind oder 15 ~zl methanol. Antimycin A-LSsung (1 mg/ml) zuge- 
setzt werden. Diese Konzentrationen an 2,4-Dinitrophenol und Anti- 
myeirt A sind geeignet, die mitochondriale Atmung zu erttkoppeln bzw. 
vSllig zu inhibieren. Auch in einem Medium, das pro Liter nur 0,6 Mol 
Mannit, 10 mMol Tris-S04, pH 6,8, und 1 mMol CoC12 enth~It, t r i t t  die 
Diehtes der Mitochondrien in derselben St/~rke auf. Diese 
Befunde zeigen, dal~ die Dich~e~nderung der Mitochondrien in Gegenwart 
voa  Co ++ sieherlieh nieht dureh einen atmungsabhgngigen Prozel~ zu- 
stande kommen. Dieser Sehlul] wird anch durch die Tatsaehe, d ~  
Petite-Mitochondrien ebenfslls mit  Co++ eine Diehteanderung zeigen, 
besttttigt. Wenn diese Dichtettnderung auf eine Co++-Aufnahme zurtick- 
znfiihren ist, kann es sich also nur um eine~ passiven, atmungsunabh~ngi- 
gen Prozel] handeln. Um feststellen zu kSnnen, ob und in welcher Menge 
Co++ yon Hefemitochondrien aufgeuommen wird, wurden Unter- 
suchungen mit 60Co++ durchgefiihrt. 

Wie aus Tab. 1 ersichtlieh ist, werden yon 1,91 ~Molen CoC12, 
welche in einem Gesamtvolumen yon 2,1 ml enthalten waren, nur 
43 nMole Co++/mg mitochondr. Protein yon den Mitochondrien auf- 
genommen. Die ~ufgenommene Co++-Menge gndert sich auch nicht 
signifikant in Gegenwart yon DNP (Vermiaderung um 7%) nnd AItti- 
mycin A (Steigerung nm 14%) in Konzentrationen, die die Atmung der 
Mitochondrien vSllig entkoppeln bzw. inhibieren. Diese Befunde be- 
st/~tigen die sehon vorher ge~uBerte Vermutung, dai~ die Aufnahme yon 
Co ++ ein atmungsunabh~ngiger Prozel~ ist. Wena die eingesetzte Co ++- 
Konzentrat ion variiert wurde, stellte sich heraus, dab sich die auf- 
genommene Co++-Menge in dem untersuehten Konzentrationsbereieh 
proportional zur Co++-Kortzentration im Medium /~ndert (Tab. 1). Da 
aueh die Abwesenheit yon Phosphat  im Inkubationsmedium weder einen 
Einflul~ auf die aufgenommene Co++-Menge noch auf die durch Co ++ 
bewirkte Dichtegnderm~g hat, kann man mit  Sicherheit die Bildung 
einer nennenswerten Menge an Cos(PO4)s aIs Ursaehe fiir die Diehte- 
i~nderung der Mitoehondrien ausschlieBen. 

Elektronenmikroskopische Anfnahmen yon ttefemitochondrien, die 
mit  Co++ inkubiert worden waren, zeigten tatsgchlieh keine elektronen- 
dichten Granula. Die Mitochondrien waren vielmehr geschwollen und 
zeigten groi~e elektronendurchlgssige Bezirke ; die mitochondriale Matrix, 
die man bei den ohne Co++ inkubierten Vergleichsmitoehondrien dentlieh 
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sehen konnte, war zum Teil versehwunden oder g/Lnzlieh an den I~and 
der Mitoehondrien geriiekt. Da bekannt ist, dab gesehwollene Mito- 
ehondrien mit zerrissener gul3erer Membran eine erh6hte Diehte auf- 
weisen 11, l~13t sieh auf diese Weise die Diehtegnderung der Mitoehondrien 
in Gegenwart von Co ++ erkl~ren. 

Um die MSgliehkeit auszusehlieBen, dab dureh die Isolierung der 
Mitoeholtdrien ihre F/ihigkeit Co ++ zu akkumulieren verringert wurde, 
wurde der Stamm D-261 51 und 73 Stdm in Gegenwart yon Co ++ ge- 
ziiehtet. Naeh 51 Stdn. Zueht des ttefestammes in Gegemvart yon Co ++ 

o,05,77/M//ocA s~s~ Q, O3 in/M//oc/z sus, a 
I I ~ ~ ) ( ~  - Kelo21utarat - ~ a  JUCelntl 

\ 

, ' \ '" ~ 1 ( o ( / r  • , .  

Abb. 1. Einflul? yon Co ++ auf die Atmung yon I-Iefemitoehondrien; (A) mit 
Ketoglutarat, (B) mit Sueeinat als Substrat. Atmungsmedium: 0,6Mole 
Mannit, 10 mMole Phosphatpuffer, pH 6,5, 10 mMole Substrat prol. Zu- 
s/itze: 10 mg/ml ADP, 0,1 molares CoC12, 10mg mitoch. Protein pro ml. 
Das Volumen der Mel3zelle betrug 1,52 ml, die Mel3temperatur war 27 ~ 

zeigten die Mitoehondrien keinerlei Seh/~digung der oxidativen Phosphory- 
lierung, dagegen waren sic naeh 73 Stdn. Zueht in Gegenwart VOlt Co ++ 
deutlieh gesehgdigt, wie man an den geringen RC-Werten erkennen 
konnte. Die Diehte soleher Mitoehondrien war wohl etwas gr613er als die 
yon Vergleiehsmitoehondrien, nieht jedoeh gegeniiber derjenigen yon 
in vitro mit Co++ behandelten Mitoehondrien erhSht. Sie lieg sieh aueh 
dureh Inkubation in einem Co++ enthaltenden Medium nieht inehr 
wesentlieh erh6hen. 

Der in dieser Arbeit besehriebene Effekt voIt Co++ auf die Diehte und 
Morphologie yon Hefemitoehortdrien ist nieht auf den uatersuehten 
Stamm yon Saeeharomyees eerevisiae besehr/~nkt, Soltdern lieg sieh auf 
/~hnliehe Art aueh bei Saeeharomyees earlsbergensis U2/2a beobaehten. 

Das yon den Mitoehondrien aufgellommene Co ++ beeinflugt jedoeh 
nieht nur Diehte und Gestalt dieser Organellen, sondern aueh - -  je naeh 
verwendetem Substrat versehieden - -  die mitoehondriale Atmung trod 
oxidative Phosphorylierung. Bei Mitoehondrien, denen Phosphat, 
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~-Ketoglutarat uad ADP zugesetzt worden sind, bewirkt 3,3 �9 10 -5 bis 
1 ,25.10 -4 molares Co ++ eine vorfibergehende und bei mehrmaliger Zu- 
gabe wiederholbare Beschleunigung der Atmung (Abb. 1 A). Wenn hin- 
gegen das Substrat  e-Ketoglutarat  durch Succinat ersetzt worden ist, 
16st Co ++ (ira Konzentrationsbereich yon 3,3 �9 10 -5 bis 1,25 �9 10 -3 Mol/1) 
eine starke, irreversible Atmungsbeschleunigung aus (Abb. 1 B). Diese 
Entkopplnng der Atmnng kann dnrch DNP nicht welter versti~rkt, wohl 
aber dureh 5 ,6 .10  -6 molares Antimyein A oder durch 10 mmolares 
Malonat, einen Inhibitor der Succinatdehydrogenase, verhindert werden. 

r M/l~#z susZ ~,lm/Mi/ee/z sus/~ 
I I - - ~  o<-K.t.#.t.r,~ I - ~  ~<-K, lo~71ut.r.! 

lmln ~- 2 tiZlY \ 

Abb. 2. Inhibition der oxidativen Phosphorylierung dutch Co ++. Die Be- 
standteile des Atmungsmediums, die Konzentrationen der Zus/~tze und die 
Mel3bedingungen waren wie bei Abb. 1 besehrieben. Substrat war 10 mmolares 
Ig:e~oglutarat. Wghrend der Messung wurde Sueeinat Ms 1 molare LSsung 

zugesetzt 

Der Effekt dfirfte Mso fiber die Atmungskette zustande kommen und 
nicht etwa Ausdruck einer dutch Co ++ ausgel6sten unspezifischell 
Oxidation sein. Zu einer derartigen Besehleunigung der Atmung in 
Gegenwart yon Succinat als Substrat  gibt es Paral]elen in der Literatur. 
Balcavage und Mattoon fanden, dab bei Hefemitochondrien die Succiaat- 
oxidation bei Entzng yon Phosphat  entkoppelt ist; sic schlossen daraus, 
dab Phosphat  bei der Oxidation yon Succinat als Kopplungsfaktor wirkt. 
In  einer anderen Arbeit berichten Balcavage et  al. 1~, dab das Anti- 
biotikum Filipin bei Hefemitoehondrien mit Succinat als Substrat  eben- 
falls eine Entkopplung der Atmung bewirkt ; sic guBerten die Vermutung, 
dab Filipin die Permeabilit/~t ffir Phosphat  und dadureh die Phosphat- 
konzentration in den Mitoehondrien verringert. Anf Grund des Phosphat- 
mangels in den Mitoehondrien sollte sieh eine Entkopplung der Sneeinat- 
oxidation ergeben. Es ist dnrehans denkbar, dab Co++ die Phosphat- 
konzentration in den Mitoehortdrien zumindestens lokal verringert, 
indem es mit  Phosphat  ein sehwer 15sliehes Salz bildet. 
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Die Wirktmg des Co ++ auf die Agmung der Migoehondrien mig Kego- 
glutarat  als Substrat  is~ dagegen vielfgltiger. Geringe Co++-Konzentra- 
tionen (3,3 �9 10 .5 bis 1 ,25.10 -4 Mole Co ++ pro 1) verursachen die oben 
bereits erw/~hnte reversible Beschleunigung der Atmung und eine nut  

gl/~/l//llOC/~ 3u~ gQsm/M/ior/z ~usp. glmlJ4'//oc/z s~s/~ 
I I I 

--<s -=ca 

' \ 

x ~1~,~ ~ \  / '~. 

Abb. 3. Inhibition der dureh DNP en*koppeli0en mitoohondriMen ADmung 
d u r e h  Co ++. Die  B e s t a n d t e i l e  des A t m u n g s m e d i u m s ,  die K o n z e n t r a t i o n e n  
de r  Zusg tze  u n d  die MeBbed i ngungen  w a r e n  wie bei  Abb .  2 besehr ieben .  

2 ,4 , -Dini t rophenol  wurde  als 5 m m o l a r e  L 6 s u n g  zugesetz~ 

dlm/ l~'//mr susf 
l 

o< -/r 

8ix / A gP ~ 

zOixl~AsUZ ~ ~1Jul~ /.J! 

lmi}Y 

Abb.  4. EinfluJ3 y o n  Arsen i t  au f  den  Co++-Effek~. Die  B e s t a n d t e i l e  des 
A t m u n g s m e d i u m s ,  die K o n z e n t r a t i o n e n  der  Zusg tze  u n d  die Mel3bedin- 
g u n g e n  w a r e n  wie bei Abb .  2 besehr ieben .  NaAsO2 w u r d e  als 0,1 m o l a r e  

LOsung zugese tz t  

schwache Verringerung des RC-Wertes der M_itochondrien bei unmittel- 
bar anschlieBendem Zusatz yon ADP (Abb. 2 A). Nach l~ngerdauernder 
Einwirkung yon geringen Co++-Konzentrationen auf die Mitochondrien 
kommt  es hingegen zu einer starken Hemmung der oxidativen Phos- 
phorylierung und Atmung. Setzt mart den Mitochondrien eine gr6Bere 
Co++-Konzentration (5 �9 10 -4 bis 1,25 �9 10-~ Mole pro 1) zu, so lgBt sich 
zun~chst eine st~trkere reversible Atmungsstimulierung, in der Folge 
jedoch eine v611ige Inhibition der oxidativen Phospkorytierung und eine 
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progressive Inhibition der Atmung beobaehten (Abb. 2 B). Die reversible 
Stimulierung der Atmung dureh Co ++ in Gegenwart yon Ketoglutarat ist 
an die gleiehzeitige Anwesenheit yon Phosphat and ADP gebunden. In 
Abwesenheit yon Phosphat oder ADP treten h6ehstens ganz kurze 
Stimulierungen der Sauerstoffaufnahme auf, die sofort in eine Atmungs- 
inhibition iibergehen. So wie bei Sueeinat wird aueh bei ~-Ketoglutarat 
als Substrat der Co++-Effekt dureh den Atmungsinhibitor Antimyein A 
in.hibiert; dagegen ist 50 ~molares 2,4-Dinitrophenol nieht mehr in der 
Lage, naeh Co++-Zusatz die Atmung der Mitoehondrien zu entkoppeln 
(Abb. 3 C). Wie in Abb. 3 B zu sehen ist, hebt Co ++ die entkoppetnde 
Wirkung des DNP auf, wenn Ketoglutarat das Substrat ist. In Abwesen- 
heir yon ADP geniigen dazu geringere Co++-Konzentrationen Ms in seiner 
Anwesenheit. 

t0 mmolares lV[alonat, das den Co++-Effekt ~uf die Sueeinatoxidation 
inhibiert, hat bei Ketoglutarat kaum einen EinfluB auf die reversible 
Stimulierung der Atmung dutch Co ++. Dagegen lil]t sieh dieser Effekt 
dureh 1,3 mmolares Arsenit, das die Ketoglutaratdehydrogenase hemmt, 
verhindern. Wie man aus der Abb. I erkennt, veranlagt aber ein Zusatz 
yon Sueeinat zu den dureh Arsenit gehemmten, mit Ketoglutarat 
inkubierten Mitoehondrien eine starke Besehleunigung der mitoehon- 
drialen Atmung. 

Diese Befunde spreehen dafiir, dab der Eirfflug yon Co ++ auf die 
Oxidation yon Ketoglutarat zwar aueh mit Hilfe der Atmungskette, aber 
doeh auf andere Weise als der Effekt yon Co ++ auf die Oxidation yon 
Sueeinat zustande kommen mug. Die Tatsaehe, dab Co ++ nieht mit allen 
Substraten eine reversible Stimulierung der Atmung bewirkt, zeigt, dab 
diese Wirkung nieht dutch einen direkten Einflug des Co ++ auf die 
Atmungskette oder die mitoehondriale ATP-ase zustande kommen kann. 
Dieser Effekt ist aueh nieht auf eine katalytisehe Wirkung des Co ++ 
zurtiekzuffihren, da eine solehe eine stindige Besehleunigung tier 
Atmung zur Folge hi t te .  

Am besten lassen sich die Versuehsergebnisse dureh eine Gleieh- 
gewiehtsreaktion des Co ++ mit einem Zwisehenprodukt des Keto- 
glutaratdehydrogenasekomplexes unter Oxidation zu Co +++ and gleieh- 
zeitigem Sauerstoffverbraueh erklgren. So wire es zum Beispiel denkbar, 
dab Co ++ in einer reversiblen Reaktion yon Sueeinyllipons/~urethioester 
komplex gebunden und dureh die Atmungskette nnter Sauerstoff- 
verbraueh zu ei~em Co+++-Komplex oxidiert wird. Nach Einstellung 
s/~mtlieher an dieser Reaktion beteiligter Gleiehgewichte k ime der 
zus~tzliehe Sauerstoffverbrauch zum Stillstand and ginge die Atmung 
wieder auf das urspriingliehe Nivean zurtiek. Nit  Itilfe dieser tIypothese 
lassen sieh alle bier beschriebenen Effekte yon Co ++ auf I-Iefemito- 
ehondrien in Gegenwart yon Ketoglutarat als Substrat erkliren is. 
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Der hier beschriebene EinfluB des Co ++ auf die mitochondriale 
Atmung wurde h~upts~chlich bei Sacchuromyces cerevisiae D-261 
untersucht. Doch verhi~it sich der yon I)-261 g~nzlich verschiedene 
Saccharomyces carlsbergensis Stature U2/2a gegeniiber Co ++ auf sehr 
&hnhche Weise. Es ist daher allzunehmen, da~ solche Effekte zu- 
mindestens fiir Heferl allgemeinere Giiltigkeit haben. 

Wir sind Herrn Prof. Dr. E. Broda fiir die Uberlassung des y-Spektro- 
meters und yon 60CoC]2, Herrn Prof. Dr. L. Stodcinger fiir elektronenmikro- 
skopische Aufrlahmen un4 Frau Dr. U. Wintemberger fiir den yon ihr zur 
Verftigung gestell~en S~cch~romyces carlsbergensis Stature U2/2a ~uf- 
richtig verbundem Dem Fends zur FSrderur~g 4er wissenschaftliohea 
Forschung dankea wir ffir grol~ziigige Untersti i tzuag (Projekt Nr. 1210). 
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