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1 Einleitung

1.1 Zelltod

Zellen konnen entweder durch Apoptose oder durch Nekrose sterben.

Bei Nekrose handelt es sich um einen Tod der Zelle, der durch dul3ere Einflisse wie
beispielsweise mechanische Verletzung, UV-Strahlung oder zu geringe O,-
Versorgung der Zelle hervorgerufen werden kann. Im Verlauf der Nekrose schwellen
die Zellorganellen an und fihren dadurch zu einem Platzen der Plasmamembran: der
Zellinhalt mitsamt der freigesetzten lysosomalen Enzyme stromt dadurch aus der
Zelle und fuhrt im umgebenden Gewebe zu einer Entzindungsreaktion.

Der Begriff Apoptose stammt aus dem Griechischen (apo = ab, weg; ptosis =
Senkung) und beschreibt den Laubfall im Herbst. Bei Apoptose handelt es sich um
eine genetisch programmierte Form des Zelltodes, die durch interne oder aullere
Signale ausgelost werden kann. Apoptose ist ein bei Metazoen schon langer
bekanntes Phanomen. Dabei wird infolge eines Signals ein aktiver Prozess gestartet,
der letztlich zum kontrollierten Selbstmord der Zelle fuhrt. Hierdurch lasst sich die
Apoptose deutlich von der Nekrose, dem pathologischem Zustand infolge von
Zellschadigungen abgrenzen.

Apoptose wurde erstmals 1972 von Kerr, Wyllie und Currie beschrieben (Kerr et al.,
1972). Ihr wurde zunachst allerdings keine allzu gro3e Aufmerksamkeit zuteil. Erst in
den letzten 10 Jahren wurde die grolde Bedeutung der Apoptose in vielen Gebieten

des Lebens erkannt.

1.2 Apoptose und ihre physiologische Funktion in Metazoen

Durch Apoptose haben mehrzellige Organismen die Moglichkeit sich selbst zu
organisieren und zu erhalten, wodurch Apoptose bei vielen Prozessen des Lebens
eine Schlusselrolle inne hat. Im Verlauf des Lebens werden durch Apoptose nicht
mehr bendtigte oder kranke Zellen des Organismus entfernt. So werden mit Hilfe von
Apoptose wahrend der Embryonalentwicklung innere Hohlrdume geschaffen. Diese
entstehen, indem Zellen aus dem Inneren apoptotisch absterben. Auch werden
Schwimmhaute, die bei Saugetieren nur vorubergehend in der Embryogenese
auftreten, entfernt (Jacobson et al., 1997). Wahrend der Embryonalentwicklung
werden Nervenzellen im Uberschuss produziert. Kdnnen sie jedoch keinen Kontakt

zu benachbarten Neuronen herstellen, gehen sie durch Apoptose zugrunde. Eine
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wichtige Rolle spielt Apoptose auch bei der Reifung des Immunsystems, in deren
Verlauf autoreaktive Immunzellen apoptotisch eliminiert werden. Des weiteren besitzt
Apoptose auch wahrend der Entwicklung der Keimzellen eine wichtige Funktion: sie
entfernt genetisch krankhaft veranderte Keimzellen und verhindert dadurch eine
Weitergabe von verandertem Erbmaterial an die Nachkommen. Schlielich ist die
Apoptose wohl der wichtigste Mechanismus, der den Organismus vor potentiell
gefahrlichen, viral infizierten Zellen schutzt (Shub, 1994). Allerdings hat das Epstein-
Barr-Virus eine Strategie entwickelt, um virusinfizierte Zellen vor Apoptose zu
schitzen. Das Virus fordert die Synthese des antiapoptotischen Faktors Bcl-2 und
kann dadurch Apoptose verhindern oder zumindest verlangsamen (Pender, 2003).
Angesichts der zentralen Bedeutung der Apoptose ist es nicht verwunderlich, dass
ihre Fehlregulation mit einigen Krankheiten assoziiert ist. Dabei lassen sich
Krankheiten, bei denen zu viel Apoptose auftritt, von solchen unterscheiden, die auf
einem Mangel an Apoptose beruhen. Zu ersteren gehdren vor allem
neurodegenerative Erkrankungen wie Morbus Alzheimer (Thomson et al., 1995) oder
Morbus Parkinson aber auch die erworbene Immunschwache AIDS (aquired immune
defiency syndrome). Der HI-Virus (human immundeficiency) befallt T-Lymphozyten
des Immunsystems und I6st in ihnen Apoptose aus, gleichzeitig sinkt die Anzahl der
T-Killerzellen - das Immunsystem bricht zusammen (Jaworowski et al., 1999).

Aber auch Reperfusionsschaden nach Ischamiezustanden (Steller et al., 1995),
insbesondere beim Herzinfarkt oder Schlaganfall, fallen in die Kategorie der
Krankheiten mit erhohter  Apoptoserate. Die wieder einsetzende
Sauerstoffversorgung flhrt dabei zu einer Akkumulation reaktiver Sauerstoffspezies,
die Apoptose auslosen konnen. Bei den Krankheiten, deren Ursache in einem
Mangel an Apoptose liegt, sind neben der schon genannten Virusinfektion vor allem
die Autoimmun- und Tumorerkrankungen zu nennen. Selbstreaktive Lymphozyten
konnen nur dann auftreten, wenn ihr apoptotischer Tod wahrend der Reifung des
Immunsystems ausblieb.

Obwohl sich zahlreiche wissenschaftliche Publikationen mit dem Thema Apoptose
befassen, gibt es noch viele offene Fragen bezuglich der Apoptose und ihrer

Regulation. Insbesondere der basale Exekutionsapparat ist nur wenig erforscht.



1.3 Morphologische Marker der Apoptose

Apoptose ist ein aktiver und regulierter Prozess, fur den Energie und sogar
Proteinbiosynthese erforderlich ist. Sie lasst sich vor allem anhand von
morphologischen Veranderungen der Zelle, apoptotische Marker genannt, von
Nekrose abgrenzen.

Relativ frith auf dem Weg zum apoptotischen Zelltod wird das Phospholipid
Phosphatidylserin, das normalerweise nur im inneren Blatt der Cytoplasmamembran
lokalisiert ist, in das auldere Blatt externalisiert (Martin et al., 1995). Spater wird die
chromosomale DNA durch spezielle apoptotische Endonukleasen in kleine definierte
Bruchstucke fragmentiert. DNA von hoheren Eukayonten ist um Histone gewickelt.
Diesen Bereich bezeichnet man als Nukleosom. Zwischen zwei Nukleosomen
befindet sich eine Linker-Region, an der aus sterischen Grinden Nukleasen

bevorzugt angreifen. Dadurch entsteht bei Agarosegelen von genomischer DNA

wahrend der Apoptose eine typische DNA-Leiter mit einem Sprossenabstand von ca.
150 bp.

DMA-Faden

Abb. 1: Die linke Seite zeigt ein Agarosegel mit der, wahrend Apoptose typischen DNA-Leiterbildung.
Auf der rechten Seite wird schematisch die raumliche Organisation der DNA dargestellt

(www.ukammann.de).




Weitere apoptotische Marker sind die Chromatinkondensation (Kerr et al., 1972), die
Verringerung des Zellvolumens und schlieBlich die Verpackung des ganzen
Zellinhalts in apoptotische Vesikel (,apoptotic bodies®), die dann von Makrophagen
phagozytiert werden. Dies hat zur Folge, dass der Zellinhalt von apoptotisch
sterbenden Zellen, im Gegensatz zu nekrotischen Zellen, nie in das umgebende
Gewebe entlassen wird. Entzindungsreaktionen bleiben so aus. Anders als

Apoptose ist Nekrose kein regulierter Prozess.

Vitalitit

=

]
-
)
M

MNekrose Apoptose

Abb. 2: Auf der linken Seite wird die Morphologie einer nekrotischen Zelle beschrieben, rechts wird
dargestellt, wie eine Zelle wahrend der Apoptose schrumpft und apoptotische Vesikel ausbildet, die

anschlieBend von Makrophagen (M) phagozytiert werden (www.ukammann.de).

Die Externalisierung des Phospholipids Phosphatidylserin auf die aulderen Seite der

Zellmembran flhrt dazu, dass apoptotische Vesikel von phagocytosefahigen Zellen
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wie Makrophagen erkannt und beseitigt werden. Auch konnten Lauber et al., kurzlich
zeigen, dass ein weiteres Phospholipid Lysophosphatidylcholin an der Markierung
von apoptotischen Zellen beteiligt ist (Lauber et al., 2003). Caspase-3 vermittelt die
Sekretion von Lysophosphatidylcholin aus einer apoptotisch sterbenden Zelle,
wodurch Makrophagen chemotaktisch angelockt werden. Dadurch wird sichergestellt,
dass apoptotische Zellen effizient entfernt werden und Entzindungsreaktionen

unterbleiben.

1.4 Caspasen als wichtige Regulatoren der Apoptose in Metazoen

Die Caspasen sind eine Familie von inzwischen vierzehn Mitgliedern. Sie sind an der
Signaltransduktion, die zum apoptotischen Zelltod fuhrt, beteiligt. Der Name der
Caspasen steht fur Cysteinaspartasen. Es handelt sich folglich um Cysteinproteasen,
die ihre Substrate mit hoher Schnittspezifitdt nach einem Aspartat-Rest schneiden.
Der katalytische Mechanismus der Caspasen entspricht dem einer katalytischen
Diade mit einem intermediaren Acyl-Enzym-Zwischenprodukt, wobei sich im aktiven
Zentrum ein Cystein und ein Histidin befinden.

Typischerweise bestehen die Caspasen (mit einem Molekulargewicht von ca. 45
kDa) aus drei Domanen, einer N-terminalen Prodomane, einer grolen p20-Domane
und einer kleinen p10-Domane. Die Prodomane wird bei der Aktivierung der
konstitutiv exprimierten Zymogene abgespalten. In manchen Caspasen gibt es
zwischen der p20 und der p10-Domane ein kurzes Linker-Peptid, das ebenfalls
herausgeschnitten wird. Aus der Rontgenstruktur von Caspase 1 (Interleukin-1p-
converting enzyme, ICE) (Wilson et al., 1994) ist bekannt, dass die aktive Caspase
als Homodimer aus zwei p10-p20-Komplexen vorliegt.

Zur Caspaseaktivierung fuhren zwei verschiedene Wege: ein Ligand bindet an
einem Todesrezeptor, oder aber rezeptorunabhangig tber die Ausschleusung von
Cytochrom ¢ aus dem Mitochondrium. Der externe Weg der Caspaseaktivierung
beginnt mit der Bindung des entsprechenden Liganden an den Fas- bzw. den TNF-
Rezeptor. Nach Ligandenbindung oligomerisieren die Rezeptoren und fuhren Uber
ihre cytosolischen Domanen unter Beteiligung weiterer Adaptorproteine zur
Aktivierung der Caspasen 8 und 10 beim Fas-Weg bzw. Caspasen 8 und 2 im Fall
des TNF-Signalwegs. Dabei werden die Caspasen an die Zellmembran rekrutiert. Die
Bindung zwischen den verschiedenen Adapterproteinen erfolgt Uber homotypische

Interaktionen zwischen sogenannten Death Domains (DD) und Death Effector
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Domains (DED). Letztere sind auch in der Caspase 8 und der Caspase 10
vorhanden. Nachdem die Initiatorcaspase aktiviert wurde, folgt eine proteolytische
Kaskade, in der nacheinander weitere Caspasen aktiviert werden. Zum Teil lauft die
Aktivierung auch autokatalytisch ab. Dabei gibt es Verzweigungen und
Ruckkoppelungen bei der Aktivierungskaskade, so dass ein komplexes Netzwerk
entsteht (Cohen et al., 1997).

THF

Fas ligand

Staurosporine o 5 I.?IP
& RAIDD/CRADD
p‘ - Pro-caspase-2
TRADD binding domain
Kinase domain /

Irradiation
drugs {etoposide)

\\

prodamain

= Pro-caspase-i =

Crmé
ZAADFMI?

4

Active caspase-8

CMA damage

Pro-caspase-10 e Caspase-10

Protease substrates?

Fro-caspase-] Frotease activation?

Pro-caspase-6 = Caspase-6

Fro-caspase-? = Caspase-2

Abb. 3: Die Abbildung von Cohen (1997) gibt einen Uberblick (iber die Aktivierungskaskade der

Caspasen.

Bei der rezeptorunabhangigen Caspaseaktivierung wird Cytochrom c¢ aus den
Mitochondrien ausgeschleust, worauf Procaspase 9 in Zusammenwirkung mit Apaf 1
gespalten und so das Caspase-Netzwerk aktiviert wird.

Am Ende beider Wege fuhren die Caspasen zur Spaltung definierter Caspase-
Substrate: die Exekution der Apoptose wird eingeleitet. Es werden beispielsweise
Proteine des Cytoskeletts und Adhasionsmolekule angegriffen, damit die Zelle

schnellstmoglich abgebaut werden kann.



1.5 Apoptose in Hefe und zugehorige apoptotische Marker

Wahrend der Sinn der Apoptose fur vielzellige Organismen offensichtlich ist, ist es
bei einem Einzeller nicht ohne weiteres zu erkennen, welchen evolutionaren Vorteil
er von einem Programm haben sollte, an dessen Ende sein eigener Tod steht. Um so
erstaunlicher war es, als 1997 an der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae
erstmals apoptotische Marker bei einem Einzeller entdeckt wurden (Madeo et al.,
1997; Frohlich und Madeo, 2000).

So wurde eine Zellzyklusmutante (KFY437 cdc485°%°¢) beschrieben, die DNA-
Fragmentierung, Chromatinkondensation und Phosphatidylserinexternalisation, also
die wichtigsten apoptotischen Marker von Mehrzellern, zeigte. DNA-Leiterbildung, die
bei der Gelelektrophorese von apoptotischer Sauger—DNA auftritt, konnte nicht
nachgewiesen werden. Mdglicherweise liegt dies an der Beschaffenheit der Linker-
DNA von Hefe (Lowary et al., 1989), die zu kurz sein kdnnte, um der bevorzugte Ort
der DNA-Fragmentierung zu sein. Nukleasen greifen die Hefe—-DNA folglich nicht nur
zwischen den Nukleosomen an, wodurch dann zufallig lange DNA-Fragmente
entstehen.

Die Suche nach apoptoserelevanten Genen in Saccharomyces cerevisiae aufgrund
von Homologien zu bekannten apoptoserelevanten Genen in Metazoen verlief
allerdings zunachst ohne Erfolg. Es konnten beispielsweise keine Gene mit
Verwandtschaft zu den Caspasen gefunden werden. Auch nach Vertretern der
Bax/Bcl-2-Familie, die in Saugern apoptotische Prozesse regulieren, suchte man
vergeblich.

Wenig spater wurde jedoch der erste Regulator der Apoptose in Saccharomyces
cerevisiae identifiziert (Madeo et al., 1999). So zeigten alle Mutanten mit konstitutiv
apoptotischem Phanotyp verstarkt Sauerstoffstress. Dazu gehoérten die oben
genannte Zellzyklusmutante und eine Mutante im Glutathionstoffwechsel
(YPH98gsh1). Weiterhin lie3 sich durch Zugabe von Wasserstoffperoxid zum
Medium der apoptotische Phanotyp auch in Wildtypstdmmen induzieren. Des
weiteren konnte gezeigt werden, dass in allen bis dahin bekannten Fallen der
Hefeapoptose der apoptotische Zelltod mit einem vermehrten Auftreten von
endogenen Sauerstoffradikalen einherging. Durch die Radikalfanger PBN oder
TMPO konnte die apoptotische cdc485°%°C-Mutante hingegen vor dem
programmierten Zelltod gerettet werden. Auch wenn diese Mutante unter Hypoxie

gesetzt wurde, Uberlebte sie deutlich besser (Madeo et al., 1999). Sauerstoffradikale
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spielen also auch bei der Apoptose in Saccharomyces cerevisiae eine wichtige Rolle.
In Saugern konnen reaktive Sauerstoffspezies an mehreren Stellen in die
apoptotische Regulation eingreifen. Sie kdnnen am Anfang der Signalkette das
apoptotische Programm auslésen (Hockenberry et al., 1993; Kane et al., 1993;
Greenlund et al., 1995; Slater et al., 1995), oder aber auch downstream in der
Signalkaskade unterhalb von Bax und den Caspasen wirken (Schulz et al., 1997).
Schliellich kdnnen reaktive Sauerstoffspezies die Freisetzung von Cytochrom ¢ aus
den Mitochondrien bewirken, was zusammen mit Apaf-1 zur Caspase-Aktivierung
fuhrt (Skulachev, 1998). Neben Sauerstoffstress konnten in der Zwischenzeit weitere
Stimuli der Hefeapoptose beschrieben werden. 1998 konnten Ligre und Kollegen
zeigen, dass die Uberexpression von Sduger-Bax in der Béackerhefe zu einem
apoptotischen Zelltod fuhrt (Ligre et al, 1998). Drei Jahre spater wurde mit
Essigsaure ein weiterer Apoptosestimulus beschreiben (Ludevico et al., 2001) und im
Folgejahr wurden Kochsalz (Huh et al., 2002) und das Pheromon oa-Faktor als
Apoptoseausloser veroffentlicht (Severin und Hyman, 2002).

Abgesehen davon konnte auch beim Hungern von Hefen unter Stickstoffmangel-
Bedingungen ein apoptotischer Phanotyp beobachtet werden (Madeo et al., 2002).
Werden diese hungernden Hefezellen allerdings geerntet und in destilliertes Wasser
Uberfuhrt, hat dies einen protektiven Effekt auf die Hefezellen und sie Uberleben. Bei
Nahrstoffknappheit, wie sie in der Natur fur Hefen beispielsweise im Spatherbst
auftritt, toten sich die alteren Zellen des genetisch gleichen Hefeklons durch
Apoptose, um die begrenzten Nahrstoffresourcen den jlingeren Vertretern zu
Uberlassen, bei denen die Uberlebenschancen dadurch steigen. Wenn die
hungernden Hefen anderseits durch Regen weggespult werden (das entspricht dem
Umsetzen auf destilliertes Wasser), macht ein altruistischer Selbstmord fur eine alte
Hefezelle keinen Sinn mehr und sie Uberlebt auch hier.

Wir konnten zeigen, dass replikativ gealterte Hefezellen apoptotisch sterben (Herker
et al., 2004). Damit ist Hefeapoptose folglich ein physiologisches Phanomen, das
nicht nur bei exotischen Mutanten vorkommt, sondern durch Hungerbedingungen
ausgelést werden kann und am Lebensende jeder einzelnen Hefezelle seinen

unwiderruflichen Platz einnimmt.



1.6 Selbstmordmechanismen in anderen Einzellern

Saccharomyces cerevisiae ist nicht der einzige einzellige Organismus, bei dem ein
programmierter Zelltod nachgewiesen werden konnte. Bei Enterobakterien wie E.
coli, die durch Phagen befallen waren, konnte ein altruistischer Selbstmord der
virusinfizierten Bakterienzellen beobachtet werden (Shub et al.,1994), um ein
Ausbreiten der Infektion auf benachbarte Zellen des selben Klons zu verhindern. Und
auch bei Trypanosoma cruzi und T. rhodesiense konnten als Reaktion auf aullere
Einflusse Vakuolisierung, DNA-Fragmentierung und Chromatinkondensation

ausgelost werden (O‘Brien et al., 1997).

1.7 Hefe als Modellorganismus

Hefe ist ein einzelliger Eukaryont, der sich durch Zellteilung vermehrt. Hefe eignet
sich besonders gut als Modellorganismus, weil er die einfache Handhabung eines
leicht zu kultivierenden Mikroorganismus besitzt, andererseits aber viele zellulare
Mechanismen von hoheren Organismen zeigt. Die Backerhefe lasst sich sehr leicht
und schnell kultivieren. lhre Generationszeit betragt nur ca. 90 min im Vollmedium
mit Glucose. Sie ist ungiftig und Kontaminationen sind, aufgrund des
Alkoholgehaltes, des sauren pH-Wertes des Mediums und des schnellen
Wachstums, selten. Auch lassen sich Hefen bei -80°C problemlos uber Jahre lagern.
Ein weiterer enormer Vorteil der Hefe ist, dass ihr Genom seit mehreren Jahren
vollstandig sequenziert (Cherry et al., 1997) und der Allgemeinheit zuganglich ist,
wodurch die Suche in Datenbanken sehr schnell Informationen liefert; das Genom
von Saccharomyces cerevisiae war das erste vollstandig sequemzierte Genom eines
Eukaryonten. Saccharomyces cerevisiae besitzt 6000 Gene, die sich auf 16
Chromosomen verteilen. Backerhefe kann sowohl diploid, als auch haploid auftreten.
Mutationen kénnen in der haploide Form sehr leicht eingefuihrt werden, weil bei ihr
nur eine Kopie des Gens mutiert werden muss, um eine Veranderung des Phanotyps
Zu erzeugen.

Auch tritt in S. cerevisiae die sogenannte homologe Rekombination auf (Rothstein,
1991) die es mdglich macht, Genomabschnitte der Backerhefe spezifisch gegen
Fremd-DNA auszutauschen. Auf diese Weise ist es einerseits moglich, definierte
Gene zu disrumpieren und dadurch auszuschalten, andererseits aber auch beliebige
Gene gezielt ins Genom zu integrieren. Schliel3lich sind flr Hefen viele genetische

Methoden etabliert und es existieren geeignete Expressionsvektoren, die in
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unterschiedlichen Kopienzahlen extrachromosomal vermehrt werden konnen.

Dadurch wird es moglich, Sdugergene gezielt in der Backerhefe zu exprimieren.

1.8 Hefe als Modellorganismus fiir Apoptose

Aufgrund der Erkenntnis, dass Saccharomyces cerevisiae genauso wie metazoische
Organismen einen apoptotischen Zelltod sterben kann und dass dieser Zelltod auch
unter physiologischen Bedingungen auftritt, ist es naheliegend, die Backerhefe — wie
auf vielen anderen Gebieten erfolgreich erprobt — auch bei der Apoptose als
Modellsystem fur Sauger heranzuziehen.

Um Hefe als Modellorganismus fur die Saugerapoptose einsetzen zu kénnen, muss
sichergestellt sein, dass die Apoptose in beiden Systemen tatsachlich ahnlich
funktioniert. Bei Hefe konnten aber in der Vergangenheit keine Homologen zu den
typischen Apoptoseregulatoren der Sauger wie beispielsweise der Bcl-2/Bax-Familie,
p53, CAD/ICAD (Enari et al, 1998) und den Apoptoserezeptoren der
Zytoplasmamembran (TNF-R1, CD95) gefunden werden. Erst 2002 konnten wir die
Hefecaspase YCA1 etablieren (Madeo et al., 2002). Aber schon in den Jahren davor
gab es Anzeichen, die daflr sprachen, dass Hefe- und Saugerapoptose ahnlich
ablaufen. So flhrte die Expression von Sauger-Bax, einem apoptoseauslésendem
Faktor, in Saccharomyces cerevisiae zu einem apoptotischen Phanotyp, der durch
die gleichzeitige Uberexpression des Gegenspielers Bcl-X_ unterdriickt werden
konnte (Ligr et al, 1998). Auch in Saugern besitzen diese beiden
Apoptoseregulatoren  dieselbe  antagonistische  Wirkung: Bax ist eine
apoptoseauslosender Faktor und Bcl-X. wirkt antiapoptotisch. 2001 konnten Pavlov
und Kollegen einen Kanal in der Mitochondrienmembran von Hefen beschreiben, der
sich Bax abhangig offnet (Pavlov et al., 2001). Durch diesen Kanal kdnnte die
Externalisierung von Cytochrom c, ahnlich der Apoptose von Saugern, vonstatten
gehen (Manon et al., 1997).

Die Hemmung der mitochondrialen F,F+—ATPase durch Oligomycin fihrte sowohl bei
Hefe als auch bei Saugern zu einer Verhinderung der Apoptose (Matsuyama et al.,
1998), folglich scheint auch fir die Exekution der Hefeapoptose ATP erforderlich zu
sein. So war es selbst durch die Expression von Bax in einer Hefezelle mit einer
defekten mitochondrialen F,F1—ATPase nicht mehr moglich, Apoptose zu induzieren
(Xu et al., 1998).
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Darlber hinaus tritt auch in der Spalthefe Saccharomyces pombe Apoptose auf. So
fuhrte die Expression des Saugergens p53 zum Tod (Bischoff et al., 1992; Nigro et
al., 1992). Weiterhin war die Expression von Ced-4 und Bak in Saccharomyces
pombe ebenfalls letal und mit einem apoptotischen Phanotyp assoziiert (Ink et al.,
1997; James et al., 1997). Auch konnte mit dem Protein SpRad9 in Spalthefe
erstmals ein potentieller Hefekandidat der Bcl-2 Familie beschrieben werden
(Komatsu et al., 2000).

Wie gut das Hefe-Modellsystem tatsachlich fur die Untersuchung von Apoptose
geeignet ist, zeigt die Beschreibung von VCP (Valosin Containing Protein), des
Saugerhomologen von CDCA48, als antiapoptotischem Faktor (Shirogane et al,
1999). VCP ist damit das erste Saugerprotein, das in das apoptotische Geschehen
involviert ist und dessen Funktion als antiapoptotischer Faktor zuerst am Hefe-
Homologen CDC48 erkannt wurde. Doch nicht nur bei Saugern, sondern auch bei
Caenorhabditis elegans wurde ein apoptoserelevantes CDC48—Orthologes entdeckt
(Wu et al., 1999). Es handelt sich hierbei um MAC-1 (Mitglied der AAA—-Familie, das
CED-4 bindet). MAC-1 bindet in Gegenwart von CED-4 an die Apoptoseausldser
CED-3 und CED-9 und bildet einen Multiproteinkomplex aus — Apoptose unterbleibt
dadurch. Die Expression von MAC-1 unterdruckt aber nicht nur bei Nematoden,
sondern auch in Saugerzellen, Apoptose.

Diese Beobachtungen sprechen daflir, dass es sich bei Hefeapoptose um einen
basalen, konservierten apoptotischen Apparat handelt, der schon vor dem Ubergang
zum vielzelligen Leben angelegt wurde. Im Laufe der Evolution wurde er dann stark

erweitert und neuen Funktionen angepasst.
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1.9 Hefe als Modellorganismus fiir die Krebsgrundlagenforschung

Nicht nur eine einzelne Mutation, sondern ein mehrstufiger Prozess ist nach
Vogelstein und Kollegen daflr verantwortlich, dass aus normalen, gesunden Zellen
ein Tumor entsteht. Nach Applikation eines Tumorinitiators und anschlieRendem
mehrmaligem Einwirken von Tumorpromotoren entstehen transformierte Zellen, die
zu malignen Tumoren werden konnen (Vogelstein et al., 1993). Bei malignen Zellen
ist das Gleichgewicht zwischen Proliferation und Zelltod gestort, Apoptose kann nur
vermindert oder auch gar nicht mehr ablaufen. Durch eine verstarkte Expression des
antiapoptotischen Faktors Bcl-2 wird beispielsweise Apoptose in manchen Tumoren
unterbunden (Kirkin et al., 2004). Diese Beobachtung macht Apoptose fur die
Krebsgrundlagenforschung interessant, kdonnte doch durch die Beseitigung der
Apoptoseresistenz ein wirksames Mittel gegen Krebs gefunden werden. Das alleine
rechtfertigt jedoch noch nicht den Einsatz von Hefe als Modellorganismus fir die
Krebsgrundlagenforschung. Mit den isogenen SRO7 und SRO77 besitzt die
Backerhefe allerdings zwei Homologe eines Tumorsupressors in Drosophila.

Daruber hinaus kann die Backerhefe auf Wirkstoffe flir Apoptosemodulation
untersucht werden. Hierfir werden in Hefezellen Mutationen ausgelést und die
potentiell entstandenen Mutanten werden auf Medienplatten mit den, auf
Resistenzausbildung zu testenden Wirkstoffe, ausgestrichen. Resistente Mutanten
Uberleben und kénnen naher untersucht werden. Schlie3lich kann in Hefe auch eine
genomische Genbank auf Drogenresistenz getestet werden. Hierbei lassen sich
definiert die Gene ermitteln, die fur die Drogenresistenz verantwortlich sind (Bjornsti,
et al, 2002).

Abgesehen davon koénnen auch die in Hefe gewonnen Erkenntnisse Uber den
basalen Apoptosemechanismus, Ansatze zum Verstandnis der Krebsentstehung und

somit auch zur Verbesserung der Therapiemaoglichkeiten, liefern.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate

Autoklav Ventilab S 3000
Elektroblotapparatur Multiphor Il

Elektrophorese-Kammern:

Elektroporator 2510

ELISA-Reader MR 5000
Fluoreszenzmikroskop Axioskop 20
Fluoreszenzmikroskop BH-2RFCA

Gele:
e DNA-Agarose-Gele,

e Protein-Polyacrylamid-Gele

e Geldokumentationssystem

Lab Shaker

pH-Meter
Photo-Dokumentationssystem CS1
Photokamera Modell c35AD-4
Photokamera XR-X 3000

Pipetten, Pipettenspitzen und Tubes
Ruhrer IKA-COMBIMAG RCH
Schlauchpumpe MP-3
Schwingschduttler

Spannungsgeber EA-3049 EA-3050
Sterilbank ET 130 V

Sterilfilter 0,22 pm Syringe Filter
Tiefkllschrank (-80°C) UF85-110T
Trockenschrank

UV/VIS-Spectrophotometer UV-120-01

UV-Transilluminator

MMM, Munchen

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Werkstatt des Physiologisch-Chemischen
Instituts der Universitat Tibingen
Eppendorf AG, Hamburg

Dynatech Instruments Inc., Torrance, USA
Zeiss, Jena

Olympus, Japan

Werkstatt des Physiologisch-Chemischen
Instituts der Universitat Tubingen

Hofer SE 400, USA

Cybertech, Berlin

B. Braun, Melsungen
Knick, Berlin
Cybertech, Berlin
Olympus, Japan
Ricoh, Japan
Eppendorf AG, Hamburg
Janke & Krake KG, Staufen im Breisgau
Tokyo Rikakikai Co. Ltd., Japan
Wacker, Deutschland
Heinzinger, Rosenheim
Ehret Reinraumtechnik, Emmendingen
Fisherbrand Scientific GmbH, Nidderau
Colora Messtechnik GmbH, Lorch
Memmert, Schwabach
Shimadzu
Vilber Lourmat, Frankreich
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Vortex Genie 2™

Waagen:
e Delta Range PE 360
e MC 1 Laboratory LC 22000

e Sartorius Basic

Wasserbad
Zellzahler CASY 1

Zentrifugen:
e 3K12 mit Rotor Nr. 11133
e Tischzentrifuge 3200
e Biofuge pico
e Megafuge 1.0 mit Rotor 3360
e Tischzentrifuge 29025
e Ultrazentrifuge L5-65
mit Rotor Ti60

2.2 Chemikalien und Kits

Bender & Hobein AG, Zlrich

Mettler Waagen GmbH, GielRen
Sartorius AG, Gottingen
Sartorius AG, Gottingen

Kéttermann, Uetze/Hansingen

Scharfe System, Reutlingen

Sigma, Minchen
Eppendorf AG, Hamburg
Heraeus Christ, Osterode
Heraeus Christ, Osterode
Hettich, Tuttlingen

Beckman Instruments, Minchen

Alle Feinchemikalien und Enzyme wurden — soweit nicht anders angegeben — von

den Firmen Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg), Boehringer (Mannheim bzw.

Ingelheim), Merck (Darmstadt), Roche (Grenzach-Wyhlen), Roth (Karlsruhe), Serva

(Heidelberg) und Sigma (Munchen) bezogen.

Agar

Apo-Alert Annexin V Apoptosis Kit
Brefeldin A

Glasperlen @ 0,5 mm

B-Glucuronidase/Arylsulfatase
DAB-Substrat/Metall enhanced
DAPI

DIG High Prime Labeling and
Detection Starter Kit |

Otto Nordwald KG, Hamburg
Clontech, USA

Serva, Cat. Nr. 15100

B. Braun, Melsungen

Roche

Roche

Sigma, Bestell Nr. D 8417
Roche, Cat. No. 1 745 832
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Dihydrofluorescin
Dihydrorhodamin
E.Z.N.A Cycle-Pure Kit

E.Z.N.A Gel Extraction Kit

E.Z.N.A Plasmid Miniprep Kit |

FITC-VAD-fmk
In Situ Cell Death Detection Kit
Lyticase

Objekttrager

Proteaseinhibitoren:
e Aprotinin
e DTT
e Leupeptin
e Pepstatin
e PMSF

Rundbodenrohrchen
zVVAD-fmk

Sigma

Sigma

PEQLAB,

Bestell Nr. 12-6493-02
PEQLAB,

Bestell Nr. 12-2501-02
PEQLAB,

Bestell Nr. 12-6942-02
Promega

Roche, Cat. No. 1 684 817
Sigma

bioMérieux, Frankreich

Sigma, Cat. No. 10818
Sigma, Cat. No. 457779
Sigma, Cat. No. 62070
Sigma, Cat. No. 77170
Sigma, Cat. No. 06566

Meylan Codex, Frankreich

Bachem

Die Bestandteile fur Kulturmedien wie Yeast Extract, Bacto-Pepton, Bactotrypton und

Yeast Nitrogene Base wurden von Difco, USA bezogen und gebrauchsfertiges DME-

Medium fur WISH-Zellen von der Firma Sigma.
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2.3 Verwendete Organismen

2.3.1 Hefestamme

KFY = Kai Frohlich Yeast
FMY = Frank Madeo Yeast
DBY = David Botstein Yeast
YIW = Yeast Ingrid Wadskog

Y = Steve Jackson Yeast

Stamm Alias Genotyp
KFY 715 WT BY 4741, Euroscarf MATa; his341; leu240; met15A40;
ura3A0
KFY 729 AYCA1, Euroscarf KFY 715, YCA1::KanMX4
FMY 17 pESC-His/YCA1 KFY 715, pFM 21
FMY 18 pESC-His/YCA1“®™ KFY 715, pFM 22
FMY 29 pESC-His KFY 715, pFM 16
FMY 34 ASRQO77, YCA1ex KFY 715, SRO77::KanMX4, pFM 21
FMY 35 AKRE11, YCA1ex KFY 715, KRE11::KanMX4, pFM 21
FMY 36 AYAK1, YCA1ex KFY 715, YAK1::KanMX4, pFM 21
FMY 37 AVAM7, YCA1ex KFY 715, VAM7::KanMX4, pFM 21
FMY 38 ASROQ77, Leer KFY 715, SRO77::KanMX4, pFM 16
FMY 39 AKRE11, Leer KFY 715, KRE11::KanMX4, pFM 16
FMY 40 AYAK1, Leer KFY 715, YAK1::KanMX4, pFM 16
FMY 41 AVAM7, Leer KFY 715, VAM7::KanMX4, pFM 16
FMY 394 | ASOR7AYCA1, YIW 24 KFY 715, SRO7::LEU2, YCA1::KanR
FMY 395 | ASOR77AYCA1, YIW 25 KFY 715, SRO77::HIS3, YCA1::KanR
FMY 396 | ASOR7ASOR77, YIW 1 KFY 715, SRO7::LEU2,
SRO77::HIS3
FMY 397 | ASOR7ASOR77AYCAT1, KFY 715, SRO7::LEU2,
YIW 26 SRO77::HIS3, YCA1::KanR
ACKB1, Euroscarf BY 4741, CKB1::KanMX4
AGPD1, Euroscarf BY 4741, GPD1:: KanMX4
FMY 459 | WTY 865 MAT a, ura3-52, trp 1-289, his3-A1,
leu2-3, 112gal2, gal10
FMY 461 ANHPG6A/B, Y 869 MAT a, ura3-52, trp 1-289, his3-A1,
leu2-3, 112gal2, gal10,
NHPG6A::URA3, NHP6B::HIS3
FMY 462 | Yep352-Leu FMY 459, Yep352-Leu
FMY 463 | Yep352-Leu/NHP6A FMY 459, Yep352-Leu/NHP6A
FMY 476 | ASOR7, BY 5451, Euroscarf KFY 715, SRO7::KanMX4
FMY 477 | ASRO77, BY 3134, Euroscarf | KFY 715, SRO77::KanMX4
FMY 478 | AKRE11, BY 4796, Euroscarf | KFY 715, KRE11::KanMX4
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FMY 479 | AYAK1, BY 7006, Euroscarf

KFY 715, YAK1::KanMX4

FMY 480 | AVAM7, BY 4578, Euroscarf

KFY 715, VAMT7::KanMX4

2.3.2 E. coli-Stamme
pFM = Plasmid Frank Madeo

Stamm Alias Genotyp

Von Gabi Dodt | DH5a

pFM 16 pESC-His pESC-His ampR, pUC origin, 2y
origin, f1 origin, URA3, pGAL10-
FLAGtag, pGAL1-c-myctag von
Sratagene

pFM 21 pESC-His/YCA1 pFM16/ YCA1

pFM 22 pESC-His/YCA1“#"" pFM16/ YCA1 “¥™*

2.4 Kulturmedien

Alle Kulturmedien wurden fur 20 Minuten bei 121°C im Autoklaven sterilisiert. Fur

Kulturplatten wurden 1,5 % Agar zugesetzt. Eventuell bendétigte Antibiotika wurden in

deionisiertem Wasser gelost, sterilgefiltert und nach dem Autoklavieren den auf 50°C

abgekuhlten Medien zugesetzt. Zur

deionisiertes Wasser verwendet.

2.4.1 Hefe-Vollmedium YEPD/YEPG

1 % Yeast Extract
2 % Bacto-Pepton
4 % Glucose/Galaktose

2.4.2 Hefe-Vollmedium YEPD mit NaCl
12 % NaCl

1 % Yeast Extract

2 % Bacto-Pepton

2 % Glucose

Herstellung aller Kulturmedien wurde
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2.4.3 Hefe-Minimalmedium SMD/SMG

0,17 % Yeast Nitrogene Base w/v

0,5 % Ammoniumsulfat

2 % Glucose/Galaktose

Die Aminosauren sowie Adenin und Uracil wurden je nach Bedurfnis des jeweilige
Stammes in folgenden Konzentrationen zugesetzt:

80 mg/I Histidin

320 mg/l Uracil

10 mg/l Adenin

20 mg/l alle anderen Aminosauren

2.4.4 LB (Luria + Bertani)-Medium fur coli Bakterien

0,5 % Natriumchlorid
0,5 % Yeast Extract
1 % Bactotrypton (40 mg/l Ampicillin)

2.4.5 DME (Dulbecco's Modified Eagle)- Medium fir WISH-Zellen

Wurde als gebrauchsfertiges Medium von der Firma Sigma bezogen.

Inhalt Menge [mg/L] | Inhalt Menge [mg/L]
Salze: Aminosauren:
CaCly(Anhydrid) 200.0 L-Arginin-HCI 84.0
Fe(NO3)*9H,0 0.1 L-Cystin-2HCI 63.0
KCI 400.0 L-Glutamin 584.0
MgSO4(Anhydrid) 97.7 Glycin 30.0
NaCl 6400.0 L-Histidin-HCI*H,O 42.0
NaH,PO,*H,O 125.0 L-Isoleucin 105.0
Vitamine: L-Leucin 105.0
D-Ca-Pantothenat 4.0 L-Lysin-HCI 146.0
Cholinchlorid 4.0 L-Methionin 30.0
Folsaure 4.0 L-Phenylalanin 66.0
i-Inositol 7.2 L-Serin 42.0
Niacinamid 4.0 L-Threonin 95.0
Riboflavin 0.4 L-Tryptophan 16.0
Thiamin-HCI 4.0 L-Tyrosin-2Na*2H,0 104.3
weitere Bestandteile: L-Valin 94.0
D-Glucose 4500.0

Phenol Rot 15.0

Na-Pyruvate 110.0
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2.5 Puffer und Losungen fiir molokularbiologische Methoden

Fur die Herstellung aller Puffer und Losungen wurde deionisiertes Wasser einge-

setzt. Lediglich bei der Mutagenese von YCA1 wurde QS-Wasser benutzt, welches

nach dem Deionisieren zweimal destilliert war.

2.5.1 Agarosegelelektrophorese

TAE

Probenauftragspuffer

Agarosegel

DNA-Langenstandard

100 bp Marker

2.5.2 PCR

Tag-Polymerase
MgCl;

dNTPs

10x Puffer

40 mM Tris/Acetat; 1 mM EDTA; pH 8

eine kleine Spatelspitze Bromphenolblau in

50 ml 87 % (w/v) Glycerin

0,7 % bis 1 % Agarose in TAE;

0,001 % Ethidiumbromid

0,1 ug/pl A-DNA EcoRI/Hind Il verdaut

[21226 bp, 4978 bp, 4268 bp, 3530 bp, 2027 bp, 1904 bp,
1584 bp, 1375 bp, 947 bp, 831 bp, 564 bp, 125 bp]

[3000 bp, 2000 bp, 1500 bp, 1200 bp, 1031 bp, 900 bp,
800 bp, 700 bp, 600 bp, 500 bp, 400 bp, 300 bp, 200 bp,
100 bp]

Fermentas Produkt Nr. GM0670
Fermentas
Fermentas

Fermentas

2.5.3 Mutagenese von YCA1

10x Reaktionspuffer

LB—Medium;

100 mM KCI; 100 mM (NH4)2S0O4; 200 mM Tris—HCI
pH 8,8; 20 mM MgSOy; 1% Triton-X-100; 1 mg/ml
nukleasefreies Rinderserumalbumin

1 M MgCly; 1 M MgSOq4

PfuTurbo DNA-Polymerase 2,5 U/ul (Stratagene, Kanada)

Dpn | Restriktionsenzym

QuickSolution

10 U/ul (Stratagene, Kanada)
Die Zusammensetzung der QuickSolution wird vom

Hersteller Stratagene nicht angegeben.
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2.6 Puffer und Losungen fiir Zellbiologische Methoden

Fur die Herstellung aller Puffer und Losungen wurde deionisiertes Wasser einge-

setzt.

2.6.1 Losungen zur Bestimmung der Zelldichte einer Hefekultur

Casyton 0,9 % NacCl,
0,1 mM EDTA
Casy-clean Zusammensetzung unbekannt; zur wochentlichen Reinigung des

CASY Zellzahlers

2.6.2 Gewinnung transformationskompetenter Zellen von S. cerevisiae und

Transformation mit rekombinanter DNA

10x TE 100 mM Tris pH 7,5; 10 mM EDTA
10x LiAc 1 M LIAC

50 % PEG 50 % Polyethylenglykol 3350
Lyticase-Losung 1000 U/mlin TE

Carrier-DNA Lachssperma-DNA (10 mg/ml)

2.6.3 Chromosomales Taggen

2.6.4 Inhibitor zur Hemmung der Hefecaspase

z-Val-Ala-DL—Asp—fluoromethylketon (=zZVAD-fmk) 20 yM in DMSO/EtOH

2.6.5 TUNEL-Test (In Situ Cell Death Detection Kit, POD)

10x Puffer B 350 mM Kaliumphosphat-Puffer; 5 mM
MgCly; pH 6,8

Puffer B + Sorbitol 1,2 M Sorbitol in Puffer B

Lyticase-Losung 1000 U/ml Lyticase in TE

B-Glucuronidase/Arylsulfatase 4,5 U/ml bzw. 14 U/ml, Roche

aus Helix pomatia

Poly-L-Lysin M, 6000-9000 0,1 % (w/v), Serva
PBS 25 mM Kaliumphosphat-Puffer; 0,9 % (w/v)
NaCl; pH 7
Permeabilisierungs-Lsg. 0,1 % Triton-X-100; 0,1 % (w/v) Natriumcitrat
TUNEL-Reaktionsmix Enzyme Solution 1:10 mit Label Solution verdinnt
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Enzyme Solution T4 Terminale Desoxynucleotidyl Transferase

Label Solution Nukleotid-Mix

Converter POD Anti-Fluorescein Antikorper; gekoppelt mit
Meerrettichperoxidase; gebrauchsfertig

DAB-Substrat DAB Substrat Metal Enhanced 1:10 mit
Peroxidpuffer verdinnt

Die Losungen TUNEL-Reaktionsmix, Enzyme Solution, Label Solution, Converter

POD und DAB-Substrat entstammen dem In Situ Cell Death Detection Kit, POD

(Roche) und dem DAB Substrat Metal Enhanced Kit (Roche). Die genaue

Zusammensetzung wird vom Hersteller nicht angegeben.

2.6.6 Dihydrorhodamin 123-Farbung
DHR 123-Ldsung 2,5 mg/ml Dihydrorhodamin 123 in Ethanol

2.6.7 Diaminophenylindol (DAPI)-Farbung
DAPI-LOsung 1 pug/ml Diaminophenylindol in PBS

2.6.8 Dihydrofluorescin Farbung

Dihydrofluorescin 2,5 mg/ml Dihydrofluorescin in Ethanol

2.6.9 Annexin V-Test (Apo Alert Annexin V Apoptosis Kit)

Annexin V Apo Alert Annexin V Apoptosis Kit

Puffer C (Annexin-Bindepuffer) 10 mM HEPES/NaOH,;
140 mM NaCl;
2,5mM CaCly; pH 7,4

Puffer B 35 mM Kaliumphosphat-Puffer; 5 mM MgCly;
pH 6,8

Puffer B + Sorbitol 1,2 M Sorbitol in Puffer B

Lyticase-Losung 1000 U/ml Lyticase in TE

B-Glucuronidase/Arylsulfatase 4,5 U/ml bzw. 14 U/ml, Roche
aus Helix pomatia

Propidiumiodid 50 pug/ml in Puffer C

2.6.10 Bestimmung der Caspaseaktivitat durch FACS-Messung

FITC-VAD-fmk 1:1000 verdunnt in PBS
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2.7 Puffer und Losungen fiir immunologische Methoden

Fur die Herstellung aller Puffer und Losungen wurde deionisiertes Wasser

eingesetzt.

2.7.1 Rohextraktherstellung

Lysepuffer 20 mM HEPES pH 7,4; 84 mM KCI,
10 mM MgCly; 0,2 mM EDTA; 0,2 mM EGTA;
0,5 % NP40

Proteaseinhibitoren (Zugabe unmittelbar vor Gebrauch):

1 mM PMSF; 1 mM DTT; 1 pg/ml Leupeptin; 1 pg/ml Pepstatin; 5 ug/ml Aprotinin

2.7.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Bradford-Stammlosung 100 ml 95 % Ethanol
200 ml 88 % Phosphorsaure
350 mg Serva Blau G-250
Bradford-Puffer 425 ml destilliertes Wasser
15 ml 95 % Ethanol
30 ml 88 % H3PO4
30 ml Bradford-Stammldsung
Die Losung wurde durch Whatman No. 1 Papier filtriert
und in einer dunklen Flasche bei RT gelagert.

BSA Stammlésung 1 mg/ml
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2.7.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Sammelgelpuffer
Trenngelpuffer
TEMED

Acrylamidlésung

Persulfatldsung

10x Laufpuffer

Sammelgelpuffer

Stammldsung 6x Probenpuffer

Protein Molecular Weight Marker
10-180 kDa

2.7.4 Ponceau-S-Farbung

Ponceau-S Loésung

2.7.5 Immunoblot

PVDF-Membran Immobilon P

Nitrocellulose-Membran Hybond ECL

10x Blotpuffer
10x Blockpuffer

10x Waschpuffer

1 M Tris/HCI; 0,8 % SDS; pH 6,8

1,5 M Tris/HCI; 0,4 % SDS; pH 8,8

N, N, N, N-Tetramethylethylendiamin

30 % Acrylamid

0,8 % N, N'-Methylenbisacrylamid

10 % Ammoniumperoxodisulfat (APS)

250 mM Tris/HCI;

1,92 M Glycin; 2 % SDS; pH 8,3

30 ml 86 % Glycerol

12 g SDS

60 mg Bromphenolblau

37,5 ml Sammelgelpuffer

30 ml 86 % Glycerol

12 g SDS

60 mg Bromphenolblau

Mit deionisiertem Wasser auf 94 ml auffullen
MBI Fermentas, Deutschland

[170 kDa, 130 kDA, 100 kDA, 72 kDa,
55 kDa, 40 kDa, 33 kDa, 24 kDa, 17 kDA,
11 KDa]

0,1 % Ponceau

5 % Essigsaure

Millipore, Bedford, USA

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
200 mM Tris; 1,5 M Glycin; 0,5 % SDS
100 mM Tris/HCI; 1,5 M NaCl;

0,5 % (w/v) Tween; pH 7,6

100 mM Tris/HCI; 1,5 M NaCl;

0,2 % (w/v) Triton-X-100; pH 7,6
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Antikorper:
polyklonaler anti-FLAG Antikorper Geschenk von S. Baksh

aus Kaninchen

monoklonaler anti-HA Antikdrper Sigma, Bestell Nr. H-9658
aus Maus
anti-Kaninchen IgG (H+L)-HRP BIO RAD, Cat. Nr. 170-6515

Konjugat aus Ziege
anti-Maus IgG (H+L)-HRP Konjugat BIO RAD, Cat. Nr. 170-6516

aus Ziege

ECL-Detection reagent 1 Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
ECL-Detection reagent 2 Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Film BioMax MR von Kodak Kodak Produkt Nr. 8701302

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Entfernungspuffer 62,5 mM Tris/HCI; 0,4 % SDS; pH 8
2.8 Primer

Samtliche Primer wurden bei der Firma MWG-Biotech AG in Auftrag gegeben.

2.8.1 Primer fiir die Mutagenese von YCA1

Ausschnitt aus der Originalsequenz von YCA1:

5- CTTTCATTATTCTGGACATGGTGGCCAAACTGAAGATTT - 3'

5- AGCATTGTTTGACTCTTGTCATTCGGGTACAGTGTTGGAA - 3¢

In den fettgedruckten Bereichen der YCA1-Originalsequenz wurde ein
Basenaustausch durchgefihrt. Durch diese Mutation wurde Cystein nach Alanin

ausgetauscht.

C nach A sense:

5- GCATTGTTTGACTCTGCTCATTCGGGTACAGTGTTGGATC - 3
C nach A antisense:

5- GATCCAACACTGTACCCGAATGAGCAGAGTCAAACAATGC - 3

2.8.2 Primer flur die Sequenzierung von YCA1

5- TGCAATGGTTGGTCAAGGATGCGC - 3
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2.8.3 Primer fur chromosomales Taggen von VAM7

VAMY7 sense:

5-C AGA TAG CCAACAAGAAGGCTAGACATTITTAACAACAGTGCT-3
VAMY7 antisense

5- GTA CAAATA TAC TCT CAG GAT TTG TAACCC GGATAG TAACTC -3

2.8.4 Primer fur chromosomales Taggen von SRO77

SRO77 sense:

5- GGA AGA AAC GGG AA GGG ATATGATGAAGAGCGCTGTAGGTTTT -3
SRO77 antisense:

5- GA GCC TGA TAA AAT TCT TAT GCG AGC AAG GGC AACCTGATC G-3

2.8.5 Primer fiir chromosomales Taggen von YAK1

YAK1 sense:

5- GAA GGG CCA ACA AGC GCG TTC AAT AAA CTT CAC ATT GTC GAA
GAA-3

YAK1 antisense:

5- CAT TAT GGC ACC AAG CCG TAA TAA AAT GAA ATG GGT AGT TAAG-3°

2.8.6 Primer fur chromosomales Taggen von KRE11

KRE11 sense:

5-CTT ATA GAA GTT GGA AAT GGC GCATCT GTG TTAATC CAG -3’
KRE11 antisense:

5-CAACTGCTCTTT TGG GTG ACT CGC AAC GCC TAAGTAAAG -3
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2.9 Stammbhaltung und Kultivierung

2.9.1 Flussigkulturen

Flussigkulturen dienten der Anzucht von Zellen bis zur gewunschten Zelldichte.
Kulturen von E. coli wurden bei 37°C in LB-Medium geschuttelt. Gegebenenfalls
wurde bei Plasmid enthaltenden Stadmmen mit Antibiotikaresistenz das
entsprechende Antibiotikum zugegeben.

Kulturen von Saccharomyces cerevisiae wurden bei 28°C in YEPD oder einem
geeigneten Minimalmedium unter Schatteln angezogen.

WISH-Zellen wurden in DMEM Medium bei 37°C angezogen.

2.9.2 Plattenkulturen

Plattenkulturen wurden fur die Anzucht von Klonen (z.B. Selektion nach
Transformation mit rekombinanter DNA, Verdunnungsausstrich) und flr die
Uberlebensplattierung  eingesetzt. AuBerdem dienten Plattenkulturen  der
mittelfristigen Stammhaltung. Platten mit E. coli sind bei 4°C etwa 4 Wochen haltbar,
Platten mit S. cerevisiae uber zwei Monate.

Dabei wurden Platten fur E. coli (LB, LB+Antibiotikum) bei 37°C und Platten fur S.

cerevisiae (YEPD, Minimalmedium) bei 28°C inkubiert.

2.9.3 Dauerkulturen

Dauerkulturen dienen der langfristigen Stammbhaltung und sind bei -80°C Uber Jahre
hinweg haltbar. Zum Anlegen einer Dauerkultur wurden 500 pl einer Ubernacht-
Kultur zu 500 pl 87 % (w/v) Glycerin (E. coli) bzw. 500 uyl 50 % (w/v) Glycerin (S.
cerevisiae) in ein Kryordhrchen gegeben. Nach Mischen wurde die Dauerkultur bei
-80°C gelagert.

Zur erneuten Anzucht eines Hefestammes aus der Dauerkultur wurde mit einem
sterilen Zahnstocher etwas gefrorenes Material aus dem Kryordhrchen gekratzt und
auf einer Platte ausgestrichen. Bei E. coli ist es mdglich, direkt ein entsprechendes

Flissigmedium anzuimpfen.
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2.10 Allgemeine molekularbiologische Methoden

2.10.1 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese wurde je nach Lange der zu trennenden DNA in 0,7
bis 1 %igen Agarosegelen durchgefuhrt. Vor dem GieRen der Gele wurde die
Agarose in TAE im Mikrowellenherd aufgekocht. Nach Abkuhlen der Losung wurde
sie mit 1 %igem (w/v) Ethidiumbromid auf eine Endkonzentration von 0,001 %
eingestellt. AnschlielRend wurde die Lésung in die vorbereitete Gelkammer gegossen
und der Kamm fur die Probentaschen eingesetzt. Nach ca. einer halben Stunde war
das Gel erstarrt, so dass die Gelkammer mit TAE als Laufpuffer geflllt und zuletzt
der Kamm vorsichtig aus dem Gel gezogen werden konnte. Die Proben wurden in die
Taschen pipettiert und die Elektrophorese bei 80 V (Mini-Gel) bzw. 120 V (groRes
Gel) durchgeflhrt. Bei jedem Lauf wurden neben den Proben 5 ul A-, oder 100 bp-
Marker als DNA-Langenstandard aufgetragen. Die Elektrophorese wurde beendet,
wenn die Bromphenolblaubande sich dem Ende des Gels naherte. Dies war bei
Mini—-Gelen nach ca. 30 Minuten der Fall und bei grolen Gelen nach etwa 2
Stunden. Nach dem Lauf wurde das Gel aus der Kammer genommen; mit Hilfe des
UV-Transilluminators wurden die ethidiumbromidhaltigen DNA-Banden sichtbar

gemacht, anschlieBend dokumentiert und ausgewertet.

2.10.2 Abschatzung der DNA-Menge in Agarosegelen

Die Abschatzung der DNA-Menge in Agarosegelen erfolgte durch Vergleich der
Ethidiumbromid-Fluoreszenzintensitat der zu bestimmenden Bande mit einer Bande
des DNA-Langenstandards. Dies ist mdglich, weil der A.-DNA—Marker mit 0,1 ug/pl
eine definierte Konzentration besitzt. Wenn in einem Gel immer 5 pl DNA-
Langenstandard aufgetragen wurden, dann entsprach die Gesamtmenge der Marker-
DNA 0,5 pg. Die einzelnen Banden des A-DNA—Markers enthalten immer in etwa die
gleiche DNA—Konzentration. Auf die oberste Bande (21 kb) entfallen knapp 0,25 ug,
da das gesamte A-Phagengenom eine Lange von 48 kb hat. Die 2. und 3. Bande

entsprechen einer DNA-Menge von je ca. 50 ng.

2.10.3 Ethanolfallung

Um DNA aus verdinnten Ldsungen zu konzentrieren oder umzupuffern und

aullerdem einen gewissen Reinigungseffekt zu erzielen, wurde sie mit Ethanol
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ausgefallt. Dazu wurde zunachst mit 2 M Natriumchloridlédsung die Salzkonzentration
auf 0,2 M Natriumchlorid eingestellt. Bei Losungen mit einem relativ hohen
Salzgehalt kann auf diesen Schritt auch verzichtet werden. AnschlieRend wurde das
2,5 fache Volumen des Ansatzes an Ethanol zugegeben und die DNA fir mindestens
30 Minuten bei —20°C gefallt. Die DNA wurde fir 15 Minuten bei 10000 g
abzentrifugiert und das Pellet zweimal mit 70 % Ethanol gewaschen. Nach Trocknen
der DNA an der Luft konnte die DNA in einem geeigneten Volumen TE, TE/LiAc oder

QS-Wasser aufgenommen und dann direkt eingesetzt werden.

2.10.4 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) ist eine Methode,
um Desoxyribonukleinsauren zu amplifizieren. Sie besteht aus den folgenden
Schritten, die etwa 30x wiederholt werden:
e Denaturierung: hier wird die doppelstrangige DNA in ihre beiden Einzelstrange
aufgetrennt.
e Annealing: wahrend des Annrealings lagern sich die Primer an der
einzelstrangigen DNA an.
e Elongation: im Elongation-Schritt erzeugt die DNA-Polymerase den fehlenden

zweiten Strang, indem sie den vorhandenen Strang als Template nutzt.

2.10.5 Aufreinigung des PCR-Produkts mit dem Cycle Pure Kit von E.Z.N.A.

Bis zu vier 50 yl PCR-Ansatze wurden vereinigt und mit dem 4 bis 5 fachen Volumen
CP-Puffer gemischt und durch eine HiBind-Zentrifugensaule nach Anleitung des

Herstellers aufgereinigt. Die DNA wurde mit 30 pl deionisiertem Wasser eluiert.

2.10.6 Praperatives Gel zum Aufreinigen von DNA

DNA unterschiedlicher Grolle — wie beispielsweise PCR-Produkt mit
Nebenprodukten - wurde in einem praperativen Agarosegel aufgetrennt. Um
Kontamination durch Fremd-DNA auszuschlielen wurde hierfur frischer TAE-Puffer
eingesetzt. Nach dem Lauf des Gels wurde die ethidiumbromidhaltige DNA auf dem
UV-Transilluminator sichtbar gemacht und die DNA-Bande mit der gewunschten
Grolde wurde mit einem Skalpell ausgeschnitten. Aus dem Agaroseblock wurde sie

anschlielend herausgelést.
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2.10.7 DNA-Extraktion

Nach einem praperativen Gel wurde DNA mit dem E.Z.N.A. Gel Extraction Kit nach

Vorschrift des Herstellers aus dem Agaroseblock herausgeldst.

2.11 Molekularbiologische Methoden in Escherichia coli

2.11.1 Plasmidisolierung aus E.coli

Die Plasmidisolierung erfolgte mit Hilfe des E.Z.N.A Plasmid Miniprep Kit nach den

Angaben des Herstellers.

2.11.2 Restriktionsverdau

Ein Restriktionsverdau wurden zur Restriktionsanalyse von Plasmiden sowie zur
Generierung von sticky ends fur eine Ligationen durchgefuhrt. Ca. 0,5 bis 3 ug der zu
verdauenden DNA, 2 pl des geeigneten Zehnfachpuffers und 10 U des jeweiligen
Restriktionsenzyms wurden eingesetzt und mit Wasser auf ein Endvolumen von 20
pl aufgeflullt. Der Ansatz wurde fur 2 bis 3 h bei 37°C inkubiert; der Erfolg des

Verdaus wurde anschlielRend in einem Agarosegel kontrolliert.

2.11.3 Herstellung von kompetenten E. coli fiir eine Elektrotransformation

Zur Herstellung transformationskompetenter E. coli wurde 1 | des Stamms DH5a in
LB-Medium auf eine Zelldichte von ODeggp = 0,5 herangezogen. Die Kultur wurde fur
10 min bei 4000 g bei 4°C abzentrifugiert, zweimal mit eiskaltem Wasser und
anschlieend zweimal mit eiskaltem 10 %igem Glycerin gewaschen. Dann wurde das
Zellpellet in 8-9 ml Wasser resuspendiert. 50 uyl Aliquots wurden bei —80°C

eingefroren.

2.11.4 Elektrotransformation von E. coli

Die Elektrotransformation wurde mit dem Elektroporator 2510 durchgefuhrt. Hierzu
wurden 50 pl einer Suspension mit kompetenten E. coli auf Eis aufgetaut. Parallel
wurden Elektroporationskivetten auf Eis vorgekuhlt. 5-10 yl DNA, die in die E. coli-
Zellen hineintransformiert werden sollen, wurden in die aufgetauten kompetenten
Zellen getropft und anschlielend durch mehrmaligem Aufziehen mit der Pipette
gemischt. Der Ansatz wurde in die vorgeklUhlten Spezialklivette Uberflhrt. Die
Transformation fand durch einen Impuls von 1600 Volt statt; aufgrund des Impulses

kam es zu einer kurzzeitigen Perforierung der Membran, die das Eintreten der DNA
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in die coli-Bakterien ermoglichte. Der Kuvetteninhalt wurde mit 1 ml LB-Medium
gemischt und 1 h bei 37°C in einem Eppendorf Cub auf dem Schuttler inkubiert. Die
Zellen wurden anschlieRend abzentrifugiert (1 min, 10000 g), der Uberstand auf ein
Volumen von etwa 20-100 pl abgesaugt, und das Zellpellet wurde in diesem
Restvolumen resuspendiert. Die Suspension wurde auf LB-Platten mit Ampicillin
ausplattiert. Die Platten wurden Uber Nacht bei 37°C inkubiert, bis sich Klone
bildeten. Einzig coli-Bakterien, bei denen die Transformation erfolgreich verlaufen
war, waren in der Lage auf den ampicillinhaltigen Platten zu wachsen - nur sie
besallen eine Ampicillinresistenz. Gewachsene Klone wurden gepickt und zum

Animpfen einer Ubernachtkultur verwendet.

2.11.5 Klonierung

In einer Klonierung soll ein bestimmtes Gen in einen E.coli-Expressionsvektor
eingefugt werden. Das Gen wird hierfur durch PCR amplifiziert, genomische DNA
oder ein Vektor kdnnen als Template dienen. Das PCR-Produkt wurde durch einen
Pure Cycle Kit aufgereinigt. Vektor und Insert wurden anschlieRend in einem
dreistundigen Verdau bei 37°C mit Restriktionsendonukleasen so geschnitten, dass
ihre Uberhange kompatibel waren. Durch Ligation wurden dann Insert- und Vektor-
DNA aneinander gefligt und der Ligationsansatz wurde in den gewulnschten E.coli-
Stamm transformiert und auf Platten mit Selektionsmedium ausplattiert. Die
Medienplatten wurden bei 37°C fur einen Tag inkubiert, bis sich Klone bildeten, die
dann auf Minimalmedienplatten umgestrichen wurden. Zur Kontrolle der Klonierung
wurde die Plasmid-DNA der potentiellen Transformanten mit einem

Plasmidisolierungs  Kit isoliet und zum  Sequenzieren eingeschickt.
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2.11.6 Mutagenese von YCA1

Durch die Mutagenese soll in YCA1 eine Mutation eingefuhrt werden, in der Cystein
297 durch Alanin ersetzt erden soll. Die hierfir noétigen Primer (,sense“ und
»=antisense®) wurden so verdunnt, dass sich in 1,25 pl Primerl6sung jeweils 1,25 ng
Oligonukleotid befanden. Die DNA Konzentration des YCA1 haltigen Plasmids wurde
durch ein Minigel ermittelt. Fur die Mutagenese mussten 10 ng DNA eingesetzt
werden; das entsprach 1 ul des isolierten Plasmids. Es wurden zwei Ansatze im
PCR-Thermocycler gefahren.

Mutageneseansatz:

5 ul 10x Puffer

1 ul (=10 ng) Plasmid—DNA

1,25 pl (=1,25 ng Oligonukleotid) Primer ,sense”
1,25 ul (=1,25 ng Oligonukleotid) Primer ,antisense*
1 ul ANTP-Mix

3 ul QuickSolution

37,5 pl dd H,0

Der Mutageneseansatz wurde in ein kleines PCR—Eppendorf—Cup Uberfihrt und es
wurden jeweils 1 pyl PluTurbo DNA—-Polymerase dazupipettiert. AnschlieRend wurde
der Inhalt der Cups gut gemischt.

Programm des Thermocyclers:

Segment 1: 1 Cyclus mit 95°C fur 1 Minute
Segment 2: 18 Cyclen mit 95°C fur 50 Sekunden
60°C fur 50 Sekunden

68°C fur 2 Minuten/kb Plasmidlange
- 30 Minuten
Segment 3: 1 Cyclus mit 68°C fur 7 Minuten

Nach dem Lauf des PCR-Thermocyclers wurde der PCR-Ansatz in ein frisches
Eppendorf—Cup Uberfuhrt und mit 1 pyl Dpn | Restriktionsendonuklease versetzt und
anschlie3end fur eine Stunde bei 37°C im Wasserbad zum Abdau der mutterlichen

DNA inkubiert. Wahrend dieser Inkubation wurden die mitgelieferten XL10-Gold
31



ultrakompetenten E. coli auf Eis aufgetaut und ein 45 pl-Aliquot wurde auf 4 sterile
Eppendorf-Reaktionsgefalie verteilt. 2 ml R3—Mercaptoethanol wurden dazu pipettiert
und vorsichtig gemischt. Bis zum vollstandigen Ablauf des einstindigen
Restriktionsverdaus wurden die kompetenten Zellen dann noch flr 10 Minuten auf
Eis inkubiert und alle 2 Minuten sachte geschittelt. AnschlieRend wurden 2 pl der
Dpn | behandelten DNA zu den kompetenten Zellen pipettiert, gut gemischt und dann
30 Minuten auf Eis inkubiert. Es folgte ein 30 sekundiger Hitzeschock der E. coli im
42°C warmen Wasserbad mit anschlieRender Kihlung der Ansatze auf Eis. Nach 2
Minuten wurden 500 pl vorgewarmtes LB—Medium zugesetzt und die Cups wurden
eine Stunde bei 37°C im Schuttler inkubiert. Nach Ablauf dieser Inkubation wurden
die Eppendorf-Cups kurz zentrifugiert, ein Teil des Uberstandes wurde abgegossen.
Das Zellpellet wurde in dem verbleibenden Uberstand aufgenommen und die
Zellsuspension wurde auf LB-Platten mit Ampicillin ausgestrichen. Nach ca. 2 Tagen
wuchsen auf ihnen mehrere hundert Kolonien. Es wurden 2 Klone gepickt und in
flussigem LB/Amp—Medium angezogen. Mit diesen Kulturen wurde dann eine
Plasmidisolierung durchgefuhrt. Das isolierte und gereinigte Plasmid wurde in 20 pl
10 mM Tris (pH=7,5) aufgenommen. Seine Konzentration wurde in einem Minigel
bestimmt. 400 ng des Plasmids wurden dann der Firma Scientific Research &
Development GmbH (Oberursel) zum Sequenzieren eingeschickt. Das restliche
Plasmid wurde bei 4°C gelagert und, nachdem das Einfuhren der erwinschten
Mutation durch die Sequenzierung bestatigt worden war, in den Wildtypstamm KFY
715 transformiert. Mit der YCA1-Punktmutante (FMY 28) wurden anschlieRend ein

Immunoblot, Uberlebensplattierungen und Apoptosetests durchgefiihrt.
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2.12 Molekularbiologische Methoden in Saccharomyces cerevisiae

2.12.1 Plasmidisolierung aus Saccharomyces cerevisiae

Die Plasmidisolierung wurde in einem 2 ml Eppendorfcup durchgefihrt. Hierzu
wurden von einer Ubernachtkultur 2 ml fir 1 min bei 10000 g =zentrifugiert. Der
Uberstand wurde mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt und Zellpellet wurde
in 200 pl Lysepuffer resuspendiert. AnschlieRend wurden etwa 300 mg Glasperlen
zugegeben und die Suspension wurde mit 200 yl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(25:24:1) versetzt. Dann wurden die Zellen fur 2 min bei hochster Vortexstufe zum
Zellaufschluss gevortext. AnschlieBend wurde fur 10 min bei 10000 g zur
Phasentrennung zentrifugiert. Die DNA-haltige obere, wassrige Phase wurde
abgenommen und in ein frisches Ebbendorf Cub Uberflhrt. Durch den Zusatz von
160 ul Isopropanol wurde die DNA gefallt und anschlieBend abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet wurde mit 200 pl 70 % Ethanol
gewaschen, um Isopropanolriickstande zu entfernen. Das Pellet wurde mit dem
Exikkator fir 7 Minuten getrocknet und anschlieRend in 15 pl destilliertem Wasser

aufgenommen.

2.12.2 Herstellung transformationskompetenter S. cerevisiae-Zellen

Da sich kompetente Hefezellen nicht lagern lassen, mussen sie vor jeder
Transformation frisch hergestellt werden. Am Tag vor der Transformation wurde
hierfar eine 10 ml YEPD-Vorkultur des zu transformierenden Hefestammes angeimpft
und im 28°C Brutraum auf dem Schdttler inkubiert. Am nachsten Morgen wurde mit
dieser Ubernachtkultur eine 50 ml-Kultur so angeimpft, dass sie eine ODgyo von etwa
0,3 besaly. Diese Kultur wurde dann fur 2-4 Stunden bei 28°C auf dem Schuttler
inkubiert. Die nun in der logarithmischen Phase befindlichen Hefezellen wurden
durch Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 5000 rpm steril geerntet. Der Uberstand wurde
verworfen, und das Zellpellet wurde mit 25 ml sterilem Wasser gewaschen. Nach
erneuter Zentrifugation wurden die Zellen in 2 ml 1xLiAc/0,5xTE resuspendiert und in
ein Eppendorf Cup Uberfihrt. Es erfolgte eine zehnminltige Inkubation bei
Raumtemperatur. Die so gewonnenen kompetenten Zellen konnten direkt fir die

Transformation eingesetzt werden.
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2.12.3 Transformation von S. cerevisiae mit rekombinanter DNA

Die Transformation von S. cerevisiae mit rekombinanter DNA basierte auf der
Methode von lto (Ito et al., 1983).

Neben den kompetenten Hefezellen und der rekombinanten DNA bendtigt man zur
Transformation noch einzelstrangige Carrier—DNA. Um einzelstrangige Carrier—DNA
zu erhalten, wurde doppelstrangige Lachssperma-DNA unmittelbar vor Gebrauch fur
10 Minuten im Wasserbad gekocht und dann direkt zur Verhinderung von
Reassoziation auf Eis gekuhlt bis zum weiteren Gebrauch gelagert. 100 pl der frisch
hergestellten Suspension kompetenter Zellen wurden in ein neues Eppendorf Cup
Uberfuhrt. 10 ug ssDNA und bis zu 15 pl (ca. 1 ug) der zu transformierenden DNA
wurden dazu pipettiert. Anschlielend wurde der Transformationssmix mit 700 ul
1xLiAc/1xTE/40%PEG versetzt und es wurde solange durch Vortexen gemischt, bis
sich das gesamte Zellpellet aufgelost hatte. Dann wurde der Transformationsansatz
fir 30 Minuten unter Schuitteln bei 30°C inkubiert. Es wurden 85 uyl DMSO
hinzugeflugt, bevor ein 5 minltiger Hitzeschock bei 42°C im Wasserbad erfolgte.
Anschlieend wurden die Zellen in 1 ml sterilem 1xTE gewaschen, hierbei wurden
die Zellen aulRerst sachte behandelt und nur fur etwa 5 Sekunden zentrifugiert.
AnschlieBend wurden die Zellen geerntet und in 500 uyl 1XxTE aufgenommen. Ein
Aliquot (50 pl, 100 pl und 200 pl) dieser Suspension wurde auf einer Platte mit
Selektionsmedium ausplattiert. Nach ca. 2—3 Tagen waren auf den Platten Kolonien
mit transformierten Hefezellen sichtbar, die gepickt und auf Selektions-Medienplatten

umgestrichen wurden.

2.12.4 Kolonien-PCR bei S. cerevisiae

Um erfolgreiches chromosomales Tagging in das Hefegenom nachzuweisen, wurde
eine Kolonien-PCR durchgeflihrt. Hierzu wurde eine einzelne Hefekolonie an der
Wandung eines 0,2 ml PCR-Gefasses verschmiert, fur 2 min in der Mikrowelle erhitzt
und kurz auf Eis gekunhlt, bevor 25 yl PCR-Mix (10 mM Tris/HCI pH 8,8; 500 mM KCI;
0,8 % NP-40; 1,5 mM MgCly; 200 uM dNTPs; je 1 pM Primer; 0,02 U/ul Tag-
Polymerase) zugegeben wurden. Die Amplifikation erfolgte fir 15 Zyklen im
Thermocycler. Die PCR-Produkte wurden mittels Agarosegelelektrophorese
analysiert. Um falsch positive Klone der Kolonien-PCR zu eliminieren, wurde

zusatzlich ein Immunoblot durchgefihrt.
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2.13 Zellbiologische Methoden bei Saccharomyces cerevisiae

2.13.1 Induktion der Expression von Genen, die sich unter einem

Galaktosepromotor befinden

In einem pESC-Expressionsvektor befindet sich beispielsweise das fur die
Hefecaspase codierende Gen YCA1 unter Kontrolle eines galaktoseinduzierbaren
Promotors. Um die Expression der Caspase zu induzieren, wurde ein Medienshift
durchgefuhrt. Hierfir wurden die entsprechenden Hefestdamme zunachst auf
Minimalmedium mit 2 % Glucose als Kohlenstoffquelle angezogen. Wenn sich die
Zellen in der exponentiellen Phase befanden (ODgy ca. 0,3-0,6), wurden die
Kulturen auf Minimalmedium mit 2 % Galaktose als Kohlenstoffquelle Uberfuhrt. Die
Zellen wurden hierflr durch Zentrifugation fir 3 Minuten bei 5000 rpm geerntet und
das glucosehaltige Medium wurde verworfen. Die Zellen wurden in einem
Kulturvolumen galactosehaltigem Medium aufgenommen und darin dann weiter
kultiviert.

2.13.2 Bestimmung der Zelldichte einer Hefekultur mit dem Zellzahler Casy

Die Zellzahlbestimmung von Hefe-Flussigkulturen erfolgte mit Hilfe des Casy 1
Zellzahlers in Zellen pro ml. Ein Aliquot der zu messenden Kultur wurde in 10 ml
Casyton, einer Losung mit schwachen Elektrolyten, suspendiert. 200 ul der
Hefesuspension wurden vom Zellzahler durch eine Kapillare gesaugt, an deren
Kapillarstrecke eine Spannung angelegt worden war. Beim Durchtritt durch die
Kapillare verdrangte jede Zelle ein, ihrem Volumen entsprechende Menge der
Elektrolytlosung. Weil Hefezellen den Strom nicht leiten, hatte dies eine Erhdhung
des Widerstandes zur Folge. Aus der Haufigkeit und dem Grad der
Widerstandsanderung konnte der Zellzahler die Anzahl und die GréRe der Hefezellen
bestimmen.

Direkt vor der Messung wurde die Kultur grindlich gevortext, da Hefezellen schnell
sedimentieren. Dann wurde je nach Dichte der Kultur ein Aliquot in ein Messgefal
mit 10 ml Casyton uberfuhrt. Das Messgefal® wurde verschlossen und dreimal
invertiert, bevor die Zellzahlbestimmung erfolgte. Der Zellzahler wurde wie folgt

programmiert:
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Kapillare: 60 um

Verdunnung: abhangig vom eingesetzten Volumen Hefekultur
Messvolumen der Kapillare: 200 pl
Anzahl der Messzyklen: 2

Bei sehr dinnen Kulturen wurden 100 ul unverdinnter Kultur in 10 ml Casyton
gemessen, entsprechend wurde die Verdinnung des Zellzahlers mit 100 eingestellt.
Bei stationaren Kulturen wurden 100 pul einer 1:100 Verdunnung eingesetzt und der

Zellzahler wurde auf eine Verdlinnung von 10000 programmiert.

2.13.3 Uberlebensplattierung

Die Uberlebensrate von Zellen in einer Hefekultur kann in einer
Uberlebensplattierung ermittelt werden. Hierfir wurden pro Kulturplatte eine
definierte Anzahl Hefezellen ausgestrichen und die Platten werden 2 Tage im
Brutraum bei 28°C inkubiert. Die Anzahl der gewachsenen Kolonien wurde dann
bestimmt. Die CFU (=colony forming unit) gab die Anzahl der lebensfahigen Zellen
pro 500 ausplattierten Zellen an.

Abhangig von der Zelldichte der jeweiligen Hefekultur musste fur das Ausplattieren

eine Verdunnung erstellt werden.

2.13.4 Aging-Tests

Bei einem Aging-Test handelt es sich um eine Spezialform der
Uberlebensplattierung, bei der die Uberlebensrate der Kultur in Abhangigkeit vom
Alter der Kultur bestimmt wird. Aufgrund der Verarmung des Mediums an
Stickstoffquellen geht mit fortschreitendem Kulturalter ein immer grof3erer Anteil der
Hefepopulation in Apoptose Uber. Zur Bestimmung der Uberlebensrate einer
chronologisch alternden Hefekultur wurden taglich Aliquots entnommen und ihre

Fahigkeit Kolonien zu bilden, wurde getestet.

2.13.5 Beschichtung von Objekttragern mit Polylysin

Um ein gutes Haften von fixierten Zellen auf dem Objekttrager zu gewahrleisten und
zu verhindern, dass sie im Verlauf der entsprechenden Farbung heruntergespult
werden, wurden die Objekttrager vor der Zellfixierung mit Polylysin beschichtet. Dazu
wurden die Objekttrager zunachst in einer wassrigen Detergenzlidsung, dann in
deionisiertem Wasser und schlielllich in Ethanol gewaschen. Nach dem Trocknen

wurden in jedes Fenster 30 pl 0,1 % (w/v) Polylysinlésung pipettiert und man liefl3 die
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Lésung fir 30 Minuten antrocknen. Das Uberschissige Polylysin wurde mit einer
Wasserstrahlpumpe abgesaugt und die Objekttrager wurden an der Luft vollstandig
getrocknet. Schliellich wurde jedes Fenster dreimal mit deionisiertem Wasser
gewaschen. Die so vorbehandelten Objekttrager wurden bei 4°C gelagert und

konnten direkt flir das Aufbringen fixierter Zellen eingesetzt werden.

2.13.6 Fixierung von Zellen fiir den TUNEL-Test

Je nach Zelldichte wurde der zu testenden Kultur ein Aliquot von 200 ul bis 1 ml
entnommen. Die Zellen wurden in der Tischzentrifuge bei maximaler Geschwindigkeit
fur ca. 3 Minuten abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde einmal in 500 pl Puffer B
gewaschen und in 1 ml Puffer B resuspendiert. Nach Zugabe von 120 pl 37 %iger
Formaldehydlésung wurde gut gevortext und die Zellen wurden zur Quervernetzung
der Proteine fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurden die
Zellen zur vollstandigen Entfernung des Formaldehyds drei mal in je 500 pl Puffer B
+ 1,2 M Sorbitol gewaschen und schliel3lich in 330 ul Puffer B + 1,2 M Sorbitol
resuspendiert. Zum Zellwandabdau wurden 5 pl Lyticase (1000 U/ml) und 20 ul B-
Glucuronidase/Arylsulfatase zupipettiert, und der Ansatz wurde fur zwei Stunden bei
28°C inkubiert. Bei gealterten Zellen ist die Zellwand dicker, fur den Abdau ihrer
Zellwand wurden deshalb 40 ul Lyticase (1000 U/ml) und 30 pl B-
Glucuronidase/Arylsulfatase eingesetzt. Auch wurde die Dauer der Inkubation auf
drei Stunden erhoht. Durch den Zellwandabdau entstehen sehr empfindliche
Spharoplasten, die durch Sorbittol osmotisch stabilisiert wurden und nicht mehr
gevortext, sondern nur noch vorsichtig mit der Pipette resuspendiert werden durften.
Es folgte erneut ein Waschschritt in 500 ul Puffer B + 1,2 M Sorbitol, nach 20
sekundiger Zentrifugation wurde das Zellpellet in 30 ul Puffer B + 1,2 M Sorbitol
resuspendiert und auf die polylysinbeschichteten Objekttrager aufgetragen. Auf den
Objekttragern konnten sich die Zellen fir ca. 15 Minuten absetzen, bevor
Uberschussige Flussigkeit vorsichtig abgesaugt wurde. Nach dem Trocknen der
Objekttrager bei Raumtemperatur wurden die Objektrager mit den fixierten Zellen im
Kdhlschrank gelagert. Innerhalb von mehreren Wochen konnten sie dann fur eine

TUNEL- oder DAPI-Farbung eingesetzt werden.

2.13.7 TUNEL-Test (In Situ Cell Death Detection Kit, POD)

Im Verlauf von Apoptose kommt es zu DNA-Fragmentierung, durch die freie 3'-OH-
Gruppen entstehen. Die T4 Terminale Desoxynukleotidyltransferase kann in einer
37



enzymatischen Reaktion an diese freien 3‘-OH-Gruppen modifizierte Nukleotide
anhangen. Beim TUNEL-Test werden fluoresceinmarkierte dUTPs angeknupft. Anti-
Fluorescein-Antikdrper, an die Peroxidase gekoppelt ist, werden zugegeben und
binden in einer Antigen—Antikérper—Reaktion an das Fluorescein. Durch eine
enzymatische Farbreaktion der Peroxidase kann nun die DNA-Fragmentierung im
Lichtmikroskop sichtbar gemacht werden. Zellkerne von apoptotischen Zellen, die mit
dem TUNEL-Test gefarbt wurden, erscheinen braun.

Die TUNEL-Farbung wurde mit dem In Situ Cell Death Detection Kit und dem DAB
Substrate/Metall enhanced der Firma Roche durchgeflihrt. Es wurden fixierte Zellen
eingesetzt. Um restliches Sorbitol zu entfernen, wurde vor der Farbung jedes Fenster
2 mal mit PBS gewaschen, dann liel® man die Objekttrager vollstandig trocknen. Zur
Zerstorung endogener Peroxidaseaktivitat wurden die Objekttrager anschlieldend fur
30 Minuten mit 0,3 % Wasserstoffperoxid in Methanol geflutet, wobei darauf geachtet
wurde, dass sie nicht austrockneten, da das Methanol sehr schnell verdampft. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurde die Ldsung abgesaugt und die Objekttrager
getrocknet, bevor erneut zweimal mit PBS gewaschen wurde. Dann wurden die
Zellen fir genau zwei Minuten auf Eis mit Permeabilisierungslésung inkubiert, um
das spatere Eindringen des TUNEL-Reaktionsmix und der Converter-POD zu
ermdglichen. Danach wurde die Permeabilisierungslosung abgesaugt und durch
zweimaligem Waschen mit PBS vollstandig entfernt. Auf jedes Fenster des
Objekttragers wurden nach dem Trocknen 10 yl TUNEL-Reaktionsmix aufgetragen,
welcher unmittelbar davor durch 1:10 Verdinnung der Enzyme Solution mit der Label
Solution hergestellt worden war. Die Objekttrager wurden fur eine Stunde bei 37°C in
einer Feuchtkammer inkubiert, so dass die Fenster des Objekttragers nicht
austrocknen konnten. Nach Ende der Inkubationszeit wurde dreimal mit PBS
gewaschen und je Fenster 10 pl Converter-POD aufgetragen. Es wurde fur 30
Minuten bei 37°C in der Feuchtkammer inkubiert, erneut dreimal mit PBS
gewaschen und schliellich 30 pl DAB-Substrat-Lésung aufgetragen, welche
ebenfalls durch 1:10 Verdinnung von DAB Substrate/Metal enhanced mit
Peroxidpuffer frisch hergestellt worden war. Die Farbreaktion wurde nach 10 bis 15
Minuten durch Absaugen des Substrates und dreimaligem Waschen mit PBS
gestoppt. Nach dem Trocknen der Objekttrager wurde auf jedes Fenster ein kleiner
Tropfen Kaiser-Gelatine gegeben und ein Deckglas aufgelegt. Die gefarbten Zellen

konnten nach Ausharten der Gelatine bei 4°C bis zu einer Woche gelagert werden.
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Eine Auswertung unter dem Lichtmikroskop konnte frihestens einen Tag nach der

Farbung vorgenommen werden.

2.13.8 Annexin V-Test (Apo Alert Annexin V Apoptosis Kit)

Durch eine Annexin V-Farbung kann die Externalisierung des Phospholipids
Phosphatidylsein von der inneren zur aulleren Seite der Plasmamembran
nachgewiesen werden.

Je nach Dichte der zu untersuchenden Kultur wurden 100 bis 500 pl Zellen
entnommen, in der Tischzentrifuge geerntet und einmal mit 500 ul Puffer B + 1,2 M
Sorbitol gewaschen. Das Pellet wurde in 330 pl Puffer B + 1,2 M Sorbitol
aufgenommen und zum Verdau der Zellwand mit 20 pl B-Glucuronidase/Arylsulfatase
und 5 pl Lyticase (1000 U/ml) versetzt. Der Verdau erfolgte fur mindestens 2 Stunden
bei 28°C. AnschlieBend wurden die Spharoblasten kurz in der Tischzentrifuge
abzentrifugiert, einmal mit Annexin Binding Puffer (Puffer C + 1,2 M Sorbitol)
gewaschen und je nach GrofRe des Pellets in 20 bis 50 yl Annexin Binding Puffer
resuspendiert. Die Resuspension erfolgte durch vorsichtiges Anschnipsen des Cups,
um die sehr labilen Spharoblasten nicht durch Scherkrafte zu zerstoren. Auch durfte
nur kurz abzentrifugiert werden. 10 ul der erhaltenen Suspension wurden in ein
neues Cup Uberflhrt und es wurden dann 2 ul FITC-Annexin V (Apo Alert Annexin V
Apoptosis Kit) und 1 pl der 1:30 vorverdiinnten Propidiumiodid-Lésung zugegeben.
Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur 30 Minuten im Dunkeln inkubiert. 7 pl des
Ansatzes wurden dann auf einen Objekttrager pipettiert, mit einem Deckglas
abgedeckt und unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Zur Kontrolle wurden die
Zellen zusatzlich mit Propidiumiodid gefarbt, um sicher zu stellen, dass die
Plasmamembran noch intakt war. Phosphatidylserinexternalisierung ist nur in den
Zellen eindeutig nachgewiesen, die im FITC-Kanal einen grinen Ring aufweisen und
im Propidiumiodidkanal keine Farbung zeigen. Spharoblasten, die in beiden Kanalen
gefarbt sind, haben keine intakte Cytoplasmamembran mehr (Propidiumiodid kann in
die Zelle eindringen), so dass FITC-Annexin V von innen an die Membran binden

kann und die Zellen im FITC-Kanal intensiv grun gefarbt erscheinen.

2.13.9 Diaminophenylindol (DAPI)-Farbung

Diaminophenylindol (DAPI) ist ein blau fluoreszierender Farbstoff, der selektiv an die
DNA bindet. Er kann daher genutzt werden, um Chromatinkondensation, die bei
Apoptose auftritt, nachzuweisen. Fur die Farbung wurden je nach Zelldichte 100 bis
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500 ul Kultur enthommen, abzentrifugiert und einmal mit 500 pyl PBS gewaschen.
Das Pellet wurde je nach Grofde in 30—60 uyl DAPI-Lésung (1 upg/ml) resuspendiert
und 30 bis 60 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. 7 ul des
Farbeansatzes wurden auf einen Objekttrager pipettiert und mit einem Deckglas
bedeckt. SchlieRlich wurden die Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop im DAPI-
Kanal betrachtet. Chromatinkondensation war am halbmondférmigen oder
langgestreckten Chromatin, haufig am Rand des Kerns und bisweilen auch an
fragmentierten Kernen zu erkennen.

Alternativ dazu wurde die DAPI Farbung auch an Zellen durchgefihrt, die nach dem
Protokoll des TUNEL-Test fixiert worden waren. Zu Beginn wurden die auf den
Objekttragern haftenden Zellen zunachst zweimal mit PBS gewaschen. Nach dem
Trocknen der Objekttrager wurden 30 ul DAPI-Lésung auf jedes Fenster pipettiert
und 10 bis 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Anschlieend
wurden die Fenster 6 mal mit PBS gewaschen, um den Hintergrund maoglichst gering
zu halten. Schlielich wurde Kaiser Gelatine aufgebracht und ein Deckglas aufgelegt.
Nach Ausharten der Gelatine bei 4°C konnten die Praparate innerhalb von 24
Stunden unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet werden. Die Farbung von
fixierten Zellen war im allgemeinen intensiver als die von lebenden Zellen, so dass

die Chromatinkondensation besser erkannt werden konnte.

2.13.10 Dihydrorhodamin (DHR) 123-Farbung

Dihydrorhodamin 123 ist eine Verbindung, die zum Nachweis reaktiver
Sauerstoffspezies dient. Durch diese wird es zu Rhodamin 123, dem eigentlichen
Fluoreszenzfarbstoff, oxidiert, welcher im Fluoreszenzmikroskop anhand seiner roten
Farbe zu erkennen ist. Da gezeigt werden konnte, dass reaktive Sauerstoffspezies in
S. cerevisiae Apoptose ausldsen kdnnen, kann auch diese Farbung als apoptotischer
Marker herangezogen werden.

Fur die Farbung wurde 1 ml der zu untersuchenden Kultur steril entnommen und mit
2 ul DHR 123-Losung versetzt. Sofort nach der Zugabe wurde gut gemischt und
anschliellend fur 2 Stunden bei 28°C geschittelt. Die Zellen wurden mit der
Tischzentrifuge geerntet, zweimal mit je 500 pl PBS gewaschen und schlielich in 1
ml PBS aufgenommen. Es wurden 7 pl auf einen Objekttrager pipettiert, ein Deckglas

aufgelegt und die Fluoreszenz im Rhodamin-Kanal betrachtet.
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2.13.11 Dihydrofluorescinfarbung

Mit einer Dihydrofluorescinfarbung ist es auch maoglich die Akkumulation von
reaktiven Sauersoffspecies sichtbar zu machen.

Je nach Zelldichte der Kultur wurden 100—1000 pl Kultur steril entnommen und durch
Zentrifugation geerntet. Das Pellet wurde in 500 yl PBS gewaschen und mit 8 pl
Dihydrofluorescin (2,5 mg/ml in EtOH) versetzt. Anschliel’iend wurde die Kultur zur
Farbung 2 h bei 28°C auf dem Schuttler lichtgeschutzt inkubiert. Nach dem Farben
wurden die Zellen in 500 yl PBS gewaschen und dann in 20 pyl PBS aufgenommen.
7 Ul wurden auf ein Objekttrager pipettiert und mit einem Deckglas abgedeckt. Die

Fluoreszenz wurde anschliefend im Rhodamin-Kanal betrachtet.

2.13.12 Induktion von Apoptose durch Wasserstoffperoxid

Eine Ubernachtkultur wurden mit den entsprechenden Hefestidmmen beimpft. Am
Folgetag wurden mit einem Aliquot aus diesen stationaren Vorkulturen 20 ml
Kulturen auf eine ODggp von ca. 0,1 beimpft und nochmals flr zwei bis drei
Generationsdauern (4 bis 5 Stunden) geschuttelt. Wenn sich die Kulturen in der
exponentiellen Wachstumsphase mit einer ODggo von ca. 0,3-0,6 befanden, wurde
die Expression von YCA1 durch Medienshift ausgeldst. Direkt nach dem Medienshift
wurden die Kulturen in zwei 10 ml Aliquots geteilt, in 100 ml Erlenmeyerkolben mit
Schikane Uberfuhrt und einer der beiden Kolben wurde mit 0,4 mM
Wasserstoffperoxid versetzt. Apoptotische Marker wurden untersucht, nachdem die
Kulturen 20-26 Stunden bei 28°C auf dem Schdattler kultiviert worden waren.

Alternativ.  wurden Kulturen bei einer niederer Zellzahl mit Wasserstoffperoxid
belastet. Mit einer Ubernachtkultur wurden hierfiir 20 ml Medium auf 2*10° Zellen/ml
beeimft und fur 4 Stunden bei 28°C auf dem Schdattler inkubiert. Nach Ablauf dieser
Zeit wurde mit dem Zellzahler kontrolliert, ob die Kulturen angewachsen waren; falls
dies der Fall war, wurden sie in zwei 10 ml Aliquots aufgeteilt, von denen eines mit
0,6 mM Wasserstoffperoxid versetzt wurde. Vier Stunden nach der Zugabe von
Wasserstoffperoxid wurden die Kulturen auf ihre Sensitivitdt gegen Sauerstoffstress

untersucht.

2.13.13 Inhibition der Hefecaspase

Direkt nach der Aktivierung der Hefecaspase durch Medienshift wurden 20 pM
Caspaseinhibitor, der in DMSO/EtOH gelost war, zugesetzt. Zu den dazugehdrigen
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Kontrollen wurde das entsprechende Volumen DMSO/EtOH pipettiert. 20-24 Stunden

nach dem Medienshift wurden die Kulturen auf Apoptosemarker untersucht.

2.13.14 FACS-Messung

Um die Caspaseaktivitat von Hefekulturen zu ermitteln, wurde eine FACS-Messung
durchgefuhrt. Die DurchfluRzytometrie (FACS = Fluorescence Activated Cell Sorting)
ermdglicht das Zahlen und die Analyse von Partikeln, wie beispielsweise Zellen, in
einem Flussigkeitsstrom. Eine Hauptanwendung besteht darin, mit Hilfe von
Fluoreszenzfarbstoff-markierten Proben bestimmte Eigenschaften von Zellen oder
Zellpopulationen auf Einzelzellebene zu dokumentieren. In meiner Doktorarbeit
wurde mit Hilfe der FACS-Messung Caspaseaktivitat von Hefezellen ermittelt.

Es wurden 1 Million Zellen durch Zentrifugation geerntet und einmal in 1 ml PBS
gewaschen. Anschlieend wurden die Zellen in 200 uyl FITC-VAD (1:1000 verdunnt in
PBS) fur 20 min bei 28°C auf dem Schuttler gefarbt. Die Zellen wurden in 500 pyl PBS
gewaschen, in 250 pyl PBS aufgenommen und in 5 ml Rundbodenréhrchen zur
FACS-Messung Uberfihrt. Bis zur Farbung wurden die FACS-Réhrchen
lichtgeschutz.
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2.14 Zellbiologische Methoden bei WISH-Zellen

2.14.1 Anzucht von WISH-Zellen

In die Wells von Zellkulturplatten wurden vor dem Aussahen der Zellen
Deckglaschen gelegt, an die adherent wachsende WISH-Zellen anschliel3end

hafteten.

2.14.2 Fixierung von WISH-Zellen

Das DMEM Medium wurde mit einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt und es wurden
zu den WISH-Zellen 500 ul steriles PBS pipettiert. Die Zellkulturplatte wurde
anschlieRend zum Waschen der Zellen sachte geschwenkt, bevor der Uberstand
wieder abgesaugt wurde. Die Zellen wurden dann ein zweites Mal mit PBS
gewaschen. Zur Fixierung wurden sie anschlieBend fur eine Stunde bei
Raumtemperatur mit 500 ul 4 % Formaldehyd in PBS inkubiert. Danach wurden die
Zellen erneut zweimal mit PBS gewaschen und bis zur anschlieBenden TUNEL-

Farbung im Kuhlschrank gelagert.

2.14.3 TUNEL-Test bei WISH-Zellen
Durch den TUNEL-Test kdonnen 3 OH-Gruppen, die durch DNA-Fragmentierung

wahrend der Apoptose entstehen, visualisiert werden. Der TUNEL-Test wurde nach
der Orginalvorschrift von Roche fur die Farbung von Saugerzellen durchgefuhrt. Die
fixierten Zellen wurden mit PBS gewaschen und anschlieBend 10 Minuten zum
Blocken der endogenen Peroxidase mit 3 % Wasserstoffperoxid in Methanol geflutet.
Dann wurden die WISH-Zellen erneut mit PBS gewaschen, bevor sie fur 2 Minuten
auf Eis mit Permeabilisierungslésung inkubiert wurden. Sofort nach Ablauf dieser
zweiminutigen Inkubation wurde die Losung abgesaugt und die Zellen wurden
zweimal mit PBS gewaschen. Die Deckglaschen mit den fixierten WISH-Zellen
wurden getrocknet und um die haftenden Zellen wurde der zu farbende Bereich mit
Nagellack abgegrenzt. 50 pl frisch erstellter TUNEL-Reaktionsmix wurde dem
abgegrenzten Zellareal zugesetzt und der Reaktionsansatz wurde in einer
Feuchtkammer fur 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Dann wurden die Zellen dreimal mit
PBS gewaschen, 50 pl Converter-POD wurden zugesetzt und es folgte eine
dreiBigmindtige Inkubation in der Feuchtkammer bei 37°C. AnschlieRend wurden die

Zellen erneut dreimal mit PBS gewaschen. Zur Farbung wurden die WISH-Zellen mit
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100 pl DAB-Substrat fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die
gefarbten Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Nachdem die Zellen getrocknet waren,
wurden sie in Kaisers Gelatine eingebettet. Ein Deckglas wurde aufgelegt und die
gefarbten Zellen konnten, nachdem das Mounting Medium ausgehartet war, unter
dem Lichtmikroskop betrachtet werden. WISH-Zellen mit DNA-Strangbruch zeigten
braun gefarbte Kerne, teilweise waren auch grol3ere Bereiche der Zelle braun

angefarbt.

2.15 Immunologische Methoden

2.15.1 Gewinnung von Rohextrakten aus S. cerevisiae

FUr Immunoblots werden Rohextrakte von den zu untersuchenden Hefekulturen
bendtigt. Fir ihre Herstellung wurden 50 ml Kulturen durch Zentrifugation geerntet
und der Uberstand wurde mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Das
Zellpellet wurden in 400 ul Lysepuffer resuspendiert und anschlieBend in
dickwandige Reagenzglaser uberfuhrt. Die Zellen wurden durch dreiminatige
Zentrifugation bei 5000 rpm geerntet und der Uberstand wurde quantitativ entfernt.
Die Zellen wurden mit dem drei- bis vierfachen Volumen an Glasperlen (No. 854
179/1 Braun Melsungen) versetzt und fur genau 4 Minuten auf hochster Stufe
gevortext. Das dadurch entstandene Lysat wurde sofort auf Eis gestellt und in 750 pl
eisgekuhltem Lysepuffer aufgenommen. Mit einer Pipette wurde der so erhaltene
Rohextrakt von den Glasperlen abgenommen und in ein frisches Eppendorf Cup
Uberfiihrt. AnschlieRend wurde das Lysat kurz zentrifugiert und der Uberstand wurde
abgenommen und bei —80°C bis zu weiteren Untersuchungen gelagert. Mit einem 10

Ml Aliquot des Rohextraktes wurde der Proteingehalt nach Bradford bestimmit.

2.15.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Der Farbstoff Serva Blau G-250 bindet unspezifisch an die hydrophoben Bereiche
innerhalb eines Proteins wodurch sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffes von
465 nm nach 595 nm verschiebt. Aus der Absorption bei 595 nm kann somit die
Proteinkonzentration gemessen werden. Geratebedingt wurde in unserem Labor die
Absorption im Flankenbereich bei 620 nm gemessen.

Zur Erstellung einer BSA-Eichkurve wurden 1-10 pl BSA (1 ug/ul) in aufsteigendem
Volumen in eine Mikrotiterplatte pipettiert. Ein 10 pl Aliquot der zu untersuchenden

Rohextrakte wurden 1:10 mit destilliertem Wasser verdinnt. Von dieser Verdinnung
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wurden 10 uyl entnommen und mit 700 pl Bradford Arbeitspuffer gemischt. Zwei 300
pI Aliquots dieser Verdinnung wurden zur Doppelbestimmung in die Mikrotiterplatte
pipettiert. Als Leerwert diente reiner Bradford Arbeitspuffer. Dann wurde bei 620 nm
mit dem ELISA-Reader die Absorption der Proben gemessen. Durch lineare
Regression wurde per Computer eine Geradengleichung fur die BSA-Eichreihe
ermittelt. Dadurch wurde es mdoglich, die Proteinkonzentration der Rohextrakte aus

den gemessenen Absorptionen zu berechnen.

2.15.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Durch eine diskontinuierliche Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) unter
denaturierenden Bedingungen wurden Proteine unterschiedlicher Grolie aufgetrennt.
Bei der Arbeit mit den neurotoxischen Acrylamidlésungen wurden stets Handschuhe

getragen. Trenn- und Sammelgel hatten folgende Zusammensetzung:

Trenngel (10 %)  Sammelgel

Acrylamidldosung 13,3 ml 3,4 ml
Trenngelpuffer 10,4 ml -
Sammelgelpuffer - 2,7 ml
deionisiertes Wasser 15,8 mi 13,6 mi
Persulfatldsung 400 ul 200 pl
TEMED 16 pl 20 ul

Nachdem die Polymerisation mit TEMED gestartet worden war, wurde die Lésung
gut gemischt und das Trenngel rasch bis zu einer Hohe von ca. 12 cm in die
vorbereitete Gelkammer (150x140x1mm) gegossen. AnschlieBend wurde, um
Blasenbildung zu verhindern, etwa 1 ml destilliertes Wasser auf das Trenngel
pipettiert. Nachdem das Gel nach etwa einer Stunde polymerisiert war, wurde das
Uberstandige Wasser dekantiert. Wasserreste wurden danach mit einem Whatman
Paper entfernt. AnschlieRend wurde der Kamm mit den Probentaschen eingesetzt
und mit frisch hergestelltem Sammelgel wurde die Gelkammer vollends aufgefulit.
Nach einer Stunde war auch das Sammelgel polymerisiert. Das Gel wurde in der
Elektrophorese Apparatur befestigt und ihr Boden wurde ca. 2 cm hoch mit
Laufpuffer aufgefullt. AnschlieRend wurde der Kamm, ohne Beschadigung der

Geltaschen, vorsichtig herausgenommen. Um Gelreste und Luftblasen zu entfernen,
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wurden die Geltaschen anschlieRend mit Laufpuffer gespult. Kollabierte Taschen
wurden gegebenenfalls mit einem dinnen Spatel in Form gebracht.

Alle zu testenden Rohextrakte wurden auf eine einheitliche Proteinkonzentration mit
destilliertem Wasser verdinnt. Je nach Expressionintensitat des gesuchten Proteins
wurden 100-200 pg Protein eingesetzt; von chromosomal getaggten Proteinen
entsprechend mehr als von Uberexprimierten Proteinen. 80 ul verdinnter Rohextrakt
wurden 20 p 6x Probenpuffer versetzt. Die Losung wurde gut gemischt und 10 min
im Heizblock gekocht. Anschliel’end wurden die Proben vorsichtig in die Geltaschen
pipettiert. Auch ein Proteinmarker wurde aufgetragen. Bis die Proben ihre Taschen
verlassen hatten, wurde die Elektrophorese mit 80 V durchgefuhrt, spater wurde die
Spannung dann auf 120 V erhoht und die Elektrophorese wurde gestoppt, als die
Lauffront den unteren Gelrand erreicht hatte. Alternativ konnte die Elektrophorese
auch bei 30 V Uber Nacht durchgefuhrt werden.

2.15.4 Semi-dry Blot

Nach erfolgter SDS-PAGE wurde mit dem Gel ein semi-dry Blot durchgefihrt. Hierzu
wurden 6 Blatt Whatman 3MM-Papier und eine Nitrocellulosemembran exakt auf die
Grole des Trenngels zugeschnitten, wobei Whatman Papier und Membran nur mit
Handschuhen beruhrt wurden. Die Whatman-Papiere und die Nitrocellulosemembran
wurden gruandlich in Blotpuffer getrankt. Anode und Kathode der Blotapparatur
wurden ebenfalls mit Blotpuffer benetzt. Auf die Anode wurden dann 3 Lagen
Whatman-Papier, die Membran und anschlie®end das abgetrennte Trenngel exakt
Ubereinander geschichtet. Die linke obere Ecke des Gels und der Membran wurden
zur Markierung abgeschnitten. Zur Kathodenseite hin wurden dann nochmal 3 Lagen
Whatman-Papier auf das Gel geschichtet. Eventuell eingeschlossene Luftblasen
wurden dann durch Abrollen einer Glaspipette hinausgedruckt. Anschlieliend wurde
die Blot-Apparatur durch auflegen der Kathode geschlossen. Der Proteintransfer vom
Gel auf die Membran fand bei konstantem Strom (0,4 mA/ cm?) innerhalb von 45 min
statt.

2.15.5 Ponceau-S-Farbung

In einer Ponceau-S-Farbung konnen Proteine, die nach einem Blot an einer
Membran haften, rosa angefarbt werden. Hierfir wurde die Membran ca. 1 min in

einer 0,1 %igen Ponceau-S-Lésung inkubiert. Anschlielend wurde so lange mit

46



Wasser gewaschen, bis der Membranhintergrund entfarbt war und nur noch die

Proteinbanden eine rosa Farbung aufwiesen.

2.15.6 Immunologische Entwicklung

Die Membran wurde 1 h bei RT oder Uber Nacht im Kuhlraum in 50 ml Blockpuffer +
5 % Milchpulver auf dem Schdattler inkubiert. Der Blockpuffer wurde verworfen und
die Membran wurde dann dreimal mit Waschpuffer gewaschen. AnschlieRend wurde
der Primarantikdrper zugegeben und fir 1 h bei RT auf dem Schdttler inkubiert. Die
antikorperhaltige Losung wurde abpipettiert und bei 4°C zur Wiederverwendung
aufbewahrt. Danach wurde die Membran dreimal kurz und viermal fur 5 min mit
Waschpuffer bei RT gewaschen. Die Inkubation mit dem Sekundarantikorper erfolgte
1 h bei RT. Anschliellend wurde die Membran dreimal kurz und 6-8 mal fir 5 min mit

Waschpuffer bei RT gewaschen.

2.15.7 Detektion durch Chemolumineszenz (ECL)

Zur Membran wurden je 5 ml ECL-Losung 1 und 2 geschuttet; in die Losung 2 waren
direkt davor 3,06 ul 30 %iges Wasserstoffperoxid pipettiert worden. Die Membran
wurde exakt eine Minute in dieser Lésung inkubiert. AnschlieRend wurde die
Membran sofort in eine diinne Klarsichthtlle gelegt oder alternativ in Plastikfolie
eingeschweilt. Uberschissige Flussigkeit und Luftblasen wurden durch
Glattstreichen der Folie mit einem fusselfreien Tuch entfernt. Die Glassichtfolie mit
der Membran wurde in eine lichtundurchsichtige Kassette gelegt und im
Dunekelraum wurde ein Film auf die Membran gelegt. Die Dauer der Exposition war
von der Starke des zu erwartenden Signals abhangig. Bei sehr schwachem Signal —
wie beispielsweise durch chromosomal getaggte Proteine — war gegebenenfalls auch
eine Belichtung Uber Nacht notwendig. Bei einem starken Signal war die Exposition

von wenigen Minuten ausreichend.

47



2.15.8 Stripping

Um mit einer Membran einen erneuten Immunoblot durchfuhren zu kdnnen, muss sie
zuerst von den vorher eingesetzten Antikdrpern befreit werden. Hierfir wird die
Membran aus der Glassichtfolie entnommen und zweimal mit Wasser gewaschen,
wahrenddessen werden 40 ml Entfernungspuffer mit 280 ul B-Mercaptoethanol
versetzt und auf 50°C vorgewarmt. Die Membran wird dann flr 45 min im erhitzten
Wasserbad mit dem Entfernungspuffer inkubiert. AnschlieRend wird der
Entfernungspuffer verworfen und die Membran wird zweimal mit Waschpuffer
gewaschen, bevor mit einem erneuten Block der Membran mit Milchpulver im

Protokoll des Immunoblots fortgefahren wird.
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3 Ergebnisse

3.1 YCA1 - eine caspaseartige Sequenz im Genom von Saccharo-
myces cerevisiae

In einer PSI-BLAST Suche fanden Uren et al. (Uren et al., 2000) eine Gruppe von
caspaseahnlichen Proteinen, die sie Para- und Metacaspasen nannten. Diese
Gruppe zeigt in der Primarstruktur starke Homologie zu den Saugercaspasen: auch
die Para- und Metacaspasen besitzen ein hoch konserviertes Histidin und Cystein,
die der katalytischen Diade der Caspasen entsprechen koénnten. Des weiteren
weisen die Para- und Metacaspasen eine den Caspasen ahnliche Sekundarstruktur
auf. Metacaspasen besitzen mit YOR197w einen Vertreter in S. cerevisiae. Im
folgenden mochte ich darlegen, dass sich das Genprodukt von Yor197w in der
Hefeapoptose wie eine bona fide Caspase verhalt und deshalb von uns mit Yca1p fur

Yeast Caspase-1 benannt wurde.

3.1.1 YCA1 besitzt caspaseartige Aktivitat

Um endogene Caspaseaktivitat nach Apoptoseinduktion messen zu kdnnen, haben
wir einen Caspaseaktivitatstest entwickelt (Madeo et al., 2002). FITC-VAD-fmk wird
hierbei mit den zu untersuchenden Hefekulturen inkubiert. FITC-VAD-fmk bindet am
katalytischen Zentrum von aktiven Caspasen und fiihrt dadurch zu einer Anderung
der Fluoreszenz, die von einem FACS-Gerat gemessen werden kann. Es handelt
sich hierbei um eine in vivo Messung der Caspaseaktivitat.

Mit einer stationaren Vorkultur wurden der Wildtyp (KFY 715) und die YCA1-
Disruptante (KFY 729) auf eine Zellzahl von 2*10° Zellen/ml beimpft und die Kulturen
wurden fir 4 Stunden bei 28°C kultiviert. Nachdem mit dem Zellzahler sichergestellt
worden war, dass die Stamme angewachsen waren, wurden die Kulturen halbiert.
0,4 mM Wasserstoffperoxid wurde den Kulturen als Apoptosestimulus zugesetzt,

nicht aber den entsprechenden Kontrollen.
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Kultur Caspaseaktivitat [%]
WT 5
WT + 0,4 mM H,0O, 54
dYCA1 4
dYCA1 + 0,4 mM H,0, 8

Abb. 4: Caspaseaktivitat von WT und AYCA1 mit und ohne 0,4 mM H,O,,

Der unbehandelte Wildtyp zeigte praktisch keine Caspaseaktivitat, wurde er
hingegen mit 0,4 mM H,O, behandelt, besal} er mehr als 50 % caspasepositive
Zellen. Beim YCA1-Disruptionsstamm konnte hingegen auch die Zugabe von
Wasserstoffperoxid zu keiner deutlichen Caspaseaktivitat fUhren. Behandelte Zellen
besallen mit 8 % nur unwesentlich hdhere Aktivitat als die unbehandelte Kontrolle.

Zusatzlich zum Wildtyp und der YCA1-Disruptanten wurde auch ein Stamm mit YCA1
Uberexpression, der Stamm mit Cystein 297 Punktmutation der Caspase und die
entsprechende Kontrolle mit Leerplasmid auf Caspaseaktivitat untersucht. Der
induzierbare Promotor wurde durch einen Medienshift der Kulturen in der
exponentiellen Wachstumsphase aktiviert. Nach dem Shift wurde die eine Halfte der
Kulturen mit 0,4 mM Wasserstoffperoxid versetzt; der anderen Halfte wurde kein
Apoptosestimulus zugesetzt. Anschlieliend wurden die Kulturen fur 26 Stunden

weiterkultiviert und ihre Caspaseaktivitat wurde dann gemessen.

Kultur Caspaseaktivitat [%)]
Leervektor 11
Leervektor + 0,4 mM H,0O, 11
YCA1ex. 52
YCA1ex. + 0,4 mM H,0O, 84
Cys. Mutante + 0,4 mM H,0, 25

Abb. 5: Caspaseaktivitit von der Vektorkontrolle und dem Stamm mit YCA1-Uberexpression mit und

ohne H,0,; sowie von der Cysteinmutante mit H,O..

Der Stamm mit YCA1-Uberexpression zeigte ohne die Gegenwart von
Wasserstoffperoxid mit 52 % eine starke Caspaseaktivitat, die durch die Zugabe von
0,4 mM H,0O, sogar noch auf 84 % caspasepositive Zellen erhéht werden konnte.
Erwartungsgemal} besal’ die Vektorkontrolle nur eine sehr geringe Caspaseaktivitat;

hier vermochte auch die Gabe von Wasserstoffperoxid nicht, die Caspaseaktivitat zu
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erhdhen. Die Einfihrung einer Punktmutation in die Hefecaspase YCA1 von Cystein
297 nach Alanin verringerte die Caspaseaktivitat deutlich. Trotz der Gegenwart von
0,4 mM H,0O, war die Caspaseaktivitat mit 25 % deutlich unter der Aktivitat der

unmutierten Vergleichsprobe mit 84 % Caspasepositiven Zellen.

3.1.2 Die Uberexpression von YCA1 fiihrt zu Apoptose

Zellen, die sich durch Apoptose tdéten, unterscheiden sich morphologisch von
gesunden oder nekrotisch sterbenden Zellen. Die starksten Veranderungen
voliziehen sich im Zellkern. Chromatin kondensiert und aggregiert in
halbmondférmiger Gestallt entlang der Kernhulle und DNA wird durch Nukleasen erst
in grole Fragmente und spater in Oligomere mit 180-200 bp Lange gespalten.
Zeitgleich verandert sich die Struktur des gesamten Zellkerns: er wird fragmentiert.
Um herauszufinden, ob YCA1 an der Exekution der Hefeapoptose beteiligt ist, haben
wir den YCA1-Uberexpressionsstamm, eine Leerplasmidkontrolle und den Stamm
mit mutiertem YCA1 auf apoptotische Marker untersucht. Auch die Auswirkung von
0,4 mM Wasserstoffperoxid, das direkt nach dem Mediumshift zugesetzt worden wairr,
wurde getestet. 26 Stunden nach dem Wechsel des Mediums wurde eine
Uberlebenspattierung durchgefhrt.

Auf die Uberlebensfahigkeit der Kontrolle mit Leerplasmid hatte die Behandlung mit
H>O, keinen Einfluss, die behandelten Zellen Uberlebten fast ebenso gut wie die
unbehandelten. Dieses Ergebnis korreliert mit der FACS-Messung zur Ermittlung der
Caspaseaktivitat. Dort besallen weder die unbehandelte Vektorkontrolle, noch die
Kontrolle in Gegenwart von Wasserstoffperoxid merkliche Caspaseaktivitat.

Der Stamm mit Uberexprimierter Hefecaspase zeigte 26 Stunden nach dem
Medienshift kaum vermindertes Uberleben. Erst die Zugabe von Wasserstoffperoxid
senkte die Uberlebensfahigkeit der Zellen auf etwa 20 % drastisch. Auch das starke
Sterben des mit Wasserstoffperoxid behandelten YCA1-Uberexprimierers passt in
das Bild der FACS-Messung; dort traten unter den selben Bedingungen 84 % FITC-
VAD-fmk positive Zellen auf. Etwas erstaunlich war es fest zu stellen, dass der
Stamm mit YCA1 Uberexpression ohne die Gegenwart von Wasserstoffperoxid kaum
starb. Erst nach einer 44 bzw. 96 stindigen Inkubation verringerte sich auch sein
Uberleben drastisch. Das chronologische Altern der Kultur scheint hier als
Apoptosestimulus fungiert zu haben. Unsere Arbeitsgruppe konnte zu einem

spateren Zeitpunkt zeigen, dass alte Hefen apoptotisch sterben (Herker et al., 2004).
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Die YCA1-Punktmutante zeigte 26 Stunden nach dem Medienshift in Gegenwart von
Wasserstoffperoxid eine nur geringfligig verminderte Uberlebensfahigkeit, die gut zur
geringen Caspaseaktivitat in der FACS-Messung passte (nicht gezeigt).

Uberlebens- 1010+
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Abb. 6: Uberlebensplattierung von der Kontrolle, dem Stamm mit YCA1-Uberexpression mit und ohne
Wasserstoffperoxid; 26, 44 und 96 h nach dem Medienshift.

Neben der Uberlebensfahigkeit wurden die Kulturen auf DNA-Fragmentierung und

Chromatinkondensation als typische Apoptosemarker untersucht.
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YCA1 Uberexpression
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Abb. 7: TUNEL- und DAPI-Farbung von der WT-Kontrolle und dem Stamm mit YCA1-Uberexpression;

sowie in Gegenwart von zZVAD-fmk beim YCA1-Uberexprimierer.

Zellen mit YCA1-Uberexpression zeigten nach 26 stiindiger Inkubation mit 0,4 mM
Wasserstoffperoxid eine starke TUNEL-Farbung, die durch die Zugabe des
Caspaseinhibitors zZVAD-fmk verhindert werden konnte. Die entsprechende Kontrolle
mit Leerplasmid zeigte hingegen keinerlei DNA-Fragmentierung und auch die
Cysteinmutante besaly unter dem Lichtmikroskop keine dunkel gefarbten TUNEL
positiven Kerne.

Analog verhielten sich die Kulturen auch bei der DAPI-Farbung, die
Chromatinkondensation sichtbar macht. Das Chromatin des Kontrollstammes war
normal geformt, der Stamm mit YCA1-Uberexpression besall hingegen stark
verandertes Chromatin; auch dieser apoptotische Marker konnte durch die Zugabe
von zVAD-fmk eliminiert werden. Des weiteren fuhrte der Austausch des Cystein
297, das sich vermutlich im aktiven Zentrum der Hefecaspase YCA1 befindet, zu

normal geformten Chromatin in der DAPI-Farbung.
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3.1.3 Die Disruption von YCA1 schiitzt vor Apoptose

Um herauszufinden, ob YCA1 fur die Exekution der Apoptose in Backerhefe
essentiell ist, haben wir auch den AYCA1-Stamm und den entsprechenden Wildtyp
mit Wasserstoffperoxid belastet und anschlieBend auf apoptotische Marker
untersucht. Wie bei der Messung der Caspaseaktivitat wurde auch hier bei einer
niederen Zellzahl gearbeitet. Mit einer stationaren Vorkultur wurden die beiden
Stamme auf eine Zellzahl von 2*10° Zellen/ml beimpft, fir 4 Stunden bei 28°C
kultiviert und dann aliquotiert. 0,4, 0,8 und 1,2 mM Wasserstoffperoxid wurde den
Kulturen als Apoptosestimulus zugesetzt, nicht aber den entsprechenden Kontrollen.

Nach weiteren 4 Stunden Inkubation wurde eine Uberlebensplattierung durchgefiihrt.
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Abb. 8: Uberlebensplattierung vom Wildtyp und AYCA1 nach Belastung mit unterschiedlichen
Konzentrationen an Wasserstoffperoxid.

Ohne den Zusatz von Wasserstoffperoxid als Apoptosestimulus Uberlebten etwa 70
% der Wildtyphefen, beim YCA1-Disruptionsstamm war die Uberlebensfahigkeit mit
etwa 80 % noch groRBer. Die Inkubation mit Wasserstoffperoxid fuhrte
konzentrationsabhangig bei beiden Stammen zu einem schlechteren Uberleben,
wobei der AYCA1-Stamm bei allen H,O, Konzentrationen deutlich besser Uberlebte
als der Wildtyp. Nach Zugabe von 0,4 mM Wasserstoffperoxid uberlebten etwa 60 %
der AYCA1-Zellen. Beim Wildtyp waren unter den selben Bedingungen hingegen nur
noch etwa 10 % der Zellen in der Lage Kolonien zu bilden.

Auch die TUNEL- und DAPI-Farbung bestatigten YCA1 als wichtigen Exekutor der

Hefeapoptose.
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Abb. 9: TUNEL- und DAPI-Farbung von Wildtyp und AYCA1 nach Sauerstoffstress.

Sowohl der unbehandelte Wildtyp, als auch der unbehandelte YCA1-
Disruptionsstamm zeigten weder DNA-Fragmentierung noch ein verandertes
Chromatin in der DAPI-Farbung. Nach vierstindiger Inkubation mit 0,4 mM H»O,
besal® der Wildtyp einen apoptotischen Phanotyp und war stark TUNEL und DAPI
positiv. Der Stamm mit disrumpierter Hefecaspase zeigte hingegen unter den selben
Bedingungen weder DNA-Fragmentierung, noch wies sein Chromatin eine
abnormale Gestalt auf, YCA1 scheint also fur die Auspragung eines apoptotischen

Phanotyps essentiell zu sein.
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3.1.3.1 YCA1 - eine bona fida Caspase: Diskussion

Silke Wissing konnte durch einen Immunoblot zeigen, dass im YCA1-
Uberexpressionskonstrukt die Hefecaspase als inaktives Zymogen mit 52 kDa
syntetisiert wird. Ferner wird auch bei ihr — wie bei Saugercaspasen - wahrend der
Prozessierung ein kleines C-terminales Fragment mit etwa 12 kDa abgespalten. Eine
Verkurzung der Inkubationszeit nach der Induktion der Expression von YCA1 fuhrte
zu einer verringerten Ycalp Konzentration im Immunoblot und auch das kleine C-
terminale Fragment blieb aus. Wegen der zu geringen Konzentration wurde die
Caspase folglich nicht prozessiert. Auch in Saugern ist eine bestimmte Menge der
Caspase notig, um eine autokatalytische Aktivierung der Caspase bewirken zu
konnen. Ferner fehlte auch bei der Cystein-Mutante das kleine Fragment. Fur ihre
Prozessierung benotigt die Hefecaspase folglich den Cystein Rest 297 (Madeo et al.,
2002).

Im Wildtyp konnten ich durch die Zugabe von Wasserstoffperoxid eine Aktivierung
der endogenen Caspaseaktivitat nachweisen. Auch die plasmidische Caspase im
Uberexpressionsprodukt konnte durch die Zugabe von Wasserstoffperoxid stark
aktiviert werden. Die Leerplasmid-Kontrolle zeigte hingegen bei der selben
Konzentration an Wasserstoffperoxid, die dem Wildtyp zugesetzt wurde, keinerlei
Caspaseaktivitat, obwohl auch dieser Stamm eine endogene Caspase besitzt. Der
Grund hierfur ist in der unterschiedlichen Zelldichte, bei der die beiden Versuche
durchgefuhrt wurden, zu suchen. Wildtyp und AYCA1 wurden bei einer sehr geringen
Zellzahl von etwa 1*10° Zellen/ml mit Wasserstoffperoxid belastet, wohingegen beim
YCA1-Uberexpressionskonstrukt und der Leerplasmid Kontrolle die Zugabe des
Sauerstoffstresses erst bei einer viel hdheren Zellzahl von etwa 1*107 Zellen/ml
erfolgte. Nach Steels et al. besitzen Hefekulturen mit einer hohen Zellzahl auch eine
hohere Toleranz gegen Sauerstoffstress, weil bei ihnen verstarkt Redox-Schutz-
Enzyme vorhanden sind (Steels et al., 1994).

Saugercaspasen koénnen auf drei unterschiedlichen Wegen aktiviert werden. Ein
spezifischer Ligand bindet an den Fas Rezeptor, wodurch die Caspasen 8 und 10
aktiviert werden. Beim zweiten Weg bindet ein Ligand an den TNF Rezeptor und
aktiviert dadurch die Caspasen 2 und 8. Auch die Freisetzung von Cytochrom c aus
den Mitochondrien kann bei Saugern zur Aktivierung der Caspasekaskade flihren —
es wird hierbei zunachst die Caspase 9 aktiviert. Durch welchen Mechanismus die

Hefecaspase aktiviert wird, ist noch unklar. Um dies zu untersuchen, wurden von Eva
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Herker ein Zellextrakt des YCA1-Uberexpressionsstammes auf seine Fahigkeit
fluorogene Caspasesubstrate von Saugern zu spalten, getestet (Madeo et al., 2002).
Eine hohe Aktivitat konnte in Gegenwart von IETD, einem typischen Saugersubstrat
der Initiatorcaspase 8, erzielt werden. Die Hefecaspase YCA1 scheint hiernach also
der Saugercaspase 8 am ahnlichsten zu sein. Auch konnten Kang et al. zeigen, dass
Caspase 8 Zymogene, die in der Backerhefe Uberexprimiert wurden, in der Lage
sind, sich autokatalytisch zu aktivieren (Kang et al, 1999). Des weiteren ist die
heterologe Expression von Saugercaspasen in Hefe einzig bei Caspase 8
cytotoxisch.

Vieles spricht folglich dafur, dass die Hefecaspase YCA1 bezuglich ihrer Funktion der
Initiatorcaspase 8 in Saugern am ahnlichsten ist. C. elegans besitzt nur eine einzige
Caspase, die sich selbst aktivieren kann - dies ware sicherlich auch bei der
einzelligen Hefe denkbar. Diese Caspase musste dann Eigenschaften einer
Initiatorcaspase aufweisen.

Nachdem wir nun zeigen konnten, dass Ycalp caspaseartig prozessiert wird,
Caspaseaktivitat aufweist, durch den  Saugercaspaseinhibitor  zVAD-fmk
(Diplomarbeit, Corinna Maldener) inhibiert werden kann und ihre Uberexpression in
Hefe zu einem Tod mit apoptotischem Phanotyp fuhrt, haben wir YCA1 als Caspase
von S. cerevisiae bestatigt. Dadurch konnten wir dem Kritikpunkt, in Hefe gabe es
keine Homologen zu den klassischen Apoptoseausldsern, endgultig entgegentreten.
YCA1 nimmt in der Hefeapoptose eine zentrale Rolle ein und im folgenden mdchte
ich zeigen, dass sie auch an der, durch Salzstress ausgelosten Apoptose, beteiligt

ist.
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3.2 Salzstress kann Apoptose in Hefe auslosen

In Saugerzellen fuhrt eine Veranderung der lonenhomoostase zu Apoptose (Yu et al.,
2001). Eine Erhdhung von Ca®* ist, abhangig von Konzentration, Zeitpunkt und der
subzellularer Verteilung, entweder apoptoseausldosend oder wirkt inhibierend. Eine
Verringerung an intrazellularem K* und CI" 16st wahrscheinlich Apoptose aus. Auch in
der Backerhefe ist eine gestorte lonenhomoostase apoptoseauslosend.

Das Hefegen SRO7 codiert fur ein Protein mit 1033 Aminosauren. Es besitzt keine
vorhergesagten Transmembrandomanen. Datenbankrecherchen in der
Saccaromyces Genome Database zeigten 53 % Aminosauren-Sequenz-
Ubereinstimmung mit SRO77. Des weiteren konnte eine Homologie mit dem
Drosophila lethal (2) giant larvae Tumorsupressor Gen [/(2) gl] nachgewiesen
werden. Auch in Maus und Mensch sind Homologe zu /(2) gl bekannt (Strand et
al., 1994, Tomotsune, et al., 1993).

Die Disruption von SRO7 fuhrt in Hefen zu einer stark erhohten Sensitivitat gegen,
durch NaCl ausgeldsten Salzstress, nicht aber zu einer generell erhdhten Sensitivitat
gegenuber osmotischem Stress (Larrson et al., 1998), wohingegen ASRO77 nur eine
geringflgig erhohte Sensitivitdt gegen NaCl aufweist. Die Doppeldisruptante
ASRO7ASRO77 zeigt eine starke Sensitivitdt gegeniiber Na*, K und Li* - es
scheinen also sowohl ASRO7, als auch ASRO77 an der Kationenhomdostase

beteiligt zu sein.

3.2.1 Milder NaCl Stress fiihrt zum Tod der SRO7- und SRO7SRO77-

Disruptanten

Uberlebensplattierungen zeigten die Sensitivitdt von ASRO7 (FMY 476) und von
ASRO7ASRO77 (FMY 396) gegenlber Salzstress (nicht gezeigt). Bereits eine
zehnminutige Inkubation mit 0,7 M NaCl totete 30 % beider Stamme und nach 6
Stunden waren weniger als 5 % der Hefezellen in einer Uberlebensplattierung in der
Lage Kolonien zu bilden. Die beiden Stamme wachsen durch milden Salzstress also
nicht nur, wie von Larssen et al. (Larssen et al., 1998) beschrieben, schlechter,
sondern sterben. Dieselbe Salzkonzentration hatte auf das Uberleben des Wildtyps

kaum Einfluss.
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3.2.2 Nach Salzstress sterben ASRO7 und ASRO7ASRO77 apoptotisch

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) haben bei der Hefeapoptose zwei Funktionen: sie
sind ein Stimulus fur das Auslésen von Apoptose und ihre Akkumulation ist ein
Apoptosemarker (Madeo et al., 1999). Mit einer Dihydrorhodamin 123-Farbung ist es
moglich die Akkumulation von ROS nachzuweisen. Wir haben die SRO7-Disruptante,
die ASRO7ASRO77-Doppeldisruptante und den Wildtyp auf eine Anreicherung von
ROS untersucht. Auch die salzsensitiven AGPD1- und ACKB1-Mutanten wurden
Salzstress ausgesetzt. Hierzu wurden zu exponentiell wachsenden Kulturen mit einer
ODegoo von 03-0,6 unterschiedliche Volumina Minimalmedium mit 12 % NaCl
zugesetzt, um eine Endkonzentration von 0,4 M, 0,6 M, 0,8 M und 1 M NaCl zu
erreichen. Die Kontrollen wurden mit dem entsprechenden Volumen Minimalmedium
versetzt. Nach einer Stunde Inkubation wurden die Kulturen auf eine Akkumulation

von ROS durch eine DHR-Farbung untersucht.
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Abb. 10: DHR-Farbung von WT und ASRO7 nach Salzstress.
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Abb. 11: Prozentualer Anteil an DHR-positiven Zellen nach Salzstress.

Niedere Konzentrationen von NaCl zeigten sowohl im ASRO7-Stamm als auch bei
der Doppeldisruptanten ASRO7ASRO77 eine Anhaufung von reaktiven
Sauerstoffspezies. Bei 0,4 M NaCl zeigte ASRO7 ca. 25 % DHR-gefarbte Zellen; bei
der Doppeldisruptante waren bei dieser Konzentration bereits doppelt so viele Zellen
DHR positiv. Auch bei 0,6 und 0,8 M NaCl war die Akkumulation von ROS bei
ASRO7ASRO77 starker als im SRO7-Disruptionsstamm. Sowohl der Wildtyp als
auch die salzsensitiven AGPD1 und ACKB1 Mutanten zeigten bei niederen NaCl-
Konzentrationen kaum Akkumulation von reaktiven Sauerstoffspezies. Selbst die
Gegenwart von 1 M NaCl fuhrte bei diesen Stammen nur zu 5-10 % DHR positiven

Zellen.
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3.2.3 Die ASRO7 und die ASRO7ASRO77 Mutante zeigen
Chromatinkondensation und DNA-Fragmentierung nach Salzstress

Wildtyp (KFY 715), ASRO7, ASRO7ASRO77, AGPD1 und ACKB1 wurden auf DNA-
Fragmentierung und Chromatinkondensation untersucht. Die Kulturen wurden hierfur
in der exponentiellen Wachstumsphase bei einer ODggo von 03-0,6 mit 0,7 M NaCl fur

eine Stunde gestresst.
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Abb. 12: Prozentualer Anteil der Zellen mit Chromatinkondensation.
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Abb. 13: Prozentualer Anteil von TUNEL-positiven Zelle.

Weder der Wildtyp noch AGPD1 und ACKB1 zeigten bei 0,7 M NaCl eine veranderte
Morphologie ihres Chromatins, wohingegen die Halfte der Kerne von ASRO7 und
ASRO7ASRO77 kondensiertes Chromatin aufwiesen. Bei niedereren
Salzkonzentrationen nahm die Menge der kondensierten Kerne ab, wobei der SRO7-
Disruptionsstamm noch weniger Chromatinkondensation als die Doppeldisruptante

zeigte (Daten nicht gezeigt).

WT ASRO7 ASRO7ASRO77

Abb. 14: DAPI-Farbung von WT, ASRO7, ASRO7ASRO77.
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Abb. 15: TUNEL-Farbung von WT, ASRO7, ASRO7ASRO77.

Bei einem Salzstress von 0,7 m NaCl fir eine Stunde trat beim Wildtyp keine DNA-
Fragmentierung auf, wohingegen sowohl bei ASRO7 als auch bei ASRO7ASRO77
fast die Halfte aller Kerne TUNEL-positiv waren.

3.2.4 Salzstress aktiviert die Hefecaspase YCA1 in einem Uberexpressions-

Konstrukt

YCA1 codiert fur die bis dato einzige beschriebene Caspase in Hefe (Madeo et al,,
2002). Um zu untersuchen, ob Salzstress zu einer Aktivierung der Hefecaspase fuhrt,
wurde mit einem Uberexpressionsvektor (FMY 17), in dem sich YCA1 unter Einfluss
eines Galaktose Promotors befand, gearbeitet. Als Kontrolle diente das
entsprechende Leerplasmid ohne Insert (FMY 29). Mit einer Ubernachtkultur wurden
30 ml Kultur auf eine ODggo von 0,1 beimpft und bei 28°C auf dem Schiuttler kultiviert,
bis die Kulturen eine ODgypy von 0,3-0,6 besaf’en. Dann wurde durch einen
Medienwechsel auf galaktosehaltiges Medium die Expression der Hefecaspase
induziert und die Kultur wurde in 3x10 ml Aliquots aufgeteilt. 17 h nach dem
Medienshift wurden die Kulturen durch die Zugabe einer sterilen wassrigen NaCl-
Lésung auf eine Kochsalzkonzentration von 0,5 und 1 M eingestellt. Nachdem die
Kulturen weitere 3 h auf dem Schuttler inkubiert worden waren, erfolgte eine

Uberlebensplattierung.
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Abb. 16: Einfluss von NaCl auf die Uberlebensfahigkeit von YCA1-Uberexprierer und Leerplasmid.

Die Uberlebensplattierung  zeigt deutlich, dass Salzstress Hefen mit
Uberexprimierender Caspase konzentrationsabhangig tétet. Von 500 ausplattierten
Zellen waren bei 0,5 M NaCl noch etwa 180 Zellen in der Lage Kolonien zu bilden,
bei 1 M NaCl waren es gerade noch etwa 100 Zellen. Auf die Uberlebensfahigkeit der
Kontrolle hatten die selben NaCl-Konzentrationen hingegen kaum Einfluss: die CFU
betrug bei 0,5 M NaCl 406 und bei 1 M NaCl noch 365.

Zusétzlich zur Uberlebensfahigkeit nach Salzstress wurde in einer FACS-Messung
die Caspaseaktivitit des Stammes mit YCA1-Uberexpression und der
Leerplasmidkontrolle getestet. FITC-VAD-fmk bindet im katalytischen Zentrum von
aktiven Caspasen und bewirkt dadurch eine Anderung der Fluoreszenz, die durch

eine FACS-Messung dokumentiert wurde.
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Kultur Caspaseaktivitat [%]
YCA1ex 21,7
YCA1ex + 1,5M NaCl 29,8
Leerplasmid 2,7
Leerplasmid + 1,5M NaCl 4,2

Abb. 17: Caspaseaktivitdt vom Stamm mit YCA1-Uberexpression und der Leerplasmidkontrolle,
abhangig von der zugesetzten NaCl Konzentration.

Die Kultur mit Gberexprimierter Caspase zeigte alleine durch den Medienwechsel, der
zur Expression der Hefecaspase flhrte, eine Caspaseaktivitat von tber 20 %. Durch
den Zusatz von 1,5 M NaCl konnten diese Aktivitat auf fast 30 % erhoht werden.
Beim Leerplasmid stieg die Caspaseaktivitat durch Salzstress hingegen nur

unmerklich an.

3.2.5 Die Hefecaspase YCA1 ist in Wildtyphefen notwendig fuir den Salzstress
induzierten Zelltod

Wird YCA1 in Wildtyphefen deletiert, Uberleben die Zellen starken Sauerstoffstress
besser als der Wildtyp. YCA1 vermittelt folglich Apoptose, die durch
Wasserstoffperoxid ausgelost wird. Auch wenn Essigsaure als Stimulus fungiert,
verlauft die Apoptose Uber YCA1 (Ludovico et al., 2002). Daher liegt es nahe zu
untersuchen, ob auch durch starken Salzstress induzierter Apoptose in Wildtyphefen
von der Hefecaspase YCA1 vermittelt wird.

In der exponentiellen Wachstumsphase wurden Wildtyphefen (KFY 715) mit 1,2 M
NaCl fur 4 Stunden gestresst, wodurch sie deutlich in einer Uberlebensplattierung
starben (nicht gezeigt). Der AYCA1-Stamm (KFY 729) zeigte unter den gleichen
Bedingungen kaum eine Verringerung seiner Uberlebensfahigkeit.

In einer FACS-Messung wurde die Caspaseaktivitat vom Wildtyp und dem YCA1-
Disruptionsstamm getestet. Sowohl der Wildtyp als auch AYCA1 wurden 4 Stunden

mit unterschiedlichen Salzkonzentrationen inkubiert.
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Abb. 18: Caspaseaktivitat von WT und AYCA1 nach Salzstress.
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Ohne Salzstress zeigten beide Stdamme nur eine sehr geringe Caspaseaktivitat — es

waren jeweils etwa 3 % der Zellen caspasepositiv. Die Gegenwart von 0,5 M NaCl

fuhrte im Wildtyp zu 12,1 % Caspaseaktivitat; die Vergleichsprobe des Caspase

Disruptionsstammes zeigte hingegen nur ein basales Level an Caspaseaktivitat. Bei

1,0 M NaCl war der Unterschied der Caspaseaktivitat betrachtlich: 22,3 % der

Wildtyphefen waren Caspasepositiv, wohingegen bei AYCA1 nur 7,8 % der Zellen

Caspaseaktivitat aufwiesen.
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3.2.6 Durch Salzstress ausgeldste Apoptose ist im SRO7-Disruptionsstamm
caspaseabhangig

Um herauszufinden, ob durch Salzstress ausgeloste Hefeapoptose im SRO7-
Disruptionsstamm caspaseabhéngig ist, haben wir die Uberlebensfahigkeit von
Wildtyp, AYCA1, ASRO7 und ASRO7AYCA1 (FMY 394) miteinander verglichen. Alle
vier Stamme wurden mit 0,7 M NaCl gestresst und es wurden 10 min, 20 min, 60 min

und 120 min nach dem Salzstress eine Uberlebensplattierung durchgefiihrt.
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Abb. 19: Uberlebenskinetik von WT (A), AYCA1 (e), ASRO7AYCA1 (dritte Kurve von oben) und
ASRO7 (m) nach 0,7 M NaCl.

Von 500 ausplattierten Zellen waren beim Wildtyp und dem YCA1-Disruptionsstamm
fast alle Zellen in der Lage Kolonien zu bilden. Der SRO7-Disruptionsstamm starb
hingegen stark; 2 Stunden nach dem Salzstress Uberlebten bei ihm nur noch ca. 40
% der ausplattierten Zellen. Die zusatzliche Disruption der Hefecaspase rettete den
ASRO7 Stamm deutlich: der ASRO7AYCA1-Stamm besall nach 2 Stunden
Salzstress noch etwa 75 % Uberlebensfahige Zellen.

Auch zeigte ASRO7AYCA1 viel weniger DNA-Fragmentierung als der SRO7-

Disruptionsstamm.
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Abb. 20: TUNEL-Farbung von WT, AYCA1, ASRO7, ASRO7AYCA1 nach einstiindiger Inkubation mit
und ohne 0,7 M NaCl.
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Abb. 21: Prozentualer Anteil der TUNEL-positiven Kerne von WT, ASRO7, AYCA1, ASRO7AYCA1
nach Salzstress.
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Ohne Salzstress besallen, mit Ausnahme von ASRO7, alle getesteten Stamme
intakte DNA. Einzig der SRO7-Disruptionsstamm zeigte eine leichte DNA-
Fragmentierung im TUNEL-Test. Nach einstiindigem Stress mit 0,7 M NaCl traten
beim Wildtyp wenige, leicht gefarbte Kerne auf. Die Disruption der Hefecaspase
verhinderte unter diesen Bedingungen jegliche DNA-Fragmentierung. Im SRO7-
Hintergrund waren mehr als 40 % der Kerne TUNEL-positiv; eine zusatzliche
Disruption von YCA1 fuhrte zu einer Reduktion der DNA-Fragmentierung auf etwa 15
%.

Neben der DNA-Fragmentierung haben wir die Caspaseaktivitat der salzgestressten
Stamme in Gegenwart von FITC-VAD-fmk mittels DurchfluRzyzometrie gemessen.

Untersucht wurde eine einstundige Inkubation mit 0, 0,7 und 1,2 M NaCl.
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Abb. 22: Caspaseaktivitat von WT, AYCA1, ASRO7 und ASRO77.
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3.2.7 Salzstress induzierte Apoptose ist in ASRO77 unabhangig von YCA1
Nachdem wir nachweisen konnten, dass die Disruption der Hefecaspase im SRO7-
Hintergrund zu einem verbesserten Uberleben nach Salzstress fiihrte und
zusatzliche eine Verringerung der DNA-Fragmentierung bewirkte, wollten wir testen,
ob salzinduzierte Apoptose im ASRO77-Stamm ebenfalls caspaseabhangig ist.

Bei einem milden Salzstress von 0,4 M NaCl haben wir eine Uberlebenskinetik der
Doppelmutante ASRO7ASRO77 (FMY  396) und der  Tripelmutante
ASRO7ASRO77AYCA1 (FMY 397) aufgenommen.
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Abb. 23: Uberlebenskinetik der Doppel- und Tripelmutante nach 0,4 M NaCl.

Beide Stamme Uberlebten bei mildem Salzstress gleich schlecht; sie besalien nach 3
h Inkubation mit 0,4 M NaCl eine CFU von etwa 40. Wenn sowohl SRO7 als auch
SRO77 deletiert waren, fuhrte eine Zusatzlich Disruption der Hefecaspase folglich zu
keinem verbesserten Uberleben. Als nachstes wollten wir die Frage klaren, ob eine
zusatzlich Disruption von YCA1 im ASRO77-Hintergrund einen protektiven Effekt auf
das Uberleben des Stammes hétte.

Um dies zu testen, haben wir dem SRO77-Disruptionsstamm und ASRO77AYCA1 in
der exponentiellen Wachstumsphase mit 1,2 M NaCl versetzt und die Kulturen fir 4

Stunden weiter kultiviert.
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Abb. 24: Uberlebensplattierung von WT, AYCA1, ASRO77, ASRO77AYCA1 nach 1,2 M NaCl.

Dieser starke Salzstress fuhrte sogar zu einem deutlichen Absinken der CFU des
Wildtypes auf ca. 50 %. Die Disruption der Hefecaspase im Wildtyphintergrund
rettete die Uberlebensfahigkeit des Stammes; ca. 95 % der Zellen waren in der Lage
Kolonien zu bilden. ASRO77 starb ahnlich stark wie der Wildtyp und eine zusatzliche
Disruption von YCA1 konnte den Stamm auch nicht vollstandig retten.

Nachdem erstaunlicherweise die Disruption von YCA1 im SRO77-Hintergrund zu
keinem verbesserten Uberleben nach Salzstress flhrte, haben wir getestet, wie sich
ASRO77AYCA1 bezuglich der DNA-Fragmentierung verhielt.
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Abb. 25: TUNEL-Féarbung von WT, AYCA1, ASRO77, ASRO77AYCA1 nach 1,2 M NaCl.

Der Wildtyp zeigte unter diesen Bedingungen leichte DNA-Fragmentierung, die bei
AYCA1 nicht vorhanden war. Stark positiv gefarbte Kerne bei der TUNEL-Farbung
traten nach einstiindiger Inkubation mit 1,2 M NaCl sowohl bei ASRO77, als auch bei
der Doppeldisruptanten mit zusatzlich deletiertem YCA1 auf.

Nachdem nun gezeigt wurde, dass Salzstress bei ASRO77AYCA1 zum Tod mit DNA-
Fragmentierung als apoptotischem Marker fuhrt, haben wir die Caspaseaktivitat

dieses Stammes untersucht.
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Abb. 26: Caspaseaktivitat von WT, AYCA1, ASRO7 und ASRO77 in Gegenwart von 0,7 M NaCl und
Kontrolle ohne Salzstress.

Wildtyp Hefen ohne NaCl als Apoptosestimulus zeigten erwartungsgemafl kaum
Caspaseaktivitat bei der FACS-Messung. Die Gegenwart von 0,7 M NaCl erzeugte
etwa 15 % Caspaseaktivitat und starker Salzstress durch 1,2 M NaCl bewirkte etwa
60 % Caspaseaktivitat. Beim YCA1-Disruptionsstamm konnte auch starker
Salzstress die Caspaseaktivitat nicht merklich erhdhen und selbst bei 1,2 M NaCl
waren nur etwa 20 % der Zellen caspasepositiv. Beim SRO7-Disruptionsstamm stieg
die Caspaseaktivitat mit steigender Salzkonzentration bis auf etwa 90 %
caspasepositive Zellen an. Hingegen zeigte der ASRO77-Stamm auch bei 1,2 M
NaCl keine merkliche Aktivierung der Caspase. Hier war die Caspaseaktivitat sogar
noch niederer als bei AYCA1, bei dem die Hefecaspase disrumpiert ist.

Bei ASRO77 fuhrt Salzstress folglich zum Tod mit DNA-Strangbruch, nicht aber zu

einer Aktivierung der Hefecaspase YCAA1.
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3.2.8 WISH-Zellen sterben durch Salzstress mit einem apoptotischem Phanotyp

WISH-Zellen wurden in Zellkulturplatten fur 3-4 Tage in DME-Medium im 37°C
Brutschrank kultiviert. Vor der Salzgabe wurde das alte Kulturmedium mit der
Wasserstrahlpumpe abgesaugt und gegen 1,2 ml neues DME-Medium ersetzt. Von
einer 4,5 M wassrigen Kochsalzlosung wurden die entsprechenden Volumina
zugesetzt, um 0 M, 0,05 M, 0,1 M, 0,5 M und 1 M NaCl in der WISH-Zellen Kultur zu
erhalten. Nach der Kochsalzgabe wurden die Zellkulturen fir 15,5 Stunden im
Brutschrank inkubiert und anschlieRend fur eine TUNEL-Farbung mit Formaldehyd

fixiert.

0 M NaCl 0,05 M NaCl 0,1 M NaCl

v =
.

bf"*-f.:

)

0,5M NaCl 1,0 M NaCl
Abb. 27: TUNEL-Farbung von Wish-Zellen nach Salzstress.

Die Zellen der Negativkontrolle zeigten keinerlei DNA-Strangbruch im TUNEL-Test.
Aber bereits bei 0,05 M NaCl war eine leichte Braunfarbung vorhanden, die bei 0,1 M
NaCl noch verstarkt wurde. Die Kochsalzgabe von 0,5 und 1 M flhrte zu sehr
starkem DNA-Strangbruch, der in der TUNEL-Farbung durch eine tiefe Braunfarbung

der gesamten Zelle erkennbar war.
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3.2.9 Salzstress, ein Apoptoseausloser: Diskussion

3.2.9.1 Salzstress fuhrt in Saugerzellen zu Apoptose

Bei WISH-Zellen handelt es sich um eine permanente Zelllinie, die aus humanen
Ammionzellen etabliert wurde. Bereits milder Salzstress fuhrt bei dieser adherent

wachsenden Zelllinie zu DNA-Strangbruch.

3.2.9.2 Salzstress fiihrt bei der ASRO7 Mutanten zu Apoptose

Seit wenigen Jahren gilt Kochsalz als Apoptosestimulus fir Pflanzen und Hefen
(Katsuhara, 1997; Huh et al., 2002). In S. cerevisiae Wildtyphefen konnte gezeigt
werden, dass 1,2 M NaCl zu einem apoptotischen Phanotyp fuhrt (Katsuhara, 1997;
Huh et al., 2002).
SRO7 ist ein Hefehomologes des Tumorsuppresors /(2)gl in Drosophila. In meiner
Arbeit konnte ich demonstrieren, dass bereits milder Salzstress von 0,4 M NaCl im
SRO7-Disruptionsstamm zu Apoptose fuhrt. Der Stamm zeigte typische apoptotische
Marker wie verringertes Uberleben, Akkumulation von ROS, DNA-Strangbruch,
Chromatinkondensation und Caspaseaktivierung. Die Disruption von SRO7 scheint in
Hefen zu einer gesteigerten Sensitivitdt gegen durch Salzstress induzierte Apoptose
zu fihren. AGPD1 und ACKB1, zwei ahnlich salzempfindliche Disruptionsstamme wie
ASRO7, zeigten unter den selben Bedingungen aber keine Akkumulation von
reaktiven Sauerstoffspezies und auch keine DNA-Fragmentierung. Folglich ist die
Salzempfindlichkeit von ASRO7 nicht der einzige Grund fur die gesteigerte
Apoptoseneigung des Stammes.
Salzstress fuhrt bei Hefen zu einem osmotischen Ausstrom von H>O aus der Zelle.
Dadurch sinkt das Zellvolumen, dies hat einen Wachstumarrest der Zelle zur Folge.
Hefen besitzen zwei Strategien, um auf eine erhdhte Konzentration von osmotisch
aktiven Teilchen in der Umgebung zu reagieren. Sie synthetisieren verstarkt kleine,
osmotisch wirksame Molekule und sie Minimieren das Ausschleusen von osmotisch
aktiven Teilchen aus der Zelle (Brown et al., 1972; Yancey et al., 1982). Meist
handelt es sich bei den osmotisch wirksamen Teilchen um Glycerol (Blomberg et al.,
1989). In der AGPD1-Disruptante ist die Synthese von Glycerol gestort, der Stamm
wird dadurch salzsensitiv. CKB1 codiert fur die Casein Kinase Il, warum seine
Disruption den Stamm salzempfindlich macht, ist noch unklar. Vor allem, weil in
dieser Disruptante die intrazellulare lonenhomdostase nicht gestort ist (de Nadal et
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al., 1999). Nichts desto trotz scheint der Hauptgrund flr die gesteigerte
Apoptoseneigung in  Gegenwart von Salzstress der Zusammenbruch der
anorganischen lonenhomaoostase zu sein (Huh et al., 2002).

Hefen besitzen keine Na'/K'-ATPase, die das Na'/K'-Verhaltnis aufrecht erhalten
kdnnte. Da das natiirliche Hefeumfeld mehr Na*- als K'-lonen besitzt, in der Zelle
das Na'/K*-Verhaltnis aber kleiner als 1 ist, missen Na*-lonen folglich laufend aus
der Zelle transportiert werden und K™ nach innen befordert werden. Hefen besitzen
hierfur 2 Transporter: der ENA1-Transporter ist fiir das Ausschleusen von Na* aus
der Zelle verantwortlich, Trk1/2 beférdert K'-lonen ins Zellinnere. Diese beiden
Transporter halten die Kationenhomoostase aufrecht (Haro et al.,, 1991; Wieland et
al., 1995).

Im ASRO7-Stamm ist das Targeting des Natriumtransporters ENA1 gestort; der
frisch synthetisierte ENA1-Transporter gelangt also nicht an seinen Bestimmungsort,
sondern wird in der Vakuole abgebaut. Wird ASRO7 nun erhohtem Salzstress
ausgesetzt, hat dies einen intrazellularen Anstieg des Na*/K*-Verhaltnisses zur Folge
(Larsson et al., 1998).

Die Expression von ENA1 wird sehr komplex reguliert, dies konnte zu der
Spekulation verleiten, dass dadurch die lonenhomdéostase aufrecht gehalten werden
soll, um unnadtige Apoptose zu verhindern.

Einen weiteren Hinweis auf die Wichtigkeit von ENA1 in diesem Zusammenhang,
zeigt die Beobachtung, dass die Expression des antiapoptotischen Saugerproteins
Bcl-2 im ACKB1-Disruptionsstamm zu einer transkriptionalen Aktivierung von ENA1
fuhrt (Huh et al., 2002).

3.2.9.3 Die Hefecaspase YCA1 vermittelt Salzstress induzierte Apoptose

YCA1 kodiert in Saccharomyces cerevisiae fur eine Metacaspase, die unter anderem
durch Wasserstoffperoxid oder Altern aktiviert werden kann (Madeo et al., 2002). Alle
bis dato bekannten Apoptoseszenarien in der Backerhefe werden durch YCA1
vermittelt, sie besitzt folglich eine wichtige Rolle als Effektor der Apoptose. Um nun
herauszufinden, ob auch salzstressinduzierte Apoptose abhangig von Ycalp ist,
haben wir Wildtyphefen und den Disruptionsstamm ASRO7 mit den
korrespondierenden Stammen verglichen, bei denen YCA1 deletiert war. Im Wildtyp
fihrte die Disruption von YCA1 zu einem verbesserten Uberleben und einer

deutlichen Verringerung der Caspaseaktivitat bei starkem Salzstress. Diese
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Beobachtungen scheinen also fir eine generelle Funktion von YCA1 bei der
salzinduzierten Apoptose zu sprechen. Daruber hinaus wurde Yca1p nach NaCl-
Gabe im salzsensitiven Stamm ASRO7 starker als im Wildtyp aktiviert. Auch konnte
eine zusatzliche Disruption von YCA1 im ASRO7-Stamm bei Salzstress die
Uberlebensfahigkeit deutlich erhdhen und das Auftreten von DNA-Strangbriichen

vermindern.

3.2.9.4 Funktionen von SRO7 und SRO77 wahrend der Apoptose

Die Proteine der SRO Familie sind in einen spaten Schritt der Exocytose involviert.
Sie interagieren physikalisch mit Sec9p, einem t-SNARE, das an der Fusion von
post-Golgi-Vesikeln mit der Plasmamembran beteiligt ist.

SRO77 ist mit mehr als 50 % Ubereinstimmung ein Isogen von SRO7. In einem
Yeast-Two-Hybid Screen konnten Uetz et al. und Drees et al. in vivo Interaktion
zwischen Yca1p und Sro77p nachweisen (Uetz et al., 2000; Drees et al., 2001). Wir
wollten nun die Funktion von SRO77 bei der Hefeapoptose ermitteln.
Interessanterweise vermochte die Disruption von YCA1 im ASRO7ASRO77-
Hintergrund oder im ASRO77-Disruptionsstamm nicht die Uberlebensfahigkeit nach
Salzstress zu erhdhen und beide Stamme zeigten unter den gewahlten Bedingungen
starke DNA-Fragmentierung. Sowohl ASRO77AYCA1 als auch
ASRO7ASRO77AYCA1 (nicht gezeigt) starben also apoptotisch. Folglich vermochte
die Disruption von YCA1 im SRO77- bzw. SRO7SRO77-Hintergrund die Stdamme
nicht vor salzinduzierter Apoptose zu retten. Hingegen rettete die Disruption von
YCA1 im SRO7-Hintergrund vor Apoptose nach Salzstress. Dies gab erste Hinweise
darauf, dass die Funktion von Yca1p von einem funktionstichtigen Sro77p abhangig
sein konnte. Tatsachlich zeigte der SRO77-Disruptionsstamm nach Salzstress keine
Caspaseaktivierung in der FACS-Messung. Es scheint also in S. cerevisiae einen
oder mehrere Ycalp unabhangige Apoptose Signalwege zu geben. Diese Wege
konnten dann unter negativer Kontrolle, von Sro77p oder einem, mit Sro77p

interagierenden Protein, stehen.
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3.2.9.5 Relevanz fur die Onkologie
Ob die beschriebene Salzsensitivitat von ASRO7 und von ASRO7ASRO77 eine

Relevanz fur die Tumorentwicklung in der Drosophila Larve besitzt, bleibt spekulativ.
Homozygote /(2)gl Mutanten zeigen verringerte Zellpolaritdt und neoplastisches
Uberwuchern von Geweben (Wodarz, 2000). Jiingste Studien haben gezeigt, dass
eine Verringerung der epithelialen Polaritdt zu einer verstarkten Apoptoseneigung
fuhrt (Weaver et al, 2002). Nicht polarisierte Zellen besitzen einen
Proliferationsvorteil, der aber durch die verstarkte Apoptoseneigung Uberkompensiert
wird, wodurch die Wahrscheinlichkeit einer malignen Transformation sinkt (Humbert
et al., 2003). Interessanterweise konnten De Lorenzo et al. (De Lorenzo et al., 1999)
zeigen, dass eine mutierte Form von /(2)gl wahrend der Oogenese Apoptose
induziert. Hier unterstitzt ein defekter Tumorsuppressor folglich Apoptose. In den
meisten Epithelzellen ist die Na*/K*-ATPase selektiv auf der basolateralen Seite der
Membran angeordnet (Dunbar und Caplan, 2001). Ob in der /(2)g/ Mutante die
Verteilung dieses Transporters gestort ist und die Mutante dadurch eine gestorte
lonenhomdostase besitzt, steht noch offen. Zukilnftige Studien in diese Richtung
werden sicherlich unser Verstandnis von Tumorentwicklung und Apoptose

vergrofRern.
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3.3 Apoptose und Fusion

Im Verlauf der Saugerapoptose wird der Zellinhalt abgebaut und in apoptotische
Vesikel - apoptotic bodies genannt - verpackt. Hierfir muss die Zellmembran
komplett umorganisiert werden - Fusionsprozesse finden statt und die
Rezeptorausstattung der Zelloberflache sowie die Phospholipidverteilung werden
verandert.

In manchen Organismen gibt es bereits Erkenntnisse, die das Zusammenspiel von
Apoptose und Membranfusion naher charakterisieren.

So konnte in zellfreiem Xenopus leavis-Oocytenexteakt gezeigt werden, dass
Rapaptin 5 - ein in Saugerzellen endogen vorkommender Faktor, der an der
Endosomenfusion beteiligt ist - selektiv durch Caspasen gespaltet werden kann und
es dadurch zur Blockierung der Endosomenfusionfusion kommt (Cosulich et al.,
1997). Folglich kann Endocytose wahrend der exekutiven Phase der Apoptose nicht
mehr ablaufen. Wahrscheinlich sind aber auch andere Membran-Transportwege
betroffen.

Die Spaltung von Rapaptin-5 und somit die Blockierung der Endocytose konnte durch
den spezifischen humanen Caspaseinhibitoren zZVAD-fmk verhindert werden. Auch
die Expression der negativen Apoptoseregulatoren Bcl-2 und Bcl-x. verhinderte die
Spaltung von Rapaptin-5.

Eine ahnliche protektive Wirkung von Bcl-2 kann auch bei Backerhefe beobachtet
werden: durch Uberexpression des Caspaseauslosers Bax stirbt die Backerhefe mit
apoptotischem Phanotyp; der Zellselbstmord kann aber durch gleichzeitige
Uberexpression von Bcl-2 verhindert werden (Ligr et al., 1998). Auch konnte ich in
meiner Diplomarbeit zeigen, dass der humane Caspaseinhibitor zZVAD-fmk ebenfalls
in der Lage ist, die Hefecaspase YCA1 zu inhibieren (Madeo et al., 2002). Des
weiteren fiihrt die Uberexpression von Bax in der Backerhefe zu einem
apoptotischem Phanotyp. Levine et al. konnten zeigen, dass durch gleichzeitige
Expression von Bax und AtVAMP, einem v-SNARE aus Arabidopsis, in Hefe
Apoptose unterbleibt. Auch Wasserstoffperoxid induzierte Apoptose kann durch
AtVAMP unterbunden werden. (Levine et al, 2001). Es liegt daher nahe, in
Backerhefe den Zusammenhang zwischen Membranfusion und Apoptose zu

untersuchen.
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Breitenbach und Kollegen (Universitat Salzburg) haben mit der apoptotischen
Zellzyklusmutante cdc48%°%°C eine Chipanalyse durchgefiihrt. Es handelt sich hierbei
um den Stamm, an dem Madeo et al. erstmalig DNA-Fragmentierung,
Chromatinkondensation und Phosphatidylserinexternalisation, also die wichtigsten
apoptotischen Marker von Mehrzellern in der einzelligen Hefe nachweisen konnten
(Madeo et al., 1999). Beim Vergleich des Expressionsmusters dieses apoptotischen
Hefestammes mit gesunden Hefen fiel auf, dass die Expression von mehreren
Genen, die in der Vesikelfusionsmaschinerie eine Rolle spielen, gesteigert ist
(personliche Mitteilung).

Einen weiteren Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen Apoptose und
Membranfusion in der Backerhefe erhielten wir in einer Datenbankrecherche bei der
Suche nach Interaktoren der Hefecaspase Yca1lp. In der Saccharomyces Genome
Database gab es 5 Interaktoren (Tfb1p, Yak1p, Srb4p, Kre11p und Sro77p) von
Ycalp, die durch einen high-throughput Yeast-Two-Hybrid ermittelt worden waren
(Ito et al., 2001). Auch hier fanden wir Treffer im Bereich der Membranfusion: Kre11p
und Sro77p. Des weiteren fiel uns die Proteinkinase YAK1 als Interaktor von Yca1p
auf; auch mit ihr habe ich mich wahrend meiner Doktorarbeit beschaftigt.

Wie wichtig das Forschungsgebiet Membranfusionsprozesse ist, zeigt seine
Relevanz bei Krebserkrankungen. Kurzlich wurde EWS-WT, ein neu entdeckter
Transkriptionsfaktor, beschrieben (Palmer et al., 2002). EWS-WT bindet an den
Promotor des Genes BAIAP3, welches fur ein Protein kodiert, das an der regulierten
Exocytose beteiligt ist. In Tumorzellen wird es zu einem onkogenen Fusionsprotein.
Um einen moglichen Zusammenhang zwischen Membranfusion und Apoptose in
Hefe naher zu beleuchten, haben Astrid Proksch und ich in einem

Gemeinschaftsprojekt mit folgenden Genen gearbeitet:

SRO77: ist an der nicht-selektiven Vesikelfusion beteiligt

VAMY7: spielt beim Transport vom Golgi-Apparat zur Vakuole eine Rolle
KRE11: ist am Transport vom ER zum Golgi-Apparat involviert

YAK1: ist eine Proteinkinase
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3.3.1 YCA1 benotigt die Membranfusionsgene SRO77 und KRE11 sowie die

Proteinkinase YAK1, um aktiv sein zu konnen

Es wurde mit den Disruptions-Stammen der drei Membranfusionsgene (FMY 477,
FMY 478, FMY 480) bzw. der Proteinkinase (FMY 479) gearbeitet. In diese Stamme
wurde die Hefecaspase YCA1, die sich in einem Uberexpressionsplasmid befand,
hineintransformiert (FMY 34-37). Als Kontrollen dienten die Disruptionsstamme mit
Leerplasmid (FMY 38-41), der Wildtyphintergrund mit YCA1 Uberexpression (FMY
17) und mit Leerplamid (FMY 29). Mit stationdren Ubernachtkulturen wurden die
Kulturen auf eine ODgoo von 0,1 beimpft und kultiviert, bis sie eine ODgyo von 0,3-0,6
besalen. Dann wurde durch einen Medienshift die Expression der Hefecaspase
induziert. Wasserstoffperoxid wurde als Apoptosestimulus zugesetzt und die Kulturen
wurden fiir 20 Stunden weiterkultiviert, bevor ihre Vitalitat in Uberlebensplattierungen

ermittelt wurde und sie auf apoptotische Marker getestet wurden.
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Abb. 28: Uberlebensplattierung von YCA1ex. und Leerplasmid mit und ohne Wasserstoffperoxid in
ASRO77 sowie im Wildtyphintergrund.
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Abb. 29: Uberlebensplattierung YCA1ex. und Abb. 30: Uberlebensplattierung YCA1ex. und

Leerplasmid mit und ohne Wasserstoffperoxid Leerplasmid mit und ohne Wasserstoffperoxid
in AKRE11. in AYAK1.
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Abb. 31: Uberlebensplattierung YCA1ex. und
Leerplasmid mit und ohne Wasserstoffperoxid
in AVAM7.

Die Uberexpression der Hefecaspase im Wildtyphintergrund bewirkte, dass von 500
ausplattierten Zellen nur noch etwa 350 in der Lage waren, Kolonien zu bilden; durch
die Gegenwart von Wasserstoffperoxid sank die CFU drastisch auf 50. Bei der
Leerplasmidkontrolle im Wildtyphintergrund Uberlebten fast alle ausplattierten Zellen
und die Belastung mit Wasserstoffperoxid senkte die Uberlebensfahigkeit nur
geringfugig.

Die Deletion von SRO77, YAK1 und KRE11 fUhrte dazu, dass YCA1 nicht mehr téten
konnte. Alle ausplattierten Zellen waren bei den drei Disruptions-Stammen mit
Uberexprimierter Caspase in der Lage Kolonien zu bilden und auch die Gegenwart

von 0,4 mM Wasserstoffperoxid verringerte inre Uberlebensfahigkeit nur unmerklich.
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Die CFU der drei Disruptions-Stamme mit Leerplasmid wurde unter den selben
Bedingungen nur ahnlich schwach beeinflusst.

Einzig im VAM7-Deletionsstamm mit Gberexprimiertem YCA1 war die Caspase noch
in der Lage zu téten. Von 500 ausplattierten Zellen Uberlebten nach der Belastung
mit 0,4 mM H,O, nur noch etwa 300 Zellen. Aber auch die Leerplasmidkontrolle
zeigte sich unter den gleichen Bedingungen genauso sensitiv gegenuber
Wasserstoffperoxid; auch hier betrug die CFU etwa 300.

Neben der Vitalitat der 4 Stamme in der Uberlebensplattierung wurden die Kulturen

von Astrid Proksch und mir auf DNA-Fragmentierung in einer TUNEL-Farbung

getestet.

o) . J
9 ‘ g JJ-’
1 l“' Il
15 "‘\yj));::}
AN
WT, YCAex WT, Leerplasmid ASRO77, YCAex
+0,4 mM H,0, +0,4mMH,0, +0,4 mM H,0,
> .‘ - . L*
3% %
' > g #J .I
o LR 4 ot
: \)J ) //I. );) J
" Ry A s > =
o 7 9 )=
» o - J 0 r / o3
AVAM7, YCAex AKRE11, YCAex AYAK1, YCAex
+0,4 mM H,0, +0,4mMH.0, +0,4mM H,0,

Abb. 32: TUNEL-Farbung der Membranfusions Disruptionsstamme.

Nur der AVAM7-Stamm mit Uberexprimierter Caspase besal} nach der Gabe von 0,4
mM Wasserstoffperoxid als Apoptosestimulus TUNEL positive Kerne. Die Kontrolle
mit Leerplasmid zeigte auch in Gegenwart von H,O; keine DNA-Fragmentierung. In
keinem der anderen Disruptions-Stamme fiihrte die Uberexpression von YCA1 in
Gegenwart des Apoptosestimulus Wasserstoffperoxid zu einer Fragmentierung der

DNA.
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Analog verhielten sich die 4 Stamme in der in vivo Messung der Caspaseaktivitat mit

FITC-VAD-fmk.

Kultur Caspaseaktivitit [%]| Kultur mit H,O, |Caspaseaktivitat [%]
ASRO77+YCA1ex 5,9 ASRO77+YCA1ex 18,5
AKRE11+YCA1ex 6,5 AKRE11+YCA1ex 15,8
AYAK1+YCA1ex 4,0 AYAK1+YCA1ex 14,9
AVAM7+YCA1ex 6,5 AVAM7+YCA1ex 37,2
WT+YCA1ex 20,3 WT+YCA1ex 52,3

Kultur Caspaseaktivitat [%]| Kultur mit H,O, |Caspaseaktivitat [%]
ASRO77+Leer 4,0 ASRO77+Leer 6,8
AKRE11+Leer 1,7 AKRE11+Leer 6,4
AYAK1+Leer 4,7 AYAK1+Leer 12,7
AVAM7+Leer 5,0 AVAM7+Leer 12,0
WT+Leer 2,7 WT+Leer 5,0

Abb. 33: Caspaseaktivitdt der Membranfusions Disruptionsstdmme.

Der %

Caspaseaktivitat, die durch die Zugabe von 0,4 mM Wasserstoffperoxid auf tber 50

Wildtyphintergrund mit Uberexprimiertem YCA1 zeigte etwa 20
% gesteigert werden konnte. Unter den gewahlten Versuchsbedingungen wurde also
die Hefecaspase stark aktiviert. Bei der Leerplasmidkontrolle im Wildtyphintergrund
traten ohne Wasserstoffperoxid weniger als 3 % Caspaseaktivitat auf und in
Gegenwart von H,O; stieg der Anteil an caspasepositiven Zellen nur unmerklich auf
5 %.

Bei ASRO77, AYAK1 und AKRE11 mit Uberexprimierter Caspase war nur eine basale
Caspaseaktivitat vorhanden, die durch Wasserstoffperoxid nur leicht erhéht werden
konnte. Im VAM7-Disruptionsstamm mit Uberexprimierter Caspase war in Gegenwart
von Wasserstoffperoxid mit 39,2 % eine starke Caspaseaktivitdt messbar, die aber
noch unter der im Wildtyphintergrunde mit Caspase-Uberexpression (52,3 %) lag.
Die Leerplasmidkontrollen in ASRO77 und AKRE11 zeigten in Gegenwart von
Wasserstoffperoxid kaum erhdhte Caspaseaktivitat; bei AYAK1 und AVAM war die
Caspaseaktivitat hingegen auf 12,7 bzw. 12 % leicht erhdht.

ASRO77, AYAK1 und AKRE11 mit Uberexprimierter Caspase zeigten sich bei

samtlichen durchgefuhrten Apoptosetests unauffallig. Einzig im VAMY7-Hintergrund
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war die Hefecaspase noch fahig zu téten und der Stamm zeigte Caspaseaktivierung
und DNA-Fragmentierung.

Um nachzuweisen, ob in den oben beschriebenen Versuchen die Hefecaspase auch
wirklich exprimiert war, wurde FLAG-getaggtes YCA1 eingesetzt. 20 Stunden nach
der Induktion der Caspaseexpression wurden die Kulturen geerntet und Rohextrakte
wurden hergestellt. Ein Immunoblot mit FLAG als primarem Antikorper wurde von
Astrid Proksch durchgefuhrt (nicht gezeigt); er zeigte bei allen 4 Stammen eine
einheitlich starke Bande von etwa 55 Da — die Expression von YCA1 war also in allen
getesteten Kulturen gleich stark. Obwohl die Caspase in allen getesteten
Disruptionsstammen gleich stark exprimiert wurde, war sie nur noch im VAM7-
Disruptionsstamm in der Lage, einen apoptotischen Phanotyp zu erzeugen. Die
Hefecaspase bendtigt also die Membranfusionsgene SRO77 und KRE11 sowie die
Proteinkinase YAK1, um aktiv sein zu kénnen. Erste Hinweise auf einen moglichen
Zusammenhang von Membranfusion und Apoptose in der Backerhefe verdichteten
sich folglich.

3.3.2 Weder Kre11p, Yak1p noch Vam7p werden durch die Hefercaspase

prozessiert

Um nachzuweisen, ob Kre11p, Yak1p und Vam7p durch die Hefecaspase prozessiert
werden, haben wir die Gene chromosomal C-terminal an HA getaggt.

Das chromosomale Tagging von Sro77p blieb sowohl bei HA, als auch bei cmyc
erfolglos. Ein moglicher Grund hierfir konnte die stattliche GroRe von Sro77p mit
111,7 Da sein. Auch ware es madglich, dass Sro77p zwar chromosomal getaggt
werden kann, eine Detektion das Taggings aber nicht moglich ist. Beispielsweise
konnte die endogene Hefecaspase YCA1 das Tag schneiden, bevor es in einem
Immunoblot nachgewiesen werden kann. Um dies auszuschliefen, nahmen wir die
nachsten Taggingversuche von Sro77p im AYCA1-Hintergrund vor. Aber auch hier
konnte weder ein HA- noch ein cmyc-Tag C-terminal an SRO77 angehangt werden.
Auch die Zugabe von 20 pM zVAD-fmk als Caspaseinhibitor vor der
Rohextraktherstellung ermoglichte keinen Nachweis von chromosomalem Tagging im
Immunoblot (Daten nicht gezeigt).

In die Stamme mit chromosomal getaggtem Kre11p, Yak1p und Vam7p wurde die
FLAG-getaggte Hefecaspase, die sich in einem Uberexpressionskonstrukt befand,
hineintransformiert. Die Kulturen wurden in gewohnter Weise angezuchtet, geshiftet

und mit 0,4 mM Wasserstoffperoxid als Apoptosestimulus versetzt. 20 Stunden nach
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der Induktion der Hefecaspase durch Medienwechsel wurden die Zellen geerntet,
Rohextrakte wurden hergestellt und ihr Proteingehalt wurde ermittelt. Jeweils 200 pg
Protein wurden durch Gelelektrophorese aufgetrennt und auf eine Membran
transferiert. AnschlieRend wurde eine Immunoblot gegen HA als primarer Antikorper
durchgefiihrt. Die Exposition des Films erfolgte Uber Nacht. An nachsten Tag wurde
die Membran von den Antikorpern befreit und es wurde mit ihr ein zweiter
Immunoblot gegen FLAG als primarer Antikorper zur Detektion von YCA1
durchgefuhrt. Wegen der starken Expression der Hefecaspase wurde der Film nur
wenige Minuten aufgelegt.

In allen Spuren des Immunoblots (nicht gezeigt) war bei etwa 55 Da eine gleichstarke
Bande zu erkennen, die Hefecaspase wurde folglich in allen chromosomal getaggten
Konstrukten gleich stark exprimiert. Die Proteine Kre11p, Yak1p und Vam7p zeigten
nur ein schwaches Signal bei ca. 60, 90 und 35 Da, diese Banden entsprachen in
etwa den vorhergesagten Proteingrof3en von Kre11p, Yak1p und Vam7p. Ein kleines
Fragment, das durch Abspaltung des C-terminalen Endes von Kre11p, Yak1p und
Vam7p bei der Prozessierung gebildet worden ware, trat nicht auf. Um einen
grolkeren Bereich an Proteingrolen abdecken zu kdénnen haben wir ein
Gradientengel durchgefuhrt. Ferner haben wir die eingesetzte Proteinkonzentration
auf 400 ug Protein in jeder Spur erhdht, um ausschlieBen zu konnen, dass die
Konzentration an Kre11p, Yak1p und Vam7p einfach zu gering war, um ein so
kleines Fragment finden zu kénnen. Aber auch unter diesen Bedingungen konnte ein
kleines Fragment nicht nachgewiesen werden (nicht gezeigt), Yca1p scheint folglich
das Genprodukt der Membranfusionsgene und die Proteinkinase nicht zu

prozessieren.
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3.3.3 Fiir den Verlauf von Apoptose ist eine funktionierende Membranfusions-

maschinerie notig: Diskussion

Die Hefecaspase YCA1 bendtigt die Fusionsgene SRO77 und KRE11, sowie die
Proteinkinase YAK1, um aktiv sein zu konnen. Dies zeigt sich an der Beobachtung,
dass ein Uberexpressionskonstrukt von YCA1 in den Stdmmen, in denen diese Gene
disrumpiert sind, nicht mehr in der Lage war zu téten und die Kulturen auch keinen
apoptotischen Phanotyp aufwiesen. Selbst die Gabe von 0,4 mM Wasserstoffperoxid
als Apoptosestimulus vermochte in diesen Stammen nicht, Apoptose zu induzieren.
Einzig das Membranfusionsgen VAM7 war fur die Funktion von YCA1 nicht
essentiell. Im VAM7-Disruptionstamm mit Uberexprimierter Caspase war ein
apoptotischer Phanotyp zu beobachten: die Kulturen starben, zeigten DNA-
Fragmentierung und Caspaseaktivitat. Da bei allen 4 getesteten Konstrukten die
Hefecaspase YCA1 einheitlich stark exprimiert war, fuhrt dies zu dem Schluss, dass
SRO77, KRE11 und YAK1 essentiell fur Hefeapoptose, die von YCA1 vermittelt wird,
sind. Bis dato sind keine Szenarien bekannt, in denen Apoptose in Saccharomyces
cerevisiae explizit nicht Uber YCA1 verlauft;, aber wir haben YCA1 auch erst vor etwa
2 Jahren beschrieben — viele apoptotische Szenarien wurden folglich noch nicht auf
eine Beteiligung von YCA1 untersucht. Dennoch liegt die Vermutung nahe, dass fur
Hefeapoptose eine funktionierende Fusionsmaschinerie notwendig ist.

Kre11p, Yak1p und Vam7p werden nicht durch die Hefecaspase Ycal1p prozessiert.
Ob hingegen die Hefecaspase durch das Genprodukt dieser Kandidaten geschnitten
wird, steht noch offen. Bis jetzt war es Astrid Proksch leider noch nicht méglich, die
Fusionsgene und die Proteinkinase erfolgreich in ein Uberexpressionskonstrukt mit
C-terminalem Tag zu klonieren. Wenn diese Vorarbeiten erfolgreich abgeschlossen
sein werden, kdnnen jeweils ein Plasmid mit Uberxprimierter Hefecaspase und ein
Konstrukt mit Gberexprimierten Fusionsgenen bzw. mit Gberxprimierter Proteinkinase
in Wildtyphefen transformiert werden. Ein anschliefender Immunoblot wird dann
sicherlich dartuber Aufschluss geben, ob Kre11p, Yak1p, Vam7p oder Sro77p die
Hefecaspase prozessieren.

Mit den bis jetzt bekannten Fakten lasst sich also nicht eindeutig klaren, ob in

Backerhefe ein Zusammenhang zwischen Apoptose und Membranfusion existiert.
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3.4 Apoptose und DNA-Reparatur

Bak gehort zur Familie der proapoptotischen Bcl-2 Familie. Eine Uberxpression von
Bak kann sowohl in der Spalthefe Saccharomyces pombe, als auch in der
Backerhefe Apoptose auslosen (Ink et al.,, 1997; Jurgensmeier et al., 1997; Sato et
al., 1994), die durch die ,high-mobility group box-1“-Proteine (HMGB1) inhibiert
werden kann. Wird HMGB1 in Saugerzellen uberexpimiert, fuhrt dies zu einem
Schutz vor, durch UV-Strahlung, Caspase 8 oder Bax ausgeldster Apoptose. Dartber
hinaus ist HMGB1 an biologisch wichtigen Prozessen des DNA-Metabolismus wie
Transkription und DNA-Reparatur beteiligt (Bianchi et al., 2000; Kwon et al., 1998)
Brezniceanu et al. Konnten zeigen, dass das HMGB1-Protein als Onkoprotein
fungieren kann, indem es wahrend der Tumorgenese Apoptose inhibiert
(Brezniceanu et al., 2003).

S. cerevisiae besitz zwei Orthologe zu HMGB1 der Spalthefe: NHP6A und NHP6B.
Es soll im folgenden untersucht werden, ob auch NHP6A und B in das apoptotische

Geschehen involviert sind.

3.4.1 Die Disruption von NHP6A und B fiihrt im chronologischen Altern zu

vermehrter Apoptose

Mit einem Stamm, in dem NHPG6A und B deletiert wurden (FMY 461) und dem
korrespondierenden Wildtyp (FMY 459) wurden Langzeitexperimente durchgefihrt.
Dazu wurden 10 ml SMD mit Glucose und allen Aminosauren in 100 ml Kolben mit
Schikane beimpft. Ein Tag nach dem Beimpfen der beiden Kulturen wurde ein Aliquot
(=Tag 1) entnommen, seine Zellzahl/ml wurde bestimmt und es wurden 500 Zellen
ausplattiert, um die Uberlebensfahigkeit beider Stamme zu vergleichen. Auch in den
folgenden drei Tagen wurden Uberlebensplattierungen durchgefiihrt. Drei Tage nach
dem Ausplattieren waren die Kolonien gro3 genug, um ausgezahlt werden zu

kbnnen.
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Abb. 34: Uberlebensplattierung vom WT und ANHPGA/B wahrend des Agings.

Von 500 ausplattierten Zellen waren beim Wildtyp am Tag 1 etwa 250 Zellen in der
Lage Kolonien zu bilden, bei der Doppeldisruptanten betrug die CFU 197. Am
Folgetag Uberlebten beim Wildtyp unverandert etwa 250 Kolonien, die
Doppeldisruptante zeigte mit 53 Kolonien ein stark vermindertes Uberleben. Am Tag
3 und 4 sank die CFU von ANHP6A/B auf 31 bzw. 18 Kolonien deutlich, wohingegen
vom Wildtyp immer noch 186 bzw. 178 Zellen in der Lage waren, Kolonien zu bilden.
Um herauszufinden, ob es sich bei dem beschriebenen Sterben auch wirklich um
Apoptose handelte, wurden im gleichen Zeitfenster der Wildtyp und die ANHPGA/B
Mutante auf apoptotische Marker untersucht.

Getestet wurden DNA-Fragmentierung (nicht gezeigt), Chromatinkondensation und
die Akkumulation von reaktiven Sauerstoffspezies.

Der Wildtyp wies am Tag 1 keinerlei DNA-Fragmentierung im TUNEL-Test auf. Bei
der Doppeldisruptanten waren hingegen bereits einige Kerne braun gefarbt und
zeigten folglich DNA-Strangbruch. Am Tag 4 besallen beide Stdmme einen hohen
Anteil an TUNEL-positiven Kernen. Beim ANHP6A/B-Stamm schien die DNA-
Fragmentierung jedoch starker ausgepragt zu sein. Ahnlich verhielten sich die beiden

getesteten Stamme in der DAPI-Farbung. Einen Tag nach dem Beimpfen war beim
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Wildtyp keine Chromatinkondensation zu erkennen, wohingegen bei ANHPG6A/B
bereits einige Kerne apoptotisch verandertes Chromatin aufwiesen (nicht gezeigt).
Drei Tage spater zeigten einige Wildtypkerne leichte Chromationkondensation und
das Chromatin des Doppeldisruptionsstammes wies ein ausgepragtes apoptotisches
Erscheinungsbild auf: es war halbmondférmig an der Kernmenbran aggregiert oder in
kleinere Fragmente gespalten.

Mit Dihydrofluorescin wurden die beiden Stamme an Tag 1 und 4 auf eine Anhaufung

von reaktiven Sauerstoffspezies untersucht.

WT Tag4 WT Tag4

¥

ANHPG6A/B Tag4 ANHPG6A/B Tag4

Abb. 35: Die linke Seite der Abbildung zeigt eine DAPI-Farbung, auf der rechten Seite wurde eine

Dihydrofluorescinfarbung zum Nachweis von reaktiven Sauerstoffstecies durchgefihrt.

Sowohl der Wildtyp, als auch die ANHPG6A/B Mutante zeigten am Tag 1 praktisch
keine Dihydrofluorescin gefarbten Kerne. 3 Tage spater leuchteten beim Wildtyp viele
Zellen unter dem Fluorescenzmikroskop rot auf. Bei der Doppeldisruptanten hatten
aber noch mehr Kerne reaktive Sauerstoffspezies akkumuliert; hier war fast jeder
Kern angefarbt.

Nachdem wir nachweisen konnten, dass im chronologischen Altern der ANHP6A/B-
Stamm gegeniliber dem korrespondierendem Wildtyp ein verringertes Uberleben
besal® und auch verstarkt apoptotische Marker wie DNA-Strangbruch,
Chromatinkondensation und die Anhaufung von reaktiven Sauerstoffspezies aufwies,

interessierte uns, ob dieser apoptotische Weg caspaseabhangig ist.
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Aus diesem Grunde haben wir in einer FACS-Messung mit FITC-VAD-fmk die
Caspaseaktivitat des Wildtyps und der ANHP6A/B Mutanten am Tag 1 und 4

gemessen.
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Abb. 36: Caspaseaktivitat von WT und ANHP6A/B wahrend des Agings.

15 % der Wildtyp Zellen zeigten am Tag 1 Caspaseaktivitat; bei der
Doppeldisruptanten waren es bereits 56,6 %. Am Tag 4 hatte sich die
Caspaseaktivitat des Wildtyps auf 42,9 % erhdht, lag damit aber noch deutlich unter
dem Wert von ANHP6A/B mit 98,5 % caspasepositiven Zellen.

NHPGA/Bp fungiert folglich in der Backerhefe wahrend des chronologischen Alterns
als ein antiapoptotischer Faktor, dessen Disruption zu vermehrter Apoptose fuhrt.

Des weiteren ist das apoptotische Absterben der chronologisch alternden Kultur im

ANHPG6A/B-Stamm caspaseabhangig.
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3.4.2 Funktion von NHP6Ap in der exponentiellen Wachstumsphase

Um herauszufinden, ob NHP6Ap auch in der exponentiellen Wachstumsphase
antiapoptotisch wirkt, haben wir mit einem Uberxpressionskonstrukt gearbeitet (FMY
463). Das verwendete Konstrukt besald keinen induzierbaren Promotor — NHPG6A
wurde folglich permanent exprimiert. Als Kontrolle diente das entsprechende
Leerplasmid (FMY 462). Jeweils 30 ml SMD Medium mit Glucose wurden beim
Wildtyp auf 2*10° Zellen/ml beimpft, bei der langsam wachsenden
Doppeldisruptanten auf 6*10° Zellen/ml und die Kulturen wurden fiir 4 Stunden bei
28°C kultiviert. Nachdem mit dem Zellzahler sichergestellt worden war, dass alle
Kulturen angewachsen waren und auch eine vergleichbare Zellzahl/ml besalien,
wurden die 30 ml Kulturen in je drei 10 ml Aliquots aufgeteilt und mit 0, 0,2 und 0,4
mM Wasserstoffperoxid als Apoptosestimulus versetzt. AnschlieBend wurden die
Kulturen fur weitere 4 Stunden auf dem Schdttler inkubiert, bevor jeweils 500 Zellen

ausplattiert wurden.
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Abb. 37: Uberlebensplattierung von NHP6A-Uberexprimierer und dem Leerplasmid mit und ohne

Wasserstoffperoxid.

Die Gegenwart von Wasserstoffperoxid fuhrte zu einem konzentrationsabhangigen
Absterben sowohl beim Uberexpressionskonstrukt, als auch beim Leerplasmid. Beide

Stamme zeigten hierbei anndhernd die gleiche Sensitivitat gegentber dem
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zugesetzten Apoptosestimulus; bei 0,4 mM Wasserstoffperoxid Uberlebten beim
Leerplasmid 187 Kolonien, beim Stamm mit NHP6A-Uberexpression betrug die CFU
214. Unter den gewahlten Versuchsbedingungen konnte NHPG6Ap folglich in der
exponentiellen Wachstumsphase nur geringflgig vor Apoptose schitzen.

Eventuell wurde das Protein NHP6Ap aber auch nicht ausreichend stark exprimiert,
um seine volle antiapoptotische Wirkung entfalten zu kdnnen. Aus diesem Grunde
haben wir zusatzlich den Wildtyp und die ANHPGA/B-Disruptante in der
exponentiellen Wachstumsphase mit Wasserstoffperoxid belastet. Beide Stamme
wurden analog zum NHP6A-Uberexpressionskonstrukt und dem Leerplasmid
angezogen. 0,5 mM H;O, wurden zugesetzt. 4 Stunden nach der Belastung mit

Wasserstoffperoxid wurden Uberlebensplattierungen durchgefiihrt.
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Abb. 38: Uberlebensplattierung WT und ANHP6A/B 4 Stunden nach einer Belastung mit 0,5 mM

Wasserstoffperoxid.

Bei beiden Stammen Uberlebten in der Uberlebensplattierung fast alle unbehandelten
Zellen. Nach dem Zusatz von 0,5 mM Wasserstoffperoxid waren beim Wildtyp 195
Zellen in der Lage Kolonien zu bilden, beim Disruptionsstamm waren es hingegen
nur 91. NHP6A und NHP6B scheinen folglich auch in der exponentiellen

Wachstumsphase eine leichte antiapoptotische Wirkung zu besitzen.
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3.4.3 Zusammenhang DNA-Reparatur und Apoptose: Diskussion

HMGB1 wirkt in der Spalthefe antiapoptotisch. NHP6A und NHP6B sind die
Backerhefe-Homologen von HMGB1.

Die Doppeldisruptante ANHP6AANHPGB zeigte ein stark verlangsamtes Wachstum;
ausplattierte Zellen bildeten erst nach 3—4 Tagen ausreichend grof3e Kolonien, um
ausgezahlt werden zu kénnen. Und bereits einen Tag nach dem Beimpfen wies
ANHPG6AANHPGB verstarkt apoptotische Marker wie verringertes Uberleben,
Caspaseaktivitat und DNA-Fragmentierung auf. Die Doppeldisruptante war zwar
lebensfahig, die beiden Gene scheinen aber fur einen gesunden Phanotyp essentiell
zu sein. Erstaunlich war es zu sehen, dass auch der korrespondierende Wildtyp eine
grélkere Apoptoseneigung als unser Standard-Wildtyp (KFY 715) zeigte. Auch er
wies ein etwas verlangsamtes Wachstum auf; erst 3 Tage nach dem Ausplattieren
war es moglich, die gewachsenen Kolonien auszuzahlen, bei KFY 715 sind bereits
nach 2 Tagen die Kolonien grol} genug, um ausgezahlt werden zu kénnen.

In meinen Untersuchungen konnte ich zeigen, dass die Disruption von NHP6A/B im
chronologischen Altern die Apoptoseneigung erhoht und dadurch die alternde
Doppeldisruptante deutlich schlechter als der korrespondierende Wildtyp Uberlebt
und verstarkt apoptotische Marker aufweist.

Auch in der exponentiellen Wachstumsphase konnte von mir eine antiapoptotische
Wirkung von NHP6A/B nachgewiesen werden. Da HMGB1 in Spalthefe an der DNA-
Reparatur beteiligt ist, kann man sicherlich davon ausgehen, dass die
Hefehomologen NHP6A/B auch in der DNA-Reparatur involviert sind. Damit ware in
der Backerhefe erstmalig ein Zusammenhang von DNA-Reparatur und Apoptose

aufgezeigt und Hefe als Modellsystem weiter bestatigt.
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4 Zusammenfassung

Bei der Backehefe Saccharomyces cerevisiae handelt es sich um einen einzelligen
eukaryontischen Organismus, der befahigt ist Apoptose zu begehen, obwohl bei ihm
lange Zeit keine Homologen der Exekutoren der Saugerapoptose gefunden werden
konnten. Mit meiner Doktorarbeit konnte ich dazu betragen, die Hefecaspase YCA1
als Caspase der Backerhefe zu etablieren. Sie besitzt caspaseartige Aktivitat und
ihre Uberexpression flhrt zu einem Tod der Hefe mit apoptotischem Phanotyp. Durch
diese Entdeckung konnten wir Hefe als Modellsystem fur Apoptoseforschung
bestatigen.

In einer Internetrecherche stielen wir auf das Fusionsgen SRO77, einem Interaktor
der Hefecaspase YCA1. SRO77 besitzt mit SRO7 eine weitere Isoform in Hefe, die
ein Homologes des Tumorsupressors /(2)gl in Drosophila ist. Werden die Gene der
SRO-Familie disrumpiert, fuhrt dies dazu, dass die Hefen sensitiver gegen Salzstress
induzierte Apoptose werden. Im Falle des SRO7-Disruptionsstammes ist die
Apoptose caspaseabhangig, bei ASRO77 hingegen nicht.

Neben SRO77 existieren mit VAM7 und KRE11 noch zwei weitere Interaktoren der
Hefecaspase YCA1 aus dem Bereich der Membranfusion. Die Hefecaspase YCA1
bendtigt die Fusionsgene SRO77 und KRE11 um aktiv sein zu kdnnen. Es existieren
damit erste Hinweise, die daflir sprechen, dass eine funktionierende
Fusionsmaschinerie fur die Exekution der Apoptose in Hefe notig ist.

Des weiteren konnte ich in der Backerhefe erstmalig einen Zusammenhang zwischen
DNA-Reparatur und Apoptose aufzeigen. NHP6A und B sind unter anderem an der
DNA-Reparatur  beteiligt; sie fungieren sowohl in der exponentiellen
Wachstumsphase, als auch wahrend des chronologischen Alterns als

antiapoptototischer Faktor.
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