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Stellungnahme der ZKBS zur Eignung von Vektoren als
Teil biologischer SicherheitsmaRnahmen

gemaR § 8 Absatz 2 GenTSV

1. Allgemeines

Gemal § 3 GenTG wird ein Vektor definiert als ,ein biologischer Trager, der Nukleinsaure-
Segmente in eine neue Zelle einfuhrt‘. Unter § 8 Abs. 2 GenTSV wird ausgefuhrt, unter
welchen Voraussetzungen die Einstufung eines Vektors als Teil einer biologischen
Sicherheitsmalnahme erfolgen kann. Diese sind erflllt, ,wenn eine ausreichende
Charakterisierung des Genoms des Vektors vorliegt, eine begrenzte Wirtsspezifitdt besteht
und bei einem Vektor fir Bakterien oder Pilze kein eigenes Transfersystem, eine geringe
Cotransfer-Rate und eine geringe Mobilisierbarkeit besteht* oder bei einem Vektor auf viraler
Basis flr eukaryote Zellen ,keine eigenstandige Infektiositat' und nur ein geringer Transfer
durch endogene Helferviren? zu erwarten ist.*

Diese Stellungnahme gibt eine Konkretisierung dartber, welche Eigenschaften ein Vektor
aufweisen muss, um die o. g. Voraussetzungen zu erfullen.

Vektoren konnten bereits nach den seit 1978 geltenden "Richtlinien zum Schutz vor Gefahren
durch in-vitro neukombinierte Nukleinsauren" (zuletzt in der 5. Uberarbeiteten Fassung von
1986) als biologische SicherheitsmaRnahme anerkannt werden. Die Vorrausetzungen zur
Anerkennung wurden 1990 im Gentechnikgesetz um Vektoren fur eukaryote Zellen auf viraler
Basis erweitert.

Vektoren werden unterteilt in Plasmidvektoren und virale Vektoren. Fur die Charakterisierung
des Vektorgenoms sollte die Annotation des Genoms einschlieBlich  der
Replikationsurspriinge, Mobilitatselemente, Transfersysteme, Promotoren, weiteren
regulatorischen Elementen, Selektionsgenen und weiteren offener Leserahmen vorliegen.

1.1. Plasmide - Wirtsbereich

Plasmide sind extrachromosomale, autonom replizierende DNA-Elemente. Sie sind in allen
drei Domanen des Lebens anzutreffen. Dabei kdnnen sie in Kopienzahlen von eins bis Uber
1.000 pro Zelle vorkommen. Ein wichtiger Faktor fur die Wirtsspezifitdt und die Kopienzahl ist
der vegetative Replikationsursprung, im Folgenden als origin of replication (oriV) bezeichnet.

1 Die Eigenschaft ,Keine eigenstindige Infektiositat” ist nach Ansicht der ZKBS so zu verstehen, dass der Vektor
zwar die Empfangerzelle infizieren kann, dann aber keine infektiosen Partikel gebildet und freigesetzt werden.
2 Die Eigenschaft ,geringer Transfer durch endogene Helferviren” ist nach Ansicht der ZKBS so zu verstehen,
dass eine Komplementation der defekten Virusfunktionen im Vektor durch endogene Viren nicht moglich ist.
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Der oriV ist ein spezifischer, A-T reicher Sequenzabschnitt, an dem die DNA-Replikation des
Plasmids startet [1]. Obwohl Plasmide autonom replizieren, sind sie in hohem Malde auf die
Replikationsmaschinerie der Wirtszelle angewiesen. Dabei dient der cis-funktionale oriV als
Bindestelle fur Plasmid-kodierte und/oder Wirtszellen-kodierte Proteine.

Der Wirtsbereich bakterieller Plasmide definiert sich durch die Fahigkeit, in taxonomisch
unterschiedlichen Wirten zu replizieren. Plasmide mit einem engen Wirtsbereich replizieren
nur in Wirten derselben Familie, Plasmide mit breitem Wirtsbereich dagegen in Wirten
mehrerer Familien. Die Replikation von Plasmiden mit einem breitem Wirtsbereich wird durch
eine spezielle Architektur des oriV (z.B. bei dem Plasmid RK2), oder der Kodierung eines
eigenen vollstdndigen Satzes an Replikationsproteinen, (wie z.B. bei dem IncQ Plasmid
RSF1010), ermoglicht [2—4].

Autonom replizierende Plasmide der Archaeen und Pilze besitzen ori, die sich strukturell von
denen der Bakterien unterscheiden [5]. In gentechnischen Arbeiten mit Archaeen, Bakterien
und Pilzen werden Plasmide mit ori aus natlrlich vorkommenden Plasmiden oder mit
chromosomalen Replikationsurspriingen eingesetzt [6, 7]. In tierischen oder pflanzlichen
Zellen kommen Plasmide naturlicherweise selten vor. Daher werden flr gentechnische
Arbeiten haufig Plasmide mit ori viralen Ursprunges eingesetzt [8—10]. Haufig werden in
gentechnischen Arbeiten mit tierischen Zellen Plasmide ohne geeigneten ori Ubertragen, die
dann nur fur eine begrenzte Zeit in der Zelle verbleiben (transiente Transfektion).

Plasmidvektoren, die die Replikation in mindestens zwei Wirten unterschiedlicher Familien
oder Domanen erméglichen, werden als shuttle-Vektoren bezeichnet. Sie besitzen einen ori
fur einen breitem Wirtsbereich oder mehrere ori fur je einen engen Wirtsbereich fur
verschiedene Wirte. Vektoren werden zwischen den Wirten mittels Transformation,
Transduktion oder Konjugation Ubertragen. Bakterielle shuttle-Vektoren besitzen oft ein
eigenes Transfersystem oder sind effizient mobilisierbar, um das Einbringen in andere Wirte
Uber Konjugation zu ermdglichen. Aufgrund dessen besteht die Méglichkeit, dass bakterielle
shuttle-Vektoren sich zwischen verschiedenen Bakterien verbreiten [11-13]. Prokaryoten-
Eukaryoten shuttle-Vektoren werden oft mittels Transfektion auf Eukaryoten tbertragen. Sie
sind daher vorwiegend nicht mobilisierbar und besitzen kein eigenes Transfersystem. Bei
diesen Vektoren ist keine Gefahr der horizontalen Ubertragung gegeben, da Eukaryoten,
speziell tierische Zellen, keinen horizontalen Gentransfer betreiben [14, 15].

Suizidvektoren bilden das funktionale Gegenstick zu shuttle-Vektoren. Diese Vektoren
replizieren in einer bestimmten Wirtsspezies, aber nichtin anderen Wirten. Werden sie in einen
solchen Ubertragen, verbleiben sie dort nur voriibergehend, kénnen aber exprimiert werden
oder in Wechselwirkung mit dem Wirtsgenom treten. Diese Vektoren werden fir Deletions-
oder Insertionsrekombinationen genutzt [16].

Die Mdglichkeit einer horizontalen Ausbreitung ist entscheidend fir die biologische
Sicherheitsbewertung. Bei eukaryotischen Plasmiden ist die Ausbreitung als vernachlassigbar
anzusehen. Bei bakteriellen Plasmiden mit breitem Wirtsbereich ist die Mdglichkeit der
horizontalen Ausbreitung hingegen erheblich und damit sicherheitsrelevant. Bakterielle
Plasmidvektoren, die einen breiten Wirtsbereich aufweisen, kdnnen daher nicht als Teil einer
biologischen Sicherheitsmallnahme anerkannt werden.
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1.2. Plasmide - Transfersysteme und Mobilisierung

In der Natur werden Plasmide mittels Transformation, Transduktion und Konjugation von
Bakterien oder Archaeen (bertragen [17, 18]. Diese Ubertragungswege werden auch in
gentechnischen Arbeiten eingesetzt. Zusatzlich wird auch mittels experimenteller
Bedingungen die daulRere und innere Membran von Bakterien oder Archaeen durchlassig fur
Nukleinsduren gemacht, um dadurch Plasmide in Zellen zu bringen.

Die bakterielle Konjugation ist ein Vorgang, in dem es durch von Plasmiden bereitgestellten
Funktionen zum physikalischen Zellkontakt zwischen Donor und Rezipient und einem
anschlieRenden Transfer eines DNA-Einzelstranges (ssDNA) kommt.

Konjugative Plasmide tragen Gene und Sequenzen, die fir den DNA-Transfer erforderlich
sind. Dazu gehort die DNA-Transfer-Region (Dtr) und Gene flr die Herstellung eines stabilen
Konjugationspaars (mating pair formation, Mpf). Die Dtr Region umfasst Mobilisierungsgene
(mob) und den in cis-wirksamen Ursprung des Transfers (oriT). Der oriT besitzt inverted
repeats und eine Erkennungssequenz fir die Relaxase, die sogenannte nic-site. Die Relaxase
bewirkt einen Einzelstrangbruch an der nic-site des zu transferierenden Stranges (T-Strang)
des DNA-Doppelstranges (dsDNA) und bindet kovalent an das 5-Ende des T-Stranges. Am
oriT bindet ein oriT- spezifischer Satz an Relaxase-assoziierten Proteinen (RAF), die die
Relaxase an der nic-site positionieren. Ein einzelner Basenaustausch an der nic-site kann die
Bindungsaffinitat der Relaxase stark reduzieren [19]. Relaxase und RAF sind von den mob-
Genen kodiert und bilden zusammen am oriT das Relaxosom. Nach der Bildung des
Einzelstrangbruches wird der T-Strang durch die Helikaseaktivitat der Relaxase entwunden.
Zeitgleich findet am 3'-Ende des Strangbruches DNA-Synthese mit dem komplementaren
Strang als Template statt. Die kovalent an den T-Strang gebundene Relaxase wird von einem
Type IV coupling protein (TACP) an eine aus mpf-kodierten Proteinen bestehende komplexe
Pore geflhrt und anschlief3end aktiv in das Zytoplasma des Rezipienten transportiert [20]. Das
Relaxase-Monomer wird an der T4SS-Pore entfaltet und zusammen mit dem T-Strang durch
die Pore gepumpt [21]. Im Rezipienten initiiert die Relaxase die Rezirkulierung des T-Stranges
und die Synthese des komplementaren Strangs [22].

Bei der komplexen Pore handelt es sich um ein Typ-4-Sekretionssystem (T4SS). Im T4SS-
Komplex dient ein Pilus zur Etablierung der physikalischen Verbindung zwischen Donor und
Rezipient. Die Interaktion des Konjugationsapparates mit dem Rezipienten ist nicht
Rezipienten- bzw. Rezeptor-spezifisch. So ist der Konjugationsapparat des F-Plasmides in der
Lage, Plasmide auf Pseudomonas und Hefen zu Ubertragen [23, 24].

Die mob-kodierten Relaxasen und die mpf-kodierten T4SS-Komplexe werden jeweils in
mehrere unterschiedliche Familien unterteilt [25-27]. Ublicherweise ist der konjugative
Transfer eines mob+ Plasmides assoziiert mit einem spezifischen T4CP Protein. Proteine
einer mob-Familie sind Ublicherweise nur kompatibel mit Proteinen einer mpf-Familie [28]. Zur
Identifizierung von mob- und mpf-Genen in Plasmidvektoren kénnen bioinformatische Tools
wie MOBscan [29] und CONJscan [30] verwendet werden.

Ein Kriterium fUr die Sicherheitsbewertung von Vektoren ist ihre Mobilisierbarkeit. Nicht
mobilisierbare Plasmide besitzen keinen eigenen oriT. Sie kénnen damit nicht durch
konjugative genetische Elemente mobilisiert werden. Jedoch ist eine Ubertragung nicht
mobilisierbarer Plasmide als Cointegrat méglich. Dieses entsteht in seltenen Fallen, wenn es
in der Donorzelle aufgrund eines homologen Bereiches zur Rekombination zwischen dem
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nicht mobilisierbaren und einem konjugativen Plasmid kommt. Das chimare Plasmid kann
durch Konjugation auf einen Rezipienten Ubertragen werden (Cotransfer). Hier kann das
Cointegrat durch Rekombination aufgeldst werden, so dass das Vektorplasmid wieder frei
vorliegt

Ein Vektorplasmid mit einem oriT eines konjugativen Plasmids, aber ohne eigene mob und
mpf Gene, besitzt den Ubertragungsbereich des mobilisierenden Plasmids. Hat dieses einen
engen Wirtsbereich, hat der Vektor ebenfalls einen engen Wirtsbereich und damit eine geringe
Mobilisierbarkeit. Hat das mobilisierende Plasmid einen breiten Wirtsbereich, kann der Vektor
in die Wirte dieses Bereiches transferiert werden und weist somit eine hohe Mobilisierbarkeit
auf. Der Wirtsbereich des Vektors kann erweitert sein, wenn er Mob Funktionen besitzt und
diese kompatibel sind mit verschiedenen Transfersystemen.

Bei der Mobilisierung von Plasmidvektoren besteht immer das Risiko der horizontalen
Ausbreitung der klonierten genetischen Information. Das Risiko ist bei konjugativen Plasmiden
und Plasmiden mit hoher Mobilisierbarkeit am hédchsten. Somit eignen sich bakterielle
Plasmidvektoren, die konjugativ oder effizient mobilisierbar sind, generell nicht als Teil einer
biologischen Sicherheitsmallnahme.

1.3. Virale Vektoren — Phagen

Phagen sind obligate intrazellulére Parasiten von Bakterien und Archaeen. Phagen bestehen
aus ss- oder dsDNA oder RNA, verpackt in ein Proteinkapsid. Sie sind in der Lage, Bakterien
und Archaeen zu infizieren und die Nukleinsduren in den Wirt zu injizieren. Die Phagen
vermehren sich in der Wirtszelle und werden anschlielRend freigesetzt, oder die Phagen-DNA
etabliert sich als Prophage im bakteriellen Genom oder als Plasmid. Der Wirtsbereich eines
Phagen definiert sich vorwiegend Uber die Fahigkeit mit einen Oberflachenrezeptor der
Wirtszelle im Verlauf der Infektion zu interagieren [31]. Viele Phagen sind hochspezifisch fir
einen Rezeptor und binden bereits strukturell leicht modifizierte Rezeptoren nicht mehr [32].
Einige Phagen haben einen breiten Wirtsbereich. Zu den bestuntersuchten Phagen mit
breitem Wirtsbereich zahlt der temperente Phage P1. Dieser kann Escherichia coli, Shigella
dysenteriae, Klebsiella aerogenes, Citrobacter freundii, Erwinia amylovora, Proteus mirabilis
und weitere Bakterienspezies infizieren [33].

Im Rahmen von molekularbiologischen und genetischen Untersuchungen werden
Bakteriophagen als virale Vektoren zum Gentransfer durch Transduktion eingesetzt. Bei der
Transduktion wird DNA durch einen Phagen von einer Zelle auf eine andere Ubertragen. Je
nach Mechanismus der Transduktion des eingesetzten Phagen kann es bei der Produktion
von Phagenpartikeln zur Verpackung von DNA bakteriellen Ursprungs kommen. Dabei wird
zwischen spezieller Transduktion, in der nur spezifische bakterielle DNA-Abschnitte
Ubertragen werden, und genereller Transduktion, bei der ausschlief3lich DNA bakteriellen
Ursprungs (Chromosom- oder Plasmid-DNA) Gbertragen wird, unterschieden. Der Einsatz von
generell transduzierenden Phagen als Vektor kann den Cotransfer nicht-mobilisierbarer
Plasmide zur Folge haben. Von Bedeutung ist beispielweise der temperente, generell
transduzierende Phage P1. Nach seinem lytischen Vermehrungszyklus sind 0,3 — 0,5 % der
P1-Phagenpartikel transduzierend. Die P1-Phagenpartikel kénnen DNA-Segmente von ca.
100 kbp Ubertragen [33].
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Die Wahrscheinlichkeit der horizontalen Ausbreitung klonierter genetischer Information durch
Phagen ist bestimmt durch ihren Wirtsbereich und insbesondere ihre transduzierende
Eigenschaft. Dieses Risiko ist bei generell transduzierenden Phagen mit breitem Wirtsbereich
am hdchsten. Somit eignen sich nur Phagen, die nicht oder nur speziell transduzierend sind
und einen engen Wirtsbereich besitzen, als Teil einer biologischen Sicherheitsmalinahme.

1.4. Virale Vektoren fur eukaryote Zellen

Virale Vektoren gehoéren zu den effizientesten Gentransfervehikeln flir eukaryotische Zellen.
Fir gentechnische Arbeiten werden z.B. haufig retrovirale Vektoren, Adenovirusvektoren und
Adeno-assoziierte Viren (AAV) genutzt. Damit ein viraler Vektor als biologische
Sicherheitsmallnahme anerkannt werden kann, darf er keine eigenstandige Infektiositat
besitzen. Das Erfillen dieser Voraussetzung schlie3t die Replikationsfahigkeit der Vektoren
aus. Die Unfahigkeit zur Replikation der Vektoren wird meist durch gezielte Deletion von
viralen Genen erreicht, die fur die Replikation erforderlich sind.

Die defekten Virusfunktionen im Vektor durfen nicht oder allenfalls schwach durch endogene
Helferviren in der Empfangerzelle komplementiert werden. Endogene Helferviren wiirden
ansonsten einen weiteren Gentransfer durch Abgabe infektidser Viruspartikel von infizierten
Wirtszellen ermdglichen. Dies trifft generell auf alle deletionsmutierte viralen Vektoren zu.
Dazu zdhlen auch die gutless AdV-Vektoren, die vollstéandig frei von allen viralen kodierenden
Regionen sind und zur Replikation und Verpackung die Funktionen in trans eines Adenovirus
als Helfervirus bendtigen [34]. Auf Satellitenviren wie AAV basieren die AAV-Vektoren. AAV
sind naturlicherweise replikationsdefekte Viren und bendtigen die Unterstitzung von
Helferviren wie Adeno-, humane Cytomegalie- oder Herpesviren zur Replikation im Zellkern
der Wirtszelle [35, 36]. Wenn die Pravalenz der Helferviren in der Population der Wirte in
Deutschland und angrenzenden Landern niedrig ist, kann nicht von einem erheblichen
Transfer des viralen Vektors durch die endogenen Helferviren ausgegangen werden. Fir AAV-
Vektoren ist zu beachten, dass humane Cytomegaloviren, Herpesviren und auch Adenoviren
in der menschlichen Bevolkerung pravalent sind [37-39].

Auch Rekombination von replikationsdefekten viralen Vektoren mit einem Wildtypvirus, die zur
Wiederherstellung der Replikationskompetenz flhrt, sollte mdglichst ausgeschlossen sein, um
virale Vektoren als biologische Sicherheitsmalnahme anerkennen zu kdénnen. Die
Wahrscheinlichkeit eines solchen Rekombinationsereignisses ist im Allgemeinen bereits
gering, kann jedoch insbesondere bei Vektoren auf Basis von DNA-Viren durch eine moglichst
geringe Homologie zwischen Vektor- und Wildtypvirusgenom weiter reduziert werden [40].

Bei Arbeiten mit viralen Vektoren fir eukaryote Zellen besteht neben der Wahrscheinlichkeit
der horizontalen Ausbreitung klonierter genetischer Information ein 6kologisches und
gesundheitliches Risiko. Durch den Einsatz replikationsdefekter Viruspartikel, die nicht durch
in der Wirtspopulation weit verbreitete Helferviren komplementiert werden kénnen, werden
diese Risiken jedoch minimiert. Daher sind jene Vektoren als Teil einer biologischen
Sicherheitsmallnahme geeignet.
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2. Empfehlung

Nach § 8 Absatz 2 GenTSV werden Vektoren als Teil einer biologischen
Sicherheitsmallnahme anerkannt,

e wenn deren Genom vollstandig annotiert ist und

e wenn sie keinen breiten Wirtsbereich aufweisen und

¢ wenn Vektoren flr Prokaryoten kein eigenes Transfersystem, eine geringe Cotransfer-
Rate und eine geringe Mobilisierbarkeit besitzen, und

e wenn Vektoren auf viraler Basis in eukaryoten Zellen replikationsdefekt sind und
dieser Defekt nicht durch Helferviren, die weit in der Wirtspopulation verbreitet sind,
ausgeglichen wird.

3. Begriindung

Vektoren, die die Kriterien dieser Stellungnahme erflllen, verhindern im Zusammenwirken mit
Empféngerorganismen, die als Teil biologischer SicherheitsmaRnahmen anerkannt sind, die
horizontale Ausbreitung der klonierten genetischen Information. Bakterielle Plasmide und
Phagen, die die Kriterien erfillen, sind nicht in der Lage, sich in einem breiten Wirtsbereich zu
etablieren und auf andere Wirte genetische Information zu transferieren beziehungsweise zu
cotransferieren, sodass in einem geeigneten Empfangerorganismus die Wahrscheinlichkeit
der horizontalen Ausbreitung sehr gering ist.

Ein sehr geringes Gentransferpotential trifft jedoch nicht auf solche bakteriellen Plasmide und
Phagen zu, die sich in einem weiten Wirtsbereich etablieren und konjugativ oder effizient
mobilisierbar respektive generell transduzierend sind. Beim Einsatz dieser Vektoren in
geeigneten Empfangerorganismen ist ein horizontaler Transfer der klonierten genetischen
Information nicht auszuschlief3en.

Von Plasmiden in eukaryoten Zellen geht kein Risiko einer horizontalen Ausbreitung
genetischer Informationen aus. Bei Vektoren fur eukaryote Zellen auf viraler Basis, die die
Kriterien erflllen, besteht kein Risiko der horizontalen Ausbreitung von klonierten genetischen
Informationen, da die viralen Partikel keine infektiosen Nachkommen bilden konnen und kein
Transfer durch endogene Helferviren zu erwarten ist.

Informationen dazu, ob einzelne Vektoren entsprechend der in dieser Stellungnahme
festgelegten Kriterien als Teil einer biologischen Sicherheitsmalinahme anerkannt sind,
werden in der Vektorliste, die von der ZKBS-Geschéaftsstelle gefihrt wird, gesammelt und zur
Verfligung gestellt.

Literatur

1. Del Solar G, Giraldo R, Ruiz-Echevarria MJ, Espinosa M, Diaz-Orejas R (1998). Replication
and control of circular bacterial plasmids. Microbiol Mol Biol Rev 62(2):434—64.

2. Scherzinger E, Haring V, Lurz R, Otto S (1991). Plasmid RSF1010 DNA replication in vitro
promoted by purified RSF1010 RepA, RepB and RepC proteins. Nucleic Acids Res 19(6):1203—
11.

3. Doran KS, Konieczny |, Helinski DR (1998). Replication Origin of the Broad Host Range Plasmid
RK2: Positioning of various motifs is critical for initiation of replication*. J Biol Chem 273(14):8447—
53.

4. Jain A, Srivastava P (2013). Broad host range plasmids. FEMS Microbiol Lett 348(2):87—96.


https://zag.bvl.bund.de/vektoren/index.jsf?dswid=9672&dsrid=726

BVL_FO_05_4100_402_V1.7

10.

11.

12.

13.

14.
15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

20.

30.

31.

Leonard AC, Méchali M (2013). DNA replication origins. Cold Spring Harb Perspect Biol
5(10):a010116.

Romanos MA, Scorer CA, Clare JJ (1992). Foreign gene expression in yeast: a review. Yeast
8(6):423-88.

Farkas JA, Picking JW, Santangelo TJ (2013). Genetic Techniques for the Archaea. Annu Rev
Genet 47(1):539-61.

van Craenenbroeck K, Vanhoenacker P, Haegeman G (2000). Episomal vectors for gene
expression in mammalian cells. Eur J Biochem 267(18):5665-78.

Lufino MMP, Edser PAH, Wade-Martins R (2008). Advances in High-capacity Extrachromosomal
Vector Technology: Episomal Maintenance, Vector Delivery, and Transgene Expression. Mol Ther
16(9):1525-38.

Porta C, Lomonossoff GP (2002). Viruses as vectors for the expression of foreign sequences in
plants. Biotechnol Genet Eng Rev 19:245-91.

Lorenz MG, Wackernagel W (1994). Bacterial gene transfer by natural genetic transformation in
the environment. Microbiol Rev 58(3):563-602.

Rodriguez-Beltran J, DelaFuente J, Le6n-Sampedro R, MacLean RC, San Millan A (2021).
Beyond horizontal gene transfer: the role of plasmids in bacterial evolution. Nat Rev Microbiol
19(6):347-59.

Thomas CM, Nielsen KM (2005). Mechanisms of, and Barriers to, Horizontal Gene Transfer
between Bacteria. Nat Rev Microbiol 3(9):711-21.

Fitzpatrick DA (2012). Horizontal gene transfer in fungi. FEMS Microbiol Lett 329(1):1-8.
Keeling PJ (2009). Functional and ecological impacts of horizontal gene transfer in eukaryotes.
Curr Opin Genet Dev 19(6):613-9.

Schweizer HP (2008). Bacterial genetics: past achievements, present state of the field, and future
challenges. Biotechniques 44(5):633—41.

Dreiseikelmann B (1994). Translocation of DNA across bacterial membranes. Microbiol Rev
58(3):293-316.

Wagner A, Whitaker RJ, Krause DJ, Heilers J-H, van Wolferen M, van der Does C, Albers S-
V (2017). Mechanisms of gene flow in archaea. Nat Rev Microbiol 15(8):492-501.

Stern JC, Schildbach JF (2001). DNA recognition by F factor Tral36: highly sequence-specific
binding of single-stranded DNA. Biochemistry 40(38):11586-95.

Zechner EL, Moncalian G, La Cruz F de (2017). Relaxases and Plasmid Transfer in Gram-
Negative Bacteria. Curr Top Microbiol Immunol 413:93—113.

Llosa M, Gomis-Ruth FX, Coll M, La Cruz F de (2002). Bacterial conjugation: a two-step
mechanism for DNA transport. Mol Microbiol 45(1):1-8.

Cabezoén E, Ripoll-Rozada J, Peiia A, La Cruz F de, Arechaga | (2015). Towards an integrated
model of bacterial conjugation. FEMS Microbiol Rev 39(1):81-95.

Guiney DG (1982). Host range of conjugation and replication functions of the Escherichia coli sex
plasmid Flac. Comparison with the broad host-range plasmid RK2. J Mol Biol 162(3):699—703.
Heinemann JA, Sprague GF (1989). Bacterial conjugative plasmids mobilize DNA transfer
between bacteria and yeast. Nature 340(6230):205-9.

Smillie C, Garcillan-Barcia MP, Francia MV, Rocha EPC, La Cruz F de (2010). Mobility of
plasmids. Microbiol Mol Biol Rev 74(3):434-52.

Guglielmini J, Néron B, Abby SS, Garcillan-Barcia MP, La Cruz F de, Rocha EPC (2014). Key
components of the eight classes of type IV secretion systems involved in bacterial conjugation or
protein secretion. Nucleic Acids Res 42(9):5715-27.

Garcillan-Barcia MP, Francia MV, La Cruz F de (2009). The diversity of conjugative relaxases
and its application in plasmid classification. FEMS Microbiol Rev 33(3):657-87.

Garcillan-Barcia MP, La Cruz F de (2013). Ordering the bestiary of genetic elements
transmissible by conjugation. Mob Genet Elements 3(1):e24263.

Garcillan-Barcia MP, Redondo-Salvo S, Vielva L, La Cruz F de (2020). MOBscan: Automated
Annotation of MOB Relaxases. Methods Mol Biol 2075:295-308.

Cury J, Abby SS, Doppelt-Azeroual O, Néron B, Rocha EPC (2020). Identifying Conjugative
Plasmids and Integrative Conjugative Elements with CONJscan. Methods Mol Biol 2075:265-83.
Verheust C, Pauwels K, Mahillon J, Helinski DR, Herman P (2010). Contained use of
Bacteriophages: Risk Assessment and Biosafety Recommendations. Appl Biosaf 15(1):32—44.



BVL_FO_05_4100_402_V1.7

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Hampton HG, Watson BNJ, Fineran PC (2020). The arms race between bacteria and their phage
foes. Nature 577(7790):327-36.

Yarmolinsky MB, Sternberg N (1988). Bacteriophage P1. p. 291-438. In Richard Calendar (ed),
The bacteriophages, 1st ed. Plenum Press, New York.

Alba R, Bosch A, Chillon M (2005). Gutless adenovirus: last-generation adenovirus for gene
therapy. Gene Ther 12(1):S18-S27.

McPherson RA, Rosenthal LJ, Rose JA (1985). Human cytomegalovirus completely helps
adeno-associated virus replication. Virology 147(1):217-22.

Balakrishnan B, R Jayandharan G (2014). Basic biology of adeno-associated virus (AAV) vectors
used in gene therapy. Curr Gene Ther 14(2):86—100.

Chayavichitsilp P, Buckwalter JV, Krakowski AC, Friedlander SF (2009). Herpes Simplex.
Pediatr Rev 30(4):119-30.

Proenga-Médena JL, Acrani GO, Snider CB, Arruda E (2011). Respiratory Viral Infections. p.
378-91. In Guerrant RL, Walker DH, Weller PF (ed), Tropical Infectious Diseases: Principles,
Pathogens and Practice (Third Edition). W B Saunders Co Ltd, London.

AK Blut des Bundesministeriums fiir Gesundheit (2018). Humanes Cytomegalievirus (HCMV).
Bundesgesundheitsblatt - Gesundheitsforschung - Gesundheitsschutz 61(1):116-28.

Condit RC, Williamson A-L, Sheets R, Seligman SJ, Monath TP, Excler J-L, Gurwith M, Bok
K, Robertson JS, Kim D, Michael Hendry R, Singh V, Mac LM, Chen RT (2016). Unique safety
issues associated with virus-vectored vaccines: Potential for and theoretical consequences of
recombination with wild type virus strains. Vaccine 34(51):6610-6.



