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EINLEITUNG 1

I EINLEITUNG

I.1 Apoptose

„Einförmig stellt Natur sich her, doch tausendförmig ist ihr Tod“ (Karl August Graf

von Platen-Hallermünde). Zellen können auf unterschiedliche Weise sterben,

Nekrose und Apoptose sind die wichtigsten Zelltodwege. Der nekrotische Zelltod

ist charakterisiert durch das Platzen der Zellen, wodurch der Zellinhalt in das

umgebende Gewebe freigesetzt wird, was wiederum Entzündungsreaktionen

auslöst. Im Gegensatz dazu ist die Apoptose ein gerichteter aktiver Prozess, bei

dem die Zellen sich in kleine, membranumhüllte Einheiten, die apoptotischen

Körper, zerlegen, welche von Makrophagen aufgenommen werden. Die Apoptose

(griech: apo = ab, weg, los; ptosis = Senkung) ist charakterisiert durch distinkte

morphologische Veränderungen, die von Kerr, Wyllie und Currie (Kerr et al., 1972)

erstmals beschrieben wurden. Die immense Wichtigkeit dieses Todesprogramms

für den Organismus wurde aber erst sehr spät erkannt. Im Wesentlichen können

zwei sehr unterschiedliche Hauptaufgaben der Apoptose unterschieden werden.

Während der Embryonalentwicklung dient sie der Entfernung überschüssiger

Zellen, so wird z.B. im Gehirn zunächst ein Überschuss an Nervenzellen gebildet

von denen später die Neuronen, die keine Synapsen gebildet haben, apoptotisch

sterben (Marin-Teva et al., 2004; Yuan und Yankner, 2000). Aber nicht nur bei der

Entwicklung sondern auch für die Aufrechtherhaltung eines Organismus ist die

Apoptose unersetzlich. Krebszellen entstehen, wenn genotoxisch geschädigte

Zellen den apoptotischen Zelltod nicht mehr einleiten können. Ebenso sterben

autoreaktive Immunzellen im Normalfall apoptotisch, überleben sie dennoch,

kommt es zur Ausprägung von Autoimmunerkrankungen (Hayashi und Faustman,

2001). Aber auch eine übermäßige Apoptoserate kann schädlich sein. Bei

neurodegenerativen Erkrankungen wie z.B. Morbus Alzheimer kommt es zu einem

massiven Absterben von Neuronen (Su et al., 1994). Außerdem ist ein

Charakteristikum von AIDS der apoptotische Zelltod von T-Helferzellen (Ameisen

et al., 1995).
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I.1.1 Mechanismen der Apoptose in Säugern

Mechanistisch lassen sich in Säugerzellen zwei unterschiedliche Signalwege

unterscheiden (Abb. 1; van Loo et al., 2002; Hengartner, 2000).

Abb. 1: Mechanismen der Apoptose in Säugerzellen.

Linke Seite Rezeptor vermittelter Apoptoseweg, Rechte Seite mitochondrialer Apoptoseweg.

Verändert nach van Loo et al., 2002.

Bei der Rezeptor vermittelten oder extrinsischen Apoptose kommt es durch die

Bindung eines Liganden an einen Todesrezeptor (death receptor family) wie dem

Fas- oder TNF (tumor necrosis factor) -Rezeptor zur Oligomerisierung des

Rezeptors und zur Komplexierung der FADD (Fas-associated death domain

protein) Domänen. An diesen Komplex bindet Procaspase 8 (Muzio et al., 1998;

Donepudi et al., 2003). Es kommt zur Prozessierung und Aktivierung von

Procaspase 8, die aktive Caspase 8 leitet das Todessignal durch Prozessierung

von Bid (BH3 interacting domain death agonist) oder Caspase 3 weiter. Die
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trunkierte Form von Bid (tBid) führt zur Ausschüttung von Cytochrom c aus den

Mitochondrien und zur Aktivierung des Apoptosoms durch Komplexbildung mit

Apaf-1 (Apoptotic protease-activating factor 1) und Caspase 9 (Luo et al., 1998; Li

et al., 1998).

Die Mitochondrien sind die zentralen Organellen der intrinsischen Apoptose. Bei

DNA Schädigungen führt p53 zu einer Bax (Bcl-2 associated X-factor) vermittelten

Ausschüttung von Cytochrom c aus den Mitochondrien und somit zur Aktivierung

des Apoptosoms (Sionov und Haupt, 1999). Dieser Prozess kann durch andere

Mitglieder der Bcl-Proteinfamilie wie Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) verhindert werden.

Cytotoxische Substanzen und andere Stressfaktoren können außerdem zur

Permeabilisierung der äußeren Mitochondrienmembran und zur Freisetzung

proapoptotischer Proteine wie EndoG (endonuclease G) und AIF (apoptosis-

inducing factor) führen. Diese translozieren in den Kern und degradieren DNA

(Susin et al., 1999; Li et al., 2001). Zwei weitere proapoptotische mitochondriale

Proteine, Smac/DIABLO (Second mitochondrial activator of caspases/direct IAP-

binding protein with low pI) und Omi/HtrA2 (high temperature requirement A 2),

führen nach ihrer Freisetzung zur Aktivierung der Caspase Kaskade indem sie

IAPs (inhibitor of apoptosis) inhibieren (Verhagen et al., 2000; Verhagen et al.,

2002; Du et al., 2000).

I.1.2 Caspasen: ‚natural born killers’

Caspasen (cysteinyl aspartate-specific proteinases) sind aus molekularer Sicht die

Exekutoren der Apoptose (Thornberry und Lazebnik, 1998). Die meisten

morphologischen Veränderungen während der Apoptose werden durch ihre

Aktivierung hervorgerufen. Sie werden in der Zelle als inaktives Zymogen

synthetisiert und müssen während der Apoptose aktiviert werden. Alle Caspasen

bestehen aus drei Domänen: einer N-terminalen Prodomäne, einer großen

Untereinheit (p20) und einer kleinen, C-terminalen Untereinheit (p10) (Abb. 2; Shi,

2002). Aktivierte Caspasen liegen als Heterotetramer aus je zwei p10 und p20

Untereinheiten vor und haben in dieser Form zwei aktive Zentren. Es gibt zwei

Klassen von apoptotischen Caspasen: Initiator- und Effektorcaspasen (Shi, 2002).
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Nach proapoptotischen Stimuli kann es in der Zelle zur Aktivierung der

Initiatorcaspasen kommen. Diese prozessieren und aktivieren wiederum Effektor-

caspasen, wodurch es zu einer Amplifikation des Todessignals kommt. Die

Effektorcaspasen schneiden dann Zielproteine, das führt zu den morphologischen

Veränderungen der apoptotischen Zellen, letztlich zu deren Tod. Abb. 2 zeigt

einen phylogenetischen Stammbaum der Caspasen aus Säugern, der deutlich

macht, dass ihr Ursprung mit der jeweiligen Funktion korreliert. Oben sind die

Effektor- und unten die Initiatorcaspasen der Apoptose gezeigt, wobei sich die

Initiatorcaspasen durch eine große Prodomäne auszeichnen, die bei der

Aktivierung mit den entsprechenden Aktivierungspartnern interagiert.

Abb. 2: Stammbaum und Aufbau der Caspasen aus Säugern.

Links: der phylogenetische Ursprung der Caspasen scheint mit der jeweiligen Funktion in der

Apoptose zu korrelieren. Die Effektorcaspasen sind rot beschriftet, die Initiatorcaspasen violett. Der

dicke schwarze Pfeil kennzeichnet die Schnittstelle der ersten proteolytischen Spaltung, die zur

Aktivierung führt, weitere Schnittstellen sind mit dünnen Pfeilen gekennzeichnet. Die vier loops (L1

blau, L2 gelb, L3 hellblau, L4 grün), die an der Oberfläche des aktiven Zentrums liegen, sind

farblich gekennzeichnet. Das katalytisch aktive Cystein liegt bei der roten Linie am Anfang des L2

loops (gelb). Aus Shi, 2002.
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Die Aktivierung von Caspasen erfolgt meist durch ihre Prozessierung. Am besten

verstanden ist der Vorgang bei den Effektorcaspasen 3 und 7. Diese werden

durch die Initiatorcaspasen 8 oder 9 zuerst zwischen der p20 und p10 Untereinheit

geschnitten, anschließend wird die kurze Prodomäne proteolytisch abgespalten

(Abb. 3, oben). Die aktivierte Caspase liegt als Heterotetramer vor.

Abb. 3: Aktivierungsmechanismen von Caspasen.

Oben: Aktivierungsmechanismus der Effektorcaspasen durch proteolytische Prozessierung durch

andere Caspasen. Mitte: Die Aktivierung von Procaspase 8 durch autokatalytische Prozessierung

nach Assemblierung an Rezeptoren. Unten: Aktivierungsmechanismus von Caspase 9 durch die

Formierung des Apoptosoms ohne Prozessierung. Verändert nach Hengartner, 2000.

Nach der Bindung eines Liganden an einen so genannten Todesrezeptor (vgl.

I.1.1) wird die Procaspase 8 zu diesem rekrutiert und bindet dort über die in der

Prodomäne befindliche DED (dead effector domain) Domäne. Durch die räumliche

Nähe zwischen verschiedenen Caspase 8 Molekülen kommt es zur
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autokatalytischen Prozessierung und Aktivierung (Abb. 2, Abb. 3, mitte; Muzio et

al., 1998; Donepudi et al., 2003).

Die Aktivierung von Caspase 9, welche ebenfalls eine Initiatorcaspase ist, erfolgt

nicht durch Prozessierung sondern durch Interaktion mit Apaf-1 und Cytochrom c

im Apoptosom. Die Assemblierung des Komplexes erfolgt über CARD (caspase

recruting domain) Domänen innerhalb der Prodomäne der Caspase und Apaf-1

(Abb. 2, Abb. 3, unten; Li et al., 1997; Stennicke et al., 1999).

Aktivierte Effektorcaspasen degradieren allerdings nicht unspezifisch die Proteine

der Zelle, sondern wirken gezielt über ihre Substratproteine. Sie haben eine sehr

hohe Substratspezifität, welche von den vier N-terminalen Aminosäuren vor dem

Aspartatrest der Schnittstelle bestimmt wird (Thornberry et al., 1997). Inzwischen

wurden mehr als 280 Substratproteine von Caspasen identifiziert (Fischer et al.,

2003). Zu den Zielproteinen gehört unter anderem ICAD, der Inhibitor der DNase

CAD (caspase activated DNase), welche nach Translokation in den Kern DNA

fragmentiert (Sakahira et al., 1998). Außerdem wird die Kernlamina aufgelöst,

indem Caspasen spezifische Proteinkomplexe, die Lamine, proteolytisch spalten

(Rao et al., 1996). Aber auch die Degradation antiapoptotischer Proteine wie Bcl-2

oder Bcl-xL und somit deren Inaktivierung oder die Aktivierung anderer

proapoptotischer Proteine wie Bad oder Bid sind Ziele der Caspasen (Desagher et

al., 2001; Condorelli et al., 2001; Cheng et al., 1997; Clem et al., 1998).

I.1.3 AIF: ein mitochondrialer Todesbote

Nicht alle Apoptoseszenarien werden durch Caspasen vermittelt. AIF (Apoptosis-

inducing Factor) ist ein mitochondriales Flavoprotein, das bei apoptotischen

Stimuli in den Kern transloziert und dort zu DNA Fragmentierung führt (Susin et

al., 1999; Daugas et al., 2000). Es enthält eine funktionelle Oxidoreduktase-

Domäne sowie mitochondriale und nukleäre Lokalisationssequenzen, ebenso

findet sich eine DNA bindende Region (Susin et al., 1999; Ye et al., 2002; Miramar

et al., 2001). Die apoptogene Funktion von AIF ist unabhängig von der

Oxidoreduktase-Domäne (Susin et al., 1999). Bei Induktion der Apoptose wird AIF

aus dem Intermembranraum der Mitochondrien freigesetzt. Nach der
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Translokation in den Kern kommt es durch kooperative Effekte mit Cyclophilin A

zur Chromatinlyse. Hierbei entstehen große, etwa 50 kbp lange, DNA Fragmente.

Gereinigtes AIF zeigt keine DNase Aktivität in-vitro, es steigert aber die

intrinsische DNase Aktivität von Cyclophilin A (Cande et al., 2004). Die

Caspaseabhängigkeit von AIF vermittelter Apoptose ist umstritten. Aktive

Caspasen können die Freisetzung von AIF bewirken, AIF Überexpression führt zur

Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien, was im Weiteren die

Assemblierung des Apoptosoms auslöst (Arnoult et al., 2002; Arnoult et al., 2003).

Im Gegensatz dazu ist die AIF vermittelte Apoptose in der Embryonalentwicklung

Caspase unabhängig, und Caspase Inhibitoren können die Translokation von AIF

nicht verhindern (Daugas et al., 2000; Joza et al., 2001). Es wird vermutet, dass

AIF sowohl an Caspase abhängigen wie auch Caspase unabhängigen

Zelltodmechanismen beteiligt ist, und je nach Zelltyp und Stimulus verschiedene

Signalkaskaden induziert werden können (Cande et al., 2002).
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I.2 Apoptose im Einzeller Saccharomyces cerevisiae

Lange glaubte man, dass sich die Apoptose auf mehrzellige Organismen be-

schränkt. Ein Selbstmordprogramm eines Einzellers erschien keinen offensicht-

lichen Zweck zu haben. Als im Rahmen der vollständigen Sequenzierung des

Hefegenoms (1997) keine Homologen der klassischen Säugerapoptosegene ge-

funden werden konnten, war das Dogma der Nichtexistenz der Hefeapoptose

gefestigt. Die Entdeckung eines apoptotischen Hefestammes, einer CDC48

Mutante, der alle typischen morphologischen Veränderungen der Apoptose wie

z.B. DNA Fragmentierung, Chromatinkondensation und Phosphatidylserin

Externalisierung zeigte, machte deutlich, dass auch einzellige Organismen einen

apoptotischen Phänotyp zeigen können (Madeo et al., 1997). Inzwischen wurden

apoptotische Szenarien auch in anderen Einzellern wie Candida albicans (Phillips

et al., 2003), Trypanosoma (Debrabant et al., 2003), Aspergillus nidulans und

fumigatus (Cheng et al., 2003; Mousavi und Robson, 2003; Mousavi und Robson,

2004) und Leishmania (Lee et al., 2002) gefunden. Die Entdeckung von

homologen Exekutoren in Einzellern war der letzte Beweis, dass die Apoptose

evolutionär konserviert und nicht auf mehrzellige Organismen beschränkt ist

(Madeo et al., 2002; Fahrenkrog et al., 2004; Blanchard et al., 2002).

I.2.1 Konservierte Apoptosemechanismen

Der erste Hinweis auf funktionelle Homologie zwischen Säuger- und Hefe-

apoptose war die Entdeckung, dass reaktive Sauerstoffspezies an der Regulation

der Hefeapoptose beteiligt sind. So lässt sich nicht nur Apoptose durch Zugabe

von Wasserstoffperoxid induzieren, sondern apoptotische Hefen akkumulieren

auch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und können durch die Zugabe von

Radikalfängern vor dem Zelltod gerettet werden (Madeo et al., 1999; Ludovico et

al., 2002; Laun et al., 2001; Mazzoni et al., 2003).
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Abb. 4: Ein Überblick über Mechanismen und Induktoren der Apoptose in Hefe.

Rote Fragezeichen markieren Wege, die in Säugern bekannt, in Hefe aber noch nicht beschrieben

sind.
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Ein weiterer Beweis für funktionelle Homologien war die Entdeckung, dass die

heterologe Expression sowohl pro- als auch antiapoptotischer Säugerproteine in

Hefe den Zelltod auslöst bzw. verhindert. So führt die heterologe Expression von

Bax zum apoptotischen Tod der Zelle, hierbei wird Cytochrom c freigesetzt

(Manon et al., 1997) und ROS gebildet (Ligr et al., 1998; Madeo et al., 1999).

Durch gleichzeitige Expression von BI-1 (Bax inhibitor I) oder Bcl-xL kann dieser

Tod verhindert werden (Manon et al., 1997; Chae et al., 2003). Außerdem bewirkt

die heterologe Expression klassischer antiapoptotischer Gene erhöhte Stress-

resistenz gegenüber oxidativem und osmotischen Stress und verlängerte Lebens-

dauer im chronologischen Altern (Chae et al., 2003; Wadskog et al., 2004; Longo

et al., 1997).

Im Jahr 2000 entdeckte Uren durch in-silico Studien eine Gruppe von Proteinen,

die er aufgrund ihrer Homologie zu den Caspasen Meta- und Paracaspasen

nannte. Sie kommen sowohl in Ein- wie auch in Mehrzellern vor (Uren et al.,

2000). Die Metacaspase aus S. cerevisiae (YOR197w, MCA1 metacaspase 1,

YCA1 yeast caspase 1) wurde später als zentraler Regulator der Apoptose in Hefe

erkannt (Madeo et al., 2002). Inzwischen wurden weitere homologe

Apoptosemechanismen beschrieben: Nma111 (nuclear mediator of apoptosis), ein

Omi/Htr2A Homolog, hat auch in Hefe proapoptotische Funktionen (Fahrenkrog et

al., 2004), und BI-1 ist ein hochkonserviertes antiapoptotisches Protein (Chae et

al., 2003). Auch proteasomale Apoptosewege wie die Zerstörung von Cdc6p

wurden in Hefe gefunden (Blanchard et al., 2002). Inzwischen konnte auch die

apoptoserelevante Funktion von CDC48  in Säugern gezeigt werden. Das

Orthologe VCP hat antiapototische Funktion und ist an neurodegenerativen

Erkrankungen beteiligt (Shirogane et al., 1999; Kimura und Kakizuka, 2003).

I.2.1.1 Die Hefemetacaspase YCA1 und die Funktion von Metacaspasen

in der Apoptose

Caspasen bestehen im katalytischen Zentrum aus einer Cystein Histidin Diade,

die von konservierten basischen Aminosäuren umgeben ist. Uren fand im Jahr

2000 zwei Gruppen von Proteinen: Meta- und Paracaspasen. Metacaspasen

kommen im Genom von Pflanzen, Pilzen und Protozoen vor, Paracaspasen in
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Tieren (Uren et al., 2000). Die Homologien dieser beiden Proteinfamilien zu

Caspasen beschränken sich nicht nur auf das katalytische Zentrum, auch die

vorhergesagte Sekundärstruktur weist Ähnlichkeiten zu den Caspasen auf (Abb. 5;

Uren et al., 2000). Die Metacaspasen lassen sich noch in zwei weitere Typen

aufteilen, wobei Typ I-Metacaspasen eine große putative Prodomäne mit einer

Prolin-reichen Region enthalten, die aufgrund ihrer Größe den Prodomänen der

Initiatorcaspasen aus Säugern ähnelt (Abb. 5). Inzwischen hat sich gezeigt, dass

Metacaspasen eine essentielle Rolle in der Apoptose spielen und dort ähnliche

Funktionen wie die Caspasen in Säugern übernehmen (Madeo et al., 2002;

Suarez et al., 2004).

Abb. 5: Schematischer Aufbau der Domänen von nicht prozessierten Caspasen, Para-

caspasen und Metacaspasen aus verschiedenen Organismen.

Die relative Lage der aktiven Zentren aus Histidin (H) und Cystein (C) ist gekennzeichnet.

Caspasen haben eine C-terminale Caspase Domäne (weiss) und je nach Typ eine große Pro-

domäne mit CARD (caspase recruting domain) oder DED (death effector domain) Domänen, die

der Oligomerisierung dienen. Paracaspasen aus mehrzelligen Organismen enthalten eine DD

(death domain) und ein bis zwei Ig Domänen. Metacaspasen lassen sich in zwei Gruppen einteilen:

Metacaspasen vom Typ I haben große Prodomänen mit Prolin reichen Regionen (Pro), die aus

Pflanzen enthalten außerdem noch Zink Finger Motive (ZnF). Metacaspasen vom Typ II haben

keine Prodomänen. Verändert nach Uren et al., 2000.
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In Pflanzen konnte während des apoptotischen Zelltods Caspase Aktivität mit

besonderer Spezifität für VEID gemessen werden und der Metacaspase

abhängige Zelltod ist essentiell für die embryonale Entwicklung (Bozhkov et al.,

2004; Suarez et al., 2004; Lam und del Pozo, 2000): Außerdem verhindern

synthetische Caspase Inhibitoren pflanzliche Apoptose (Bozhkov et al., 2004).

Die Metacaspase aus S.cerevisiae (Yca1p) zeigt sowohl auf molekularer als auch

auf funktioneller Ebene Ähnlichkeiten zu Säugercaspasen in verschiedenen

apoptotischen Szenarien. Das katalytische Zentrum von Yca1p ist dem von

Caspasen hoch homolog (Abb. 6; Uren et al., 2000).

Abb. 6: Das aktive Zentrum der Metacaspase Yca1p ist hoch konserviert.

Alignment der aktiven Zentren der Metacaspase aus S. cerevisiae (YOR197w) mit der Meta-

caspase aus S. pombe (SPCC1840.04_pomp), drei Metacaspasen aus A. thaliana (T05532_

Arabidopsis, 081911_Arabidopsis, 082525_Arabidopsis), den Säugercaspasen 8, 4, 1, 6, 2 (ICE:

interleukin converting enzyme) und CED3 aus C. elegans.

Ein Überexpressionsstamm von Yca1p zeigt in der in-vivo Caspase Aktivitäts-

messung eine sehr hohe Aktivität, im fluorometrischen Caspaseassay an Roh-

extrakten zeigt sich eine Schnittspezifität für VEID, dem gleichen Substrat, das

auch bei Pflanzen am besten gespalten wird (Bozhkov et al., 2004; Madeo et al.,

2002). Außerdem kommt es während der Aktivierung von Yca1p zu einer Caspase

typischen Prozessierung, bei der C-terminal ein kleines Fragment abgespalten

wird, das eventuell die p10 Untereinheit der aktiven Metacaspase darstellt

(Wissing, 2005, Madeo et al., 2002). Die Überexpression von Yca1p führt zu

einem apoptotischen Zelltod der Hefe, der durch Zugabe von Caspase Inhibitoren

vermindert werden kann (Madeo et al., 2002). Mutation des aktiven Zentrums

verhindert den durch Überexpression ausgelösten Zelltod und die Generierung
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des C-terminalen Fragmentes, also die Prozessierung der Caspase (Wissing,

2005, Madeo et al., 2002).

Die Deletion von YCA1 verhindert den Zelltod bei verschieden proapoptotischen

Stimuli wie oxidativem und Salzstress (Wadskog et al., 2004; Madeo et al., 2002).

Außerdem rettet die Deletion von YCA1 vor dem Zelltod, der durch die Deletion

von UBP10 (ubiquitin-specific protease) ausgelöst wird (Bettiga et al., 2004).

I.2.1.2 Aif1p: ein ‚apoptosis-inducing factor’ in Hefe

Ynr074cp ist als AIF Ortholog an dem apoptotischen Zelltod in S. cerevisiae

beteiligt (Wissing, 2005; Wissing et al., 2004). Wie das entsprechende Säuger-

protein ist Aif1p eine putative Oxidoreduktase, die in gesunden Zellen in den

Mitochondrien lokalisiert ist und nach apoptotischem Stimulus in den Zellkern

wandert, wo es zu DNA Fragmentierung und Chromatinkondensation kommt. In

Hefe ist der Zelltodmechanismus von Aif1p Caspase und Cyclophilin A abhängig.

Die Überexpressionsmutante von Aif1p stirbt mit den phänotypischen Markern der

Apoptose. Die Deletion von AIF1 vergrößert die Toleranz von Hefen gegenüber

oxidativem Stress, scheint aber gleichzeitig eine Störung der Atmungskette zu

bewirken. Somit hat Aif1p auch eine physiologische Rolle außerhalb des

Zelltodes.

I.2.2 Exogen induzierte Apoptose

Die Kultivierung von Wildtyp-Hefen in Gegenwart toxischer Substanzen, z.B.

geringe Dosen Wasserstoffperoxid oder Essigsäure, oder unter osmotischem

Stress führt zum apoptotischen Tod der Zellen (Madeo et al., 1999; Ludovico et

al., 2001; Wadskog et al., 2004; Huh et al., 2002). Aber auch physiologische

Substanzen, wie das von Pflanzen zum Schutz vor pathogenen Pilzen aus-

geschüttete Osmotin oder das Hefepheromon -Faktor können einen apo-

ptotischen Zelltod auslösen (Narasimhan et al., 2001; Severin und Hyman, 2002).
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I.3 Alterungsprozesse

Die Hefe S. cerevisiae dient als Modell zur Untersuchung von Alterungsprozessen.

Es können zwei Formen des Alterns unterschieden werden: chronologisches und

replikatives Altern.

Der klassische Ansatz um Alterungsprozesse zu untersuchen, ist die Messung des

replikativen Alterns. Hierbei wird die Zahl der Teilungen einer Hefezelle

gemessen, bevor diese seneszent wird und stirbt (Mortimer und Johnston, 1959).

Replikativ alte Zellen akkumulieren extrachromosomale ribosomale DNA Ringe,

die so genannten ERCs (extrachromosomal ribosomal DNA circles), die durch

homologe Rekombination aus dem Hefegenom entstehen und asymmetrisch auf

Mutter- und Tochterzelle verteilt werden (Sinclair und Guarente, 1997). Gene, die

das replikative Altern regulieren sind unter anderem SIR2 (NAD-dependent

histone deacetylase; silent information regulator 2), RAS1 und RAS2 (Kaeberlein

et al., 1999; Sun et al., 1994). Die Rolle von SIR2 im Altern wurde auch in C.

elegans bestätigt (Tissenbaum und Guarente, 2001). Hungern in Form von

‚Calorie restriction’ verlängert die replikative Lebenslänge von Hefe und hat auch

bei Säugern einen lebensverlängernden Effekt (Lin et al., 2000; Ramsey et al.,

2000).

Das chronologische Altern kann als Modell für Alterungsprozesse in Geweben

benutzt werden (MacLean et al., 2001). Um das chronologische Altern zu

untersuchen werden Hefen auf Minimalmedium (SCD) kultiviert und die

Lebensfähigkeit dieser nicht mehr teilungsfähigen Kultur bestimmt (Fabrizio und

Longo, 2003). Es konnte ein Zusammenhang zwischen Stressanfälligkeit und

vorzeitigem Sterben nachgewiesen werden: die Deletion von SOD1 oder SOD2

führt zu einer kürzeren chronologischen Lebenszeit und hat zudem einen

negativen Einfluss auf das replikative Altern (Longo et al., 1996; Barker et al.,

1999). Da Hefen in ihrer natürlichen Umgebung an lange Hungerperioden

adaptiert sind und eher selten ausreichend Nahrung haben, entspricht diese Art

der Kultivierung physiologischen Bedingungen. Hierdurch ist es möglich,

Regulatoren des Alterungsprozesses zu identifizieren, die sich eventuell auch in

höheren Eukaryoten erhalten haben (Longo, 1999). Werden Hefen in
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Minimalmedium kultiviert, zeigen sie zuerst einen hohen metabolischen Umsatz

und verbrauchen die Glucose unter fermentativen Bedingungen. Nach etwa zehn

Stunden exponentiellen Wachstums ist die Glucose verbraucht, und es folgt die

Umstellung des Stoffwechsels auf oxidative Phosphorylierung (diauxic shift). Eine

Phase des langsamen Wachstums folgt, in der das vorher produzierte Ethanol

verbraucht wird. Diese dauert etwa 48 Stunden. Danach stoppt die Zellteilung und

zwischen dem fünften und 20sten Tag sterben die Zellen. Der genaue Zeitpunkt

hängt von dem genetischen Hintergrund des untersuchten Stammes ab. Kultiviert

man Hefen in Wasser, so leben diese deutlich länger als in Minimalmedium. Der

absolute Nahrungsmangel ist also nicht für den Zelltod in Minimalmedium

verantwortlich (Fabrizio und Longo, 2003).



EINLEITUNG16

I.4 mRNA Abbau und die Funktionen von Lsm

Proteinen in Hefe

Die Menge an mRNA wird von der Zelle streng reguliert, sie ist sowohl von der

Transkriptions- als auch der Abbaurate abhängig. Man kennt mittlerweile vier

Wege des cytoplasmatischen mRNA Abbaus (Abb. 7; Tucker und Parker, 2000).

Abb. 7: Die cytoplasmatischen Abbauwege der mRNA in Hefe. Modifiziert nach Tucker und

Parker, 2000.

Der Hauptabbauweg erfordert die Deadenylierung der mRNA durch die Pab1p-

abhängige poly(A) Nuklease Pan1p (Sachs und Deardorff, 1992; Muhlrad und

Parker, 1992). Anschließend wird die am 5’-Ende befindliche 7-Methylguanosin-

Kappe der mRNA durch Dcp1p entfernt (decapping) und die mRNA durch die 5’-3’

Exoribonuklease Xrn1p abgebaut (Muhlrad et al., 1994; Beelman et al., 1996). Am

decapping Komplex sind des weiteren Pat1p und Dcp2p beteiligt (Dunckley und

Parker, 1999; Bonnerot et al., 2000).

Nach der Deadenylierung kann die mRNA bei Behinderung des 5’-3’

Exonukleaseabbaus auch 3’-5’ abgebaut werden (Muhlrad et al., 1995). Mit Ski2p

(super killer protein), einer RNA-Helikase, Ski3p und Ski8p, die Bestandteile des

Exosom-Komplexes sind, konnten drei Proteine identifiziert werden, die für diesen

3’-5’ Abbau der mRNA verantwortlich sind (Anderson und Parker, 1998).

Es konnten auch zwei deadenylierungs-unabhängige Abbauwege identifiziert

werden: Zum einen konnte ein endonukleolytischer mRNA Abbau nachgewiesen
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werden, dieser ist aber sehr langsam und läuft wahrscheinlich nur bei einem

Überangebot an Substrat-mRNA (Binder et al., 1994).

Der wichtigere Weg ist der ‚nonsense-mediated-decay pathway’ (NMD). Er dient

dazu, jene mRNA-Transkripte abzubauen, die innerhalb der proteinkodierenden

Region Translations-Terminations-Codons aufweisen und somit zu verkürzten

Proteinen führen würden (Muhlrad und Parker, 1994). Diese durch ‚nonsense’

Mutationen veränderten Codons können während der DNA-Replikation, der

mRNA-Transkription, beim Splicing-Prozess oder durch DNA-Mutagenese ent-

stehen. Liegen vorzeitige Terminationssignale vor, kommt es zur Assemblierung

des ‚surveillance complex’ (Überwachungskomplex), der aus Upf1p, Nmd2p/Upf2p

und Upf3p zusammengesetzt ist (Messenguy et al., 2002). Anschließend kommt

es zum deadenylierungs-unabhängigen decapping und schließlich zum Abbau der

mRNA durch Xrn1p in 5’-3’ Richtung (He und Jacobson, 2001).

Abb. 8: Die Funktionen der zwei Lsm Komplexe.

Eine weiter Gruppe von Proteinen ist an effizienten mRNA Abbau beteiligt: Lsm

oder Sm-like proteins (Abb. 8, Tucker und Parker, 2000). Sie gehören einer

hochkonservierten Gruppe von Proteinen an, die eine Sm Domäne enthalten

(Salgado-Garrido et al., 1999). In Hefe kommen neun Lsm Proteine vor: Lsm1-9p.

Die Sm Domäne wurde erstmals in den so genannten Sm Proteinen beschrieben.

Sie sind mit snRNAs (small nuclear RNAs) assoziiert, so dass ihnen eine Rolle



EINLEITUNG18

beim splicing zugeschrieben wird (Seraphin, 1995; Cooper et al., 1995). Das Sm

Motiv dient wahrscheinlich der Protein-Protein-Interaktion und ermöglicht die

Assemblierung von Sm Motive enthaltenden Proteinen zu einem ringförmigen

Heptamer. Lsm Proteine interagieren miteinander und bilden eine Untereinheit des

U6 small nuclear ribonucleoprotein (snRNP) Komplexes, der beim prä-mRNA

splicing beteiligt ist. Mutationen in den Genen LSM2-8 führen dementsprechend

zu einem splicing Defekt, ausgelöst durch die Destabilisierung des U6 snRNA

Komplexes (Salgado-Garrido et al., 1999). Der Lsm2-7p Komplex hat aber noch

eine weitere Funktion. Zusammen mit Lsm1p scheint er am mRNA decapping

beteiligt zu sein. Deletionen von LSM1, LSM6 oder LSM7, oder Mutationen der

essentiellen Gene LSM2, LSM3, LSM4 oder LSM5 führen zu einer verminderten

mRNA Abbaurate (Tharun et al., 2000). Lsm1-7p werden also für einen effizienten

mRNA Abbau benötigt, vor allem für das decapping.

Die Kontrolle der mRNA Stabilität scheint ein wichtiger Kontrollpunkt in der

humanen Apoptose zu sein. Es gibt Hinweise auf eine Verbindung zwischen Lsm

Proteinen und Autoimmunerkrankungen bzw. Krebs (Schweinfest et al., 1997;

Stinton et al., 2004). Allerdings konnte bisher weder in Säuger- noch in Hefezellen

eine mechanistische Verbindung zwischen mRNA Stabilität und Apoptose

hergestellt werden.
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I.5 Zielsetzung

Die unausweichliche Frage bei der Erforschung des programmierten Zelltodes in

Saccharomyces cerevisiae ist: Welchen evolutionären Vorteil hat ein einzelliger

Organismus durch die Auslösung seines eigenen Todes. Ein Ziel dieser Arbeit war

es, aufzuklären, ob das Vorhandensein eines apoptotischen Programms der

Bäckerhefe einen Selektionsvorteil verschafft. Aus diesem Grund sollte der Zelltod

während des chronologischen Alterns näher charakterisiert werden, da dieser

unter physiologischen Bedingungen stattfindet und somit eventuell Hinweise auf

die physiologische Funktion der Apoptose in Hefe birgt.

Um die Apoptose in dem Modellorganismus S. cerevisiae zu etablieren, ist es

notwendig, konservierte Apoptosemechanismen herauszuarbeiten. Es wurde

schon gezeigt, dass viele Zelltodwege in S. cerevisiae von der Metacaspase

Yca1p vermittelt werden. Die Prozesse, die unterhalb von Yca1p das apoptotische

Signal weiterleiten und in der Folge zu den morphologischen Veränderungen in

der Zelle führen, sind dagegen noch weitgehend unbekannt und sollten im

Rahmen dieser Arbeit näher charakterisiert werden.

Die Klärung noch offener Fragen der Apoptoseforschung in Säugerzellen und die

Entdeckung und Charakterisierung neuer Zelltodmechanismen, die möglicher-

weise auf Säugerzellen übertragbar sind, sind Fernziele der Hefeapoptose-

forschung.

Beispielweise konnte in Hefe bereits eine Verbindung zwischen mRNA Stabilität

und Apoptose hergestellt werden. Über die Mechanismen, die bei einem gestörten

mRNA Stoffwechsel zur Initiation der Apoptose führen, ist aber weder im Säuger-

noch im Hefesystem genaueres bekannt. Hier könnte der Modellorganismus dazu

dienen erste Hinweise auf Mechanismen aufzudecken.
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II MATERIAL UND METHODEN

II.1 Geräte

Autoklav Ventilab S 3000 MMM, München
Elektroblotapparatur Multiphor II Amersham-Pharmacia, Freiburg
Elektrophoresekammern für Agarosegele
Mini-gele

Midi-Gele

Werkstatt des Physiologisch-
Chemischen Instituts, Tübingen
Biorad, München

Elektrophoresekammern für Proteingele
Hoefer SE 400 Serie
Mini-Protean 3 System

Amersham-Pharmacia, Freiburg
Biorad, München

Elektroporator 2510 Eppendorf AG, Hamburg
ELISA-Reader MR 5000 Dynatech Instruments, Torrance, USA
Entwicklermaschine SRX-101 Konica
FACS Calibur Becton Dickinson, USA
Geldokumentationssystem CS-1 Cybertech, Berlin
Mikroskope
Fluoreszenzmikroskop Axioskop 20
Fluoreszenzmikroskop BH-2 RFCA
Mikroskop Ortholux 2

Zeiss, Jena
Olympus, Japan
E. Leitz, Wetzlar

pH-Meter Knick, Berlin
Photokamera Modell c35AD-4 Olympus, Japan
Rotationsverdampfer Rotavapor R110 Büchi
Spektralphotometer Modell UV-120-01 Shimadzu
Sterilbank Modell ET 130 V Ehret Reinraumtechnik, Deutschland
Thermocycler Biorad, München
Transilluminator Vilber Lourmat, Frankreich
Zellzähler CASY1 DT Schärfe System, Deutschland
Zentrifugen
Tischzentrifuge 3200
Biofuge pico
Biofuge fresco
3K12 mit Rotor Nr. 11133
RC-5 Superspeed mit Rotor SS 34
Suprafuge 22 mit Rotor HFA 12.500

Eppendorf AG, Hamburg
Heraeus Christ, Osterode
Heraeus Christ, Osterode
Sigma, München
Sorvall
Heraeus Christ, Osterode
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II.2 Chemikalien und Kits

Alle Feinchemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von den Firmen

Amersham, AppliChem, Merck, Serva, ICN, Roche, Promega und Sigma bezogen.

Die Bestandteile für Kulturmedien wie Hefeextrakt, Bacto-Pepton, Bactotrypton

und Hefe-Stickstoffbase ohne Aminosäuren stammten von DIFCO (USA), Agar

von Otto Nordwald KG und die Aminosäuren für die Kulturmedien von AppliChem.

Molekulargewichtsstandards für Gelelektrophoresen sowie alle Enzyme für die

Molekularbiologie wurden von MBI Fermentas bezogen.

Alle Erstantikörper waren von Sigma, die POD gekoppelten sekundären Antikörper

von Biorad.

Kits zur Aufreinigung von DNA (Miniprep, Gelextraktion und CyclePure) wurden

von Peqlab bezogen.

II.3 Primer

In Tabelle 1 sind die für diese Arbeit verwendeten Oligonukleotid Primer aufge-

listet.

Name Sequenz
YPL095c_pESC
sense

5’–GATCGCGGCCGCATGTTTCGCTCGGGTTACTATCCAA
CTGTC–3’

YPL095c_pESC
antisense

5’–GATCGCGGCCGCTAAAACTAACTCATCAAAGCTGCCC
AAGAAC–3’

YCA1_pESC
sense

5’–CACTGAATTCATGAAGATGAGCCTCGAAG–3’

YCA1_pESC
antisense

5’–CACTGCGGCCGCCATAATAAATTGCAGATTTACGTC–3’

AIF1_pQE-60
sense

5’–CATGCCATGGCATTAACACAAAGAACATAG–3’

AIF1_pQE-60
antisense

5’–CATGAGATCTTTTTTTGAATAAAGGTTCCATTTTG–3’

delt_YCA1
sense

5’–ATAGGAGCCAAAAATATGAAGATGAGCCTC
GAAGTTTATCCAGCTGAAGCTTCGTACGC–3’

delt_YCA1
antisense

5’–CTACATAATAAATTGCAGATTTACGTCAATAG
GGTGTGCATAGGCCACTAGTGGATCTG–3’

FLAG ANTI 5’–CGTCATCCTTGTAATCCAT–3’
kangegen 5’–GGACGAGGCAAGCTAAACAG–3’
Tabelle 1: Verwendete Oligonukleotid-Primer (bezogen von MWG).
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II.4 Verwendete Organismen

II.4.1 E. coli

Alle molekularbiologischen Arbeiten wurden in dem E. coli Stamm DH5  (F-,

80dlacZ M15, endA1, recA1, hsdR17 (rk
-,mk

+), supE44, thi-1, gyrA96, relA1,

(lacZYA-argF)U169, -) durchgeführt.

Zur rekombinanten Expression von Proteinen wurde der E. coli Stamm M15

[pREP4] (Qiagen) verwendet. Plasmide in diesem Stamm sind gekennzeichnet.

Tabelle 2 listet die in dieser Arbeit verwendeten E. coli Stämme und ihre Plasmide

auf.

Stamm Plasmid Referenz
pFM126 M15 [pREP] KanR Qiagen
pKF899 pQE60; AmpR; ColE1 Origin;

T5 Promoter/lac Operator; T5 His6 tag;
Lambda t0 Terminator rrnB T1 Terminator

Qiagen

pFM128 M15 [pREP] KanR [pQE60-AIF1] AmpR diese Arbeit
pFM13 pESC-LEU: LEU2; AmpR; f1 Origin; pUC Origin;

2  Origin
GAL10 Promoter; FLAG tag; ADH1 Terminator
GAL10 Promoter; c-myc tag; CYC1 Terminator

Stratagene

pFM16 pESC-HIS: HIS3; AmpR; f1 Origin; pUC Origin;
2  Origin
GAL10 Promoter; FLAG tag; ADH1 Terminator
GAL10 Promoter; c-myc tag; CYC1 Terminator

Stratagene

pKF784 pUG6; AmpR; f1 Origin; loxP-kanMX4-loxP;
TEF2 Promoter; TEF2 Terminator

Güldener et al.,
1996

pFM21 pESC-HIS-YCA1-FLAG diese Arbeit
pFM46 pESC-LEU-YPL095c-FLAG diese Arbeit
pFM48 pESC-HIS-AIF1-FLAG Wissing et al.,

2004
YEp351 LEU2; 2  Origin; AmpR Hill et al., 1986
pFW300 YEp351-YAP1 Wendler et al.,

1997
Tabelle 2: Verwendete E. coli Stämme und Plasmide.
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II.4.2 S. cerevisiae

In Tabelle 3 sind die in dieser Arbeit verwendeten Hefestämme aufgelistet.

Stamm Stamm-
bezeichnung

Genotyp Referenz

KFY159 DBY2068 Mat a; ura3-52; leu2-3,112; his4-
619 (S288C)

D. Botstein

KFY715 BY4741 Mat a; his3 1; leu2 0; met15 0;
ura3 0

EURO-
SCARF

FMY540 W303 Mat a; ura3-52; trp1 2; leu2-
3,112; his3-11; ade2-1; can1-100

S. D.
Kohlwein

KFY729 BY4741 yca1 Mat a; his3 1; leu2 0; met15 0;
ura3 0; yca1::kanMX

EURO-
SCARF

FMY17 BY4741/
pESC-HIS-YCA1

Mat a; his3 1; leu2 0; met15 0;
ura3 0; pESC-HIS-YCA1

diese Arbeit

FMY29 BY4741/
pESC-HIS

Mat a; his3 1; leu2 0; met15 0;
ura3 0; pESC-HIS

diese Arbeit

FMY30 BY4741 ygl129c

pESC-HIS
Mat a; his3 1; leu2 0; met15 0;
ura3 0; ygl129c::kanMX; pESC-
HIS

diese Arbeit

FMY31 BY4741 ygl129c

pESC-HIS-YCA1
Mat a; his3 1; leu2 0; met15 0;
ura3 0; ygl129c::kanMX; pESC-
HIS-YCA1

diese Arbeit

FMY63 BY4741 ypl095c Mat a; his3 1; leu2 0; met15 0;
ura3 0; ypl095c::kanMX

EURO-
SCARF

FMY192 BY4741/
pESC-LEU

Mat a; his3 1; leu2 0; met15 0;
ura3 0; pESC-LEU

diese Arbeit

FMY193 BY4741 yca1/
pESC-LEU

Mat a; his3 1; leu2 0; met15 0;
ura3 0; yca1::kanMX; pESC-
LEU

diese Arbeit

FMY196 BY4741/
pESC-LEU-
YPL095c

Mat a; his3 1; leu2 0; met15 0;
ura3 0; pESC-LEU-YPL095c

diese Arbeit

FMY197 BY4741 yca1/
pESC-LEU-
YPL095c

Mat a; his3 1; leu2 0; met15 0;
ura3 0; yca1::kanMX; pESC-
LEU-YPL095c

diese Arbeit

FMY191 BY4741/
pESC-HIS-AIF1

Mat a; his3 1; leu2 0; met15 0;
ura3 0; pESC-HIS-AIF1

Wissing et
al., 2004

FMY149 YRP840 Mat a; ura3-52; trp1; leu2-3,112;
his4-539; cup1::LEU2(PM)

Hatfield et
al., 1996

FMY150 YRP1069
dcp1

Mat ; ura3-52; trp1; leu2-3,112;
cup1::LEU2(PM); lys2-201;
 dcp1::URA3

Roy Parker
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FMY152 YRP1346
dcp2

Mat a; ura3-52; trp1; leu2-3,112;
his4-539; cup1::LEU2(PM);
lys2-201; dcp2::TRP1

Dunckley
und Parker,
1999

FMY151 YRP1372
pat1

Mat a; ura3-52; trp1; leu2-3,112;
his4-539; cup1::LEU2(PM);
pat1::LEU2

Tharun et
al., 2000

FMY153 YRP1580
dhh1

Mat a; ura3-52; trp1; leu2-3,112;
his4-539; cup1::LEU2(PM); lys2-
201; dhh1::URA3

Coller et al.,
2001

FMY291 MCY4/
313Kllsm4 1

Mat ; ade1-101; his3 1; trp1-
289; ura3; LEU2-GAL1-SDB23;
pRS313/Kllsm4 1

Cristina
Mazzoni

FMY292 CML39-11A Mat a; ade1-101; his3 1; leu2;
ura3; trp1-289

Cristina
Mazzoni

FMY293 CML39-9A
yca1

Mat a; ade1-101; his3 1; leu2;
ura3; trp1-289; yca1::kanMX4

Cristina
Mazzoni

FMY294 CML39-8D
yca1/

313Kllsm4 1

Mat a; ade1-101; his3 1; leu2;
ura3; trp1-289; LEU2-GAL1-
SDB23; yca1::kanMX4;
pRS313/Kllsm4 1

Cristina
Mazzoni

Tabelle 3: In dieser Arbeit benutzte Hefestämme.

II.5 Puffer und Lösungen

Folgende Puffer wurden für verschiedene Methoden verwendet:

PBS 25 mM Kaliumphosphatpuffer; 0,9 % NaCl; pH 7,0

TE 10 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA; pH 8,0

TBS mM Tris/HCl; 150 mM NaCl; pH 7,6

TBS-T 10 mM Tris/HCl; 150 mM NaCl; 0,02 % Triton-X 100; pH 7,6

KPP 35 mM Kaliumphosphat-Puffer; 0,5 mM MgCl2; pH 6,8
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II.6 Stammhaltung und Kultivierung

II.6.1 Kulturmedien

LB-Medium 0,5 % Natriumchlorid
0,5 % Yeast Extract
1 % Bactotrypton

TB-Medium 1,2 % Bacto-tryptone
2,4 % Yeast Extract
0,4 % Glycerin
72 mM K2HPO4

17 mM KH2PO4

Vollmedium (YPD) 1 % Hefeextrakt
2 % Bacto-Pepton
4 % Glucose

Synthetisches Minimalmedium (SC) 0,17 % Stickstoffbase ohne Aminosäuren
0,5 % Ammoniumsulfat
2 % Glucose/Galactose
80 mg/l Histidin
200 mg/l Leucin
160 mg/l Uracil
30 mg/l alle anderen Aminosäuren und
Adenin

II.6.2 Flüssigkulturen

Flüssigkulturen von E. coli wurden in LB- oder TB-Medium mit dem ent-

sprechenden Antibiotikum bei 37 °C geschüttelt.

Kulturen von Saccharomyces cerevisiae wurden bei 30 °C in YPD oder einem

geeigneten SC Medium unter Schütteln angezogen.

II.6.2.1 Kultivierung in chronologischen Alterungsexperimenten

Zur Untersuchung des chronologischen Alterns wurden 10 ml Hefekulturen in 100

ml Schikanekolben in den entsprechenden SCD Medien oder YPD auf eine OD600

von 0,1 angeimpft und für einen längeren Zeitraum unter Schütteln kultiviert. Um

den Flüssigkeitsverlust bei längeren Experimenten zu minimieren, wurden

Silikonstopfen verwendet.
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II.6.2.2 Kultivierung von Wildtyp und Deletionsmutanten bei pro-

apoptotischen Stimuli

Die Zugabe von Apoptose-auslösenden Substanzen wie H2O2 erfolgte in der

frühen exponentiellen Wachstumsphase, da dort die Hefezellen besonders

suszeptibel sind. Dazu wurden Kulturen auf eine geringe Zelldichte (2-3 x 105

Zellen/ml) angeimpft, nach 2 bis 4 h mit den entsprechenden Substanzen versetzt.

Nach weiteren 2 bis 4 h wurden Überlebensplattierungen (II.8.1) durchgeführt.

II.6.2.3 Induktion der Überexpression von Genen

Zur Induktion der Überexpression von Genen unter einem Galactose Promoter

wurden Kulturen aus eine Vorkultur auf eine OD600 von 0,1 in SCD Medium

angeimpft und in der exponentiellen Wachstumsphase bei einer OD600 von 0,4 bis

0,6 auf SCG Medium überführt. Als zusätzlicher proapoptotischer Stimulus wurde

den Kulturen 0,4 mM H2O2 zugesetzt. Die vollständige Expression ist unter diesen

Bedingungen nach ca. 16 h erreicht.

II.6.3 Plattenkulturen

Plattenkulturen wurden für die Anzucht von Klonen (z.B. zur Selektion nach

Transformation mit rekombinanter DNA, Verdünnungsausstrich) und für die

Überlebensplattierung eingesetzt. Dabei wurden Platten für E. coli bei 37 °C,

Platten für S. cerevisiae bei 30 °C inkubiert. Außerdem dienten Plattenkulturen der

mittelfristigen Stammhaltung.

II.6.4 Dauerkulturen

Dauerkulturen dienten der langfristigen Stammhaltung und sind bei -80 °C über

Jahre hinweg haltbar. Zum Anlegen einer Dauerkultur wurden 500 l einer

Übernacht-Kultur mit 500 l 87 % (w/v) Glycerin (E. coli) bzw. 500 l 50 % (w/v)

Glycerin (S. cerevisiae) gemischt und anschließend sofort bei -80 °C eingefroren.
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II.7 Molekularbiologische Methoden

Zur genetischen Manipulation von E. coli und S. cerevisiae wurden Standard-

methoden verwendet (Sambrook, 1989).

II.7.1 Agarosegele

Die Agarosegelelektrophorese wurde in 1-2 % Agarose in TAE (40 mM

Tris/Acetat; 1 mM EDTA; pH 8,0) durchgeführt. Zur Detektion der DNA wurde

0,001 % Ethidiumbromid zugesetzt, als Laufpuffer diente TAE. Die Elektrophorese

wurde bei 80V (Minigele) bzw. 120V (Midigele) durchgeführt, das Gel wurde

anschließend mit einem UV-Transilluminator ausgewertet und dokumentiert. Die

Abschätzung der DNA-Menge erfolgte durch Vergleich der Fluoreszenzintensität

der zu bestimmenden Bande mit dem DNA-Längenstandard.

II.7.2 PCR

PCRs wurden mit Produkten der Firma MBI Fermentas und Primern von MWG

durchgeführt. Ein typischer PCR Ansatz enthielt in 100 l einfach konzentrierten

PCR Puffer 200 M dNTPs, 1-3 mM MgCl2 (je nach Primer), je 1 pM Primer, 1-10

ng Template und 2,5 U Taq (rekombinant). Die Annealing Temperatur wurde so

gewählt, dass sie 4 °C unter der von MWG angegebenen Schmelztemperatur der

Primer lag. Die Elongationszeit wurde in Abhängigkeit von der Länge des Gens

variiert (1 min für 1000 bp). Nach 30 Zyklen folgte eine Elongation für 10 min. Um

PCR Produkte für Restriktionsverdaue weiter zu verwenden wurden sie mit

E.Z.N.A. Cycle Pure (Peqlab) aufgereinigt.

II.7.3 Restriktionsversdau und Dephosphorylierung

Restriktionsverdaue wurden mit Endonukleasen und den entsprechenden Puffern

der Firma MBI Fermentas durchgeführt.

Zur Generierung von sticky ends vor Ligationen wurden präparative Verdaue

(Ansatzgröße 20 l) mit 0,5 bis 3 g DNA und 10 U der entsprechenden Endo-

nukleasen in dem vom Hersteller empfohlenen Puffer für 3 h bei 37 °C inkubiert.
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Zur zusätzlichen Dephosphorylierung von Vektoren wurde nach 2 h 1 l alkalische

Phosphatase (shrimp, Promega, 1 U/ l) und 2,4 l des 10-fach Puffers zugegeben

und 1 h bei 37 °C inkubiert. Die Inaktivierung der Phosphatase erfolgte durch 15

min Inkubation bei 65 °C. Nach der Auftrennung der Fragmente im Agarosegel

konnte die DNA mittels Gelextraktion (E.Z.N.A Peqlab) isoliert und für Ligationen

eingesetzt werden.

Zur Restriktionsanalyse von Plasmiden wurde 1 g DNA mit 5 U der

entsprechenden Endonukleasen in einem Ansatzvolumen von 10 l 1h bei 37 °C

inkubiert und mittels Gelelektrophorese analysiert.

II.7.4 Ligation

Die Ligation von DNA-Fragmenten aus präparativen Restriktionsverdauen erfolgte

mit der T4 DNA-Ligase der Firma MBI Fermentas. Es wurden ca. 50–300 ng der

Vektor-DNA mit einem etwa dreifachen molaren Überschuss der zu klonierenden

DNA und 0,5 l Ligase (200 cohesive ligation U/ l) in 10 l des entsprechenden

Puffers 1 h bei RT oder 12 h bei 14 °C inkubiert. Nach Inaktivierung der Ligase (5

min; 65 °C) konnte der Ligationsansatz direkt transformiert werden.

II.7.5 Herstellung elektrokompetenter E. coli

Zur Herstellung elektrokompetenter E. coli wurden 100 ml Zellkultur in der

exponentiellen Wachstumsphase (OD600 0,4 -0,6) zentrifugiert (15 min; 5000 rpm;

4 °C), 2-mal in 50 ml ddH2O und einmal in 50 ml 10 % Glycerin gewaschen, das

Zellpellet in 200 l 10 % Glycerin resuspendiert und 50 l Aliquots in flüssigem

Stickstoff eingefroren.

II.7.6 Transformation in E. coli

Die Transformation von E. coli erfolgte meist durch Elektroporation. Dafür wurde

ein Aliquot kompetenter Zellen (II.7.5) auf Eis aufgetaut, mit 0,1-1 g Plasmid-DNA

oder 2-5 l einer Ligation gemischt und bei 1,6 kV in einer vorgekühlten Küvette

durch Elektroporation transformiert. Die Zellen wurden sofort in 1 ml LB- oder TB-
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Medium aufgenommen und zur Ausbildung der Antibiotikaresistenz für 60 min bei

37 °C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen auf die entsprechenden

Selektionsplatten ausplattiert.

II.7.7 Kolonien PCR in E. coli

Um den Erfolg von Klonierungen zu verifizieren wurde als erster Schritt eine

Kolonien PCR durchgeführt, wobei der sense Primer im zu klonierenden Gen und

der antisense Primer im Plasmid bindet. Die typische Ansatzgröße betrug 20 l mit

0,4 l Taq (1 U/ l), 2 l MgCl2 (25 mM), 2 l dNTPs (2 mM) und jeweils 20 pmol

Primer. Es wurde eine kleine Menge der E. coli Kolonie direkt zu dem Ansatz

gegeben. Zum Aufschluss der Zellen und zur Denaturierung der Plasmide wurde

zu Beginn der PCR 10 min bei 94 °C inkubiert. Das PCR Programm wurde der

Beschaffenheit der Primer und dem des Gens entsprechend angepasst

(Annealing: 4 °C unter TM der Primer, Elongation: 1000 bp/min).

II.7.8 Plasmid Präparation aus E. coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte mit dem E.Z.N.A Plasmid

Miniprep Kit I (Peqlab) nach den Angaben des Herstellers.

II.7.9 Transformation von S. cerevisiae

Die Transformation von S. cerevisiae erfolgte nach einem veränderten Protokoll

nach Gietz (Gietz, 1994). Eine exponentiell wachsende 50 ml Kultur wurde bei

OD600 0,4 - 0,6 geerntet (3 min, 5000 rpm), mit 10 ml dH2O gewaschen und in 2 ml

TE/LiAc (10 mM Tris/HCl, pH 8,0; 1 mM EDTA; 50 mM LiAc) resuspendiert. Nach

10 min Inkubation bei RT wurden 100 l der Zellsuspension mit ca. 1- 10 g (max

15 l) der zu transformierenden DNA, 10 l Heringssperma-ssDNA (10 mg/ml) und

700 l PEG/TE/LiAc (40 % PEG-4000; 10 mM Tris/HCl, pH 8,0; 1 mM EDTA; 100

mM LiAc) gemischt. Die Heringssperma-DNA wurde unmittelbar vor Gebrauch für

15 min auf 100 °C erhitzt und auf Eis abgekühlt. Nach 30 min Inkubation bei 30 °C

und Zugabe von 85 l DMSO (optional) wurden die Zellen durch einen 7 minütigen
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Hitzeschock bei 42 °C transformiert. Danach wurden die Zellen zentrifugiert (1

min, 13.000 rpm), mit 500 l TE gewaschen, in 100 l TE resuspendiert und auf

entsprechende Selektionsplatten ausplattiert. Bei der Transformation mit KanR-

Kassetten wurden die Zellen vor der Plattierung zur Ausbildung der Resistenz

noch 3 h in YPD geschüttelt.

II.7.10 Disruption von Genen in S. cerevisiae

Zur Herstellung von Disruptionsmutanten wurde die Methode von Güldener

(Güldener et al., 1996) verwendet. Das Plasmid pUG6 diente als Template für die

PCR der Disruptionskassetten. Die Primer wurden so gewählt, dass sie das zu

deletierende Gen flankieren. Nach der Fällung des PCR Produkts mit Ethanol

wurde die Kassette transformiert (II.7.9). Der Erfolg der Disruption wurde mittels

einer PCR von genomischer DNA (II.7.10) verifiziert.

II.7.11 Präparation genomischer DNA aus S. cerevisiae

Die Isolierung genomischer DNA aus Hefe wurde zur Verifizierung von

Disruptionsklonen und zur Gewinnung von Templates für Klonierungen eingesetzt.

Dazu wurden 5 ml einer Übernachtkultur durch Zentrifugation geerntet, mit 1 ml

dH2O gewaschen und das Pellet in 500 l Lysepuffer (100 mM Tris/HCl pH 8,0; 50

mM EDTA; 1 % SDS) resuspendiert. Nach Zugabe von 500 l Glasperlen wurde

für 2 min gevortext und die flüssige Phase in ein neues Eppi überführt. Danach

wurden 275 l 7 M Ammoniumacetat pH 7,0 zugegeben, gemischt, für 10 min bei

65 °C inkubiert und anschließend für 5 min auf Eis abgekühlt. Die Abtrennung der

Proteine erfolgte durch Zugabe von 500 l Chloroform. Anschließend wurde die

DNA aus der wässrigen Phase mit 1 ml Isopropanol für 5 min bei RT gefällt. Nach

Zentrifugation (5 min, 13.000 rpm) wurde das Pellet mit 1 ml 70 % Ethanol

gewaschen und nach dem Trocknen in 50-100 l ddH2O resuspendiert.
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II.7.12 Northern Hybridisierung

II.7.12.1 RNA-Präparation

Die Gewinnung von Gesamt-RNA aus Hefe erfolgte durch ‚Rneasy Mini Columns’

der Firma Qiagen und wurde laut ‚Rneasy Mini Handbook’ mittels enzymatischer

Lyse durchgeführt. Abweichend von dieser Beschreibung wurde die RNA nicht 2-,

sondern 3-mal mit 35 l von den Säulchen eluiert. Außerdem wurden pro

Säulchen jeweils 14-15 ml Zellkultur mit einer OD600 von 0,3- 0,4 eingesetzt.

II.7.12.2 RNA-Gelelektrophorese

Die RNA-Gelelektrophorese erfolgte in 1,2 %-igen Agarosegelen mit 1,2 M

Formaldehyd für 1-3 Stunden bei 60 V entsprechend der Anleitung des Qiagen

‚Rneasy Mini Handbooks’. Es wurden 20 g RNA pro Ansatz eingesetzt. Als

Kontrolle für das Auftragen der gleichen Mengen an RNA wurden die Banden der

26S- bzw. der 18S-rRNA im UV-Licht herangezogen.

II.7.12.3 Northern Blot

Der Transfer der RNA auf die Filtermembran erfolgte über Kapillartransfer

(Sandwich-Diffusionsblot) nach Standardvorschrift auf Nylonmembranen

(HybondTM-N, Amersham) über Nacht bei Raumtemperatur mit 20 x SSC (3 M

NaCl; 0,3 M Na-citrate, HCl, pH 7). Nach ungefähr 16 Stunden wurde der Filter

kurz in 2 x SSC gewaschen und die RNA in einem GS Gene Linker von Biorad mit

dem Programm C3 fixiert. Die Membranen wurden dann entweder sofort für die

Hybridisierung verwendet oder noch einmal in 2 x SSC gewaschen, in einen

Plastikbeutel eingeschweißt und bei 4 °C gelagert.

II.7.12.4 Herstellung radioaktiv markierter Sonden mittels „random

priming“

100-500 ng der zu markierenden DNA wurden mit ddH2O auf 11,5 l aufgefüllt.

Die DNA wurde 5 Minuten bei 95 °C denaturiert und auf Eis gelagert.

Anschließend wurden 2,5 l Hexanukleotidgemisch (10 x), 2,5 l random priming-

Puffer (10 x), 2 l Klenow-Polymerase (2 Units/ l) und 5 l -markiertes P32-dATP

(mit einer spezifischen Aktivität von 3000 oder 6000 Ci/mmol) der Firma
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Amersham zugesetzt. Der Ansatz wurde kurz abzentrifugiert und mindestens 3

Stunden im 37 °C Heizblock inkubiert.

II.7.12.5 Hybridisierung mit radioaktiv markierten Sonden und

Entwicklung

Die Membranen wurden mit 50 ml Hybridmix NaPi (0,5 M Na2HPO4, pH 7,2; 1 mM

EDTA; 7 % SDS; 1 % BSA; 100 g/ml Heringssperma DNA) überschichtet und bei

68 °C über Nacht mit 50 - 100 l radioaktiv markierter, denaturierter Sonde

hybridisiert. Die hybridisierten Membranen wurden einmal für 20 Minuten mit 50 ml

Pi-Wash (40 mM Na2HPO4; pH 7,2; 1 % SDS) und zweimal für 20 Minuten mit 25-

50 ml Pi-Wash bei 68 °C gewaschen. Anschließend wurden die Membranen mit

Klarsichtfolie umhüllt. Die umhüllten Membranen wurden in eine Entwickler-

Kassette gelegt, beidseitig mit einem Röntgenfilm bedeckt und für 1-48 Stunden

(Sonden-abhängig) bei -70 °C exponiert.

II.7.12.6 Strippen

Das Strippen wurde mit 1 %-igem SDS durchgeführt. Die hybridisierten

Membranen wurden dreimal für 20 Minuten bei mindestens 68 °C gewaschen.

Entweder wurde die gestrippte Membran sofort wieder verwendet oder noch

einmal in 2 x SSC gewaschen, in einen Plastikbeutel eingeschweißt und bei 4 °C

gelagert.
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II.8 Zellbiologische Methoden

II.8.1 Überlebensplattierung

Um die Anzahl lebender Hefezellen in einer Kultur zu bestimmen wurde die

Zellzahl einer Kultur mit dem Zellzähler CASY 1 in CASYton (0,9 % NaCl; 0,1 mM

EDTA, pH 8,0) gemessen. Nach geeigneten Verdünnungsschritten wurden 500

Zellen auf YPD Platten ausplattiert. Nach 2 Tagen Inkubation bei 28 °C konnte die

Überlebensrate anhand der colony forming units (CFU) bestimmt werden.

II.8.2 Kompetitives Überlebensassay

Zwei bis auf ein Gen und einem das Gen ersetzenden Marker (KanR) isogene

Stämme wurden getrennt von einander aus einer Vorkultur auf OD600 von 0,1

angeimpft. Nach 6 Stunden wurden jeweils 1 x 108 Zellen von beiden Stämmen in

einem Kolben gemischt. Durch Überlebensplattierung auf YPD und YPD-Geneticin

(200 mg/l) Platten konnte sowohl die Zahl aller überlebenden Zellen, als auch die

Anzahl der überlebenden Mutanten mit Geneticin Resistenz bestimmt werden. Die

Differenz aus beiden ergibt die CFU des Wildtyps.

II.8.3 Fixierung von Hefezellen

Zur Immobilisierung fixierter Zellen werden Polylysin beschichtete Objektträger

benötigt. Die Objektträger wurden nacheinander in wässriger Detergenzlösung, in

deionisiertem Wasser und schließlich in Ethanol gewaschen. Auf die getrockneten

Fenster wurden jeweils 25 l 0,1 % Polylysinlösung aufgetragen, 30 bis 60 min

inkubiert, die Lösung wieder abgesaugt und die beschichteten Objektträger

getrocknet. Die Objektträger können bei 4 °C gelagert werden.

1 x 107 Zellen einer Kultur wurden geerntet (1 min; 13.000 rpm), mit 500 l Puffer

B (35 mM Kaliumphosphat-Puffer; 0,5 mM MgCl2; pH 6,8) gewaschen und in 1 ml

Puffer B resuspendiert. Die Fixierung erfolgte nach Zugabe von 120 l 37 %

Formaldehyd 1 h bei RT. Danach wurden die Zellen 3-mal in Puffer B+S (1,2 M

Sorbitol; 35 mM Kaliumphosphat-Puffer; 0,5 mM MgCl2; pH 6,8) gewaschen, in

330 l Puffer B+S aufgenommen, mit 5 l Lyticase (1000 U/ml in PBS, Sigma) und
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20 l -Glucuronidase / Arylsulfatase (14 U/ml, Roche) versetzt und zur Sphäro-

plastierung 2 h bei 30 °C inkubiert. Die Sphärplastierung von gealterten Zellen

erfolgte mit 40 l Lyticase und 30 l -Glucuronidase / Arylsulfatase. Danach

wurden die Sphäroplasten in 500 l Puffer B+S gewaschen (3 min; 2000 rpm), in

60 l Puffer B+S resuspendiert und 30 l der Zellsuspension auf Polylysin

beschichtete Objektträger aufgetragen. Nach 15 bis 30 min wurde die Flüssigkeit

abgesaugt, die Objektträger getrocknet und bei 4 °C aufbewahrt.

II.8.4 TUNEL Test

Zur Detektion von fragmentierter DNA im TUNEL Test (terminal deoxynucleotidyl

transferase-mediated dUTP nick end labeling) wurde das ‚In Situ Cell Death

Detection Kit’ (Roche) verwendet. Durch Nukleasen entstandene freie 3´-OH-

Gruppen werden durch die terminale Desoxynukleotidyltransferase mit

Fluorescein gekoppeltem dUTP markiert, welches wiederum durch einen

Peroxidase gekoppelten Antikörper erkannt werden kann.

Die TUNEL Färbung wurde an auf Objektträgern fixierten Zellen (II.8.3)

durchgeführt. Diese wurden 2-mal mit PBS gewaschen und zur Zerstörung der

endogenen Peroxidaseaktivität 30 min mit 0,3 % H2O2 in Methanol inkubiert. Nach

2-maligem Waschen mit PBS wurden die Zellen durch Inkubation mit

Permeabilisierungslösung (0,1 % Triton X-100; 0,1 % Natriumcitrat) für 2 min auf

Eis permeabilisiert. Anschließend wurde erneut 2-mal mit PBS gewaschen und mit

10 l TUNEL-Reaktionsmix (25 mM Tris/HCl; 200 mM Na-Kakodylat; 5 mM CoCl;

10 mM FITC-markiertes dUTP; 200 U/ml T4 Terminale Desoxynukleotidyl-

transferase) 1h bei 37 °C in einer Feuchtkammer inkubiert. Danach wurde 3-mal

mit PBS gewaschen, 10 l ‚Converter-POD’ aufgetragen und 30 min bei 37 °C in

einer Feuchtkammer inkubiert. Überschüssiges Reagenz wurde durch 3-maliges

Waschen mit PBS entfernt und die Farbreaktion durch Applikation von 30 l DAB-

Substratlösung (‚DAB Substrate/Metal enhanced’ 1:10 in ‚Peroxidpuffer’ verdünnt,

Roche) gestartet. Die Reaktion wurde nach 15 min durch Absaugen des Substrats

und Waschen mit PBS gestoppt. Die getrockneten gefärbten Zellen wurden mit

Kaiser-Gelatine eingedeckelt und im differentiellen Phasenkontrast mikroskopiert.
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II.8.5 DAPI Färbung

Um die Kernmorphologie von Zellen mikroskopisch zu untersuchen kann die DNA

mit Diaminophenolindol (DAPI) angefärbt werden.

Hierzu wurden fixierte Zellen (II.8.3) 2-mal mit PBS gewaschen und danach mit 30

l DAPI-Lösung (1 g/ml in PBS, Sigma) 15 min bei RT in der Dunkelheit inkubiert.

Um die Hintergrundfluoreszenz zu minimieren wurde danach 6-mal mit PBS

gewaschen, anschließend Kaiser-Gelatine aufgetragen und ein Deckglas auf-

gelegt.

II.8.6 DHR Färbung

Dihydrorhodamin 123 (DHR) dient zum Nachweis reaktiver Sauerstoffspezies

(ROS). Es ist ein membrangängiger Farbstoff der durch ROS zu Rhodamin 123

oxidiert wird. Zellen mit erhöhtem Sauerstoffstress lassen sich so anfärben und

können fluoroszenzmikroskopisch ausgewertet werden.

Ein 1 ml Aliquot einer Kultur wurde mit 2 l DHR-123-Lösung (2,5 mg/ml in

Ethanol, Sigma) versetzt und für 2 Stunden bei 30 °C geschüttelt. Danach wurden

die Zellen zentrifugiert (1 min; 13.000 rpm), der Überstand abgesaugt, die Zellen

im Rest Medium resuspendiert und unter dem Fluoreszenzmikroskop analysiert.

II.8.7 Annexin V Färbung

Um die Externalisierung von Phosphatidylserin als frühen apoptotischen Marker zu

untersuchen, wurden Annexin V Färbungen (Apo Alert Annexin V Apoptosis Kit,

Clontech) durchgeführt.

1 x 107 Zellen einer Kultur wurden geerntet (1 min; 13.000 rpm), mit 500 l Puffer

B+S (1,2 M Sorbitol; 35 mM Kaliumphosphat-Puffer; 0,5 mM MgCl2; pH 6,8)

gewaschen und zur Späroplastierung in 330 l Puffer B+S mit 5 l Lyticase (1000

U/ml in PBS, Sigma) und 20 l -Glucuronidase / Arylsulfatase (14 U/ml, Roche)

versetzt und 2 h bei 30 °C inkubiert. Danach wurden die Sphäroplasten in 500 l

Puffer C+S (1,2 M Sorbitol; 10 mM HEPES/NaOH, pH 7,4; 140 mM NaCl; 2,5 mM

CaCl2) gewaschen und in 20 bis 50 l Puffer C+S resuspendiert. 10 l dieser
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Suspension wurden mit 2 l ‚FITC-Annexin V’ und 1 l Propidiumiodid (1:30 in

Puffer C) versetzt, 30 min bei RT im Dunkeln inkubiert und unter dem

Fluoreszenzmikroskop analysiert. Die Kofärbung mit Propidiumiodid wird zur

Überprüfung der Zellmembranintigrität durchgeführt.

II.8.8 In-vivo Caspase Aktivitätsassay

Die Messung der Caspaseaktivität mit CaspACETM (Promega) beruht auf der

Bindung des membrangängigen FITC-VAD-fmk als Substratanalogon im

katalytischen Zentrum aktivierter Caspasen. Durch die durchflußcytometrische

Messung der Fluoreszenzintensität kann der Prozentsatz von Zellen mit aktiven

Caspasen bestimmen werden.

Es wurden 5 x 106 Zellen mit 1 ml PBS gewaschen, in 200 l FITC-VAD-fmk

(1:1000 in PBS) resuspendiert und 20 min bei 30 °C inkubiert. Danach wurden die

Zellen mit 500 l PBS gewaschen, in 200 l PBS aufgenommen und im FACS

Calibur bei einer Anregungswellenlänge von 488 nm und Emissionswellenlänge

von 525-550 nm (Filter FL1) quantifiziert.
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II.9 Proteinbiochemische Methoden

II.9.1 Gewinnung von Rohextrakten aus S. cerevisiae

II.9.1.1 Chemische Lyse

Nach der Messung der OD600 einer Hefekultur wurde ein Volumen, das 3 OD600

entsprach, abgenommen, durch Zentrifugation geerntet, mit 1 ml dH2O gewaschen

und zur Lyse in 150 l Lysepuffer CL (1,84 M NaOH; 7,5 %  - Mercaptoethanol)

10 min auf Eis inkubiert. Die Fällung der Proteine erfolgte durch Zugabe von 150

l 55 % TCA und 10 minütiger Inkubation auf Eis. Danach wurde für 10 min bei

13.000 rpm zentrifugiert und das Pellet in 300 l Harnstoff-Ladepuffer (200 mM

Tris/HCl pH 6,8; 8 M Harnstoff; 5 % SDS; 1 mM EDTA; 0,1 % Bromphenolblau als

pH-Indikator; 15 mM DTT) aufgenommen. Falls die Pufferkapazität des

Ladepuffers nicht ausreichte, wurde 1-3 l einer untitrierten 1 M Tris-Lösung bis

zum Farbumschlag zugegeben. Die Suspension wurde für 10 min auf 65 °C erhitzt

und anschließend 5 min bei 13.000 rpm zentrifugiert, um Zelltrümmer abzu-

trennen. Es wurden 30 l des Überstandes unmittelbar für die Gelelektrophorese

eingesetzt.

II.9.1.2 Glasperlenaufschluss

Um aus Hefe Rohextrakte für die Immunopräzipitation oder Immunoblots mit

definierten Proteinmengen zu erhalten, wurde ein Glasperlenaufschluss durch-

eführt, wobei unterschiedliche Lysepuffer verwendet wurden: Immunoblot Lyse-

puffer IBL (20 mM HEPES, pH 7,4; 84 mM KCl; 10 mM MgCl2; 0,2 mM EDTA; 0,2

mM EGTA; 0,5 % NP-40; Zugabe unmittelbar vor Gebrauch: 1 mM PMSF; 1 mM

DTT; 1 g/ml Leupeptin; 1 g/ml Pepstatin; 5 g/ml Aprotinin) und Immuno-

präzipitation Lysepuffer CPL (50 mM Tris/HCl pH7,4; 150 mM NaCl; 1 % Triton X-

100; Zugabe unmittelbar vor Gebrauch: 1 mM DTT; 1 g/ml Leupeptin; 1 g/ml

Pepstatin; 5 g/ml Aprotinin; alle Protease-Inhibitoren von Sigma). Die Zellen

wurden durch Zentrifugation (3 min; 5000 rpm) geerntet, in 300 l Lysepuffer

aufgenommen und in dickwandige Reagenzgläser überführt. Nach einer erneuten

Zentrifugation (5 min; 5000 rpm) wurde der Überstand entfernt und etwa das

doppelte Volumen Glasperlen zugegeben. Der Aufschluss erfolgte durch 3-5 min
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vortexen. Danach wurde das Rohextrakt direkt in 500 l Lysepuffer aufgenommen

und die Glasperlen und Zelltrümmer durch mehrmalige Zentrifugation entfernt (10

min; 13.000 rpm; 4 °C). Der Proteingehalt der Proben wurde durch Bradford Assay

bestimmt. Dazu wurden 5-20 l des 1:10 verdünnten Rohextrakts mit 700 l

‚Bradford working buffer’ (425 ml destilliertes Wasser; 15 ml 95 % Ethanol; 30 ml

88 % H3PO4; 30 ml Bradfordstammlösung; Stammlösung: 100 ml 95 % Ethanol;

200 ml 88 % H3PO4; 350 mg Serva Blau G-250) versetzt und im ELISA-Reader bei

595 nm die Extinktion bestimmt.

II.9.2 SDS-PAGE

Die diskontinuierliche Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) wurde verändert

nach der Methode von Lämmli durchgeführt (Laemmli, 1970). Gele wurden

entweder als Midigele (Hoefer) oder als Minigele (Biorad) gegossen. Als Trenngel

wurden 8-12 % Acrylamid in 250 mM Tris/HCl, pH 8,8; 0,2 % SDS; 0,32 % N,N´-

Methylenbisacrylamid; 0,1 % APS (Ammoniumperoxodisulfat); 0,01 % TEMED

(N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin) verwendet. Das Sammelgel bestand aus

250 mM Tris/HCl pH 6,8; 0,2 % SDS; 5 % Acrylamid; 0,13 % N,N´-Methylenbis-

acrylamid; 0,1 % APS; 0,01 % TEMED. Die Proben wurden mit 6 x Lämmli

Auftragspuffer (375 mM Tris/HCl, pH6,8; 25,8 % Glycerin; 12,3 % SDS; 600 g/ml

Bromphenolblau; 60 l/ml -Mercaptoethanol) versetzt und 15 min auf 100 °C

erhitzt. Nach dem Auftragen der Proben wurde das Gel in Laufpuffer (25 mM

Tris/HCl, pH 8,3; 192 mM Glycin; 0,2 % SDS) bei 40 V über Nacht (Midigele) oder

bei 200 V für ca. 1 h (Minigele) laufen gelassen.

II.9.3 Coomassie Färbung von SDS Gelen

Zur Coomassie Färbung wurde das Gel für 3-mal 30 sec in Färbelösung (0,5 - 1,0

% Coomassieblue; 40 % Methanol; 10 % Eisessig) in der Mikrowelle erhitzt und

anschließend in Entfärbelösung (40 % Methanol; 10 % Eisessig) so lange ge-

schüttelt, bis die Banden deutlich sichtbar und keine Hintergrundfärbung mehr zu

sehen war.
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II.9.4 Immunoblots

Um die Expression von Proteinen im Immunoblot nachzuweisen, wurden die

Proben im SDS-PAGE aufgetrennt und durch Semidry-Blot auf Nitrocellulose-

Membranen (Hybond-ECL, Amersham) überführt. Der Transfer erfolgte bei einer

konstanten Stromstärke von 400 mA (Midigel) bzw. 200 mA (Minigel). Zuvor waren

sowohl das Whatman Papier als auch die Membran in Blotpuffer (20 mM Tris; 150

mM Glycin; 0,05 % SDS; 20 % Methanol) getränkt worden. Um den Transfer zu

überprüfen, wurden die Membranen in Ponceau S Lösung (0,1 % Ponceau S in 5

% Essigsäure) gefärbt. Die Membranen wurden 1 h mit 5 % Milchpulver in TBS-T

geblockt, 3 - 6-mal mit TBS-T gewaschen, 1 h mit dem ersten Antikörper inkubiert

(siehe Tabelle 4), anschließend 6-mal mit TBS-T gewaschen und 1 h mit dem

sekundären, Peroxidase gekoppelten Antikörper inkubiert (siehe Tabelle 4). Nach

gründlichem Waschen (3 x kurz, 3 x 15 min) mit TBS-T wurde die Membran mit

dem ECL System entwickelt. Dazu wurden 5 ml ECL Lösung (100 mM Tris/HCl,

pH 8,5; 2,5 mM Luminol; 0,4 mM Cumarinsäure) mit 10 ml ddH2O und 6 l H2O2

versetzt, die Membran darin für 1 min inkubiert, in Folie eingeschweißt und für 30

sec bis 20 min ein Film (ECL, Amersham) aufgelegt und dieser in einer

Entwicklermaschine entwickelt.

Antikörper Konzentration Bezugsquelle

 - FLAG; Monoklonal; Maus 1 g/ml Sigma

 - His6; Monoklonal; Maus 0,5 g/ml Sigma

Peroxidase gekoppelter  - Maus

Zweitantikörper

1:4000 Biorad

Tabelle 4: Verwendete Antikörper.

II.9.5 His6-Tag Aufreinigung von rekombinantem Aif1p

AIF1 wurde in E. coli Expressionsvektor pQE-60 (Qiagen) kloniert und in E. coli

Expressionsstamm M15 (Qiagen) transformiert. Nach Expression erfolgte die

Aufreinigung unter denaturierenden Bedingungen nach dem Qiagen Protokoll

‚QIAexpressionist’. 200 ml LBAmp/Kan wurden mit 10 ml einer Vorkultur beimpft und
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die Genexpression durch Zugabe von 1mM IPTG bei einer OD600 von 0,5

induziert. 5 h nach der Induktion wurden die Zellen geerntet (20 min; 4000 g) und

in 10 ml Lysepuffer B (100 mM NaH2PO4; 8 M Harnstoff; 10 mM Tris/NaOH, pH

8,0) resuspendiert. Die Zelllyse erfolgte durch 6 x 10 Sekunden Ultraschall im

Eisbad und 30 min Inkubation bei RT. Die Zelltrümmer wurden durch

Zentrifugation (20 min; 10.000 rpm) abgetrennt. Der Überstand wurde mit 4 ml Ni-

NTA beads (Qiagen) 1h bei RT rotiert. Anschließend wurde der Ansatz auf 2

Säulchen verteilt, 3-mal mit je 8 ml Waschpuffer C (100 mM NaH2PO4; 8 M

Harnstoff; 10 mM Tris, pH 6,3) gewaschen, 3-mal mit je 1 ml Elutionspuffer D (100

mM NaH2PO4; 8 M Harnstoff; 10 mM Tris, pH 5,9) und 7-mal mit je 2 ml

Elutionspuffer E (100 mM NaH2PO4; 8 M Harnstoff; 10 mM Tris, pH 4,5) eluiert.

Alle Elutionsfraktionen, die das gereinigte Aif1p enthielten wurden gepoolt. Die

Renaturierung wurde durch Dialyse gegen 1 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 50 mM

Glycin, 0,1 % NP-40, 150 mM NaCl, 10 % Glycerin und 50 mM HEPES pH 7,9

erreicht. Danach wurde das gereinigte Aif1p mit Centriprep YM-30 (Millipore)

aufkonzentriert (1,5 h Zentrifugation; 1.500 g; 4 °C) und bei -80 °C gelagert.

II.9.6 Immunopräzipitation

Die Immunopräzipitation wurde zur Reinigung von Proteinen aus S. cereviviae

verwendet. Dazu wurden FLAG-Epitop markierte Proteine für 12-20 h in Hefe

exprimiert (pESC-Vektoren) und der pull-down mit -FLAG Agarose ( -FLAG M2

affinity gel, Sigma) aus Rohextrakten (II.9.1.2) durchgeführt. Als erstes musste die

-FLAG Agarose durch 2-maliges Waschen mit TBS (50 mM Tris/HCl pH 7,4; 150

mM NaCl) equilibriert werden (5 s; 10.000 rpm; 4 °C). Danach wurden 8-10 mg

Protein aus Rohextrakten mit 40 l -FLAG Agarose in 1 ml Lysepuffer IPL

(II.9.1.2) für 2 h bei 4 °C rotiert. Nach 3-maligem Waschen mit 500 l TBS wurden

die präzipitierten Proteine mit 100 ml Puffer E (100 mM Glycin, pH 2,6) eluiert, die

Agarosebeads durch Zentrifugation abgetrennt und das Eluat durch Zugabe von 5

l 1M Tris (pH 9) neutralisiert. Aliquots vom Rohextrakt, dem ersten Waschschritt,

den in Lämmli-Puffer aufgekochten Agarosebeads und dem Eluat wurden in der

SDS-PAGE aufgetrennt.
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II.9.7 DNase Assay

1 g Plasmid (pYES2, Invitrogen) wurde zusammen mit rekombinantem Aif1p

(II.9.5) oder BSA (Kontrolle) und mit oder ohne 2 mM MgCl2/CaCl2 für 30 min bei

30 °C inkubiert. Zur Kontrolle wurde rekombinantes Aif1p für 10 min auf 100 °C

erhitzt. 16 g rekombinantes Aif1p wurde zu gereinigten Kernen (200 g Protein)

gegeben und bei 30 °C inkubiert. Danach wurde die genomische DNA durch Lyse

der Kerne in 1 % SDS, 1 % Triton-X-100, 50mM NaCl, 50 mM MES, pH 6,4 und

0,66 g Proteinase K für 2 h, darauf folgende Phenol/Chloroform Extraktion und

Ethanolfällung isoliert. Durch 1 h Inkubation in 1 mg/ml RNase in TE wurde die

RNA entfernt. Alle Proben wurden durch Agarosegelelektrophorese sichtbar

gemacht.

II.9.8 Gewinnung von Sekreten

Um Sekrete von Hefezellen zu isolieren wurden 4 l Kultur nach einem Wachstum

von 2 bis 8 Tagen abzentrifugiert (12 min., 8000 rpm), 3-mal in 1 l ddH2O

gewaschen und in 4 l ddH2O resuspendiert. Danach wurden die Zellen weitere 3

Tage geschüttelt und die Zellen vom Überstand durch 2-malige Zentrifugation (12

min., 8000 rpm) und Sterilfiltrieren getrennt (Porengröße 0,22 m). Der Überstand

wurde im Rotationsverdampfer konzentriert, und danach lyophilisiert.

Durchschnittlich wurden 0,6 g Sekrete aus 4 l Kulturvolumen gewonnen. Die

Sekrete wurden in einer Konzentration von 200 mg/ml in ddH2O gelöst.



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 43

III ERGEBNISSE UND DISKUSSION

III.1 Chronologisches Altern als physiologischer

Apoptosestimulus

Bei der Hefe werden zwei Formen des Alterns unterschieden: chronologisches

und replikatives Altern. Replikatives Altern beschreibt den Alterungsprozess einer

individuellen Zelle. Da Saccharomyces cerevisiae sich asymmetrisch teilt, kann

man zwischen Mutter- und Tochterzelle unterscheiden, nur die Mutterzelle trägt

einen Chitinring von der Abknospung als ‚Geburtsnarbe’. Einzelne Zellen können

sich zwischen 20 und 30 Mal teilen, bevor sie in einem apoptotischen Prozess

sterben (Laun et al., 2001). Im Gegensatz dazu ist chronologisches Altern als

Alterungsprozess einer Kultur in der postdiauxischen Phase definiert. Wenn die

Nahrungsressourcen knapp werden stoppt die Zellteilung und es wurde schon von

V.D. Longo gezeigt, dass die Zellen in dieser Phase zu einem großen Teil

absterben (Longo et al., 1996).

III.1.1 Hefezellen sterben während des chronologischen Alterns

mit einem apoptotischen Phänotyp

Um das chronologische Altern und die zeitliche Kinetik des Absterbens näher zu

untersuchen wurden Wildtyp Zellen (KFY159) in Minimalmedium kultiviert und der

Prozentsatz lebender Zellen durch Plattierungen bestimmt.

Abb. 9: Überlebenskurve chronologisch alternder

Wildtyp-Hefen.

Wildtyp KFY 159 wurde in Minimalmedium chronolo-

gisch gealtert und das Überleben mittels Überlebens-

plattierung bestimmt (100 % ist die Anzahl der

plattierten Zellen).
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Die Überlebensrate von chronologisch alternden Hefezellen auf Minimalmedium

nimmt zwischen dem fünften und zehnten Tag stark ab (Abb. 9). Nach 25 Tagen

gibt es nur noch vereinzelt überlebende Zellen. Unterschiedliche Wildtypen zeigen

eine differierende zeitliche Kinetik: BY4741 stirbt deutlich früher als die beiden

anderen untersuchten Wildtypen S288C und W303 (Abb. 10).

Abb. 10: Überlebenskurven verschiede-

ner Wildtyp-Hefen im chronologischen

Altern.

(100 % ist die Anzahl der plattierten Zel-

len).

Der apoptotische Zelltod ist durch typische morphologische Veränderungen

definiert. Unter anderem kommt es zu einer Fragmentierung der DNA, zu

Chromatinkondensation und Chromatinmargination, d.h. das Chromatin kon-

densiert an der Kernmembran, und schließlich zur Kernfragmentierung (Kerr et al.,

1972). Um zu untersuchen, ob die kernspezifischen Marker der Apoptose beim

Zelltod im chronologischen Altern auftreten, wurden mit exponentiell wachsenden

und sechs Tage gealterten Wildtyp-Hefen (BY4741) TUNEL und DAPI Färbungen

durchgeführt.

Abb. 11: Chronologisch alternde Hefen zeigen DNA-

Strangbrüche und Chromatinkondensation.

Zellen von exponentiell wachsenden und sechs Tage

gealterten Wildtyp-Hefen (BY4741) wurden fixiert und mit

TUNEL-Reagenz (DNA-Strangbrüche) und DAPI

(Chromatinkondensation) gefärbt. Balken 5 m.
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Lichtmikroskopische Aufnahmen des TUNEL Tests zeigen ca. 80 % tiefschwarz

gefärbte Zellkerne bei sechs Tage alten Zellen, d.h. die Kern-DNA ist zu diesem

Zeitpunkt stark fragmentiert (Abb. 11). Im Gegensatz dazu zeigen exponentiell

wachsende Hefen keine Färbung (Abb. 11). In der DAPI Färbung sieht man bei

den exponentiell wachsenden Wildtyp-Hefen einen runden gesunden Zellkern, bei

gealterten Hefen kondensiert das Chromatin halbmondförmig an der Kern-

membran. In 20 % der Zellen ist der Zellkern fragmentiert (Abb. 11).

Ein früher Marker der Apoptose ist die Externalisierung von Phosphatidylserin, die

mittels Annexin V Färbung sichtbar gemacht werden kann (Martin et al., 1995).

Um sicherzustellen, dass die Zellmembran intakt ist, wurde mit einer

Propidiumiodid (PI)-Kofärbung die Zellintigrität kontrolliert. Sechs Tage chrono-

logisch gealterte Hefen zeigen bei 20 % der Zellen eine positive Annexin V

Färbung bei negativer PI Kontrolle (Abb. 12). Etwa 10 % der Zellen lassen sich mit

beiden Farbstoffen anfärben, diese Zellen sind geplatzt und akkumulierten

Annexin V unspezifisch (nicht gezeigt).

Abb. 12: Phosphatidylexternalisierung von alternden

Hefen.

Zellen von sechs Tage gealterten Wildtyp-Hefen

(BY4741) wurden mit Annexin V und Propidiumiodid (PI)

gefärbt. Balken 5 m.

Damit führt chronologisches Altern von Saccharomyces cerevisiae zum

apoptotischen Tod fast der gesamten Population, der mit den phänotypischen

Markern der Apoptose einhergeht.
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III.1.2 ROS als Regulatoren des chronologischen Alterns

III.1.2.1 Akkumulation von ROS während des chronologischen Alterns

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sind als Regulatoren der Apoptose sowohl in

Säugerzellen als auch in der Hefe gut charakterisiert (Madeo et al., 1999).

Um eine Beteiligung von ROS am apoptotischen Tod von Hefen im

chronologischen Altern zu untersuchen, wurden alternde Wildtyp-Hefen (BY4741)

mit Dihydrorhodamin (DHR) gefärbt. Im Verlauf des Alterungsprozesses steigt der

Prozentsatz an Zellen, die mit DHR färbbar sind (Abb. 13), nach zwölf Tagen sind

alle Zellen gefärbt, zeigen also eine Akkumulation von ROS. Zur Kontrolle wurde

untersucht, ob die Zunahme von ROS akkumulierenden Zellen nur auf die

Umstellung des Stoffwechsels von Fermentierung auf oxidative Phosphorylierung

und der damit verbundenen aktiven Atmungskette zurückzuführen ist. Dazu

wurden Zellen, kultiviert in Medium mit Ethanol als Kohlenstoffquelle, mit DHR

gefärbt. Trotz der aktiven Atmungskette zeigen diese Zellen fast keine

Akkumulation von ROS (Abb. 13).

Abb. 13: Chronologisch alternde Hefen akkumulieren ROS.

DHR Färbung von exponentiell wachsenden und ein bis 12 Tagen in Minimalmedium mit Glucose

oder Ethanol als Kohlenstoffquelle gealterten Wildtyp-Hefen (BY4741). Balken 10 m.
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III.1.2.2 Überexpression von YAP1 verbessert das Überleben im

chronologischen Altern

V.D. Longo konnte zeigen, dass das Sterben von Zellen im chronologischen Altern

durch Disruption von SOD1 verstärkt, durch eine Überexpression verlangsamt

wird (Longo et al., 1996). YAP1 ist ein Transkriptionsfaktor, der die Stressantwort

der Hefe bei einer Vielzahl von unterschiedlichen Stressfaktoren moduliert.

Insbesondere bei oxidativem Stress wird Yap1p, ein funktionelles Homolog des

humanen Apoptose Regulators AP-1 (activator protein 1), aktiviert (Moye-Rowley

et al., 1988; Moye-Rowley et al., 1989). Eines der Gene, die unter der Kontrolle

des YAP1 Transkriptionsfaktors stehen, ist die SOD1.

Abb. 14: Die Überexpression von YAP1 verbessert das Überleben beim chronologischen

Altern.

YAP1 Überexpressions- und Vektorkontrollstämme wurden in Minimalmedium chronologisch

gealtert und das Überleben mittels Überlebensplattierung bestimmt (100 % ist die Anzahl der

plattierten Zellen).

Es wurde ein Stamm untersucht, bei dem YAP1 unter der Kontrolle des eigenen

Promoters in einem 2  Plasmid exprimiert wird (Wendler et al., 1997). Wie in Abb.

14 zu sehen, verlängert die Expression von YAP1  das Überleben in der

stationären Phase im Vergleich zur Vektorkontrolle. Ab dem zehnten Tag findet
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sich ein höherer Prozentsatz lebender Zellen in der YAP1 Überexpressionskultur.

Ab dem 18ten Tag gibt es nur noch in dieser Kultur lebensfähige Zellen.

Hefezellen besäßen also theoretisch die Möglichkeit, das Sterben im Altern zu

verzögern.

Um die Expression von YAP1 zu überprüfen, wurde eine Northern Hybridisierung

von mRNA aus exponentiell wachsenden und stationären Kulturen durchgeführt.

Sogar unter der Kontrolle des eigenen Promoters ist YAP1 in diesem Stamm

deutlich stärker exprimiert als in der Vektorkontrolle (Abb. 15). Auffallend ist, dass

die Expression von YAP1 in der stationären Phase insgesamt, also auch in der

Vektorkontrolle stark erhöht ist, wenn man die aufgetragene Menge RNA und die

Expressionskontrolle ACT1 zum Vergleich heranzieht. Die Zellen reagieren also

auf den oxidativen Stress während des chronologischen Alterns mit einer erhöhten

Transkription von YAP1.

Abb. 15: Expressionskontrolle von YAP1.

Die mRNA von exponentiell wachsenden und stationären YAP1 Expressions- und Kontrollkulturen

wurde im Northern Blot mit YAP1 und ACT1 (Kontrolle) Sonden hybridisiert. Zur Kontrolle der

aufgetragenen RNA Mengen wurden die 26S und 18S rRNA Banden herangezogen.

III.1.2.3 Die Überexpression von YAP1 vermindert die Akkumulation von

ROS

Um den kausalen Zusammenhang zwischen dem verbesserten Überleben in der

stationären Phase, vermittelt durch YAP1 Expression, und der Akkumulation von

ROS näher zu untersuchen, wurden YAP1 Expressionsstämme und die

zugehörige Vektorkontrolle während des chronologischen Alterns mit DHR gefärbt.
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Tatsächlich zeigt sich in den YAP1 Expressionsstämmen eine verminderte ROS

Akkumulation (Abb. 16). Am Tag 12 sind in der Vektorkontrolle schon alle Zellen

DHR positiv, zeigen also eine ROS Akkumulation, während in der YAP1 über-

exprimierenden Kultur noch DHR negative Zellen sind. Eine Auszählung von

jeweils mindestens 1000 Zellen an verschiedenen Zeitpunkten des chronologi-

schen Alterns ergab, dass der Prozentsatz an DHR negativen Zellen in den YAP1

Expressionsstämmen stets über dem der Kontrolle lag. An Tag 12 zeigte sich die

größte Differenz mit 10 % zu 0,5 % (Abb. 16).

Abb. 16: YAP1 Überexpression vermindert die Akkumulation von ROS.

DHR Färbung von 12 Tagen gealterten YAP1 Expressions- und Kontrollstämmen. Der Prozentsatz

an DHR negativen Zellen wurde in einer zeitlichen Kinetik durch Auszählen von jeweils 1000 Zellen

bestimmt.

Die vermehrte Expression von YAP1 vermindert somit die Akkumulation von ROS

in chronologisch alternden Hefezellen.
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III.1.3 Die Rolle der Hefecaspase Yca1p im chronologischen

Altern

III.1.3.1 Chronologisches Altern führt zur Aktivierung der Hefecaspase

Yca1p

Die Hefecaspase Yca1p ist ein zentraler Regulator der Apoptose in

Saccharomyces cerevisiae. Es konnte inzwischen gezeigt werden, dass sie bei

verschiedenen proapoptotischen Stimuli an der Exekution der Apoptose beteiligt

ist, z.B. bei oxidativem Stress und Salzstress (Madeo et al., 2002; Wadskog et al.,

2004).

Eine Beteiligung von Yca1p am Zelltod während des Alterns sollte zu einer

Aktivierung der Caspase führen. FITC-VAD-fmk ist ein Caspase Inhibitor, der in

Zellen mit aktivierten Caspasen akkumuliert. Chronologisch gealterte Wildtyp-

Hefen (BY4741) wurden gefärbt und im FACS analysiert.

Abb. 17: Chronologisches Altern führt zur Aktivierung von Caspasen.

Wildtyp (BY4741) und yca1 Stämme wurden in Minimalmedium chronologisch gealtert, mit FITC-

VAD-fmk gefärbt und der Anteil gefärbter Zellen im FACS bestimmt.
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Der prozentuale Anteil von Zellen mit aktiven Caspasen nimmt im Verlauf des

chronologischen Alterns zu. Exponentiell wachsende Hefen zeigen nur eine

Hintergrundfluoreszenz. Nach drei Tagen auf Minimalmedium sind 46 %, nach fünf

Tagen 68 % der Zellen FITC-VAD positiv (Abb. 17). Die Deletion der Hefecaspase

YCA1 vermindert den Anteil von Zellen mit aktivierter Caspase in der frühen

Phase des chronologischen Alterns, nach drei Tagen sind 16 % der Zellen im

Caspase Assay positiv, im Vergleich zu fast 50 % im Wildtyp (Abb. 17). Später

liegt der Anteil positiver Zellen in der gleichen Größenordnung (Abb. 17). Eventuell

werden andere Cysteinproteasen aktiviert, die FITC-VAD binden können. Vor

kurzem wurde gezeigt, dass viele Cysteinproteasen durch Caspase Inhibitoren

hemmbar sind (Rozman-Pungercar et al., 2003) und somit eventuell auch

fluorogene Caspaseinhibitoren binden könnten.

III.1.3.2 Die Deletion der Hefecaspase YCA1 verzögert den Zelltod beim

chronologischen Altern

Da chronologisches Altern als Apoptosestimulus zur Aktivierung von Yca1p führt,

sollte untersucht werden, wie sich die Deletion von YCA1 auf das Überleben unter

diesen Bedingungen auswirkt.

Abb. 18: Deletion der Hefecaspase YCA1 verhindert den Zelltod während des Alterns.

yca1 und der isogene Wildtyp BY4741 wurden in Minimalmedium chronologisch gealtert und das

Überleben mittels Überlebensplattierung bestimmt (100 % ist die Anzahl der plattierten Zellen).
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Obwohl vor allem in der frühen Phase des chronologischen Alterns Yca1p aktiviert

wird, zeigt sich vor allem in der sehr späten Phase ein signifikanter

Überlebensunterschied zwischen dem yca1 Disruptionsstamm und dem

isogenen Wildtyp. Während in Wildtypkulturen die Überlebensrate bis zum

zehnten Tag kontinuierlich sinkt und danach die Anzahl der lebensfähigen Zellen

im Promille Bereich liegt, stabilisiert sich die Zahl der überlebenden Zellen des

yca1 Mutantenstammes ab Tag fünf bei etwa 10 % (Abb. 18).

Die Deletion der Hefecaspase YCA1 verhindert also den Zelltod in der späten

Phase des chronologischen Alterns.

III.1.4 Diskussion

Es konnte gezeigt werden, dass chronologisches Altern ein physiologischer

Apoptosestimulus für den Einzeller Saccharomyces cerevisiae ist. Der Zelltod

betrifft den überwiegenden Anteil einer Kultur, es sterben aber nicht alle Zellen,

denn im Promillebereich finden sich auch nach langen Phasen des Alterns noch

überlebende Zellen. Es kommt zur Ausbildung von phänotypischen Markern der

Apoptose: den nukleären Markern wie DNA Fragmentierung und Chromatin-

kondensation sowie der Externalisierung von Phosphatidylserin. Der apoptotische

Zelltod im Altern wird durch die Hefecaspase Yca1p und andere bisher nicht

identifizierte Cysteinproteasen vermittelt. So kann im Altern eine verstärkte Yca1p

abhängige Aktivierung von Caspasen gemessen werden, und die Disruption von

YCA1 verlängert das Überleben in den späten Phasen des chronologischen

Alterns. Der apoptotische Prozess ist gekoppelt an die Akkumulation von ROS. Im

Verlauf des Alterns akkumulieren immer mehr Zellen ROS, der Prozentsatz

korreliert mit dem Prozentsatz sterbender Zellen in der Überlebensplattierung. Bei

einer Überexpression des Transkriptionsfaktors YAP1 unter der Kontrolle des

eigenen Promoters zeigt sich ein verzögertes Sterben in der stationären Phase. In

diesem Stamm akkumulieren auch weniger Zellen ROS. Auch Wildtyp Zellen

reagieren auf vermehrten oxidativen Stress im chronologischen Altern mit einer

leicht erhöhten Expression des Transkriptionsfaktors YAP1, der wiederum für die

zelluläre Antwort gegenüber dem oxidativem Stress sorgt. Der bessere Schutz vor
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intrinsisch gebildeten ROS des YAP1 Exprimierers ermöglicht diesem Stamm eine

längere Lebensdauer. Theoretisch hätte somit jede Zelle die Möglichkeit, das

Sterben in der stationären Phase zu verzögern, indem sie die Expression von

YAP1 stark erhöht.

Die Regulation der Apoptose durch ROS erklärt eventuell auch den Ursprung und

die primäre Funktion dieses Todesprogrammes. ROS entstehen in der Zelle durch

die oxidative Phosphorylierung, UV-Strahlung und chemische Reaktionen. Sie

sind für die Zelle toxisch indem sie Proteine, Lipide und Nukleinsäuren oxidieren.

Die Zellen haben aber Schutzmechanismen entwickelt, wie sie ROS detoxifizieren

können, dennoch kommt es oft zu massiven Schädigungen. Die meisten

geschädigten Zellen sterben aber nicht sofort, sogar wenn sie nicht mehr

proliferieren können. Während dieser Zeit verbrauchen sie noch Nahrungs-

ressourcen. Es wäre demnach für eine monoklonale Population evolutionär

sinnvoll, die knappe Nahrung gesunden Zellen zu überlasen, anstatt sie für

geschädigte oder alte Zellen zu verschwenden, die kaum noch in der Lage sind zu

proliferieren. Alte oder geschädigte Zellen opfern sich in einem altruistischen

Todesprozess für die klonale Population.
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III.2 Sterbende Hefezellen sezernieren überlebens-

fördernde Substanzen

V.D. Longo konnte zeigen, dass Hefen ohne Nahrungsressourcen quasi

unsterblich sind (Longo et al., 1997). Kultiviert man sie dagegen in

Minimalmedium, so kommt es sehr schnell zu einem Absterben der meisten Zellen

einer Kultur. Fehlt die Nahrung komplett (wie in Wasser), gibt es keine Gründe für

einen altruistischen Tod der Hefen. Gibt es jedoch ein knappes Nahrungsangebot

erscheint es sinnvoll, dass dieses den fittesten Zellen zugute kommt, diese also

überleben. Um zu erforschen, ob dieses Sterben nur die knappen

Nahrungsressourcen schont, oder ob alte Hefezellen aktiv Substanzen in das

umgebende Medium abgeben, wurden alte Kulturen auf bidestilliertes Wasser

umgesetzt. Nach einer dreitägigen Inkubation wurden die Sekrete der Zellen

isoliert (II.9.8), analysiert und auf ihre Wirkung auf andere Hefezellen hin

untersucht.

III.2.1 Sekrete von älteren Kulturen zeigen einen überlebens-

fördernden Effekt auf andere alte Kulturen

Der Überstand von gealterten auf bidestilliertes Wasser umgesetzten Kulturen

besteht zum Großteil aus niedermolekularen Verbindungen. Proteine konnten in

der HPLC-MS nicht nachgewiesen werden. Die gewonnen Sekrete unterscheiden

sich sowohl im Aussehen (hellgelb) als auch im Geruch (aromatisch) von

gekauftem oder selbst hergestelltem Hefeextrakt. Sie scheinen deshalb nicht das

Ergebnis einer einfachen Zelllyse zu sein. Um die Effekte dieser Sekrete auf

andere Hefen zu untersuchen, wurden sie zu Zellen in unterschiedlichen

Wachstumsphasen gegeben und der Anteil lebender Zellen in der

Überlebensplattierung bestimmt. Die Zugabe der Sekrete zu exponentiell

wachsenden Hefen ergab keine Veränderung der Überlebensrate im Vergleich zu

den Kontrollen (nicht gezeigt). Die Zugabe von Sekreten acht Tage alter Kulturen

zu sieben Tagen gealterten Kulturen steigert die Überlebensrate um das
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Achtfache (Abb. 19). Sekrete von jüngeren, z.B. einen Tag gewachsener Kulturen

zeigen nicht so starke überlebensfördernde Effekte (Abb. 19).

Abb. 19: Sekrete von alten Kulturen fördern das Überleben anderer alter Zellen.

Das Überleben von Wildtyp-Hefen (S288C) nach Zugabe von Sekreten 1 bzw. 8 Tage alter

Kulturen (Endkonz.: 2 mg Trockensubstanz/ml, Zugabe an Tag 7 und Tag 11) und der

Kontrollkultur wurde durch Überlebensplattierung bestimmt.

Versetzt man alternde Kulturen mit Hefeextakt aus ganzen Zellen (Rohextrakt,

Herstellung siehe II.9.1.2), so zeigt sich durch den Fütterungseffekt ein leicht

verbessertes Überleben, welches aber deutlich unter der Steigerung durch die

Sekrete liegt (Abb. 20). Auffallend ist, dass das Überleben nach einer Zugabe nur

deutlich ansteigt, wenn die Kulturen vorher eine sehr niedrige Überlebensrate (am

besten unter 10 %) hatten. Obwohl die Kinetik des Sterbens im chronologischen

Altern in jedem Experiment variiert, sind die Effekte relativ zueinander gut

reproduzierbar.
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Abb. 20: Die Zugabe von Hefeextrakt hat kaum Effekt auf das Überleben.

Das Überleben von Wildtyp-Hefen (S288C) nach Zugabe von Sekreten 8 Tage alter Kulturen und

Heferohextrakt (Endkonz.: 2 mg Trockensubstanz/ml, Zugabe an Tag 7 und Tag 11) und der

Kontrollkultur wurde durch Überlebensplattierung bestimmt.

III.2.2 Die aktive Substanz der Sekrete ist hitzestabil und hat

ein MW > 5 kD

Um die Sekrete näher zu charakterisieren, wurden sie auf ihre Hitzestabilität und

die molekulare Größe der aktiven Substanzen hin untersucht.

Um die Sekrete anhand des Molekulargewichts in unterschiedliche Fraktionen zu

teilen, wurden ‚Molecular weight cut off filter’ mit einem Ausschlussvolumen von 5

kD verwendet (Millipore). 200 l der Sekretlösung (200 mg/ml) wurden durch

Zentrifugation bei 2500 g aufgetrennt und anschließend wurde sowohl der Über-

stand als auch das Zentrifugat auf 200 l aufgefüllt. 100 l dieser Lösungen

wurden für die Zugabeversuche verwendet. Die Kontrollsekrete wurden wie in den

vorherigen Versuchen mit einer Enkonzentration von 2 mg/ml eingesetzt (100 l

der 200 mg/ml Sekretlösung).

Wie in Abb. 21 zu erkennen ist, zeigt die Erwärmung der Sekrete auf 100 °C für 30

Minuten keinen Effekt auf die Überlebensrate im Vergleich zu der Zugabe nicht

erhitzter Kontrollsekrete. Trennt man die Sekrete nach ihrer Größe, so zeigt sich,

dass die aktive Substanz größer als 5 kD ist. Bei der Zugabe der Fraktion mit den

kleineren Molekülen (< 5 kD) liegt das Überleben im Bereich der Kontrolle ohne

Zugabe (Abb. 21). Die Zugabe der Substanzen mit einem Molekulargewicht
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größer als 5 kD hat sogar einen stärkeren überlebensfördernden Effekt als die

nicht aufgetrennte Kontrollzugabe (Abb. 21).

Abb. 21: Die aktive Substanz der Sekrete ist hitzestabil und hat ein MW > 5 kD.

30 min auf 100 °C erhitzte und aufgrund ihrer Größe in der Ultrafiltration getrennte Sekrete wurden

zu sieben Tagen gealterten Hefen gegeben und die Überlebensrate in den folgenden Tagen

bestimmt (100 % ist die Anzahl der plattierten Zellen).

III.2.3 Diskussion

Alternde Hefen sezernieren Substanzen, die bei anderen alten Zellen eine

lebensverlängernde Wirkung zeigen. Dieser Effekt kann teilweise auf einen

Fütterungseffekt zurückgeführt werden. Es könnte sein, dass die sezernierten

Substanzen für die anderen Hefen leichter aus dem Medium aufnehmbar sind als

die Inhaltsstoffe von Hefeextrakt aus ganzen Zellen. Für Bakterienkulturen wurde

schon ein Phänomen namens ‚GASPing’ beschrieben, bei dem sich Bakterien

unter Nahrungsmangel von ihren toten Verwandten ernähren (Zambrano und

Kolter, 1996). Die Tatsache aber, dass Sekrete von älteren Kulturen einen

stärkeren Einfluss haben als die von jungen, deutet auf zusätzliche

überlebenssteigernde Mechanismen hin. Hefen sind in verschiedenen Szenarien

wie Mating oder Sporulation in der Lage, durch die Sekretion von Substanzen

einen Einfluss auf andere Zellen zu nehmen (Jakubowski und Goldman, 1988).

Daher wäre es denkbar, dass alternde Hefen Substanzen sezernieren, die das

Überleben von anderen, evtl. replikativ jüngeren Zellen verbessern, also ein

Überlebenssignal darstellen.
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III.3 Apoptotisches Sterben während des chronologi-

schen Alterns stellt einen Selektionsvorteil für die

Kultur dar

Die Deletion der Hefecaspase YCA1 erhöht die Resistenz gegenüber oxidativem

Stress wie Wasserstoffperoxid (Madeo et al., 2002) und verlängert das Überleben

im chronologischen Altern. Somit sollte die Deletion der Caspase einen

Selektionsvorteil für die Mutanten darstellen. Da es unwahrscheinlich ist, dass sich

ein apoptotisches Programm im Einzeller Hefe während der Evolution erhalten

hat, wenn dieses einen Selektionsnachteil birgt, sollte untersucht werden, ob

durch mimikrieren ökologischer Bedingungen Zellen auf lange Sicht im Vorteil

sind, die ein funktionierendes apoptotisches Programm besitzen.

III.3.1 Gealterte YCA1 Deletionsmutanten zeigen im Vergleich

zum Wildtyp keine erhöhte Resistenz gegenüber oxidati-

vem Stress

Die erhöhte Überlebensrate von YCA1 Deletionsmutanten gegenüber dem Wildtyp

bei oxidativem Stress ist ein entscheidender Vorteil der Mutanten. Es sollte

untersucht werden, ob dieser Effekt auch mit gealterten Stämmen noch vorhanden

ist.

Versetzt man exponentiell wachsende Wildtyp-Hefen mit geringen

Konzentrationen Wasserstoffperoxid sterben die Zellen mit einem apoptotischen

Phänotyp (Madeo et al., 1999). Die Störung des apoptotischen Programms durch

Deletion der Hefecaspase YCA1 erhöht die Überlebensrate deutlich (Abb. 22;

Madeo et al., 2002). Bei höheren Wasserstoffperoxid Konzentrationen (1,2 mM)

sterben beide Stämme nekrotisch, es gibt keine Überlebenden mehr (Abb. 22).
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Abb. 22: YCA1 Deletionsmutanten

zeigen höhere Überlebensraten

unter apoptotischen Bedingungen,

gealterte Deletionsmutanten ver-

lieren diesen Überlebensvorteil.

yca1 und isogene Wildtyp Stämme

wurden in der exponentiel len

Wachstumsphase mit verschiedenen

Konzentrationen Wasserstoffperoxid

versetzt und die Überlebensraten durch

Plattierungen bestimmt (100 % ist die

Anzahl überlebender Zellen der

Kontrolle).

Verwendet man gealterte Vorkulturen für dieses Experiment, so zeigt sich ein

anderes Bild. Hier zeigen Wildtyp und YCA1 Deletionsmutanten die gleichen

Überlebensraten (Abb. 22). Wegen der größeren Toleranz alter Zellen gegenüber

oxidativem Stress (siehe auch III.1.2.2) mussten leicht erhöhte Mengen Wasser-

stoffperoxid verwendet werden, um ein Sterben zu induzieren.

Gealterte YCA1 Mutanten verlieren somit ihren Überlebensvorteil gegenüber

oxidativem Stress.

III.3.2 Deletion von YCA1 verschlechtert adaptives Wachstum

In ihrer normalen Umgebung müssen sich Hefezellen ständig auf unterschiedliche

Umweltbedingungen einstellen, was sowohl fehlende als auch im Überfluss

vorhandene Nahrungsquellen einschließt. Ist eine Nahrungsquelle verbraucht,

stellt sich die Hefezelle auf eine Hungerphase ein, der Zellzyklus arretiert (Fabrizio
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und Longo, 2003). Aber gleichzeitig muss die Zelle sehr schnell in der Lage sein

bei neuem Nahrungsangebot wieder zu proliferieren. Diese Situation sollte unter

experimentellen Bedingungen nachgestellt und das Verhalten von YCA1

Deletionsmutanten untersucht werden.

Abb. 23: Deletion der Hefecaspase verhindert

adaptives Wachstum.

Das Überleben in Abhängigkeit vom Alter der Vorkultur von

yca1 Mutanten und dem isogenem Wildtyp BY4741

wurde 6 h nach dem animpfen mittels Überlebens-

plattierung bestimmt (100 % ist die Anzahl der plattierten

Zellen).

Chronologisch alternde Wildtyp und yca1 Stämme wurden zu verschiedenen

Alterungszeitpunkten in frisches Medium überführt und das Überleben nach einer

Erholungsphase und dem Erreichen der frühen exponentiellen Wachstumsphase

bestimmt. Sieht man sich das Überleben von Kulturen an, die mit frischen

Vorkulturen beimpft wurden, so zeigen beide Stämme gleiches Überleben. Bei

Vorkulturen aus der frühen Phase des chronologischen Alterns hat die YCA1

Deletionsmutante einen Überlebensvorteil: Bei 15 Tage alten Vorkulturen über-

leben von der angewachsenen Wildtyp Kultur 17 %, bei der Mutante 57 %, nach

23 Tagen sind es 6,5 % zu 12 % (Abb. 23). Sind die Vorkulturen aber sehr alt, bei-

spielsweise 35 Tage, so sieht man, dass der Wildtyp nach Neuanimpfung in etwa

ein konstantes Überleben bei 7 % zeigt, die YCA1 Deletionsmutante aber nur

noch 1 % lebensfähige Zellen aufweist (Abb. 23). Gealterte Mutanten sind offen-

sichtlich nicht in der Lage, sich an die neue Umgebung mit frischen Nährstoffen

anzupassen. Das adaptive Wachstum ist gestört. Daraus kann man schließen,

dass sich die Yca1p vermittelte Apoptose entwickelt haben könnte, um Zellen, die
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sich nicht mehr optimal anpassen können, zu eliminieren. Dies könnte z.B.

replikativ alte oder auch schon geschädigte Zellen betreffen. Der apoptotische

Prozess gewährleistet, dass nur die fittesten und anpassungsfähigen Zellen

überleben.

III.3.3 Wildtyp-Hefen überleben YCA1 Deletionsmutanten

Will man untersuchen, ob sich eine genetische Veränderung der Hefe als

evolutionär dominant erweist, so kann man zwei Hefestämme in einem

kompetitiven Ansatz miteinander kultivieren, und untersuchen welcher Stamm sich

durchsetzt (II.8.2).

Abb. 24: Wildtyp Hefen erweisen sich in einem kompetitiven Überlebensassay als

lebensfähiger als YCA1 Deletionsmutanten.

Je 1 x 108  Zellen von yca1 und dem isogen Wildtyp wurden in einer Kultur gemischt und das

Überleben beider Stämme während des Alterns untersucht (100 % ist die Anzahl insgesamt über-

lebender Zellen). Dieses Experiment wurde vier Mal durchgeführt, ein repräsentativer Versuch ist

in der Abbildung dargestellt.

YCA1  Deletionsmutanten und der isogene Wildtyp wurden in so einem

kompetitiven Test untersucht. Bei jedem der Einzelversuche zeigte sich zunächst,

dass die Deletionsmutanten den Wildtyp überwachsen und ein deutlich besseres

Überleben zeigen (Abb. 24). Verfolgt man diesen Ansatz während des
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chronologischen Alterns, so überlebt der Wildtyp die Deletionsmutante (Abb. 24).

Nach 36 Tagen finden sich fast nur noch lebensfähige Wildtypzellen in der Kultur.

Die Deletion der Hefecaspase bewirkt einen entscheidenden Selektionsnachteil in

diesem Mikroevolutionsversuch.

III.3.4 Diskussion

Verhindert man den apoptotischen Tod im chronologischen Altern, führt dies zu

einem Selektionsnachteil für den Stamm. Durch Deletion der Hefecaspase YCA1

kann das apoptotische Programm effektiv gestört werden, und die

Deletionsmutanten haben gegenüber oxidativem, Alterungs- und Salzstress einen

Vorteil verglichen mit dem Wildtyp. Bei stark gealterten Kulturen verlieren aber

Deletionsmutanten ihren Überlebensvorteil gegenüber oxidativem Stress. Außer-

dem können unter Hungerbedingungen gealterte YCA1 Deletionsmutanten in

neuem Medium nicht mehr so gut proliferieren wie der Wildtyp und der Wildtyp

überlebt in einem kompetitiven Überlebensassay die Mutanten, scheint also bei

einem direkten Vergleich einen Selektionsvorteil zu haben.

Für eine monoklonale Einzellerkultur ist es evolutionär sinnvoll, knappe

Nahrungsressourcen optimal zu nutzen, geschädigte Zellen zu eliminieren, so

dass wenige, aber gesunde und anpassungsfähige Zellen überleben.

Das apoptotische Programm scheint eine wichtige Funktion für den Einzeller zu

haben, so dass nur die Zellen überleben und die knappen Nahrungsressourcen

nutzen, die sich noch optimal an neue Umweltbedingungen anpassen können und

nicht etwa replikativ alte oder geschädigte Zellen.

Inzwischen wurden diese Ergebnisse durch eine andere Arbeitsgruppe bestätigt:

Stämme, die in der stationären Phase früh sterben, haben eine deutlich

verbesserte Überlebenschance im adaptivem Wachstum, sie adaptieren sich gut

an ihre Umweltbedingungen. Dagegen haben in der stationären Phase gut

überlebende Stämme, wie der Überexprimierer des antiapoptotischen Proteins

Bcl-2, einen Selektionsnachteil (Fabrizio et al., 2004).
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III.4 mRNA Stabilität und Apoptose in Hefe

Ein Regulationsweg humaner apoptotischer Prozesse ist die mRNA Stabilität. Wir

konnten zeigen, dass es auch in der Hefe einen Zusammenhang zwischen mRNA

turnover und Apotose gibt (Mazzoni et al., 2003). Eine trunkierte Form des

Kluyveromyces lactis Gens LSM4  (Kllsm4 1) kann die lebensnotwendigen

Funktionen des essentiellen Saccharomyces cerevisiae Gens L S M 4

komplementieren (Mazzoni und Falcone, 2001).

LSM4 ist ein essentielles Gen, das sowohl beim pre-mRNA splicing als auch beim

mRNA decapping involviert ist. Die von Archebakterien bis zum Menschen

hochkonservierten Lsm Proteine gehören zu Gruppe der ‚Small nuclear

ribonucleoproteins’. Sie besitzen eine N-terminale Sm-Domäne, die aus 70 bis 80

Aminosäuren besteht, und einen variablen C-Terminus. Lsm4p hat zwei

unterschiedliche Funktionen im mRNA Stoffwechsel in der Zelle: splicing und

decapping. Mazzoni et al. konnten zeigen, dass Hefestämme, die anstelle des

vollständigen Lsm4p nur die Sm-Domäne enthaltenden ersten 72 Aminosäuren

von KlLsm4p exprimieren, zwar lebensfähig sind, aber eine Störung im mRNA

Abbau haben und in der stationären Phase mit apoptotischem Phänotyp sterben

(Mazzoni et al., 2003).

Im Weiteren sollte in Zusammenarbeit mit Cristina Mazzoni der Mechanismus der

durch mRNA Stabilisierung ausgelösten Apoptose untersucht werden.

III.4.1 mRNA Stoffwechselstörungen lösen Yca1p vermittelte

Apoptose aus

III.4.1.1 YCA1 Deletion verbessert das Überleben von Kllsm4 1 Mutanten

in der stationären Phase und verhindert DNA Fragmentierung

Da die Hefecaspase Yca1p in einer Vielzahl apoptotischer Prozesse als Regulator

fungiert, wurde das Überleben von Kllsm4 1/ yca1 Doppelmutanten in der

stationären Phase auf Vollmedium untersucht.

Die Überlebenskurve von Kllsm4 1 Mutanten zeigt einen deutlichen Abfall

verglichen mit der Wildtyp Kontrolle (Abb. 25). Ist gleichzeitig das Gen der
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Hefecaspase YCA1 deletiert, so gleicht die Überlebenskurve der der Wildtyp

Kulturen (Abb. 25). Ebenso ist in Abb. 25 zu erkennen, dass die Deletion der

Caspase im Wildtyp zu einem besseren Überleben in der stationären Phase führt

(vgl.III.1.3.2).

Mitochondrien gelten als zentrale Organellen im apoptotischen Geschehen sowohl

in Säugerzellen als auch in der Hefe. Um die Abhängigkeit der durch mRNA

Stabilisierung ausgelösten Apoptose von mitochondrialen Prozessen zu

untersuchen wurden von allen Stämmen rho0 Mutanten erzeugt. In Abb. 25 ist zu

erkennen, dass das fehlende mitochondriale Genom den Todesprozess in der

stationären Phase verlangsamt, die Stämme sich untereinander aber ähnlich wie

bei rho+ Mutanten verhalten.

Mitochondriale Prozesse scheinen also beim chronologischen Altern generell eine

Rolle zu spielen, jedoch nicht bei spezifisch durch mRNA Stabilisierung

ausgelösten und Yca1p vermittelten apoptotischen Signalwegen mitzuwirken.

Abb. 25: Die Deletion von YCA1 verhindert das Sterben von Kllsm4 1 Mutanten in der

stationären Phase.

Überlebenskurve von Wildtyp, yca1, Kllsm4 1 und Kllsm4 1/ yca1 während des stationären

Phase in YPD Medium in rho+ und rho0 Hefen (von Cristina Mazzoni).
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Ein apoptotischer Phänotyp, der durch Lsm4p Mutation in der stationären Phase

ausgelöst wird, ist die Fragmentierung der DNA, hier durch einen TUNEL Test

visualisiert (Abb. 26; Mazzoni). Nach neun Tagen chronologischen Alterns in

Vollmedium weisen 70 % der Mutanten eine DNA Fragmentierung auf (Abb. 26),

was anhand der tiefschwarzen Färbung der Zellkerne sichtbar ist. Dagegen zeigt

der Wildtyp noch keine morphologische Färbung. Die Deletion der Hefecaspase

YCA1 verhindert die DNA Fragmentierung (Abb. 26).

Abb. 26: Die Deletion von YCA1 verhindert DNA Fragmentierung von Kllsm4 1 Mutanten in

der stationären Phase.

TUNEL Test von neun Tagen gealterten Wildtyp, Kllsm4 1 und Kllsm4 1/ yca1 Stämmen. Balken

5 m.

Damit ist sowohl das Sterben von Lsm4p Mutanten als auch der apoptotische

Phänotyp abhängig von Yca1p.

III.4.1.2 Kllsm4 1/ yca1 zeigen wie die Kllsm4 1 Mutanten erhöhte mRNA

Stabilität

Wie von uns gezeigt wurde, bewirkt die Expression der trunkierten Form von

KlLSM4 eine erhöhte Stabilisierung der mRNA, die zu einem Yca1p vermittelten

apoptotischen Tod in der stationären Phase führt.

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob die Deletion von YCA1 einen Einfluss

auf die mRNA Veränderungen hat. Dazu wurde die Expression des heat shock

Proteins SSA4 durch Hitzeschock induziert und nach einer Inkubation bei 24 °C,

bei der SSA4 nicht induziert ist, die Menge an SSA4 mRNA mittels Northern

Hybridisierung quantifiziert. SSA4 eignet sich für die Untersuchung von mRNA
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Stabilität besonders, da seine Expression durch Hitzeschock gut induziert werden

kann und die SSA4 mRNA relativ schnell abgebaut wird.

Bei Wildtyp Hefen ist die Konzentration von SSA4 mRNA nach ca. 90 Minuten

wieder auf dem normalen Niveau (Abb. 27). Kllsm4 1 Mutanten zeigen eine

erhöhte mRNA Stabilität. Hier ist die Konzentration der SSA4 mRNA noch nach 90

Minuten auf dem gleichen Level wie 30 Minuten nach dem Hitzeschock (Abb. 27).

Die zusätzliche Deletion von YCA1 verringert die extreme mRNA Stabilität nicht.

Kllsm4 1/ yca1 Doppelmutanten zeigen eher eine nochmals erhöhte

Stabilisierung der mRNA von SSA4 (Abb. 27).

Die Deletion von YCA1 verhindert somit den apoptotischen Zelltod von Kllsm4 1

Mutanten, ohne einen Einfluss auf den durch die Lsm4p Mutation ausgelösten

mRNA Phänotyp zu haben. Im apoptotischen Geschehen liegt die Hefecaspase

Yca1p also downstream der mRNA Stoffwechselstörung

Abb. 27: Die Deletion von YCA1 verhindert die durch LSM4 Mutation ausgelöste mRNA

Stabilisierung nicht.

Northern Hybridisierung mit SSA4 und 5S rRNA Sonden (Kontrolle) von Gesamt mRNA

Präparationen von Wildtyp, Kllsm4 1 und Kllsm4 1/ yca1 Zellen. Die Expression von SSA4 wurde

durch 15 min bei 45 °C induziert, anschließend erfolgte eine Inkubation bei 24 °C für 30, 60 und 90

min (von Cristina Mazzoni).
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III.4.1.3 Kllsm4 1 Mutanten zeigen Caspase Aktivität

Da eine Störung der mRNA Stabilität in Kllsm4 1 Mutanten zu apoptotischem

Sterben führt, welches abhängig von der Hefecaspase Yca1p ist, wurden

Kllsm4 1 Mutanten in der stationären Phase auf eine Aktivierung von Caspasen

untersucht.

Nach drei Tagen in der stationären Phase zeigt sich bei den Kllsm4 1 Mutanten

eine leichte Erhöhung der Caspase Aktivität im FITC-VAD-fmk FACS Assay. In 14

% der Mutantenzellen konnte eine Caspaseaktivität gemessen werden (Abb. 28).

Dieser Anteil steigt nach fünf Tagen auf 28 %, während der Wildtyp zu diesen

Zeitpunkten nur eine Hintergrundfluoreszenz von ca. 5 % aufweist. Die Deletion

der Hefecaspase Yca1p in den Kllsm4 1 Mutanten senkt die Caspase Aktivität

fast auf Wildtypniveau (6,6 % an Tag drei, 12,6 % an Tag fünf, Abb. 28).

Bei der durch mRNA Stabilisierung ausgelösten Apoptose kommt es zu einer

Yca1p abhängigen Aktivierung von Caspasen.

Abb. 28: In Kllsm4 1 Mutanten kommt es im chronologischen Altern zu einer Yca1p

abhängigen Caspaseaktivität.

FACS Assay von Wildtyp, Kllsm4 1 und Kllsm4 1/ yca1 nach 3 und 5 Tagen in der stationären

Phase.
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III.4.1.4 Kllsm4 1 Mutation führt zu einer Erhöhung der YCA1 mRNA

Caspasen können sich durch Autokatalyse selbst prozessieren und damit

aktivieren, wenn sie in hoher Konzentration vorliegen. Da die trunkierte Form von

Lsm4p eine Akkumulation der mRNA auslöst, könnte dies eine Möglichkeit der

Aktivierung von Yca1p sein.

Es wurde eine Northern Hybridisierung von Kllsm4 1 und Wildtyp mRNA aus

Zellen in der exponentiellen und stationären Phase durchgeführt, um die Menge

an YCA1 mRNA zu bestimmen. Die YCA1 mRNA ist in der Kllsm4 1 Mutante im

Vergleich zum Wildtyp sowohl in der exponentiellen als auch in der stationären

Phase erhöht (Abb. 29, links). Der Unterschied ist in der stationären Phase stärker

ausgeprägt. Eine Autokatalyse von Yca1p erscheint dennoch unwahrscheinlich da

im Vergleich zu exponentiell wachsenden Zellen die Gesamtmenge der YCA1

mRNA keine starke Akkumulation zeigt.

Abb. 29: Expressionslevel von Yca1.

Northern Hybridisierung von Kllsm4 1 und Wildtyp mRNA in der exponentiellen und stationären

Phase (rechts) und Yca1p Expression und Vektorkontrollstämmen (mitte) mit YCA1 Sonden und

FACS Analyse von Yca1p Überexpressionsstämmen und Vektorkontrollen (links).

Zum Vergleich wurde ein Northernblot mit Yca1p Überexpressionsstämmen

durchgeführt (Abb. 29, mitte). Dieser macht deutlich, dass unter Bedingungen, bei

denen 50 % der Zellen durch Yca1p Expression sterben und Caspase Aktivität

zeigen (Abb. 29, rechts), die Menge an YCA1 mRNA deutlich über der in der

Kllsm4 1 Mutante liegt. Eine Autoaktivierung von Yca1p durch Akkumulation der

YCA1 mRNA in der Kllsm4 1 Mutante erscheint dadurch unwahrscheinlich.
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III.4.2 mRNA decapping Deletionsmutanten sterben

apoptotisch

Da Lsm4p sowohl beim mRNA decapping als auch beim splicing involviert ist,

wurden Deletionsmutanten von Proteinen, die mit Lsm4p beim mRNA decapping

interagieren, auf einen apoptotischen Phänotyp hin untersucht.

Die Deletionsmutanten von DCP1 und DCP2 (zwei Untereinheiten des decapping

Holoenzyms), DHH1 und PAT1 (interagieren beim decapping mit dem Lsm1p-7p

Komplex) wurden auf DNA Strangbrüche, Chromatinkondensation und ROS

Akkumulation hin untersucht. Dazu wurden die vier Stämme in der exponentiellen

Wachstumsphase TUNEL, DAPI und DHR gefärbt.

dcp1 und dcp2 Mutanten weisen starke DNA Schädigungen auf. Die TUNEL

Färbung zeigt in fast allen Zellen schwarze Zellkerne, in denen die DNA

fragmentiert ist (Abb. 30). Die dhh1 und pat1 Mutanten weisen nur in etwa 50 %

der Zellen DNA Strangbrüche auf, in dem Kontrollwildtyp sind alle Zellen ungefärbt

(Abb. 30). In der DAPI Färbung kann man in den beiden DCP  Mutanten

fragmentierte Zellkerne erkennen (Abb. 30, oben). Außerdem sind die Zellen im

Phasenkontrast ungewöhnlich groß und deformiert (Abb. 30, oben). Die Zellen

vom Wildtyp und den dhh1 und pat1 Mutanten zeigen normal runde Zellkerne

(Abb. 30).

dcp2 Mutanten zeigen in der DHR Färbung eine starke Akkumulation von ROS,

fast alle Zellen sind intensiv rot gefärbt (Abb. 30). In den dcp1 Mutante sind auch

fast alle Zellen gefärbt, jedoch in einer schwächeren Intensität. dhh1 und pat1

Stämme sowie der Wildtyp akkumulieren kaum ROS (Abb. 30).

Mutationen, die eine Akkumulation von mRNA durch defektes decapping

bewirken, führen zu einem apoptotischen Tod der Zellen, wobei die Nullmutanten

der beiden decapping Enzyme dcp1 und dcp2 den stärksten apoptotischen

Phänotyp zeigen.
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Abb. 30: mRNA decapping Deletionsmutanten zeigen einen apoptotischen Phänotyp.

Zellen von Wildtyp, dcp1, dcp2, dhh1 und pat1 Stämmen wurden nach 4 h auf Vollmedium

TUNEL, DAPI und DHR gefärbt.

III.4.3 Diskussion

In der stationären Phase sterben Kllsm4 1 Mutanten mit einem apoptotischen

Phänotyp (Mazzoni et al., 2003). Da Lsm Proteine sowohl beim decapping als

auch beim mRNA splicing involviert sind, wurde durch die Untersuchung von

weiteren decapping Mutanten bestätigt, dass ein decapping Defekt zu einem

apoptotischen Phänotyp führt. Die zusätzliche Deletion von der Hefecaspase

YCA1 verhindert sowohl das Sterben als auch die Ausprägung der apoptotischen

Marker. Die Veränderungen der mRNA Stabilität werden durch die zusätzliche

Deletion von YCA1 aber nicht beeinträchtigt. Die Doppelmutante ist also trotz

eines gestörten mRNA Abbaus genauso lebensfähig wie der Wildtyp.

Das mitochondriale Genom scheint bei dem durch mRNA Stabilisierung

ausgelösten Tod nicht beteiligt zu sein, da rho0 Mutanten sich untereinander gleich

verhalten wie rho+ Stämme. Sie sterben aber insgesamt langsamer, d.h.

mitochondrial codierte Proteine haben sehr wohl eine Rolle beim Zelltod in der

stationären Phase.

Kllsm4 1 Mutanten zeigen eine erhöhte Caspaseaktivität in der stationären

Phase, die auf Yca1p zurückzuführen ist, da die Doppelmutante keine
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Caspaseaktivität zeigt. Die Akkumulation der YCA1 mRNA durch LSM4 Mutation

scheint aber nicht der Grund für die erhöhte Caspase Aktivität zu sein; der

Vergleich mit Yca1p Überexpressionsstämmen zeigt, dass die Erhöhung der

YCA1 mRNA nur sehr gering ausfällt. Es muss also noch eine unbekannte

Verbindung zwischen mRNA Stabilisierung und Aktivierung von Yca1p geben.

Trotzdem ist der Befund, dass eine Stabilisierung von mRNA in einem Caspase

vermittelten Prozess Apoptose auslöst, die erste funktionelle Verknüpfung

zwischen mRNA Stoffwechselstörungen und Apoptose.
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III.5 Mechanismen Yca1p vermittelter Apoptose

III.5.1 Nur unter apoptotischen Bedingungen ist der

Zelltodmechanismus abhängig von Yca1p

Es konnte schon für verschieden Stresssituationen gezeigt werden, dass der

apoptotische Zelltod abhängig von der Hefecaspase Yca1p ist (Wadskog et al.,

2004; Madeo et al., 2002). Im Folgenden wurde untersucht, wie sich die Deletion

von YCA1 auf das Überleben unter nekrotischen Bedingungen auswirkt.

Dazu wurden Wildtyp und yca1 Mutanten mit dem Fungizid Nystatin, das Poren

in der Zellmembran bildet, gestresst. Es gibt keine Differenz in den

Überlebensraten der beiden Stämme (Abb. 22).

Abb. 31: YCA1  Deletionsmutanten zeigen bei nekrotischem Zelltod keine höhere

Überlebensraten als der Wildtyp.

yca1  und isogene Wildtyp Stämme wurden in der exponentiellen Wachtumsphase mit

verschiedenen Konzentrationen Nystatin versetzt und die Überlebensraten durch Plattierungen

bestimmt (100 % ist die Anzahl der plattierten Zellen).

In Zusammenarbeit mit Manfred Schmitt und Jochen Reiter konnte außerdem

gezeigt werden, dass bei dem Zelltod ausgelöst durch Killertoxine sich die

Deletion von YCA1 nur überlebensfördernd auswirkt, wenn die Konzentrationen so

niedrig sind, dass sich ein apoptotischer Phänotyp zeigt (Reiter et al., 2005). Bei

nekrotischen Szenarien scheinen die Zellen derart in Mitleidenschaft gezogen zu

werden, dass der aktive apoptotische Prozess nicht mehr eingeleitet werden kann.
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Die Caspase Yca1p scheint nur bei proapoptotischen und nicht bei nekrotischen

Todesszenarien aktiviert und zum Zelltod benötigt zu werden.

III.5.2 Ygl129cp – ein DAP3 Homologes reguliert den Yca1p

vermittelten Zelltod

DAP3 (death associated protein) ist ein mitochondriales Protein, das erstmals als

Apoptose assoziiertes Protein in Interferon-Gamma induzierter Apoptose

beschrieben wurde (Kissil et al., 1995). Später konnte ein homologes Gen in Hefe

identifiziert werden (YGL129c). Der Phänotyp der Deletionsmutante ygl129c ist

durch den Verlust mitochondrialer DNA charakterisiert und kann durch die

heterologe Expression des humanen Gens komplementiert werden (Berger et al.,

2000).

Der durch die Überexpression der Hefecaspase Yca1p ausgelöste Zelltod konnte

durch die Deletion von YGL129c (Madeo et al., 2002) verhindert werden. Im

Folgenden wurde diese Inhibition des Zelltodes näher untersucht.

Eine Überexpression von Yca1p induziert in S. cerevisiae einen apoptotischen

Zelltod. Um die Auswirkungen der Deletion von YGL129c auf die phänotypischen

nukleären Marker der Apoptose nach deren Induktion durch Yca1p Über-

expression zu untersuchen, wurden die entsprechenden Stämme TUNEL und

DAPI gefärbt.

Die Expression der Hefecaspase Yca1p in Kombination mit einem zusätzlichen

proapoptotischen Stimulus (0,4 mM H2O2) führt zu starker DNA Fragmentierung

(Abb. 32, Maldener, 2004; Madeo et al., 2002), was durch die tiefschwarze

Färbung der Zellkerne in der TUNEL Färbung deutlich wird. Unter den gleichen

Bedingungen sind die Zellen der Vektorkontrolle TUNEL negativ (Abb. 32,

Maldener, 2004; Madeo et al., 2002). Die Deletion des DAP3 Homologen

YGL129c verhindert die Fragmentierung der DNA, die Zellkerne sind im TUNEL

Assay nicht anfärbbar (Abb. 32). Auch die Kondensation des Chromatins wird

durch die Deletion von YGL129c verhindert. In der DAPI Färbung gleichen die

Chromatinstrukturen in ihrer runden Form eher denen der Vektorkontrolle als den
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Kondensierten, z. T. auf Kernfragmentierung hindeutenden Strukturen des Yca1p

Expressionsstammes.

Abb. 32: Die Dirsruption von YGL129c

verhindert den apoptotischen Phänotyp

nach Expression von Yca1p.

Yca1p Expressions- und Vektorkontrollen im

Wildtyp und ygl129c  Stammhintergrund

wurden nach dem Umsetzen auf SCG mit 0,4

mM H2O2 versetzt und nach 26 h wurden die

Zellen TUNEL und DAPI gefärbt. Balken 10

m.

Um zu unterscheiden, ob Ygl129cp zur Aktivierung von Yca1p notwendig ist, oder

das Todessignal downstream weiterleitet, wurde ein in vivo Caspase

Aktivitätsassay durchgeführt. Als zusätzlicher proapoptotischer Stimulus wurde

nach dem Umsetzen auf SCG-Medium 0,4 mM H2O2 zugesetzt. Wie in Abb. 33 zu

erkennen ist, stört die Disruption von YGL129c die Aktivierung der Caspase nicht.

Der Prozentsatz an Zellen mit aktiven Caspasen ist mit 82 % fast gleich groß wie

im Wildtyp Stammhintergrund mit 84 %.

Abb. 33: Die Disruption von YGL129c hat keinen Einfluss auf die Caspaseaktivität.

Yca1p Expressions und Vektorkontrollen im Wildtyp und ygl129c Stammhintergrund wurden in

der exponentiellen Wachstumsphase auf SCG umgesetzt, mit 0,4 mM H2O2 versetzt und nach 26 h

mit FITC-VAD gefärbt und im FACS quantifiziert.
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III.5.3 Die Hydrolase Ypl095cp und ihr Zusammenspiel mit

Yca1p

Durch Datenbankrecherchen wurde ein ORF identifiziert, der in funktioneller Nähe

zu der Hefecaspase Yca1p gebracht werden kann: die putative / -Hydrolase

Ypl095cp. Der einzige bis jetzt beschriebene Ypl095cp abhängige Phänotyp ist die

Respirationsdefizienz des ypl095c Mutationsstammes (Karpichev und Small,

1998).

Oxidativer Stress in Form von Wasserstoffperoxid ist ein gut charakterisierter

Induktor der Hefeapoptose. Um die Beteiligung der Hydrolase Ypl095cp am

apoptotischen Geschehen unter oxidativem Stress zu untersuchen, wurden

Wildtyp, ypl095c  und yca1 Stämme bei geringen Zelldichten mit

Wasserstoffperoxid gestresst und die Überlebensrate bestimmt. Wie in Abb. 34 zu

erkennen ist, steigert die Deletion von YPL095c das Überleben der Kultur in

Gegenwart von Wasserstoffperoxid. Allerdings ist dieser Effekt nicht so

ausgeprägt wie der rettende Effekt der Deletion der Hefecaspase YCA1 (Abb. 34).

Abb. 34:Die Deletion von YPL095c verstärkt die Toleranz gegenüber oxidativem Stress.

Wildtyp-, ypl095c- und  yca1 -Stämme bei geringen Zelldichten in der exponentiellen

Wachstumsphase mit 0,6 mM H2O2 gestresst und die Überlebensrate mittels Überlebensplattierung

bestimmt (100 % ist die Anzahl der plattierten Zellen).

Um zu untersuchen, ob ein funktioneller Zusammenhang zwischen Yca1p

vermittelter Apoptose und Ypl095cp besteht, wurde die Überexpression von Yca1p
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in YPL095c Deletionsstämmen untersucht. Die Überexpression von Yca1p führt zu

einem 50 %-igen Sterben der Kultur (Abb. 35). Setzt man nach dem Medien-

wechsel von SCD auf SCG noch als zusätzlichen proapoptotischen Stimulus

Wasserstoffperoxid zu, so überleben weniger als 20 % der Zellen des Yca1p

Exprimierers (Abb. 35). Unter den gleichen Bedingungen ist das Überleben der

Vektorkontrolle nicht eingeschränkt, es überleben mit und ohne Wasser-

stoffperoxid fast alle Zellen. Die Deletion von YPL095c verhindert das durch

Yca1p Expression induzierte Sterben komplett, das Überleben gleicht der

Vektorkontrolle (Abb. 35).

Abb. 35: Die Disruption von YPL095c verhindert den durch Yca1p Expression induzierten

Zelltod.

Yca1p Expressions- und Vektorkontrollstämme im Wildtyp und pyl095c  wurden in der

exponentiellen Wachstumsphase auf SCG umgesetzt, mit 0,4 mM H2O2 versetzt und nach 20 h

das Überleben mittles Überlebensplattierung bestimmt (100 % ist die Anzahl der plattierten Zellen).

Da die Deletion von YPL095c  sowohl vor oxidativem als auch vor Yca1p

induziertem Zelltod schützt, wurde ein Überexpressionskonstrukt von YPL095c

hergestellt und dessen Einfluss auf das Überleben untersucht. Ohne pro-

apoptotischen Stimulus beeinflusst die Überexpression von Ypl095cp das

Überleben eines Wildtyp Stammes nicht (Abb. 36). Setzt man aber nach dem

Umsetzen auf SCG Medium Wasserstoffperoxid zu, so überleben nur noch 30 %

bis 40 % der Zellen der Ypl095cp Expressionskultur, während die Vektorkontrolle
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noch 100 % überlebende Zellen hat (Abb. 36). Führt man das gleiche Experiment

in einem YCA1  Deletionsstamm durch, so zeigt sich kein verschlechtertes

Überleben.

Abb. 36: Die Überexpression von Ypl095cp in Kombination oxidativem Stress führt zu einem

Yca1p abhängigen Zelltod.

Ypl095cp Expressions- und Vektorkontrollen im Wildtyp und yca1 Stammhintergrund wurden in

der exponentiellen Wachstumsphase auf SCG umgesetzt, mit 0,4 mM H2O2 versetzt und nach 20 h

das Überleben in der Überlebensplattierung bestimmt (100 % ist die Anzahl der plattierten Zellen).

Während des Zelltodes, ausgelöst durch Ypl095cp Überexpression, kommt es zur

Fragmentierung der Kern DNA, wie in Abb. 37 anhand der schwarzen Färbung der

Zellkerne im TUNEL Assay zu erkennen ist. Etwa 60 % der Zellkerne weisen

Fragmentierungen der DNA auf im Vergleich zu den ungefärbten Zellen in der

Vektorkontrolle. Die Fragmentierung der DNA ist schon ohne zusätzlichen Stress

durch Wasserstoffperoxid deutlich zu erkennen, obwohl unter diesen Bedingungen

nur etwa 10 % der Zellen sterben. Diese DNA Fragmentierung ist, wie auch der

Zelltod, abhängig von Yca1p. Die Deletion der Hefecaspase verhindert die durch

Ypl095cp Expression verstärkte DNA Fragmentierung.
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Abb. 37: Ypl095cp Überexpressionsstämme zeigen DNA Fragmentierung.

Ypl095cp Expressions- und Vektorkontrollen im Wildtyp und yca1 Stammhintergrund wurden in

der exponentiellen Wachstumsphase auf SCG umgesetzt und nach 20 h TUNEL gefärbt.

Um die Beteiligung von Caspasen näher zu charakterisieren wurde eine in-vivo

Caspase Aktivitätsmessung mit FITC-VAD durchgeführt. Die Ergebnisse sind in

Tabelle 5 aufgeführt.

Stamm Kontrolle 0,4 mM H2O2

Ypl095cp expr. 3 % 5 %

Vektorkontrolle 2 % 2 %

Tabelle 5: Ypl095cp Expressionsstämme sterben ohne Caspaseaktivierung.

Die aufgelisteten Stämme wurden in der exponentiellen Phase auf SCG umgesetzt und mit und

ohne 0,4 mM H2O2 20 h geschüttelt. Dann wurden die Zellen mit FITC-VAD-fmk gefärbt und die

Färbung im FACS quantifiziert. Die Prozentzahlen sind der Anteil von Zellen mit Caspaseaktivität.

Alle Stämme zeigen nur eine Hintergrundfluoreszenz im Caspase Assay. Die

Überexpression von Ypl095cp führt in Kombination mit Wasserstoffperoxid zu

einem Zelltod ohne Caspaseaktivierung.

III.5.4 Diskussion

Es wurden zwei Mechanismen der Yca1p vermittelten Apoptose untersucht, die

beide auf eine mitochondriale Wirkungsweise von Yca1p hindeuten.

Die Deletion von YPL095c, einer putative cytoplasmatischen Hydrolase, die als

einzigen beschriebenen Phänotyp eine respiratorische Defizienz hat (Karpichev

und Small, 1998), verhindert den Zelltod durch Yca1p Überexpression. Weiterhin
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sterben Ypl095cp Überexpressionsstämme bei Zugabe von Wasserstoffperoxid

ohne Caspaseaktivierung; die Deletion von YCA1 verhindert aber diesen Zelltod

und auch das Auftreten von DNA Fragmentierung. Eine mögliche Erklärung wäre,

dass Ypl095cp das Todessignal downstream von Yca1p weiterleitet. Dafür spricht,

dass die Deletion von YPL095c den Zelltod verhindert, und Ypl095cp

Überexpressionsstämme ohne Caspaseaktivierung sterben. Diese

Überexpression von Ypl095cp wirkt nur in Kombination mit Wasserstoffperoxid

tödlich. Der Hefecaspase Yca1p kommt in der apoptotischen Signalkaskade bei

oxidativem Stress eine Hauptrolle zu. Eventuell fehlt in Zellen ohne Yca1p der

Sensor, der die Apoptose einleitet. Das würde erklären, warum die Deletion der

Caspase YCA1 den Zelltod ausgelöst durch Ypl095cp Überexpression zwar

verhindert, die Überexpressionmutante im Wildtyphintergrund aber ohne

Caspaseaktivierung stirbt. Die endogen kodierte Metacaspase scheint auch in

anderen Szenarien wichtig für den Todesmechanismus unter oxidativem Stress zu

sein. So kann ein plasmidkodiertes Yca1p die Suszeptibilität von Y C A 1

Deletionsmutanten zwar komplementieren, es werden aber höhere Dosen

Wasserstoffperoxid für die Initiation der Apoptose benötigt (Madeo et al., 2002).

Ygl129cp ist ein DAP-3 Homologes in Hefe. Die Deletion von YGL129c verhindert

den durch Yca1p Überexpression ausgelösten Zelltod und das Auftreten der

morphologischen Marker der Apoptose. Die Caspase Aktivität ist in den

Deletionsstämmen ähnlich hoch wie im Wildtyphintergrund, d.h. die Aktivierung

der Caspase wird durch die Deletion von YGL129c nicht beeinträchtigt. Da

Ygl129c auch funktionell ein DAP-3 Homologes ist, dessen Funktion durch das

humane Gen komplementiert werden kann (Berger et al., 2000), ist anzunehmen,

dass auch die apoptogene Funktion in Hefe konserviert ist. DAP-3 trägt zu der

Fragmentierung von Mitochondrien während der Apoptose bei (Mukamel und

Kimchi, 2004), diese apoptogene Funktion ist abhängig von der Aktivierung von

Caspasen und spielt bei der Rezeptor vermittelten Apoptose eine Rolle (Kissil et

al., 1999). Zur Fragmentierung der Mitochondrien kommt es auch während der

Hefeapoptose, und die Mechanismen weisen Homologien auf (Fannjiang et al.,

2004). Somit verbindet Ygl129c den Caspase abhängigen Zelltod in Hefe mit den

Prozessen der Mitochondrien-Fragmentierung. Die Ergebnisse deuten darauf hin,
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dass Yca1p die mitochondrialen Prozesse während der Hefeapoptose initiiert und

in der Kaskade oberhalb der Mitochondrien steht. Die apoptogene Funktion von

Yca1p könnte von mitochondrialen Prozessen abhängig sein.



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 81

III.6 Untersuchungen zur Nukleaseaktivität von Aif1p

Humanes AIF transloziert während der Apoptose in den Zellkern und ist dort an

der Degradation der chromosomalen DNA beteiligt. Rekombinantes Maus AIF

induziert in gereinigten Zellkernen Chromatinkondensation und DNA

Fragmentierung, ist aber nicht in der Lage, Plasmid DNA zu degradieren (Susin et

al., 1999). Es scheint, als bräuchte AIF zum nukleolytischen Angriff weitere

Kofaktoren, wie Cyclophilin A (Cande et al., 2004). Um die putative Nuklease-

aktivität von Hefe Aif1p zu untersuchen, sollte sowohl aus Hefe isoliertes als auch

rekombinantes Aip1p für Nukleaseassays eingesetzt werden.

III.6.1 Immunopräzipitation von Aif1p

Die Reinigung von Aif1p aus Hefe erfolgte durch Immunopräzipitation eines FLAG-

Aif1p Fusionsproteins (II.9.6.9). In Abb. 38 ist die Coomassie Färbung einer SDS-

PAGE der Fraktionen der Reinigung zu sehen.

Abb. 38: Immunopräzipitation von Aif1p.

Aus Rohextrakten von 20 h auf SCG inkubierten

Aif1p-FLAG Expressions- und Vektorkontrollstämmen

wurde Aif1p durch Immunopräzipitation mit -FLAG

Agarose gereinigt. Die verschiedenen Fraktionen

wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt und durch

Coomassie Färbung visualisiert. Ü (Überstand), W (1

Wasch-fraktion), B (beads), E (Eluat), M (Marker).

Die Banden a, b und c sind unspezifisch, da sie auch in der Vektorkontrolle

sichtbar sind, b und c entsprechen der leichten und der schweren Kette des

Antikörpers, der zum pull-down verwendet wurde. Im Eluat des pull-downs aus

Aif1p Überexpressionsstämmen ist die Bande 3 zu erkennen, die aufgereinigtem

Aif1p entspricht (wurde später im MALDI-MS bestätigt). Die Inkubation dieses

Proteins mit DNA zeigte keine Effekte. Da Säuger-AIF zur Degradation weitere

interagierende Proteine benötigt, wurden die kopräzipitierten Proteine, die in der
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Spur mit den beads sichtbar (Abb. 38) sind, im MALDI-MS (AK Stevanovic)

identifiziert. Die Bande 2 ist HSP60, die Bande 1 ein HSP70 homologes Protein,

das zur SSA Proteinfamilie gehört.

Um zu differenzieren welche der SSA Proteine mit Aif1p interagiert, wurde ein pull-

down von Aif1p in den vier Disruptionsstämmen ssa1, ssa2, ssa3 und ssa4

durchgeführt. In allen vier Disruptionsstämmen ist die Bande des HSP70

Homologs deutlich sichtbar (Abb. 39). Die genaue Identität des Interaktorproteins

von Aif1p ließ sich mit dieser Methode nicht klären.

Abb. 39: Immunopräzipitation von Aif1p in SSA

Deletionsstämmen.

Aus Rohextrakten von 20 h auf SCG inkubierten Aif1p-

FLAG Expressions- und Vektorkontrollstämmen im

Wildtyp und ssa1, ssa2, ssa3 und ssa4 Stamm-

hintergrund wurde Aif1p durch -FLAG Agarose

präzipitiert. Gezeigt ist die Coamassie Färbung der

SDS-PAGE. B (beads), E (Eluat).

III.6.2 Reinigung von rekombinantem Aif1p

Um die nukleolytische Aktivität von rekombinantem Aif1p aus S. cerevisiae zu

bestimmen, wurde dieses über einen His6-Epitop aus E. coli unter de-

naturierenden Bedingungen aufgereinigt (II.9.5). Abb. 40 zeigt die Coomassie

Färbung der SDS-PAGE unterschiedlicher Fraktionen der Aufreinigung und das

durch Dialyse zurückgefaltete Aif1p. Im Eluat (E) sind keine verunreinigenden

Proteinbanden mehr zu erkennen.
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Abb. 40: Aufreinigung von rekombinantem Aif1p

aus E. coli.

Rekombinant exprimiertes Aif1p wurde unter de-

naturierenden Bedingungen aufgereinigt und mittels

Dialyse renaturiert. Die verschiedenen Fraktionen

wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt und durch

Coomassie Färbung visualisiert. IC (induzierte

Kontrolle); FT (Durchfluss); W (Waschschritt); E

(Eluat) und renaturiertes Aif1p.

III.6.3 Rekombinantes Aif1p besitzt Nukleaseaktivität

Die Nukleaseaktivität von rekombinantem Aif1p wurde in Zusammenarbeit mit

Silke Wissing untersucht. Die Inkubation von gereinigten Hefezellkernen mit

rekombinantem Aif1p führt zur Degradation der chromosomalen DNA (Abb. 41). In

einer zeitlichen Kinetik wurde der DNA Verdau verfolgt.

Abb. 41: Degradation von gereinigten Hefezellkernen und Plasmid DNA durch

rekombinantes Aif1p.

16 g rekombinantes Aif1p wurde zusammen mit gereinigten Hefezellkernen inkubiert. Nach

Extraktion der DNA wurde die DNA im Agarosegel getrennt und visualisiert. (links). 1 g Plasmid

DNA wurde mit den jeweils angegebenen Konzentrationen von rekombinantem Aif1p oder BSA für

30 min. bei 30 °C inkubiert, nach der Inkubationszeit kurz hitzeinaktiviert und die DNA Fragmente

auf einem Agarosegel aufgetrennt (rechts).
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Man kann in Abb. 41 erkennen, dass rekombinantes Aif1p chromosomale DNA

degradiert und ein diffuser DNA Abbau zu sehen ist. In Säugern kommt es bei der

Degradation von chromosomaler DNA zu DNA Leitern, weil die DNasen vor allem

in der Linkerregion zwischen den Nucleosomen schneiden. In Hefe tritt so eine

DNA Leiter nicht auf, was wahrscheinlich mit dem anderen Aufbau der

Linkerregion zusammenhängt, sie ist in der Hefe sehr viel kürzer als bei

Säugerzellen (Lowary und Widom, 1989).

Säuger AIF kann nur in Zusammenarbeit mit anderen Proteinen wie Cyclophilin A

DNA degradieren und ist daher nicht in der Lage Plasmid DNA ohne Zugabe

anderer Proteine zu schneiden. Rekombinantes Aif1p aus der Hefe schneidet

Plasmid DNA (Abb. 41). In einer Konzentrationsreihe ist deutlich zu erkennen, wie

zuerst die lineare Form der Plasmid DNA zunimmt, und bei höherer Aif1p

Konzentration schließlich ein diffuser DNA Abbau sichtbar wird (Abb. 41). Die

Nukleaseaktivität von Aif1p ist abhängig von der Gegenwart divalenter Kationen

und kann durch Erhitzen des Proteins zerstört werden (Abb. 41). Da die

Rückfaltung von rekombinantem Aif1p in Abwesenheit von FAD stattfand, ist die

DNase Aktivität von Aif1p unabhängig von der Oxidoreduktase Funktion (II.9.5).

III.6.4 Diskussion

Rekombinates isoliertes Hefe Aif1p ist im Gegensatz zu den Säuger-Homologen in

der Lage, DNA zu degradieren. Diese Aktivität ist abhängig von divalenten

Kationen und bedarf einer nativen Form des Proteins. Aif1p kann sowohl Plasmid

als auch genomische DNA abbauen. Die hohe Aif1p Konzentration, die für die

Degradation von Plasmid DNA benötigt wird (ungefähr 1 g/1 g Plasmid DNA),

deutet darauf hin, dass Aif1p in-vivo mit anderen Proteinen bei der Chromatinlyse

interagiert und kooperiert. Die Durchführung des DNase Assays mit aus Hefe

aufgereinigtem Aif1p blieb erfolglos. Dies kann daran liegen, dass bei der

Reinigung noch andere Proteine kopräzipitiert wurden, die diese Aktivität

verhindern.

Für Säuger AIF wurde gezeigt, dass HSP70 die Nukleaseaktivität von AIF an

gereinigten Kernen inhibieren kann (Ravagnan et al., 2001) und die Translokation
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von AIF unter apoptotischen Bedingungen in den Kern verhindert (Gurbuxani et

al., 2003). Die Kopräzipitation von den HSP70 Homologen SSA Proteinen

bestätigt somit eine Interaktion, die im Säugersystem schon gezeigt wurde. Da die

Proteine der SSA Familie hoch homolog untereinender sind, konnte die genaue

Identität des Interaktionspartners nicht geklärt werden. Es ist aber wahrscheinlich,

dass sich die Proteine der SSA Familie gegenseitig komplementieren, wenn in den

jeweiligen Disruptionsstämmen gearbeitet wird. Die nicht nachweisbare

Nukleaseaktivität von aus Hefe durch pull-down gereinigten Aif1p scheint somit an

der Bindung von SSA Proteinen zu liegen.

HSP60, ein Protein der mitochondrialen Matrix, ist als Chaperonin an dem Import

von Proteinen in die mitochondriale Matrix beteiligt und hilft dort bei der korrekten

Faltung (Heyrovska et al., 1998). Es kann aber auch Proteine, die in die Matrix

importiert werden, in einem ungefalteten Zustand halten, damit diese in den

Intermembranraum gelangen können (Koll et al., 1992). Da eine mitochondriale

Lokalisation von Aif1p gezeigt wurde, (Wissing, 2005; Wissing et al., 2004) ist eine

Interaktion zwischen HSP60 und Aif1p nicht unwahrscheinlich. Auch ist für das

Hefe Aif1p die genaue Lokalisation in den Mitochondrien noch nicht geklärt. Es

befindet sich entweder in der Matrix oder ist fest an die innere Membran assoziiert

(Wissing, 2005; Wissing et al., 2004). Die Interaktion zwischen HSP60 und Aif1p

kann diese Frage nicht klären, da HSP60 an beiden Transportwegen beteiligt ist.
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IV ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein altruistischer Aspekt des apoptotischen

Zelltodes des Einzellers Saccharomyces cerevisiae aufgeklärt werden. Unter

physiologischen Bedingungen, im chronologischen Altern, sterben die meisten

Zellen einer klonalen Kultur mit den phänotypischen Markern der Apoptose. Der

apoptotische Zelltod im Altern ist abhängig von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)

und der Hefecaspase Yca1p. Der zelluläre Selbstmord ist aber kein notwendiger

Prozess, da jede einzelne Zelle über die genetische Möglichkeit verfügt, den Tod

herauszuzögern, z.B. über die erhöhte Expression von YAP1, die wiederum die

Menge an intrinsisch gebildeten ROS vermindert. Verhindert bzw. verzögert man

den Zelltod im chronologischen Altern durch die Deletion der Hefecaspase Yca1p

birgt das auf lange Sicht Selektionsnachteile für die Population. Gealterte

Mutantenzellen sind im adaptiven Wachstum behindert, ihre Fähigkeit in frischem

Medium zu proliferieren ist schwächer als beim Wildtyp. Es scheint, als hätten

Zellen überlebt, die nicht mehr anpassungsfähig sind. Außerdem überlebt der

Wildtyp die Mutanten in einem kompetitiven Überlebensassay, hat also im direkten

Vergleich langfristig Selektionsvorteile. Es konnte zudem gezeigt werden, dass

alternde Hefezellen Substanzen sezernieren, die das Überleben von anderen

alten Zellen fördern. Die monoklonale Population hat also durch einen Zelltod nicht

nur die Möglichkeit, knappe Nahrungsressourcen für die anpassungsfähigsten

Zellen zu nutzen, sondern es werden von sterbenden Zellen noch zusätzlich

Nahrung und Überlebenssignale zur Verfügung gestellt.

Des Weiteren konnte die durch Lsm4p Mutation ausgelöste Apoptose sowohl

mechanistisch als auch in ihrem Ursprung näher charakterisiert werden. Da Lsm

Proteine beim mRNA splicing und decapping involviert sind, wurde untersucht,

welche von beiden Funktionen bei einer Fehlregulation Apoptose auslöst.

Störungen im mRNA decapping durch Mutationen oder Disruptionen der

beteiligten Proteine führen zu einem Zelltod, der mit den klassischen Marken der

Apoptose einhergeht. Dieser Zelltod, nicht aber die mRNA Stoffwechselstörung

kann durch die Disruption der Hefecaspase Yca1p verhindert werden. Die
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Aktivierung der Caspase scheint nicht durch die erhöhte Stabilität ihrer mRNA und

demnach ihrer Akkumulation in der Zelle hervorgerufen zu werden. Es muss einen

noch nicht geklärten Mechanismus der Aktivierung von Yca1p geben. Dennoch ist

der hier aufgezeigte, durch mRNA decapping Defekte ausgelöste und Caspase

abhängige Zelltod der erste mechanistische Hinweis, wie mRNA Stabilität und

Apoptose zusammenhängen.

Die Aufklärung der Mechanismen Yca1p vermittelter Apoptose war ein weiterer

Teil dieser Arbeit. Es konnte gezeigt werden, dass Yca1p nur in apoptotischen und

nicht in nekrotischen Todesszenarien involviert ist. Mechanistisch liegt Yca1p

wahrscheinlich upstream von mitochondrialen apoptotischen Prozessen. Es

konnten zwei Proteine identifiziert werden, die bei einer Disruption den Yca1p

vermittelten Zelltod verhindern: Ygl129cp und Ypl095cp. Ygl129cp ist als DAP-3

Homologes vermutlich an den Prozessen der Mitochondrien-Fragmentierung

beteiligt, die eine wichtige Rolle im apoptotischen Geschehen spielen. In diesem

Disruptionsstamm ist Yca1p trotz Aktivierung nicht in der Lage, den Zelltod

auszulösen. Ypl095cp ist ein neues proapoptotisches Protein, dessen apoptogene

Funktion von Yca1p abhängt und das ohne Caspase Aktivierung tötet. Außerdem

rettet die Disruption vor Yca1p vermittelter Apoptose. Es ist demnach ein weiterer

Kandidat für die downstream von Yca1p liegenden Prozesse.

Außerdem konnten in dieser Arbeit zwei Interaktionspartner von Aif1p ermittelt

werden: HSP60 und ein HSP70 Homolog. HSP60 spielt eine Rolle beim Import

von Proteinen in die mitochondriale Matrix und deren Ausschleusung in den

Intermembranraum. Somit ist diese Interaktion ein weiterer Beweis für die

mitochondriale Lokalisation von Aif1p. Der zweite Interaktionspartner stammt aus

der Familie der SSA Proteine und ist wahrscheinlich ähnlich wie im Säugersystem

in der Lage die Aif1p vermittelte DNA Degradation zu inhibieren, da durch

Immunopräzipitation aufgereinigtes Aif1p nicht in der Lage war, DNA zu

schneiden. Rekombinantes, aus E. coli aufgereinigtes, Aif1p zeigte eine

intrinsische DNase Aktivität gegenüber aufgereinigten Kernen und Plasmiden.
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V ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS

AIF Apoptosis-inducing factor
Amp Ampicillin
AP-1 Activator protein 1
Apaf-1 Apoptotic protease-activating factor 1
APS Ammoniumperoxodisulfat
Bad Bcl-2 agonist of cell death
Bax Bcl-2 associated X-factor
Bcl-2 B-cell lymphoma 2
BI-1 Bax inhibitor 1
Bid BH3 interacting domain death agonist
Bp Basenpaare
BSA Rinderserumalbumin
CAD Caspase-activated DNase
CARD Caspase recruting domain
Caspase Cysteinyl aspartate-specific proteinases
CDC48 Cell division Cycle (mutant) 48
CED C. elegans death
CFU Colony Forming Units
CML Hefestammsammlung Cristina Mazzoni
DAB Diaminobenzidine
DAP3 Death associated protein 3
DAPI Diaminophenylindol
DBY Hefestammsammlung David Botstein
Dcp mRNA Decapping
DD Death Domain
dH2O Deionisiertes Wasser
ddH2O Bidestilliertes Wasser
DED Death Effector Domain
DHR Dihydrorhodamin 123
DIABLO Direct IAP-binding protein with low pI
DIC Differentieller Interferenzkontrast
DIG Digoxygenin
DMSO Dimethlsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsäure
DTT Dithiothreitol
ECL Enhanced chemiluminescence
EDTA Ethylendiamintetraacetat
EGTA Ethylenglycol-bis(beta-aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraacetat
EndoG Endunuclease G
ERC Extrachromosomal ribosomal DNA circles
FACS Fluorescence activated cell sorting
FAD Flavinadenindinukleotid
FADD FAS-associating death domain-containing protein
FITC Fluoresceinisothiocyanat
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FLAG Synthetisches Epitop, Sequenz DYKDDDDK
FMY Hefestammsammlung Frank Madeo
GFP Green fluorescent protein
HPLC-MS High-performance liquid chromatography - massspectrometry
HSP Heat shock protein
HtrA2 High temperature requirement A 2
IAP Inhibitory apoptosis protein
ICAD Inhibitor of CAD
ICE Interleukin-1ß-converting enzyme
KanR G418 resistance
kD Kilo Dalton
KFY Hefestammsammlung Kai-Uwe Fröhlich
LB Luria Bertani-Medium
LiAc Lithiumacetat
Lsm Like Sm protein
MALDI-MS matrix-assisted laser desorption/ionization mass spectrometry
Mat Mating type
MCA1 Metacaspase 1
mRNA Messenger RNA
MW Molekulargewicht
Nma111 Nuclear mediator of apoptosis 111
NMD Nonsense-mediated mRNA decay
OD600 Optische Dichte bei 600 nm
ORF Open reading frame
Pab Poly(A) Binding protein
PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese
Pan Poly(A)-binding protein-dependent poly(A) riboNuclease
Pat1 Protein Associated with Topoisomerase
PBS Phosphate buffered saline
PCR Polymerasekettenreaktion
PEG Polyethylenglykol
pFM Plasmidstammsammlung Frank Madeo
pKF Plasmidstammsammlung Kai-Uwe Fröhlich
PMSF Phenylmethansulfonsäurefluorid
POD Peroxidase
Pro Prolin rich region
PTP Permeability transition pore
RNA Ribonukleinsäure
ROS Reactive oxygen species
rpm Umdrehungen pro Minute (Rotations per Minute)
rRNA Ribosomale RNA
RT Raumtemperatur
SC Synthetic complete
SCD Synthetic complete dextrose
SCG Synthetic complete galactose
SDS Natriumdodecylsulfat
SIR2 Silent Information Regulator
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SMAC Second mitochondrial activator of caspases
snRNAs Small nuclear RNA
snRNP Small Nuclear Ribonucleoprotein Particle
SOD Superoxiddismutase
SSA Stress-Seventy subfamily
SSC Sodium chloride-sodium citrate
TAE Tris-acetate EDTA
tBid Truncated Bid
TBS Tris-buffered saline
TCA Trichloressigsäure
TE Tris-EDTA
TEMED N, N, N´ ,N´ -Tetramethylethylendiamin
TM Schmelztemperatur
TNF Tumor necrosis factor
Tris Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan

TUNEL
terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end
labeling

UBP10 UBiquitin-specific Protease
v/v Volumen pro Volumeneinheit
VCP Valosin containing protein
VDAC Voltage-dependent anion channel
VEID Caspase Substrat (Val-Glu-Ile-Asp)
w/v Gewicht pro Volumeneinheit
WT Wildtyp
YAP1 Yeast activator protein 1
YCA1 Yeast Caspase 1
yEGFP Yeast-enhanced green fluorescent protein
YPD Yeast extract peptone dextrose
ZnF Zink Finger

Z-VAD-fmk
Caspase Inhibitor (Carbobenzoxy-Val-Ala-Asp-
Fluorenylmethyloxycarbonyl-Peptid)
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