In Gram-negativen Bakterien wird die Resistenz gegen das
Antibiotikum Tetracyclin (Tc) durch zwei Zustande des
dimeren Tetracyclin-Repressors (TetR), reguliert: gebun-

den 1) an Operator-DNA und 2) an [MgTc]*; dies ist die
"induzierte” Form.

CH, ,OH m’""*r!w Wenn Tc in die Bakterienzelle eintritt,
o bindet es Mg2* und bildet das

biologisch aktive Chelat [MgTc]*.

[MgTc]* [MgTc]*

Tetracyclin Repressor

Durch die Bindung des Chelats
[MgTc]™ werden in (TetR),
Konformationsénderungen
induziert (dicke Pfeile), sodass
Operator-DNA freigegeben und
das Resistenz—-Protein TetA
exprimiert wird,

Die Bindung von (TetR), an
spezifische Operator-DNA inhibiert
die Biosynthese (Expression) des
Resistenz—Proteins TetA. Dies ist
der Zustand der resistenten
Bakterienzelle in Abwesenheit von

[MgTc]*.
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Der Tetracyclin-Repressor — das Musterbeispiel fiir einen biologischen

Schalter
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Durch den iiberméBigen Gebrauch
von Antibiotika haben Bakterien Re-
sistenzen erworben, die unterschiedli-
chen Mechanismen folgen. Die bakte-
riostatische Wirkung des Breitbandan-
tibiotikums Tetracyclin (Tc) beruht auf
der Inaktivierung der bakteriellen Ri-
bosomen, sodass die Proteinbiosynthe-
se unterbrochen wird und die Bakte-
rien absterben. Der in Gram-negativen
Bakterien am hiufigsten vorkommen-
de Resistenzmechanismus gegen Tc
beruht auf dem membranstindigen
Protein TetA, das eingedrungenes Tc
aus der Bakterienzelle exportiert, be-
vor es die Ribosomen angreifen kann.

wird durch den homodimeren Tet-
Repressor (TetR), streng reguliert. In
Abwesenheit von Tc bindet er an die
spezifische DNA-Sequenz des Opera-
tors tetO (K, ~10"m™1), der vor dem
das Protein TetA kodierenden Gen
liegt und dessen Transkription blok-
kiert. Wenn Tc in die Bakterienzelle
diffundiert, koordiniert es Mg>*, bin-
det als [MgTc]* an den Komplex
[(TetR),-tetO] und bewirkt Konfor-
mationsdnderungen im Repressor, die
zur Dissoziation des induzierten Re-
pressors (TetR-[MgTc]"), von tetO
fiilhren. Damit wird die Biosynthese
des TetA-Proteins erméglicht und die
Bakterienzelle resistent gegen Tc. Kri-

stallographische Studien zeigen die
spezifischen Protein-Nucleinsiure-
Wechselwirkungen in (TetR), - tetO so-
wie die Konformationsdnderungen, die
durch die Bindung von 2[MgTc]* an
(TetR), ausgelost und durch zwei ko-
operative Ketten von jeweils acht
Wassermolekiilen stabilisiert werden.
Da die Schaltzustinde des TetR/
[MgTc]*-Systems so exakt definiert
sind, wird es erfolgreich zur Regula-
tion von eukaryontischer Genexpres-
sion eingesetzt und konnte Anwen-
dung in der Gentherapie finden.

Stichworter: Antibiotika - DNA-Er-
kennung - Resistenz - Tetracycline

\Die Expression des TetA-Proteins

/

1. Einleitung: Regulation der Tetracyclin-Resistenz

Die Fihigkeit von Bakterien, rasch mit genetischen An-
derungen auf ihre Umgebung zu reagieren und unter unwirt-
lichen Bedingungen zu iiberleben, verursacht ernste Prob-
leme in der heutigen Pharmakologie und Medizin,['3] da fast
alle pathogenen Bakterien Resistenzen gegen die bekannten
und oft verwendeten Antibiotika erworben haben. Die
Resistenzen beruhen auf Proteinen, deren kodierende Gene
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héufig auf beweglichen genetischen Elementen wie Trans-
posons oder Resistenz(R)-Faktoren liegen,* die schnell und
sehr effizient unter den Bakterien ausgetauscht und verteilt
werden konnen. Eines der am besten untersuchten Beispiele
bakterieller Resistenz richtet sich gegen das Breitbandanti-
biotikum Tetracyclin (Tc) und seine chemisch modifizierten
Analoga (Schema 1).

H

C 3
et |
EY/
i, NH+

M 2+
Schema 1. Chemische Struktur von Tetracyclin (Tc). In den therapeutisch
eingesetzten Tetracyclinen konnen die Substituenten wie folgt verdndert
sein: R'=H, CI, N(CHj;),; R>=CH;, H; R’*=OH, H; R*=H, OH. Unter
physiologischen Bedingungen wird ein zweiwertiges Metallion M?** (be-
vorzugt Mg>*) von der deprotonierten 1,3-Keto-Enol-Gruppe O11/012¢-)
unter Bildung von [MgTc]* koordiniert.
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Nachdem Tc durch die cytoplasmatische Membran in Bak-
terien verschiedener Spezies eingedrungen ist, bindet es ein
zweiwertiges Kation M?*, vorzugsweise Mg?*. Das Chelat
[MgTc]" (Schema 1) iibt seine Wirkung aus, indem es an die
kleine (30S) prokaryontische ribosomale Untereinheit bindet
(K55~ 10°M~"), wodurch die Proteinbiosynthese inhibiert wird
und die betroffene Zelle nicht mehr wichst.’ 8 Die zurzeit
bekannten Resistenzmechanismen!® gegen Antibiotika des Tc-
Typs umfassen Proteine, die entweder das Ribosom vor dem
Angriff durch [MgTc]* schiitzen!® ! oder eingedrungenes Tc
aus der Bakterienzelle exportieren.''4l AuBerdem kann Tc
durch Resistenzproteine modifiziert werden, doch spielt dieser
Resistenzmechanismus zurzeit keine bedeutende Rolle.[']
Unter Gram-negativen Bakterien tritt der Exportmechanismus
am héufigsten auf. Er beruht auf dem Transportprotein TetA,
das in die cytoplasmatische Membran eingebettet wird und als
Antiporter den Export von [MgTc]t aus der resistenten
Bakterienzelle an die Aufnahme von H* koppelt.['* 7] Die
Expression von TetA ist durch den Tetracyclin-Repressor
(Tet-Repressor, TetR) eindeutig reguliert, weil TetA in Ab-
wesenheit von [MgTc]" das elektrostatische Potential iiber die
Zellmembran stortl'® und damit die Zelle schidigt.

1.1. Der Tet-Repressor (TetR) und seine Induktion durch
[MgTc]"

Der Tetracyclin-Repressor liegt als Homodimer (TetR),
vor. Er enthidlt zwei identische Helix-Turn-Helix(HTH)-
Motive, die in Abwesenheit von [MgTc]|" an zwei benachbarte
grof3e Furchen der DNA binden. Zu nichtspezifischen DNA-
Sequenzen hat (TetR), nur geringe Affinitdt, aber es bindet
sehr fest (K, ~10''M') an zwei spezifische Operator-DNA-
Bereiche, tetO1 und tetO2, mit sehr dhnlichen Nucleotidse-
quenzen!'® ] und zweifacher (palindromer) Symmetrie. Sie
bilden mit (TetR), die Komplexe [(TetR), - tetO] (hier und im
Folgenden bezeichnet tetO sowohl tetO1 als auch tetO2) und
blockieren die Transkription des Gens tetR (abhdngig von
tetO1), das TetR selbst kodiert, sowie des Gens tetA (abhédngig
von tetO1 und tetO2), das das Resistenzprotein TetA kodiert
(Schema 2, 3A). Wenn Tc in eine Bakterienzelle eindiffun-
diert, bildet es mit Mg** das Chelat [MgTc]*. In einer
resistenten Zelle, die die Gene fetR und tetA trigt, bindet das
Chelat an den Komplex [(TetR), - tetO] (K, ~ 10°M~ 1) und
erzwingt Konformationsdnderungen in (TetR),, die seine
Affinitét zu fetO in zwei Schritten herabsetzt: 10?-103-fach
bei Bindung des ersten und weitere 10*—107-fach bei Bindung
des zweiten Molekiils [MgTc]*, sodass schlieBlich die gesamte
Affinitdt von (TetR), zu terO um 6-10 GroBenordnungen
verringert wird.['”) Der von dem Homodimer (TetR), und zwei
Induktoren [MgTc]" gebildete ,,induzierte” Komplex (TetR -
[MgTc] "), fallt vom Operator tetO ab, sodass die Expression
der Gene fetR und tetA erfolgen kann. Das nun synthetisierte
Antiporterprotein TetA wird in die cytoplasmatische Mem-
bran eingelagert und exportiert [MgTc]*. Da [MgTc]" eine ca.
1000-fach hohere Affinitdt zu (TetR), aufweist als zu der
kleinen Untereinheit des Ribosoms, wird der Resistenzme-
chanismus aktiviert, bevor die Proteinbiosynthese durch
Angriff auf das Ribosom inhibiert wird.

Angew. Chem. 2000, 112, 2122-2133
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Schema 2. Ubersicht zur Tetracyclin(Tc)-Resistenz: Der Tet-Repressor
(TetR; als graue Kugeln dargestellt) bindet als Homodimer an die
Operatoren tetOl und tetO2. Tc (offenes Dreieck) diffundiert in die
(Bakterien-) Zelle und bildet mit einem zweiwertigen Kation (Mg") das
Chelat [MgTc]* (schwarze Dreiecke). Wenn [MgTc]™ an den Komplex
[(TetR), - tetO] bindet, erzwingt es eine Konformationséinderung und der
winduzierte“ Komplex (TetR - [MgTc]*), gibt den Operator frei, sodass die
Transkription der Gene tetR (kodiert TetR) und tetA (kodiert das
Resistenzprotein TetA) erfolgen kann (Schlangenlinien stellen mRNA
dar). Nach der Translation wird TetA in die cytoplasmatische Membran
eingebaut und exportiert eingedrungenes [MgTc]* aus der Zelle, sodass es
nicht seinen Zielort, das Ribosom, angreifen kann. Der Export von
[MgTc]* ist an den Import von H* gekoppelt.

1.2. Der Tet-Repressor ist ein einzigartiger biologischer
Schalter

Die hohe Affinitdt von (TetR), zu den DNA-Operatoren
tetOl und tetO2 wird durch die Bindung des Induktors
[MgTc]* an (TetR), fast aufgehoben. Diese wohldefinierte
Schaltung zwischen zwei Zustidnden, die fiir die Regulation
der Genexpression wichtig sind, ist einmalig unter den
bekannten induzierbaren prokaryontischen Repressoren.
Dies ist der Grund, warum (TetR),/[MgTc]* von Molekular-
biologen als ein leicht kontrollierbarer und exakt regulieren-
der, nichtleckender Schalter fiir die Regulation der Genex-
pression in transgenen Organismen verwendet wird.?'] Um
den molekularen Mechanismus der TetR-Regulation auf
atomarem Niveau zu verstehen, haben wir Rontgenstruktur-
analysen von (TetR),, seinen Komplexen mit verschiedenen
nativen und chemisch modifizierten [MgTc|* und mit Oligo-
nucleotid-Duplexen, die die Operator-DNA-Sequenz tetO1
enthalten, bestimmt.?*?8] Die Ergebnisse dieser Studien
bilden die Grundlage der nun folgenden Diskussion.

2. Biochemischer Hintergrund: die Tc- und TetR-
Familien und die DNA-Operatoren tetO

Von den vier fiir Tc charakteristischen Sechsringen A-D
ist nur D aromatisch (siehe Schema 1). Auf der ,,Siidseite des
Tc-Molekiils liegen fiinf Hydroxy/Keto-Gruppen in einer
geeigneten Anordnung, um Metallionen zu koordinieren.?’]
Unter physiologischen pH-Bedingungen ist die 1,3-Keto-
Enol-Gruppe O11/012 deprotoniert und weist eine hohe
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Schema 3. A) Nucleotidsequenzen der Operatoren tetOI und tetO2 fiir

die Klasse TetRP, wie sie im Resistenzfaktor RA1 vorliegen. Die umrandeten

Operatorsequenzen sind palindromisch und enthalten ein zusétzliches Basenpaar A-T oder T-A in der Position der zweizdhligen Symmetrieachse. Der
Promotor von fetA ist iiber der Sequenz angegeben, der von tetR unterhalb der Sequenz; die Bindungsegion fiir RNA-Polymerase (TATA- und GC-reiche
Boxen) sind durch dicke Linien, die mit —10 bzw. — 35 bezeichnet sind, angedeutet. Die Transkriptionsrichtungen sind mit dicken Pfeilen gekennzeichnet.

B) Die sieben Aminosduresequenzen der TetR-Klassen A—E, G und H.
(TetRP) identisch sind, jede zehnte Aminosiure ist markiert. Die a-Helices
,»Tc-bindend* bezeichnet sind, wechselwirken mit dem Induktor [MgTc]
konserviert. Offene Kreise (0) in der letzten Zeile (,Dimerkontakt®) ki
beitragen. Das Helix-Turn-Helix(HTH)-Motiv, das an Operator-DNA (fet

Affinitdt zu zweiwertigen Kationen auf. Die Bindung von
Mg?t ist in wissriger Losung bevorzugt (K ~10°m~!). Der
Komplex hat eine positive Nettoladung, [MgTc]*, und ist in
dieser Form biologisch aktiv.’!

Zurzeit sind sieben hoch homologe Resistenz-Determinan-
ten des Typs TetR bekannt. Sie werden in die Klassen A bis E,
G und H gruppiert und weisen 45 % bis 75% Aminoséure-
sequenzidentitit auf (siche Schema 3B). Wie zu erwarten ist,
wird die hochste Identitdt/Homologie in Positionen gefunden,
von denen man weil3, dass sie an der Bindung des Induktors
[MgTc]™ und des DNA-Operators beteiligt sind. Die hohe
Aminosiuresequenzidentitit ldasst vermuten, dass alle TetR-
Klassen eine dhnliche globale Faltung mit zehn a-Helices und
ohne fS-Stringe aufweisen, wie durch kristallographische
Studien an den TetR-Klassen B und D, TetRE bzw. TetRP,

2126

Bindestriche (—) bezeichnen Aminosduren, die mit denen in der ersten Zeile
a;—ayosind tiber den Sequenzen angedeutet. Aminosduren, die mit @ in der Zeile
im Komplex (TetR - [MgTc]"),; diese Aminoséuren sind konserviert oder Typ-
ennzeichnen Aminosduren, die zu Monomer-Monomer-Kontakten in (TetRP),
O) bindet, ist mit a, und a; bezeichnet.

gezeigt werden konnte.>*+2% Es gibt nur ein Segment zwischen
den a-Helices ag und ay, in dem Deletionen bzw. Insertionen
auftreten und die Linge des C-Terminus ist variabel, doch
liegt die Gesamtliange der TetR-Polypeptidkette im Bereich
von 207 bis 218 Aminoséuren. Eine Vielzahl von willkiirlichen
und zielgerichteten Punktmutationen ergab Varianten von
TetR, die zu unserem Verstindnis der Funktion dieses
Proteins beigetragen haben und in Abschnitt 5 diskutiert
sind.

Die beiden DNA-Operatoren tetO1 und tetO2 sind palin-
dromisch mit einem zusétzlichen Basenpaar, das zentral auf
ihren Symmetrieachsen liegt (siche Schema 3 A). Die damit
assoziierten Gene tetR und tetA sind in entgegengesetzter
Polaritét angeordnet und werden von den Promotoren fiir die
Transkription von tetA und tetR iiberlappt. Der Abstand

Angew. Chem. 2000, 112, 2122-2133
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zwischen den Symmetrieachsen von terOI und tetO2 héngt
vom jeweiligen Regulon in den unterschiedlichen Trans-
posons und R-Faktoren ab und variiert zwischen 27 und 36
Basenpaaren. Wie durch Footprint-Analysen gezeigt wurde,
binden die Erkennungshelices a; und a3 des homodimeren
(TetR), an zwei benachbarte grof3e Furchen der Operatoren
tetO1I und tetO2.5" 32

3. Kristallographische Studien korrelieren Struktur
und Funktion von TetR

3.1. Architektur des (TetRP),-Homodimers

Die Kiristallstrukturanalysen des (TetRP),-Homodimers im
Komplex mit Operator-DNA und in der induzierten Form als
Komplex mit zwei Molekiilen [MgTc]* haben gezeigt, dass die
Polypeptidketten nicht aus den 218 Aminosduren bestehen,
die der Nucleotidsequenz des fetRP-Gens entsprechen, son-
dern dass der N-terminale Metl-Rest und die C-terminalen
zehn Aminosduren fehlen, wie durch N- und C-terminale
Sequenzierung und matrixassistierte Laserdesorptions/ionisa-
tions(MALDI)-MS bestétigt wurde.
Diese Deletionen erfolgen posttrans-
lational (Metl) oder wihrend der
Préparation (zehn C-terminale Ami-
nosduren) und haben keinen Einfluss
auf die biologische Aktivitit von

O3
TetRP. &
Die beiden Monomere von g

(TetRP), sind identisch und in jeweils
zehn a-Helices gefaltet, die mit a,—
a,, fiir das eine und ay —ayy fiir das
andere Monomer bezeichnet werden
(Abbildung 1). Die Monomere sind
iiber eine zweizédhlige Rotationsach-
se, die mit der langen Achse des

Der zentrale Teil der regulatorischen Kerndoméne besteht
aus einem Vier-Helix-Biindel, das von den antiparallelen
Helices a3 und a;, und den iiber die zweizdhlige Rotations-
achse verwandten Helices ag und @, gebildet wird. Diese
Helixpaare kreuzen sich unter einem Winkel von etwa 50°.°
Bei Uberlagerung der dreidimensionalen Strukturen des
freien (TetRP),,”1 des Komplexes (TetRP:[MgTc]*),?*
und des Komplexes [(TetR), - tetO]B3* 31 ergibt sich, dass diese
vier a-Helices und a5 sowie as strukturell nahezu identisch
sind. Sie bestimmen die Architektur der Kerndoméine von
(TetRP), als strukturell konserviertes, starres Geriist. Die
Kerndoméne beherbergt zwei tunnelartige Bindungstaschen
fiir [MgTc]", die von as—ag, ag und ay bzw. deren symme-
trieiquivalenten Helices as — ag, ag und a, gebildet werden. ]

In der regulatorischen Kerndoméne sind die beiden Mo-
nomere in der Form eines Handschlag-Motivs deutlich von-
einander getrennt. Nur «, an der Peripherie von (TetRP), legt
sich um das ,,andere“ Monomer und schlieBt nach der
Aufnahme von [MgTc]® den Bindungstunnel wie eine
Schiebetiir. Im induzierten Repressor (TetR-[MgTc]"),
sind beide [MgTc]"-Molekiile vollstindig von (TetR), ein-

(TetRP),-Dimers zusammenfillt,
symmetrieiquivalent. (TetRP), ist
deutlich unterteilt in zwei Kkleine,
N-terminale, DNA-bindende Domi-
nen und in eine groBe, globulire,
regulatorische Kerndoméne.

Die DNA-bindenden Doménen
bestehen aus den N-terminalen
Drei-Helix-Biindeln o,/a,/0; und a,/
a,/ay. Dabei sind a, und a, die
Geriist-Helices und a; und a5 die
DNA-Erkennungshelices des klassi-
schen Helix-Turn-Helix(HTH)-Mo-
tivs.’3] Der Abstand zwischen den
beiden Erkennungshelices a; und
ay, der die Bindung von (TetRP), an
tetO reguliert, wird durch die Helices
a, und a, (Aminosiuren 48-63)
kontrolliert; sie verkniipfen die
DNA-bindenden = Dominen  mit
[MgTc]™ in der regulatorischen
Kerndoméne (siche Abschnitte 3.3.3
und 4).

I.'I3'

verbunden.
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Abbildung 1. Schematische Darstellung des (TetRP),-Homodimers, das mit zwei Induktoren [MgTc]*
den induzierten Komplex (TetRP - [MgTc]*), bildet. Von den beiden TetRP-Monomeren ist eins hell- und
das andere dunkelgrau gezeichnet. Sie werden durch eine zweizihlige Rotationsachse (horizontaler Pfeil)
ineinander iiberfiihrt. a-Helices sind durch Spiralen dargestellt und mit «, bis a,, bezeichnet. Die Termini
der hellgrauen Polypeptidkette sind mit N und C angegeben. Die beiden gebundenen [MgTc]*-Molekiile
sind als Kalottenmodelle dargestellt. Die DNA-Bindungsdominen a; —a; und a; —ay befinden sich links.
Sie gehoren zum klassischen Helix-Turn-Helix(HTH)-Motiv. Darin sind a; und ay die DNA-Erken-
nungshelices, deren Mittelpunkte 39.6 A voneinander entfernt sind. Nur nach Dissoziation von [MgTc]*
konnen sie sich um etwa 3 A niihern und sind nun in der Lage, sich in benachbarte groBe Furchen der
Operator-DNA tetO einzulagern (siche Abbildung2A). Die groBe regulatorische Kerndomine von
(TetRP), wird durch die Helices as—ay, und as—a,y gebildet. Sie beherbergt die beiden Bindungstunnel
fiir [MgTc]*. Die Kerndoméne ist mit den beiden DNA-Bindungsdominen durch die Helices a, und a,
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geschlossen und von den DNA-Erkennungshelices a; bzw. as
etwa 33 A entfernt.

3.2. Struktur des Komplexes zwischen (TetR), und der
Operator-DNA

(TetRP), wurde als Komplex mit verschiedenen Oligonu-
cleotid-Duplexen der spezifischen DNA-Operatorsequenz
tetOI cokristallisiert.?* Die Kristallstrukturanalysen von
Komplexen mit 13 und 15 Basenpaar langen tetO1-Fragmen-
ten mit stumpfen Enden oder mit Nucleotidiiberhédngen
liefern folgendes Bild.[*!

Im Komplex mit (TetRP), liegt der ferO-Operator in der
B-DNA-Konformation vor, und die zweizdhlige Rotations-
symmetrie gilt fiir den gesamten Komplex (Abbildung 2 A).
In der Mitte (Basenpaar 0) von tetO ist die dem Dimer
(TetRP), zugewandte kleine Furche aufgeweitet und die
grof3e Furche auf der Riickseite entsprechend von 11.7 A in
idealer, linearer B-DNAP® auf 9.5-10 A komprimiert. In
Hohe der Basenpaare +2 und —2 ist die DNA vom Dimer
(TetRP), weggebogen, weil an diesen Positionen die Erken-
nungshelices a; und ay in die groen Furchen eingelagert sind
und sie auf 14 A aufweiten. Diese Verzerrungen der DNA-
Doppelhelix werden entlang der Basenpaare 3 bis 6 bzw. —3
bis — 6 dadurch kompensiert, dass die DNA zum Protein hin
gebogen ist, sodass die DNA insgesamt ,,gerade® erscheint.

Die sequenzspezifischen Kontakte zwischen Aminoséure-
seitenketten der Helix-Turn-Helix-Motive in (TetRP), und
Basen in benachbarten groen Furchen der Operator-DNA
betreffen G2, A3 und T4 im einen sowie T5 im antiparallelen
Strang der Doppelhelix (Abbildung 2B). Diese Kontakte
werden durch zweizdhnige Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen den Seitenketten von Arg28 (an a,) und GIn38
(an a;) mit den Basen G2 bzw. A3 gebildet (Abbildung 2B, C)
sowie durch van-der-Waals-Kontakte zwischen den Seiten-
ketten von Pro39 und Tyr42 (beide an a;) und den CS5-
Methylgruppen der Basen T4 und T5. Wenn diese Basen und/
oder Aminosduren durch andere ersetzt werden, ist die
Affinitédt von fetO zu (TetRP), stark herabgesetzt, wie durch
eine Serie von genetischen Experimenten gezeigt wurde.[*!
Diese sequenzspezifischen Wechselwirkungen werden durch
ortsspezifische Wechselwirkungen zwischen (TetRP), und
dem Desoxyribosephosphat-Riickgrat von terO verstérkt,
die folgende Aminosduren betreffen: Thr26 und Thr27 an
a,, Thr40 und Trp43 an a; sowie Lys48 am N-Terminus von
a,. Da all diese Aminosduren in den sieben TetR-Klassen
konserviert sind (siehe Schema 3 B), sind die in Abbildung 2B
dargestellten Wechselwirkungen mit hoher Wahrscheinlich-
keit fiir das gesamte System terO/(TetR), identisch.

3.3. Der induzierte Komplex (TetRP - [MgTec]*),

3.3.1. Bindung des Induktors [MgTc]" an (TetRP),

Wenn Tc in eine resistente Bakterienzelle eintritt, bindet es
als [MgTc]* mit hoher Affinitit (K~ 10°M~!) an (TetRP), in
dem von (TetRP), und dem terO-Operator gebildeten Kom-
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Abbildung 2. A) Kristallstruktur des zwischen (TetRP), und Operator-
DNA tetO1 gebildeten Komplexes. Die a-Helices von TetR sind schema-
tisch durch Spiralen dargestellt (wie in Abbildung 1), und ferO1 ist durch
zwei Bander mit den zugehorigen Basen beschrieben. Der Komplex hat
zweizdhligen Rotationssymmetrie, die durch den Pfeil angedeutet ist.
Bemerkenswert ist die Verkriimmung der DNA-Doppelhelix, die durch
Knicke im Desoxyribosephosphat-Riickgrat sichtbar wird; siche Text.
B) Detailansicht der Wechselwirkungen, die zwischen einer Hilfte des
Operators tetOI und dem HTH-Motiv (a, und a3) gebildet werden. Mit
gestrichelten Linien (——-) sind spezifische Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen den konservierten Aminosiduren Arg28 (N-Terminus von a,),
GIn38 (N-Terminus von a;) und den Basen G2 bzw. A3 dargestellt und mit
breiten gestrichelten Linie (||||||) van-der-Waals-Kontakte zwischen den
konservierten Aminosduren Pro39, Tyr42 sowie Trp43 und den Basen T4
auf dem einen und T5 auf dem anderen Strang von fetO1. C) Darstellung
der Wasserstoffbriickenbindungen (eeee) in den spezifischen Wechselwir-
kungen Arg28-G2 und GIn38-A3. Einige Atome im Purinring von A3
sind nummeriert.

Angew. Chem. 2000, 112, 2122-2133
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plex [(TetRP), - zetO].B% Dieser Vorgang erzwingt Konforma-
tionsidnderungen in (TetRP), (siehe Abschnitt 3.3.2), die alle
spezifischen Wechselwirkungen zwischen (TetRP), und tetO
losen und damit die Bindungsaffinitit um 6-10 GroBen-
ordnungen herabsetzen.[')] (TetR - [MgTc]*), dissoziiert von
tetO, sodass die Genexpression von tetR und tetA beginnen
kann (siche Schema 2).

Der Induktor [MgTc]* wird in den beiden tunnelartigen
Vertiefungen in der regulatorischen Kerndoméine des Dimers
(TetRP), gebunden.?*2% Die Tunnel haben eine enge und eine
weitere Offnung, die durch as und a; (as und a;) bzw. die
Schleife ag-a; und ay (ag-a; und ay) definiert werden.!
Kristallographische Studien haben ergeben, dass [MgTc]*
mit Ring A vorneweg durch die weitere Offnung in den
Repressor gelangt, sodass sich Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen den funktionellen Gruppen von Ring A und Ami-
nosiduren nahe der engeren Offnung des Tunnels bilden
konnen (Schema 4). Nachdem [MgTc]* vollig eingebettet ist,
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Schema 4. Darstellung der Wechselwirkungen zwischen (TetR), und dem
Induktor [MgTc]". Aminosduren des zweiten TetR-Monomer-Molekiils
sind mit einem Strich (') gekennzeichnet, Wasserstoffbriickenbindungen
sind durch punktierte Linien (----) und van-der-Waals-Kontakte durch
breite gestrichelte Linien (]|]]||) dargestellt. Mg** ist durch O11 und O12
von Tc, das His-100-N,-Atom und drei Wassermolekiile (WAT) oktaed-
risch koordiniert. Bemerkenswert ist die ungewohnliche O-H --- n-Wech-
selwirkung zwischen einer OH-Gruppe von Tc und der aromatischen
Seitenkette von Phe 86.

wird ay (ay) wie eine Schiebetiir seitwirts bewegt und
verschlieBt dadurch die Eingéinge der beiden Tunnel.?*! Der
Komplex (TetRP-[MgTc]*), liegt nun in der ,induzierten
Form“ vor, die nicht in der Lage ist, an Operator-DNA zu
binden.

3.3.2. Die Bindung von [MgTc]" erzwingt eine Sequenz von
Konformationsinderungen in (TetRP),

Wenn die Kristallstrukturen des freien (TetRP),,?% des
Komplexes [(TetRP),-zetO]P und der induzierten Form
(TetRP - [MgTc]*),*? iiberlagert werden, sind die Amino-
sdauren, die mit Ring A von Tc wechselwirken, in identischen

Angew. Chem. 2000, 112, 2122-2133

Positionen. Groflere Strukturdnderungen treten nur bei den
Aminosduren auf, die hydrophobe Wechselwirkungen mit Tc
eingehen, vor allem aber bei denen der Schiebetiir ay
(Leu170, Leu174 und Met177; siche Schema 4). Die groBten
Konformationséinderungen, die zur Induktion von (TetRP),
fiihren, betreffen die Koordination von Mg?*.

In Abwesenheit von [MgTc]" sind die Bindungstunnel in
(TetRP), mit (ungeordneten) Wassermolekiilen gefiillt, die in
der Elektronendichte nicht lokalisiert werden koénnen. Die
Helix a4 ist nur zwei Windungen lang und wird von Gly%-Ala-
Lys-Val-His-Leu-Gly'®? gebildet. In den sieben TetR-Klassen
sind diese Aminosduren Typ-konserviert (Lys98, Val99,
Leu101; siche Schema 3B). Nach dem Eintritt von [MgTc]*
in den Tunnel ist ¢z um etwa 1.5 A in Richtung des
C-Terminus verschoben, die C-terminale Windung von o,
wurde abgeschilt und bildet einen S-Turn (Typ II), His!®-
Leu-Gly-Thr'® (Abbildung 3). Diese Konformationsinde-

B ..

~—{Thriaa,
iy 104 '| i

Abbildung 3. Ausschnitt der [MgTc]"-Bindungsstelle mit einigen der fiir
die Induktion des Dimers (TetR), relevanten Aminosduren, der zwei
Windungen kurzen Helix a4 und der langen Helix «,, die die Kerndoméne
von (TetR), mit der durch Helices a;, a, und a; gebildeten DNA-
Bindungsdomine verkniipft. In Blau ist (TetR), im Komplex mit Operator-
DNA dargestellt. Wenn [MgTc|* in die Bindungsstelle eindiffundiert,
erfolgen Konformationsanderungen und die Aminosduren des induzierten
(TetR - [MgTc]"), nehmen die in Gelb gezeichneten Lagen an. Bemerkens-
wert ist der C-Terminus von a4, von dem eine a-helikale Windung
abgeschilt ist und nun einen Typ-II--Turn bildet; zusétzlich ist ¢z um ca.
1.5 A nach links (in Richtung des C-Terminus) verschoben.

rung wird durch die direkte Koordination von Mg?* durch das
His-100-N,-Atom ausgelost, und gleichzeitig bilden sich
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem Thr-103-O,-
Atom, einem Aqualiganden von Mg?* und dem Peptidsauer-
stoffatom von His 100. Dies hat zur Folge, dass die a¢ und
verbindende Schleife um etwa 2.5 A verschoben wird. Da-
durch konnen die Methylenseitenketten von Argl04 und
Pro105 einen Teil der hydrophoben Tasche bilden, die mit den
Tec-Ringen C und D wechselwirken.?% 3 Zusitzlich wird der
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N-Terminus von o, aus der normalerweise vorliegenden a-
Helix in eine 3,;-Helix gezwungen. Die hiermit verbundenen
Anderungen der Positionen von Hauptketten- und Seiten-
kettenatomen des N-terminal an «; anschlieBenden Peptid-
segments werden benétigt, um die unten beschriebene Kette
von acht Wassermolekiilen kooperativ zu binden.

3.3.3. Ein kooperativer Reifiverschluss aus acht
Wassermolekiilen fixiert o, in der induzierten Position

Die Konformationsdnderungen, die nach der Induktion von
(TetRP), durch [MgTc]* stattfinden und zur Dissoziation des
Komplexes [(TetRP),-tetO] fiihren, wurden auch durch
immunologische und genetische Studien nachgewiesen.l’? 3
Kristallographische Analysen zeigen, dass diese Anderungen
durch zickzackformige Ketten von je acht Wassermolekiilen
pro Monomer des (TetR - [MgTc]*),-Komplexes stabilisiert
werden (Abbildung 4).281 Die Wassermolekiile sind durch

&

Abbildung 4. Im induzierten Komplex (TetR - [MgTc]"), ist die Orientie-
rung der Helix a, durch eine Kette von acht Wassermolekiilen stabilisiert,
die durch kooperative Wasserstoffbriickenbindungen miteinander verbun-
den sind. Diese sind mit 1-8 sowie durch U-formige Haken markiert und
dienen als ,,ReiBverschluss®. Die Kette von Wassermolekiilen (WAT) ist
auf einer Seite an Hauptkettenatomen der a4 und a, verbindenden Schleife
gebunden (Arg-104-NH --- WAT2 und Arg-104-O --- WAT4, GIn-109-N, -
WATS/WAT6, [MgTc]*-Amid-NH,--- WAT7) und auf der anderen Seite
iber Wasserstoffbriickenbindungen an die Peptidsauerstoffatome der
Reste 53, 56, 57, 60 und 64 von a,.

kooperative Wasserstoffbriickenbindungen miteinander ver-
bunden und verkniipfen a,, a, und die DNA-Bindungsdo-
minen in Positionen, sodass alle in Abbildung 2 A beschrie-
benen spezifischen Wechselwirkungen mit Operator-DNA
unterbunden oder verhindert werden. Die aus acht Wasser-
molekiilen bestehende zickzackformige Kette bildet zahlrei-
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che Wasserstoffbriickenbindungen mit TetRP: auf einer Seite
mit der Peptidgruppe von Argl104 in der a4 und a, verbin-
denden Schleife sowie mit der Seitenkette von GIn109 in a,
und dem Amidsubstituenten in Position 2 von Tc und auf der
anderen Seite mit den Peptidsauerstoffatomen der Reste 53,
56, 57,60 und 64 von a,. Diese funktionellen Gruppen werden
von der Zickzack-Kette wie durch einen Reifverschluss
fixiert. Verglichen mit dem [(TetRP),-tetO]-Komplex, in
dem sich die funktionellen Gruppen von a, und von der o,
und o, verbindenden Schleife in Abwesenheit von [MgTc]* in
unterschiedlichen Positionen befinden, ist jetzt o, pendelartig
um 5° verschoben (siche Abbildung 3). Hierbei wirkt His 64
am C-Terminus von a, als Scharnier, das durch [MgTc|" mit
den Seitenketten der konservierten Aminosduren Asn82 und
Ser85 von as fest verankert ist.

4. Die Regulation von (TetRP), erfolgt durch eine
induzierte Rotation der DNA-Bindungsdominen

Eine Uberlagerung der dreidimensionalen Strukturen von
(TetRP), im Komplex mit der Operator-DNA tetO und mit
dem Induktor [MgTc]" ldsst die wesentlichen Merkmale der
(TetRP),-Regulation erkennen, die in Schema 5 zusammen-

LE

Schema 5. Die Struktur-Funktions-Beziehungen von (TetR), im Komplex
mit Operator-DNA fetO (links) und mit dem Induktor [MgTc]* (rechts).
(TetR), ist schematisch mit den Helices as, a4, a; (als Zylinder) und ay (als
Spirale) angedeutet, und His100 ist orangefarben hervorgehoben; Tc ist
durch das Tetracengeriist dargestellt, Mg>* durch einen griinen Kreis und
der von acht Wassermolekiilen gebildete Reifverschluss in Rot. In
[(TetR), - tetO] sind a; und a3 von (TetR), in benachbarte grofe Furchen
von tetO eingelagert, ay ist zwei Windungen lang und die Helices «, und a,
liegen vertikal. Wenn [MgTc]* in die Bindungstunnel von (TetR), ein-
diffundiert, koordiniert das His-100-N,-Atom das Mg?*-Ion und die
C-terminale Windung von ag schilt sich ab, um einen Typ-1I-5-Turn zu
bilden. Diese Anderungen l6sen pendelidhnliche Bewegungen von o, und
ay aus, die in der Endlage durch jeweils acht Wassermolekiile (Reiver-
schluss) iiber Wasserstoffbriickenbindungen fixiert werden. Diese Bewe-
gungen vergroBern den Abstand zwischen a; und ay um ca. 3 A, sodass
tetO freigegeben wird und die Genexpression erfolgen kann. Die beiden
Komplexe [(TetR), - tetO] und (TetR - [MgTc]*), weisen zweizéhlige Rota-
tionssymmetrie auf, die jeweils durch die vertikalen Pfeile zwischen den
TetR-Monomeren gekennzeichnet ist.

gefasst sind. In diesen Strukturen sind die regulatorischen
Kerndoménen nahezu identisch mit Ausnahmen der Helices
O, 0, 09 und ay. Die letzteren bewegen sich und schlieen
die Bindungstunnel wie Schiebetiiren nach der Bindung von
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[MgTc]", wihrend die C-terminalen Windungen von a4 und
ag bei der Induktion abgeschélt werden, um die Koordination
des Mg?>*-Ions der beiden gebundenen Induktoren [MgTc]*
zu ermoglichen. Hierdurch wird eine pendelartige Lageédnde-
rung der Helices a, und a, ausgelost und die an die Helices
befestigten DNA-Bindungsdoménen werden in entgegenge-
setzte Richtungen verschoben. Diese Bewegung gehorcht
notwendigerweise dem Diktat der inhdrenten zweizéhligen
Rotationssymmetrie des (TetRP),-Homodimers.

Im induzierten Komplex (TetRP-[MgTc]"), sind die He-
lices a, und a, durch die beiden kooperativen Ketten aus
jeweils acht Wassermolekiilen fest in ihrer Position verankert.
Wir nehmen an, dass dies die benotigte Energie liefert, um ay
und a, zu drehen und die daran befestigten DNA-Bindungs-
dominen zu fixieren, sodass der Abstand zwischen den
Mittelpunkten der DNA-Erkennungshelices a; und a; von
36.6 A im Komplex [(TetRP), - tetO] auf 39.6 A im induzierten
Komplex (TetRP - [MgTc]"), vergroBert wird. Da dieser Ab-
stand zu grof} ist, um die Bindung von a; und @ in
benachbarten groflen Furchen von B-DNA zu ermoglichen,
muss tetO abdissoziieren und die Expression der Gene tetR
und tetA kann erfolgen.

5. Punktmutationen stiitzen und erweitern die
Strukturstudien iiber TetR®

Ein Satz von etwa 100 verschiedenen Punktmutationen von
tetR® diente dazu, die Bindung des Operators terOI und die
Induktion durch [MgTc]* in vivo zu analysieren.? % Fiir
diese Untersuchungen wurde fetO1 in die Promotorregion des
B-Galactosidase kodierenden Gens lacZ kloniert, sodass die
Bindung und Dissoziation der (TetRE),-Varianten leicht
durch die Aktivitit der exprimierten 5-Galactosidase verfolgt
werden konnten. In den verschiedenen Varianten waren die
Aminosdure-Substitutionen fast gleichméBig iiber die gesam-
te Polypeptidkette von TetR® verteilt, ausgenommen die
durch a;, a, und a; gebildete DNA-Bindungsdoméine. Dies
deutet darauf hin, dass die Assoziation von (TetR®), mit terO1
sehr empfindlich auf jeglichen Aminosdureaustausch in der
DNA-Bindungsdomine reagiert. Verschiedene andere Modi-
fikationen entlang der Polypeptidkette hatten einen groflen
Einfluss auf die Erkennung und Bindung von [MgTc]". Die
Varianten von TetR® zeigen, dass bei nichtinduzierbaren
Phenotypen die Affinitdt des Induktors [MgTc]* vermindert
und die fiir die Induktion erforderlichen Konformationsin-
derungen gestort sind.

Die Bindung von [MgTc]* an (TetR®), wird um mehrere
Groflenordnungen herabgesetzt, wenn die Aminosduren
His64, Asn82, Phe86, His100 und GIn116, die alle {iiber
Wasserstoffbriickenbindungen oder durch Mg**-Koordinati-
on an [MgTc|* gebunden sind (siehe Schema 4), durch andere
Aminosduren ausgetauscht werden. Folglich sind diese Va-
rianten nicht mehr induzierbar, aber sie binden immer noch
an den Operator tetO1. Dagegen wird durch Austausch von
Aminosiuren, die van-der-Waals-Kontakte zu [MgTc]* bil-
den, wie Arg104, Pro105, Leu113 und Leu117, die Affinitét
zu [MgTc]" nur unwesentlich herabgesetzt, wihrend die
Induktion dennoch weitgehend oder sogar vollstindig ver-
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hindert werden kann. Dies weist darauf hin, dass die Kon-
formationsédnderungen, die mit einer erfolgreichen Induktion
einhergehen miissen, teilweise oder sogar vollig inhibiert sind.

Ein weiterer Satz von Mutationen betraf einige Amino-
sduren, die die regulatorische Kerndomine und die DNA-
Bindungsdoménen intramolekular iiber Wasserstoffbriicken-
bindungen verkniipfen, wie Asp23, Asp95, Lys98 und
Glu150. Die Substitution dieser Aminosduren verringert
(aber verhindert nicht) die Féhigkeit zur Induktion und hat
keinen Einfluss auf die Affinitit von (TetRE), zu [MgTc]*. In
einem &dhnlichen Ansatz wurde der Monomer-Monomer-
Kontakt in (TetRB), durch Austausch von Aminosiduren des
Vier-Helix-Biindels ag/a;y/ag/a;y, die auf das benachbarte
Monomer gerichtet sind, weiter untersucht. Diese Varianten
weisen eine dhnliche Affinitdt zu [MgTc]t auf wie Wild-Typ-
(TetRB),, aber sie binden selbst in Gegenwart von [MgTc]* an
tetO1, d.h., die Induzierbarkeit ist weitgehend verloren;
dieses Verhalten hingt vom sterischen Anspruch der Seiten-
ketten der ausgetauschten Aminoséduren ab.

Diese und anderel®! Mutationsstudien an TetR® bestitigen
nicht nur die biologische Bedeutung der kristallographischen
Arbeiten, sondern liefern weitere Beitrdge zum Verstdndnis
der Prozesse, die wihrend der Induktion durch [MgTc]*
ablaufen.

6. Die Verwendung von TetR als regulierbarer
Schalter in der eukaryontischen Genexpression

Die Transkription von DNA in komplementire mRNA
wird durch Promotoren kontrolliert, an die RNA-Polymerase
in Gegenwart einer wohldefinierten Zahl von Transkriptions-
faktoren bindet. Da ,,starke* Promotoren das Wachstum von
Bakterien verlangsamen, wurden Schalter eingefiihrt wie in
dem viel verwendeten tac-Promotor, um die Transkription zu
einem Zeitpunkt auszulosen, der fiir die Produktion von
Protein in groBen Mengen giinstig ist. Dieser Promotor
besteht aus einer DNA-Sequenz, die fiir eine verstidrkte
Bindung von RNA-Polymerase optimiert ist, und aus einer
Operator-DNA, die fiir den Lac-Repressor spezifisch ist.[*!]
Die Coexpression des Lac-Repressors in einem den tac-
Promotor tragenden Bakterium schaltet die Expression des
Gens, das sich hinter dieser Operator-DNA befindet, aus, da
diese den Lac-Repressor bindet und damit die Transkription
verhindert. Bei Zugabe des Induktors Isopropyl-3-p-thioga-
lactosylpyranosid (IPTG) disssoziiert der Lac-Repressor von
seinem Operator und die Genexpression wird angeschaltet.

Dieses System kann sehr gut in Prokaryonten angewandt
werden, doch erfordern Eukaryonten IPTG in mehrere 100-
mal hoheren Konzentrationen,*? die das Wachstum der
eukaryontischen Zellen storen. Diese ungiinstigen Effekte
werden mit TetR vermieden, da die Affinitdt des Induktors
[MgTc]t 1000-fach stirker ist als die von IPTG zum Lac-
Repressor.?t 22l Die Konzentrationen von [MgTc]*, die fiir
die Induktion benétigt werden, sind damit so niedrig, dass sie
fiir die Zelle nicht toxisch wirken. Ein weiterer Vorteil von Tc
ist, dass es auch ohne Transportmolekiile die eukaryontische
Zellmembran passieren kann.
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Es erwies sich als moglich, das TetR-System zu verwenden,
um die Genexpression an- oder abzuschalten, wenn [MgTc]*
zugegeben wurde.? Fiir die Anschaltung der Genexpression
wurde fetO in einen Promotor in der Ndhe der TATA-Box
eines Zielgens insertiert (siche Schema3A). Durch die
Bindung von (TetR), wird nun die Transkription verhindert,
bis diese durch Zugabe von [MgTc]* angeschaltet wird. Fiir
die Abschaltung wird ein Fusionsprotein benutzt, das aus
TetR und einer eukaryontischen Aktivatordoméne besteht. In
Abwesenheit von [MgTc]* bindet die TetR-Doméne des
Fusionsproteins an tetO, der oberhalb der TATA-Box eines
Zielgens insertiert ist, sodass die Transkription aktiviert wird.
Wenn [MgTc]" zugegeben wird, dissoziiert dieses Fusions-
protein von fetO und die Transkription wird abgeschaltet, da
der Aktivator jetzt entfernt wurde.

Eine andere interessante Anwendung von TetR zur Gen-
regulation wurde durch den ,,reversen TetR* eroffnet, der die
Bindung der Tc-Analoga Anhydrotetracyclin oder Doxycy-
clin (in denen die OH-Gruppe an C6 fehlt) erfordert, um eine
optimale und feste Bindung an ferO zu erzielen.*¥ Im
reversen TetR“ sind vier Aminosiduren ersetzt, von denen
die beiden in den Positionen 95 und 102 in der TetR-Familie
konserviert sind (siche Schema 3B): Glu71Lys, Asp95 Asn,
Leu101Ser, Gly 102 Asp. Da bisher keine Kristallstrukturen
eines ,,reversen TetR*“ bestimmt werden konnten, sind die
molekularen Mechanismen, die diesen Phenotyp steuern,
noch unbekannt. Aus den verfiigbaren Strukturinformationen
iiber TetRP und dessen Komplexe mit ferO7 und [MgTc]* geht
jedoch klar hervor, dass die Substitution Gly102 Asp sehr
wichtig ist. Wie in Abschnitt 3.3.2. dargelegt wurde, beruht die
Induktion von TetR auf der Bildung des Typ-1I-3-Turns His!%-
Leu-Gly-Thr!®. Aus stereochemischen Griinden kann dieser
B-Turn nur mit Glycin, nicht aber mit Aspartat in Position 102
gebildet werden, sodass der ,,reverse TetR*“ nicht induzierbar
ist. Dieser Effekt wird durch die Substitution Asp95Asn
unterstiitzt, da die nun mogliche Wasserstoffbriickenbindung
zwischen Asn95 und Glu23 die relativen Orientierungen
zwischen a; (Glu23) und der regulatorischen Domine
(Asn95) stabilisieren kann, sodass die Induktion weniger
giinstig wird. Der Grund, warum der ,reverse TetR“ in
Gegenwart von Anhydrotetracyclin und Doxycyclin sogar
stirker an tetO bindet als bei Abwesenheit dieser Tc-Analoga,
ist noch unklar.

Ein Fusionsprotein, das aus dem ,reversen TetR“ und
einem Transkriptionsaktivator besteht, wurde konstitutiv in
HeLa-Zellen exprimiert. In Gegenwart von Anhydrotetracy-
clin und Doxycyclin band dieses Konstrukt fest an oberhalb
eines Zielgens insertiertes fetO und verstéarkte die Expression
mehr als 1000-fach.[*¥] Diese Experimente haben gezeigt, dass
der ,reverse TetR“ wie auch TetR fiir die Expression in
transgenen Tieren und moglicherweise in der Gentherapie
geeignet sind, um die gezielte Expression von Genen zu
regulieren.

Eine Kombination von Genen fiir TetR und fiir den
wreversen TetR“ in derselben Zell-Linie ermoglicht es, zwei
Gene gleichzeitig zu regulieren;* weiterhin werden spezielle
Konstrukte entwickelt, um die Expression von Zielgenen
minimal zu halten.[*] Eine sehr wertvolle Eigenschaft des
TetR-Systems ist die sehr prézise Schaltfunktion, die prak-
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tisch nicht leckt. Aus diesem Grund wird TetR héufig zur
Regulation der Genexpression in transgenen Organismen
verwendet. Zurzeit ist TetR eines der am besten verstandenen
Repressor-Operator-Systeme und dient als wichtige Grund-
lage fiir weitere Studien, die sich mit Struktur-Funktions-
Beziehungen befassen.

7. Zusammenfassung und Ausblick

Unsere kristallographischen Studien iiber das System
(TetRP),/tetO2[MgTc]™ haben gezeigt, wie die Bindung von
zwei Induktormolekiilen [MgTc]* an den [(TetRP),-tetO]-
Komplex zur Freisetzung von tetO fiihrt, sodass die Tran-
skription der Gene tefR und fetA erfolgen kann. Der Schliissel
zu diesen Vorgingen, die die hohe Affinitit des (TetRP),/
tetO-Komplexes von K, ~10"M~' um etwa 10 GroBenord-
nungen herabsetzen, ist die Einlagerung von zwei Chelatmo-
lekiilen [MgTc]" in zwei spezifische Bindungstunnel in der
regulatorischen Kerndomine des Dimers (TetRP),, gefolgt
von einer direkten Koordination des Mg**-lons durch das
His-100-N,-Atom, die mehrere Konformationséinderungen in
(TetRP), auslost und eine pendelartige Rotation der Helices
a, und a, bewirkt. Dadurch werden die beiden angehefteten
DNA-Bindungsdominen etwa 3 A voneinander weg bewegt
und l6sen sich von fetO. Diese induzierte Konformation des
TetRP wird teilweise durch die Bildung von zwei koopera-
tiven Ketten aus jeweils acht Wassermolekiilen (Reiver-
schluss) stabilisiert, die insgesamt 2 x 17 Wasserstoffbrii-
ckenbindungen beinhalten. Dies sollte gentigend Energie
liefern, um die Konformationsinderungen des Systems
(TetR - [MgTc]*), zu begiinstigen und die Abldsung von tetO
zu erzwingen. Die angegebene Zahl von Wasserstoffbriik-
kenbindungen ist nur als Anhaltspunkt zu sehen, da dies nicht
die einzigen Wasserstoffbriickenbindungen sind, die wihrend
der Induktion des Dimers (TetRP), gebildet oder modifiziert
werden.

Das (TetRP),/tetO/2[MgTc]*-System ist einzigartig, da die
eindeutig definierte Repression der tetA- und tetR-Gene
selbst bei niedrigen, subtoxischen Konzentrationen von
[MgTc]* aufgehoben wird. Diese sehr giinstige Eigenschaft
wurde in transgenen Organismen verwendet, um die Expres-
sion von bestimmten Zielgenen zu regulieren. In Form von
Fusionsproteinen aus TetR und Transkriptionsaktivatoren
kann (TetR), auch verwendet werden, um die Genexpression
nach Zugabe von [MgTc]* auszuschalten. Eine zusitzliche
Variation dieses Themas ist der ,reverse TetR® der in
Gegenwart von [MgTc]" fester an tetO bindet als in Ab-
wesenheit. Mit TetR steht damit ein vielféltiges Werkzeug zur
Verfiigung, das bereits erfolgreich fiir die Regulation von
Genen in verschiedenen transgenen Pflanzen und Versuchs-
tieren verwendet wurde.[*) Es hat auBerdem neue Wege in der
Gentherapie erdffnet, da Tc in fiir die Sdugetierzelle subto-
xischen Konzentrationen anwendbar ist und die Sicherheit
der pharmakologischen Anwendung von Tc beim Menschen
in umfangreichen Dokumentationen beschrieben wurde.

Die Autoren danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft
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Chemischen Industrie fiir die langjihrige Unterstiitzung der
Arbeiten, die in diesem Artikel beschrieben sind.
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