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ABSTRACT 
 
 
The prokaryotic γδ resolvase system has been transferred to mammalian cells. In CHO 

cells the efficiency of recombination by the resolvase double mutant γδE102Y,E124QNLS on 

episomal res x res substrates was comparable to that observed with Cre on loxP, which 

indicates that resolvase can be used as a new tool for controlled manipulations of 

episomal DNA´s. Compared to this, the wildtype resolvase was nearly inactive on 

episomal substrates, indicating that episomal DNA does not contain a significant level 

of unconstrained negative supercoiling. In addition the resolvase double mutant was 

able to recombine between two isolated I sites of res on episomal substrates, but with a 

low efficiency. 

Furthermore recombination by the resolvase derivatives has been analyzed on genomic 

res x res substrates in stable CHO-AA8 Tet-Off cell lines. With γδE102Y,E124QNLS only 

low efficiencies of recombination, which were comparable to that observed on isolated I 

sites of res on episomal substrates, could be shown. With the wildtype resolvase 

recombination could not be detected on genomic res x res substrates, whereas Cre was 

able to recombine with high efficiencies between genomic loxP sites in the same loci. 

These results suggest that the accessibility of the chromosomal full lenght res for the 

resolvase derivatives was reduced. We conclude that the accessibility was limited by 

chromatin packaging of DNA. The low recombinational activities by the resolvase 

double mutant over the time course of 72 h imply that the level of DNA packaging was 

constantly high, though there was a general chromatin dynamic due to processes of the 

DNA metabolism (replication, transcription). Also the inhibition of topoisomerases or 

histone deacetylases had no effect on recombination by γδ resolvase or Cre. However, 

this system could be used to detect local regions with a low level of chromatin 

packaging in the mammalian genome. 

 

Because of the ability to catalyze intermolecular recombination in vitro, the resolvase 

double mutant could be also used in vivo for spezific integrations of foreign DNA into 



 

 

the mammalian genome. Therefore, I searched for functional pseudo I sites of res in the 

human genome. One of these sequences is positioned on chromosome 20 and shows 

functionality when used as an episomal substrate together with a modified res and 

γδE102Y,E124QNLS in HeLa and CHO cells. 
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ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
 
 
Maße und Konzentrationen werden in den gültigen SI-Einheiten angegeben. 
Enzymnamen sind wie in der Fachliteratur allgemein üblich abgekürzt . 
Außerdem wurden folgende Abkürzungen verwendet: 
 
A  Adenin 
Å  Angström 
att  attachment Regionen 
Arg  Arginin 
bp  DNA-Basenpaar(e) 
BSA  Bovine Serum Albumine; Rinderserum-Albumin 
bzw.  beziehungsweise 
C  Cytosin 
dATP  2´-Desoxyadenosintriphosphat 
Del.  Deletion 
dNTP  Desoxynukleotide 
DTT  Dithiothreitol 
dYT  double Yeast Tryptone; doppel Hefe/Trypton 
E  Glutamat 
EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 
et al.  et altera 
FRT  FLP recognition target 
FCS  Fetal Calf Serum; fötales Kälberserum 
G  Guanin 
Gln  Glutamin 
Glu  Glutamat 
HCl  Salzsäure 
Inv.  Inversion 
IPTG  Isopropylthiogalaktosid 
kb  DNA-Kilobasenpaare 
kD  Kilodalton 
mRNA  messenger RNA; Boten-RNA 
N  Adenin oder Cytosin oder Thymin oder Guanin 
NaCl  Natriumchlorid 
ori  origin of replication; Replikationsursprung 
PBS  Phosphat Buffered Saline; Phosphat-gepufferte Salzlösung 
Q  Glutamin 
R  Adenin oder Guanin 
rek.  Rekombiniert 
RNA  ribonucleic acid; Ribonukleinsäure 
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RT  Raumtemperatur 
S  Cytosin oder Guanin 
Ser  Serin 
T  Thymin 
TBE  Tris-Borat-EDTA 
Tris  Trishydroxymethylaminoethan 
U  Units; Einheiten 
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Y  a) Tyrosin 
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I. EINLEITUNG 
 
 
In jeder Zelle eines Organismus ist die gesamte genetische Information in Form der 

Desoxyribonukleinsäure (DNA) gespeichert. Damit die Information an die nächste 

Generation weitergegeben werden kann, muß die DNA zunächst verdoppelt werden; es 

folgt die mitotische Zellteilung. Hierbei kann es zur Umstrukturierung von Genen bzw. 

zum Austausch von genetischem Material kommen. Dieser in der Natur weit verbreitete 

Mechanismus wird als Rekombination bezeichnet und ist als wichtiger Faktor der 

Evolution anzusehen. Manche Viren und die transponierbaren Elemente haben sich die 

genetische Rekombination als Werkzeug für ihre unabhängige Vermehrung zunutze 

gemacht.  

 

Allgemein unterscheidet man drei verschiedene Arten von Rekombination: Die 

homologe, die illegitime und die sequenz-spezifische Rekombination.  

Die homologe Rekombination ereignet sich zwischen DNA-Sequenzen, die über längere 

Bereiche sehr ähnlich bzw. nahezu identisch sind (Bollag et al., 1989). Die beteiligten 

Enzyme, z.B. recA,B,C oder ruv in E. coli (Smith, 1988; Kowalczykowski et al., 1994) 

oder RAD in eukaryotischen Zellen (Baumann & West, 1998) benutzen Paare 

homologer Sequenzen als Substrat. Für die homologe Rekombination ist also keine 

Sequenzspezifität erforderlich. Mit Hilfe der homologen Rekombination wurden seit 

1989 auch transgene Tiere erzeugt, wobei bestimmte Gene durch modifizierte Kopien 

dieser Gene ersetzt wurden (Capecchi, 1989; Müller, 1999; Rong & Golic, 2000; 

Suraokar & Bradley, 2000; McCreath et al., 2000). Dieser Prozess wird als gene 

targeting bezeichnet.  

Die Verlagerung transponierbarer Elemente (Insertionssequenzen, Transposons) 

zwischen unterschiedlichen Positionen auf einem Chromosom, in einem Genom oder in 

verschiedenen Genomen, erfolgt durch illegitime Rekombination. Bezeichnend für 

diesen Rekombinationsvorgang ist die Tatsache, daß er ohne erkennbare Homologien 

zwischen den Sequenzen des Donors und denen des Rezipienten stattfindet. Ein 
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weiteres Charakteristikum des Rekombinationsablaufes ist die Beteiligung von DNA-

Synthese (Grindley & Reed, 1985). Die Katalyse erfolgt durch spezielle, vom 

Transposon selbst kodierte Enzyme, den Transposasen.  

Die konservative sequenz-spezifische Rekombination wird nachfolgend detailliert 

beschrieben. 

 

 

1.1 Sequenz-spezifische Rekombinationssysteme 
 
Man unterscheidet zwei große Gruppen konservativer, sequenz-spezifischer 

Rekombinationsenzyme, die sich hinsichtlich ihrer Primärstruktur und ihrer 

katalytischen Aktivitäten unterscheiden: Klasse I-Rekombinasen werden der Integrase-

Familie, Klasse II-Rekombinasen der Resolvase/Invertase-Familie zugeordnet (Stark et 

al., 1992; Sadowski, 1993).  

 

Der Prototyp, nach dem die Integrase-Familie benannt wurde, ist die Integrase des 

Phagen λ (Campbell, 1962). Die Hauptfunktion der λ Integrase ist die Integration des 

Phagen in das Wirtszellgenom von  Escherichia coli. In diesem Zustand (Lysogenie) 

kann ein Phage durch die Replikation des bakteriellen Genoms passiv vermehrt werden. 

Unter Extrembedingungen erfüllt die Integrase eine weitere wichtige Funktion, die 

Exzision des Phagen aus dem Wirtszellgenom (Übersichtsartikel: Landy, 1993; Nash, 

1996; Yang & Mizuuchi, 1997). Zu den über 100 aufgrund von Sequenzähnlichkeiten 

derselben Familie zugeordneten Mitgliedern (Nunes-Düby et al., 1998) gehört auch die 

FLP-Rekombinase. Diese rekombiniert zwischen den Rekombinationssequenzen FRT 

und reguliert als Genprodukt des 2 µm-Plasmids aus Saccharomyces cerevisiae dessen 

Kopienzahl (Volkert & Broach, 1986; Sadowski, 1995). Ein weiteres Mitglied der 

Familie, die Cre Rekombinase des Phagen P1 (Abremski et al., 1983; Hoess & 

Abremski, 1985), ist vor allem durch ihre Anwendung im Bereich der Mausgenetik 

bekannt geworden (Kühn et al., 1995; Rajewsky et al., 1996; Nagy, 2000). 
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Klasse II-Rekombinasen werden in Resolvasen und Invertasen unterteilt, die sich trotz 

ihrer mechanistischen Ähnlichkeiten hinsichtlich ihrer Rekombinationsprodukte 

unterscheiden. Resolvasen lösen Cointegrate durch Deletion des zwischen den 

Rekombinationssequenzen lokalisierten DNA-Fragmentes auf, während Invertasen die 

Inversion des entsprechenden DNA-Abschnittes katalysieren (Stark et al., 1992; Nash, 

1996). 

Den Invertasen werden beispielsweise das Hin-Protein aus Salmonella typhimurium 

(Heichman & Johnson, 1990) und die Gin-Invertase des Phagen Mu (Kanaar et al., 

1990; Deufel et al., 1997) zugeordnet. Gut untersuchte Vertreter der Resolvasen sind 

z.B. die γδ Resolvase aus dem Transposon Tn γδ (Tn1000) und die Resolvase aus dem 

Transposon Tn3 (Dröge & Cozzarelli, 1989; Grindley, 1994). Mit einer Homologie von 

80% bezüglich ihrer Primärstruktur weisen sie einen hohen phylogenetischen 

Verwandtschaftsgrad auf.  

 

 

1.1.1 Das Cre/loxP-Rekombinationssystem 
 

Die Cre Rekombinase ist ein 38 kD großes Protein mit einer N-terminalen, DNA-

bindenden Domäne. Diese ist für die Bindung von Cre an die 34 bp lange, spezifische 

Rekombinationssequenz loxP (locus of crossing-over of P1) zuständig. Die loxP 

Sequenz besteht aus zwei 13 bp langen, gegenläufig angeordneten, flankierenden 

Sequenzen, die als Bindestellen für jeweils ein Cre-Monomer fungieren (Abbildung 1.1 

A). Unter Bildung eines Cre Tetramers entsteht der Rekombinationskomplex. Innerhalb 

der 8 bp langen, zentralen spacer-Region führt der nukleophile Angriff eines in der C-

terminalen, katalytischen Domäne befindlichen Tyrosins zu Einzelstrangbrüchen. 

(Hoess & Abremski, 1985; Abbildung 1.1 A). Das Rekombinationsprodukt entsteht 

durch den koordinierten Austausch der Stränge unter Bildung eines 

Rekombinationsintermediates mit einer Holliday-Struktur (Holliday, 1964). Die durch 

Cre katalysierte Rekombination benötigt keine akzessorischen Proteine und erfolgt 

unabhängig von der Topologie des Substrates (Abremski et al., 1983).  
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Die zentrale spacer-Region ist asymmetrisch und erhält dadurch eine Richtung. Bei 

gleicher Orientierung der loxP Sequenzen führt die Rekombination zur Deletion des 

eingeschlossenen Fragmentes (Abbildung 1.1 C), bei entgegengesetzter Orientierung 

zur Inversion (Abbildung 1.1 B). Obwohl Cre bevorzugt die intramolekulare 

Rekombination katalysiert, ist für die Rekombinationsreaktion ihre Reversibilität 

charakteristisch (Kilby et al., 1993). Intermolekulare Rekombinationsereignisse können 

zu Integrationen (Abbildung 1.1 C) oder Translokationen (Abbildung 1.1 D) führen.  

 

 
Abbildung 1.1: Rekombinationsmöglich- 
A)
 

keiten des Cre/loxP-Systems. 
A) Die Cre Rekombinase rekombiniert 
zwischen zwei 34 bp langen DNA-Sequenzen 
(loxP). Die Sequenz besteht aus zwei 13 bp 
langen, entgegengesetzt orientierten Sequenz-
wiederholungen (markiert durch Fettdruck 
und horizontale Pfeile), die die 8 bp lange 
spacer-Region flankieren, die aufgrund ihrer 
Asymmetrie die Richtung vorgibt. Die 
vertikalen Pfeile markieren die Strangschnitt-
stellen; rot markierte Nukleotide entsprechen 
der 6 bp langen crossing-over Region. B) Die 
intramolekulare Rekombination zwischen 
entgegengesetzt orientierten loxP Sequenzen 
führt zur Inversion des dazwischen liegenden 
Segmentes. C) Die Rekombination zwischen 
gleich orientierten loxP Sequenzen führt zur    

5´ ATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTAT 3´

3´ TATTGAAGCATATTACATACGATATGCTTCAATA 5´
B)
 

 

 

 

1.1.2 Sequen
 

Das Transposon

Reed et al., 197

Inversion
C)
z-spezifische 

 γδ (= Tn1000)

9) und wird den

Exzision Integration
D)
4 

Rekombination durch γγγγδδδδ Resolvase 

 ist ein ca. 5,7 kb großes DNA-Element (Guyer, 1978; 

 Klasse II Transposons zugeordnet, zu denen auch Tn3 

Translokation

Deletion bzw. Exzision der flankierten DNA. 
Die intermolekulare Rückreaktion (Inte-
gration) ist weniger effizient. D) Cre kann 
auch intermolekulare Translokationen kata-
lysieren. Genloci bzw. DNA-Segmente sind 
durch rote und weiße Rechtecke symbolisiert, 
loxP wird schematisch als Dreieck dargestellt. 
(nach Metzger und Feil, 1999) 
 



Einleitung 
    

 5 

gehört (Heffron et al., 1979). Identifiziert wurde Tnγδ als Bestandteil des F-Faktors von 

Escherichia coli (Reed, 1981).  

Die Transposition verläuft in zwei Schritten. Im ersten Schritt wird die Donor-DNA in 

die Ziel-DNA integriert. Gleichzeitig wird das Transposon repliziert. Als Produkt 

entsteht ein Cointegrat mit zwei in gleicher Orientierung vorliegenden Kopien des 

Transposons (Heffron, et al. 1977; Gill et al., 1978; Arthur & Sherratt, 1979). Diese 

illegitime Rekombination wird durch die ca. 113 kD große, durch das tnpA Gen codierte 

Transposase katalysiert (Chou et al., 1979a; Gill et al., 1979; Heffron et al., 1979). Im 

zweiten Schritt wird die Cointegrat-Struktur durch sequenz-spezifische Rekombination 

zwischen den beiden Transposons wieder aufgelöst. Diese auch als Resolution 

bezeichnete Reaktion wird durch die 21 kD große Resolvase katalysiert (Gill et al., 

1978; Arthur & Sherratt, 1979; Reed, 1981; Sherratt et al., 1981).  

 

γδ Resolvase – Das Protein 

Das 183 Aminosäuren umfassende Produkt des tnpR Gens ist ein Polypeptid mit zwei 

strukturellen Domänen (Abdel-Meguid et al., 1984). Die ersten 120 Aminosäuren (AS) 

der 140 AS großen, N-terminalen Domäne ist die rekombinationsaktive Region, die den 

Strangschnitt und die Religation katalysiert. Die C-terminale, DNA-bindende Domäne 

des Enzyms (AS 141-183) erkennt die res Sequenz als spezifisches Substrat (Abdel-

Meguid et al., 1984). Die Aminosäurereste 121 bis 140 bilden eine linker-Region, die 

die katalytische mit der DNA-bindenden Domäne verbindet. Diese Region funktioniert 

wie ein Gelenk und trägt maßgeblich zur Biegung der DNA bei.  

Das Protein fungiert außerdem als Repressor und reguliert seine eigene Expression 

sowie die der Transposase (Gill et al., 1979; Chou et al., 1979). 

 

Die res Sequenz 

Der intercistronischen, zwischen dem tnpA und dem tnpR Gen gelegenen (Abbildung 

1.2A) und als res bezeichneten DNA-Sequenz kommt eine doppelte Bedeutung zu. Zum 

einen befinden sich hier die Promotorsequenzen für tnpA und tnpR, andererseits ist sie  

 

A) 
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die Rekombinationssequenz für die Resolutionsreaktion (Reed, 1981). Innerhalb dieser 

114 bp langen Sequenz befinden sich drei Kopien aus zwei invertierten, konservierten, 

aber nicht perfekt palindromischen, 12 bp langen DNA-Sequenzen, die durch eine 

spacer-Region voneinander getrennt sind (Abbildung 1.2 B). Diese Regionen werden 

als subsites I, II und III bezeichnet (Grindley et al., 1982; Wells & Grindley, 1984; 

Abdel-Meguid et al., 1984). 

 

Der Rekombinationsmechanismus 

Die Rekombination wird durch die Bindung eines Resolvase Dimers an jeder der drei 

subsites initiiert (Grindley et al., 1982; Grindley, 1994). Die drei an einer res Sequenz 

gebundenen Resolvase Dimere bilden schließlich einen Nukleoproteinkomplex, das 

Resolvosom. Innerhalb dieses Komplexes liegt die DNA gekrümmt vor. DNase I- 

Schutzexperimente sowie Analysen der Kristallstruktur implizierten, daß vor allem in 

der Mitte der subsite I eine starke DNA-Biegung vorliegt (Salvo & Grindley, 1988; 

Yang & Steitz, 1995).  

Im zweiten Schritt, der als Synapsis bezeichnet wird, erfolgt die Zusammenlagerung 

zweier Resolvosome zu einem Komplex höherer Ordnung, dem Synaptosom (Benjamin 

& Cozzarelli, 1988; Salvo & Grindley, 1988). Verschiedene Experimente lassen ein 

zufälliges Aufeinandertreffen (random collision) der Resolvosome vermuten (Boocock 

et al., 1986; Jiuya et al., 2000). Diskutiert werden aber auch Modelle, die auf einen nicht 

zufälligen Prozeß basieren (slithering model bzw. tracking model; Benjamin & 

Cozzarelli, 1986). Das Synaptosom wird durch Komplexierung der Proteinmoleküle 

unter Fixierung dreier negativer Superhelices gebildet (siehe Abbildung 1.3). Hierbei 

haben die an den subsites II und III gebundenen Dimere akzessorische Funktionen 

(Grindley et al., 1982; Grindley, 1994). Sie tragen über Dimer-Dimer-Interaktionen 

dazu bei, daß das Synaptosom in der korrekten Konfiguration bzw. Geometrie 

ausgebildet wird (Bednarz et al., 1990; Grindley, 1993; Watson et al., 1996; Hughes et 

al., 1990,1993; Murley & Grindley, 1998). Dadurch kommt es zur Annäherung der an 

den subsites I gebundenen Resolvasemoleküle (Wassermann & Cozzarelli, 1985; 

Benjamin & Cozzarelli, 1988) und zu deren Aktivierung. 
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Synapsis auf res x res Substraten. 
Synapsis auf einem zirkulären, superhelical gespannten Substrat mit zwei gleich orientierten, kompletten 
res Sequenzen. Nach Bindung der Resolvase Dimere (Kreise) an die subsites I, II und III von res wird der 
synaptische Komplex gebildet. Interaktionen zwischen den an den subsites II und III gebundenen 
Dimeren mit den an den subsites I gebundenen sind durch Pfeile symbolisiert. Das Substrat wird 
schließlich deletiert. 
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Das nukleophile Serin10 katalysiert schließlich Doppelstrangbrüche innerhalb der 

subsites I, die zu um zwei bp versetzten, 3´-überstehenden Enden mit freien 3´-

Hydroxylgruppen führen (Hatfull & Grindley, 1986). Die Resolvase ist hier über eine 

Phospho-Serinbrücke mit dem 5´-Ende der DNA verkoppelt (Reed & Grindley, 1981; 

Reed & Moser, 1984). Durch eine Rotation um 180° wird die Konfiguration, die zum 

Strangaustausch führt, erreicht. Abschließend erfolgt die Religation der Partnerstränge 

(Abbildung 1.4). Hierfür werden keine zusätzlichen energieliefernden Faktoren 

benötigt, stattdessen wird die bei der Spaltung der Phosphodiesterbindungen 

freigesetzte Energie konserviert und in der Religation wieder eingesetzt.  

 
Abbildung 1.4: Schematische Darstellung des Strangaustausches durch γγγγδδδδ Resolvase an der subsite 
I (nach Grindley, 1997, Current Biology). 
Die zwei katalytischen, an den subsites I gebundenen Resolvase Dimere sind als hellgrün ausgefüllte 
Kreise dargestellt, die beiden DNA-Doppelstränge als blaue bzw. rote Pfeile. Das Resolvase Nukleophil, 
Serin10 (SOH), greift die DNA im overlap-Bereich an und erzeugt zwei Doppelstrangbrüche mit um 2 bp 
versetzten, 3´-OH überhängenden Enden (I).  Durch eine Rotation um 180° werden die Stränge 
ausgetauscht (II). Die Rekombination wird schließlich durch die Religation abgeschlossen (III). 
 

I II III



Einleitung 
    

 9 

Diese nur intramolekular stattfindende Rekombination führt zur Deletion des zwischen 

zwei res Sequenzen gelegenen DNA-Fragmentes (Abbildung 1.3). 

 

Von entscheidender Rolle für die Rekombination ist die negative Überspiralisierung des 

DNA-Substrates (Kanaar & Cozzarelli, 1992). Die Bindung der Resolvase an die DNA 

könnte durch eine infolge der vorhandenen Überspiralisierungen erhöhte lokale 

Konzentration positiv beeinflußt werden. Desweiteren wird die Paarung der beteiligten 

Resolvosome zum synaptischen Komplex begünstigt. Hierbei werden drei negative 

Superhelices fixiert (Reed, 1981).  

 

 

1.1.2.1 Resolvase Mutanten 

 

Es existieren mehrere hyperaktive Mutanten der Tn3 Resolvase. In einer der Mutanten 

wurde das Glutamat an Position 124 durch ein Glutamin ersetzt. Eine zweite Mutante 

enthält eine zusätzliche Substitution an der Position 102. Hier wurde ein Aspartat gegen 

ein Tyrosin ersetzt (Arnold et al., 1999). Äqivalente Substitutionen wurden auch in die 

γδ Resolvase eingeführt (Arnold et al., 1999; Boocock., pers. Mitteilung). Die relativen 

Positionen dieser Aminosäuren innerhalb des Enzymes sind in Abbildung 1.6 gezeigt. 

Die normale Rekombinationsreaktion auf überspiralisierten Standardsubstraten mit zwei 

gleich orientierten, kompletten res Sequenzen (res x res) wird in vitro nicht durch die 

beiden Mutationen beeinträchtigt. Die Einfachmutante γδE124Q ist jedoch in der Lage 

auch relaxierte Substrate zu rekombinieren. Auch Substrate, in denen eine komplette res 

Sequenz durch eine isolierte subsite I ersetzt ist (res x subI), können in vitro und in vivo 

durch diese Mutante rekombiniert werden. Auf Substraten, in denen beide res 

Sequenzen durch isolierte subsites I ersetzt sind (subI x subI), können zwar 

Doppelstrangbrüche, aber keine Rekombinationsprodukte detektiert werden. Die 

Doppelmutante γδE102Y,E124Q zeigt hingegen auch auf diesen Substraten 

Rekombinationsaktivität; die Effizienz wird aber durch die Präsenz der akzessorischen 

subsites II und III erhöht. Außerdem verläuft die Rekombination auf subI x subI 
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Substraten ungerichtet (Abbildung 1.5). So konnten auf diesen Substraten äquimolare 

Mengen von Deletions- und Inversionsprodukten unterschiedlicher Topologie 

beobachtet werden. Das γδ Resolvase Derivat ist zudem in der Lage Substrate mit 

invertierten res Sequenzen zu rekombinieren und intermolekulare 

Rekombinationsreaktionen zu katalysieren (Arnold et al., 1999; Boocock., pers. 

Mitteilung).  

subI

subI

subI subI

subI

subIL        R

R       L

R
R

L
L

subI

subI

Inversion

Inversion

Deletion

Fusion
 

 

 

 

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der Synapsis auf subI x subI Substraten. 
Synapsis auf einem zirkulären Substrat mit isolierten subsites I (subI). Nach Bindung der Resolvase 
Dimere (schwarze und graue Kreise) an die subsites I führt ein zufälliges Aufeinandertreffen (random 
collision) zur Ausbildung zweier unterschiedlicher, funktioneller synaptischer Komplexe. Eine 
antiparallele Orientierung (oben) führt zur Inversion, eine parallele (unten) zur Deletion des Substrates. 
Die Rekombinationsreaktionen sind reversibel.   
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Über die mechanistischen Auswirkungen dieser Aminosäuresubstitutionen ist man sich 

im Unklaren. Es wird spekuliert, daß sich Interaktionen des Glutamats124 mit dem 

aktiven Serin10 sowie dem Arginin68 der Partneruntereinheit regulierend auf die 

Rekombinationsaktivität der Resolvase auswirken. Ein Austausch könnte diesen 

Mechanismus zerstören, so daß daraus eine Hyperaktivierung der Resolvase resultiert. 

Das Glutamat102 befindet sich in einer Region, die in Dimer-Dimer-Interaktionen 

involviert ist. Die Mutation könnte eine Zerstörung des Kontrollmechanismus, der nur 

die Ausbildung des korrekten synaptischen Komplexes mit den subsites II und III 

zulässt, verursachen. Eine zweite Hypothese ist, daß infolge der Mutation die 

Eigenschaften der hinge-Region zwischen der α-E-Helix und dem Hauptteil der N-

terminalen Region verändert wird. Eine durch den Aminosäureaustausch erhöhte  



Einleitung 
    

 11

 



Einleitung 
    

 12

Flexibilität der hinge-Region könnte durch eine Konfigurationsveränderung zur 

Aktivierung der Resolvase führen (Arnold et al., 1999).  

 

 

1.2 Ziele dieser Arbeit 

 
Die Entdeckung, daß verschiedene Rekombinasen in Zellen höherer Eukaryoten aktiv 

sind, führte zu deren Einsatz als Werkzeug zur Manipulation eukaryotischer Genome. 

Vor allem Cre und FLP werden heute oft mit Erfolg angewendet. Mittlerweile konnte 

auch für Mutanten der λ-Integrase (Int-h; Miller et al., 1980 und Int-h/218; Christ & 

Dröge, 1999), die unabhängig von Cofaktoren und der Topologie des Substrates 

rekombinieren können, gezeigt werden, daß sie in menschlichen Zellen 

rekombinationsaktiv sind (Lorbach et al., 2000). Auch die β-Rekombinase, die Integrase 

des Phagen φC31 und die Integrase des Phagen HK022 zeigen Rekombinationsaktivität 

in eukaryotischen Zellen (Diaz et al., 1999; Groth et al., 2000; Kolot et al., 1999). Das 

prokaryotische, sequenz-spezifische Rekombinationssystem der γδ Resolvase wurde 

hingegen noch nicht auf ihre Funktionalität in Zellen höherer Organismen analysiert.  

 

In dieser Arbeit sollte das System auf Säugetierzellen transferiert werden. Die 

Rekombination der Wildtyp γδ Resolvase sowie der beiden Mutanten γδE124Q und 

γδE102Y,E124Q sollte zunächst auf episomalen DNA-Substraten untersucht werden. 

Aufgrund der Resultate sollten Rückschlüsse auf den topologischen Zustand dieser 

Substrate in eukaryotischen Zellen gezogen werden. Außerdem sollten die 

Rekombinationseffizienzen von γδ Resolvase Derivaten und Cre direkt miteinander 

verglichen werden.  

Auf genomischen Substraten sollten ebenfalls die Rekombinationseffizienzen von γδ 

Resolvase und Cre verglichen werden. Durch die Untersuchungen des Einflusses der 

Transkription sowie der Effekte von Histon-Deacetylase - und Topoisomerase 
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Inhibitoren auf die Rekombination sollten zudem Aussagen über die Dynamik der 

Chromatinstruktur ermöglicht werden. 

 

Im Säugergenom gibt es mehrere rekombinationsaktive Erkennungssequenzen für 

prokaryotische Rekombinasen. So konnten beispielsweise kryptische loxP Sequenzen 

(Pseudo-loxP) gefunden werden, auf denen Cre rekombinieren kann (Thyagarayan et 

al., 2000). In dieser Arbeit sollte schließlich eine erste Suche nach subsite I homologen 

Sequenzen im Genom von Säugetierzellen durchgeführt und deren Funktionalität 

analysiert werden.  
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II. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Allgemeine Materialien und Geräte

In der folgenden Liste sind die verwendeten Materialien und Geräte aufgeführt.

Chemikalien wenn nicht gesondert angegeben von den Firmen
Fluka, Merck, Roth, Serva, Sigma

Agarosegel-Kammern eigene Herstellung

Proteingel-Kammern Minigel-System, Multigel-System von Biometra

Powersupplier Modell 2197 von LKB Bromma
ECPS 3000/150 von Pharmacia
Minicell Power Pack P20 von Biometra
Electrophoresis Power Supply von Consort
Model 200/2.0 von BIO-RAD
PTC-100TM von MJ Research, Inc.

PCR PCR Master-Mix Q von Qiagen

Oligonukleotide von ARK (Sigma)

Western Blot BM Chemiluminescence Western blotting Kit (mouse/rabbit)
von Boehringer Mannheim;
Western Blot Apparatur von Biotech Fischer

DNA-Größenmarker 100 bp DNA Ladder und  1 kb DNA Ladder
von Gibco BRL oder NEB

Protein-Größenmarker Protein Marker Broad Range von NEB

DNA-Präparation aus Agarosegelen QIAquick Gel Extraction Kit von QIAGEN

Präparation genomischer DNA aus Zellen;

DNA-Präparation aus Bakterien

QIAamp DNA Blood Mini Kit von Qiagen

QIAprep Spin Miniprep Kit; Endo Free Plasmid Maxi Kit;
von Qiagen

Membranen GeneScreen Plus Hybridization Transfer Membrane von
NEN;
Immobilon P von Millipore

Filterpapier Whatman 3MM-Papier

Geltrockner Gel Slab Dryer Mod. 224 von BIO-RAD
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Spektrophotometer zur Bestimmung
der DNA-Konzentration

Gene Quant II von Pharmacia Biotech
MicroVolumeCell (70 µl) –Küvette von Pharmacia Biotech

Küvetten für Proteinmessung 1,5 ml halbmikro PMMA von Brand

Spektrophotometer zur Bestimmung des
Proteingehaltes von Zellysaten

UV-160A von Shimadzu

Küvetten für β-Gal Messung 5 ml; 75x12 mm Röhrchen von Sarstedt

Luminometer für β-Gal Messung Lumat LB 9501 von Berthold

Ligase T4-DNA-Ligase und Ligationspuffer von NEB

Alkalische Phosphatase Calf intestinal Phosphatase und One Phor All Buffer Plus
von Amersham Pharmacia

Restriktionsenzyme Restriktionsenzyme und Enzym-Puffer
von NEB, Gibco BRL und Boehringer Mannheim

pH-Meter Mikroprozessor-pH-Meter pH537 von WTW

DNA Probenpuffer 25 % Ficoll 400; 50 mM EDTA; 0,25 % Xylencyanol;
0,25 % Bromphenolblau

Protein Probenpuffer Sample Buffer 3x von NEB

Pumpen Modell MZ2C/1.7, Modell RS-2 von Vacuubrand

Röntgenfilme X-OMAT Xar Filme von Kodak

Röntgenfilmentwicklung Entwickler G153, Fixierer G354 von Agfa-Gevaert
Entwicklermaschine Modell 9432/101 von Agfa-Gevaert

UV-Detektionssystem Image Master VDS von Pharmacia Biotech

Phospho-Imager BAS 1000 / FUJIX ; Software TINA 2.09g

Sequenzierung DNA Sequencing Kit – BigDyeTM ;
ABI PRISM DNA Sequencer 377,
von Perkin Elmer

Thermoblock Ori-Block OB-3 von Techne

Vakuumtrockner von Kartell

Waagen L2200S und H51 von Sartorius;
K7 von Mettler, Zürich

Reaktionsgefäße 1,5 ml; 2,0 ml Safe-Lock von Eppendorf;
0,6 ml von BIOzym;
Multi Ultra PCR Tube von Sorenson BioScience, Inc.

Pipetten von Eppendorf und Gilson

Sterile Pipetten und -spitzen Pipette P8 steril 10 ml von Sterilin;
Gestopfte Pipettenspitzen 1000 µl, 250 µl, 30 µl
von BIOzym

Polypropylene-Röhrchen 15 ml und 50 ml von Greiner und Falcon

Magnetrührer MR82 von Heidolph

Gel-Schüttler REAX3 von Heidolph;
LS10 von Gerhard
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Bakterienschüttler G10- und GIO-Gyrotory Shaker
von New Brunswick Scientific

Brutschränke B5060 EK – CO2 von Heraeus

Sterilbänke Lamin air HB2448, HA2448GS von Heraeus

Zellkulturschalen 96 well flat bottom (3596), 48 well (3548) von Costar
24 well (3047), 12 well (3043), 6 well (3046) von Falcon
10 cm Kulturschalen (3003) von Falcon

Wasserbad von GFL

Inkubatoren B30 von Memmert

Hybridisierungsofen OV4 von Biometra

Zentrifugen Eppendorf-Tischzentrifuge:
Biofuge 13, Biofuge pico von Heraeus;
Mitteltourige Zentrifuge:
Modell GPKR von Beckmann;
Ultrazentrifuge:
RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge von Sorvall
Picofuge:
PicoFuge von Stratagene

2.2 Methoden

Im den folgenden Abschnitten werden die in dieser Arbeit durchgeführten Methoden

dargestellt.

2.2.1 Klonierung der Expressions- und Substratplasmide

Material:

E. coli Sicherheitsstämme BMH8117 recA (Oehler et al., 1990; modifiziert zu recA-)

DH5α (Woodcock, 1989)

JC5543 recA,B,C  (Willets et al., 1969)

XL1-Blue (Bullock et al., 1987)

294-Cre (Buchholz et al., 1996)
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Antibiotika Ampicillin, Chloramphenicol, Hygromycin, Kanamycin;
alle von Sigma

X-Gal von PeqLab

dYT-Nährmedium (Maniatis et al., 1982) bacto-Trypton 16 g
bacto-Hefe-Extrakt 10 g
NaCl 5 g
H2O bidest.; auf 1 l

dYT-Agarplatten (Maniatis et al., 1982) wie dYT-Medium, + bacto-Agar 15 g

2.2.1.1 Fragmentierung der DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die DNA an spezifischen DNA-Sequenzen

endonukleolytisch spalten. Die entstandenen restringierten DNA-Fragmente können

nach einer Größenauftrennung im Agarosegel aufgereinigt (2.2.3) und in einen

geeigneten Vektor bzw. mit anderen Fragmenten ligiert werden (2.2.1.4).

Zur Durchführung eines erfolgreichen Restriktionsverdaus wurden in der Regel 1 µg

DNA mit 10 U des Enzyms (NEB oder Boehringer) in einem Gesamtvolumen von 20 µl

unter Einhaltung der vom Hersteller empfohlenen Puffer- und Temperaturbedingungen

inkubiert. Bei größeren DNA-Mengen wurde das Gesamtvolumen um den jeweiligen

Faktor erhöht.

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Restriktionsenzyme sind in der

Beschreibung des jeweiligen Experimentes aufgeführt. Die Durchführung eines

Restriktionsverdaus von genomischer DNA aus eukaryotischen Zellen wird in Kapitel

2.2.8.2 gesondert dargestellt.

2.2.1.2 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (engl. Polymerase Chain Reaction = PCR) wird zur

Amplifikation geringer DNA-Mengen angewendet. Hierbei wird ein bestimmter Bereich

eines DNA-Doppelstranges, der als Matrize fungiert, mit Hilfe zweier Oligonukleotide
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(ca. 20 bp komplementärer Sequenzbereich), die zu den Enden des zu amplifizierenden

Fragmentes komplementär sind, durch eine thermostabile DNA-Polymerase

exponentiell vervielfältigt (Mullis & Faloona, 1987).

Die in einer PCR-Reaktion eingesetzte Menge der Matrizen-DNA (Template) betrug in

dieser Arbeit zwischen 250 pg und 50 ng. Die Oligonukleotide (Primer) wurden so

gewählt, daß die Schmelztemperatur im Bereich von 55°C - 65°C lag und keine

Komplementarität zu anderen Bereichen des Templates vorlag. Die Primer wurden in

einer Konzentration von 50 pmol/µl in Aqua dest. gelöst. Gewöhnlich wurden die PCR-

Reaktionen mit dem MasterMix-Q von QIAGEN durchgeführt. Die

Reaktionstemperaturen und –zeiten wurden auf den jeweiligen Primersequenzen und der

Länge der erwarteten Produkte basierend kalkuliert. Die Reaktionsbedingungen sind in

den einzelnen Experimenten gesondert aufgeführt. Eine typische PCR wurde wie folgt

angesetzt:

Template-DNA 1 µl

Primer 1+2 je 1 µl

MasterMix-Q 25 µl

Aqua dest. ad 50 µl

In dieser Arbeit wurde die Polymerasekettenreaktion zur Charakterisierung von stabilen

Zellinien (2.2.8), in Rekombinationsanalysen (2.2.11) und für Klonierungen (2.2.1.8)

eingesetzt. Über PCR amplifizierte Rekombinationsprodukte wurden zusätzlich

sequenziert (2.2.5). Für die Weiterverwendung von PCR-Fragmenten bei

Klonierungsarbeiten mußten diese aufgereinigt (2.2.3) und restringiert (2.2.1.1) werden.

Einführung von Punktmutationen durch Assembly-PCR:

Das Einführen von Punktmutationen durch Assembly-PCR erfolgt in zwei Schritten

unter Verwendung von vier Primern. Die Primer P1 und P2 flankieren das 3´- bzw. das

5´-Ende des zu amplifizierenden Fragmentes, während die Primer P3 und P4 zueinander
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komplementär sind und durch die entsprechenden Nukleotidaustausche modifiziert sind

(Abbildung 2.1).

     

                      
Abbildung 2.1: Primerauswahl für die Einführung von Punktmutationen durch Assembly-PCR

Mit den Primerpaaren P1 und P4, sowie P2 und P3 wurden im ersten Schritt der

Assembly-PCR zwei Subfragmente synthetisiert, die sich in dem Bereich, der mutiert

werden soll, überschneiden. Diese Fragmente wurden über ein Agarosegel aufgereinigt

und anschließend in äquimolaren Mengen in einer zweiten PCR als Template unter

Verwendung der Primer P1 und P2 als Template eingesetzt, so daß das gewünschte

Endfragment mit den integrierten Mutationen über die Gesamtlänge amplifiziert werden

konnte (Abbildung 2.2).

Subfragment 1

         +
Subfragment 2

Abbildung 2.2: Synthese eines mutierten DNA-Fragmentes durch PCR über zwei Subfragmente

5´
3´

3´
5´

5´
3´

3´
5´

P1

P1

P3

   P4

  P2

P2

5´
3´

3´
5´

5´
3´

3´
5´Endprodukt



Material und Methoden

20

2.2.1.3 Dephosphorylierung der 5´-Phosphat Termini von DNA-Fragmenten

Sollen DNA-Fragmente mit Plasmidvektoren über sticky ends (überstehende Enden)

ligiert werden (2.2.1.4), müssen die Fragmente bzw. die Vektoren mit

Restriktionsenzymen geschnitten werden, die kompatible freistehende Enden erzeugen.

Beim Verdau mit Enzymen, die diese Bedingung nicht erfüllen, können durch weitere

enzymatische Zwischenschritte blunt ends (stumpfe Enden) erzeugt werden, über die die

DNA-Fragmente ebenfalls miteinander ligiert werden können. Es besteht allerdings

jeweils die Gefahr einer Religation der Ausgangsfragmente.

Dieses Problem versucht man zu umgehen, indem man die 5´-Enden des DNA-

Fragmentes dephosphoryliert, das den Replikationsursprung trägt. Diese auch als

´Cippen´ bezeichnete Reaktion wird durch das Enzym alkalische CIP (Calf Intestinal

Phosphatase) katalysiert. Aufgrund der fehlenden Phosphat-Gruppen an den 5´-Termini

des DNA-Stranges kann die kovalente Verknüpfung der DNA-Enden nicht mehr durch

die T4-DNA Ligase katalysiert werden. Erst wenn den dephosphorylierten Molekülen

unbehandelte DNA-Fragmente zugegeben werden, kann die Ligationsreaktion aufgrund

der jetzt wieder vorhandenen Phosphatgruppen ablaufen.

In der Regel wurde die Plasmid-DNA in dieser Arbeit mit 2 µl alkalischer Phosphatase

und 3 µl OPA-Puffer in einem Gesamtvolumen von 30 µl für 30-60 min bei 37°C

inkubiert und vor der Ligation aufgereinigt (2.2.3). Alternativ wurde das Enzym auch

direkt in einen Restriktionsansatz gegeben.

2.2.1.4 Ligation

Mit Ligation bezeichnet man die durch eine Ligase katalysierte kovalente Verknüpfung

zwischen 5´-Phosphat- und 3´-OH-Gruppen von DNA-Fragmenten.
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Ein Ligationsansatz wurde wie folgt zusammengesetzt:

T4-DNA Ligase (NEB, 10 U/µl) 2 µl

Ligasepuffer 10x (NEB) 4 µl

Vektor- und Insert-DNA  molares Verhältnis von 1:3

Aqua bidest ad 40 µl

2.2.1.5 Transformation rekombinanter DNA in Escherichia coli

Um für weiterführende Experimente ausreichende Mengen an rekombinanter Plasmid-

DNA zu erhalten, vermehrt man den zuvor konstruierten Vektor in Bakterienzellen der

Spezies Escherichia coli.

Bei diesem als Transformation bezeichneten Prozeß macht man sich die natürliche

DNA-Aufnahmebereitschaft (Kompetenz) einzelner Bakterienarten zunutze, die von

mehreren Parametern, wie z.B. dem physiologischem Zustand der Zellen und der

Wachstumsphase abhängt.

Herstellung kompetenter Bakterienzellen:

Eine Übernachtkultur wurde 1:100 in dYT verdünnt und bei 37°C bis zu einer optischen

Dichte von OD600 = 0,4-0,5 wachsen gelassen. Anschließend erfolgte eine 15 minütige

Zentrifugation der auf 50 ml aliquotierten Bakterienzellen bei 4°C und 4000 rpm. Die

Zellpellets wurden in je 15 ml eiskaltem TFB1 resuspendiert und 30 min auf Eis

gestellt. Nach erneuter Zentrifugation bei 4°C und 4000 rpm wurden die Zellen in 2 ml

TFB2 aufgenommen. Aliquots von jeweils 100 µl wurden in füssigem Stickstoff

schockgefroren und bei -70°C aufbewahrt (Hanahan et al., 1983, 1985).

Durch diese Methode ließ sich eine Kompetenz von 0.05 Transformanden pro lebender

Zelle induzieren.
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Die Puffer TFB 1 und TFB 2 setzten sich wie folgt zusammen:

TFB 1: RbCl2     2,40 g

MnCl2 x 4H2O       2,00 g

Kaliumacetat (1 M)     6,00 ml

CaCl2 x 2H2O         0,30 g

Glycerol   30,00 ml

pH-Wert auf 5,8 einstellen mit 0,2 M CH3COOH

TFB 2: MOPS (1M)     2,00 ml

RbCl2     0,24 g

CaCl2 x 2H2O     2,20 g

Glycerol   30,00 ml

pH-Wert auf 6,8 einstellen mit 0,2 M CH3COOH

Durchführung der Transformation:

Für eine Transformation wurden 200 µl kompetente Zellen (Escherichia coli) auf Eis

aufgetaut, mit dem Ligationsansatz vermischt und 30 min auf Eis gestellt. Es folgte eine

Inkubation für 45 sec bis 2 min (je nach Bakterienstamm) bei 42°C, bevor sie erneut für

3 min auf Eis gestellt wurden. Nach Zugabe von dYT-Medium ad 1 ml wurden sie 1 h

bei 37°C und 225 rpm im Bakterienschüttler inkubiert. Anschließend wurden die Zellen

durch Zentrifugation für 1 min bei 4000 rpm pelletiert und der Überstand verworfen.

Die Bakterien wurden in 50 µl dYT-Medium resuspendiert, auf eine Agar-Platte mit den

entsprechenden Selektionsmarkern ausgestrichen und über Nacht bei 37°C bebrütet.
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2.2.1.6 Selektion transformierter Bakterienklone

Um eine Vorauswahl erfolgreich transformierter Bakterienklone treffen zu können,

wurden dem Nährboden bzw. dem Nährmedium Antibiotika (Ampicillin, Hygromycin,

Kanamycin, Chloramphenicol) zugesetzt. Durch diese Selektion wurde gewährleistet,

daß nur die Bakterienzellen, die ein Plasmid mit dem jeweiligen Resistenzgen

aufgenommen haben, überleben konnten. Hierbei wurden jeweils die in der Literatur

angegebenen Standardkonzentrationen eingesetzt (Ausubel et al., 1995).

Einige Plasmide enthalten ein für ein α-Peptid codierendes lacZ-Gen. Dieses Peptid

bildet zusammen mit dem Produkt des lacZ M15-Gens aus den Bakterienzellen ein

funktionales β-Galaktosidase Protein.

Das den Agarplatten zugesetzte X-Gal (30 µg/ml) wird durch die Galaktosidase

gespalten und führt zu einer optisch sichtbaren Blaufärbung der Kolonien. Bakterien, die

dieses Gen nicht aufgenommen haben, bilden weiße Kolonien.

2.2.1.7 In vivo Rekombination von DNA-Molekülen in Bakterienzellen

Einige E. coli-Stämme tragen natürlich vorkommende Nukleotidsequenzen, die für

sequenz-spezifische Rekombinationsenzyme wie γδ Resolvase codieren. So trägt z.B.

der Bakterienstamm DH5α ein F-Plasmid, auf dem sich die Sequenz des Transposons

Tn1000 (= Tnγδ) befindet. Auf diesem Transposon befindet sich die für die γδ

Resolvase codierende DNA-Sequenz. Ein anderer Stamm, 294-Cre, trägt im bakteriellen

Genom integriert die für die Cre Rekombinase codierende DNA-Sequenz.

Mit diesen Stämmen wurden die Positivkontrollen für die in den späteren

Rekombinationsanalysen verwendeten Substratplasmide generiert. Die Substratvektoren

wurden nach Retransformation in die entsprechenden Bakterienstämme durch die

jeweils exprimierte Rekombinase in vivo rekombiniert und anschließend aufgereinigt.
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Über entsprechende Restriktionsverdaue wurde überprüft, ob ein

Rekombinationsereignis stattgefunden hat. Auf diesem Wege konnte auch die

Funktionalität von modifizierten Rekombinationssequenzen sichergestellt werden.

Die in vivo Rekombination wurde außerdem angewendet, um einen Funktionalitätstest

der mutierten γδ Resolvase Derivate γδE124Q und γδE102Y,E124Q bzw. aller NLS (Nuclear

Localisation Sequence) tragenden Varianten durchzuführen. Hierzu wurde das für das

jeweilige Enzym codierende Gen in den prokaryotischen Expressionsvektor pTrc99a

(Pharmacia) kloniert und anschließend in BMH8117recA-Zellen transformiert. Unter

Selektionsdruck wurde sichergestellt, daß die Bakterien das mit einem Ampicillin-

Resistenzgen ausgestattete Plasmid nicht verlieren. Das in der nachfolgenden

Transformation eingebrachte, mit einer Chloramphenicol-Resistenz versehene

Substratplasmid pACZ1 (bereitgestellt von Peter Dröge) sollte schließlich in vivo

rekombiniert werden. Die Plasmid-DNA wurde aufgereinigt, mit NheI fragmentiert und

über ein Agarosegel analysiert.

2.2.1.8 Herstellung der Expressions- und Substratvektoren

Im folgenden werden alle durchgeführten Klonierungen detailliert beschrieben.

A) Expressionsvektoren

Die eukaryotischen Expressionsvektoren für γδ Resolvase (pPGKγδ/pPGKγδNLS)

sowie für die γδ Resolvase Mutanten γδE124Q (pPGKγδ124/pPGKγδ124NLS) und

γδE102Y,E124Q (pPGKγδ102/pPGKγδ102NLS) sind Derivate von pPGKCrebpa

(Fellenberg, 1998). Der Vektor enthält den Phosphoglycerat-Kinase I Promotor (P-PGK;

Adra et al., 1987) und die Polyadenylierungs-Signalsequenzen des Rinder-

Wachstumshormons (bovine growth hormone; Pfarr et al., 1986). Die durch PCR

klonierten Gene für die γδ Resolvase Mutanten wurden zwischen diese Elemente in den

Vektor ligiert (Abbildung 2.3).
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Für die Klonierung der Resolvase-Gene wurden folgende Primer verwendet:

P-γδA: 5´ GATACTGCAGCATGCGACTTTTTGGTTACGCACGGGTATCA 3´

P-γδB: 5´ GATATCTAGATTAGTTGCTTTCATTTATTACTTTATA 3´

P-γδ124Q: 5´ CGACAGAGAATACTACAGCGTACCAATGAA 3´

P-γδ124Qanti: 5´ TTCATTGGTACGCTGTAGTATTCTCTGTCG 3´

P-γδ102Y: 5´ AGTACCGATGGGTATATGGGTAAAATGGTT 3´

P-γδ102Yanti: 5´ AACCATTTTACCCATATACCCATCGGTACT 3´

P-2972: 5´ CATATCTAGACTATTAAACCTTCCTCTTCTTCTTAGGGTTGCTTT

    CATTTATTACTTTATA 3´

Die Amplifikation des Wildtyp γδ Resolvase Gens ohne bzw. mit nuklearer

Lokalisationssequenz (NLS; Kalderon et al., 1984) erfolgte mit den Primern P-γδA und

P-γδB, bzw. P-2972 nach einem ersten Denaturierungsschritt bei 94°C (5 min.) mit 28

Zyklen von Denaturierung (95°C, 30 sec.), Primer-Bindung (56°C, 30 sec.) und DNA-

Synthese (72°C, 45 sec.), gefolgt von einem letzten Syntheseschritt (72°C, 4 min.). Das

resultierende PCR-Fragment wurde nach Restriktion mit PstI und XbaI für das mit

denselben Enzymen herausgeschnittene Cre Gen in pPGKCrebpa eingesetzt.

Die Resolvase Mutanten wurden durch Assembly-PCR hergestellt. Hierbei wurden im

ersten Schritt der Assembly-PCR in zwei getrennten PCR-Ansätzen mit den Primern P-

γδA und P-γδ124Qanti bzw. P-γδ124Q und P-γδB zwei Fragmente des Resolvase Gens

amplifiziert, die im überlappenden Bereich die Mutation E124Q enthielten. Die PCR-

Produkte wurden anschließend, im zweiten Schritt der Assembly-PCR, in äquimolaren

Mengen als Matrize für die folgende dritte PCR mit den Primern P-γδA und P-γδB

eingesetzt.

Die Amplifikationen erfolgten jeweils nach einem ersten Denaturierungsschritt (94°C, 5

min.) durch 30 Zyklen von Denaturierung (94°C; 45 sec.), Primerbindung (60°C; 45

sec.) und DNA-Synthese (72°C; 45 sec.), sowie einem letzten Syntheseschritt (72°C; 6

min). Analog dazu wurde mit den Oligonukleotiden P-γδA, P-γδ102Y, P-γδ102Yanti

und P-γδB die zweite Mutation E102Y ins Gen eingeführt. Wie die Wildtyp γδ
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Resolvase wurden auch die Mutanten durch eine PCR mit den Primern P-γδA und P-

2972 unter denselben Reaktionsbedingungen mit einer NLS am C-Terminus des

Proteins versehen.

Wiederum wurden die modifizierten Resolvase Gene über die Restriktionsschnittstellen

PstI und XbaI in den pPGK-Vektorhintergrund kloniert. Die nukleare

Lokalisationssequenz entspricht der in pPGKCrebpa, am N-Terminus des Cre Gens

positionierten NLS und stammt aus dem großen T-Antigen des SV40 (Gu et al., 1993).

Abbildung 2.3: Schematische Abbildung der eukaryotischen Express
γγγγδδδδE102YE124QNLS.
A) pPGKCrebpa: Das Gen für Cre (Cre) mit N-terminaler nuklearer Loka
durch den PGK-Promotor (P-PGK) reguliert. Stromabwärts befindet sich d
des Gens für das Rinderwachstumshormon (bpa). B) pPGKγδ102NLS: Das
XbaI aus dem Vektor deletiert, so daß das durch PCR hergestellte Gen f
Restriktionsschnittstellen eingefügt werden konnte (Resolvase102). Die je
sowie die Positionen der Restriktionsschnittstellen sind angegeben.

Auf demselben Wege wurden auch eukaryotische Expressions

anstelle des PGK-Promotors den Promotor des Cytomegalovir

al., 1985) tragen. Da diese Vektoren in den Rekombinationsan

wurden, sollen hier nicht näher auf die Details der Klonie

eingegangen werden.

A) B)

pPGKcrebpa
4852 bp

NLS

bpa

P-PGK

cre

Pst  I (2766)

Xba  I (3868)

NLS

bpa

P-PGK

Resolvase102

Xba  I (3345)

Pst  I (2766)

Pst  I (3107)
pPGKγδ102NLS
26

ionsplasmide für Cre und

lisationssequenz (NLS) wird
ie Polyadenylierungssequenz
 Cre Gen wurde mit PstI und
ür γδE102Y,E124QNLS über diese
weilige Länge der Vektoren

vektoren hergestellt, die

us (P-CMV; Boshart et

alysen nicht verwendet

rungen dieser Plasmide

pPGKgd102NLS
4329 bp
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Die prokaryotischen Expressionsvektoren für die γδ Resolvase Derivate (pTrcγδNLS;

pTrcγδ124NLS; pTrcγδ102NLS) sind Derivate des Plasmids pTrc99a (Pharmacia). Das

Plasmid verfügt über den IPTG-induzierbaren, prokaryotischen Promotor pTrc, der aber

auch im nicht induzierten Zustand eine ausreichende Expression der γδ Resolvase

gewährleistet. Über PCR wurden die entsprechenden Resolvase Gene amplifiziert, die

dann über die Restriktionsschnittstellen BamHI und XbaI in den Vektor kloniert worden

sind (Abbildung 2.4). Die Durchführung der PCR erfolgte unter den für die Herstellung

der eukaryotischen Expressionsvektoren angegebenen Bedingungen, unter Verwendung

der jeweiligen pPGK-Vektoren als Matrize und den Primern P-γδ1 sowie P-γδ1anti.

P-γδ1: 5´ GATACTGCAGGATCCCCACCATGCGACTTTTTGG 3´

P-γδ1anti: 5´ GATATCTAGAGGATCCTAGACTATTAAACCTTCC 3´

Abbildung 2.4: Schematische Darstellung des prokaryotischen Expressionsvektors pTrcγγγγδδδδ102NLS.
Das durch PCR hergestellte Gen für γδE102Y,E124QNLS (Resolvase102) wurde über die
Restriktionsschnittstellen BamHI und XbaI in den Vektor pTrc99a kloniert und kann durch den Trc-
Promotor (pTrc) exprimiert werden. Die Größe des Plasmids, die Positionen der verwendeten
Restriktionsschnittstellen, die relative Lage des β-Lactamase Gens (amp) sowie des
Replikationsursprunges (ori) sind angegeben.

pTrcgd102NLS
4730 bp

NLS

Resolvase102

amp

pTrc

ori

BamH I (268)

Xba  I (852)

pTrcγδ102NLS
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B) SV40-Substratvektoren

Die SV40-Substratvektoren sind Derivate von pCH110 (Hall et al., 1983; Pharmacia).

Hierbei stehen die Rekombinationskassetten unter der Kontrolle des SV40-Promotors,

der eine starke Expression in eukaryotischen Zellen garantiert. Desweiteren besitzt das

Plasmid die Polyadenylierung-Signalsequenzen des SV40 Tumor-Antigens.

Das im Ausgangsvektor mitsamt prokaryotischem Promotor enthaltene β-Galactosidase-

Gen (lacZ) wurde zunächst mit HindIII und BamHI ausgeschnitten, um es nach PCR-

Amplifikation mit den Primern P-lacZ1 und P-lacZanti1 ohne dem prokaryotischen

Promotor wieder einzufügen. Es wurde ein erster Denaturierungsschritt (94°C; 5 min.)

durchgeführt, gefolgt von 30 Zyklen von Denaturierung (94°C; 1 min.), Primerbindung

(56°C; 1 min.) und DNA-Synthese (72°C; 4 min.) und einem abschließendem

Syntheseschritt (72°C; 10 min.). Für die Klonierung von pCH-RNRZ (Abbildung 2.6)

wurde anschließend das Neomycin-Resistenzgen (neo) aus dem Vektor pSV2Neo

(Southern et al., 1982) mit SmaI und BglII herausgeschnitten. Über diese Schnittstellen

wurde es mit durch PCR hergestellten Erkennungssequenzen für γδ Resolvase flankiert.

Die Rekombinationssequenzen (res) wurden im Konstrukt in gleicher Orientierung

angeordnet.

Die Amplifikation der res Sequenzen erfolgte mit den Primern P-RESmod und P-

RESmodanti bzw. P-RESanti2. Sie begann mit einem ersten Denaturierungsschritt

(94°C; 5 min.) und 30 Zyklen von Denaturierung (94°C; 30 sec.), Primerbindung (56°C;

30 sec.) und DNA-Synthese (72°C; 30 sec.). Es folgte ein abschließender

Syntheseschritt (72°C; 4 min.). Die am 5´-Terminus des Neomycin-Resistenzgens

gelegene res Sequenz wurde über BglII an neo ligiert, die zweite res Sequenz wurde

durch eine blunt end-Ligation mit dem 3´-Ende des Gens verbunden. Die entstandene

Rekombinationskassette res-neo-res wurde über die HindIII-Schnittstelle zwischen

SV40-Promotor und lacZ-Gen in das Substratplasmid kloniert. Dieser wurde als pCH-

RNRZ bezeichnet. Da in der Wildtyp res Sequenz zwei ATG-Tripletts vorkamen, die,

da sie nicht im selben Leseraster wie das Startcodon des stromabwärts gelegenen lacZ

Gens auftauchten, die Expression der β-Galaktosidase negativ beeinträchtigt haben
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(Kozak, 1986, 1991, 1992, 1995, 1997), wurden diese durch die verwendeten Primer

modifiziert (Abbildung 2.5).

Abbildung 2.5: Schematische Darstellung der modifizierten res Sequenz.
Die in den Substratvektoren proximal zum Promotor gelegenen res Sequenzen wurden an zwei Positionen
modifiziert. Durch Assembly-PCR wurde jeweils ein Nukleotid neben der subsite IR bzw. neben der
subsite IIIR substituiert, so daß in der Wildtyp Sequenz vorhandene Startcodons eliminiert wurden. Die
entsprechenden Nukleotide sind rot markiert, die in der Wildtyp Sequenz vorhandenen Basen sind
darunter in Klammern aufgeführt.

Die verwendeten Oligonukleotide werden im folgenden aufgelistet:

P-lacZ1: 5´ GATAAAGCTTGCCGTAGATAAACAGGCTG 3´

P-lacZanti1: 5´ GATAGGATCCAGACATGATAAGATA 3´

P-RESmod: 5´ GATAAAGCTTGGGCCCAAAAAGTCGCATAAAAGTGTATCCTAA 3´

P-RESmodanti: 5´ ATAAGATCTAACAATTTTGCAACCGTCCGAAATATTATAAATTAT

       CGCACACTTAAAAACAGT 3´

P-RESanti2: 5´ GATAAAGCTTAACAATTTTGCAACCGTCCGA 3´

Das Plasmid pCH-RNRZ wurde in vivo in E.coli DH5α-Zellen rekombiniert (2.2.1.7).

Dieser Bakterienstamm zeichnet sich dadurch aus, daß er ein F-Plasmid trägt, das fürdie

                  TTTGCAACCGTCCGAAATATTATAAATTATCGCACACTTAAAAACAGTGCTGTTAA -

                  AAACGTTGGCAGGCTTTATAATATTTAATAGCGTGTGAATTTTTGTCACGACAATT -

                                                      (T)

                    -20       -10       0        10        20        30

- TGTGTCTATTAAATCGATTTTTTGTTATAACAGACACTGCTTGTCCGATATTTGATTTAGGATACACTTTTATG

- ACACAGATAATTTAGCTAAAAAACAATATTGTCTGTGACGAACAGGCTATAAACTAAATCCTATGTGAAAATAC

                                                                   (A)

       40        50        60        70        80        90        100

5´

3´

3´

5´

I L

I R

II L

II R III R

III L



Material und Methoden

30

Abbildung 2.6: Schematische Abbildung des Substrates pCH-RNRZ und des
Rekombinationsproduktes pCH-RZ.
A) pCH-RNRZ: Das lacZ-Gen (lacZ) aus dem Ausgangsvektor pCH110 wurde durch PCR so modifiziert,
daß es keinen prokaryotischen Promotor mehr enthält. Das Neomycin-Resistenzgen (neo) aus pSV2Neo
wurde über SmaI und BglII mit res Sequenzen, die in gleicher Orientierung angeordnet sind, flankiert.
Das entstandene Fragment res-neo-res wurde über Hind III zwischen SV40-Promotor und lacZ-Gen in
den Vektor eingefügt. Die wichtigsten Elemente des SV40-Promotors sind der frühe Enhancer und die
TATA-Box. Stromabwärts des lacZ-Gens befindet sich die SV40-Polyadenylierungssequenz. Angegeben
sind auch die relativen Positionen des β-Lactamase Gens (amp) sowie die pro- und eukaryotischen
Replikationsursprünge (ori; SV40 ori). B) Rekombinationsprodukt pCH-RZ. Durch γδ Resolvase werden
neo sowie eine komplette res Sequenz deletiert, so daß das lacZ-Gen durch den SV40-Promotor
exprimiert werden kann. Die verwendeten Restriktionsschnittstellen sowie die Größe des Plasmides sind
jeweils angegeben.

pCH-RNRZ
8376 bp

res

res

SV40 early Enhancer

SV40 PolyA signal sequence

SV40 PolyA site

ori

SV40 ori

SV40 TATA signal

lac Z

neo

amp

BamH I (4985)

Bgl  II (154)

Hin d III (1298)

Hin d III (8373)

pCH-RZ
7232 bp

res

SV40 early Enhancer

SV40 PolyA signal sequence

SV40 PolyA site

ori

SV40 ori

SV40 TATA signal

lacZ

amp

BamH I (3840)

Hin d III (153)

Hin d III (7228)B)

A)
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Wildtyp γδ Resolvase codiert. Das entstandene rekombinierte Plasmid pCH-RZ wurde

in den Rekombinationsanalysen als Positivkontrolle verwendet.

Diesen Vektoren homolog sind die Plasmide pCH-SNSZ und pCH-SZ (Abbildung 2.7).

Der Unterschied zu den erstgenannten Vektoren liegt darin, daß hier nicht die

kompletten res Sequenzen, sondern nur die für den Strangaustausch notwendigen

Sequenzen der subsite I enthalten sind. Die für die Bildung des synaptischen Komplexes

notwendigen, akzessorischen subsites II und III fehlen also in diesen Konstrukten. Die

erste res Sequenz wurde durch PCR mit den Primern P-RESsubI-1 und P-NEOanti

deletiert. Die Amplifikation erfolgte nach einem ersten Denaturierungsschritt (94°C; 5

min) durch 30 Zyklen von Denaturierung (94°C; 1 min), Primerbindung (60°C; 1 min)

und DNA-Synthese (72°C; 1 min), gefolgt von einem letzten Syntheseschritt (94°C; 5

min) mit pCH-RNRZ als Template. Die zweite subsite I wurde durch Hybridisierung der

Primer P-RESsubI-2 und P-RESsubI-anti hergestellt und über die HindIII-Schnittstelle

mit dem lacZ-Gen ligiert. Dieses Ligationsprodukt wurde über die NheI-Schnittstelle

mit dem PCR-Fragment verbunden und dann über HindIII und BamHI in pCH110

eingebracht. Der Kontrollvektor pCH-SZ wurde durch eine Ligation der durch

Primerhybridisierung der Primer P-RESsubI-1 und P-RESsubIanti hergestellten subsite I

mit dem HindIII-restringiertem Vektorrückgrat pCH-Z konstruiert.

Folgende Primer wurden für diese Klonierungen verwendet:

P-RESsubI-1: 5´ GATAAAGCTTACTGTTTTTATGTGTGCGATAA 3´

P-RESsubI-2: 5´ GATACCCGGGACTGTTTTTATGTGTGCGATAATTTATAATATTTC

     GGACGGTTGCAAAATTGTTAAGCTTTATC 3´

P-RESsubI-anti: 5´ ATAAAGCTTAACAATTTTGCAACCGTCCGAAATATTATAAATTA

     TCGCACACATAAAAACAGTCCCGGGTATC 3´

P-NEOanti: 5´ GATACCCGGGGTGGGCGAAGAACTCCAGCATGAG 3´
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Abbildung 2.7: Schematische Abbildung des Substrates pCH-SNSZ und des
Rekombinationsproduktes pCH-SZ.
A) pCH-SNSZ: Der Vektor ist analog zum Substrat pCH-RNRZ aufgebaut. Die res Sequenzen aus pCH-
RNRZ wurden hier durch isolierte subsites I, die ebenfalls in gleicher Orientierung angeordnet sind,
ersetzt. B) Rekombinationsprodukt pCH-SZ. Durch γδ Resolvase werden neo sowie eine subsite I
deletiert, so daß das lacZ-Gen durch den SV40-Promotor exprimiert werden kann. Die verwendeten
Restriktionsschnittstellen, die Größe des Plasmides und die wichtigsten DNA-Elemente sind jeweils
angegeben.

pCH-SNSZ
8174 bp
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SV40 early Enhancer
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SV40 PolyA site

SV40 ori
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BamH I (4783)

Bgl  II (62)
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Ausgehend von pCH-RZ wurde ein weiteres Substrat, pCH-RZRinv, konstruiert. Hierbei

wurde eine mit den Primern P-RESmodBamHI und P-RESBamHIanti über PCR

generierte res Sequenz über die BamHI-Schnittstelle in invertierter Orientierung hinter

das lacZ-Gen des Vektors pCH-RZ kloniert. Man erhielt dadurch ein in den

Rekombinationsanalysen verwendetes Inversionssubstrat (Abbildung 2.8). Die

Amplifikation der res Sequenz erfolgte unter den oben aufgeführten Bedingungen für

die Amplifikation von res für pCH-RNRZ.

Abbildung 2.8: Schematische Darstellung des Substratvektors pCH-RZRinv.
Unter Verwendung der BamHI-Restriktionsschnittstelle wurde in den Vektor pCH-RZ eine durch PCR
generierte res Sequenz in invertierter Orientierung stromabwärts des lacZ-Gens eingefügt. Die Größe des
Plasmides sowie die relativen Positionen der verwendeten Restriktionsschnittstellen und der wichtigen
Vektor-Elemente sind angegeben.

Es wurden folgende Primer für die Klonierung von pCH-RZRinv verwendet:

P-RESmodBamHI: 5´ GATAGGATCCGGGCCCAAAAAGTCGCATAAAAGTGTATCC 3´

P-RESBamHIanti: 5´ GATAGGATCCAACAATTTTGCAACCGTCCG 3´

pCH-RZRinv
7389 bp

res

res

SV40 early Enhancer

SV40 PolyA signal sequence

SV40 PolyA site

SV40 ori

ori

SV40 TATA signal

lacZ

amp

BamH I (3840)

BamH I (3997)

Hin d III (153)

Hin d III (7385)
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Mit dem Vektor pCH-RLNRLZ wurde ein weiteres Substratplasmid konstruiert.

Abbildung 2.9: Schematische Darstellung des Substratplasmides pCH-RLNRLZ und des
Rekombinationsproduktes pCH-RLZ.
A) pCH-RLNRLZ: Der Vektor ist analog zum Substrat pCH-RNRZ aufgebaut. neo-res wurde mit BglII
und HindIII aus pCH-RNRZ ausgeschnitten und durch PCR mit zwei gleich orientierten loxP Sequenzen
flankiert. Anschließend wurde loxP-neo-res-loxP wieder in den Vektor ligiert. B) Rekombinationsprodukt
pCH-RLZ. Durch γδ Resolvase werden neo sowie eine res und loxP Sequenz deletiert, so daß das lacZ-
Gen durch den SV40-Promotor exprimiert werden kann. Die verwendeten Restriktionsschnittstellen, die
Größe des Plasmides und die wichtigsten DNA-Elemente sind jeweils angegeben.
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Dieser Vektor ist ebenfalls ein Derivat von pCH-RNRZ und wurde für den Vergleich

der Rekombinationseffizienzen von Cre und γδ Resolvase auf episomalen Substraten

verwendet. Stromabwärts der res Sequenzen ist hier jeweils eine loxP Sequenz

lokalisiert. Diese loxP Sequenzen sind wie die res Sequenzen in gleicher Orientierung

angeordnet (Abbildung 2.9).

Für die Klonierung dieses Konstruktes wurde das Fragment neo-res mit BglII und

HindIII aus pCH-RNRZ herausgeschnitten und als Template für eine PCR mit den

Primern P-loxneo und P-reslox verwendet. Die Amplifikation erfolgte nach einem

ersten Denaturierungsschritt bei 94°C durch 30 Zyklen von Denaturierung (94°C; 1

min), Primerbindung (56°C; 1 min) und DNA-Synthese (72°C; 1 min). Es folgte ein

letzter Syntheseschritt (72°C; 4 min). Das PCR-Produkt wurde über die BglII- und

HindIII-Erkennungssequenzen wieder in den Vektor eingefügt. Durch in vivo

Rekombination in E.coli DH5α bzw. 294-Cre wurden die jeweiligen

Rekombinationsprodukte pCH-RLZ hergestellt.

Die hier verwendeten Primer sind im Folgenden aufgelistet:

P-loxneo: 5´ TTGTTAGATCTATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTA

     TAGCATGATTGAACAAGATGGATTG 3´

P-reslox: 5´ CGGCAAGCTTATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTAT

     AACAATTTTGCAACCGTCCGAAATA 3´

C) Tet-Off-Substratplasmide

Um die Abhängigkeit der Rekombination von der Transkriptionsaktivität in

eukaryotischen Zellen untersuchen zu können, wurden DNA-Substrate mit einem

regulierbaren Promotor, der stromaufwärts der Rekombinationskassette positioniert ist,

konstruiert. Diese Vektoren sind Derivate des Plasmids pTRE2 (Clontech). Das Plasmid

zeichnet sich durch einen regulierbaren Promotor PhCMV*-1 aus, der aus dem

minimalen CMV-Promotor (Promotor des Cytomegalovirus ohne Enhancer) und einem

aus sieben Kopien der 42 bp langen tet-Operator Sequenz (tetO) bestehenden Element

(TRE = Tetracycline Responsive Element) aufgebaut ist. Durch einen durch Tetracyclin
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kontrollierten transkriptionalen Transaktivator (tTA), ein Fusionsprotein aus dem

Wildtyp tet-Repressor (tetR) und der VP16-Aktivierungsdomäne (AD) des Herpes

simplex Virus, wird die Transkription reguliert. Der Transaktivator bindet an TRE und

aktiviert so den Promotor. Bei zusätzlicher Anwesenheit von Tetracyclin oder

Doxycyclin wird die Konformation des Transkriptionsaktivators in dem Maße

verändert, daß dieser nicht mehr an TRE binden kann. Der Promotor kann dann nicht

mehr aktiviert werden, also wird die Transkription abgestellt. Um die

Rekombinationseffizienzen von Cre und γδ Resolvase bei induzierter und inhibierter

Transkription vergleichen zu können, wurde das Substrat pTRE-RLHRLZ (Abbildung

2.10) hergestellt. Dazu wurden mehrere DNA-Fragmente über PCR amplifiziert.

Zunächst wurde mit den Primern P-Hyg und P-Hyganti das Hygromycingen aus dem

Vektor pTk-Hyg (Clontech) nach einem ersten Denaturierungsschritt (94°C; 5 min)

durch 30 Zyklen von Denaturierung (94°C, 45 sec), Primerbindung (60°C; 45 sec) und

DNA-Synthese (72°C, 1 min), gefolgt von einem abschließendem Syntheseschritt

(72°C; 4 min) synthetisiert. Das Produkt wurde mit einem ebenfalls durch PCR

hergestelltem res-loxP Fragment über die Restriktionsschnittstelle BglII ligiert. Das res-

loxP Fragment wurde mit den Primern P-RESmodBamHI und P-loxPBglIIanti

amplifiziert. Unter Verwendung des Plasmids pCH-RLZ als Matrize wurden nach einem

ersten Denaturierungsschritt (94°C; 5 min) 30 Zyklen von Denaturierung (94°C; 30 sec),

Primerbindung (60°C; 30 sec) und DNA-Synthese (72°C; 30 sec) und ein

abschließender Syntheseschritt (72°C; 30 sec) durchgeführt. Das Ligationsprodukt

wurde über die NheI-Erkennungssequenz mit einem weiteren PCR-Produkt res-loxP-

lacZ zusammenligiert. Letzteres PCR-Produkt wurde mit den Oligonukleotiden P-

RESNheI und P-lacZanti synthetisiert. Als Template fungierte wiederum pCH-RLZ.

Nach einem ersten Denaturierungsschritt bei 94°C für 5 min wurden 30 Zyklen von

Denaturierung (94°C; 1 min), Primerbindung (60°C; 1 min) und DNA-Synthese (72°C;

4 min) durchgeführt. Ein abschließender Syntheseschritt (72°C; 10 min)

vervollständigte die Amplifikation dieses PCR-Produktes. Das ligierte Gesamtfragment
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res-loxP-hyg-res-loxP-lacZ wurde abschließend über die Restriktionsschnittstelle

BamHI in die MCS (Multi Cloning Site) des Vektors pTRE2

Abbildung 2.10: Schematische Darstellung des Substratplasmides pTRE-RLHRLZ und des
Rekombinationsproduktes pTRE-RLZ.
A) pTRE-RLHRLZ. Das Hygromycin-Resistenzgen (hyg) aus pTkHyg, wurde über BglII mit res-loxP und
über NheI mit res-loxP-lacZ aus pCH-RLZ ligiert. Über BamHI wurde res-loxP-hyg-res-loxP-lacZ in den
Vektor pTRE2 kloniert, so daß das Konstrukt durch den minimalen CMV-Promotor, der durch das TRE
regulierbar ist, transkribiert werden kann. B) pTRE-RLZ. Die Rekombination durch γδ Resolvase bzw.
Cre führt zur Deletion von hyg und einer Sequenz von res und loxP. Das lacZ-Gen wird nun durch den
Promotor exprimiert. Die Größe der Plasmide sowie die relativen Positionen der wichtigen Elemente und
der verwendeten Restriktionsschnittstellen sind jeweils angegeben.
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ligiert. Die MCS liegt unmittelbar stromabwärts des Promotors. Die entsprechenden

Rekombinationsprodukte pTRE-RLZ wurden wiederum durch in vivo Rekombination in

E. coli DH5α bzw. E. coli 294-Cre hergestellt.

Im folgenden sind die für die Klonierung verwendeten Primer aufgelistet:

P-Hyg:  5´ GATAAGATCTATGAAAAAGCCTGAACTCACCGCGACGTC 3´

P-Hyganti: 5´ GATAGCTAGCTCAGTTAGCCTCCCCCATCTCCCGATCCC 3´

P-RESmodBamHI: 5´ GATAGGATCCGGGCCCAAAAAGTCGCATAAAAGTGTATCC 3´

P-loxPBglIIanti: 5´ GATAAGATCTATAACTTCGTATAATGTATGCTA 3´

P-RESNheI: 5´ GATAGCTAGCGGGCCCAAAAAGTCGCATAAAAATGTATCC 3´

P-lacZanti1: 5´ GATAGGATCCAGACATGATAAGATA 3´

Analog zum oben beschriebenen Vektor pTRE-RLHRLZ wurde das Substrat pTRE-

SLHSLZ mit isolierten subsites I, anstelle der kompletten res Sequenzen, konstruiert

Abbildung 2.11). Zunächst wurde über PCR das Fragment SLH (subI-loxP-hyg)

amplifiziert. Mit pTRE-RLHRLZ als Matrize und den Oligonukleotiden P-Sub1BamHI

sowie P-Hyganti wurden nach einem ersten Denaturierungsschritt (94°C; 5 min) 32

Zyklen von Denaturierung (94°C; 1 min), Primerbindung (60°C; 1 min) und DNA-

Synthese (72°C; 90 sec) durchgeführt, gefolgt von einem letzten Syntheseschritt (72°C;

5 min). In einer weiteren PCR wurde das Fragment SLZ (subI-loxP-lacZ) unter

Verwendung der Primer P-Sub1NheI und P-lacZanti1 und pTRE-RLZ als Template

amplifiziert. Nach einem ersten Denaturierungsschritt (94°C; 5 min) wurden 32 Zyklen

von Denaturierung (94°C; 1 min), Primerbindung (60°C; 1 min) und DNA-Synthese

(72°C; 4 min) durchgeführt, gefolgt von einem letzten Syntheseschritt (72°C; 5 min).

Die beiden PCR-Produkte wurden über die NheI-Schnittstelle zusammenligiert und

schließlich über die BamHI-Schnittstellen in den Vektor pTRE2 gebracht.
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Die verwendeten Oligonukleotide sind im folgenden aufgeführt:

P-Sub1BamHI: 5´ GATAGGATCCACTGTTTTTAAGTGTGCGATAATTTA 3´

P-Hyganti: 5´ GATAGCTAGCTCAGTTAGCCTCCCCCATCTCCCGATCCC 3´

P-Sub1NheI: 5´ GATAGCTAGCACTGTTTTTATGTGTGCGATAATTTA 3´

P-lacZanti1: 5´ GATAGGATCCAGACATGATAAGATA 3´

D) Substratplasmide mit humanen Pseudo-subsite I Sequenzen

Aufgrund einer Datenbankanalyse in der EMBL-Datenbank wurden zwei Sequenzen

ausgewählt, die natürlicherweise im humanen Genom vorkommen und homolog zur

subsite I von res sind (Pseudo-subsite I). Um zu überprüfen, ob diese Sequenzen in

eukaryotischen Zellen funktional sind, wurden sie in den Vektor pCH-RNRZ kloniert.

Für die dem Promotor proximale res Sequenz wurde die humane Pseudo-subsite I

eingesetzt, die distale res Sequenz wurde im overlap-Bereich modifiziert. Hierzu wurde

das Fragment res-neo-res mit HindIII aus dem Vektor ausgeschnitten und als Template

für eine PCR mit den Primern P-Sub1h und P-RESoh-anti bzw. P-Sub1h20 und P-

RESoh20 eingesetzt. Nach einem ersten Denaturierungsschritt (94°C, 5 min) wurden

jeweils 30 Zyklen von Denaturierung (94°C; 1 min), Primerbindung (60°C, 1 min) und

DNA-Synthese (72°C; 90 sec.) sowie ein abschließender Syntheseschritt (72°C; 5 min)

durchgeführt. Über die HindIII-Schnittstelle wurde das Amplifikat in den Vektor ligiert,

der als pCH-ShNR*Z bzw. pCH-Sh20NR*Z bezeichnet wurde (Abbildung 2.12).
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Abbildung 2.10: Schematische Darstellung des Substratplasmides pTRE-SLHSLZ und des
Rekombinationsproduktes pTRE-SLZ.
A) pTRE-SLHSLZ ist ein Derivat von pTRE-RLHRLZ. Die res Sequenzen wurden jeweils durch isolierte
subsite I Sequenzen ersetzt, die auch in gleicher Orientierung angeordnet sind. B) pTRE-SLZ. Die
Rekombination durch γδ Resolvase bzw. Cre führt zur Deletion von hyg und einer Sequenz von  subI und
loxP. Das lacZ-Gen wird nun durch den Promotor exprimiert. Die Größe der Plasmide sowie die relativen
Positionen der wichtigen Elemente und der verwendeten Restriktionsschnittstellen sind jeweils angegeben.
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Folgende Oligonukleotide wurden für die Klonierung eingesetzt:

P-Sub1h: 5´ GATAAAGCTTTGTCAGATAGCTCCTTCTTTGTCGGACAAGATCTA

     GCATGATTGAACAAGATGGATTGC 3´

P-RESoh-anti: 5´ GATAAAGCTTAACAATTTTGCAACCGTCCGAAATATTAGAAATT

     ATCGCACACA 3´

P-Sub1h20: 5´ GATAAAGCTTTGTCCTATAACTATCCAATTAACGCACAAGATCTA

     GCAGATTGAACAAGATGGATTGC 3´

P-RESoh20: 5´ GATAAAGCTTAACAATTTTGCAACCGTCCGAAATATTGAAAATT

        ATCGCACACA 3´

Abbildung 2.12: Schema-
tische Darstellung des
Substratplasmides pCH-
Sh20NR*Z.
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2.2.1.9 Plasmid-Präparation aus Bakterienzellen

Die Präparation von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen erfolgt nach dem Prinzip der

alkalischen Lyse und anschließender Affinitätschromatographie. Die durch die

Transformation in die Bakterienzellen eingebrachte Plasmid-DNA wird über Nacht

durch den bakterieneigenen Replikationsapparat vermehrt und schließlich aus den

Zellen gewonnen, indem man die Zellwand durch ein alkalisches Reagenz (NaOH)

lysiert. Die DNA wird schließlich über eine Anionen-Austauscherharz–Säule

aufgereinigt.

Für spätere Arbeiten mit Zellkulturen (Transfektionen) muß darauf geachtet werden, daß

die DNA nicht mit Endotoxinen kontaminiert ist, da die Transfektionseffizienz aufgrund

dieser Substanzen empfindlich beeinflußt werden kann. Zudem wirken sich diese

Substanzen toxisch auf die Zellen aus. Der von QIAGEN mitgelieferte Endotoxin

Removal Buffer verhindert die Bindung der LPS-Moleküle an der Säule, so daß diese in

den Waschschritten entfernt werden können, während die DNA an der Säule gebunden

bleibt.

Für DNA-Minipräparationen wurden 1,5 ml einer 3 ml Übernachtkultur eingesetzt, für

DNA-Midipräparationen 25 ml, für DNA-Maxipräparationen 200 ml

Bakteriensuspension. Die Aufreinigung erfolgte nach den Angaben des Herstellers.

Für die Präparation von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen wurden folgende Kits von

QIAGEN verwendet:

QIAprep Spin Miniprep Kit

QIAprep Plasmid Midi/Maxi Kit

EndoFree Plasmid Maxi Kit

Die DNA-Konzentration wurde bei 260 nm photometrisch bestimmt nach:

OD260 = 1;

c = 50 µg/ml
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Beträgt der Quotient  < 1,8, sind Protein-Kontaminationen in der gelösten DNA

enthalten.

Expressionsplasmide wurden aus den Stämmen E. coli DH5α oder XL1-blue,

rekombinierte Produktvektoren aus den Stämmen E. coli  DH5α oder 294-Cre mittels

Affinitätschromatographie (Qiagen, Deutschland) isoliert. Sämtliche Substratplasmide

wurden aus den Stämmen E. coli JC5547 recA,B,C oder BMH8117 recA isoliert.

2.2.2 Agarose-Gelelektrophorese

In Agarosegelen können DNA-Fragmente ihrer Größe nach aufgetrennt werden.

Material:
Agarose: PeqGOLD Universal Agarose von Peqlab

TBE-Puffer (10x), 5 l: TRIS 540 g (Sigma)
Borsäure 275 g (Sigma)
Na2EDTA 46,5 g (Sigma)

Ethidiumbromid-Lösung: Ethidiumbromid (Fluka), in Aqua bidest. gelöst

Die Konzentration der verwendeten Agarose wurde je nach Größe der aufzutrennenden

Fragmente (0,8%-1,5%) gewählt. Als Gel- und Laufpuffer diente jeweils 1x TBE-

Puffer. Zur Größenauftrennung wurde eine Spannung von 30-220 Volt angelegt, so daß

die durch die Phosphatgruppen negativ geladenen DNA-Fragmente durch das Gel in

Richtung Kathode wandern konnten.

Anschließend wurden die Gele ca. 10 min. in einer wäßrigen Ethidiumbromidlösung

inkubiert, so daß der Farbstoff in die DNA-Fragmente interkalieren und diese dann im

UV-Licht detektiert und abgelichtet werden konnten.

OD260

OD280
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Durch diese Technik wurden einerseits Klonierungsexperimente überprüft, andererseits

konnten bestimmte DNA-Fragmente, die weiterverwendet werden sollten, soweit

aufgetrennt werden, daß man sie isoliert wiedergewinnen konnte (2.2.3). Desweiteren

wurden mit Hilfe dieser Methode Rekombinationsanalysen durchgeführt (2.2.11).

2.2.3 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

In dieser Arbeit wurden DNA-Extraktionen aus Agarosegelen mit dem QIAquick Gel

Extraction-Kit von QIAGEN nach dem Protokoll des Herstellers durchgeführt. Dabei

wurde die DNA nach Schmelzen der Agarose durch Affinitätschromatographie

aufgereinigt.

2.2.4 Phenol/Chloroform-Extraktion von DNA-Molekülen

Diese Methode kann zur Aufreinigung von DNA aus Reaktionsgemischen, wie

beispielsweise Restriktionsansätzen, PCR-Reaktionen oder in vitro

Rekombinationsanalysen verwendet werden.

Im Einzelnen werden folgende Schritte durchgeführt:

•  Um die DNA eines Reaktionsansatzes von Proteinen und Salzen zu trennen, wurde

das gegebene Volumen mit demselben Volumen Phenol versetzt. Die sich im

wäßrigem Überstand befindliche DNA wurde in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefäß

überführt und ein weiteres mal mit Phenol versetzt. Durch diese Phenol-Extraktion

konnten die in der Lösung befindlichen Proteine entfernt werden.
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•  Um die Phenolreste vollständig zu beseitigen erfolgte eine Chloroform-Extraktion,

die nach demselben Prinzip der Phenolaufreinigung stattfand, und u.U. auch

wiederholt werden mußte.

•  Der Überstand wurde in einem neuen Eppendorfgefäß auf ein Volumen von max.

400 µl reduziert, um eine Ethanol-Präzipitation durchführen zu können. Dazu

wurden 2,5 Volumenanteile Ethanol (abs. 99,6%) sowie 1/40 Volumenanteile NaAc

(3 M; pH 5,2) und bei Fragmenten von <100 bp zusätzlich 0,01 M MgCl2 zugegeben.

Nach Zentrifugation wurde das DNA-Pellet nochmals mit 70%-igem Ethanol

gewaschen. Die DNA konnte so von den in Lösung befindlichen Salzen befreit

werden.

•  Das nach Zentrifugation erhaltene DNA-Pellet wurde schließlich in TE-Puffer oder

Aqua dest. gelöst.

2.2.5 Sequenzierung nach der Dideoxy-Methode

Die Sequenzierung von DNA-Molekülen nach Sanger et al. (1977) erfolgte zur

Überprüfung der DNA-Sequenz nach Klonierungen und zur Ermittlung der

Nukleotidsequenz von PCR-Produkten aus Rekombinationsanalysen.

Hierzu wurden 1 µg der zu sequenzierenden DNA-Probe zusammen mit 1 µl eines

entsprechenden Primers (50 pmol/µl) und 7 µl eines Sequenziermixes (DNA

Sequencing Kit – BigDyeTM) in einen Ansatz mit einem Gesamtvolumen von 20 µl

gegeben. Durch eine PCR wurde das Produkt amplifiziert und nach Denaturierung über

ein 4%-iges Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Die PCR erfolgte nach dem vom Hersteller

eingegebenen ABI-Programm im Thermocycler PTC-100TM von MJ Research, Inc..

Die Sequenzen wurden durch den ABI-PRISM DNA-Sequenzer 377, (Perkin Elmer)

analysiert und ausgedruckt.



Material und Methoden

46

Zusammensetzung des Polyacrylamidgels:

Polyacrylamid (PAA); 30%:   8,4 ml

Urea: 21,0 g

H2O: 20,0 ml

TBE-Puffer 10x:   6,0 ml

Ammoniumpersulfat (APS); 10%:  500 µl

Tetramethylethylendiamin (TEMED):    25 µl

2.2.6 Zellkultur

Material:

Zellen: NIH3T3 – Swiss mouse embryo fibroblasts (Andersson et al., 1969)
HeLa – human cervix carcinoma cells (Scherer et al., 1953)
CHO-K1 – Chinese Hamster Ovary cells (Puck et al., 1958)
CHO-AA8 Tet-Off (Clontech, 1998)

Zellkultur-Medium Dulbecco´s Minimal Essential Medium, BRL 041-01885
(Life Technologies)
10% FCS , Penicillin (100 U/ml), Streptomycin (0,1 mg/ml),
L-Glutamin (2 mM)

FCS (fetal calf serum): von PAA; für Doxycyclin-Experimente von Clontech

L-Glutamin: L-Glutamin, 100x (Life Technologies)

Antibiotika: Geneticin G-418 (Life Technologies)
Hygromycin (Serva)
Penicillin (Life Technologies)
Streptomycin (Life Technologies)

RPMI-Medium: RPMI ohne Phenolrot, ohne L-Glutamin (Life Technologies)

PBS ohne Ca2+ und Mg2+: 137 mM NaCl; 3 mM KCl; 16,5 mM Na2HPO4; 1,5 mM KH2PO4

Trypsin: 90 ml PBS ohne Ca2+ und Mg2+; 10 ml Trypsin (2,5%)
(Life Technologies)
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2.2.6.1 Halten und Vermehren von Säugetierzellen in Kultur

Die adhärenten, als Monolayer-Kultur wachsenden Zellen wurden in Zellkulturschalen

mit ca. 80 cm2 Grundfläche in 10 ml DMEM und bei einer CO2-Konzentration von

7,5% gehalten. Zur Vermehrung durch Teilung wurden die Zellen bei einer Dichte von

80%, also im subkonfluenten Zustand, mit Trypsin vom Boden der Kulturschale gelöst,

in frischem Medium aufgenommen und auf neue Schalen verteilt. Der Teilungsquotient

betrug bei HeLa-Zellen 1:3-5, bei NIH3T3-Zellen 1:3-5 und bei CHO-Zellen 1:5-10.

2.2.6.2 Transfektion von DNA in eukaryotische Zellen

FuGENETM6 vermittelte Transfektion:

Um Rekombinationsanalysen in eukaryotischen Zellen durchführen zu können, mußten

Substrat und Rekombinase in den Zellkern gebracht werden. Das Prinzip der hier

durchgeführten Transfektionsmethode beruht auf dem Einsatz des nicht-liposomalen

Transfektionsreagenzes FuGENETM6 (Roche). Hierbei werden die

Nukleinsäuremoleküle mit dem im Reagenz enthaltenem Lipidgemisch komplexiert.

Die Lipide verschmelzen mit der Zellmembran, so daß die DNA-Moleküle ins

Cytoplasma überführt werden und schließlich den Zellkern erreichen können.

Für die Transfektion wurden Zellen in einer Rosenthal-Zählkammer gezählt und in 6-

Loch-Platten gegeben (1x105 Zellen/well). Am nächsten Tag erfolgte die Transfektion

mit FuGENETM6 nach Angabe des Herstellers, wobei sich für HeLa- und NIH3T3-

Zellen eine Zelldichte von ca. 40-50%, für CHO-Zellen eine Konfluenz von 20-30% als

optimal herausgestellt hat. Die Zellen wurden nach einem definierten Zeitraum (24 h –

72 h) geerntet und entsprechend den folgenden Experimenten weiterbehandelt. Für

größere Transfektionsansätze wurden die Mengen entsprechend modifiziert.
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Elektroporation:

Eine weitere in dieser Arbeit angewandte Transfektionsmethode ist das Einbringen von

Plasmid-DNA in eukaryotische Zellen durch Elektroporation. Hierbei werden die Zellen

kurzfristig einer elektrischen Spannung ausgesetzt und dadurch für die DNA-Moleküle

permeabilisiert. Im einzelnen wurden folgende Schritte durchgeführt:

Die Zellen wurden 24 h vor der Elektroporation geteilt und auf 10 cm-Platten so

ausplattiert, daß sie am Tag der Transfektion eine Konfluenz von ca. 60-80% erreichten.

Unmittelbar vor der Elektroporation wurden die Zellen trypsiniert und für 5 min bei

1.200 rpm im 15 ml Falcon Röhrchen abzentrifugiert. Nach einmaligem Waschen mit 5

ml PBS wurden die Zellen erneut abzentrifugiert. Es folgte ein weiterer Waschschritt

mit RPMI-Medium (ohne Phenolrot und ohne L-Glutamin) und anschließender

Zentrifugation. Pro Elektroporationsansatz wurden die Zellen einer Schale in 800 µl

RPMI-Medium aufgenommen und mit 20 µg der zu transfizierenden DNA gemischt.

Diese Suspension wurde schließlich in eine Elektroporationsküvette (4 mm; Peqlab)

gegeben und im Elektroporator (GenePulserTM; Biorad) einer Spannung von 0.28 kV,

bei einer Kapazität von 960 µFd ausgesetzt.  Nach der Elektroporation wurden die

Zellen, je nach Bedarf, auf die entsprechenden Platten verteilt und in DMEM gehalten.

2.2.6.3 Bestimmung der Transfektionseffizienz

In dieser Arbeit wurde die Transfektionseffizienz von transient in die Zellen

transfizierten Plasmiden durch drei unterschiedliche Färbemethoden bestimmt. Diese

Methoden beruhen auf der Expression eines Proteins, das vom jeweils transfiziertem

Vektor codiert und in den Zellen exprimiert wird. Das Protein sendet schließlich selbst

Lichtsignale einer bestimmten Wellenlänge aus oder setzt ein Substrat um, das so zu

einer Anfärbung der Zellen führt.
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X-Gal Färbung:

Um Transfektionseffizienzen zu bestimmen, wurde das Plasmid pCH110 (Pharmacia) in

eukaryotische Zellen transfiziert. Später wurde eine X-Gal Färbung durchgeführt. Diese

Färbung erfolgte nach Fixierung der Zellen mit 0,5% Glutaraldehyd durch Zugabe der

Färbungslösung (5 mM K4Fe(Cn6)x3H2O, 5 mM K3Fe(Cn6), 2 mM MgCl2, 4 mg/ml X-

Gal in PBS) und anschließender Inkubation für 7-8 h bei 37°C. Die Anzahl der

blaugefärbten Zellen wurde mikroskopisch ermittelt. Hierzu wurden Raster mit

mehreren Feldern (Eppendorf CELLocate Coverslips – 175 µm) auf 3 verschiedene

Stellen innerhalb einer Zellkulturplatte gelegt, und der prozentuale Mittelwert der

blaugefärbten Zellen ermittelt. Bei Bedarf wurde vor der Färbung die endogene β-

Galaktosidase durch eine Inkubation der Zellen bei 56°C (30 min) inhibiert.

Anfärbung der alkalischen Phosphatase:

Da in dieser Arbeit häufig Co-Transfektionsexperimente durchgeführt worden sind,

sollte auch die Effizienz dieser Co-Transfektionen ermittelt werden. Hierzu wurde

zusammen mit pCH110 der Vektor pHD2AP (Kellendonk et al., 1996) in

Säugetierzellen transfiziert. Dieser Vektor trägt das Gen für die plazentale alkalische

Phosphatase (pAP). Dieses Enzym ist zur Spaltung von Phosphatestern befähigt. Die

Umsetzung bestimmter Reagenzien kann zu einer Färbereaktion führen, die sich in

diesem Fall auf die pAP exprimierenden Zellen niederschlug. Nach 48 h wurde zunächst

eine X-Gal Färbung (siehe oben) und direkt im Anschluß die Anfärbung der alkalische

Phosphatase exprimierenden Zellen mit Fast Red Tablets (Boehringer Mannheim), nach

Angaben des Herstellers, durchgeführt. Diese Methode führte zu einer Rotfärbung der

Phosphatase exprimierenden Zellen. Blau- und rotgefärbte Zellen wurden

mikroskopisch ausgezählt.

FACS-Analyse:

Der Vektor pEGFP-C1 (Clontech; in dieser Arbeit als pEGFP bezeichnet) codiert für ein

grün fluoreszierendes Protein (Enhanced Green Fluorescent Protein). Zellen, die diesen



Material und Methoden

50

Vektor aufgenommen haben, können durch ein FACS-Gerät (Fluorescent Activated

Cell Scanner) detektiert werden. Dazu wurden die Zellen von der Platte geerntet,

pelletiert und in PBS aufgenommen. Die resuspendierten Zellen wurden schließlich im

Gerät FACSCalibur mit dem Programm CELLQuest (Becton & Dickinson) analysiert.

2.2.7 Herstellung von Zellinien mit stabil ins Genom integrierten DNA-

Sequenzen

Um Zellinien zu erhalten, die ein bestimmtes DNA-Fragment stabil ins Genom

integriert haben, muß dieses Fragment mit einem Selektionsmarker ausgestattet sein.

Hierfür bieten sich z.B. Antibiotika-Resistenzgene an. Das in dieser Arbeit verwendete

Substratplasmid pCH-RNRZ trägt ein Gen für Neomycin-Resistenz, ein anderer, in

dieser Arbeit benutzter Substratvektor (pTRE-RLHRLZ) das Gen für Hygromycin-

Resistenz. Prinzipiell transfiziert man den mit einem geeignetem Restriktionsenzym

linearisierten Vektor in die Zellen und gibt nach 48 h das entsprechende Antibiotikum

ins Wachstumsmedium. Die Zellen werden zuvor geteilt und auf 96-Loch-Platten unter

serieller Verdünnung (1:2 bis 1:10) ausplattiert. Nach zwei bis drei Wochen sollten die

ersten Klone mit illegitim integrierten DNA-Molekülen mikroskopisch sichtbar werden.

Vor der Selektion muß allerdings eine ´Kill-Craft´ Bestimmung für das

Selektionsreagenz durchgeführt werden. Hierbei wird eine Titration des Antibiotikums

mit der zu transfizierenden Zellinie durchgeführt. Als später für die Selektion

verwendete Konzentration wird diejenige eingesetzt, die sich in der Titration nach

einem Zeitraum von ein bis zwei Wochen als 100% letal herausgestellt hat. Durch eine

vor der Transfektion durchgeführte Linearisierung der Vektoren wird die

Integrationswahrscheinlichkeit um den Faktor 103 erhöht. In dieser Arbeit wurden CHO-

AA8 Tet-Off Zellen mit dem durch SapI linearisiertem Plasmid pTRE-RLHRLZ stabil

transfiziert und unter Selektionsdruck durch Hygromycin (350 µg/ml) vermehrt.
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2.2.8 Charakterisierung der stabilen Zellinien

2.2.8.1 PCR-Analysen

Um zu überprüfen, ob die transfizierten Zellen das Substratplasmid stabil ins Genom

integriert haben, wurden verschiedene Analysemethoden angewendet. Zunächst wurde

die DNA aus den Zellen isoliert (2.2.10.1). Über geeignete PCR-Analysen wurde dann

überprüft, ob die wichtigsten Elemente des Vektors aus der genomischen DNA

amplifiziert werden konnten. Hierbei wurden zum Teil die für die Klonierung der

Vektoren durchgeführten Reaktionen angesetzt. Weitere PCR-Untersuchungen (z.B. zur

Überprüfung der Promotor-Region oder des Polyadenylierungssignals) wurden

durchgeführt, werden hier aber nicht detailliert dargestellt. Die amplifizierten PCR-

Produkte wurden aus einem Agarosegel extrahiert und beidsträngig sequenziert.

2.2.8.2 Southern Blot Analyse

PCR-positive Zellklone wurden mit Hilfe einer Southern Blot Analyse auf die

Vollständigkeit der Rekombinationskassette, bzw. auf die Anzahl der integrierten

Kopien hin untersucht. Zunächst wurden 15 µg der genomischen DNA (10 µg ≅  106

Kopien) mit geeigneten Restriktionsenzymen fragmentiert, auf eine Membran

übertragen und immobilisiert. Mit einer geeigneten radioaktiv markierten DNA-Sonde,

die komplementär zur Vektor-DNA, aber nicht zur genomischen DNA ist, können die

integrierten Plasmidmoleküle nachgewiesen werden. Um die Anzahl der Kopien zu

bestimmen, wurde ein Enzym gewählt, das das Substrat an nur einer Position schneidet.

Da die nächstgelegene Schnittstelle außerhalb des Vektors, also im Genom positioniert

ist, zeigen zwei verschieden lange DNA-Fragmente zwei unterschiedliche

Integrationsorte an. Desweiteren können durch eine prominente Bande, die der

Einheitsgröße des Plasmids entspricht, in tandem Integrationsereignisse im selben
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Lokus nachgewiesen werden. Für diese Analysen wurde die genomische DNA aus den

CHO-AA8 Tet-Off Zellen mit PstI verdaut. Um die Vollständigkeit der

Rekombinationskassette zu überprüfen, wurde die DNA mit einem Enzym fragmentiert,

das mindestens zweimal innerhalb der Vektorsequenz schneidet, wobei die

Schnittstellen die Rekombinationskassette flankieren sollen. In CHO-AA8 Tet-Off

Zellen wurde das Enzym BamHI verwendet. Als radioaktiv markierte Sonde wurde für

die Analysen der Zellen ein 242 bp großes Fragment aus pTRE-RLHRLZ verwendet,

das am N-terminalen Ende des lacZ-Gens liegt und mit der HindIII-Schnittstelle

beginnt. Diese wurde unter Verwendung der Primer P-LacZ1

(5´GATAAAGCTTGCCGTAGATAAACAGGCT3´) und P-ZSondeanti2

(5´ATCGATCTCGCCATACAGCGCGTTG 3´) durch PCR hergestellt.

Die genomische DNA wurde mit 150 U des jeweiligen Restriktionsenzyms in einem

Gesamtansatz von 50-70 µl fragmentiert. Bei zu geringen DNA-Konzentrationen wurde

die DNA vor dem Verdau mit EtOH gefällt und in einem geringerem Volumen

aufgenommen. Die Inkubationsdauer betrug > 14 h. Anschließend erfolgte eine

elektrophoretische Auftrennung der DNA über ein Agarosegel (0,8%). Durch UV-Licht

wurde nach Ethidiumbromidfärbung des Gels die Effizienz des Restriktionsverdaus

überprüft. Es folgte eine Depurinierung der DNA durch 15 minütiges Schütteln des Gels

in 0.25 M HCl. Nach einem Waschschritt in H2O folgte die Denaturierung der DNA in

Transferpuffer (0.4 M NaOH; 0.6 M NaCl) für 1 h. Der alkalische Transfer der DNA auf

eine Nylonmembran (GeneScreen Plus, von NEN) erfolgte über Nacht. Die Membran

wurde nun 30 min neutralisiert (0.5 M Tris-HCl, pH 7.5; 1 M NaCl) und anschließend

bei 80°C für 1 h gebacken. In diesem Zustand konnte die Membran entweder gelagert

oder nach 30 sec schütteln in 2x SSC für die Prähybridisierung weiterverwendet werden.

Hierzu wurde sie 3 h in einer Glasröhre in Prähybridisierungslösung (10%

Dextransulfat, 1% SDS, 50 mM Tris pH 7.5, 1 M NaCl) bei 65°C inkubiert. Zu dieser

Lösung wurden zur Vermeidung von unspezifischen Bindungen der Probe 500 µl durch

Kochen denaturierte, kompetitierende Heringssperma-DNA (5 mg/ml) zugegeben. Nach

der Prähybridisierung wurde die ebenfalls bei 95°C zur Denaturierung aufgekochte,
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radioaktive Probe hinzugefügt und über Nacht bei 65°C inkubiert. Die radioaktive

Sonde wurde mittels des Megaprime Labeling Kits von Takara hergestellt. Dazu wurden

ca. 50 ng der spezifischen DNA als Template eingesetzt. Kurze Oligonukleotide

(Hexamere) dienten als Primer, so daß die Taq-Polymerase die fehlenden Nukleotide

verknüpfen konnte. Zur Markierung der Sonde wurde das radioaktive α32P-dATP

(Amersham; Pharmacia) verwendet. Nicht eingebaute Nukleotide wurden über eine

Sephadex-Säule (MicroSpinTM S-200HR Columns, Amersham, Pharmacia) abgetrennt.

Am nächsten Tag wurde die Membran mit mehreren Waschlösungen unterschiedlicher

Stringenz gewaschen, um unspezifisch an die Membran gebundene, radioaktiv markierte

DNA-Fragmente zu entfernen und so das Hintergrundsignal zu verringern. Ein erster

Waschschritt erfolgte mit 2x SSC/0,1% SDS für 15 min, ein zweiter mit 1x SSC/0,1%

SDS und ein dritter Schritt mit 0,5x SSC/0,1% SDS, für jeweils 15 min. Der letzte

Schritt wurde je nach Bedarf wiederholt. Die abschließende Analyse erfolgte über

Autoradiographie mit Hilfe des Phosphorimagers und Röntgenfilmen.

2.2.9 Nachweis der γγγγδδδδ Resolvase Expression über Western Blot

Analyse

Die Expression der γδ Resolvase Derivate in eukaryotischen Zellen wurde über

Immunoblotting (Western Blot) nachgewiesen. Zunächst wurden Lysate von transient

transfizierten Zellen durch 5 minütiges Kochen der geernteten Zellen in Probenpuffer

(3x SDS Sample Buffer, NEB; 2% Mercaptoethanol, Sigma) und anschließender

Zentrifugation (5 min; 13.000 rpm) präpariert. In einem denaturierendem, 12,5%-igem

SDS Polyacrylamidgel (ohne Urea) wurden die im Überstand enthaltenen, zellulären

Proteine der Größe nach bei 30 mA aufgetrennt und anschließend auf eine

Nitrocellulose Membran (Immobilon P, Millipore) über Nacht bei 14 V und 4°C

transferiert. Die Membran wurde mit 1%-iger Blockier-Lösung geblockt und mit

polyklonalen Maus-Antikörpern gegen Wildtyp γδ Resolvase (bereitgestellt von Nigel

Grindley) bei einer Verdünnung von 1:3.000 inkubiert. Nach Waschen und erneutem
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Blocken der Membran wurde diese mit einem sekundären, Peroxidase-konjugiertem

Anti-Maus-Antikörper inkubiert, so daß die Resolvase über Autoradiographie detektiert

werden konnte. Als Kontrolle wurden 5 ng gereinigte Wildtyp γδ Resolvase

(bereitgestellt von Peter Dröge) eingesetzt.

Dieser Nachweis erfolgte mit dem BM Chemiluminescence Western Blotting Kit

(Mouse/Rabbit) von Boehringer Mannheim nach Angaben des Herstellers.

Das Proteingel wurde außerdem nach dem Transfer durch Coomassie-Blau angefärbt,

um zu kontrollieren, ob die Proteine übers gesamte Gel gleichmäßig transferiert worden

sind.

Das Proteingel wurde aus folgenden Komponenten zusammengesetzt:

Sammelgel (5%):  S-Puffer (0,5% SDS; 0,625 M TRIS/HCl pH 6.8)  0,75 ml

Bis-acrylamid, 30% (Serva)  0,50 ml

H2O  1,90 ml

APS, 10% (Sigma)        30 µl

Tetramethylethylendiamin (TEMED; Sigma)       7 µl

Trenngel (12,5%):  S-Puffer (0,5% SDS; 1,88 M TRIS/HCl, pH 8.8)    3,30 ml

Bis-acrylamid, 30% (Serva)  5,40 ml

H2O  4,20 ml

APS, 10% (Sigma)      130 µl

Tetramethylethylendiamin (TEMED; Sigma)     15 µl

Die Lösungen und Puffer wurden folgendermaßen angesetzt:

Proteingel-Laufpuffer: TRIS      7,5 g

Glycin    35,5 g

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)      2,5 g

H2O bidest. ad 2,5 l
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Proteinfärbelösung: Coomassie Brilliant Blau R 250      2,0 g

Coomassie Brilliant Blau G 250      0,5 g

EtOH   425 ml

MetOH     50 ml

Eisessig   100 ml

H2O bidest.   425 ml

Entfärbungslösung: EtOH   450 ml

Eisessig   100 ml

H2O bidest.   450 ml

2.2.10 Präparation von Nukleinsäuren aus eukaryotischen Zellen

Die durch γδ Resolvase katalysierte Rekombination in eukaryotischen Zellen wurde auf

DNA-Ebene durch PCR-Analysen und Southern Blot Experimente nachgewiesen.

Hierzu mußten die Nukleinsäuren entsprechend aufgereinigt werden. Um genomische

und episomale DNA-Moleküle zu isolieren wurden zwei verschiedenen Methoden

angewandt.

2.2.10.1 Präparation genomischer DNA aus eukaryotischen Zellen

DNA-Moleküle wurden mit Hilfe des QIAamp DNA Blood Mini Kits von QIAGEN aus

eukaryotischen Zellen isoliert. Hierbei wurden 1x106 – 2x107 Zellen mit PBS von den

Kulturschalen gelöst, pelletiert und alkalisch lysiert. Dabei wurden sie einer

Proteasebehandlung zum Abbau DNA-bindender Proteine, DNasen und RNasen

unterzogen. Wie auch bei der DNA-Präparation aus Bakterienzellen wurde die DNA

über Affinitätschromatographie aufgereinigt. Die Prozedur erfolgte nach dem ´Blood

und Body Fluid´- Protokoll des Herstellers. Abweichend vom Protokoll wurde die mit
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EB-Puffer versetzte Säule vor der Elution für 15 min bei 56°C inkubiert, um die

Löslichkeit der DNA zu erhöhen.

2.2.10.2 Hirt-Extrakt

Diese Methode der DNA-Extraktion aus eukaryotischen Zellen wurde angewandt, um

möglichst nur die episomale Plasmid-DNA aus transient transfizierten Zellen zu

isolieren (Hirt, 1967; Chen und Hsu, 1984). Hierzu wurden die Zellen drei mal mit PBS

gewaschen und dann durch einen Lysis-Puffer, bestehend aus 1% SDS, 10 mM EDTA

und 10 mM TRIS, pH 7.6 lysiert. Das Lysat wurde mit NaCl auf eine Endkonzentration

von 1 M NaCl versetzt, und 1 h auf Eis gestellt. Nach 20 min Zentrifugation bei 13.000

rpm wurde der Überstand mit Proteinase K (0,2 mg/ml; 1 h bei 37°C) behandelt, mit

Phenol und Chloroform aufgereinigt und gefällt. Nach einem Waschschritt mit 70%

Ethanol konnte die DNA für die weiteren Experimente verwendet werden.

2.2.11 Nachweis sequenz-spezifischer Rekombination durch γγγγδδδδ

Resolvase in eukaryotischen Zellen

Die durch γδ Resolvase katalysierte, sequenz-spezifische Rekombination kann durch

verschiedene Analysen nachgewiesen werden. Der direkteste Nachweis kann auf DNA-

Ebene erbracht werden. Ein indirekter Rekombinationsnachweis kann über ein

Reportergen-System erfolgen, indem man die Expression eines, erst infolge eines

Rekombinationsereignisses an- bzw. ausgeschalteten Gens untersucht.
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2.2.11.1 Rekombinationsanalyse auf DNA-Ebene

Ein stabil ins zelluläre Genom integriertes DNA-Substratmolekül mit den Zielsequenzen

für eine sequenz-spezifische Rekombinase kann auf mehreren Wegen auf ein

stattgefundenes Rekombinationsereignis hin untersucht werden. Sowohl Deletions- als

auch Inversionsreaktionen können über PCR (2.2.1.2) nachgewiesen werden. Mit der

sehr sensitiven PCR können bei geeigneter Primerwahl sehr geringe Mengen an

rekombinierten DNA-Molekülen nachgewiesen werden. Das amplifizierte DNA-

Produkt kann aus einem Agarosegel eluiert und anschließend durch eine Sequenzanalyse

auf die Korrektheit des rekombinierten Produktes hin überprüft werden.

Ein weiterer Rekombinationsnachweis kann über einen Southern Blot (2.2.8.2) erbracht

werden. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, daß die Menge des

Rekombinationsproduktes quantifiziert und so die Rekombinationseffizienz bestimmt

werden kann, sie erfordert aber größere DNA-Mengen als die PCR.

A) Nachweis durch PCR-Analyse:

Die genomische DNA wurde mit Hilfe des QIAamp DNA Blood Mini Kits aus

eukaryotischen Zellen isoliert (2.2.10.1). Für die PCR-Analysen wurden, wenn nicht

gesondert erwähnt, 500 ng der genomischen DNA (in maximal 5 µl des Eluats) in einem

Gesamtvolumen von 50 µl eingesetzt.

Rekombinationsnachweis auf episomalen DNA-Substraten:

Der Nachweis von durch γδ Resolvase katalysierten Deletionsreaktionen auf episomalen

DNA-Substraten in eukaryotischen Zellinien erfolgte mit den Oligonukleotiden P-

pCHSeq und P-lacZanti2, beginnend mit einem Denaturierungsschritt (94°C, 5 min),

gefolgt 34 Zyklen von Denaturierung (94°C, 1 min), Primerbindung (61°C, 1 min) und

DNA-Synthese (72°C, 2 min) sowie einem abschließendem Syntheseschritt (72°C, 5

min).
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Für den Nachweis von Inversionsreaktionen auf episomalen Deletionssubstraten wurden

die Primer P-SV40prä und P-Neo1 verwendet. Beginnend mit einem

Denaturierungsschritt (94°C, 5 min) wurden für diesen Nachweis 30 Zyklen von

Denaturierung (94°C, 1 min), Primerbindung (60°C, 1 min) und DNA-Synthese (72°C,

90 sec), gefolgt von einem abschließendem Syntheseschritt (72°C, 5 min) durchgeführt.

Deletionsreaktionen auf dem episomalen Inversionssubstrat pCH-RZRinv wurden unter

Verwendung der Primer P-SV40prä und P-pCH110anti nachgewiesen. Beginnend mit

einem Denaturierungsschritt (94°C, 5 min) wurden 32 Zyklen von Denaturierung (94°C,

45 sec), Primerbindung (60°C, 45 sec) und DNA-Synthese (72°C, 1 min), gefolgt von

einem abschließendem Syntheseschritt (72°C, 5 min) durchgeführt.

Rekombinationsnachweis auf genomischen DNA-Substraten:

Die in dieser Arbeit durchgeführten PCR-Analysen zum Nachweis der Deletion auf

genomischen Substraten in stabilen CHO-AA8 Tet-Off Substrat-Zellinien erfolgten

unter Verwendung der Oligonukleotide P-TREMCS und P-lacZanti2. Hierbei wurden

nach einem Denaturierungsschritt (94°C, 5 min) 35 Zyklen von Denaturierung (94°C, 45

sec), Primerbindung (61°C, 45 sec) und DNA-Synthese (72°C, 90 sec), gefolgt von

einem abschließendem Syntheseschritt (72°C, 5 min) durchgeführt.

Inversionsreaktionen wurden mit den Primern P-pCHSeqanti und P-Hyganti durch einen

Denaturierungsschritt (94°C, 5 min) sowie 34 Zyklen von Denaturierung (94°C, 45 sec),

Primerbindung (58°C, 45 sec) und DNA-Synthese (72°C, 80 sec), gefolgt von einem

abschließendem Syntheseschritt nachgewiesen.

Funktionalitätsanalyse von Pseudo-subsite I Sequenzen:

Die Funktionalität der in pCH-Sh20NR*Z verwendeten, humanen, zur subsite I

homologen Sequenz wurde durch PCR-Analysen nachgewiesen. Das Substrat wurde

zusammen mit pPGKγδ102NLS in CHO- und HeLa-Zellen co-transfiziert. Nach 24 h

wurde die DNA isoliert und mit den Primern P-SV40prä sowie P-pCHSeqanti in einer

ersten, und den Primern P-pCHSeq sowie P-pCHSeqanti in einer zweiten PCR (Nested-
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PCR) analysiert. Die erste Reaktion begann mit einem Denaturierungsschritt (94°C, 5

min), gefolgt von 42 Zyklen von Denaturierung (94°C, 1 min), Primerbindung (56°C, 1

min) und DNA-Synthese (72°C, 1 min) sowie einem abschließendem Syntheseschritt

(72°C, 5 min). Für die folgende, zweite PCR wurde die in einer andeutungsweise

sichtbaren Bande enthaltene DNA aus einem Agarosegel eluiert und in 20 µl

Elutionspuffer aufgenommen. Als Template wurden 5 µl des Eluats eingesetzt. Die

Reaktion begann mit einem Denaturierungsschritt (94°C, 5 min), gefolgt von 30 Zyklen

von Denaturierung (94°C, 45 sec), Primerbindung (56°C, 45 sec) und DNA-Synthese

(72°C, 45 sec) sowie einem abschließendem Syntheseschritt (72°C, 5 min).

Das Substrat pCH-ShNR*Z wurde unter Verwendung der Oligonukleotide P-SV40prä

und P-lacZanti2 bzw. P-pCHSeq und P-pCHSeqanti, jeweils beginnend mit einem

Denaturierungsschritt (94°C, 5 min), gefolgt von 32 Zyklen von Denaturierung (94°C, 1

min), Primerbindung (60°C, 1 min) und DNA-Synthese (72°C, 1 min) sowie einem

abschließendem Syntheseschritt (72°C, 5 min) auf seine Funktionalität hin getestet.

Die in den Rekombinationsanalysen verwendeten Oligonukleotide sind nachfolgend

aufgelistet:

P-pCHSeq: 5´ CTCTGAGCTATTCCAGAAGTAG 3´

P-lacZanti2: 5´ CAAAAATAATTCGCGTCTGGCCTTCCTGTAGCCAGCTTTC 3´

P-SV40prä: 5´ GTTAAGCCAGTATACACTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATG 3´

P-Neo1: 5´ GATAAGATCTAGCATGATTGAACAAGATGGATT 3´

P-pCH110anti: 5´ CCCCTACCCAATTTCCTTTTTG 3´

P-TREMCS: 5´ GGAGACGCCATCCACGCTGTTTTGA 3´

P-pCHSeqanti: 5´ CAGAAGGCATCAGTCGGCTTGCG 3´

P-Hyganti: 5´ GATAGCTAGCTCAGTTAGCCTCCCCCATCTCCCGATCCC 3´

B) Nachweis über Southern Blot Analysen:

Durch Rekombination (Inversion, Deletion) verlagern sich einzelne DNA-Abschnitte.

Dadurch verändert sich das Restriktionsmuster der DNA. Wählt man ein geeignetes

Restriktionsenzym, kann man nach Fragmentierung der genomischen DNA mit Hilfe
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einer radioaktiven Sonde, die im rekombinierten DNA-Bereich hybridisiert, dieses

veränderte Muster über Autoradiographie nachweisen. In dieser Arbeit wurden Southern

Blot Analysen zum Nachweis der Rekombination in stabilen CHO-AA8 Tet-Off

Substratzellinien durchgeführt. Hierbei wurde die genomische DNA mit dem

Restriktionsenzym BamHI fragmentiert. Die Hybridisierung erfolgte mit der in 2.2.8.2

beschriebenen Sonde.

2.2.11.2 Indirekter Rekombinationsnachweis durch Reportergen-Analysen

Der Rekombinationsnachweis durch die Analyse der Expression eines Proteins ist wie

die RT-PCR ein indirektes Nachweisverfahren. Wird durch eine RT-PCR nur die

Transkription eines Gens überprüft, so kann hier die Expression des Gens bzw. die

Aktivität des exprimierten Proteins nachgewiesen werden. Für diese Art von

Untersuchungen können verschiedene Reportergene eingesetzt werden. In diesem Fall

fand das lacZ-Gen, das für die β-Galaktosidase codiert, Verwendung. Die Expression

dieses Enzyms wurde mit Hilfe zweier unterschiedlicher Testsysteme nachgewiesen.

A) X-Gal Färbung:

Wird in eukaryotischen Zellen infolge eines Rekombinationsereignisses das lacZ-Gen

exprimiert, so kann die in den Zellen synthetisierte β-Galaktosidase über eine

Blaufärbung der Zellen durch Spaltung von X-Gal nachgewiesen werden. Die X-Gal

Färbung erfolgte nach der in 2.2.6.3 beschriebenen Methode.

B) Bestimmung der relativen β-Galaktosidase Aktivität:

Die Expression der β-Galaktosidase kann auch durch eine Messung der relativen β-

Galaktosidase Aktivität nachgewiesen werden. Dieser Test wurde mit Hilfe des Galacto

Light Kits (Tropix, Perkin Elmer) nach Angaben des Herstellers, allerdings mit auf 33%

reduzierten Mengen durchgeführt. Hierbei wurden die Zellen zunächst durch einen
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Lysis-Puffer (100 mM Kaliumphosphat, pH 7.8, 0,2% Triton X100, 0,5 mM

Dithiothreitol) lysiert und abzentrifugiert. Die im Überstand enthaltene β-Galaktosidase

wurde anschließend mit dem Chemilumineszenz Substrat Galacton Plus vermischt.

Während der einstündigen Inkubationszeit wurde das Substrat durch die Galaktosidase

gespalten. Das entstandene Spaltungsprodukt setzt fluoreszierendes Licht frei. Durch die

Injektion des Accelerators Sapphire-IITM wurde die Spaltungsreaktion terminiert und die

freigesetzten Lichteinheiten verstärkt. Diese relativen Lichteinheiten (RLUs) wurden im

Luminometer Lumat LB9501 (Berthold) gemessen und auf RLU/µg Protein im Zellysat

normiert. Die im Zellysat enthaltenen Proteinmengen wurden mit Hilfe des BIO-RAD

Protein Assay Kit nach Angaben des Herstellers photometrisch und unter Verwendung

einer mit BSA ermittelten Protein-Eichkurve bestimmt.

2.2.12 Statistik

Um Aussagen über die Signifikanz von Differenzen zwischen den verschiedenen

getesteten Konstrukten machen zu können, bedarf es einer statistischen Betrachtung der

in den indirekten Rekombinationsnachweisen gewonnenen Daten.

Die relative Rekombinationseffizienz wurde aufgrund der im Luminometer ermittelten

Meßwerte der relativen β-Galaktosidase Aktivitäten aus den Transfektionsansätzen T

folgendermaßen berechnet:

        A =

mit m1 bis mx = Meßwerte 1-x aller Transfektionsansätze der zu analysierenden DNA;

und r1 bis rx = Meßwerte 1-x der Referenz (Positivkontrolle; z.B. pCH-RZ).

Die statistische Signifikanz der einzelnen Messungen wurde mittels des t-Testes

berechnet. Die Aktivitätsabweichungen zweier verschiedener Klone wurden in einem

m1 + m2 + m3 + ... + mx

  r1 + r2 + r3 + ... + rx
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zweiseitigen t-Test gepaart mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% überprüft. Die

Anzahl der Freiheitsgrade (FG) richtet sich hierbei nach der jeweiligen Anzahl der

Testreihen n und beträgt n-1. Um die statistische Signifikanz einer Differenz

nachzuweisen, wurde der erhaltene t (n-1; 0.05) -Wert mit dem für die entsprechende

Anzahl von FG und der entsprechenden Irrtumswahrscheinlichkeit angegebenen Wert

aus der Tabelle für die Quantile der t-Verteilung (Bosch, 1976) verglichen. War der

statistisch ermittelte t-Wert größer als der tabellarisch angegebene Wert, so war

statistische Signifikanz gegeben.
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III. ERGEBNISSE

3.1 Funktionalitätsanalyse der γγγγδδδδ Resolvase Mutanten in

Escherichia coli

In dieser Arbeit sollte die durch γδ Resolvase Derivate katalysierte Rekombination auf

episomalen und auf genomischen DNA-Substraten in eukaryotischen Zellen untersucht

werden. Um die γδ Resolvase Mutanten γδE124Q und γδE102Y,E124Q sowie die γδ Resolvase

Derivate mit NLS auf ihre Funktionalität hin zu testen, wurde das entsprechend

modifizierte γδ Resolvase Gen in den prokaryotischen Expressionsvektor pTrc99a

kloniert und in E. coli BMH8117recA transformiert. Anschließend wurde das

Substratplasmid pACZ1 (bereitgestellt von Peter Dröge) in diese Zellen transformiert.

Das Plasmid trägt ein β-Galaktosidase Gen (lacZ) mit vorgeschaltetem lacZ-Promotor.

Dieses Element wird von zwei gleich orientierten res Sequenzen flankiert (Abbildung

3.1 A). Da infolge einer Rekombination das lacZ-Gen heraus deletiert wird, sollten

Bakterien mit rekombiniertem DNA-Produkt auf X-Gal haltigen Agarplatten weiße

Kolonien bilden. Nach serieller Transformation von Expressionsvektor und

Substratplasmid sind auf den Agarplatten fast ausschließlich weiße Kolonien

gewachsen. Aus diesen wurde stichprobenhaft Plasmid-DNA präpariert und über einen

Restriktionsverdau mit NheI auf Rekombinationsereignisse hin analysiert.

In Abbildung 3.1 B) ist ein Agarosegel eines in vivo Rekombinationsnachweises für die

γδ Resolvase Derivate γδE124QNLS und γδE102Y,E124QNLS gezeigt. Als Kontrollen wurden in

den Spuren 1 und 2 die Expressionsvektoren pTrcγδ124NLS und pTrcγδ102NLS, in den

Spuren 3 und 4 das Ausgangssubstrat pACZ1 aufgetragen. Die DNA aus den Zellen, die

zuerst mit pTrcγδ124NLS bzw. pTrcγδ102NLS und anschließend mit pACZ1

transformiert worden sind, ist in den Spuren 6 und 7 zu sehen. Anhand des

Bandenmusters kann man erkennen, daß nahezu 100% des Substrates rekombiniert
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wurden. Die in den Spuren 3 und 4 vorhandene 5,05 kb große Bande aus nicht

rekombinierter Substrat-DNA ist in den Spuren 6 und 7 nicht mehr nachweisbar.

Stattdessen taucht in diesen Spuren eine 1,0 kb große Bande auf, die der Größe des

erwarteten Rekombinationsproduktes entspricht. Die Differenz von 4,05 kb entspricht

der Länge des deletierten DNA-Fragmentes, das das lacZ-Gen und eine Kopie der res

Sequenz enthält.

In den für die anderen γδ Resolvase Derivate du

zeigte sich dasselbe Ergebnis.

Abbildung 3.1: In vivo Rekombinationsanalyse zum Na
Derivate γγγγδδδδE124QNLS und γγγγδδδδE102Y,E124QNLS  in Escherichia co
A) Schematische Darstellung des Plasmids pACZ1 vor und
Gezeigt sind die grundlegenden DNA-Elemente und die P
(Pfeile). Durch die Rekombination wird das lacZ-Gen mit
(4050bp) deletiert. Dieses Fragment ist im Agarosegel ni
repliziert werden kann.
B) Isolierte DNA aus E. coli BMH8117recA nach NheI-Res
und 2 sind die prokaryotischen Expressionsvektoren für
γδE102Y,E124QNLS aufgetragen. Diese Vektoren enthalten k
Spuren 3 und 4 ist das Substratplasmid pACZ1aufgetrage
isolierte DNA nach serieller Transformation des E
Substratplasmides aufgetragen. Die Größe der DNA-Banden
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3.2 Expression von γγγγδδδδ Resolvase in eukaryotischen Zellinien

Um in den Säugetierzellen eine starke Expression der γδ Resolvase Derivate zu

gewährleisten, wurden eukaryotische Expressionsvektoren konstruiert. Hierzu wurde der

Promotor des Phosphoglycerat-Kinase I Gens (P-PGK) bzw. der Promoter des

Cytomegalovirus (P-CMV) vor das entsprechende Resolvase Gen geschaltet. Diese

Vektoren wurden transient in die Zellen transfiziert. Schließlich wurde die Expression

der Resolvase Gene über Western Blot Analysen nachgewiesen.

3.2.1 Herstellung der eukaryotischen Expressionsvektoren für γγγγδδδδ

Resolvase Derivate

Die für die entsprechenden Rekombinasen codierenden Gene wurden in den

eukaryotischen Expressionsvektoren unter Kontrolle des PGK-Promotors gestellt, der

natürlicherweise die Expression der Phosphoglycerat-Kinase I in der Maus reguliert

(Adra et al., 1987). Außerdem wurde von jeder getesteten Rekombinase ein Derivat mit

nuklearer Lokalisationssequenz des großen SV40 T-Antigens (Gu et al., 1993)

hergestellt, um den aktiven Transport des Enzyms in den Zellkern der transfizierten

Zellen zu gewährleisten. Stromabwärts des Gens wurde die Polyadenylierungssequenz

aus dem Gen für das Rinder-Wachstumshormon (bGH; Pfarr et el., 1986) positioniert.

In Abbildung 3.2 sind die Expressionsvektoren schematisch dargestellt.

Zusätzlich wurden Vektoren hergestellt, in denen die Gene der γδ Resolvase Derivate

unter Kontrolle des ebenfalls in Eukaryoten stark exprimierenden CMV-Promotors

standen.
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pPGKγδγδγδγδγδ ResolvaseP-PGK  polyA

pPGKγδ124γδγδγδγδ ResolvaseP-PGK  polyA

pPGKγδ102γδγδγδγδ ResolvaseP-PGK  polyA

pPGKγδNLS

pPGKγδ124NLS

pPGKγδ102NLS

γδγδγδγδ ResolvaseP-PGK  polyA

Cre NLS  polyAP-PGK

 NLS

pPGKCrebpa

E124Q

E124QE102Y

E102Y E124Q

A)

B)

C)

D)

E)
Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der eukaryotischen Expressionsvektoren für γγγγδδδδ Resolvase
Derivate und Cre.
A)Vektor für Wildtyp γδ Resolvase; B) Vektor für γδE124Q; C) Vektor für γδE102Y,E124Q; D) Vektor für die
γδ Resolvase Derivate mit C-terminaler nuklearer Lokalisationssequenz (NLS); E) Vektor für Cre mit N-
terminaler NLS. Die Expression der Gene wird vom Phosphoglyceratkinase-Promotor (P-PGK) reguliert;
polyA entspricht der bGH-Polyadenylierungssignalsequenz. Die Pfeile markieren die relativen Positionen
der angegebenen Aminosäuresubstitutionen im Resolvase Gen.
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3.2.2 Nachweis der γγγγδδδδ Resolvase Expression in Säugetierzellen

Um die Expression nachzuweisen, wurden die Resolvase-Expressionsvektoren transient

durch FuGENETM6 in HeLa-, CHO- oder NIH3T3-Zellen transfiziert. Nach

anschließender Wachtumsphase für 72 h wurden die Zellen durch Kochen in

Probenpuffer lysiert. Die Proteine wurden in einem denaturierenden Polyacrylamidgel

ihrer Größe nach aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert.

Anschließend wurde die Membran mit einem gegen Wildtyp γδ Resolvase gerichtetem

polyklonalem Mausantikörperserum inkubiert. Als sekundäre Antikörper wurden mit

Peroxidase konjugierte Anti-Maus-IgG-Antikörper eingesetzt. Die Membran wurde

dann mit Hilfe von Chemilumineszenz-Substraten entwickelt, so daß die ausgesandten

Lichtsignale auf einem Röntgenfilm über Autoradiographie sichtbar gemacht werden

konnten. Abbildung 3.3 zeigt einen Western Blot aus CHO-Zellen, 72 h nach der
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Transfektion. Als Positiv-Kontrolle wurden 5 ng gereinigte Wildtyp γδ Resolvase

eingesetzt, als Negativ-Kontrolle wurden Zellen verwendet, die mit dem Cre

exprimierendem Plasmid pPGKCrebpa transfiziert worden waren.

Anhand des Bandenmusters kann man erkennen, daß die Resolvase Derivate ohne NLS

(Spuren 3, 5 und 7) auf derselben Höhe laufen wie die gereinigte Wildtyp γδ Resolvase

(Spur 2). Die NLS tragenden Derivate (Spuren 4, 6 und 8) sind aufgrund des höheren

Molekulargewichtes langsamer durch das Polyacrylamidgel gelaufen. Es fällt auf, daß

diese Banden im Vergleich wesentlich prominenter erscheinen. Dieses Ergebnis zeigte

sich in allen getesteten Zellinien. In weiteren Analysen hat sich herausgestellt, daß die

Intensität der Signale mit zunehmender Dauer der Wachstumsphase nach der

Transfektion (24 h; 48 h; 72 h) leicht zunimmt (Daten nicht gezeigt). Aufgrund dieser

Tatsache wurden auch die meisten Rekombinationsanalysen 72 h nach Transfektion der

Resolvase-Expressionsvektoren durchgeführt.

Zusätzlich wurden Expressionsvektoren getestet, in denen die Resolvase Gene unter der

Kontrolle des ebenfalls in Säugetierzellen sehr stark exprimierenden Promotors des

Cytomegalovirus (P-CMV) standen. Hier zeigte sich ein vergleichbares

Expressionsmuster in Western Blot Analysen (Daten nicht gezeigt).

Abbildung 3.3: Western Blot Analy-
se zum Nachweis der Expression von
γγγγδδδδ Resolvase in CHO-Zellen.
In den Spuren 3, 5 und 7 wurden Zell-
Lysate von CHO-Zellen, die mit
Expressionsvektoren für γδ Resolvase
Derivate ohne NLS transfiziert worden
sind, aufgetragen, in den Spuren 4, 6
und 8 die Varianten mit C-terminaler
NLS. Spur 2 enthält 5 ng gereinigte
Wildtyp γδ Resolvase ohne NLS, in
Spur 1 wurde ein Lysat von Cre
exprimierenden Zellen aufgetragen.
Der graue und der schwarze Pfeil
markieren die Positionen der Resolvase
mit und ohne NLS.
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3.3 Sequenz-spezifische Rekombination episomaler DNA-

Substrate durch γγγγδδδδ Resolvase in  eukaryotischen Zellen

Hauptziel der Arbeit war es, das prokaryotische, sequenz-spezifische

Rekombinationssystem der γδ Resolvase auf eukaryotische Zellen zu übertragen. Um

die Rekombinationsaktivität in Säugetierzellen auf episomalen DNA-Substraten zu

untersuchen, wurden transiente Co-Transfektionsexperimente durchgeführt. Hierbei

wurden im molaren Verhältnis von 1:3 Substratplasmide zusammen mit den

Expressionsvektoren für ein γδ Resolvase Derivat in Säugetierzellen gebracht. Die

Transfektion erfolgte mittels des nicht-liposomalen Transfektionsreagenzes

FuGENETM6. Nach einer Inkubation für 72 h wurde die DNA isoliert und über PCR

analysiert. Zusätzlich wurde die Expression der β-Galaktosidase als indirektes Maß für

die Rekombinationseffizienz gemessen.

In einem zusätzlichen Experiment wurde die Effizienz der Co-Transfektion ermittelt.

Dafür wurde das Plasmid pCH110 zusammen mit dem Plasmid pHD2AP in die Zellen

transfiziert. Durch eine X-Gal Färbung und anschließender Rotfärbung der alkalischen

Phosphatase konnte gezeigt werden, daß ca. 30-40% der Zellen transfiziert worden sind,

von denen >90% beide Plasmide enthielten.

3.3.1 Rekombination durch γγγγδδδδ Resolvase auf Standard-

substratvektoren (res x res) in CHO-Zellen

Für die folgenden transienten Co-Transfektionsexperimente wurde das SV40-

Substratplasmid pCH-RNRZ verwendet. Das Plasmid besteht aus der

Rekombinationskassette res-neo-res, einem stromaufwärts gelegenem SV40-Promotor

sowie einem stromabwärts gelegenem lacZ-Gen (Abbildung 3.4).
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Infolge eines Rekombinationsereignisses kann eine über PCR nachweisbare Deletion

des Neomycin-Resistenzgens sowie einer kompletten res Sequenz erfolgen. Das lacZ-

Gen kann dann durch den SV40-Promotor transkribiert bzw. exprimiert werden

Abbildung 3.4: Sche-
matische Darstellung der
Substrat- und Produkt-
vektoren für den
Nachweis der
Rekombination durch γγγγδδδδ
Resolvase auf episomalen
DNA-Sequen-zen in
eukaryotischen Zellen.
A) Deletionsreaktion. Das
Substratplasmid pCH-
RNRZ, bestehend aus dem
SV40-Promotor (P-SV40),
einem von zwei gleich
orientierten res Sequenzen
(res) flankiertem Neomycin-
Resistenzgen (neo) und dem
Gen für β-Galaktosidase
(lacZ), wird infolge der γδ
Resolvase katalysierten
Rekombination  deletiert.
Es entsteht das Produkt
pCH-RZ, mit nur einer res
Sequenz zwischen dem
Promotor und dem lacZ-
Gen, so daß dieses nun
transkribiert bzw.
exprimiert werden kann. B)
Inversionsreaktion. Treffen
die an den subsites I
gebundenen Dimere der γδ
Resolvase Mutanten
zufällig aufeinander, kann
ein einfacher synaptischer
Komplex ausgebildet
werden. Die Rekombination
des Substrates pCH-RNRZ
kann in diesem Fall auch zu
einer Inversion des
Substrates führen. Hierbei
entsteht das Produkt pCH-
R1NR2Z mit invertiertem
Neomycin-Resistenzgen.
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(Abbildung 3.4 A). Die Expression der β-Galaktosidase kann als indirekter

Rekombinationsnachweis in Form einer X-Gal Färbung oder durch Messung der

relativen β-Galaktosidase Aktivität gemessen, und damit auch als indirektes Maß für die

Rekombinationseffizienz gewertet werden. Außerdem können durch γδ Resolvase

Mutanten katalysierte  Inversionsereignisse stattfinden, die ebenfalls über PCR-

Analysen nachweisbar sind (Abbildung 3.4 B).

3.3.1.1  Indirekter Rekombinationsnachweis über die Messung der relativen ββββ-

Galaktosidase Aktivität

Zunächst wurden CHO-Zellen transient mit pCH-RNRZ und den Expressionsvektoren

für die γδ Resolvase Derivate co-transfiziert. Nach 72 h wurde die relative β-

Galaktosidase Aktivität bestimmt. Die infolge eines Deletionsereignisses stattfindende

Expression der β-Galaktosidase wurde über einen Chemilumineszenztest nachgewiesen.

Nach Umsetzung eines Substrates freigesetzte Lichteinheiten wurden im Luminometer

gemessen und auf den Proteingehalt des Zellysates normiert.

In Abbildung 3.5 ist das Ergebnis von jeweils vier bis sechs als Duplett oder Triplett

durchgeführten Co-Transfektionsexperimenten gezeigt. Als Positivkontrollen wurden

das Rekombinationsprodukt pCH-RZ zusammen mit den Expressionsvektoren

pPGKCrebpa oder pPGKγδ102 in die Zellen transfiziert. Hierbei wurde die mit

pPGKCrebpa ermittelte β-Galaktosidase Aktivität als 100%-Wert gesetzt. In den

Negativkontrollen (pPGKγδ102 bzw. pCH-RNRZ zusammen mit pPGKCrebpa) wurde

das Protein nicht exprimiert. In den Transfektionsansätzen, in denen das Substrat pCH-

RNRZ zusammen mit pPGKγδ verwendet wurde, war eine nur sehr geringe Expression

des lacZ-Gens zu beobachten. Die Werte hoben sich nicht signifikant von denen der

Negativkontrollen ab. Nach Co-Transfektionen von pCH-RNRZ zusammen mit dem

Expressionsvektor für eine der γδ Resolvase Mutanten konnten hingegen relative β-

Galaktosidase Aktivitäten von bis zu 80%, bezogen auf die Positivkontrolle, gemessen
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werden. Dementsprechend muß eine hohe Anzahl von Substratmolekülen rekombiniert

worden sein.

In Co-Transfektionsexperimenten mit divergierenden Mischungsverhältnissen

(Substrat:Expressionsvektor = 1:5, 1:10) konnten die Ergebnisse bestätigt werden, wie

auch in β-Galaktosidase Aktivitätsmessungen, in denen höhere Verdünnungen der

Zellysate eingesetzt worden sind (Daten nicht gezeigt).

3.3.1.2 Rekombinationsnachweis über X-Gal Färbung

Unterstützend zur oben aufgeführten Messung der relativen β-Galaktosidase Aktivität

wurde die Expression des lacZ-Gens auch colorimetrisch bestimmt. Die Zellen wurden

72 h nach der Co-Transfektion durch X-Gal blau gefärbt und mikroskopisch ausgezählt

(Abbildung 3.6). Hierbei konnten die Ergebnisse aus den Messungen der relativen β-

Galaktosidase Aktivität tendenziell bestätigt werden. In Tabelle 3.1 sind die Mittelwerte

zweier repräsentativer Experimente aufgeführt. Man kann der Tabelle entnehmen, daß

Abbildung 3.5: Indirekte Rekombi-
nationsanalyse auf episomalen
Resolvase-Standardsubstraten durch
Messung der relativen ββββ-
Galaktosidase Aktivität.
Nach Rekombination von pCH-RNRZ
durch die verschiedenen γδ Resolvase
Derivate in CHO-Zellen wurde die β-
Galaktosidase Aktivität gemessen. Es
wurden jeweils vier bis sechs separate
Transfektionsexperimente mit jeweils
zwei bis vier Ansätzen durchgeführt.
Die Werte wurden auf den
Gesamtproteingehalt der eingesetzten
Zellen normiert. Die Balken zeigen die
Mittelwerte aus den entsprechenden
Messungen, die vertikalen Linien
innerhalb der Balken die zugehörigen
Standardabweichungen.
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Tabelle 3.1

Relative Anzahl blau gefärbter Zellen nach Deletion von pCH-RNRZ durch γγγγδδδδ Resolvase

Co-transfizierte Plasmide Mittelwert: Gefärbte Zellen (%) Standardabweichung (%)
(-) 0 0
pCH-RZ + pPGKγδ102NLS 100,00 0
pCH-RNRZ + pPGKCrebpa 4,97 6,05
pCH-RNRZ + pPGKγδ 1,91 2,60
pCH-RNRZ + pPGKγδNLS 21,47 14,46
pCH-RNRZ + pPGKγδ124NLS 42,46 2,63
pCH-RNRZ + pPGKγδ102NLS 69,20 37,90

Die Zellen wurden 72 h nach Co-Transfektion mit den angegebenen Plasmiden durch X-Gal gefärbt. Die
nach einer Rekombination exprimierte β-Galaktosidase führt zu einer Blaufärbung der Zellen. Der
prozentuale Anteil der blauen Zellen wurde mikroskopisch ausgezählt.

Abbildung 3.6: Mikroskopischer Ausschnitt von X-Gal gefärbten eukaryotischen Zellen zum
Nachweis der lacZ-Expression nach Rekombination des Substrates pCH-RNRZ durch γγγγδδδδ Resolvase.
Eukaryotische Zellen wurden mit dem Rekombinationssubstrat pCH-RNRZ und einem Expressionsvektor
für γδ Resolvase co-transfiziert und 72 h später durch X-Gal blau gefärbt. Die Transfektion erfolgte durch
Lipofektion mit FuGENETM6. A) Mock transfizierte Zellen werden durch X-Gal nicht angefärbt. B)
Zellen, die mit pCH-RNRZ und dem Expressionsvektor pPGKγδ102NLS co-transfiziert worden sind,
exprimieren nach der Rekombination des Substrates das lacZ-Gen. Die synthetisierte β-Galaktosidase
kann durch X-Gal nachgewiesen werden und resultiert in eine Blaufärbung der Zellen.

A) B)
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nach Co-Transfektionen mit pPGKγδ ebenso wenige Zellen blau gefärbt waren wie in

der Negativkontrolle mit pPGKCrebpa; nach Co-Transfektionen mit den

Expressionsvektoren für die NLS tragenden Resolvase Mutanten konnte hingegen eine

signifikant höhere Anzahl blauer Zellen beobachtet werden. Es zeigte sich auch hier,

daß mit der Doppelmutante γδE102Y,E124QNLS die höchste Rekombinationseffizienz

erreicht werden konnte.

3.3.1.3 Deletions- und Inversionsnachweis mittels PCR

Nach Co-Transfektionsexperimenten in CHO-Zellen konnte auch ein direkter

Rekombinationsnachweis auf DNA-Ebene erbracht werden. 72 h nach der Lipofektion

wurden die Zellen geerntet und die DNA aus diesen isoliert. Unter Verwendung der

Primer p-SV40prä sowie p-lacZanti2 (siehe Abbildung 3.7 A) wurde eine kompetitive

PCR durchgeführt. Aus dem Ausgangssubstrat konnte ein ca. 1,8 kb großes DNA-

Fragment amplifiziert werden. Das durch ein γδ Resolvase Derivat entstandene

Deletionsprodukt ist um ca. 1,0 kb kürzer und konnte durch eine Bande mit einer Größe

von ca. 800 bp detektiert werden. In Abbildung 3.7 B) ist eine solche PCR gezeigt

(Spuren 6-9). Man kann erkennen, daß γδE102Y,E124QNLS die Deletion des Substrates

katalysieren konnte (Spur 8), während die Wildtyp γδ Resolvase mit einer nur so

geringen Effizienz zu rekombinieren in der Lage war, daß bei dem leichten

Hintergrundsignal keine signifikante Deletionsbande nachgewiesen werden konnte

(Spur 7). In Spur 9 wurde als Template für die Positivkontrolle das rekombinierte

Plasmid pCH-RZ eingesetzt. Mit den Primern p-SV40prä und p-Neo1 konnte auch die

Inversion des Substrates durch γδE102Y,E124QNLS, die zur Amplifikation eines ca. 1,5 kb

großen Fragmentes führte, detektiert werden (Spur 5). Ein solches Inversionsereignis

konnte mit Wildtyp γδ Resolvase nicht nachgewiesen werden (Spur 4).

Auf  dem Substrat pCH-RZRinv mit zwei kompletten, invertierten res Sequenzen, die

das lacZ-Gen flankieren, konnten zudem Deletionsereignisse durch γδE102Y,E124QNLS
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pCH-RNRZ (Substrat)

pCH-RZ (Deletionsprodukt)
P-SV40  res lacZ

P-SV40 res resneo lacZ

A)

P-SV40prä

P-SV40prä P-lacZanti2

P-lacZanti2

1,8 kb

800 bp

pCH-R1NR2Z (Inversionsprodukt)
P-SV40  res neo res lacZ

P-SV40prä

P-SV40prä P-Neo1

P-Neo1
1,5 kb

kein Produkt

B)
Spur
Marker

pCH-RNRZ

pCH-RZ

pPGKγδγδγδγδNLS

pPGKγδγδγδγδ102NLS

Primer  p-SV40prä

              p-Neo1

              p-PCHSeqanti
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Abbildung 3.7: PCR-
Analysen zum Nachweis
der Rekombination durch
γγγγδδδδ Resolvase auf
episomalen Substraten in
CHO-Zellen
A) Schematische Dar-
stellung der in den PCR-
Analysen eingesetzten
DNA´s. Durch die Primer
P-SV40prä und P-lacZanti2
kann mit dem Substrat
pCH-RNRZ als Template
ein 1,8 kb großes Fragment
amplifiziert wer-den, mit
dem Deletions-produkt
pCH-RZ ein 800 bp großes
DNA-Molekül. Mit den
Primern P-SV40prä und P-
Neo1 kann nur mit dem
Inversions-produkt pCH-
R1NR2Z als Matrize ein 1,5
kb großes Fragment
amplifizioert werden.
B) Die DNA von transient
co-transfizierten CHO-
Zellen wurde isoliert und
über eine PCR-Analyse auf
Rekombinationsereignisse
hin untersucht. In den
Spuren 6-9 ist eine PCR-
Analyse zur Detektion von
Deletionsreaktionen ge-
zeigt. Das Ausgangssubstrat
führt zur Amplifikation
eines ca. 1,8 kb großen
DNA-Fragmentes; durch
das Rekombinationsprodukt
pCH-RZ entsteht eine 800
bp große Bande (Spur 9). In
den Spuren 2-5 ist eine
PCR-Analyse zur Detektion
von Inversionsereignissen
gezeigt. Aufgrund der
Primerwahl kann nur im
Falle einer Inversion ein
DNA-Fragment mit einer
Größe von ca. 1,5 kb
amplifiziert werden. Das
Substrat hingegen kann
nicht als Template
fungieren.
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nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Für diese Analyse wurden der vor dem

SV40-Promotor  gelegene  Primer  P-SV40prä  sowie ein hinter der zweiten res Sequenz

lokalisierter Primer p-PCHanti verwendet. Eine Rekombinationsaktivität der Wildtyp γδ

Resolvase konnte auf diesem Substrat mittels PCR nicht detektiert werden.

Die erwartete DNA-Sequenz der PCR-Produkte konnte in allen Analysen durch

Sequenzierung bestätigt werden.

3.3.2 Rekombinationsnachweis auf episomalen Substraten mit

isolierten subsites I (subI x subI) in CHO-Zellen

Für eine gezielte Integration einer bestimmten DNA-Sequenz in das Genom eines

Organismus kann man natürlicherweise in diesem Genom vorkommende DNA-

Sequenzen, die zu den Rekombinationssequenzen homolog sind, verwenden. Für die γδ

Resolvase konnten kryptische subsite I Sequenzen (Pseudo-subsites I) gefunden werden

(siehe Abschnitt 3.6). Voraussetzung für die Nutzung einer solchen Pseudo-subsite I ist

allerdings, daß ein γδ Resolvase Derivat in der Lage ist, solche Substrate in Eukaryoten

zu rekombinieren.

In vitro und in E. coli konnte gezeigt werden, daß γδE102Y,E124Q Substrate rekombinieren

kann, die anstelle der kompletten res Sequenzen zwei gleich orientierte, isolierte

subsites I enthalten, allerdings mit geringerer Effizienz. Zudem konnten durch

γδE102Y,E124Q Inversionsereignisse auf diesem Substrat nachgewiesen werden. Die

Wildtyp γδ Resolvase sowie γδE124Q konnten ein solches Substrat hingegen nicht

rekombinieren (Boocock, pers. Mitteilung).

Um zu überprüfen, ob diese Ergebnisse auch auf eukaryotische Zellen übertragbar sind

oder ob die Rekombination durch die γδ Resolvase Doppelmutante in eukaryotischen

Zellen möglicherweise nur mit Hilfe der akzessorischen subsites II und III stattfinden

kann, wurde ein Vektor konstruiert, der analog zum Substrat pCH-RNRZ aufgebaut ist.
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Die kompletten res Sequenzen wurden hier allerdings jeweils durch die isolierten

subsites I ersetzt (pCH-SNSZ; Abbildung 3.8).

Zur Ermittlung der Rekombinationseffizienzen wurden wie oben beschrieben (3.3.1)

Co-Transfektionsexperimente durchgeführt, in denen das Substrat pCH-SNSZ

Abbildung 3.8: Schema-
tische Darstellung der
Substrat- und Produkt-
vektoren mit isolierten
subsites I, für den
Nachweis der Rekombi-
nation durch γγγγδδδδ Resolvase
auf episomalen DNA-
Sequenzen in eukaryo-
tischen Zellen.
A) Deletionsreaktion. Das
Substratplasmid pCH-
SNSZ, besteht aus dem
SV40-Promotor (P-SV40),
einem von zwei gleich
orientierten isolierten
subsite I Sequenzen (subI)
flankiertem Neomycin-
Resistenzgen (neo) und dem
Gen für β-Galaktosidase
(lacZ). Treffen die an den
subsites I gebundenen
Dimere der γδ Resolvase
Mutanten zufällig auf-
einander, kann ein einfacher
synaptischer Komplex
ausgebildet werden. Das
Substrat kann deletiert
werden und es entsteht das
Produkt pCH-SZ, mit nur
einer subsite I Sequenz
zwischen dem Promotor
und dem lacZ-Gen. Dieses
kann nun transkribiert bzw.
exprimiert werden. B)
Inversionsreaktion. Die
Rekombination des
Substrates pCH-SNSZ kann
auch zu einer Inversion
führen. Hierbei entsteht das
Produkt pCH-S1NS2Z mit
invertiertem Neomycin-
Resistenzgen.

pCH-SNSZ

pCH-SZ

Deletion
durch

γδγδγδγδ Resolvase Mutanten

Transkription

Transkription

P-SV40 subI lacZ

P-SV40 subI subIneo lacZ

A)
I R      I L I R      I L

I R      I L

pA

pA

pCH-SNSZ

pCH-S1NS2Z

Transkription

Transkription

P-SV40  subI lacZ

P-SV40 subI subIneo lacZ

B)

neo

Inversion
durch

γδγδγδγδ Resolvase Mutanten

I R     I L I R     I L

 subI
I L     I LI R     I R

pA

pA
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zusammen mit den Expressionsvektoren für die γδ Resolvase Mutanten bzw. für Cre

(Negativkontrolle) durch FuGENETM6 in CHO-Zellen gebracht wurde. Um die

indirekten Rekombinationseffizienzen zu messen, wurden auch hier β-Galaktosidase

Aktivitätsmessungen nach 72 h durchgeführt. Zusätzlich wurden PCR-Analysen zum

Nachweis von Deletions- und Inversionsreaktionen durchgeführt.

3.3.2.1 Rekombinationsnachweis durch Messung der relativen ββββ-Galaktosidase

Aktivität

Um die Aktivität der γδ Resolvase Derivate auf Substraten mit isolierten subsites I zu

testen, wurde der Substratvektor pCH-SNSZ zusammen mit einem Expressionsvektor

für ein γδ Resolvase Derivat (z.B. pPGKγδNLS) per Lipofektion in CHO-Zellen

gebracht. Nach 72 h wurden die Zellysate auf die relative β-Galaktosidase Aktivität hin

analysiert. Das Ergebnis aus vier separaten Transfektionsexperimenten mit jeweils zwei

parallel durchgeführten Ansätzen ist in Abbildung 3.9 gezeigt.

Abbildung 3.9: Indirekte
Rekombinationsanalyse auf subI x
subI Substraten durch Messung der
relativen ββββ-Galaktosidase Aktivität.
In CHO-Zellen wurde das Substrat
pCH-SNSZ mit isolierten subsites I
zusammen mit einem Expressions-
vektor für ein γδ Resolvase Derivat co-
transfiziert. Nach 72 h wurden die
Zellen lysiert und die relative β-
Galaktosidase Aktivität bestimmt. Die
Meßwerte wurden auf den Gesamt-
proteingehalt der eingesetzten Zellen
normiert. Die Balken stellen die Mit-
telwerte aus jeweils vier separaten, als
Doppelansatz durchgeführten Messun-
gen dar. Die zugehörigen Standard-
abweichungen sind als vertikale Li-
nien innerhalb der Balken dargestellt.pC
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Als Positivkontrolle wurde das in E. coli rekombinierte Produkt pCH-SZ zusammen mit

pPGKγδ102NLS eingesetzt. Als Negativkontrollen wurden das Substrat pCH-SNSZ

zusammen mit pPGKCrebpa, bzw. der Expressionsvektor pPGKγδ102NLS alleine

eingesetzt. Getestet wurden hier allerdings nur die γδ Resolvase Derivate mit NLS. Wie

in den vorherigen Experimenten wurde die Positivkontrolle als 100%-Wert gesetzt. Im

Vergleich dazu betrugen die Negativkontrollen ca. 4-5%. Während sowohl die Wildtyp

γδ Resolvase als auch die Einfachmutante keine signifikante Aktivität zeigten, konnte

mit γδE102Y,E124QNLS eine erhöhte β-Galaktosidase Aktivität gemessen werden. Die

gemessenen Werte betrugen ca. 20% von der Positivkontrolle. Dieses Ergebnis zeigt,

daß γδE102Y,E124QNLS zwar in der Lage ist, subI x subI Substrate zu rekombinieren, die

Rekombinationseffizienz aber im Vergleich zu der auf res x res Standardsubstraten

gemessenen Effizienz deutlich reduziert ist.

3.3.2.2 Deletions- und Inversionsnachweis mittels PCR

Parallel zu den Messungen der relativen β-Galaktosidase Aktivität wurden Aliquots der

transfizierten Zellen genommen, aus denen die DNA isoliert wurde. Analog zu den oben

beschriebenen PCR-Analysen (3.3.1.3) wurden PCR-Reaktionen mit denselben Primern

durchgeführt, um Deletions- und Inversionsreaktionen nachzuweisen. Das Ergebnis

entsprach dem obigen. Ein signifikantes Deletionssignal konnte nur mit der γδ

Resolvase Doppelmutante detektiert werden. Auch konnten nur mit γδE102Y,E124QNLS

Inversionsereignisse detektiert werden (Daten nicht gezeigt).
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3.3.3 Vergleich der Rekombinationseffizienzen von γγγγδδδδE102Y,E124QNLS und

Cre auf episomalen Substraten in Säugetierzellen

Um die Rekombinationseffizienzen der beiden Rekombinationssysteme γδ

Resolvase/res und Cre/loxP auf episomalen Substraten in verschiedenen Zellinien testen

zu können, wurde das Substrat pCH-RLNRLZ hergestellt (Abbildung 3.10). Dieses

Plasmid stellt ein weiteres Analogon zum Vektor pCH-RNRZ dar, mit dem Unterschied,

daß direkt stromabwärts der res Sequenzen jeweils eine zusätzliche loxP Sequenz

lokalisiert ist. Diese für Cre spezifischen Rekombinationssequenzen sind ebenso wie die

res Sequenzen in gleicher Orientierung angeordnet.

Abbildung 3.10: Schematische Darstellung des Substrates pCH-RLNRLZ sowie des
Deletionsproduktes pCH-RLZ. Der Vektor pCH-RLNRLZ besteht aus zwei, in gleicher Orientierung
angeordneten res/loxP Sequenzen, die ein Neomycin-Resistenzgen (neo) flankieren. Durch den
vorgeschalteten SV40-Promotor wird der gesamte Bereich bis zum poly-A Signal (pA) transkribiert so
daß das Neomycin-Resistenzgen exprimiert wird. Die Rekombination durch Cre oder γδ Resolvase führt
zur Deletion des Gens und einer kompletten res/loxP Sequenz. In diesem Fall wird das lacZ-Gen
exprimiert. Die Expression der β-Galaktosidase kann schließlich als indirektes Maß für die
Rekombinationseffizienz gemessen werden.

pCH-RLNRLZ

pCH-RLZ

Deletion durch
γδγδγδγδE102Y,E124QNLS

oder Cre

Transkription

Transkription

   III   II   I   III   II   I

   III   II   I

P-SV40  res lacZ

P-SV40 res resneo lacZloxPloxP

loxP

pA

pA
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Durch Co-Transfektionen des Substratplasmides pCH-RLNRLZ zusammen mit dem

Expressionsvektor pPGKCrebpa oder pPGKγδ102NLS (Verhältnis 1:3) wurden die

Rekombinationseffizienzen der beiden Rekombinasen Cre und γδE102Y,E124QNLS

verglichen. Als indirektes Maß für die Rekombinationseffizienz wurde nach 48 h bzw.

72 h wiederum die relative β-Galaktosidase Aktivität gemessen.

In Abbildung 3.11 sind die Ergebnisse aus vier unabhängigen, als Triplett

durchgeführten Transfektionsexperimenten zusammengefaßt. Als Positivkontrollen

wurden die in E. coli 294-Cre bzw. E. coli DH5α rekombinierten Plasmide pCH-RLZ

zusammen mit dem jeweiligen Expressionsvektor pPGKCrebpa bzw. pPGKγδ102NLS

eingesetzt. Deren relative Aktivität wurde auf 100% gesetzt. Als Negativkontrollen

fungierten jeweils die Expressionsvektoren alleine, bzw. das Substratplasmid pCH-

RLNRLZ zusammen mit dem Expressionsvektor pPGKInt-hss (bereitgestellt von Nicole

Christ), der das Gen für eine Mutante der λ-Integrase trägt.

Bezogen auf die entsprechenden Positivkontrollen wurden nach Co-Transfektionen von

pCH-RLNRLZ zusammen mit pPGKCrebpa bzw. pPGKγδ102NLS jeweils relative β-

Abbildung 3.11: Vergleich der
Rekombinationseffizienzen von
γγγγδδδδE102Y,E124QNLS und Cre auf episo-
malen Substratvektoren in CHO-
Zellen durch Messung der rela-
tiven ββββ-Galaktosidase Aktivität.
Die Zellen wurden 48 h bzw. 72 h
nach der Co-Transfektion lysiert und
auf deren relative β-Galaktosidase
Aktivität hin untersucht. Die Balken
stellen jeweils die Mittelwerte aus
vier unabhängigen Transfektionen
(Triplettansätze) dar. Die Standard-
abweichungen sind als vertikale Li-
nien innerhalb der Balken angege-
ben. Die Werte sind jeweils auf die
entsprechende Positivkontrolle, die
auf 100% gesetzt wurde, bezogen.
Links sind die Meßresultate für Cre,
rechts die für γδE102Y,E124QNLS gezeigt.pC
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Galaktosidase Aktivitäten von ca. 60% gemessen. Hierbei spielte der Zeitpunkt der

Analyse (48 h bzw. 72 h nach der Transfektion) keine Rolle. Ausgehend von diesen

Resultaten kann man Cre und die γδ Resolvase Doppelmutante als vergleichbar effizient

bezüglich ihrer Rekombinationsaktivität auf episomalen Substraten in CHO-Zellen

bewerten.

Interessanterweise waren die Absolutmeßwerte der Positivkontrollen mit Cre um einen

Faktor zwei bis drei geringer als die der Positivkontrollen mit γδ Resolvase.

Ein Vergleich der Rekombinationseffizienzen von Cre und der γδ Resolvase

Doppelmutante wurde außerdem in HeLa-Zellen durchgeführt. In diesen menschlichen

Zellen war Cre in der Lage mit einer Effizienz von >90% zu rekombinieren, während

das γδ Resolvase Derivat lediglich Rekombinationseffizienzen von ca. 20% aufweisen

konnte (Abbildung 3.12 B).

In CHO-AA8 Tet-Off Zellen (Clontech; siehe 3.4.2) rekombinierte Cre mit einer

Effizienz von 70-80% auf dem episomalen Substrat, während γδE102Y,E124QNLS mit einer

Effizienz von 40-50% zu rekombinieren in der Lage war.

In allen getesteten Zellinien fiel auf, daß in der Positivkontrolle mit pPGKCrebpa

wesentlich weniger β-Galaktosidase exprimiert wurde als in der Positivkontrolle mit

pPGKγδ102NLS. Die Differenz betrug je nach Zellinie 200-500%.

3.3.4 Einfluß der Substrat-Topologie auf die Rekombinations-

effizienzen von γγγγδδδδ Resolvase und Cre in eukaryotischen

Zellinien

In den oben beschriebenen Rekombinationsanalysen wurden ausschließlich

überspiralisierte Substratvektoren eingesetzt. Da eine solche Topologie als Cofaktor für

eine effiziente Rekombination durch Wildtyp γδ Resolvase benötigt wird, für Cre und

γδE102Y,E124QNLS aber nicht essentiell ist, wurden auch Co-Transfektionsexperimente mit

zuvor durch XmnI linearisierten DNA-Substraten durchgeführt. Sowohl in CHO-Zellen
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als auch in HeLa-Zellen zeigte sich, daß die Rekombinationseffizienzen von Cre und der

γδ Resolvase Doppelmutante nicht von der Topologie des Substrates beeinflußt wurde

(Abbildung 3.12).

Abbildung 3.12: Vergleich der
Rekombinationseffizienzen
von γγγγδδδδE102Y,E124QNLS und Cre
auf linearisierten und
superhelical gespannten,
episomalen Substratvektoren
in eukaryotischen Zellen
durch Messung der relativen
ββββ-Galaktosidase Aktivität.
Die Zellen wurden mit den
angegebenen Vektoren co-
transfiziert. Nach 72 h wurden
die Zellen lysiert und auf deren
relative β-Galaktosidase
Aktivität hin untersucht. A)
Messung der relativen β-
Galaktosidase Aktivität von
transfizierten CHO-Zellen. B)
Messung der relativen β-
Galaktosidase Aktivität von
transfizierten HeLa-Zellen.
Hellgraue Balken stellen jeweils
die Mittelwerte aus drei bis fünf
separaten Transfektionen
(jeweils zwei parallele Ansätze)
mit superhelical gespannter
DNA dar, dunkelgraue Balken
zeigen die Ergebnisse nach
Transfektion der linearisierten
Substrat-Plasmide. Die
Standardabweichungen sind als
vertikale Linien innerhalb der
Balken angegeben. Die Werte
sind jeweils auf die
entsprechenden Positiv-
kontrollen, die auf 100% gesetzt
wurden, bezogen. Links sind die
Meßresultate für Cre, rechts die
für γδE102Y,E124QNLS gezeigt.
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3.4 γγγγδδδδ Resolvase katalysierte Rekombination auf genomischen

DNA-Substraten in eukaryotischen Zellen

Neben dem Nachweis der Rekombination durch γδ Resolvase Mutanten auf episomalen

Substratmolekülen, in HeLa- und in CHO-Zellen, wurden auch

Rekombinationsanalysen auf Substratmolekülen, die stabil ins Genom der Zellen

integriert worden sind, durchgeführt. Hierbei wurde wiederum eine Gegenüberstellung

der Rekombinationseffizienzen von γδE102Y,E124QNLS und Cre durchgeführt. Desweiteren

sollten mit Hilfe dieser Analysen Rückschlüsse auf den Zustand der genomischen DNA

in Eukaryoten gezogen und Abhängigkeiten der Rekombinationsereignisse von der

Transkriptionsaktivität innerhalb des zu rekombinierenden Bereiches aufgezeigt werden.

Darüberhinaus sollte ein möglicher Einfluß von Histon-Deacetylase Inhibitoren auf die

Effizienzen der beiden Rekombinasen analysiert werden. Außerdem sollte der Effekt

von Topoisomerase Inhibitoren auf die durch γδ Resolvase und Cre katalysierte

Rekombination untersucht werden.

3.4.1 Herstellung von stabilen Substrat-Zellinien

Für die oben aufgeführten Untersuchungen wurden Zellinien hergestellt, die eine oder

mehrere Kopien eines Standardsubstratmoleküles für γδ Resolvase bzw. Cre stabil ins

Genom integriert haben. Als Substrat wurde das in Abbildung 3.13 schematisch

dargestellte Plasmid pTRE-RLHRLZ verwendet. Dieser Vektor beinhaltet einen

minimalen CMV-Promotor ohne CMV-Enhancer, der durch ein Promotorelement (TRE

= Tet Responsive Element) reguliert wird. Das TRE besteht aus sieben Kopien der tet-

Operator Sequenz. Die Zellinie CHO-AA8 Tet-Off (Clontech) exprimiert ein

Transaktivatormolekül (tTA), das an TRE bindet und so den dahintergelegenen

Promotor aktiviert. Doxycyclin, ein Derivat von Tetracyclin, bindet seinerseits an tTA
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und verändert dessen Konformation in dem Maße, daß eine weitere Bindung an TRE

nicht mehr möglich ist. Die Transkription wird folglich eingestellt (Gossen & Bujard,

1992). Direkt stromabwärts des Promotors befindet sich die Rekombinationskassette mit

jeweils zwei res und loxP Sequenzen in gleicher Orientierung und einem von diesen

Elementen flankiertem Hygromycingen, welches durch das Promotorelement exprimiert

wird.

Abbildung 3.13: Schematische Darstellung des Rekombinationssystemes zur Analyse der  sequenz-
spezifischen Rekombination durch γδγδγδγδ Resolvase und Cre auf genomischen Substraten in CHO-AA8
Tet-Off Zellen.
A) Substratplasmid pTRE-RLHRLZ. Die durch den minimalen CMV-Promotor vermittelte Trans-
kription kann über das Tetracyclin empfindliche Element (TRE) und einen Transaktivator (tTA) durch
die An-/Abwesenheit von Doxycyclin (Dox) reguliert werden. Das zwischen den direkt orientierten
Rekombinationssequenzen res/loxP gelegene Hygromycingen (hyg) kann in Abwesenheit von
Doxycyclin exprimiert werden. Da das polyA-Signal (pA) hinter dem lacZ-Gen positioniert ist, läuft die
Transkription durch die gesamte Rekombinationskassette und das lacZ-Gen. Die Nukleotidabstände der
wichtigen Elemente sind angegeben (der Transkriptionsstart befindet sich an Position +374, das äußerste
Nukleotid der Promotor-proximalen subsite III an Position +501, der overlap-Bereich innerhalb der
subsite I an Position +600, das Zentrum der ersten loxP Sequenz an Position +645, das der zweiten an
Position 1881).  B) Rekombinationsprodukt pTRE-RLZ. Aufgrund der Deletion des Hygromycingens
und einer res/loxP Sequenz kann das lacZ-Gen exprimiert werden.

pTRE-RLHRLZ

pTRE-RLZ

Rekombination
durch

γδγδγδγδ Resolvase
oderCre

Transkription

Transkription

   III   II   I   III   II   I

   III   II   I

 res  loxP lacZ

TRE-CMV res resloxP loxPhyg lacZ

A)

B)

keine Transkription

tTA

Dox

tTA

+Dox -Dox

tTA
TRE-CMV

+1 +374  +501 +600 +645 +1881

pA

pA
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Hinter der zweiten res/loxP Box ist ein lacZ-Gen positioniert, dessen Expression nach

einer Deletion der Rekombinationskassette gemessen und als indirektes Maß für die

Rekombinationseffizienz gewertet werden kann.

Das Plasmid wurde durch SapI linearisiert und per Elektroporation in die Zellen

transfiziert, wo es dann illegitim ins Genom integriert wurde. Positive Klone wurden

durch Hygromycin (350 µg/ml) selektioniert und über PCR-Analysen und

anschließender Sequenzierung der PCR-Produkte charakterisiert. Klone, die aufgrund

der PCR-Untersuchungen die wichtigen Elemente des Vektors integriert hatten, wurden

nach einer Fragmentierung der genomischen DNA durch PstI mit Hilfe einer Southern

Blot Analyse auf die Anzahl der Integrate hin untersucht. Durch eine Southern Blot

Analyse nach BamHI-Fragmentierung der genomischen DNA wurde schließlich

sichergestellt, daß die Rekombinationskassette komplett integriert wurde (Abbildung

3.14).

Für die nachfolgenden Analysen wurden zwei Zellinien mit jeweils einer Kopie des

Substrates, eine Zellinie mit zwei Kopien und zwei Zellinien mit jeweils >10 bzw. >20

Kopien (u.a. auch in tandem Wiederholungen des Substrates im selben Lokus)

ausgewählt. Die single-copy Zellinien wurden mit pPGKCrebpa transfiziert und

anschließend subkloniert. Auf diesem Weg konnten aus den ursprünglichen Substrat-

Zellinien Zellen mit dem Rekombinationsprodukt im selben Lokus gewonnen werden.

Auch diese Zellinien wurden über PCRs, Sequenzierungen und Southern Blot Analysen

charakterisiert und schließlich in den nachfolgenden Experimenten als Positivkontrollen

verwendet. In Tabelle 3.2 sind die in den folgenden Experimenten verwendeten

Zellinien aufgeführt.
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B)

Abbildung 3.14: Southern
Blot Analyse zur Charak-
terisierung der stabilen
Substrat-Zellinien.
A) Schematische Darstel-
lung des Substratvektors
pTRE-RLHRLZ und des
Rekombinationsproduktes
pTRE-RLZ. Die relativen
Positionen der Restriktions-
schnittstellen SapI, BamHI
und PstI sind angegeben.
Nach Restriktion der
genomischen DNA mit
BamHI kann im Southern
Blot eine ca. 5,1 kb große
Bande durch das Substrat
und eine ca. 3,9 kb große
Bande durch das Produkt
nachgewiesen werden. PstI
schneidet das Plasmid nur
einmal, so daß bei in tan-
dem Integrationen eine
Bande mit der Einheits-
länge des Plasmides (8872
bp) nachgewiesen werden
kann. Banden, die kürzer als
ca. 5,9 kb sind, weisen auf
ab-errante Integrationen hin.
B) Southern Blot Analyse
der später verwendeten
Zellinien. Anhand der
Restriktion der genomischen
DNA der Substratzellinien
mit PstI (links) können die
Anzahl der Integrate sowie
in tandem Integrationen er-
mittelt werden. Der Verdau
mit BamHI (rechts) zeigt an,
ob die Rekombinations-
kassette komplett integriert
wurde. Außerdem konnte
Rekombination in den
subklonierten Zellinien 2-3r
und 3-5r nachgewiesen
werden.
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Tabelle 3.2:

Auflistung der Zellinien mit stabil ins Genom integrierten DNA-Substraten bzw. –Produkten

Substrat-Zellinie Integriertes DNA-Molekül Integrationsorte Kopienzahl
 2-3 TRE-RLHRLZ 1 1
 3-5 TRE-RLHRLZ 1 1
 3I-2 TRE-RLHRLZ 2 2
 2I-2 TRE-RLHRLZ

+ verkürzte Derivate
>20 >20 + in tandem

Wiederholungen
 2II-3 TRE-RLHRLZ

+ verkürzte Derivate
>10 >10 + in tandem

Wiederholungen

Produkt-Zellinie Integriertes DNA-
Molekül

Integrationsorte Kopienzahl

 2-3r TRE-RLZ 1 1
 3-5r TRE-RLZ 1 1

3.4.2 Rekombinationsanalyse auf episomalen Tet-Off-Substraten in

der Zellinie CHO-AA8 Tet-Off

Um die Rekombinationseffizienzen von γδ Resolvase und Cre auf genomischen

Substraten mit denen auf episomalen Substraten vergleichen zu können, mußten

Rekombinationsanalysen mit pTRE-RLHRLZ als episomales bzw. genomisches

Substrat in der Zellinie CHO-AA8 Tet-Off durchgeführt werden. Für die Bestimmung

der Rekombinationseffizienzen auf episomalen Substraten wurden Co-Transfektionen

per Elektroporation durchgeführt. Anschließend wurde die Effizienz wieder über die

Messung der relativen β-Galaktosidase Aktivität abgeleitet.
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Als Substrate wurden pTRE-RLHRLZ und dessen Derivat pTRE-SLHSLZ, das anstelle

der kompletten res Sequenzen zwei isolierte subsites I trägt, eingesetzt. Um zu zeigen,

daß die Rekombination durch die beiden Rekombinasen auch hier unabhängig von der

Topologie stattfindet, wurden superhelical gespannte sowie mit SalI linearisierte

Substrate verwendet. Mit linearisierten Substraten zeigte sich, daß Cre jeweils mit einer

Abbildung 3.15: Indirekte
Rekombinationsanalyse auf
episomalen DNA-Substraten in
CHO-AA8 Tet-Off Zellen durch
Messung der relativen ββββ-
Galaktosidase Aktivität.
A) Die Zellen wurden mit dem
Substratvektor pTRE-RLHRLZ
zusammen mit einem Expressions-
vektor für Cre, γδE102Y,E124QNLS oder
Int-h als Negativkontrolle co-trans-
fiziert. Als Positivkontrolle wurde
anstelle des Substrates jeweils der
Produktvektor pTRE-RLZ einge-
setzt. Nach 72 h wurde die relative β-
Galaktosidase Aktivität gemessen
und auf den Gesamtproteingehalt der
Zellen normiert. Es wurden jeweils
vier bis sechs separate Transfek-
tionsexperimente als Doppelansätze
durchgeführt. Die Balken zeigen die
Mittelwerte aus den entsprechenden
Messungen, die vertikalen Linien
innerhalb der Balken die zugehörigen
Standardabweichungen. B)
Rekombinationsanalyse mit dem
Substrat pTRE-SLHSLZ. Das Sub-
strat enthält anstelle der zwei kom-
pletten res-Sequenzen zwei isolierte
subsites I. Die Experimente wurden
analog zu denen in A) durchgeführt.
Die Balken geben die Mittelwerte aus
vier bis sechs Transfektions-
experimenten mit jeweils zwei
Parallelansätzen an, die vertikalen
Linien innerhalb der Balken die
zugehörigen Standardabweichungen.
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Effizienz von ca. 70-80% rekombinieren konnte (Abbildung 3.15 A, B), während

γδE102Y,E124QNLS auf dem Standardsubstrat eine Effizienz von ca. 40% erreicht hat

(Abbildung 3.15 A). Auf dem Substrat pTRE-SLHSLZ konnte hingegen nur eine

Rekombinationseffizienz von ca. 5% Rekombination durch die γδ Resolvase

Doppelmutante nachgewiesen werden (Abbildung 3.15 B). Die Ergebnisse mit

überspiralisierten Substraten waren mit den hier aufgeführten vergleichbar (Daten nicht

gezeigt).

Um einen möglichen Einfluß der Transfektionsmethode auf die Ergebnisse der β-

Galaktosidase Aktivitätsmessungen zu überprüfen, wurden die Co-

Transfektionsexperimente auch mit FuGENETM6 durchgeführt. Hierbei konnten

ebenfalls vergleichbare Werte ermittelt werden.

3.4.3 Rekombination durch γγγγδδδδ Resolvase und Cre auf genomischen

DNA-Substraten in CHO-AA8 Tet-Off Zellen

In die in Tabelle 3.2 aufgeführten stabilen Substrat- und Produkt-Zellinien wurde per

Elektroporation Expressionsvektor-DNA transfiziert, so daß die zu untersuchende

Rekombinase in den Zellen exprimiert werden konnte. Nach 72 h wurden β-

Galaktosidase Aktivitätsmessungen und parallel dazu PCR- sowie Southern Blot

Analysen durchgeführt. Diese Untersuchungen wurden auch in Gegenwart von

Doxycyclin, Camptothecin, EMD 50689, Trichostatin A und Na-Butyrat durchgeführt.

Als Negativ-Kontrolle wurde der Expressionsvektor pPGKInt-hss in die Zellen

transfiziert. Zusätzlich wurde durch eine parallel durchgeführte Transfektion des EGFP-

exprimierenden (EGFP = Enhanced Green Fluoreszent Protein) Vektors pEGFP

(Clontech) in dieselbe Zellinie und anschließender FACS-Analyse (Fluoreszenz

Activated Cell Scanning) die Transfektionseffizienz, also die prozentuale Anzahl der

transfizierten Zellen bestimmt. Die Meßresultate der rekombinierten Zellinien wurden

als 100%-Wert gesetzt, so daß für die entsprechenden Substratzellinien die ungefähre
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Rekombinationseffizienz, bezogen auf die Transfektionseffizienz ermittelt werden

konnte.

3.4.3.1 Vergleich der Rekombinationseffizienzen von γγγγδδδδ Resolvase Derivaten und

Cre auf genomischen DNA-Substraten

Die Zellinien 2-3 und 3-5 (vergleiche Tabelle 3.2) wurden mit Expressionsvektoren für

γδ Resolvase Derivate bzw. Cre transfiziert und nach 72 h analysiert. Exemplarisch

werden nachfolgend nur die Ergebnisse aus der Zellinie 2-3 aufgeführt. In den unter

Verwendung der Primer P-TREMCS und P-pCHSeqanti (siehe Abbildung 3.16 A)

durchgeführten PCR-Analysen stellte sich heraus, daß die γδ Resolvase Derivate mit

NLS mit einer höheren Effizienz zu rekombinieren in der Lage waren, als die Varianten

ohne NLS (Abbildung 3.16 B; Spuren 4 bis 9). Desweiteren war mit der Doppelmutante

γδE102Y,E124QNLS die prominenteste Produktbande nachzuweisen (Spur 9), während die

Wildtyp γδ Resolvase eine so geringe Rekombinationseffizienz aufwies, daß eine nur

äußerst schwache Produktbande sichtbar wurde (Spuren 4 und 5). Im Gegensatz dazu

zeigte sich, daß durch Cre auf demselben genomischen DNA-Substrat ein Großteil des

Substrates rekombiniert worden war (Spur 10). In  Sequenzanalysen der PCR-Produkte

konnte die Korrektheit der nach einem Rekombinationsereignis erwarteten DNA-

Sequenzen nachgewiesen werden.

In den Untersuchungen mit der Zellinie 3-5 konnten diese Ergebnisse reproduziert

werden.
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Ein indirekter Rekombinationsnachweis erfolgte auch hier durch Messung der relativen

β-Galaktosidase Aktivität nach Transfektion der Substrat-Zellinien mit den

Expressionsvektoren für die NLS-tragenden γδ Resolvase Varianten bzw. Cre. Die

rekombinierte Produkt-Zellinie 2-3r, die ebenfalls mit dem Vektor pEGFP transfiziert

worden war, wurde als Positivkontrolle herangezogen und auf 100% gesetzt. Die

gemessenen β-Galaktosidase Aktivitäten der 2-3r Zellen, die mit den anderen

Expressionsvektoren transfiziert worden sind, unterschieden sich hinsichtlich der

Abbildung 3.16: Nachweis der
Rekombination durch γγγγδδδδ Resolvase
und Cre auf einem genomischem
Substrat in CHO-AA8 Tet-Off
Zellen über PCR-Analyse.
A) Schematische Darstellung des
Substratvektors pTRE-RLHRLZ und
des Rekombinationsproduktes pTRE-
RLZ. Eine PCR mit den Primern P-
TREMCS und P-lacZanti2 führt mit
dem Substrat als Template zur
Amplifikation eines ca. 2,0 kb großen
DNA-Fragmentes. Durch das Rekom-
binationsprodukt pTRE-RLZ wird ein
800 bp großes DNA-Fragment
amplifiziert. B) Die Zellinie 2-3
wurde mit Expressionsvektoren für γδ
Resolvase Derivate bzw. Cre trans-
fiziert. Nach 72 h wurde die isolierte
DNA über eine kompetitive PCR mit
den Primern P-TREMCS und P-
lacZanti2 auf Deletionsereignisse hin
überprüft. In Spur 1 ist die DNA aus
der rekombinierten Produkt-Zellinie
2-3r aufgetragen, in den Spuren 3-10
die DNA aus den mit dem jeweils
angegebenen Expressionsvektor
transfizierten Zellen der Substrat-
Zellinie 2-3. Die  Pfeile markieren
die Höhe der amplifizierten DNA-
Produkte. Das DNA-Fragment aus
der unrekombinierten Ausgangs-
DNA entspricht einer Länge von 2,0
kb, das Amplifikat aus dem
Rekombinationsprodukt ist 800 bp
lang. Die übrigen Banden sind
artifizielle Nebenprodukte der PCR-
Reaktion
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Aktivität nicht von den mit pEGFP transfizierten Zellen. Es zeigte sich, daß Cre mit

einer Effizienz von >50% rekombinieren konnte, während die γδ Resolvase

Doppelmutante nur eine Rekombinationseffizienz von <2% aufwies. Die Aktivitäten der

durch die Wildtyp γδ Resolvase oder durch die Einfachmutante rekombinierten

Zellinien unterschieden sich nicht signifikant von den Werten der Negativkontrolle

(pEGFP). In Tabelle 3.3 sind exemplarisch die Ergebnisse aus der Zellinie 2-3

zusammengefaßt.

Tabelle 3.3:

Indirekte Rekombinationsanalyse auf einem genomischen res/loxP-Substrat durch Messung der
relativen ββββ-Galaktosidase Aktivität.

Zellinie Transfizierter
Vektor

Relative ββββ-Gal Aktivität
(Mittelwert)

Relative ββββ-Gal Aktivität
(Standardabweichung)

2-3r pEGFP 100,00% -
2-3 pEGFP 0,48% 0,37%
2-3 pPGKCrebpa 51,73% 22,29%
2-3 pPGKγδ 0,38% 0,24%
2-3 pPGKγδNLS 0,48% 0,36%
2-3 pPGKγδ124 0,42% 0,08%
2-3 pPGKγδ124NLS 0,55% 0,24%
2-3 pPGKγδ102 0,60% 0,01%
2-3 pPGKγδ102NLS 1,80% 0,75%

Die Resultate aus den Analysen mit der Zellinie 3-5 unterschieden sich nicht signifikant

von den hier gezeigten. Da von den übrigen Zellinien keine Positivkontrollen existieren,

wurden die Werte der mit pPGKCrebpa transfizierten Zellen in Relation zu den Werten,

Die stabile Substrat-Zellinie 2-3 wurde mit Expressionsvektoren für Cre, γδ Resolvase Derivate sowie für
EGFP per Elektroporation transfiziert. Als Positivkontrolle fungierte die rekombinierte Produkt-Zellinie
2-3r, die mit pEGFP transfiziert worden war. Nach 72 h wurde die auf den Gesamtproteingehalt der
Zellen normierte relative β-Galaktosidase Aktivität gemessen und in Bezug zur durch FACS-Analyse
ermittelten Transfektionseffizienz relativiert. Als 100%-Wert wurde die mit pEGFP transfizierte Zellinie
2-3r angegeben.
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der mit den γδ Resolvase Expressionsvektoren transfizierten Zellen gesetzt. Auch hier

zeigte sich, daß Cre eine um ein Vielfaches höhere Rekombinationseffizienz aufwies,

als die γδ Resolvase Derivate. In den Zellinien 2-3, 3-5, 2I-2 und 2II-3 konnten nach

Rekombination durch Cre jeweils relative β-Galaktosidase Aktivitäten gemessen

werden, die um das 20-fache höher waren als in den Zellen, die mit pPGKγδ102NLS

transfiziert worden waren. Unabhängig von der Anzahl bzw. der Lokation der

genomischen DNA-Substrate innerhalb einer Zellinie konnten also vergleichbare

Rekombinationseffizienzen ermittelt werden. Lediglich in der Zellinie 3-1 konnten nach

Transfektion mit pPGKCrebpa nicht so hohe Aktivitäten gemessen werden. Die Werte

betrugen nur das Fünffache von den mit pPGKγδ102NLS bzw. pEGFP transfizierten

Zellen.

In Southern Blot Analysen konnten diese Ergebnisse bestätigt werden. Die genomische

DNA wurde mit BamHI fragmentiert und mit einer Sonde innerhalb des lacZ-Gens (nt

1-nt 250) hybridisiert (siehe Abbildung 3.17 B). Durch Autoradiographie konnte das

unrekombinierte DNA-Substrat in Form einer ca. 5,1 kb großen Bande und das

Rekombinationsprodukt in Form einer ca. 3,9 kb großen Bande sichtbar gemacht

werden (Abbildung 3.17 C). Über den Phosphorimager konnte der Anteil an

rekombinierter DNA im Verhältnis zum Ausgangssubstrat bestimmt werden. Dieser

Wert wurde auf die durch FACS-Analyse (Abbildung 3.17 A) ermittelte

Transfektionseffizienz des entsprechenden Transfektionsansatzes  relativiert, so daß

daraus der ungefähre Wert der tatsächlichen Rekombinationseffizienz resultierte. Es

zeigte sich, daß Cre in allen getesteten Zellinien durchschnittliche

Rekombinationseffizienzen von ca. 40-80% erreichte, während γδE102Y,E124QNLS nur

maximal 2-3% der Substrate rekombinieren konnte (Tabelle 3.4). Der Nachweis der

Rekombination durch die übrigen γδ Resolvase Derivate konnte aufgrund der zu

geringen Effizienz nicht über eine Southern Blot Analyse erbracht werden.
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Abbildung 3.17: Bestimmung der Rekombinationseffizienz über Southern Blot Analyse.
In die stabilen Substrat-Zellinien (hier: 2-3) wurden per Elektroporation Expressionsvektoren für γδ
Resolvase Derivate und Cre transfiziert. Als Negativ-Kontrolle wurde der Vektor pEGFP in die Zellen
transfiziert. Nach 72 h wurde die genomische DNA aus den Zellen isoliert und mit BamHI verdaut. 15 µg
der fragmentierten DNA wurden elektrophoretisch über ein Agarosegel (0,8%) aufgetrennt und über
Southern Blot auf Rekombinationsereignisse hin analysiert. Von der Negativ-Kontrolle wurde jeweils ein
Aliquot der Zellen über FACS analysiert, um die Transfektionseffizienz des entsprechenden Experimentes
zu bestimmen.
A) FACS-Analyse. Es wurden 2x104 Zellen der mit pEGFP transfizierten Zellinie 2-3 auf Fluoreszenz hin
gescannt. Die in R4 enthaltenen Zellen entsprechen denen, die nach Aufnahme des Vektors pEGFP durch
die EGFP-Expression ein Fluoreszenzsignal abgeben (hier 65,72%). Die außerhalb von R4 liegenden
Zellen haben kein Plasmid aufgenommen.
B) Schematische Darstellung von pTRE-RLHRLZ und pTRE-RLZ. Die relativen Positionen der BamHI-
Schnittstellen sowie der in den Southern Blot Analysen eingesetzten Sonde sind angezeigt. Durch pTRE-
RLHRLZ wird ein 5,1 kb langes, durch pTRE-RLZ ein 3,9 kb langes Fragment detektierbar.
C) Southern Blot Analyse. Als Kontrollen wurden in den Spuren 1 und 2 jeweils ca. 1x106 Kopien des
Substrat- bzw. Produktvektors aufgetragen. In Spur 3 wurde die DNA der mit pEGFP transfizierten
Zellen, die in B) über FACS analysiert worden sind, aufgetragen. In den Spuren 4 bis 7 sind die DNAs aus
den Zellen, die mit den Expressionsvektoren für die jeweils angegebene Rekombinase transfiziert worden
sind, aufgetragen. Die Position der rekombinierten bzw. unrekombinierten DNA ist durch Pfeile
gekennzeichnet. Der Anteil der rekombinierten DNA an der Gesamt-DNA wurde mit Hilfe des
Phosphorimagers und dem Programm TINA 2.09g ermittelt (hier Cre = 48,01%; γδE102Y,E124QNLS = 2,06%)
und auf die Transfektionseffizienz (hier 65,72%) bezogen. Der daraus resultierende Wert (hier Cre =
73,05%; γδE102Y,E124QNLS = 3,13%) entspricht in etwa der tatsächlichen Rekombinationseffizienz.
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Tabelle 3.4:

Rekombinationeffizienzen von γγγγδδδδE102Y,E124QNLS und Cre auf genomischen DNA-Substraten.

Zellinie Rekombinationseffizienz
durch Cre (%)

Rekombinationseffizienz
durch γδE102Y,E124QNLS  (%)

(Mittelwert) (Standardabweichung) (Mittelwert) (Standardabweichung)

2-3 66,82 (4) 15,72 1,96 (2) 1,65

3-5 74,96 (2) 12,73 n.d. n.d.

3I-2 42,30 (3) 22,49 2,24 (1) -

2I-2 50,18 (1) - 2,54 (1) -

2II-3 83,80 (3) 42,64 2,18 (2) 1,28

Die Zellinien wurden 72 h nach Transfektion mit den Expressionsvektoren pPGKCrebpa und
pPGKγδ102NLS über Southern Blot Analysen auf Rekombinationsereignisse hin untersucht. Der Anteil
der detektierten Produktbanden an der Gesamt-DNA wurde mit Hilfe des Phosphoimagers ermittelt und
auf die Transfektionseffizienz normiert. Die in Klammern angegebenen, hochgestellten Zahlen geben die
Anzahl der auswertbaren Experimente an. Experimente, die aufgrund der Qualität der Southern Blot
Analysen bzw. aufgrund der zu geringen Bandenintensität nicht auswertbar waren, sind mit n.d.
gekennzeichnet.

In den Analysen hat sich gezeigt, daß γδE102Y,E124QNLS auf genomischen DNA-Substraten

mit einer Effizienz von ca. 2-3% rekombinieren kann, während die Rekombination

durch Wildtyp γδ Resolvase fast nicht mehr nachweisbar war. Da diese Effizienz mit

derjenigen vergleichbar war, die die γδ Resolvase Doppelmutante auf episomalen subI x

subI Substraten erreicht hat, kann das bedeuten, daß auch auf genomischen Substraten

nur auf den subsites I rekombiniert wird, auch wenn komplette res Sequenzen

vorhanden sind.

Unter diesen Umständen müßten die an den subsites I gebundenen Resolvase Dimere

zufällig aufeinandertreffen (random collision) und einen einfachen synaptischen

Komplex ohne Beteiligung der an den subsites II und III gebundenen Dimere bilden. In

diesem Fall sollten auch Inversionsereignisse stattfinden. Um dies zu überprüfen,

wurden 72 h nach Transfektion der Zellinie 2-3 mit den Expressionsvektoren PCR-

Analysen mit genomischer DNA für γδ Resolvase Derivate durchgeführt. Unter

Verwendung der Primer P-Hyganti und P-pCHSeqanti (siehe Abbildung 3.18 A) wurden
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Analysen zur Detektion von Inversionsreaktionen durchgeführt. Die Primer sind so

angeordnet, daß nur im Falle eines Inversionsereignisses ein ca. 1,3 kb großes Produkt

amplifiziert werden kann. In Abbildung 3.18 B) ist eine solche PCR-Analyse dargestellt.

Man kann erkennen, daß sowohl durch γδE102Y,E124QNLS als auch durch γδE124QNLS

Inversionsreaktionen katalysiert worden sind (Spuren 5 und 6), nicht aber durch die

Wildtyp γδ Resolvase oder durch Cre (Spuren 3 und 4).

Abbildung 3.18: PCR-Analyse
zum Nachweis von
Inversionsreaktionen durch γγγγδδδδ
Resolvase Derivate und Cre auf
genomischen DNA-Substraten in
CHO-AA8 Tet-Off Zellen.
A) Schematische Darstellung des
Substratvektors pTRE-RLHRLZ
und der erwarteten
Inversionsprodukte pTRE-
RHLRLZ (durch γδ Resolvase)
bzw. pTRE-RLRHLZ (durch Cre).
Durch eine PCR mit den Primern P-
Hyganti und P-pCHSeqanti kann
unter Verwendung des Substrates
kein Produkt amplifiziert werden.
Eine Inversion durch γδ Resolvase
würde zur Amplifikation eines ca.
1,3 kb großen Produktes führen;
eine Inversion durch Cre zur
Amplifikation eines ca. 1,2 kb
großen Produktes.
B) Die Zellinie 2-3 wurde mit
Expressionsvektoren für γδ
Resolvase Derivate und Cre
transfiziert. Nach 72 h wurde die
genomische DNA auf Inversions-
ereignisse hin analysiert. In Spur 2
ist die DNA aus den Zellen, die mit
pEGFP, in den Spuren 3-6 die
DNA aus den Zellen, die mit den
Expressionsvektoren für Cre bzw.
die γδ Resolvase Mutanten
transfiziert worden sind,
aufgetragen. Der Pfeil markiert die
Position des Inversionsproduktes
nach Rekombination durch γδ
Resolvase.
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3.4.3.2 Einfluß der Transkriptionsaktivität auf die Rekombination durch γγγγδδδδ

Resolvase und Cre auf genomischen DNA-Substraten in CHO-AA8 Tet-

Off Zellen

Der vor die Rekombinationskassette des DNA-Substrates geschaltete minimale CMV-

Promotor ist durch ein Promotorelement (TRE) regulierbar. In Gegenwart von

Doxycyclin wird die Transkription abgestellt, da spezifische Transaktivatormoleküle,

die zur Aktivierung der Transkription essentiell sind, nicht mehr an die Tet-Operator

Sequenzen des TRE binden können. Um einen möglichen Einfluß der

Transkriptionsaktivität auf die Rekombination untersuchen zu können, wurden die

Rekombinationseffizienzen von γδ Resolvase sowie Cre in An- und Abwesenheit von

Doxycyclin untersucht. Zwei Wochen vor Beginn des Rekombinationsexperimentes

wurde Doxycyclin (20 ng/ml) ins Nährmedium gegeben und bis zur Analyse

beibehalten. Zur Ermittlung des tatsächlichen Einflusses von Doxycyclin auf die

Transkription wurde das Medium für die rekombinierten Produkt-Zellinien (2-3r und 3-

5r) ebenfalls mit Doxycyclin versetzt. Nach zwei Wochen wurde die relative β-

Galaktosidase Aktivität dieser Zellen mit der Aktivität der Zellen, die nicht behandelt

worden sind, verglichen. Es hat sich gezeigt, daß die Expression der β-Galaktosidase

durch die Anwesenheit von Doxycyclin um das 200- bis 300-fache gegenüber der

Positivkontrolle reprimiert wurde, so daß der gemessene Wert nur noch um einen Faktor

3-5 über dem der Negativkontrolle lag. Die Rekombinationseffizienzen von den γδ

Resolvase Derivaten und von Cre wurden in den transkriptionsaktiven und -inaktiven

Zellinien über Southern Blot Analysen ermittelt. Auch hier wurden die Werte auf die

Transfektionseffizienz bezogen. Der Vergleich zeigte, daß eine veränderte

Transkriptionsaktivität im Bereich der Rekombinationssequenzen keine Auswirkungen

auf die durch Cre bzw. auf die durch γδ Resolvase katalysierte Rekombination hatte

(Tabelle 3.5). Die Rekombinationseffizienzen waren in beiden Zuständen vergleichbar

hoch.
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Tabelle 3.5:

Rekombinationeffizienzen von γγγγδδδδE102Y,E124QNLS und Cre auf genomischen DNA-Substraten im
transkriptionsaktivem und -inaktivem Zustand.

Zellinie Rekombination durch Cre (%) Rekombination durch γγγγδδδδ Resolvase (%)
- Doxycyclin + Doxycyclin - Doxycyclin + Doxycyclin

Mittelwert Stabw. Mittelwert Stabw. Mittelwert Stabw. Mittelwert Stabw.

2-3 66,82 (4) 15,72 74,19 (2) 19,30 1,96 (2) 1,65 2,47 (2) 0,73

3-5 74,96 (2) 12,73 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

3I-2 42,30 (3) 22,49 39,06 (3) 39,78 2,24 (1) - 1,27 (2) 0,78

2I-2 50,18 (1) - 50,21 (1) - 2,54 (1) - n.d. n.d.

2II-3 83,80 (3) 42,64 76,16 (2) 43,86 2,18 (2) 1,28 2,33 (2) 0,06

Die Zellinien wurden 14 Tage vor der Transfektion bis zur Analyse mit 20 ng/ml Doxycyclin behandelt
oder blieben unbehandelt. Sie wurden 72 h nach der Transfektion mit den Expressionsvektoren
pPGKCrebpa und pPGKγδ102NLS über Southern Blot Analysen auf Rekombinationsereignisse hin
untersucht. Der Anteil der detektierten Produktbanden an der Gesamt-DNA wurde mit Hilfe des
Phosphoimagers ermittelt und auf die Transfektionseffizienz normiert. Die in Klammern angegebenen,
hochgestellten Zahlen geben die jeweilige Anzahl der auswertbaren Experimente an. Experimente, die
aufgrund der Qualität der Southern Blot Analysen bzw. aufgrund der zu geringen Bandenintensität nicht
ausgewertet werden konnten, sind mit n.d. gekennzeichnet.

3.4.3.3 Einfluß von Topoisomerase Inhibitoren auf die Rekombinationseffizienzen

von Cre und γγγγδδδδ Resolvase auf genomischen DNA-Substraten in CHO-AA8

Tet-Off Zellen

In eukaryotischen Zellen gibt es zwei aufgrund ihres Reaktionsmechanismus

divergierende Typen von Enzymen, die den topologischen Zustand der DNA

kontrollieren; Typ I - Topoisomerasen und Typ II – Topoisomerasen (Wang, 1996). Da

die Rekombination der Wildtyp γδ Resolvase abhängig von der Topologie des

Substrates ist, wurde die Rekombinationseffizienz in An- und Abwesenheit von

Topoisomerase Inhibitoren untersucht. Hierzu wurden 24 h nach der Transfektion der

Expressionsvektoren 50 µM Camptothecin (CPT) ins Medium gegeben. CPT ist ein
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spezifischer Topoisomerase I Inhibitor (Chris et al., 1997). Die Zellen wurden für 24 h

unter diesen Bedingungen gehalten und nach weiteren 24 h ohne CPT-Behandlung

analysiert. Es zeigte sich, daß die Substanz keinen großen Einfluß auf die

Rekombinationseffizienzen von Cre und γδ Resolvase hatte. Die Messungen der

relativen β-Galaktosidase Aktivität ergaben in der Zellinie 2-3 nur leicht erhöhte Werte

in allen Transfektionsansätzen (außer mit pEGFP) nach CPT-Behandlung. In Tabelle

3.4 sind die Mittelwerte aus 3 separat durchgeführten Transfektionen (Duplettansätze)

aufgeführt. Auch in PCR-Analysen, die analog zu den im Abschnitt 3.4.3.1

beschriebenen Untersuchungen durchgeführt worden waren, konnten in der Zellinie 2-3

geringfügig prominentere Produktsignale nach CPT-Behandlung beobachtet werden

(Abbildung 3.19; Spuren 6, 8, 10, 12).

In Southern Blot Analysen allerdings zeigte sich, daß der zuvor beobachtete Effekt so

gering war, daß in den auswertbaren Experimenten keine signifikanten Unterschiede im

Vergleich zu den Rekombinationseffizienzen ohne CPT-Behandlung beobachtet werden

konnten (Tabelle 3.7).

Abbildung 3.19: PCR-Analyse zum
Nachweis der Deletion durch γγγγδδδδ
Resolvase Mutanten auf genomischen
DNA-Substraten in CHO-AA8 Tet-Off
Zellen, mit und ohne CPT-
Behandlung.
Die Zellinie 2-3 wurde nach Transfek-
tion mit den jeweils angegebenen
Expressionsvektoren für 24 h mit 50 µM
CPT behandelt (Spuren 6, 8, 10, 12). In
den Spuren 5, 7, 9 und 11 sind die
Ansätze der jeweils unbehandelten
Zellen aufgetragen. Als Kontrollen
wurden mit pEGFP transfizierte 2-3
Zellen (Spur 2) bzw. 2-3r Zellen (Spur 3)
aufgetragen. Die PCR-Reaktionen
wurden mit den Primern P-TREMCS und
P-lacZanti2 durchgeführt. Die Pfeile
markieren die rekombinierte bzw. nicht
rekombinierte Produktbande.
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Tabelle 3.6:

Vergleich der relativen ββββ-Galaktosidase Aktivität von 2-3 Zellen nach Transfektion mit
Expressionsvektoren für Cre und γγγγδδδδ Resolvase Derivate mit und ohne CPT-Behandlung

 Zellinie Transfizierter

Vektor

rel. β-Gal Aktivität

(Mittelwert)

- CPT

rel. β-Gal Aktivität

(Standardabweichung)

- CPT

rel. β-Gal Aktivität

(Mittelwert)

+ CPT (50 µM)

rel. β-Gal Aktivität

(Standardabweichung)

+ CPT (50 µM)

 2-3r pEGFP 100,00% - 100,00% -

 2-3 pEGFP 0,48% 0,37% 0,31% 0,22%

 2-3 pPGKCrebpa 51,73% 22,29% 64,66% 12,18%

 2-3 pPGKγδNLS 0,48% 0,36% 0,95% 1,01%

 2-3 pPGKγδ124NLS 0,55% 0,24% 1,18% 0,06%

 2-3 PPGKγδ102NLS 1,80% 0,75% 3,38% 1,83%

Tabelle 3.7:

Rekombinationeffizienzen von γγγγδδδδE102Y,E124QNLS und Cre auf genomischen DNA-Substraten mit und
ohne CPT-Behandlung.

Zellinie Rekombination durch Cre (%) Rekombination durch γγγγδδδδ Resolvase (%)
- Camptothecin + Camptothecin - Camptothecin + Camptothecin

Mittelwert Stabw. Mittelwert Stabw. Mittelwert Stabw. Mittelwert Stabw.

2-3 66,82 (4) 15,72 60,38 (1) - 1,96 (2) 1,65 n.d. n.d.

3-5 74,96 (2) 12,73 n.d. n.d. n.d. n.d.

3I-2 42,30 (3) 22,49 82,35 (1) - 2,24 (1) - n.d. n.d.

2I-2 50,18 (1) - 85,46 (2) 9,60 2,54 (1) - 1,70 (1) -

2II-3 83,80 (3) 42,64 63,52 (2) 0,11 2,18 (2) 1,28 n.d. n.d.

Die Zellen wurden 24 h nach der Transfektion mit den Expressionsvektoren pPGKCrebpa bzw.
pPGKγδ102NLS für 24 h mit Camptothecin (50 µM) behandelt oder blieben unbehandelt. Sie wurden 72
h nach der Transfektion über Southern Blot Analysen auf Rekombinationsereignisse hin untersucht. Der
Anteil der detektierten Produktbanden an der Gesamt-DNA wurde mit Hilfe des Phosphoimagers ermittelt
und auf die Transfektionseffizienz normiert. Die in Klammern angegebenen, hochgestellten Zahlen geben
die Anzahl der auswertbaren Experimente an. Experimente, die aufgrund der Qualität der Southern Blot
Analysen bzw. aufgrund der zu geringen Bandenintensität nicht auswertbar waren, sind mit n.d.
gekennzeichnet.

Auch eine längere Exposition der Zellen mit CPT führte zu keiner Veränderung des

Rekombinationsslevels. Hierbei wurden den Zellen 24 h vor der Transfektion 10 µM

CPT zugesetzt. Bis zur Analyse, die 72 h nach der Transfektion stattfand, wurde die
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CPT-Menge im Medium beibehalten. Aufgrund der Cytotoxicität lag die Überlebensrate

der Zellen in den Experimenten bei nur ca. 20%, so daß höhere CPT-Konzentrationen

nicht eingesetzt werden konnten.

Mit dem Flavonoid EMD 50689 wurde eine weitere Substanz getestet, die neben Typ I

DNA-Topoisomerasen auch die des Typs II inhibiert (Boege et al., 1996). In diesem

Experiment wurde der Inhibitor 24 h nach der Transfektion ins Medium gegeben (100

µM) und nach 24 h Inkubationszeit wieder entfernt. Bei der nach weiteren 24 h

stattfindenden Analyse der Zellen durch Messung der relativen β-Galaktosidase

Aktivität konnte erneut kein Effekt auf die Rekombinationseffizienzen von Cre und γδ

Resolvase festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Auch eine kombinierte Behandlung

der Zellen mit CPT und EMD 50689 zeigte keine signifikante Wirkung auf die

Rekombinationseffizienzen (Daten nicht gezeigt).

3.4.3.4 Einfluß von Histon-Deacetylase Inhibitoren auf die Rekombinations-

effizienzen von γγγγδδδδ  Resolvase und Cre auf genomischen DNA-Substraten in

CHO-AA8 Tet-Off Zellen

Das eukaryotische Genom liegt im Zellkern nicht als langgezogener, unverpackter

DNA-Doppelstrang vor, sondern ist durch Histonproteine in Form des hochorganisierten

Chromatins verpackt. Während der Transkription wird die Struktur aufgelockert, so daß

die DNA für DNA-bindende Proteine zugänglicher wird und die RNA-Polymerase

entlang der DNA wandern und diese transkribieren kann. Hierbei werden Lysinreste

einiger Histonproteine acetyliert. Umgekehrt führt eine Deacetylierung der Lysinreste

wieder zu einer Komprimierung der Nukleosomenstruktur. Um dies zu vermeiden und

die Zugänglichkeit des genomischen DNA-Substrates für die γδ Resolvase bzw. Cre zu

erhöhen, wurden Histon-Deacetylase Inhibitoren (Yoshida et al., 1995) eingesetzt. Die

Anwesenheit eines solchen Inhibitors sollte in Folge der Hyperacetylierung der Histone



Ergebnisse

102

auch zu einer Erhöhung der Transkriptionsfrequenz führen (Garrison et al., 2000;

Olsson et al., 1999; Bartsch et al., 1996).

Getestet wurden die Substanzen Trichostatin A (TSA) und Na-Butyrat, die jeweils 24 h

nach der Transfektion des Expressionsvektors ins Medium gegeben wurden und für 24 h

auf die Zellen einwirken konnten. Die Substanzen wurden durch Waschen der Zellen

entfernt und nach weiteren 24 h wurden die Zellen analysiert. TSA, auch als

antifungales Antibiotikum aus Streptomyces hygroscopicus bekannt, wurde in einer

Konzentration von 3 µM (Chen & Townes, 1999) eingesetzt, während Butyrat in zwei

verschiedenen Konzentrationen (500 µM; 7 mM, Cherry & Baltimore, 1999) getestet

wurde.

Die Wirkung von TSA auf die Transkriptionsaktivität wurde durch einen Vergleich der

gemessenen relativen β-Galaktosidase Aktivitäten der rekombinierten Zellinien in An-

und Abwesenheit dieser Substanz ermittelt. Hierbei konnte ein signifikanter Anstieg der

relativen β-Galaktosidase Aktivität um den Faktor vier in Anwesenheit von TSA

gemessen werden (Abbildung 3.20).

Abbildung 3.20: Einfluß der
TSA-Behandlung auf die ββββ-
Galaktosidase Expression in 2-3r
Zellen.
Die Zellinien 2-3 und 2-3r wurden
für 24 h mit TSA (3 µM) behandelt.
Anschließend wurden die Zellen
lysiert und deren Ge-
samtproteingehalt bestimmt. Aus-
gehend von diesen Werten wurden
die Lysate der beiden Zellinien
vermischt, so daß ein definierter
prozentualer Anteil aus der
rekombinierten Zellinie stammte.
Zuletzt wurden die relativen β-
Galaktosidase Aktivitäten
gemessen. Rote Punkte entsprechen
den Daten der TSA-behandelten
Zellen, blaue Punkte denen der
unbehandelten Zellen.
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Ein positiver Effekt auf die Rekombinationseffizienzen konnte jedoch durch

Trichostatin A nicht beobachtet werden. In Southern Blot Analysen zeigte sich zwar in

der Zellinie 2I-2, daß die Rekombinationseffizienz der γδ Resolvase bei ca. 4,5% lag,

jedoch handelte es sich hier nur um einen Einzelmeßwert (Tabelle 3.8). Weitere

Experimente in dieser, aber auch in anderen Zellinien konnten hingegen aufgrund der zu

geringen Menge an Rekombinationsprodukt und der daraus resultierenden zu geringen

Bandenintensität nicht ausgewertet werden. Bei der Cre katalysierten Rekombination

zeigten sich ebenfalls einige Differenzen bezüglich der Effizienzen mit und ohne TSA-

Behandlung. Diese waren aber zumeist in der geringen Anzahl der Experimente

begründet. Eine Betrachtung der parallel durchgeführten Einzelexperimente ergab, daß

in Experimenten mit hohen Rekombinationseffizienzen nach TSA-Behandlung auch

hohe Effizienzen in den unbehandelten Zellen erreicht worden sind.

Tabelle 3.8:

Rekombinationeffizienzen von γγγγδδδδE102Y,E124QNLS und Cre auf genomischen DNA-Substraten mit und
ohne TSA-Behandlung.

Zellinie Rekombination durch Cre (%) Rekombination durch γγγγδδδδ Resolvase (%)
- Trichostatin A + Trichostatin A - Trichostatin A + Trichostatin A

Mittelwert Stabw. Mittelwert Stabw. Mittelwert Stabw. Mittelwert Stabw.

2-3 66,82 (4) 15,72 90,27 (2) 1,06 1,96 (2) 1,65 n.d. n.d.

3-5 74,96 (2) 12,73 67,40 (1) - n.d. n.d.

3I-2 42,30 (3) 22,49 65,01 (1) - 2,24 (1) - n.d. n.d.

2I-2 50,18 (1) - 74,48 (2) 7,59 2,54 (1) - 4,49 (1) -

2II-3 83,80 (3) 42,64 58,78 (1) - 2,18 (2) 1,28 n.d. n.d.

Die Zellen wurden 24 h nach der Transfektion mit den Expressionsvektoren pPGKCrebpa bzw.
pPGKγδ102NLS für 24 h mit Trichostatin A (3 µM) behandelt oder blieben unbehandelt. Sie wurden 72 h
nach der Transfektion über Southern Blot Analysen auf Rekombinationsereignisse hin untersucht. Der
Anteil der detektierten Produktbanden an der Gesamt-DNA wurde mit Hilfe des Phosphoimagers ermittelt
und auf die Transfektionseffizienz normiert. Die in Klammern angegebenen, hochgestellten Zahlen geben
die Anzahl der auswertbaren Experimente an. Experimente, die aufgrund der Qualität der Southern Blot
Analysen bzw. aufgrund der zu geringen Bandenintensität nicht auswertbar waren, sind mit n.d.
gekennzeichnet.
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Mit Na-Butyrat wurden nur Zellen der Zellinie 2-3 behandelt. Es wurden zwei

Experimente mit 7 mM und ein Experiment mit 500 µM Na-Butyrat, analog zu den

TSA-Behandlungen durchgeführt. Messungen der relativen β-Galaktosidase Aktivität

ergaben gleiche Resultate wie in den unbehandelten Zellen. Auch auf die Transkription

hatte Na-Butyrat keinen Einfluß (Daten nicht gezeigt). Southern Blot Analysen wurden

nicht durchgeführt.

Eine Simultanbehandlung der Zellen mit den Substanzen Doxycyclin, CPT und TSA

führte zu Ergebnissen, wie sie auch nach einer Behandlung mit CPT alleine gemessen

werden konnten (Daten nicht gezeigt).

3.5 Subsite I homologe Sequenzen im menschlichen Genom

Episomale Substrate mit isolierten subsites I können durch die γδ Resolvase

Doppelmutante γδE102Y,E124QNLS in CHO-Zellen mit einer Effizienz von ca. 15-20%,

bezogen auf die Positivkontrolle, rekombiniert werden. Die Rekombinationsanalysen

auf genomischen Substraten deuten darauf hin, daß auch hier vermutlich nur auf den

subsites I und nicht auf den kompletten res Sequenzen rekombiniert wird.

Eine wichtige Technik zur Erforschung der Funktion von Genen stellt die gezielte

Integration einer bestimmten DNA in einen definierten genomischen Lokus dar. Da

γδE102Y,E124Q auch intermolekulare Rekombinationsreaktionen katalysieren kann (Arnold

et al., 1999; Boocock, pers. Mitteilung), sollte eine gezielte Integration einer DNA ins

Genom auch mit Hilfe des γδ Resolvase/res Systemes durchführbar sein. Hierfür

benötigt man zunächst ein Substratplasmid mit einer einzelnen res bzw. subsite I

Sequenz und der zu integrierenden DNA-Sequenz. Als Zielsequenz könnte z.B. die res

Sequenz in der rekombinierten Zellinie 2-3r verwendet werden, möglicherweise

existieren aber auch natürlich vorkommende, subsite I homologe Sequenzen (Pseudo-

subsite I), die als Ziel-DNA verwendet werden können. Sollte der overlap-Bereich einer

solchen Pseudo-subsite I von der Wildtyp overlap-Region abweichen, müßte die im
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Plasmid eingesetzte res bzw. subsite I ebenfalls modifiziert werden, so daß korrekte

Basenpaarungen für die Religation eingegangen werden können. Ein zufälliges

Aufeinandertreffen der an den subsites I gebundenen Resolvase Dimere würde zur

Bildung eines einfachen synaptischen Komplexes führen. Schließlich könnte die

Plasmid-DNA durch eine intermolekulare Rekombinationsreaktion in die spezifische

Zielsequenz im Genom integriert werden (Abbildung 3.21).

Um zu überprüfen, ob Pseudo-subsite I Sequenzen existieren, wurde eine EMBL-

Datenbanksuche nach einer humanen, zur subsite I homologen DNA-Sequenz

durchgeführt. Ausgehend von der Consensus-Sequenz (Wells & Grindley, 1984) und

den Analysen von Rimphanitchayakit und Grindley (1990) wurde nach folgender

Sequenz gesucht:

5´  T G T N C G N N A N N N N N N N N N N T N N C G N A C A 3´

subI*
Pseudo-subI

+

P-IR   P-IL

IR*   IL*

P-IR    IL* IR*    P-IL

I

II

Abbildung 3.21: Gezielte Integration
eines DNA-Moleküls ins Genom durch
γγγγδδδδ Resolvase.
Ein DNA-Plasmid mit einer subsite I
Sequenz (subI*) kann durch eine
γδE102Y,E124QNLS katalysierte, intermole-
kulare Rekombinationsreaktion gezielt in
einen Lokus des Genoms, der eine
Pseudo-subsite I (Pseudo-subI) enthält,
integriert werden. Hierbei muß der
overlap-Bereich der subsite I dem der
Pseudo-subsite I angepaßt sein. Durch
zufälliges Aufeinandertreffen der an den
subsites I gebundenen Resolvase Dimere
entsteht ein einfacher synaptischer
Komplex (I). Schließlich katalysiert die
γδ Resolvase Doppelmutante  eine inter-
molekulare Rekombination zwischen
genomischer und Plasmid-DNA, so daß
diese zwischen den subsite I Sequenzen
integriert wird (II). Die Resolvase-
Bindungsregionen der Pseudo-subsite I
sind als P-IR und P-IL, die der Plasmid-
subsite I als IL* und IL* bezeichnet.
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Insgesamt wurden 404 homologe Sequenzen mit mindestens 2 Nukleotidabweichungen

gefunden. Alle Sequenzen wurden auf Übereinstimmung mit der Consensus-Sequenz

für die Resolvase Bindungsstellen (TGTCYNNTA; Wells & Grindley, 1984; Falvey &

Grindley, 1987) und den Nukleotidsequenzen der subsites I, II und III, unter der

Voraussetzung, daß auch die palindromischen Kombinationsmöglichkeiten funktionell

sind, überprüft. Abweichungen innerhalb der Rekombinase-Bindungsstellen wurden mit

den von Rimphanitchayakit und Grindley analysierten mutierten Sequenzen verglichen,

um sie bezüglich ihrer Auswirkungen auf die Bindungsaffinität der γδ Resolvase

einordnen zu können. Daraufhin wurden zwei Sequenzen mit den potentiell

unbedeutendsten Abweichungen innerhalb der subsite I ausgewählt. Hierbei handelte es

sich einerseits um ein Intron des TMP21-Gens auf Chromosom 14 (Genbank Accession

Number AC007055) und andererseits um einen nicht exprimierten Sequenzbereich des

Chromosoms 20 (Genbank Accession Number HS850H21). Die entsprechenden

Nukleotidsequenzen sind in Abbildung 3.22 aufgeführt.

Mit genomischer DNA aus HeLa-Zellen als Matrize wurde durch PCR-Analysen

überprüft, ob die gefundenen Sequenzen tatsächlich im menschlichen Genom

vorkommen. Mit den Primern P-TMP21-1 und P-TMP21-anti1  bzw. P-SubhCh20-1

und P-SubhCh20-1anti  konnten beide Sequenzen amplifiziert und sequenziert werden

(Daten nicht gezeigt).

3.6.1 Funktionalität der zur subsite I homologen Nukleotidsequenz

TGTCAGATAGCTCCTTCTTTGTCGGACA

Die Sequenz TGTCAGATAGCTCCTTCTTTGTCGGACA (subIh) aus dem TMP-21

Gen auf Chromosom 14 wurde in den Substratvektor pCH-RNRZ einkloniert, wobei die

zum Promotor proximale res Sequenz durch die angegebenen Nukleotide substituiert

wurde. Zudem wurde der overlap-Bereich der distalen res Sequenz von AT nach CT

mutiert,
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AC007055:   5´ TGTCAGATA  gctccttctt  TGTCGGACA  3´

HS850H21: 5´ TGTCCTATA  actatccaat  TAACGCACA  3´

subsite I Sequenz: 5´ CGTCCGAAA  tattataaat  TATCGCACA  3´
 
subsite II Sequenz: 5´ TGTCTATTA  16 bp-spacer  TAACAGACA  3´

subsite III Sequenz: 5´ TGTCCGATA  7 bp-spacer   TAGGATACA  3´

Consensus-Sequenz: 5´ TGTCYNNTA  nnnnnnnnnn  TANNRGACA  3´
(Wells & Grindley, 1984)

Einfluß von Basensubstitutionen innerhalb der subsite I auf die Bindungsaffinität von γδ
Resolvase (Rimphanitchayakit & Grindley, 1990):

5´C G T C C G A A A T A T t a t a A A T T A T C G C A C A 3´
3´G C A G G C T T T A T A a t a t T T A A T A G C G T G T 5´

 A

 G

 C

 T

Abbildung 3.22: Subsite I homologe DNA-Sequen
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um ihn dem der Pseudo-subsite I Sequenz anzupassen und so die Religation zu

ermöglichen. Das entstandene Plasmid pCH-ShNR*Z wurde zusammen mit dem

Expressionsvektor pPGKγδ102NLS in HeLa- und in CHO-Zellen co-transfiziert. Nach

48 h wurden die Zellen geerntet und analysiert.

Messungen der relativen β-Galaktosidase Aktivität ergaben keinen Unterschied im

Vergleich zur Negativkontrolle, in der anstelle von pPGKγδ102NLS der

Expressionsvektor pPGKCrebpa verwendet wurde. Auch in PCR-Analysen konnte unter

Verwendung der Primer P-SV40prä und P-lacZanti2 bzw. P-pCHSeq und P-

pCHSeqanti kein Rekombinationsprodukt amplifiziert werden (Daten nicht gezeigt).

3.6.2 Funktionalität der zur subsite I homologen Nukleotidsequenz

TGTCCTATAACTATCCAATTAACGCACA

Analog zum oben beschriebenen Vektor pCH-ShNR*Z wurde das Substratplasmid

pCH-Sh20NR*Z konstruiert. Anstelle der zum Promotor proximalen res Sequenz wurde

die Nukleotidfolge TGTCCTATAACTATCCAATTAACGCACA (subIh20) in den

Vektor eingefügt. In der zweiten res Sequenz wurde wiederum der overlap-Bereich

modifiziert, hier von AT nach TC. Das Substratmolekül wurde zusammen mit

pPGKγδ102NLS in HeLa- sowie CHO-Zellen transfiziert. Nach 48 h wurde die DNA

isoliert und über PCR analysiert. In einer ersten PCR wurde in beiden Zellinien unter

Verwendung der Primer P-SV40prä und P-pCHSeqanti eine nur äußerst leicht

angedeutete, ca. 700 bp große Bande als Deletionsprodukt sichtbar. Dieses potentielle

Produkt wurde aus dem Agarosegel isoliert und als Template für eine nachfolgende

Nested-PCR eingesetzt. Ein PCR-Ansatz aus Zellen, die mit pCH-Sh20NR*Z und

pPGKCrebpa co-transfiziert worden waren, wurde ebenfalls über das Agarosegel

aufgetrennt. Da hier keine Bande dieser Größe zu erkennen war, wurde ein

entsprechendes Gelfragment blind, aber großflächig herausgeschnitten. Auch hier wurde

eine DNA-Extraktion durchgeführt, so daß das Eluat als Matrize für die
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Negativkontrolle eingesetzt werden konnte. Die Nested-PCR wurde unter Verwendung

der Oligonukleotide P-pCHSeq und P-pCHSeqanti durchgeführt. Das Resultat dieser

Amplifikation ist in Abbildung 3.23 dargestellt. Sowohl aus HeLa- als auch aus CHO-

Zellen konnte ein Deletionsprodukt nachgewiesen werden (Spuren 4 und 5). Die ca. 220

bp großen PCR-Produkte wurden aus dem Agarosegel eluiert und sequenziert. Die

ermittelte DNA-Sequenz entsprach der Sequenz des erwarteten

Rekombinationsproduktes. In der Negativkontrolle wurde hingegen nur ein PCR-

Artefakt sichtbar, das in den übrigen Ansätzen ebenfalls amplifiziert worden war.

Abbildung 3.23: Funktionalitätsnachweis des Substratplasmides pCH-Sh20NR*Z in eukaryotischen
Zellen durch Nested-PCR.
A) Substratplasmid pCH-Sh20NR*Z mit der zur subsite I homologen Sequenz Sh20 aus Chromosom 20 und
einer im overlap-Bereich modifizierten res Sequenz (res*). Das Rekombinationsprodukt besitzt eine
Hybridsequenz, bestehend aus einer Hälfte von Sh20, der modifizierten overlap-Region und der anderen
Hälfte der Wildtyp subsite I Sequenz. Die Position der in den PCR-Analysen verwendeten Primer ist
durch Pfeile markiert. B) Es wurden Co-Transfektionen von pCH-Sh20NR*Z zusammen mit
pPGKγδ102NLS bzw. pPGKCrebpa in CHO- und HeLa-Zellen durchgeführt. Nach 24 h wurde die DNA
aus den Zellen isoliert und über Nested-PCR analysiert. In Spur 1 wurde das Rekombinationsprodukt
pCH-SZ als Positivkontrolle in CHO-Zellen transfiziert. In Spur zwei wurde genomische DNA aus Mock
transfizierten CHO-Zellen als Template eingesetzt, in Spur 3 das Substrat zusammen mit einem
Expressionsvektor für Cre. Die Spuren 4 und 5 zeigen die Rekombinationsansätze aus CHO- bzw. HeLa-
Zellen. Die Position des Produktamplifikates ist durch einen Pfeil markiert.

B)
pCH-Sh20NR*Z

pCH-Sh20/R*Z

Deletion durch
 γδγδγδγδ    E102Y,E124QNLS

     I   III   II   I

   I/ I

P-SV40 Sh20/res* lacZ

P-SV40 Sh20 res*neo lacZ

A)

P-SV40prä

P-SV40prä P-pCHSeqanti

P-pCHSeqanti

P-pCHSeq

P-pCHSeq

P-pCHSeqanti

P-pCHSeqanti

1365 bp

1840 bp

694 bp

221 bp

pC
H

-S
Z

pC
H

-S
h2

0N
R

Z 
+

pP
G

K
C

re
bp

a

pC
H

-S
h2

0N
R

Z 
+

pP
G

K
γδ

10
2N

LS

pC
H

-S
h2

0N
R

Z 
+

pP
G

K
γδ

10
2N

LS

10
0 

bp
-M

ar
ke

r

(-)
transfizierte

Vektoren

Zellinie CHO CHO CHO CHO HeLa

rek.

Spur 1 2 3 4 5 6

500 bp

100 bp

1.0 kb



Ergebnisse

110

Das Ergebnis zeigt, daß die humane, auf dem Chromosom 20 lokalisierte, zur subsite I

homologe Nukleotidsequenz TGTCCTATAACTATCCAATTAACGCACA zusammen

mit einer kompletten, im overlap-Bereich modifizierten res Sequenz sowie der γδ

Resolvase Doppelmutante grundsätzlich funktional ist.
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IV. DISKUSSION 
 

 

In dieser Arbeit konnten Rekombinationsereignisse durch die γδ Resolvase Mutanten 

γδE124Q (Arnold et al., 1999) und γδE102Y,E124Q sowie durch deren NLS-tragenden 

Derivate in Säugetierzellen nachgewiesen werden. In transienten Co-

Transfektionsexperimenten konnte über Reportergen-Analysen gezeigt werden, daß 

diese Varianten der γδ Resolvase hoch effizient auf episomalen Standardsubstraten 

rekombinieren können, während die Wildtyp γδ Resolvase weitestgehend inaktiv ist. 

Die Rekombinationseffizienz der Doppelmutante war in CHO-Zellen mit der von Cre 

vergleichbar. Die Topologie der Substrate war für die Rekombination unbedeutend; 

linearisierte DNA-Substrate konnten mit gleicher Effizienz rekombiniert werden wie 

superhelical gespannte. Darüberhinaus konnte γδE102Y,E124Q auch Substrate mit isolierten 

subsites I umsetzen, wenn gleich die Rekombination durch das Fehlen der 

akzessorischen subsites II und III stark limitiert war.  

Auf genomischen Substraten hingegen besaß nur die Doppelmutante der γδ Resolvase 

eine quantitativ auswertbare Rekombinationsaktivität. Weder durch eine Inhibition der 

Topoisomerasen des Typs I und II, noch durch eine Hemmung der Histon-Deacetylasen 

konnte die Rekombination stimuliert werden. Es zeigte sich zudem, daß auch der 

Transkriptionsstatus keinen Effekt auf die γδ Resolvase katalysierte Rekombination 

hatte. Diese Ergebnisse konnten auf allen getesteten genomischen Substraten beobachtet 

werden. Desweiteren konnten sowohl auf genomischen als auch auf episomalen 

Substraten neben den regulär durch die γδ Resolvase Mutanten katalysierten Deletionen 

auch Inversionsereignisse detektiert werden. 

Im Vergleich zu den γδ Resolvase Mutanten war Cre in der Lage, episomale und 

genomische DNA-Substrate mit vergleichbarer Effizienz zu rekombinieren. Auch hier 

wurde die Rekombination weder durch die Transkription, noch durch die Inhibition der 

Topoisomerasen bzw. Histon-Deacetylasen beeinflußt.  
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Schließlich wurde eine humane DNA-Sequenz auf dem Chromosom 20 entdeckt, die 

zur subsite I von res homolog und in Verbindung mit einer in der overlap-Region 

modifizierten res Sequenz sowie γδE102Y,E124QNLS  funktional ist. 

 

 

4.1 Die γγγγδδδδ Resolvase Mutanten sind rekombinationsaktiv 
 

Analog zu den publizierten Tn3 Mutanten (Arnold et al., 1999) wurden γδ Resolvase 

Mutanten hergestellt. Zu diesem Zeitpunkt lagen noch keine in vivo Daten über deren 

Rekombinationsaktivität in E. coli vor. Auch in vitro wurde bis dahin nur die Mutante 

γδE124Q charakterisiert (Arnold et al., 1999). Um die Funktionalität dieser Derivate zu 

testen, wurden sie in prokaryotische Expressionsvektoren kloniert und in E. coli 

transformiert. Auf diesem Weg sollte auch ein möglicher negativer Einfluß einer C-

terminal angehängten NLS (Kalderon et al., 1993) auf die Rekombinationskompetenz 

der Resolvase Derivate ausgeschlossen werden. Durch  eine Blau/Weiss-Selektion 

konnte gezeigt werden, daß ein in diese Bakterien transformiertes Substratplasmid in 

den meisten Kolonien rekombiniert worden war. Stichprobenhafte Restriktionsanalysen 

ergaben, daß in den Bakterienklonen, in denen aufgrund der Färbung Rekombination 

stattgefunden hat, tatsächlich nur noch Deletionsprodukte nachzuweisen waren. 

Inversionsprodukte konnten nicht detektiert werden (Abbildung 3.1).  

Durch die Analysen konnte gezeigt werden, daß die nach 14 h gemessene 

Rekombinationseffizienz auf Resolvase-Standardsubstraten in E.coli nicht negativ durch 

die Aminosäuresubstitutionen beeinflußt wurde. Auch die sieben Aminosäuren der C-

terminal positionierten NLS wirkten sich nicht störend auf die Rekombination aus und 

behinderten offensichtlich weder die Bildung des Resolvosoms noch die des 

Synaptosoms. 
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4.2 γγγγδδδδ Resolvase wird in eukaryotischen Zellinien exprimiert 
 

Um das sequenz-spezifische, prokaryotische Rekombinationssystem der γδ Resolvase in 

Zellen höherer Organismen untersuchen bzw. anwenden zu können, mußte zunächst die 

Expression der Resolvase in diversen eukaryotischen Zellinien nachgewiesen werden. 

Der Cre exprimierende, eukaryotische Expressionsvektor pPGKCrebpa (Fellenberg, 

1998) wurde verwendet, um analoge γδ Resolvase exprimierende Vektoren herzustellen. 

Der hier verwendete Promotor des Phosphoglycerat-Kinase I Gens (Adra et al., 1987) 

erlaubt in Säugetierzellen eine starke Expression des dahinter geschalteten Gens. 

Stromabwärts des Resolvase-Gens wurde die Polyadenylierungssequenz des Rinder-

Wachstumshormons (Pfarr et al., 1986) lokalisiert, die die notwendige Modifizierung 

der mRNA gewährleistet. Von allen verwendeten Resolvase-Genen wurden auch 

Derivate mit C-terminaler NLS (Kalderon et al., 1993) hergestellt, um den Transport 

des Proteins in den Zellkern zu gewährleisten. Diese nukleare Lokalisationssequenz 

wurde auch in pPGKCrebpa verwendet, hier allerdings am N-Terminus des Enzyms 

(Abbildung 3.2). Zusätzlich wurden Expressionsvektoren mit dem ebenfalls in 

Eukaryoten stark exprimierenden CMV-Promotor (Boshart et al., 1985) hergestellt.  

In Western Blot Analysen konnte die Expression aller verwendeten γδ Resolvase 

Derivate nachgewiesen werden (Abbildung 3.3). Überraschenderweise konnten durch 

NLS-tragende Varianten wesentlich stärkere Signale beobachtet werden als durch 

diejenigen ohne NLS. Da alle Derivate in den selben Vektorhintergrund kloniert 

wurden, sollte sich deren Expression nicht unterscheiden. Eine Erklärung für die 

signifikant unterschiedlich starken Signale könnte aber darin liegen, daß die Resolvasen 

mit NLS stärker vor proteolytischem Abbau geschützt sind; möglicherweise deshalb, 

weil sie schneller in den Zellkern transportiert werden, wo andere Bedingungen 

herrschen als im Cytoplasma. Aufgrund der sieben zusätzlichen Aminosäuren liefen 

NLS-tragende Resolvase Moleküle langsamer durch das denaturierende 

Polyacrylamidgel, so daß die Banden an einer geringfügig höheren Position auftauchten. 

Die Aminosäureaustausche E102Y bzw. E124Q haben die Expression der jeweiligen γδ 

Resolvase Derivate nicht beeinflußt. Das Ergebnis konnte sowohl in CHO- als auch in 
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HeLa- und NIH3T3-Zellen bestätigt werden. Nach Transfektion der 

Expressionsvektoren mit CMV-Promotor konnten Banden beobachtet werden, die sich 

in ihrer Intensität nicht von den hier gezeigten unterschieden. Das deutet darauf hin, daß 

die beiden hier getesteten Promotoren eine in etwa gleich starke Expression 

gewährleisten. 

Die Rekombinationseffizienz auf genomischen Substraten war sehr gering, daher mußte 

als Ursache auch die Möglichkeit in Betracht gezogen werden, daß die lokale 

Konzentration der γδ Resolvase im Zellkern zu gering war. Über indirekte 

Immunfluoreszenzfärbungen sollte versucht werden, die exprimierte Resolvase zu 

lokalisieren, was aber aufgrund der Unspezifität der Anti-γδ Resolvase-Antikörper , die 

auch schon im Western Blot zum Ausdruck kam, nicht gelang. Da aber in Co-

Transfektionsexperimenten eine große Anzahl von Expressionsvektoren und 

Substratplasmiden simultan in die Zelle transfiziert wurde, und die Resolvase nur im 

Zellkern exprimiert werden konnte, wie auch die erst nach der Rekombination der 

Substrate stattgefundene Expression der β-Galaktosidase nur im Nukleus stattfinden 

konnte, ist davon auszugehen, daß die zwischenzeitlich erfolgte Rekombination 

ebenfalls im Zellkern katalysiert wurde. Aufgrund der hier beobachteten 

Rekombinationseffizienzen muß man ebenfalls davon ausgehen, daß ein hoher 

Prozentsatz der in die Zelle gelangten DNA-Moleküle rekombiniert worden ist. Die 

Resolvase sollte demnach in relativ großen Mengen im Zellkern vertreten gewesen sein. 

Ein Anzeichen für eine erhöhte Präsenz der NLS-tragenden Resolvase Derivate im 

Zellkern ist die Beobachtung, daß die Varianten mit NLS im Allgemeinen höhere 

Rekombinationseffizienzen aufwiesen als die Derivate ohne NLS (Abbildung 3.5). 

Aufgrund ihrer geringen Größe (21 kD) sollten die Derivate ohne NLS aber auch 

problemlos durch die 9-10 nm großen Kernporen in den Nukleus diffundieren können 

(Dingwall & Laskey, 1992). 

Über Signalsequenzen, die den aktiven Transport aus dem Zellkern katalysieren (NES = 

Nuclear Export Signal), ist weitaus weniger bekannt, jedoch konnten für bestimmte 

Aminosäuresequenzen Exportaktivitäten nachgewiesen werden. Hierbei handelt es sich 

vor allem um Leucin-reiche Sequenzen, die eine hydrophobe Oberfläche ausbilden 
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(Wen et al., 1995). Derartige Sequenzbereiche konnten im Resolvase Protein nicht 

gefunden werden.   

 

 

4.3 Episomale DNA-Substrate werden in eukaryotischen Zellen 

durch γγγγδδδδ Resolvase Derivate rekombiniert 
 

In transienten Co-Transfektionsexperimenten wurden Expressionsvektoren für γδ 

Resolvase Derivate zusammen mit Substratplasmiden in eukaryotische Zellen gebracht. 

Nach 72 h wurde die relative β-Galaktosidase Aktivität dieser Zellen gemessen, bzw. 

eine X-Gal Färbung durchgeführt. Zellen mit nicht rekombinierten Substraten konnten 

ebenso wie Mock transfizierte Zellen keine β-Galaktosidase exprimieren, so daß deren 

gemessene β-Galaktosidase Aktivitäten als Negativkontrollen fungierten. Als 100%-

Werte wurden die gemessenen Aktivitäten der mit den rekombinierten Produktvektoren 

transfizierten Zellen herangezogen. Die Meßresultate der verschiedenen 

Rekombinationsansätze wurden auf den jeweiligen 100%-Wert bezogen, um so relative 

Aussagen bezüglich der Rekombinationseffizienzen treffen zu können.  

Untersucht wurde die durch die verschiedenen γδ Resolvase Derivate katalysierte 

Rekombination auf Standardsubstraten (res x res) sowie auf Substraten mit isolierten 

subsites I (subI x subI). Außerdem wurde die Rekombinationseffizienz der γδ Resolvase 

Doppelmutante γδE102Y,E124QNLS mit der von Cre verglichen. Hierzu wurde ein Substrat 

mit jeweils zwei in direkter Wiederholung angeordneten res und loxP Sequenzen 

verwendet. Ein solcher Vergleich wurde in verschiedenen Zellinien und mit 

unterschiedlicher Substrat-Topologie durchgeführt. Mit Hilfe von PCR-Analysen wurde 

zusätzlich untersucht, ob durch die γδ Resolvase Mutanten auch Inversionsereignisse 

katalysiert worden sind. 
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4.3.1 Die Rekombinationseffizienzen der verschiedenen γγγγδδδδ Resolvase 

Derivate deuten auf eine Relaxation der episomalen DNA-

Substrate in eukaryotischen Zellen hin 

 
In transienten Co-Transfektionsexperimenten mit negativ superhelical gespannten res x 

res Substraten konnte gezeigt werden, daß die γδ Resolvase Mutanten in CHO-Zellen 

eine Rekombinationseffizienz von ca. 60%, bezogen auf die Positivkontrolle erreichten. 

Die gemessene relative β-Galaktosidase Aktivität lag nach Rekombination durch die 

Wildtyp γδ Resolvase nicht signifikant über der in den Negativkontrollen gemessenen. 

Mit NLS-tragenden Varianten konnten jeweils leicht erhöhte Werte gemessen werden 

(Abbildung 3.5). In zusätzlich durchgeführten X-Gal Färbungen konnten diese 

Ergebnisse reproduziert werden (Abbildung 3.6; Tabelle 3.1).  

Da die Wildtyp γδ Resolvase nur negativ superhelical gespannte DNA-Substrate 

rekombinieren kann (Reed, 1981; Krasnow & Cozzarelli, 1983), die Mutanten hingegen 

dadurch charakterisiert sind, daß sie auch topologisch relaxierte Substrate umsetzen 

können (Arnold et al., 1999; Boocock, pers. Mitteilung), ist eine Folgerung, daß die 

superhelical gespannten Substratplasmide nach Eintritt in die Zellen relaxiert worden 

sind. Dieser Prozeß kann einerseits durch Topoisomerasen katalysiert worden sein 

(Wang, 1996), andererseits kann dafür eine Nukleosomenformation um die Plasmid-

DNA im Zellkern verantwortlich gemacht werden. Hierbei würde die negative 

Superhelicität durch die Windungen der DNA um die Histonproteine von einer 

plektonemischen zu einer tyroidalen transformiert werden. Um Anhaltspunkte hierfür zu 

finden, wurden Substratplasmide in die Zellen transfiziert, nach unterschiedlichen 

Zeitpunkten durch eine Hirt-Extraktion aus den Zellen re-isoliert und auf ein 

Agarosegel aufgetragen. Bereits nach wenigen Stunden konnte der größte Teil der DNA 

als Bande detektiert werden, die der Einheitslänge des linearisierten Plasmides 

entsprach. Für Nukleosomenformationen hingegen konnten in CHO-Zellen auch noch 

nach 72 h keine Anzeichen gefunden werden. Neben den topologischen Analysen 

spricht auch die Tatsache, daß schon vor der Transfektion in vitro linearisierte Plasmide 
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mit derselben Effizienz rekombiniert werden konnten, für eine topologische Relaxation 

der episomalen DNA-Vektoren in den Zellen (Abbildung 3.12).  

 

Die Anwesenheit von negativ superhelicalen Überspiralisierungen der DNA-Substrate 

bildet für die Wildtyp γδ Resolvase eine wichtige Voraussetzung für die Entstehung des 

korrekten synaptischen Komplexes (Wassermann & Cozzarelli, 1985; Benjamin & 

Cozzarelli, 1988).  In diesem Fall werden nur Deletionsereignisse katalysiert. Über 

PCR-Analysen konnten aber auch durch γδE102Y,E124QNLS katalysierte 

Inversionsereignisse nachgewiesen werden (Abbildung 3.7); ein Substrat mit 

invertierten res Sequenzen konnte deletiert werden. Die Resolvase Doppelmutante war 

zudem in der Lage subI x subI Substrate in eukaryotischen Zellen zu rekombinieren, 

allerdings mit einer sehr geringen Effizienz (Abbildung 3.9). Auch hier konnten 

Deletions- und Inversionsereignisse detektiert werden. Diese Ergebnisse stimmen mit 

den in vitro ermittelten Daten überein.  

Zusammen sprechen die Resultate für die Hypothese, daß neben der regulären Synapsis 

auch ein simples Synaptosom durch zufälliges Aufeinandertreffen der an den res bzw. 

subsite I Sequenzen gebundenen Resolvase Dimere gebildet werden kann, das 

unabhängig von der Topologie der Substrate zur Rekombination durch γδE102Y,E124Q 

führen kann. Die Ergebnisse implizieren zudem eine topologische Relaxation der 

episomalen DNA-Plasmide in eukaryotischen Zellen. Die DNA scheint anschließend in 

diesem Zustand in den Zellen zu verweilen, zumindest über den Zeitraum der 

Transfektionsexperimente (72 h).  

 

 

4.3.2 Die Rekombinationseffizienzen von γγγγδδδδE102Y,E124QNLS und Cre sind 

in CHO-Zellen auf episomalen Substraten vergleichbar 
 

Die Cre Rekombinase stellt ein weitverbreitetes Werkzeug zur Analyse der Relevanz 

bzw. Funktion von Genen in Tiermodellsystemen dar (Müller, 1999; Christ & Dröge, 

2001). Um neben der ebenfalls oft verwendeten FLP-Rekombinase eine weitere 
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Alternative zu besitzen, sollte die Rekombinationseffizienz von Cre mit der von 

γδE102Y,E124QNLS verglichen werden. Dies wurde zunächst auf episomaler Basis durch 

transiente Co-Transfektionen von res/loxP-Substraten zusammen mit 

Expressionsvektoren für die Resolvase Mutante oder Cre durchgeführt. Hierbei zeigte 

sich, daß das Resolvase Derivat je nach Zellinie ebenso hohe 

Rekombinationseffizienzen aufwies wie Cre. So wurden in CHO-Zellen jeweils über 

60% des Substrates rekombiniert (Abbildung 3.11). In HeLa-Zellen hingegen war die 

Rekombination durch γδ Resolvase mit 20% weniger effizient, während Cre mit 90% 

eine noch höhere Rekombinationseffizienz erreichte als in CHO-Zellen. 

Eine mögliche Ursache hierfür ist nicht bekannt. Durch Western Blot Analysen konnte 

allerdings ausgeschlossen werden, daß die Resolvase in den verschiedenen Zellinien 

unterschiedlich stark exprimiert wurde. Untersuchungen zur Nukleosomenformation an 

der Plasmid-DNA wurden in HeLa-Zellen nicht durchgeführt. In früheren Arbeiten 

konnten allerdings Chromatinstrukturen an in CV-1, Cos-1, Ltk - und HeLa-Zellen 

transfizierten episomalen DNAs nachgewiesen werden (Cereghini & Yaniv, 1984; 

Jeong & Stein, 1994). Unter Umständen stellt eine Chromatinformation auf episomalen 

Substraten einen limitierenden Faktor für die γδ Resolvase katalysierte Rekombination 

dar. Möglicherweise existieren auch andere Faktoren bzw. Proteine, die sich je nach 

Zellinie inhibierend oder stimulierend auf  die Rekombination auswirken.  

 

Als Positivkontrolle für die Cre vermittelte Rekombination wurde das Produkt pCH-

RLZ zusammen mit pPGKCrebpa eingesetzt. Interessanterweise betrug die gemessene 

β-Galaktosidase Aktivität hier nur 20-50% von dem Wert, der mit der anderen 

Positivkontrolle (pCH-RLZ + pPGKγδ102NLS) gemessenen wurde. Ein möglicher 

Erklärungsansatz besteht hier darin, daß sich die Cre Rekombinase durch Bindung an 

die loxP Sequenz störend auf die Transkription des lacZ-Gens auswirkt. Da der Effekt 

auf genomischer Ebene aber nicht zu beobachten war, ist die Beobachtung unter 

Umständen auch auf intermolekulare Rekombinationsereignisse zwischen den episomal 

vorliegenden Produktvektoren zurückzuführen. Dadurch könnte sich die Anzahl der β-

Galaktosidase exprimierenden Vektoren reduzieren (Abbildung 4.1). 
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Abbildung 4.1: Intermolekulare Rekombination durch Cre auf episomalen DNA-Substraten.  
Zwei episomale Plasmide mit jeweils einer loxP Sequenz (pCH-RLZ) können durch Cre fusioniert 
werden. Die Rekombination führt im Normalfall zu einem Produkt, in dem der SV40-Promotor, res/loxP 
und das lacZ-Gen in gleicher Orientierung vorliegen, also zu einer Duplikation des Vektors (pCH-
RLZRLZ). Die Expression des lacZ-Gens wird durch diese Konfiguration nicht beeinflußt. Infolge einer 
irregulären Synapsis könnte durch die intermolekulare Rekombination  möglicherweise auch ein Produkt 
entstehen, in dem das lacZ-Gen nicht mehr transkribiert werden kann (pCH-RLRZLZ). Dieses Produkt 
könnte auch infolge einer irregulären Inversion des Vektors pCH-RLZRLZ entstehen.  
 

 

Insgesamt gesehen bietet das γδE102Y,E124QNLS/res-System eine gute Alternative zum 

Cre/loxP-System für die Rekombination episomaler DNA-Substrate in eukaryotischen 

Zellen. Eine mögliche Anwendung könnte ein solches System beispielsweise in einer 

zeitlich gesteuerten Modifikation diverser Vektoren in vivo finden, z.B. um 

replikationsaktivierende Sequenzen aus adenoviralen Vektoren zu deletieren. Eine 

weitere Anwendung wäre die kombinierte Anwendung beider Systeme. Eine temporär 

begrenzte Rekombination durch eine der beiden Rekombinasen könnte erreicht werden, 

indem man das Gen einer Rekombinase mit den Rekombinationssequenzen einer 

anderen flankiert. Zum gewünschten Zeitpunkt kann die Expression des zweiten 
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Rekombinationsenzymes z.B. durch einen induzierbaren Promotor angeschaltet werden, 

so daß das Gen für die erste Resolvase deletiert wird.  

Durch γδE102Y,E124QNLS katalysierte Inversionsreaktionen, die sich in diesem 

Zusammenhang störend auswirken würden, können durch eine Modifikation der 2 bp 

overlap-Region unterbunden werden.  

 

 

4.4 Sequenz-spezifische Rekombination auf genomischen DNA-

Substraten 

 
In CHO-Zellen konnten die γδ Resolvase Mutanten γδE124Q und γδE102Y,E124Q episomale 

DNA-Substrate mit hoher Effizienz rekombinieren. Vergleichend dazu sollte auch die 

Situation auf genomischen Substraten untersucht werden. Hierzu wurden stabile 

Substrat-Zellinien hergestellt, die eine oder mehrere Kopien des Substrates pTRE-

RLHRLZ ins Genom integriert hatten. Als Ausgangszellinie wurde die modifizierte 

CHO-AA8 Tet-Off Zellinie von Clontech verwendet. Insgesamt wurden fünf Zellinien 

zur Analyse herangezogen, so daß insgesamt mehr als 30 verschiedene Genloci auf 

Rekombinationsereignisse hin getestet werden konnten (Abbildung 3.14; Tabelle 3.2). 

Per Elektroporation wurden Expressionsvektoren für die γδ Resolvase Derivate und Cre 

sowie für Int-h als Negativkontrolle in die Zellen transfiziert. Nach 72 h wurde die 

Rekombination durch Messung der relativen β-Galaktosidase Aktivität, bzw. durch 

Analysen der genomischen DNA (PCR, Southern Blot) untersucht. Auf diesem Weg 

konnten vergleichende Analysen der durch γδ Resolvase und Cre vermittelten 

Rekombination innerhalb des selben Genlocus durchgeführt werden. Als 

Positivkontrolle fungierten Zellinien, die in vivo durch Cre rekombiniert und 

anschließend subkloniert worden sind. Basierend auf den Vergleichen der 

Rekombinationseffizienzen auf episomalen und genomischen Substraten konnten 

Rückschlüsse auf die Chromatinstruktur und –dynamik gewonnen werden. 
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Die Experimente wurden auch im transkriptionsinaktiven Zustand durchgeführt. Unter 

Verwendung von Topoisomerase bzw. Histon-Deacetylase Inhibitoren sollte zudem der 

Einfluß dieser beiden Enzyme auf die Rekombination durch γδ Resolvase und Cre 

analysiert werden. 

 

 

4.4.1 Cre rekombiniert auf genomischen DNA-Substraten wesentlich 

effizienter als die γγγγδδδδ Resolvase Mutanten   

 
Messungen der relativen β-Galaktosidase Aktivität sowie quantitative Southern Blot 

Analysen haben ergeben, daß die Wildtyp γδ Resolvase wie auch die Mutante 

γδE124QNLS so geringe Rekombinationseffizienzen auf genomischen DNA-Substraten 

aufwiesen, daß diese mit den genannten Methoden nicht quantifiziert werden konnten. 

Auch die γδ Resolvase Doppelmutante γδE102Y,E124QNLS vermochte genomische DNA-

Substrate nur mit einer maximalen Effizienz von ca. 2-5% zu rekombinieren. Die 

Experimente zeigten daß die NLS-tragenden Varianten besser rekombinieren konnten 

als die Derivate ohne NLS, was möglicherweise für eine vermehrte Präsenz im Zellkern 

spricht. Mit Cre hingegen konnten generell Rekombinationseffizienzen von >50% 

beobachtet werden (Abbildungen 3.16 und 3.17; Tabelle 3.3 und 3.4). Die Ergebnisse 

konnten in allen getesteten Substrat-Zellinien reproduziert werden. 

In den Positivkontrollen zeigte sich auf genomischen Substraten kein durch die 

exprimierte Rekombinase bedingter Unterschied bezüglich der relativen β-

Galaktosidase Aktivität. 

 

Da sich in transienten Co-Transfektionsexperimenten gezeigt hatte, daß episomale 

Substrate in verschiedenen Zellinien unterschiedlich gut rekombiniert werden konnten, 

mußte als mögliche Ursache für die niedrigen Rekombinationseffizienzen durch die γδ 

Resolvase Mutanten zunächst die verwendete Zellinie sowie das Substrat selbst 

ausgeschlossen werden. Daher wurden mit der Ausgangszellinie CHO-AA8 Tet-Off Co-
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Transfektionsexperimente unter Verwendung der Substrate pTRE-RLHRLZ bzw. pCH-

RLNRLZ durchgeführt. Cre vermochte die Substrate jeweils mit einer Effizienz von ca. 

70-80% zu rekombinieren. Die Mutante γδE102Y,E124QNLS erreichte eine Effizienz von ca. 

40%, bezogen auf die Positivkontrolle. Die Rekombinationseffizienz von Cre lag hier 

also im Rahmen der auf genomischen Substraten gemessenen Effizienz. Durch 

γδE102Y,E124Q hingegen konnten genomische Substrate nur um einen Faktor 10 bis 20 

schlechter rekombiniert werden als episomale. Im Vergleich war Cre also in der Lage 

episomale Substrate in CHO-AA8 Tet-Off Zellen doppelt so gut zu rekombinieren wie 

γδE102Y,E124Q, genomische Substrate hingegen mit einer bis zu 40-fach höheren Effizienz 

(Abbildung 3.15). 

 

 

4.4.2 Die Chromatinstruktur verhindert die simultane Besetzung der 

subsites I, II und III und dadurch die Bildung eines regulären 

Synaptosoms 

 
Einer der Hauptunterschiede zwischen prokaryotischer DNA und der DNA in 

eukaryotischen Zellen ist deren Verpackung. Bakterielle DNA ist nur mit wenigen 

Proteinen (z.B. HU-Proteine) besetzt und weist daher einen geringen Verpackungsgrad 

auf. In Zellen höherer Organismen liegt die DNA hingegen in Form des 

hochorganisierten Chromatins vor und ist dadurch stark kondensiert. Die DNA ist hier 

fest mit eng gebundenen Proteinen, den Histonen, aber auch mit chromosomalen Nicht-

Histonproteinen assoziiert. Jeweils zwei der 4 Histone H2A, H2B, H3 und H4 bilden als 

Histon-Octamer ein Nukleosom, um das die DNA 13/4-mal gewunden ist. So wird ein 

Bereich von insgesamt 146 Nukleotiden abgedeckt. Zwei Nukleosomen werden jeweils 

durch einen 0-80 bp langen linker-DNA Bereich getrennt. Durchschnittlich liegen sie in 

Intervallen von ca. 200 bp auseinander. Durch Histone der Klasse H1 werden die 

Nukleosomen schließlich zu regelmäßigen Strukturen höherer Ordnung 

zusammengepackt. Obwohl der größte Teil der DNA in dieser Form verpackt ist, 
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existieren auch bestimmte Sequenzabschnitte, die nicht durch Nukleosomen besetzt 

sind. Erste Hinweise darauf gaben Experimente am SV40-Chromosom, das eine 

einzelne ca. 300 bp lange nukleosomenfreie Region besitzt, die den Startpunkt der 

viralen Replikation sowie der RNA-Synthese darstellt. Auch im Zellchromatin wurden 

solche Bereiche gefunden. Vermutlich repräsentieren sie Abschnitte, die durch sequenz-

spezifisch DNA-bindende Proteine besetzt sind, die an der Regulation von Genen 

beteiligt sind. Andererseits existieren Sequenzen, an denen Nukleosomen bevorzugt 

binden und besonders fest verankert sind. Beispielsweise im Bereich des Centromers 

liegen 15 präzise angeordnete Nukleosomen. Diese Bereiche sind vor allem durch AT-

reiche Abschnitte der kleinen Furche charakterisiert, vermutlich weil durch solche 

Sequenzen eine Kompression der DNA, die zu deren Biegung um ein Histon-Octamer 

notwendig ist, erleichtert wird (aus Alberts et al., 1990; S. 586-594). Auch die TATA-

Boxen sind sehr oft durch Nukleosomen verpackt (Grunstein, 1990).  

Neben der Kondensierung der DNA wird auch ein weiterer Effekt erzielt; durch die 

Chromatinstruktur wird ein Überschuß von transkriptionsregulierenden Proteinen an 

Promotorregionen verhindert, was sich meist reprimierend auf die Transkription 

auswirkt, so daß die Zelle keinem unnötigen Energieverbrauch ausgesetzt wird 

(Paranjape et al., 1994). Die Transkription kann aber durch das sogenannte Chromatin-

Remodeling reguliert werden. Hierbei wird die Chromosomenstruktur durch zwei 

konservierte Mechanismen verändert. Einerseits bewirkt das ATP-abhängige 

Chromosomen Remodeling eine Dynamik innerhalb des Chromatins (Armstrong & 

Emerson, 1998), andererseits können Histone post-translational durch den 

Acetylierungs-, Methylierungs und Phosphorylierungsstatus modifiziert werden, 

wodurch die Bindungseigenschaften der Moleküle an der DNA verändert werden 

(Davie, 1998). Einen noch größeren, allerdings auf die S-Phase der Mitose begrenzten 

Einfluß auf die Chromatinstruktur besitzt die Replikation der DNA. Während der 

Synthese der Tochterstränge muß die Doppelhelix vollständig entwunden werden. 

Sobald die Replikationsgabel ein Histonoctamer erreicht, wird der Nukleosomenkern in 

zwei Hälften getrennt, so daß die DNA-Polymerase  die Tochterstränge synthetisieren 

kann. Erst danach falten sich die Histontetramere wieder zu einem Octamer zusammen. 
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Der neu entstandene DNA-Doppelstrang muß schließlich noch komplett mit neu 

synthetisierten Histon-Proteinen besetzt werden (aus Alberts et al., 1990; S. 609-620).  

Auch aufgrund der in dieser Arbeit nachgewiesenen Rekombination läßt sich eine 

vorhandene Chromatindynamik belegen: 

Rekombination kann auf genomischen Substraten sowohl durch Cre als auch durch γδ 

Resolvase katalysiert werden. Die äußeren Bindungsstellen der subsite I und der direkt 

stromabwärts gelegenen loxP Sequenz sind allerdings 78 bp voneinander entfernt, die 

Zentren 45 bp. Sollte dieser Abschnitt unter Voraussetzung einer statischen und 

definierten Chromatinstruktur zufällig in allen getesteten chromosomalen Lokationen 

der bis zu 80 bp langen linker-DNA zwischen zwei Histon-Octameren entsprechen, 

könnten beide Erkennungssequenzen durch Cre bzw. γδ Resolvase besetzt werden. Mit 

den an den ca. 1,25 kb entfernten Partnersequenzen gebundenen Proteinmolekülen 

müßten aber schließlich Nukleoproteinkomplexe höherer Ordnung, die Synaptosome, 

ausgebildet werden. Darauf würden sich die angrenzenden Nukleosomen störend 

auswirken. Ein Rekombinationsereignis wäre daher fast undenkbar. Im Fall einer 

vorhandenen Chromatindynamik käme es dagegen zu partiellen Auflockerungen der 

Nukleosomenstruktur und zusätzlich zu Verlagerungen der Histonmoleküle auf dem 

DNA-Doppelstrang. Diese Situation würde den Rekombinationsprozeß stark 

erleichtern.  

 

Der Verpackungszustand der DNA könnte die schlechte Rekombinationseffizienz der γδ 

Resolvase Mutanten auf genomischen Substraten erklären. Während die Cre 

Rekombinase zwischen den beiden nur 34 bp langen loxP Sequenzen rekombiniert, muß 

die γδ Resolvase die drei subsites der res Sequenz simultan besetzen. Die loxP 

Sequenzen sind unter der Voraussetzung einer dynamischen Chromatinstruktur 

mehrmals innerhalb des Versuchszeitraumes von 72 h frei von Nukleosomen und so 

durch Cre besetz- und rekombinierbar. Der DNA-Bereich der res Sequenz umfaßt 

dagegen 114 bp, so daß die Wahrscheinlichkeit einer gleichzeitigen Bindung der 

Resolvase Dimere an den subsites I, II und III, bei einer maximalen Länge der linker-

DNA von 80 bp zwischen zwei Nukleosomen, trotz der dynamischen 
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Charaktereigenschaften des Chromatins relativ gering ist. Hinzu kommt, daß die res 

Sequenz reich an AT-haltigen Sequenzen ist, die sich auch auf die kleine Furche der 

DNA verteilen. Diese Regionen finden sich insbesondere im Bereich der 

Resolvasebindungsstellen (Grindley et al., 1982; Falvey & Grindley, 1987), z.B 

innerhalb der subsite I, wo TATA-Box ähnliche Sequenzen vorkommen. Hier könnte 

eine bevorzugte Bindung der Histon-Octamere erfolgen. 

Aufgrund der Chromatindynamik gilt für die nur 28 bp lange subsite I von res 

allerdings dasselbe wie für loxP: Der isolierte Teilabschnitt sollte innerhalb der 72 h 

ebenfalls mehrmals frei von Nukleosomen sein. Unter diesen Umständen sollte man 

zwischen den genomischen subsites I eine Rekombinationseffizienz durch 

γδE102Y,E124QNLS erwarten, wie sie auch auf unverpackten, episomalen DNA-Substraten 

mit isolierten subsites I zu beobachten ist.  

Um dies zu bestätigen, wurden Co-Transfektionsexperimente in der Zellinie CHO-AA8 

Tet-Off mit dem Substrat pTRE-SLHSLZ, das anstelle der kompletten res Sequenzen 

nur zwei isolierte subsites I enthält, durchgeführt. Ausgehend von den Messungen der 

relativen β-Galaktosidase Aktivität, 72 h nach der Transfektion, konnte dieses Substrat 

durch γδE102Y,E124QNLS nur zu ca. 5% rekombiniert werden. Dieser Wert entsprach in 

etwa der auf genomischen Substraten ermittelten Rekombinationseffizienz. Die 

Einfachmutante wies auf genomischen Substraten eine nur noch über PCR 

nachweisbare Effizienz auf, und auch auf episomalen subI x subI Substraten (pCH-

SNSZ) konnte durch γδE124QNLS in CHO-Zellen eine nur äußerst niedrige 

Rekombinationseffizienz beobachtet werden. In vitro benötigt diese Mutante ebenfalls 

zumindestens eine komplette res Sequenz für eine effiziente Rekombination (Boocock, 

pers. Mitteilung). 

Diese Daten implizieren, daß die Verpackung der genomischen Substrate innerhalb 

eines Zeitraumes von 72 h trotz mehrmaliger Zellteilungen nur in einem solch geringem 

Maße aufgelockert wurde, daß die Rekombination nicht infolge einer regulären 

Synaptosomenformation zwischen den sechs an den kompletten res Sequenzen 

gebundenen Dimeren katalysiert werden konnte. Stattdessen suggerieren sie eine 

Rekombination durch simple Synapsis, nach zufälligem Aufeinandertreffen der an den 
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subsites I gebundenen Resolvase Dimere. Infolge eines solchen 

Rekombinationsmechanismus werden in jedem Fall auch Inversionsereignisse 

katalysiert. 

Um die Hypothese zu bekräftigen, wurden PCR-Analysen durchgeführt, mit denen 

solche Inversionsereignisse auf res x res und auf subI x subI Substraten detektiert 

werden konnten (Abbildung 3.18).  

 

In vitro konnte gezeigt werden, daß die Methylierung von Purinen innerhalb der res 

Sequenz zu einer Inhibierung der Rekombination durch Wildtyp γδ Resolvase führte 

(Falvey & Grindley, 1987). In Eukaryoten ist die Methylierung auf das Cytosin in der 

Sequenz CpG beschränkt (Razin & Cedar, 1984; Razin & Szyf, 1984). DNA-

Methylierung kann innerhalb von Promotorbereichen zu einer Inaktivierung der Gene 

führen. In diesen Regionen sind dann meist mehrere oder alle Cytosinreste methyliert. 

Innerhalb der res Sequenz tauchen fünf potentielle Methylierungssequenzen auf, die die 

Rekombination in Säugetierzellen beeinflussen könnten, jeweils eine im Bereich der 

subsites II und III und drei in der subsite I Region. Sollte die Methylierung dieser 

Sequenzen der Grund für die geringen Rekombinationseffizienzen durch die Resolvase 

Derivate sein, so wäre die Wahrscheinlichkeit einer gleichzeitigen Methylierung der 

zwei innerhalb der loxP Sequenz vorhandenen CpG-Sequenzen sehr hoch. Eine 

Methylierung sollte dann auch zu einer Inhibition von Cre führen. Da die 

Rekombinationseffizienz durch Cre allerdings in keiner der getesteten Zellinien (d.h. in 

>30 Genloci) reduziert ist, muß man davon ausgehen, daß die DNA in diesen Regionen 

nicht methyliert ist. Dafür spricht auch, daß die Rekombination durch γδE102Y,E124Q in 

allen getesteten Zellinien gleich effizient war und in etwa der Rekombinationseffizienz 

auf episomalen subI x subI Substraten entsprach. 

Der Einfluß des Methylierungsstatus wurde auch auf die V(D)J-Rekombination durch 

RAG1 und RAG2 untersucht. Diese nicht homologe, sequenz-spezifische 

Rekombination wird unter anderem auch über die Zugänglichkeit der DNA für die 

Rekombinationsmaschinerie reguliert (Yancopoulos & Alt, 1985; Yancopoulos et al., 

1986; Alt et al., 1987). Es konnte gezeigt werden, daß sich die DNA-Methylierung auch 
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auf den Status der Chromatinstruktur auswirken kann (Yeivin & Razin, 1993) und 

hypermethylierte V(D)J-Rekombinationssubstrate nicht gut umgesetzt werden können 

(Cherry & Baltimore, 1999; Engler et al., 1991). Andererseits wurde beobachtet, daß 

bereits rekombinierte Sequenzbereiche hypomethyliert sind (Kelley et al., 1988; 

Goodhardt et al., 1993). Die führte zu der Idee, daß eine Demethylierung der 

Rekombinationsloci zur Initiation der Rekombination führen könne. Es stellte sich 

allerdings heraus, daß eine Demethylierung die Rekombination nicht aktivieren konnte 

(Cherry et al., 2000). Im Fall der durch γδ Resolvase katalysierten Rekombination kann 

daher ebenfalls davon ausgegangen werden, daß die Verpackung der DNA die 

Zugänglichkeit der Rekombinase limitiert und nicht die DNA-Methylierung. 

 

Für den Einsatz zur in vivo und ex vivo Manipulation eukaryotischer Genome ist dieses 

Rekombinationssystem als Alternative zum Cre/loxP-System nur bedingt tauglich. Die 

geringe Rekombinationseffizienz stellt hierbei das schwerwiegendste Problem dar. Die 

Analyse weiterer γδ Resolvase Mutanten kann allerdings unter Umständen zu Derivaten 

führen, die durch eine höhere Rekombinationsaktivität charakterisiert sind. 

Möglicherweise kann die Aktivität auch durch eine verbesserte Expression der 

Resolvase in eukaryotischen Zellen erhöht werden. In Bakterien werden für dieselbe 

Aminosäure andere Codons bevorzugt als in eukaryotischen Zellen. So konnte das für 

die Cre Rekombinase codierende Gen hinsichtlich der in einer Säugetierzelle 

verwendeten Codons optimiert werden (Koresawa et al., 2000).  

Desweiteren muß der Rekombinationsablauf kontrollierbar sein. Die Möglichkeit, daß 

neben Deletionen auch Inversionsreaktionen katalysiert werden können, wirkt sich auf 

verschiedene Anwendungen störend aus. Dieses Problem kann aber durch eine einfache 

Modifikation des overlap-Bereiches umgangen werden. Anstelle der palindromischen 

Sequenz AT könnte die Nukleotidfolge AC verwendet werden. Diese 

Basenkombination stellte sich in in vitro Analysen, aber auch in in vivo Experimenten in 

E. coli als diejenige heraus, die von allen getesteten Kombinationen am besten 

rekombiniert werden konnte (Hatfull et al., 1988; Grindley, pers. Mitteilung). 
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Inversionsereignisse können hier aufgrund der ungleichen Basenpaarungen nicht mehr 

katalysiert werden.   

 

4.4.3 Die Rekombination durch Cre und γγγγδδδδ Resolvase wird nicht durch 

den Transkriptionsstatus beeinflußt 

 
Die oben diskutierten Experimente wurden im transkriptionsaktiven Zustand der DNA 

durchgeführt. Der Transkriptionslevel kann sich aber auf mehrere Parameter auswirken. 

Für pro- und eukaryotische Systeme konnte in vitro und in vivo gezeigt werden, daß 

sich der topologische Status von transkribierten DNA-Sequenzen infolge der Elongation 

durch die RNA-Polymerase verändert. Es werden negativ superhelicale Spannungen in 

die DNA eingeführt (Tsao et al., 1989; Brill & Sternglanz, 1988; Giaever & Wang, 

1988; Wu et al., 1988). In vitro führen diese transkriptionsinduzierten 

Überspiralisierungen zu einer Rekombinationsaktivierung der γδ Resolvase auf 

transkribierten, topologisch relaxierten DNA-Substraten (Dröge, 1993). Während Cre 

unabhängig von der Topologie des Substrates rekombiniert (Abremski et al., 1983), ist 

die negative superhelicale Torsion der DNA für die Wildtyp γδ Resolvase ein 

essentieller Cofaktor für die Rekombination (Reed, 1981; Krasnow & Cozzarelli, 1983; 

Kanaar & Cozzarelli, 1992). Auf die Rekombination durch die γδ Resolvase Mutanten 

wirkt sich die negative Superhelicität des Substrates stimulierend aus (Arnold et al., 

1999; Boocock, pers. Mitteilung). Würde sich die Transkription in eukaryotischen 

Zellen in gleicher Weise auf die Topologie des Substrates auswirken wie in vitro 

gezeigt, könnte eine Inhibition der Transkription zu verringerten 

Rekombinationseffizienzen durch die γδ Resolvase Mutanten führen.  

Desweiteren besteht ein enger Zusammenhang zwischen der Transkription und der 

Chromatinverpackung der DNA. In vielen Experimenten hat sich gezeigt, daß die 

Transkriptionsaktivität diverser Gene durch Auflockerung der Chromatinstruktur erhöht 

werden konnte (Xiao et al., 1999; Chen et al., 1997; Vanden Berghe et al., 1999; 

Kiernan et al., 1999; Minucci et al., 1997; Bartsch et al., 1996). Transkriptionsinaktive 
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Bereiche sollten also stärker verpackt sein als transkribierte Sequenzen, was ebenfalls 

zu einer Beeinträchtigung der Rekombination führen kann. 

Der Transkriptionsapparat selbst könnte andererseits die Bindung der Rekombinasen an 

die DNA erschweren. Der stark und konstitutiv exprimierende CMV-Promotor des 

Substrates pTRE-RLHRLZ wird fortwährend mit RNA-Polymerasen beladen, die 

ihrerseits mit Transkriptionsfaktoren und dadurch auch mit Histonen interagieren (siehe 

Abschnitt 4.4.4). Diese Multiproteinkomplexe, wie auch eine Schleifenbildung der 

DNA könnten sich negativ auf die Bindung der Rekombinationsenzyme an den 

transkribierten Erkennungssequenzen bzw. auf die Bildung der Synaptosome auswirken.  

 

Um einen möglichen Einfluß der Transkription auf die Rekombination durch Cre und γδ 

Resolvase beurteilen zu können, wurden die Zellen über einen Zeitraum von zwei 

Wochen vor der Transfektion bis zur Isolierung der DNA aus den Zellen mit 

Doxycyclin behandelt. Dieses Tetracyclin-Analogon kann die Transkription des TRE-

Promotors durch Konformationsänderung eines Transaktivatormoleküls selektiv 

hemmen (Gossen & Bujard, 1992). In Kontrollexperimenten konnte eine Inhibition der 

Transkription um den Faktor 200-300 beobachtet werden. In Southern Blot Analysen 

wurde schließlich der Einfluß des verringerten Transkriptionslevels auf die 

Rekombinationseffizienzen von γδ Resolvase und Cre untersucht. Es stellte sich heraus, 

daß die Transkription keinen Effekt auf die Rekombinationseffizienzen hatte. Sowohl 

Cre als auch γδ Resolvase rekombinierten mit derselben Effizienz wie im 

transkriptionsaktiven Zustand (Tabelle 3.5). Das bedeutet einerseits, daß die 

Chromatinstruktur durch die Transkription nicht in dem Maße aufgelockert wird, daß 

die Rekombination dadurch erleichtert wird, andererseits scheint sich die 

Transkriptionsmaschinerie auch nicht negativ auf die Synapsis bzw. den 

Strangaustausch auszuwirken.  
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4.4.4 Die Inhibition der Histon-Deacetylase hat keinen Effekt auf die 

Rekombination durch Cre und γγγγδδδδ Resolvase 

 
Die Transkription wird in Eukaryoten über die Zugänglichkeit der Promotorregionen 

reguliert. Hierbei spielt der Verpackungsgrad der DNA durch das Chromatin eine 

entscheidende Rolle. Histon/DNA-Interaktionen können durch ATP-abhängiges Histon-

Remodeling unterbrochen werden. Hierbei werden Komplexe gebildet, in denen 

Untereinheiten mit ATPase- und Helicase-Aktivität zusammengefügt sind. Dadurch 

wird die Zugänglichkeit der DNA erhöht. Über den Mechanismus ist allerdings noch 

nicht viel bekannt. Postuliert wird ein reversibler, oszillierender Austausch zwischen 

normalen und veränderten, besser zugänglichen Nukleosomen Konformationen durch 

das SWI2/SNF2-System (Schnitzler et al., 1998). Das zweite System umfaßt die 

Modifikation von Histonproteinen durch Acetylierung, Methylierung und 

Phosphorylierung (Davie, 1998; Davie & Spencer, 1999). Die Kristallstruktur der 

Histone zeigt, daß es drei Motive innerhalb dieser Proteine gibt; eine Faltungsregion, 

eine Extensionsregion und einen konservierten basischen Schwanz (Luger & Richmond, 

1998). Dieser Schwanz ist durch eine nur geringe DNA-Bindungseigenschaft 

charakterisiert, ist aber in der Lage mit Nachbarnukleosomen oder Nicht-

Histonproteinen (HMG-14, -17; Sir3, Sir4)  zu interagieren (Trieschmann et al., 1998; 

Luger & Richmond, 1998). Durch diese Protein-Protein-Wechselwirkungen wird der N-

terminale Schwanz einer induzierten Faltung unterworfen (Hansen et al., 1998). Eine 

Acetylierung spezifischer Lysinreste an H2A, H2B, H3 und H4 bewirkt eine 

Einschränkung dieser Eigenschaft und so die Zerstörung höherer Strukturen zwischen 

den Nukleosomen (Spencer & Davie, 1999). Desweiteren werden Interaktionen 

zwischen Nukleosomen und Transkriptionsfaktoren infolge von Acetylierungen der 

Histone gefördert (Workman & Kingston, 1998). Diese Effekte führen schließlich zu 

einer erhöhten Zugänglichkeit der DNA für den Transkriptionsapparat und dadurch zu 

einem erhöhten Transkriptionslevel.  

Im einzelnen läßt sich der Mechanismus wie folgt beschreiben: Über spezifische 

Transkriptionsfaktoren, die an Nukleosomen-freie Bindungsstellen der DNA binden, 
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werden Komplexe aus mehreren Histon-Acetyltransferasen (P300/CBP; Goldman et al., 

1997) zu einem spezifischen, mit Nukleosomen besetzten Promotor geführt. Dort 

werden die Histone acetyliert, um Bindungsstellen für weitere Transkriptionsfaktoren 

oder den basalen Transkriptionskomplex verfügbar zu machen. Der basale Komplex 

kann letztendlich durch diese zweite Klasse von Transkriptionsfaktoren zu seiner 

entsprechenden Bindungsstelle befördert werden. Für eine unterschiedliche 

Substraterkennung sind hierbei verschiedene Varianten der Histon-Acetylasen zuständig 

(Luo & Dean, 1999). 

 

Umgekehrt bildet ein Corepressor (Sin3; Rb) das Bindeglied zwischen einer Histon-

Deacetylase (HDAC1) und einem DNA-bindenden Protein (Mad; E2F), das den 

Komplex spezifisch zu einem Promotor führt. Das Drei-Komponenten-System 

reprimiert auf diesem Weg die Transkription (Jones et al., 1998; Nan et al., 1998). Der 

Transkriptionsfaktor YY1 bildet eine Ausnahme; er ist in der Lage, Transkription zu 

reprimieren und zu aktivieren (Shi et al., 1991) und er interagiert direkt, ohne 

Corepressor, mit der Histon-Deacetylase (Yang et al., 1997). In humanen Zellen sind bis 

dato drei Histon-Deacetylasen bekannt, die in verschiedenen Geweben gleich stark 

exprimiert werden und nicht durch eine Substratspezifität charakterisiert sind (Hassig et 

al., 1998). Durch Histon-Deacetylase Inhibitoren wie Trichostatin A (TSA) oder Na-

Butyrat kann eine fortwährende Hyperacetylierung der Histone erreicht werden, die 

infolge der Auflockerung der Chromatinstruktur zu einer allgemeinen Erhöhung der 

Transkriptionsaktivität führt (Yoshida et al., 1995). 

 

Durch eine Histonacetylierung konnte unter anderem auch die V(D)J Rekombination 

auf nukleosomaler DNA stimuliert werden (Cherry & Baltimore, 1999). Eine 

allgemeine Auflockerung der Chromatinstruktur könnte daher auch die 

Rekombinationsaktivität der γδ Resolvase Mutanten erhöhen.  

Um diesen möglichen Effekt zu untersuchen, wurden Rekombinationsanalysen unter 

Verwendung der Histon-Deacetylase Inhibitoren Na-Butyrat und TSA (Yoshida et al., 

1995) durchgeführt. Diese Substanzen wurden bereits in früheren Arbeiten erfolgreich 
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eingesetzt (Kiernan et al., 1999; Jin & Scotto, 1998; Minucci et al., 1997; Garrison et 

al., 2000; Dangond & Gullans, 1998; Xiao et al., 1999; Chen & Townes, 1999). Na-

Butyrat beeinflußt in hohen Konzentrationen zudem den Phosphorylierungs- sowie den 

Methylierungsstatus von Histonen und anderen Proteinen, aber auch die DNA-

Methylierung (Yoshida et al., 1995). Wie die Acetylierung spezifischer Lysinreste führt 

wahrscheinlich auch die Phosphorylierung spezifischer Serin- und Threoninreste an 

Histonproteinen zu einer aufgelockerten Chromatinstruktur (Davie & Spencer, 1999).  

 

Es stellte sich heraus, daß die Expression der β-Galaktosidase in den mit TSA 

behandelten Zellen um den Faktor vier bis fünf erhöht war (Abbildung 3.20). Dieser 

Effekt kann auf eine Hyperacetylierung der Histone zurückgeführt werden. Vermutlich 

wurde das Chromatin um einen solchen Grad aufgelockert, der für eine Aktivierung der 

Transkription ausreichend war.  

Die Rekombinationseffizienz der γδ Resolvase Derivate blieb allerdings auf demselben 

niedrigen Level wie in der unbehandelten Kontrollgruppe (Tabelle 3.8). Wahrscheinlich 

blieben die Histone trotz der Auflockerung noch so fest mit der DNA verankert, daß sie 

die simultane Bindung der Resolvase Dimere oder aber die Synapsis verhindert hatten.  

Bezüglich der Cre katalysierten Rekombination zeigte sich ebenfalls, daß die 

Behandlung der Zellen mit Histon-Deacetylase Inhibitoren keinen Einfluß auf die 

Rekombinationseffizienz hatte. 

 

 

4.4.5 Die Rekombination durch γγγγδδδδ Resolvase und Cre wird durch die 

Hemmung der Topoisomerasen des Types I und II nicht 

beeinflußt 

 
Eine besondere Klasse von Enzymen stellen die DNA-Topoisomerasen dar, die 1969 

durch James C. Wang entdeckt wurden, und den topologischen Status der DNA 

regulieren. In der DNA auftretende superhelicale Spannungen werden durch 
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Topoisomerasen, durch Strangbruch und Wiedervereinigung der Stränge, eliminiert. 

Der Strangbruch erfolgt hierbei infolge der Formation eines transienten, kovalenten 

Phosphotyrosin/DNA-Komplexes (Wang, 1996; Osheroff, 1998; Berger, 1998). 

Aufgrund des Mechanismus wird zwischen zwei Familien von Topoisomerasen 

unterschieden. Typ I Topoisomerasen schneiden während der Katalyse nur einen DNA-

Strang; Topoisomerasen des Typs I A bilden kovalente Phosphotyrosin-Bindungen am 

5´-Terminus der DNA, die des Typs I B hingegen greifen das 3´-Ende an. Die 

eukaryotische Topoisomerase III wird hierbei der Typ I A-Subfamilie zugeordnet und 

besitzt eine starke Aktivität auf DNAs mit Heteroduplexstrukturen, allerdings eine nur 

schwache Aktivität bezüglich der Relaxation negativ superhelical gespannter DNAs. 

Zur Typ I B-Subfamilie zählt man die eukaryotische Topoisomerase I, die die 

Relaxation positiver und negativer Superhelices katalysiert (Wang, 1996; Osheroff, 

1998). Im Vergleich dazu schneiden Typ II Topoisomerasen beide DNA-Stränge unter 

Hydrolyse von ATP (Sinden, 1994). Die eukaryotische Topoisomerase II, die ebenfalls 

das 5´-Ende der DNA attackiert und für die Relaxation positiver und negativer 

Superhelices verantwortlich ist, wird dieser Gruppe zugeordnet.  

Nahezu alle Prozesse des DNA-Metabolismus bedingen topologische Veränderungen 

der DNA, so daß die Topoisomerasen an all diesen Transaktionen beteiligt sind (Gellert, 

1981; Sinden, 1994; Wang, 1987, 1991, 1996). Beispielsweise muß die DNA während 

der Replikation partiell entwunden werden, was zwangsläufig zu lokalen 

Torsionsspannungen innerhalb der DNA führt. Infolge einer durch die Topoisomerasen 

katalysierten Relaxation der DNA können diese Spannungen schließlich abgebaut 

werden (Aveman et al., 1988; Yang et al., 1987; Wang, 1996). Eine Blockierung der 

Topoisomerasen I und II führte zu einer Reduktion der Replikation des SV40-Genoms 

um den Faktor 15-20 in vitro (Yang et al., 1987). Auch eine Beteiligung der 

Topoisomerasen I und II an der Transkription konnte in vielen Experimenten bestätigt 

werden (Brill et al., 1987, Merino et al., 1993; Sanzey, 1979; Smith, 1981; Pruss und 

Drlica, 1989). So konnte die Topoisomerase I sogar als Aktivator der Transkription 

identifiziert werden (Fleischmann et al., 1984; Kretzschmar et al., 1993; Rose et al., 

1988). Auch konnte eine Beteiligung der DNA Topoisomerasen I und II an der 
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Rekombination der DNA gezeigt werden (Christman et al., 1988; Zhu und Schiestl, 

1996). Die Topoisomerase II spielt zudem bei der Kondensation/Dekondensation der 

Chromosomen eine bedeutende Rolle (Gasser et al., 1986, Uemura et al., 1987). 

Möglicherweise sind eukaryotische Topoisomerasen auch durch direkte Interaktionen 

mit Histon-Deacetylasen in die Organisation des Chromatins eingebunden (Tsai et al., 

2000). Ferner scheint die neuronale Entwicklung von Mäusen durch die Topoisomerase 

IIβ beeinflußt zu werden, allerdings ist über die Art und Weise der Funktion in diesem 

Zusammenhang noch nichts bekannt (Yang et al., 2000). 

 

Um einen möglichen Einfluß dieser Enzymfamilie auf die Cre bzw. γδ Resolvase 

katalysierte Rekombination in eukaryotischen Zellen analysieren zu können, wurden 

spezifische Topoisomerase Inhibitoren eingesetzt. In vitro konnte gezeigt werden, daß 

die eukaryotische Topoisomerase I durch Relaxation negativ superhelical gespannter 

Plasmide deren Rekombination durch γδ Resolvase unterbinden konnte. Hierzu war 

allerdings eine 17-fache Menge an Topoisomerase im Vergleich zum Substrat 

erforderlich (Wang & Dröge, 1996). Auch die γδ Resolvase Mutanten sind in vitro 

durch eine höhere Aktivität auf überspiralisierten Substraten charakterisiert (Boocock, 

pers. Mitteilung). Daher war nicht auszuschließen, daß die Topologie der genomischen 

DNA in Säugetierzellen, vor allem in transkribierten Bereichen, ebenfalls durch 

Topoisomerasen des Typs I und II derartig beeinträchtigt wird, daß die Rekombination 

durch γδ Resolvase benachteiligt wird. Da Topoisomerasen, wie oben erwähnt, auch 

direkt mit Histon-Deacetylasen interagieren und so die Chromatinstruktur beeinflussen 

können, könnte die Cre vermittelte Rekombination ebenfalls durch die Präsenz aktiver 

Topoisomerasen beeinträchtigt werden.  

 

Zur spezifischen Inhibition der Topoisomerasen wurden zwei Substanzen eingesetzt. 

Camptothecin (CPT) führt durch Stabilisierung des kovalenten Enzym/DNA-

Komplexes zur Hemmung der Religation und induziert auf diese Weise 

Einzelstrangbrüche. Hierbei erfolgt eine spezifische Bindung der Substanz an die 

Topoisomerase/DNA-Oberfläche, so daß das CPT mit dem kovalent gebundenem 



Diskussion 

 135 

Enzym sowie dem Nukleotid +1 interagieren kann (Takimoto et al., 1997). Gehemmt 

werden durch CPT nur Typ I Topoisomerasen. Eine mindestens vierstündige CPT-

Behandlung von Maus F9 Teratokarzinom- und CH V79-Zellen, unmittelbar nach der 

Elektroporation der Zellen mit einem Plasmid, führte zu einer 4-6 fachen Stimulation 

der Plasmidintegration via nicht homologer Rekombination (Shcherbakova & Filatov, 

2000).  

Die zweite hier eingesetzte Substanzklasse umfaßt die synthetischen Flavonderivate. In 

dieser Arbeit wurde das Flavonoid EMD 50689 verwendet, das im Gegensatz zum CPT 

an freie Topoisomerase-Moleküle bindet und so deren Bindung an der DNA inhibiert 

(Boege et al., 1996). Gehemmt werden durch diese Substanz sowohl Typ I als auch Typ 

II DNA Topoisomerasen. Da allerdings bereits an die DNA gebundene 

Topoisomerasemoleküle nicht inhibiert werden können, wurden in zusätzlichen 

Experimenten die Zellen mit CPT und EMD 50689 gleichzeitig behandelt. 

 

Die Ergebnisse zeigten, daß die Rekombination in mit EMD 50689 behandelten Zellen 

nicht stimuliert werden konnte. Auch die Behandlung der Zellen mit CPT ließ einen nur 

äußerst gering stimulierenden Effekt auf die Rekombination durch Cre und γδ 

Resolvase erkennen. In PCR-Analysen konnten zwar prominentere Produktbanden 

nachgewiesen werden (Abbildung 3.19) und auch Messungen der relativen β-

Galaktosidase Aktivität ergaben leicht erhöhte Werte (Tabelle 3.6), die Quantifizierung 

über Southern Blot Analysen ergab allerdings, daß die Menge an rekombinierter DNA 

nicht signifikant erhöht war (Tabelle 3.7). Zu einem ähnlichen Ergebnis führte die 

Simultanbehandlung der Zellen mit EMD 50689 und CPT. Insgesamt gesehen ist der 

durch die Inhibition der Topoisomerasen beobachtete stimulierende Effekt auf die γδ 

Resolvase katalysierte Rekombination eher vernachlässigbar. Wie die nicht-homologe 

Plasmidintegration könnte aber auch die sequenz-spezifische, Resolvase-katalysierte 

Integration eines DNA-Substrates ins Genom durch eine derartige Behandlung 

stimuliert werden. Die Inhibition der Topoisomerasen führt möglicherweise dazu, daß 

ein episomal vorliegendes Plasmid, das in eine entsprechende genomische Zielsequenz 

integriert werden soll, nach Eintritt in die Zelle nicht so schnell topologisch relaxiert 
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wird, wie es in CHO-Zellen zu beobachten war. Die verbleibende negative 

Superhelicität des Plasmids würde zu einer Stimulation der Rekombinationsaktivität der 

γδ Resolvase Derivate führen. 

 

4.4.6 Die Chromatinstruktur wird durch Prozesse des DNA-

Metabolismus nur bedingt aufgelockert 

 
Da die Organisation des Chromatins in eukaryotischen Zellen vermutlich durch das 

Zusammenspiel vieler Faktoren bedingt wird, wurde eine Kombinationsbehandlung der 

Zellen mit Topoisomerase Inhibitoren und Histon-Deacetylase Inhibitoren, in An- und 

Abwesenheit der Transkription durchgeführt. Auch hier zeigte sich dasselbe Ergebnis: 

Es war kein Effekt auf die durch Cre oder γδ Resolvase katalysierte Rekombination zu 

beobachten. 

 

Schlußfolgernd muß also davon ausgegangen werden, daß die sequenz-spezifische 

Rekombination in eukaryotischen Zellinien aufgrund der Verpackung der DNA stark 

von der Länge der Erkennungssequenzen abhängig ist. Je mehr Nukleotide die 

Bindungsregion umfaßt, desto geringer ist die Rekombinationseffizienz. Die 

Chromatinstruktur, die einer gewissen Dynamik unterworfen ist, wird zwar partiell 

aufgelockert, aber weder durch Histon-Deacetylase Inhibitoren noch durch 

Topoisomerase Inhibitoren in dem Maße, daß die Zugänglichkeit der DNA bzw. die 

Voraussetzungen für die Bildung des Synaptosoms durch γδ Resolvase maßgeblich 

verbessert werden. Die Histonproteine scheinen also im ständigen Kontakt mit der DNA 

zu stehen. Auch Replikations- oder Transkriptionsvorgänge führen scheinbar nicht zu 

einer drastischen Veränderung des Verpackungsstatus.  

Mit insgesamt mehr als 30 analysierten Genlokationen muß man zudem von einer 

generalisierten Organisation des Chromatins ausgehen. Sollten vereinzelte unverpackte 

Regionen innerhalb des Genoms vorhanden sein, könnte man sie mit Hilfe dieses 

Testsystems detektieren.  
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4.5 Subsite I homologe DNA-Sequenzen im menschlichen 

Genom 

 
Die statistische Wahrscheinlichkeit, eine natürliche Zielsequenz innerhalb des humanen 

Genoms zu finden, ist abhängig von der Anzahl der Nukleotide dieser Sequenz und 

beträgt 4n, wobei n der Anzahl der Basenpaare entspricht. Bei einer Länge von 34 bp 

war es statistisch gesehen unmöglich, eine natürliche loxP Sequenz im menschlichen 

Genom zu finden; allerdings konnten funktionale, kryptische loxP Sequenzen (Pseudo-

loxP) gefunden werden (Thyagarajan et al., 2000). Auch für die λ-Integrase konnten 

rekombinationsaktive attB homologe Sequenzen im menschlichen Genom (atth) 

nachgewiesen werden (Lorbach 2000). 

 

Da γδE102Y,E124QNLS Substrate mit isolierten subsites I rekombinieren kann, wurde in 

dieser Arbeit ein erster Versuch unternommen, Pseudo-subsite I Sequenzen im 

menschlichen Genom zu finden. Die Länge der subsite I beträgt 28 bp; sie ist also mit 

der von loxP vergleichbar. Einige der Positionen konnten hierbei aufgrund der 

Consensus-Sequenz durch mehrere Basen besetzt werden. In einer Datenbankrecherche 

wurden mehrere Sequenzen mit Abweichungen zur Consensus-Sequenz an mindestens 

vier Positionen gefunden. Zwei der Sequenzen, diejenigen mit den potentiell am 

wenigsten relevanten Nukleotidabweichungen, wurden für die Funktionalitätsanalyse 

ausgewählt. 

Die erste Pseudo-subsite I Sequenz (subIh) befindet sich auf Chromosom 14 und stellt 

ein Exon des TMP21-Gens dar. Sie stellte sich als rekombinationsinaktiv heraus. Der 

overlap-Bereich lautete hier CT. Eine solche Sequenz limitiert die γδ Resolvase auf eine 

Topoisomerase-Aktivität, Rekombination kann hingegen nicht mehr katalysiert werden 

(Falvey et al., 1988). Zudem waren zwei Abweichungen zur Consensus-Sequenz im 

Bereich der Resolvase-Bindungsstellen lokalisiert, von denen sich eine im Bereich der 

großen Furche befindet und die Bindung der Resolvase verhindert (Abbildung 3.22; 

Rimphanitchayakit & Grindley, 1990). Möglicherweise sind diese  Faktoren als 
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Ursachen für die Inaktivität der Resolvase-Doppelmutante auf diesem Substrat 

anzusehen. 

Im Gegensatz dazu konnte die Deletion eines episomalen Substrates mit der zweiten 

getesteten Sequenz (subIh20) über Nested-PCR nachgewiesen werden (Abbildung 3.23). 

Bei dieser Pseudo-subsite I handelte es sich um eine auf dem Chromosom 20 

lokalisierte Sequenz mit der Nukleotidfolge 

TGTCCTATAACTATCCAATTAACGCACA. Die Funktion der Sequenz ist nicht 

bekannt. In Bezug auf die Consensus-Sequenz war lediglich eine Abweichung im 

Bereich der Resolvase-Bindungsstellen zu erkennen. Diese führt zwar zu einer 

drastischen Abnahme der Bindungsaffinität der γδ Resolvase, allerding ist noch eine 

Restaffinität von 1%, in Relation zur Wildtyp-Sequenz, gegeben (Abbildung 3.22; 

Rimphanitchayakit & Grindley, 1990). Die übrigen Abweichungen waren in der core-

Region angesiedelt. Ein Vergleich mit der Wildtyp subsite I zeigte, daß der overlap-

Bereich nicht AT, sondern TC lautete. Verschiedene Untersuchungen ergaben, daß eine 

derartige Abwandlung des overlap-Bereiches zu einer erheblichen Einschränkung der 

Rekombinationsaktivität führt. Immerhin konnte in vitro noch eine geringe Aktivität 

erreicht werden. In vivo war sie in E. coli von der Menge des tnpR Produktes abhängig. 

Bei geringen Resolvase-Mengen konnten nur 2% Rekombination beobachtet werden, 

mit hohen Mengen waren es 11%; erst extrem hohe Resolvase-Mengen führten 

schließlich zu einer 100%-igen Rekombination des Substrates (Hatfull et al., 1988; 

Grindley, pers. Mitteilung; Stark et al., 1991).  

Vorteilhaft für einen solchen overlap-Bereich ist allerdings die Tatsache, daß er nicht 

palindromisch ist und daher auch keine Inversionsereignisse stattfinden können. Eine 

gezielte Integration eines DNA-Fragmentes ins menschliche Genom würde daher 

wesentlich gerichteter ablaufen als im Fall der Wildtyp subsite I Sequenz. Ein weiterer 

Vorteil liegt in der geringen Rekombinationseffizienz an sich begründet. Obwohl die 

Cre Rekombinase von großem Nutzen für die Mausgenetik ist, und schon oft mit Erfolg 

eingesetzt wurde, weist das System Mängel auf. In transgenen Maus-Spermatiden führte 

die Cre Rekombinase zu illegitimen Chromosomen-Verlagerungen, die zu Sterilität der 

männlichen Nachkommen führten (Schmidt et al., 2000). Als Ursache dafür können z.B. 
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oben erwähnte Pseudo-loxP Sequenzen in Betracht gezogen werden. Für eine 

Anwendung des Cre/loxP-Systemes in vivo, z.B. zur Kontrolle von Genaktivitäten oder 

für gezielte genomische Umverteilungen, muß die Rekombinase auf jeden Fall so 

schnell wie möglich inaktiviert werden. Die in dieser Arbeit gefundene Pseudo-subsite I 

Sequenz stellt in Verbindung mit γδE102Y,E124QNLS aufgrund der ohnehin schon sehr 

geringen Aktivität ein möglicherweise um ein Vielfaches geringeres Risiko solcher 

illegitimer Prozesse dar, und würde sich daher als gute Alternative zum Cre/loxP-

System anbieten.   
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V. ZUSAMMENFASSUNG 
 

 

In dieser Arbeit wurde das prokaryotische, sequenz-spezifische DNA-

Rekombinationssystem der γδ Resolvase in Säugetierzellen transferiert. Mit der 

Mutante γδE102Y,E124QNLS konnte ein auf episomalen res x res Substraten mit dem 

Cre/loxP-System vergleichbares System in verschiedenen Zellinien etabliert werden. 

Der Vergleich der Rekombinationseffizienzen von der Wildtyp γδ Resolvase, die in 

eukaryotischen Zellen nahezu inaktiv ist, und der hyperaktiven Doppelmutante 

impliziert, daß episomal vorliegende DNA-Substrate in CHO-Zellen in relaxierter Form 

vorliegen müssen. Es konnte gezeigt werden, daß sie über einen Zeitraum von 72 h 

unverpackt bleiben.  

Genomische res x res Substrate konnten durch γδE102Y,E124QNLS hingegen nur mit einer 

sehr geringeren Effizienz rekombiniert werden, in etwa in dem Maße wie episomale 

Substrate mit isolierten subsites I. Dies führte zu dem Schluß, daß die Zugänglichkeit 

der genomischen DNA für die Resolvase oder die Bildung des Synaptosoms durch die 

Chromatinstruktur limitiert wird. Die Daten zeigten, daß trotz einer allgemeinen 

Dynamik innerhalb des Chromatins die Verpackung über einen Zeitraum von 72 h in 

einem konstant hohem Maße bestehen blieb. Weder durch Prozesse des DNA-

Metabolismus (Replikation, Transkription) noch durch eine Inhibition der Histon-

Deacetylasen und Topoisomerasen konnte die Rekombination durch Cre und 

γδE102Y,E124QNLS beeinflußt werden. Zukünftig könnten aber mit Hilfe dieses Systems 

lokal begrenzte Sequenzabschnitte mit geringem Verpackungsstatus detektiert werden.  

 

Weitere Untersuchungen bezogen sich auf genomische Sequenzen, die zur subsite I von 

res homolog sind; sogenannte Pseudo-subsite I Sequenzen. Eine dieser Sequenzen 

(subIh20) befindet sich auf Chromosom 20 und ist in geringem Maße 

rekombinationsaktiv. Da γδE102Y,E124QNLS in vitro auch intermolekulare 

Rekombinationsreaktionen katalysieren kann (Boocock, pers. Mitteilung), könnte das 
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System unter Umständen auch in vivo zur spezifischen Integration von Fremd-DNA ins 

Säugetiergenom verwendet werden. 
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ANHANG 
 
Nukleinsäure- und Aminosäuresequenz der in dieser Arbeit verwendeten γγγγδδδδ 

Resolvase Derivate: 
 
 
γδ Resolvase (Wildtyp): 
 
 
ATG CGA CTT TTT GGT TAC GCA CGG GTA TCA ACC AGC CAG CAA TCT  
met arg leu phe gly tyr ala arg val ser thr ser gln gln ser  
 
CTC GAT ATT CAG GTT CGG GCA CTC AAA GAC GCA GGC GTG AAA GCA  
leu asp ile gln val arg ala leu lys asp ala gly val lys ala  
 
AAT CGC ATC TTT ACT GAC AAG GCA TCG GGC AGT TCA AGC GAT CGG  
asn arg ile phe thr asp lys ala ser gly ser ser ser asp arg  
 
AAA GGG CTG GAC TTG CTG AGG ATG AAG GTG GAG GAA GGT GAC GTC  
lys gly leu asp leu leu arg met lys val glu glu gly asp val  
 
ATC TTG GTG AAG AAA CTT GAC CGC CTT GGG CGC GAT ACT GCT GAC  
ile leu val lys lys leu asp arg leu gly arg asp thr ala asp 
 
ATG ATC CAG TTA ATA AAA GAG TTT GAC GCC CAA GGT GTA TCC ATT  
met ile gln leu ile lys glu phe asp ala gln gly val ser ile  
 
CGG TTT ATT GAT GAC GGA ATC AGT ACC GAT GGG GAG ATG GGT AAA  
arg phe ile asp asp gly ile ser thr asp gly glu met gly lys  
 
ATG GTT GTC ACT ATT CTA TCT GCA GTG GCC CAG GCA GAA CGA CAG  
met val val thr ile leu ser ala val ala gln ala glu arg gln 
 
AGA ATA CTA GAG CGT ACC AAT GAA GGT CGC CAA GAG GCA ATG GCA  
arg ile leu glu arg thr asn glu gly arg gln glu ala met ala  
 
AAA GGA GTT GTT TTT GGT AGA AAA AGA AAA ATA GAT AGA GAT GCA  
lys gly val val phe gly arg lys arg lys ile asp arg asp ala  
 
GTA TTA AAT ATG TGG CAA CAG GGG TTA GGT GCC TCA CAT ATA TCA  
val leu asn met trp gln gln gly leu gly ala ser his ile ser 
 
AAA ACA ATG AAT ATT GCT CGT TCA ACA GTA TAT 
lys thr met asn ile ala arg ser thr val tyr 
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γδE124Q: 
 
 
ATG CGA CTT TTT GGT TAC GCA CGG GTA TCA ACC AGC CAG CAA TCT  
met arg leu phe gly tyr ala arg val ser thr ser gln gln ser  
 
CTC GAT ATT CAG GTT CGG GCA CTC AAA GAC GCA GGC GTG AAA GCA  
leu asp ile gln val arg ala leu lys asp ala gly val lys ala  
 
AAT CGC ATC TTT ACT GAC AAG GCA TCG GGC AGT TCA AGC GAT CGG  
asn arg ile phe thr asp lys ala ser gly ser ser ser asp arg  
 
AAA GGG CTG GAC TTG CTG AGG ATG AAG GTG GAG GAA GGT GAC GTC  
lys gly leu asp leu leu arg met lys val glu glu gly asp val  
 
ATC TTG GTG AAG AAA CTT GAC CGC CTT GGG CGC GAT ACT GCT GAC  
ile leu val lys lys leu asp arg leu gly arg asp thr ala asp 
 
ATG ATC CAG TTA ATA AAA GAG TTT GAC GCC CAA GGT GTA TCC ATT  
met ile gln leu ile lys glu phe asp ala gln gly val ser ile  
 
CGG TTT ATT GAT GAC GGA ATC AGT ACC GAT GGG GAG ATG GGT AAA  
arg phe ile asp asp gly ile ser thr asp gly glu met gly lys  
 
ATG GTT GTC ACT ATT CTA TCT GCA GTG GCC CAG GCA GAA CGA CAG  
met val val thr ile leu ser ala val ala gln ala glu arg gln 
 
AGA ATA CTA CAG CGT ACC AAT GAA GGT CGC CAA GAG GCA ATG GCA  
arg ile leu gln arg thr asn glu gly arg gln glu ala met ala  
 
AAA GGA GTT GTT TTT GGT AGA AAA AGA AAA ATA GAT AGA GAT GCA  
lys gly val val phe gly arg lys arg lys ile asp arg asp ala  
 
GTA TTA AAT ATG TGG CAA CAG GGG TTA GGT GCC TCA CAT ATA TCA  
val leu asn met trp gln gln gly leu gly ala ser his ile ser 
 
AAA ACA ATG AAT ATT GCT CGT TCA ACA GTA TAT 
lys thr met asn ile ala arg ser thr val tyr 
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γδE102Y,E124Q: 
 
 
ATG CGA CTT TTT GGT TAC GCA CGG GTA TCA ACC AGC CAG CAA TCT  
met arg leu phe gly tyr ala arg val ser thr ser gln gln ser  
 
CTC GAT ATT CAG GTT CGG GCA CTC AAA GAC GCA GGC GTG AAA GCA  
leu asp ile gln val arg ala leu lys asp ala gly val lys ala  
 
AAT CGC ATC TTT ACT GAC AAG GCA TCG GGC AGT TCA AGC GAT CGG  
asn arg ile phe thr asp lys ala ser gly ser ser ser asp arg  
 
AAA GGG CTG GAC TTG CTG AGG ATG AAG GTG GAG GAA GGT GAC GTC  
lys gly leu asp leu leu arg met lys val glu glu gly asp val  
 
ATC TTG GTG AAG AAA CTT GAC CGC CTT GGG CGC GAT ACT GCT GAC  
ile leu val lys lys leu asp arg leu gly arg asp thr ala asp 
 
ATG ATC CAG TTA ATA AAA GAG TTT GAC GCC CAA GGT GTA TCC ATT  
met ile gln leu ile lys glu phe asp ala gln gly val ser ile  
 
CGG TTT ATT GAT GAC GGA ATC AGT ACC GAT GGG TAT ATG GGT AAA  
arg phe ile asp asp gly ile ser thr asp gly tyr met gly lys  
 
ATG GTT GTC ACT ATT CTA TCT GCA GTG GCC CAG GCA GAA CGA CAG  
met val val thr ile leu ser ala val ala gln ala glu arg gln 
 
AGA ATA CTA CAG CGT ACC AAT GAA GGT CGC CAA GAG GCA ATG GCA  
arg ile leu gln arg thr asn glu gly arg gln glu ala met ala  
 
AAA GGA GTT GTT TTT GGT AGA AAA AGA AAA ATA GAT AGA GAT GCA  
lys gly val val phe gly arg lys arg lys ile asp arg asp ala  
 
GTA TTA AAT ATG TGG CAA CAG GGG TTA GGT GCC TCA CAT ATA TCA  
val leu asn met trp gln gln gly leu gly ala ser his ile ser 
 
AAA ACA ATG AAT ATT GCT CGT TCA ACA GTA TAT 
lys thr met asn ile ala arg ser thr val tyr 
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Komplette Sequenz um den subIh20-Lokus:  

(Genbank Accession Number HS850H21) 

 

 
5´  GGT GCA TCA TGG GGT ACC AAA GAC TTG TCC AAG TCC TTA TTT 

TGA CCA AAG GAA AGC ATT TAA GTG TCC TCC CCC ATA AAT GGA ACT 

AGG ATT TCA TGG TAT GTG GTA AGA ATC AAC AGC AAA ATA TAC AAA 

AAG AAC TGT GAG CTA CGT GGC GTT AAG GTA TGA TCT TCC CTA TGT 

TAA TGC AGA AAA AAA TAA GCT TCA GTA ATA CAT CAA ATG TAT GTC 

CTA TAA CTA TCC AAT TAA CGC ACA AAG TGT TTA TGT GTT TGG CAC 

AGT GCT AGG CCC TAG AGA TTG AAA GCC TCG AGC CTG CTC CAG AAG 

CTC ACC AAT TAG TGG GTA AAG AGA ATA ATT ACT TCA GGG AGG TAT 

TAA GAG ATC ACA CAA ATG GGG CGG AAT GGG GAG GAA GAC AGC CTC 

CAT CAT GCC CAA TAC TTA CCT TCA CAG TTC TGA TTC 3´ 
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