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Abstract: In this work, using Saccharomyces cerevisiae as a model, we showed that BetA could inhibit 

cell  proliferation  and  lead  to  lethal  cytotoxicity  accompanying  programmed  cell  death  (PCD). 

Interestingly, it was found that vacuolar protease Pep4p played a pivotal role in BetA‐induced S. 

cerevisiae PCD. The presence of Pep4p reduced the damage of BetA‐induced cells. This work implied 

that  BetA may  induce  cell  death  of  S.  cerevisiae  through mitochondria‐mediated  PCD,  and  the 

deletion of Pep4 gene possibly accelerated the effect of PCD. The present investigation provided the 

preliminary research for the complicated mechanism of BetA‐induced cell PCD regulated by vacular 

protease Pep4p and lay the foundation for understanding of the Pep4p protein in an animal model. 
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1. Introduction 

Currently, yeast is a well‐established unicellular eukaryotic model organism used to elucidate 

the molecular mechanism of apoptotic pathways and has offered new insights into human diseases. 

Betulinic  acid  (BetA),  a  plant  derived  pentacyclic  lupine‐type  triterpene,  possesses  a  variety  of 

biological activities, including inhibition of human immunodeficiency virus (HIV) [1], antibacterial 

[2], antimalarial [3], anti‐inflammatory [4], and anthelmintic properties [5]. Moreover, the remarkable 

selectivity  cytotoxicity  induced  by  BetA  in  a  diversity  of  cancer  cells  together with  its minimal 

cytotoxicity for normal cells has raised this compound as an optimistic candidate for a non‐toxic anti‐

cancer  drug  [6].  Previous  investigations  have  shown  that  in mammal  cells,  the  death  receptor 

pathway  is  not  involved  in BetA‐induced  cell death  [7].  In  addition, BetA‐induced  cell death  is 

independent of p53 [6,7]. Repeated evidence supports the inference that BetA induces cell death via 

the mitochondrial pathway [8,9], regulated by the Bcl‐2 family proteins [10]. BetA appears to directly 

target the mitochondrial PT pore, inducing cytochrome c release [11]. Besides, the disruption of the 

mitochondrial membrane  potential  and  production  of  reactive  oxygen  species  (ROS)  have  been 

reported to be associated with the presence of BetA [12]. 

Apoptosis  is a genetically regulated self‐destruction program essential  for both development 

and tissue homeostasis in multicellular organisms (the major form of PCD). In yeast, a mitochondria‐

mediated  PCD  pathway  shows  similarities  to  the  mammalian  intrinsic  pathway.  Consistently, 

mitochondrial outer membrane permeabilization (MOMP) is as decisive an event in the PCD process 

as  in mammalian cells due  to  the  release of pro‐apoptotic  factors  like cytochrome C  [13], a PCD 

inducing factor (AIF) [14], and Endo G [15]. Mitochondria are the main place where ROS is generated. 

Generally speaking, ROS generation was  induced under high membrane potential  [16]. MOMP  is 
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related to the redox state of mitochondria and could also be mediated by ROS [17,18]. Saccharomyces 

cerevisiae  proteinase  A  (PrA)  is  a  member  of  the  aspartic  proteinase  superfamily.  During  the 

nutritional stress, sporulation, and vegetative growth conditions, PrA is found to be essential to the 

S. cerevisiae vacuolar proteolytic system [19,20]. In the previous research, Pep4p was found to be a 

regulating factor for cell physiology and metabolic processes in S. cerevisiae under a nitrogen stress 

environment  [21]. As  is well‐acknowledged,  yeast  vacuoles, membrane‐bound  acidic  organelles, 

which  share many  similarities  to plant vacuoles,  and mammalian  lysosomes  are  involved  in  the 

regulation of PCD process. The vacuolar protease Pep4p (also called yeast proteinase A), orthologous 

of the human CatD [22], contributes to yeast programmed cell death [23–25]. Pep4p is an aspartic 

protease found in the yeast vacuole, which is important for protein turnover after oxidative damage. 

Under the stress of H2O2, the overexpression of Pep4p prevents the accumulation of oxidized proteins 

without increasing lifespan. In contrast, protein degradation and the removal of oxidized proteins 

were decreased in Pep4p‐deficient cells [26]. Pep4p migrates out of vacuoles without major vacuolar 

rupture and nucleoporin degradation [27]. Pep4p translocates to the cytosol with both vacuolar and 

plasma membrane  integrities, which  is also  involved  in mitochondrial degradation during acetic 

acid‐induced PCD [28]. These results suggest that Pep4p has a role in apoptotic cell death and the 

release of a vacuolar protease during regulating cell death is conserved in yeast. In addition, Pereira 

et al. [29] found that the protective role of Pep4p in acetic acid‐induced PCD depended on its catalytic 

function associated with  the presence of AAC proteins. However,  the molecular role of Pep4p  in 

mitochondrial degradation and its involvement in the process of PCD process remains understood. 

In this work, we used BetA as the major compound to induce the cell PCD process, firstly showing 

that vacuolar Pep4p can provide protection for S. cerevisiae cells PCD via a mitochondria‐mediated 

pathway. 

2. Materials and Methods 

Betulinic acid (>97% pure, Tokyo Chemical Industry Co., Ltd., Tokyo, Japan) was dissolved at 4 

mg/mL in DMSO (Sigma‐Aldrich, St Louis, MO, USA) and aliquots were stored at −80 °C. 

2.1. Yeast Strains and Growth Conditions 

Several Saccharomyces cerevisiae strains were investigated in this study, including BY4741 (MATa, 

his3Δ1, leu2Δ0, met15Δ0, ura3Δ0) and BY4741 pep4Δ (the mutant containing the knock‐out of pep4 

gene encoding proteinase A). The  two strains were grown  in YPD medium  (1% yeast extract, 2% 

peptone, 2% glucose) at 28 °C to a logarithmic phase (about 4 × 106 CFU/mL). Logarithmic phase cells 

were harvested and washed in phosphate‐buffered saline (PBS) (pH 7.4 ± 0.2) buffer for three times, 

then suspended in PBS containing 20 μg/mL DMSO (solvent blank) or 20 μg/mL BetA, following an 

incubation time of 2 h, 4 h, and 8 h. The yeast culture cells were harvested for further experiments. 

2.2. Growth and Survival Tests 

Cell growth was monitored by cell spots assay. The collected cells were washed three times with 

1 × PBS buffer, adjusted  to  identical optical density  (OD600), and diluted 10−1, 10−2, 10−3, 10−4, 10−5, 

respectively. Then, 5 μL of each diluted yeast culture cells were spotted onto YPD plates. Plates were 

incubated for 2 d and the number of grown colonies was calculated. Cell viability was tested by Cell 

Blue  Cell  Viability  Assay  Kit  (Huabio,  Hangzhou,  China).  This  kit  performs  as  well  as  other 

resazurin‐based cell proliferation assay kits like AlamarBlue reagent [30]. In brief, 1 × 107 cells were 

seeded onto 96‐multiwell plates together with 10 μg/mL BetA and incubated for different times at 28 

°C. 10 μL cell blue solutions was then added and placed in the same incubator for 4 h. Subsequently, 

cell growth was assayed by the absorbance using fluorescence followed in a fluorescence microplate 

reader (SpectraMax M5, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). The excitation wavelength was 

560 nm and the emission wavelength was 590 nm. 

2.3. 4,6‐Diamidino‐2‐phenylndole (DAPI) Staining and Microscopy 
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The DAPI staining of nuclei tissue was adopted as described previously [28]. Yeast cells were 

harvested and washed  three  times with 1×PBS buffer, and  re‐suspended  in 70% ethanol  for brief 

fixation and permeabilization. After incubation at 4 °C for 2 h, cells were washed three times with 1× 

PBS buffer and incubated with 1 μg/mL of DAPI in the dark at room temperature for 10 min, and 

then rinsed three times with PBS. The stained cells were mounted on a coverslip and observed with 

an inverted Zeiss laser scanning confocal microscope (Zeiss LSM‐780, Carl Zeiss Inc., Thornwood, 

NJ, USA) equipped with a 63× oil immersion lens. 

2.4. ROS Detection 

ROS production was quantified by flow cytometry using dihydroethidium (DHE) (Beyotime, 

China) staining. Cells were collected by centrifugation, washed two times, re‐suspended in 500 μL 

PBS buffer and incubated with 10 μg/mL DHE for 30 min in the dark. Cells with red fluorescence 

were analyzed using an inverted laser scanning confocal microscope (Zeiss LSM‐780, Carl Zeiss Inc.) 

or a FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) with excitation at 535 nm and emission at 610 

nm. 

2.5. Mitochondrial Transmembrane Potential (ΔΨmt) Assay 

The mitochondrial transmembrane potential (ΔΨ) was evaluated in cells treated with the laser 

dye rhodamine 123 (Beyotime, Nanjing, China). Cultured cells were washed twice using PBS and 

treated with rhodamine 123 at a final concentration of 10 μg/mL. The cells were incubated at 37 °C 

for 30 min in the dark. After that, the cultured cells were washed at least 3 times with PBS buffer 

before FACS analysis using a BD FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) equipped with 

an FL‐1 channel (488 nm/530 nm). 

2.6. Annexin V/PI Staining 

Phosphatidylserine exposure was detected by an Annexin V/PI apoptosis kit  (MultiSciences, 

Shanghai, China), as described by Madeo et al [31] with minor modifications. Briefly, 1–5 × 106 cells 

were collected by centrifugation, and washed in sorbitol buffer (1.2 M sorbitol, 0.5 mM MgCl2, 35 mM 

potassium phosphate, pH 6.8), digested with 50 U/mL lyticase (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, 
USA)  [32]  in  sorbitol  buffer  for  2  h  at  28  °C,  harvested,  washed  in  binding  buffer  (10  mM 

Hepes/NaOH, pH 7.4, 140 mM NaCl, 2.5 mM CaCl2) containing 1.2 M sorbitol buffer, harvested, and 

resuspended in binding buffer/sorbitol. Afterwards, 5 μL annexin‐FITC and 10 μL propidium iodide 

(PI) were added to 500 μL cell suspension, and then were incubated for 5 min at room temperature. 

Lastly, the cells were measured with an inverted laser scanning confocal microscope (Zeiss LSM‐780, 

Carl Zeiss Inc., Dublin, CA, USA) or a FACSCalibur (BD Biosciences). 

2.7. Terminal Deoxynucleotidyl Transferased UTP Nick‐End Labeling (TUNEL) 

Yeast cells were fixed with 3.7% formaldehyde, digested by lyticase, and applied to a polylysine‐

coated  slide  as  described  for  immunofluorescence  analysis.  The  slides  were  rinsed  with  PBS, 

incubated  in permeabilization solution  (0.1% Triton X‐100, 0.1% sodium citrate)  for 2 min on  ice, 

rinsed twice with PBS, incubated with 50 μL TUNEL reaction mixture (50 μL TdT, 450 μL fluorescein‐

dUTP,  Boehringer Mannheim  Roche)  for  60 min  at  37  °C,  rinsed  three  times with  PBS  buffer, 

incubated with 50 mL converter‐POD for 30 min at 37 °C, rinsed three times with PBS, and then the 

TUNEL reaction was visualized by chromogenic staining with DAB (Sigma, St. Louis, MO, USA). 

Slides were counterstained with hematoxylin. 

2.8. Transmission Electron Microscopy 

TEM samples were prepared as described previously with some modifications [33]. Cells were 

harvested by gentle centrifugation, washed in phosphate‐buffered saline (PBS) (pH 7.2), resuspended 

in 2.5% (v/v) glutaraldehyde and fixed for 2 d at 4 °C. Cells were further fixed in a 2% solution of 

osmium tetroxide in 0.1 mM phosphate buffer. Fixed cells were dehydrated with 30%, 50%, 75%, 85%, 
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95%, and 100% ethanol, gradually. After the 100% ethanol washes, cells were washed using 100% 

acetone,  infiltrated with 50% acetone/50% Epon  for 1 h,  then with 100% Epon  for 3 h. Cells were 

transferred to fresh Epon (100%) and incubated at 56 °C for 48 h. Ultrathin sections were prepared 

and  observed  under  a  TEM  (JEM‐1230,  JEOL,  Tokyo,  Japan)  after  staining  with  lead  acetate. 

Micrographs were  recorded using a  JEM‐1230 electron microscope  (JEOL Ltd, Tokyo,  Japan) at a 

magnification of 8000. 

2.9. Real Time Quantitative PCR (qPCR) 

Total RNA was extracted with Trizol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), referred to the 

manufacturer’s instructions. The quality and concentration of the extracted RNA were assessed by 

spectrophotometer and electrophoresis  in 1% agarose. DNase digestion and  cDNA  synthesis use 

PrimeScript RT Reagent Kit with gDNA Eraser (Takara, Dalian, China). cDNA was synthesized from 

1  μg  total RNA.  qPCR was  performed with  the  synthesized  cDNA  as  the  template. All  primer 

sequences were  listed  in Table A1. The efficiencies and specificities of  the primers were  tested by 

dilution experiments and melting curves, respectively. qPCR examinations were performed using 

SybrGreen  qPCR Master  Mix  (Rainbio,  Shanghai,  China).  Reactions  were  conducted  using  an 

ABI7500 Fast Real‐Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA). The parameters for PCR 

were composed of pre‐incubation at 95 °C for 2 min; 40 cycles of amplification steps at 95 °C for 10 s 

and 60 °C for 40 s; and then a cooling step at 50 °C for 30 s. At the end of the amplification cycle, a 

melting  analysis was  conducted  to  verify  the  specificity  of  this  reaction.  The  experiments were 

performed  in  biological  replicates with  an  independent measurement  of  each  sample  and mean 

values were used for further calculations. The fold changes were determined by the 2−ΔΔCT method 

normalized to the ACT1 gene [34]. 

3. Results 

3.1. Vacuolar Pep4p Provides the Protective Effect on BetA‐induced Cell Death of S. Cerevisiae 

Firstly, to examine the effect of BetA on yeast cells viability, the results showed that with the 

treating time of BetA extending, the viability of two strains decreased (Figure 1A). After exposure to 

BetA for 4 h, the differences of cell viability between BetA‐treatment groups and the control groups 

were significant (Figure 1B). After 12 h, the differences disappeared, thus we chose 2, 4, and 8 h for 

further experiments. Interestingly, the Δpep4 groups shared similar viability with the wild‐type ones 

at each time point, but the survival rate of Δpep4 groups was much lower than that of the wild‐type 

groups before 12h (Figure C). To assess the effect of BetA on cell growth, the cells pre‐treated with 20 

μg/mL BetA for different times were incubated in YPD. The aliquots of the cells were harvested at 

indicated time points for CFU counting. The result demonstrated that BetA induced cell death in a 

time‐dependent manner (Figure 1D). Moreover, we found that the Δpep4 mutant was much more 

sensitive to BetA treatment (Figure 1D). These data suggest that BetA could reduce cell viability and 

inhibit cell growth. Moreover, the hypersensitivity of Δpep4 cells to BetA may be due to lacking the 

protection of vacuolar Pep4p in yeast cells. 
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Figure 1. Effect of 20 μg/mL BetA on cell viability and survival of two yeast strains. Data = mean ± SD 

from  three  independent  experiments,  **  p  <  0.01.  (A)  Proliferation  activity  expressed  in  relative 

fluorescence units (RFU) after 1 × 107 cells were exposed to 20 μg/mL BetA for different incubation 

times. After exposure to 20 μg/mL BetA for different times, 10 μL Cell Blue solutions were added into 

the medium. Then cells were incubated at 37 °C for 4 h. Measure absorbance using fluorescence with 

excitation wavelength  at  560 nm  and  emission wavelength  at  590 nm using  a  fluorescence plant 

reader. (B) Proliferation activity expressed in relative fluorescence units (RFU) after exposure to 20 

μg/mL BetA for 4 h. (C) The cell viability of Δpep4 groups and wild‐type groups. (D) Spot dilution 

assays  in YPD medium  (2  μL  per  spot). Yeast  cells were  spotted  on  corresponding  positions  of 

different plates by serial 5‐fold dilutions. The plates were incubated at 28 °C for 48 h. 

3.2. Pep4p Reduces the Hallmarks of PCD Process Induced by BetA 

Chromatin condensation and fragmentation were usually considered as a typical marker of the 

apoptosis process. To determine whether the BetA‐induced cell death was consistent with PCD, we 

examined the morphology change of the chromatin after treatment by BetA. Commonly, fragments 

were aligned as a ring close to the nuclear envelope [35]. The BetA‐treated wild‐type strain as well as 

the Δpep4 one was stained with DAPI. The result showed that DNA fragments arranged as a half‐

ring at the inner side of nuclear envelope (Figure 2B,E,F), and several randomly distributed nuclear 

fragments of the cells (Figure 2B,C,E,F). Δpep4 cells showed more significant chromatin condensation 

coincident with nucleus fragmentation. The nuclei of the untreated cells were homogeneous in cell 

shape and cell density (Figure 2A,D). 
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Figure 2. DAPI‐stained S. cerevisiae nuclei. A–C W303 cells, D–F Δpep4 cells. A, D control group; B–

C and E–F cells treated with 20 μg/mL of BetA for 4 h. Arrows showed half‐ring nuclear fragments 

and closed arrows showed randomly distributed nuclear fragments. Bar, a–f, A–F, 5 μm. 

Meanwhile, Annexin V/propidium iodide (PI) co‐staining was used to quantify externalization 

of  phosphatidylserine,  an  early  apoptotic  event  (Annexin  V  positive),  and  membrane 

permeabilization, which  is  indicative  of  necrotic  death  (Annexin V  negative,  PI  positive). Cells 

exposed  to BetA were  frequently  stained green  at  the  cell periphery  after digestion of  cell wall, 

whereas a few cells in more advanced apoptotic or necrotic stages stained green and red due to the 

inability of  cell membrane  to  exclude PI  (Figure  3A). Flow  cytometry  results  showed  that  about 

13.24% of the Δpep4 cells were Annexin V positive or both Annexin V and propidium iodide positive 

after the treatment by BetA, but only 7.15% showed the same result for wild‐type cells. DMSO groups 

revealed  fewer  apoptotic  cells  in  contrast  to  the  BetA‐treated  groups,  respectively  (Figure  3B). 

Meantime, these four groups all showed a low necrotic rate (Figure 3B). 
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Figure 3. Annexin V/PI costaining of S. cerevisiae. Phosphatidylserine externalization and membrane 

integrity were detected 4 h after  incubation with 20 μg/mL BetA. Stained cells were quantified by 

laser scanning confocal microscope (A) or flow cytometry (B), the rates of stained cell by Annexin V 

were 7.15%, 4.58%, 13.24%, and 1.33%, respectively, in the four samples. In each experiment, at least 

10,000 cells were evaluated. Bar, 5 μm. * p < 0.05, ** p < 0.01. 

Apoptotic stimuli have been reported to cause cleavage of chromosomal DNA [31]. Therefore, 

we checked whether BetA‐induced cells death was associated with DNA cleavage. It was observed 

that after treatment by BetA for 4 h, approximately 50% Δpep4 cells formed a strong TUNEL‐positive 

phenotype (Figure 4D). 30% wild‐type cells also revealed TUNEL‐positive phenotype (Figure 4B). 

The DMSO group of wide‐type cells showed no TUNEL‐positive phenotype (Figure 4A), meanwhile 

Δpep4 cells treated with DMSO presented few TUNEL‐positive phenotype (Figure 4C). This means 

that DMSO showed little damage on yeast cells at the designed concentration. Carmona‐Gutiérrez et 

al.  found  that  the  CatD  ortholog  (Pep4p)  of  the  budding  yeast  S.  cerevisiae  harbors  a  dual 

cytoprotective function, composed of an anti‐apoptotic part and an anti‐necrotic part [25]. Based on 

the above data,  it  is  clear  that vacuolar Pep4p  in S.  cerevisiae  reduces  the hallmarks of apoptosis 

induced by BetA. 
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Figure 4. TUNEL‐stained S. cerevisiae nuclei. 1 × 107 cells were incubated with 20 μg/mL BetA for 4 h. 

Thereafter,  yeast  cells  were  stained  with  TUNEL.  TUNEL‐positive  cells  showed  brown,  while 

TUNEL‐negative cells showed blue, magnification, 1000×. (A) The TUNEL ‐stained DMSO‐WT group, 

(B)  The TUNEL  ‐stained BetA‐WT  group,  (C) The TUNEL‐stained DMSO‐Δpep4  group,  (D) The 

TUNEL ‐stained BetA‐ Δpep4 group. 

3.3. Pep4p Shows Significant Protective Effect on Cell Ultrastructure Upon BetA Treatment 

TEM has been used to uncover definitive ultrastructural features of the treated cells. S. cerevisiae 

cells exposure  to BetA demonstrated various morphological characteristics of PCD. The nuclei of 

DMSO group cells showed normal cellular morphology with a distinct cell wall, an intact nucleus 

with clear double membrane structure (Figure 5A,a). In contrast, electron microscopic images of cells 

incubated with 20 μg/mL BetA revealed extensive chromatin condensation (Figure 5B,b), multiple 

nuclear fragments (Figure 5B), and irregular structures protruding from the nucleus (Figures 5B,C,c). 

Other abnormal structures embedded with  intact membrane  in  the vacuoles  (Figure 5C,D,b). But 

these abnormal structures were not observed in DMSO‐treated cells. In addition, some cells possessed 

tiny vesicles on the outer side of the plasma membrane (Figure 5B,D,E,b–d). Other cells exhibited the 

distended cell wall and ruptured  internal organelles  (Figure 5E,d). The organelles and cytoplasm 

were clearly degraded  (Figure 5F,d), cytoplasmic membrane disappeared and cell plasma exuded 

(Figure 5F). Further, Δpep4 cells treated by BetA were damaged more seriously. Some cells appeared 

cavities inside of the vacuole (Figure 5c,e). Cell walls disintegrated, entocyte exuded and formed a 

large void (Figure 5f). 
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Figure 5. Electron microscopy images of S. cerevisiae. Upper graphs were the wild‐type yeast groups; 

Lower graphs were the Δpep4 yeast groups. A, a, the control group; B–F, wild‐type cells; b–f, Δpep4 

cells. Cells were treated with 20 μg/mL of BetA for 4 h. Bar, A–D, b, e, 1 μm; e–f, a, c–d, f, E–F, 0.5 

μm. Arrows show the vesicles on the outer side of the plasma membrane. 

3.4. PCD Induced by BetA was Accompanied by Perturbation of Mitochondria in the Presence of Pep4p 

ROS is a leading regulator in mitochondria‐dependent PCD of yeast cell, which is considered as 

a necessary step in the development of apoptotic cascade [36,37]. In this work, we evaluated ROS 

formation  after  pre‐treated with  BetA  using  both  laser  scanning  confocal microscope  and  flow 

cytometry analysis. The  results demonstrated  that  intracellular  levels of ROS promoted with  the 

increase of incubating time (Figure 6B). Both the wild‐type and the Δpep4 cells treated with BetA 

showed an obvious  increase  in  the amount of ROS, which was much higher  than  that of DMSO 

groups, respectively (Figure 6B). Besides, the Δpep4 cells incubated with BetA revealed significant 

ROS production, in contrast to that of the BetA‐treated wild‐type cells (Figure 6A,B). The data suggest 

that  BetA  may  stimulate  the  production  of  intracellular  ROS,  whereas  pep4p  may  resist  its 

accumulation. 

 

Figure 6. BetA induced generation and accumulation of ROS for diferent yeast strains. (A) 1 × 107 cells 

were incubated with 20 μg/mL BetA for 4 h subsequently analyzed for ROS accumulation by DHE 

staining with laser scanning confocal microscope. Bar, 5 mm. (B) 1 × 107 cells were incubated with 20 

μg/mL BetA for 2 h or 4 h, subsequently analyzed for ROS accumulation by flow cytometry. 

As  stated  earlier, mitochondrion  plays  an  important  role  in  yeast  PCD  process  [38].  BetA 

induced  a  transient  mitochondrial  membrane  potential  hyperpolarization  followed  by  a 

depolarization. An early event of PCD generally attributed to the loss of mitochondrial membrane 
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potential (ΔΨm), for it represents the opening of the mitochondrial permeability transition pore and 

release of apoptogenic factors. To assess the levels of ΔΨm in the cells exposed to BetA, cells were 

collected after incubation for different treatment times and then stained with Rh123. We found that 

after  incubation  for  2 h,  ΔΨm presented  a  low  level. While  after  incubation  for  4 h,  ΔΨm  level 

increased rapidly. Subsequently, the ΔΨm level revealed a decline trend (Figure 7). What is more, 

BetA‐treated  groups  (both  the  WT  and  the  Δpep4  ones)  revealed  much  lower  mitochondrial 

membrane potential if compared to DMSO‐treated groups. Though shown with low ΔΨm, the cells 

remained  the  specific mitochondria  stain after  treated by BetA  for 8 h, which  indicating  that  the 

mitochondria membrane integrity was still preserved. 

 

Figure 7. The change of S. cerevisiae mitochondrial membrane potential for four experimental groups. 

1 × 107 CFU/mL cells were incubated with 20 μg/mL BetA for 2 h, 4 h, and 8 h, respectively. Thereafter, 

yeast cells were stained with Rhodamine‐123 (10 μM) for 30 min and then analyzed in FL‐1 channels 

of flow cytometer. 

3.5. Significance of BetA on the Expression of Mitochondria Related Genes 

Mitochondria were an  important organelle not only  for  respiration but  for PCD also.  It was 

reported that in mammal cells, BetA induced PCD via triggering mitochondria directly, subsequently 

activating  caspases  [7,39,40]. To  investigate  the  effect of BetA on  two  strains, qPCR was used  to 

elucidate the underlying mechanism of yeast PCD  induced by BetA. In this work, six genes, Aif1, 

Cyc1, Cyc7, Ndi1, Dnm1, and Fis1 involved in mitochondrial PCD were checked. As stated in Figure 

8,  in  the wild‐type  cells  treated with BetA, Cyc7  and Ndi1 genes were  remarkably up‐regulated, 

whereas Aif1 and Cyc1 genes were down‐regulated when compared to the cells in DMSO (Figure 8A). 

Interestingly, in Δpep4 cells group treated by BetA, most genes except for Aif1 were up‐regulated in 

comparison  to  the DMSO group  (Figure 8B). Moreover,  the comparison between  the Δpep4 cells 

treated by BetA and the wild‐type cells treated by BetA was conducted, we found that all investigated 

genes were  up‐regulated  in  Δpep4  cells  after  the  treatment  of  BetA  (Figure  8C).  Relevant  data 

demonstrated  that  both  mitochondrial  AAC  (ADP/ATP  carrier)  proteins  and  vacuolar  Pep4p 

interfere  with  mitochondrial  degradation  [28],  which  suggests  a  complex  interplay  between 

mitochondria and the vacuole in yeast programmed cell death. 
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Figure 8. Fold changes (Log2) in key genes involved in mitochondrial PCD, measured by qPCR. The 

cells were treated using 20 μg/mL BetA for 4 h. The treatment by 20 μg/mL DMSO was used as the 

solvent blank. RNAs were purified from the samples collected and used in qPCR analyses. Data are 

presented as Log2Ratio and are normalized to actin gene. If the Log2Ratio=0, the expression level of 

this gene was not changed. (A) Compared with the DMSO group, seven genes changes after BetA 

treatment in the wild‐type strain. (B) Compared with the DMSO group, seven genes changes after 

BetA treatment in the Δpep4 strain. (C) Compared with the wild‐type strain treated by BetA, seven 

genes  changes  after  BetA  treatment  in  Δpep4  one.  Each  value  represents  the  mean  of  three 

independent measurements. 

4. Discussions 

In this study, we have shown that BetA caused cytotoxicity, and Pep4p protein provided the 

protective role in resisting BetA treatment by S. cerevisiae cells. The cytotoxicity of BetA is marked by 

typical  apoptotic  phenotypes,  including  chromatin  condensation,  DNA  fragmentation  and 

externalization of phosphatidylserine. Though both the wild‐type cells and the Δpep4 ones treated 

with BetA showed apoptotic phenotypes, the extent of the PCD that developed was different. BetA 

caused chromatin condensation, tiny vesicles on the outer side of the plasma membrane, ruptured 

internal organelles, and disappeared cytoplasmic membrane in the wild‐type cells. However, besides 

the  features  pointed  out  above,  in  Δpep4  cells  we  found  cavities  inside  of  the  vacuole  and 

disintegrated cell walls, which were unrecoverable for the cells. This may explain the reason why the 

survival rate of Δpep4 cells was much lower than that of wild‐type ones. The postulated interacting 

mode of BetA  and Pep4p protein  against yeast  cells PCD were presented  in Figure  9.  It  is well 

acknowledged that BetA is an interesting natural compound that is capable of killing plenty of tumor 

cells [41,42]. It is clear that Pep4p in vaculoe certainly affected the resistibility of yeast cells to stress 

factors. 

In the meantime, we have demonstrated that BetA also induced perturbation of mitochondria, 

including alteration of mitochondrial membrane potential, the generation of ROS, and expression of 

mitochondria related genes. In mammal cells, an increase in mitochondrial membrane potential is 

followed by several types of PCD [43–45]. In yeast, such phenomena were shown in the PCD to be 
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induced by pheromone and amiodarone [46]. An elevation of ΔΨm increases ROS production that 

initiated  the  mitochondrial  thread‐grain  transition  and  de‐energization.  The  mitochondrial  de‐

energization  finally  results  in  loss  of  ΔΨm,  accompanied  by  the  release  of  PCD  factors  from 

mitochondria  to cytosol. Meanwhile, high concentrations of ROS can cause detrimental oxidative 

stress through inflicting oxidative damage on essential biomolecules such as nucleic acids, proteins, 

and lipids [47] that play a key role in the PCD process [36,48,49]. In this work, we found that BetA 

induced  a  transient  mitochondrial  membrane  potential  hyperpolarization,  followed  by  a 

depolarization in the two strains. Mason et al [27] reported that Pep4p can migrate out of vacuoles 

under  the shock of H2O2 and Δpep4 cells are not protected  from H2O2‐induced cell death. Pep4p 

protected yeast cells from H2O2 damage generally through removing oxidized proteins [26]. Herein, 

under the same treatment condition, intracellular ROS level in Δpep4 cells was much higher than that 

of  the wild‐type  cells. Though  it was hard  to  identify whether Pep4p was  involved  in  oxidized 

proteins  degradation  directly  or  catalyze  other  proteinase  like  Sod1p  or  Sod2p  hydrolyze  the 

damaged proteins, our data combined with previous studies implied that Pep4p was essential for 

yeast cells in response to several stresses. 

 

Figure  9.  The  postulated  reaction  pathway  by  BetA‐induced  PCD  in  yeast  cells  through  a 

mitochondria mediated pathway. What  is more,  the Pep4p provide yeast cells a protection  for  its 

cleaning function.  represent a defined interaction,          represent a progressive flow relation, 

represents the interaction to be determined. 

As well, mitochondrial proteins have critical roles in the process of yeast PCD process. These 

proteins  are  components  of  the  electron  transport  chain  or  of  the  inner  or  outer mitochondrial 

membranes  (IMM  and  OMM,  respectively).  Herein,  six  kinds  of  mitochondrial  proteins  were 

assessed, including Ndi1p, Cyt c, Aif1p, Dnm1p, and Fis1p. Yeast Ndi1, a ubiquinone oxidoreductase, 

displays  the most  sequence homology  (28%  identity overall)  to AMID. Ndi1  is  involved  in PCD 

induced by various stimuli  investigated, including H2O2, Mn, and acetate acid. Ndi1 catalyzes the 

intramitochondrial NADH and produce ROS [50]. While the disruption of Ndi1 is involved in PCD 

induced by various stimuli investigated, including H2O2, Mn, and acetate acid. Ndi1 resulted in an 

increased life span, the overexpression of Ndi1 led to the appearance of typical apoptotic markers 

[51]. Cui et al [52] indicated that when cells under environmental stress‐ or drug‐induced, Ndi1 is 

cleaved at its N‐terminal to be activated in mitochondria, and the truncated Ndi1 is released to the 

cytoplasm to provoke PCD. In this study, Ndi1 was remarkably up‐regulated both in wide‐type and 

in  Δpep4  cells  after  treatment  by  BetA, which was  in  agreement with  the  observation  of  ΔΨm 
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hyperpolarization  and  ROS  generation.  Yeast  cytochrome  c  has  two  isoforms,  iso‐1  and  iso‐2‐

cytochrome c, encoded by the nuclear cyc1 and cyc7 genes, respectively [53]. Release of Cyt c from 

the mitochondria in response to pro‐apoptotic stimuli was observed in both mammal and yeast cells 

[11,13,47,54–56]. Once released from mammalian mitochondria, it forms a complex in the cytosol with 

the PCD‐protease  activating  factor  1  to  form  a  structure  that  is  called  the  apoptosome  [57]. The 

apoptosome binds up to seven caspase‐9 proteins activating them. BetA‐induced mammalian cells 

PCD shares the same change. However, in yeast, the lethal role of Cyt c is uncertain and the relation 

between Cyt c release and caspase activation requires further investigation [55,58]. Meanwhile, we 

found that whether Pep4 gene was absent, BetA could induce Cyc7 up‐regulation in comparison to 

DMSO groups. As  compared  to wild‐type  cells, Cyc genes were up‐regulated  in  Δpep4  cells.  In 

addition, the expression of Dnm1 and Fis1, which was the factors controlling mitochondrial fission 

[59], was influenced. In wild‐type cells, the fold changes of both genes were slight. Obviously, the 

mitochondrial dynamics were much extensive in Δpep4 cells. What makes us interesting was that 

after the treatment by BetA, the expression of Aif1 gene was down‐regulated compared to DMSO 

groups. Multiple stimulators could induce Aif1 release from mitochondria, like acetic acid, H2O2, and 

chronological  lifespan  [14].  Moreover,  the  apoptotic  function  of  Aif1p  was  partially  caspase 

dependent [14]. Though qPCR data showed the involvement of mitochondrial proteins in yeast cells 

and that PCD is correlated with Pep4 gene in response to BetA, more evidence still should be obtained 

through future research. Pereira et al. [25] found that the vacuolar protease Pep4p played a role in 

mitochondrial degradation using yeast genetic approaches. Depletion and overexpression of Pep4 

gene delays and enhances mitochondrial degradation, respectively. Moreover, Pep4p is released from 

the vacuole  into  the cytosol  in  response  to acetic acid  treatment. Besides,  the  results  reported by 

Marques et al. also interestingly demonstrated that Pep4p was important for protein turnover after 

oxidative damage; However, the increased removal of oxidized proteins is not sufficient to enhance 

cell lifespan [26]. In summary, we demonstrated that BetA could induce yeast PCD in a manner of 

ways depending on the mitochondria. What is more, the presence of vacuolar Pep4p protein could 

reduce  the damage caused by BetA.  It  is  indicated  that Pep4 gene  interacts with  the PCD process 

induced by BetA against yeast cells. The findings in this work showed a potential to regulate cancer 

or tumor cells PCD by modifying orthologous of the human CatD proteins. Future study should focus 

on the mammanlian model investigation using CatD protein to verify the present conclusions. 
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Appendix A 

Table A1. Oligonucleotides for RT‐qPCR. 

Gene  Forward/Reverse  Sequence (5′–3′) 
Product Size 

(bp) 

Actin 
F  ACTTTCAACGTTCCAGCCTTC 

124 
R  CGTAAATTGGAACGACGACGTGAGTA 

Ycal 
F  GTACTGGGCGTAGAAAGGCT 

178 
R  GGAACCCTGACCAAATCGT 

AIF1 
F  CTTGGTTCTTGCAACTGGCT 

204 
R  TTGCCAGACCTGATCTCCTC 

Cyc1  F  GGTTCTGCTAAGAAAGGTGCTA  134 
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R  CCTTCAGCTTGACCAGAGTG 

Cyc7 
F  ACGAGGTGTCAGCAGTGTCA 

145 
R  CCCATTTGACGTTCTTGTTG 

Ndi1 
F  ATCATTATCTGCCGTTAGCCA 

125 
R  CAAATGTGTTAGGTTCCGCA 

Fis1 
F  AGTCCCGTAGACGAGAATGC 

123 
R  CCACCTGCTTGTTATTACGCT 

Dnm1 
F  AAGGAACTCTGTGGTGGTGC 

172 
R  GGTCAAAAGCCAACTCAGGTA 

References 

1. Chen, Y.; Sit, S.‐Y.; Chen, J.; Swidorski, J.J.; Liu, Z.; Sin, N.; Venables, B.L.; Parker, D.D.; Nowicka‐Sans, B.; 

Lin, Z.; et al. The design, synthesis and structure‐activity relationships associated with C28 amine‐based 

betulinic acid derivatives as inhibitors of HIV‐1 maturation. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2018, 28, 1550–1557. 

doi:10.1016/j.bmcl.2018.03.067. 

2. Oloyede,  H.O.B.;  Ajiboye,  H.O.;  Salawu,  M.O.;  Ajiboye,  T.O.  Influence  of  oxidative  stress  on  the 

antibacterial  activity  of  betulin,  betulinic  acid  and  ursolic  acid.  Microb.  Pathog.  2017,  111,  338–344. 

doi:10.1016/j.micpath.2017.08.012. 

3. Karagöz Çapcı, A.;  Leidenberger, M.; Hahn,  F.; Hampel,  F.;  Friedrich, O.; Marschall, M.; Kappes,  B.; 

Tsogoeva, S.B. Synthesis of new betulinic acid/betulin‐derived dimers and hybrids with potent antimalarial 

and antiviral activities. Bioorg. Med. Chem. 2019, 27, 110–115. doi:10.1016/j.bmc.2018.11.018. 

4. Ou,  Z.;  Zhao,  J.;  Zhu,  L.; Huang,  L.; Ma,  Y.; Ma, C.;  Luo, C.;  Zhu, Z.;  Yuan,  Z.; Wu,  J.;  et  al. Anti‐

inflammatory effect and potential mechanism of betulinic acid on λ‐carrageenan‐induced paw edema in 

mice. Biomed. Pharmacother. 2019, 118, 109347. doi:10.1016/j.biopha.2019.109347. 

5. Lasisi, A.; Idowu, O. In vitro anthelmintic and cytotoxic activities of extracts from the stem barks of Berlinia 

confusa  (C. Hoyle)  and  identification  of  its  active  constituents.  J.  Saudi  Chem.  Soc.  2014,  18,  939–944. 

doi:10.1016/j.jscs.2011.11.016. 

6. Zuco, V.; Supino, R.; Righetti, S.C.; Cleris, L.; Marchesi, E.; Gambacorti‐Passerini, C.; Formelli, F. Selective 

cytotoxicity of betulinic acid on tumor cell lines, but not on normal cells. Cancer Lett. 2002, 175, 17–25. 

7. Fulda, S.; Friesen, C.; Los, M.; Scaffidi, C.; Mier, W.; Benedict, M.; Nuñez, G.; Krammer, P.H.; Peter, E.M.; 

Debatin, K.M. Betulinic acid triggers CD95 (APO‐1/Fas)‐ and p53‐independent apoptosis via activation of 

caspases in neuroectodermal tumors. Cancer Res. 1997, 57, 4956–4964. 

8. Zeng, A.; Hua, H.; Liu, L.; Zhao,  J. Betulinic acid  induces apoptosis and  inhibits metastasis of human 

colorectal  cancer  cells  in  vitro  and  in  vivo.  Bioorg.  Med.  Chem.  2019,  27,  2546–2552. 

doi:10.1016/j.bmc.2019.03.033. 

9. Fulda, S.; Kroemer, G. Targeting mitochondrial apoptosis by betulinic acid in human cancers. Drug Discov. 

Today 2009, 14, 885–890. doi:10.1016/j.drudis.2009.05.015. 

10. Yin, Z.; Qi, H.; Liu, L.; Jin, Z. The optimal regulation mode of Bcl‐2 apoptotic switch revealed by bistability 

analysis. Biosystems 2017, 162, 44–52. doi:10.1016/j.biosystems.2017.09.011. 

11. Mullauer, F.B.; Kessler, J.H.; Medema, J.P. Betulinic acid induces cytochrome c release and apoptosis in a 

Bax/Bak‐independent, permeability transition pore dependent fashion. Apoptosis Int. J. Program. Cell Death 

2009, 14, 191–202. 

12. Goswami, P.; Paul, S.; Banerjee, R.; Kundu, R.; Mukherjee, A. Betulinic acid  induces DNA damage and 

apoptosis  in  SiHa  cells.  Mutat.  Res.  Genet.  Toxicol.  Environ.  Mutagen  2018,  828,  1–9. 

doi:10.1016/j.mrgentox.2018.02.003. 

13. Ludovico, P.; Rodrigues, F.; Almeida, A.; Silva, M.T.; Barrientos, A.; Corte‐Real, M. Cytochrome c release 

and mitochondria  involvement  in  programmed  cell  death  induced  by  acetic  acid  in  Saccharomyces 

cerevisiae. Mol. Biol. Cell. 2002, 13, 2598–2606. 

14. Wissing,  S.;  Ludovico,  P.; Herker,  E.;  Büttner,  S.;  Engelhardt,  S.M.; Decker,  T.;  Link, A.;  Proksch, A.; 

Rodrigues, F.; Côrte‐Real, M.; et al. An AIF orthologue regulates apoptosis in yeast. J. Cell Biol. 2004, 166, 

969–974. doi:10.1083/jcb.200404138. 



Microorganisms 2019, 7, 538  15  of  17 

 

15. Büttner, S.; Eisenberg, T.; Carmona‐Gutierrez, D.; Ruli, D.; Knauer, H.; Ruckenstuhl, C.; Sigrist, C.; Wissing, 

S.; Kollroser, M.; Fröhlich, K.‐U.; et al. Endonuclease g regulates budding yeast life and death. Mol. Cell 

2007, 25, 233–246. doi:10.1016/j.molcel.2006.12.021. 

16. Korshunov,  S.S.;  Skulachev,  V.P.;  Starkov,  A.A.  High  protonic  potential  actuates  a  mechanism  of 

production of  reactive oxygen  species  in mitochondria. FEBS Lett.  1997,  416,  15–18. doi:10.1016/S0014‐

5793(97)01159‐9. 

17. Finkel, T. Signal transduction by reactive oxygen species in non‐phagocytic cells. J. Leukoc. Biol. 1999, 65, 

337–340. 

18. Finkel,  T.  Redox‐dependent  signal  transduction.  FEBS  Lett.  2000,  476,  52–54.  doi:10.1016/S0014‐

5793(00)01669‐0. 

19. Parr, C.L.; Keates, R.A.B.; Bryksa, B.C.; Ogawa, M.; Yada, R.Y. The structure and function of Saccharomyces 

cerevisiae proteinase A. Yeast 2007, 24, 467–480. doi:10.1002/yea.1485. 

20. Wolf,  D.H.  Ubiquitin‐proteasome  system‐From  lysosome  to  proteasome:  The  power  of  yeast  in  the 

dissection of proteinase function in cellular regulation and waste disposal. Cell. Mol. Life Sci. 2004, 61, 1601–

1614. 

21. Hu,  J.J.;  Yu,  L.X.;  Shu, Q.; Chen, Q.H.  Identification  of Down‐Regulated  Proteome  in  Saccharomyces 

cerevisiae with the Deletion of Yeast Cathepsin D in Response to Nitrogen Stress. Microorganisms 2019, 7, 

214, doi:10.3390/microorganisms7080214. 

22. Ammerer,  G.;  Hunter,  C.P.;  Rothman,  J.H.;  Saari,  G.C.;  Valls,  L.A.;  Stevens,  T.H.  Pep4  Gene  Of 

Saccharomyces  cerevisiae Encodes Proteinase‐a, a Vacuolar Enzyme Required  for Processing Of Vacuolar 

Precursors. Mol. Cell. Biol. 1986, 6, 2490–2499. 

23. Sagulenko, V.; Muth, D.; Sagulenko, E.; Paffhausen, T.; Schwab, M.; Westermann, F. Cathepsin D protects 

human neuroblastoma cells from doxorubicin‐induced cell death. Carcinogenesis 2008, 29, 1869–1877. 

24. Johansson, A.C.; Steen, H.; Ollinger, K.; Roberg, K. Cathepsin D mediates cytochrome c release and caspase 

activation in human fibroblast apoptosis induced by staurosporine. Cell Death Differ. 2003, 10, 1253–1259. 

25. Carmona‐Gutierrez, D.;  Bauer, A.M.; Ring,  J.; Knauer, H.;  Eisenberg,  T.;  Büttner,  S.;  Ruckenstuhl, C.; 

Reisenbichler, A.; Magnes,  C.;  Rechberger,  G.N.;  et  al.  The  propeptide  of  yeast  cathepsin D  inhibits 

programmed necrosis. Cell Death Dis. 2011, 2. doi:10.1038/cddis.2011.43. 

26. Marques, M.; Mojzita, D.; Amorim, M.A.; Almeida, T.; Hohmann, S.; Moradas‐Ferreira, P.; Costa, V. The 

Pep4p vacuolar proteinase contributes to the turnover of oxidized proteins but PEP4 overexpression is not 

sufficient to increase chronological lifespan in Saccharomyces cerevisiae. Microbiology 2006, 152, 3595–3605. 

27. Mason, D.A.; Shulga, N.; Undavai, S.; Ferrando‐May, E.; Rexach, M.F.; Goldfarb, D.S. Increased nuclear 

envelope permeability  and Pep4p‐dependent  degradation  of  nucleoporins during  hydrogen peroxide‐

induced cell death. FEMS Yeast Res. 2005, 5, 1237–1251. 

28. Pereira, C.; Chaves, S.; Alves, S.; Salin, B.; Camougrand, N.; Manon, S.; Sousa, M.J.; Côrte‐Real, M.; Côrte‐

Real, M. Mitochondrial  degradation  in  acetic  acid‐induced  yeast  apoptosis:  The  role  of  Pep4  and  the 

ADP/ATP carrier. Mol. Microbiol. 2010, 76, 1398–1410. 

29. Pereira, H.; Azevedo, F.; Rego, A.; Sousa, M.J.; Chaves, S.R.; Corte‐Real, M. The protective role of yeast 

Cathepsin D in acetic acid‐induced apoptosis depends on ANT (Aac2p) but not on the voltage‐dependent 

channel (Por1p). FEBS Lett. 2013, 587, 200–205. 

30. Nociari, M.M.; Shalev, A.; Benias, P.; Russo, C. A novel one‐step, highly sensitive fluorometric assay to 

evaluate cell‐mediated cytotoxicity. J. Immunol. Methods 1998, 213, 157–167. 

31. Madeo,  F.;  Frohlich,  E.;  Frohlich, K.U. A  yeast mutant  showing  diagnostic markers  of  early  and  late 

apoptosis. J. Cell Biol. 1997, 139, 729–734. doi:10.1083/jcb.139.3.729. 

32. Markkanen, A.; Penttinen, P.; Naarala, J.; Pelkonen, J.; Sihvonen, A.P.; Juutilainen, J. Apoptosis induced by 

ultraviolet radiation is enhanced by amplitude modulated radiofrequency radiation in mutant yeast cells. 

Bioelectromagnetics 2004, 25, 127–133. 

33. Wright, R. Transmission electron microscopy of yeast. Microsc. Res. Tech. 2000, 51, 496–510. 

34. Livak, K.J.; Schmittgen, T.D. Analysis of relative gene expression data using real‐time quantitative PCR 

and the 2(T)(‐Delta Delta C) method. Methods 2001, 25, 402–408. doi:10.1006/meth.2001.1262. PubMed. 

35. Clifford, J.; Chiba, H.; Sobieszczuk, D.; Metzger, D.; Chambon, P. RXR alpha‐null F9 embryonal carcinoma 

cells are resistant to the differentiation, anti‐proliferative and apoptotic effects of retinoids. EMBO J. 1996, 

15, 4142–4155. 



Microorganisms 2019, 7, 538  16  of  17 

 

36. Madeo,  F.;  Fröhlich,  E.;  Ligr, M.; Grey, M.;  Sigrist,  S.J.; Wolf, D.H.;  Fröhlich, K.‐U. Oxygen  stress: A 

regulator of apoptosis in yeast. J. Cell Biol. 1999, 145, 757–767. 

37. Perrone, G.G.; Tan, S.X.; Dawes, I.W. Reactive oxygen species and yeast apoptosis. Biochim. Biophys. Acta‐

Mol. Cell Res. 2008, 1783, 1354–1368. doi:10.1016/j.bbamcr.2008.01.023. 

38. Eisenberg, T.; Buttner, S.; Kroemer, G.; Madeo, F. The mitochondrial pathway in yeast apoptosis. Apoptosis 

Int. J. Program. Cell Death 2007, 12, 1011–23. doi:10.1007/s10495‐007‐0758‐0. 

39. Fulda, S.; Debatin, K.M. Sensitization for anticancer drug‐induced apoptosis by betulinic acid. Neoplasia 

2005, 7, 162–170. 

40. Fulda,  S.; Debatin, K.M.  Betulinic  acid  induces  apoptosis  through  a  direct  effect  on mitochondria  in 

neuroectodermal tumors. Med. Pediatric Oncol. 2000, 35, 616–618. 

41. Jordan, M.A.; Wendell, K.; Gardiner, S.; Derry, W.B.; Copp, H.; Wilson, L. Mitotic block induced in HeLa 

cells by low concentrations of paclitaxel (Taxol) results in abnormal mitotic exit and apoptotic cell death. 

Cancer Res. 1996, 56, 816–825. 

42. Foland, T.B.; Dentler, W.L.; Suprenant, K.A.; Gupta, M.L.; Himes, R.H. Paclitaxel‐induced microtubule 

stabilization  causes  mitotic  block  and  apoptotic‐like  cell  death  in  a  paclitaxel‐sensitive  strain  of 

Saccharomyces cerevisiae. Yeast 2005, 22, 971–978. 

43. Sanchez‐Alcazar, J.A.; Ault, J.G.; Khodjakov, A.; Schneider, E. Increased mitochondrial cytochrome c levels 

and mitochondrial hyperpolarization precede camptothecin‐induced apoptosis in Jurkat cells. Cell Death 

Differ. 2000, 7, 1090–1100. 

44. Piacentini, M.; Farrace, M.G.; Piredda, L.; Matarrese, P.; Ciccosanti, F.; Falasca, L.; Rodolfo, C.; Giammarioli, 

A.M.; Verderio, E.; Griffin, M.;  et al. Transglutaminase overexpression  sensitizes neuronal  cell  lines  to 

apoptosis by increasing mitochondrial membrane potential and cellular oxidative stress. J. Neurochem. 2002, 

81, 1061–1072. 

45. Nagy, G.; Koncz, A.; Perl, A. T cell activation‐induced mitochondrial hyperpolarization  is mediated by 

Ca2+‐ and redox‐dependent production of nitric oxide. J. Immunol. 2003, 171, 5188–5197. 

46. Pozniakovsky, A.I.; Knorre, D.A.; Markova, O.V.; Hyman, A.A.;  Skulachev, V.P.;  Severin,  F.F. Role of 

mitochondria in the pheromone‐ and amiodarone‐induced programmed death of yeast. J. Cell Biol. 2005, 

168, 257–269. 

47. Farrugia, G.; Balzan, R. Oxidative stress and programmed cell death  in yeast. Front. Oncol. 2012, 2, 64. 

doi:10.3389/fonc.2012.00064. 

48. Chandra, J.; Samali, A.; Orrenius, S. Triggering and modulation of apoptosis by oxidative stress. Free Radic. 

Biol. Med. 2000, 29, 323–333. 

49. Avery, S.V. Molecular targets of oxidative stress. Biochem. J. 2011, 434, 201–210. 

50. Bakker, B.M.; Bro, C.; Kotter, P.; Luttik, M.A.H.; van Dijken, J.P.; Pronk,  J.T. The mitochondrial alcohol 

dehydrogenase adh3p  is  involved  in a redox shuttle  in Saccharomyces cerevisiae.  J. Bacteriol. 2000, 182, 

4730–4737. 

51. Li, W.;  Sun,  L.B.;  Liang, Q.L.; Wang,  J.; Mo, W.K.; Zhou,  B. Yeast AMID  homologue Ndi1p displays 

respiration‐restricted apoptotic activity and  is  involved  in  chronological aging. Mol. Biol. Cell 2006, 17, 

1802–1811. 

52. Cui, Y.X.; Zhao, S.K.; Wu, Z.H.; Dai, P.H.; Zhou, B. Mitochondrial release of the NADH dehydrogenase 

Ndi1 induces apoptosis in yeast. Mol. Biol. Cell 2012, 23, 4373–4382. 

53. Laz, T.M.; Pietras, D.F.; Sherman, F. Differential Regulation of the Duplicated Isocytochrome‐C Genes in 

Yeast. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1984, 81, 4475–4479. doi:10.1073/pnas.81.14.4475. 

54. Chen, C.N.; Wu, C.L.; Lin, J.K. Propolin C from propolis induces apoptosis through activating caspases, 

Bid  and  cytochrome  C  release  in  human  melanoma  cells.  Biochem.  Pharmacol.  2004,  67,  53–66. 

doi:10.1016/j.bcp.2003.07.020. 

55. Pereira, C.; Camougrand, N.; Manon,  S.;  Sousa, M.J.; Corte‐Real, M. ADP/ATP  carrier  is  required  for 

mitochondrial permeabilization and cytochrome c release in yeast apoptosis. Mol. Microbiol. 2007, 66, 571–

582. 

56. Manon, S.; Chaudhuri, B.; Guerin, M. Release of cytochrome c and decrease of cytochrome c oxidase  in 

Bax‐expressing yeast cells, and prevention of these effects by coexpression of Bcl‐x(L). FEBS Lett. 1997, 415, 

29–32. doi:10.1016/S0014‐5793(97)01087‐9. 

57. Zou, H.; Henzel, W.J.; Liu, X.S.; Lutschg, A.; Wang, X.D. Apaf‐1, a human protein homologous to C‐elegans 

CED‐4, participates in cytochrome c‐dependent activation of caspase‐3. Cell 1997, 90, 405–413. 



Microorganisms 2019, 7, 538  17  of  17 

 

58. Guaragnella, N.; Bobba, A.; Passarella, S.; Marra, E.; Giannattasio, S. Yeast acetic acid‐induced programmed 

cell death can occur without cytochrome c release which requires metacaspase YCA1. FEBS Lett. 2010, 584, 

224–228. doi:10.1016/j.febslet.2009.11.072. 

59. Fannjiang, Y.; Cheng, W.‐C.; Lee, S.J.; Qi, B.; Pevsner, J.; McCaffery, J.M.; Hill, R.B.; Basáñez, G.; Hardwick, 

J.M. Mitochondrial fission proteins regulate programmed cell death  in yeast. Genes Dev. 2004, 18, 2785–

2797. 

 

© 2019 by the authors. Licensee MDPI, Basel, Switzerland. This article is an open access 

article distributed under the terms and conditions of the Creative Commons Attribution 

(CC BY) license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/). 

 


