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A Einleitung

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

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

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

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

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

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

Rekombinationsprozess sehr prazise ist und bei der stabilen Neuverkntpfung

(a) (b) (c)

N o BT

==t

ﬂﬁ Translocation

Inversion

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

A2 Sequenz-spezifische Rekombinasen in eukaryotischen
Zellen

A2.1 Das Cre/loxP-System

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

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

A2.2 Das FLP/FRT-System

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

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

A2.3 Limitierte Anwendungsmaoglichkeiten etablierter Rekombinations-
systeme

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

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

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

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

stattfinden kénnen.

(A) — I — B fffusn
< — <

— A pidirektional sl e —

(B) — S £ X — il
< — >
— vy e I e

unidirektional

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

kodierte Integrase.

A3 Das sequenz-spezifische Rekombinationssystem des
Bakteriophagen Lambda

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

Strange an genau definierten Stellen geschnitten und die ausgetauschten Strange

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

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

s zwei gegenlaufigen core-Bindungs-

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

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

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

(m P) und Bindungsstellen fur IHF

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

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

O
AT

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

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

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

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

A3.1 Die integrative A-Rekombination

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

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

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

P—arm ———————— "

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

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

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

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

TGAAGCCTGCTTTTTTATACTAACTTIGAGCG tB
. ACTTCGGACGAAAAAATATGATTGAACTCGC att
Fis eee x

e B o % ®

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

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

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

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

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

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

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

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

beschrieben, durch zwei koordinierte Einzelstrangausstausche.

A3.3 Die Lambda Integrase

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

1 64 169 356

Arm-Bindung core-Bindung Katalytische Region

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

| |
N-Domane C-Domane

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

Die katalytische Doméane wird von den Aminosaureresten 170-356 gebildet
(Abb. A.6). Dieser innerhalb der Integrase-Familie hochkonservierte C-terminale
Abschnitt wird auch als ,minimale katalytische Domane*“ (Intc170, Tirumalai et al.,
1997) bezeichnet. Dieser Abschnitt besitzt auch noch vom Rest des Proteins
isoliert die Eigenschaft, DNA schneiden und ligieren zu kdnnen. Die katalytische
Aktivitat der Domane basiert auf einer Aminosaure-Tetrade (Nunes-Duby et al.,
1998), die bei allen Integrasen konserviert ist. Bei der A-Integrase sind es die
Aminosaurereste Arg 212, His 308, Arg 311, die das katalytische Tyrosin 342 (Abb.
A.6; Esposito & Scocca, 1997) beim nukleophilen Angriff auf die DNA unterstiitzen
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und kovalente Protein-DNA Intermediate bilden. Die Energie wird dabei in Form
einer 3’-Phosphotyrosin Verknipfung gespeichert und macht dadurch die
Rekombination unabhéngig von energiereichen Kofaktoren. Die Auflosung der
Protein-DNA Intermediate erfolgt  durch die nukleophilen  freien
5°-OH DNA-Enden und fuhrt zur rekombinanten Religation der DNA.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

A4 Das Ziel dieser Studie

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

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

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

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

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

B1 Bakterienstamme

Fiur Klonierungs- und Plasmidpréparationen

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

Fiur in vivo Rekombinationsanalysen in E.coli

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

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

B2 Chemikalien

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

Radioaktive Chemikalien wurden von Amersham Pharmacia geliefert.

B3 Enzyme

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

B4 Synthetische Oligonucleotide

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

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

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

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

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

TGATCCACCGTAGATATTGGCGCGATCG-3’

O0IHF2NLS
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Primer Sequenz Bemerkung
PE 5-GGGGATCCTCTGTTACAGGTCACTAATAC-3’

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

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

P 5-GGCAGCACTGCATAATTCTCT-3’

PFP-Banl 5-TACGGTGCCTCTGTTACAGGTCACTAATAC-3’

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

B5 Medien fir bakterielle Kulturen

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

- Plasmidkodierte-Resistenzgene

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

- Chromosomale Resistenzgene

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

B6 Plasmide

Folgende kommerziell erhéaltliche, von genannten Personen zu Verfligung

gestellten oder in dieser Arbeit generierten Plasmide wurden eingesetzt:

Expressionsvektoren

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

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

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

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

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

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

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

Substratvektoren
pGFPattB/attP

pGFPattL/attR

pPAIR

PAER

pCMVSSattPmut

pCMVSSattL

pCMVSSattB

pWSattBGFP

pWSattPGFP

pWSattRGFP

pNCOWT

pACH2

Target Vektoren
pROSA26-1
pSABgeo
pROSA-IR

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

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

(Pharmacia Biotech, Freiburg)

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

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

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

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

attL-tragendes intermolekulares Rekombinationssubstrat mitCMV
Promoter (diese Arbeit)

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

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

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

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

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

Inversionssubstrat mit attH2 und attP*? (diese Arbeit)

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

Sonstige Plasmide

(Mao et al., 1999)

pGFP-C1 Erfassung der Transfektionseffizienzen (Clontech)

pPGKCrepA Klonierung von Expressionsvektoren (Fellenberg, 1998)

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

pACYC177 Klonierungsvektor (Rose, 1988)

pTKHyg Ausgangsvektor fir die promoterlosen intermolekularen

Substratvektoren (Clontech)

B7 Medien und Puffer fur die eukaryotische Zellkultur

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

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

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

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

RPMI 1640 ohne Phenolrot, ohne Glutamin (GibcoBRL)

B8 Eukaryotische Zelllinien

HelLa
293T

NIH/3T3
IB10

CHO

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

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

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

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

Cl Molekularbiologische Methoden

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

empfohlen durchgefihrt.

C1.1 Agarosegelelektrophorese

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

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

der Firma Pharmacia verwendet.

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

Extraction Kit der Firma Qiagen (Hilden) durchgefuhrt.

C1.3 Plasmid-Isolierung aus Bakterien

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

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

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

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

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

C1.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

elektrophoretisch aufgetrennt

C1.7 DNA Sequenzierung

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

DNA-Sequencer wurde von Karin Otto bedient.

C1.8 Southern Blot Analyse

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

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

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

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

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

Straubenhardt) quantifiziert.

C1.9 Konstruktion der Expressionsvektoren

C1.9.1 Eukaryotische Expressionsvektoren

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

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

Plasmide erfolgte mit Ampicillin.

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

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

Im folgenden sind die Klonierungen der einzelnen Derivate beschrieben. Die

Nucleotidsequenzen der aufgefuhrten Primer sind in B4 detailliert aufgelistet.

PGK-Expressionsvektoren:

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

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

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

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

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

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

CMV-Expressionsvektoren:

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

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

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

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

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

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

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

Schnittstelle zerstort.

C1.9.2 Prokaryotische Expressionsvektoren

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

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

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

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

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

pTrc/olHF2HIS wurde kloniert, indem durch eine Standart-PCR mit den Primern
(IHFHIS5) und (IHFHIS3) olHF2 vervielfaltigt wurde und das PCR-Produkt
zwischen die Schnittstellen Ncol und Xbal im