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A Einleitung

Die Erforschung der Funktion eines Gens und die Korrektur genetischer Defekte
in intakten Organismen setzt die Entwicklung von Werkzeugen voraus, die eine
prazise Veranderung von genomischer DNA in hoheren Eukaryoten ermdglichen.
Dabei gilt es vor allem, neue Strategien zu entwickeln, die eine effiziente und
kontrollierbare Manipulation in vivo erlauben. Fur die Korrektur pathogener
genetischer Defekte im menschlichen Genom ist vor allem eine dauerhafte
Ubertragung genetischen Materials von besonderem Interesse (Kay et al., 1997).
Deshalb steht neben der Frage des Gentransfers, d.h. dem Einbringen genetischer
Information in eine Zelle ohne diese zu schadigen, auch das Problem der sicheren
und effizienten Integration neuer genetischer Information in das menschliche
Genom im Vordergrund (Morgan und Anderson, 1993; Wolff, 1994).

Al Sequenz-spezifische Rekombinasen: Ein wertvolles Werk-
zeug zur gezielten DNA-Manipulation

Die bedeutendste Beschrankung der gegenwartigen Methoden des
Gentransfers in Sauger-Zellen liegt darin, dass die fremde DNA nach der
Aufnahme in die Zelle haufig verloren geht. In den seltenen Féllen, in denen sie
stabil in das Wirtszellgenom integriert wird, geschieht dies durch heterologe
Rekombination an zufalligen Positionen im Genom oder eines Chromosomen-
abschnitts. Die Effizienz des stabilen Gentransfers lasst sich durch virale Vektoren
steigern. Doch erfolgt die Integration auch in diesem Fall eher zufallig, was
insbesondere bei der Gentherapie problematisch ist. Die zufallige Integration
viraler Vektoren, die haufig auch mit chromosomalen Deletionen und
Rearrangements einhergeht (Miller et al., 2002), kann im ungiinstigsten Fall zur
Aktivierung von Proto-Onkogenen oder zur Inaktivierung von Tumorsuppressor-
Genen fuhren (Verma und Somia, 1997).

Eine Mdglichkeit fremde DNA gezielt ins Genom von Sauger-Zellen
einzubringen ist durch homologe Rekombination. Ein Beispiel hierfir ist das Gene

Targeting in embryonalen Stammzellen von Mausen. Bei dieser Technik wird die
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homologe Integration jedoch von haufigen unkontrollierten heterologen
Integrationsereignissen Uberlagert (Marrow und Kucherlapati, 1993). In
somatischen Zellen ist das Verhdaltnis von homologer zu nicht-homologer
Rekombination sogar noch unginstiger als in embryonalen Stammzellen. Obwohl
zusatzliche Selektionsstrategien zur Anreicherung der homologen Integranten
existieren, ist die genetische Manipulation durch homologe Rekombination in
Sauger-Zellen ineffizient und weitestgehend auf embryonale Stammzellen
beschrankt (Vasquez et al., 2001). Um hier korrigierend eingreifen zu kénnen,
musste man zunachst den Mechanismus der homologen Rekombination in
hoheren Eukaryoten besser verstehen. Dies ist zurzeit jedoch aufgrund von
dessen Komplexitat nicht absehbar.

Als Alternative zur homologen Rekombination riicken bei der Manipulation
eukaryotischer Genome zunehmend sequenz-spezifische Rekombinations-
systeme in den Vordergrund (Kilby et al., 1993). Sie besitzen gegenuber der
homologen Rekombination oder der viralen Integration den Vorteil, dass der

Rekombinationsprozess sehr prazise ist und bei der stabilen Neuverkntpfung

(a) (b) (c)

N o BT

==t

ﬂﬁ Translocation

Inversion

Abbildung A.1l: Schematische Darstellung von sequenz-spezifischen Rekombinations-
moglichkeiten zwischen unterschiedlich orientierten Rekombinationsregionen. Die zur
Integrase-Familie gehérenden Rekombinasen Cre, FLP oder Int fihren die sequenz-spezifische
Rekombination zwischen zwei loxP-, FRT- oder att-Regionen, in dieser Reihenfolge, durch
(schwarze Dreiecke). (a) Die intramolekulare Rekombination zwischen entgegengesetzt orientierten
Rekombinationsregionen fuhrt zur Inversion des dazwischenliegenden DNA-Fragmentes, wéhrend in
(b) die Rekombination zwischen gleich orientierten Sequenzen zur Exzision des flankierten DNA-
Abschnitts fuhrt (zirkulares Produkt). Die intermolekulare Rickreaktion, die Integration, ist nicht so
effizient und in der Abbildung durch einen kleineren wei3en Pfeil symbolisiert. Die Translokation,
ebenfalls eine intermolekulare Rekombinationsreaktion, ist in (c) dargestellt. Zur Kennzeichnung
bestimmter DNA-Abschnitte sind diese grau unterlegt. (modifiziert nach Metzger & Feil, 1999)
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zweier Nucleotidsequenzen keine genetische Information verloren geht. Da die
sequenz-spezifische Rekombination in der Regel sehr effizient ist -bis zu 90% der
Partner werden in vitro tatsachlich rekombiniert-, koénnte die unkontrollierte
Integration genetischen Materials vermindert werden. Ein weiterer Vorteil der
sequenz-spezifischen Rekombinationssysteme liegt in deren grundsatzlicher
Regulierbarkeit. Werden sequenz-spezifische Rekombinasen gezielt ausgepragt,
kénnen durch Rekombinationsprozesse Gene an- oder abgeschaltet und deren
Funktion in einem bestimmten Zelltyp oder in einem bestimmten
Entwicklungsstadium untersucht werden (Kilby et al., 1993; Gu et al., 1994). Die
vielseitigen Einsatzmoglichkeiten vieler sequenz-spezifischer Rekombinasen
kommt auch dadurch zustande, dass sie durch entsprechende Positionierung ihrer
Zielsequenzen grundsatzlich zur Insertion, Deletion, Inversion oder zum Versetzen
von genetischen Elementen eingesetzt werden kénnen (Abb. A.1; Metzger & Fell,
1999). Das macht sie zu einem vielversprechenden Werkzeug fur die Manipulation
von genomischer DNA in Eukaryoten und hat in den letzten Jahren vor allem die
Erprobung von sequenz-spezifischen Rekombinasen wie die Cre-Rekombinase
des Bakteriophagen P1 und die FLP-Rekombinase aus Hefe vorangetrieben (Kilby
et al., 1993).

A2 Sequenz-spezifische Rekombinasen in eukaryotischen
Zellen

A2.1 Das Cre/loxP-System

Zweifellos am weitesten verbreitet und entwickelt ist die Anwendung des
sequenz-spezifischen Rekombinationssystems des Phagen P1, das sogenannte
Cre/loxP-System (Nagy, 2000; Christ & Droge, 2001). Das Cre/loxP-System
besteht aus der Cre-Rekombinase und zwei 34 Basenpaaren langen loxP-
Sequenzen. Es funktioniert nicht nur effizient in Bakterien, sondern auch in
eukaryotischen Zellen (Sauer, 1993). Die Cre-Rekombinase kann zum Beispiel
DNA aus einem Chromosom ausschneiden, wenn dieses von den aus dem
Bakteriophagen P1 stammenden loxP-Sequenzen eingerahmt ist, und die
Rekombinase in eine Zelle eingebracht wird. Diese Form der Manipulation
chromosomaler DNA findet bereits Anwendung bei der gezielten Entfernung
genetischer Elemente aus einem Chromosom oder bei der Kontrolle der
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Genexpression in  Eukaryoten (Sauer und Henderson, 1989). Die wohl
bedeutendste Anwendung des Cre/loxP-Systems ist dessen Einsatz in Mausen.
Haufig spielen die zu untersuchenden Gene auch in der embryonalen Entwicklung
eine wichtige Rolle, wodurch das konstitutive Ausschalten eines Gens in vielen
Fallen letal ist. Durch Cre-vermittelte Deletion bestimmter Gene oder
Genabschnitte ist es jedoch gelungen, sogenannte konditionale knock-out Mause
zu entwickeln (Gu et al., 1993), die auch als Tiermodell fir verschiedene
Erkrankungen dienen konnen. Die gezielte Induktion von Cre in den Mausen
erlaubt es, die Funktion eines Gens ausschliel3lich in bestimmten
Entwicklungsstadien oder in bestimmten Zelltypen zu untersuchen (Orban et al.,
1992; Kuhn et al., 1995; Sauer, 1998; Metzger & Feil, 1999). Dartber hinaus kann
das Cre/loxP-System die Integration eines loxP-tragenden Vektors in eine in das
Genom integrierte loxP Sequenz katalysieren (Baubonis und Sauer, 1993).
Allerdings muss diese Erkennungssequenz zuvor durch andere Methoden (z.B.
homologe Rekombination) als stabile Sequenz in das Genom eingebracht werden
(Baubonis und Sauer, 1993). Von grol3em Interesse ist es daher Techniken mit Cre
zu entwickeln, die es erlauben therapeutische Gene in eine im Genom ,naturlich”
vorkommende, eine sogenannte loxP-analoge Sequenz, zu integrieren.
Wiinschenswert ware hier die gezielte Integration in einem einzelnen Schritt in
einen gut charakterisierten Locus. Calos und Kollegen konnten in der Tat loxP-
analoge Sequenzen im Maus und im menschlichen Genom identifizieren, die sich
in  episomalen Rekombinationstests als rekombinationsfahig erwiesen
(Thyagarajan et al., 2000). Da die Sequenzen zum Teil stark von der wild-typ loxP-
Sequenz abweichen, scheint die Cre-Rekombinase eine hohe Toleranz gegenuber
Abweichungen von der Konsensus-Sequenz zu besitzen. Die Integration von
Fremd-DNA in solche genomische loxP-analoge Sequenzen durch die Cre-

Rekombinase wurde allerdings bisher nur in Hefe gezeigt (Sauer, 1996).

A2.2 Das FLP/FRT-System

Ein weiteres Beispiel fur eine erfolgreiche Anwendung sequenz-spezifischer
Rekombinationssysteme bei der Manipulation eukaryotischer Genome ist das
FLP/FRT-System der Hefe Saccharomyces cervisiae. Auch die FLP-Rekombinase
kann, wie zuvor fir das Cre/loxP-System beschrieben, zwei kinstlich ins Genom

von Drosophila oder Saugetierzellen integrierte Rekombinationssequenzen (FRT)
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effizient rekombinieren und dadurch beispielsweise FRT-flankierte Sequenz-
Abschnitte ausschneiden. Gleichfalls konnte gezeigt werden, dass die
Ruckreaktion, also die Integration in einen genomischen Locus, in den zuvor eine
FRT-Sequenz integriert wurde, durch intermolekulare Rekombination katalysiert
werden kann (Golic und Lindquist, 1989; O'Gorman et al., 1991). Sequenz-
spezifische Rekombination durch die FLP-Rekombinase konnte nicht nur in
Zelllinien, sondern auch in transgenen Mausen nachgewiesen werden (Dymecki,
1996).

A2.3 Limitierte Anwendungsmaoglichkeiten etablierter Rekombinations-
systeme

Der Anwendung der etablierten sequenz-spezifischen Rekombinationssysteme
Cre und FLP in hoheren Eukaryoten sind aufgrund ihrer enzymatischen
Eigenschaften Grenzen gesetzt. Die FLP-Rekombinase arbeitet bei einer
Temperatur von 30°C optimal. Die Rekombinationsaktivitat bei 37°C, der
gebrauchlichen Kultivierungstemperatur von Saugerzellen, ist hingegen gering. Um
dieses Problem zu |6sen, entwickelten Buchholz et al. (1996) die thermostabile
Mutante FLPe, fir die im Vergleich zu wild-typ FLP in Maus ES-Zellen jedoch nur
eine 3- bis 5-fach hohere Rekombinationsaktivitat bei 37°C nachgewiesen werden
konnte (Buchholz et al., 1998).

Fir die Cre-Rekombinase wurde in Zell-Kultur eine potentiell toxische Wirkung
festgestellt, die zu einer verminderten Teilungsrate der Zellen fihren kann. Der
zytotoxische Effekt, dem Chromosomen-Abberationen vorausgehen, steigt mit der
enzymatischen Aktivitdt von Cre. Die Chromosomen-Abberationen werden
allerdings nicht durch sequenz-spezifische Rekombination verursacht, sondern
ihnen liegt eine Endonuklease-Aktivitdt von Cre zugrunde, der Cre-unabh&ngige
illegitime Rekombinationsereignisse folgen (Loonstra et al., 2001, Silver &
Livingston, 2001).

Ein gemeinsames Merkmal der Cre- und FLP-katalysierten sequenz-
spezifischen Rekombinationsreaktion ist die Identitat inrer Produkte und Substrate.
Das ermoglicht Cre und FLP sowohl die Hin- als auch die Ruckreaktion zu
katalysieren, wodurch sich insgesamt ein Reaktionsgleichgewicht zwischen den
Substraten und Produkten einstellt. Diese, als bidirektional bezeichnete
Rekombination (Abb. A.2-A), hat zur Folge, dass Cre und FLP nicht nur die
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Integration von DNA-Elementen katalysieren, sondern auch ihre Exzision (Abb.
A.1-B). Die Anwendung dieser Rekombinationssysteme zur Integration von DNA-
Elementen birgt daher den Nachteil, dass in Gegenwart der Rekombinasen einmal
integriertes genetisches Material nicht stabil ist. Es kann durch die Rekombinasen
wieder ausgeschnitten werden. Um dies zu vermeiden, sind oftmals Strategien
erforderlich, die ein nur temporares Vorhandensein der Rekombinase sicherstellen.
Beispiele hierfur sind die transiente Expression der Rekombinase von einem nicht-
replizierenden Vektor (O’'Gorman et al., 1991), die Tetracyclin-regulierte
Auspragung der Rekombinase durch ein heterologes Expressionssystem (Gossen
et al., 1995) oder der Einsatz von Fusionsrekombinasen, deren Kkatalytische
Aktivitdt abhéangig von der Gegenwart eines spezifischen Liganden ist (Logie &
Stewart, 1995; Metzger et al, 1995). Die niedrige Effizienz der
Integrationsreaktionen hat bislang jedoch den routinemalligen Einsatz dieser
Methoden zur gezielten Integration von Fremd-DNA verhindert.

Die Verwendung von asymmetrischen Rekombinationssequenzen, wie es fir
das Cre/loxP-System von Araki et al. (1997) gezeigt wurde, ermdglicht es, das
Reaktionsgleichgewicht zur Hinreaktion zu verschieben. Der Nachteil dieser
Methode ist jedoch, dass spater keine weiteren Rekombinationsschritte mehr

stattfinden kénnen.

(A) — I — B fffusn
< — <

— A pidirektional sl e —

(B) — S £ X — il
< — >
— vy e I e

unidirektional

Abbildung A.2: Schematische Darstellung von bi- und unidirektionaler sequenz-spezifischer
Rekombination. Dargestellt sind Rekombinationsregionen, die aus zwei entgegengesetzt
orientierten Sequenzwiederholungen (Pfeile) bestehen, die wiederum durch eine overlap-Sequenz
(Rechteck) getrennt werden. In (A) ist die bidirektionale Rekombination gezeigt, die ein Equilibrium
zwischen Hin- und Rickreaktionen darstellt. (B) Als unidirektional bezeichnet man die
Rekombinationsreaktion, bei der die Hinreaktion in Gegenwart eines Faktors X stattfindet und die
Rickreaktion nur in Gegenwart eines Faktors Y katalysiert wird.
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Um die Mangel der etablierten sequenz-spezifischen Rekombinasen Cre und
FLP zu umgehen, musste man in der Natur existierende sequenz-spezifische
Rekombinationssysteme, bei denen sich Hin- und Ruckreaktion durch Kofaktoren
steuern lassen (Abb. A.2-B), flir den Einsatz in hGheren Eukaryoten optimieren. Ein
Kandidat fur eine solche regulierte Rekombinase ist die vom Phagen Lambda

kodierte Integrase.

A3 Das sequenz-spezifische Rekombinationssystem des
Bakteriophagen Lambda

Der dem Rekombinationssystem des Bakteriophagen Lambda zugrunde
liegende Mechanismus zur Neuverkniipfung von DNA-Strangen wird allgemein als
konservative sequenz-spezifische Rekombination bezeichnet. Der Mechanismus
zeichnet sich dadurch aus, dass wahrend des Rekombinationsverlaufs zwei DNA-

Strange an genau definierten Stellen geschnitten und die ausgetauschten Strange

Abbildung A.3: Schematische
Darstellung des integrativen (1)
und exzisiven (1) Reaktionswegs
der A-Rekombination. Dargestellt
ist eine negativ superhelikal
gespannte attP-Sequenz, die in
Gegenwart von IHF und Int in das
lineare attB-Element integriert.
Dabei entstehen die Produkte attL
und attR, die Substrate fur die
Exzision. Fiur die Exzision benétigt
Int neben IHF zusatzlich die Hilfe
von XIS. Alle vier attachment-

FIMIFIX X2z Tope 0P P3P Regionen besit;en eine g_emein-
same core-Region (O) die aus

s zwei gegenlaufigen core-Bindungs-

— _'E' i stellen besteht (-): C und C” oder
s » B und B". Die DNA-Abschnitte links

Int : exciaion und rechts neben der core-Region
IHF TITIII-‘ in der Phagen att-Region werden

intagration XI5 als P- und P’-Arm bezeichnet, die
' (FIS) weitere Bindungsstellen der Int

(m P) und Bindungsstellen fur IHF

" F'1 P 2P 2 (0 H), Xis (A X) und Fis (0 F)

besitzen. Int und IHF sind fur beide
Reaktionswege und XIS ist fir die
Exzision unerlasslich. FIS stimuliert
die Exzision. (Christ & Droge,
2001)

O
AT

FiMIPIZNIX2H2 ¢ @°
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unverandert, d.h. ohne Abbau oder Neusynthese von DNA, wieder verknupft
werden. Zuséatzliche Faktoren, die Energie bereitstellen, sind bei dieser
Neuverkniipfung nicht erforderlich (Ubersichtsartikel: Landy, 1989).

Ein weiteres Merkmal des Lamba Rekombinationssystems ist dessen Fahigkeit,
sowohl Neuverknipfungen von DNA-Strdngen auf demselben als auch zwischen
unterschiedlichen DNA-Fragmenten zu Kkatalysieren. Befinden sich die
Rekombinationssequenzen auf demselben Molekil, bestimmt deren relative
Orientierung  zueinander, ob der dazwischenliegende  DNA-Abschnitt
ausgeschnitten oder invertiert wird. Befinden sich die Rekombinationsregionen
dagegen auf unterschiedlichen Molekilen, so ist auch die Integration oder
Translokation von DNA-Fragmenten durch A-Rekombination moglich (Abb. A.1).

Somit birgt die sequenz-spezifische Integrase (Int) des Phagen Lambda,
vergleichbar mit den ihr verwandten Rekombinasen Cre und FLP (Nunes-Diby et
al., 1998), vielseitige Anwendungsmadglichkeiten fir gezielte DNA-Manipulationen.
Im Gegensatz zu dem Cre- oder FLP-System setzt sich das Lambda sequenz-
spezifische Rekombinationssystem jedoch aus zwei unterschiedlichen
Rekombinationsreaktionen zusammen, die als integrative und exzisive
Rekombination bezeichnet werden (Abb. A.3; Landy, 1989). Die Produkte der
integrativen Rekombination stellen dabei die Substrate der exzisiven
Rekombination dar und umgekehrt. Die Komplexitat des A-Systems resultiert vor
allem daraus, dass die eigentliche DNA-Rekombinase, die Phagen-kodierte
Integrase (Int), unterschiedliche Hilfsfaktoren zur Durchfihrung der integrativen
oder exzisiven Rekombination bendtigt. Die An- oder Abwesenheit dieser Faktoren
ermoglichen oder verhindern den Aufbau von funktionellen Nukleoproteinstrukturen
an den strukturell unterschiedlichen Rekombinationssequenzen der beiden
Rekombinationswege. Dadurch kann die Rekombination gezielt nur in eine
Richtung ablaufen und ist somit im Gegensatz zum Cre- oder FLP-System
unidirektional (Abb. A.2-B). Diese Eigenschaft macht sich der Bakteriophage
Lambda zu Nutze, um sich prazise in eine bestimmte Stelle des E.coli Genoms zu
integrieren (die sogenannte integrative Rekombination). Als Bestandteil des
Bakterienchromosoms vermehrt er sich als sogenannter Prophage in einem
Zustand, der als Lysogenie bezeichnet wird, bei fortlaufender Bakterienteilung.
Dabei schadigt er den Wirt nicht und kann sich unter physiologisch gunstigen
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Bedingungen passiv von E.coli verbreiten lassen. Gerat das Wirts-Bakterium in
eine Krise, beispielsweise durch Schéadigung der genomischen DNA durch UV-
oder ionisierende Strahlung, so kann sich der Prophage durch das Einleiten der
exzisiven Rekombination wieder aus dem E.coli Genom ausschneiden.
Extrachromosomal vermehrt sich der Phage wieder aktiv in der Bakterienzelle. Die
Freisetzung des Bakteriophagen und seine Verbreitung auf andere Bakterien

erfolgt im letzten Schritt durch die Lyse der Bakterienzelle (Landy, 1989).

A3.1 Die integrative A-Rekombination

Die integrative Rekombinationsreaktion des Bakteriophagen Lambda bedarf
zweier unterschiedlicher Rekombinationssequenzen, der bacterial attachment site
(attB) im E.coli Genom und der phage attachment site (attP) im Phagengenom.
AttB ist von allen att-Regionen die Kirzeste und umfasst nur 21 Nucleotide. Ein
Bestandteil von attB ist das sogenannte 15bp common core, dass allen att-
Regionen gemeinsam ist. Das common core wird im attB als BOB™ bezeichnet und
besteht aus einer 7 Nucleotide langen sogenannten overlap-Region, die von zwei
gegenlaufigen Int-Bindungssequenzen flankiert ist (Abb. A.4). Die overlap-Sequenz
ist in allen att-Regionen identisch. Entscheidend ist hierbei die Identitdt dieses

Bereiches, und nicht unbedingt die Sequenz selbst, da in diesem Abschnitt der

80
—-TCTGTTACAGGTCACTAATACCATCTA/\GTAGTTGATTCATAGTGACTGCAYATGTTGTGTTTTACAGTATTATGT‘\CTCTGTYTTTTATGCAAAAT( TAATT
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
seses - SO
[ H, ) X4 X, F )

P—arm ———————— "

2,0 ) o «2p a0
CTAATATAT TGATATTTATATCATTTTACGTTTCTCGTTCAGCTTTTTTATACT AAGTTGGCATTATAAAAAAGC ’\TTGC‘( IAIL ‘\ATTTGTT(;

----- GAGCAAGTCGAAAAAATATGATTCAACCGTA P e
H, c 0 b o H
attP - T Parm

INt —w~ cOre s-GAACTINNT-3
eee arm s~ C/AAGTCACTAT-a

IHF === S-T/CAANNNNTTGATA/T-3 1 \\3

TGAAGCCTGCTTTTTTATACTAACTTIGAGCG tB
. ACTTCGGACGAAAAAATATGATTGAACTCGC att
Fis eee x

e B o % ®

Abbildung A.4: DNA-Sequenz und Proteinbindungsstellen der attP- und attB-Regionen. Die
Erkennungssequenzen der jeweiligen Proteine sind durch die im Kasten angezeigten Symbole
markiert. Die relativen Orientierungen der Bindungsstellen sind durch Pfeile (-) angezeigt. Die
Positionen der Einzelstrangaustausche sind durch gekriimmte Pfeile (£ =) gekennzeichnet.
(modifiziert nach Landy, 1989).
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DNA-Sequenz der Strangaustausch zwischen den Reaktionspartnern durch die
Integrase stattfindet (Bauer et al., 1985; Nunes-Diby et al., 1997). Die overlap-
Sequenz, an dessen 5- und 3-Ende die Integrase nukleophil angreift, ist
asymmetrisch aufgebaut und bestimmt dadurch die Richtung des koordinierten
DNA-Strangaustausches an den att-Regionen.

attP ist 243 Nucleotide lang und besteht aus dem common core COC’ (in
Abbildung A.5 auch: POP’), das 5’ von dem sogenannten P-Arm und 3’ vom P’-
Arm flankiert wird (Abb. A.4). Neben den Arm-Regionen, den Bindungstellen fur die
Arm-Bindungsdoméne der Integrase (Abschn. A3.3), befinden sich auch die
Bindungsstellen fur die Hilfs-proteine auf diesen Abschnitten. Auf dem P-Arm
befinden sich zwei Integrase- (P, und Py), zwei IHF- (H; und Hy), zwei XIS- (X, und
X2) und eine FIS-Bindungsstelle (F). Im Gegensatz dazu tragt der P"-Arm drei
Integrase- (P"1, P"2, P3) und eine IHF-Bindungsstelle (H") (Abb. A.4).

Die Phagen-kodierte Integrase bendétigt zur Durchfihrung der integrativen
Rekombination ein Bakterien-kodiertes Hilfsprotein, den Integration Host Factor
(IHF) aus E.coli (Abschn. A3.4). Wahrend Int den DNA-Strangaustausch
katalysiert, ist die Aufgabe von IHF als Strukturkomponente den Aufbau eines
funktionellen, rekombinogenen Nukleoproteinkomplexes zwischen Int und attP zu
unterstitzen. Diesen Komplex bestehend aus IHF, Int und attP, nennt man auch
Intasom (Echols, 1989). Er kann nur mit Hilfe von negativ superhelikal gespanntem
attP gebildet werden (Richet et al., 1986). Die Rekombination zwischen attB und
attP  kann —sehr vereinfacht— nach heutigem Wissensstand folgendermal3en
beschrieben werden: Int und IHF bilden zunachst mit dem ca. 240 Nucleotiden
langen superhelikal gespannten attP das komplexe und sehr stabile Intasom.
Dieses Intasom kann mit dem 21 Nucleotide langen attB, welches zwei
Bindungsstellen fir Int besitzt, interagieren und eine Neuverknupfung der
Polynucleotidstrange zwischen attP und attB katalysieren. Die Rekombination wird
offensichtlich durch ein zufédlliges Zusammentreffen des Intasoms mit der
proteinfreien attB Sequenz im synaptischen Komplex eingeleitet. (Richet et al.,
1988) Es erfolgt also kein Scannen der DNA durch die Integrase oder durch das
Intasom mittels Diffusion entlang des DNA-Strangs. Dies ist wichtig fur den Einsatz
des A-Rekombinationssystems in Eukaryoten, da hier die nukleosomal verpackte

DNA ein Scannen aus sterischen Griunden verhindern kénnte. Die eigentliche
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Rekombination erfolgt durch einen koordinierten Strangaustausch (Abb. A.5; Kitts
& Nash, 1988; Burgin & Nash, 1992) Uber ein sogenanntes Holliday-Struktur-
Intermediat zu den Produkten attL und attR. Dazu kommt es zun&chst nach
Ausbildung des synaptischen Komplexes zu einem Einzelstrangaustausch der top-
Strange am 5’-Ende der gepaarten overlap-Regionen zweier Partner (Abb. A.5-A).
Es wird eine Holliday-Struktur (Holliday, 1964) ausgebildet, in der es nach einem
aktuellen Modell von Nunes-Diby et al.,, 1997 durch das sogenannte ,strand
swapping“ zur Kreuzung der Strange in der Mitte des overlap-Bereiches kommt
(Abb. A.5-B). Die top-Strange werden anschliel3end religiert. Durch Isomerisierung
der Holliday-Struktur wird das Schneiden der bottom-Strange eingeleitet (Abb. A.5-
C). Und im letzten Schritt wird durch den Austausch der bottom-Strange am 3'-
Ende der gepaarten overlap-Regionen das Holliday-Intermediat aufgeldst und es
entstehen die Produkte attL und attR (Abb. A.5-D).

Abbildung A.5 Schema-
A B tische Darstellung des kon-
: i k. ] ventionellen Strangaus-
1‘-{% ,.A{’E;’ ‘*:c:j; e tauschs bei der integra-
ey 5 o tiven A-Rekombination. (A)
e e == Antiparallele Anordnung von
-~ - attB (BOB") und attP (POP").
” = n.\!,% AT ~ . Nukleo;phﬂer Angriff auf die
% Bt Yo 27 top-Strange durch Integrase-
) = monomere (ovale Symbole),
11 die an die core-Sequenzen
D C des B- (B) und P-Arms (P)
5 5 . der att-Regionen gebunden
HH“':E ﬂ-‘;,.F .‘-.:: ' AL sind. (B) Holliday-Struktur-
--.::\I ,-:} v —— o Intermediat nach dem
VY ! i LM reziproken Strangaustausch
PN — ’_"'_l. : - zwischen den beiden top-
Prai s V= by n, Strangen. (C) Schneiden der
""'.-rlpﬂf lﬁ{m ""'_.-1-'. F-,:x ) bottom-Strange durch Inte-
' 5 y 5 grasemonomere, die an die
core-Sequenzen des B'- (B")
und P’-Arms (P") der att-Regionen binden fiihrt zur Auflésung des Holliday-Intermediats (D) Nach
der Ligation der reziprok ausgetauschten bottom-Strange entstehen die Produkte attL (BOP") und
attR (B"OP), die ihrerseits als Substrate fiir die exzisive Rekombination dienen kénnen. (Christ &
Droge, 1999)

A3.2 Die exzisive A-Rekombination
Die exzisive Rekombinationsreaktion des Bakteriophagen Lambda verwendet
die zwei unterschiedlichen Rekombinationssequenzen attL und attR als Substrate,

die, wie zuvor beschrieben, aus der Neuverknupfung von attB und attP
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hervorgehen. Im Gegensatz zur Rekombination von attB und attP in der
integrativen Rekombinationreaktion, bildet sowohl attL als auch attR zusammen
mit Int und IHF Nukleoprotein-Komplexe von unterschiedlicher Struktur aus (Kim &
Landy, 1992). Dabei muss die DNA nicht superhelikal gespannt sein (Abremski &
Gottesmann, 1979). attR benétigt zur Ausbildung eines funktionellen,
rekombinogenen Komplexes neben Int und IHF zusatzlich den phagen-kodierten
Faktor XIS (Bushman et al., 1984). Die exzisive Rekombination kann aul3erdem
noch durch den wirtseigenen factor for inversion stimulation (FIS) begunstigt
werden (Landy, 1989).

Der synaptische Komplex entsteht wie bei der integrativen Rekombination durch
zufalliges Zusammentreffen der beiden Reaktionspartner. Die eigentliche
Rekombination erfolgt anschlieRend, wie zuvor fur die integrative Rekombination

beschrieben, durch zwei koordinierte Einzelstrangausstausche.

A3.3 Die Lambda Integrase

Die Phagen-kodierte Integrase (Int) ist ein Mitglied der sogenannten Integrase-
Familie (Nunes-Diby et al., 1998). Sie ist ein basisches Protein mit einem
Molekulargewicht von ca. 40 KDa, das sich aus drei funktionellen Doménen
zusammensetzt (Tirumalai et al.,, 1997). der katalytischen Region und zwei
unterschiedlichen DNA-Bindungsdomanen mit unterschiedlicher Bindungsspezifitat
(Moitoso de Vargas et al., 1988) (Abb. A.6).

1 64 169 356

Arm-Bindung core-Bindung Katalytische Region

(Int-h) (Int-h/218)

| |
N-Domane C-Domane

Abbildung A.6: Schematische Darstellung der Lambda Integrase. Die drei in DNA Arm-
Bindung, core-Bindung und Katalyse involvierten Doméanen (Tirumalai et al., 1997) sind durch
unterschiedliche Musterung hervorgehoben. Die Zahlen beziehen sich auf die Aminosaurereste. Die
grauen Punkte markieren die Position der drei innerhalb der Integrase-Familie hochkonservierten
Aminosaurereste Arg212, His308 und Arg311 (Nunes-Diby et al., 1998). Mit einem Stern ist der
aktive Aminosaurerest Tyr342 und mit Int-h oder Int-h/218 sind die entsprechenden
Aminosaureaustausche in den Integrase-Mutanten markiert.
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Mit der core-Bindungsdoméne (Aminosaurereste 65-169) erkennt die Int
spezifische Sequenzen in den core-Regionen (Abschn. A3.1), wogegen sie mit der
Arm-Bindungsdoméane (Aminosaurereste 1-64) spezifische Sequenzen in den Arm-
Regionen (Abschn. A3.1 und A3.2) von attP, attL und attR bindet. Die gleichzeitige
Bindung der Integrase an core- und Arm-Sequenzen, die zum Aufbau der
Nukleoprotein-Komplexen notwendig ist, findet nur mit Unterstitzung der
Hilfsproteine statt (Abschn. A3.4). Neben einer strukturellen Rolle besitzt die Arm-
Bindungsdomane (im Folgenden als N-Doméane bezeichnet, siehe Abb. A.6) auch
regulatorische Funktionen innerhalb der Integrase. Das vollstandige Integrase
Protein besitzt nicht die Fahigkeit, an isolierte core-Regionen zu binden. Spaltet
man jedoch die N-Doméne durch Proteolyse ab, kann die C-Doméne (Abb. A.6) in
vitro nicht nur an die core-Regionen binden, sondern auch die DNA an dieser
Stelle schneiden und religieren (Landy, 1989). Ob sie diese auch rekombinieren
kann, ist bisher nicht bekannt. Ist die N-Domane mit der C-Doméane verknipft,
dann kann dieser Effekt auch durch sequenz-spezifische Bindung von
Oligonucleotiden an die Arm-Bindungsdoméne erzeugt werden (Dibyendu et al.,
2001). Dies lasst darauf schlieRen, dass die DNA-Bindung an der N-Domaéane zu
einer Konformationsanderung im Integrase-Protein fiihrt, so dass die Integrase in
Gegenwart der Hilfsproteine nicht nur die core-Sequenzen der att-Regionen binden
kann, sondern auch das Schneiden der Einzelstrange im synaptischen Komplex
einleiten kann. Neben der Bindung an die core-Regionen ist die core-
Bindungsdoméane zusammen mit der Arm-Bindungsdoméne wahrscheinlich auch
an der Protein-Protein Interaktion des Dimer-Interface beteiligt (Tirumalai et al.,
1997; Jessop et al., 2000).

Die katalytische Doméane wird von den Aminosaureresten 170-356 gebildet
(Abb. A.6). Dieser innerhalb der Integrase-Familie hochkonservierte C-terminale
Abschnitt wird auch als ,minimale katalytische Domane*“ (Intc170, Tirumalai et al.,
1997) bezeichnet. Dieser Abschnitt besitzt auch noch vom Rest des Proteins
isoliert die Eigenschaft, DNA schneiden und ligieren zu kdnnen. Die katalytische
Aktivitat der Domane basiert auf einer Aminosaure-Tetrade (Nunes-Duby et al.,
1998), die bei allen Integrasen konserviert ist. Bei der A-Integrase sind es die
Aminosaurereste Arg 212, His 308, Arg 311, die das katalytische Tyrosin 342 (Abb.
A.6; Esposito & Scocca, 1997) beim nukleophilen Angriff auf die DNA unterstiitzen



Einleitung 14

und kovalente Protein-DNA Intermediate bilden. Die Energie wird dabei in Form
einer 3’-Phosphotyrosin Verknipfung gespeichert und macht dadurch die
Rekombination unabhéngig von energiereichen Kofaktoren. Die Auflosung der
Protein-DNA Intermediate erfolgt  durch die nukleophilen  freien
5°-OH DNA-Enden und fuhrt zur rekombinanten Religation der DNA.

Int-h ist eine klassische Integrase Mutante (Miller et al., 1980; Kikuchi et al.,
1985), die biochemisch sehr gut charakterisiert ist. Sie unterscheidet sich von der
wild-typ Integrase in nur einem Aminosaurerest (Bear et al., 1987). Anstelle von
Glutamat befindet sich an der Position 174 von Int-h ein Lysin (E174K, Abb. A.6).
Eine genauere Charakterisierung von Int-h in vitro ergab, dass in Abwesenheit von
IHF im Vergleich zur der um 500-fach reduzierten Aktivitat der wild-typ Integrase
(Landy, 1989), die Rekombinationsaktivitdit von Int-h nur um ein 10-faches
reduziert ist (Lange-Gustafson & Nash, 1984). AulRerdem konnte in vitro gezeigt
werden, dass die Int-h-vermittelte Rekombination nicht mehr von der Topologie
des Substrats abhangig ist (Lange-Gustafson & Nash, 1984). Dadurch ist die
integrative Rekombination auch mit einer attP-Sequenz maoglich, die nicht
superhelikal gespannt ist. Int-h zeichnet sich dadurch aus, dass die Affinitat zu den
core-Regionen hoher ist als bei der wild-typ Integrase (Patsey & Bruist, 1995). Dies
beruht vermutlich auf der positiv geladenen e-Aminogruppe des Lysins, die eine
ionische Bindung an das negativ-geladene Phosphatriickgrat ausbilden kann. Die
hohere Affinitat von Int-h zu den core-Regionen fuhrt dazu, dass in Gegenwart von
IHF die Integration in att-analoge Sequenzen in E.coli und in vitro haufiger
vorkommen kann (Miller, 1980; Patsey und Bruist, 1995). Als att-analoge
Sequenzen werden Nucleotidsequenzen bezeichnet, die mehr oder weniger
Ahnlichkeit mit der wild-typ attB-Sequenz besitzen und von der Lambda Integrase
erkannt und rekombiniert werden kdénnen. Sequenzabweichungen von attB haben
jedoch zur Folge, dass diese Sequenzen von der wild-typ Integrase sehr ineffizient
rekombiniert werden. Vor allem durch Sequenzunterschiede im overlap-Bereich
zwischen zwei Reaktionspartnern wird die Isomerisierung der Holliday-Struktur
stark gehemmt (Kitts und Nash, 1987; Nunes-Duby et al., 1997). Int-h dagegen
zeigt in Gegenwart von IHF eine grol3ere Toleranz gegenuber diesen
Sequenzunterschieden (Patsey und Bruist, 1995, Christ & Droge, 1999).
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Int-h/218 ist ein Derivat von Int-h mit einem zusatzlichen Aminosaurerest-
Austausch an Position 218 in der katalytischen Domane (Christ & Droge, 1999).
Das Glutamat in Int-h ist durch ein Lysin ersetzt worden (E218K, Abb. A.6). Die
Mutation E218K wurde von Wu et al. (1997) in einer Revertante gefunden, die
einen Aminosaureaustausch in der core-Bindungsdoméane kompensiert, der zu
einem Verlust von spezifischer Int-Bindung an die core-Sequenzen fuhrt. Wu et al.
(1997) vermuten, dass dieser Aminosaureaustausch, wahrscheinlich durch
unspezifische Kontakte zwischen dem positiven Lysinrest und der negativ
geladenen Phosphatdiesterkette der DNA, zu einer starkeren Bindung der
Revertante an die core-Sequenzen fihrt. Die Mutation E218K wurde in Int-h
eingefuhrt, um die Affinitat for die core-Sequenzen zu steigern und die
Rekombination mit att-analogen Sequenzen, die sich auch im menschlichen
Genom befinden (Lorbach 2000; diese Arbeit), zu erleichtern. Durch den E218K-
Austausch wurde auch die Rekombinationsaktivitat von Int-h in Abwesenheit von
Hilfsproteinen sowohl in der integrativen sowie der exzisiven Rekombination in
E.coli gesteigert (Christ & Droge, 1999).

Abschief3end ist zu den Mutanten Int-h und Int-h/218 zu bemerken, dass sie
zwar verglichen zur wild-typ Integrase eine hohere enzymatische Aktivitat in der
Abwesenheit von Kofaktoren besitzen. Die Aktivitdt der Mutanten wird jedoch
genau wie bei der wild-typ Integrase durch die Gegenwart der Hilfsproteine
stimuliert und sie katalysieren in Gegenwart von IHF die integrative, jedoch nicht
die exzisive Rekombination (Christ & Droge, 1999; Lange-Gustafson & Nash,
1984). Sind dagegen XIS und IHF in E.coli vorhanden, so katalysiert Int-h, wie die
wild-typ Integrase, effizient die exzisive Rekombination (Kikuchi et al., 1985).

Obwohl nicht gezeigt, ist das gleiche fur Int-h/218 anzunehmen.

A3.4 Die Hilfsproteine der Lambda Integrase: IHF, XIS und FIS

Der Integration Host Factor (IHF) wurde als zellularer Faktor von E.coli
identifiziert, der sowohl fir die A sequenz-spezifische Integration als auch fur die
Exzision unerlasslich ist (Miller et al., 1980). Wahrend die exzisive Rekombination
durch héhere Konzentrationen von IHF gehemmt wird, ist dies bei der integrativen
Rekombination nicht der Fall. (Bushman et al., 1994). IHF ist auch an einer

Vielzahl von zellularen Prozessen wie beispielsweise der Replikation, der
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transkriptionellen Regulation und an verschiedenen anderen sequenz-spezifischen
Rekombinationssystemen beteiligt (Ubersichtsartikel: Friedman, 1988; Freundlich
et al., 1992). In erster Linie scheint IHF eine Rolle als Strukturprotein in
Nukleoprotein-Komplexen zu spielen, indem es durch Bindung an spezifische
Sequenzen (Craig & Nash, 1984) eine starke Krimmung in der DNA verursacht
(Rice et al., 1996). Diese starke Krummung der DNA hat zur Folge, dass sich kurze
DNA-Schleifen bilden, durch die an die DNA gebundene Proteine in raumliche
Néahe gebracht werden um die Nukleoprotein-Komplexe zu stabilisieren.

IHF ist ein Dimer, das sich aus den beiden unterschiedlichen Polypeptiden IHF-
a, mit einem Molekulargewicht von ca. 11,2 KDa, und IHF-3 von ca. 10,6 KDa
(Nash & Robertson, 1981) zusammensetzt. Die Kristall-Struktur eines IHF-DNA
Komplexes (Rice et al., 1996) zeigt, dass die beiden Untereinheiten ineinander
umschlungen sind und einen kompakten Proteinkern bilden (Abb. D.13-B). Aus
diesem Proteinkern erstrecken sich zwei lange (-Schleifen in die kleine Furche der
doppelstrangigen DNA, die im 180° Winkel um das IHF Protein gewickelt ist. Die
beiden Proteinuntereinheiten von IHF &hneln in ihren Sequenzen dem DNA
biegenden Protein HU von E.coli und anderen Bakterien (Oberto & Rouviere-
Yaniv, 1996). IHF bindet jedoch im Gegensatz zu HU an spezifische DNA-
Sequenzen und verursacht zusatzlich eine starkere Krimmung der DNA. Die
beiden Untereinheiten von IHF werden von den Genen himA (Miller et al., 1980;
IHF-a) und himD (Kikuchi er al., 1985; IHF-B) kodiert. Die Uberproduktion von
himA in E.coli fiihrt zur Bildung von unstabilem IHF-a, wogegen die Uberproduktion
von himD dazu fuhrt, dass sich unlésliche IHF-B-Komplexe bilden (Nash et al.,
1987). Sind beide IHF-Untereinheiten in stéchiometrischen Mengen vorhanden,
dann bildet sie ein funktionelles IHF Dimer und IHF-a hélt so das Polypeptid IHF-3
in Loésung und umgekehrt bewahrt IHF-3 das IHF-a Polypeptid vor dem Abbau in
E.coli.

XIS ist ein basisches Phagen-kodiertes Protein von ca. 9 KDa, dass neben IHF
in der exzisiven Rekombination der Lambda Integrase eine wichtige Rolle spielt.
Es besitzt keinerlei katalytische Aktivitat, bindet jedoch kooperativ an zwei
benachbarte spezifische Sequenzen im P-Arm (A.4, Bushman et al., 1984; Yin et
al., 1985). Sind zwei XIS Proteine an attR gebunden, dann wird die DNA so
gekrummt, dass sich der spezifische Nukleoprotein-Komplex an attR ausbilden
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kann. Bindet XIS dagegen an attP, wird der Aufbau des zur integrativen
Rekombination notwendigen Intasoms (Abschn. A3.1) gehemmt (Moitoso de
Vargas & Landy, 1991).

FIS (factor for inversion stimulation) ist ein von E.coli kodiertes Protein, das die
Int-vermittelte exzisive Rekombination stimulieren kann, wenn die XIS Menge
limitiert ist (Thompson et al., 1987). Ist XIS in ausreichender Menge vorhanden,
dann hat FIS keinen Einfluss auf die exzisive Rekombination. FIS ist wie IHF ein
kleines basisches DNA-bindendes Protein, dass die DNA um ca. 90° krimmt. Es
ist jedoch im Unterschied zu IHF ein Homodimer mit einem Molekulargewicht von
25 KDa, das vor allem in den sequenz-spezifischen Inversionssystemen Hin, Gin
und Cin eine wichtige Rolle spielt (Plasterk & Van de Putte, 1984).

A4 Das Ziel dieser Studie

Das Ziel des hier vorgestellten Projekts ist die Entwicklung eines Protokolls flr
den Einsatz des sequenz-spezifischen  Rekombinationssystems des
Bakteriophagen Lambda zur Manipulation genomischer DNA in ho6heren
Eukaryoten. Hierbei steht die stabile Integration von fremdem genetischem
Material in einen definierten Locus einer Zielzelle im Mittelpunkt. Das
Rekombinationssystem des Phagen Lambda bietet gute Voraussetzungen dafur,
da es in der Natur darauf spezialisiert ist, den Phagen stabil in das Genom von
E.coli zu integrieren. Ohne einen zusatzlichen vom Phagen kodierten Faktor ist die
Reaktion irreversibel und das integrierte genetische Material bleibt somit auch in
Gegenwart der Integrase erhalten. Die Integration von Fremd-DNA mit der Lambda
Integrase in eine nattrlich vorkommende Sequenz im menschlichen Genom ware
zur Entwicklung von gentherapeutischen Techniken winschenswert. Daher soll im
Rahmen dieser Arbeit auch nach attB-analogen Sequenzen im menschlichen
Genom gesucht werden und diese auf ihre Rekombinationsfahigkeit durch die
Integrase getestet werden.

Neben dem Einsatz zur stabilen Integration, kbnnte das Lambda-System zur
Entfernung von DNA-Sequenzen aus einem Chromosom oder zur Kontrolle der
Genexpression verwendet werden. Fur den Aufbau von komplexen genetischen
Systemen, bei denen das Entfernen verschiedener DNA-Segmente erforderlich

wird, ist eine Alternative zu den Rekombinasen Cre und FLP von Vorteil. Durch
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unterschiedliche  Positionierung der Erkennungssequenzen lassen sich
verschiedene Rekombinationsreaktionen mit dem Lambda-System durchfiihren. In
dieser Arbeit wird neben der Integrase-vermittelten sequenz-spezifischen Inversion
von DNA-Fragmenten in einer humanen Zelllinie auch die sequenz-spezifische
Deletion eines Neomycin-Resistenzmarkers durch die Integrase in embryonalen
Stammzellen der Maus untersucht.

Der Einsatz der Integrase Mutanten Int-h und Int-h/218 soll in Eukaryoten die
sequenz-spezifische Lambda Rekombination auch in der Abwesenheit von
naturlich vorkommenden Kofaktoren ermdglichen. Im Gegensatz zu Cre und FLP
l&sst sich die Richtung der Rekombinationsreaktion sowohl von der wild-typ Int als
auch von den Mutanten Int-h und Int-h/218 durch spezifische Kofaktoren steuern.
Kofaktoren wie IHF sollen im Rahmen dieser Arbeit fir die Anwendung in Sauger-
Zellen optimiert werden. Die Entwicklung eines Protokolls fur die Anwendung der
Lambda Rekombinase in Saugetierzellen soll zudem von der Untersuchung ihres
Reaktionsmechanismus in eukaryotischen Zellen unterstitzt werden. Im
Mittelpunkt dieser Untersuchungen steht die Frage, welchen Einfluss die Arm-
Bindungssequenzen in den att-Regionen auf die Rekombination der verschiedenen

Int Varianten in der Abwesenheit der natiirlichen Kofaktoren besitzen.
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B Material

B1 Bakterienstamme

Fiur Klonierungs- und Plasmidpréparationen

XL1-Blue F::Tn10 proA'B’lacl®  A(lacZ)M15/recAl endAl
gyrA96(Nal") thi hsdR17 (rmy")supE44 reAl lac (Bullock
et al.,1987)

Fiur in vivo Rekombinationsanalysen in E.coli

CSH 26AIHF F ~araA (lac pro) thi himA A82:Tn10(Tc®) himD A3::CmR
(B. Rak, Freiburg)

CSH 26 F ~araA (lac pro) thi (Miller, 1972)

B2 Chemikalien

Wenn nicht anders angegeben, wurden in dieser Arbeit Chemikalien von
folgenden Firmen bezogen: Amersham Pharmacia; Fluka AG (Buchs Schweiz);
GibcoBRL Life Technologies (Eggenstein); ICN Biomedicals (Meckenheim); Merck
(Darmstadt); peglab GmbH (Erlangen); Pharmacia (Freiburg); Carl Roth GmbH +
Co. (Karlsruhe); Serva Feinbiochemie (Heidelberg); Sigma Chemie (Deisenhofen).

Radioaktive Chemikalien wurden von Amersham Pharmacia geliefert.

B3 Enzyme

Enzyme wurden bezogen von: New England Biolabs GmbH (Schwalbach);
Amersham/Pharmacia (Freiburg), Roche/Boehringer (Mannheim); GibcoBRL Life
Technologies (Eggenstein) und Takara (Otsu, Shiga, Japan).

B4 Synthetische Oligonucleotide

Oligonucleotide wurden von der Firma ARK/Sigma (Darmstadt) bezogen. Die in
dieser Arbeit verwendeten Oligonucleotide sind in der nachfolgenden Tabelle

aufgefuhrt:
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Primer Sequenz Bemerkung
MCT I 5-CGCGGATCCGGCCACAAGTATTCCTT-3’ RT-PCR und
MCT 3’ 5-TGCAGGACGTCCAGAACGGGCAATAGCTGTAGA-3’ Klonierung des
MCT5’ 5-CGCGGATCCCTTGGCTCTTACAATGCTCACTT-3’ Substrats pACH2
Int-N-EU 5-AACTGCAGCTCGAGGTCCACCATGGGAAGAAGG-3' Amplifikation des
Int-C-EU 5-GCTCTAGAGCGGCCGCTCATTATTTGATT-3’ Int-Gens
INCCNLS 5. GCTCTAGATCATTAGACCTTACGCTTCTTCT-3 Amplifikation des
NLSLC 5-GCTCTAGATTATCATACCTTTCTCTTCTTCTTAGGGC. | peoons ML LS

CGCCTCCGGATTTGATTTCAATTTTGTCCCACT-3’
attB53 5-CGATTCAGCTAGCTGAAGCCTGCTTTTTTATACTAAC-
-TTGAGCGAACGCAATCC-3'
attB35 5-AATTGAATTGCGTTCGCTCAAGTTAGTATAAAAAAGC- Klonierund von
AGGCTTCAGCTAGCTGAAT-3’ Dolotions.
attP01 5-GTCACTATCAGTCAAAATACAATCA-3’ andTarget
attP02 5-TGATTGTATTTTGACTGATAGTGAC-3’ Vektoren
PFP-Nsil 5-CCAATGCATCCTCTGTTACAGGTCACTAATAC-3’
P'RP- 5-ATAAGAATGCGGCCGCAGATATCAGGGAGTGGGAC-
EcoRV-Notl |AAAATTGAA-3

Trc5-N 5-CGGAATTCATAATTCGTGTCGCTCAAGGCG-3' Klonierung von
Trc3-N 5-CGGAATTCCGCAAAAAGGCCATCCGTCAG-3’ pPNCOWT
himA5-EU | 5-AACTGCAGCCACCATGGCGCTTACAAAAGCTG-3’ Klonierung von
himA3-EU | 5-TAGTCTAGATTATCACTCGTCTTTGGGCGAAGCG-3’ pPGKSShimA
himD5-EU 5-AACTGCAGCCACCATGACCAAGTCAGAATTGATAGA-3 Klonierung von
himD3-EU | 5-TAGTCTAGATTATCAACCGTAAATATTGGCGCGATC-3' | pPGKSShimD
attL-5P 5-AAAACTGCAGTAGAAGCCTGCTTTTTTATACTAAG-3' Klonierung von
attL-3X 5-TGCTCTAGACCGGGAGGGAGTGGGACAA-3’ pCMVSSattL
p10 5-TCCACAGCTCGCGGTTGAG-3 Rekombinations-
pS 5.GCTCTAGATCATTACTTGTACAGCTCGTCCATGC-3 analysen in £S-
IHF3-1 5-GTAAGGCCGCTTCCACCCTGCGCAAGAGTCGAGGCC-

ATATGCT-3'
IHF5-2 5-GCAGGGTGGAAGCGGCCTTACAAAAGCTGAAATGTCA- .
GAATAT-3 Klonierung
IHF3-2 5-ACGCTCGCCACCAGCGTTTTCGACCCGGCTTTTT- von pTrc/olHFl
AAC-3'
IHF5-3 5-CGAAAACGCTGGTGGCGAGCGTATTGAAATCCGCG-3'
IHF5-1 5-AACTGCAGCCACCATGGGCACCAAGTCAGAATTGATA- | Klonierung von
GAAAGACT-3' pTrc/olHFL und
IHF3-3 5-CTAGTCTAGATTATCAACCTGAGATATTGGCGCG-3’ pTrc/olHF2
IHF3-3* 5-GTAAGACCGCCGCTTCCACCCTGCGCAAGAGTCGAG-
GCCATATGCT-3’ _
IHF5-4 5-GGGTGGAAGCGGCGGTCTTACAAAAGCTGAAATGTC- | Klonierung von
AGAATAT-3' pTrc/olHF2
IHF3-4 5-ACGCTCGCCCCCACCAGCGTTTTCGACCCGGCTTTTT-
AAC-3’
IHF5-5 5-AACGCTGGTGGGGGCGAGCGTATTGAAATCCGCG-3'
IHFHIS5 5-CATGCCATGGGGGCTAGCACCAAGTCAGAATTGATAG-
AAAGACT-3 Klonierung von
IHFHIS3 5-GCTCTAGAGAATTCTTATCAGTGGTGGTGGTGGTGG- olHF2HIS
TGGCCTGATCCACCGTAGATATTGGCGCGATCG-3’
IHENIS3 5-GCTCTAGATTATCATACCTTTCTCTTCTTCTTAGGGCC- Klonierung von

TGATCCACCGTAGATATTGGCGCGATCG-3’

O0IHF2NLS
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Primer Sequenz Bemerkung
PE 5-GGGGATCCTCTGTTACAGGTCACTAATAC-3’

p5 5-TACCATGGTGATGCGGTTTTG-3’ PCR-Analysen
PGK-RP 5-TCTGAGCCCAGAAAGCGAAG-3’ von

p3 5-AATCCCAAGCTTCCACCATGGTGAGCAAGGG-3’ Rekombinations-
p4 5-AACCTCTACAAATGTGGTATGG-3’ produkten

P 5-GGCAGCACTGCATAATTCTCT-3’

PFP-Banl 5-TACGGTGCCTCTGTTACAGGTCACTAATAC-3’

attx06 5-CAACTTAGTATAAGAAAGCTGAAC-3’ KIonierqu von
attx05 5-GTTCAGCTTTCTTATACTAAGTTG-3 attP
P’'RP-Pstl 5-AACTGCAGCAGGGAGTGGGACAAAATTGA-3’

B5 Medien fir bakterielle Kulturen

Bakterien wurden nach Sambrook et al. (1989) in flussigem dYT/YT oder auf
YT-Agarplatten kultiviert. Zur Selektion von Plasmiden in E.coli und/oder
Bakterienstdmmen mit Hilfe von Resistenzgenen wurden Antibiotika in den
folgenden Konzentrationen zugegeben:

- Plasmidkodierte-Resistenzgene

Ampicillin - 200 pg/ml, Chloramphenicol 50 pg/ml, Kanamycin 30 pg/ml,
Spectinomycin 50 pg/ml, Tetracyclin 10 pg/ml

- Chromosomale Resistenzgene

Chloramphenicol 10 pg/ml, Kanamycin 30 pug/ml, Tetracyclin Sug/ml

B6 Plasmide

Folgende kommerziell erhéaltliche, von genannten Personen zu Verfligung

gestellten oder in dieser Arbeit generierten Plasmide wurden eingesetzt:

Expressionsvektoren

p(CMV o. PGK) negativ Kontrolle in eukaryotischen Rekombinationsanalysen (diese
Arbeit)

p(CMV o. PGK)SSInt eukaryotische Auspragung der wild-typ Integrase (diese Arbeit)

p(CMV o. PGK)SSInt-h eukaryotische Auspragung der Mutante Int-h (diese Arbeit)

p(CMV o. PGK)SSInt-h/218 eukaryotische Auspragung der Mutante Int-h/218 (diese Arbeit)

pPGKSSInt-hNLS eukaryotische Auspragung der Mutante Int-h mit C-terminaler NLS
(diese Arbeit)

pPGKSShimA eukaryotische Auspragung von HimA (diese Arbeit)
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pPGKSShimD
pCMVSSoIHF2
pCMVSSolHF2NLS
pCMVSSolHF2HIS
pTrcint-h

pTrc/olHF1(2; 3 oder 4)
pTrc/olHF2HIS
pTrc99a

Substratvektoren
pGFPattB/attP

pGFPattL/attR

pPAIR

PAER

pCMVSSattPmut

pCMVSSattL

pCMVSSattB

pWSattBGFP

pWSattPGFP

pWSattRGFP

pNCOWT

pACH2

Target Vektoren
pROSA26-1
pSABgeo
pROSA-IR

eukaryotische Auspragung von HimD (diese Arbeit)
eukaryotische Auspragung olHF2 (diese Arbeit)

eukaryotische Auspragung olHF2NLS (diese Arbeit)
eukaryotische Auspragung olHF2HIS (diese Arbeit)
prokaryotische Auspragung von Int-h (Christ & Drége, 1999)
prokaryotische Auspragung der olHF Varianten 1-4 (diese Arbeit)
prokaryotische Auspragung von olHF2HIS (diese Arbeit)
negative Kontrolle in prokaryotischen Rekombinationsanalysen

(Pharmacia Biotech, Freiburg)

Inversionssubstrat zur Bestimmung der Lambda Rekombination
zwischen attB/attP (Lorbach et al., 2000)

Inversionssubstrat zur Bestimmung der Lambda Rekombination
zwischen attL/attR (Lorbach et al., 2000)

Deletionssubstrat zur Bestimmung der intramolekularen Lambda
Rekombination zwischen attB/attP (diese Arbeit)
Deletionssubstrat zur Bestimmung der intramolekularen Lambda
Rekombination zwischen attL/attR (diese Arbeit)

attP-tragendes intermolekulares Rekombinationssubstrat mit CMV
Promoter (Christ et al., 2002)

attL-tragendes intermolekulares Rekombinationssubstrat mitCMV
Promoter (diese Arbeit)

attB-tragendes intermolekulares Rekombinationssubstrat mit CMV
Promoter (Christ et al., 2002)

attB-tragendes promoterloses intermolekulares Rekombinations-
substrat (diese Arbeit)

attP-tragendes promoterloses intermolekulares Rekombinations-
substrat (Christ et al., 2002)

attR-tragendes promoterloses intermolekulares Rekombinations-
substrat (diese Arbeit)

Derivat von pNC9 (Christ & Droge, 1999) auf dem sich eine Int-
Expressionskassette befindet (diese Arbeit)

Inversionssubstrat mit attH2 und attP*? (diese Arbeit)

ROSA26 Target Vektor (Soriano, 1999)
3'-Splei3stelle (Friedrich & Soriano, 1991)
ROSAZ26 attP/attB-Reporter Target Vektor (diese Arbeit)
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pROSA-ER ROSAZ26 attL/attR-Reporter Target Vektor (diese Arbeit)
pA-R4 5" auRerhalb der Target Vektor-Sequenz gelegene ROSA26 Sonde

Sonstige Plasmide

(Mao et al., 1999)

pGFP-C1 Erfassung der Transfektionseffizienzen (Clontech)

pPGKCrepA Klonierung von Expressionsvektoren (Fellenberg, 1998)

pGEM"4Z Klonierung von Deletionssubstraten und Target Vektoren (Promega)
pBS302 Transkriptions-Stoppkassette (Gibco/BRL)

pACYC177 Klonierungsvektor (Rose, 1988)

pTKHyg Ausgangsvektor fir die promoterlosen intermolekularen

Substratvektoren (Clontech)

B7 Medien und Puffer fur die eukaryotische Zellkultur

PBS: 137mM NaCl, 3mM KCI, 8mMNa;HPO, (2H,0), 1,5mM KH,PO,
Einfriermedium: 10% DMSO, 90% FCS

Kulturmedien:
fur HeLa und NIH/3T3: Dulbecco's Modified Eagle Medium (D-MEM)
(GibcoBRL) madifiziert durch Zusatz von: 10% FCS (PAA), Penicillin (100

U/ml), Streptomycin (100 pg)
far IB10 embryonale Maus-Stammzellen (ES-Medium): D-MEM 4,5 g
Glucose/l modifiziert durch Zusatz von: 15% FCS (PAN), 1mM
Natriumpyruvat (GibcoBRL), 2 mM L-Glutamin (GibcoBRL ), 1% nicht-
essentielle Aminosauren (GibcoBRL ), 0,1% LIF-haltiger Uberstand, 0,1
mM B-Mercaptoethanol (Merck)
fir embryonale Maus-Fibroblasten (EF-Medium): D-MEM mit Glutamax
(GibcoBRL) modifiziert durch Zusatz von: 10% FCS (PAA), 1mM
Natriumpyruvat  (GibcoBRL), 1% nicht-essentielle  Aminosauren
(GibcoBRL)

Selektionsmedum:
-Kulturmedium fir ES-Zellen versetzt mit 200ug/ml G418 (GibcoBRL)
-Kulturmedium fir HeLa-Zellen versetzt mit 500ug/ml G418 (GibcoBRL)
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Elektroporationsmedium:

RPMI 1640 ohne Phenolrot, ohne Glutamin (GibcoBRL)

B8 Eukaryotische Zelllinien

HelLa
293T

NIH/3T3
IB10

CHO

menschliche cervix carcinoma Zelllinie (Scherer et al., 1953)
menschliche embryonale Nierenzelllinie (Graham et al., 1977), in der
die Onkogene Adenovirus Ela und SV40 grof3es T Antigen
ausgepragt werden

Swiss mouse embryo fibroblasts (Andersson et al., 1979)

ein Subklon der embryonalen Maus-StammZelllinie E14.1 (A. Berns,
Niederlande)

Chinese Hamster Ovary cells (Puck et al., 1958)
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C Methoden

Cl Molekularbiologische Methoden

Wenn nicht anders angegeben, wurden in dieser Arbeit molekularbiologische
Methoden gemalR Sambrook et al. (1989) oder wie vom jeweiligen Hersteller

empfohlen durchgefihrt.

C1.1 Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung negativ geladener DNA-Molekile erfolgte durch die
elektrophoretische Auftrennung in einem Agarosegel mit TBE (90mM Tris-Borat,
pH 8,3; 2,5mM EDTA) als Elektrophoresepuffer. Die DNA-haltigen Proben wurden
mit 1/10 Volumen Ladepuffer (0,25% Bromphenolblau (w/v); 0,25% Xylencyanol
FF (v/v); 30% Glycerol (v/v); 30% TBE (v/v); 30% SDS (v/v)) versetzt. Die Farbung
der DNA erfolgte in einem Ethidiumbromid-Bad und wurde durch UV-Licht mit der
Wellenlange 302nm sichtbar gemacht. Fotografien der gefarbten Agarosegele
entstanden mit Hilfe des Image Master”Systems (Pharmacia, Freiburg).

Zur Abschatzung der GrofRe von aufgetrennten linearen DNA-Fragmenten
wurde die 1Kb DNA-Leiter der Firma GibcoBRL oder der 100 Basenpaar-Marker

der Firma Pharmacia verwendet.

C1.2 DNA-Reinigung aus Agarosegelen
Die Reinigung von DNA aus Agarosegelen wurde mit Hilfe des Qiaquick” Gel

Extraction Kit der Firma Qiagen (Hilden) durchgefuhrt.

C1.3 Plasmid-Isolierung aus Bakterien

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien im kleinen Maf3stab erfolgte aus
2ml Bakterien-Kulturen durch Affinitdtschromatographie mit Hilfe des QIAprep”
Spin Miniprep Kit der Firma Qiagen (Hilden).

Die Aufreinigung von Plasmid-DNA zur Transfektion von eukaryotischen Zellen
erfolgte aus 100ml| Bakterien-Kulturen mit dem EndoFree” Plasmid Maxi Kit der

Firma Qiagen (Hilden).
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C1.4 DNA-Isolierung aus eukaryotischen Zellen

Die Isolierung von DNA aus Hela Zellen erfolgte mit Hilfe des QIAmp~ DNA
Blood Mini Kit der Firma Qiagen (Hilden). Zur Gewinnung von genomischer ES-
Zell-DNA wurden diese auf Gelatin-behandelten Petri-Schalen bis zur Konfluenz
kultiviert und dann Uber Nacht bei 56°C in Lysis Puffer (10mN NaCl; 10mM Tris-
HCI pH7,5; 10mM EDTA; 0,5% Sacrosyl; 0,5mg/ml Proteinase K) lysiert. Die DNA
wurde durch Phenol/Chloroform-Extraktion von Proteinen getrennt und mit Ethanol

gefallt. Die Resuspension der DNA erfolgte in TE/10ug/ml RNase A.

C1.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (Saiki et al., 1988) wurde zum Nachweis von
sequenz-spezifischer Rekombination durch die Lambda Integrase in
eukaryotischen Zellen, zum Einfihren von gezielten Mutationen in Vektoren und
zur Konstruktion von Substrat- und Expressionsvektoren eingesetzt.

Alle PCR Reaktionen wurden mit Hilfe des Taq PCR-Master Mix Kit der Firma
Qiagen durchgefuhrt. Eine Standard-PCR Reaktion enthielt in der Regel 50pmol
Primer, 50pmol reverser Primer, 1x Master Mix (Tag-Polymerase, dNTPs,
Reaktionspuffer) und zwischen 100ng bis 1ug Template (Matrize). Die Proben
wurden zum Schutz vor Verdampfung mit Paraffin Uberschichtet und die PCR im
Triothermoblock V2.23 der Firma Biometra durchgefihrt. In einer Standard-PCR
wurde die DNA in der Regel wie folgt amplifiziert: 30 Zyklen; 45s bei 94°C, 45s bei
58°C und 1min/1Kb Template bei 72°C. Die PCR-Produkte aus praparativen PCR-
Reaktionen, sowie PCR-Reaktionen fir den Nachweis von genetischen
Veranderungen, wurden elektrophoretisch aufgetrennt, aus den Agarosegelen
aufgereinigt und die Integritat durch Sequenzierung tUberprift.

Bei der PCR-Mutagenese wurden durch die Verwendung von synthetisch
hergestellten Oligonucleotid-Primer spezifische Nucleotidaustausche in das zu
amplifizierende Produkt eingeftihrt. Hierzu wurde zunéchst der DNA-Bereich, in
dem die gewinschten Nucleotide ausgetauscht werden sollten, in zwei separaten
Standard-PCR Reaktionen amplifiziert (Abb. C.1-a). Die Region in der die
Nucleotidaustausche eingefuihrt werden sollten, tberlappten sich in beiden PCR-
Produkten. In einer abschlieenden PCR-Reaktion wurden die zuvor generierten

PCR-Fragmente als Matrize eingesetzt (Abb. C.1-b) und das gesamte zu
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amplifizierende Produkt einschliel3lich der spezifisch eingefihrten Nucleotide
vervielfaltigt (Abb. C.1-c).

I NA
(@) Zwei separat durchgefiihrte —>
Standard-PCR Reaktionen <« <«
NA
Vervielfaltigung des gesamten —>
(b)  Produkts, einschlieBlich der NA
eingefuhrten Nucleotidaustausche NA
<_
PCR-Produkt mit gezielten
©) Nucleotidaustauschen NA

Abbildung C.1: Schematische Darstellung der PCR-Mutagenese. Der als Matrize dienende
DNA-Bereich ist als graues Rechteck dargestellt. Pfeile (-) stellen die synthetisch hergestellten
Oligonucleotid-Primer dar; die mit NA markierten Primer und DNA-Bereiche enthalten die
gewtunschten Nucleotidaustausche. (Details sind im Text angegeben.)

C1.6 RT-PCR Analyse von MCT5 mRNA-Auspragung in HeLa und 293 Zellen

Zur Analyse der Transkription von MCT5 in humanen Hela, 293 und 293T
Zellen wurde zunachst deren RNA mit Hilfe des Rneasy-Mini-Kits der Firma
Qiagen isoliert. Die zu analysierenden Zellen wurden zu diesem Zweck zuvor mit
einem Qiashredder (Qiagen) homogenisierten. Die RNA wurde anschlieend mit
DNasel behandelt, um eventuell vorhandene DNA-Reste zu entfernen. In der
Regel wurden 5ug RNA mit 15U DNasel 1h bei 37°C inkubiert und anschliel3end
durch eine Phenol/Chloroform Extraktion und eine Ethanolfallung gereinigt. Die
MRNA wurde anschlielend mit Hilfe des First-Strand cDNA Synthese Kits der
Firma Pharmacia reverse-transkribiert. In der Regel setzte sich ein cDNA-
Synthese-Ansatz wie folgt zusammen:

4ug RNA bzw. 2,5ug DNasel behandelte RNA geldst in DEPC-H,0 in einem
Gesamtvolumen von 8ul; 5ul Reaktionsmix (reverse Transkriptase und dNTPs), 1ul
Notl-d(T)ig-Primer (1:25 verdinnt) und 1pl DTT (200mM Stock). Die cDNA-
Synthese erfolgte innerhalb 1h bei 37°C.

Der Nachweis der reversen MCT5-Transkripte erfolgte in einer Standard-PCR
mit den Primern (MCT5’) und (MCT3’) (siehe B4 und Anhang) und den zuvor
synthetisierten komplementaren DNA-Strange als Matrize. Dazu wurde der cDNA-
Ansatz mit Rnase-freiem H,O auf 40ul gebracht und ¥ des Ansatzes als Template

eingesetzt. Zur Kontrolle ob in den mit DNase | behandelten RNA-Préaparationen
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noch Reste von DNA vorhanden sind, wurde parallel zur cDNA-Synthese mit
diesen eine Standard-PCR mit den zuvor genannten Primern durchgefihrt. Zur
Analyse der PCR-Produkte wurden diese abschlieend in einem Agarosegel

elektrophoretisch aufgetrennt

C1.7 DNA Sequenzierung

DNA Sequenzanalyse von Plasmiden oder PCR-Produkten wurde nach der auf
Didesoxy-Kettenabbruch-Reaktion beruhenden Methode von Sanger et al., 1977,
durchgefuhrt. Verwendet wurde das BigDyell Terminator Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems), das auf den Einbau von Fluoreszenz-Farbstoff-markierten
Didesoxynucleotiden beruht. Markierte DNA wurde mit einem automatischen DNA-
Sequenzer (ABIPrism 377, Applied Biosystems) aufgetrennt und analysiert. Der

DNA-Sequencer wurde von Karin Otto bedient.

C1.8 Southern Blot Analyse

Genomische Southern Blot Analyse (Sambrock et al., 1989) wurde zur
Identifizierung homologer ES-Zell-Rekombinanten, Charakterisierung von HelLa
Reporter-Zelllinien und zum Nachweis von Integrase-vermittelter genomischer
Rekombination in HeLa und ES-Zellen eingesetzt.

10-20pg genomische DNA wurden Uber Nacht mit 100U des jeweils
angegebenen Restriktionsenzyms geschnitten und dann in einem 0,8%igem
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wurde mit Ethidium-Bromid
gefarbt, unter UV-Licht fotografiert, 15min in 0,25M HCI depuriniert, mit H,0
gewaschen und anschlieend 60min im Transfer Puffer (0,4M NaOH, 1M NacCl)
denaturiert. Die DNA wurde Uber Nacht durch kapillaren Transfer auf eine
,aenescreenplus-Nylon-Membran“ (NEN, Belgien) Ubertragen, in 0,5M Tris-
HCI/1IM NaCl 30min neutralisiert und 1h bei 80°C gebacken. Die Membran wurde
vor der Hybridisierung mindestens 3h in Hybridisierungslésung (50mM Tris pH 7,5,
1M NaCl, 1% SDS, 10% Dextran Sulfat, 0,5mg/ml denaturierte Heringssperma-
DNA) bei 65°C in einem Biometra”CompactLineOV4 Ofen prahybridisiert.

Der Nachweis des Int-spezifischen Rekombinationssubstrats auf dem
modifizierten ROSA26 Allel und der Int-vermittelten genomischen Rekombination,

erfolgte mit einem EcoRI-Verdau mit einer externen Probe. Die externe Probe ist
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ein 600bp-Pacl/Spel-Fragment aus dem Vektor A-R4 (Mao et al., 1999). lllegitime
Integration des Target Vektors pROSA-IR oder pROSA-ER wurde mit dem 1Kb-
Sacll/Xbal-Fragment aus dem Vektor pROSA26-1 (Soriano, 1999) als interne
Probe in Kombination mit einem EcoRI-Verdau ausgeschlossen.

Der Nachweis von Int-vermittelter Rekombination in stabilen HelLa Reporter-
Zelllinien erfolgte mit einer internen Probe, die das gesamte EGFP-Gen umfasste
und durch PCR generiert wurde. Die genomische DNA wurde mit Ncol verdaut. Die
Proben wurden durch Random-primed Labelling mit Hilfe der thermostabilen Bca-
Polymerase (TaKaRa) bei 56°C radioaktiv markiert. Nicht-eingebaute
Radionucleotide wurden mit S-200HR Sé&ulen (Pharmacia) abgetrennt und die
Proben 5min bei 95°C denaturiert, bevor sie zur Hybridisierungslésung gegeben
wurden. Die Hybridisierung erfolgte in allen Experimenten bei 65°C lbernacht.
Nach der Hybridisierung wurde die Membran in allen Experimenten zweimal in
2xSSC/0,1% SDS bei 65°C gewaschen. Je nach gewilnschter Stringenz wurden
weitere Waschritte mit abfallender Salzkonzentration durchgeftihrt. Die Membran
wurde in Plastikfolie eingeschweif3t und die Signale durch Autoradiographie
(Biomax-MS Filme, Kodak) sichtbar gemacht oder mit dem Phosphoimager-
System (Fuji Bas 1000, Raytest, Straubenhardt; Software: TINA 2.09, Raytest,

Straubenhardt) quantifiziert.

C1.9 Konstruktion der Expressionsvektoren

C1.9.1 Eukaryotische Expressionsvektoren

Zur Ausprdgung der Integrasen, der Kofaktoren und des Neomycin-
Resistenzgens in Eukaryoten wurden Vektoren eingesetzt, auf denen die
entsprechenden Gene entweder vom Phosphoglycerat-Kinase | Promoter (PGK;
Adra et al., 1987) oder dem Cytomegalovirus-Promoter (CMV; Boshart et al., 1985)
transkribiert wurden. Die eukaryotischen Expressionsvektoren sind Derivate vom
pPGKCrebpa (Fellenberg, 1998) der neben dem PGK Promoter auch die
Polyadenylierungs-Sequenz des Rinder-Wachstumshormons (bovine growth
hormone; Pfarr et al., 1986; Abb.C.2) tragt. Zur Steigerung der Transkription wurde
das pPGKCrebpA zunachst so modifiziert, dass zwischen die Schnittstellen Nhel

und Pstl ein heterologes Intron (Choi et al., 1991) eingesetzt wurde. Die bakterielle
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Selektion dieser auf einem pUC-Replikationsursprung basierenden Expressions-

Plasmide erfolgte mit Ampicillin.

Nhel
EcoRl Pstl Xbal
||z
/L - | //
PGK/CMV oS ORF bpA

Abbildung C.2: Schematische Darstellung eukaryotischer Expressionsvektoren. Hervor-
gehoben sind die genetisch relevanten Elemente der Expressionsvektoren: PGK, Phosphoglycerat-
Kinase | Promoter; CMV, Cytomegalovirus Promoter; SS, 5’ Spleil3-Substrat; ORF, open reading
frame; bpA, Polyadenylierungs-Sequenz. Das zu exprimierende Gen wird entweder vom PGK oder
CMV Promoter transkribiert. Das SpleiRsubstrat zwischen Promoter und ORF und die
Polyadenylierungs-Sequenz vom Rinder-Wachstumshormon sollen den Transport der mRNA vom
Kern ins Cytosol fordern (Pfarr et al., 1986; Choi et al., 1991). Gezeigt sind auRerdem die fur die
Klonierung von Derivaten relevanten Schnittstellen EcoRI, Nhel, Pstl und Xbal.

Im folgenden sind die Klonierungen der einzelnen Derivate beschrieben. Die

Nucleotidsequenzen der aufgefuhrten Primer sind in B4 detailliert aufgelistet.

PGK-Expressionsvektoren:

Zur Konstruktion der Expressionsvektoren pPGKSSInt, pPGKSSInt-h und
pPGKSSIn-h/218 wurde die wild-typ Integrase aus pTrcint (Christ & Drége, 1999);
Int-h aus pKEXInt-h (Lorbach et al., 2000) und Int-h/218 aus pTrcInt-h/218 (Christ
& Droge, 1999) mit den Primern (Int-N-EU) und (Int-C-EU) in einer Standard-PCR
amplifiziert. Die PCR-Fragmente wurden anschlielend zwischen die Schnittstellen
Pstl und Xbal (Abb. C.2) in das pPGKCrebpA kloniert, wodurch das fir Cre
codierende Fragment durch ein Int-Gen ersetzt wurde.

Im pPGK wurde das Int-Gen zusammen mit dem Intron durch einen
Restriktionsverdau mit Nhel/Xbal deletiert.

Im pPGKSSInt-hNLS ist der C-Terminus von Int-h mit der SV40 large tumor
antigen nuklearen Lokalisationssequenz (NLS; Kalderon et al., 1984) fusioniert.
Der Vektor wurde wie pPGKInt-h konstruiert mit der Ausnahme, dass pKEXInt-
hNLS als Matrize diente und statt des Primers (Int-C-EU) der Primer (Int-C/NLS-
EU) zur Amplifikation eingesetzt wurde.

pPGKSSneo ist ein Derivat von pPGKSSInt-h, in dem das Int-h-Gen zwischen

den Schnittstellen Pstl und Xbal durch das Neomycin-Resistenz-Gen ersetzt
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wurde, dass durch PCR vom pGFP-C1 amplifiziert wurde. Dabei wurde die Xbal-
Schnittstelle zerstort.

pPGKSShimA und pPGKSShimD sind Derivate von pPGKSSInt, in denen das
zwischen den Schnittstellen Pstl und Xbal (Abb. C.2) liegende Int-Gen entweder
durch das himA- oder das himD-Gen ersetzt wurde. Die Gene der beiden IHF
Untereinheiten sind bakteriellen Ursprungs und wurden in einer Standard-PCR mit
dem E.coli-Genom als Matrize vervielfaltigt. himA wurde mit den Primern (himA5-
EU)/(himA3-EU) und himD mit den Primern (himD5-EU)/(himD3-EU) erzeugt.

CMV-Expressionsvektoren:

Zur Konstruktion der CMV-Expressionsvektoren, wurde der PGK Promoter
zwischen der EcoRI- und Nhel-Restriktionsschnittstelle durch ein CMV Promoter-
Fragment ersetzt, das mit PCR aus pGFP-C1 (Clontech) amplifiziert wurde.

pCMVSSiInt, pCMVSSInt-h und pCMVSSInt-h/218 wurden konstruiert wie
pPGKSSInt, pPGKSSInt-h und pPGKSSIn-h/218, aulier dass die PCR-Fragmente
in den modifizierten Ausgangsvektor pPGKCrebpA, in dem der PGK Promoter
durch einen CMV Promoter ersetzt ist, kloniert wurden.

pCMVSSoIHF2 wurde erzeugt, indem das olHF2-Gen durch PCR mit den
Primern (IHF5-1) und (IHF3-3) aus pTrc/olHF2 kloniert und zwischen die
Schnittstellen Pstl und Xbal im pCMVSSInt-h kloniert wurde. Dabei wurde das Int-
h-Gen durch das olHF2-Gen ersetzt.

PCMVSSoIHF2NLS wurde wie pCMVSSoIHF2 generiert mit dem Unterschied,
dass in der PCR statt des Primers (IHF3-3) der Primer (IHFnlIs3) eingesetzt wurde.
Der C-Terminus des olHF2-Gens ist in diesem Vektor mit der SV40 large tumor
antigen nuklearen Lokalisationssequenz fusioniert (Kalderon et al., 1984).

pCMVSSoIHF2HIS wurde kloniert, indem das olHF2HIS Gen mit Ncol und Xbal
aus dem Vektor pTrc/olHF2HIS geschnitten und in den Ncol/Xbal-geschnittenen
Vektor pCMVSSoIHF2 kloniert wurde. Am C-Terminus des olHF2-Gens sind in
diesem Vektor sechs Histidin-Reste angehangt.

Im pCMV wurde das Int-Gen zusammen mit dem Intron durch einen
Restriktionsverdau mit Nhel/Xbal deletiert.

pCMVSSGFP wurde generiert, indem das Int-h-Gen im pCMVSSInt-h mit Pstl
und Xbal ausgeschnitten und durch eine PCR-Fragment des EGFP-Gens,
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amplifiziert vom pGFP-C1 (Clontech), ersetzt wurde. Dabei wurde die Xbal-

Schnittstelle zerstort.

C1.9.2 Prokaryotische Expressionsvektoren

Zur Auspragung der one-chain Integration Host Factor (olHF) Varianten in
E.coli, wurden jeweils olHF1-4 in den Expressionsvektor pTrc99a der Firma
Pharmacia Biotech (Freiburg) inseriert. olHF ist ein Hybrid aus den beiden IHF-
Untereinheiten IHF-a und IHF-B, in dem die Untereinheit a (AS L3 bis A94)
zwischen die AS Q39 und G40 der Untereinheit (3 inseriert ist (Abb. D.13-A). Die
Ubergange zwischen der Untereinheit B und der integrierten Untereinheit a wurden
durch Aminosaure-Linker verbunden, die in den einzelnen olHF Varianten eine
unterschiedliche Lange besitzen (Abschn. D5, Abb. D.13-A; die Nucleotidsequenz
ist im Anhang beschrieben). Alle olHF Varianten wurde durch PCR-Mutagenese
(C1.5) generiert, indem zunachst der N-Terminus der Untereinheit 3 (AS M1 bis
Q39), die Untereinheit a (AS L3 bis A94) und der C-terminale Abschnitt der
Untereinheit B (AS G40 bis G94) in drei separaten Standard-PCR Reaktionen
amplifiziert wurden. Die Primer wurden so konstruiert, dass sie die entsprechenden
AS-Linker enthalten, die sich Uberlappten. Als Template dienten pPGKSShimA flr
die Untereinheit a und pPGKSShimD fir die Untereinheit . An der zweiten AS
Position in allen olHF Proteinen wurde zusatzlich ein Glycinrest eingefligt (Abb.
D.13-A).

pTrc/olHF1 wurde Kkloniert, indem zunachst die zuvor aufgefuhrten
Proteinabschnitte in drei separaten Anséatzen mit den Primern (IHF5-1)/(IHF3-1),
(IHF5-2)/(IHF3-2) und (IHF5-3)/(IHF3-3), in dieser Reihenfolge, vervielfaltigt
wurden. In einer abschlielBenden PCR wurde dann olHF1 mit den Primern (IHF5-
1)/(IHF3-3) amplifiziert und zwischen die Ncol- und Xbal-Schnittstelle im pTrc99a
(Pharmacia) inseriert.

pTrc/olHF2 wurde wie pTrc/olHF1 generiert mit dem Unterschied, dass die
Primerpaare (IHF5-1)/(IHF3-3*), (IHF5-4)/(IHF3-4) und (IHF5-5)/(IHF3-3), in dieser
Reihenfolge, verwendet wurden.

pTrc/olHF3 wurde konstruiert, indem der C-terminale Abschnitt von olHF2,
inklusive des 2-AS-Linkers, mit Hindlll aus pTrc/olHF2 geschnitten und zwischen
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die Hindlll-Schnittstellen im pTrc/olHF1 kloniert wurde. Dadurch wurde der C-
Terminus von olHF1 durch den von olHF2 ersetzt.

pTrc/olHF4 wurde konstruiert, indem der C-terminale Abschnitt von olHF1,
inklusive des 1-AS-Linkers, mit Hindlll aus pTrc/olHF1 geschnitten und zwischen
die Hindlll-Schnittstellen im pTrc/olHF2 kloniert wurde. Dabei wurde der C-
Terminus von olHF2 durch den von olHF1 ersetzt.

pTrc/olHF2HIS wurde kloniert, indem durch eine Standart-PCR mit den Primern
(IHFHIS5) und (IHFHIS3) olHF2 vervielfaltigt wurde und das PCR-Produkt
zwischen die Schnittstellen Ncol und Xbal im Vektor pTrc99a kloniert wurde. Am
C-Terminus des olHF2-Gens sind in diesem Vektor sechs Histidin-Reste
angehangt.

Die Integritait aller relevanten genetischen Elemente auf den
Expressionsvektoren wurde durch DNA-Sequenzierung Uberpriift.

C1.10 Konstruktion der Substratvektoren

Intramolekulare Substratvektoren
Auf den von Elke Lorbach konstruierten Inversionssubstratvektoren
pGFPattB/attP und pGFPattL/attR (Lorbach et al., 2000) sind die entsprechenden

Rekombinationsregionen (att) in gegenlaufiger Wiederholung angeordnet, sodass

durch Rekombination das dazwischenliegende DNA-Fragment umgedreht wird.
Die Deletionssubstratvektoren pAIR und pAER sind Derivate des pGEM”4Z. Auf

ihnen sind die att-Regionen in direkter Wiederholung angeordnet, sodass die Int-
vermittelte sequenz-spezifische Rekombination das dazwischenliegende Fragment
ausschneidet. pAIR wurde konstruiert, indem attB als doppelstangiges
Oligonucleotid ((attB53) und (attB35); B4) zwischen die Schnittstellen Clal und
EcoRI im pPGKSSneo (siehe PGK-Expressionsvektoren) kloniert wurde. Der CMV
Promoter inklusive des Introns wurde vom pCMVSSInt durch PCR vervielfaltigt und
zwischen die Kpnl- und Clal-Schnittstelle des attB-tragenden Vektors inseriert. Die
entstandene CMV-attB-neo-Expressionskassette wurde im néchsten Schritt durch
PCR amplifiziert und in das BamHI-geschnittene pGEM“4Z kloniert. Die attP-
Region, die einen A - C Nucleotidaustausch im P’-Arm enthalt, wurde wie in C1.11
beschrieben durch PCR-Mutagenese erzeugt und mit Nsil und Notl geschnittenen.

Das attP-tragende PCR-Fragment wurden an das 3’-Ende eines BamHI/Pstl-
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geschnittenen Fragments aus dem pBS302 (Gibco/BRL) ligiert, auf dem sich eine
Stoppsignal fur die Transkription befindet. Das EGFP Gen wurde wie in C1.11
beschrieben kloniert und zusammen mit dem Stopp/attP-Fragment in den
BamHI/Xbal-geschnittenen Vektor mit dem CMV Promoter, dem attB und der neo-
Expressionskassette kloniert. pAER wurde wie PpAIR generiert mit dem
Unterschied, dass attL, erzeugt durch PCR vom pGFPattL/attR, anstelle von attB
in das Clal/EcoRI-geschnittene pPGKneo eingefugt wurde. Auf3erdem wurde statt
der attP-Region die attR-Region, die durch PCR vom pGFPattL/attR erzeugt
wurde, in den Nsil/Notl-geschnittenen Vektor integriert.

pNCOWT wurde zur Untersuchung der Funktionalitdt von olHF Proteinen in
E.coli eingesetzt. Zum einen nimmt es in Rekombinationsassays die Funktion als
Substratvektor und zum anderen als Int-Expressionsvektor ein. Es tragt die
Rekombinationsregionen attB und attP in direkter Wiederholung, die eine Int-
Expressionskassette flankieren. Durch Rekombination wird diese deletiert.
PNCOWT st ein Derivat von pNC9 (Christ & Droge,1999) und wurde konstruiert,
indem zunachst das Int-Gen mitsamt dem Trc-Promoter vom pTrcint (Christ &
Droge,1999) mit den Primern (Trc5-N) und (Trc3-N) vervielfaltigt wurde. Das Trc-
tragende PCR-Fragment wurde anschlie3end zwischen die EcoRI-Schnittstellen im
pNC9 kloniert (Abb. D.15-A grauer Pfeil), wobei eine res-Region ersetzt wurde.

pACH2 ist ein Derivat von pACYC177 (Rose, 1988). Es enthalt eine aus
humaner DNA (HelLa) amplifizierte Sequenz (accession no. AC025987, EMBL-
Datenbank; Sequenz siehe Anhang), die in entgegengesetzter Orientierung zu
einer modifizierten attP-Sequenz (attP™®) angeordnet ist. Dieser im folgenden als
attH2 betitelte Sequenz wurde mit den Primern (MCTIl) und (MCT3’) (siehe
Anhang und Abschn. B4) in einer Standard-PCR (C1.5) von genomischer Hela-
DNA vervielfaltigt. Die PCR-Produkte mit einer Grol3e von ~660bp wurden
zwischen BamHI und Aatll eingefligt. attH2 ist eine naturlich vorkommende attB-
analoge Sequenz, die sich in vier Nucleotiden im Vergleich zur attB-Sequenz
unterscheidet (Abb. D.18). Drei Nucleotidaustausche befinden sich in den core-
Sequenzen und eine in der overlap-Region. Um die Homologie zwischen attH2 und
attP im overlap zu wahren, wurde eine modifizierte attP-Region (attP®) generiert.
Hierzu wurde das erste Nucleotid im overlap von attP, ein T, durch C

ausgetauscht. Der Nucleotidaustausch wurde mittels einer PCR-Mutagenese
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(C1.5) mit den Primern (PFP-Banl)/(attx06) und (attx05)/(P’'RP-Pstl) eingeflihrt. Als
Template diente pGFPattB/attP. Die PCR-Produkte wurden im letzten Schritt in

den attH2-tragenden Vektor zwischen die Schnittstellen Pstl und Banl kloniert.

Intermolekulare Substratvektoren

Die Substratvektoren mit dem CMV Promoter vor einer Rekombinationsregion
sind im Folgenden beschrieben:

Das pCMVattPmut enthalt drei G- C Austausche im P-Arm, die durch PCR-
Mutagenese von Teresa Corona kloniert wurden (Christ et al.,, 2002). Diese
Austausche wurden eingefuhrt, um ATG Startcodons vor dem EGFP-Gen zu
entfernen, die eine ordnungsgemalle Translation von EGFP beintrachtigen
konnten.

pCMVattB wurde ebenfalls von Teresa Corona konstruiert, indem attPmut
zwischen der Pstl- und Xbal-Schnittstelle im pCMVattPmut durch ein
doppelstrangiges attB-Oligonucleotid ersetzt wurde (Christ et al., 2002).

pCMVattL ist ein Derivat von pCMVattPmut in dem attPmut durch attL ersetzt
wurde. attL wurde durch PCR vom pAER mit den Primern (attL-5P) und (attL-3X)
vervielfaltigt und zwischen die Pstl und Xbal Schnittstellen im pCMVattPmut

eingeflgt.

Im Folgenden sind Substratvektoren beschrieben, auf denen sich ein
Transkriptions-Stoppsignal gefolgt von einer att-Region befindet. Das 3’-Ende der
att-Region wiederum grenzt an ein promoterloses EGFP-Gen:

pWSattBGFP wurde konstruiert, indem zunéchst ein Teil des Hygromyzin-
Resistenzgens vom pTKHyg (Clontech) mit Aval und Ndel ausgeschnitten wurde
und im zweiten Schritt die Schnittstellen mit der Klenow Polymerase wieder
aufgefullt und ligiert wurden. Anschlie3end wurde ein attB-EGFP PCR-Fragment in
die Mfel und Hindlll Schnittstellen eingefligt und dabei gleichzeitig 5’ von attB eine
Nhel-Schnittstelle erzeugt. Im letzten Schritt wurde dann das Transkriptions-
Stoppsignal (pBS302) zwischen die EcoRI- und Nhel-Schnittstelle eingefligt.

pWSattRGFP ist ein Derivat von pWSattBGFP. Das Transkriptions-Stoppsignal
wurde durch ein Transkriptions-Stoppsignal-attR Fragment, dass mit BamHI und

Notl aus pAER geschnitten wurde, ersetzt.
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pWSattPGFP ist ebenfalls ein Derivat von pWSattBGFP, auf dem attB durch
attP ausgetauscht wurde. attP wurde durch PCR vom pAIR vervielfaltigt und

zwischen die BamHI- und Notl-Schnittstelle kloniert.
Die Integritdt aller relevanten genetischen Elemente auf den

Substratvektoren wurde durch DNA-Sequenzierung Uberpruft.

C1.11 Konstruktion der Target Vektoren (Gene Targeting)

Die Target Vektoren zur Insertion der Integrase Rekombinationssubstrate in das
erste Intron des endogenen ROSA26 Locus in ES-Zellen der Maus (Abb. D.8)
wurden wie folgt hergestellt:

Zur Konstruktion des Target Vektors pROSA-IR, auf dem attB und attP in
direkter Wiederholung angeordnet sind, wurde zunachst attB als doppelstrangiges
Oligonuktleotid ((attB53) und (attB35); B4) in das Clal/EcoRI-geschnittenen
pPGKSSneo (siehe PGK-Expressionsvektoren) kloniert. AnschlieRend wurde
durch die Insertion eines zweiten Oligonucleotides in den Clal/Kpnl-geschnittenen
attB-tragenden Vektor eine BamHI-Schnittstelle erzeugt. Die 3’-Spleil3stelle (SA)
wurde aus dem pSABgeo (Friedrich & Soriano, 1991) ausgeschnitten und zwischen
die BamHI- und Clal-Schnittstelle kloniert. Diese SA-attB-neo-Expressionskassette
wurde dann durch PCR amplifiziert und in pPGEM"4Z (Promega) kloniert, wodurch
5’ von der SA-Stelle eine Xbal-Schnittstelle inseriert und die BamHI-Schnittstelle
zerstort wurde. Der A- C Nucleotidaustausch im P’-Arm der attP Region zerstort
ein Terminationssignal fur die Translation und wurde durch PCR-Mutagenese
(C1.5) erzeugt (Primer: (attP01), (attP02), (PFP-Nsil) und (P’RP-EcoRV-Notl)). Als
Matrize diente das pGFPattB/attP (Lorbach et al., 2000). Das attP-tragende PCR-
Produkt wurde mit Nsil und Notl geschnitten und an das 3’-Ende eines BamHI/Pstl-
geschnittenen Fragments ligiert, auf dem sich ein Stoppsignal fiir die Transkription
befindet. Dieses Fragment stammt vom pBS302 (Gibco/BRL). Das EGFP-Gen und
das Polyadenylierungs-Signal wurden durch PCR vom pCMVSSGFP amplifiziert
und mit Notl und Xbal geschnitten. Dieses Fragment wurde dann zusammen mit
einem BamHI/Notl-geschnittenen Fragment, dass den Transkriptions-Stopp und
die attP-Region umfasst, in den zuvor klonierten Vektor mit der 3’-Spleil3stelle, der

attB-Region und die Neomycinresistenz ligiert. Im letzten Schritt wurden die
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generierte Rekombinationskassette in den Xbal-linearisierten Target Vektor
pROSA26-1 (Soriano, 1999) eingesetzt.

pROSA-ER, der attL und attR in direkter Wiederholung tragt, wurde wie
pPROSA-IR kloniert mit dem Unterschied, dass attL durch PCR vom pGFPattL/attR
(Lorbach et al., 2000) vervielfaltigt und anschlieend in das Clal/EcoRI-
geschnittenen pPGKSSneo kloniert wurde. Die attR-Region wurde ebenfalls vom
pGFPattL/attR durch PCR generiert und wie attP zwischen die Nsil und Notl
kloniert.

Die Integritat aller relevanten genetischen Elemente auf den Target Vektoren

wurde durch DNA-Sequenzierung uberprift.

C2 Biochemische Methoden

C2.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Analyse der Integrase und olHF Proteine in Saugetierzellen oder E.coli
wurden zunachst die Zell-Lysate in SDS-Polyacrylamid-Gelen (Laemmli, 1977)
elektrophoretisch aufgetrennt. Die Acrylamid/Bisacrylamid-Konzentration im
Sammelgel betrug in der Regel 5% und sowohl die Auftrennung von Integrase-
Proteinen, als auch die Auftrennung von olHF Proteinen erfolgte anschlieRend in
einem 12,5% Trenngel. Nach einer Einlaufzeit der Proteine im Sammelgel bei
15mA, erfolgte Elektrophorese bei 30mA.

Die Zell-Lysate wurden hergestellt, indem transfizierte Zellen oder transformierte
E.coli in 1x SDS Sample Buffer (New England Biolabs) aufgenommen und 5min
bei 95°C erhitzt wurden. Viskose denaturierte DNA in den Lysaten wurde durch
kurzes sonifizieren zerkleinert und fir die SDS-PAGE die Ansatze in der Regel in
einem Volumen von 80ul aufgetragen.

Nach der Elektrophorese wurden die Gele entweder mit Coomassie-Blau
(Sambrock et al., 1989) gefarbt oder fur die anschlieende Western Blot Analyse in
einer NaRblotkammer (Bio-Rad) mit 14V (Transferpuffer: Glycin/Tris) auf PVDF-
Membranen (ImmobilonP, Millipore) Ubertragen. Das Molekulargewicht der
Coomassie-Blau gefarbten Proteine einzelner Banden wurde durch den Vergleich
mit dem GroRenstandard Protein Marker Broad Range (New England Biolabs)

abgeschatzt und mit dem Image Master” System dokumentiert.
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C2.2 Western Blot Analyse

Der Nachweis von Integrase Proteinen in eukaryotischen Zellen durch Western
Blot Analyse wurde wie folgt durchgefiihrt: 72h nach der Elektroporation von 60ug
Expressionsvektor wurden Zell-Lysate von 1-2x10° transfizierten Zellen durch
funfmindtiges Kochen von geernteten HelLa oder NIH/3T3 Zellen in SDS sample
buffer (New England Biolabs) erzeugt. Die Proteine wurden im 12,5% (w/v)
Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Die PVDF-
Membran mit den Ubertragenen Proteinen aus dem Polyacrylamidgel wurde mit
1% blocking solution (Western Blot Kit der Firma Boehringer, Mannheim/Roche)
gesattigt und dann zunachst in 0,5% blocking solution mit 1:50000 verdinntem
primaren Antikorper (Anti-Integrase, polyklonaler Antikbrper gegen Lambda
Integrase, A. Landy, Providence USA) 1h inkubiert. Die Membran wurde nach
Angaben des Herstellers gewaschen und der gebundene primare Antikdrper mit
dem zweiten Antikérper Anti-Maus/Anti-Kaninchen [IgG-POD (Meerretich-
Peroxidase) gebunden. Der Nachweis der Integrase-Proteine auf der Membran
erfolgte Uber eine Chemiluminiszenz-Reaktion, ebenfalls nach Angaben des
Herstellers.

In Western Blot Analysen, in denen die in HeLa Zellen transient ausgepragte Int
Menge Uber einen Zeitraum von 72h untersucht wurde, wurden 24h, 48h und 72h
Zell-Lysate von 5x10° Zellen erzeugt und analysiert.

Zum Nachweis von olHF Proteinen in Bakterien wurde der E.coli Stamm
CSH26AIHF mit olHF Expressionsvektoren transformiert. Resistente Klone wurden
gepickt und lber Nacht bei 37°C kultiviert. Die UNK wurden 1:150 verdiinnt, und
bei einer ODgpo Von ~0,3 wurden die Ansatze geteilt und eine Halfte mit 2mM IPTG
versetzt, um die Expression von olHF zu induzieren. Nach siebenstiindiger Kultur
wurde 1ml Kultur pro Ansatz entnommen, die Bakterien durch Zentrifugation
pelletiert, die Bakterienpellets in 50ul Tris-HCI aufgenommen, mit 50ul SDS sample
buffer (New England Biolabs) versetzt und 5min gekocht. Anschlieend wurde die
genomische DNA durch Sonifizierung zerkleinert. Fir die SDS-PAGE wurden 5yl
Lysat pro Spur aufgetragen. Die PVDF-Membran mit den tbertragenen Proteinen
aus dem Polyacrylamidgel wurde wie zuvor beschrieben behandelt mit dem
Unterschied, dass der priméren Antikérper (Anti-Serum gegen IHF, S.D. Goodman,
Los Angeles) 1:1000 in 0,5% blocking solution verdinnt wurde.
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Der Nachweis von olHF Proteinen in Lysaten von ES-Reporterzellen, die mit
Expressionsvektoren fir olHF und Int-h218 transfiziert wurden (Abschn. C4.4),
erfolgte 24h nach der Elektroporation mit dem Anti-Serum gegen IHF.

Zum Nachweis von HimA und HimD in eukaryotischen Zellen, wurden HelLa
Zellen mit 60pug pPGKSShimA und/oder pPGKSShimD transfiziert und Zell-Lysate
24h nach der Elektroporation mit dem Anti-Serum gegen IHF im Western Blot
analysiert.

Als positive Kontrolle wurde ~50ng gereinigtes IHF Protein (Invitrogen)

eingesetzt.

C3 Zellbiologische Methoden

Wenn nicht anders angegeben, wurden in dieser Arbeit zellbiologische
Methoden gemald Spector et al., 1998 oder wie vom jeweiligen Hersteller

empfohlen durchgefihrt.

C3.1 Kultur von Saugetierzellen

Die in dieser Arbeit verwendeten adharenten S&ugetierzelllinien wurden in
DMEM bei 37°C und 7,5% CO; kultiviert. Vor Erreichen der Konfluenz, bei einer
Zelldichte von ca. 80%, wurden die Zellen mit Trypsin geerntet und 1:4 mit
frischem Medium verdinnt auf neue Kulturschalen gegeben. Eingefroren wurden
alle Saugetierzellen in 90%FCS/10%DMSO bei —80°C und nach einigen Tagen zur
Langzeit-Aufbewahrung in flissigen Stickstoff Gberfihrt.

C3.2 Konstruktion stabiler HeLa-Reporter-Zelllinien

HelLa Reporter-Zelllinien mit stabil im Genom integriertem pGFPattB/attP oder
pGFPattL/attR wurden von Micha Schwikardi (Lorbach et al., 2000) wie folgt
generiert: Zunachst wurden 10 pg pGFPattB/attP oder pGFPattL/attR mit dem
Restriktionsenzym Apall linearisiert und anschlieBend in getrennten Ansatzen
durch Lipofektion mit FUGENEO6 (Roche) in HelLa Zellen transfiziert. Stabile
Zelllinien wurden in Kulturmedium fir HelLa-Zellen, versetzt mit 500 pg/ml G418
(GibcoBRL), selektioniert. Die Charakterisierung der Reporter-Zelllinien erfolgte
durch PCR, DNA-Sequenzierung und genomische Southern Blot Analyse.
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C3.3 Kultur von embryonalen Stammzellen der Maus (MES)

Fur alle Experimente wurde die Mycoplasma-freie ES-Zelllinie 1B10 (zur
Verfigung gestellt von K. Rajewsky, Institut flir Genetik, Universitat Koln)
verwendet. Diese Linie ist ein Subklon der ES-Zelllinie E14.1 (Kuhn et al., 1993),
die aus Blastozysten des Maus-Stamms 129/ola generiert wurde. Die ES-Zellkultur
wurde wie beschrieben durchgefuhrt (Pasparakis und Kollias, 1995). Die ES-Zellen
wurden in der Regel auf einem mit Mitomycin C mitotisch inaktivierten Zellrasen
von Maus-Embryonalen-Fibroblasten (MEF) in der Anwesenheit von
rekombinantem Leukemia Inhibitory Factor (LIF) kultiviert. LIF wurde
freundlicherweise von Angela Egert zur Verfigung gestellt und die Herstellung von
Neomycin/Puromycin-resistenten MEF (Mauslinie Dr-4,Tucker et al., 1997) wurde
nach Torres und Kihn (1997) durchgefihrt. Die ES-Zellen wurden bei 37°C, 10%
COg3, kultiviert und vor Erreichen der Konfluenz passagiert.

Die verwendete FCS-Charge ist zuvor auf ihre Fahigkeit hin getestet worden,
das undifferenzierte Wachstum von ES-Zellen zu gewéhrleisten (auf EF-Zellrasen
50% Plattierungseffizienz, 75% der Kolonien mit undifferenzierter Morphologie). In
der Regel wurden die ES-Zellen in einer Dichte von 2x10* Zellen/cm? ausplattiert
und 2 Tage spater geerntet.

Eingefroren wurden die ES-Zellen in 90%FCS/10%DMSO bei —80°C und nach
einigen Tagen zur Langzeit-Aufbewahrung in flussigen Stickstoff Gberflhrt. Um den
EF-Zellrasen herzustellen, wurde ein Rohrchen préaparierter EF-Zellen aufgetaut
und auf Kulturschalen (OO 15 cm) ausplattiert. Bei Bedarf wurden die EF-Zellen
durch maximal zwei weitere Passagen expandiert und zur mitotischen
Inaktivierung bis zur Konfluenz in EF-Medium kultiviert. Die konfluenten EF-Zellen
wurden zur mitotischen Inaktivierung fur 2-4h mit Mitomycin C-haltigem (10ug/ml)
EF-Medium bei 37°C inkubiert, zweimal mit PBS gewaschen, mit Trypsin abgeldst,
in EF-Medium aufgenommen und in einer Dichte von 6 bis 8x10* Zellen/cm
ausplattiert. Nach 4 bis 8 Stunden wurden die ES-Zellen auf den konfluenten,
mitotisch inaktivierten, adharenten Zellrasen ausplattiert.

Homolog rekombinante ES-Zell Klone wurde wie folgt generiert: 30ug Target
Vektor (pROSA-IR oder pROSA-ER) wurden mit Kpnl linearisiert und durch
Elektroporation (500uF, 230V, in 0,4mm Kivetten (peglab)) in IB10-Zellen

transfiziert, die 48h zuvor passagiert wurden. Dazu wurden 1x10’ ES-Zellen in
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800ul RPMI1640 (ohne Phenolrot) resuspendiert und mit dem linearisierten Target
Vektor gemischt. Die transfizierten ES-Zellen wurden dann in einer Dichte von 2-
5x10°/ml auf einen MEF-Rasen in Kulturschalen ausplattiert und nach 24h wurde
mit der G418-Selektion (0,2mg/ml) begonnen. Die rekombinanten Klone wurden
zwischen Tag 8 und 10 gepickt, in 96-well Kulturplatten expandiert, drei Replika-
Platten bei —80°C eingefroren und mit Southern Blot (C1.8) im 96-well Format
(Pasparakis & Kollias, 1995) auf homologe Rekombinante getestet. Positive
homologe Rekombinanten wurden dann in 2-3 Passagen expandiert und zur

Langzeit-Aufbewahrung bei -80°C eingefroren und in fliissigem Stickstoff gelagert.

C3.4 Durchflusszytometrie

Zur Analyse von EGFP-Auspragung wurden HelLa oder ES-Zellen geerntet, in
Einzelzellsuspension gebracht und mit einem FACScan (Becton Dickinson)
analysiert oder einem FACStar+ (Becton Dickinson) sortiert. Der FACStar+ wurde
von Christoph Géttlinger bedient. Im FACScan wurden tote Zellen mit Hilfe von 7-
Amino-Actinomycin D (0,1pg/ml, Sigma) wahrend der Analyse ausgeschlossen,
wahrend im FACStar+ die toten Zellen mit Propidiumiodid (1pg/ml, Sigma)
angefarbt wurden. Die FACS-Daten wurden mit Hilfe der Software CellQuest[]
(Becton Dickinson) ausgewertet und entweder als einparametriges Histogramm
oder als zweiparametriges Dot Plot Diagramm dargestellt.

C3.5 Fluoreszenz Mikroskopie

Zur Analyse von EGFP-Auspragung unter dem Fluoreszenz Mikroskop wurden
ES-Zellen in geringer Dichte auf Mitomycin C-inaktivierten MEF ausplattiert und
48h in LIF-haltigem Medium kultiviert. Fluoreszenz-Aufnahmen wurden mit einem

Zeiss laser scan microscope (LSM4) durchgefihrt.

C4 Rekombinationsanalysen

C4.1 Rekombinationsanalysen in E.coli
Zur Aktivitatsbestimmung verschiedener Integrasen, der klonierten humanen
attH2 und der unterschiedlichen olHF-Proteine wurden in vivo Rekombinations-

analysen in E.coli durchgefuhrt (Christ & Drége, 1999). Dazu wurde entweder der
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E.coli Stamm CSH26 oder CSH26AIHF mit prokaryotischen Substrat- (C1.10) und
Expressionsvektoren (C1.9) nach Hanahan (1983 und 1985) kotransfformiert.
Einzelne transformierte Klone wurden in dYT-Medium mit den entsprechenden
Antibiotikazusatzen tber Nacht bei 37°C kultiviert und die Plasmid-DNA mit Hilfe
des QIlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) isoliert. Die Substratvektoren sind so
konstruiert, dass abhangig von der relativen Orientierung der att-Regionen
zueinander, die sequenz-spezifische Rekombination durch die Integrasen die
Substrate in unterschiedlicher Weise verandert. Liegen die att-Regionen in direkter
Wiederholung vor, fuhrt die sequenz-spezifische Rekombination zur Deletion des
dazwischenliegenden DNA-Fragments. Die Wiederholung der att-Regionen in
gegenlaufiger Form dagegen, fuhrt zu einer Inversion des dazwischenliegenden
DNA-Fragments. Die veranderten Substrate wurden durch Restriktionsanalysen
analysiert, da sich auch das Schnittmuster bestimmter Restriktasen anderte.

Zur Charakterisierung der verschiedenen olHF-Proteine wurde, wie zuvor
beschrieben, E.coli CSH26AIHF mit dem entsprechenden olHF-Expressionsvektor
und dem pNCOWT kotransfformiert. Klone wurden bis zu einer ODgyo von 0,4-0,6
kultiviert, der Kulturansatz geteilt und eine Halfte mit 1mM IPTG versetzt, um die
Expression von olHF zu steigern. Plasmid-DNA wurde ca. 5-6h nach Induktion
isoliert, zur Analyse mit Aval geschnitten und in einem Agarosegel
elektrophoretisch  aufgetrennt. Die Quantifizierung der elektrophoretisch
aufgetrennten Aval-Fragmente erfolgte mit der Software: TINA 2.09 (Raytest,
Straubenhardt).

C4.2 Episomale Rekombinationsanalysen in eukaryotischen Zellen

Zur Untersuchung von Rekombinationsaktivitaten der Integrasen auf
episomalen Substraten in eukaryotischen Zellen, wurden diese mit verschieden
kombinierten Expressions- und Substratvektoren kotransfiziert. Die Vektoren
wurden durch Elektroporation in die Zellen geschleust. HeLa, NIH/3T3, CHO und
embryonale Mausstammzellen wurden zweimal mit PBS gewaschen bevor sie in
700ul Elektroporationsmedium (B7) aufgenommen wurden. In der Regel wurden
insgesamt 60ug Expressions- und Substratvektor in einem molaren Verhéltnis von
1:1 bei 300V und 960uF (Gene pulser, Bio-Rad) in ungefahr 1x10’ Zellen

transfiziert. Nach der Elektroporation wurden die Zellen aus jedem Ansatz auf
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unterschiedliche 10cm Kulturschalen plattiert und zu den in den einzelnen
Experimenten  angegebenen  Zeitpunkten  (zwischen 24 und 72h)
durchflusszytometrisch untersucht (C3.2) oder die isolierte DNA mit PCR
analysiert. Die Produkt der episomalen, intramolekularen Rekombinationen mit den
Substraten pAIR und pAER (Abschn. D2.1) wurden in einer Standard-PCR mit den
Primerpaaren (p5)/(p9) und (PE)/(PGK-RP) und die Rekombinationsprodukte der
episomalen, intermolekularen Rekombinationen mit dem Primerpaar (PE)/(p9)
amplifiziert. Die Integritat aller Produkte wurde durch Sequenzierung Uberpruft.

Die Produkte der episomalen Inversion mit den Substraten pGFPattB/attP und
pGFPattL/attR wurden in einer Standart-PCR mit dem Primerpaar p3/p4 (Lorbach
et al.,, 2000) analysiert und die Integritat der Sequenz durch Sequenzierung
Uberpraft.

Die Produkte der episomalen Inversion mit dem Substrat pACH2 in HelLa
wurden in einer Standart-PCR mit dem Primerpaar PI/PE (Abb. D.20-A) analysiert
und die Integritat der Sequenz durch Sequenzierung Uberpruft.

Eine Int-vermittelte alternative Verknipfung zwischen den att-Sequenzen (BOP
statt BOP’, Christ & Droge, 1999), die bei den Inversionssubstraten pGFPattB/attP
und pGFPattL/attR zur Deletion der att-flankierten DNA-Sequenzen fuhren wirde,
wurde in einer Standart-PCR mit dem Primerpaar (p5)/(p6) (Lorbach, 2000)
ausgeschlossen. In Rekombinationsanalysen mit den Substraten pAIR und pAER
wurde eine alternative Verknidpfung mit dem Primerpaar (p5)/(PE)
ausgeschlossen.

Die Transfektionseffizienzen wurden in der Regel durch die Elektroporation von
pGFP-C1 in die jeweiligen Zellen und einer anschlieenden FACS-Analyse nach
48h bestimmt.

Episomale Rekombinationsanalysen in denen gereinigtes IHF (Invitrogen)
in HelLa kotransfiziert wurde sind im Folgenden beschrieben: Zunéchst wurden
30ug eines Int-Expressionsvektors, wie zuvor beschrieben, durch Elektroporation
in ungefahr 6x10° HelLa Zellen transfiziert. Dann wurden nach 3 bis 4h ungefahr
1x10° Zellen mit 2pg Substratvektor fiir die intramolekulare Rekombination und
2ug Substratvektoren, in einem molaren Verhaltnis von 1:1, fur die intermolekulare
Rekombination transfiziert. Die Substratvektoren wurden dazu mit dem gereinigten
IHF mindestens 30 Minuten bei Raumtemperatur vorinkubiert und die Transfektion
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der IHF-DNA Komplexe erfolgte dann durch Lipofektion (FUGENED 6, Roche). Die
Analyse der doppelt transfizierten Zellen erfolgte 48h nach der zweiten
Transfektion durch Durchflusszytometrie (C3.2). Die Transfektionseffizienzen
wurden in der Regel durch die Transfektion von pGFP-C1 in einem separaten
Ansatz und einer anschlieBenden FACS-Analyse nach 48h bestimmt. Durch
Elektroporation hatten durchschnittich 90% der Zellen die Plasmid-DNA
aufgenommen, wogegen durch Lipofektion in der Regel ca. 80% der Zellen

transfiziert wurden.

C4.3 Rekombinationsanalysen in HeLa-Reporter-Zelllinien

HelLa Reporterzellen, die entweder pGFPattB/attP oder pGFPattB/attP stabil im
Genom integriert haben, wurden mit 20ug eines Expressionsvektors der Integrase
transfiziert. Dazu wurde zirkulare Expressionsvektor-DNA in etwa 1x10’
Zellen/700ul durch Elektroporation bei 280V und 960 uF (Bio-Rad gene pulser) in
die Reporterzelllinien eingeschleust. Der Nachweis von Integrase-vermittelter
genomischer Rekombination in den HelLa Reporterzellen erfolgte 72h nach der
Transfektion durch Southern Blot und PCR-Analyse mit den Primern (p4) und (p3)
(B4; Lorbach et al., 2000). Die PCR-Produkte wurden durch Sequenzanalyse auf
ihre Richtigkeit hin Gberprift. Die Transfektionseffizienz wurde in jedem
Experiment in einem separaten Ansatz mit 20pg pGFP-C1 ermittelt und betrug im
Schnitt etwa 50%.

Eine Int-vermittelte alternative Verknipfung zwischen den att-Sequenzen (BOP
statt BOP’, Christ & Drbge, 1999), die zur Deletion der att-flankierten DNA-
Sequenzen fuhren wirde, wurde in einer Standart-PCR mit dem Primerpaar
(p5)/(p4) (Lorbach, 2000) ausgeschlossen.

C4.4 Rekombinationsanalysen in ES-Reporter-Zelllinien

3x10° ROSA-IR oder ROSA-ER Reporterzellen wurden in der Regel 24h nach
ihrer Passage mit insgesamt 60ug Expressionsvektor bei 290V und 500uF
transfiziert. In Rekombinationsanalysen mit olHF wurden von jedem der
Expressionsvektoren 40ug transfiziert. Nach der Elektroporation wurden je 1/3 der
Zellen auf Mitomycin C-behandelten MEF Zellrasen in 1000 cm Kulturschalen in LIF-

haltigem ES-Medium (B7) kultiviert. EGFP-exprimierende ES-Zellen wurden
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entweder 72h nach Transfektion mit Hilfe der DurchfluRzytometrie analysiert oder
nach 48h sortiert (C3.4). Sortierte ES-Zellen wurden in geringer Dichte weiter auf
einem Mitomycin C-inaktivierten MEF Zellrasen in doppelt konzentriertem LIF-
haltigem ES-Medium Kkultiviert und einzelne ES-Zell Kolonien gepickt und
expandiert. Der Nachweis von Integrase-vermittelter Rekombination auf
genomischer Ebene, die Deletion des Neomycin-Resistenzgens in den ES-
Zelllinien ROSA-B und ROSA-L, erfolgte zum einen durch PCR mit dem
Primerpaar (p10)/(p9) (B4, Abb. D.8-C) und durch Southern Blot Analyse (C1.8).
Die Integrase-vermittelte Expression von EGFP wurde mit Durchflusszytometrie
(C3.4) oder durch Fluoreszenz Mikroskopie (C3.5) analysiert und dokumentiert.
Die Transfektionseffizienz wurde in jedem Experiment in einem separaten

Ansatz mit 60pug pGFP-C1 ermittelt und betrug zwischen 60 und 70%.
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D Ergebnisse

D1 Auspragung der Lambda Integrase in Saugetierzellen

Zu Beginn dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Lambda Integrase (Int), die
prokaryotischen Ursprungs ist, auch in eukaryotischen Zellen ausgepragt werden
kann. Dazu wurden die eukaryotischen Expressionsvektoren pPGKSSInt-h und
pPGKSSInt-hNLS (Abb. D.1-A) konstruiert, die Int-h und Int-hNLS vom
Phosphoglycerat-Kinase (PGK) Promoter auspragen. Int-hNLS ist ein Derivat von
Int-h, an dessen 3-Ende des offenen Leserasters eine nukleare
Lokalisationssequenz angehangt ist. Dem Kontrollplasmid pPGK fehlt eine
Integrase kodierende Region. Der Nachweis der Integrase Proteine erfolgte durch
Western Blot Analyse von Hela Zell-Lysaten, die 72h nach der Elektroporation der
Expressionsvektoren erzeugt wurden. Abbildung D.1-B zeigt einen représentativen

Western Blot mit Zell-Lysaten der transfizierten HelLa Zellen. Ein Protein mit dem

A P(FK , POIyA
pPGK /7 — _— — %
intron po
pPPGKSSInt-h p—1 “\774 Int-h _'ma /7
lyA
P?_K_, intron NLS po
pPGKSSInt-hNLS 77 I_I\/I‘I ‘ Int-h | i /7
B Zell-Linie HelLa
pPGK R I +
pPGKSSInt-h + |+ | - -
pPGKSSInt-h/CNLS | - -+ -
Spur 1|23 |4|5|6]|M
| —— T —
—

INtegrase ——b | ———

Abbildung D.1: Auspragung der A-Integrase in HeLa. In (A) sind Expressionsvektoren fir Int-h
und Int-hNLS dargestellt, die zur Auspragung der Integrasen, in HelLa transfiziert wurden. PGK,
Phosphoglycerat-Kinase Promoter; NLS, SV40 large tumor antigen nukleare Lokalisationssequenz;
polyA, Polyadenylierungs-Sequenz. (B) 72h nach der Elektroporation wurde die Integrase durch
eine Western Blot Analyse in Zell-Lysaten von tranfizierten HelLa Zellen mit polyklonalen Int-
Antikdrpern nachgewiesen. M, Marker: Lysat einer Int-h/NLS ausprégenden Bakterienkultur.
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erwarteten molekularen Gewicht von ca. 40 KDA wurde mit einem Anti-Serum
gegen die wild-typ Integrase (A. Landy, Providence, USA) nur in Zellen
nachgewiesen, die den Int-h kodierenden Vektor enthalten (Abb. D.1-B Spur 1 und
2). Das etwas langsamere Laufverhalten des Proteins in den pPGKSSInt-hNLS
transfizierten HeLa Zellen (Spur 3) ist auf 7 zusatzliche Aminosaurereste der NLS
zurtckzufahren. In Zellen, die mit pPGK transfiziert wurden, ist dagegen kein
Protein mit diesem Molekulargewicht nachweisbar (Spur 5). Als Kontrolle und
Grollenmarker wurde ein Lysat von Bakterienzellen eingesetzt, die Int-hNLS
auspragten. Auch in NIH/3T3 Zellen, die mit Int-Expressionsvektoren transfiziert
wurden, konnten Integrase Proteine durch Western Blot Analyse nachgewiesen
werden (Daten nicht gezeigt). Diese Experimente zeigen, dass die prokaryotische
Integrase sowohl in humanen als auch in Mauszellen ausgepragt wird. Im
folgenden wurde untersucht, ob es sich dabei auch um eine funktionsfahige

Rekombinase handelt.

D2 Episomale sequenz-spezifische Rekombination in Saugetier-
zellen durch Integrase Mutanten

Die zentrale Frage dieser Arbeit ist: Funktioniert das sequenz-spezifische
Rekombinationssystem des Phagen Lambda auch in Eukaryoten? Nach den
Kenntnissen (ber das Int-System muR bei der Ubertragung in Eukaryoten
folgendes bertcksichtigt werden: Die Bildung des Intasoms in der integrativen
Rekombination erfordert eine negative Torsionsspannung der attP-tragenden DNA-
Sequenz. Durch das Einschleusen einer attP-tragenden Fremd-DNA in eine
eukaryotische Zelle ist jedoch zu erwarten, dass diese relaxiert wird, da die Zelle
zwar Topoisomerasen zur Relaxierung, jedoch keine prokaryotische Gyrase fur
das Einfuhren superhelikaler Windungen besitzt. Dieses Problem kann mit den
Integrase Mutanten Int-h (Miller et al., 1980) und dessen Derivat Int-h/218 (Christ &
Droge, 1999) gelost werden. Lange-Gustafson und Nash zeigten 1984, dass es fir
die Aktivitat von Int-h geringe Bedeutung hat, ob das Substrat linear oder unter
Torsionsspannung steht. Im Gegensatz zu der integrativen Rekombination ist die
exzisive Rekombination zwar unabhéngig von negativer Torsionsspannung der

DNA, sie wird jedoch durch sie stimuliert. Dieser Punkt ist deshalb wichtig, da auch
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die Effizienz der Rekombinationsreaktion eine wichtige Rolle in der Ubertragung
des Systems in Eukaryoten spielt. Um zunéchst die Funktionalitat der eukaryotisch
ausgepragten Integrasen in Saugetierzellen zu untersuchen, ist auch die hohere
enzymatische Aktivitdt der Mutanten in der Abwesenheit von Hilfsproteinen von

Vorteil, da weder IHF noch XIS in eukaryotischen Zellen vorkommen.

D2.1 Analyse der enzymatischen Aktivitaten von Int und den Derivaten Int-h
und Int-h/218 in intra- und intermolekularen Rekombinationreaktionen

Um die enzymatische Aktivitat der Int und den Mutanten Int-h und Int-h/218 in
eukaryotischen Zellen zu untersuchen, wurden Substratvektoren fur die integrative
und die exzisive Rekombination konstruiert. Eine interessante Frage in diesem
Zusammenhang ist, wie att-Sequenzen, die sich auf demselben oder auf
unterschiedlichen episomalen DNA-Segmenten befinden von den Integrasen
rekombiniert werden kénnen. Dazu wurde zunéchst ihre enzymatische Aktivitat
sowohl in der intra- als auch in der intermolekularen, integrativen Rekombination
untersucht.

Die Substratvektoren zur Analyse der intramolekularen Rekombination wurden
so konstruiert, dass attB und attP als direkte Wiederholungen ein transkriptionelles
Stoppsignal flankieren (Abb. D.2-A). Diese Rekombinationskassette wiederum ist
am 5-Ende vom CMV Promoter und am 3’-Ende vom EGFP offenen Leseraster
eingerahmt. Rekombination zwischen attB und attP erzeugt die Produkte attL und
attR und fuhrt zum Ausschneiden des Stoppsignals. Die daraus resultierende
Auspragung von EGFP erlaubt es, Rekombinationsereignisse  mit
Durchflusszytometrie (FACS) nachzuweisen. Expressionsvektoren fir Int
(pPCMVSSiInt), Int-h (pCMVSSInt-h) oder Int-h/218 (pCMVSSInt-h/218), siehe CMV-
Expressionsvektoren unter C1.9.1, wurden mit den Substratvektoren in Hela
Zellen kotransfiziert. Der Vektor pCMV ohne das offene Leseraster einer Integrase
diente als Negativ-Kontrolle. Die Transfektionseffizienz wurde fur jedes einzelne
Experiment bestimmt und betrug in der Regel 95 bis 98% (Daten nicht gezeigt).
Die FACS Analysen von drei Experimenten zeigen, dass beide Mutanten die
Substrate effizient rekombinieren. In einigen Experimenten pragten bis zu 30% der
Zellen EGFP aus (Abb. D.2-A, Diagramm). Die Integritdt der erwarteten
Rekombinationsprodukte wurde indirekt durch Sequenzierung von PCR-
Fragmenten bestatigt (Daten nicht gezeigt). Die Analysen der episomalen,
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Abbildung D.2: Intra- und Intermolekulare Lambda Rekombinationsreaktionen.
(A) Intramolekulare integrative (attBxattP) Rekombination. (B) Intermolekulare integrative (attBx
attP) Rekombination. (C) Intramolekulare exzisive (attLxattR) Rekombination. (D) Intermolekulare
exzisive (attLxattR) Rekombination. Die Substratvektoren und ihre rekombinanten Produkte sind
schematisch Uber jedem Diagramm dargestellt. Der Anteil an EGFP-auspréagenden HelLa Zellen
wurde durchflusszytometrisch zu drei Zeitpunkten nach der Kotransfektion von Substrat und
Expressionsvektoren bestimmt. Die Balken zeigen die Mittelwerte aus drei Analysen mit den
Standardabweichungen, die als vertikale Linien dargestellt sind. CMV, Cytomegalovirus Promoter;
Tswpp: transkriptionelles Stoppsignal; EGFP, enhanced green fluorescence protein kodierendes
Gen.

integrativen Rekombination zeigen auch, dass die Doppel-mutante Int-h/218
enzymatisch aktiver ist als Int-h. Im Gegensatz dazu ist die wild-typ Integrase kaum
aktiv. Der Anteil an EGFP-auspragenden Zellen stieg innerhalb der ersten 48h

nach der Transfektion an und blieb dann die folgenden 24h konstant. Die
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Messungen der Rekombinationsreaktionen nach 24, 48 und 72h zeigen zudem,
dass die Mehrheit der Rekombinationsereignisse innerhalb der ersten 24h statt
gefunden haben muss. Dies wird zusétzlich durch eine Western Blot Analyse von
Int-h/218-auspragenden Hela Zellen unterstitzt, die in Zusammenarbeit mit
Teresa Corona durchgefuhrt wurde. Die Western Blot Analyse zeigt, dass Uber
einen Zeitraum von 72h nach der Elektroporation, die Int-h/218 Menge nach 24h,
oder zu einem friheren Zeitpunkt, am hdchsten war. Die folgenden 48h nahm sie
dann kontinuierlich ab (Abb. D.3, Spur 2 bis 4). In episomalen
Rekombinationsanalysen mit diesen intramolekularen Substratvektoren kann nicht
ausgeschlossen werden, dass einem Teil der EGFP-ausprdgenden Zellen auch
inter- anstelle von intramolekularer, integrativer Rekombination zu Grunde liegt.
Jedoch auch wenn dies der Fall sein sollte, kdnnen die Daten als Referenz fiir die
nachfolgenden intermolekularen Rekombinationsanalysen herangezogen werden,
um eine Aussage Uber die Effizienz der intermolekularen Rekombination im

Vergleich zur intramolekularen Reaktion zu treffen.

A CMV_, polyA

pCMV s //
CI]A}L, intron polyA
pcMVSSInt-hi218 . np [ mh2e 2/
B Int-h/218
Zeit (h) 24| 4] 72
Spur 1 2 3 4 5
Int-h/218 =~

Abbildung D.3: Int-h/218-Auspragung in HelLa Zellen Uber einen Zeitraum von 72h nach der
Elektroporation. (A) HeLa Zellen wurden mit einem CMV-Expressionsvektor zur Auspragung der
Int-h/218 Mutante transfiziert. CMV, Cytomegalovirus Promoter; polyA, Polyadenylierungs-
Sequenz. (B) Zu den angegebenen Zeitpunkten nach der Elektroporation wurden Zell-Lysate von
5x10° Zellen hergestellt und in einer 12,5% SDS-PAGE analysiert. Zum Nachweis der Integrase
Mutante wurden in der Western Blot Analyse polyklonale Antikdrper gegen Wildtyp-Int eingesetzt.
Spur 1, E.coli Zell-Extrakt mit Wildtyp-Integrase. Spur 2 bis 4, HeLa Zell-Lysat mit Int-h/218. Spur
5, Hela Zell-Lysat von nicht-transfizierten HeLa Zellen vom selben Gel.

Die intermolekulare, integrative Rekombination wurde untersucht, indem attB

und attP auf verschiedene Plasmide kloniert wurden. Die sequenz-spezifische
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Rekombination von attB und attP versetzt den CMV Promoter an das 5’-Ende des
offenen Leserasters von EGFP (Abb. D.2-B), wodurch EGFP nur nach der
intermolekularen Rekombination auspragt werden kann. Die Ergebnisse der FACS
Analysen von HelLa Zellen, die mit den beiden Substratvektoren der
intermolekularen Rekombination und den Int-Expressionsvektoren kotransfiziert
wurden, waren vergleichbar mit denen der intramolekularen Rekombinations-
analysen (Abb. D.2-B, Diagramm). Auch bei der intermolekularen Rekombination
muss die Mehrzahl der Reaktionsereignisse innerhalb der ersten 24h nach der
Elektroporation stattgefunden haben und die enzymatische Aktivitat von Int-h/218
war ebenfalls hoher als die von Int-h. Ebenso katalysiert die wild-typ Int, im
Vergleich zu den Mutanten, in diesen Analysen kaum die intermolekulare
Rekombination in HelLa. Diese Ergebnisse zeigen, dass lber einen Zeitraum von
72h, die intermolekulare Rekombination mindestens genauso effizient ist wie die
entsprechende intramolekulare Rekombination.

Mit der gleichen experimentellen Strategie wurde auch die intra- und
intermolekulare, exzisive Rekombination verglichen. Wie schon zuvor mit attB
und attP beobachtet, bestétigen auch die Rekombinationsanalysen zwischen attL
und attR, dass sich die Effizienz der intermolekularen Rekombination nicht
signifikant von der Effizienz der intramolekularen Rekombination unterscheidet
(Abb. D.2-C und -D). Die Ergebisse zeigen jedoch auch, dass die Effizienz der
exzisiven Rekombinationsreaktionen im Allgemeinen etwas niedriger ist verglichen
mit denen der integrativen Rekombination.

Abhéangig von der Orientierung der att-Sequenzen zueinander kann die
dazwischen liegende DNA-Sequenz durch die Int entweder ausgeschnitten oder
invertiert werden. Um zu prifen, ob die Mutanten auch in der Lage sind in
eukaryotischen Zellen DNA-Segmente zu invertieren, wurden die Vektoren
pGFPattB/attP und pGFPattL/attR als Substrate eingesetzt. Auf ihnen sind die att-
Sequenzen in invertierter Wiederholung angeordnet und flankieren dabei das
EGFP-Gen. Diese Rekombinationskassette grenzt ihrerseits am 5-Ende an den
CMV Promoter und am 3’-Ende an eine Polyadenylierungssequenz (Abb. D.6-A
und D.7-A; Lorbach et al., 2000). Die Substratvektoren wurden zusammen mit dem
Expressionsvektor pPGKInt-h (Abb. D.1-A) in HelLa transfiziert und 72h spater die
DNA mit PCR analysiert. pPGK wurde als Negativ-Kontrolle eingesetzt. Die
Ergebnisse einer PCR-Analyse mit dem Primerpaar (p3)/(p4) zeigen, dass die
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Substrat PGFPattB/attP | pGFPattL/attR Abbildung D.4: PCR-Analyse
von integrativer und exzisiver
pPGK -+ -+

Rekombination in transienten
pPGKSSInt-h + - + - Kotransfektions Experimenten
Spur Ml 11 2 mit Inversionssubstraten. Die

Substratvektoren  pGFPattB/attP
und pGFPattL/attR wurden mit
den PGK-Expressionsvektor fir
Int-h in HeLa Zellen ko-transfziert.
72 Stunden nach der Transfektion
wurde die DNA isoliert und durch
PCR analysiert. Nur nach
Inversion des att-flankierten
EGFP-Gens durch Int-h entstehen
PCR Produkte dem Primerpaar
p3/p4 (siehe Abb. D.6-A und D.7-
A). M: 100Bp-Marker

p3/p4 C:

gooBp —

Mutante Int-h sowohl die attB und attP- als auch die attL und attR-flankierten
episomalen DNA-Abschnitte in HeLa Zellen invertieren kénnen (Abb. D.4 Spur 1
und 3).

D2.2 Die DNA Arm-Bindungssequenzen der att-Regionen stimulieren die
Rekombination; sie sind jedoch nicht notwendig

Die Ergebnisse der episomalen Rekombinationsanalysen in HeLa zeigen, dass
die Mutanten in der Lage sind, effizient die integrative und exzisive Rekombination
in eukaryotischen Zellen zu katalysieren. Die enzymatische Aktivitat der wild-typ
Integrase ist dagegen marginal. Dies deutet daraufhin, dass Hilfsproteine, die die
natdrlichen Hilfsproteine IHF und XIS ersetzen kdnnen, nicht oder zumindest nicht
in ausreichender Menge in den menschlichen Zellen vorhanden sind. Episomale
Substrate liegen schon bald nach ihrer Transfektion in den Zellen in relaxierter
topologischer Form vor (Schwikardi & Droge, 2000). Das legt den Schluss nahe,
dass die Int Mutanten die Rekombination katalysieren, ohne zuvor einen
definierten Nukleoprotein-Komplex, vergleichbar mit dem Intasom an attP, zu
bilden. Das wiederum wirft die Frage auf, welche funktionelle Rolle die DNA Arm-
Bindungsregionen unter diesen Umstanden in der Lambda Rekombination spielen.
In den bisher durchgefiuihrten Analysen waren die Arm-Bindungsregionen immer in
mindestens einem Rekombinationspartner vorhanden. Um die funktionelle Rolle
der Arm-Bindungssequenzen besser untersuchen zu konnen, wurden in
Zusammenarbeit mit Teresa Corona (Institut fir Genetik, Universitat Koln; Christ et
al., 2002) intermolekulare Rekombinationsanalysen mit verschieden kombinierten
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Paaren von Substratvektoren, die entweder attB oder attP tragen, in HeLa Zellen
durchgefuhrt (Abb. D.5-A). 48h nach der Kotransfektion der Substratvektoren mit
einem Expressionsvektor fur die wild-typ Integrase, Int-h oder Int-h/218 wurde der
Anteil an EGFP-auspragenden Zellen durch FACS ermittelt. Die Transfektions-
effizienzen betrugen in der Regel >90% (Daten nicht gezeigt). Die Ergebnisse von
drei Experimenten zeigen, dass die intermolekulare Rekombination zwischen attP-
Paaren genauso effizient ist wie die Rekombination zwischen attB und attP (Abb.
D.5-B). Die Rekombination zwischen zwei attB-Regionen konnte dagegen nur von
der Mutante Int-h/218 katalysiert werden. Die Effizienz dieser Reaktion war
durchschnittlich ca. vierfach niedriger als die Effizienz der Rekombination zwischen
attP und attB (Abb. D.5-B). Dies zeigte sich darin, dass der Anteil an EGFP-
auspragenden Zellen, die von Rekombinationsereignissen zwischen zwei attB-
Regionen stammen, auf 4 bis 5% sank. Diese Ergebnisse machen deutlich, dass
Int-h/218 die Arm-Bindungssequenzen in den att-Regionen zur Rekombination

nicht bendtigt. Sie zeigen jedoch auch, dass durch die Anwesenheit der Arm-

Abbildung D.5: Int DNA
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Bindungssequenzen in den att-Regionen die Rekombination durch Int-h/218
signifikant gesteigert werden kann. Der stimulatorische Effekt der Arm-
Bindungssequenzen in den att-Regionen ist sogar noch stéarker (ungefahr 8-fach),
wenn anstelle von Int-h/218 die Mutante Int-h in den Zellen ausgepragt wurde. Die
marginale Rekombinationsaktivitat der wild-typ Integrase scheint dagegen nahezu
ausschlie@lich von der Gegenwart der Arm-Bindungssequenzen in den att-

Regionen abhangig zu sein.

D2.3 Ausschluss einer alternativen Verknupfung der att-Sequenzen

Die Mutanten Int-h und Int-h/218 produzieren unter bestimmten Bedingungen in
E.coli zusatzlich neben den konventionellen Produkten ein alternatives Produkt
(Christ & Drége, 1999). Hierbei handelt es sich um eine ungewdhnliche
Verknupfung der att-Sequenzen. Anstelle von BOP’ entsteht an den att-Regionen
die Verknupfung BOP. Bei den Substratvektoren pGFPattP/attB und pGFPattL/attR
fuhrt dies zu einer Deletion anstelle von Inversion der att-flankierten DNA-
Sequenzen. In Rekombinationsanalysen mit den Substratvektoren pGFPattP/attB
und pGFPattL/attR wurde durch PCR-Analysen eine solche Deletion dadurch
ausgeschlossen, dass mit einem entsprechenden Primerpaar (Abschn. C4.2) kein
PCR-Produkt der erwarteten Gréf3e nachgewiesen werden konnte (Daten nicht
gezeigt). Auch in den restlichen episomalen Rekombinationsanalysen konnte mit
geeigneten PCR-Analysen, zumindest im Rahmen der Nachweisgrenze fir PCR,
eine alternative Verknipfung der att-Sequenzen durch die Mutanten

ausgeschlossen werden (Daten nicht gezeigt).

D2.4 Episomale sequenz-spezifische A-Rekombination in Sdugetierzellen

Die enzymatische Aktivitat der Integrase Mutanten konnte auf3er in der
menschlichen Zelllinie HeLa auch in anderen eukaryotischen Zellen nachgewiesen
werden: In der Mausfibroblasten-Zelllinie NIH/3T3 wurde in episomalen
Rekombinationsanalysen mit den Inversionssubstraten pGFPattB/attP und
pGFPattL/attR durch PCR-Analysen gezeigt, dass die Mutanten integrative und
exzisive Rekombinationsreaktionen katalysieren (Daten nicht gezeigt). Episomale

Rekombinationsanalysen mit den Deletionssubstraten pAIR und pAER bestatigten
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die enzymatische Aktivitat der Mutanten auch in der Hamsterzelllinie CHO und in

embryonalen Stammzellen der Maus (IB10) (Daten nicht gezeigt).

D3 Sequenz-spezifische Rekombination in Saugetiergenomen
durch Integrase Mutanten

Bisher wurde die enzymatische Aktivitat der Integrase Mutanten in Saugetier-
zellen ausschlief8lich in episomalen Rekombinationsanalysen bestatigt und
charakterisiert. Chromosomale DNA in Eukaryoten unterscheidet sich von
genomischer DNA in Prokaryoten unter anderem durch ihre nukleosomale
Organisation und fehlender freier Torsionsspannung. Mit den folgenden
Experimenten wurde untersucht, ob auch stabil ins eukaryotische Genom

integrierte Substrate von den Integrase Mutanten rekombiniert werden kdnnen.

D3.1 Genomische Inversion in HeLa Reporter-Zelllinien

Die integrative und exzisive Inversion von genomischen DNA-Abschnitten durch
Int im Saugetiergenom wurde in HeLa Zellen untersucht, die pGFPattB/attP oder
pGFPattL/attR stabil im Genom integriert haben. Zur Auspragung der Integrasen in
diesen Reporterzellen wurden CMV-Expressionsvektoren (C1.9.1) fur Int, Int-h
oder Int-h/218 in die Zellen transfiziert. Als negative Kontrolle diente der Vektor
pCMV. 72h nach der Elektroporation wurde die genomische DNA isoliert, mit Ncol
geschnitten und durch Southern Blot Analyse untersucht. Die sequenz-spezifische
Inversion des EGFP-Gens im Genom &ndert das Restriktionsmuster von Ncol und
erzeugt ein Restriktionsfragtment von ca. 2Kb, wahrend das entsprechende
Fragment im nicht-rekombinierten Substrat eine Grof3e von 1Kb besitzt. Die
Substrat- und Produkt-spezifischen Restriktionsfragmente wurden mit dem EGFP-
Gen als Sonde (Abb. D.6-A) nachgewiesen.

Die integrative Rekombination zwischen attB und attP durch die Integrasen
wurden in der Reporterzelllinie HgB untersucht. In dieser Reporterzelllinie sind ca.
8 Kopien des Substrats pGFPattB/attP an zufélligen Positionen im Genom
integriert (Daten nicht gezeigt). Die Ergebnisse einer Southern Blot Analyse in
dieser Reporterzelllinie zeigen, dass ein durch Rekombination entstandenes

genomisches Restriktionsfragment von ca. 2Kb nur dann in den Zellen nachweis-
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integriert
pCMV + | -1 -1 -
- + - _
(I) Neol —KE— Neol Ncol pCMVSSint
pCMVSSInt-h - -+ ] -
pCMVSSInt-h/218) - -l -+
attB attP Spur 1 5 3 7 s 5
<« <«
(P3) (p4)
rekomb. ——
(”) pGFPattB/attP
2Kb

Ncol Ncol ——— Ncol

il

“Sonde pGFPattB/attP
> -« Substrat —>
(P3) (2]

Abbildung D.6: Analyse der Lambda Mutanten-vermittelten genomischen Inversion zwischen
attP und attB. (A) Schematische Darstellung des stabil ins HeLa Genom integrierten
Inversionssubstrats pGFPattP/attB (1) und des entsprechenden Rekombinationsprodukts (l1). Der
CMV Promoter ist durch ein Rechteck und die Rekombinationssequenzen attB und attP sind durch
dicke schwarze Pfeile dargestellt. Das EGFP Gen ist durch einen grau schattierten Pfeil dargestellt.
pA, Polyadenylierungs-Sequenz. Primer fur die PCR-Analyse sind als kleine Pfeile dargestellt. Ncol:
Restriktionsschnittstelle.  (B) Southern Analyse von integrativer Rekombination in der
Reporterzelllinie HgB 72h nach der Elektroporation der Int-Expressionsvektoren. Genomische DNA
der Int-auspragenden Reporterzelllinie wurde mit Ncol geschnitten und Rekombination mit einer
EGFP-Sonde (A-(Il)) analysiert. Spur 1 und 2, mit Ncol geschnittenes, nicht-rekombiniertes und
rekombiniertes Plasmid pGFPattB/attP; Spur 3, Ncol geschnittene DNA aus pCMV transfizierten
HgB Zellen; Spur 4, Wildtyp-Int-auspragende HgB Zellen; Spur 5, Int-h-auspragende HgB Zellen;
Spur 6, Int-h/218-ausprégende HgB Zellen.

bar ist, wenn die Vektoren pCMVSSiInt-h oder pCMVSSInt-h/218 (Abb. D.6-B Spur
5 und 6) transfiziert wurde. Eine quantitative Analyse mit dem Phosphoimager-
System ergab, dass unter Berlcksichtigung der Transfektionseffizienz von ca.
50%, 16% der integrierten pGFPattB/attP Molekile durch Int-h rekombiniert
wurden. In Int-h/218-auspragenden HgB-Zellen wurden sogar 30% der Molekile
rekombiniert, wogegen Rekombination durch die wild-typ Integrase zumindest im
Rahmen der Nachweisgrenze fur Southern Blot Analyse nicht nachgewiesen
werden konnte (Spur 4). PCR Analysen mit den Primern (p3)/(p4) (Abb. D.6-A)
zeigten jedoch, dass auch die wild-typ Integrase in der Lage ist wenige
pGFPattB/attP Molekule im Genom der Zelllinie HgB zu rekombinieren (Daten nicht
gezeigt).

Die zusatzliche Bande im Southern Blot (Abb. D.6-B), die in allen Ansatzen mit der
HgB-Zelllinie auftritt, stammt wahrscheinlich von der Integration eines

unvollstandigen Substrats in das Genom. Sie wurde in die Quantifizierungen als
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Substratbande mit einbezogen, da sich auch auf diesem Fragment noch attB und
attP befinden konnten und durch Rekombination von Int das gleiche Ncol-
Fragment entstinde wie bei der Rekombination des vollstandigen Substrats. Die
Rekombinationsprodukte wurden zusatzlich durch PCR amplifiziert und ihre
Integritat durch  Sequenzierung Uberpruft (Daten nicht gezeigt). Die
Rekombinationsanalysen in der Reporterzelllinie HgB zeigen daher, dass mutierte
Int Proteine in der Lage sind, die intramolekulare, integrative Rekombinations-
reaktion auch an stabil integrierten genomischen Erkennungssequenzen zu
katalysieren.

Die exzisive Rekombination zwischen attL und attR wurde in Reporterzelllinien
untersucht, in denen das Substrat pGFPattL/attR an zufalligen Loci im HelLa
Genom integriert ist. Die Ergebnisse der Rekombinationsanalysen in zwei
verschiedenen Reporterzelllinien mit nur einer ins Genom integrierten Substrat-
Kopie zeigen, dass 72 Stunden nach der Elektroporation des Int-h-
Expressionsvektors keine exzisive Rekombination durch PCR nachzuweisen war
(Reporterzelllinie H,L: Abb. D.7, Spur 2). Die Inversion des EGFP-Gens konnte
erst nach weiteren 72 Stunden Int-h-Auspragung durch Isolierung von DNA aus

A pGFPattL/attR: stabil ins HeLa Genom B

integriert
72h 144h
() pCMV +] -1 +1]-
pCMVSSInt-h - + - |+
Spur M |1 2 314
(I1)
1089 Bp p3/p4

800Bp —>

attB attP

-»> -
(p3) (p4)

Abbildung D.7: Analyse der Lambda Mutanten-vermittelten genomischen Inversion zwischen
attL und attR. (A) Schematische Darstellung des stabil ins HeLa Genom integrierten Inversions-
Substrats pGFPattL/attR (I) und des entsprechenden Rekombinationsprodukts (II). (B) PCR-
Analyse von exzisiver Rekombination in der Int-h auspragenden Reporterzelllinier H,L nach 72 und
144 Stunden (h). Mit den Primern p3 und p4 wird nur dann ein 1089Bp Fragment amplifiziert, wenn
das EGFP-Gen invertiert vorliegt (A-(11)). Spur M, 100Bp Marker; Spur 1, Kontrolle ohne Int-h und
Spur 2, Int-h-auspragende H,L Zellen nach 72 Stunden; Spur 3, Kontroll-Ansatz und Spur 4, Int-h
Ansatz nach 144 Stunden.



Ergebnisse 58

der Reporterzelllinie H,L, in Form einer schwachen PCR-Produktbande (Abb. D.7,
Spur 4) nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass auch die
genomische Rekombination zwischen attL und attR durch die Mutante Int-h
katlysiert wird. Im Vergleich zur Int-h-katalysierten integrativen Rekombinations-
reaktion in HgB Zellen, ist die Effizienz der exzisiven Rekombination in den beiden
untersuchten Reporterzelllinien, die nur eine einzige Kopie des Substrats im
Genom besitzen, deutlich niedriger. Obwohl nicht gezeigt, ist &hnliches fur die
Mutante Int-h/218 anzunehmen.

Die Inversion des EGFP-Gens durch integrative oder exzisive Rekombination
sollte zu dessen Auspragung vom CMV Promoter (Abb. D.6-A (1) und D.7-A (1))
fuhren. Die HeLa Reporterzellen fir die integrative und exzisive Rekombination
wurden mit den Expressionsvektoren fir die Integrasen transfiziert und 72 Stunden
nach der Elektroporation durchflusszytometrisch analysiert. Trotz mehrfacher
Wiederholung dieser Experimente konnten keine EGFP-auspragenden Zellen
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Die alternative Verkntpfung BOP an
den att-Regionen wurde durch die gleichen PCR-Analysen, die in Abschn. D2.3
beschrieben sind, ausgeschlossen.

D3.2 Sequenz-spezifische Deletion eines Neomycin-Resistenzmarkers durch
die Integrase in embryonalen Stammzellen der Maus

In den folgenden Experimenten wurde gezeigt, dass die Mutante Int-h/218 auch
in embryonalen Stammzellen (ES) der Maus eingesetzt werden kann, um att-
flankierte Resistenzmarkergene durch integrative oder exzisive Rekombination aus
dem Genom zu schneiden.

Dazu wurden entsprechende Target Vektoren mit attB/attP oder attL/attR
kloniert, die durch homologe Rekombination (Gene Targeting) in den ubiquitar
ausgepragten ROSA26 Locus integriert wurden. Der ROSA26 Locus wurde als
Integrationsort der Vektoren gewahlt, weil er schon erfolgreich fur die Generierung
von Reporter-Linien zum Nachweis von Cre-Rekombination verwendet wurde
(Soriano, 1999; Mao et al., 1999; 2001). Zur Konstruktion der Target Vektoren
wurde ein Neomycin-Resistenzgen, das vom Phosphoglycerat-Kinase (PGK)
Promoter transkribiert wird, entweder von attB und attP oder attL und attR in
direkter Orientierung flankiert. Um die Transkription vom PGK Promoter auf das

Neomycin-Resistenzgen zu beschranken wurde ein Stoppsignal am 3’-Ende des
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Abbildung D.8: Genetische Manipulation in embryonalen Stammzellen der Maus durch
mutierte Lambda Integrasen. (A, B) Erzeugung von Reporter ES-Zelllinien fur die integrative
(attBxattP) und die exzisive (attLxattR) Rekombination durch Gene Targeting. Eine Rekombinations-
kassette mit dem Neomycinresistenz-Gen (neog) und einem Transkriptions-Stopp (WSS), die
entweder von attB und attP oder attL und attR in direkter Wiederholung flankiert sind, wurde in das
erste Intron des ROSA26 Locus von IB10 Zellen integriert. Gleichzeitig mit der Rekombinations-
kassette wurde an dessen 5-Ende eine 3'-Spleildstelle (SA) und an dessen 3-Ende ein
promoterloses EGFP integriert. Die homologe Sequenz des Target Vektors im ersten Intron ist durch
eine dicke graue Linie hervorgehoben. Die Reporterzelllinien fur die integrative Rekombination
werden als ROSA-IR bezeichnet und die fir die exzisive als ROSA-ER. (C) Rekombination durch die
Int Mutanten schneidet das Neomycin-Resistenzgen mit dem Transkriptions-Stopp aus, wodurch
EGFP vom endogenen ROSA26 Promoter ausgepragt wird. Ebenso markiert sind die Positionen der
Schnittstellen fiur das Restriktionsenzym EcoRI, die Lange der erwarteten genomischen DNA-
Fragmente nach Inkubation mit EcoRIl und die Position der Sonde, die in Southern Analysen
verwendet wurde. Primer fur die PCR-Analyse sind als kleine Pfeile dargestellt (D) Southern Blot
Analyse von genomischer DNA. Die DNA wurde mit EcoRI inkubiert, in einem 0,8% Agarosegel
aufgetrennt und durch Southern blotting mit einer 5' externen Sonde (siehe A, B und C) analysiert.
IBIOWT, genomische DNA aus Wildtyp IB10 Zellen als Kontrolle; ROSA-IR und ROSA-ER,
genomische DNA von Reporter-Zelllinien fir integrative und exzisive Rekombinationsreaktionen;
ROSA-L und ROSA-B, genomische DNA aus Zellen, die aufgrund ihrer GFP-Auspragung durch
FACS sortiert wurden.



Ergebnisse 60

Neomycingens plaziert. Auf beiden Target Vektoren befindet sich zudem am 3'-
Ende der Rekombinationskassetten ein offenes Leseraster fir EGFP. Die Target
Vektoren mit der Rekombinationskassette flr die integrative oder exzisive
Rekombintionsreaktion wurden jeweils durch homologe Rekombination in das
erste Intron des ROSA26 Locus integriert (Abb. D.8-A und B; Abschn. C3.3). Im
Genom der daraus hervorgegangenen Reporter ES-Zellen befindet sich daher das
att-Sequenzen flankierte Neomycin-Resistenzgen gefolgt von dem EGFP-Gen.
(Abb. D.8-B). Die Reporter ES-Zelllinien fur die integrative Rekombination wurden
als ROSA-IR und die fur die exzisive Rekombination als ROSA-ER bezeichnet.
Rekombination durch Int-h/218 schneidet das Resistenzgen aus dem Genom in
beiden Reporterzelllinien aus und fuhrt zur Auspragung des EGFP-Gens (Abb.
D.8-C). Die Auspragung von EGFP erfolgt von einer durch den ROSA26 Promoter
ubiquitar erzeugten mRNA (Soriano, 1999; Mao et al., 1999), auf der die kinstlich
integrierte 3’-Spleil3stelle (SA) mit der 5’-Splei3stelle des ersten Exons verknupft ist
(Abb. D.8-C). Homolog rekombinante Reporter-ES Zelllinien wurden mit G418
selektioniert, deren genomische DNA mit EcoRI fragmentiert und durch Southern
Blotting mit einer 5’ externen Sonde analysiert (Abb. D.8; Mao et al., 1999).
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Abbildung D.9: Isolierung von EGFP-auspragenden ROSA-IR oder ROSA-ER Reporter ES-
Zellen mit FACS nach Transfektion von pCMVSSInt-h/218. Reporter ES-Zellen wurden mit dem
CMV-Expressionsvektor fur Int-h/218 transfiziert. 48h nach der Transfektion wurden die EGFP-
auspragenden ES-Zellen mit FACS isoliert und in geringer Dichte auf einem Mitomycin C-
inaktivierten MEF Zellrasen in LIF-haltigem ES-Medium kultiviert. Von diesen wurden einzelne ES-
Zell Kolonien gepickt und expandiert. (A) Isolierung von EGFP-ausprdgenden ROSA-IR und (B)
ROSA-ER ES-Zellen mit den in der Abbildung angegebenen gates. Die Reinheit der sortierten
Zellen betrug der Reanalyse zufolge in (A) 91% und in (B) 98%. In beiden Sortierungen wurden tote
Zellen mit dem Farbstoff Propidium lodid ausgeschlossen. (C) FACS Analyse von IB10 Wildtyp ES-
Zellen.
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Ein reprasentativer Southern Blot in Abbildung D.8-D zeigt jeweils ein Beispiel
fur die Analyse der ROSA-IR und ROSA-ER Zelllinien. In beiden Zelllinien wurden
die erwarteten genomischen Restriktionsfragmente nachgewiesen: ein 15Kb-
Fragment das vom wild-typ ROSA26 Locus des einen Allels und ein 8,5Kb-
Fragment, das vom homolog rekombinierten ROSA-Locus des zweiten Allels
stammt (vergleiche Abb. D.8-A und -B). Die Integrationsfrequenz der Vektoren
durch homologe Rekombination lag zwischen 6,5 und 12%. lllegitime Integration
der Target Vektoren wurde mit einem 1Kb-Fragment aus dem Vektor pPROSA26-1
(Abschn. C1.8) als interne Probe in Kombination mit einem EcoRI-Verdau
ausgeschlossen (Daten nicht gezeigt).

Zur Deletion des Resistenzmarkergens wurden ungefahr 3x10° Zellen von jeder
Reporterzelllinie mit dem CMV-Expressionsvektor fir Int-h/218 (Abschn. C1.9.1)
transfiziert. Die Transfektionseffizienz, die fur jedes Experiment einzeln ermittelt
wurde, betrug zwischen 60 und 70% (Daten nicht gezeigt). 48 Stunden nach der
Transfektion wurden die EGFP-auspragenden Zellen mit FACS isoliert. Der Anteil
an sortierten Zellen betrug zu diesem Zeitpunkt in beiden Ansatzen ungeféhr
0,06% von der gesamten analysierten Zellpopulation (Abb. D.9). Auch in
Rekombinationsanalysen, in denen keine Sortierung durchgefihrt wurden, lag der

Anteil an EGFP-auspragenden Zellen immer zwischen 0,01% und 0,1% (Daten
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Abbildung D.10: FACS Analyse der EGFP-Auspragung. (A, B) 5x10° Zellen der Reporter-
Zelllinie ROSA-IR fir integrative Rekombination wurden auf inre EGFP-Auspragung hin untersucht.
(C, D) Die gleich Anzahl an Zellen wurden von einer expandierten EGFP-auspragenden ES Zelle
analysiert, die von einer einzelnen durch Int-h/218 rekombinierten ROSA-IR Zelle abstammt. Der
geringe Anteil an Zellen die keine EGFP-Auspragung in (C, D) aufweisen, stammen wahrscheinlich
vom MEF Zellrasen auf dem die ES-Zellen kultiviert wurden.



Ergebnisse 62

nicht gezeigt). Die isolierten ES-Zellen wurden in geringer Dichte weiter auf einem
MEF-Zellrasen kultiviert und einzelne ES-Zell Kolonien gepickt und expandiert.
Eine vergleichende FACS-Analyse zwischen nicht-transfizierten ROSA-IR Zellen
(Abb. D.10-A und -B) und expandierten ROSA-L Zellen, die von einer einzelnen
transfizierten und sortierten ROSA-IR Zelle abstammen (Abb. D.10-C und -D),
zeigt, dass die zuletzt genannten Zellen im hohen Mal3 EGFP auspragen.

Auch vergleichende Fluoreszenz-Mikroskopische Analysen bestatigen, dass die
Auspragung von EGFP nur in expandierten ROSA-B Zellen nachzuweisen war
(Abb. D.11-C und -D), die von einer einzelnen transfizierten ROSA-ER Zelle
abstammen (Abb. D.11-A und -B).
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ROSA-ER : ;
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llnt_h/218 PERE O 4HE nm
ROSA-B L I
| Ecrp |
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Abbildung D.11: Fluoreszenz-Mikroskopie vor und nach Rekombination. (A, B) Individuelle
Zell-Klone von der Reporter-Zelllinie ROSA-ER. (C, D) Zell-Klone von ROSA-ER Zellen nach
sequenz-spezifischer Rekombination und anschlielender Sortierung von EGFP-auspragenden
Zellen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Auspragung von Int-h/218 in ROSA-IR und
ROSA-ER zur Synthese von EGFP fihrt und sequenz-spezifische Rekombination
durch die Integrase Mutante stattgefunden hat. Durch Southern Blot Analyse von
genomischer DNA konnte die Deletion des Resistenz-Markergens auch direkt im
Genom nachgewiesen werden. Dazu wurde genomische DNA von den
expandierten ES Zell Klonen isoliert, mit EcoRI inkubiert und, wie zuvor
beschrieben, durch Southern Blotting analysiert (Abb. D.8-A bis -C).

Der Southern Blot in Abbildung D.8-D zeigt, dass ROSA-L und ROSA-B Zellen
die beiden erwarteten genomischen EcoRI-Resistriktionsfragmente aufweisen: ein
15Kb-Fragment, das aus dem wild-typ Locus stammt, und ein 5,5Kb-Fragment das
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durch Deletion des Resistenzgens entstanden ist. Die Sequenzierung von PCR-
Produkten, die mit genomischer DNA von diesen Zellen erzeugt wurden,
bestétigten, dass die Rekombination durch Int-h/218 sequenz-spezifisch war und

die Produkte die erwarteten Nucleotidsequenzen hatten.

D4 Die Transfektion von IHF-DNA Komplexen stimuliert die
Rekombinationsaktivitat der wild-typ Integrase in Saugetier-
zellen

Fur eine effiziente, durch die wild-typ Integrase katalysierte, integrative
Rekombination in vitro und in E.coli ist sowohl der Protein Kofaktor IHF als auch
eine negativ gespannte attP-tragende DNA Sequenz unerlasslich (Better et al.,
1982; Richet et al., 1986; Christ & Droge, 1999). Die wild-typ Integrase besitzt im
Gegensatz zu den Mutanten Int-h und Int-h/218 nur eine marginale
Rekombinationsaktivitat in eukaryotischen Zellen. Dies lasst darauf schliel3en,
dass in eukaryotischen Zellen keine oder nur ungeniigende Mengen an Kofaktoren
vorhanden sind. Eine interessante Frage in diesem Zusammenhang ist, ob die
minimal vorhandene integrative Rekombinationsaktivitdt der wild-typ Integrase in
HeLa Zellen durch das prokaryotische Hilfsprotein IHF gesteigert werden kann.

Es wurde zuerst untersucht, ob die minimale Rekombinationsaktivitat der wild-
typ Integrase durch die Transfektion von negativ gespanntem, und mit gereinigtem
IHF Protein vorinkubierten, Substratvektor stimuliert wird.

Dazu wurden Hela Zellen zunachst entweder mit dem CMV-Expressionsvektor
fur die wild-typ Integrase oder fur Int-h transfiziert. 3 bis 4 Stunden nach der
Elektroporation der Expressionsvektoren wurde dann das Deletionssubstrat fir die
intramolekulare  Rekombinationen zwischen attP und attB, oder die
entsprechenden Substrate fir die intermolekularen, integrativen Rekombinations-
reaktionen (Abb. D.12-A), eine % Stunde in einem Ansatz mit und in einem zweiten
ohne gereinigtem IHF Protein vorinkubiert. AnschlieBend wurden sowohl die
Protein-DNA Gemische als auch die Protein-freien Kontrollansatze mit Hilfe von
FUGENEL 6 (Roche) in die Int-transfizierten HelLa Zellen gebracht. Der Anteil an
Zellen, die EGFP auspragten, wurde 48 Stunden spater ermittelt und zwischen den
Ansatzen verglichen (Abb. D.12-B). Die Ergebnisse von drei Experimenten zeigen,
dass die intramolekulare Rekombination durch die wild-typ Integrase in Gegenwart
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Abbildung D.12: Gereinigtes
A intramolekular IHF Protein stimuliert die
intra- und intermolekularen
integrativen Rekombinations-
reaktion der wild-typ Int in
HelLa Zellen. (A) Schematische
Darstellung von Substrat-
attB x attP attL atiR vektoren, die vor der
Transfektion in wild-typ Int- oder
Int-h-auspragenden HelLa
Zellen, zusammen mit oder
ohne IHF Protein vorinkubiert
wurden. (B) 48 Stunden nach
der Transfektion wurde der
Anteil an EGFP-auspragenden
aB attP attl x attR Zellen mit FACS analysiert. Das
. lekul . lekul Verhéltnis dieser Anteile ist in
B . intramolekular intermolekular Form von Aktivierung der
Rekombinationsaktivitdt ~ durch
IHF dargestellt. Die Balken
[ zeigen die Mittelwerte aus drei
I Analysen, die vertikalen Linien
innerhalb  der Balken die
I zugehorigen Standardabweich-
21 ungen.
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des IHF Proteins im Durchschnitt bis zu 5-fach stimuliert wurde. Der Anteil an
EGFP-positiven Zellen stieg beispielsweise in einem Experiment von 1% in
Abwesenheit von IHF auf bis zu 6% in dessen Gegenwart. Die Stimulierung des
gereinigten IHF Proteins auf die intermolekulare Rekombination war etwas
niedriger, etwa 3-fach.

Die Stimulation der integrativen Rekombination durch IHF Uber einen Zeitraum
von 48 Stunden wurde nur in Ansatzen mit der wild-typ Integrase beobachtet. Die
Rekombinationsaktivitat von Int-h Uber diesen Zeitraum (Abb. D.12-B), sowie die
Transfektionseffizienzen (Daten nicht gezeigt), wurde dagegen von IHF nicht

beeinflusst.

D4.1 Die Transfektion von Expressionsvektoren fur die IHF Untereinheiten in
HeLa Zellen stimuliert nicht die Aktivitat der wild-typ Integrase

Die Transfektion von gereinigtem IHF Protein ermdglicht nur ein begrenztes

Vorhandensein des Hilfsproteins in eukaryotischen Zellen. Um grél3ere Mengen an

IHF auch Uber einen langeren Zeitraum in den Zellen zur Verfigung zu stellen,
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wurden PGK-Expressionsvektoren fir die Peptide HimA (OOHF-a) und HImD (OHF-
B) konstruiert (Abschn. C1.9.1). Mit episomalen Rekombinationsanalysen (Abschn.
D2.1) wurde untersucht, ob die intramolekulare, integrative Rekombinations-
reaktion der Integrasen auch durch die gleichzeitige Kotransfektion der
Expressionsvektoren fur HImA und HimD stimuliert werden kann. Die Ergebnisse
zeigten jedoch, dass Uber einen Zeitraum von 48h weder eine Stimulierung der
Rekombinationsaktivitat durch die wild-typ Integrase noch durch die Mutante Int-h
nach der Kotransfektion der Him-Expressionsvektoren nachgewiesen werden
konnte (Daten nicht gezeigt). Die Ergebnisse einer Western Blot Analyse von HelLa
Zellen, die mit den Expressionsvektoren fir HimA und HimD transfiziert wurden,
ergaben aul3erdem, dass keine Proteine mit den erwarteten Molekulargewichten

nachgewiesen werden konnten (Daten nicht gezeigt).

D5 Optimierung des prokaryotischen Hilfsproteins IHF zum
Einsatz in eukaryotischen Zellen

Die Ergebnisse der im Abschnitt D4.1 beschriebenen Experimente machen
deutlich, dass die Kotransfektion von eukaryotischen Zellen mit
Expressionsvektoren fur die IHF Untereinheiten HimA und HimD zu keiner
Stimulierung der Int-vermittelten sequenz-spezifischen Rekombination fihrt. Da
auch die Auspragung des HimA (IHF-a) und/oder HImD (IHF-B) Proteins in HelLa
nicht durch Western Blot Analysen nachgewiesen werden konnte, liegt die
Vermutung nahe, dass mit dieser experimentellen Strategie HimA und HimD kein
funktionelles IHF bilden. Der Einsatz von IHF in eukaryotischen Zellen erforderte
daher eine Optimierung des prokaryotischen Proteins, beispielsweise durch
Auspragung eines IHF-ahnlichen Proteins in Form eines Monomers. Dazu wurden
vier verschiedene sogenannten one-chain Integration Host Factors (olHF)
generiert. Die olHF Proteine sind Hybride aus den beiden IHF-Untereinheiten IHF-
a und IHF-B. Sie wurden erzeugt, indem die Untereinheit a (AS L3 bis A94)
zwischen die AS Q39 und G40 der Untereinheit (3 inseriert wurde (Abb. D.13-A;
Abschn. C1.9.2). Die Ubergange zwischen der Untereinheit B und der integrierten
Untereinheit a sind durch Aminosaure-Linker verbunden, die in den einzelnen olHF
Varianten eine unterschiedliche Lange besitzen (Abb. D.13-A; die
Nucleotidsequenz ist im Anhang beschrieben). Der AS-Rest L3 am N-Terminus
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1 MGTKS ELI ER LATQQ SHI PA KTVED AVKEM LEHMA STLAQ
AS-Linker 2
41 |GGSGG LTKAE MSEYL FDKLG LSKRD AKKLV ELFFG GI RRA
AS-Linker 1
81 LENGE QVKLS GFGNF DLRDK NQRPG RNPKT GEDI P | TARR
AS-Linker 4
121 VVTFR PGQKL KSRVE NA[[GEG ERIEI RGFGS FSLHY RAPRT
AS-Linker 3
161 GRNPK TGDKV ELEGK YVPHF KPGKE LRDRA NI YG*
olHF1 OAS-Linker 1 und 3 | olHF3 OAS-Linker 1 und 4
olHF2 O AS-Linker 2 und 4 | olHF4 OAS-Linker 2 und 3
B Abbildung D.13: Die one-chain

Integration Host Factor (olHF)
Varianten 1-4. In (A) ist die AS-
Sequenz der vier olHF Varianten
dargestellt. Die fettgedruckten AS
stellen die Linker zwischen der in IHF-
B (pink) integrierten IHF Untereinheit
o (grau) dar. Die unterschiedliche
Lange der AS-Linker ist durch farbige
Rechtecke angegeben. Die unter-
strichenen AS kennzeichnen die
verknipften AS-Reste der beiden
Untereinheiten. Das schwarz
gedruckte G2 wurde durch die PCR-
Klonierung in allen Varianten erzeugt.
(B) Die Kristall-Struktur eines wild-typ
B-Q39 B-G40 a-L3 IHF-DNA Komplexes (modifiziert nach
Rice et al., 1996). Die Untereinheit
IHF-a ist in grau dargestellt, IHF-3 in pink. Die Konsensus DNA-Bindungssequenz fir IHF ist grin
hervorgehoben und besitzt fast ausschlie3lich Kontakte zur langen flexiblen B-Schleife von IHF-a
und zum Proteinkern von IHF-B. Die Pfeile und Kreise markieren die AS-Reste, die im olHF durch
die AS-Linker verknupft wurden und entsprechen den unterstrichenen in (A). Der Abstand zwischen
dem Q39 der B-Kette zum L3 der a-Kette betragt 11,1 Angstrom (AS-Linker 1 und 2). Zwischen A94
der Kette o und dem G40 der Kette-p besteht ein 5,0 Angstrém Abstand (AS-Linker 3 und 4).

a-A94

von IHF-B ist mit dem AS-Rest Q39 von IHF-a im olHF1 durch 4 AS-Reste (AS-
Linker 1) und A94 am C-Terminus von IHF-f ist mit G40 von IHF-a durch ein
Glycin (AS-Linker 3) verbunden (Abb. D.13) . Im olHF2 befindet sich anstelle des
Linkers 1 mit den vier Resten, der AS-Linker 2 mit finf Resten und der Linker 3 ist
durch den AS-Linker 4 mit zwei Glycinresten ersetzt. Im olHF3 befinden sich an
den entsprechenden Positionen die AS-Linker 1 und 4 und im olHF4 die AS-Linker
2 und 3 (Abb. D.13-A).
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D5.1 olHF-Auspragung in E.coli

Zum Nachweis von olHF Proteinen in Bakterien wurde der E.coli Stamm
CSH26AIHF, bei dem die Gene himA und himD durch Transposons zerstort sind
(Abschn. B1; Abb. D.14-B Spur 1 bis 8), mit prokaryotischen Expressionsvektoren
fur olHF1 bzw. olHF2 transformiert. Die Expressionsvektoren wurden konstruiert,
indem olHF1 oder olHF2 (Abb. D.13-A) durch PCR in den Expressionsvektor
pTrc99a der Firma Pharmacia Biotech (Freiburg) inseriert wurden. Die
Transkription der Gene erfolgt vom trc Promoter und wird durch den lac Repressor
reguliert, der von einem lacl? Gen auf demselben Vektor kodiert wird (Abb. D.14-
A). Das negative Kontroll-Plasmid pTrc entspricht dem Plasmid pTrc99a, dem eine
olHF-kodierende Region fehlt. Von den transformierten Bakterien wurden
resistente Klone gepickt und tGber Nacht bei 37°C kultiviert. Die Ansatze wurden

1:150 verdinnt, bei einer ODgpo Von ~0,3 geteilt und in einer Halfte die Auspragung

|tr_c> stop Iaclq
pTrc // || | 7/
trc stop Iaclq
pTrc/olHF /7 ,_> -T- s Y
Lac-
Operator
IPTG e[l -+ ] o
o
pTrc ++ - - - - - -1Z
pTrc/olHF1 - - o+ - - - %
pTrc/olHF2 - - - -+ 4+ o+ + | F
Spur 1(2 |3 (4 |5(6|7 [8]9
< _OlIHF
=i Abbauprodukte
von olHF
:IHFa
IHF B

Abbildung D.14: Auspragung von olHF in CSH26AIHF. In (A) sind prokaryotische Expressions-
vektoren fir olHF dargestellt. Trc, trc-Promoter (Amann et al., 1988); olHF, one-chain Integration
Host Factor; lacl®, Lac Repressor. (B) E.coli CSH26AIHF wurde mit den olHF-Expressionsvektoren
transformiert und Gibernacht kultiviert. Aus den UNK wurden Bakterien uiberimpft, bis zu einer ODggq
von ~0,3 kultiviert, die Ansatze geteilt und mit (+) oder ohne (-) IPTG 7h bei 37°C inkubiert. olHF1
und olHF2 wurden dann durch Western Blot Analyse mit einem Anti-Serum gegen IHF den in Zell-
Lysaten der induzierten und nicht-induzierten Bakterien nachgewiesen. Spur 7 und 8 ist eine
unabhéngige Reproduktion von Spur 5 und 6. IHFa, Untereinheit a des IHF Proteins; IHF(,
Untereinheit 3 des IHF Proteins.
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von olHF mit 2mM IPTG induziert. Der Nachweis der olHF Proteine erfolgte 7h
nach der Induktion mit IPTG durch Western Blot Analysen. Dazu wurden Zell-
Lysate mit einem Anti-Serum gegen IHF (S.D. Goodman, Los Angeles, USA)
untersucht. Ein reprasentativer Western Blot in Abbildung D.14-B zeigt eine
Analyse mit Zell-Lysaten von induzierten und nicht-induzierten transformierten
CSH26AIHF Bakterien. Ein Protein mit dem erwarteten molekularen Gewicht von
ca. 20 KDA konnte in den Bakterien nachgewiesen werden, die einen der olHF
kodierenden Vektoren enthalten (Abb. D.14 Spur 3 bis 8). Dabei war die
Auspragung des 20 KDa Proteins in Bakterien, in denen die Transkription mit IPTG
induziert wurde, deutlich héher (Spur 4, 6 und 8) als in den entsprechenden nicht-
induzierten Ansétzen (Spur 3, 5 und 7). In E.coli CSH26AIHF Bakterien, die mit
dem Vektor pTrc transformiert wurden, konnte dagegen weder in induzierten (Spur
2) noch in nicht-induzierten (Spur 1) Ansatzen ein Protein mit diesem
Molekulargewicht nachgewiesen werden. Als Kontrolle und Gréenmarker wurde
gereinigtes IHF Protein (Invitrogen) eingesetzt (Spur 9).

Diese Experimente zeigen, dass sowohl olHF1 als auch olHF2 in CSH26AIHF
Bakterien ausgepragt werden. Im folgenden wurde untersucht, ob diese
prokaryotisch ausgepragten IHF-&hnlichen Proteine auch die integrative
Rekombinationreaktion der wild-typ Integrase in E.coli stimulieren kénnen.

D5.2 Analyse von enzymatischen Aktivitaten der vier unterschiedlichen olHF
Varianten in E.coli

Zur Auspragung der olHF Varianten 3 und 4 in E.coli, wurden entsprechende
prokaryotische Expressionsvektoren kloniert (Abschn. C1.9.2). Um die
Funktionalitat der olHF1-4 Proteine in E.coli zu testen, wurden Rekombinations-
analysen im wild-typ IHF defizienten E.coli Stamm CSH26AIHF mit der wild-typ
Integrase durchgefihrt. Dazu wurde der Vektor pNCOWT konstruiert (Abschn.
C1.10). Auf ihm sind attB und attP in direkter Wiederholung angeordnet. Dieser
Vektor diente gleichzeitig auch als Expressionsvektor fur die wild-typ Integrase,
dessen offenes Leseraster sich auf dem Vektor befindet und einschlieflich ihres
trc-Promoters von den att-Sequenzen flankiert wird (Abb. D.15-A). Rekombination

durch die wild-typ Integrase findet nur in Gegenwart von IHF oder eines IHF-
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ahnlichen Hilfsproteins statt und fuhrt zum Ausschneiden der Int-Expressions-
kassette, was wiederum das Restriktionsmuster der Restriktase Aval &ndert.
CSH26AIHF wurde mit pNCOWT und jeweils einem der vier oIHF-
Expressionsvektoren (Abb. D.14-A) kotransfformiert, einzelne transformierte Klone
bis zu einer ODgoo von 0,4-0,6 kultiviert, der Ansatz geteilt und in einer Hélfte die
olHF-Auspragung mit 1 mM IPTG induziert. Die Plasmid-DNA wurde ca. 5-6h nach
Induktion isoliert, zur Analyse mit Aval geschnitten und in einem Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt. Eine représentative Restriktions-Analyse von
isolierter Plasmid-DNA in Abbildung D.15-B zeigt, dass ein durch integrative

B [rrc IEE
Mock e B B B

olIHF-1 I T R I B
oIHF-2 e I R e
olHF-3 e s T
olHF-4 e e N T o R
Spur

olHF Expressions-

Vektoren
/S

Substrat

rekombiniertes
Substrat

Substrat

Expressions-
Vektor (ptrc)

Substrat und
rekombiniertes
Substrat

Abbildung D.15: Stimulierung intramolekularer integrativer Rekombination der wild-typ
Integrase in CSH26AIHF durch verschiedene olHF Varianten. In (A) ist schematisch der Vektor
pNCOWT dargestellt, der zugleich Substrat ist fir die integrative Rekombination (attB und attP in
direkter Wiederholung sind als helle Pfeile dargestellt) und Expressionsvektor fur die wild-typ
Integrase (grauer Pfeil). Rekombination durch Int fihrt zur Deletion der Int-Expressions-Kassette.
Aval: Restriktionsschnittstelle. E.coli CSH26AIHF wurde mit pNCOWT und einem Expressions-
vektor fur olHF 1, 2, 3 oder 4 ko-transformiert. pTrc diente als negative Kontrolle (Mock). Einzelne
transformierte Klone wurden bis zu einer ODgo von 0,4-0,6 kultiviert, der Kulturansatz geteilt und
eine Halfte mit 1 mM IPTG inkubiert. 5-6h nach Induktion wurde die Plasmid-DNA isoliert, mit Aval
geschnitten und in einem Agarosegel aufgetrennt (B). Spur M: GroRenmarker; Spur 1: mit Aval
geschnittener pTrc Vektor; Spur 2: geschnittener Expressionsvektor fur olHF; Spur 3: Aval-
Fragmente von pNCOWT und Spur 4: von rekombiniertem pNCOWT.



Ergebnisse 70

Rekombination entstandenes Aval-Fragment nur dann in CSH26AIHF
nachzuweisen ist, wenn diese mit einem Expressionsvektor flir die olHF-Varianten
2-4 kotransfiziert wurden (Spur 7, 8, 10 und 12). In E.coli, die mit dem Kontroll-
Vektor pTrc kotransfformiert wurden oder olHF1 auspragten, konnte dagegen
keine Rekombination nachgewiesen werden (Spur 13-14 und 5-6). Wahrend es in
olHF2-auspragenden Bakterien auch ohne Induktion zur Rekombination kommt
(Spur 7), wurde durch die Zugabe von IPTG das Substrat fast vollstandig
rekombiniert (Spur 8). Quantitative Analysen der Aval-Fragmente ergab, dass
~17% des Substrates vor der Induktion rekombiniert wurden. Die anndhernd
vollstandige Rekombination des Substrates nach IPTG-Zugabe ist auf eine
gesteigerte olHF2-Auspragung zurickzuftuhren (siehe Western Blot in Abb. D.14-
B: vergleiche Spur 5 mit 6 und Spur 7 mit 8). Im Gegensatz dazu wurden in olHF3-
und olHF4-auspragenden E.coli das Substrat nur nach Zugabe von IPTG durch die
wild-typ Integrase rekombiniert (vergleiche Spur 9 mit 10 und Spur 11 mit 12).
Wahrend in induzierten olHF3-auspragenden Bakterien das Substrat, vergleichbar
mit dem induzierten olHF2 Ansatz, fast komplett rekombiniert wurde, stimuliert
induziertes olHF4 die Rekombination nur zu 44,4%.

Diese Ergebnisse zeigen, dass nur die olHF-Varianten 2-4 die integrative
Rekombinationreaktion der wild-typ Integrase in einem IHF-defizienten E.coli
Stamm stimulieren. Die grof3te Aktivitat zeigte dabei olHF2, das offensichtlich auch
schon in Gegenwart von geringen Mengen die Rekombination stimuliert. olHF1 ist

dagegen inaktiv.

D5.3 Stimulierung der integrativen Rekombinationsaktivitat von Int-h/218
durch Auspragung von olHF2 in ROSA-IR

Das olHF Protein wurde zum Einsatz in eukaryotischen Zellen generiert.
Bisherige Analysen zeigen, dass es in E.coli ausgepragt wird und die integrative
Rekombinationsaktivitat der wild-typ Integrase stimuliert. Die Ergebnisse der
Rekombinationsanalysen zeigen auRerdem, dass das olHF2 Protein am starksten
die Rekombination stimuliert. Um dessen Funktionalitat auch in eukaryotischen
Zellen zu untersuchen wurde ein CMV-Expressionsvektor fur olHF2 und olHF2HIS
kloniert (Abb. D.16-A). Das olHF2HIS Protein besitzt am C-Terminus 6 zuséatzliche

Histidin-Reste, die zur Aufreinigung dieses Proteins aus E.coli angehangt wurden.
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Diese Expressionsvektoren wurden jeweils mit dem CMV-Expressionsvektor fir
Int-h/218 in ROSA-IR, der Reporter-ES-Zelllinie flr genomische integrative
Rekombinationsreaktionen, kotransfiziert. Als negative Kontrolle wurde der Vektor
pCMV (Abb. D.16-A) kotransfiziert. 24 Stunden nach der Elektroporation wurden
Zell-Lysate von den transfizierten ES-Zellen hergestellt und die olHF Proteine in
Western Blot Analysen mit einem Anti-Serum gegen wild-typ IHF analysiert. Ein
Protein mit dem erwarteten molekularen Gewicht von ca. 20 KDA wurde in den
Zellen nachgewiesen, die den olHF2 kodierenden Vektor enthielten (Abb. D.16-B
Spur 3 und 4). Das etwas langsamere Laufverhalten des Proteins in den
pCMVSSoIHF2HIS kotransfizierten ROSA-IR Zellen (Spur 4) ist auf die 6
zuséatzliche Histidin-Aminosaurereste zurtckzufuhren. In Zellen, die mit pCMV
kotransfiziert wurden, ist kein Protein mit diesem Molekulargewicht nachweisbar
(Spur 2 und 5). Als Kontrolle und Gréienmarker wurden aul3erdem aus E.coli
aufgereinigtes olHF2HIS Protein (Spur 1; von P. Droge zur Verfigung gestellt) und

IHF Protein von Invitrogen (Spur 6) eingesetzt.

A CMV_, polyA
pCMV vy y74
C'\,/Mr intron polyA
PCMVSSoIHF2 /7 Lt OlHF2 . v/
pCMVSSoIHF2HIS 77 rlivﬂ olHF /7
B Zelllinie ROSAIR Q
o8 z
pCMV Is| + - + 12
N g
pCMVSSoIHF2 e -+ -3
(7] —
pcmvssoiHrziis | | - -+ - | 3
Spur 1123 5|6
OIHF2HIS —
v
olHF2
<«— IHF a
IHF B

Abbildung D.16: Auspragung von olHF2 in ROSA-IR Zellen. In (A) sind schematisch die
eukaryotischen Expressionsvektoren fir olHF2 und olHF2HIS dargestellt. Sie wurden zusammen
mit pCMVSSInt-h/218 in ROSA-IR Zellen kotransfiziert. CMV, Cytomegalovirus Promoter; HIS
6xHistidin Tag; polyA, Polyadenylierungs-Sequenz. (B) 24h nach der Elektroporation wurde die
olHF2 Proteine durch eine Western Blot Analyse in Zell-Lysaten der tranfizierten ROSA-IR Zellen
mit Anti-Serum gegen IHF nachgewiesen. Spur 1: aus E.coli gereinigtes olHF2HIS Protein
(P.Droge); Spur 6: wild-typ IHF Protein (Invitrogen).
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Die Ergebnisse der Western Blot Analysen zeigen, dass olHF2 und olHF2HIS
auch in embryonalen Stammzellen der Maus ausgepragt werden. Im Gegensatz zu
Analysen mit Zell-Lysaten von pTrc/olHF-transformierten E.colis (Absch. D5.1)
waren in den Zell-Lysaten der Kkotransfizierten ROSA-IR Zellen keine
Abbauprodukte des olHF2 Proteins nachzuweisen (Vergleiche Abb. D.16-B mit
Abb. D.14-B).

Um die Funktionalitat des in ROSA-IR Zellen ausgepragten olHF2 Proteins zu
untersuchen, wurden nach weiteren 48 Stunden die transfizierten ES-Zellen
durchflusszytometrisch untersucht. Die Ergebnisse von vier unabhangigen
Experimenten zeigen, dass in ROSA-IR Zellen, die mit pCMVSSolHF2 ko-
transfiziert wurden, die integrative Rekombinationsaktivitat von Int-h/218 im
Durchschnitt 3,5-fach erhdht war (Abb. D.17). In einigen Experimenten pragten bis
zu 0,28% der Zellen EGFP aus. Ansatze in denen der Expressionsvektor fir
olHF2HIS anstelle von pCMVSSolHF2 kotransfiziert wurde zeigten, dass die 6
Histidinreste am C-terminalen Abschnitt von olHF2 keinen Einfluss auf die
Stimulierung haben (Daten nicht gezeigt). Dies konnte in integrativen
Rekombinationsanalysen in E.coli bestétigt werden (Daten nicht gezeigt). Ebenso
zeigte auch eine nukleare Lokalisationssequenz am C-Terminus von olHF2 keinen
Einfluss auf die stimulatorische Wirkung der Int-h/218-vermittelten integrativen
Rekombination in ROSA-IR Zellen.

Abbildung D.17: olHF2 stimuliert die
genomische Rekombinationsak- ROSAIR
tivitat von Int-h/218 in ROSA-IR

c
Reporter ES-Zellen. ROSA-IR Zellen, = 035
als Reporter far genomische ~ 031
Rekombinationsreaktionen  zwischen T 0251
attB und attP, wurden mit CMV- 2 02
Expressionsvektoren fur Int-h/218 und 5 015
fur olHF2 oder olHF1 kotransfiziert. 72h 3 04 Ii
nach der Elektroporation wurde der d 005 ’—I—‘
Anteil an EGFP-auspragenden ROSA- o 0
<

IR Zellen bestimmt. Die Balken zeigen
die Mittelwerte aus vier (olHF2) und
zwei (olHF1) Experimenten mit den
Standard-abweichungen, die als vertikale Linien dargestellt sind. Als negative Kontrolle wurde der
Vektor pCMV anstelle der olHF-Expressionsvektoren kotransfiziert (Mock).

Mock olHF2 olHF1

Im Gegensatz dazu zeigen die Ergebnisse von zwei unabhangigen

Experimenten, in denen olHF1 anstelle von olHF2 in ROSA-IR ausgepragt wurde,
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wie erwartet keine signifikante  Stimulierung der Int-h/218-vermittelten
Rekombination. Die Transfektionseffizienz wurde fir jedes einzelne Experiment
bestimmt und betrug zwischen 68 und 85% (Daten nicht gezeigt).

Diese Ergebnisse zeigen, dass das zum Einsatz in Eukaryoten optimierte IHF-
ahnliche Hilfsprotein olHF2 die integrative Rekombinationsaktivitat von Int-h/218 im
Genom von Reporter ES-Zellen der Maus stimuliert und das fehlende wild-typ IHF

zum Teil ersetzen kann.

D6 Identifizierung einer attB-ahnlichen Sequenz (attH2) im
menschlichen Genom

Die Ergebnisse der in den Abschnitten D1 bis D3.1 beschriebenen Experimente
zeigen, dass die Mutanten Int-h und Int-h/218 in menschlichen Zellen die
integrative und exzisive Rekombinationsreaktion katalysieren. Es wurde auf3erdem
gezeigt, dass die Auspragung des fur eukaryotische Zellen optimierte olHF2 die
integrative Rekombinationsaktivitdt von Int-h/218 in Reporter-ES-Zellen stimuliert
(Abschn. D5.4). Zur Entwicklung von gentherapeutischen Techniken wére die
Integration von Fremd-DNA mit der Lambda Integrase in eine naturlich
vorkommende Sequenz im menschlichen Genom winschenswert. Daher wurde im
Rahmen dieser Arbeit auch nach attB-analogen Sequenzen (Abschn. A3.3) im
menschlichen Genom gesucht. Da Lambda Integrase einige Austausche in der
core-Region toleriert (Nash, 1981), wurde mit dem Programm SeqlLab-
FindPatterns (WisconsinPackage Version 10.2-UNIX; Genetics Computer Group,
Madison, WI, USA) in der Datenbank des Human Genomes (EMBL) nach einer
geeigneten ,attH" gesucht. Im Rahmen dieser Suche wurde eine Sequenz (attH2 in

» d

core-Bindungssequenz core-Bindungssequenz
attP |C|A|G|C|T|T|T|T C|T|A|A|G|T|T|G

T
attB C{T|G|IC|[T|T|(T{T[T[T[A|T
T

C[TIAIA|C|T|T|G

>i>:>

attH2 |C|T|G|C|T|(T|T|C CI|C|A|A|G|T|G|G
* % % % *x % * * * % % % *x %

Abbildung D.18: Sequenzvergleich von attP, attB und attH2. Horizontale Pfeile markieren die
core-Sequenzen. Die overlap-Region ist grau unterlegt und die in attH(2) von attP und attB
abweichenden Nucleotide sind fettgedruckt. Mit () markierte Nucleotide der attB- und attP-
Sequenzen sind wichtig fur die Bindung der Wildtyp-Integrase an die core-Sequenzen (Ross &
Landy, 1983).
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Abb. D.18) gefunden, die als Bestandteil einer mRNA aus der menschlichen
Placenta, den Monocarboxylat-Transporter (MCT)5 kodiert (MCT5 (Halestrap &
Price, 1999) wurde in Price et al. (1998) noch als MCT4 bezeichnet). Die komplette
MRNA Sequenz ist unter der Kennzeichnung SLC16A4 oder der Accession-
Nummer U59185 in der EMBL-Datenbank vermerkt und zum Teil (Basen 351 bis
750) im Anhang aufgefthrt.

Ein Vergleich mit dem entsprechenden Gen, dass sich auf dem Chromosom 1
von Homo sapiens befindet (Accession-Nummer AC025987 in der EMBL-
Datenbank), ergab, dass attH2 Bestandteil eines MCT5 Exons ist (siehe Anhang).
Um welches Exon es sich dabei handelt, konnte aufgrund einer unvollstandigen
DNA-Sequenz dieses Chromosomen-Abschnitts nicht festgestellt werden. Der
Vergleich der attH2-Sequenz mit der von attB oder attP ergab 3
Nucleotidaustausche. Zwei Nucleotidaustausche befinden sich in der rechten core-
Bindungssequenz und eine am 5’-Ende der overlap-Sequenz (Abb. D.18). In den
folgenden Experimenten sollte die attH2-Sequenz auf ihre Fahigkeit hin untersucht
werden, als Substrat fUr die Lambda Integrase zu dienen.

D6.1 Sequenz-spezifische Rekombination von attH2 und attP*? in E.coli

Zunachst wurde attH2 im E.coli Stamm CSH26, der den Ko-Faktor IHF
auspragt, auf ihre Eignung als Rekombinationssubstrat untersucht. Dazu wurde
der Vektor pACH2 konstruiert, der die att-Regionen attH und attP*? in
entgegengesetzter Orientierung zueinander tragt (Abb. D.19-A). Die attH2-
Sequenz wurde aus humaner DNA (Hela) amplifiziert (Abschn. C1.10). attP*? ist
eine modifizierte attP-Sequenz, in der das erste Nucleotid der overlap-Sequenz,
ein T, durch ein C ersetzt wurde (Abschn. C1.10). Hierdurch sollte die Homologie
im overlap zwischen attH2 und attP gewahrt werden, die entscheidend fir eine
Rekombinationsreaktion ist (Abschn. A3.1). Rekombination fuhrt zur Inversion des
att-flankierten DNA-Abschnitts (Abb. D.19-A) und zu einer Anderung des
Aatll/Aval-Restriktionsmusters der Plasmid-DNA.

Die Ergebnisse der Rekombinationsanalysen in CSH26 mit dem Substrat
pACH2 und dem prokaryotischen Expressionsvektor pTrcint-h (Christ & Droge,
1999) zeigen, dass attH2 und attP*? vollstandig durch Int-h in Gegenwart von IHF
zu attL* und attR* (D.19-A) rekombiniert wurden (Abb. D.19-B Spur 1 und 2).
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A Abbildung D.19: Rekombin-
ations-Analysen von attH2 und
attP* in E.coli CSH26. In (A) ist

Aatll Aval Aatll  aval der  Substratvektor pACH2
| Rekombination darg%stellt, auf dem attH2 und
- 5 A R . L
i P P aftl* SR attP*” in invertierter Orientierung

zueinander angeordnet sind (helle
Pfeile). Der graue Pfeil gibt die

B Orientierung des att-flankierten
CSH26 DNA-Segment_s_an. Aa_tll und

Aval:  Restriktions-schnittstellen

pTrcint-h oot (B) E.coli CSH26 wurden mit

pACH2 + + pACH2 und dem prokaryotischen

Spur 1] 2 [ m Int-h-Expressionsvektor, pTrcint-

h, ko-transformiert. Die isolierte

< Bxpressions- Plasmid-DNA aus den UNK

wurde mit Aatll und Aval
geschnitten und in einem Aga-

“ rosegel elektrophoretisch  auf-

> getrennt. Spur 1. Plasmid-DNA

rek. pACH2 Substratvektor  gus  ko-transformierten  E.coli
PACHZ CSH26; Spur 2: unabhéangige

Reproduktion von Spur 1; M: 1Kb
DNA-Leiter. Die Positionen der
Aval/Aatll-geschnittenen DNA-
Fragmente des Substratvektors
pACH?2 sind ausschlieRlich durch
Pfeile angezeigt.

D6.2 Episomale Rekombination von attH2 und attP*? in HeLa durch die
Mutante Int-h und Int-h/218

Um die Rekombination zwischen attH2 und attP** durch die Mutanten Int-h und
Int-h/218 in eukaryotische Zellen zu untersuchen, wurden der Substratvektor
pPpACH2 und der CMV-Expressionsvektor fur Int-h oder Int-h/218 in HelLa
kotransfiziert. 72h nach der Transfektion wurde die DNA isoliert und mit PCR
analysiert. Das Primerpaar PI/PE amplifiziert nur dann ein Produkt von ~700Bp,
wenn es durch Rekombination zwischen attH2 und attP** zur Inversion des att-
flankierten DNA-Segments gekommen ist (Abb. D.20-A).

Die Ergebnisse einer reprasentativen PCR-Analyse zeigen, dass nur dann ein
Produkt von ~700Bp entsteht, wenn die HelLa Zellen Int-h (Abb. D.20-B Spur 5)
oder Int-h/218 (Spur 6) auspragten. In PCR-Analysen von DNA aus Zellen, die mit
dem Kontroll-Vektor pCMV kotransfiziert wurden, war kein Produkt nachweisbar
(Spur 4). Diese Ergebnisse zeigen, dass attH2 auch in eukaryotischen Zellen

durch die Integrase Mutanten episomal rekombiniert werden kann.
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A Abbildung D.20: Episomale
Rekombination von attH2 und

~700Bp attP** durch Integrase Mutanten

Pl PE Pl PE in  HeLa. In (A) st der

<+ <« Rekombination > < Substratvektor pACH2 dargestellt,

—> _:>_<:|_ auf dem attH2 und attP** in

attH2 attp*? attL* attR* invertierter  Orientierung  zu-

einander angeordnet sind (helle
Pfeile). Der graue Pfeil gibt die

B > = Orientierung des att-flankierten
pCMV st - - 2 DNA-Segmentes an. Die Kkleinen

s 3 Pfeile stellen die Primer dar. (B)

pCMVSSint-h |-+ - g PCR-Analyse von DNA, die 72h
DCMVSSInt-h/218 % o . 4 % nach der. EI(_ektroporation aus HeLg

Zellen isoliert wurde, die mit

Spur 1123 |4]|5 7 PACH2 und dem Expressions-

vektoren fir Int-h oder Int-h/218
transfiziert wurden. Die Primer sind
S0 positioniert, dass nur nach der
Rekombination ein PCR-Produkt
von ~700Bp entsteht. Spur 1:
PIPE — 100Bp-Marker; Spur 2: 1Kb DNA-
Leiter; Spur 3: PCR-Kontrolle ohne
Template; Spur 7: in E.coli durch
Int-h rekombiniertes pACH?2.

D6.3 Untersuchung der MCT5 mRNA-Auspréagung in einer menschlichen
Nieren- und Gebarmutterhalszelllinie

Die Integration von Fremd-DNA in nattrlich vorkommende humane Sequenzen
durch die Lambda Integrase erfordert Strategien zur Selektion von sequenz-
spezifisch rekombinaten Zellen. Dazu ist eine Charakterisierung des attH Locus in
einer als Modellsystem dienenden Zelllinie von Vorteil.

Die humane attH2-Sequenz ist Bestandteil einer mRNA, die aus der
menschlichen Placenta stammt (Price et al., 1998, in dieser Arbeit als MCT4
bezeichnet). Aul3er in der Placenta wird die Isoform 5 des MCT noch in Geweben
von Herz, Niere, Eierstock, Dick- und Dinndarm ausgepragt (siehe Abb. 2: MCT4
in Price et al., 1998). Auch die Transkription von MCT5 in der menschlichen
Nierenzelllinie 293T als moégliches Modellsystem fiir die Int-vermittelte Integration
von Fremd-DNA ins menschliche Genom wurde im Rahmen dieser Arbeit durch
RT-PCR bestétigt. Dazu wurde die RNA aus 293T Zellen isoliert und eine cDNA-
Synthese mit Hilfe von Oligo-dT-Primer durchgefuhrt (Abschn. C1.6). AnschlieRend
wurde ein 650Bp langes DNA-Fragmente mit der attH2 Sequenz durch PCR mit
dem Primerpaar (MCT5")/(MCT3’) (siehe Anhang) vervielfaltigt. Als Kontrolle ftr die
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Qualitat der RNA Praparation und die cDNA-Synthese wurde in einem Ansatz die

isolierte RNA vor der PCR zusatzlich mit DNase | behandelt.

Abbildung D.21: RT-PCR-Analyse von

293T Zellen MCT5 in humanen 293T Zellen. Aus der

DNase | - - + transformierten embryonalen Nierenzelllinie
293T wurde die RNA isoliert und nach einer

CDNA- -+ + cDNA-Synthese mit den Primern (MCT5)
Synthese und (MCT3') amplifiziert. Zur Kontrolle der
aufgereinigten RNA wurde ein Ansatz (Spur

Spur M 1 2 3 4 4) vor der PCR zusatzlich mit DNasel

behandelt. Die Abbildung zeigt die in einem

Agarosegel aufgetrennten PCR-Produkte

nach der Anfarbung mit Ethidiumbromid.

Das erwartete MCT5 Transkript ist ~650Bp

800Bp lang (1). Spur M: 100Bp Marker, Spur 1:

PCR ohne Template; Spur 2: Ansatz ohne

cDNA-Synthese, Spur 3: PCR von cDNA

3 aus 293T Zellen; Spur 4: PCR der DNase |-

behandelten RNA. 2 und 3 markieren
zuséatzliche RT-PCR-Produkte.

N

Abbildung D.21 zeigt die Produkte einer RT-PCR von isolierter 293T-RNA
aufgetrennt in einem Agarosegel. Das erwartete Fragment von ~650Bp (1) konnte
nur in den Anséatzen mit cDNA-Synthese nachgewiesen werden (Spur 3 und 4). In
Ansatzen mit isolierter RNA ohne cDNA-Synthese wurden in der PCR-Analyse
keine Produkte erzeugt (Spur 2). Die Integritat der DNA-Sequenz des 650Bp-
Fragments wurde durch Sequenzierung betatigt (Daten nicht gezeigt). Neben dem
zu erwarteten 650Bp-Fragment wurden zwei weitere RT-PCR-Fragmente in der
GrofRe zwischen 500-600Bp (2) und 300-400Bp (3) \vervielfaltigt. Die
Sequenzierung dieser Fragmente ergab, dass es sich ebenfalls um MCT5
Transkripte handelte, denen jeweils ein Sequenzabschnitt fehlt. Im 500Bp-
Fragment fehlt Nucleotid 73 bis 404 und im 320Bp-Fragment Nucleotid 73 bis 548
der kodierenden MCT5-Sequenz (siehe Anhang). Hierbei kénnte es sich
maoglicherweise um alternativ gespleil3te Transkripte handeln. Auch in den beiden
kirzeren Fragmenten ist die komplette attH2-Sequenz noch vorhanden. RT-PCR-
Analysen in 293 und HelLa Zellen zeigten die gleichen Ergebnisse (Daten nicht

gezeigt).
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E Diskussion

E1l Effiziente sequenz-spezifische DNA Rekombination in
Saugetierzellen durch Lambda Integrase Mutanten

In dieser Arbeit wurde ein Protokoll fir einen einfachen und effizienten Einsatz
des Lambda Rekombinationssystems in Eukaryoten entwickelt. Dabei wurden
neben der wild-typ Integrase auch die Integrase Mutanten Int-h und Int-h/218
eingesetzt, deren enzymatische Eigenschaften entscheidend fir den Einsatz des
Lambda Systems in eukaryotischen Zellen waren. Int-h ist wie sein Derivat Int-
h/218 enzymatisch aktiver als die wild-typ Integrase. Jedoch lasst sich auch bei
ihnen, wie bei der wild-typ Integrase, die Richtung der Rekombinationsreaktion in
vitro und in E.coli durch den natlrlich vorkommenden Kofaktor Integration Host
Factor (IHF) steuern (Christ & Droge, 1999; Lange-Gustafson & Nash, 1984). Dies
ist auch fur den Kofaktor XIS anzunehmen, da in seiner Gegenwart die Mutante
Int-h die exzisive Rekombination in E.coli genauso effizient katalysiert wie die wild-
typ Integrase (Kikuchi er al., 1985). Ein Vorteil der Integrase Mutanten gegeniber
der wild-typ Integrase ist deren Fahigkeit, auch ohne die nattrlich vorkommenden
Protein-Kofaktoren IHF und XIS effizient die integrative und exzisive
Rekombination katalysieren zu kdénnen (Landy, 1989; Christ & Droge, 1999). Die
Topologie des Substrats spielt dabei keine Rolle (Lange-Gustafson & Nash, 1984).

Die Lambda Integrase ist, wie auch die Cre Rekombinase, prokaryotischen
Ursprungs. Aus diesem Grund wurde zunachst durch Western Blot Analysen
sichergestellt, dass das Integrase-Protein in Saugetierzellen ausgepragt wird. Das
vollstandige Integrase-Protein mit dem erwarteten Molekulargewicht von ca.
40 KDA wurde mit einem Anti-Serum gegen die wild-typ Integrase in einer Reihe
von Saugetierzellen nachgewiesen, die mit einem Expressionsvektor fur Int-h
transfiziert waren; darunter menschliche HelLa Zellen (Abb. D.1), NIH/3T3
Fibroblastenzellen der Maus (Abschn. D.1) und die humane B-Zelllinie BL60
(Lorbach et al., 2000). Dass es sich dabei tatsachlich um die Mutante Int-h handelt,
wurde anschlieBend durch den Nachweis von sequenz-spezifischer integrativer
und exzisiver Rekombinationsaktivitat in diesen Zellen bestatigt. In nachfolgenden

Experimenten konnte gezeigt werden, dass Int-h auch in anderen Zelllinien wie
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embryonalen Stammzelle der Maus und CHO Hamster-Zellen rekombinationsaktiv
ist (Abschn. D2.1 und D2.4).

Eine genauere Untersuchung enzymatischer Aktivitaten der Integrase Mutante
Int-h sowie der ihres Derivates Int-h/218 erfolgte in transienten Kotransfektions
Experimenten. Die Ergebnisse zeigen, dass beide Mutanten sowohl att-Sequenzen
rekombinieren konnen, die in invertierter Orientierung zueinander vorliegen, als
auch solche, die in direkter Orientierung zueinander angeordnet sind (Abschn.
D.2). Dadurch war es mit den Integrasen Int-h und Int-h/218 in Saugetierzellen
maoglich, gezielt att-flankierte DNA Abschnitte auf episomalen DNA-Segmenten zu
invertiert bzw. zu deletiert. Eine alternative Verknipfung zwischen den att-
Sequenzen, wie es mit den Mutanten in E. coli beobachtet wurde (Christ & Droge
1999), konnte nicht nachgewiesen werden. Eine mdgliche Erklarung hierfur kénnte
das Fehlen von dazu notwendigen Kofaktoren oder eine zu niedrige Effizienz der
Rekombinationsreaktion in eukaryotischen Zellen sein. Int-h/218 erwies sich wie
erwartet in den episomalen Analysen als aktivste Integrase (Abb. D.2). Die
Fahigkeit der Mutante Int-h, att-Sequenzen auch ohne Kofaktoren sequenz-
spezifisch zu rekombinieren, wird im allgemeinen auf eine starkere Affinitat der
Mutante flr die core-Sequenzen zurickgefuhrt (Patsey & Bruist, 1995).
Mdoglicherweise wird diese Affinitdt durch den zusétzlichen Lysin-Rest in der
katalytischen Domé&ne der Doppelmutante Int-h/218 verstarkt, was die hdhere
enzymatische Aktivitdt der Doppelmutante erklaren wirde. Auch Untersuchungen
in E.coli zeigen, dass der zusatzliche E218K-Austausch in Int-h/218 vor allem zu
einer gesteigerten Rekombinationsaktivitat von Int-h fuhrt (Christ & Droge, 1999).

Dennoch ist der genaue Rekombinationsmechanismus der Integrase Mutanten
Int-h und In-h/218 in Abwesenheit von Kofaktoren zum gegenwartigen Zeitpunkt
noch nicht vollstandig geklart. Im Rahmen dieser Arbeit wurden daher
Untersuchungen durchgefihrt, die zeigen, dass die Arm-Bindungssequenzen in
den att-Regionen eine wichtige Rolle bei der Integrase Mutanten-vermittelten
Rekombination in eukaryotischen Zellen spielen (siehe Abschn. E4). Das gleiche
gilt auch fur den N-terminale Abschnitt der Integrase. Aul3erdem konnte gezeigt
werden, dass att-Sequenzen, die auf zwei unterschiedlichen episomalen DNA-
Segmenten liegen, mindestens so effizient durch die Integrase Mutanten
katalysiert werden wie solche, die sich auf dem gleichen DNA-Abschnitt befinden
(Abschn. E3).



Diskussion 80

In Saugetierzellen wurde die enzymatische Aktivitat der Integrase Mutanten
Int-h und Int-h/218 in der integrativen und exzisiven Rekombination zunachst nur in
transienten Kotransfektions-Experimenten demonstriert. Ein vorangiges Ziel dieser
Arbeit war aber der Einsatz der Integrase Mutanten zur gezielten genetischen
Veréanderung im Genom von Eukaryoten. Daher stellte sich die Frage, ob, trotz
moglicher nukleosomaler Verpackung, auch stabil integrierte Substrate von den
Integrase Mutanten erkannt und rekombiniert werden koénnen. Dazu wurden
Untersuchungen in HeLa Reporterzelllinien durchgefiihrt, die entweder eine oder
mehrere Kopien des Substrats pGFPattB/attP oder pGFPattL/attR an zufalligen
Positionen stabil im Genom integriert haben (Abschn. D3). Durch sequenz-
spezifische Rekombination der att-Sequenzen wurde ein DNA-Abschnitt so
invertiert, dass es zur Auspragung von EGFP kommen sollte. Dabei wurde auch
das Restriktionsmuster des Ncol-Restriktionsenzym im Genom verandert (Abb.
D.6-A).

Eine quantitative Southern Blot Analyse zeigte, dass die Integrase Mutanten
Int-h und Int-h/218 effizient attB und attP im Genom von menschlichen Zellen
rekombinieren koénnen. Uber einen Zeitraum von 72 Stunden wurden in der
Reporterzelllinie HgB von Int-h bis zu 16% der Substratmolekiile rekombiniert und
von der Doppelmutante Int-h/218 sogar bis zu 30% (Absch. D3.1). In den beiden
Reporterzelllinien fir die exzisive Rekombination dagegen konnte Uber den
gleichen Zeitraum keine Inversion des EGFP-Gens nachgewiesen werden. Erst 72
Stunden spater gelang es die exzisive Rekombination durch Int-h mittels PCR
nachzuweisen (Abb. D.7-B). Eine einfache Erklarung dafiir kbnnte sein, dass im
Genom der Reporterzelllinien fur die exzisive Rekombination nur eine Kopie des
Substrats integriert ist. In der Reporterzelllinien fir integrative Rekombinations-
reaktionen HgB sind dagegen mehrere Kopien des Substrats integriert. Dadurch
steigt die Wahrscheinlichkeit der Rekombinationereignisse vor allem in den Zellen,
die groéRere Mengen an Integrase Mutanten auspragen. In den Reporterzellen fir
die exzisive Rekombination kann dagegen trotz grof3erer Mengen an Integrase
Mutante immer nur eine Kopie des Substrates rekombiniert werden. Zudem
kénnten auch die das Substrat flankierenden genomischen DNA-Sequenzen oder
an diese Sequenzen bindende Proteine in den beiden Reporterzelllinien fir
exzisive Rekombinationsreaktionen einen negativen Einfluss auf die

Rekombination austben. Obwohl die mit der Lambda Integrase verwandte Cre-
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Rekombinase durch die Chromatinstruktur des eukaryotischen Genoms nicht
behindert wird (Kilby et al., 1993), kdnnten die Integrase Mutanten beispielsweise
durch das Histondimer H2A-H2B, das durch die Bindung an attL die Ausbildung
eines synaptischen Komplexes verhindert (Segall et al., 1994), in ihrer Aktivitat
gestort werden. Auch in drei unabhangigen BL60 Reporterzelllinien, in denen
jeweils eine Kopie des Substrates pGFPattL/attR an zufélligen Positionen im
Genom integriert sind, konnte Uber einen Zeitraum von 72 Stunden keine
Rekombination durch Int-h nachgewiesen werden (Lorbach et al., 2000). In BL60
Reporterzellen mit nur einer stabil ins Genom integrierten Kopie des Substrats
pGFPattB/attP wurde dagegen Uber den gleichen Zeitraum durch PCR-Analysen
die integrative Rekombination durch Int-h nachgewiesen (Lorbach et al., 2000).
Dies wirde ebenfalls fur eine hohere Effizienz der Int-h-vermittelten integrativen
Rekombinationsreaktion an stabil integrierten attB- und attP-Sequenzen sprechen.
Auch die exzisive Rekombinationsreaktionen der Integrase Mutanten an att-
Sequenzen, die sich auf dem gleichen episomalen DNA-Sequenzen befinden,
waren durchschnittlich ca. 20% niedriger als die entsprechenden integrativen
Rekombinationsreaktionen (Abb. D.2 vergleiche A und C). Eine mégliche Erklarung
daftr konnten unterschiedliche Auswirkungen der starken Transkriptionsaktivitat
des CMV-Promoters auf die Integrasebindung an attL und attB und/oder auf die
Synapsen-Bildung der integrativen und exzisiven Rekombinationsreaktionen in den
Zellen sein. Ob sich auch die integrative Rekombinationsreaktion im Genom von
der entsprechenden exzisiven Reaktion durch die Integrase Mutanten
unterscheidet, bleibt weiterhin zu untersuchen. Sinnvoll wéare in diesem
Zusammenhang die Untersuchung einer gré3eren Anzahl an Reporterzelllinien mit
nur einer Substratkopie an verschiedenen Positionen im Genom. Hilfreich wére
dabei auch der Vergleich von exzisiver und integrativer Rekombinationsreaktion an
gleichen Positionen im Genom wie beispielsweise in Rekombinationsanalysen mit
den Reporter ES-Zellen ROSA-IR und ROSA-ER (Abschn. E5).

Eine Auspragung von EGFP konnte in den HeLa Reporterzellen trotz durch
Southern Blot nachgewiesen effizienter Rekombination in durchflusszytometri-
schen Analysen nicht ermittelt werden. Die transiente Transfektion von
rekombinierten pGFPattB/attP und pGFPattL/attR Vektoren zeigt, dass die
Inversion des EGFP-Gens im Prinzip zur effizienten Auspragung des EGFP
Proteins fuhrt (Daten nicht gezeigt). Die Ursache fur das Ausbleiben des EGFP
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Proteins in rekombinierten HgB Zellen kdnnte eine Hybridisierung von antisense-
RNA mit der mRNA des EGFP-Gens sein. Die antisense-RNA wird vom konstitutiv
aktiven CMV Promoter nicht-rekombinierter Substratmolekile der gleichen Zellen
ausgepragt. Die Technik der antisense-RNA Hybridisierung mit der
komplementdren mRNA zur Ausschaltung von Genen in Zellkultur (Nemir et al.,
2000; Paddison et al.,, 2002) und in vivo als Alternative zu konditionalen ,knock
out“-Mausen (Helene & Toulme, 1990; Erickson, 1999; Varga et al., 1999) ist weit
verbreitet. Aufgrund der fehlenden EGFP-Auspragung war es nicht moglich, den
Anteil an Zellen mit rekombiniertem Substrat zu bestimmen. Um das Problem der
antisense-RNA zu vermeiden, kénnte der Substratvektor in Zukunft ahnlich wie in
den Reporter ES-Zellen konstruiert werden (Abschn. E5). Anstelle der Inversion
des EGFP-Gens wirde dann ein Transkriptions-Stopp zwischen Promoter und
EGFP-Gen deletiert werden, so dass das Reportergen nur nach Rekombination
ausgepragt wird.

Die sequenz-spezifischen Rekombinationsereignisse durch Lambda Integrasen
und anderer Rekombinasen (Nagy, 2000; Olivares et al., 2001; Thyagarajan et al.,
2001; Diaz et al., 1999; Schwikardi & Droge, 2001) im Genom von Saugetierzellen
machen deutlich, dass auch Rekombinasen prokaryotischen Ursprungs
chromosomale DNA trotz ihrer nukleosomalen Organisation als Rekombinations-

substrate erkennen und umsetzen kénnen.

E2 Die Rekombinationsaktivitat der wild-typ Integrase in
Saugetierzellen

Im Gegensatz zu den Integrase Mutanten rekombiniert die wild-typ Integrase in
eukaryotischen Zellen nur geringflgig att-Sequenzen, die sich auf episomalen
DNA-Segmenten befinden, oder solche, die stabil ins Genom integriert sind
(Abschn. D2 und D3). Durch die Transfektion von IHF-DNA Komplexen (Abb. D.12)
konnte ihre enzymatische Aktivitat in der episomalen, integrativen Rekombination
deutlich gesteigert werden. Diese Stimulierung zeigt, dass die wild-typ Integrase
das Potenzial zu einer effizienten Rekombination besitzt. Offenbar fehlen in
Saugetierzellen jedoch Faktoren, die eine &hnliche Funktion wie IHF oder XIS
besitzen, und/oder negativ gespannte DNA ist nicht in ausreichenden Mengen

vorhanden. Diese Aussage unterscheidet sich von der einer anderen Studie, in der
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das Gegenteil postuliert wird. Die Annahme, dass Kofaktoren in Saugetierzellen
vorhanden sein konnten, stitzt sich in der anderen Studie auf die Ergebnisse von
nicht-quantitativen PCR-Analysen. Diese zeigen, dass die wild-typ Integrase des
Lambda verwandten Bakteriophagen HK022 sowohl die integrative als auch die
exzisive Rekombinationsreaktion auf episomalen DNA-Segmenten in Maus- und
Affenzellen ausfiihrt (Kolot et al., 1999). Im Gegensatz zu der vorliegenden Arbeit
wurden jedoch mit der HK022 Integrase keine quantitativen Untersuchungen der
episomalen Rekombinationsreaktionen durchgefiihrt. Es ist jedoch anzunehmen,
dass auch die HK022 Integrase wie die wild-typ Lambda Integrase nur eine
geringfigige Rekombinationsaktivitat in Abwesenheit von Kofaktoren besitzt.

Die Steigerung der integrativen Rekombinationsereignisse Uber einen Zeitraum
von 48 Stunden durch die Transfektion von IHF-DNA Komplexen macht deutlich,
dass die Aktivitat der Lambda wild-typ Integrase in Saugetierzellen erhéht werden
kann (Abb. D.12). Zusammen mit einer zeitlich limitierten und regulierten
Auspragung der Integrase in den Zellen eroffnet sich dadurch die Mdglichkeit, mit
geeigneten Kofaktoren eine starkere Regulation der sequenz-spezifischen
Rekombinationsreaktionen zu erreichen. Dies ist vor allem fir die zukinftige
Entwicklung von gentherapeutischen Techniken mit dem Lambda System von
Interesse, in denen Vektoren mit einer attP-Sequenz durch integrative
Rekombination in eine attB-ahnliche Sequenz im menschlichen Genom integriert
werden sollen (Abschn. E7).

Eine Steigerung der integrativen Rekombination durch die Mutante Int-h konnte
dagegen Uber den gleichen Zeitraum mit dieser Methode nicht gemessen werden
(Abb. D.12). Eine mogliche Erklarung dafir liefert die ohnehin signifikant hohere
enzymatische Aktivitat der Mutante Int-h gegentber der wild-typ Integrase. Dies
wirde einen vergleichbar geringen stimulatorischen Effekt von IHF, der vor allem
in der Anfangsphase vorherrschen kénnte, Uberdecken. Da sich die Richtung der
Rekombinationreaktion mit den Integrase Mutanten sowohl in E.coli als auch in
vitro durch spezifische Kofaktoren steuern und die Effizienz der Rekombination
stimulieren lasst, ware auch anzunehmen, das Int-h durch IHF in S&ugetierzellen
aktiviert wird. Gleiches wirde man auch fur die Mutante Int-h/218 erwarten.

Um eine messbare Stimulierung der Integrase Mutanten Uber den Zeitraum von
48 Stunden zu erzeugen, musste vermutlich der Kofaktor IHF in gro3erer Menge

vorhanden sein. Dies Vermutung wird vor allem durch Untersuchungen in den
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Reporter-ES-Zellen unterstitzt, die zeigen, dass der Kofaktor IHF als Monomer die

enzymatische Aktivitat von Int-n/218 stimuliert (Abschn. EB).

E3 Die Reaktivitat von episomalen DNA-Segmenten in HelLa
Zellen wahrend der Lambda Rekombination

Zum besseren Verstandnis der Lambda Integrase Mutanten katalysierten
Rekombination in eukaryotischen Zellen wurden in Abschnitt D2 Studien
durchgefuhrt, die den Mechanismus der Rekombination im zellularen Umfeld von
Eukaryoten untersuchen, in dem die natirlich vorkommenden Kofaktoren IHF, XIS
und negativ gespannte DNA nicht vorkommen. Die Ergebnisse von episomalen
Rekombinationsanalysen in HelLa Zellen (Abschn. D2.1) zeigen, dass Int-h und Int-
h/218 sowohl die integrative als auch die exzisive, intermolekulare
Rekombinationsreaktion mindestens genauso effizient katalysieren wie die
entsprechende intramolekulare Reaktion. Dies deutet darauf hin, dass die
produktive Umsetzung der att-Sequenzen in den Zellen hauptsachlich durch ein
zufalliges Zusammentreffen erfolgt. Dies steht im Einklang mit friheren Studien, in
denen die Synapsen-Bildung der Sequenzen durch die wild-typ Integrase
untersucht wurde (Mizzuuchi et al., 1980; Spengler et al., 1985). Diese Ergebnisse
werden von Untersuchungen unterstitzt, die mit der verwandten Cre Rekombinase
durchgefuhrt wurden. Auch in ihnen wurden gleiche Effizienzen von inter- und
intramolekularen, episomalen Rekombinationsreaktionen in Pflanzenzellen (Dale &
Ow, 1990) und Saugetierzellen (Rouet et al., 1994) beobachtet. Angesichts dieser
Ergebnisse kann aus den in dieser Studie durchgefiihrten Analysen die allgemein
gultige wichtige Schlussfolgerung gezogen werden, dass im Gleichgewicht von
Rekombinationsereaktionen in eukaryotischen Zellen keine eindeutige Préaferenz
fur cis Interaktionen gegentber trans Interaktionen zwischen transfizierter
episomaler DNA Segmente besteht.

Die episomalen Rekombinationsanalysen Uber einen Zeitraum von 72 Stunden
zeigen auch, dass die Mehrzahl der produktiven Interaktionen zwischen den att-
Sequenzen in den ersten 24 Stunden nach der Transfektion stattgefunden haben
missen. Das kann bedeuten, dass die episomale DNA innerhalb der Zelle sehr
beweglich ist, wie es auch bei einigen Proteinen der Fall ist (Phair & Misteli, 2000).

Eine andere mogliche Erklarung fur die effiziente Rekombination innerhalb der
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ersten 24 Stunden konnte auch eine erhohte lokale Konzentration von
transfizierten DNA Segmente sein, die sich in kleinen Kompartimenten der Zelle
befindet konnten. Ob die Rekombination im Zytoplasma oder im Nukleus der Zelle
ablauft, ist nicht bekannt. Die Tatsache, dass der mit dem Substrat kotransfizierte
Expressionsvektor fur die Integrase zunachst den Nukleus erreichen muss, um
Transkripte der Int zu erzeugen, konnte darauf hinweisen, dass zumindest einige
Rekombinationsreaktionen im Nukleus stattgefunden haben. Dies ist auch dann
der Fall, wenn genomische att-Sequenzen als Substrate dienen (Lorbach et al.,
2000).

E4 Hinweise fur die Bildung eines synaptischen Komplexes in
der von Integrase Mutanten katalysierten Rekombination

Die Analysen in Abschn. D 2.2 zeigen, dass von allen Integrasen vor allem die
Mutante Int-h/218 effizient die intermolekulare Rekombination zwischen zwei attB
Sequenzen katalysiert (Abb. D.4). attB besitzt im Gegensatz zu attP, attL oder attR
keine Arm-Bindungssequenzen. Dass die Rekombination trotzdem stattfindet, kann
durch einen einfachen Reaktionsablauf erklart werden, der dem der Cre und FLP
Rekombinase ahnlich ist (Landy, 1993; Voziyanov et al., 1999): Vier Int-h/218
Monomere binden an die beiden core-Sequenzen der attB-Regionen. Durch
zufélliges Zusammentreffen zweier attB-gebundenen Int Dimere entsteht ein
synaptischer Komplex, in dem der Strangaustausch stattfindet. Sind dagegen die
Arm-Bindungssequenzen gegenwartig, wird die Rekombinationsaktivitat der Int
Mutanten vier- bis achtfach stimuliert (Abb. D.5). Diese Ergebnisse werfen die
folgende Frage auf: Welche funktionelle Rolle spielen die Arm-Bindungssequenzen
in der durch Integrase Mutanten-vermittelten Rekombination?

Da in eukaryotischen Zellen keine Hilfsproteine vorkommen, die IHF oder XIS
ersetzen konnten (Abschn. E2), kann man daraus die folgende wichtige
Schlussfolgerung ziehen: Die Nucleoprotein Strukturen, die durch die Bindung der
Integrase Mutanten an den att-Sequenzen zustande kommen, unterscheiden sich
wahrscheinlich in ihrer Architektur von denen, die mit den nattrlich vorkommenden
Kofaktoren und der wild-typ Integrase (oder den Mutanten) in E.coli und in vitro
gebildet werden. Fur den stimulatorischen Effekt der Arm-Bindungssequenzen auf

die Rekombination ohne die Hilfe von Kofaktoren gibt es zwei mogliche
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Erklarungen: Zum einen ware es denkbar, dass DNA-krimmende Proteine aus
Saugetierzellen, wie beispielsweise HMG1 und HMG2, unspezifisch an Positionen
zwischen Arm- und core-Bindungssequenzen binden und diese krimmen. Fur
HMG1 und HMG2 konnte in vitro gezeigt werden, dass sie teilweise den Ko-Faktor
IHF in integrativen und exzisiven Rekombinations-reaktionen der wild-typ Integrase
ersetzen konnen (Segall et al, 1994). Zusammen mit der hoheren
Bindungsaffinitat der Integrase Mutanten fir die core-Bindungssequenzen, kdnnten
die durch diese Proteine induzierten DNA-Krimmungen die simultane Bindung
eines Integrase Protomers an die Arm- und core-Bindungssequenzen innerhalb
derselben att-Region stabilisieren. Dies wiederum kénnte zur Bildung von stabilen
Nukleoprotein-Komplexen fihren, die teilweise rekombinationsaktiv —sind.
Andererseits ist es auch moglich, dass die Gegenwart der Arm-
Bindungssequenzen in den att-Regionen, die von der Integrase mit hoher Affinitat
gebunden werden, eine lokale Konzentrationserhéhung von Integrase Mutanten in
der Nahe der core-Sequenzen bewirken. An den core-Sequenzen findet der
Strangaustausch statt, und eine Erhohung der Konzentration an Integrase-
Mutanten in diesen Regionen wirde die Haufigkeit von Rekombinationsreaktionen
zwischen zwei att-Sequenzen steigern. Die Erhdhung der lokalen Protein
Konzentration in der Nahe von Aktionsorten ist ein allgemein gtltiges Konzept in
der Kontrolle von DNA Transaktionen von bivalent DNA-bindenden Proteinen
(Droge & Muller-Hill, 2001).

Zusatzliche Informationen zum Reaktionsmechanismus der Integrase Mutanten
in menschlichen Zellen liefern Studien, die von Teresa Corona (Universitat Koln)
durchgefuhrt wurden. Sie zeigen, dass neben den Arm-Bindungssequenzen auch
der N-terminalen Abschnitt der wild-typ Integrase und der Mutante Int-h/218 einen
Einfluss auf die Rekombinationsaktivitat von Int-h/218 besitzen (Christ et al., 2002).
Dieser Abschnitt der Integrase bindet an die Arm-Bindungssequenzen der att-
Regionen. Segall und Mitarbeiter konnten nachweisen, dass der N-Terminus der
wild-typ Integrase mit groRer Wahrscheinlichkeit an Protein-Protein Interaktionen
beteiligt ist, die fur die Rekombination notwendig sind (Jessop et al., 2000). Es
ware daher denkbar, dass die N-terminale Doméne von Int-h/218 in menschlichen
Zellen eine wichtige Rolle in der Bildung oder Stabilisierung eines synaptischen
Komplexes spielt, wie er beispielsweise zwischen zwei attB-Sequenzen gebildet

wird. Kdrzlich wurde gezeigt, dass die isolierte C-Doméne der wild-typ Integrase
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(Abb. A.6) die DNA in vitro an den core-Regionen schneidet (Sarkar et al., 2001).
Von dieser Eigenschaft ist auch bei der isolierten C-Doméane der Mutante Int-h/218
auszugehen, die ein schwaches Potenzial zur Rekombination besitzt (Christ et al.,
2002). Wie diese Rekombinationsereignisse allerdings ablaufen ist nicht klar. Wie
schon zuvor diskutiert, konnten die DNA ohne die Bildung von stabilen
synaptischen Komplexen zwischen den att-Sequenzen geschnitten werden. Diese
Einzel- oder Doppelstrangbriiche an den core-Regionen kdnnten dann homologe
oder illegitime Rekombinationsereignisse zwischen den att-Sequenzen auslosen,
die zur Auspragung des Reporters EGFP fuhren. Eine andere mdgliche Erklarung
konnte auch die kurzzeitige Bildung von synaptischen Komplexen durch die C-
Doméane sein, die in einigen Fallen stabil genug sind, um die beiden
Einzelstrangaustausche einzuleiten. Die daraus hervorgehende Holliday-Struktur
konnte dann durch noch nicht identifizierte Faktoren, die es in S&augetierzellen zu
geben scheint, aufgelost werden (Constantinou et al., 2001). Um diese beiden
Moglichkeiten zu uberprufen, misste jedoch die C-Domane in vitro ausfuhrlicher
charakterisiert werden.

Zusammenfassend gilt festzustellen, dass fur eine effiziente sequenz-
spezifische Rekombination durch Lambda Integrase Mutanten in S&uger-Zellen
sowohl die Arm-Bindungssequenzen in den att-Regionen als auch die Integrase
Proteine in ihrer vollen Lange notwendig sind. Aul3erdem sind in diesen Zellen
keine Faktoren vorhanden, die die Funktion der nattrlichen Kofaktoren aus E. coli

ersetzen kdnnen.

E5 Genetische Manipulation von embryonalen Stammzellen der
Maus durch Int-h/218

Die Studien in Abschnitt D3.2 zeigen, dass Int-h/218 in embryonalen
Stammzellen der Maus eingesetzt werden kann, um nach der Integration von DNA-
Fragmenten durch homologe Rekombination gezielt Resistenzmarker-Gene aus
dem Genom auszuschneiden. Das Ausschneiden kann sowohl durch die Int-h/218-
vermittelte integrative als auch exzisive Rekombinationsreaktion katalysiert
werden. Die Ausprégung von EGFP in den Reporter ES-Zellen ROSA-IR und
ROSA-ER wurde zum einen als Reporter fir die Int-h/218-vermittelte

Rekombination eingesetzt und zum anderen zur Selektion von rekombinierten
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Zellen. Obwohl die Effizienz fir beide Rekombinationsreaktionen ziemlich gering
ist -in der Regel pragten zwischen 0,01% und 0,1% der transfizierten
Reporterzellen EGFP aus (Abb. D.9 und Daten nicht gezeigt)- machen diese
Ergebnisse jedoch deutlich, dass Int-h/218 préazise und zuverlassig die
genomischen Erkennungssequenzen beider Rekombinationswege in den ES-
Zellen rekombiniert. Dabei konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der Int-
h/218-vermittelten integrativen und exzisiven Rekombinationsreaktion festgestellt
werden. Aufgrund der geringen Effizienz wéren minimale Unterschiede auch nicht
messbar. Der Grund fir die limitierte Rekombinationsaktivitat der Mutante Int-h/218
an den ins Mausgenom integrierten natirlichen att-Regionen im Vergleich zu
denen, die ins Genom von Hela Zellen integriert sind, kbnnte durch eine geringere
Menge an Integrase Protein in den ES-Zellen verursacht werden. Dies wiederum
kénnte die Folge von einer geringen Aufnahme des Expressionsvektors pro Zelle
sein, was durch die Beobachtung unterstitzt wird, dass die Transfektionsrate der
ES-Zellen deutlich niedriger war als die fir HeLa Zellen (Daten nicht gezeigt). Eine
alternative Erklarung wéare die hohe Teilungsrate der ES-Zellen, die vermutlich zur
schnellen Verdunnung der intrazellularen Int Konzentration fiihrt. Obwohl Soriano
(1999) gezeigt hat, dass der ROSA26 Locus der Maus im Allgemeinen zuganglich
fur Cre ist, kdnnte sich auch die Chromatin Struktur und die Haufigkeit, mit der die
Replikationsgabel durch den genomischen Locus lauft, negativ auf die sequenz-
spezifische Rekombinationsfrequenz in ES-Zellen auswirken. In den ES-
Reporterzellen ist nur eine Kopie des Substrates in das Genom integriert. In der
HelLa Reporterzellllinie HgB, in der Int-h/218 bis zu 30% der Substratmolekile
rekombiniert (Abschn. D 3.1), sind dagegen ca. 8 Kopien von pGFPattB/attP an
zufélligen Positionen stabil ins Genom integriert. Dadurch konnte sich die
Wabhrscheinlichkeit der Rekombinationsereignisse pro Zelle erhéhen und zu einer
héheren Rekombinationseffizienz in den HeLa Reporter-Zellen beitragen.

Die geringe Effizienz der Rekombination in ES Reporterzellen kdnnte jedoch auf
eine hohe Spezifitat der Integrase Mutante Int-h/218 fur natirliche att-Sequenzen,
die kunstlich in das Genom von Maus ES-Zellen integriert wurden, hinweisen.
Angesichts der klrzlich entdeckten, aberranten Cre-abhéangigen Rekombinations-
reaktionen in Saugetier- und Bakterienzellen (Loonstra et al., 2001; Silver &
Livingston, 2001; Aranda et al., 2001), konnte daher ein verbessertes Int-System

zu einer sinnvollen und sicheren Erganzung der schon existierenden sequenz-
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spezifischen Rekombinationssysteme flir Saugetierzellen werden. Dies gilt

insbesondere fur die Entfernung von Resistenzmarkern aus dem Genom.

E6 Optimierung des prokaryotischen Integration Host Factors
(IHF) far den Einsatz in eukaryotischen Zellen

Wie schon in der Einleitung beschrieben, lasst sich, im Gegensatz zu Cre und
FLP, sowohl die Richtung der wild-typ Integrase-vermittelten Rekombinations-
reaktion als auch die der Mutanten Int-h und Int-h/218 durch spezifische
Kofaktoren in vitro und in E.coli steuern. Dies ist ein entscheidender Vorteil des
Lambda Rekombiantionssystem gegentber dem von Cre und FLP dar. Ist die
Richtung der Rekombinationsreaktion steuerbar, kann man selbst in Gegenwart
der Rekombinase eine Stabilitat der Rekombinationsprodukte erreichen, was
wiederum zu einer hoheren Effizienz fuhrt. Dies ist vor allem fur eine stabile
Integration von Fremd-DNA ins S&ugetiergenom durch sequenz-spezifische
Rekombinasen wiinschenswert. Eine kontrollierte sequenz-spezifische Integration
ins menschliche Genom durch die Lambda Integrase kdnnte beispielsweise eine
Anwendung in gentherapheutischen Techniken finden.

Die Integrase Mutanten Int-h und Int-h/218 sind in der Lage, sowohl die
integrative als auch die exzisive Rekombination effizient in S&ugetierzellen zu
katalysieren (Abschn. E1), wahrend die wild-typ Integrase aufgrund fehlender
Kofaktoren wie IHF und XIS in eukaryotischen Zellen nicht signifikant aktiv ist
(Abschn. E2). Kofaktoren wie IHF kdnnten dazu genutzt werden, die enzymatische
Aktivitat der wild-typ Integrase zu stimulieren (Abschn. E2) und die Richtung der
von Int-Mutanten vermittelten Rekombinationsreaktion in Saugetierzellen zu
steuern.

Die Kotransfektion von Expressionsvektoren fur die beiden IHF Untereinheiten
HimA (IHF a) und HImD (IHF ) zeigt nicht die gewilnschte Stimulierung der wild-
typ Integrase (D4.1). Eine Western Blot Analyse mit einem Anti-Serum gegen wild-
typ IHF der kotransfizierten Zellen ergab aul3erdem, dass keine Proteine mit den
erwarteten Molekulargewichten in den Zellen nachgewiesen werden konnte (Daten
nicht gezeigt). Eine mogliche Erklarung dafur konnte eine Instabilitdt der beiden
IHF-Untereinheiten sein, die durch fehlende oder fehlerhafte Dimerisierung

schneller abgebaut wuirden. Untersuchungen in E.coli zeigen, dass nur
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stochiometrische Mengen IHF a intrazellulares IHF [ 16slich machen und
umgekehrt nur durch stéchiometrische Mengen IHF (3 die Untereinheit IHF a
stabilisieren kénnen (Nash et al., 1987). Um den Dimerisierungschritt der beiden
IHF-Untereinheiten in eukaryotischen Zellen zu umgehen und um gleichzeitig die
funktionelle dreidimensionale Struktur des Dimers beizubehalten, wurde das IHF
Protein im Rahmen dieser Arbeit als Monomer konstruiert. Eine Mdglichkeit, die
beiden IHF-Untereinheiten in Form einer einzigen Polypeptidkette zu
synthetisieren, ware den C-Terminus der einen Untereinheit mit dem N-Terminus
der anderen Untereinheit durch einen Aminosaure(AS)-Linker zu verbinden. Die
Kristall-Struktur (Abb. D.13-B) macht jedoch deutlich, dass ein AS-Linker die
Bindung an die DNA beeintrachtigen wirde und somit die Krimmung der DNA
nicht mehr gewahrleistet ware. Um dies zu vermeiden, wurden die ersten beiden
Helices der Untereinheit 3 an den N-Terminus der Untereinheit a fusioniert. Der C-
terminale Abschnitt von a wiederum wurde mit dem verbliebenen Teil der
Untereinheit 3 verbunden (Abb. D.13). Um die dreidimensionale Struktur des IHF-
ahnlichen Proteins zu erhalten wurde an den Verknipfungspunkten der beiden
Untereinheiten zuséatzliche AS-Reste eingefuhrt. Insgesamt wurden vier
verschiedene AS-Linker in vier Varianten des one chain IHF (olHF) Proteins
untersucht. Zunachst wurde sichergestellt, dass eine Auspragung dieses kunstlich
erzeugten Proteins in E.coli mdglich ist. In der Tat wurden durch Western Blot
Analysen olHF1 und olHF2 (Abb D.13-A) in E.coli nachgewiesen (Abb. D.14-B). In
olHF2 ist die Untereinheiten a am 5-Ende mit 5 Aminosaureresten und am 3'-
Ende mit zwei Resten an die Untereinheit 3 verknupft. In olHF1 dagegen befinden
sich an den entsprechenden Positionen 4 und 1 AS-Reste.
Rekombinationsanalysen in E.coli zeigten, dass olHF2, nicht aber olHF1, die
integrative Rekombinationsreaktion durch die wild-typ Integrase stimuliert (Abb.
D.15-B). Eine Instabilitdt des olHF1 Proteins kann als Ursache fur die fehlende
Aktivitat in E.coli durch die Western Blot Analysen ausgeschlossen werden (Abb.
D.14-B). Sie lasst sich eher dadurch erklaren, dass durch die kiirzeren Linker in
olHF1 die dreidimensionale Struktur des Proteins so veréandert sein kann, dass
keine spezifische Bindung des Proteins an die IHF-Bindungssequenz mehr
zustande kommt und/oder die olHF1 Struktur keine ausreichende Krimmung der
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DNA zulasst, die fur die Ausbildung eines funktionellen Intasoms notwendig ist
(Nunes-Duby et al., 1995).

Um den Grund fur die Inaktivitdt von olHF1 naher zu untersuchen, muissten in
vitro-DNA-Bindungsstudien mit gereinigtem olHF1 und olHF2 durchgefihrt
werden. Die Bindungungseigenschaft der beiden Proteine an H’, eine der am
besten untersuchten IHF-Bindungssequenzen aus attP (Yang & Nash 1995),
konnte in Gelretardierungsanalysen verglichen werden. Auch die DNA-
krimmenden Eigenschaften der beiden Proteine konnten in zukinftigen
Experimenten untersucht werden und mit der von wild-typ IHF verglichen werden.

Weiteren Aufschluss tber die Funktionsweise der olHF Proteine kdnnten auch
Untersuchungen in dieser Arbeit mit den Varianten olHF3 und olHF4 geben. olHF3
und olHF4 sind Hybride aus olHF1 und olHF2 und unterscheiden sich von den
zuletzt genannten dadurch, dass die AS-Linker untereinander ausgetauscht
wurden (Abb. D.13-A). olHF3 und olHF4 stimulieren beide in E.coli die
enzymatische Aktivitat der wild-typ Integrase; olHF3 jedoch starker als olHF4 (Abb.
D.15-B). Das konnte bedeuten, dass durch die LaAnge der AS-Linker auch die flr
die Stimulierung der Rekombination notwendige dreidimensionale Struktur
entscheidend beeinflusst wird. Ob dies die spezifische Bindung an die IHF-
Bindungssequenzen oder aber die Art der DNA-Krimmung beeinflusst, kénnte
wiederum nur durch entsprechende in vitro Analysen untersucht werden.

Die Ausprdgung des rekombinationsstimulierenden olHF2 Proteins in E.coli
zeigt, dass funktionsfahiges IHF grundséatzlich in Form eines einzigen Proteins
ausgepragt werden kann. Das einstrangige IHF-ahnliche Protein erlaubt es sogar,
die ersten beiden Helices von IHF 3 vom Rest der Untereinheit zu trennen und in
einem neuen Kontext bzw. in einer neuen Abfolge zu falten, wie es auch schon fur
andere Proteine gezeigt wurde (Hahn et al., 1994). Die Funktionsfahigkeit des
olHF2 Proteins lasst vermuten, dass dessen dreidimensionale Struktur der von
wild-typ IHF ahnlich ist. Dies konnte jedoch nur durch den Vergleich der Kristall-
Strukturen festgestellt werden, die es fur olHF2 noch nicht gibt.

Von vorrangigem Interesse in dieser Arbeit ist jedoch, ob olHF2 auch
integrative Rekombinationreaktionen der Integrase Mutanten in Saugetierzellen
stimuliert. Das dies zumindest in der ES Reporterzelllinie ROSA-IR der Fall ist,

zeigen Rekombinationsanalysen mit Int-h/218 und olHF2 (Abschn. D5.3). Die
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Rekombination zwischen den integrierten attB und attP Sequenzen durch Int-h/218
konnte zwar durch die Auspragung von olHF2 mehrfach gesteigert werden, jedoch
bleibt die Rekombinationseffizienz mit bis zu 0,37% (unter Bericksichtigung der
Transfektionseffizienz) deutlich geringer als bei entsprechenden Experimenten mit
der Rekombinase Cre (F.Edenhofer, Universitat Koln: personliche Mitteilung). Auch
durch eine zusatzliche nukleare Lokalisationssequenz (NLS), die grundsatzlich die
Funktionalitat des olHF2 nicht beeintrachtigt, konnte die Rekombinationseffizienz
nicht weiter gesteigert werden (Daten nicht gezeigt). In den ES-Zellen wurde das
olHF2 Protein ausschlie3lich in seiner vollen Lange nachgewiesen. Abbauprodukte
wie sie in E.coli beobachtet wurden traten dagegen nicht auf (Vergleiche Abb. D.16
mit D.14) Das bedeutet, dass olHF2 in den ES-Zellen stabil ausgepréagt wird und
sehr wahrscheinlich auch ohne eine NLS in den Nukleus gelangen kann. In
Zukunft musste untersucht werden, ob olHF2 auch in anderen Saugetierzellen die
Rekombinationsaktivitat von Int-h/218 erhoht. Denkbar wére auch, dass die
Auspragung von olHF2 in geeigneten Reporterzellen zur Stimulation der sequenz-
spezifischen Integration von attP-tragenden Vektoren eingesetzt werden kann. Von
den vier olHF Varianten ist olHF2 am starksten aktiv. Es ist jedoch nicht
auszuschlie3en, dass eine Verlangerung der AS-Linker die Aktivitat noch steigern

koénnte.

E7 Perspektive: Der Einsatz des Lamda Systems zur gezielten
Integration von Fremd-DNA ins Genom von Saugetieren

Wie lasst sich das sequenz-spezifische Lambda Rekombinationssystem in
Saugetierzellen fir die Forschung und fir therapeutische Zwecke sinnvoll
anwenden?

Die effizienten integrativen Rekombinationsreaktionen der Mutante Int-h/218 in
Gegenwart von olHF, oder auch die exzisiven Rekombinationsreaktionen durch die
Lambda Integrase Mutanten wéaren hervorragend zur Erzeugung von viralen
Vektoren mit geringer Immunogenitat geeignet. Virale Vektoren werden in der
Gentherapie bevorzugt als Vehikel zum Gentransfer eingesetzt. Herkdmmliche
virale Vektoren erzeugen jedoch Antigene, die in der Regel im Organismus eine
Immunreaktion auslosen. Dadurch werden die transduzierte Zellen und das

transgene Produkt zerstort und/oder eine erneute Anwendung der viralen Vektoren
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verhindert (Kay et al., 1997). Das wiederum mindert den therapeutischen Effekt der
Gentherapie und kann auf3erdem im Organismus zu starken Nebenwirkungen
fuhren. Um die Immunogenitat der Vektoren zu verringern, werden derzeit die
viralen Gene durch sequenz-spezifische Rekombinasen entfernt (Parks et al.,
1996)

Eine gezielte genetische Veranderung im Genom von Saugetierzellen mit Hilfe
des Lambda Integrase Systems konnte zum gegenwartigen Zeitpunkt vor allem
eine Anwendung in Studien mit sogenannten Doppelreporter-Systemen (Novak et
al., 2000; Werdien et al., 2001) finden. Ein weiteres mogliches Einsatzgebiet ist die
Analyse von Genfunktionen, in denen das rekombinante Gen gleichzeitig mit
einem Selektionsmarker ausgepragt wird. Fur den Aufbau von komplexen
genetischen Systemen in Gene Targeting Strategien, die das Entfernen
verschiedener DNA-Segmente erfordern, konnten Lambda Integrasen auch
zusammen mit anderen Rekombinasen, wie Cre und FLP, angewendet werden.

Die wahrscheinlich interessanteste medizinische Anwendung kodnnte das
Lambda System in der Gentherapie finden. Die effiziente integrative
Rekombinations-reaktion durch Integrase Mutanten koénnte hier zur gezielten
Integration von Fremd-DNA ins menschliche Genom eingesetzt werden. Das dies
im Prinzip mdglich ist, wurde bereits von E.Lorbach (Lorbach, 2000) und T.Corona
(personliche Mitteilung) gezeigt. Der Kofaktor olHF2, oder auch verbesserte
Varianten desselbigen, konnten dabei eine entscheidende Rolle spielen. Zum
einen wirde olHF die integrative Rekombinationsreaktion von Int stimulieren. Zum
anderen wuirde olHF gewdhrleisten, dass das therapeutische Gen auch in
Gegenwart der Integrasen im Genom stabil integriert bleibt. Fur die Entwicklung
von gentherapeutische Methoden wére vor allem die Integration von Fremd-DNA
mit Lambda Integrasen in eine natirlich vorkommende Sequenz des menschlichen
Genoms winschenswert, wie es ansatzweise schon fur die R4 Integrase und ¢C31
Integrase gezeigt werden konnte (Olivares et al., 2001; Thyagarajan et al., 2001).
Fur die Lambda Integrase Mutanten wurde im Rahmen dieser Arbeit attH2, eine
attB-analoge Sequenz, im Genom des Menschen identifiziert, die sich in Saugetier-
zellen als rekombinationsaktiv erwies (Abschn. D6). Die Voraussetzung dafur,
fremde DNA durch Integrasen in attH2 zu integrieren, ist die Entwicklung

geeigneter Strategien zur Selektion sequenz-spezifisch rekombinanter Zellen.
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Hierbei konnte die in Abschn. D6.3 beschriebene Auspragung des attH2 Locus als
Teil des Monokarboxylat-Transporter (MCT)5 in einer menschlichen Nieren- und
Gebarmutterhalszelllinie von Vorteil sein. Die Fremd-DNA konnte ins Genom
dieser Zellen so integriert werden, dass es zur Fusion des MCT5 offenen
Leserasters mit dem eines Selektionsmarkers kommt. Ahnlich wie in sogenannten
promoter-trap-Strategien (Friedrich & Soriano, 1991; Soriano et al., 1991), wirde
man sich auch hier die Ausprdgung des Fusionsproteins nach dem
Integrationsereignis zur Selektion zu Nutze machen.

Die attH2-flankierenden DNA-Sequenzen konnten jedoch die Auspragung eines
transgenen Produkts beeinflussen. Es wére daher von Vorteil, zwischen einer
Reihe von gut charakterisierten ,natlrlichen* Integrationsorten wéahlen zu kdénnen.
Die Rekombinationsaktivitdt der attH2-Sequenz macht deutlich, dass
Abweichungen von der attB-Sequenz von der Lambda Int toleriert werden. Daher
ist es wahrscheinlich, dass weitere potenziell aktive, nattrliche attH-Sequenzen im
humanen Genom zu finden sind. Die kirzlich entwickelte Methode der ,Substrat-
gebundenen Protein Evolution* erdffnet dazu noch die Mdoglichkeit Lamda
Integrasen zu entwickeln, die neue Erkennungssequenzen besser binden und
rekombinieren kénnen (Buchholz & Stewart, 2001). Calos und Kollegen konnten
bereits durch ,DNA-Shuffling” die Integrase @C31 so verandern, dass sie mit einer
2-3fach hoheren Effizienz eine ,natlrliche Sequenz® aus dem S&ugetiergenom
rekombiniert (Sclimenti et al., 2001).

Anstelle einer im Genom von Saugetieren natirlich vorkommenden att-Sequenz
kbnnte man auch die wild-typ attB-Sequenz ins Genom integrieren und als
Zielsequenz zur sequenz-spezifischen Integration fremder DNA nutzen. Diese
Strategie bietet den Vorteil, dass Reporter-Gene in verschiedene Regionen des
Genoms integriert werden kdnnen, um beispielsweise den Einfluss flankierender
DNA-Sequenzen zu untersuchen. Denkbar ist auch eine Anwendung dieser
Strategie in humanen Stammzellen. Es kdnnten beispielsweise therapeutische
Gene in gut charakterisierte Locis von etablierten Linien integriert werden, bevor
diese in verschiedene Gewebetypen ausdifferenziert wirden. Zudem bietet sie die
Maoglichkeit gezielt loxP- bzw. FRT-Sequenzen in das Genom einzubringen, um so

weitere Manipulation durch andere Rekombinasen durchfihren zu kénnen.
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Auch die Entwicklung des Kofaktors XIS in S&ugetierzellen kénnte das
Spektrum der Einsatzmdglichkeiten des Lambda System erweitern. Mit seiner und
der Hilfe des Kofaktors olHF kdnnte man beispielsweise att-flankierte DNA-
Abschnitte kontrolliert invertieren und dadurch Gene an- und abschalten. Diese
Vielfalt der Anwendungsmadglichkeiten macht deutlich, dass auch das sequenz-
spezifische Lambda Rekombinationssystem in S&augetierzellen sowohl fur die

Forschung als auch in der Medizin von grol3em Nutzen sein kdnnte.
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Anhang

Komplette Sequenz um den attH2-Locus (human putative monocarboxylate
transporter (MCT5) auf dem Chromosom 1: Nucleotide 27181 bis 28060:

Sequenzinformation aus der EMBL-Datenbank (accession no. AC025987 )

27181 5 -AAGAATTGCC TTTCTTTCTT

27231

27281

27331

27381

27431

27481

27531

27581

27631

27681

27731

27781

TGACATACTT
ACTGTATGAA

CTGGTGGATA
GACCACCTAT

GIGACTATGG
CACTGATACC

GAAGGCCAGG
CTTCCGGTCC

CAAAGT GGEGT
GITTCACCCA

GGIGAAACCC
CCACTTTGGG

GGCACATGCC
CCGTGTACGG

CTTGAGCCCA
GAACTCGCEGT

CTCCAGICTG
GAGGTCAGAC

TGTGTGTATG
ACACACATAC

GACTCTTCCC
CTGAGAAGGG

TCGGATCCAG
AGCCTAGGTC

3" - TTCTTAACGG AAAGAAAGAA

GGAGAGAAAA
CCTCTCTTTT

TCTGATCAGC
AGACTAGTCG

GACTTCTACC
CTGAAGATGG

AGTGGTGECT
TCACCACCGA

GGATCECTTG
CCTAGCGAAC

TGTCTCTACT
ACAGAGATGA

TGTAGICCCA
ACATCAGGGT

GGAAGCTGAG
CCTTCGACTC

GGTGACAAAG
CCACTGITTC

TATATATGCA
ATATATACGT

TTCTACTGIT
AAGATGACAA

GAGATTATCT
CTCTAATAGA

CTCTTAAGGT
GAGAATTCCA

CTACCTCCAT
GATGGAGGTA

CCCCTGGITG
GGGGACCAAC

TCTTGGEEECT
AGAACCCCGA

MCTII

CTATTATTTG
GATAATAAAC

TTCGITGITA
AAGCAACAAT

AGCTGGEGECCA
TCGACCCGGT

CGGTGAGTCC
GCCACTCAGG

CACACTTGTA
GITGTGAACAT

AGICCAGITC
TCAGGTCAAG

AAAAATACAA
TTTTTATGIT

GCTATTTGGEG
CGATAAACCC

GCTGITGTGA
CGACAACACT

TGAGACCCTG
ACTCTGGEGAC

TCCATCCATA
AGGTAGGTAT

CCTGGEGTCCA
GGACCCAGGT

TTTCTGITAC
AAAGACAATG

CAAGTATTCC
GITCATAAGG

ATTGTAATTA
TAACATTAAT

ATCCTAGCAC
TAGGATCGIG

GAGACCAGCC
CTCTGGTCGG

AAATTAGCCA
TTTAATCGGT

AAGCTGAGGT
TTCGACTCCA

GCCGAGATTG
CGCECTCTAAC

TCTCAAAATA
AGAGTTTTAT

GAAGATAGAA
CTTCTATCTT

AAAGGCCTAG
TTTCCGGATC

CAAGCCACTT
GITCGGTGAA

TTTTCTTTGT
AAAAGAAACA

TGTGACCATA
ACACTGGTAT

TTTGGGAGEC
AAACCCTCCG

TGGGCAACAT
ACCCGITGTA

GGCCAGTGGT
CCGGTCACCA

GCGAGGATTG
CCCTCCTAAC

TGCCACTGCA
ACGGTGACGT

TGTGTGIGIG
ACACACACAC

GATGGAACAG
CTACCTTGIC

CTGTATTATC
GACATAATAG

AATGTAAGAG
TTACATTCTC
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27831 TGATTCTAAA CTATTACGIT TTTCTTTTAG GITTGEGETTC TCCTTTCETA
ACTAAGATTT GATAATGCAA AAAGAAAATC CAAACCCAAG ACGAAAGAAT
¢ H O]
27881 IBBCAAGTGG CTGCTGIGGT AACTACCAAA TACTTCAAAA AACGATTGGEC
ARGGT TCACC GACGACACCA TTGATGGITT ATGAAGITTT TTGCTAACCG
——
27931 TCTTTCTACA GCTATTGCCC GITCTGGGAT GGGACTGACT TTTCTTTTGG
AGAAAAGATGT CGATAACGGEG CAAGACCCTA CCCTGACTGA AAAGAAAACC
h MCT3'
27981 CACCCTTTAC AAAATTCCTG ATAGATCTGI ATGACTGGAC AGGTACGTCA
GTGGCGAAATG TTTTAAGGAC TATCTAGACA TACTGACCTG TCCATGCAGT
28031 TTCTAAGTTT ATTTACTATC AACTGIGCAA- 3’
AAGATTCAAA TAAATGATAG TTGACACGIT-5’
NNNNNN O Exon X NNNNNN O Exon Y

Die Pfeile markieren die Nucletidsequenz der Primer MCTIl und MCT3..

Komplette kodierende Sequenz um den

attH2-Locus (human putative

monocarboxylate transporter (MCT5): Nucleotide 1 bis 750: Sequenzinformation
aus der EMBL-Datenbank (accession no. U59185)

MCTS’

»

1 5 -CITGECTCTT ACAATGCTCA CTTGITTTCA CAATGCAGCA AAATGAAATG
3’ - GAACCGAGAA TGITACGAGT GAACAAAAGT GITACGICGT TTTACTTTAC

51

101

151

201

251

301

CCTTAGAAAA AGAGTAACAT TCCAGAAAAC
GGAATCTTTT TCTCATTGTA AGGICTTTTG

CTTAATTGCC CCATCTGIGG AGGATTTCTT
GAATTAACGG GGTAGACACC TCCTAAAGAA

GGATCTTCTG CATTTAAAAT AGAAGAGGCA
CCTAGAAGAC GTAAATTTTA TCTTCTCCGT

AAGGTCCAAC CTTACACTAA AACCCTGGAT
TTCCAGGTTG GAATGTGATT TTGGEGACCTA
TGTGATTCAT TTTTTCCTGG TGAATGIGIT
ACACTAAGTA AAAAAGGACC ACTTACACAA

GGTGTAATTT ATTTTTCTTC
CCACATTAAA TAAAAAGAAG

TGCTGAACAC CACATCAAAG
ACGACTTGIG GIGTAGITTC

TCATGCTGAA GAGGGAGEEG
AGTACGACTT CTCCCTCCCC

GGAGGATGEG GATGGATGAT
CCTCCTACCC CTACCTACTA

TGTGATGGEEG ATGACCAAGA
ACACTACCCC TACTGGITCT

CTTTTGCAAT TTTCTTTGIG GICTTTCAAG
GAAAACGTTA AAAGAAACAC CAGAAAGTITC

AAGAGTTTGA AGGCACCTCA
TTCTCAAACT TCCGIGGAGT
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351

401

451

501

551

601

651

701

GAGCAAATTG GITGGATTGG ATCCATCATG
CTCGTTTAAC CAACCTAACC TAGGTAGTAC

AGGTCCCCTG GITGCTATTA TTTGTGACAT
TCCAGGGGAC CAACGATAAT AAACACTGTA

CCATTCTTGG GCCTTTCGIT GITACTGGTG

GGTAAGAACC CCGAAAGCAA CAATGACCAC
MCTII -
S e s
CGGTGTTCAT AAGGAAAAGA AACACACTGA
GGGTTCTGCT TT AAGTGGCTGC
CCCAAGACGA TTCACCGACG
H o) H’

TCAAAAAACG ATTGCECTCTT TCTACAGCTA
AGITTTTTGC TAACCGAGAA AGATGICGAT

TCATCTCTTC GITTTTGIGC
AGTAGAGAAG CAAAAACACG

ACTTGGAGAG AAAACTACCT
TGAACCTCTC TTTTGATGGA

GATATCTGAT CAGCAGCTGG
CTATAGACTA GICGTCGACC

ATGGGACTTC TACCCGGITT
TACCCTGAAG ATGGGCCAAA

TGIGGTAACT ACCAAATACT
ACACCATTGA TGGITTATGA

TTGCCCGITC TGGGATGGEGA
AACGGGCAAG ACCCTACCCT

CTGACTTTTC TTTTGGECACC CTTTACAAAA
GACTGAAAAG AAAACCGTGG GAAATGITTT

CTGGACAGGA
GACCTGTCCT

GCCCTTATAT TATTTGGAGC
CGGGAATATA ATAAACCTCG

NNNNNN - L Exon X

NNNNNN- O Exon Y
[1~132 Nucleotide die im RT-PCR Produkt 2 fehlen (Abschn. D6.3)

[0~290 Nucleotide die im RT-PCR Produkt 3 fehlen (Abschn. D6.3)
Die Pfeile markieren die Nucletidsequenz der Primer MCTS’, MCTIl und MCT3'.

MCT3
TTCCTGATAG ATCTGTATGA
AAGGACTATC TAGACATACT

TATCGCATTG AATTTGGTGC- 3’
ATAGCGTAAC TTAAACCACG 5’
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Komplette Nukleinséure-Sequenz der vier olHF Varianten:
olHF1(Linker 1 und Linker 3); olHF2 (Linker 2 und 4); olHF3 (Linker 1 und Linker 4);
olHF4 (Linker 2 und Linker 3)

1

51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

5 - ATGGGCACCA AGTCAGAATT GATAGAAAGA
3’ - TACCCGIGGT TCAGICTTAA CTATCTTTCT

CATTCCCGECC AAGACGGTTG AAGATGCAGT
GIAAGEECGG TTCTGCCAAC TTCTACGICA

TGGCCTCGAC
ACCGCGAGCTG

ATGTCAGAAT

TACAGICTTA

AGAACTGGTT
TCTTGACCAA

GCGAACAGGT
CGCTTGTCCA

AATCAACGCC
TTAGITGCGG

AGCACGECEC
TCGTGCCGECG

TCGAAAACGC
AGCTTTTGCG

TTCTCTTTGC

AAGAGAAACG

CGATAAAGTA
GCTATTTCAT

AAGAACTCCG
TTCTTGACGC

TCTTGCGCAG
AGAACGCGTC

ATCTGITTGA
TAGACAAACT

GAACTGITTT
CTTGACAAAA

GAAACTCTCT
CTTTGAGAGA

CGGGACGTAA
GCCCTGCATT

GIGGTGACCT
CACCACTGGA

Linker 4

T GCC
A CCG

Linker 3

ACTACCGCGEC
TGATGECGECG

GAACTGGAAG
CTTGACCTTC

CGATCGECECC
GCTAGCGCGG

Linker 2

CTTGCCACCC AGCAATCGCA
GAACGGTGEG TCGTTAGCGT

AAAAGAGATG
TTTTCTCTAC

Linker 1

GGTCTTAC
CCAGAATG

TAAGCTTGGEG
ATTCGAACCC

TCGAAGAGAT
AGCTTCTCTA

GGITTTGGTA
CCAAAACCAT

CCCGAAAACG
GGGECTTTTGC

TCAGACCCGG
AGICTGEECC

GAGCGTATTG
CTCGCATAAC

ACCACGTACC

TGGTGCATGG

GAAAATACGT
CTTTTATGCA

AATATCTACG
TTATAGATCGC

CTTAGCAAGC
GAATCGITCG

CCGTCGCECT
GGCAGCGCGA

ACTTCGATCT
TGAAGCTAGA

GCCGAGGATA
CCGCTCCTAT

GCAGAAGITA
CGTCTTCAAT

AAATCCGECGEG
TTTAGGCGCC

GGACGTAATC

CCTGCATTAG

TCCTCACTTT
AGGAGTGAAA

GITGATAA- 3
CAACTATT- 5’

CTGGAGCATA
GACCTCGTAT

AAAAGCTGAA
TTTTCGACTT

GGGATGCCAA

CCCTACGGIT

CTGGAAAACG
GACCTTTTCGC

GCGTGATAAG
CGCACTATTC

TTCCCATTAC
AAGGGTAATG

AAAAGCCGCEG
TTTTCGECCC

TTTCGGECAGT
AAAGCCGTCA

CGAAGACT GG

GCTTCTGACC

AAACCTGGTA
TTTGGACCAT
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Komplette Nukleinséure-Sequenz der Lambda Integrase Mutanten:
Int-h(E174K) und Int-h/218(E174K/E218K)

1

31

51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

651

701

- ATGGGAAGAA GGCGAAGTCA TGAGCGCCGG

- TACCCTTCTT

TATAAGAAAC
ATATTCTTTG

AGTTTGGATT
TCAAACCTAA

GCCAACATTG
CGGITGTAAC

AATCAACAGT
TTAGITGTCA

AAAAAATCCT
TTTTTTAGGA

ATGAGCAAAA

CCGCTTCAGI ACTCGCGGECC

AATGGATATT ACTGCTACAG
TTACCTATAA TGACGATGTC

AGGCAGAGAC AGGCGAATCG
TCCGICTCTG TCCGCTTAGC

AGITATTTTC AGGACACAAA
TCAATAAAAG TCCTGIGITT

GATAATTCCG TTACGITACA
CTATTAAGGC AATGCAATGT

GGCCAGCAGA GGAATCAAGC
CCGGTCGICT CCTTAGITCG

TTAAAGCAAT AAGGAGGEEGT

TACTCGITTT

AGACATCACC
TCTGTAGTGG

AGGGCAAGEC
TCCCGTTCCG

TTCCGAGAGG
AAGGCTCTCC

CACTCGCGCA
GTGAGCGCGT

AATACCTGAA

TTATGGACTT

CTTGCAATGG
GAACGTTACC

GCTTITACTTC

E218

GCAAAACAGG
CGITTTGICC

AAA (rE218K
d

AATTTCGITA TTCCTCCCCA

ACAAAAGAAA TTGCGGCAAT
TGITTTCTTT AACGCCGITA

GGCGTCAGCC AAGITAATCA
CCGCAGICGG TTCAATTAGT

CAATAGCTGA AGGCCATATA
GITATCGACT TCCGGTATAT

AAG (E174K)
GTAAGGAG

CATTCCTC

GCAAAATCA
CGITTTAGI]

E174

AATTTATCAA GCAGCAGAAT
TTAAATAGIT CGICGICTTA

AACTGECTGI TGITACCGEG
TTGACCGACA ACAATGECCC

GGTCTGATA TCGTAGATGG
ACCAGACTAT AGCATCTACC

CGTAAAAATT GCCATCCCAA
GCATTTTTAA CGGTAGGGIT

GATTTACCCC
CTAAATGECG

GGACCCAAGG
CCTGEGITCC

CAATCACTCGA
GITAGTGACT

CACAAGCCTC
GIGITTCGGAG

TTCATGECTT
AAGTACCGAA

AGAAGACACT
TCTTCTGTGA

CTGCCTGATG
GACGGACTAC

GCTCAATGGA
CGAGITACCT

GATCAACACT
CTAGITGTGA

ACAACAAACC
TGTTGITTGG

ATCAAGACTT
TAGITCTGAA

CATCACCATG
GTAGTGGTAC
CAACGAGITG
GITGCTCAAC

ATATCTTTAT
TATAGAAATA

CAGCATTGCA
GICGTAACGT

CTAACCTTTA
GATTGGAAAT

ACGGGTAAAG
TGCCCATTTC

AGCTATACAG
TCGATATGIC

TGACAGCGAG
ACTGTCECTC

GATCCCTACG
CTAGCGATCGC

CATAAATTAC
GTATTTAATG

CTCCACTTGA
GAGGTGAACT

TACATAGACG
ATGTATCTGC

GAGCGATGCA
CTCGCTACGT

ATGTCGCCTGC
TACAGCGACG

ACGGCTGACG
TGCCGACTGC

TTGECTCAGA
AACCGAGTCT
GIGATTTATG
CACTAAATAC

GICGAGCAAA
CAGCTCGITT

TATTGATGCT
ATAACTACGA
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751

801

851

901

951

1001

1051

CTCGGAATAT

CAATGAAGGA

GAGCCTTATA

CGGAGAAACC
GCCTCTTTGG

CAGTATCAAG
GICATAGITC

GAAGGGGATC
CTTCCCCTAG

CTATGAGAAG
GATACTCTTC

AGTCGGACAC
TCAGCCTGIG

GITACTTCCT

ATAATTGCAT
TATTAACGTA

GTATTTTATG
CATAAAATAC

CGCCTACCTT
GCGGATGGAA

CAGATAAGCG
GICTATTCGC

CATGGCATCA
GIACCGTAGT

GACAAAATTG AAATCAAATA

CTGITTTAAC

[TTAGTTTAT

AACACTTGAT AAATGCAAAG AGATTCTTGG
TTGTGAACTA TTTACGITTC TCTAAGAACC

CTACTCGICG CGAACCGCTT TCATCCGGCA
GATGAGCAGC GCTTGGECGAA AGTAGGECCGT

CGCGCACGAA AAGCATCAGG TCTTTCCTTC
GCGCGTCCTT TTCGTAGICC AGAAAGGAAG

TCACGAGITG CGCAGTITTGI CTGCAAGACT
AGTGCTCAAC GCGTCAAACA GACGITCTGA

ATAAGITTGC TCAACATCTT CTCGGEGCATA
TATTCAAACG AGITGTAGAA GAGCCCGTAT

CAGTATCGTG ATGACAGAGG CAGGGAGT GG
GICATAGCAC TACTGICTCC GICCCTCACC

ATGA- 3’
TACT-5’
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H Zusammenfassung

Der Transfer von fremder genetischer Information in kultivierte eukaryotische
Zellen und intakte hohere Organismen erfordert die Entwicklung neuer Methoden,
die eine gezielte Verdnderung im Genom ermdglichen. Sequenz-spezifische
Rekombinationssysteme stellen fiur diesen Zweck eine vielversprechende
Alternative zur homologen Rekombination dar. Das hier vorgestellte Projekt hatte
zum Ziel, das sequenz-spezifische Rekombinationssystem des Bakteriophagen
Lambda fir den Einsatz in S&ugetierzellen zu optimieren. Die Verwendung der
Integrase(Int)-Mutanten Int-h und Int-h/218 ermdglichte es, auch ohne die in E. coli
naturlich vorkommenden Kofaktoren gezielte genetische Verdnderungen in
Saugetierzellen vorzunehmen. Durch Positionierung der Erkennungssequenzen fur
die integrative (attBxattP) oder exzisive (attLxattR) Rekombinationsreaktion wurde
mit Hilfe der Int-Mutanten die DNA im Genom von Sauger-Zellen verandert:
Erstens konnten DNA-Fragmente in einer humanen Zelllinie invertiert werden.
Zweitens gelang es, einen Neomycin-Resistenzmarker, der zuvor durch Gene
Targeting stabil ins Genom integriert wurde, in embryonalen Stammzellen der
Maus zu deletieren. Im Gegensatz zu Cre und FLP lasst sich die Richtung der
Rekombinationsreaktion sowohl von der wild-typ Int als auch von den Int-Mutanten
in E.coli und in vitro durch spezifische Kofaktoren steuern. Der Kofaktor IHF wurde
im Rahmen dieser Arbeit fir die Anwendung in Sauger-Zellen genetisch modifiziert
und zur Stimulierung der integrativen Rekombination in embryonalen Stammzellen
der Maus eingesetzt. Aul3erdem ergab die Untersuchung der Int-vermittelten
Rekombination folgende Erkenntnisse Uber den Ablauf der Reaktion in
menschlichen Zellen: 1) Die Arm-Bindungssequenzen in den att-Regionen wirken
stimulierend auf die Rekombination. 2) Die intermolekulare Rekombination von
episomalen DNA-Segmenten durch die Integrase ist mindestens ebenso effizient
wie die entsprechende intramolekulare Rekombination. 3) Die minimale integrative
Rekombinationsaktivitat der wild-typ Integrase in menschlichen Zellen kann durch
die Transfektion von IHF-DNA Komplexen stimuliert werden. 4) Endogene Faktoren
in Saugetierzellen koennen die natirlichen Kofaktoren aus E.coli nicht ersetzen.
Eine im menschlichen Genom naturlich vorkommende att-Sequenz (attH2) erwies
sich als rekombinationsaktiv. Eine solche Zielsequenz ware flr die Entwicklung von

gentherapeutischen Techniken mit dem Lambda System von Vorteil.
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I Summary

The transfer of genetic material into eukaryotic cells and intact higher organisms
requires new methods to perform controlled genetic manipulations. For this, site-
specific recombination represents a promising alternative to homologous
recombination. The project presented in this thesis had the goal of optimizing the
site-specific recombination system of bacteriophage lambda for its application in
mammalian cells. The mutant integrases Int-h and Int-h/218 catalysed sequence-
specific DNA manipulation in the absence of natural accessory factors in
mammalian cells. In addition, the specific positioning of target sites for integrative
(attBxattP) or exzisive (attLxattR) recombination reactions in the genome of
mammalian cells allowed defined genetic manipulations: First, a DNA-fragment
was inverted in human cells. Secondly, it was shown that a neomycin resistance
marker gene, which had been introduced into the genome by gene targeting, could
be deleted in mouse embryonic stem cells. In contrast to Cre and FLP, the
direction of recombination reactions catalyzed by wildtype and mutant integrases in
E.coli and in vitro can be controlled by accessory factors. The accessory factor IHF
was optimized for its application in mammalian cells and was used to stimulate
integrative recombination in mouse embryonic stem cells. Furthermore, the
analysis of recombination reactions catalyzed by integrases in human cells
revealed the following results: 1) Arm-binding sites in the att-regions stimulate
recombination. 2) Intermolecular recombination of episomal DNA-segments is at
least as efficient as the corresponding intramolecular reaction. 3) Marginal
integrative recombination activity of wildtype integrase can be stimulated by
transfection of IHF-DNA complexes. 4) Endogenous factors in mammalian cells
cannot substitute the natural accessory factors from E.coli. An endogenous
integrase target sequence in the human genome, attH2, was shown to be active in
recombination. Such a target sequence could be useful for the development of
genetherapeutic techniques with the lambda system.
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