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Effect of Cott on Yeast Mitochondria

Yeast mitochondria passively accumulate Cot+.  The
quantity of Co+* taken up (5 to 43 nmoles per mg of mitochon-
drial protein) rises about linearly with the concentration of
Cot* in the medium over the concentration range investigated
{1.0- 1074 to 9.1 - 10~%4molar-Co*+). The Cott accumnulation
causes a small increase in the density of the mitochondria
and a change in their electronmicroscopic appearance.

Co**in 3.3- 1075 to 1.2 - 10-4molar concentration reversibly
stimulates the respiration of intact yeast mitochondria in the
presence of o-ketoglutarate. With succinate 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*t in-
variably uncouples mitochondrial respiration. The presence
of substrate, ADP and phosphate in addition to Cot+ is oblig-
atory for these effects to oceur.

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

Es ist schon lange bekannt, dafl Sdugetiermitochondrien verschiedene
Tonen durch einen energieabhingigen, aktiven Transportprozefl auf-
nehmen konnen. So werden vor allem groBe Mengen an Catt rasch
akkumuliert und mit dem gleichzeitig aufgenommenen Phosphat als
unlésliches Salz abgeschieden®. Bei Rattenlebermitochondrien fiihrt
diese massive Aufnahme von Ca*+ und Phosphat zu einer Anderung der
Dichte der Mitochondrien im Saccharosedichtegradienten?; bei einer
elektronenmikroskopischen. Untersuchung der Mitochondrien erkennt
man elektronendichte Granula, die vermutlich vorwiegend aus abge-
schiedenem Hydroxylapatit bestehen?2.
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Gleichzeitig mit dem aktiven Transport von Ionen in Mitochondrien
tritt eine starke Steigerung der mitochondrialen Atmung auf. Rossi und
Lehninger zeigten®, dafl bei geringen Ca++.Konzentrationen eine rever-
sible Stimulierung der Atmung, ahnlich der durch ADP bewirkten?, auf-
tritt; diese dauert so lange, als Ca*+ von den Mitochondrien aunfgenom-
men wird. Es konnte gezeigt werden, dal3 auch die aktive Aufnahme von
anderen Ionen, wie Sr++, Mn++, Ba++ und K+, in Mitochondrien mit einer
Steigerung der Atmung verbunden ist1.

Untersuchungen von Carafoli et al.® haben gezeigt, dafl Hefemito-
chondrien nicht in der Lage sind, Ca*+ aktiv aufzunehmen; es spricht
vieles dafiir, dal den Hefemitochondrien ein funktionelles Ca++-spezifi-
sches Transportprotein fehlt. Dieses Fehlen eines solchen Cat+-spezifi-
schen Carriers schlieft allerdings Transportvorginge fiir andere Ionen
nicht aus, wie der Nachweis eines durch Valinomyecin induzierten aktiven
K+Transportes in Hefemitochondrien zeigts: ©.

In einer Arbeit von Lindegren? wurde angegeben, dall sich Cot++
spezifisch in den Mitochondrien anreichert, wenn man Hefe auf einem
Co*+ enthaltenden Medium ziichtet. In der vorliegenden Arbeit sollte
untersucht werden, inwieweit und. auf welche Weise Cot+ von den Hefe-
mitochondrien aufgenommen wird.

Material und Methoden

Ziichtung der Hefe und Isolierung von Hefemitochondrien

Saccharomyces carlsbergensis U2/2a, der Wildtypstamm von
Saccharomyeces cerevisiae D-261 (aja, P/P, pt, diploid) und die aus
letzterem durch Acriflavinbehandlung erhaltene cytoplasmatische
Petite-Mutante D-261-1 (a/u, P/P, o—, diploid) wurden aerob 24—26 Stdn.
bei 27 °C geziichtet. Bei dem Stamm Saccharomyces carlshergensis
U2/2a und bei einem Vergleich von Wildtyp- und Petite-Mitochondrien
von Saccharomyces cerevisiae enthielt das Nahrmedium 29%, Difco-
Pepton, 19, Difco-Hefeextrakt und 0,8%, Glucose. Bei einem Grofteil
der Versuche wurde nur der Wildtypstamm D-261 untersucht und dabei
als Zuchtmedium das von Balcavage und, Maittoon® angegebene ,natural
medium‘‘ gewihlt (29, Difco-Pepton, 19, Difco-Hefeextrakt, 0,19,
Glucose, 3%, Athanol).

Bei der Zucht von Hefe in Gegenwart von Cot+ wurde das von
Lindegren™ angegebene Medium mit folgender Zusammensetzung ver-
wendet: 300 g Glucose, 10 g MgSO,4 - 7 H30, 60 g Difeco-Pepton, 40 g
Difco-Hefeextrakt, 2,5 g CoCly - 6 Hy0, 101 deionisiertes Wasser. Der
Stamm wurde in diesem Medium einmal mit und einmal ohne Co++-
Zusatz 51 oder 73 Stdn. aerob bei 27 °C geziichtet. Die Isolierung von
Hefemitochondrien erfolgte bei 0—4 °C auf folgende Weise:
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60 g Hefe wurden zweimal mit deionisiertem Wasser und einmal mit
Homogenisationsmedium (0,6 Mol Mannit, 0,1 mMol EDT 4, 4 ¢ Rinder-
serumalbumin, 0,1 Mol Histidinpuffer, pH 6,8, ad 1 1) gewaschen und in
60 ml Homogenisationsmedium suspendiert. Die Suspension wurde in
vier im Kiihlschrank vorgekiihlten Merkenschlagergefifien, die mit je
30 ml Glasperlen (Durchmesser 0,5mm) beschickt worden waren,
15 Sek. mit 2000 upm im Merkenschlager-Zelldesintegrator® aufge-
schlagen. Die Suspension wurde in ein eisgekiihltes Becherglas dekantiert,
der Glasperlenriickstand mit insgesamt 90—120 ml Waschmedium
(11 enthielt 0,6 Mol Mannit und 3 g Rinderserumalbumin, pH 6,8) drei-
mal gewaschen, die Waschfliissigkeit mit der dekantierten Suspension
vereinigt und die Mischung einmal bei 1500—2000 x¢ in der Christ-
UKJ-Zentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abge-
hoben und 20 Min. bei 10 000 X ¢ in der MSE-HS18-Zentrifuge zentrifu-
giert. Der Uberstand der Zentrifugation wurde verworfen, das sedimen-
tierte Material in 60 ml Waschmedium suspendiert und nochmals
20 Min. bei 10000xg zentrifugiert. Das Sediment wurde nach Ent-
fernung der auf ihm locker sitzenden Schicht in 30 ml Waschmedium
suspendiert. Das bei 1500xg innerhalb von 10 Min. abgeschiedene
Material wurde verworfen, der Uberstand hierauf bei 10 000 x ¢ 20 Min.
zentrifugiert. Das Sediment wurde einmal mit Waschmedium gespiilt
und sodann in einer Konzentration von 10 mg mitochondriales Protein/ml
in Waschmedium suspendiert.

Zur Bereitung sdmtlicher Lésungen wurden nur die reinsten Reagen-
tien verwendet. Die gute Qualitit der Mitochondrien wurde mit Hilfe
eines Sauerstoffpolarographen der Fa. Gilson durch Messung der RC-
und ADP/O-Werte der Mitochondrien nach Chance und Williams*
laufend kontrolliert. Mit der beschriebenen Isolationsmethode wurden
RC-Werte von. 4,2 bis 7,5 bei a-Ketoglutarat und 2,2—3,5 bei Succinat
erreicht. Die ADP/O-Werte bewegten sich bei a-Ketoglutarat im Bereich
von 2,2—2,5 und bei Succinat von 1,4 bis 1,6. Proteinbestimmungen
erfolgten nach Lowry et al. 19,

Untersuchung der Aufnahme von 80Co++t tn Hefemitochondrien

Zur Messung der Aufnahme von 60Co++ in Hefemitochondrien wur-
den jeweils vier identische MeBproben, die 0,1 ml Mitochondrien-
suspension und 2 ml Inkubationsmedium (s. Tab. 1) enthielten, sowie
vier Vergleichsproben (0,1 ml einer Losung, die 0,6 Mol Mannit und
0,39, Rinderserumalbumin im Liter enthielt und 2 ml Inkubations-
medium) hergestellt und 30 Min. bei 27 °C inkubiert.

Hierauf wurde abzentrifugiert und die Radioaktivitdt eines bekann-
ten Volumens des Uberstandes bestimmt. Das Mitochondriensediment
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wurde einmal mit einer Losung, die 0,6 Mol Mannit und 10 mMole
Tris-S04 (pH 6,8) im Liter enthielt, oberflichlich abgespiilt, dann nach
Trockenwischen der Wand des Zentrifugenglases in Wasser resuspendiert
und in bekannten Volumina zur radioaktiven Messung gebracht.

Untersuchungen der Mitochondrien im Dichiegradienten

0,5 ml Mitochondriensuspension (etwa 10 mg mitochondr. Protein/ml)
wurde mit 10 ml des jeweiligen Inkubationsmediums vermischt, 30 Min.
bei 27 °C inkubiert und anschliefiend abzentrifugiert. Hierauf wurden die
in 0,6 molarem-Mannit/10 mmolarem-7'ris-SO4 (pH 6,8) resuspendierten
Mitochondrien auf einen Saccharosedichtegradienten (20—709, Saccha-
rose, 10 mMole-Tris-SO4, pH 6.8, pro 1) gelegt und 3 Stdn. in der Beck-
man-L2 65B-Zentrifuge mit 25 000 rpm zentrifugiert. Die Mitochondrien-
banden wurden mit einer gebogenen Kaniile und einer Injektionsspritze
abgehoben, und ihre Dichte mit einem Mikropyknometer der Fa. Haack
gemessen.

Elektronenmikroskopische Untersuchungen von Hefemitochondrien

0,5 ml Mitochondriensuspension wurde mit 10 ml einer Lésung, die
pro Liter 0,6 Mol Mannit, 10 mMol Phosphatpuffer (pH 6.,5), 10 mMol
Ketoglutarsdure, 0,121 mMol ADP, 1 mMol CoCly enthielt, und zum
Vergleich mit demselben Medium ohne Cot+ 30 Min. bei 27 °C inkubiert,
dann abzentrifugiert und in 0,6 molarem Mannit/10 mmolarem 7'r1s-SOy
(pH. 6,5) mit 1%, Glutaraldehyd fixiert. Nach 30 Min. bei 0 °C wurde ab-
zentrifugiert, mit einer Losung aus 0,6 Mol Mannit/1 mMol DT A pro 1
gewaschen, dann mit 1 ml OsOs—Veronalacetat-Losung iiberschichtet
und am Vortex kurz geschiittelt. Nach 2 Stdn. Stehen bei 4 °C wurde
abzentrifugiert, mit Aceton entwéssert und das Sediment in Epikote-
Harz eingebettet. Hierauf wurden Diinnschnitte der Praparation ange-
fertigt und diese dann im Elektronenmikroskop untersucht.

Ergebnisse und Diskussion

Wenn man Hefemitochondrien des Stammes D-261 in 10 ml eines
Mediums, das in 11 0,6 Mol Mannit, 10 mMol Phosphatpuffer (pH 6,5),
10 mMol Ketoglutarat oder Succinat, 0,121 mMol ADP und 1 mMol Cot+
enthélt, inkubiert und die wiedergewonnenen Mitochondrien durch einen
Saccharosedichtegradienten zentrifugiert, so stellt man eine nicht sehr
starke, aber deutliche Dichtednderung der Mitochondrien fest. Zeigen
Mitochondrien, die in demselben Medium ohne Co*+ inkubiert wurden,
eine Dichte von etwa 1,18 g/em?, so verschiebt sich der Schwerpunkt der
Mitochondrienbande in Anwesenheit von Cott auf 1,20 gfem3. Ver-
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wendet man niedrigere Cot+-Konzentrationen, so ist die beobachtete
Dichtednderung geringer; bei Co++-Konzentrationen, die 1 mMol/l
iiberschreiten, erleiden die Mitochondrien eine Agglutination und
sinken im Gradienten zu Boden. Dieselbe Dichteinderung wie mit
1 mMol Co*+/1 in dem oben beschricbenen Medium erhélt man aber
auch, wenn in diesem Medium zusétzlich noch 50 uMol DNP pro 1 ent-
halten sind oder 15 pl methanol. Antimycin A-Lésung (1 mg/ml) zuge-
setzt werden. Diese Konzentrationen an 2.4-Dinitrophenol und Anti-
myein A sind geeignet, die mitochondriale Atmung zu entkoppeln bzw.
vollig zu inhibieren. Auch in einem Medium, das pro Liter nur 0,6 Mol
Mannit, 10 mMol T'r¢s-SO4, pH 6,8, und 1 mMol CoCly enthilt, tritt die
Dichteanderung der Mitochondrien in derselben Stirke auf. Diese
Befunde zeigen, daf die Dichtednderung der Mitochondrien in Gegenwart
von Co*+ sicherlich nicht durch einen atmungsabhingigen ProzeB zu-
stande kommen. Dieser Schlufi wird auch durch die Tatsache, daf
Petite-Mitochondrien ebenfalls mit Co*+ eine Dichteinderung zeigen,
bestéitigt. Wenn diese Dichtednderung auf eine Cot+-Aufnahme zuriick-
zufithren ist, kann es sich also nur um einen passiven, atmungsunabhéingi-
gen Prozef} handeln. Um feststellen zu konnen, ob und in welcher Menge
Cot* von Hefemitochondrien aufgenommen wird, wurden TUnter-
suchungen mit 60Co++ durchgefiihrt.

Wie aus Tab. 1 ersichtlich ist, werden von 1,91 uMolen CoCly,
welche in einem Gesamtvolumen von 2,1 ml enthalten waren, nur
43 nMole Cot+/mg mitochondr. Protein von den Mitochondrien auf-
genommen. Die aufgenommene Cot+-Menge &ndert sich auch nicht
signifikant in Gegenwart von DNP (Verminderung um 79%,) und Anti-
mycin A (Steigerung um 149,) in Konzentrationen, die die Atmung der
Mitochondrien vollig entkoppeln bzw. inhibieren. Diese Befunde be-
stétigen die schon vorher geduBerte Vermutung, dafl die Aufnahme von
Co** ein atmungsunabhéngiger Prozel ist. Wenn die eingesetzte Cot+-
Konzentration variiert wurde, stellte sich heraus, daf sich die auf-
genommene Co*+-Menge in dem untersuchten Konzentrationsbereich
proportional zur Co++-Konzentration im Medium &ndert (Tab. 1). Da
auch die Abwesenheit von Phosphat im Inkubationsmedium weder einen
Einfluf auf die aufgenommene Co*+-Menge noch auf die durch Co++
bewirkte Dichtesnderung hat, kann man mit Sicherheit die Bildung
einer nennenswerten Menge an Coz(POs)s als Ursache fiir die Dichte-
dnderung der Mitochondrien ausschlieBen.

Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Hefemitochondrien, die
mit Co** inkubiert worden waren, zeigten tatsichlich keine elektronen-
dichten Granula. Die Mitochondrien waren vielmehr geschwollen und
zeigten grofle elektronendurchlissige Bezirke ; die mitochondriale Matrix,
die man bei den ohne Cot+ inkubierten Vergleichsmitochondrien deutlich
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sehen konnte, war zum Teil verschwunden oder géinzlich an den Rand
der Mitochondrien gertickt. Da bekannt ist, dafl geschwollene Mito-
chondrien mit zerrissener dullerer Membran eine erhéhte Dichte auf-
weisen 1!, 148t sich auf diese Weise die Dichtednderung der Mitochondrien
in Gegenwart von Cot+ erklaren.

Um die Moéglichkeit auszuschliefen, daf durch die Isolierung der
Mitochondrien ihre Fahigkeit Co++ zu akkumulieren verringert wurde,
wurde der Stamm D-261 51 und 73 Stdn. in Gegenwart von Co*+ ge-
ziichtet. Nach 51 Stdn. Zucht des Hefestammes in Gegenwart von Co*+
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Abb. 1. EmnfluB von Co** auf die Atmung von Hefemitochondrien; (A) mit
Ketoglutarat, (B) mit Succinat als Substrat. Atmungsmedium: 0,6 Mole
Mannit, 10 mMole Phosphatpuffer, pH 6,5, 10 mMole Substrat prol. Zu-
sdtze: 10 mg/ml ADP, 0,1 molares CoClg, 10 mg mitoch. Protein pro ml.
Das Volumen der MeBzelle betrug {,52 ml, die MeBtemperatur war 27 °C

zeigten die Mitochondrien keinerlei Schéadigung der oxidativen Phosphory-
lierung, dagegen waren sie nach 73 Stdn. Zucht in Gegenwart von Co++
deutlich geschédigt, wie man an den geringen RC-Werten erkennen
konnte. Die Dichte solcher Mitochondrien war wohl etwas grofier als die
von Vergleichsmitochondrien, nicht jedoch gegeniiber derjenigen von
in vitro mit Co+*+ behandelten Mitochondrien erhéht. Sie lieB sich auch
durch Inkubation in einem Co*+ enthaltenden Medium nicht mehr
wesentlich erhéhen.

Der in. dieser Arbeit beschriebene Effekt von Co++ auf die Dichte und
Morphologie von Hefemitochondrien ist nicht auf den untersuchten
Stamm von Saccharomyces cerevisiae beschrinkt, sondern lieB sich auf
dhnliche Art auch bei Saccharomyces carlsbergensis U2/2a beobachten.

Das von den Mitochondrien aufgenommene Co*+ beeinfluBt jedoch
nicht nur Dichte und Gestalt dieser Organellen, sondern auch — je nach
verwendetem Substrat verschieden — die mitochondriale Atmung und
oxidative Phosphorylierung. Bei Mitochondrien, denen Phosphat,
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a-Ketoglutarat und ADP zugesetzt worden sind, bewirkt 3,3 - 10-5 bis
1,25 - 10-4 molares Cot+ eine voriibergehende und bei mehrmaliger Zu-
gabe wiederholbare Beschleunigung der Atmung (Abb. 1 A). Wenn hin-
gegen das Substrat «-Ketoglutarat durch Succinat ersetzt worden ist,
16st Cott (im Konzentrationsbereich von 3,3 - 10-5 bis 1,25 - 10-3 Mol/l)
eine starke, irreversible Atmungsbeschleunigung aus (Abb. 1 B). Diese
Entkopplung der Atmung kann durch DNP nicht weiter verstérkt, wohl
aber durch 5,6 - 10-¢ molares Antimycin A oder durch 10 mmolares
Malonat, einen Inhibitor der Succinatdehydrogenase, verhindert werden.
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Abb. 2. Inhibition der oxidativen Phosphorylierung durch Co+*. Die Be-

standteile des Atmungsmediums, die Konzentrationen der Zusdtze und die

MeBbedingungen waren wie bei Abb. 1 beschrieben. Substrat war 10 mmolares

Ketoglutarat. Wahrend der Messung wurde Succinat als 1 molare Lisung
zugesetzt

Der Effekt diirfte also iiber die Atmungskette zustande kommen und
nicht etwa Ausdruck einer durch Co** ausgeldsten unspezifischen
Oxidation sein. Zu einer derartigen Beschleunigung der Atmung in
Gegenwart von Succinat als Substrat gibt es Parallelen in der Literatur.
Balcavage und Maittoon fanden, dafl bei Hefemitochondrien die Succinat-
oxidation bei Entzug von Phosphat entkoppelt ist; sie schlossen daraus,
daB Phosphat bei der Oxidation von Succinat als Kopplungsfaktor wirkt.
In einer anderen Arbeit berichten Balcavage et al.'?, daf das Anti-
biotikum Filipin bei Hefemitochondrien mit Succinat als Substrat eben-
falls eine Entkopplung der Atmung bewirkt; sie AuBerten die Vermutung,
daB Filipin die Permeabilitét fiir Phosphat und dadurch die Phosphat-
konzentration in den Mitochondrien verringert. Auf Grund des Phosphat-
mangels in den Mitochondrien sollte sich eine Entkopplung der Succinat-
oxidation ergeben. Es ist durchaus denkbar, daB Co** die Phosphat-
konzentration in den Mitochondrien zumindestens lokal verringert,
indem es mit Phosphat ein schwer 15sliches Salz bildet.
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Die Wirkung des Co*+* auf die Atmung der Mitochondrien mit Keto-
glutarat als Substrat ist dagegen vielfdltiger. Geringe Co++-Konzentra-
tionen (3,3 - 10-% bis 1,25 - 10~4 Mole Co** pro 1) verursachen die oben
bereits erwihnte reversible Beschleunigung der Atmung und eine nur

ﬂ,lm/ Mitoch. susp. llii w M, susp. ﬂ,|///7/ Mitock. susp.
\

B! Succind? 7

Tmin //7/}/
2 é c
Abb. 3. Inhibition der durch DNP entkoppelten mitochondrialen Atmung
durch Co*+. Die Bestandteile des Atmungsmediums, die Xonzentrationen
der Zusdtze und die MeBbedingungen waren wie bei Abb. 2 beschrieben.
2,4-Dinitrophenol wurde als 5 mmolare Losung zugesetzt
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Abb. 4. Einflu} von Arsenit auf den Cot+.Effekt. Die Bestandteile des
Atmungsmediums, die Konzentrationen der Zusitze und die MoBbedin-

gungen waren wie bei Abb. 2 beschrieben. NaAsQs wurde als 0,1 molare
Losung zugesetzt

schwache Verringerung des BRC-Wertes der Mitochondrien bei unmittel-
bar anschlieBendem Zusatz von ADP (Abb. 2 A). Nach lingerdauernder
Einwirkung von geringen Co++Konzentrationen auf die Mitochondrien
kommt es hingegen zu einer starken Hemmung dér oxidativen Phos-
phorylierung und Atmung. Setzt man den Mitochondrien eine gréBere
Co*+-Konzentration (5 - 10~4 bis 1,25 - 10-3 Mole pro 1) zu, so 18t sich
zuniichst eine stérkere reversible Atmungsstimulierung, in der Folge
jedoch eine vollige Inhibition der oxidativen Phosphorylierung und eine
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progressive Inhibition der Atmung beobachten (Abb. 2 B). Die reversible
Stimulierung der Atmung durch Cot*+ in Gegenwart von Ketoglutarat ist
an die gleichzeitige Anwesenheit von Phosphat und ADP gebunden. In
Abwesenheit von Phosphat oder ADP treten hochstens ganz kurze
Stimulierungen der Sauerstoffaufnahme auf, die sofort in eine Atmungs-
inhibition tibergehen. So wie bei Succinat wird auch bei «-Ketoglutarat
als Substrat der Cot+-Effekt durch den Atmungsinhibitor Antimyein A
inhibiert; dagegen ist 50 pmolares 2,4-Dinitrophenol nicht mehr in der
Lage, nach Co+t+.Zusatz die Atmung der Mitochondrien zu entkoppeln
(Abb. 3 C). Wie in Abb. 3 B zu sehen ist, hebt Cot+t die entkoppelnde
Wirkung des DNP auf, wenn Ketoglutarat das Substrat ist. In Abwesen-
heit von ADP geniigen dazu geringere Cot+-Konzentrationen als in seiner
Anwesenheit.

10 mmolares Malonat, das den Cot+-Effekt auf die Suceinatoxidation
inhibiert, hat bei Ketoglutarat kaum einen EinfluBl auf die reversible
Stimulierung der Atmung durch Cot+. Dagegen i3t sich dieser Effekt
durch 1,3 mmolares Arsenit, das die Ketoglutaratdehydrogenase hemmt,
verhindern. Wie man aus der Abb. 4 erkennt, veranlafit aber ein Zusatz
von Succinat zu den durch Arsenit gehemmten, mit Ketoglutarat
inkubierten Mitochondrien eine starke Beschleunigung der mitochon-
drialen Atmung.

Diese Befunde sprechen dafiir, daB} der Einflul von Cot+ auf die
Oxidation von Ketoglutarat zwar auch mit Hilfe der Atmungskette, aber
doch auf andere Weise als der Effekt von Cot+ auf die Oxidation von
Succinat zustande kommen muf. Die Tatsache, dafl Cot+ nicht mit allen
Substraten eine reversible Stimulierung der Atmung bewirkt, zeigt, dag
diese Wirkung nicht durch einen direkten Einflu des Cot++ auf die
Atmungskette oder die mitochondriale ATP-ase zustande kommen kann.
Dieser Effekt ist auch nicht auf eine katalytische Wirkung des Co*+
zuriickzufithren, da eine solche eine stindige Beschleunigung der
Atmung zur Folge hatte.

Am besten lassen sich die Versuchsergebnisse durch eine Gleich-
gowichtsreaktion des Co++ mit einem Zwischenprodukt des Keto-
glutaratdehydrogenasekomplexes unter Oxidation zu Cott++ und gleich-
zeitigem Sauerstoffverbrauch erklaren. So wére es zum Beispiel denkbar,
daB Cot* in einer reversiblen Reaktion von Succinylliponséurethioester
komplex gebunden und durch die Atmungskette unter Sauerstoff-
verbrauch zu einem Cot++-Komplex oxidiert wird. Nach Einstellung
simtlicher an dieser Reaktion beteiligter Gleichgewichte kime der
zusitzliche Sauerstoffverbrauch zum Stillstand und ginge die Atmung
wieder auf das urspriingliche Niveau zurtick. Mit Hilfe dieser Hypothese
lassen sich alle hier beschriebenen Effekte von Co++ auf Hefemito-
chondrien in Gegenwart von Ketoglutarat als Substrat erklareni?.
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Der hier beschriebene Hinflull des Cott auf die mitochondriale
Atmung wurde hauptsichlich bei Saccharomyces cerevisiae D-261
untersucht. Doch verhdlt sich der von D-261 ginzlich verschiedene
Saccharomyces carlsbergensis Stamm U2/2a gegeniiber Cot+ auf sehr
ghnliche Weise. HEs ist daher anzunchmen, daf solche Effekte zu-
mindestens fiir Hefen allgemeinere Giiltigkeit haben.

Wir sind Herrn Prof. Dr. . Broda fiir die Uberlassung des y-Spektro-
meters und von 80CoCly, Herrn Prof. Dr. L. Stockinger fiir elektronenmikro-
skopische Aufnahmen und Frau Dr. U. Wintersberger fiir den von ihr zur
Verfiigung gestellten Saccharomyces carlsbergensis Stamm U2/2a auf-
richtig verbunden. Dem Fonds zur Forderung der wissenschaftlichen
Forschung danken wir fiir groBziigige Unterstiitzung (Projekt Nr. 1210).
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