Ergebnisse

3.1 Das Expressionssystem

Um die Kristallstrukturanalyse von TetR” in den drei Formen (nativ, im Komplex mit ver-
schiedenen Tetrazyklinen und im Komplex mit verschiedenen Operatorsequenzen) durch-
zufithren, sind grofle Mengen an kristallisierfihigem Protein (mg-Mafstab) notwendig.
Dafiir ist ein Proteinexpressionssystem hilfreich, mit dem TetR” schnell und homogen
gewonnen werden kann. Von Dirk Schnappinger und Klaus Pfleiderer wurde ein solches
Expressionsystem zur Verfiigung gestellt 45. Hierbei handelt es sich um den E. coli-Stamm
RB791 18, der auf einem Plasmid die Gene amp®™ und tetRP besitzt, wobei das erste Gen
fiir Resistenz gegen den Selektionsmarker Ampicillin und das zweite Gen fiir den Tet-
Repressor der Klasse D kodiert. Die Expression von TetRP befindet sich unter der Kon-
trolle des Lactose-Operon-Promoters 47, dessen lac-Repressor durch das Substratanalogon
Isopropylthiogalactopyranosid induziert werden kann 136,

Der zu produzierende Repressor ist 208 Aminoséauren lang. Da das N-terminale Methio-
nin wihrend der Aufarbeitung proteolytisch abgespalten wird, beginnt TetRP mit Ser2.
Die Mutation A2S wurde vorgenommen, um mit einer Schnittstelle fiir das Restriktions-
enzym Xbal das Einfiigen des Gens tetR in das Plasmid zu ermdoglichen. Dieses Enzym
erkennt TCTAGA, wobei das erste Triplett fiir Ser2 und das zweite fiir Arg3 kodiert.
Die Aminosdauren 209-218 wurden deletiert, da festgestellt wurde, dafl dieses Peptid in
den Kristallstrukturen 2TCT und 2TRT fehlte 67. Aminosiuresequenz, Repressions- und
Induktionsverhalten des Proteins wurden von Dirk Schnappinger iiberpriift und weichen

in den biochemischen Eigenschaften nicht von dem lingeren TetR” ab. Das Kristallisa-
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Abbildung 11: Aminosiuresequenzen von TetR” und TetR”
Die Aminosduresequenzen sind aus den Nukleotidsequenzen der entsprechenden Gene abgeleitet.
Gleiche Aminosduren sind in der TetRP-sequenz mit - gekennzeichnet. Mit Pfeilen sind die
Schnittstellen des prozessierten TetR? markiert. Die Aminoséduren fiir die Induktorkoordination
sind grau unterlegt. Die Sekundérstruktur ist fiir den freien TetR” angegeben.



tionsverhalten dieses verkiirzten Repressors war gegeniiber dem des vollstindigen TetR”
signifikant verbessert 120, Bei Anwendung dieses Uberexpressionssystems konnten von al-
len TetR-Priaparationen kristallisierfahiges Protein erhalten werden. Da sich bei dieser
TetR-Variante keine EinschluBkorper bildeten, mufite die Aufreinigung nicht mehr wie
zuvor iiber den verlustreichen Denaturierungs-Schritt mittels Guanidinium Chlorid 80
durchgefiihrt werden.

Fiir die Rontgenstrukturanalyse des nichtinduzierten Repressors wurde desweiteren

RPP verwendet, das in den Positionen 1 bis 50 die Aminosiure-

ein chimeres Protein Tet
sequenz des TetR Klasse B und in den Positionen 51 bis 208 die des TetR Klasse D enthélt.
Insgesamt unterscheiden sich die Repressoren TetR? und TetRZP in nur 10 Positionen

(sieche Abb. 11).

3.2 Kiristallisation

Die Kristallisationexperimente der TetR”/DNA-Komplexe wurden von Claudia Alings
und einige Kristallisationexperimente der induzierten TetR” wurden von Heike Roscher
ausgefiihrt.

Die Kristallisation erfolgte unter Verwendung der Dampfdiffusionsmethode nach der
Art des "Héangenden Tropfens”. Die Kristallisation der verwendeten Repressoren war un-
ter verschiedenen Bedingungen moglich und erfolgreich. Dabei ist das Fallungsmittel in
der Regel Salz, das aus einem einwertigen Kation und unterschiedlich geladenen Anio-
nen besteht. Die Kristalle wachsen in Gegenwart der Kationen von Kalium, Ammonium,
Lithium und der Anionen Phosphat, Sulfat, Chlorid und Citrat. Zweiwertige Kationen de-
stabilisieren den Repressor 172 und wurden daher durch Zugabe von EDTA komplexiert.
Die vorbereiteten Proteinproben wurden mit der Fallungsmittellosung im optimierten
Verhiltnis gemischt und zur Kristallisation bei 18°C aufbewahrt. Die freien Repressoren
TetRP und TetRPP sowie die Mutanten P105T, D178G kristallisierten aus einer 1 %
(w/v) Proteinlésung bei neutralem pH-Wert. Als Féllungsmittel wurden 500 bis 800 mM
(NH4)2SOy4 verwendet. Die Form der Kristalle ist ellipsoidal; in Gegenwart von Glycerin
ab 5 % (v/v) tetragonal-bipyramidal, mit den Ausdehnungen von bis zu 2.0 x 1.0 x 0.8
mm?.

Zur Kristallisation von TetRP sowie der Mutanten P105T und D178G im Komplex
mit Tetrazyklin bzw. mit Tetrazyklinanaloga wurden die TetR” /Tc/Mg?**-Gemische zu-
erst bei 30°C inkubiert, um so die vollstindige Bindung des Induktors an den Repres-
sor zu ermoglichen. Nach Abkiihlung der Proben auf 18°C wurden die Komplexe unter
denselben Bedingungen wie die nativen Repressoren kristallisiert. Aufgrund der hohen

Bindungskonstante von 10° M~! liegt TetR” vollstindig im Komplex mit dem Induktor
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Tabelle 3: Bindungskonstanten der in dieser Arbeit zitierten Tc an Mg?™ und an TetR
Die Bindungskonstanten der Tetrazykline zu Mg?* (K,), der Induktoren [MgTc]t zu TetR”
(K4) und die Konzentrationen der Induktoren bei Halbinduktion von TetR®/DNA wurde aus

Lederer et al. 9 {ibernommen. (nb nicht bestimmt)
Tetrazyklin Ky Ka Konz. bei Halb-
induktion
x103 (M1 | x107 (M™1) x107¢ (M)
Tetrazyklin THTc 24 3.3 2.2
Tchloro-Tetrazyklin 7CITc 1.3 10.0 0.24
6-demethyl-6-dehydroxy- | 6dodmTc 3.5 8.0 0.34
Tetrazyklin
9-nitro-Tetrazyklin INO,Tc nb nb nb
9-(N,N-dimethyl-glycyl- 9glyTc 7.5 0.64 nb
amido)-6-demethyl-6-
dehydroxy-Tetrazyklin
2-nitrilo-Tetrazyklin 2CN-Tc 2.9 3.8 0.65
4-epi-Tetrazyklin 4epi-Tc 2.9 0.01 170.0

vor. Mutationen im Protein oder Substitutionen am Tc¢ konnen die Bindungskonstante
verringern (siche Tab. 3), was sich auf das Kristallisationsverhalten auswirkt. Da als Ko-
induktor ein zweiwertiges Metall erforderlich ist 161, wurde MgCl, zugesetzt, welches in

einem Fall in den Kristallen gegen NiCly ausgetauscht wurde (Form 9, siehe Seite 32).

Bis auf zwei Ausnahmen kristallisieren die freien und die Induktor-gebundenen Re-
pressoren in der Raumgruppe 14,22. In der asymmetrischen Einheit befindet sich ein Mo-
nomer; die Dimerachse liegt in den Kristallen entlang einer zweizédhligen Symmetrieachse.
In den Kristallisationsansétzen, in denen TetR/[Mg7ClTc| in Gegenwart eines vierfachen
molaren Uberschusses an EDTA gegeniiber Mg?* kristallisierte, bzw. in denen die Mu-
tante D178G /7C1Tc in Gegenwart eines 50-fachen Uberschusses an Mg?* gegeniiber dem

Repressor angesetzt wurde, wuchsen Kristalle der Raumgruppe P432,2.

Die Kristallmorphologie der Kristalle der Induktor-gebundenen Repressoren ist ver-
gleichbar. Die gelbe Farbe der Kristalle wird durch die Tetrazykline verursacht; die Far-
bintensitét ist in den verschiedenen Komplexen unterschiedlich und héangt von dem jewei-
ligen Tetrazyklinanalogon ab. Die Kristalle der induzierten Repressoren werden entlang
der tetragonalen Achse bis zu 1.5 mm lang und sind insgesamt kleiner als die des freien
TetR. Fiir die Kokristallisationsversuche mit der Operator-DNA wurden {iblicherweise
dquimolare Mengen an TetR? und Operator-DNA gemischt und bei 4°C fiir 60 min in-
kubiert. Die Kristallisation wurde bei 18°C angesetzt, da es bei tieferen Temperaturen
haufig zu Kristallverwachsungen kam, wihrend die Kristalle bei héheren Temperaturen

instabil wurden.
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Abbildung 12: Strukturen der Tc-Analoga

Die Modifikationen des THTc sind jeweils eingerahmt bzw. mit einem Pfeil angedeutet.

3.2.1 Liange und Sequenz der eingesetzten DNA

Die Parameter Lange und Sequenz des jeweiligen DNA-Fragments, das in der Kokristalli-
sation eingestzt wurde, stellen zusétzliche Variablen fiir die Optimierung der Kristallisa-
tionsbedingungen dar. TetR bindet an ein 13 bp langes palindromisches DNA-Fragment,
dessen Sequenz konserviert ist. Zur Verbesserung der Kristallisationseigenschaften des
Komplexes konnen demzufolge nur die Basenpaare, die mehr als 7 bp vom Mittelpunkt
der Sequenz entfernt sind, angefiigt oder entfernt bzw. einzelne terminale Nukleotide an-

gehéingt werden.

Protein/DNA-Kristalle wurden mit verschiedenen DNA-Fragmenten (siehe Tabelle 4)
erhalten. Wie auch schon frither beobachtet wurden 78, handelt es sich dabei aber nicht um
Einkristalle. Von diesen Kristallen wurden Diffraktionsdaten gemessen, die entlang einer
Richtung ein orthogonales Beugungsmuster mit den entsprechenden Zellkonstanten von 49
und 50 A lieferten. Entlang den anderen beiden Orientierungen wurden keine voneinander
getrennte Reflexe beobachtet. Worin die Ursache dieser Verwachsungen besteht, konnte

nicht ermittelt werden.
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Tabelle 4: Zur Kristallisation verwendete Oligonukleotide
Die palindrome Operatorsequenz beschrankt sich auf die Basenpaare 1 bis 6 sowie 8. Experimente
mit mehr als 22 Basenpaaare langen Operatoren waren nicht erfolgreich 8. Die jeweils obere

Sequenz der Duplexe besitzt auf der linken Seite das 5’-Ende.

Lénge | Enden Sequenz Ergebnis
tetO1 ACT CTA TCA T TGA TAG GGA
TGA GAT AGT A ACT ATC CCT
tetO2 ACT CTA TCA A TGA TAG GGA
TGA GAT AGT T ACT ATC CCT
22 TA TC ACT CTA TCA T TGA TAG GGA C verwachsen
G TGA GAT AGT A ACT ATC CCT GA
21 TA TT ACT CTA TCA T TGA TAG GGA verwachsen
A TGA GAT AGT A ACT ATC CCT A
21 TT T ACT CTA TCA T TGA TAG GGA T verwachsen
TA TGA GAT AGT A ACT ATC CCT
21 blunt C ACT CTA TCA T TGA TAG GGA G verwachsen
G TGA GAT AGT A ACT ATC CCT C
18 TT CT CTA TCA T TGA TAG GGT drei Kristallformen
TGA GAT AGT A ACT ATC CC
17 TA CT CTA TCA T TGA TAG GA verwachsen
TGA GAT AGT A ACT ATC C
17 AT ACT CTA TCA T TGA TAG G verwachsen
GA GAT AGT A ACT ATC CT
17 blunt CT CTA TCA T TGA TAG GG verwachsen
GA GAT AGT A ACT ATC CC
15 blunt T CTA TCA T TGA TAG G eine Kristallform
TA/CG A GAT AGT A ACT ATC C
15 blunt C CTA TCA T TGA TAG G eine Kristallform
CG/CG G GAT AGT A ACT ATC C
13 blunt CTA TCA T TGA TAG eine Kristallform
GAT AGT A ACT ATC

Mit einem 18 bp langen DNA-Fragment wurden erstmalig Einkristalle vom TetR/DNA-
Komplex erhalten 117, wobei die Kristallisationbedingungen denen sehr #hnlich waren,
bei denen mit anderen Oligodinukleotiden verwachsene Kristalle beobachtet wurden. Bei

diesem Oligonukleotid handelt es sich um einen 17mer DNA-Doppelstrang, der an den



3’-Enden jeweils ein Thymin besitzt. Nach Optimierung der Kristallisationbedingungen
konnte dieser TetR” /DNA-Komplex in drei Formen kristallisiert werden. Die Kristallisa-
tionsbedingungen unterscheiden sich hinsichtlich der Molekularmasse des Féllungsmittels
Polyethylenglykol und der Additive CaCly; und Ca(CH3COO),. Zwei dieser drei Kristall-
formen konnten erfolgreich zur Rontgenstrukturanalyse benutzt werden.

Anhand der Rontgenstrukturanalyse der dritten Kristallform (Form 5 siehe Seite 32)
des Komplexes mit dem 18mer-Oligonukleotid war ersichtlich, daf} sich aufgrund der engen
Packung der Molekiile in den Kristallen die Operatorenden durch Kollision der Duplexe
aufwinden (siche Abschnitt 4.12). In der vorgegebenen Elementarzelle mit a = 50.3 A hiitte
lediglich ein 15mer Oligonukleotid Platz. Bei der Modellierung eines reguléren 15mers in
die Struktur des Komplexes mit dem 18mer Oligonukleotid (Form 5) ergab sich, daff die
Duplexe zwar aneinander gereiht sind, aber durch die Versetzung der Oligonukleotiden-
den keine kontinuierliche Helix ausbilden. Zur Verbesserung der Kristallisationsbedingun-
gen wurde daher ein 15mer Duplex ohne Uberhang zur Komplexbildung eingesetzt. Die
Auflésung der rontgenographischen Daten konnte mit diesen Kristallen von 3.0 auf 2.5 A
verbessert werden.

In der Struktur mit dieser 15mer-DNA (Form 6) gibt es einige Unstimmigkeiten.
Die Seitenkette des Trp43 der Erkennungshelix von TetRP kollidiert mit der 3’-Base
des Nachbarduplexes. Es handelt sich dabei um eine Purinbase des terminalen, nicht-
palindromischen Basenpaares. Die Basen Adenin und Guanin liegen an jeweils beiden
Enden zu 50 % vor. Um die Packung zu verbessern bzw. diese Fehlordnung zu vermeiden,
wurden zwei Strategien gew#hlt. Zum einen wurden die unsymmetrischen terminalen Ba-
senpaare AT/GC zu GC/GC umgewandelt bzw. aus dem Operator entfernt und so nur
als 13mer DNA-Doppelstrang fiir die Kristallisationsexperiment verwendet. Beide Ansétze
resultierten in Kristallen hoherer Qualitat. Die diesbeziiglichen Arbeiten sind noch nicht

abgeschlossen.

3.2.2 Kristallformen des TetR” /DNA-Komplexes

TetRP kristallisierte im Komplex mit der 18mer DNA in drei Formen (zur Reihenfolge
der Numerierung siehe Tabelle 3.3 auf Seite 32). In Tabelle 5 sind die Charakteristika
dieser Kristalle angegeben. Die Kristallsymmetrie der hexagonalen Form 4 spiegelte sich
in einem hexagonalen Querschnitt der Kristalle wider. Die Kristalle der Form 5 erreichten
nicht die Grofle der anderen beiden Formen mit 18mer-DNA, jedoch zeigten sie Reflexe bis
zu einer hoheren Auflésung, was sich auf die kleine Elementarzelle und auf eine dichtere
Packung zuriickfiihren 148t. Wihrend in Form 4 der Losungsmittelgehalt 58 % betrigt,
liegt er in Form 5 bei 36 %.
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Tabelle 5: Kristallformen der TetR” /DNA-Komplexe
Die Lénge der DNA ist als Anzahl der Nukleotide pro DNA-Einzelstrang angegeben. In Klam-
mern steht darunter die Linge des DNA-Doppelstranges, der in der Kristallstruktur beobachtet
wurde. Die Kristallstruktur der Form 3 wurde nicht gelost, da die asymmetrische Einheit ca. 21
TetRP /DNA-Komplexe enthilt.

Form Léange Enden Kristallform Raumgruppe Kristallgrofie
3 18mer 3'T-Uberhang dreieckige C2 2.0 x 1.0 x 0.2 mm?
? 3'T-Uberhang  Plittchen

4 18mer 3'T-Uberhang hexagonale P6,22 3.0 mm lang, 0.3 mm
(11bp)  3'T-Uberhang  Stibchen im Durchmesser

5 18mer 3'T-Uberhang rechteckige P2, 0.4 x 0.2 x 0.1 mm?
(17bp)  3'T-Uberhang  Plittchen

6 15mer AT Basenpaar rechteckige C222¢ 2.5 x 0.5 x 0.5 mm?
(15bp) GC Basenpaar Pléttchen

7 15mer GC Basenpaar rechteckige P2,2,2 0.2 x 0.2 x 0.05 mm?
(156bp) GC Basenpaar Pléttchen

8 13mer GC Basenpaar quadratische P4;12,2 0.8 mm lang, 0.1 mm
(13bp) GC Basenpaar Pyramiden entlang der Grundfléche

Die Komplexe mit den beiden 15mer DNA-Duplexen wuchsen zu rechteckigen Plétt-
chen mit zwei unterschiedlichen Raumgruppen. Der Komplex mit der 13mer DNA (Form
8) kristallisierte in der tetragonalen Raumgruppe P4,2,2; diese Kristalle zeigten ebenfalls

die tetragonale Symmetrie in Form von Pyramiden mit quadratischer Grundfliache.

3.3 Messung von Beugungsdaten

Die Rontgenstrahlung besitzt wegen ihrer Frequenz eine hohe Energie, die neben der
kristallspezifischen Diffraktion auch zu lonisierungs- und Radikalzusténden fiihrt. Die
Radikale modifizieren Nachbarmolekiile und stéren die periodische Anordnung der Git-
terbausteine, so dal die Beugungsqualitit abnimmt. Da die Diffusion der gebildeten Ra-
dikalionen temperaturabhéngig ist, werden die Datensammlungen von Proteinkristallen
héufig an eingefrorenen Kristallen bei Temperaturen um 100 K durchgefiihrt.

Fiir die Messungen bei 100 K eignen sich insbesondere kleine kompakte Kristalle oder
Plittchen, bei denen der Abkiihlungsproze schnell und gleichméflig verlauft. Grofie Kri-
stalle lassen sich nur schwer einfrieren, ohne die Beugungsqualitdt zu vermindern. Da-

her wurden die grolen Kristalle der freien und der Induktor-gebundenen Repressoren in



D BD|18mer- |18mer- [18mer- |15mer- | 15mer- | 13mer- | Ni- Mg- Mg- 7CITc |2 7CITc i PT105 |PT105 [DG178 |DG17g [DGl78
TetR TetR 4epiTc |2CNTc
Struktur el | frei DNA  |[DNA  |DNA  |DNA DNA | DNA 7CITc | 9glyTc |9NOZTc |ohne Mg |1 Mg frei 7CITC  |frei 7CiTe  [27CITe
TAICG CGICG 1 Mg
Form 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 16 | 17 18 | 19 | 20
Raumgruppe 1422 | 1422 c2 P6,22 P2, | C222, | P222 | Pa22 | 1422 | 1422 | 1422 | 1422 | P422 | 1422 | 1422 | 1422 | 1422 | 1422 | 1422 |P42;2
a(A) 69.1 | 69.81 | 297.4 | 88.34 | 50.30 | 38.04 | 51.25 | 6350 | 68.94 | 68.94 | 69.10 | 69.79 | 69.25 | 69.74 | 69.41 | 68.91 | 69.70 | 70.02 | 69.50 | 69.20
b(A) 69.1 | 69.81 | 153.3 | 88.34 | 49.82 | 193.20 | 51.38 | 6350 | 68.94 | 68.94 | 69.10 | 69.79 | 69.25 | 69.74 | 69.41 | 6891 | 69.70 | 70.02 | 69.50 | 69.20
c(A) 182,93 |184.95 | 362.2 | 32046 | 96.29 | 91.75 | 107.77 | 296.96 | 189.89 | 180.75 | 182.93 | 182.34 | 182.37 | 183.38 | 181.65 | 181.07 | 181.50 | 182.88 | 182.39 | 181.50
o ingrad 90 90 90 90 90 920 90 90 20 90 90 20 90 90 20 90 20 90 90 90
B ingrad 90 90 98.9 90 97.0 9 90 90 9 90 90 9 90 90 9 9 90 90 90 90
Y ingrad 90 90 90 120 90 90 90 90 20 90 90 90 90 90 90 90 90 90 90 90
) 0.981/
Wellenlange (A) 0.975 | 0.9375 | 0.9117 | 0.908 | 15418 | 15418 | 15418 | 0097 | 1.5418 | 0.92 | 0.975 |0.9995 | 1.5418 | 0.87 |0.9204 | 0.9117 | 0.92 092 | 0981 | 1.087
Auflésung 23.6/2.2 | 18.5/2.4 | 39.7/7.0 | 38.2/3.9 | 29.6/3.0 [34.5/2.45| 19.3/4.0 | 19.8/3.5 | 23.5/2.2| 17.2/2.4 | 17.8/2.2 | 30.8/2.4 | 19.9/2.7 | 27.7/2.7 |19.9/2.65| 19.4/2.3 | 27.7/2.4 | 23.9/2.2 | 33.3/2.7| 15.0/2.4
von/bis (A)
Unabhangige 10487 | 9076 | 25656 | 6965 9302 | 12437 | 1404 | 7774 | 11250 | 8428 | 11066 | 7958 | 12710 | 6010 | 6023 9071 8161 | 6317 | 5871 | 17893
Reflexe
Redundanz 3.1 4.8 2.2 7.5 4.1 3.7 2.1 2.7 45 3.2 4.1 2.7 4.7 3.7 2.8 4.6 3.9 2.6 7.1 6.2
zﬁf;'Sténdigkeit 89.5 97.8 75.8 96.4 | 96.1 97.2 531 | 92.2 97.7 96.0 98.6 86.2 99.1 | 94.2 905 | 973 | 89.1 52.7 90.2 99.6
0,
Wilson B-Faktor 473 423 | 331.3 88.4 10.7 | 57.9 519 | 722 321 | 465 37.8 | 60.8 32.9 711 720 | 37.9 55.8 | 41.2 70.3 32.8
R sym. 8.3 7.3 6.9 9.8 10.6 9.0 14.1 10.4 6.0 5.9 47 5.3 7.8 6.6 7.2 5.1 9.4 6.6 6.5 6.3
R sym.
letzte Schale 36.3 | 24.8 39.1 205 | 21.3 28.7 45.0 43.6 268 | 19.3 17.3 39.7 228 27.0 338 | 189 | 337 | 314 46.7 232
Ilo 8.19 6.13 | 14.45 | 134 7.9 12.1 5.88 8.66 16.4 | 15.6 37.4 12.7 13.3 149 | 13.1 19.6 6.7 9.3 215 | 234
I/ o
letzte Schale 38 2.9 3.2 2.9 2.9 33 2.2 2.1 32 3.8 7.8 2.3 5.1 3.0 25 6.2 338 3.3 48 5.3

7C
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Tabelle 6: Kristallparameter und Beugungsdaten
Ubersicht iiber die Kristallparameter sowie die zur Strukturldsung und -verfeinerung verwende-
ten Beugungsdaten. Die Vollstindigkeitder Daten, das mittlere Signal-zu-Rauschen Verhéltnis
(InkL/ouxr) und die Ubereinstimmung mehrfach gemessener Reflexe (Reym = 3. |1 — (I)| / 1,
(I): Mittelwert iiber symmetrieiquivalente Mefiwerte) ist fiir den gesamten Datensatz angegeben.

Glaskapillaren montiert und bei 4°C gemessen. Die TetR/DNA-Kristalle wurden fiir die
Beugungsexperimente meistens in fliissigem Propan schockgefroren. Um Eisbildung beim
Einfrieren zu verhindern, wurden die Kristalle in der Reservoirlosung in 5 % -Schritten im
Verlauf von 15 min mit 20 % Glycerin versetzt, das der Reservoirlésung zugesetzt wur-
de. Aus technischen Griinden mufiten bei der Datensammlung am Synchrotron in Paris
(LURE, DW-32) die Kristalle aus der Glycerinlosung direkt in den Stickstoff-Kiihlstrom
gebracht werden. Der Kiihlstrom hatte eine Temperatur von 125 K anstelle der {iblichen
100 K; vermutlich war das die Ursache fiir die hohe Mosaizitéit der Kristalle, die in diesem
Fall 1.5°betrug und sonst zwischen 0.2°und 0.6°liegt. In Tabelle 6 sind Charakteristika

Abbildung 13: Reflexmuster bei verschiedenen TetR”-Komplexen

Abb. links: TetR? im Komplex mit [Co-7CIT¢]*, max Auflésung 2.12 A. Abb. rechts: TetR”
im Komplex mit 15mer DNA, max Auflésung 2.44 A, Ring bei 3.8 A.

Die relative Grofie der Reflexe und das Auftauchen zusétzlicher ”diffuser” Reflexe in den Diffrak-
tionsaufnahmen (siehe Kreise in Abb. links) der Kristalle von freien und Induktorgebundenen
Repressoren ist aufgrund der Mobilitat der DNA-bindenden Doménen gréfier als die in den Auf-
nahmen von Kristallen der TetR” /DNA-Komplexe 129 Dieses Verhalten wurde auch in den an-
deren Datensitzen (siehe Tabelle 6) beobachtet. Beide Diffraktionsaufnahmen wurden an einem
MAR Research Fliachenzdhler mit einem Radius von 90 mm und mit CuK,-Réntgenstrahlung
(Wellenlinge = 1.5418 A) aufgenommen.



der gemessenen Datensitze aufgelistet.

Die Datensitze, die von den hexagonalen Kristallen mit der 18mer DNA gesammelt
wurden, zeigen eine anisotrope Diffraktion. Entlang der langen hexagonalen Achse wur-
den Reflexe bis 2.9 A Auflssung beobachtet; in den beiden anderen Richtungen wurde
nur eine Auflssung bis 3.9 A erreicht und limitiert daher die Vollstindigkeit der gemes-
senen Daten im Bereich von 2.9 bis 3.9 A. Die beriicksichtigte Auflosungsgrenze fiir die
verschiedenen Kristallformen wurde aufgrund des jeweiligen Signal-Rausch-Verhéltnisses
und der Qualitédt der berechneten Elektronendichtekarten festgelegt.

Die qualitativ besten Datensiitze wurden von Kristallen der TetR” /Induktor-Komplexe
mit einer maximalen Auflésung bis zu 2.2 A gesammelt (siche Tab. 6). Die Art der ver-
wendeten Rontgenstrahlungsquelle spielt dabei keine Rolle. Sowohl die Kristalle des freien
TetR als auch der Komplexe mit modifizierten Tc-Analoga diffraktierten bis zu einer &hn-
lich guten Auflésung, aber mit schlechterer Datenqualitét. Dies 148t sich mit der Flexibi-
litdt des Proteins im Bereich der Induktorbindungstasche erkldren, die sich teilweise auf
das gesamte Protein erstreckt. TetR” ist im freien Zustand relaxierter mit einem Gyrati-
onsradius von 32 A 84 der 2 A grofer ist als der des induzierten Repressors TetR”[Mg-
anTc],. Die Flexibilitéit des Proteins spiegelt sich im Wilson-Temperatur-Faktor (Wilson-
B-Faktor) wider, der dem mittleren isotropischen Temperaturfaktor entspricht. Wahrend
er bei den Datensiitzen der freien Proteine bei 42.3 und 47.3 A? liegt, ist sein Wert bei
den Kristallen der induzierten Repressoren deutlich niedriger (28.8 A2 fiir 2TCT).

Die Reflexe in den Beugungsaufnahmen der DNA-gebundenen Repressoren sind insbe-
sondere bei niedriger Auflosung besser definiert als die in den Aufnahmen von DNA-freiem
TetR. Die Qualitét der Reflexe ist dabei grundsétzlich von den geringen strukturellen Un-
terschieden der Molekiile in den kristallographischen Elementareinheiten im Kristallgitter
abhéngig. Je grofler die Unterschiede sind, um so diffuser erscheinen die Reflexe in den
Diffraktionsaufnahmen. In den TetR” /DNA-Komplexen sind die DNA-Bindungsdoméinen
durch die DNA fixiert und so in ihrer Flexibilitdt eingeschrinkt (sieche Abb. 13).

3.4 Strukturlésung mit molekularem Ersatz

Da die unterschiedlichen TetR”-Formen in verschiedenen Kristallformen kristallisierten,
wurden die Strukturen der Formen 4, 5, 6, 7, 8, 13 und 20 (siche Tab. 6 mit moleku-
laren Ersatz gelost. Die iibrigen Formen besitzten die Raumgruppe der beiden publi-
zierten TetRP-Komplexe (I14,2,2) 677 und sind zu diesen Strukturen isomorph. Fiir
die Formen 13 und 20 wurde die Struktur des induzierten Repressors TetRP[Mg7ClTc],
(2TCT ™) als Suchmodell verwendet. Um ein geeignetes Modell zur Losung der Struktur

des TetR” /DNA-Komplexes zu finden, wurden zwei Strategien verfolgt. Bei der ersten
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wurde ein Strukturmodell eines Komplexes aus der bekannten Struktur des induzierten
Repressor (2TCT 7)) und einer Operator-DNA erzeugt. Dazu wurde manuell das Frag-
ment einer B-DNA erzeugt, deren Sequenz mit der des tet-Operators iibereinstimmt.
Diese Doppelstrang-DNA wurde am Graphikdisplay so in der Nédhe der beiden DNA-
Bindungsdoménen positioniert, daf§ die zweizdhlige Symmetrie des Repressors erhalten
blieb und die hypothetischen Protein/DNA-Kontaktpunkte die biochemischen Daten am
besten erkléren konnten. Bei dieser Modellierung wurden auch die Atomkoordinaten eines
Komplexes aus einem halben Operator und einem Helix-Turn-Helix-Motiv 7 verwendet.
Dieses Modell wurde von Dr. Vera Helbl zur Verfiigung gestellt und basiert auf mole-
kularbiologische Untersuchungen. Die andere Strategie beruht auf der Verwendung der
Struktur des induzierten Repressors (2TCT 79).

Fiir die Strukturlésung mit molekularem Ersatz wurde das Programm AMoRe verwen-
det. Als Kriterium fiir die richtige Losung dienten die Testparameter Korrelationskoeffizi-
ent und R-Faktor. Der Schwerpunkt der Strukturkoordinaten wurden in den Mittelpunkt
eines orthogonalen Koordinatensystems verschoben. Dabei wird gleichzeitig ein Radius
des Suchmodelles bestimmt. Unter Verwendung dieses Parameters wurde die Rotionssu-
che im Auflésungsbereich von 20 bis 4 A durchgefiihrt. Variationen dieser Parameter fiihr-
ten zu unterschiedlichen Korrelationskoeffizienten, aber nicht zu anderen Losungen. Die
Translationssuche wurde mit den besten Losungen der Rotationssuche durchgefiihrt. War
bis zu diesem Zeitpunkt die Raumgruppe wegen unklarer systematischer Ausléschungen
von Reflexen nicht bekannt, so wurde die Translationssuche in den moglichen Raumgrup-
pen durchgefithrt und der R-Faktor der erhaltenen besten Losungen beobachtet. Nach
erfolgreicher Translationssuche wurde als letzter Schritt eine Starre-Kérper-Verfeinerung
durchgefiihrt und die erhaltene Losung mit X-PLOR verfeinert.

Von dem TetRP /DNA-Komplex wurde zunichst die Struktur in der Form 4 berechnet.
Bei der Verwendung beider Startmodelle, also der des erzeugten DNA-Komplexes und der
des Repressors ergaben sich Losungen, bei denen die Position des Repressors identisch war.
Diese Position entsprach der richtigen Losung. Mit dieser Losung wurde der TetR/DNA-
Komplex verfeinert. Dieses Strukturmodell diente anschliefend zur Strukturlésung der
Formen 5, 6, 7 und 8.

3.5 Kristallographische Verfeinerung

Die Verfeinerung der zunédchst groben Strukturmodelle wurde mit dem Programm X-PLOR
der Versionen 3.1 24 und 3.845 22. Bei der Verfeinerung wird das Modell durch Optimie-
rung der Atompositionen und der isotropen Temperaturfaktoren, die proportional zum

Quadrat der mittleren Auslenkung des jeweiligen Atoms sind, an die gemessenen Daten



angepaBt. Als Giitekriterium dienen der kristallographische R- Faktor 23 und der freie
R-Faktor 21 sowie die erhaltene Molekiilgeometrie des verfeinerten Modells. Der freie R-
Faktor wird aus 5 bis 10 % der Daten berechnet (nicht mehr als 1000 Reflexe), die von der
Verfeinerung ausgeschlossen wurden, und beschreibt objektiv die Qualitéit der Verfeine-
rung. Bei Konvergenz des freien R-Faktors wurde die Verfeinerung abgebrochen und das
erhaltene Modell als optimale Losung festgehalten. Aufgrund des ungiinstigen Daten-zu-
Parameter-Verhéltnisses von 1.5 bis 1.7, wird die Geometrie des Modells in sinnvollen Rah-
men eingegrenzt. Diese Restriktionen, deren Parameter statistisch aus hochaufgelésten
Kleinstrukturen bestimmt wurden 41 124 begrenzen die Bindungslingen und -winkel, die
Planaritat der Peptidbindungen und aromatischen Gruppen, Tetraeder- und Torsions-
winkel sowie nichbindende Van-der-Waals-Kontakte. Hinsichtlich der Temperaturfakto-
ren wurden ebenfalls Einschrankungen vorgenommen. Hierbei werden die Differenzen der
Temperaturfaktoren benachbarter Atome limitiert, da sie aneinander gekoppelt sind. Die
mittleren Standardabweichungen der Temperaturfaktoren fiir zwei aneinander gebunde-
ne Atome sind jeweils 1.5 und 2.0 fiir Haupt- und Seitenkettenatome, bzw. 2.0 und 2.5
fiir Atome die iiber ein drittes Atom aneinander gebunden sind. Fiir eine Verbesserung
des Daten-zu-Parameter-Verhiltnisses wurden fiir die Verfeinerungen der TetR” /DNA-
Komplexe die DNA-Basen nur in planarer Form zugelassen und ein Verbiegen unterbun-

den.

Als Ausgangsmodell fiir die Strukturen des freien TetR? und der Mehrzahl der TetRP-
Komplexe, die in der Raumgruppe 14,22 kristallisieren und isomorph sind, wurden die
Atomkoordinaten von 2TCT ™ verwendet. Das Strukturmodell von 2TCT wurde bis auf
die Atomkoordinaten des Polypeptides reduziert und die Temperaturfaktoren auf 30 A2
festgelegt.

Die kristallographische Verfeinerung mit X-PLOR gliedert sich in drei Teile. Zuerst
wurde das Startmodell als starrer Kérper um seine Position geringfiigig rotiert und trans-
latiert, um eine grobe Anpassung zu erreichen. Da hier nur sechs Parameter verfeinert
werden, ist eine Konvergenz von Modell und Daten relativ schnell erreicht. Darauthin
wurde das Polypeptid in Fragmente bis zu minimal 5 Aminoséduren aufgeteilt und diese
jeweils als starre Korper bewegt. In der Starre-Kérper-Verfeinerung sind die Energieter-
me fiir die Geometrieparameter ausgeschaltet, so dafl bei dieser Verfeinerung nur der
Energieterm optimiert wird, der die Differenz zwischen den gemessenen und berechneten
Strukturfaktoren beinhaltet. Im zweiten Teil der Verfeinerung wurde eine Molekiildyna-
mik durchgefiihrt 20. Sie gliedert sich in zwei Schritte. Im ersten wurde dem Molekiil bei
konstanter Temperatur ein Energiebetrag zugefiihrt, der verschiedene Bewegungen der

Atome erlaubt. Mit diesen Bewegungen werden Fehler, wie zum Beispiel zu kurze Van-
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der-Waals-Kontakte von symmetriediquivalenten Molekiilen, eliminiert. Im zweiten Schritt
wurde das Molekiil auf hypothetische 2000 K erhitzt und langsam abgekiihlt. Damit wird
dem Molekiil schrittweise Energie entzogen, dessen Geometrie durch Begrenzen der Be-
wegungsfreiheit in einer Konformation konvergiert, die den gemessenen Daten am besten
entspricht. Mit dem ”Erhitzen” wird die Bewegungsfreiheit des Molekiils erhoht, werden
Energiebarrieren fiir Konformationsénderungen von Haupt- und Seitenketten iiberwun-
den. Gleichzeitig wird bei dieser Prozedur die Strukturinformation der Ausgangsmodells,

der sogenannte model-bias 68, entfernt.

Die Korrektur von Fehlern im Strukturmodell ist an der Divergenz des kristallographi-
schen R-Faktors und des freien R-Faktors sichtbar. Zu Beginn der Molekiildynamik sind
beide Werte ungefiahr gleich. Die Differenz zwischen beiden vergréfert sich im Verlauf
der Verfeinerung bis zu 30% und hingt entscheidend von der Auflésung der verwendeten
Daten ab. Im weiteren wurde durch Minimieren des kristallographischen R-Faktors das
Modell an die Daten angepafit. Dabei wurden nur die Verdnderungen der Struktur akzep-
tiert, bei denen gleichzeitig auch der freie R-Faktor sank und die Molekiilgeometrie den
Standard-Werten 4! entsprach. Nach abgeschlossener Verfeinerung betrug die Differenz
der Prozentwerte zwischen freiem und kristallographischem R-Faktor zwischen 4.6 und
9.2 (siehe Tabelle 7).

Im Fall des chimiiren Repressors TetR?? wurden vor der Molekiildynamik die 10 Ami-
nosiuren der DNA bindenden Domiéne der TetRP-Sequenz mit der von TetR? substitu-
iert und am Graphikdisplay in die vorhandene Elektronendichte modelliert. War keine
Elektronendichte zu beobachten, so wurde die jeweilige Aminosidure so modelliert, dafl
deren Geometrie und die Van-der-Waals-Kontakte den Standard-Werten 4! entsprachen.
Die Aminoséduren von 150 bis 165 wurden in den meisten Strukturen nicht modelliert,
da fiir sie keine bzw. geringe Elektronendichte vorlag. Der Beginn und das Ende die-
ser nicht-modellierten Peptidschleife variiert innerhalb der verfeinerten Strukturen. Auf-
grund der hoheren Flexibilitét des freien Proteins im Vergleich zum induzierten und DNA-
gebundenen war der Anteil des nicht-modellierten Proteins maximal und betrug im Fall
des TetRBP 6.7%.

Die Kristallformen der TetRP” /DNA-Komplexe unterscheiden sich u. a. hinsichtlich
der Grofle ihrer asymmetrischen Einheit. Der Inhalt der asymmetrischen Einheit ist fiir
die sechs Formen in Tabelle 7 beschrieben. Bei den Kristallformen 5 und 6, in denen ein
DNA-Duplex bzw. ein DNA-Einzelstrang in der asymmetrischen Einheit vorliegt, wur-
de das zentrale Basenpaar AT zweifach fehlgeordnet mit einer Besetzung von jeweils 50
% modelliert. In den Kristallformen 4, 7 und 8 wurde willkiirlich in einem der DNA-

Einzelstrange die zentrale Basenposition mit Adenin besetzt und die gegeniiberliegende
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Tabelle 7: Kristallographische Verfeinerung
1,

h

T

Verfeinerung, ein Zyklus ”Simulated annealing” und die Gruppentemperaturverfeinerung durch-
gefiihrt. Eine weitere Verfeinerung war bei der vorliegenden Datenqualitéit nicht sinnvoll.

DNA-Komplexen die Geometrie nicht verfeinert.

Struktur der Form 3 wurde nicht gelost.
der beiden Mutanten in den Formen 16,

Freiheitsgrade und E
der Standardgeometrie
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Base des andere Stranges als Thymin modelliert da bei der vorliegenden Auflésung zwi-
schen Purin und Pyrimidin nicht unterschieden werden kann.

Tec wurde nach dem ”simulated annealing” in die vorhandene Restelektronendichte
im Bereich der Bindungstasche modelliert. Flexible Bereiche der Tc-Molekiile, fiir die
keine Elektronendichte zu beobachten war, wurden erst dann eingebaut, wenn die Elek-
tronendichte mit Phasenwinkeln aus den Modellen verbessert war, dafl eine Interpretation
moglich war. Im dritten Teil der Verfeinerung wurde durch wechselseitiges Verfeinern der
Atompositionen und der Temperaturfaktoren sowie durch manuelle Korrektur das Modell
am Graphikdisplay an die Daten angepafit. Die Geometrie der Atomkoordinaten wur-
de in den letzten Schritten der Verfeinerung mit verschieden Programmen Act 29, ONO
72 Procheck %, Promotif 69, whatif 170 X-PLOR 24 22 analysiert. Alle Aminosiuren
bis auf Leu204 liegen in erlaubten Bereiche des Ramachandran-Diagrammes 132, Diese
Aminoséure ist in allen DNA-freien Strukturen C-terminal zu Helix 10 und Teil einer
B-Schleife vom Typ II’ 134, In den DNA-Komplexen ist diser Bereich a-helikal. Die Geo-
metrieparameter der {ibrigen Aminoséauren stimmen mit den Standardwerten iiberein. In

Tabelle 7 sind die Verfeinerungsdaten zusammengefafit.
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