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4. Zusammenfassung / Abstract 
 

Gag, der Polyproteinvorläufer der HIV-1-Strukturproteine, assembliert an der Plasmamembran der 
Wirtszelle neue Virionen, die mithilfe zellulärer ESCRT-Proteine freigesetzt werden. Zwei ESCRT-
Proteine, TSG101 und ALIX, binden an das carboxyterminale p6-Peptid von Gag. Die Bindung von 
TSG101 ist für eine effiziente Virusfreisetzung wichtig. Der Mechanismus, über den ESCRT-Proteine die 
Virusfreisetzung unterstützen, ist aber wenig verstanden. Die Bäckerhefe Saccharomyces cerevisiae hat 
als zellbiologischer Modellorganismus wesentlich zur Charakterisierung der zellulären ESCRT-Funktion 
beigetragen. Diese Arbeit beschäftigt sich mit der Frage, ob ein Hefemodell zur Analyse von Mecha-
nismen der Virusfreisetzung nützlich sein kann. Die Freisetzung von Gag in Form virusähnlicher Partikel 
aus Hefesphäroplasten war beschrieben. Die Gagfreisetzung nach dem publizierten Protokoll war aber 
ESCRT-unabhängig. Im Hefemodell dieser Arbeit war die Gag-GFP-Freisetzung aus Sphäroplasten von 
ESCRT-Deletionsmutanten stark reduziert. Mit Koimmunpräzipitations- und GST-Pull-down-Experi-
menten wurde die Bindung von Gag an zwei ESCRT-Proteine der Hefe, Vps23 und Bro1, den Homolo-
gen zu TSG101 und ALIX, untersucht. Dabei wurde eine bis dahin unbekannte Interaktion zwischen 
ESCRT-Proteinen und der aminoterminalen Proteinregion von Gag entdeckt. Davon ausgehend wurden 
Mutationen in der plasmamembranbindenden Matrix-Domäne von Gag gesucht, die diese Interaktion 
reduzieren. Mit Fluoreszenzmikroskopie und der Präparation membranhaltiger Zentrifugationssedimente 
wurde die Plasmamembranassoziation von Gag-GFP mit entsprechenden Mutationen analysiert. Die 
Mutation der Matrix-Domäne verstärkte die Membranbindung und ESCRT-abhängig die Freisetzung von 
Gag-GFP. In Übereinstimmung damit steigerte die Mutation die Gag-GFP-Freisetzung aus humanen 
HEK293-Zellen. In GST-Pull-down-Experimenten präzipitierten auch ALIX und TSG101 mit Matrix. 
Die Bindung an Matrix im Verhältnis zum p6-Peptid war für ALIX stärker als für TSG101. Passend zu 
diesem Ergebnis war die gesteigerte Gag-GFP-Freisetzung aus HEK293-Zellen bei Mutation der Matrix-
Domäne teilweise von der ALIX-Bindungsstelle in p6 abhängig, obwohl die Mutation der ALIX-Bin-
dungsstelle keinen Einfluss auf die Freisetzung von Gag-GFP zeigte. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind durch ein Modell erklärbar, in dem eine transiente Matrix-ESCRT-
Interaktion bei Bindung von Gag an die Plasmamembran gelöst wird. Dieser Schritt könnte die in der 
Interaktion mit Matrix inaktiven ESCRT-Proteine in einen aktiven Zustand überführen und dazu beitra-
gen, die ESCRT-Funktion mit der Gagassemblierung zu koordinieren. 

 
The HIV-1 structural polyprotein Gag assembles at the host cell plasma membrane and drives virion 

budding, assisted by the cellular ESCRT proteins. Two ESCRT proteins, TSG101 and ALIX, bind to the 
Gag C-terminal p6 peptide. TSG101 binding is important for efficient HIV-1 release, but how ESCRTs 
contribute to the budding process is poorly understood. The baker's yeast Saccharomyces cerevisiae, a 
model organism in cell biology, has been used to characterize the cellular ESCRT function. This work 
analyzes whether a yeast model can be useful to study the mechanisms of HIV-1 release. Previous work 
reported Gag budding from yeast spheroplasts, but Gag release was ESCRT independent. In this work, 
spheroplasts of yeast ESCRT knockout mutants strongly diminished Gag-GFP release. I used GST-
pulldown and coimmunoprecipitation experiments to characterize the interaction of Gag with Vps23 and 
Bro1, the yeast homologs of TSG101 and ALIX. I identified a previously unknown interaction between 
ESCRT proteins and the Gag N-terminal protein region. Subsequently, I searched for mutants in the Gag-
plasma membrane-binding matrix domain that reduced this interaction. By using fluorescence microscopy 
and preparing membrane-containing centrifugation sediments, I analyzed the plasma membrane binding 
of corresponding Gag-GFP mutants. Matrix mutation increased Gag-GFP release in an ESCRT-depend-
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ent manner and Gag-GFP-plasma membrane binding. Similarly, matrix mutation enhanced Gag-GFP 
release from human HEK293 cells. In GST-pulldown experiments, ALIX and TSG101 also precipitated 
with matrix. The relative affinity for matrix compared with p6 was higher for ALIX than for TSG101. 
Accordingly, enhancement of Gag-GFP release by matrix mutation partly depended on ALIX binding to 
p6, although ALIX-binding site mutation did not impair release of Gag-GFP. 

The results fit with a model in which a transient matrix-ESCRT interaction is replaced when Gag 
binds to the plasma membrane. This step may activate ESCRT proteins the activity of which was blocked 
by binding to matrix. Thereby, this mechanism may coordinate ESCRT function with virion assembly. 
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5. Einleitung 

 

5.1. Gag und die Freisetzung von HIV-1-Virionen aus der Wirtszelle 
 

Viren sind für ihre Vermehrung auf Wirtszellen angewiesen. Die Charakterisierung der Interaktion 
von Virus und Wirtszelle kann neben der Entdeckung interessanter biochemischer Mechanismen auch zur 
Grundlage der Entwicklung antiviraler Therapien dienen. Diese Arbeit beschäftigt sich mit der Frage, wie 
das humane Immundefizienzvirus HIV-1 die zelluläre „Infrastruktur“ zur Freisetzung neuer Virionen aus 
der Wirtszelle benutzt. 

Das HIV-1-Virion besitzt eine Membranhülle, die drei Strukturproteine, MA (Matrix), CA (Capsid) 
und NC (Nucleocapsid), das RNA-Genom und Enzyme umschließt (Übersicht zum Aufbau des HIV-1-
Virions in Briggs und Kräusslich, 2011) (Abb. 1B). MA bildet eine äußere Schale unterhalb der Virus-
hülle. Das Kapsid besteht aus einem CA-Multimer und enthält das mit NC assoziierte Genom. Bei der 
Infektion interagieren die Hüllproteine mit zwei Oberflächenproteinen der Wirtszelle, CD4 und einem 
Chemokinrezeptor (Übersicht zum HIV-1-Eintritt in die Wirtszelle in Chen, 2019). In der Folge fusioniert 
die Virushülle mit der zellulären Plasmamembran und die anderen Virusbestandteile werden in die Wirts-
zelle aufgenommen. Nach der reversen Transkription des viralen RNA-Genoms im Zytosol und der Inte-
gration der resultierenden DNA-Kopie in das Wirtszellgenom werden Proteine und RNA-Genome für 
neue Virionen synthetisiert (Übersicht zur reversen Transkription in Hughes, 2015; Übersicht zur Inte-
gration in Lusic und Siliciano, 2017). Diese Komponenten assemblieren an der Plasmamembran und 
werden dort von einer Hülle umschlossen, die aus Bestandteilen der Plasmamembran und den viralen 
Hüllproteinen besteht (Übersicht zur HIV-1-Assemblierung, -Freisetzung und -Reifung in Freed, 2015). 

Die zentrale Rolle bei der Virusassemblierung und -freisetzung spielt Gag, der Polyproteinvorläufer 
für die HIV-1-Strukturproteine (Abb. 1A). Gag exprimierende Zellen setzen VLPs (virus-like particles) 
frei, die morphologisch unreifen Virionen (siehe unten) entsprechen (Gheysen et al., 1989). Im Zytosol 
beginnt Gag zu oligomerisieren (Kutluay und Bieniasz, 2010). Multimere assemblieren an der Plasma-
membran (Abb. 1C). Dort streckt sich das zuvor kompakt gefaltete Protein (Datta et al., 2007 und 2011). 
Der Aminoterminus bindet an die Plasmamembran. Der Carboxyterminus ist in die entgegengesetzte 
Richtung, zum späteren Zentrum des unreifen Virions hin, orientiert (Wilk et al., 2001). Bestimmte Lipi-
de und Membranproteine reichern sich im Bereich der assemblierten Gagmoleküle in der Plasmamem-
bran an, die Membran wird knospenförmig deformiert und das unreife Virion spaltet sich von der Plasma-
membran ab (Sengupta et al., 2019). Die Bildung des reifen Virions wird von der viralen Protease einge-
leitet. Die Protease ist Bestandteil des Enzympolyproteinvorläufermoleküls Pol, das aufgrund einer trans-
lationalen Leserahmenverschiebung an den carboxyterminalen Bereich von etwa 5% der Gagmoleküle fu-
sioniert ist. Die Protease spaltet Gag in die einzelnen Komponenten, MA, CA und NC, die dann das reife 
Virion formen (Bendjennat und Saffarian, 2016; Mervis et al., 1988). In Gag bilden diese Komponenten 
separate Domänen, deren Struktur und intermolekulare Kontakte sich teilweise von denen im reifen Vi-
rion unterscheiden (Briggs et al., 2009; Pornillos et al., 2009; Schur et al., 2015). Die aminoterminale 
MA-Domäne besteht aus einem globulär gefalteten „Kopf“ und einem carboxyterminalen „Stiel” (Hill et 
al., 1996). Es wird vermutet, dass ein Cluster aus basischen Aminosäuren im MA-„Kopf“ durch Bindung 
an das plasmamembranspezifische Lipid PI(4,5)P2 (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat) den Kontakt 
zur Plasmamembran herstellt (Chukkapalli et al., 2008; Ono et al., 2004; Shkriabai et al., 2006). Ein 
Myristylanker verstärkt die Membranbindung (Bryant und Ratner, 1990; Göttlinger et al., 1989; Mervis et 
al., 1988). Nach der Entfernung des aminoterminalen Methionins durch eine zelluläre Methioninami-
nopeptidase katalysiert die zelluläre N-Myristyltransferase die Bindung einer Myristylkette an Gly-2 
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(Seaton und Smith, 2008; Takamune et al., 2008; Übersicht zu Methioninaminopeptidasen in Bradshaw et 
al., 1998; Übersicht zur Myristylierung in Boutin, 1997). Im monomeren MA ist die Myristylkette inner-
halb des MA-„Kopfs“ verborgen und wird bei Trimerisierung von MA oder bei Kontakt mit Lipiden 
exponiert (Saad et al., 2006; Tang et al., 2004; Vlach und Saad, 2013). Interaktionen über die CA- und 
NC-Domäne sind wichtig für die Oligomerisierung und Multimerisierung von Gag (Bharat et al., 2014; 
Hendrix et al., 2015). Neben der spezifischen Rekrutierung des viralen RNA-Genoms bindet NC zusätz-
lich über basische Aminosäuren unspezifisch an RNA, die als Gerüst für die Konzentrierung von Gag-
molekülen dient (Cimarelli et al., 2000; Hendrix et al., 2015; Übersicht zur RNA-Beladung des HIV-
Virions in Rein, 2019). CA besteht aus zwei Domänen (Schur et al., 2015). Die carboxyterminale Domä-
ne ist für die Assemblierung des unreifen Virionengerüsts notwendig, das aus einem hexameren Gitter 
besteht (Bharat et al., 2014). Defekte im Gitter ermöglichen die Bildung einer kugelförmigen Struktur 
(Briggs et al., 2009). Das p6-Peptid am Carboxyterminus von Gag rekrutiert ESCRT(endosomal sorting 
complex required for transport)-Proteine (Garrus et al, 2001; Martin-Serrano et al., 2001; Strack et al., 
2003; VerPlank et al., 2001; von Schwedler et al., 2003b). 

 

                    
 

Abbildung 1. Gag ist der Polyproteinvorläufer für die Strukturproteine von HIV-1 und spielt die zentrale Rolle bei der Assemblierung 
und Freisetzung neuer Virionen. A, schematische Darstellung von Gag. Gag ist der Polyproteinvorläufer für die Strukturproteine von HIV-1, 
MA, CA und NC, die in Gag separate Domänen bilden. Das carboxyterminale p6-Peptid hat keine strukturelle Funktion. Nach der Assemblie-
rung der unreifen Virionen spaltet die virale Protease Gag in die einzelnen Komponenten. B, schematische Darstellung der Strukturproteine im 
reifen HIV-1-Virion. MA bildet eine äußere Schale unterhalb der Membranhülle. CA bildet das Kapsid, das das mit NC assoziierte RNA-Genom 
enthält. C, schematische Darstellung der gagvermittelten Assemblierung und Freisetzung von HIV-1-Virionen. Das im Zytosol synthetisierte Gag 
interagiert über die aminoterminale MA-Domäne mit PI(4,5)P2 in der Plasmamembran. Eine Myristylmodifikation am Aminoterminus von Gag 
verstärkt die Plasmamembranbindung. An der Plasmamembran nimmt Gag eine ausgestreckte Konformation an und assembliert das Gerüst des 
unreifen Virions. Die Plasmamembran wird knospenförmig deformiert und das unreife Virion spaltet sich von der Plasmamembran ab. Die 
bereits im Zytosol beginnende Oligomerisierung von Gag ist nicht dargestellt. A-C basieren auf der im Text zitierten Literatur. 
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5.2. Die ESCRT-Proteine 
 

ESCRT-Proteine sind an verschiedenen membranmodellierenden Prozessen beteiligt (Übersicht zu 
Funktionen der ESCRT-Proteine in Vietri et al., 2020). Entdeckt wurden sie in genetischen Screenings 
mit der Bäckerhefe Saccharomyces cerevisiae (Robinson et al., 1988; Rothman und Stevens, 1986; 
Rothman et al., 1989). In diesen Screenings wurde der Proteintransport zur Vakuole, die dem Lysosom in 
humanen Zellen entspricht, analysiert. In einem Prozess, der MVB(multi-vesicular body)-Weg genannt 
wird, binden die zytosolischen ESCRT-Proteine an die endosomale Membran und induzieren die Bildung 
von Vesikeln, die Membranproteine in das Lumen des Endosoms transportieren (Katzmann et al., 2001; 
Odorizzi et al., 1998) (Abb. 2A). Durch die Fusion von Endosom und Vakuole gelangen die Membran-
proteine in die Vakuole. Bei der MVB-Vesikel-Bildung wird, wie bei der Freisetzung von HIV-1-Virio-
nen, ein Membranbereich knospenförmig deformiert und anschließend von der Ausgangsmembran abge-
spalten. Beide Prozesse sind topologisch vergleichbar. Entstehende MVB-Vesikel und HIV-1-Virionen 
schließen auf der zytosolischen Seite der Membran befindliche Komponenten ein und bilden sich vom 
Zytosol weg, das heißt, sie werden in das Endosom beziehungsweise in den Extrazellulärraum abgegeben. 
Das steht im Gegensatz zu vielen intrazellulären Vesikelbildungsprozessen, bei denen Vesikel in das 
Zytosol abgegeben werden (Übersicht zu COPI-, COPII- und clathrinbeschichteten Vesikeln in Faini et 
al., 2013). Da beide Vesikelarten mithilfe zytosolischer Proteine entstehen, sind für die Bildung von 
MVB-Vesikeln und HIV-1-Virionen andere Mechanismen erforderlich als für die Bildung der ins Zytosol 
abgegebenen Vesikel. Basierend auf Untersuchungen zur Funktion und Struktur der ESCRT-Proteine 
existieren verschiedene Modelle für ihre Funktionsweise (Übersicht zu Modellen für die Mechanismen 
der ESCRT-Funktion in Pavlin und Hurley, 2020 und Schöneberg et al., 2017). 

Der ESCRT-Apparat der Hefe umfasst vier heterooligomere Kernkomplexe [ESCRT-0 (Vps27 und 
Hse1), ESCRT-I (Vps23, Vps28, Vps37 und Mvb12), ESCRT-II (Vps22, Vps25 und Vps36) und 
ESCRT-III (Snf7, Vps2, Vps20 und Vps24)], verschiedene ESCRT-III-ähnliche und -assoziierte Proteine, 
Bro1, die Ubiquitinhydrolase Doa4 und die AAA-ATPase Vps4, die ESCRT-Komplexe disassembliert 
(Babst et al., 1998, 2002a und 2002b; Bilodeau et al., 2002; Chu et al., 2006; Dupré und Haguenauer-
Tsapis, 2001; Katzmann et al., 2001; Nikko et al., 2003; Odorizzi et al., 2003; Pfitzner et al., 2020) (Abb. 
2B). Humane Zellen exprimieren homologe Proteine mit zum Teil mehreren Isoformen (Martin-Serrano 
et al., 2003; von Schwedler et al., 2003b). ESCRT-III-Proteine polymerisieren zu spiral- und tubusför-
migen Strukturen und bewirken wahrscheinlich die Vesikelbildung (Hanson et al., 2008; Henne et al., 
2012; Lata et al., 2008). Es wird vermutet, dass membrangebundene Spiralen die Membran deformieren, 
indem sie ihren Durchmesser oder Torsionswinkel verändern (Banjade et al., 2019; Chiaruttini et al., 
2015; Henne et al., 2012; Moser von Filsek et al., 2020). Tubuläre Strukturen könnten ein Innengerüst 
bilden, das die Formung des Vesikelhalses und die anschließende Vesikelabspaltung erleichtert (Fabri-
kant et al., 2009). Alternativ könnten ESCRT-III-Filamente durch die Nutzung verschiedener Membran-
bindungsoberflächen ein Drehmoment generieren, das diese Prozesse ermöglicht (Moser von Filsek et al., 
2020). Ob und wie Vps4 zur Membrandeformation beiträgt oder ob es die ESCRT-Komplexe nach der 
Vesikelbildung nur recycelt, wird kontrovers diskutiert (Adell et al., 2014; Cashikar et al., 2014; Pfitzner 
et al., 2020; Saksena et al., 2009; Schöneberg et al., 2018; Wollert et al., 2009). Zwei sogenannte „früh 
agierende“ Faktoren, der ESCRT-I/II-Superkomplex und Bro1, initiieren die Assemblierung von ESCRT-
III, initiieren oder stabilisieren eventuell die Krümmung der Membran und erkennen und sammeln die 
MVB-Substrate durch Bindung an deren Ubiquitinmodifikation (Alam et al., 2004 und 2006; Fisher et al., 
2003; Hirano et al., 2006; Im et al., 2009; Kim et al., 2005; Liese et al., 2020; Pashkova et al., 2013; Ren 
und Hurley, 2010; Shields et al., 2009; Swanson et al., 2003; Tang et al., 2016; Teis et al., 2010; Teo et 
al., 2004; Wollert und Hurley, 2010). Ubiquitin ist ein kleines Protein, das substrat(klassen)spezifische 
Ligasen kovalent an Lysine der zu markierenden Proteine binden (Übersicht zum Ubiquitinsystem in 
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Pickart und Eddins, 2004). Sechs ESCRT-Proteine der Hefe haben UBDs (ubiquitinbindende Domänen) 
unterschiedlicher Struktur (Alam et al., 2004; Fisher et al., 2003; Pashkova et al., 2013; Ren und Hurley, 
2010; Shields et al., 2009; Swanson et al., 2003; Teo et al., 2004). Alle erkennen als zentrales Merkmal 
einen hydrophoben Bereich auf der Ubiquitinoberfläche. Der ESCRT-0-Komplex trägt über mehrere 
UBDs zur Erkennung ubiquitinmodifizierter Transportsubstrate bei und rekrutiert den ESCRT-I-Komplex 
über eine Vps27-Vps23-Interaktion an die endosomale Membran (Bilodeau et al., 2002 und 2003; 

   
 
Abbildung 2. Das carboxyterminale p6-Peptid von Gag rekrutiert zwei ESCRT-Proteine. Im MVB-Weg induzieren ESCRT-Proteine die 
Bildung intraluminaler endosomaler Vesikel. A, schematische Darstellung des MVB-Wegs. Membranproteine werden entlang des MVB-
Wegs ins Innere der Vakuole (Hefe) beziehungsweise des Lysosoms (humane Zellen) transportiert. Die Membranproteine gelangen vom Golgi-
Apparat oder von der Plasmamembran über vesikulären Transport in die äußere Membran des Endosoms. Von der endosomalen Membran spal-
ten sich Vesikel ins Innere des Endosoms ab, die die zu transportierenden Membranproteine enthalten. Ein Endosom, das diese Vesikel enthält, 
wird als multi-vesicular body (MVB) bezeichnet. Nach Fusion von MVB und Vakuole/Lysosom werden die Vesikel von vakuolären/lysosomalen 
Enzymen hydrolysiert. Die zytosolischen ESCRT-Proteine binden an die endosomale Membran und induzieren die Bildung der MVB-Vesikel. 
ESCRT-Proteine sind auch an der Freisetzung von HIV-1-Virionen beteiligt. Die Bildung von MVB-Vesikeln und HIV-1-Virionen ist im Gegen-
satz zu vielen anderen Vesikelbildungsprozessen vom Zytosol weg gerichtet. B, schematische Darstellung des ESCRT-Apparats und seiner Funk-
tionen im MVB-Weg. ESCRT-Proteine erkennen die Transportsubstrate, oft ubiquitinierte Membranproteine, und induzieren die knospenförmige 
Deformation der endosomalen Membran zur Bildung substrathaltiger Vesikel und deren Abspaltung von der endosomalen Membran. ESCRT-III-
Polymere deformieren die Membran. Bro1 und der ESCRT-I/II-Komplex initiieren die ESCRT-III-Polymerisierung. Bro1, ESCRT-I/II und der 
an ESCRT-I bindende ESCRT-0-Komplex erkennen die Substrate. Das biochemische Korrelat für eine zusätzliche ESCRT-I-unabhängige 
ESCRT-0-Funktion ist nicht bekannt. C, schematische Darstellung der ESCRT-Bindungsmotive in Gag. Das carboxyterminale p6-Peptid rekru-
tiert die „früh agierenden“ ESCRT-Proteine TSG101 und ALIX, die humanen Homologen von Vps23 und Bro1. Ein PTAP-Motiv bindet an 
TSG101. Ein YPX3L-Motiv bindet an ALIX. A-C basieren auf der im Text zitierten Literatur. D, schematische Darstellung von TSG101 (blau). 
Das PTAP-Motiv und Ubiquitin interagieren unabhängig voneinander mit der aminoterminalen UEV-Domäne. Die carboxyterminale Region von 
TSG101 bildet zusammen mit den anderen Komponenten des ESCRT-I-Komplexes den ESCRT-I-„Kernkomplex“. Basierend auf Flower et al., 
2020; Gill et al., 2007; Im und Hurley, 2008; Im et al., 2009; Kostelansky et al., 2007; Pornillos et al., 2002a; Sundquist et al., 2004. E, schema-
tische Darstellung von ALIX. ALIX besteht aus einer aminoterminalen Bro1-Domäne, der zentralen V-Domäne und einer carboxyterminalen 
prolinreichen Region (PRR). Die Bro1-Domäne bindet an ESCRT-III. Die V-Domäne bindet Ubiquitin und das YPX3L-Motiv. Basierend auf 
Dowlatshahi et al., 2012; Fisher et al., 2007; Keren-Kaplan et al., 2013; Lee et al., 2007; McCullough et al., 2008; Zhai et al., 2008 und 2011. 
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Katzmann et al., 2003; Shih et al., 2002; Tang et al., 2016). Außerdem hat ESCRT-0 eine zusätzliche 
ESCRT-I-unabhängige Funktion im MVB-Weg (Tang et al., 2016).  

 
5.3. Die Funktion der ESCRT-Proteine bei der HIV-1-Freisetzung 
 

Viele Viren benutzen ESCRT-Proteine für ihre Freisetzung (Übersicht in Votteler und Sundquist, 
2013). Die verschiedenen viralen Strukturproteine rekrutieren ESCRT-Proteine über ähnliche Peptid-
motive. Ein PTAP- und ein YPX3L-Motiv im carboxyterminalen p6-Peptid von HIV-1-Gag binden an die 
„früh agierenden“ ESCRT-Proteine TSG101 und ALIX, die humanen Homologen von Vps23 und Bro1 
(Garrus et al., 2001; Martin-Serrano et al., 2001; Strack et al., 2003; VerPlank et al., 2001) (Abb. 2C) 
(siehe auch 7.4.). TSG101 bindet über seine aminoterminale ubiquitinbindende UEV(ubiquitin E2 
variant)-Domäne an p6, ALIX über seine zentrale ubiquitinbindende V-Domäne (Dowlatshahi et al., 
2012; Fisher et al., 2007; Garrus et al., 2001; Keren-Kaplan et al., 2013; Lee et al., 2007; Pornillos et al., 
2002a; Sundquist et al., 2004) (Abb. 2, D und E). Da p6 ins Innere des unreifen Virions orientiert ist 
(siehe 5.1.), ergibt sich die Frage, wie die an p6 gebundenen ESCRT-Proteine Kontakt zur Plasmamem-
bran aufnehmen, um sie zu manipulieren. Es wurde vorgeschlagen, dass auch die NC-Domäne von Gag 
mit ALIX interagieren kann und ALIX über einen NC-Plasmamembran-Kontakt zur Membran bringt 
(Sette et al., 2016). Dafür müsste Gag die radspeichenartige Anordnung verlassen. 

Experimente mit verschiedenen Methoden, wie der Expression dominant negativer ESCRT-Mutan-
ten, Knockdown mit siRNA, Knockout mit CRISPR/CAS9, Kolokalisierungen mit Fluoreszenzmikros-
kopie und einem ESCRT-Rekrutierungsassay, legen nahe, dass ESCRT-I, -II und -III, ALIX und VPS4 
an der HIV-1-Freisetzung beteiligt sind, obwohl sich die Ergebnisse für manche Komponenten widerspre-
chen (Baumgärtel et al., 2011; Bleck et al., 2014; Carlson und Hurley, 2012; Garrus et al., 2001; Jouvenet 
et al., 2011; Ku et al., 2014; Langelier et al., 2006; Meng et al., 2015 und 2020; Morita et al., 2011; 
Pincetic et al., 2008; Strack et al., 2003; Van Engelenburg et al., 2014; von Schwedler et al., 2003b). 
Während der TSG101-Bindungsstelle in p6 eine wichtige Bedeutung für die HIV-1-Freisetzung zugeord-
net wird, ist die Rolle der ALIX-p6-Interaktion rätselhaft. Mutationen der TSG101-Bindungsstelle redu-
zieren die HIV-1-Freisetzung aus Zellen gängiger Kulturzelllinien stark und ein erhöhter Anteil der noch 
freigesetzten Virionen hat eine abnorme Morphologie (Fujii et al., 2009; Garrus et al., 2001; Göttlinger et 
al., 1991). Im Virusfreisetzungsexperiment mit T-Zell-Linien führt die Mutation der TSG101-Bindungs-
stelle zu einem geringeren oder gar keinem Effekt (Demirov et al., 2002; Dussupt et al., 2011; Fujii et al., 
2009). Virusreplikationskinetiken sind aber verzögert. Mutation oder Deletion der ALIX-Bindungsstelle 
in p6 reduziert die HIV-1-Freisetzung aus verschiedenen Zelllinien nur wenig oder nicht (Bendjennat und 
Saffarian, 2016; Demirov et al., 2002; Fisher et al., 2007; Fujii et al., 2009; Huang et al., 1995; Zhai et al., 
2008). Allerdings ist die Freisetzung von Virionen mit einer Gagversion, der ein großer Teil des MA-
„Kopfs“ und die aminoterminale Domäne von CA fehlt, stark von der ALIX-Bindungsstelle abhängig 
(Strack et al., 2003). Ein erhöhter Anteil der Virionen mit mutierter ALIX-Bindungsstelle hat eine abnor-
me Morphologie und die Mutation führt zu verzögerten Replikationskinetiken in T-Zell-Linien (Fujii et 
al., 2009). In einer kinetischen Untersuchung verlangsamten Mutationen der TSG101- und ALIX-Bin-
dungsstelle in p6 die Gag-VLP-Freisetzung (Bendjennat und Saffarian, 2016). Die ESCRT-Proteine sind 
also entweder nicht absolut notwendig für den Freisetzungsprozess oder sie können zusätzlich auf andere 
Weise rekrutiert werden. 

Die HIV-1-Freisetzung und die Bildung von MVB-Vesikeln unterscheiden sich dadurch, dass die 
assemblierenden Gagmoleküle ein gebogenes Gitter bilden und damit die Energie für die Membrandefor-
mation liefern könnten (Munro et al., 2014). Ob die ESCRT-Proteine an der knospenförmigen Membran-
deformation bei der Virionenbildung beteiligt sind oder nur die Abspaltung der viralen Membran von der 
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Plasmamembran am Ende der Partikelbildung vermitteln, wird kontrovers diskutiert. Die elektronenmi-
kroskopische Beobachtung, dass bei gestörter Gag-ESCRT-Interaktion vollständig assemblierte Virionen 
akkumulieren, die über ein Membranband mit der Plasmamembran assoziiert sind, spricht für eine Rolle 
der ESCRT-Proteine erst bei der Virionenabspaltung (Garrus et al., 2001). Übereinstimmend damit war 
die Partikelkrümmung in einer fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung bei Deletion des ESCRT-re-
krutierenden p6-Peptids nicht beeinträchtigt (Johnson et al., 2018). Andererseits hatten in einer elektro-
nenmikroskopischen Studie Virionen, die bei gestörter Gag-ESCRT-Interaktion an der Plasmamembran 
akkumulierten, eine komplette Gagschale, während das Gaggitter die Virionensphäre in freigesetzten 
Wildtyp-Virionen nur zu zwei Dritteln ausfüllte (Carlson et al., 2008). Darüber hinaus wurden elek-
tronenmikroskopisch Gagansammlungen beobachtet, die von kreisförmigen ESCRT-III-Filamenten mit 
einem Durchmesser von Partikelsphären umgeben waren (Cashikar et al., 2014). In mehreren fluores-
zenzmikroskopischen Untersuchungen zur Assemblierung von HIV-1 oder HIV-1-Gag-VLPs an der Plas-
mamembran wurde eine transiente Rekrutierung von „spät agierenden“ ESCRT-Proteinen am Ende des 
Assemblierungsprozesses beobachtet (Baumgärtel et al., 2011; Bleck et al., 2014; Johnson et al., 2018; 
Jouvenet et al., 2011). Voneinander abweichende Schlussfolgerungen wurden darüber gezogen, ob „früh 
agierende“ ESCRT-Proteine mit einer anderen Kinetik rekrutiert werden, ob ESCRT-Proteine nur im Be-
reich des Partikelhalses lokalisiert sind oder auch im sphärischen Teil des Partikels und ob sich verschie-
dene ESCRT-Proteine an unterschiedlichen Stellen im Partikel befinden (Bleck et al., 2014; Jouvenet et 
al., 2011; Ku et al., 2014; Prescher et al., 2015; Van Engelenburg et al., 2014). Basierend auf den zum 
Teil widersprüchlichen Ergebnissen existieren mehrere Modelle zur ESCRT-vermittelten HIV-1-Freiset-
zung (Übersicht in Hurley und Cada, 2018; Lippincott-Schwartz et al., 2017; Schöneberg et al., 2017). 
Diskutiert werden eine Polymerisierung von ESCRT-Proteinen innerhalb der Partikelsphäre, die sich in 
den Partikelhals fortsetzt, oder einer Polymerisierung erst innerhalb des Partikelhalses. Die Polymere 
könnten den Partikelhals oder zusätzlich Teile der Virionensphäre aus dem Inneren des Partikels heraus 
zusammenziehen. Alternativ könnten ESCRT-Filamente die assemblierten Gagmoleküle kreisförmig 
umgeben und durch Bildung einer Spirale die benachbarten Plasmamembranregionen einander annähern 
(Cashikar et al., 2014). Unabhängig davon, ob die ESCRT-Proteine an der Ausbildung der Virionen-
sphäre beteiligt sind oder erst am Ende des Partikelbildungsprozesses die Virionenabspaltung ermög-
lichen, ist zu vermuten, dass es einen Mechanismus gibt, der die Gagassemblierung und die ESCRT-
Funktion miteinander koordiniert, damit korrekt zusammengesetzte Virionen gebildet werden. 

 
5.4. Ist ein Hefemodell für die Analyse von Mechanismen der HIV-1-Freisetzung nützlich? 
 

Neben der noch wenig verstandenen Funktionsweise der ESCRT-Proteine bei der HIV-1-Freisetzung 
stellt sich die Frage nach weiteren bisher unbekannten Virus-Wirt-Interaktionen im Freisetzungsprozess. 
Experimente, die den HIV-1-Freisetzungsprozess in vivo analysieren, werden in der Regel mit immortali-
sierten Zellen durchgeführt, die mit einem proviralen Vektor transfiziert sind. Alternativ wird die Freiset-
zung von Gag-VLPs untersucht. Zur Charakterisierung der Interaktion von HIV-1 mit zellulären Prote-
inen und deren Bedeutung für die Freisetzung müssen diese Proteine deletiert und manipuliert werden. 
Werden Proteine von einem Vektor oder an nicht natürlicher Position im Genom durch einen Fremdpro-
motor überexprimiert, können sie durch Beeinflussung des Gleichgewichts zellulärer Interaktionsnetz-
werke indirekt negativ auf die untersuchten Prozesse wirken. So reduzieren zum Beispiel die Überexpres-
sion von TSG101 und ALIX die HIV-1-Freisetzung (Dussupt et al., 2009; Goila-Gaur et al., 2003). Daher 
ist es sinnvoll, manipulierte Proteine in natürlicher Stärke vom endogenen Promotor zu exprimieren. 
Trotz neuer experimenteller Strategien bleibt es aufwendig, das Genom humaner Zellen entsprechend zu 
verändern (Hoffmann et al., 2019). Diese Arbeit beschäftigt sich mit der Frage, ob ein Hefemodell nütz-
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lich sein kann, um die bestehenden Ansätze zur Charakterisierung von Mechanismen der HIV-1-Freiset-
zung zu ergänzen. Die Bäckerhefe Saccharomyces cerevisiae ist ein in zellbiologischen Studien viel ver-
wendeter eukaryontischer Modellorganismus. Ein großer Vorteil besteht darin, dass haploide Hefezellen 
lebensfähig sind. Deshalb kann man das Hefegenom einfach und gezielt durch homologe Rekombination 
manipulieren. Die Produkte manipulierter Gene können unter Kontrolle ihres natürlichen Promotors ex-
primiert werden. Knockouts nicht essentieller Gene sind einfach herstellbar. Darüber hinaus haben gene-
tische Screenings mit der Bäckerhefe wesentlich zum Verständnis intrazellulärer Prozesse, wie zum Bei-
spiel des Proteintransports und der Autophagozytose, beigetragen (Bankaitis et al., 1986; Harding et al., 
1995; Novick et al., 1980; Rothman und Stevens, 1986; Thumm et al., 1994; Tsukada und Ohsumi, 
1993). Aus solchen Screenings, in denen mit ungerichteter Mutagenese oder durch Selektion spontaner 
Mutanten Gene identifiziert werden, die an den zu untersuchenden Prozessen beteiligt sind, gibt es tempe-
ratursensitive Mutanten, mit denen man auch einige essentielle Gene ausschalten kann. Ein Hefemodell 
für den Prozess der HIV-1-Freisetzung könnte außerdem deshalb geeignet sein, weil für die Charakteri-
sierung der ESCRT-Funktion im MVB-Weg der Hefe methodisch vielfältige Ansätze existieren (siehe 
Literatur in 5.2.). Darüber hinaus wird die Analyse ESCRT-abhängiger Prozesse in der Hefe dadurch 
erleichtert, dass der ESCRT-Apparat der Hefe im Gegensatz zu humanen Zellen aus singulären Protein-
versionen besteht (Martin-Serrano et al., 2003; von Schwedler et al., 2003b). Da die ESCRT-Gene der 
Hefe nicht essentiell sind, sind Experimente mit Knockoutmutanten möglich (Babst et al., 2002a und 
2002b; Bilodeau et al., 2002 und 2003; Chu et al., 2006; Dupré und Haguenauer-Tsapis, 2001; Hierro et 
al., 2004; Katzmann et al., 2001 und 2003; Nikko et al., 2003). 

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob eine Gag-GFP exprimierende Bäckerhefe als Modell zur Ana-
lyse von Mechanismen der HIV-1-Freisetzung geeignet ist. Bei Expression von Gag-GFP in humanen 
Zellen werden Gag-GFP-VLPs freigesetzt. Die Größe der Gag-GFP-VLPs entspricht der von unreifen 
HIV-1-Virionen und die Freisetzung ist abhängig von der TSG101-Bindungsstelle in p6 (Garrus et al., 
2001; Pornillos et al., 2003). Die Markierung mit dem grün fluoreszierenden Protein GFP (Chalfie et al., 
1994; Tsien, 1998) dient dazu, die intrazelluläre Lokalisation von Gag fluoreszenzmikroskopisch zu ana-
lysieren und Gag über eine Immunogoldmarkierung mit Anti-GFP-Antikörpern elektronenmikroskopisch 
zu detektieren. Die Interaktion von Gag mit zellulären Proteinen kann durch Immunpräzipitation von 
Gag-GFP mit Anti-GFP-Antikörpern untersucht werden. Im Gegensatz zur Verwendung gagspezifischer 
Antikörper besteht dabei nicht die Gefahr, dass die Antikörper mit der Gag-Gag-Interaktion oder der 
Interaktion von Gag mit zellulären Faktoren interferieren. Anders als humane Zellen sind Hefezellen von 
einer Zellwand umgeben, die eine mechanische Barriere für die Freisetzung möglicher Gag-GFP-VLPs 
darstellt. Mit Sphäroplasten, Hefezellen denen die Zellwand enzymatisch entfernt wurde, sollte die Gag-
GFP-VLP-Freisetzung analysiert werden. Das Kriterium für die Eignung des Hefemodells sollte die Ab-
hängigkeit der Gag-GFP-Freisetzung von ESCRT-Proteinen der Hefe sein. Die Freisetzung von Gag-
VLPs aus Hefesphäroplasten war beschrieben (Sakuragi et al., 2002). Allerdings wurde mit dem publi-
zierten Assay eine ESCRT-unabhängige Freisetzung beobachtet (Norgan et al., 2012). 
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6. Material und Methodik 
 

Spezielle Geräte, Utensilien und Chemikalien sind im Text beschrieben. Zusätzlich wurden Geräte 
und Utensilien verwendet, die zu einer allgemeinen Laborausstattung gehören. Gängige Chemikalien 
hatten den für die Molekularbiologie gebotenen Reinheitsgrad. Mit „Wasser“ ist deionisiertes Wasser 
gemeint. 

 
6.1. Hefe - Standardtechniken 
 

6.1.1. Anzucht 
Hefezellen wurden bei 30 °C entweder in Vollmedium [YPD: 1% Bacto-Hefeextrakt (BD), 2% Bac-

to-Pepton (BD), 2% Glukose] angezogen oder in synthetischem Minimalmedium [SD: 0,67% Hefe-Stick-
stoff-Basis (BD), 2% Glukose] mit Zusatz von Aminosäuren und Basen [20 mg/l Adeninsulfat, Uracil, L-
Tryptophan, L-Histidin und 30 mg/l L-Leucin, L-Lysin (alle Sigma-Aldrich)], die für den verwendeten 
Wildtypstamm essentiell waren. Zur Selektion auf Plasmide oder ins Genom integrierte Genkassetten mit 
Auxotrophiemarker wurde Minimalmedium ohne die entsprechende Substanz verwendet. Festes Medium 
enthielt zusätzlich 2% Agar (BD).  

Zur Repression des MET3-Promotors wurden dem Minimalmedium 20 mg/l Methionin zugesetzt. 
Zur Induktion des Promotors wurden die Kulturen mit Wasser gewaschen und anschließend in Medium 
ohne Methionin inkubiert. Wenn in den Abbildungslegenden keine Induktionsdauer angegeben ist, war 
der Promotor während der Anzucht der Kulturen dauerhaft induziert, das heißt, es wurde Medium ohne 
Methionin verwendet. 

 

6.1.2. Ernte 
Zur Bestimmung der Zelldichte wurde die optische Dichte bei 600 nm (OD600) mit einem Ultrospec 

3000 Photometer (Pharmacia Biotech) gemessen. Für die Experimente wurden Über-Nacht-Kulturen 
morgens verdünnt, mehrere Stunden inkubiert und anschließend aus der exponentiellen Wachstumsphase 
heraus so verdünnt, dass alle parallel analysierten Kulturen nach erneuter Inkubation über Nacht am 
nächsten Tag bei etwa gleicher OD600 in der exponentiellen Wachstumsphase (OD600= 0,15 bis 0,4) ge-
erntet werden konnten. Die Kulturen wurden durch dreiminütige Zentrifugation bei 1700g in einem Aus-
schwingrotor sedimentiert.  

 

6.1.3. Transformation 
Hefezellen wurden mit der Lithiumacetat-Methode transformiert. Zur Transformation mit einem 

Plasmid wurden etwa 3 OD600 Hefezellen in der exponentiellen Wachstumsphase mit Wasser gewaschen 
und in 200 µl 0,1 M Lithiumacetat in TE [1 mM EDTA, 10 mM Tris (pH 7,4)] resuspendiert. 0,1 µg Plas-
mid-DNA wurde mit 8 µl Heringssperm-DNA (10 mg/ml, Sigma-Aldrich) vermischt, die zuvor durch Er-
hitzen bei 95 °C denaturiert worden war. Das DNA-Gemisch wurde zu der Hefesuspension gegeben und 
die Suspension wurde anschließend mit 1 ml 40% Polyethylenglykol 3000, 0,1 M Lithiumacetat in TE 
versetzt. Dieser Ansatz wurde zunächst 30 min bei 30 °C inkubiert, danach 12 min bei 42 °C. Nach Zen-
trifugation (1310g, 2 min) wurde das Hefesediment in SD aufgenommen und auf festes Selektionsme-
dium transferiert. 

Zur Herstellung genomisch manipulierter Hefestämme wurden acht PCR-Ansätze (siehe 6.6.) verei-
nigt und zweimal mit 500 µl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) extrahiert. Anschließend wur-
de die DNA aus der wässrigen Phase mit dem dreifachen Volumen Ethanol und 1/10 3M Natriumacetat 
bei -20 °C (30 min) gefällt. Nach Zentrifugation (25000g, 30 min) wurde das Präzipitat luftgetrocknet, in 
30 µl Wasser aufgenommen und gegen Wasser dialysiert. 10 µl der dialysierten Probe wurden mit 10 µl 



  6. Material und Methodik 

	   19 

Heringssperm-DNA versetzt (siehe oben) und mit etwa 7 OD600 Hefezellen gemischt, die wie oben prä-
pariert wurden. Anschließend wurde wie oben verfahren. 

 

6.1.4. Präparation genomischer DNA 
Das Sediment von 10 ml einer Hefekultur in der stationären Wachstumsphase wurde zum Aufschluss 

der Zellen in 200 µl Puffer [2% Triton, 1% SDS, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM Tris (pH 8,0)] re-
suspendiert, mit 200 µl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) versetzt und 4 min mit Glaskugeln 
(Durchmesser 0,5 mm, Roth) auf einem Vibrationsschüttler (VXR basic Vibrax) bei voller Umdrehungs-
zahl geschüttelt. Der Suspension wurden 300 µl TE [1 mM EDTA, 10 mM Tris (pH 8,0)] zugesetzt. Die 
Probe wurde zentrifugiert (16000g, 5 min) und die DNA aus der wässrigen Phase durch Invertieren mit  
1 ml Ethanol gefällt. Nach Zentrifugation (16000g, 2 min) wurde das Sediment in 400 µl TE durch Schüt-
teln bei 37 °C gelöst und 5 min mit 75 µg/ml RNAse A (Roth) bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde 
die Probe mit 10 µl 4 M Ammoniumacetat und 1 ml Ethanol invertiert. Die gefällte DNA wurde durch 
Zentrifugation (16000g, 2 min) sedimentiert und das luftgetrocknete Sediment wurde in 50 µl TE gelöst. 
1 µl dieser Probe wurde als Template in einem PCR-Ansatz (siehe 6.6.) zur Kontrolle von genetisch 
manipulierten Hefestämmen eingesetzt. 

 
6.2. E. coli - Standardtechniken 
 

6.2.1. Anzucht 
E. coli-Kulturen wurden bei 37 °C in LB-Medium [1% Bacto-Trypton (BD), 0,5% Bacto-Hefeex-

trakt (BD), 171 mM NaCl] angezogen. Zur Selektion auf resistenzvermittelnde Plasmide wurde dem Me-
dium Antibiotikum (Ampicillin: 50 mg/l, Kanamycin: 25 mg/l) zugesetzt. Festes Medium enthielt zusätz-
lich 1,5% Agar (BD). 

 

6.2.2. Ernte 
Große Kulturvolumina zur Präparation heterolog exprimierter Proteine oder zur Plasmidmaxipräpa-

ration wurden durch zehnminütige Zentrifugation bei 3000g geerntet, kleine Volumina zur Plasmidmini-
präparation durch einminütige Zentrifugation bei 16000g. Zur Bestimmung der Zelldichte wurde die 
OD600 gemessen (siehe 6.1.2.). 

 

6.2.3. Transformation 
Die Transformation mit Ligationsansätzen (siehe 6.6.) erfolgte entweder per Elektroporation oder 

per Hitzeschock. XL1-blue Zellen (NEB) in der exponentiellen Wachstumsphase wurden mit eiskaltem 
Wasser gewaschen, in 10% Glycerol resuspendiert und mit einem Gene Pulser (BIO-RAD) mit dem 
zuvor gegen Wasser dialysierten Ligationsansatz transformiert. Käuflich erworbene chemisch kompetente 
DH5α−Zellen (NEB) oder XL10-Gold-Zellen (Agilent Technologies) wurden zusammen mit dem Li-
gationsansatz nach Herstellerangaben kurzzeitig bei 42 °C inkubiert. Die transformierten Zellen wurden 
30 bis 60 min bei 37 °C in SOC-Medium [2% Bacto-Trypton (BD), 0,5% Bacto-Hefeextrakt (BD),  
20 mM Glukose, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4, 10 mM NaCl; oder von NEB] inkubiert 
und anschließend auf antibiotikumhaltiges festes LB-Medium transferiert. Bei Transformation mit 
pGEM-T oder pGEM-5Zf enthielt das Medium zur Blau-Weiß-Selektion auf Vektoren mit Insert zusätz-
lich IPTG (0,5 mM) und X-GAL (80 mg/l).  

Für die heterologe Expression von GST-Fusionspeptiden und -proteinen wurden BL21-Zellen per 
Elektroporation transformiert. Abweichend vom oben beschriebenen Procedere wurden die transformier-
ten Zellen nach der Inkubation in SOC-Medium direkt in flüssiges antibiotikumhaltiges Medium über-
führt. 
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6.3. HEK293-Zellen - Standardtechniken  
 

6.3.1. Anzucht 
HEK(human embryonic kidney)293-Tet-On-Zellen (Clontech) wurden in DMEM mit 4,5 g/l Gluko-

se und L-Glutamin (PAA) und 10% fötalem Kälberserum (PAA) in einem CO2-Inkubator (Binder) bei  
37 °C unter 5% CO2 kultiviert. 

 

6.3.2. Transfektion 
Die Zellen wurden in Sechs-Loch-Platten ausgesät und am folgenden Tag unter Verwendung von 

Lipofectamine LTX (Invitrogen) oder Lipofectamine 2000 (Invitrogen) nach Angaben des Herstellers mit 
Plasmid-DNA transfiziert. 

 

6.3.3. Ernte 
Zwei Tage nach der Transfektion wurden die Zellen von den Kulturschalen unter Kühlung mit Eis in 

PBS (PAA) mit Proteaseinhibitoren [1 mM PMSF, 10 µg/ml Aprotinin und Leupeptin, 5 µg/ml Chymo-
statin und Pepstatin A (alle Sigma-Aldrich)] mit einem Plastikschaber abgelöst und durch Zentrifugation 
bei 4°C in einem Ausschwingrotor (700g, 5 min) gesammelt.  

 
6.4. Plasmide und Plasmidkonstruktion 
 

In Tabelle 1 sind die in den abgebildeten Experimenten verwendeten Plasmide, deren Ausgangsvek-
toren und Plasmide für Zwischenklonierungen aufgeführt. Da eine detaillierte Darstellung der Konstruk-
tion jedes einzelnen Plasmids zu umfangreich wäre, sind im Folgenden nur die Prinzipien der Klonie-
rungsstrategien erklärt und exemplarisch an Graphiken in Abb. 3 veranschaulicht. Eine Liste der PCR-
Primer befindet sich unter 6.11.. 

 

6.4.1. Konstruktion der kodierenden Sequenzen für Gagmutanten und Gagfragmente 
Plasmide für die Expression von Gag, Gagmutanten oder Gagfragmenten wurden durch Amplifika-

tion der kodierenden Sequenzen per PCR und anschließende Subklonierung in einen Expressionsvektor 
hergestellt. Das initiale Template war pGag-EGFP (Hermida-Matsumoto und Resh, 2000) beziehungs-
weise pGagLTAL-EGFP. Dieser Vektor ermöglicht durch stille Mutationen eine vom viralen Protein Rev 
unabhängige Gagexpression (Schwartz et al., 1992). Das in dieser Arbeit als „GFP“ bezeichnete Protein 
entspricht dem EGFP (enhanced GFP), für das pGag-EGFP kodiert. Die von den initialen Templates aus-
gehenden Vektoren wurden als Templates in Folgeklonierungen eingesetzt. Über die Vorwärts- und 
Rückwärtsprimer der PCR wurden Restriktionsorte zur Subklonierung in Expressionsvektoren und Muta-
tionen eingeführt. Lagen die einzuführenden Mutationen so weit von den Enden der zu amplifizierenden 
Sequenz entfernt, dass sie nicht über die Vorwärts- und Rückwärtsprimer eingeführt werden konnten, 
oder sollten im Inneren der Sequenz gelegene Teile deletiert werden, wurden drei PCRs durchgeführt. In 
der ersten PCR wurde das vordere und in der zweiten PCR das hintere Teilstück der zu klonierenden Se-
quenz amplifiziert. Der Rückwärtsprimer zur Amplifikation des vorderen Teilstücks und der Vorwärts-
primer zur Amplifikation des hinteren Teilstücks trugen in ihren 5'-Bereichen zueinander komplementäre 
Sequenzen. Wurden über diese Methode Punktmutationen eingeführt, bestanden die komplementären Se-
quenzen aus der einzuführenden Mutation und angrenzenden Bereichen (Abb. 3B). Wurde ein Teil der 
Gag-GFP-kodierenden Sequenz mit dieser Methode deletiert, trug einer der beiden Primer am 5'-Ende 
einen Überhang, der komplementär zum 5'-Ende des anderen Primers war (Abb. 3A). Demzufolge hatten 
das hintere Ende des ersten PCR-Produkts und das vordere Ende des zweiten PCR-Produkts identische 
Sequenzen. In der dritten PCR wurden die Produkte der ersten und der zweiten PCR gemeinsam als 
Template eingesetzt. Die identischen Sequenzen ermöglichten dabei die „Fusion“ beider Teilstücke. In  
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Abbildung 3. Strategien zur Konstruktion der kodierenden Sequenzen für Gag-GFP-Versionen. A, schematische Darstellung der Ein-
führung von Deletionen in die kodierende Sequenz für Gag-GFP beziehungsweise der Konstruktion von kodierenden Sequenzen für GFP-mar-
kierte Gagfragmente am Beispiel von MA-GFP. Es werden drei PCRs durchgeführt. In der dritten PCR werden die Produkte der ersten und der 
zweiten PCR miteinander „fusioniert“. Das Template für die erste und zweite PCR ist ein Expressionsvektor mit der kodierenden Sequenz für 
Gag-GFP, der einen CYC1-Terminator trägt. In der ersten PCR wird der für MA kodierende Sequenzabschnitt amplifiziert, in der zweiten PCR 
die kodierende Sequenz für GFP und eine 5' davon gelegene kurze Verbindungssequenz zusammen mit dem CYC1-Terminator. Damit die PCR-
Produkte in der dritten PCR „fusioniert“ werden können, trägt der Rückwärtsprimer der ersten PCR am 5'-Ende einen Überhang (rot), der kom-
plementär zum 5'-Ende des Vorwärtsprimers der zweiten PCR (rot) ist. Das hintere Ende des ersten PCR-Produkts und das vordere Ende des 
zweiten PCR-Produkts haben also identische Sequenzen (rot). In der dritten PCR werden die Produkte der beiden ersten PCRs gemeinsam als 
Template eingesetzt. Der Vorwärtsprimer entspricht dem Vorwärtsprimer der ersten PCR. Der Rückwärtsprimer entspricht dem Rückwärtsprimer 
der zweiten PCR. Das PCR-Produkt, eine „Fusion“ aus den Produkten der ersten und der zweiten PCR, wird nach einem Zwischenklonierungs-
schritt und Sequenzierung in einen Zielvektor (grau) ligiert. B, schematische Darstellung der Einführung von internen Punktmutationen in die 
kodierende Sequenz für MA-GFP. Es werden drei PCRs durchgeführt. In der dritten PCR werden die PCR-Produkte aus erster und zweiter PCR 
miteinander „fusioniert“. Das Template für die beiden ersten PCRs ist ein Expressionsvektor mit der kodierenden Sequenz für MA-GFP. In der 
ersten PCR wird der vordere Teil der für MA kodierenden Sequenz amplifiziert. In der zweiten PCR wird die kodierende Sequenz für den car-
boxyterminalen Teil von MA und für GFP zusammen mit dem CYC1-Terminator amplifiziert. Das 5'-Ende des Rückwärtsprimers der ersten PCR 
und das 5'-Ende des Vorwärtsprimers der zweiten PCR haben zueinander komplementäre Sequenzen, die die Mutation (orange) enthalten. Das 
hintere Ende des ersten PCR-Produkts und das vordere Ende des zweiten PCR-Produkts tragen also identische Sequenzen mit der Mutation. In 
der dritten PCR werden die Produkte der beiden ersten PCRs gemeinsam als Template eingesetzt. Der Vorwärtsprimer entspricht dem Vorwärts-
primer der ersten PCR. Der Rückwärtsprimer entspricht dem Rückwärtsprimer der zweiten PCR. Das PCR-Produkt, eine „Fusion“ aus den Pro-
dukten der beiden ersten PCRs, wird nach einem Zwischenklonierungsschritt und Sequenzierung in einen Zielvektor (grau) ligiert. 
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der dritten PCR wurden der Vorwärtsprimer aus der ersten PCR und der Rückwärtsprimer aus der zwei-
ten PCR verwendet. 

Zur Herstellung der kodierenden Sequenzen für MA-GFP, CA-GFP, GagΔp6-GFP und GFP-mar-
kierte aminoterminale oder interne Fragmente von MA oder CA wurde mit der ersten PCR die kodierende 
Sequenz für das jeweilige Gagfragment amplifiziert, mit der zweiten PCR die kodierende Sequenz für 
GFP und das aminoterminal davon liegende Verbindungspeptid (Abb. 3A). Der Rückwärtsprimer der 
ersten PCR hatte am 5'-Ende einen Überhang, der komplementär zum 5'-Ende des Vorwärtsprimers für 
die Amplifikation der GFP-kodierenden Sequenz war. 

Die kodierende Sequenz für GFP-markierte carboxyterminale MA- oder CA-Fragmente wurde an 
Expressionsvektoren für MA-GFP oder CA-GFP amplifiziert. 

Bei der Herstellung der kodierenden Sequenzen für GFP-markierte Gagfragmente, denen am Car-
boxyterminus das p6-Peptid fehlte (CA-SP1-NC-SP2-GFP, SP1-NC-SP2-GFP), diente die für GagΔp6-
GFP kodierende Sequenz als Template. 

Zur Einführung interner Deletionen in die kodierenden Sequenzen für Gag und MA [Gag(ΔNCA), 
MA(Δ20-29), MA(Δ20-43)] wurde in der ersten PCR das von der einzuführenden Deletion 5' liegende 
Sequenzteilstück und in der zweiten PCR das 3' davon liegende Teilstück amplifiziert. Im Fall der 
ΔNCA-Deletion hatte der Vorwärtsprimer für die Amplifikation des hinteren Teilstücks einen 5'-Über-
hang, dessen Sequenz komplementär zur Sequenz des Rückwärtsprimers für die Amplifikation des vorde-
ren Teilstücks war. Zur Herstellung der Δ20-29- und der Δ20-43-Deletion hatte der Rückwärtsprimer zur 
Amplifikation des vorderen Teilstücks einen 5'-Überhang, dessen Sequenz komplementär zur Sequenz 
des Vorwärtsprimers für die Amplifikation des hinteren Teilstücks war.  

Für die Deletion der globulären MA-Domäne [Gag(Δ8-87)] wurde ein Vorwärtsprimer gewählt, der 
3' der zu deletierenden Sequenz ansetzte und am 5'-Ende einen Überhang mit der für die sieben amino-
terminalen Aminosäuren von Gag kodierenden Sequenz trug.  
Zur Kombination von Mutationen wurden zwei Strategien verfolgt: 
a) Vektoren, die einen Teil der angestrebten Mutationen bereits trugen, wurden als Template für die PCR 
eingesetzt. Weitere Mutationen wurden über die genannten Methoden eingeführt. 
b) Zur Kombination von Punktmutationen in MA mit Mutationen im davon carboxyterminal gelegenen 
Teil von Gag wurden PCR-Produkte mit Mutationen in der für MA kodierenden Sequenz per PCR mit 
PCR-Produkten mit Mutationen in der für den carboxyterminalen Teil von Gag kodierenden Sequenz 
„fusioniert“. Als Templates für die beiden ersten PCRs wurden Vektoren mit den jeweiligen Mutationen 
verwendet. 
 
Tabelle 1: Plasmide 
 
   

Plasmid Beschreibung Herkunft / Referenz 
   

   
GFP-CPS416 Vektor für die Expression von GFP-CPS in S. cerevisiae, ARS/CEN, URA3  Reggiori und Pelham, 2001 
    

pEGFP-N1 Vektor für die Expression von carboxyterminal EGFP-markierten Proteinen in 
humanen Zellen, mit CMV-Promotor 

 Clontech 

    

EX-V1319-M08 Vektor für die Expression von ALIX-3HA6HIS in humanen Zellen,  
mit CMV-Promotor, pReceiver 

 GeneCopoeia 

    

EX-V1319-M14 Vektor für die Expression von ALIX-3Flag in humanen Zellen,  
mit CMV-Promotor, pReceiver  

 GeneCopoeia 

    

EX-K4135-M06 Vektor für die Expression von 3HA-TSG101 in humanen Zellen,  
mit CMV-Promotor, pReceiver 

 GeneCopoeia 

    

EX-K4135-M12 Vektor für die Expression von 3Flag-TSG101 in humanen Zellen,  
mit CMV-Promotor, pReceiver 

 GeneCopoeia 

    

pGag-EGFP Vektor für die Expression von Gag-EGFP in humanen Zellen,  
mit CMV-Promotor 

 Hermida-Matsumoto und 
Resh, 2000 
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pGagLTAL-EGFP Vektor für die Expression von GagLTAL(Gag(P455L,P458L))-EGFP in humanen 
Zellen, mit CMV-Promotor 

 M. Resh 

    

pGEM-5Zf Vektor für die Subklonierung von PCR-Produkten  Promega 
    

pGEM-T Vektor für die Subklonierung von PCR-Produkten mit  
3' Desoxyadenosinüberhängen 

 Promega 

    

pRS415 E. coli/S. cerevisiae-Shuttle-Vektor, ARS/CEN, LEU2  Stratagene; Sikorski und 
Hieter, 1989 

    

pRS416 E. coli/S. cerevisiae-Shuttle-Vektor, ARS/CEN, URA3  Stratagene; Sikorski und 
Hieter, 1989 

    

pRS423 E. coli/S. cerevisiae-Shuttle-Vektor, 2µ, HIS3  Strategene; Christianson et 
al., 1992 

    

pRS425 E. coli/S. cerevisiae-Shuttle-Vektor, 2µ, LEU2  Strategene; Christianson et 
al., 1992 

    

pYPGE2 Vektor für die Expression von Proteinen in S. cerevisiae-, PGK-Promotor,  
CYC1-Terminator, 2µ, TRP1 

 Brunelli und Pall, 1993 

    

pGEX-6P-1 Vektor für die Expression von Proteinen mit aminoterminaler GST-Fusion in E. coli  GE Healthcare 
    

pBM197 Derivat von pEGFP-N1, das zwischen EcoRI(629)- und SalI(639)-Schnittstelle eine 
Sequenz aus dem 5' nicht kodierenden Bereich von pGag-EGFP (629-678 mit 
Basenaustausch (C zu G) an Position 641) enthält 

 diese Arbeit 

    

pBM199 Gag-kodierende Sequenz in pBM197  diese Arbeit 
    

pBM201 Gag(G2A)-kodierende Sequenz in pBM197  diese Arbeit 
    

pBM203 Gag(P455L,P458L)-kodierende Sequenz in pBM197  diese Arbeit 
    

pBM205 Gag(L489A)-kodierende Sequenz in pBM197  diese Arbeit 
    

pBM207 Gag(P455L,P458L,L489A)-kodierende Sequenz in pBM197  diese Arbeit 
    

pBM209 MA(1-132)-kodierende Sequenz in pBM197  diese Arbeit 
    

pBM231 Gag(Δp6(Δ449-500))-kodierende Sequenz in pBM197  diese Arbeit 
    

pBM239 p6(448-500)-kodierende Sequenz in pGEX-6P-1  diese Arbeit 
    

pBM241 p6(P455L,P458L)-kodierende Sequenz in pGEX-6P-1  diese Arbeit 
    

pBM243 p6(L489A)-kodierende Sequenz in pGEX-6P-1  diese Arbeit 
    

pBM245 p6(P455L,P458L,L489A)-kodierende Sequenz in pGEX-6P-1  diese Arbeit 
    

pBM255 MA(1-132)-kodierende Sequenz in pGEX-6P-1  diese Arbeit 
    

pBM257 CA(133-363)-kodierende Sequenz in pGEX-6P-1  diese Arbeit 
    

pBM267 Gag-EGFP-kodierende Sequenz in pYPGE2  diese Arbeit 
    

pBM269 Gag(P455L,P458L)-EGFP-kodierende Sequenz in pYPGE2  diese Arbeit 
    

pBM271 MET3-Promotor (-178 bis -1) in pRS423  diese Arbeit 
    

pBM273 Gag-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und  
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM276 Gag(P455L,P458L)-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und  
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM279 Gag(L489A)-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und  
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM282 Gag(P455L,P458L,L489A)-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und 
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM285 Gag(Δp6(Δ448-500))-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und  
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM288 Gag(G2A)-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und  
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM291 MA(1-132)-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und  
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM294 CA(133-363)-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und  
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM297 p6(448-500)-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und  
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM300 SP1-NC-SP2-p6(364-500)-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und 
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM303 CA-SP1-NC-SP2(133-447)-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und 
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 
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pBM309 SP1-NC-SP2(364-447)-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und  
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM318 MA1-61-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und  
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM321 MA35-102-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und  
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM324 MA62-132-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und  
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM327 MA1-20-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und  
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM330 MA1-41-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und  
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM333 MA81-132-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und  
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM336 MA97-132-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und  
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM339 NCA(133-278)-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und  
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM342 CCA(279-363)-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und  
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM353 EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und CYC1-Terminator in pRS425  diese Arbeit 
    

pBM354 Gag(G2A)-EGFP-kodierende Sequenz in pYPGE2  diese Arbeit 
    

pBM355 Gag-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und  
CYC1-Terminator in pRS415 

 diese Arbeit 

    

pBM362 MA(Δ20-29)-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und  
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM365 MA(Δ20-43)-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und  
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM377 MA(RLR20,21,22AAA)-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und 
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM383 MA(PGG23,24,25AAA)-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und 
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM386 MA(KKK26,27,28AAA)-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und 
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM389 MA(YKL29,30,31AAA)-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und 
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM392 MA(KHI32,33,34AAA)-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und  
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM398 MA(VWA35,36,37AAA)-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und 
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM401 MA(SRE38,39,40AAA)-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und 
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM404 MA(LER41,42,43AAA)-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und 
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM437 MA(L31R)-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und  
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM440 MA(V35E)-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und  
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM449 MA(W36E)-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und  
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM494 MA(L31R,V35R)-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und  
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM497 MA(L31E,V35E)-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und  
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM506 MA(L31R,V35E,W36A)-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und 
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM527 MA(L31E,V35R)-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und  
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM530 MA(L31R,V35E)-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und  
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 
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pBM548 Gag(L31R)-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und  
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM551 Gag(W36E)-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und  
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM556 Gag(L31R)-EGFP-kodierende Sequenz in pYGE2  diese Arbeit 
    

pBM557 Gag(W36E)-EGFP-kodierende Sequenz in pYGE2  diese Arbeit 
    

pBM582 Gag(L31E)-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und  
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM583 Gag(L31R,V35E)-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und  
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM584 Gag(L31R,V35E,W36A/ΔNCA(Δ126-277))-EGFP-kodierende Sequenz mit  
MET3-Promotor und CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM585 Gag(L31R,V35E,W36A/Δp6(Δ449-500))-EGFP-kodierende Sequenz mit  
MET3-Promotor und CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM587 Gag(L31R,V35E,W36A/ΔNCA(Δ126-277)/Δp6(Δ449-500))-EGFP-kodierende 
Sequenz mit MET3-Promotor und CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM591 Gag(L31E)-EGFP-kodierende Sequenz in pYGE2  diese Arbeit 
    

pBM592 Gag(L31R,V35E)-EGFP-kodierende Sequenz in pYGE2  diese Arbeit 
    

pBM593 Gag(L31R,V35E,W36A/ΔNCA(Δ126-277))-EGFP-kodierende Sequenz in pYGE2  diese Arbeit 
    

pBM596 Gag(L31R,V35E,W36A/ΔNCA(Δ126-277)/Δp6(Δ449-500))-EGFP-kodierende 
Sequenz in pYGE2 

 diese Arbeit 

    

pBM610 Gag(V35E)-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und  
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM611 Gag(L31R,V35E,W36A)-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und 
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM615 Gag(V35E)-EGFP-kodierende Sequenz in pYGE2  diese Arbeit 
    

pBM616 Gag(L31R,V35E,W36A)-EGFP-kodierende Sequenz in pYGE2  diese Arbeit 
    

pBM622 Gag(Δ8-87)-kodierende Sequenz in pBM197  diese Arbeit 
    

pBM632 Gag(ΔNCA(Δ126-277))-kodierende Sequenz in pBM197  diese Arbeit 
    

pBM634 Gag(ΔNCA(Δ126-277)/P455L,P458L)-kodierende Sequenz in pBM197  diese Arbeit 
    

pBM636 Gag(ΔNCA(Δ126-277)/L489A)-kodierende Sequenz in pBM197  diese Arbeit 
    

pBM638 Gag(ΔNCA(Δ126-277)/P455L,P458L,L489A)-kodierende Sequenz in pBM197  diese Arbeit 
    

pBM640 Gag(ΔNCA(Δ126-277)/Δp6(Δ449-500))-kodierende Sequenz in pBM197  diese Arbeit 
    

pBM642 Gag(Δ8-87/ΔNCA(Δ126-277))-kodierende Sequenz in pBM197  diese Arbeit 
    

pBM662 Gag(L31R,V35E,W36A)-kodierende Sequenz in pBM197  diese Arbeit 
    

pBM668 Gag(L31R,V35E,W36A/ΔNCA(Δ126-277))-kodierende Sequenz in pBM197  diese Arbeit 
    

pBM670 Gag(L31R,V35E,W36/L489A)-kodierende Sequenz in pBM197  diese Arbeit 
    

pBM672 Gag(L31R,V35E,W36/ΔNCA(Δ126-277)/L489A)-kodierende Sequenz in pBM197  diese Arbeit 
    

pBM674 Gag(L31R,V35E,W36/P455L,P458L)-kodierende Sequenz in pBM197  diese Arbeit 
    

pBM676 Gag(L31R,V35E,W36/P455L,P458L,L489A)-kodierende Sequenz in pBM197  diese Arbeit 
    

pBM694 Gag(ΔNCA(Δ126-277))-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und  
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM706 Gag(ΔNCA(Δ126-277)/Δp6(Δ449-500))-EGFP-kodierende Sequenz mit  
MET3-Promotor und CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM779 Gag(Δp6(Δ448-500))-EGFP-kodierende Sequenz in pYGE2  diese Arbeit 
    

pBM780 Gag(L489A)-EGFP-kodierende Sequenz in pYGE2  diese Arbeit 
    

pBM782 Gag(ΔNCA(Δ126-277))-EGFP-kodierende Sequenz in pYGE2  diese Arbeit 
    

pBM786 Gag(Δ8-87)-EGFP-kodierende Sequenz in pYGE2  diese Arbeit 
    

pBM787 Gag(Δ8-87/ΔNCA(Δ126-277))-EGFP-kodierende Sequenz in pYGE2  diese Arbeit 
    

pBM833 Gag(V35E/ΔNCA(Δ126-277))-EGFP-kodierende Sequenz mit MET3-Promotor und 
CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

    

pBM878 Gag(V35E/ΔNCA(Δ126-277)/Δp6(Δ449-500))-EGFP-kodierende Sequenz mit 
MET3-Promotor und CYC1-Terminator in pRS425 

 diese Arbeit 

   

 
 
 



  6. Material und Methodik 

	   26 

6.4.2. Plasmide für die Proteinexpression in Hefe 
Zur Proteinexpression in Hefe wurden die Vektoren pYPGE2, pRS425 und pRS415 verwendet (Bru-

nelli und Pall, 1993; Christianson et al., 1992; Sikorski und Hieter, 1989; Übersicht zu Expressionsvek-
toren für S. cerevisiae in Gnügge und Rudolf, 2017). Die Vektoren pYPGE2 und pRS425 haben ein 2µ-
Replikationselement, das eine erhöhte Kopienzahl pro Zelle ermöglicht. Für pRS425 wurde eine Kopien-
zahl von 10 bis 30 pro haploidem Genom bestimmt (Christianson et al., 1992). Der Vektor pRS415 hat 
ein ARS/CEN-Replikationselement. ARS/CEN-Vektoren liegen in durchschnittlich einer Kopie pro hap-
loidem Genom vor (Clarke und Carbon, 1980; Tschumper und Carbon, 1983). pYGE2 trägt einen PGK-
Promotor und die Terminatorsequenz des CYC1-Gens. Die kodierenden Sequenzen für Gagversionen 
wurden mit EcoRI und XhoI in pYGE2 subkloniert. Zur Expression von pRS425 oder pRS415 wurden 
der Promotor des MET3-Gens und die Terminatorsequenz des CYC1-Gens verwendet. Die MET3-Promo-
torsequenz wurde analog zu Meusser und Sommer, 2004 über die Restriktionsorte von SacI und BamHI 
in pRS423 ligiert (pBM271). pBM271 diente zur Zwischenklonierung aller Sequenzen, die mit dem 
MET3-Promotor von pRS415 oder pRS425 exprimiert werden sollten. Der CYC1-Terminator wurde zu-
sammen mit der zu klonierenden kodierenden Sequenz amplifiziert (Abb. 3). Als Templates für diese 
PCRs wurden Vektoren verwendet, die die jeweils benötigte kodierende Sequenz zusammen mit einem 
CYC1-Terminator aus vorhergehenden Klonierungen trugen. Ursprünglich stammt der CYC1-Terminator 
aus pYPGE2 (entspricht 5682 bis 4 aus pYADE4, Brunelli und Pall, 1993). Für die Subklonierung in 
pBM271 wurden EcoRI und SalI verwendet. Nach dem Zwischenklonierungsschritt in pBM271 wurden 
die kodierenden Sequenzen zusammen mit dem MET3-Promotor und dem CYC1-Terminator mit SacI 
und SalI in pRS415 oder pRS425 subkloniert. 

 

6.4.3. Plasmide für die Proteinexpression in E. coli 
Zur Herstellung von Plasmiden für die Expression von GST-Fusionspeptiden oder -proteinen in E. 

coli wurden DNA-Fragmente über die EcoRI- und XhoI-Restriktionsstelle in den Vektor pGEX-6P-1 (GE 
Healthcare) ligiert. pGEX-6P-1 trägt die kodierende Sequenz für GST und ermöglicht über eine Multiple 
cloning site die Subklonierung von Sequenzen, die dann mit einer aminoterminalen GST-Fusion expri-
miert werden. Die Proteinexpression von pGEX-6P-1 erfolgt unter Kontrolle des Tac-Promotors, der 
durch IPTG im Kulturmedium induziert wird. 

 

6.4.4. Plasmide für die Proteinexpression in HEK293-Zellen 
Für die Expression von Gagversionen in HEK293-Zellen wurde eine modifizierte Form des Vektors 

pEGFP-N1 (Clontech) verwendet. Die Genexpression von pEGFP-N1 erfolgt mit einem CMV(Cytome-
galovirus)-Promotor. In pGag-EGFP (siehe 6.4.1.), einem auf pEGFP-N1 basierenden Vektor, unterschei-
den sich die 38 Basenpaare 5' des Startkodons von der Multiple cloning site in pEGFP-N1. Ein zunächst 
konstruierter Expressionsvektor, bei dem die für Gag-GFP kodierende Sequenz unter Mitnahme der sechs 
Basenpaare 5' des Startkodons aus pGag-EGFP in das pEGFP-N1-Rückgrat ligiert wurde, führte zu einer 
geringeren Gagexpression als pGag-EGFP. Um Gagversionen in gleicher Stärke wie von pGag-EGFP ex-
primieren zu können, wurde ein analoger Expressionsvektor konstruiert (pBM197). Zur Herstellung von 
pBM197 wurde an pGag-EGFP die Sequenz zwischen der EcoRI-Schnittstelle (Position 629 in pGag-
EGFP und pEGFP-N1) und der dem Startkodon am nächsten gelegenen SalI-Schnittstelle (Position 678), 
die in pEGFP-N1 nicht vorhanden ist, per PCR amplifiziert. Dabei wurde die zwischen beiden Schnitt-
stellen gelegene zusätzliche SalI-Schnittstelle (Position 639 in pGagEGFP und pEGFP-N1) durch einen 
über den Vorwärtsprimer eingeführten Basenaustausch (Position 641 in pGagEGFP und pEGFP-N1, 
Austausch von C zu G) entfernt. Das PCR-Produkt wurde mit EcoRI und SalI in pEGFP-N1 subkloniert 
(pBM197). Die kodierenden Sequenzen für GFP-markierte Proteine wurden über die SalI-Schnittstelle 
und über den 3' vom Stopkodon gelegenen NotI-Restriktionsort in pBM197 ligiert. Bei dieser Subklonie-
rung wurde die aus pEGFP-N1 stammende GFP-kodierende Sequenz entfernt. Die im Vergleich zu pGag-
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EGFP in pBM197 5' vom Startkodon noch fehlenden sechs Basenpaare wurden über die subklonierten 
Sequenzen eingefügt. Die entsprechenden sechs Basen waren in den Vorwärtsprimern für die Amplifi-
kation der kodierenden Sequenzen enthalten. 

Plasmide zur Expression von epitopmarkierten humanen ESCRT-Proteinen unter Kontrolle des 
CMV-Promotors wurden käuflich erworben (siehe Tabelle 1). 

 
6.5. Hefestämme und Konstruktion von Hefestämmen 
 

In Tabelle 2 sind die verwendeten Hefestämme aufgeführt. Der Ausgangsstamm für alle in dieser 
Arbeit hergestellten Hefestämme war der Wildtyp YWO1, ein haploider Abkömmling des diploiden 
Wildtypstamms DF5 (Seufert et al., 1990). Mit Ausnahme von Abb. 5G (E7A) und Abb. E8 wurde 
YWO1 als Wildtyp in den Experimenten eingesetzt. Der in Abb. 5G (E7A) und Abb. E8 verwendete 
Wildtypstamm SUB62 ist ebenfalls ein haploider Abkömmling von DF5 (Finley et al., 1987). 

Eine Liste der PCR-Primer, die zur Herstellung und Überprüfung der Hefestämme verwendet wur-
den, befindet sich unter 6.11.. 

 

6.5.1. Deletionsmutanten 
ESCRT-Gene wurden mit der Methode von Longtine durch homologe Rekombination deletiert 

(Longtine et al., 1998) (Abb. 4A). Dazu wurde ein PCR-Produkt hergestellt, das aus der Expressionskas-
sette für einen Selektionsmarker bestand, flankiert von Sequenzen aus dem nicht kodierenden Bereich 5' 
und 3' des zu deletierenden ORFs (open reading frame). Als Template für die PCR diente ein Plasmid mit 
der Expressionskassette für den jeweiligen Selektionsmarker (Longtine et al., 1998). Die PCR-Primer ent-
sprachen den Randbereichen der Expressionskassette und hatten an den 5'-Enden Überhänge von 45 bis 
48 Basen mit Sequenzen aus dem nicht kodierenden Bereich 5' beziehungsweise 3' des zu deletierenden 
ORFs. Mit Hilfe der Überhänge wurde das PCR-Produkt nach Transfer in Hefe über homologe Rekom-
bination in das Hefegenom integriert. Dabei wurde der zu deletierende ORF durch die Selektionsmarker-
kassette ersetzt. Bei Verwendung eines Auxotrophiemarkers wurden die Hefetransformanten direkt auf 
Selektionsmedium angezogen. Bei Einführung des KanMX6-Markers wurden die Hefetransformanten zu-
nächst auf Vollmedium angezogen und durch anschließendes Replikaplattieren auf geneticinhaltiges  
(200 mg/l) Vollmedium selektiert. Der Erfolg der Gendeletion wurde per PCR an genomischer DNA 
überprüft. Dafür wurden Primer gewählt, die 5' und 3' der Deletion ansetzten. Das PCR-Produkt unter-
schied sich in der Größe von einem mit den gleichen Primern an Wildtyp-DNA generierten PCR-Produkt. 
Falls der deletierte Genomabschnitt und die inserierte Markerkassette keinen deutlich detektierbaren 
Größenunterschied hatten, wurde eine zusätzliche Kontroll-PCR durchgeführt. In dieser PCR setzte ein 
Primer im an die Deletion angrenzenden Bereich an. Als zweiter Primer wurde einer der Primer verwen-
det, die zur Amplifikation der Markerkassette eingesetzt worden waren. Diese PCR führte nur bei Inser-
tion der Markerkassette in den angestrebten Bereich des Genoms zu einem PCR-Produkt. 

 

6.5.2. Genomisch kodierte epitopmarkierte ESCRT-Proteine 
Hefestämme, die carboxyterminal epitopmarkierte ESCRT-Proteine exprimierten, wurden durch ho-

mologe Rekombination nach der Methode von Longtine oder Knop hergestellt (Longtine et al., 1998; 
Knop et al., 1999) (Abb. 4B). Dazu wurde ein PCR-Produkt erzeugt, das aus einer Genkassette bestand, 
die für das Epitop und 3' davon für einen Selektionsmarker kodierte, flankiert von Sequenzen aus den Be-
reichen, die 5' und 3' an das Stopkodon des zu modifizierenden Gens angrenzten. Als Template für die 
PCR diente ein Plasmid mit der Genkassette (Longtine et al., 1998; Knop et al., 1999). Die PCR-Primer 
entsprachen den Randbereichen der Genkassette und hatten an den 5'-Enden 44 oder 45 Basen lange 
Überhänge mit Sequenzen aus dem 5' beziehungsweise 3' des Stopkodons gelegenen Bereich. Mit Hilfe 
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der Überhänge wurde das PCR-Produkt über homologe Rekombination in das Hefegenom integriert. Die 
Hefetransformanten wurden wie unter 6.5.1. selektiert. Der Erfolg der homologen Rekombination wurde 
per PCR an genomischer DNA überprüft. Dafür wurde ein Vorwärtsprimer gewählt, der im hinteren Teil 
der kodierenden Sequenz des modifizierten Gens ansetzte. Der Rückwärtsprimer hybridisierte in der nicht 

    
 
Abbildung 4. Strategien zur Manipulation von Genen der Hefe. A, schematische Darstellung der Konstruktion einer Deletionsmutante mit 
der Methode von Longtine (Longtine et al., 1998) am Beispiel von Δbro1. Mittels PCR wird ein Knockoutkonstrukt hergestellt, das eine Selek-
tionsmarkerkassette (kanMX6, blau) trägt. Über Sequenzen, die den ORF (open reading frame) des BRO1-Gens am 5'- und 3'-Ende flankieren, 
(rot) findet nach Transfer des Knockoutkonstrukts in Hefe eine homologe Rekombination mit dem Hefegenom statt. Das Hefegenom trägt dann 
statt der kodierenden Sequenz des BRO1-Gens die Markerkassette. Die Markerkassette vermittelt eine Geneticinresistenz und ermöglicht die 
Selektion der Δbro1-Mutanten auf geneticinhaltigem Medium. B, schematische Darstellung der Konstruktion eines Hefestamms mit einem geno-
misch kodierten epitopmarkierten Protein nach der Methode von Longtine (Longtine et al., 1998) am Beispiel von Bro1-3HA. Mittels PCR wird 
ein Konstrukt zur Epitopmarkierung hergestellt, das eine Kassette (blau) mit der kodierenden Sequenz für die Epitope (3HA) und mit einem 
Selektionsmarker (HIS3) enthält. Über Sequenzen, die 5' und 3' des Stopkodons von BRO1 liegen, (rot) findet nach Transfer des Konstrukts in 
Hefe eine homologe Rekombination mit dem Hefegenom statt. Im Hefegenom ist dann das Stopkodon von BRO1 gegen die kodierende Sequenz 
für die Epitope (mit eigenem Stopkodon) und den Selektionsmarker ausgetauscht. Der Selektionsmarker ermöglicht den Transformanten Wachs-
tum auf Medium, das kein Histidin enthält. 
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kodierenden Sequenz 3' des offenen Leserahmens. Bei erfolgreicher Insertion der Genkassette war das 
PCR-Produkt gegenüber der Amplifikation an Wildtyp-DNA um die Länge der Genkassette vergrößert.  

Zusätzlich wurde die Expression der epitopmarkierten Proteine im Immunoblot getestet. Die Funk-
tionalität der epitopmarkierten ESCRT-Proteine wurde überprüft, indem der Transport des MVB-Sub-
strats GFP-CPS ins Innere des Endosoms analysiert wurde (Abb. E1). 
 
Tabelle 2: Hefestämme 
 
Stamm  Genotyp Herkunft / Referenz 
   
   

YWO1 MATα, trp-1(am), his3-Δ200, ura3-52, lys2-801, leu2-3, -112 Seufert et al., 1990 

YBM87 MATα, vps23::HIS3, trp-1(am), his3-Δ200, ura3-52, lys2-801, leu2-3, -112 diese Arbeit 

YBM88 MATα, bro1::kanMX6, trp-1(am), his3-Δ200, ura3-52, lys2-801, leu2-3, -112 diese Arbeit 

YBM89 MATα, vps23::HIS3, bro1::kanMX6, trp-1(am), his3-Δ200, ura3-52, lys2-801, leu2-3, -112 diese Arbeit 

YBM90 MATα, vps4::HIS3, trp-1(am), his3-Δ200, ura3-52, lys2-801, leu2-3, -112 diese Arbeit 

YBM91 MATα, vps20::HIS3, trp-1(am), his3-Δ200, ura3-52, lys2-801, leu2-3, -112 diese Arbeit 

YBM92 MATα, vps27::HIS3, trp-1(am), his3-Δ200, ura3-52, lys2-801, leu2-3, -112 diese Arbeit 

YBM93 MATα, vps28::HIS3, trp-1(am), his3-Δ200, ura3-52, lys2-801, leu2-3, -112 diese Arbeit 

YBM94 MATα, BRO1-3HA:HIS3, trp-1(am), his3-Δ200, ura3-52, lys2-801, leu2-3, -112 diese Arbeit 

YBM95 MATα, BRO1-9MYC:TRP1, trp-1(am), his3-Δ200, ura3-52, lys2-801, leu2-3, -112 diese Arbeit 

YBM96 MATα, VPS23-9MYC:TRP1, trp-1(am), his3-Δ200, ura3-52, lys2-801, leu2-3, -112 diese Arbeit 

YBM97 MATα, BRO1-9MYC:TRP1, vps23::kanMX6, trp-1(am), his3-Δ200, ura3-52, lys2-801, leu2-3, -112 diese Arbeit 

YBM98 MATα, VPS23-9MYC:TRP1, bro1::kanMX6, trp-1(am), his3-Δ200, ura3-52, lys2-801, leu2-3, -112 diese Arbeit 

YBM99 MATα, VPS23-9MYC:TRP1, vps27::kanMX6, trp-1(am), his3-Δ200, ura3-52, lys2-801, leu2-3, -112 diese Arbeit 

SUB62 MATα, trp1-1(am), his3-Δ200, ura3-52, lys2-801, leu2-3, -112 Finley et al., 1987 
   

 
6.6. PCR und Klonierungen 
 

Für analytische PCRs zur Überprüfung von genomisch manipulierten Hefestämmen wurde Taq DNA 
Polymerase (Invitrogen) oder MyTaq HS DNA Polymerase (BIOLINE) verwendet. Für Klonierungen 
oder zur Herstellung von Hefestämmen wurden Polymerasen mit geringerer Fehlerrate, Expand High 
Fidelity PCR System (Roche) oder Pfu Ultra High Fidelity DNA Polymerase (QuickChange II XL Site-
Directed Mutagenesis Kit, Agilent Technologies), eingesetzt. Die PCR-Primer wurden von der Firma 
BioTeZ synthetisiert und per HPLC gereinigt. PCR-Ansätze hatten ein Volumen von 50 µl. PCR-Primer 
wurden in einer Konzentration von 0,4 µM verwendet, dNTPs in einer Konzentration von 200 µM, wenn 
die dNTPs nicht Bestandteil des Polymerase-Kits waren. Als Template dienten entweder 0,1 µg Plasmid-
DNA oder zur „Fusion“ von PCR-Produkten (siehe 6.4.1.) zwei aufgereinigte (siehe unten) PCR-Produk-
te. Im letzteren Fall wurden nach visueller Abschätzung im Agarosegel äquimolare Mengen der beiden 
PCR-Produkte eingesetzt, ohne die Mengen zu quantifizieren. Zeiten, Temperaturen und Zyklenanzahl in 
den PCR-Programmen wurden in Abhängigkeit von der verwendeten Polymerase, der Länge der zu am-
plifizierenden Sequenz, der Art des Templates und der Länge und Zusammensetzung der hybridisieren-
den Sequenz der Primer gewählt. Die PCR-Programme waren daher sehr variabel: initiale Denaturierung 
1 bis 10 min bei 94 oder 95 °C; 18 bis 40 Zyklen: Denaturierung 45 oder 50 s bei 94 oder 95 °C, Hybridi-
sierung 45 oder 50 s bei 52 bis 62 °C, Synthese 1 bis 4 min bei 68 oder 72 °C; terminale Synthese 7 oder 
10 min bei 68 oder 72 °C. Zur Wahl der Hybridisierungstemperatur wurde die Schmelztemperatur der 
Primer abgeschätzt, indem für alle hybridisierenden Adenine und Thymine jeweils 2 °C und für Guanine 
und Cytosine jeweils 4 °C angenommen wurden. Meist wurde eine Hybridisierungstemperatur gewählt, 
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die 2 bis 6 °C unterhalb der berechneten Schmelztemperatur des Primers mit der niedrigeren Schmelz-
temperatur lag. 

Alle PCR-Produkte wurden vor der Subklonierung in den Zielvektor in pGEM-T (Promega) oder 
den mit EcoRV geschnittenen pGEM-5Zf (Promega) zwischenkloniert und sequenziert. Die Sequen-
zierungen wurden von den Firmen Invitek und LGC Genomics übernommen. 

Restriktionen wurden mit Enzymen von NEB nach Angaben des Herstellers durchgeführt. PCR-Pro-
dukte oder DNA-Fragmente aus Restriktionsansätzen wurden über ein Agarosegel aufgereinigt und mit 
Hilfe eines DNA-Extraktionskits (Biozym) nach Herstellerangaben präpariert. Zur Ligation von Restrik-
tionsfragmenten mit einem Vektor wurden nach visueller Abschätzung der präparierten DNA-Mengen im 
Agarosegel etwa äquimolare Mengen an Insert und Vektor eingesetzt. Zur Subklonierung von PCR-Pro-
dukten in pGEM-T oder den mit EcoRV geschnittenen pGEM-5Zf wurde ein möglichst hoher Überschuss 
an Insert im Verhältnis zum Vektor gewählt. Die Ligationsansätze wurden unter den vom Hersteller ange-
gebenen Pufferbedingungen mit T4 DNA Ligase (NEB) über Nacht bei 16 °C inkubiert. Alternativ wurde 
T4 DNA Ligase aus dem T4 DNA Ligase Kit von Thermo Fisher 20 min bis eine Stunde bei 22 °C und 
anschließend bei 16 °C über Nacht eingesetzt. 

Plasmidminipräparationen und Plasmidmaxipräparationen wurden mit Kits (Jetstar, Genomed oder 
QIAprep Spin Miniprep, Qiagen) nach Herstellerangaben durchgeführt. 

 
6.7. Immunoblot 
 

Zur Auftrennung proteinhaltiger Proben wurden entweder diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidge-
le [Sammelgel: 3% Acrylamid, 0,15% Bisacrylamid mit 0,1% SDS, 125 mM Tris (pH 6,8); Trenngel: 
18% Acrylamid, 0,09% Bisacrylamid oder 12% Acrylamid, 0,08% Bisacrylamid mit 0,1% SDS, 750 mM 
Tris (pH 8,8)] hergestellt und mit Laemmli-Laufpuffer (0,1% SDS, 50 mM Tris, 384 mM Glycin) benutzt 
oder käufliche Gele (Mini-Protean TGX 10%, 12% oder 4-20%, BIO-RAD) mit TGS-Puffer (BIO-RAD) 
verwendet.  

Vor Durchführung der Polyacrylamidgelelektrophorese wurden die Proben in Probenpuffer [4% 
SDS, 20% Glycerin, 135 mM Tris (pH 6,8), 0,1% Bromphenolblau, 10% β-Mercaptoethanol] 10 min bei 
90 °C erhitzt. 

Als Molekulargewichtsmarker wurde der Prestained Broad Range Protein Marker (NEB) oder der 
Precision Plus Dual Color Protein Standard (BIO-RAD) verwendet. 

Die Proteine wurden in einer Nassblotkammer (Mighty Small Transfer Tank TE22, Hoefer) in  
147 mM Glycin, 19,8 mM Tris, 25% Methanol und 0,01% SDS bei 80 V zwei Stunden auf Polyvinyli-
denfluoridmembranen (Immobilon-P, Porengröße, 0,45 µm, Roth) transferiert. Anschließend wurden die 
Blotmembranen 30 min mit 10% Magermilchpulver in TBT [150 mM NaCl, 50 mM Tris (pH 7,5) und 
0,1% Tween] bei Raumtemperatur und danach mit den primären Antikörpern in TBT mit 5% Mager-
milchpulver über Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Antikörperverdünnung wurde je nach Antikörper und ge-
blotteter Proteinmenge gewählt. Die Blotmembranen wurden mit 0,2% Brij58 in PBS (137 mM NaCl, 
2,68 mM KCl, 1,47 mM KH2PO4, 6,46 mM Na2HPO4, pH 7,2) bei Raumtemperatur gewaschen. Die In-
kubation mit Horseradish-Peroxidase-gekoppelten sekundären Antikörpern erfolgte in TBT mit 5% Ma-
germilchpulver für eine Stunde bei Raumtemperatur. Die Immunoblots wurden mit Western Lightning 
Plus ECL (Perkin Elmer) und Autoradiografiefilmen (X-OMAT AR, Kodak) unter Benutzung einer auto-
matischen Entwicklermaschine (Fuji) entwickelt. Die Autoradiografiefilme wurden gescannt (Scanmaker 
9800XL TMA1600, Microtek). Mit Adobe Photoshop CS5.1 wurden Bildausschnitte hergestellt und mit 
Adobe Illustrator CS5.1 zu Abbildungen zusammengesetzt. 
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Die primären Antikörper gegen Sec61 (analog zu Panzner et al., 1995) und das HA-Epitop [aus 
Hybridomazellen (12CH5)] wurden von Angelika Wittstruck präpariert. Polyklonale Anti-Emp47-Anti-
körper stammten von H.D. Schmitt. Die anderen primären Antikörper [Anti-PGK (A-6457, Molecular 
Probes), Anti-GST (600-101-200, Rockland), Anti-GFP (JL-8, Clontech), Anti-Myc (M5546, Sigma-
Aldrich), Anti-Flag (M2, F3165, Sigma-Aldrich), Anti-GAPDH (MAB374, Sigma-Aldrich)] und die 
sekundären Antikörper (Sigma-Aldrich) wurden käuflich erworben. 

 
6.8. Experimente mit Hefe 
 

Ausgangsmaterial für die Präparation von Proteinextrakten waren 10 bis 15 OD600 Hefezellen. Die 
geernteten Zellen wurden mit eiskaltem Natriumazid (10 mM) gewaschen und die Proben bei allen 
folgenden Schritten auf Eis gehalten, sofern es nicht anders beschrieben ist. Zentrifugationen wurden bei 
4 °C durchgeführt. Für Zentrifugationen bei 232000g wurde der TLA100.3 Rotor (Beckman Coulter) 
verwendet. Als Proteaseinhibitoren wurden entweder 1 mM PMSF und 10 µg/ml Aprotinin, Leupeptin,  
5 µg/ml Chymostatin, Pepstatin A (alle Sigma-Aldrich) oder 1 mM PMSF und Complete Mini EDTA-
freier Proteasehemmer-Cocktail (Roche) eingesetzt. 

 

6.8.1. Präparation von Totallysaten 
Die Hefezellen wurden in 50 mM Tris (pH 7,5) und 1% SDS mit Proteaseinhibitoren resuspendiert 

und durch 90-sekündiges Schütteln mit Glaskugeln aufgeschlossen (siehe 6.1.4.). Das Lysat wurde auf  
50 mM Tris (pH 7,5), 0,1% SDS, 1% Triton X-100, 150 mM NaCl und 5 mM EDTA eingestellt und von 
den Glaskugeln abgenommen. Für die Kontrolle auf Funktionalität genomisch kodierter epitopmarkierter 
ESCRT-Proteine wurde das Lysat alternativ mit dem Aufschlusspuffer von den Glaskugeln abgenommen 
(Abb. E1). Unlösliches Material wurde durch Zentrifugation entfernt (10 min, 16000g). Um die Proteine 
zu fällen, wurde der Überstand auf eine Trichloressigsäurekonzentration von 10 bis 20% eingestellt. Die 
Probe wurde 10 min inkubiert, zentrifugiert (10 min, 16000g) und das Präzipitat zweimal mit Aceton ge-
waschen. Das luftgetrocknete Präzipitat wurde in Probenpuffer gelöst. 

 

6.8.2. Präparation von Membran- und Zytosolfraktionen 
Die Hefezellen wurden in 50 mM Tris (pH 7,5) und 10 mM EDTA mit Proteaseinhibitoren resus-

pendiert und mit Glaskugeln lysiert (siehe 6.8.1.). Das Zelllysat wurde mit Puffer von den Glaskugeln 
abgenommen und Zelltrümmer wurden durch Zentrifugation (400g, 10 min) entfernt. Ein Aliquot des 
Lysats wurde mit demselben Volumen Probenpuffer versetzt (Total). Um Membranen zu sedimentieren, 
wurde das Lysat zentrifugiert (25000g, 30 min für Gag exprimierende Zellen oder 232000g, 30 min für 
MA exprimierende Zellen). Der zytosolhaltige Überstand wurde mit dem gleichen Volumen Probenpuffer 
versetzt. Das Sediment wurde in Probenpuffer durch Schütteln bei 90 °C gelöst. Wenn es in der Abbil-
dungslegende nicht anders beschrieben ist, war das Volumen des Probenpuffers doppelt so groß wie das 
Volumen des für die Zentrifugation eingesetzten Lysats. 

 

6.8.3. Differenzielle Zentrifugation 
Die Hefezellen wurden in 50 mM Tris (pH 7,5) und 10 mM EDTA mit Proteaseinhibitoren resus-

pendiert und mit Glaskugeln lysiert (siehe 6.8.1.). Das Zelllysat wurde mit Puffer von den Glaskugeln ab-
genommen. Zelltrümmer wurden durch Zentrifugation entfernt (400g, 10 min). Ein Aliquot des Lysats 
wurde mit demselben Volumen Probenpuffer versetzt (Total). Mit dem Lysat wurde eine differenzielle 
Zentrifugation durchgeführt. Zuerst wurde die Probe 30 min bei 25000g zentrifugiert, der Überstand 
dieser Zentrifugation anschließend 30 min bei 232000g. Die Sedimente beider Zentrifugationen wurden 
durch Schütteln in Probenpuffer bei 90 °C gelöst. Der Überstand der letzten Zentrifugation wurde mit 
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demselben Volumen Probenpuffer versetzt. Die gelösten Sedimente waren im Verhältnis zum Total und 
zum Überstand konzentriert (25000g, 4x; 232000g, 3,3x). 

 

6.8.4. Koimmunpräzipitation  
Die Hefezellen wurden in 150 oder 400 mM NaCl, 50 mM Tris (pH 7,5) und 10% Glycerol mit Pro-

teaseinhibitoren resuspendiert und mit Glaskugeln lysiert (siehe 6.8.1.). Proteinextrakte wurden durch Ro-
tation in 150 oder 400 mM NaCl, 50 mM Tris (pH 7,5), 1% Triton X-100 und 10% Glycerol mit Prote-
aseinhibitoren bei 4 °C für 30 min präpariert. Unlösliches Material wurde durch Zentrifugation entfernt 
(400g, 10 min und zweimal 13000g, 10 min). Ein Aliquot des Extrakts wurde mit Probenpuffer versetzt 
(Input). GFP-markierte Proteine wurden aus dem Extrakt mit Anti-GFP-Antikörpern (A6455, Molecular 
Probes) und Protein A Sepharose (GE Healthcare) unter Rotation bei 4 °C über Nacht immunpräzipitiert. 
Die Sepharose wurde dreimal mit Extraktionspuffer gewaschen und anschließend mit Probenpuffer bei  
90 °C eluiert. 

 

6.8.5. Gag-GFP-Freisetzungsassay  
Sphäroplasten wurden aus 5 OD600 Hefezellen präpariert. Die Zellen wurden in Wasser gewaschen 

und mit 1 ml 10 mM DTT und 50 mM Hepes (pH 7,5) 10 min bei 30 °C inkubiert. DTT wurde durch 
zweimaliges Waschen der Zellen in 1 ml 1 M Sorbitol entfernt. Anschließend wurden die Zellen 30 min 
mit Zymolyase 20T (0,3 mg/ml, MP Biomedicals) in 1 ml SD mit Aminosäuren und Basen (siehe 6.1.1.), 
50 mM Hepes (pH 7,5) und 1 M Sorbitol bei 30 °C inkubiert. Um den Erfolg der Zellwandentfernung zu 
überprüfen, wurden Aliquots in Wasser resuspendiert und das Platzen der Sphäroplasten durch Messung 
der OD600 verfolgt. Zymolyase wurde durch zweimaliges Waschen der Sphäroplasten mit 1 ml SD mit 
Aminosäuren und Basen und 1 M Sorbitol entfernt. Die Sphäroplasten wurden anschließend in 1 ml SD 
mit Aminosäuren und Basen und 1 M Sorbitol bei 30 °C inkubiert. Freigesetztes Gag-GFP wurden zu den 
angegebenen Zeitpunkten geerntet. Dazu wurden die Sphäroplasten vorsichtig durch Benutzung des 
momentary buttons der Tischzentrifuge (Eppendorf 5415C) sedimentiert. 800 µl Medium wurden abge-
nommen, filtriert (0,45 µm Porengröße, Zelluloseacetat, Whatman) und freigesetztes Gag-GFP wurde 
durch Zentrifugation (232000g, 30 min) gewonnen. Das Sediment wurde durch 20-minütges Schütteln in 
Probenpuffer bei 90 °C gelöst. Am letzten Zeitpunkt der Kinetik wurden die Sphäroplasten durch 20-
minütiges Schütteln in Probenpuffer lysiert. Unlösliches Material wurde durch Zentrifugation (1310g,  
4 min) entfernt. 

 

6.8.6. Gag-GFP-Membranbindung nach Gag-GFP-Expressionsinduktion 
Hefezellen wurden in SD mit Aminosäuren und Basen (siehe 6.1.1.) angezogen, das zur Repression 

der Gag-GFP-Expression vom MET3-Promotor zusätzlich 20 mg/l Methionin enthielt. Nach der Ernte 
wurden die Zellen in Wasser gewaschen und anschließend auf 4 OD600/ml SD mit Aminosäuren und 
Basen ohne Methionin konzentriert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden 1-ml-Aliquots abgenom-
men und daraus Membranen, Zytosol und ein Total präpariert (siehe 6.8.2.). 

 

6.8.7. Fluoreszenzmikroskopie 
Hefezellen, die GFP-markierte Proteine exprimierten, wurden in vivo mit einem Axioplan II Mikros-

kop (Zeiss) mit 63x Ölimmersionsobjektiv, Axiocam Digitalkamera und Axiovision 4 Software analy-
siert. Gegebenenfalls wurde die Helligkeit der Bilder mit Adobe Photoshop CS5.1 verändert. Für die 
DIC(differential interference contrast)-Aufnahmen wurde eine Graustufendarstellung gewählt. Mit Adobe 
Photoshop CS5.1 wurden Bildausschnitte hergestellt und mit Adobe Illustrator CS5.1 zu Abbildungen 
zusammengesetzt. 
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6.8.8. Elektronenmikroskopie 
Diese Exprimente wurden von Bettina Purfürst, Frank Vogel und Margit Vogel durchgeführt. Die 

Beschreibung der Methoden wurde von Bettina Purfürst für Meusser et al., 2020 in englischer Sprache 
verfasst. Hier befindet sich eine deutsche Übersetzung dieser Beschreibung. 

„Die Fixierung und Immunogoldmarkierung wurden wie bei Kärgel et al., 1996 durchgeführt. Die 
Hefezellen wurden mit 4% frisch präpariertem Formaldehyd/0,5% Glutaraldehyd (EM-Grade) in 0,1 M 
Natriumzitratpuffer (pH 5,0) eine Stunde bei Raumtemperatur fixiert. Nach dem Waschen wurden die 
Proben eine Stunde mit 1% Natriummetaperiodat behandelt, anschließend mit 1,6 M Saccharose/25% 
Polyvinylpyrrolidon K15 infiltriert und eingefroren. Ultradünne Kryoschnitte nach Tokuyasu, 1989 
wurden mit Anti-GFP-Antikörpern (abcam, ab6556, 1:100) und sekundären Goldkolloid(12 nm)-konju-
gierten Antikörpern (Dianova, 111-205-144, 1:30) markiert. Die Schnitte wurden mit einer Mischung aus 
3% Wolframatokieselsäurehydrat und 2,5% Polyvinylalkohol kontrastiert und stabilisiert. 

Für die Kunstharzeinbettung wurden die Hefezellen mit 1% Glutaraldehyd in 0,1 M Natriumzitrat-
puffer eine Stunde bei 30 °C und anschließend über Nacht bei 4 °C fixiert. Nach dem Waschen wurden 
die Proben eine Stunde mit 1% Natriummetaperiodat inkubiert und dann in 10% Gelatine und 0,1 M Na-
triumkakodylatpuffer eingebettet. Die Proben wurden zwei Stunden mit 1% Osmiumtetroxid nachfixiert, 
mit einer aufsteigenden Ethanolreihe und Propylenoxid entwässert und in Poly/BedR 812 (Polysciences, 
Inc., Eppelheim) eingebettet. Ultradünne Schnitte wurden mit Uranylacetat und Bleicitrat kontrastiert. 

Die Schnitte wurden mit einem Morgagni-Elektronenmikroskop (Thermo Fisher) und einer Morada 
CCD(Charge Coupled Device)-Kamera analysiert. Bilder wurden mit der iTEM Software (EMSIS 
GmbH, Münster) erstellt.“ 

Die in den Abb. 5G (E7A) und Abb. E8 gezeigten Bilder wurden von Frank Vogel als Papierabzug 
zur Verfügung gestellt und gescannt (siehe 6.7.). Alle anderen elektronenmikroskopischen Bilder wurden 
von Bettina Purfürst als TIFF-Files übergeben. Mit Adobe Photoshop CS5.1 wurden Bildausschnitte her-
gestellt und mit Adobe Illustrator CS5.1 zu Abbildungen zusammengesetzt. 

 
6.9. Experimente mit HEK293-Zellen 
 

Wenn es nicht anders beschrieben ist, wurden die Experimente unter Kühlung mit Eis durchgeführt. 
Die Zentrifugationen erfolgten bei 4 °C. Für Zentrifugationen bei 232000g wurde der TLA100.3 Rotor 
(Beckman Coulter) verwendet. Als Proteaseinhibitoren wurden 1 mM PMSF, 10 µg/ml Aprotinin, 
Leupeptin und 5 µg/ml Chymostatin, Pepstatin A (alle Sigma-Aldrich) eingesetzt. 

 

6.9.1. Koimmunopräzipitation 
Für eine Immunpräzipitation wurde das Lysat von Zellen aus einem Loch einer Sechs-Loch-Kultur-

platte eingesetzt. Die Zellen wurden durch Rotation in 150 oder 400 mM NaCl, 50 mM Tris (pH 7,5), 1% 
Triton und 10% Glycerol mit Proteaseinhibitoren 30 min bei 4 °C lysiert. Unlösliches Material wurde 
durch Zentrifugation (1000g, 10 min und zweimal 13000g, 10 min) entfernt. Ein Aliquot wurde mit Pro-
benpuffer versetzt (Input). GFP-markierte Proteine wurden aus dem Extrakt mit Anti-GFP-Antikörpern 
(A-6455, Molecular Probes) und Protein A Sepharose (GE Healthcare) durch Rotation bei 4 °C über 
Nacht immunpräzipitiert. Die Sepharose wurde dreimal mit Extraktionspuffer gewaschen und anschlie-
ßend mit Probenpuffer bei 90 °C eluiert. 

 

6.9.2. Gag-GFP-Freisetzungsassay 
Zwei Tage nach der Transfektion wurde freigesetztes Gag-GFP aus dem Medium eines Lochs einer 

Sechs-Loch-Kulturplatte geerntet. Zur Entfernung von Zellen und Zelltrümmern wurde das Medium fil-
triert (0,45 µm Porengröße, Zelluloseacetat, Whatman) und freigesetztes Gag-GFP wurde durch Zentrifu-



  6. Material und Methodik 

	   34 

gation (232000g, 30 min) sedimentiert. Das Sediment wurde durch Schütteln bei 90 °C in Probenpuffer 
resuspendiert. Zur Präparation von Zelllysaten wurden die Zellen mit 50 mM Tris (pH 7,5), 1% Triton, 
0,1% SDS, 150 mM NaCl und 5 mM EDTA mit Proteaseinhibitoren 15 min auf Eis inkubiert. Unlös-
liches Material wurde durch Zentrifugation (16000g, 10 min) entfernt. Die Proteine wurden mit Trichlor-
essigsäure präzipitiert (siehe 6.8.1.). 

 
6.10. GST-Pull-down 
 

Zur Expression von GST-Fusionsproteinen oder -peptiden wurden E. coli(BL21)-Zellen mit ent-
sprechenden pGEX-6P-1-Vektoren transformiert (siehe 6.2.3.) und bei 37 °C in LB-Medium bis zu einer 
OD600 von 0,6 angezogen. Anschließend wurde zur Promotorinduktion 1 mM IPTG zugefügt und die Kul-
turen wurden über Nacht bei 16 °C in Gegenwart von 2% Ethanol inkubiert. Nach der Ernte wurden die 
Zellen in PBS (PAA) mit 5 mM EDTA und Proteaseinhibitoren [1 mM PMSF und Complete Mini 
EDTA-freier Proteasehemmer-Cocktail (Roche)] resuspendiert und mit einem Ultraschallstab aufge-
schlossen. Zelltrümmer wurden durch Zentrifugation (zweimal 16000g, 13 min) entfernt. Die Lysate wur-
den nach Zugabe von 1 mg/ml BSA mit Glutathionsepharose (GE Healthcare) eine Stunde bei 4 °C 
rotiert. 20 µl Glutathionsepharose wurden mit dem Extrakt von 120 OD600 E. coli-Zellen beladen. 
Anschließend wurde die Sepharose dreimal in PBS mit Zusatz von 1% Triton X-100, 200 mM NaCl,  
1 mg/ml BSA und Proteaseinhibitoren gewaschen. Danach wurde die Sepharose entweder mit Hefe- oder 
HEK293-Zellextrakt über Nacht bei 4 °C rotiert. Die Sepharose wurde dreimal in Inkubationspuffer ge-
waschen und mit Probenpuffer bei 90 °C eluiert. Hefe- und HEK293-Zellextrakte wurden wie für die 
Koimmunpräzipitationsexperimente (siehe 6.8.4. und 6.9.1.) präpariert. Vor der Inkubation mit Sepharose 
wurden 1 mg/ml BSA zugesetzt. Die Sepharose wurde mit dem Extrakt aus 3,4 OD600 Hefezellen oder 
mit dem Extrakt von HEK293-Zellen aus einem Loch einer Sechs-Loch-Kulturplatte beladen.  

 
6.11. Ergänzende Tabelle: PCR-Primer 
 
Tabelle E1: PCR-Primer 
 
  

Name Sequenz (von 5' nach 3') 
  

  

Klonierungen 
Expressionsvektoren für Hefe 
Gag-GFP-Versionen und -Fragmente 
00046-31 GGCCGGGAATTCATGGCTGCGAGAGCGTCAG 
02051-41 GTGGATCCCCGTTTCTGTTGCTATACATCCTCACGATCTTG 
02052-32 GAATTCATGCCTACCAGCATTCTGGACATAAG 
03030-57 GGCCGGGAATTCATGGGTGCGAGAGCGTCAGTAGTGCACCAGCGGATCGAGATCAAG 
03031-47 GCAGCTGACACAGGACACAGCAGCCCTACCAGCATTCTGGACATAAG 
03032-23 GCTGTGTCCTGTGTCAGCTGCTG 
07241-25 GAATTCATGGGTGCGAGAGCGTCAG 
07242-28 CTCGAGTTACTTGTACAGCTCGTCCATG 
07667-36 GGCCGGGTCGACAAGCTTTGCAAATTAAAGCCTTCG 
18334-27 GAATTCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG 
18534-36 GAATTCATGGCTTTTCTTCAGAGCAGACCAGAGCCA 
18535-32 GAATTCATGCCTATAGTGCAGAACATCCAGGG 
18536-33 GAATTCATGGCTGAAGCAATGAGCCAAGTAACA 
20965-21 AACAGAAACGGGGATCCACCG 
20966-42 GTGGATCCCCGTTTCTGTTATTCCCTGGCCTTCCCTTGTAGG 
23532-41 GTGGATCCCCGTTTCTGTTGTAATTTTGGCTGACCTGATTG 
23533-41 GTGGATCCCCGTTTCTGTTCAAAACTCTTGCCTTATGGCCG 
23543-32 TATCCTTTAACTTCCGCCAGATCACTCTTTGG 
24546-31 GGCCGGGAATTCATGGGTGCGAGAGCGTCAG 
24547-34 GGCCGGCTCGAGTTACTTGTACAGCTCGTCCATG 
24671-22 CTTGTCTAAAGCTTCCTTGGTG 
24672-22 CACCAAGGAAGCTTTAGACA 
25018-35  CCAAAGAGTGATCTGGCGGAAGTTAAAGGATACAG 
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MA-GFP-Fragmente und -Mutanten 
02047-42 GTGGATCCCCGTTTCTGTTCAGTATTTGTCTACAGCCTTCTG 
02048-33 GAATTCATGGGACAGCTACAACCATCCCTTCAG 
02049-31 GAATTCATGGTATGGGCAAGCAGGGAGCTAG 
02050-44 GTGGATCCCCGTTTCTGTTGTCTAAAGCTTCCTTGGTGTCCTTG 
05057-37 TGCTTGCCCATCTGATGTGCTTTCTCTTGTACTTCTT 
05058-37 TGCTTGCCCATTCGATGTGCTTTTCCTTGTACTTCTT 
05059-37 TGCTTGCCCATCTGATGTGCTTTTCCTTGTACTTCTT 
05060-38 GCACATCGAAGCTGCAAGCAGGGAGCTAGAACGATTCG 
05062-34 CTGCTTGCAGCTTCGATGTGCTTTCTCTTGTACT 
08629-43 GTGGATCCCCGTTTCTGTTCCGAATTTTTTCCCATCGATCTAA 
08630-41 GTGGATCCCCGTTTCTGTTTAGCTCCCTGCTTGCCCATACG 
08724-33 GAATTCATGACAGTAGCAACCCTCTATTGTGTG 
08725-34 GAATTCATGACCAAGGAAGCTTTAGACAAGATAG 
11900-37 TGCTTGCCCATTCGATGTGCTTTCTCTTGTACTTCTT 
13135-22 AAGCTAAAGCACATCGTATGGG 
13136-22 TTCGCAGTTAATCCTGGCCTGT 
13171-48 CCCATACGATGTGCTTTAGCTTAATTTTTTCCCATCGATCTAATTCTC 
13172-48 ACAGGCCAGGATTAACTGCGAAAATTTTTTCCCATCGATCTAATTCTC 
13229-37 AATTGCTGCTGCTCCAGGGGGAAAGAAGAAGTACAAG 
13230-41 CCCCTGGAGCAGCAGCAATTTTTTCCCATCGATCTAATTCT 
13231-38 AAGGGCTGCTGCTAAGAAGAAGTACAAGCTAAAGCACA 
13232-42 CTTCTTCTTAGCAGCAGCCCTTAACCGAATTTTTTCCCATCG 
14787-40 CAGGGGGAGCTGCTGCTTACAAGCTAAAGCACATCGTATG 
14788-32 GTAAGCAGCAGCTCCCCCTGGCCTTAACCGAA 
14789-36 GAAGGCTGCTGCTAAGCACATCGTATGGGCAAGCAG 
14790-39 GATGTGCTTAGCAGCAGCCTTCTTCTTTCCCCCTGGCCT 
14893-34 GCTAGCTGCTGCTGTATGGGCAAGCAGGGAGCTA 
14894-39 CCCATACAGCAGCAGCTAGCTTGTACTTCTTCTTTCCCC 
14895-38 GCACATCGCTGCTGCTAGCAGGGAGCTAGAACGATTCG 
14896-37 TGCTAGCAGCAGCGATGTGCTTTAGCTTGTACTTCTT 
14897-38 GGGCAGCTGCTGCTCTAGAACGATTCGCAGTTAATCCT 
14898-38 TTCTAGAGCAGCAGCTGCCCATACGATGTGCTTTAGCT 
14899-38 GCAGGGAGGCTGCTGCTTTCGCAGTTAATCCTGGCCTG 
14900-33 GAAAGCAGCAGCCTCCCTGCTTGCCCATACGAT 
25463-37 TGCTTGCCCATCTGATGTGCTTTAGCTTGTACTTCTT 
25464-38 GCACATCGAATGGGCAAGCAGGGAGCTAGAACGATTCG 
25465-37 TGCTTGCCCATTCGATGTGCTTTAGCTTGTACTTCTT 
25468-38 GCACATCGTAGAAGCAAGCAGGGAGCTAGAACGATTCG 
25469-34 CTGCTTGCTTCTACGATGTGCTTTAGCTTGTACT 
26866-36 GAAGTACAAGGAAAAGCACATCGTATGGGCAAGCAG 
26867-39 GATGTGCTTTTCCTTGTACTTCTTCTTTCCCCCTGGCCT 
26868-36 GAAGTACAAGAGAAAGCACATCGTATGGGCAAGCAG 
26869-39 GATGTGCTTTCTCTTGTACTTCTTCTTTCCCCCTGGCCT 
Expressionsvektoren für HEK293-Zellen 
15909-23 GAATTCTGCAGTGGACGGTACCG 
15910-19 CTCTGTCGACGCGCGCCCG 
19232-37 GGCCGGGTCGACAGAGAGATGGCTGCGAGAGCGTCAG 
19238-37 GGCCGGGTCGACAGAGAGATGGGTGCGAGAGCGTCAG 
19239-31 GCGGCCGCTTTACTTGTACAGCTCGTCCATG 
Expressionsvektoren für E. coli 
08410-27 GAATTCTTTCTTCAGAGCAGACCAGAG 
08411-29 CTCGAGTCATTGTGACGAGGGGTCGTTGC 
18277-25 GAATTCATGGGTGCGAGAGCGTCAG 
18278-31 CTCGAGTCAGTAATTTTGGCTGACCTGATTG 
18279-28 GAATTCCCTATAGTGCAGAACATCCAGG 
18280-31 CTCGAGTCACAAAACTCTTGCCTTATGGCCG 
  
Hefestämme 
Herstellung und Kontrolle von Δbro1, BRO1-3HA und BRO1-9MYC 
20821-63 AGACCCTCTGTTTTTGATGAAAATATGTACTCCAAATACAGCAGTCGTACGCTGCAGGTCGAC 
20822-64 TTGAAAAAAAAAAGCTACAATAAAATTAAGAAATAAGAAATGCACATCGATGAATTCGAGCTCG 
20959-65 AGACCCTCTGTTTTTGATGAAAATATGTACTCCAAATACAGCAGTCGGATCCCCGGGTTAATTAA 
20960-65 TTGAAAAAAAAAAGCTACAATAAAATTAAGAAATAAGAAATGCACGAATTCGAGCTCGTTTAAAC 
23541-24 GACCGAGGATTCAACAGCTAATTC 
23542-26 CAAGTTTTCAAAAAAAAACTGCACAG 
30128-66 CGGCTGACTGGAGCATTACTAGGTTCATTACTCACTGGTTCTACTCCGGATCCCCGGGTTAATTAA 
30599-22 TACTAGGTTCATTACTCACTGG 
Herstellung und Kontrolle von Δvps23 und VPS23-9MYC 
06374-65 TTGGTATCTTAACGGCCAAGAAAAGAGAGAGAGTGAAGAGCAACGCGGATCCCCGGGTTAATTAA 
06375-65 AAAAAATATTTTTTATGGCACTTCGGCGATGCGAAAGAAAGTGAGGAATTCGAGCTCGTTTAAAC 
06760-21 TCACAGAGCGAGAATAAAAAG 
06761-20 CCGTTCTTGTTAGGTAAAGG 
20823-63 TTCCTTGTGCGATGGCACATCCAACGAATCACCTCACCGTTATCGCGTACGCTGCAGGTCGAC 
20824-63 AAAAATATTTTTTATGGCACTTCGGCGATGCGAAAGAAAGTGAGATCGATGAATTCGAGCTCG 
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23539-21 CGACAAGAACCATTTACGAGC 
23540-20 CGAGAAGGCGCTGGTGTTTC 
Herstellung und Kontrolle von Δvps4 
27893-65 ACAAAAATAAAGCAGCATAGAGTGCCTATAGTAGATGGGGTACAACGGATCCCCGGGTTAATTAA 
27894-65 TTTTCATGTACACAAGAAATCTACATTAGCACGTTAATCAATTGAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC 
27895-20 GCCTATAGTAGATGGGGTAC 
27896-23 AAATCTACATTAGCACGTTAATC 
Herstellung und Kontrolle von Δvps20 
01985-66 TACAGACTGCTGAATTAACTCCACTTGGTGCTTTTGTATATATCGACGGATCCCCGGGTTAATTAA 
01986-65 ATTTACATTCCCTTTATTTTTAATTTTGAAGCTACATACAGACATGAATTCGAGCTCGTTTAAAC 
02401-26 AAAAGAACAAAACATAGATAGTTTGG 
02402-25 CAAATTCTATCAACGAAAAACCTGG 
Herstellung und Kontrolle von Δvps27 
18952-20 GAGTAAAGAACTAAGAACAG 
18953-27 TTTCTTTTTACAAATACATAGAAAAGG 
18256-65 TTTTTGCTAAGGTGAATGAGTAGTGAGTAAAGAACTAAGAACAGTCGGATCCCCGGGTTAATTAA 
18257-66 TAAGCGCTAGGTTTCTTTTTACAAATACATAGAAAAGGCTACAATAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC 
Herstellung und Kontrolle von Δvps28 
27751-68 TTAAAATAAGGGCACTTTCATAAAGTCACTTATCACTCAAAAGCACCCCGGATCCCCGGGTTAATTAA 
27752-68 ACGCTTGTGTACTTATATATGTTATCATAATTTCTATTTGTTTATTTCGAATTCGAGCTCGTTTAAAC 
28249-25 AAGTTATGGTTTAACAATACAACGG 
28250-28 GAATAAAAAACAAGAATATTCTAAAGTG 
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7. Ergebnisse 
 

Diese Arbeit enthält keine statistischen Auswertungen. Die verwendeten Methoden sind für eine 
Quantifizierung von Ergebnissen nicht geeignet. Ziel war die qualitative Charakterisierung des Hefemo-
dells anhand visuell detektierbarer Effekte. Um mikroskopische Bilder in einer Größe zu zeigen, die die 
Ergebnisse gut darstellen, sind repräsentative Bilder einzelner Zellen aus fluoreszenzmikroskopischen 
Experimenten und Ausschnitte einzelner Zellen aus elektronenmikroskopischen Experimenten abgebildet. 
In Kapitel 7.10. befinden sich größere Bildausschnitte der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen für 
die unterschiedlichen Gagversionen. Außerdem sind in Kapitel 7.10. Ausschnitte weiterer Zellen und 
Negativkontrollen aus den elektronenmikroskopischen Experimenten gezeigt. Viele Ergebnisse sind in 
mehrere Experimente eingebettet, weil beschriebene Effekte mit mehreren Methoden untersucht und/oder 
die jeweiligen Mutanten und Versionen zum Vergleich in verschiedenen Experimenten analysiert wurden. 
Um die Reproduzierbarkeit von weiteren Ergebnissen zu zeigen, insbesondere wenn Unterschiede von 
Signalstärken für die Interpretation wichtig sind, enthält Kapitel 7.10. Abbildungen zusätzlicher Experi-
mente. Außerdem befinden sich in Kapitel 7.10. ergänzend Abbildungen von Experimenten, die aus 
Gründen der Übersichtlichkeit in den Kapiteln 7.1. bis 7.9. nur erwähnt sind. Auf die Abbildungen in 
Kapitel 7.10. wird im Text der Kapitel 7.1. bis 7.9. verwiesen. 

 
7.1. Die Expression von Gag-GFP in Hefe 
 

Um die Expressionsstärke für Gag-GFP zu finden, die zur Bildung von VLPs mit Hefe geeignet ist, 
wurden verschiedene Vektoren hergestellt. Die Expressionsstärke wurde über das Replikon des Vektors, 
das die Kopienzahl pro Zelle bestimmt, und den Promotor gesteuert (Übersicht zu Expressionsvektoren 
für S. cerevisiae in Gnügge und Rudolf, 2017). Getestet wurden ein Vektor mit konstitutiv aktivem PGK-
Promotor, der wegen seines 2µ-Replikons in hoher Kopienzahl vorliegt, und Vektoren mit induzierbarem 
MET3-Promotor (Brunelli und Pall, 1993; Cherest et al., 1985). Die Expression vom MET3-Promotor 
wird durch Methionin im Kulturmedium gehemmt (Mao et al., 2002). Die Vektoren mit MET3-Promotor 
hatten entweder ein 2µ-Replikon oder ein ARS/CEN-Replikon, das zu einer geringen Kopienzahl führt. 
Zum Vergleich der Gag-GFP-Expressionsstärke wurden Lysate von Hefezellen, die mit den genannten 
Vektoren transformiert waren, im Immunoblot mit Anti-GFP-Antikörpern analysiert (Abb. 5A). Der 
Vektor mit dem PGK-Promotor führte zur stärksten Gag-GFP-Expression. 

Die Lokalisation von Gag-GFP in der Hefezelle wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht. 
Bei starker Gag-GFP-Expression, vom 2µ-Vektor mit dem PGK-Promotor oder dem induzierten MET3-
Promotor, waren punktförmige Strukturen an der Plasmamembran und eine zytosolische Fluoreszenz zu 
beobachten (Abb. 5D und Abb. E2 und E3, exemplarisch für die Expression vom PGK-Promotor). In 
Hefezellen exprimiertes Gag wird wie in humanen Zellen am aminoterminalen Glycin mit einer Myristyl-
kette modifiziert (Bathurst et al., 1989). Diese Modifikation ist für die Lokalisation von Gag an der 
Plasmamembran notwendig (Jacobs et al., 1989). In Übereinstimmung damit zeigte sich für Gag(G2A)-
GFP, eine Gagversion, bei der das myristylierbare Glycin ausgetauscht ist, die zytosolische Fluoreszenz 
(Abb. 5E und Abb. E4). Punktförmige Strukturen an der Plasmamembran waren nicht detektierbar. Das 
Bild war vergleichbar, wenn Gag-GFP mit geringer Stärke, vom ARS/CEN-Vektor mit induziertem 
MET3-Promotor, exprimiert wurde. Die Bildung der punktförmigen Strukturen an der Plasmamembran 
war also von der intrazellulären Gag-GFP-Konzentration und der Modifikation mit der Myristylkette 
abhängig. 
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Als weitere Methode zur Charakterisierung der Membranbindung wurde Extrakt von Gag-GFP 
exprimierenden Zellen durch Zentrifugation in ein membranhaltiges Sediment und einen zytosolhaltigen 
Überstand getrennt. Die dafür geeigneten Zentrifugationsbedingungen wurden durch differenzielle Zentri-
fugation bestimmt (Abb. 5C). Die Unterscheidung zwischen dem membranassoziierten Gag-GFP und 
Gag(G2A)-GFP war mit einem bei 25000g gewonnenen Sediment möglich. In einem aus dem Überstand 
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dieser ersten Zentrifugation bei 232000g gebildeten Sediment befand sich ein Anteil beider Gagversi-
onen. Das Substrat dieses Sediments könnten zytosolische Oligomere sein und/oder Protein, das in einer 
undefinierten intrazellulären Struktur der Gag(G2A)-GFP exprimierenden Zellen sichtbar war (Abb. 5Eb 
und Abb. E4). Zur Analyse der Plasmamembranbindung von Gag-GFP war für Folgeexperimente dem-
nach eine Zentrifugation bei 25000g geeignet. 

Um die von Gag-GFP gebildeten punktförmigen Strukturen an der Plasmamembran bei höherer Auf-
lösung zu charakterisieren, wurden von Bettina Purfürst und Frank Vogel elektronenmikroskopische Ex-
perimente durchgeführt. In Kunstharzschnitten hatten Gag-GFP exprimierende Zellen knospenförmige 
Ausstülpungen der Plasmamembran, die nicht sichtbar waren, wenn die Zellen mit dem leeren Vektor 
transformiert waren (Abb. 5F und Abb. E5 und E6). Um zu klären, ob diese Ausstülpungen das an der 
Plasmamembran akkumulierende Gag-GFP enthielten, wurden Kryoschnitte präpariert und Gag-GFP 
wurde über eine Immunogoldmarkierung mit Anti-GFP-Antikörpern detektiert (Abb. 5G und Abb. E7 
und E8). Dabei zeigte sich eine Akkumulation von Gag-GFP in den Plasmamembranausstülpungen. Die 
Ergebnisse deuten darauf hin, dass Gag-GFP an der Plasmamembran der Hefe assembliert und die Mem-
bran wie bei der Bildung von Virionen deformiert. Die im Gegensatz zu humanen Zellen bei der Hefe 
vorhandene Zellwand (Abb. 5, F und G, Sterne) verhindert vermutlich die Freisetzung von VLPs und 
führt zur Akkumulation von assembliertem Gag-GFP an der Plasmamembran unterhalb der Zellwand. 

 
7.2. Die Gag-GFP-Freisetzung aus Hefesphäroplasten 
 

Im Folgenden wurde getestet, ob die Hefezellen Gag-GFP nach Entfernung der Zellwand freisetzen 
können. Hefezellen ohne Zellwand, Sphäroplasten, werden in verschiedenen experimentellen Ansätzen 
verwendet. Daher existieren für die Sphäroplastierung viele Protokollvarianten. Das gemeinsame Prinzip 
besteht darin, Disulfidbrücken in der Zellwand durch Inkubation mit DTT zu lösen und Glucanbindungen 
enzymatisch zu spalten (Übersicht zum Aufbau der Zellwand von S. cerevisiae in Orlean, 2012). Zur os-
motischen Stabilisierung der Sphäroplasten wird dem Inkubationsmedium Sorbitol zugesetzt. Im Sphä-
roplastierungsprotokoll dieser Arbeit wurden die Inkubationszeit mit DTT und die DTT-Konzentration 
möglichst gering gehalten, um Stress durch eine Beeinflussung der Disulfidbrückenbildung im endoplas-
matischen Retikulum (Travers et al., 2000) zu reduzieren. Für die enzymatische Glucanspaltung wurde 
Zymolyase, eine Präparation aus Arthrobacter luteus mit β-1,3-Glucanaseaktivität, (Kitamura und Yama-
moto, 1972) ebenfalls in einer möglichst niedrigen Konzentration eingesetzt. Der Erfolg der Sphäroplas-
tierung wurde überprüft, indem ein Aliquot des Sphäroplastierungsansatzes in deionisiertem Wasser re-

Abbildung 5. Expression von Gag-GFP in Hefe. A, die Gag-GFP-Expressionsstärke verschiedener Vektoren wurde im Immunoblot von 
Hefezellextrakten mit Anti-GFP-Antikörpern analysiert. Gag-GFP, eine Version mit mutierter TSG101-Bindungsstelle in p6 (p6T*) oder eine 
Version mit mutierter Myristylierungsstelle (G2A) wurde in Wildtyp-Hefezellen von einem Vektor mit konstitutiv aktivem PGK-Promotor und 
2µ-Replikon oder von einem Vektor mit MET3-Promotor und 2µ- oder ARS/CEN-Replikon exprimiert (pBM267, pBM269, pBM273, pBM354, 
pBM355). Zur Induktion des Promotors wurden die Zellen vier Stunden in Medium ohne Methionin inkubiert. PGK diente als Ladekontrolle.  
B, schematische Darstellung von Gag-GFP. C, die Membranbindung von Gag-GFP wurde mit differenzieller Zentrifugation analysiert. Mit ei-
nem 25000g-Sediment kann zwischen membrangebundenem und zytosolisch lokalisiertem Gag unterschieden werden. Ein 25000g-Sediment, ein 
232000g-Sediment und ein Überstand (Ü) wurden aus Extrakten (T) von Wildtyp-Hefezellen präpariert, die GFP-markiertes Gag oder Gag(G2A) 
von einem Vektor mit PGK-Promotor und 2µ-Replikon exprimierten (pBM267, pBM354). Die Proben wurden im Immunoblot mit den angege-
benen Antikörpern analysiert. Die Sedimente waren gegenüber den Überständen und Extrakten konzentriert (25000g, 4x; 232000g, 3,3x). Das 
zytosolische Protein PGK und das ER-Membranprotein Sec61 dienten als Referenz. Eine lange (a) und eine kurze (b) Exposition sind gezeigt. D 
und E, die intrazelluläre Lokalisation von GFP-markiertem Gag oder Gag(G2A), exprimiert wie in C, wurde mit Fluoreszenzmikroskopie analy-
siert. Gag-GFP akkumuliert abhängig von der aminoterminalen Myristylmodifikation in punktförmigen Strukturen an der Plasmamembran. Drei 
Ebenen einer Gag-GFP exprimierenden Hefezelle sind abgebildet. DIC, differential interference contrast. F und G, mit Elektronenmikroskopie 
sind durch Gag-GFP induzierte knospenförmige Deformationen der Plasmamembran (Pfeile) sichtbar. Stern, Zellwand. F, Wildtyp-Hefezellen, 
die Gag-GFP von einem 2µ-Vektor mit MET3-Promotor (pBM273) exprimierten, wurden nach sechsstündiger Induktion des Promotors in Kunst-
harz eingebettet. G, Kryoschnitte von Wildtyp-Hefezellen (SUB62), die Gag-GFP von einem 2µ-Vektor mit PGK-Promotor (pBM267) expri-
mierten, wurden präpariert und Gag-GFP wurde über Immunogoldmarkierung mit Anti-GFP-Antikörpern detektiert. Die Elektronenmikroskopie 
und die Präparation der Proben wurden von Bettina Purfürst (F) und Frank Vogel (G) durchgeführt. A und C, WT, Wildtyp. 
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suspendiert und die optische Dichte bei 600 nm, ein Maß für die Zelldichte einer Suspension, bestimmt 
wurde. Aufgrund osmotisch bedingter Zellschwellung platzen sphäroplastierte Hefezellen in deionisier-
tem Wasser. Die Abnahme der optischen Dichte bei 600 nm zeigt den Erfolg der Sphäroplastierung an. 
Für die Ernte der potentiell aus den Hefesphäroplasten in das Inkubationsmedium freigesetzten Gag-GFP-
VLPs wurde von der Annahme ausgegangen, dass die VLPs eine ähnliche Größe wie unreife HIV-1-Viri-
onen haben [Durchmesser circa 130 nm (Carlson et al., 2008; Pornillos et al., 2003; Wilk et al., 2001)] 
und durch Hochgeschwindigkeitszentrifugation (232000g) aus dem Medium sedimentierbar sind (Abb. 
6A). Um die Gag-GFP-VLPs zu ernten, wurden die Sphäroplasten zunächst vorsichtig aus dem Inkuba-
tionsmedium abzentrifugiert. Potentiell im Medium verbliebene Zellen und Zelltrümmer wurden, wie in 
manchen Experimenten zur Freisetzung von HIV-1 aus humanen Zellen (Wang und Barklis, 1993), mit-
tels Filtration durch 0,45 µm große Poren entfernt. Anschließend wurde das Medium bei hoher Ge-
schwindigkeit zentrifugiert. Das im Sediment enthaltene Gag-GFP wurde im Immunoblot mit Anti-GFP-
Antikörpern detektiert. 

Um zu testen, ob das verwendete Verfahren, das heißt die Filtration des Mediums und die anschlie-
ßende Zentrifugation bei 232000g, für die Ernte von Gag-GFP-VLPs geeignet ist, wurde ein vergleich-
bares Experiment mit humanen HEK293-Zellen durchgeführt (Abb. 9A). HEK293-Zellen wurden mit Ex-
pressionsvektoren für Gag-GFP und Gag-GFP-Mutanten transfiziert. Zwei Tage später wurde das Me-
dium, wie für die Hefesphäroplasten beschrieben, filtriert und zentrifugiert. Die Menge des auf diese 
Weise geernteten Gag-GFP war bei Deletion des carboxyterminalen p6-Peptids, das die ESCRT-Bin-
dungsstellen enthält, stark reduziert. Da dieses Ergebnis mit Beobachtungen zur HIV-1-Freisetzung aus 
humanen Zellen übereinstimmt (Göttlinger et al., 1991), ist die verwendete Methode offenbar geeignet, 
um Gag-GFP-VLPs zu ernten.  

Im Experiment, das in Abb. 6B dargestellt ist, exprimierten die Hefesphäroplasten Gag-GFP vom 
2µ-Vektor mit PGK-Promotor. Freigesetztes Gag-GFP wurde alle zwei Stunden über einen Zeitraum von 
acht Stunden geerntet. Nach jeder Ernte wurde das Inkubationsmedium vollständig entfernt und die Sphä-
roplasten wurden anschließend in frischem Medium inkubiert. Vom ersten bis zum dritten Zeitpunkt 
nahm die Gag-GFP-Freisetzung deutlich zu. Um zu kontrollieren, ob Gag-GFP spezifisch aus den Zellen 
freigesetzt wird, wurden die aus dem Inkubationsmedium gewonnenen Zentrifugationssedimente zusätz-
lich auf drei zelluläre Proteine getestet. Weder das zytosolische Protein PGK (3-Phosphoglyceratkinase) 
(Jackson und Stevens, 1997), noch zwei Membranproteine, das ER-Protein Sec61 (Panzner et al., 1995) 
und das im Golgi-Apparat und in COPII-Transportvesikeln lokalisierte Protein Emp47 (Margulis et al., 
2016; Schröder et al., 1995), waren im Sediment nachweisbar. Zusätzlich wurde eine Kontrolle mit der 
nicht myristylierbaren Gagversion, Gag(G2A)-GFP, durchgeführt. Gag(G2A)-GFP war in den Zentrifu-
gationssedimenten nicht detektierbar. Die Plasmamembranbindung war demzufolge eine Voraussetzung 
für die Freisetzung von Gag-GFP. Bei Expression von Gag-GFP und Gag(G2A)-GFP vom 2µ-Vektor mit 
MET3-Promotor und Induktion des Promotors zu Beginn der Späroplastenpräparation wurden vergleich-
bare Ergebnisse erhalten (Abb. E9A). Bei geringer Gag-GFP-Expression, vom ARS/CEN-Vektor mit 
induziertem MET3-Promotor, war Gag-GFP im Zentrifugationssediment nicht nachweisbar (Abb. E9B). 
Dieses Ergebnis stimmt mit der Beobachtung überein, dass Gag-GFP bei geringer Expressionsstärke 
keine punktförmigen Strukturen an der Plasmamembran bildet. 

Zusammengefasst zeigen die beschriebenen Experimente, dass die Hefesphäroplasten Gag-GFP in 
einer sedimentierbaren Form ins Inkubationsmedium freisetzen, die 0,45 µm große Poren passieren kann. 
Die Freisetzung ist spezifisch für Gag-GFP und erfordert dessen Plasmamembranbindung. 
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7.3. Die Gag-GFP-Freisetzung aus Hefesphäroplasten ist ESCRT-abhängig. 
 

Um zu testen, ob die Gag-GFP-Freisetzung aus Hefesphäroplasten von ESCRT-Proteinen abhängig 
ist, wurde das Gag-GFP-Freisetzungsexperiment mit Deletionsmutanten von VPS27 (ESCRT-0), VPS23 
und VPS28 (beide ESCRT-I), VPS20 (ESCRT-III), BRO1 und VPS4 durchgeführt [Abb. 7 (A-C) und 
Abb. E10 (A-D)]. Innerhalb der ersten drei Stunden nach der Sphäroplastenpräparation setzten die 
ESCRT-Mutanten eine gegenüber dem Wildtyp etwa vergleichbare Menge an Gag-GFP frei. Während 
der folgenden vier Stunden war die Gag-GFP-Freisetzung aus den ESCRT-Mutanten im Vergleich zum 
Wildtyp deutlich reduziert. Die schwache Gag-GFP-Freisetzung in der ersten Inkubationsperiode nach 
der Sphäroplastenpräparation war also weitgehend ESCRT-unabhängig, während die folgende stärkere 
Freisetzung ESCRT-abhängig war. Um zu testen, ob die reduzierte Gag-GFP-Freisetzung aus ESCRT-

                 
 
Abbildung 6. Hefesphäroplasten setzen Gag-GFP in einer sedimentierbaren Form frei, die 0,45 µm große Poren passieren kann. Die 
Freisetzung ist spezifisch für Gag-GFP und abhängig von dessen Myristylmodifikation. A, schematische Darstellung des Gag-GFP-Freiset-
zungsexperiments. Hefesphäroplasten werden durch enzymatische Entfernung der Zellwand mittels Zymolyase hergestellt. Die von den Sphäro-
plasten freigesetzten Gag-GFP-VLPs werden aus dem Inkubationsmedium geerntet, indem Zelltrümmer durch Filtration entfernt und die Gag-
GFP-VPLs durch Zentrifugation gewonnen werden. B, die Freisetzung von Gag-GFP (WT, Wildtyp) oder Gag(G2A)-GFP, einer Version mit 
mutierter Myristylierungsstelle, aus Wildtyp-Hefesphäroplasten wurde mit einem Anti-GFP-Immunoblot von Zentrifugationssedimenten des 
Inkubationsmediums analysiert (VLPs). Die freigesetzten Proteine wurden nach der Sphäroplastenpräparation über einen Zeitraum von acht 
Stunden alle zwei Stunden geerntet. Nach jeder Ernte wurden die Sphäroplasten in frischem Medium inkubiert. Die Freisetzung nahm vom ersten 
bis zum dritten Zeitpunkt zu. Immunoblots mit Antikörpern gegen drei zelluläre Proteine, PGK (zytosolisches Protein), Sec61 (ER-Membran-
protein) und Emp47 (Golgi- und COPII-Vesikel-Membranprotein), dienten als Kontrolle für die spezifische Freisetzung von Gag-GFP. Die Sphä-
roplasten exprimierten Gag-GFP oder Gag(G2A)-GFP von einem 2µ-Vektor mit PGK-Promotor (pBM267, pBM354). Eine lange (a) und eine 
kurze (b) Exposition sind abgebildet. Die in einer Spalte gezeigten Kinetiken sind Ausschnitte aus demselben Autoradiografiefilm. S, Sphäro-
plastenlysat, das am letzten Zeitpunkt der Kinetik präpariert wurde. C, schematische Darstellung der Interpretation des in B abgebildeten Experi-
ments, unter Berücksichtigung von Abb. 5, D und E. D, schematische Darstellung von Gag. 
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Mutanten durch eine gestörte Gag-GFP-Assemblierung an der Plasmamembran verursacht war, wurde die 
Membranbindung von Gag-GFP durch Präparation membranhaltiger Zentrifugationssedimente untersucht  
(Abb. 7E). Zusätzlich wurde die Bildung der punktförmigen Gag-GFP-Strukturen an der Plasmamembran 
mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert (Abb. 7D). Die Gag-GFP-Menge in Membransedimenten von 
ESCRT-Mutanten war gegenüber dem Wildtyp nicht reduziert. Außerdem wurde das gleiche Muster 
punktförmiger Strukturen an der Plasmamembran von ESCRT-Mutanten und Wildtypzellen beobachtet. 
Auch die Kinetik der Membranassoziation von Gag-GFP nach Induktion der Gag-GFP-Expression vom 
MET3-Promotor entsprach in ESCRT-Mutanten der des Wildtyps (Abb. E10E). Innerhalb der ersten drei 
Stunden nach der Promotorinduktion befanden sich vergleichbare Mengen an Gag-GFP im Membran-
sediment. Aus diesen Experimenten ergibt sich also kein Hinweis darauf, dass die ESCRT-Abhängigkeit 
der Gag-GFP-Freisetzung aus Hefesphäroplasten durch einen Defekt der Gag-GFP-Assemblierung an der 
Plasmamembran bedingt sein könnte. Übereinstimmend damit wurde die Akkumulation assemblierter 
HIV-1-Virionen an der Plasmamembran humaner Zellen mit gestörter ESCRT-Funktion beobachtet 
(Garrus et al., 2001; von Schwedler et al., 2003b). Darüber hinaus war die Gagassemblierung an der 
Plasmamembran in fluoreszenzmikroskopischen Experimenten nicht verzögert, wenn die ESCRT-
Bindungsstellen im p6-Peptid mutiert waren (Ivanchenko et al., 2009; Jouvenet et al., 2011). 

    
 

Abbildung 7. Die Gag-GFP-Freisetzung aus Hefesphäroplasten ist ESCRT-abhängig. A-C, die Freisetzung von Gag-GFP aus Hefesphäro-
plasten des Wildtypstamms oder der angegebenen ESCRT-Mutanten wurde mit Anti-GFP-Immunoblots von Zentrifugationssedimenten des In-
kubationsmediums analysiert (VLPs). Die Gag-GFP-Freisetzung ist ESCRT-abhängig. Lange (a) und kurze (b) Expositionen sind abgebildet. Die 
in einer Spalte gezeigten Kinetiken sind Ausschnitte aus demselben Autoradiografiefilm. S, Sphäroplastenlysat, das am letzten Zeitpunkt der 
Kinetik präpariert wurde. D und E, die Deletion von ESCRT-Proteinen beeinträchtigt die Akkumulation von Gag-GFP an der Plasmamembran 
nicht. D, die Akkumulation von Gag-GFP in punktförmigen Strukturen an der Plasmamembran wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert. 
DIC, differential interference contrast. E, die Membranbindung von Gag-GFP wurde mit einem Anti-GFP-Immunoblot membranhaltiger Zentri-
fugationssedimente (25000g) (S) und zytosolhaltiger Überstände (Ü), die aus Zellextrakt (T) gewonnen wurden, analysiert. Immunoblots für das 
ER-Membranprotein Sec61 und das zytosolische Protein PGK dienten als Referenz. A-E, die Zellen exprimierten Gag-GFP von einem   
2µ-Vektor mit PGK-Promotor (pBM267). F, schematische Darstellung zur Interpretation der abgebildeten Ergebnisse. A-F, WT, Wildtyp. 
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Zusammengefasst zeigen die beschriebenen Experimente, dass die Freisetzung von Gag-GFP aus 
Hefesphäroplasten durch die Deletion von ESCRT-Proteinen stark reduziert wird.  

 
7.4. Gag bindet an ESCRT-Proteine der Hefe. 
 

Im Folgenden sollte die Frage beantwortet werden, ob Gag an die ESCRT-Proteine der Hefe binden 
kann. Die humanen ESCRT-Proteine ALIX und TSG101 binden an das carboxyterminale p6-Peptid von 
Gag (Garrus et al., 2001; Martin-Serrano et al., 2001; Strack et al., 2003; VerPlank et al., 2001). Die 
ESCRT-Bindungsmotive in p6 ahmen die Sequenzen zellulärer ESCRT-Interaktionspartner oder die 
Sequenzen von MVB-Substraten nach (Bache et al., 2003; Dores et al., 2012 und 2016; Lu et al., 2003; 
Pornillos et al., 2003; von Schwedler et al., 2003b). Die Hefehomologen von ALIX und TSG101, Bro1 
und Vps23, erkennen ähnliche, aber nicht identische Motive in Hefeproteinen (Bilodeau et al., 2003; 
Katzmann et al., 2003; Kimura et al., 2014; Richter et al., 2007). 

Eine hydrophobe Tasche in der zentralen V-Domäne von ALIX bindet an die YPXnL-Motive des p6-
Peptids von HIV-1-Gag [n=3, YPL(T/A)SL] und des p9-Peptids von EIAV(equine infectious anemia 
virus)-Gag (n=1, YPDL) (Fisher et al., 2007; Lee et al., 2007; Zhai et al., 2008). Dabei sind die als X be-
zeichneten Aminosäuren so angeordnet, dass die drei anderen Aminosäuren der YPXnL-Motive mit den 
gleichen Positionen in ALIX interagieren können (Zhai et al., 2008). Außerdem beeinflussen die flan-
kierenden Bereiche des YPXnL-Motivs die Bindungsstärke (Zhai et al., 2008). Zwei zelluläre MVB-Sub-
strate, die Rezeptoren PAR1 und P2Y1, interagieren über YPX3L-Motive (YPMQSL beziehungsweise 
YPLKSL) mit ALIX (Dores et al., 2012 und 2016). Die V-Domänen von Bro1 und ALIX haben sehr 
ähnliche dreidimensionale Strukturen [Pashkova et al., 2013, Struktur der V-Domäne von Bro1 aus S. 
castelli (die Proteinsequenz ist zu 56% identisch mit der V-Domäne von Bro1 aus S. cerevisiae)]. Die 
Proteinsequenzen sind aber nur zu 11 bis 15% identisch (Kimura et al., 2015; Lee et al., 2007; Pashkova 
et al., 2013) (Abb. E11). Bro1 bindet abhängig von einem YPX1L(YPEL)-Motiv mit seiner V-Domäne an 
den zellulären Interaktionspartner Rfu1 (Kimura et al., 2014). Ein YPX1L-Motiv (YPFL) in Doa4 ist für 
die funktionelle Interaktion von Bro1 und Doa4 notwendig (Richter et al., 2007). An dieser Interaktion ist 
allerdings die carboxyterminale Region von Bro1 beteiligt. 

Eine Rille auf der Oberfläche der aminoterminale UEV-Domäne von TSG101 bindet das PTAP-
Motiv in HIV-1-p6 (Pornillos et al., 2002a). Ein PSAP-Motiv in HRS, einer Komponente des ESCRT-0-
Komplexes, ist an der Interaktion zwischen TSG101 und HRS beteiligt (Bache et al., 2003; Lu et al., 
2003; Pornillos et al., 2003). Das HRS-Homologe aus Hefe, Vps27, hat zwei PSDP-Motive und ein 
PTVP-Motiv, deren Mitwirkung an der Vps27-Vps23-Interaktion beschrieben ist (Bilodeau et al., 2003; 
Katzmann et al., 2003). Ein Vergleich der dreidimensionalen Struktur der TSG101- und der Vps23-UEV-
Domäne ergab eine „große Sequenzdivergenz“ (Übersetzung durch die Autorin) zwischen der Region in 
TSG101, die das PTAP-Motiv bindet, und der entsprechenden Region in Vps23 (Teo et al., 2004) (Abb. 
E12). Dieser Unterschied „könnte die Bindung an ähnliche, aber abweichende PXXP-Motive erklären“ 
(Übersetzung durch die Autorin) (Teo et al., 2004). In einem Kokristall interagierte eine Region der 
UEV-Domäne von Vps23 mit einem PSDP-Motiv, die nicht der Bindungsstelle für das PTAP-Motiv in 
TSG101 entsprach (Ren und Hurley, 2011). 

Den zitierten Ergebnissen zufolge war es also unklar, ob Gag an ESCRT-Proteine der Hefe binden 
würde. Für die Bindungsstudien wurden Hefestämme hergestellt, die genomisch kodierte epitopmarkierte 
ESCRT-Proteine exprimierten. Um zu kontrollieren, ob die Epitopmarkierung die Funktion der ESCRT-
Proteine beeinflusst, wurde der ESCRT-abhängige Transport von Carboxypeptidase S in die Vakuole 
analysiert (Odorizzi et al., 1998; Reggiori und Pelham, 2001) (Abb. E1). Die für die Bindungsstudien 
verwendeten Epitopmarkierungen beeinträchtigten den Transport von Carboxypeptidase S nicht. Zusätz-
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lich wurden verschiedene Epitopmarkierungen in Bindungsexperimenten verglichen (Abb. E13). Zur 
Charakterisierung der Gag-ESCRT-Interaktion wurden zwei Arten von Bindungsassays durchgeführt 
(Abb. 8). In GST-Pull-down-Assays wurden an GST (Glutathion-S-Transferase) fusionierte Gagdomänen 
in E. coli exprimiert und an Glutathionsepharose gebunden. Die Sepharose wurde anschließend mit Lysat 
aus Hefezellen inkubiert, die ein epitopmarkiertes ESCRT-Protein exprimierten. Die Bindung des 
ESCRT-Proteins an das GST-Fusionsprotein wurde im Immunoblot mit Antikörpern gegen das Epitop 
analysiert. In Koimmunpräzipitationsexperimenten wurde Gag-GFP in Hefezellen mit einem genomisch 
kodierten epitopmarkierten ESCRT-Protein exprimiert. Gag-GFP wurde mit Anti-GFP-Antikörpern im-
munpräzipitiert und gebundenes ESCRT-Protein wurde im Immunoblot detektiert. 

 Parallel wurden Experimente mit humanen ESCRT-Proteinen durchgeführt, um zu testen, ob die 
verwendeten Gagkonstrukte und Inkubationsbedingungen für die Detektion der Gag-ESCRT-Interaktion 
geeignet waren. Die Versuchsansätze entsprachen den Bindungsassays für Hefeproteine, mit der Ausnah-
me, dass die epitopmarkierten humanen ESCRT-Proteine von Vektoren mit CMV-Promotor in HEK293-
Zellen exprimiert wurden (Abb. 8). Mutationen in p6, die die Interaktion von p6 mit TSG101 und ALIX 
stark reduzieren, waren aus Bindungsassays mit dem p6-Peptid und ESCRT-Protein-Fragmenten bekannt 
(Garrus et al., 2001; Strack et al., 2003). Die Mutation der Bindungsstellen in p6 (TSG101: p6T*, 
P455L,P458L, Martin-Serrano et al., 2001; ALIX: p6A*, L489A, Strack et al., 2003) reduzierte die Bin-
dung von TSG101 und ALIX an Gag-GFP (Abb. 9, C und D). TSG101 und ALIX können demzufolge ihr 
Bindungsmotiv im p6-Peptid von Gag-GFP erkennen. In Übereinstimmung mit publizierten Ergebnissen 
zur HIV-1-Freisetzung (siehe 5.3.) reduzierte die Mutation der TSG101-Bindungsstelle die Gag-GFP-
Freisetzung aus HEK293-Zellen stark, während die Mutation der ALIX-Bindungsstelle keinen deutlichen 
Einfluss auf die Gag-GFP-Freisetzung hatte (Abb. 9A). 

    
 
Abbildung 8. Schematische Darstellung der verwendeten Bindungsassays. A, GST-Pull-down-Experimente. Gagfragmente (exemplarisch für 
p6 dargestellt) wurden mit aminoterminaler GST-Fusion in E. coli exprimiert und nach Lyse der Bakterien an Glutathionsepharose gebunden. 
Die Sepharose wurde anschließend entweder mit Lysat aus Hefezellen oder HEK293-Zellen inkubiert, die die epitopmarkierte Version eines 
ESCRT-Proteins (exemplarisch für Bro1-HA und ALIX-HA dargestellt) exprimierten. An die Sepharose gebundenes ESCRT-Protein wurde 
anschließend im Immunoblot detektiert. In Hefe wurden die epitopmarkierten ESCRT-Proteine vom ursprünglichen Genlokus unter Kontrolle 
des natürlichen Promotors exprimiert, in HEK293-Zellen von einem Plasmid mit CMV-Promotor. B, Koimmunpräzipitationsexperimente. Gag-
GFP und epitopmarkierte ESCRT-Proteine wurden in Hefe oder HEK293-Zellen exprimiert. Nach Zelllyse wurde Gag-GFP mit Anti-GFP-
Antikörpern und Protein-A-Sepharose immunpräzipitiert und das an Gag-GFP gebundene epitopmarkierte ESCRT-Protein wurde anschließend 
im Immunoblot detektiert. Die epitopmarkierten ESCRT-Proteine wurden wie in A exprimiert, Gag-GFP von einem Plasmid. 
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In Pull-down-Experimenten präzipitierte Bro1 mit GST-p6, aber nicht mit GST-p6A* (Abb. 10I). 
Bro1 kann mit dem p6-Peptid also über dieselbe Bindungsstelle interagieren wie ALIX. Außerdem koim-
munpräzipitierte Bro1 mit Gag-GFP (Abb. 10C). Unerwarteterweise war diese Interaktion aber unabhän-
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gig von p6. Vergleichbar dazu koimmunpräzipitierte die gleiche Menge an Vps23 mit Gag-GFP und 
Gag(Δp6)-GFP (Abb. 10E). Im Gegensatz zu Bro1 konnte Vps23 nicht mit GST-p6 präzipitiert werden 
(Abb. 10, K versus H). Im Pull-down-Experiment für die humanen ESCRT-Proteine war eine Bindung 
von ALIX und TSG101 an GST-p6 detektierbar (Abb. 9, G und I). Während Bro1 nur bei erhöhter Salz-
konzentration im Inkubationspuffer (400 mM NaCl) deutlich mit GST-p6 interagierte (Abb. 10, H versus 
G), präzipitierten ALIX und TSG101 auch in Gegenwart von 150 mM NaCl (Abb. 9, F-I). Die Ergebnisse 
der Bindungsassays deuteten darauf hin, dass die ESCRT-Proteine der Hefe stärker an eine andere Pro-
teinregion von Gag binden als an das p6-Peptid. In Übereinstimmung mit diesen Ergebnissen war die 
Freisetzung von Gag-GFP aus Hefesphäroplasten trotz der ESCRT-Abhängigkeit unabhängig von p6 
(Abb. 10A). 

 
7.5. ESCRT-Proteine aus Hefe und humanen Zellen binden an die aminoterminale Protein- 
       region von Gag. 
 

Um die Gagdomäne zu identifizieren, die mit den ESCRT-Proteinen der Hefe interagiert, wurden 
Koimmunpräzipitationsexperimente durchgeführt [Abb. 10 (D und F) und Abb. E14A]. Bro1 und Vps23 
koimmunpräzipitierten mit GFP-markierten Gagfragmenten, die entweder MA oder CA enthielten. Da-
rüber hinaus präzipitierten Bro1 und Vps23 mit GST-MA (Abb. 10, G und J). Es ist prinzipiell denkbar, 
dass die ESCRT-Proteine mit ihren UBDs an eine potentielle Ubiquitinmodifikation der in Hefe expri-
mierten Gagfragmente binden. Da E. coli aber kein Ubiquitin exprimiert (Pickart und Eddins, 2004) und 
die ESCRT-Proteine mit GST-MA präzipitierten, ist eine ESCRT-MA-Interaktion unabhängig von einer 
Ubiquitinmodifikation möglich. Eine Bindung von Bro1 oder Vps23 an GST-CA war nicht detektierbar 
(Abb. 10, G, H, J und K). Möglicherweise wird die ESCRT-CA-Interaktion im Koimmunpräzipitations-
experiment über eine posttranslationale Modifikation von CA vermittelt, die bei Expression in E. coli 
nicht auftritt. Strukturelle Unterschiede zwischen GST-CA und CA-GFP könnten ebenfalls eine Erklä-
rung sein.  

Eine Bindung von humanen ESCRT-Proteinen an die aminoterminale Region von HIV-1 Gag war in 
der Literatur nicht beschrieben. Die humanen ESCRT-Proteine, ALIX und TSG101, interagierten wie die 
Hefehomologen im Pull-down-Experiment mit GST-MA [Abb. 9 (F und H) und Abb. E13 (G-J)]. Die 
Bindung an GST-MA im Verhältnis zu GST-p6 war für ALIX stärker als für TSG101. Die Interaktion 
zwischen ALIX und MA wurde darüber hinaus mit einem Koimmunpräzipitationsexperiment bestätigt 
(Abb. 9E). Die Mutation der ALIX-Bindungsstelle in p6 und die Deletion von p6 reduzierten die Ko-
immunpräzipitation von ALIX mit Gag-GFP vergleichbar stark (Abb. 9C und Abb. E14C). Dass ALIX 
trotz Deletion von p6 noch mit Gag-GFP koimmunpräzipitierte, ist in Übereinstimmung mit der Annah-
me, dass ALIX auch an eine andere Region von Gag binden kann als an p6. 

Abbildung 9. ALIX und TSG101 binden an MA. Die relative Affinität für MA verglichen mit p6 ist für ALIX höher. A, Gag-GFP-Freiset-
zungsassay mit HEK293-Zellen. Die Gag-GFP-Freisetzung ist übereinstimmend mit publizierten Ergebnissen zur HIV-1-Freisetzung (Göttlinger 
et al., 1991) abhängig von p6. Zwei Tage nach der Transfektion mit Vektoren für die Expression der angegebenen Gagversionen vom CMV-
Promotor (pBM199, pBM203, pBM205, pBM207, pBM231) wurden VLPs aus dem Kulturmedium geerntet und Zelllysate präpariert. Gag-GFP 
wurde im Anti-GFP-Immunoblot detektiert. Eine kurze (a) und eine lange (b) Exposition sind abgebildet. B, schematische Darstellung von Gag-
GFP. C-E, Koimmunpräzipitationen von epitopmarkiertem ALIX oder TSG101 mit GFP-markierten Gagversionen oder MA-GFP. Die Bindung 
von ALIX an Gag wird durch Deletion von p6 reduziert, aber nicht verhindert. Die Bindung von TSG101 an Gag ist stärker von p6 abhängig. 
ALIX bindet an MA. Die Proteine wurden in HEK293-Zellen von Vektoren mit CMV-Promotor exprimiert (pBM197, pBM199, pBM203, 
pBM205, pBM207, pBM209, pBM231, EX-V1319-M08, EX-V1319-M14, EX-V4135-M12). Die GFP-markierten Proteine wurden in Gegen-
wart von 150 mM NaCl (C und D) oder wie angegeben (E) mit Anti-GFP-Antikörpern immunpräzipitiert und koimmunpräzipitiertes ALIX oder 
TSG101 wurde mit Antikörpern gegen die Epitopmarkierung im Immunoblot detektiert. IP, Immunpräzipitation. F-I, Pull-down-Experimente, 
die zeigen, dass ALIX und TSG101 an in E. coli exprimiertes GST-MA binden. Die relative Affinität für MA verglichen mit p6 ist für ALIX 
höher. An GST fusionierte Gagfragmente wurden in E. coli exprimiert (pBM239, pBM255, pBM257), an Glutathionsepharose gebunden und mit 
Extrakt aus HEK293-Zellen inkubiert, die epitopmarkiertes ALIX oder TSG101 von einem Vektor mit CMV-Promotor exprimierten (EX-
V1319-M08, EX-V4135-M12). An die Sepharose gebundene Proteine wurden im Immunblot mit den angegebenen Antikörper detektiert. αActin 
diente als Kontrolle für die spezifische Bindung der ESCRT-Proteine. A, C, D, WT, Wildtyp. 
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Die Bindung von Bro1, Vps23 und den humanen Homologen an GST-MA war in Gegenwart von 
400 mM NaCl gegenüber 150 mM NaCl deutlich reduziert [Abb. 10 (G, H, J und K) und Abb. 9 (F-I)]. 
Im Gegensatz dazu präzipitierte Bro1 nur in Gegenwart von 400 mM NaCl mit GST-p6 (siehe 7.4.). Da 
die ESCRT-Proteine der Hefe bei 400 mM NaCl mit MA-GFP koimmunpräzipitierten [Abb. 10 (D-F) 
und Abb. E13 (E und F)] und eine potentielle Bindung der ESCRT-Proteine an Gag-GFP über p6 nicht 
verhindert werden sollte, wurden die folgenden Koimmunpräzipitationsexperimente in Inkubationspuffer 
mit 400 mM NaCl durchgeführt. Die Ergebnisse der Koimmunpräzipitationsexperimente für ALIX und 
TSG101 mit Gag-GFP und Versionen mit mutiertem p6 waren in Gegenwart von 150 mM und 400 mM 
NaCl vergleichbar (Abb. 9C versus Abb. E14C und Abb. 9D versus Abb. E14D). 

Eine RNA-vermittelte Bindung von ALIX an die NC-Domäne von Gag ist beschrieben (Sette et al., 
2012). In den Koimmunpräzipitationsexperimenten dieser Arbeit wurde keine NC-spezifische Bindung 
von Bro1 an GFP-markierte Gagfragmente beobachtet (Abb. 10D und Abb. E14A). Die Salzkonzentra-
tion von 400 mM NaCl im Inkubationspuffer könnte eine potentielle RNA-abhängige Bindung reduzie-
ren. In einem Koimmunpräzipitationsexperiment, das parallel in Gegenwart von 150 mM und 400 mM 
NaCl durchgeführt wurde, koimmunpräzipitierte Vps23 in Gegenwart von 150 mM NaCl auch NC-spezi-
fisch mit GFP-markierten Gagfragmenten (Abb. E14B versus Abb. 10F). Es ist möglich, dass in Gegen-
wart von 150 mM NaCl auch Bro1 an NC bindet. 

Die Ergebnisse der Bindungsassays deuten darauf hin, dass Bro1, Vps23 und ihre humanen Homolo-
gen, ALIX und TSG101, an die aminoterminale Proteinregion von Gag binden können. In Koimmunprä-
zipitationsexperimenten interagierten Bro1 und Vps23 mit MA und CA. Die Bindung an MA wurde mit 
einem GST-Pull-down-Experiment bestätigt. ALIX und TSG101 präzipitierten mit GST-MA, ALIX zu-
sätzlich mit MA-GFP. Die Bindung an GST-MA im Verhältnis zu GST-p6 war für ALIX stärker als für 
TSG101. 

 
7.6. Die Bindung von ESCRT-Proteinen der Hefe an MA wird durch Mutation eines 
       hydrophoben Bereichs auf der MA-Oberfläche reduziert. 
 

Da sowohl die ESCRT-Proteine der Hefe als auch die humanen Homologen in Bindungsassays mit 
MA interagierten, wurde im Folgenden versucht, die Funktion dieser Interaktion zu charakterisieren. 
Dazu wurden MA-Mutanten gesucht, die die Bindung von MA an ESCRT-Proteine reduzieren.  

Eine Gagmutante, Gag(Δ8-87), der der überwiegende Teil des MA-„Kopfs“ fehlt, beeinträchtigt die 
HIV-1-Freisetzung aus HeLa-Zellen nicht (Reil et al., 1998). Im Gegensatz dazu wurde Gag(Δ8-87)-GFP 
aus Hefesphäroplasten nicht freigesetzt und die Gag(Δ8-87)-GFP-Freisetzung aus HEK293-Zellen war 

Abbildung 10. ESCRT-Proteine der Hefe binden an die aminoterminale Proteinregion von Gag. A, die Freisetzung von Gag-GFP oder der 
angegebenen Gag-GFP-Mutanten aus Hefesphäroplasten des Wildtypstamms oder einer Δvps23-Mutante wurde mit einem Anti-GFP-Immuno-
blot von Zentrifugationssedimenten des Inkubationsmediums (VLPs) analysiert. P6 ist für die Gag-GFP-Freisetzung aus Hefe nicht notwendig. 
Die Gag-GFP-Versionen wurden von einem 2µ-Vektor mit PGK-Promotor exprimiert (pBM267, pBM269, pBM779, pBM780). Die Kinetiken 
sind Ausschnitte aus demselben Autoradiografiefilm. S, Sphäroplastenlysat, das am letzten Zeitpunkt der Kinetik präpariert wurde. B, schema-
tische Darstellung von Gag-GFP. C-F, Koimmunpräzipitationsexperimente mit GFP-markierten Gagversionen oder Gagfragmenten, die von 
einem 2µ-Vektor mit induziertem MET3-Promotor (pBM273, pBM276, pBM279, pBM282, pBM285, pBM291, pBM294, pBM297, pBM300, 
pBM303, pBM309, pBM353) in Hefezellen mit genomisch kodiertem epitopmarkierten Bro1 oder Vps23 exprimiert wurden. Die Ergebnisse 
weisen darauf hin, dass Bro1 und Vps23 über MA und CA an Gag binden. Die Gagversionen oder Gagfragmente wurden in Gegenwart von  
400 mM NaCl mit Anti-GFP-Antikörpern immunpräzipitiert und koimmunpräzipitiertes Bro1 oder Vps23 wurde mit Anti-HA- oder Anti-Myc-
Immunoblots detektiert. IP, Immunpräzipitation. C, Bro1 bindet unabhängig von p6 an Gag. D, Bro1 bindet an Gagfragmente, die MA oder CA 
enthalten. E, Vps23 bindet an MA und unabhängig von p6 an Gag. F, Vps23 bindet an Gagfragmente, die MA oder CA enthalten. G-K, Pull-
down-Experimente, die zeigen, dass genomisch kodiertes epitopmarkiertes Bro1 und Vps23 an in E. coli exprimiertes GST-MA binden. Bro1 
bindet zusätzlich an GST-p6. Diese Bindung ist abhängig vom ALIX-Bindungsmotiv. An GST fusionierte Gagfragmente wurden in E. coli 
exprimiert (pBM239, pBM241, pBM243, pBM245, pBM255, pBM257), an Glutathionsepharose gebunden und mit Hefeextrakt inkubiert. An die 
Sepharose gebundene Proteine wurden im Immunoblot mit den angegebenen Antikörpern detektiert. PGK diente als Kontrolle für die spezifische 
Bindung der ESCRT-Proteine. G und J, der Bindungspuffer enthielt 150 mM NaCl. H, I und K, der Bindungspuffer enthielt 400 mM NaCl. G, H, 
J und K und Abb. 10, F-I stammen aus demselben Experiment. A und C, WT, Wildtyp. 
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stark reduziert (Abb. 15A und Abb. 18G). Auch in fluoreszenzmikroskopischen Experimenten ergaben 
sich Unterschiede im Vergleich zu Gag-GFP. Gag(Δ8-87)-GFP bildete in Hefe weniger plasmamembran-
assoziierte Strukturen als Gag-GFP und diese Strukturen hatten einen größeren Durchmesser (Abb. 15C 
und Abb. E15). In HEK293-Zellen waren viele kleine Gag(Δ8-87)-GFP-Akkumulate vorhanden, wäh-
rend Gag-GFP eine homogene zytoplasmatische Färbung zeigte (nicht abgebildet). Möglicherweise wird 
der hier beobachtete Freisetzungsdefekt bei Expression des Virus, wie in dem zitierten Experiment, kom-
pensiert. Alternativ könnte der Assemblierungsdefekt von Gag(Δ8-87)-GFP im Zusammenhang mit einer 
zusätzlichen Bande unklarer Zusammensetzung im Immunoblot stehen (Abb. 15A und Abb. 18G). Da die 
Deletion von ESCRT-Proteinen zwar die Freisetzung von Gag-GFP aus Hefesphäroplasten reduzierte, 
aber zu keinem fluoreszenzmikroskopisch detektierbaren Assemblierungsdefekt führte (siehe 7.3.), war 
der Assemblierungsdefekt von Gag(Δ8-87)-GFP vermutlich nicht durch eine reduzierte ESCRT-Bindung 
verursacht. Diese Gagmutante schien aufgrund ihres Assemblierungsdefekts für weitere Experimente zur 
Charakterisierung der MA-ESCRT-Interaktion ungeeignet zu sein. In der Folge wurden Mutanten ge-
sucht, die MA weniger stark verändern. 

Um Punktmutationen zu finden, die die Interaktion von MA mit Bro1 reduzieren, wurde zunächst 
versucht, eine Region in MA einzugrenzen, die an der Interaktion beteiligt sein könnte. Dazu wurden Ko-
immunpräzipitationsexperimente mit Fragmenten und internen Deletionsmutanten von MA-GFP durchge-
führt (Abb. E16, A-C). Die Ergebnisse deuteten auf eine Bindungsbeteiligung der Region von Helix-2 
und dem Strand-Loop zwischen Helix-1 und Helix-2 im MA-„Kopf“ hin (Abb. 11A). Vermutlich gene-
riert die Expression von Fragmenten des globulär gefalteten MA-„Kopfs“ Oberflächen, die vom intakten 
Protein nicht exponiert werden. Außerdem können Oberflächen zerstört werden, die aus in der Protein-
sequenz entfernt voneinander liegenden Aminosäuren aufgebaut sind. Die Ergebnisse dieser Koimmun-
präzipitationsexperimente konnten also nur als Hinweis gewertet werden. In dem identifizierten Bereich 
wurde anschließend nach Punktmutationen gesucht, die die Interaktion von Bro1 und MA reduzieren. 
Dazu wurde für die Aminosäuren 20 bis 43 eine AAA-Mutagenese durchgeführt. Jeweils drei aufeinan-
derfolgende Aminosäuren wurden gegen Alanine ausgetauscht und die Mutanten für Koimmunpräzipi-
tationsexperimente mit Bro1 verwendet (Abb. E16, D-F). Die Expressionsstärke der AAA-Mutanten mit 
Austauschen der Aminosäuren 23 bis 43 entsprach der von MA-GFP. Somit konnten diese Mutanten zur 
Analyse verwendet werden. Zwei Mutanten, YKL29,30,31AAA und VWA35,36,37AAA, reduzierten die 
Koimmunpräzipitation von Bro1. In der Folge wurden Einzelaustausche der Aminosäuren 29 bis 31 und 
35 bis 37 hergestellt. Um die Eigenschaften an diesen Positionen stärker zu verändern, wurde nicht nur 
gegen Alanin, sondern auch gegen Arginin, Glutamat oder Tryptophan ausgetauscht. Austausche von 
Leu-31, Val-35 oder Trp-36 reduzierten die Bindung von Bro1 an MA (Abb. 11B). Der Vergleich der 
HIV-1-Gag-Sequenzen von 194 Virusisolaten, die im Kompendium der HIV-Sequenzdatenbank (https:// 
www.hiv.lanl.gov, 2017) hinterlegt sind, zeigte, dass hydrophobe Aminosäureseitenketten in Position 31, 
35 und 36 konserviert sind (Position 31: 135/194 Leucin, 49/194 Methionin, 10/194 Isoleucin; Position 
35: 187/194 Valin, 5/194 Isoleucin, 1/194 Leucin, 1/194 Methionin; Position 36: 194/194 Tryptophan). In 
der Röntgen- und NMR-Struktur sind diese drei Aminosäuren auf der MA-Oberfläche exponiert (Abb. 
11, D und E) (Hill et al., 1996; Saad et al., 2006). Sie könnten also an einer Protein-Protein-Interaktion 
beteiligt sein. Die Aminosäuren sind nicht Teil der MA-MA-Kontaktflächen in MA-Trimer (Abb. 11E) 
(Hill et al., 1996). Nach den Ergebnissen der erwähnten Strukturanalysen und von zusätzlichen Studien 
zur MA-Lipid-Interaktion (Mercredi et al., 2016; Murphy et al., 2019; Shkriabai et al., 2006) befinden 
sich die identifizierten Aminosäuren auf der Seite des MA-„Kopfs“, die zur Plasmamembran orientiert 
ist. Um die Interaktion von MA und Bro1 noch stärker zu reduzieren, wurden Mutationen kombiniert. Für 
die folgenden funktionellen Experimente wurde MA3*(L31R,V35E,W36A) gewählt (Abb. 11B). Die drei 
Aminosäuren mit ungeladenen Seitenketten in Position 31, 35 und 36 wurden gegen eine Aminosäure mit  
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Abbildung 11. Die Mutation eines hydrophoben Bereichs auf der MA-Oberfläche, der aus Leu-31, Val-35 und Trp-36 besteht, reduziert 
die Bindung von Bro1 und Vps23 an MA. Bro1 bindet über NCA an CA. A, Proteinsequenz von MA, abgeleitet von pGag-EGFP (Hermida-
Matsumoto und Resh, 2000), dem Template in dieser Arbeit. Leu-31, Val-35 und Trp-36, deren Austausch die Bindung an Bro1 reduziert, sind 
orange markiert. Die Zuordnung der Helices (H) ist aus der Röntgenstruktur von MA (Hill et al., 1996) übernommen. B und C, GFP-markierte 
MA-Versionen wurden in Hefezellen mit genomisch kodiertem 9Myc-markierten Bro1 oder Vps23 von einem 2µ-Vektor mit induziertem MET3-
Promotor exprimiert (pBM291, pBM353, pBM437, pBM440, pBM449, pBM494, pBM497, pBM506, pBM527, pBM530). MA-GFP wurde in 
Gegenwart von 400 mM NaCl mit Anti-GFP-Antikörpern immunpräzipitiert und koimmunpräzipitiertes Bro1 oder Vps23 wurde im Anti-Myc-
Immunoblot detektiert. Die roten Kästchen kennzeichnen die MA3*-Mutation, die in den folgenden Experimenten zur Reduktion der ESCRT-
MA-Bindung ausgewählt wurde. B, der Austausch von Leu-31, Val-35 oder Trp-36 reduziert die Interaktion von Bro1 mit MA. C, MA-Mutan-
ten, die die Bindung an Bro1 reduzieren, vermindern auch die Koimmunpräzipitation von Vps23. D-F, molekulare Oberflächenstrukturen, darge-
stellt mit der VMD-Software (Humphrey et al., 1996). Weiß, nicht polare Aminosäureseitenketten; blau, basische Aminosäureseitenketten; rot, 
saure Aminosäureseitenketten; grün, polare Aminosäureseitenketten; schwarz, Myristylkette. D, MA-NMR-Struktur (PDB-Eintrag 2H3I) (Saad 
et al., 2006). Leu-31, Val-35 und Trp-36 bilden einen hydrophoben Bereich auf der MA-Oberfläche. E, Röntgenstruktur des MA-Trimers (PDB-
Eintrag 1HIW) (Hill et al., 1996). Leu-31, Val-35 und Trp-36 sind auf der zur Plasmamembran orientierten Seite von MA lokalisiert und nicht 
Teil der MA-MA-Kontaktstellen im Trimer. Für die Aminosäuren in Position 26, 27, 30 und 32 mit basischen Seitenketten wurde eine Beteili-
gung an der MA-Phospholipid-Interaktion vorgeschlagen (Mercredi et al., 2016; Murphy et al., 2019; Shkriabai et al., 2006). F, Röntgenstruktur 
von humanem Ubiquitin (PDB-Eintrag 1UBQ) (Vijay-Kumar et al., 1987). Der hydrophobe Bereich auf der MA-Oberfläche, der aus Leu-31, 
Val-35 und Trp-36 gebildet wird, ist einem hydrophoben Bereich aus Leu-8, Ile-44 und Val-70 auf der Ubiquitinoberfläche ähnlich, der an der 
Interaktion von Ubiquitin mit Vps23, Bro1, TSG101 und ALIX beteiligt ist (Pashkova et al., 2013; Sundquist et al., 2004; Teo et al., 2004). G 
und H, Pull-down-Experimente, die zeigen, dass genomisch kodiertes 9Myc-markiertes Bro1 oder Vps23 an in E. coli exprimiertes GST-MA 
(pBM255) bindet, während VPS23 oder BRO1 deletiert ist. GST-MA wurde an Glutathionsepharose gebunden und mit Hefeextrakt in Gegenwart 
von 150 mM NaCl inkubiert. An die Sepharose gebundene Proteine wurden im Immunoblot mit den angegebenen Antikörpern detektiert. I, Ko-
immunpräzipitation von Bro1 mit GFP-markierten CA-Versionen. Bro1 bindet an die aminoterminale Domäne von CA (NCA). Wie B, mit der 
Ausnahme, dass GFP-markiertes Gag, CA, NCA oder CCA (pBM273, pBM294, pBM339, pBM342, pBM353) in einem Hefestamm mit geno-
misch kodiertem 3HA-markierten Bro1 exprimiert und koimmunpräzipitiertes Bro1 im Anti-HA-Immunoblot detektiert wurde. B, C, G und H, 
WT, Wildtyp. B, C und I, IP, Immunpräzipitation. 
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basischer, eine mit saurer und eine mit neutraler Seitenkette ausgetauscht, um die Veränderung der Ober-
flächenladung von MA möglichst gering zu halten. Da die Koimmunpräzipitationsexperimente mit MA-
Fragmenten, wie oben beschrieben, nur bedingt aussagekräftig sind und basierend auf diesen Ergebnissen 
der Bereich des MA-Moleküls für die AAA-Mutagenese abgeschätzt wurde, ist nicht auszuschließen, 
dass andere Bereiche von MA zur Interaktion mit Bro1 beitragen. 

Die MA3*-Mutation reduzierte auch die Koimmunpräzipitation von Vps23 mit MA-GFP (Abb. 
11C). Dieses Ergebnis lässt verschiedene Interpretationen zu (Abb. 12). Da die ESCRT-Proteine in den 
Bindungsstudien aus Zellextrakt präzipitiert wurden, besteht die Möglichkeit, dass MA nicht direkt an die 
ESCRT-Proteine bindet, sondern dass Bro1 und Vps23 durch einen anderen Faktor rekrutiert werden. 
Geht man davon aus, dass die in MA3* ausgetauschten Aminosäuren an der direkten oder indirekten MA-
ESCRT-Interaktion beteiligt sind, ergeben sich folgende Möglichkeiten: 1) Bro1 oder Vps23 bindet direkt 
an MA und rekrutiert das jeweils andere Protein. 2) MA rekrutiert beide ESCRT-Proteine über einen 
anderen Faktor. 3) Bro1 und Vps23 binden direkt an die gleiche Stelle in MA. Alternativ könnten die 
ESCRT-Proteine direkt oder indirekt unabhängig von dem identifizierten hydrophoben Bereich an eine 
andere Region in MA binden. In diesem Fall könnte die Mutation des hydrophoben Bereichs die Bindung 
von MA an einen zusätzlichen Faktor verstärken, der die ESCRT-Proteine sterisch verdrängt. Um zu 
testen, ob Vps23 über Bro1 an MA bindet oder umgekehrt, wurden Pull-down-Experimente mit GST-MA 
und Extrakt aus Δbro1- oder Δvps23-Zellen durchgeführt (Abb. 11, G und H). Die Interaktion zwischen 

    
 
Abbildung 12. Die MA3*-Mutation reduziert die Koimmunpräzipitation von Bro1 und Vps23 mit MA. Schematische Darstellung von 
Erklärungsmöglichkeiten. A-C, ein hydrophober Bereich auf der Oberfläche von MA, der in MA3* mutiert ist, ist direkt oder indirekt an der 
MA-ESCRT-Interaktion beteiligt. A, Bro1 oder Vps23 bindet direkt an MA und rekrutiert das jeweils andere Protein. Da die Deletion des einen 
ESCRT-Proteins die Bindung des anderen ESCRT-Proteins an MA im GST-Pull-down nicht reduzierte und umgekehrt, ist diese Möglichkeit un-
wahrscheinlich. B, MA rekrutiert beide ESCRT-Proteine über einen anderen Faktor (rot). C, Bro1 und Vps23 binden direkt an die gleiche Stelle 
in MA. Der hydrophobe Bereich auf der MA-Oberfläche ist einem hydrophoben Bereich auf der Ubiquitinoberfläche ähnlich, der an die UBDs 
(ubiquitinbindende Domänen) von Bro1 und Vps23 bindet. MA könnte diese Struktur auf der Ubiquitinoberfläche nachahmen und darüber die 
ESCRT-Proteine rekrutieren. D, der hydrophobe Bereich auf der MA-Oberfläche ist an der Interaktion mit den ESCRT-Proteinen nicht beteiligt. 
Die ESCRT-Proteine binden direkt oder indirekt an eine andere Region von MA. Die Mutation des hydrophoben Bereichs erhöht die Affinität 
von MA für einen Faktor (orange), bei dessen Bindung die ESCRT-Proteine sterisch verdrängt werden. 
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Vps23 und MA war unabhängig von Bro1 und umgekehrt. Koimmunpräzipitationsexperimente mit Gag-
GFP und MA-GFP führten zu vergleichbaren Ergebnissen (Abb. E17). Aus diesen Experimenten kann 
man schlussfolgern, dass entweder beide Proteine direkt an MA binden oder über einen anderen Faktor 
rekrutiert werden. Eine mögliche Erklärung für eine direkte Bindung beider ESCRT-Proteine an die 
gleiche Bindungsstelle in MA ist die Beobachtung, dass der hydrophobe Bereich auf der MA-Oberfläche, 
der aus den drei identifizierten Aminosäuren gebildet wird, einem hydrophoben Bereich auf der Ober-
fläche von Ubiquitin ähnlich ist (Abb. 11, D und F). Über den hydrophoben Bereich auf der Ubiquitin-
oberfläche, der aus den Aminosäuren Leu-8, Ile-44 und Val-70 besteht, interagieren die UBDs von ubi-
quitinbindenden ESCRT-Proteinen, darunter Bro1, Vps23, TSG101 und ALIX, mit Ubiquitin (Pashkova 
et al., 2013; Sundquist et al., 2004; Teo et al., 2004). Angrenzende Aminosäuren mit basischer Seitenkette 
befinden sich in MA und Ubiquitin in ähnlicher Position. Es ist denkbar, dass MA durch Nachahmung 
einer Struktur im Ubiquitinmolekül an die UBDs von ESCRT-Proteinen bindet. Die direkte Bindung von 
TSG101 und ALIX an die gleiche Stelle eines anderen Proteins, des zellulären Interaktionspartners 
CEP55, ist beschrieben (Lee et al., 2008; Morita et al., 2007). An dieser Bindung sind unstrukturierte pro-
linreiche Regionen in der carboxyterminalen Domäne von ALIX und in dem carboxyterminal der UEV-
Domäne gelegenen Bereich von TSG101 beteiligt. Die entsprechenden Regionen in Bro1 und Vps23 
enthalten ebenfalls prolinreiche Sequenzen (Abb. E11 und E12). 

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass die Mutation eines hydrophoben Bereichs auf der 
MA-Oberfläche die Interaktion zwischen MA und den ESCRT-Proteinen Bro1 und Vps23 reduziert. Die 
Bindung von Bro1 an MA ist unabhängig von Vps23 und umgekehrt. Publizierten Ergebnissen zufolge 
liegt der identifizierte hydrophobe Bereich auf der zur Plasmamembran orientierten Seite von MA. 

 
7.7. Mutationen in der aminoterminalen Proteinregion von Gag reduzieren die Bindung an 
       ESCRT-Proteine der Hefe. 
 

Der Austausch von Leu-31, Val-35 oder Trp-36 in MA reduzierte die Menge an koimmunpräzipitier-
tem Bro1 und Vps23 (siehe 7.6.). Um den Einfluss von Austauschen dieser Aminosäuren auf die Bindung 
der ESCRT-Proteine an Gag zu untersuchen, wurden Koimmunpräzipitationsexperimente mit GFP-mar-
kierten Gagversionen durchgeführt. Mit Ausnahme von V35E reduzierten die Aminosäureaustausche die 
Bindung von Bro1 und Vps23 an Gag-GFP leicht [Abb. 13 (B und C) und Abb. E18J]. Da die Bindungs-
studien mit Gagfragmenten gezeigt hatten, dass die ESCRT-Proteine der Hefe an MA, CA und p6 binden 
können (siehe 7.5.), wurde außerdem getestet, ob die Bindung der ESCRT-Proteine an Gag-GFP stärker 
reduziert ist, wenn zusätzlich zur MA3*-Mutation die Interaktion mit CA und p6 verhindert wird. CA 
besteht aus zwei Domänen (Schur et al., 2015). Die carboxyterminale Domäne (CCA) ist für die Gag-
assemblierung notwendig (Bharat et al., 2014). Deletion der Aminosäuren 126 bis 277 von Gag (ΔNCA), 
die die aminoterminale Domäne von CA (NCA) und die sieben carboxyterminalen Aminosäuren des MA-
„Stiels“ umfassen, beeinträchtigt die HIV-1-Freisetzung nicht (Borsetti et al., 1998). Die Freisetzung von 
Gag(ΔNCA)-GFP aus HEK293-Zellen führte zum gleichen Ergebnis (Abb. 18, F und G). Diese Experi-
mente deuten darauf hin, dass die Deletion die Gagassemblierung nicht wesentlich stört. Mit einem Ko-
immunpräzipitationsexperiment wurde getestet, ob Bro1 an die aminoterminale oder carboxyterminale 
Domäne von CA bindet (Abb. 11I). Bro1 koimmunpräzipitierte mit der aminoterminalen Domäne (NCA-
GFP), aber nicht mit der carboxyterminalen (CCA-GFP). Um zu verhindern, dass die ESCRT-Proteine 
über CA an Gag-GFP binden, wurden aufgrund dieser Ergebnisse die Aminosäuren 126 bis 277 deletiert. 
ΔNCA reduzierte die ESCRT-Bindung an Gag(MA3*)-GFP [Abb. 13, B und C (Spur 8 versus Spur 9) 
und D und E (Spur 7 versus Spur 4)] und die Kombination aus MA3* und ΔNCA [Gag(MA3*/ΔNCA)-
GFP] verminderte die Koimmunpräzipitation der ESCRT-Proteine im Vergleich zu Gag-GFP deutlich 
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[Abb. 13, B (Spur 9 versus Spur 2) und D und E (Spur 4 versus Spur 2)]. Die zusätzliche Deletion des p6-
Peptids reduzierte die Bindung von Bro1 noch etwas mehr (Abb. E18J, Spur 8 versus Spur 9). Obwohl 
keine Reduktion der Bindung von Bro1 an Gag-GFP durch die V35E-Mutation zu beobachten war (siehe 
oben), koimmunpräzipitierte weniger Bro1 mit Gag(V35E/ΔNCA/Δp6)-GFP als mit Gag(ΔNCA/Δp6) 
(Abb. E18J, Spur 6 versus Spur 3). Dieses Ergebnis legt die Vermutung nahe, dass die V35E-Mutation 
einen Effekt hat, wenn die Interaktion von Gag und Bro1 in einem anderen Bereich von Gag bereits ge-
stört ist. 

Die Koimmunpräzipitationsexperimente für ESCRT-Proteine und Gagmutanten mit kombinierter 
Mutation von MA, CA und p6 bestätigen die Ergebnisse der Bindungsstudien mit Gagfragmenten. Die 
Ergebnisse deuten darauf hin, dass Vps23 an MA und CA und dass Bro1 an MA, CA und p6 binden kann 
(Abb. 14). 

 

 
7.8. Mutationen in MA, die die Gag-ESCRT-Interaktion reduzieren, steigern die Plasma- 
       membranbindung von Gag-GFP und die Gag-GFP-Freisetzung aus Hefe. 
 

Die Ergebnisse legten die Vermutung nahe, dass MA und NCA zur Gag-ESCRT-Interaktion beitra-
gen. Im Folgenden wurde der Einfluss der ΔNCA-Mutation und der beschriebenen Aminosäureaustau-
sche in MA auf die Gag-GFP-Freisetzung untersucht. Unerwarteterweise hatten die MA3*- und die 
ΔNCA-Mutation gegensätzliche Effekte (Abb. 15A). Die Gag(MA3*)-GFP-Freisetzung war gegenüber 
Gag-GFP gesteigert. Die Gag(ΔNCA)-GFP-Freisetzung war reduziert. Die ΔNCA-Mutation war domi-
nant gegenüber der MA3*-Mutation. Die p6-Deletion hatte keinen zusätzlichen Einfluss auf die Freiset-

Abbildung 13. Mutationen in der aminoterminalen Proteinregion von Gag reduzieren die Interaktion von Gag mit Bro1 und Vps23.  
A, schematische Darstellung von Gag-GFP. B-E, Koimmunpräzipitationsexperimente mit Gag-GFP-Versionen, die von einem 2µ-Vektor mit 
induziertem MET3-Promotor (pBM273, pBM285, pBM353, pBM548, pBM551, pBM582, pBM583, pBM584, pBM585, pBM587, pBM610, 
pBM611, pBM694, pBM706) in Hefezellen mit genomisch kodiertem 9Myc-markierten Bro1 oder Vps23 exprimiert wurden. Austausche von 
Leu-31 und Trp-36 in Gag reduzieren die Gag-ESCRT-Bindung leicht. Die Deletion der Aminosäuren 126-277 (ΔNCA) verstärkt den Effekt von 
Aminosäureaustauschen in MA [Gag(MA3*)-GFP versus Gag(MA3*/ΔNCA)-GFP]. V35E reduziert die Koimmunpräzipitation der ESCRT-Pro-
teine mit Gag-GFP nicht. Gag-GFP wurde mit Anti-GFP-Antikörpern in Gegenwart von 400 mM NaCl immunpräzipitiert und koimmunpräzi-
pitiertes Bro1 oder Vps23 wurde im Immunoblot mit Anti-Myc-Antikörpern detektiert. IP, Immunopräzipitation. WT, Wildtyp.  

                       
 
Abbildung 14. Schematische Darstellung der Ergebnisse aus den Bindungsassays. In Bindungsassays interagierten Bro1, Vps23 und die hu-
manen Homologen, ALIX und TSG101, mit der aminoterminalen Proteinregion von Gag. Bro1 und Vps23 koimmunpräzipitierten mit MA-GFP 
und CA-GFP. Bro1 koimmunpräzipitierte zusätzlich mit NCA-GFP, aber nicht mit CCA-GFP. In Koimmunpräzipitationsexperimenten mit Gag-
GFP reduzierte eine Kombination von Punktmutationen in MA mit einer Deletion von NCA und den sieben carboxyterminalen Aminosäuren des 
MA-„Stiels“ die Bindung von Bro1 und Vps23 an Gag. Die Interaktion von Bro1 und Vps23 mit MA wurde mit einem GST-Pull-down-Experi-
ment bestätigt. Abhängig von der publizierten ALIX-Bindungsstelle (siehe 7.4.) interagierte Bro1 zusätzlich mit GST-p6. Die Bindung von Bro1 
an Gag-GFP war bei Deletion von p6 aber nicht reduziert. Die Koimmunpräzipitation von ALIX und TSG101 mit Gag-GFP war bei Mutation der 
publizierten Bindungsstellen in p6 (siehe 7.4.) reduziert. ALIX und TSG101 präzipitierten mit GST-MA und GST-p6. Die Bindung an GST-MA 
im Verhältnis zu GST-p6 war für ALIX stärker als für TSG101. Die ALIX-MA-Interaktion wurde mit einem Koimmunpräzipitationsexperiment 
bestätigt. Da die Bindungsstudien dieser Arbeit mit Zellextrakten durchgeführt wurden, könnte die Bindung der ESCRT-Proteine an die amino-
terminale Proteinregion von Gag über zusätzliche Faktoren vermittelt sein. Mit den verwendeten Bindungsassays können die Affinitäten der ver-
schiedenen ESCRT-Proteine zu Gag nicht miteinander verglichen werden. Die Größe der Symbole ist nicht als Ausdruck einer Interpretation in 
diese Richtung zu verstehen.  
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zung von Gag(MA3*/ΔNCA)-GFP (Abb. E18I). Um zu testen, ob die intrazelluläre Lokalisation, As-
semblierung oder Membranbindung von Gag(MA3*)-GFP und Gag(ΔNCA)-GFP gegenüber Gag-GFP 
verändert und damit eine mögliche Ursache für die Freisetzungseffekte ist, wurden die Mutanten mit 
Fluoreszenzmikroskopie analysiert und membranhaltige Zentrifugationssedimente wurden präpariert. 
Gag(MA3*)-GFP und Gag(ΔNCA)-GFP bildeten zu Gag-GFP vergleichbare punktförmige Strukturen an 
der Plasmamembran (Abb. 15C und Abb. E19 und E20). Zytosolische Aggregatbildungen, als Hinweis 
auf eine mögliche Fehlfaltung, waren nicht sichtbar. Die Menge des mit Membranen bei 25000g sedimen-
tierenden Gag(ΔNCA)-GFP war vergleichbar zu Gag-GFP (Abb. 15E und Abb. E18B). Das Verteilungs-
muster von Gag(ΔNCA)-GFP in der differenziellen Zentrifugation stimmte ebenfalls mit dem von Gag-
GFP überein (Abb. 15D). Aus diesen Experimenten ergab sich also kein Hinweis auf eine gestörte Mem-
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branbindung, Lokalisation oder Assemblierung von Gag(ΔNCA)-GFP. Das Sedimentationsverhalten von 
Gag(MA3*)-GFP und Gag-GFP war hingegen unterschiedlich [Abb. 15. (D, E und G) und Abb. E18 (A-
C)]. Die Verteilung von Gag(MA3*)-GFP zwischen zytosolhaltigem Überstand und membranhaltigem 
25000g-Sediment war gegenüber Gag-GFP deutlich zur sedimentierbaren Form verschoben. Die erhöhte 
Membranbindung könnte die gesteigerte Gag(MA3*)-GFP-Freisetzung erklären. Allerdings war die Frei-
setzung von Gag(MA3*/ΔNCA)-GFP gegenüber Gag-GFP reduziert, obwohl eine größere Menge an 
Gag(MA3*/ΔNCA)-GFP bei 25000g sedimentierte [Abb. 15 (A und E) und Abb. E18 (B und I)]. Eine 
erhöhte Plasmamembranbindung ist also nicht ausreichend, um die Gag-GFP-Freisetzung zu steigern, 
wenn die Aminosäuren 126 bis 277 deletiert sind. 

Um zu untersuchen, ob die erhöhte Plasmamembranbindung von Gag(MA3*)-GFP, die gesteigerte 
Freisetzung und die reduzierte Bindung an ESCRT-Proteine miteinander verknüpft sein könnten, wurden 
die Membranbindung und die Freisetzung von weiteren Gag-GFP-Versionen mit Austausch der Amino-
säuren Leu-31, Val-35 und Trp-36 getestet. Alle Mutanten bildeten fluoreszierende punktförmige Struk-
turen an der Plasmamembran wie Gag-GFP. Zytosolische Aggregate waren nicht sichtbar. Mit Ausnahme 
von Gag(V35E)-GFP sedimentierten die Mutanten stärker mit Membranen als Gag-GFP [Abb. 15G und 
Abb. 18A (A-C)]. Darüber hinaus steigerten die Austausche von Leu-31 und Trp-36, anders als die 
V35E-Mutation, die Gag-GFP-Freisetzung aus Sphäroplasten [Abb. 15F und Abb. E18 (D-H)]. Im Ge-
gensatz zu den anderen Mutationen reduzierte V35E die Gag-ESCRT-Interaktion in den Koimmunpräzi-
pitationsexperimenten nicht (siehe 7.7.). Die Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass die Reduktion 
der Gag-ESCRT-Interaktion über die MA-Domäne, die gesteigerte Bindung an die Plasmamembran und 
die erhöhte Freisetzung gemeinsam auftreten.  

Der umgekehrte Zusammenhang zwischen der Bindung von Gag an die Plasmamembran und der 
Interaktion von MA mit ESCRT-Proteinen lässt zwei Interpretationsmöglichkeiten zu: 1) Die Bindung 
von MA an die Plasmamembran wird durch die Interaktion mit ESCRT-Proteinen oder mit einem die 
ESCRT-Proteine rekrutierenden Faktor verhindert. 2) Die Bindung von MA an die Plasmamembran führt 
zur Ablösung der an MA gebundenen ESCRT-Proteine oder eines die ESCRT-Proteine rekrutierenden 
Faktors. Der mit Membranen sedimentierende Anteil an Gag-GFP war in ESCRT-Deletionsmutanten 
(Δbro1, Δvps23, Δbro1Δvps23, Δvps4 und Δvps27) gegenüber dem Wildtypstamm nicht verändert (siehe 
7.3., Abb. 7E). Demnach ist die Möglichkeit, dass eine direkte Bindung der entsprechenden ESCRT-
Proteine an MA die Bindung von Gag an die Plasmamembran verhindert, unwahrscheinlich. Zur Bestäti-
gung dieser Ergebnisse wurde die Plasmamembranassoziation von MA-GFP in ESCRT-Deletionsmutan-
ten untersucht. Für MA-GFP war eine zytosolische Fluoreszenz zu beobachten (Abb. 16A). Für MA3*-

Abbildung 15. Mutationen in einem hydrophoben Bereich auf der MA-Oberfläche steigern die Bindung von Gag-GFP an die Plasma-
membran und die Gag-GFP-Freisetzung aus Hefe. A, die Freisetzung von Gag-GFP-Versionen aus Hefesphäroplasten wurde mit einem Anti-
GFP-Immunoblot von Zentrifugationssedimenten des Inkubationsmediums analysiert. Die MA3*-Mutation steigert die Gag-GFP-Freisetzung. 
Die ΔNCA-Mutation reduziert die Freisetzung und ist dominant über MA3*. Die Deletion des globulären MA-„Kopfs“ (Δ8-87) verhindert die 
Freisetzung. Eine lange (a) und eine kurze (b) Exposition sind abgebildet. Die in einer Spalte gezeigten Kinetiken sind Ausschnitte aus dem-
selben Autoradiografiefilm. S, Sphäroplastenlysat, das am letzten Zeitpunkt der Kinetik präpariert wurde. B, schematische Darstellung von Gag-
GFP. C, die Akkumulation von Gag-GFP-Versionen an der Plasmamembran wurde mit Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Gag(MA3*)-GFP 
und Gag(ΔNCA)-GFP bilden punktförmige Strukturen an der Plasmamembran, vergleichbar zu Gag-GFP, während plasmamembranassoziierte 
Gag(Δ8-87)-GFP-Aggregate einen größeren Durchmesser haben. DIC, differential interference contrast. D, die Membranbindung von Gag-GFP-
Versionen wurde mit differenzieller Zentrifugation analysiert. Der Anteil an Gag(MA3*)-GFP im 25000g-Membransediment ist gegenüber Gag-
GFP erhöht. Gag(ΔNCA)-GFP sedimentiert vergleichbar zu Gag-GFP. Ein 25000g-Sediment, ein 232000g-Sediment und eine Überstand (Ü) 
wurden aus Zellextrakten (T) präpariert und im Immunoblot mit den angegebenen Antikörpern analysiert. Die Proben der Sedimente waren 
gegenüber den Proben der Überstände und Extrakte konzentriert (25000g, 4x; 232000g, 3,3x). Das zytosolische Protein PGK und das ER-Mem-
branprotein Sec61 dienten als Referenz. Eine kurze (a) und eine lange (b) Exposition sind abgebildet. E, membranhaltige 25000g Sedimente (S) 
und zytosolhaltige Überstände (Ü) wurden aus Zellextrakten (T) präpariert und wie in D analysiert. Der Anteil von Gag-GFP-Versionen mit 
MA3*-Mutation im Membransediment ist im Vergleich zu Gag-GFP erhöht. Im Gegensatz dazu beeinflusst die ΔNCA-Mutation die Membran-
assoziation nicht. G, wie E, mit der Ausnahme, dass die Zellen die angegebenen Gag-GFP-Versionen exprimierten. Austausche von Leu-31 und 
Trp-36 steigern die Bindung von Gag-GFP an die Membran. Eine lange (a) und eine kurze (b) Exposition sind gezeigt. F, wie A, mit der Ausnah-
me, dass die Hefesphäroplasten die angegebenen Gag-GFP-Versionen exprimierten. Austausche von Leu-31 und Trp-36 steigern die Gag-GFP-
Freisetzung. A und C-F, Gag-GFP-Versionen wurden von 2µ-Vektoren mit PGK-Promotor (pBM267, pBM354, pBM556, pBM557, pBM591, 
pBM592, pBM593, pBM596, pBM615, pBM616, pBM782, pBM786, pBM787) im Wildtyp-Hefestamm exprimiert. WT, Wildtyp. 
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GFP zeigte sich zusätzlich eine gleichmäßige Markierung der Plasmamembran (Abb. 16A und Abb. E21). 
MA3*-GFP interagiert also, vergleichbar zu Gag(MA3*)-GFP, stärker mit der Plasmamembran als das 
Wildtypprotein. In der Δvps23Δbro1-Mutante war für MA-GFP nur die zytosolische Fluoreszenz detek-
tierbar (Abb. 16A). Übereinstimmend mit den Ergebnissen der Fluoreszenzmikroskopie sedimentierte ein 
größerer Anteil von MA3*-GFP mit Membranen als von MA-GFP (Abb. 16B). Die aus dem Extrakt von 
ESCRT-Deletionsmutanten (Δvps23Δbro1, Δvps4, Δvps20, Δvps27) sedimentierten Mengen an MA-GFP 
waren vergleichbar zum Wildtypstamm. Die Experimente mit MA-GFP bestätigen die Vermutung, dass 
die Bindung von MA an die Plasmamembran nicht durch eine direkte Bindung der in den Experimenten 
deletierten ESCRT-Proteine an MA verhindert wird (Abb. 17). Falls die ESCRT-Proteine über ihre UBDs 
direkt an den hydrophoben Bereich auf der MA-Oberfläche binden (siehe 7.6.) und dabei die Plasma-
membranbindung von MA verhindern sollten, wäre es jedoch möglich, dass eine verstärkte Membranbin-
dung von MA und Gag nur mit einem Hefestamm zu beoachten wäre, in dem mehrere oder alle der sechs 
UBD-tragenden ESCRT-Proteine (siehe 5.2.) deletiert sind. 

Zusammengefasst zeigen die Experimente, dass MA3*, eine Mutation, die die Bindung von ESCRT-
Proteinen an MA reduziert, die Plasmamembranbindung und Freisetzung von Gag-GFP verstärkt. ΔNCA, 
eine Mutation, die die NCA-Domäne von Gag deletiert und die Gag-ESCRT-Interaktion beinträchtigt, 
reduziert die Gag-GFP-Freisetzung, beeinflusst die Plasmamembranassoziation aber nicht. 

 
7.9. Die MA3*-bedingte Steigerung der Gag-GFP-Freisetzung ist ESCRT-abhängig.  
 

Die Ergebnisse legten die Vermutung nahe, dass die für die MA3*-Mutation beobachteten Effekte, 
die reduzierte MA-ESCRT-Interaktion, die erhöhte Plasmamembranbindung und die gesteigerte Freiset-
zung von Gag-GFP, gemeinsam auftreten. Im Folgenden wurde die Frage untersucht, ob die Steigerung 
der Gag-GFP-Freisetzung durch die MA3*-Mutation ein ESCRT-abhängiger Effekt ist, das heißt, durch 
die reduzierte Bindung der ESCRT-Proteine an MA bedingt sein kann. Dazu wurden die Freisetzung von 
Gag-GFP und Gag(MA3*)-GFP aus Δvps4-Sphäroplasten verglichen [Abb. 18A und Abb. E22 (K und 
L)]. Eine Deletion der AAA-ATPase Vps4, die die letzten Schritte im ESCRT-Prozess katalysiert und/ 
oder für das Recycling von ESCRT-Proteinen notwendig ist, blockiert die ESCRT-Funktion vollständig 
(Saksena et al., 2009; Wollert et al., 2009). Die nach fünf und sieben Stunden Inkubationszeit, also im 

 
Abbildung 16. MA3* steigert die Bindung von MA-GFP an die Plasmamembran. ESCRT-Deletionsmutanten zeigen diesen Effekt nicht. 
A und B, Wildtyp-Hefezellen oder die angegebenen ESCRT-Mutanten exprimierten MA-GFP oder MA3*-GFP von einem 2µ-Vektor mit indu-
ziertem MET3-Promotor (pBM291, pBM506). WT, Wildtyp. A, die Bindung von MA-GFP an die Plasmamembran wurde mit Fluoreszenz-
mikroskopie analysiert. MA3*-GFP zeigt eine gleichmäßige Färbung der Plasmamembran. DIC, differential interference contrast. B, membran-
haltige 232000g-Sedimente (S) und zytosolhaltige Überstände (Ü) wurden aus Zellextrakten (T) präpariert und im Anti-GFP-Immunoblot 
analysiert. Der Anteil an MA3*-GFP im Sediment ist gegenüber MA-GFP erhöht. Die aus Extrakten von Wildtyp-Hefezellen und ESCRT-
Mutanten sedimentierten Mengen an MA-GFP sind vergleichbar. Die Proben der Sedimente waren gegenüber den Proben der Überstande und 
Extrakte 5x konzentriert. Das zytosolische Protein PGK und das ER-Membranprotein Sec61 dienten als Referenz. 
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ESCRT-abhängigen Teil der Freisetzungskinetik (siehe 7.3.), aus einer Δvps4-Mutante noch freigesetzte 
Menge an Gag-GFP wurde durch die MA3*-Mutation nicht gesteigert. Die am ersten Zeitpunkt, also im 
ESCRT-unabhängigen Teil der Kinetik, erhöhte Freisetzung von Gag(MA3)*-GFP (Abb. 18A) ist ver-
mutlich darauf zurückzuführen, dass das zuvor vermehrt unter der Zellwand akkumulierte plasmamem-
brangebundene Gag(MA3*)-GFP die ESCRT-unabhängige Freisetzung verstärkt. Zusätzlich wurden 
Freisetzungsexperimente mit Deletionsmutanten für die „früh agierenden“ ESCRT-Proteine Bro1 und 
Vps23 durchgeführt (Abb. E22, A-J), die den ESCRT-III-Komplex unabhängig voneinander aktivieren 
können (Tang et al., 2016). Im ESCRT-abhängigen Teil der Kinetik, nach fünf und sieben Stunden, war 
nahezu keine Steigerung der Gag-GFP-Freisetzung aus der Δvps23Δbro1-Mutante durch die MA3*-

     
 
Abbildung 17. Die MA3*-Mutation reduziert die Bindung von MA an Vps23 und Bro1 und steigert die Bindung an die Plasmamembran. 
Schematische Darstellung von Erklärungsmöglichkeiten. A, die Bindung von MA an die Plasmamembran wird durch die Interaktion mit 
ESCRT-Proteinen oder mit einem die ESCRT-Proteine rekrutierenden Faktor (rot) verhindert. In dem Fall würde die MA3*-Mutation durch eine 
Reduktion der Bindungsstärke zwischen MA und den ESCRT-Proteinen oder einem die ESCRT-Proteine rekrutierenden Faktor (1) die Bindung 
von MA an die Plasmamembran steigern (2). Da der Anteil an membrangebundenem MA und Gag in der Δvps23Δbro1-Mutante vergleichbar 
zum Wildtyp-Hefestamm war, ist es unwahrscheinlich, dass die Membranbindung von MA durch direkt gebundenes Vps23 und/oder Bro1 ver-
hindert wird. (Sollten die ESCRT-Proteine über ihre UBDs an MA binden, dann könnte eine gesteigerte Membranbindung von Gag und MA bei 
Deletion weiterer UBD-tragender ESCRT-Proteine detektierbar sein.) B, die Bindung von MA an die Plasmamembran führt zu einer Ablösung 
der an MA gebundenen ESCRT-Proteine oder eines die ESCRT-Proteine rekrutierenden Faktors. Die MA3*-Mutation verstärkt die Affinität von 
MA zur Plasmamembran (1) und steigert damit die Dissoziation der direkt oder indirekt an MA gebundenen ESCRT-Proteine (2). 
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Mutation zu beobachten. Die Freisetzung von Gag(MA3*)-GFP aus den Einzelmutanten war im Ver-
gleich dazu erhöht. Dieser Effekt war für die Δvps23-Mutante ausgeprägter. Die Ergebnisse sind im Ein-
klang mit der Vorstellung, dass die Verstärkung der Gag-GFP-Freisetzung durch die MA3*-Mutation ein 
ESCRT-abhängiger Effekt ist.  

Die Gag(ΔNCA)-GFP-Freisetzung war gegenüber Gag-GFP reduziert und die Koimmunpräzipitation 
von ESCRT-Proteinen mit Gag-GFP war bei Kombination von MA3* mit ΔNCA vermindert (siehe 7.7. 
und 7.8.). Um zu testen, ob die Reduktion der Gag(ΔNCA)-GFP-Freisetzung eine Folge der gestörten 
Interaktion mit ESCRT-Proteinen ist, wurden die Freisetzung von Gag-GFP und Gag(ΔNCA)-GFP aus 
Δvps4-Sphäroplasten verglichen (Abb. 18B und Abb. E22M). Die Deletion von VPS4 reduzierte die Gag-
GFP-Freisetzung stärker als die ΔNCA-Mutation. Diese Beobachtung ließe sich damit erklären, dass 
NCA nicht die einzige an ESCRT-Proteine bindende Region in Gag ist. Die ΔNCA-Mutation reduzierte 
die Freisetzung von Gag-GFP aus Δvps4-Sphäroplasten jedoch noch etwas mehr. Dieses Ergebnis lässt 
nicht den Schluss zu, dass die ΔNCA-bedingte Reduktion der Gag-GFP-Freisetzung ausschließlich durch 
eine gestörte Interaktion mit ESCRT-Proteinen verursacht ist. Die ΔNCA-Mutation reduziert die Gag-
GFP-Freisetzung vermutlich durch einen zusätzlichen oder einen anderen Mechanismus. 

Im Folgenden wurden die Effekte der MA3*- und der ΔNCA-Mutation auf die Freisetzung von Gag-
GFP aus HEK293-Zellen untersucht [Abb. 18 (D-G) und Tabelle 3]. Vergleichbar zu Hefe steigerte die 
MA3*-Mutation die Gag-GFP-Freisetzung aus HEK293-Zellen [Abb. 18 (D und E) und Abb. E22N]. 
Wie die Gag-GFP-Freisetzung wurde auch die Gag(MA3*)-GFP-Freisetzung durch die p6T*-Mutation 
stark reduziert, das heißt, sie war abhängig von der TSG101-Bindungsstelle in p6 (Abb. 18E). Die isolier-
te p6A*- oder ΔNCA-Mutation beeinträchtigte die Gag-GFP-Freisetzung nicht [Abb. 18 (D, F und G) 
und Abb. E22N]. Die Bedeutung der ALIX-Bindungsstelle in p6 (p6A) und der durch die ΔNCA-Muta-
tion deletierten Proteinregion für die Gag-GFP-Freisetzung wurde bei Experimenten mit Gag(MA3*)-
GFP deutlich. Eine Kombination der ΔNCA- und p6A*-Mutation verhinderte die durch die MA3*-Muta-
tion verursachte Steigerung der Gag-GFP-Freisetzung [Abb. 18D (Spur 5 versus Spur 2 und Spur1) und 
Abb. E22N]. Die Bedeutung von p6A zeigt die ESCRT-Abhängigkeit des MA3*-Effekts in HEK293-
Zellen. Diese Beobachtung ist also eine Analogie zu den Ergebnissen aus Hefe. Da Bro1, das Hefehomo-
loge von ALIX, und NCA in Koimmunpräzipitationsexperimenten interagierten (siehe 7.7.), kann man 
spekulieren, dass ALIX auch an NCA binden könnte. Evidenz für diese Annahme aus Bindungsassays ist 
aber nicht vorhanden. 

Im Gegensatz zu humanen Zellen war die Gag-GFP-Freisetzung aus Hefe nicht von p6 abhängig 
(siehe 7.4.). Dieses Ergebnis passt zu der nur schwachen Bindung von Bro1 an p6 im Vergleich zur ami-
noterminalen Proteinregion von Gag und keiner nachweisbaren Bindung von Vps23 an p6 (siehe 7.4. und 
7.5.). Da die ΔNCA-Mutation die Gag-GFP-Freisetzung aus Hefe im Gegensatz zu HEK293-Zellen redu-
ziert, besteht die Möglichkeit, dass die Bindung der ESCRT-Proteine aus Hefe an NCA die p6-Funktion 
übernimmt. 

Das folgende spekulative Modell kann die Ergebnisse dieser Arbeit erklären (Abb. 19). ESCRT- 
Proteine können über MA, NCA und p6 an Gag binden. Bei der Bindung von Gag an die Plasmamembran 
wird eine direkte oder indirekte transiente ESCRT-MA-Interaktion gelöst. Dabei werden die ESCRT-
Proteine von einem inaktiven in einen aktiven Zustand überführt, in dessen Folge die ESCRT-vermittelte 
Virionenbildung/-abspaltung steht.  

Die publizierte Interaktion von ALIX mit der NC-Domäne (Popov et al., 2008; Sette et al., 2012) 
wurde in dieser Arbeit nicht berücksichtigt. Wegen der RNA-Abhängigkeit dieser Bindung (Sette et al., 
2012) ist eine mögliche Bro1-NC-Interaktion eventuell nur bei Salzkonzentrationen zu beobachten, die 
geringer sind als die in den Bindungsassays dieser Arbeit. 
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Abbildung 18. Die gesteigerte Freisetzung von Gag(MA3*)-GFP aus Hefe ist ESCRT-abhängig. MA3* steigert die Gag-GFP-Freisetzung 
aus HEK293-Zellen, abhängig von der ALIX-Bindungsstelle in p6 und den Aminosäuren 126 bis 277 (in ΔNCA deletiert). A und B, die 
Freisetzung von Gag-GFP aus Hefesphäroplasten wurde mit Anti-GFP-Immunoblots von Zentrifugationssedimenten des Inkubationsmediums 
(VLPs) analysiert. Gag-GFP-Versionen wurden von einem 2µ-Vektor mit PGK-Promotor exprimiert (pBM267, pBM616, pBM782). Lange (a) 
und kurze (b) Expositionen sind abgebildet. Die in einer Spalte gezeigten Kinetiken sind Ausschnitte aus demselben Autoradiografiefilm. S, 
Sphäroplastenlysat, das am letzten Zeitpunkt der Kinetik präpariert wurde. A, im ESCRT-abhängigen Teil der Kinetik, nach fünf und sieben 
Stunden, verhindert die Deletion von VPS4 den freisetzungssteigernden Effekt der MA3*-Mutation. B, die Gag(ΔNCA)-GFP-Freisetzung aus 
Δvps4-Sphäroplasten ist im Vergleich zu Gag-GFP leicht reduziert. D-G, Gag-GFP-Freisetzung aus HEK293-Zellen zwei Tage nach der Trans-
fektion mit Vektoren für die Expression der angegebenen Gagversionen vom CMV-Promotor (pBM199, pBM201, pBM203, pBM205, pBM622, 
pBM632, pBM634, pBM636, pBM638, pBM640, pBM642, pBM662, pBM668, pBM670, pBM672, pBM674, pBM676). VLPs wurden aus dem 
Kulturmedium geerntet und Zelllysate wurden präpariert. Gag-GFP wurde mit Anti-GFP-Immunoblots detektiert. Mehrere Expositionen (a-c) 
sind gezeigt. D, die MA3*-Mutation steigert die Gag-GFP-Freisetzung. Eine Kombination aus ΔNCA und p6A* verhindert diese Steigerung, 
während eine isolierte p6A*-Mutation die Gag-GFP-Freisetzung nicht beeinträchtigt. E, vergleichbar zu Gag-GFP reduziert p6T* die Freisetzung 
von Gag(MA3*)-GFP stark. F und G, Gag(ΔNCA)-GFP wird effizient freigesetzt. F, vergleichbar zu Gag-GFP reduziert p6T* die Freisetzung 
von Gag(ΔNCA)-GFP stark. G, die Deletion des globulären MA-„Kopfs“ (Δ8-87) beeinträchtigt die Freisetzung stark. A, B, D-G, WT, Wildtyp. 
C, schematische Darstellung von Gag-GFP. 



  7. Ergebnisse 

	   61 

Tabelle 3: Vergleich der Ergebnisse aus Bindungs- und Freisetzungsassays mit Hefe und HEK293-Zellen 
 
   

 Hefe HEK293 
   
   

Gag-GFP-Freisetzung:   
  MA3* gesteigert gesteigert 
  Δp6 effizient reduziert 
  p6T* effizient reduziert 
  p6A* effizient effizient    (Die ΔNCA/p6A*-Kombination 
  ΔNCA reduziert effizient      verhindert den MA3*-Effekt.) 
   
2   

 Bro1 Vps23 ALIX TSG101 
     
   

Bindung an:   
  GST-MA ja ja ja ja         (Die Bindung an GST-MA 
  MA-GFP ja ja ja               im Verhältnis zu GST-p6 
  CA-GFP ja ja                ist für ALIX stärker als  
  Gag(MA3*/ΔNCA)-GFP im Vergleich 
    mit Gag-GFP 

reduziert reduziert                für TSG101.) 

  GST-p6 ja nein ja ja  
  GagΔp6-GFP im Vergleich mit Gag-GFP nicht reduziert nicht reduziert reduziert reduziert 
     

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

       
 
Abbildung 19. Die MA3*-Mutation reduziert die Bindung von MA an Vps23 und Bro1, erhöht die Plasmamembranbindung von Gag-
GFP und steigert ESCRT-abhängig die Gag-GFP-Freisetzung. Schematische Darstellung eines Modells zur Erklärung dieser Beob-
achtungen. Bei Bindung von Gag an die Plasmamembran wird eine direkte oder indirekte transiente Bindung zwischen MA und ESCRT-
Proteinen gelöst. Dabei werden die ESCRT-Proteine von einem inaktiven in einen aktiven Zustand überführt. Andere Regionen in Gag sind für 
die Rekrutierung der ESCRT-Proteine erforderlich und/oder binden die ESCRT-Proteine während ihrer Aktivität im Freisetzungsprozess. 
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7.10. Ergänzende Abbildungen 
 

         
 
Abbildung E1. Bro1-3HA, Bro1-9Myc und Vps23-9Myc sind im CPS-Transport-Assay funktionell. A-C, die vakuoläre Prozessierung von 
aminoterminal GFP-markierter Carboxypeptidase S (GFP-CPS) (Odorizzi et al., 1998; Reggiori und Pelham, 2001) wurde in Hefestämmen mit 
genomisch kodierten epitopmarkierten ESCRT-Proteinen analysiert. D, CPS ist ein lösliches vakuoläres Enzym, das als Typ-II-Transmembran-
protein (Aminoterminus im Zytosol) synthetisiert und mit dem MVB-Weg ins Innere der Vakuole transportiert wird. In der Vakuole wird der 
Transmembrananker durch vakuoläre Hydrolasen vom Rest des Proteins abgespalten. Während des GFP-CPS-Transports ist GFP zunächst auf 
der zytosolischen Seite der endosomalen Membran lokalisiert. GFP-CPS wird in MVB-Vesikel sortiert und ins Innere des Endosoms trans-
portiert. Nach der Fusion von Endosom und Vakuole bauen vakuoläre Enzyme die Vesikel ab und setzen GFP und CPS frei. In ESCRT-Dele-
tionsmutanten ist die MVB-Vesikelbildung gestört und GFP-CPS akkumuliert in der Membran von Endosom und Vakuole. Nach proteolytischer 
Prozessierung durch vakuoläre Enzyme bleibt GFP in diesem Fall mit der Transmembrandomäne und der kurzen zytosolischen Domäne von CPS 
verbunden (GFP-TM). A-C, Lysate von Wildtyp-Hefezellen (WT), ESCRT-Deletionsmutanten oder Hefestämmen mit genomisch kodierten 
epitopmarkierten Versionen von Bro1 oder Vps23, die mit einem Plasmid für die Expression von GFP-CPS (pGFP-CPS416) transformiert waren, 
wurden in Immunoblots mit den angegebenen Antikörpern analysiert. PGK diente als Ladekontrolle. Kurze (a) und lange (b) Expositionen sind 
gezeigt. #, *, Signal einer Reaktion von Protein A (ProA) mit Antikörpern, die für die Detektion von Epitopmarkierungen verwendet wurden. 
PAP, Peroxidase-anti-Peroxidase Komplex. C, wurde mit technischer Assistenz von Corinna Volkwein durchgeführt. 
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Abbildung E3. Die Lokalisation von Gag-GFP in Wildtyp-Hefezellen, exprimiert von einem 2µ-Vektor mit PGK-Promotor (pBM267), wurde 
mit Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Gag-GFP akkumuliert in punktförmigen Strukturen an der Plasmamembran. Drei Ebenen der Hefezellen 
sind abgebildet. DIC, differential interference contrast. 
 
 
 
 
 
 

Abbildung E2. Die Lokalisation von Gag-GFP in Wildtyp-Hefezellen, exprimiert von einem 2µ-Vektor mit PGK-Promotor (pBM267), wurde 
mit Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Gag-GFP akkumuliert in punktförmigen Strukturen an der Plasmamembran. Zwei Ebenen der Hefezellen 
sind abgebildet. DIC, differential interference contrast. 
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Abbildung E4. Die Lokalisation von Gag(G2A)-GFP in Wildtyp-Hefezellen, exprimiert von einem 2µ-Vektor mit PGK-Promotor (pBM354), 
wurde mit Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Gag(G2A)-GFP ist zytosolisch lokalisiert. Zusätzlich waren Gag(G2A)-GFP-Akkumulationen in 
undefinierten intrazellulären Strukturen in circa einem Drittel der Zellen (127 von 337 ausgezählten Zellen) sichtbar. b, erhöhte Helligkeit. DIC, 
differential interference contrast. 
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Abbildung E5. Wildtyp-Hefezellen, die entweder Gag-GFP von einem 2µ-Vektor mit MET3-Promotor (pBM273) (+, A-D) exprimierten oder 
den leeren Vektor trugen (-, E-G), wurden in Kunstharz eingebettet. Schnitte wurden mit Elektronenmikroskopie analysiert. Die Gag-GFP expri-
mierenden Zellen zeigten knospenförmige Deformationen der Plasmamembran (Pfeile). Die Zellen wurden zur Promotorinduktion sechs Stunden 
in Medium ohne Methionin inkubiert. Die Schnitte aus A, B, C, F und G stammen aus demselben Experiment. A ist auch in Abb. 5F gezeigt und 
hier zum Vergleich ein zweites Mal abgebildet. Die Schnitte aus D und E stammen aus einem zweiten unabhängigen Experiment. Stern, Zell-
wand. Die Präparation der Kunstharzschnitte und die Elektronenmikroskopie wurden von Bettina Purfürst durchgeführt. 
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Abbildung E6. Wildtyp-Hefezellen, die entweder Gag-GFP von einem 2µ-Vektor mit MET3-Promotor (pBM273) (+, A-D) exprimierten oder 
den leeren Vektor trugen (-, E), wurden in Kunstharz eingebettet. Schnitte wurden mit Elektronenmikroskopie analysiert. Die Gag-GFP expri-
mierenden Zellen zeigten knospenförmige Deformationen der Plasmamembran (Pfeile). Die Zellen wurden zur Promotorinduktion sechs Stunden 
in Medium ohne Methionin inkubiert. Die Schnitte stammen aus einem Experiment, das unabhängig von den in Abb. E5 gezeigten Experimenten 
ist. Stern, Zellwand. Die Präparation der Kunstharzschnitte und die Elektronenmikroskopie wurden von Bettina Purfürst durchgeführt. 
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Abbildung E7. Durch Gag-GFP induzierte Plasmamembrandeformationen (Pfeile) wurden mit Elektronenmikroskopie analysiert. Kryoschnitte 
von Wildtyp-Hefezellen (SUB62), die Gag-GFP von einem 2µ-Vektor mit PGK-Promotor (pBM267) exprimierten, (A) oder von Wildtyp-
Hefezellen (YWO1) mit Gag-GFP-Expression von einem 2µ-Vektor mit MET3-Promotor (pBM273), der sechs Stunden induziert war, (B) 
wurden präpariert. Gag-GFP wurde über Immunogoldmarkierung mit Anti-GFP-Antikörpern detektiert. Stern, Zellwand. A ist auch in Abb. 5G 
gezeigt und hier zum Vergleich ein zweites Mal abgebildet. Die Präparation der Kryoschnitte, die Immunogoldmarkierung und die Elektronen-
mikroskopie wurden von Frank Vogel (A) und Bettina Purfürst (B) durchgeführt. 
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Abbildung E8. Der Kryoschnitt einer Wildtyp-Hefezelle (SUB62), die den leeren 2µ-Vektor mit PGK-Promotor trug, wurde wie in Abb. 5G und 
Abb. E7 mit Immunogold markiert. Kryoschnitte von Hefezellen ohne Gag-GFP-Expression zeigen keine knospenförmigen Deformationen der 
Plasmamembran wie bei Expression von Gag-GFP (siehe Abb. 5G und Abb. E7). Die Präparation des Kryoschnitts, die Immunogoldmarkierung 
und die Elektronenmikroskopie wurden von Frank Vogel durchgeführt. 
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Abbildung E10. A-C, die Gag-GFP-Freisetzung aus Hefesphäroplasten des Wildtypstamms oder der angegebenen ESCRT-Mutanten wurde mit 
Anti-GFP-Immunoblots von Zentrifugationssedimenten des Inkubationsmediums (VLPs) analysiert. Die Gag-GFP-Freisetzung ist ESCRT-ab-
hängig. Gag-GFP wurde von einem 2µ-Vektor mit PGK-Promotor (pBM267) exprimiert. S, Sphäroplastenlysat, das am letzten Zeitpunkt der 
Kinetik präpariert wurde. D, wie oben, mit der Ausnahme, dass Gag-GFP vom 2µ-Vektor mit MET3-Promotor (pBM273) exprimiert wurde. Der 
Promotor wurde zu Beginn der Sphäroplastenpräparation induziert. Immunoblots mit Antikörpern gegen PGK (zytosolisches Protein), Sec61 
(ER-Membranprotein) und Emp47 (Golgi- und COPII-Vesikel-Membranprotein) dienten als Kontrolle für die spezifische Freisetzung von Gag-
GFP. E, die Membranbindung von Gag-GFP nach Induktion des MET3-Promotors wurde analysiert. Die Deletion von ESCRT-Proteinen beein-
trächtigt die Membranbindung von Gag-GFP nicht. Zellextrakte (Eb) von Wildtyp-Hefezellen oder den genannten ESCRT-Mutanten, die mit 
einem 2µ-Vektor für die Gag-GFP-Expression vom MET3-Promotor (pBM267) transformiert waren, wurden 60, 90, 120 und 360 min nach 
Promotorinduktion präpariert und durch Zentrifugation bei 25000g in ein membranhaltiges Sediment (S) und einen zytosolhaltigen Überstand 
(Ü) getrennt (Ea). Die Proben wurden im Anti-GFP-Immunoblot analysiert. Immunoblots mit Antikörpern gegen Sec61 und PGK dienten als 
Referenz. A-E, lange (a) und kurze (b) Expositionen sind gezeigt. Die in einer Spalte abgebildeten Kinetiken sind Auschnitte aus demselben 
Autoradiografiefilm. A-E, WT, Wildtyp. 

Abbildung E9. A, die Gag-GFP-Freisetzung aus Hefesphäroplasten wurde mit einem Anti-GFP-Immunoblot von Zentrifugationssedimenten des 
Inkubationsmediums (VLPs) analysiert. GFP-markiertes Gag (WT, Wildtyp) oder Gag(G2A) wurde von einem 2µ-Vektor mit MET3-Promotor 
(pBM273, pBM288) im Wildtyp-Hefestamm exprimiert. Der Promotor wurde zu Beginn der Sphäroplastenpräparation induziert. Die Gag-GFP-
Freisetzung ist abhängig von der Myristylmodifikation. Immunoblots mit Antikörpern gegen PGK (zytosolisches Protein), Sec61 (ER-Membran-
protein) oder Emp47 (Golgi- und COPII-Vesikel-Membranprotein) dienten als Kontrolle für die spezifische Freisetzung von Gag-GFP. Das Sedi-
ment des ersten Zeitpunkts, nach zwei Stunden Inkubation, ist nicht abgebildet. Eine lange (a) und eine kurze (b) Exposition sind gezeigt. Die in 
einer Spalte abgebildeten Kinetiken sind Ausschnitte aus demselben Autoradiografiefilm. S, Sphäroplastenlysat, das am letzten Zeitpunkt der 
Kinetik präpariert wurde. B, wie A, mit der Ausnahme, dass Gag-GFP vom 2µ-Vektor oder ARS/CEN-Vektor mit MET3-Promotor (pBM273, 
pBM355) exprimiert wurde und der Promotor schon bei der Anzucht der Hefekultur induziert war. Wenn die Sphäroplasten Gag-GFP vom 
ARS/CEN-Vektor exprimieren, kann kein freigesetztes Gag-GFP detektiert werden. 
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Abbildung E11. Vergleich der Proteinsequenzen von ALIX (PDC6I_Human, Q8WUM4) und Bro1 (S. cerevisiae, P48582), durchgeführt vom 
EMBL European Bioinformatics Institute mit dem Programm Clustal Omega. Die Zuordnung zu Proteindomänen wurde aus Fisher et al., 2007 
übernommen. PRR, proline rich region. 
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Abbildung E12. Vergleich der Proteinsequenzen von TSG101 (TS101_Human, Q99816) und Vps23 (S. cerevisiae, STP22), durchgeführt vom 
EMBL European Bioinformatics Institute mit dem Programm Clustal Omega. Die Zuordnung zur UEV-Domäne wurde aus Pornillos et al., 
2002b übernommen. UEV, ubiquitin E2 variant. 
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Abbildung E13. Vergleich von ESCRT-Proteinen mit verschiedenen Epitopmarkierungen in Bindungsassays. A-D, an GST fusionierte Gagfrag-
mente wurden in E. coli exprimiert (pBM239, pBM241, pBM243, pBM245, pBM255, pBM257), an Glutathionsepharose gebunden und mit Ex-
trakt von Hefezellen inkubiert, die genomisch kodiertes epitopmarkiertes Bro1 exprimierten. Der Bindungspuffer enthielt 400 mM NaCl. An die 
Sepharose gebundene Proteine wurden im Immunoblot mit den angegebenen Antikörpern detektiert. PGK diente als Kontrolle für die spezifische 
Bindung von Bro1. P6T*, mutierte TSG101-Bindungsstelle; p6A*, mutierte ALIX-Bindungsstelle. A, Abb. 10I zum Vergleich gezeigt. C, meh-
rere Expositionen des Anti-Myc-Immunoblots sind abgebildet. D, Abb. 10H mit zusätzlichen Expositionen des Anti-Myc-Immunoblots zum Ver-
gleich. E-F, Gag-GFP oder MA-GFP wurde von einem 2µ-Vektor mit induziertem MET3-Promotor (pBM273, pBM291, pBM353) in einem 
Hefestamm mit genomisch kodiertem epitopmarkierten Bro1 exprimiert. GFP-markierte Proteine wurden mit Anti-GFP-Antikörpern immun-
präzipitiert und koimmunpräzipitiertes Bro1 wurde im Immunoblot mit Anti-HA- oder Anti-Myc-Antikörpern detektiert. Eine lange (a) und eine 
kurze (b) Exposition sind gezeigt. G-J, an GST fusioniertes MA oder p6 wurde in E. coli exprimiert (pBM239, pBM255), an Glutathionsepha-
rose gebunden und mit Extrakt aus HEK293-Zellen, die epitopmarkiertes ALIX oder TSG101 von Vektoren mit CMV-Promotor exprimierten 
(EX-V1319-M08, EX-V1319-M14, EX-V4135-M06, EX-V4135-M12), in Gegenwart von 150 mM NaCl inkubiert. An die Sepharose gebundene 
Proteine wurden im Immunoblot mit den angegebenen Antikörpern detektiert. 
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Abbildung E14. A und B, Koimmunpräzipitationsexperimente mit Gag-GFP und GFP-markierten Gagfragmenten, die von 2µ-Vektoren mit 
induziertem MET3-Promotor (pBM273, pBM291, pBM294, pBM297, pBM300, pBM303, pBM309, pBM353) in Hefezellen mit genomisch 
kodiertem epitopmarkierten Bro1 oder Vps23 exprimiert wurden. Gag und Gagfragmente wurden mit Anti-GFP-Antikörpern immunpräzipitiert 
und koimmunpräzipitiertes Bro1 oder Vps23 wurde im Immunoblot mit Antikörpern gegen die Epitopmarkierung detektiert. A, Bro1 bindet an 
CA. In Gegenwart von 400 mM NaCl. B, in Gegenwart von 150 mM NaCl. Vps23 präzipitiert unter diesen Bedingungen mit NC-haltigen Frag-
menten. C und D, Koimmunpräzipitationen von epitopmarkiertem ALIX oder TSG101 mit GFP-markierten Gagversionen, die in HEK293-
Zellen von Vektoren mit CMV-Promotor exprimiert wurden (pBM197, pBM199, pBM203, pBM205, pBM207, pBM231, EX-V1319-M08, EX-
V4135-M12), in Gegenwart von 400 mM NaCl. Die Bindung von ALIX an Gag-GFP wird durch Deletion von p6 reduziert, aber nicht verhin-
dert. Die Bindung von TSG101 an Gag-GFP ist stärker von p6 abhängig. Die Ergebnisse sind vergleichbar zur Inkubation mit 150 mM NaCl 
(siehe Abb. 9, C und D). GFP-markierte Proteine wurden mit Anti-GFP-Antikörpern immunpräzipitiert und koimmunpräzipitiertes ALIX oder 
TSG101 wurde im Immunoblot mit Antikörpern gegen die Epitopmarkierung detektiert. WT, Wildtyp. 
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Abbildung E15. Gag(Δ8-87)-GFP oder Gag-GFP wurde von einem 2µ-Vektor mit PGK-Promotor (pBM267, pBM786) in Wildtyp-Hefezellen 
exprimiert und mit Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Im Vergleich zu Gag-GFP bildet Gag(Δ8-87)-GFP weniger Strukturen an der Plasma-
membran. Diese Strukturen haben einen größeren Durchmesser. DIC, differential interference contrast. Das Bild der Gag-GFP exprimierenden 
Zellen ist auch in Abb. E3 gezeigt. 
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Abbildung E17. A-C, Koimmunpräzipitationsexperimente mit GFP-markiertem Gag oder MA, das von einem 2µ-Vektor mit induziertem 
MET3-Promotor (pBM273, pBM291, pBM353) in Hefezellen mit genomisch kodiertem 9Myc-markierten Vps23 oder Bro1 exprimiert wurde. 
Gag oder MA wurde mit Anti-GFP-Antikörpern in Gegenwart von 400 mM NaCl immunpräzipitiert und koimmunpräzipitiertes Vps23 oder Bro1 
wurde im Anti-Myc-Immunoblot detektiert. A, mit Wildtyp-Hefezellen oder den angegebenen Mutanten. Vps23 koimmunpräzipitiert mit Gag 
unabhängig von Bro1. Bro1 koimmunpräzipitiert mit Gag, das in einer Δvps23-Mutante exprimiert wird. Da die Gagexpression in diesem Hefe-
stamm reduziert war, kann die Menge des koimmunpräzipitierten Bro1 nicht direkt mit der aus dem Wildtypstamm verglichen werden. B, mit 
Wildtyp-Hefezellen oder einer Δvps23-Mutante. Bro1 koimmunpräzipitiert mit MA in Abwesenheit von Vps23. Hier ergab sich das gleiche Pro-
blem wie in A. C, mit Wildtyp-Hefezellen oder den angegebenen Mutanten. Vps23 interagiert mit Gag und MA in Abwesenheit von Bro1 oder 
Vps27, einem anderen ubiquitinbindenden ESCRT-Protein. A-C, WT, Wildtyp. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abbildung E16. Beispiele der Koimmunpräzipitationsexperimente, die zur Charakterisierung der MA-Bro1-Interaktion durchgeführt wurden. 
Gag-GFP und GFP-markierte MA(1-132)-Versionen wurden von 2µ-Vektoren mit induziertem MET3-Promotor (pBM273, pBM291, pBM318, 
pBM321, pBM324, pBM327, pBM330, pBM333, pBM336, pBM353, pBM362, pBM365, pBM377, pBM383, pBM386, pBM389, pBM392, 
pBM398, pBM401, pBM404) in Hefezellen mit genomisch kodiertem 3HA-markierten Bro1 exprimiert. GFP-markierte Proteine und Peptide 
wurden mit Anti-GFP-Antikörpern in Gegenwart von 400 mM NaCl immunpräzipitiert und koimmunpräzipitiertes Bro1 wurde im Anti-HA-
Immunoblot detektiert. A-C, mit Fragmenten oder internen Deletionsmutanten von MA. Helix-2 (30-43) und der Strand loop zwischen Helix-1 
und -2 (20-29) könnten an der MA-Bro1-Interaktion beteiligt sein. Die Zuordnung von Sekundärstrukturelementen wurde aus der MA-
Röntgenstruktur übernommen (Hill et al., 1996). D-F, AAA-Mutagenese im Bereich der Aminosäuren 20 bis 43 von MA. YKL29,30,31AAA 
und VWA35,36,37AAA reduzieren die MA-Bro1-Interaktion. C, D-F, WT, Wildtyp. 
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Abbildung E18. A-C, membranhaltige 25000g-Zentrifugationssedimente (S) und zytosolhaltige Überstände (Ü) aus Extrakten (T) von Zellen, 
die die angegebenen Gag-GFP-Versionen exprimierten, wurden im Immunoblot mit den angegebenen Antikörpern analysiert. Austausche von 
L31 oder W36 steigern die Bindung von Gag-GFP an die Membran. Die ΔNCA-Mutation reduziert die Membranassoziation nicht. Das zytoso-
lische Protein GAPDH (Delgado et al., 2001) und das ER-Membranprotein Sec61 dienten als Referenz. D-I, die Freisetzung von Gag-GFP-
Versionen aus Wildtyp-Hefesphäroplasten wurde mit Anti-GFP-Immunoblots von Zentrifugationssedimenten des Inkubationsmediums (VLPs) 
analysiert. S, Sphäroplastenlysat, das am Ende der Kinetik präpariert wurde. D-H, Austausche von Leu-31 oder Trp-36 steigern die Gag-GFP-
Freisetzung. I, ΔNCA reduziert die Gag-GFP-Freisetzung und ist dominant über MA3*. Die Deletion von p6 reduziert die Gag(MA3*/ΔNCA)-
GFP-Freisetzung nicht weiter. A-I, Gag-GFP-Versionen wurden von 2µ-Vektoren mit PGK-Promotor (pBM267, pBM556, pBM557, pBM591, 
pBM592, pBM593, pBM596, pBM615, pBM616, pBM782) in Wildtyp-Hefezellen exprimiert. Lange (a) und kurze (b) Expositionen sind 
abgebildet. Die in D-I in einer Spalte gezeigten Kinetiken sind Ausschnitte aus demselben Autoradiografiefilm. J, Koimmunpräzipitationsex-
periment mit Gag-GFP-Versionen, die von 2µ-Vektoren mit induziertem MET3-Promotor (pBM273, pBM353, pBM584, pBM587, pBM610, 
pBM611, pBM706, pBM833, pBM878) in Hefezellen mit genomisch kodiertem 9Myc-markierten Bro1 exprimiert wurden. Obwohl die V35E-
Mutation die Koimmunpräzipitation von Bro1 mit Gag-GFP nicht reduziert, ist die Menge an Bro1, die mit Gag(V35E/ΔNCA/Δp6)-GFP ko-
immunpräzipitiert gegenüber der mit Gag(ΔNCA/Δp6)-GFP präzipitierten Menge reduziert. Die Gag-GFP-Versionen wurden mit Anti-GFP-
Antikörpern in Gegenwart von 400 mM NaCl immunpräzipitiert und koimmunpräzipitiertes Bro1 wurde im Anti-Myc-Immunoblot detektiert. A-
J, WT, W. 
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Abbildung E19. Gag(MA3*)-GFP wurde von einem 2µ-Vektor mit PGK-Promotor (pBM616) in Wildtyp-Hefezellen exprimiert und mit Fluo-
reszenzmikroskopie analysiert. Gag(MA3*)-GFP bildet punktförmige Strukturen an der Plasmamembran, vergleichbar zu Gag-GFP (siehe Abb. 
E2 und E3). Zytoplasmatische Aggregate sind nicht sichtbar. DIC, differential interference contrast. 
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Abbildung E20. Gag(ΔNCA)-GFP wurde von einem 2µ-Vektor mit PGK-Promotor (pBM782) in Wildtyp-Hefezellen exprimiert und mit Fluo-
reszenzmikroskopie analysiert. Gag(ΔNCA)-GFP bildet punktförmige Strukturen an der Plasmamembran vergleichbar zu Gag-GFP (siehe Abb. 
E2 und E3). Aggregate sind nicht sichtbar. DIC, differential interference contrast. 
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Abbildung E21. MA3*-GFP wurde von einem 2µ-Vektor mit induziertem MET3-Promotor (pBM506) in Wildtyp-Hefezellen exprimiert und mit 
Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Zusätzlich zur zytosolischen Fluoreszenz zeigt MA3*-GFP eine gleichmäßige Färbung der Plasmamembran. 
DIC, differential interference contrast. 
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Abbildung E22. A-M, die Gag-GFP-Freisetzung aus Hefezellen wurde mit Anti-GFP-Immunoblots von Zentrifugationssedimenten des Inkuba-
tionsmediums (VLPs) analysiert. Gag-GFP-Versionen wurden von 2µ-Vektoren mit PGK-Promotor (pBM267, pBM616, pBM782) in Wildtyp-
Hefezellen oder den angegebenen Mutanten exprimiert. Lange (a) und kurze (b) Expositionen sind abgebildet. Die in einer Spalte gezeigten 
Kinetiken sind Ausschnitte aus demselben Autoradiografiefilm. S, Sphäroplastenlysat, das am Ende der Kinetik präpariert wurde. A-D, mit der 
Δvps23Δbro1-Mutante ist der MA3*-Effekt nach fünf und sieben Stunden Inkubation fast nicht detektierbar. C und E-G, die Gag(MA3*)-GFP-
Freisetzung aus Δbro1-Sphäroplasten war gegenüber Gag-GFP in zwei Experimenten erhöht (C und E) und in zwei anderen Experimenten war 
der MA3*-Effekt nach fünf und sieben Stunden Inkubation nicht nachweisbar (F und G). D und H-J, die Gag(MA3*)-GFP-Freisetzung aus 
Δvps23-Sphäroplasten ist gegenüber Gag-GFP gesteigert. K und L, die Deletion von VPS4 verhindert den MA3*-Effekt. M, die Gag(ΔNCA)-
GFP-Freisetzung aus Δvps4-Sphäroplasten ist gegenüber Gag-GFP leicht reduziert. N, die Gag-GFP-Freisetzung aus HEK293-Zellen wurde zwei 
Tage nach Transfektion mit Vektoren für die Expression der angegebenen Gagversionen vom CMV-Promotor (pBM199, pBM205, pBM662, 
pBM668, pBM670, pBM672) analysiert. VLPs wurden aus dem Kulturmedium geerntet und Zelllysate wurden präpariert. Die Gag-GFP-
Versionen wurden im Anti-GFP-Immunoblot detektiert. Mehrere Expositionen (a-c) sind gezeigt. Die MA3*-Mutation steigert die Gag-GFP-
Freisetzung. Eine Kombination aus ΔNCA und p6A* verhindert diese Steigerung, während eine isolierte p6A*-Mutation die Gag-GFP-
Freisetzung nicht beeinträchtigt. A-N, WT, Wildtyp. 
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8. Diskussion 

 

Das virale Protein Gag und die zellulären ESCRT-Proteine kooperieren bei der Freisetzung von 
HIV-1-Virionen an der Plasmamembran. Zwei „früh agierende“ ESCRT-Proteine, TSG101 und ALIX, 
binden an das carboxyterminale p6-Peptid von Gag (Garrus et al., 2001; Martin-Serrano et al., 2001; 
Strack et al., 2003; VerPlank et al., 2001). Bei Mutation der TSG101-Bindungsstelle ist die HIV-1-
Freisetzung aus Zellen gängiger Kulturzelllinien stark beeinträchtigt, während die Mutation der ALIX-
Bindungsstelle einen vergleichsweise geringen Einfluss auf die Freisetzungsstärke hat (Fisher et al., 2007; 
Garrus et al., 2001 und siehe 5.3.). Welche Schritte auf die Rekrutierung der „früh agierenden“ ESCRT-
Proteine folgen, ist wenig verstanden. Seit der Entdeckung der ESCRT-Proteine ist die Hefe S. cerevisiae 
ein geeigneter Modellorganismus für die Charakterisierung der ESCRT-Funktion. Ein Hefemodell könnte 
daher dazu beitragen, die Mechanismen des viralen Freisetzungsprozesses zu verstehen. 

Die Freisetzung von HIV-1-Gag-VLPs aus Hefesphäroplasten war publiziert (Sakuragi et al., 2002). 
Die Freisetzung mit dem publizierten Assay wurde jedoch als ESCRT-unabhängig beschrieben (Norgan 
et al., 2012). In dieser Arbeit wurde ein anderes Protokoll entwickelt. Die Analyse mit ESCRT-Deletions-
mutanten ergab eine ESCRT-abhängige Gag-GFP-Freisetzung aus Hefesphäroplasten. In Bindungsassays 
interagierte Gag darüber hinaus mit Bro1 und Vps23, den Hefehomologen von ALIX und TSG101. Im 
Freisetzungsassay dieser Arbeit wurde die Gag-GFP-Freisetzung sieben Stunden im Anschluss an die 
Sphäroplastenpräparation verfolgt. Norgan et al. beschrieben eine ESCRT-unabhängige Freisetzung nach 
zweistündiger Inkubation. Die kurze Inkubationszeit könnte erklären, warum die Autoren keine ESCRT-
abhängige Freisetzung beobachteten. Im Freisetzungsassay dieser Arbeit war die Gag-GFP-Freisetzung 
zum ersten Zeitpunkt der Kinetik, nach drei Stunden, ähnlich wie bei Norgan et al., weitgehend ESCRT-
unabhängig. Im Verlauf nahm die Gag-GFP-Freisetzung zu und war deutlich abhängig von ESCRT-Pro-
teinen. Gag-GFP, das während der ersten Inkubationsperiode freigesetzt wurde, könnte hauptsächlich von 
VLPs stammen, die sich bereits unter der intakten Zellwand, vor der Sphäroplastenpräparation, assem-
bliert hatten. Bendjennat und Saffarian zeigten mit kinetischen Experimenten zur HIV-1-Gag-VLP-Frei-
setzung aus humanen Zellen, dass die ESCRT-p6-Interaktion nicht notwendig für die Freisetzung ist, aber 
die Freisetzung beschleunigt (Bendjennat und Saffarian, 2016). Käme es in ESCRT-Deletionsmutanten 
der Hefe zu einer verzögerten Gag-GFP-Partikelbildung unterhalb der intakten Zellwand, ist denkbar, 
dass diese Verzögerung im Freisetzungsassay, also während der ersten Inkubationsperiode nach Entfer-
nung der Zellwand, nicht mehr sichtbar ist. Sakuragi et al. analysierten in einem Experiment die Gagfrei-
setzung über einen längeren Zeitraum als zwei Stunden. In diesem Experiment nahm die Gagfreisetzung 
im Verlauf ab. Das unterscheidet sich von der mit der Zeit zunehmenden und dabei ESCRT-abhängigen 
Freisetzung in dieser Arbeit. Die Unterschiede zwischen dem Protokoll dieser Arbeit und den publizierten 
Experimenten sind vielfältig und betreffen den Vektor für die Gagexpression, den Wildtyp-Hefestamm, 
die Präparation und Inkubation der Sphäroplasten und die Ernte des freigesetzten Gags. Welche dieser 
Unterschiede das Ergebnis eventuell beeinflusst haben, wäre nur bei Austausch einzelner Komponenten 
im Experiment zu ermitteln. Hier können nur denkbare Möglichkeiten genannt werden. Die Expressions-
stärke von Gag könnte in den verschiedenen Arbeiten unterschiedlich sein. Sakuragi et al. benutzten einen 
2µ-Vektor, Norgan et al. einen ARS/CEN-Vektor, mit jeweils eigenem und von dieser Arbeit abweichen-
den Promotor. In dieser Arbeit wurde im Unterschied zu den anderen eine kodonadaptierte gagkodierende 
Sequenz verwendet, die in humanen Zellen eine vom viralen Protein Rev unabhängige Expression ermög-
licht (Schwartz et al., 1992). Norgan et al. verwendeten, wie in dieser Arbeit, carboxyterminal GFP-mar-
kiertes Gag. In der oben erwähnten Freisetzungskinetik von Sakuragi et al. wurde Gag ohne carboxyter-
minale Verlängerung eingesetzt. In humanen Zellen steigert die Größe der carboxyterminalen Verlänge-
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rung die Abhängigkeit der VLP-Freisetzung vom ESCRT-bindenden p6-Peptid (Bendjennat und Saffa-
rian, 2016). Eventuell gibt es hefestammspezifische Unterschiede, die zum Beispiel die gaginduzierte De-
formation der Plasmamembran begünstigen könnten. In dieser Arbeit induzierte die Expression von Gag-
GFP elektronenmikroskopisch detektierbare knospenförmige Ausstülpungen der Plasmamembran unter-
halb der Zellwand. Gaginduzierte Ausstülpungen der Plasmamembran unterhalb der Zellwand wurden 
auch in einer anderen Arbeit beschrieben (Biemans et al., 1992). Sakuragi et al. beobachteten direkt nach 
der Entfernung der Zellwand elektronendichte Bereiche an der Plasmamembran, während Ausstülpungen 
erst in Aufnahmen sichtbar waren, die nach zweistündiger Inkubation der Sphäroplasten gemacht wurden. 
Eine Aufnahme von Zellen mit intakter Zellwand ist nicht gezeigt. Unterschiede bei der Sphäroplasten-
präparation und -inkubation könnten sich durch Beeinflussung der Zellhomöostase ausgewirkt haben. 
Falls die zur Bestimmung der Zelldichte gemessene optische Dichte bei 600 nm in den verschiedenen 
Arbeiten miteinander vergleichbar ist, wurden die Hefesphäroplasten in dieser Arbeit in einer früheren 
Wachstumsphase präpariert, die Inkubationszeit mit DTT und die DTT-Konzentration waren in dieser 
Arbeit geringer, während und nach der Präparation wurden die Sphäroplasten in sorbitolhaltigem Mini-
malmedium inkubiert, im Vergleich zu sorbitolhaltigem Puffer während und sorbitolhaltigem Vollme-
dium nach der Präparation in den anderen Arbeiten. Nach jeder Ernte von freigesetztem Gag-GFP wurden 
die Sphäroplasten in der folgenden Inkubationsperiode in frischem Medium resuspendiert. Ein Austausch 
des Mediums ist für die Freisetzungskinetik bei Sakuragi et al. nicht beschrieben. Die Sphäroplasten-
dichte im Inkubationsmedium ist in den publizierten Arbeiten nicht genannt und kann daher nicht ver-
glichen werden. Zur Ernte des freigesetzten Gag-GFP wurden in dieser Arbeit Zelltrümmer durch Filtra-
tion mit 0,45 µm großen Poren aus dem Inkubationsmedium entfernt und Gag-GFP wurde anschließend 
durch Zentrifugation sedimentiert. Eine Verunreinigung durch zelluläre Proteine war im Immunoblot 
nicht detektierbar. In den publizierten Assays wurde das Inkubationsmedium nicht filtriert. Die Zentrifu-
gation erfolgte durch ein Saccharosekissen.  

Im Zentrifugationssediment, das bei der Ernte von freigesetztem Gag-GFP gewonnen wurde, waren 
fluoreszenzmikroskopisch punktförmige Strukturen detektierbar, die den von Gag-GFP an der Plasma-
membran gebildeten Strukturen entsprachen (nicht abgebildet). Eine elektronenmikroskopische Charak-
terisierung der Partikel wurde nicht durchgeführt. Jedoch gab es neben der Bildung der von Gag-GFP 
induzierten Gag-GFP-haltigen knospenförmigen Ausstülpungen der Plasmamembran mehrere Hinweise 
darauf, dass Gag-GFP in Form von VLPs freigesetzt wurde. Voraussetzung für die Gag-GFP-Freisetzung 
war dessen Bindung an die Plasmamembran. Gag-GFP wurde in einer sedimentierbaren Form freigesetzt, 
die 0,45 µm große Poren passieren konnte. Die Freisetzung war spezifisch für Gag-GFP. Drei getestete 
zelluläre Proteine waren im Gag-GFP-Sediment nicht detektierbar. Außerdem war die Freisetzung von 
Gag(ΔNCA)-GFP, einer Mutante, deren Akkumulation an der Plasmamembran nicht beeinträchtigt war, 
gegenüber Gag-GFP reduziert. Dieses Ergebnis stützt die Annahme, dass die Gag-GFP-Freisetzung ein 
von Gag-GFP angetriebener Prozess ist und nicht einfach mit der Menge an membrangebundenem Gag-
GFP korreliert.  

Das Hefesystem wurde verwendet, um die Interaktion von Gag mit ESCRT-Proteinen zu analysieren 
und mit Gagmutanten den Zusammenhang zwischen reduzierter ESCRT-Bindung, Bindung an die Plas-
mamembran und Freisetzung zu charakterisieren. Dabei wurde eine bis dahin unbekannte Interaktion von 
ESCRT-Proteinen mit der aminoterminalen Proteinregion von Gag entdeckt. In Bindungsassays inter-
agierten die ESCRT-Proteine Bro1 und Vps23 mit den Gagdomänen MA und NCA. Die Interaktion mit 
MA wurde für die humanen Homologen, ALIX und TSG101, bestätigt. Funktionelle Daten deuteten an, 
dass ALIX eventuell auch mit NCA interagiert (siehe unten). Gagproteine verschiedener anderer Retro-
viren tragen in ihrer aminoterminalen Hälfte ESCRT-Bindungsmotive, die den Bindungsmotiven im car-
boxyterminalen p6-Peptid von HIV-1-Gag entsprechen (Übersicht in Morita und Sundquist, 2004; Vot-
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teler und Sundquist, 2013). Für das feline Immundefizienzvirus wurde darüber hinaus eine vom carboxy-
terminalen Peptid unabhängige Interaktion zwischen ALIX und Gag vermutet, deren Determinante in 
Gag noch nicht beschrieben ist (Del Vecchio et al., 2020). Es ist also denkbar, dass es für den Freiset-
zungsprozess unwichtig ist, an welcher Position in Gag die Interaktion mit den ESCRT-Proteinen statt-
findet. Alternativ könnte die Bindung von ESCRT-Proteinen an die aminoterminale Proteinregion, die 
sich in der Nähe der Plasmamembran befindet, eine mechanistische Bedeutung haben. 

Aminosäureaustausche in einem hydrophoben Bereich auf der Oberfläche des MA-„Kopfs“, beste-
hend aus Leu-31, Val-35 und Trp-36, reduzierten die Koimmunpräzipitation von Bro1 und Vps23 mit 
MA-GFP. Da die Bindungsassays mit Zellextrakt durchgeführt wurden, könnten andere zelluläre Fak-
toren an der Interaktion beteiligt sein. Mit Hilfe von Deletionsmutanten wurde die Möglichkeit ausge-
schlossen, dass MA Bro1 oder Vps23 über das jeweils andere Protein rekrutiert. Der hydrophobe Bereich 
auf der MA-Oberfläche ist einem hydrophoben Bereich auf der Ubiquitinoberfläche ähnlich (Saad et al., 
2006; Vijay-Kumar et al., 1987). Der hydrophobe Bereich auf der Ubiquitinoberfläche ist zentral an der 
Bindung zwischen Ubiquitin und den UBDs der „früh agierenden“ ESCRT-Proteine, wie Bro1, Vps23 
und deren humanen Homologen, beteiligt (Pashkova et al., 2013; Sundquist et al., 2004; Teo et al., 2004). 
Diese Beobachtung könnte eine direkte Bindung beider ESCRT-Proteine an MA erklären. In dem Fall 
würde der hydrophobe Bereich auf der MA-Oberfläche eine Struktur von Ubiquitin nachahmen, um an 
ESCRT-Proteine zu binden. Eine Bindung von TSG101 und ALIX an die gleiche Stelle eines anderen 
Proteins, CEP55, ist beschrieben (Lee et al., 2008; Morita et al., 2007). An dieser Interaktion sind aber 
nicht die UBDs, sondern prolinreiche Regionen beider ESCRT-Proteine beteiligt. Aminosäureaustausche 
in dem hydrophoben Bereich auf der MA-Oberfläche, die die Gag-ESCRT-Interaktion reduzierten, stei-
gerten die Bindung von Gag-GFP an die Plasmamembran. Diese Beobachtung passt zu der Tatsache, dass 
sich der hydrophobe Bereich auf der Seite von MA befindet, die der Plasmamembran zugewandt ist (Hill 
et al., 1996; Mercredi et al., 2016; Murphy et al., 2019; Shkriabai et al., 2006). Die Ergebnisse legen die 
Vermutung nahe, dass die ESCRT-MA-Interaktion transient ist und gelöst wird, wenn Gag an die Plas-
mamembran bindet. Es ist also auch denkbar, dass die identifizierten Aminosäuren nicht an der MA-
ESCRT-Interaktion beteiligt sind, sondern dass die Mutationen direkt die Affinität von MA zur Plasma-
membran erhöhen. Bei der Interaktion von MA mit der Plasmamembran könnten ESCRT-Proteine, die 
direkt oder indirekt an eine andere Stelle von MA binden, sterisch verdrängt werden. Ursachen für eine 
gesteigerte Affinität zur Plasmamembran könnten eine verstärkte Exposition der aminoterminalen My-
ristylkette oder eine verstärkte Interaktion von MA mit Lipiden oder Proteinen der Plasmamembran sein. 
Austausche von Leu-31 und Trp-36 erhöhten den plasmamembrangebundenen Anteil von Gag-GFP. Der 
MA-Röntgenstruktur zufolge sind Leu-31 und Trp-36 nicht Bestandteil der MA-MA-Kontakte im MA-
Trimer (Hill et al., 1996). Daraus ergibt sich somit kein Hinweis auf eine verstärkte Trimerisierung der 
Mutanten mit konsekutiv gesteigerter Myristylkettenexposition (Tang et al., 2004). In zwei NMR-Stu-
dien, die die Myristylkettenexposition untersuchten, wurde kein Kontakt von Leu-31 oder Trp-36 zu der 
in MA verborgenen Myristylkette beschrieben (Fledderman et al., 2010; Tang et al., 2004). Eine verän-
derte Interaktion der Mutanten mit der Myristylkette kann davon also nicht abgeleitet werden. In räum-
licher Nähe zum identifizierten hydrophoben Bereich auf der MA-Oberfläche befindet sich ein Cluster 
aus basischen Aminosäuren, das mit Phospholipiden interagiert (Mercredi et al., 2016; Murphy et al., 
2019; Shkriabai et al., 2006). Da sowohl die L31R- als auch die L31E-Mutation die Bindung von Gag-
GFP an die Plasmamembran verstärkten, ist eine erhöhte Affinität dieser Mutanten für negativ geladene 
Phospholipide wahrscheinlich nicht der Grund für die gesteigerte Plasmamembranbindung. Eine ver-
stärkte Freisetzung von HIV-1 mit der Gag(W36A)-Mutation ist beschrieben (Paillart und Göttlinger, 
1999). Ob Trp-36 mit einer aus der Membran ausgeklappten Lipidacylkette interagiert, wie in einer 
NMR-Studie vorgeschlagen wurde, ist umstritten (Mercredi et al., 2016; Saad et al., 2006). Darüber 



  8. Diskussion 

	   87 

hinaus ist unklar, wie die in dieser Arbeit verwendeten Trp-36-Austausche die Membranbindung von 
Gag-GFP durch einen Einfluss auf diesen potentiellen Effekt erhöhen könnten. Weitere Experimente mit 
zusätzlichen Techniken sind erforderlich, um die Frage zu klären, ob die MA-Mutanten direkt die Affi-
nität von MA zur Plasmamembran steigern. Alternativ könnte die reduzierte Bindung von MA an 
ESCRT-Proteine oder einen die ESCRT-Proteine rekrutierenden Faktor die Affinität der MA-Mutanten 
zur Plasmamembran erhöhen. Die Bindung von Gag-GFP und MA-GFP an die Plasmamembran war in 
mehreren ESCRT-Deletionsmutanten gegenüber dem Wildtyp nicht gesteigert. Daher ist zu vermuten, 
dass die Bindung von Gag an die Plasmamembran durch die entsprechenden ESCRT-Proteine nicht 
blockiert wird. Nicht auszuschließen ist die Möglichkeit, dass ein der Membranbindung vorausgehender 
Schritt auf dem Weg von Gag zur Plasmamembran durch die Mutationen erleichtert wird.  

Da das carboxyterminale p6-Peptid von Gag humane ESCRT-Proteine rekrutieren kann, stellt sich 
die Frage, warum eine transiente Interaktion zwischen MA und ESCRT-Proteinen für die Virusfreiset-
zung nützlich sein könnte. Aminosäureaustausche in MA, die die Bindung von Gag an ESCRT-Proteine 
reduzierten, steigerten die Gag-GFP-Freisetzung. Das steht im Gegensatz zur reduzierten Gag(Δp6)-GFP-
Freisetzung aus humanen HEK293-Zellen. Zwei Experimente deuteten darauf hin, dass der freisetzungs-
steigernde Effekt der MA-Mutationen an ESCRT-Proteine gekoppelt ist. Die Deletion von VPS4 verhin-
derte die MA3*-induzierte Steigerung der Gag-GFP-Freisetzung aus Hefe. Eine Kombination aus ΔNCA 
und einer mutierten ALIX-Bindungsstelle in p6 (p6A*) hatte den gleichen Effekt auf die Gag(MA3*)-
GFP-Freisetzung aus HEK293-Zellen. Die letztere Beobachtung war besonders bemerkenswert, weil 
Gag(p6A*)-GFP und Gag(ΔNCA)-GFP effizient freigesetzt wurden. Die Ergebnisse aus Hefe und huma-
nen Zellen legen die Vermutung nahe, dass die ESCRT-MA-Interaktion die ESCRT-Proteine in einem 
inaktiven Zustand hält, bis die Interaktion bei Bindung von Gag an die Plasmamembran gelöst wird. 
Diese Vermutung zusammen mit den Ergebnissen der GST-Pull-down-Experimente könnte dazu beitra-
gen, die Rolle der ALIX-Bindungsstelle in p6 zu verstehen. In GST-Pull-down-Experimenten war die 
Bindung an MA verglichen mit p6 für ALIX stärker als für TSG101. Wenn man annimmt, dass ESCRT-
Proteine an p6 binden, während sie die HIV-1-Freisetzung vorantreiben, dann würde eine reduzierte 
Interaktion der ESCRT-Proteine mit mutiertem MA (MA3*) besonders die p6-abhängige ALIX-Funktion 
beeinflussen (Abb. 20). Da die Kombination aus ΔNCA und p6A* den MA3*-Effekt verhinderte, kann 
man spekulieren, dass ALIX auch über eine Bindung an NCA agiert. Allerdings fehlen entsprechende 
Hinweise aus Bindungsassays mit humanen ESCRT-Proteinen. Übereinstimmend mit diesen Annahmen 
beeinträchtigten p6A-Mutationen stark die Freisetzung von HIV-1 mit einem minimalen Gagkonstrukt, 
Gag(Δ8-87/Δ126-277), dem der größte Teil des MA-„Kopfs“ und NCA fehlten (Strack et al., 2003). Die 
Überlegungen führen zu einem Modell, in dem ALIX mit mehreren Stellen von Gag interagieren kann 
und seine Aktivität durch die Gagassemblierung reguliert wird. Eine zusätzliche Bindung von ALIX an 
die NC-Domäne, die abhängig von RNA- oder Membranpräsenz ist, wurde beschrieben (Sette et al., 
2016). Zur Hypothese der regulierten Aktivität passen Modelle, nach denen die ALIX-Funktion durch 
den Wechsel zwischen einer offenen und einer geschlossenen Konformation und durch Dimerisierung 
gesteuert werden kann (Pires et al., 2009; Zhai et al., 2011; Zhou et al., 2009). Zusätzlich ist für das 
Homologe aus Hefe, Bro1, und für dessen Bindungspartner Doa4 eine regulatorische Funktion bei der 
MVB-Vesikel-Bildung vorgeschlagen worden (Johnson et al., 2017; Wemmer et al., 2011). 

Die Konformationsänderung während der Gagassemblierung, von einer kompakten Faltung zu einer 
ausgestreckten Struktur (Datta et al., 2007 und 2011), könnte zu einer dynamischen Veränderung der 
Gag-ESCRT-Interaktion beitragen. Die transiente MA-ESCRT-Interaktion könnte helfen, die ESCRT-III-
Polymerisierung erst zu einem Zeitpunkt zu aktivieren, der zulässt, dass Gag ausreichend assembliert, um 
ein vollständiges Virion zu bilden. Dieses Modell passt zu den Ergebnissen von zeitaufgelösten fluores-
zenzmikroskopischen Experimenten zur Freisetzung von HIV-1- und EIAV-Gag-VLPs (Bleck et al., 
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2014; Jouvenet et al., 2011). Diese Experimente zeigen, dass die „spät agierenden“ ESCRT-III-Proteine 
und VPS4 rekrutiert werden, wenn die Gagassemblierung abgeschlossen ist, während die „früh agieren-
den“ ESCRT-Proteine ALIX und TSG101 zusammen mit Gag akkumulieren. 

Eine Störung der ESCRT-vermittelten Virionenfreisetzung führt zur Überpolymerisierung von Gag 
(siehe 5.3., Carlson et al., 2008). Diese Beobachtung legt die Vermutung nahe, dass die ESCRT-vermit-
telte Freisetzung in kinetischer Konkurrenz zur Polymerisierung von Gag steht und damit die Zusammen-
setzung der Virionen beeinflusst. Die Koordination von Gagassemblierung und ESCRT-Aktivierung hat 
demnach vermutlich eine Bedeutung für die Bildung infektiöser Virionen. Eine verfrühte Abschnürung 
könnte inkomplette Partikel produzieren. Zum Beispiel ist eine bestimmte Anzahl an Gagmolekülen für 
die Bildung des Kapsids erforderlich, MA inkorporiert die viralen Hüllproteine, und zelluläre Plasma-
membranproteine, die das Virus vor der angeborenen Immunantwort schützen, werden in die virale Mem-
bran sortiert (Briggs et al., 2003; Saifuddin et al., 1997; Yu et al., 1992). Darüber hinaus kommt es bei 
verzögerter Abspaltung der Virionen durch eine gestörte Interaktion zwischen ESCRT-Proteinen und p6 
zu Enzymverlust durch den offenen Vesikelhals (Bendjennat und Saffarian, 2016).  

Im Gegensatz zur Gag-GFP-Freisetzung aus HEK293-Zellen war die Gag-GFP-Freisetzung aus Hefe 
unabhängig von p6. In Übereinstimmung mit diesen Ergebnissen war nur eine schwache Bindung von 
Bro1 an p6 zu beobachten und keine Vps23-p6-Interaktion. Bro1 interagiert über eine dem ALIX-Bin-
dungsmotiv in p6 ähnliche Sequenz mit zellulären Proteinen. Eine der Interaktionen involviert analog zur 
Bindung von ALIX an p6 die V-Domäne von Bro1 (Kimura et al., 2014). Eine andere Interaktionen ist 
vom carboxyterminalen Bro1 abhängig (Richter et al., 2007). Daher besteht die Möglichkeit, dass Bro1 
über eine andere Proteinregion mit dem ALIX-Bindungsmotiv in p6 intergagiert als ALIX. Im Gegensatz 

                              
 
Abbildung 20. Erklärungsmodell für die Ergebnisse zur Gag-ALIX-Interaktion. Modell zur Erklärung der folgenden Beobachtungen: Die 
Mutation der TSG101-Bindungsstelle in p6 reduziert die Freisetzung von Gag-GFP aus HEK293-Zellen stark. Gag-GFP mit einer Mutation der 
ALIX-Bindungsstelle in p6 (p6A*) oder mit der ΔNCA-Mutation (Deletion der aminoterminalen Domäne von CA (NCA) und der sieben 
carboxyterminalen Aminosäuren des „MA-Stiels“) wird effizient freigesetzt. Die verstärkte Freisetzung von Gag(MA3*)-GFP wird durch eine 
Kombination aus ΔNCA und p6A* verhindert. Im GST-Pull-down ist die Bindung an MA im Vergleich zu p6 für ALIX stärker als für TSG101. 
MA3*- und die ΔNCA-Mutation reduzieren die Bindung von Bro1 und Vps23, den Hefehomologen von ALIX und TSG101, an Gag. MA3* 
steigert die Gag-GFP-Freisetzung aus Hefesphäroplasten, ΔNCA reduziert die Freisetzung. Modell: Eine transiente MA-ESCRT-Interaktion hält 
die ESCRT-Proteine in einem inaktiven Zustand. Bei Lösung der MA-ESCRT-Interaktion werden die ESCRT-Proteine aktiviert. Die ESCRT-
Proteine binden an p6, während sie die VLP-Freisetzung ermöglichen. Da die Affinität für MA im Vergleich zur Affinität für p6 für TSG101 
kleiner ist als für ALIX, wird ein kleinerer Anteil von TSG101 als von ALIX durch die Bindung an MA in einem inaktiven Zustand gehalten. Die 
MA3*-Mutation erhöht den Anteil an Gagmolekülen mit gelöster MA-ESCRT-Interaktion und steigert deshalb besonders die Aktivität von 
ALIX. Möglicherweise trägt NCA auch zur Bindung der aktiven ESCRT-Proteine bei. Die Größe des ESCRT-III-Polymers (graue Spirale) 
symbolisiert die Aktivität des ESCRT-Proteins. 



  8. Diskussion 

	   89 

zu HEK293-Zellen reduzierte die ΔNCA-Mutation die Gag-GFP-Freisetzung aus Hefe. Daher ist denk-
bar, dass die NCA-ESCRT-Interaktion in Hefe die p6-Funktion übernimmt. Da ESCRT-Proteine der Hefe 
mit CA-GFP koimmunpräzipitierten, aber nicht mit in E. coli exprimiertem GST-CA interagierten, 
könnte eine posttranslationale Modifikation, wie eine Ubiquitinierung, notwendig für die Bindung sein. 
Ubiquitinmodifikationen sind bei Expression in humanen Zellen über das gesamte Gagmolekül verteilt 
und haben eine Bedeutung für die HIV-1-Freisetzung (Gottwein und Kräusslich, 2005; Gottwein et al., 
2006; Sette et al., 2013). Die ΔNCA-Mutation könnte die Gag-GFP-Freisetzung aber auch über einen an-
deren möglichen Effekt reduzieren. Einer Computersimulation zufolge trägt NCA zur Partikelkrümmung 
bei und bestimmte Punktmutationen in NCA beeinträchtigen die Membrandeformation und die Virusfrei-
setzung (Hogue et al., 2011; Pak et al., 2017; von Schwedler et al., 2003a). Allerdings könnte mutiertes 
NCA die Gagassemblierung beeinflussen, obwohl dessen Abwesenheit die Assemblierung nicht stört. Die 
carboxyterminale Domäne von CA kann in vitro unabhängig von NCA ein Gitter assemblieren, das dem 
des unreifen Virions entspricht, und HIV-1 mit der ΔNCA-Mutation wird effizient aus HeLa-Zellen 
freigesetzt (Bharat et al., 2014; Borsetti et al., 1998), analog zu Gag(ΔNCA)-GFP aus HEK293-Zellen in 
dieser Arbeit. Die prozessierten HIV-1(ΔNCA)-Virionen hatten einen heterogeneren Durchmesser als 
Wildtyp-Virionen (Borsetti et al., 1998). Die Größenheterogenität könnte auf eine gestörte Gagassem-
blierung zurückzuführen sein, aber auch Ausdruck einer gestörten Kontrolle der ESCRT-Funktion im 
Freisetzungsprozess. So hatte ein erhöhter Anteil von Virionen mit mutierter ALIX-Bindungsstelle in p6, 
die aus HeLa-Zellen freigesetzt wurden, eine abnorme Morphologie (Fujii et al., 2009). Die fluoreszenz-
mikroskopischen Experimente in dieser Arbeit ergaben keine Hinweise auf eine gestörte Gag(ΔNCA)-
GFP-Assemblierung in Hefe. Die punktförmigen Strukturen an der Plasmamembran waren vergleichbar 
zu Gag-GFP. Ob eine Veränderung der Strukturen bei einem potentiellen Krümmungsdefekt mit dieser 
Technik detektierbar wäre, ist aber unklar. Eine elektronenmikroskopische Analyse der Gag(ΔNCA)-GFP 
exprimierenden Zellen wurden nicht durchgeführt. Ein solches Experiment wäre vermutlich nur bei 
einem sehr ausgeprägten Krümmungsdefekt wegweisend, weil die verschiedenen Schnittebenen ohnehin 
eine gewisse Heterogenität verursachen. 

Die Beobachtung, dass die Deletion der ESCRT-0-Untereinheit Vps27 die Gag-GFP-Freisetzung 
reduziert, war unerwartet, weil Vps27 an Phosphatidylinositol-3-Phosphat in der endosomalen Membran 
bindet (Katzmann et al., 2003; Misra und Hurley, 1999). Somit ergibt sich die Frage, ob Gag den 
ESCRT-0-Komplex in Konkurrenz zur endosomalen Membran an die Plasmamembran rekrutieren kann. 
ESCRT-0 enthält mehrere UBDs (Bilodeau et al., 2002; Mizuno et al., 2003; Shih et al., 2002), die mit 
potentiellen Ubiquitinmodifikationen von Gag oder mit dem identifizierten hydrophoben Bereich auf der 
MA-Oberfläche interagieren könnten. Ergebnisse aus humanen Zellen, die zeigen, dass das Vps27-Homo-
loge HRS zusammen mit dem viralen Protein Vpu die antivirale Aktivität des zellulären Proteins Tetherin 
unterdrückt (Janvier et al., 2011), könnten so interpretiert werden, dass HRS zusätzlich eine davon unab-
hängige Funktion bei der HIV-1-Freisetzung hat. 

Mit dem in dieser Arbeit etablierten Hefesystem wurde eine vorher unbekannte Gag-ESCRT-Inter-
aktion in der aminoterminalen Proteinregion von Gag entdeckt. Diese vermutlich zum Teil transiente In-
teraktion wurde gefunden, weil die ESCRT-p6-Interaktion im Hefesystem weniger prominent ist als in 
humanen Zellen. In diesem Fall war es also nützlich, dass das Hefemodell nicht komplett mit dem huma-
nen System übereinstimmt. Experimente mit zusätzlichen Methoden sind erforderlich, um die molekula-
ren Determinanten dieser Gag-ESCRT-Interaktion zu charakterisieren. Darauf basierend können dann ge-
zielt Gagmutanten hergestellt werden, die helfen, die Funktion der neu entdeckten Interaktion im viralen 
Freisetzungsprozess besser zu verstehen und den Mechanismus der ESCRT-abhängigen Gagfreisetzung 
aus Hefe zu untersuchen, auch um damit mögliche indirekte Effekte der ESCRT-Deletionsmutanten aus-
zuschließen. Das Hefemodell könnte dann ein ergänzendes Werkzeug bei der Charakterisierung des ba-
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salen Freisetzungsmechanismus sein. Der Vergleich von Unterschieden und Gemeinsamkeiten mit dem 
Prozess in humanen Zellen könnte dazu beitragen, die genaue Bedeutung individueller Interaktionen und 
Schritte bei der Virusfreisetzung zu verstehen. Der Vergleich von Interaktionen der ESCRT-Proteine aus 
der Hefe und humanen Zellen mit dem gleichen Substrat, Gag, könnte zusätzlich helfen, mehr über den 
Mechanismus des ESCRT-Apparats an sich zu lernen. 
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