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durch Stickstoff koordiniert sind. Da Natriumatome einen
groBeren Radius aufweisen als Lithiumatome, ist leicht
einzusehen, dass sich die Koordinationszahl von Stickstoff
von acht in a-Li;N auf sechs in Na;N erniedrigt.

Bereits in fritheren Arbeiten traf Jansen Vorhersagen fiir
mogliche Strukturen von Alkalimetallnitriden.'”) Der anti-
ReO;-Typ wurde dabei allerdings nicht in Betracht gezogen,
woraus sich entnehmen lisst, dass diese Struktur fiir Na;N
nicht zu erwarten war. In Einklang mit den préiparativen
Bedingungen kann davon ausgegangen werden, dass die
erhaltene Form von Na;N metastabil ist. Da Na;N bislang
ausschlieBlich als Schicht auf einem Saphirsubstrat hergestellt
wurde und duBlerst hydrolyseempfindlich ist, konnten noch
keine weiteren Eigenschaften bestimmt werden. Hier sind
sicher weitere interessante Ergebnisse zu erwarten.

Die von Fischer und Jansen vorgestellte Praparationsme-
thode bietet sich auch fiir Versuche zur Herstellung von
bindren Nitriden des Kaliums, Rubidiums und Caesiums an.
Die Entwicklung neuer Synthesewege diirfte in ndherer
Zukunft in weiteren bislang unbekannten Stickstoffverbin-
dungen (inbesondere metastabiler Spezies) mit iiberraschen-
den Strukturen und physikalischen Eigenschaften resultieren
und der Festkorperchemie neue Impulse geben.
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Oligomerisierung von pS3 nach kooperativer Bindung an DNA:
ein Beitrag zum strukturellen Verstindnis der Funktion von p53

Patrick Chene und Wolfgang Jahnke*

pS53 ist eines der wichtigsten an der Verhinderung von
Krebs beteiligten Genprodukte und deshalb eine interessante
Zielverbindung in der Krebsforschung.!! Trotz seiner phar-
mazeutischen Bedeutung ist eines der grundlegenden Prinzi-
pien von p53 noch ungeklirt: seine Aktivierung von einem
latenten zu einem aktiven und DNA-bindenden Zustand.
Eine kiirzlich erschienene Arbeit erhellt nun einige struktu-
relle Aspekte der Aktivierung von p53 und dessen Bindung
an DNA.P p53-Protein ist in stressfreien Zellen in latenter
Form und in sehr kleiner Konzentration vorhanden. Unter
verschiedenen Stress-Bedingungen — z.B. bei geschidigter
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DNA, Onkogen-Aktivierung, Sauerstoff- oder Ribonucleo-
tidmangel — wird es jedoch in der Zelle akkumuliert und
aktiviert.’! Die Aktivierung von p53 fiihrt entweder zum
Stillstand des Zellzyklus oder zur Apoptose.! Die Kon-
sequenzen der p53-Aktivierung sind zelltyp- und stressspezi-
fisch. Als Folge wird die Teilung der geschiddigten Zellen
blockiert: p53 ist ein Tumor-Suppressor-Gen. Verschiedene
Befunde zeigen, dass eine Deletion oder Mutation des p53-
Gens das Risiko einer Krebsentstehung erhoht: Mause mit
homozygot inaktiviertem p53-Allel sind sehr tumoranfllig,!
p53ist in etwa 50 % aller menschlichen Tumore mutiert,® und
p53-Keimbahn-Mutationen sind mit dem Li-Fraumeni-Syn-
drom verkniipft.U’]

Zwar wird ein Teil der Aktivitdt von p53 durch Protein-
Protein-Wechselwirkungen vermittelt, doch hingt ein GroB-
teil seiner Aktivitdt von der Fahigkeit ab, an DNA zu binden
und verschiedene Gene zu transkribieren. p53 ist ein Trans-
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kriptionsfaktor und enthilt, wie andere Transkriptionsfakto-
ren, unterschiedliche Doménen: Am N-Terminus sind eine
Transaktivierungsdoméine und eine Prolin-reiche Doméne
(Reste 1-43 bzw. 61-94). Eine DNA-Bindungsdomine
befindet sich in der Mitte des Proteins (110-286), eine
Tetramerisierungsdomine (326 —355) und eine regulatorische
Domaéne (363-393) sind am C-Terminus des Proteins. Die
Struktur von p53 in voller Linge ist noch nicht bekannt, doch
wurden die Strukturen von einzelnen Doménen durch Ront-
genstrukturanalyse oder NMR-Spektroskopie bestimmt (Ab-
bildung 1). Insbesondere die Strukturbestimmung eines p53-
DNA-Komplexes war ein entscheidender Beitrag zum Ver-
stindnis der Wechselwirkung von p53 und DNA ¥ p53 bindet
mit seiner zentralen DNA-Bindungsdomine an Konsensus-
DNA-Sequenzen, die zwei Kopien des 10-Basenpaar-Motivs
5-Pu-Pu-Pu-C-(A/T)-(T/A)-G-Py-Py-Py-3' (Pu=A/G,
Py=T/C) enthalten, die wiederum um bis zu 13 Basen
getrennt sein kénnen.”! Die interne Symmetrie eines jeden
Zehn-Basenpaar-Motivs, das aus zwei entgegengesetzt orien-
tierten Teilstiicken besteht, ldsst vermuten, dass pS53 als
Tetramer an DNA bindet — in Losung liegt pS3 in der Tat
als Tetramer vor. Die groBe Mehrheit der p53-Mutationen
kommt in der DNA-Bindungsdomine vor.[! Die Kenntnis
ihrer 3D-Struktur zumindest in der monomeren Form und die
Analyse der thermodynamischen Stabilitit verschiedener
p53-Mutanten'”! sind die Basis fiir das Verstindnis der
Effekte von p53-Mutationen auf p53-Aktivitdt. Mutiert sind
Reste, die die Struktur der DNA-Bindungsdoméne aufrecht-
erhalten, und/oder Reste im direkten Kontakt mit DNA. Alle
diese Mutationen heben die DNA-Bindung auf und inak-
tivieren dadurch das p53-Protein.

Zwei brennende Fragen verbleiben hinsichtlich des Ver-
standnisses der p53-Funktion auf molekularen Niveau: Wie
wird p53 aus dem latenten Zustand aktiviert, und was ist die
rdaumliche Anordnung der einzelnen p53-Untereinheiten und
p53-Dominen im Komplex des gesamten tetrameren p53 mit
DNA? Verschiedene Arbeiten haben gezeigt, dass pS3-Pro-
tein in einer latenten Konformation existiert, in der es nicht

hdm2- DNA-Bindungs-
Bindungsstelle

Tetramerisierungs-

domine domiine

1 —_—

1 100 200 300

Abbildung 1. Die Domidnen von p53 und eine Skizze der vorhandenen experimentell erhaltenen
Strukturen fiir die einzelnen Dominen. Die Strukturen der Bindungspartner sind grau dargestellt.
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sequenzspezifisch an DNA bindet, und in einer aktiven
Konformation, in der es dies tut.'!l Die Entdeckung, dass
der Ubergang zwischen beiden Konformationen durch Ak-
tivatoren vermittelt wird, die entweder am N-Terminus oder
am C-Terminus wirken, fithrte zum Konzept einer allosteri-
schen Regulierung der p53-Aktivitit.l'Zl Dieses Modell ent-
hilt als Hypothese eine Wechselwirkung zwischen der DNA-
Bindungsdomédne und einer anderen Region im Protein
(hochstwahrscheinlich den 30 Resten am C-Terminus), die
in der latenten Konformation DNA-Bindung verhindern
wiirde. Die Entdeckung, dass kleine Peptide, die den C-Ter-
minus von p53 nachahmen, das Wildtyp-Protein und einige
mutierte Formen aktivieren, unterstiitzt dieses Modell und
legt nahe, dass allosterische Aktivierung fiir den Entwurf
neuer Antitumor-Wirkstoffe genutzt werden konnte.l'l Doch
in einer neuen NMR-Studie untersuchten Forscher von
Novaspin und Roche die Wechselwirkung zwischen der
DNA-Bindungsdomine von p53 und verschiedenen C- und
N-terminalen Peptiden mit einer Vielzahl von NMR-Metho-
den, darunter die Untersuchung der Anderungen der chemi-
schen Verschiebung, Diffusionsmessungen und Séittigungs-
transfer-Differenzspektroskopie. Dabei wurden keine Wech-
selwirkungen zwischen diesen Peptiden und der DNA-
Bindungsdomiine gefunden.?! Diese Ergebnisse zeigen daher,
im Einklang mit unabhingigen Arbeiten¥! und anderen
Befunden,!”! dass das allosterische Modell der p53-Regulie-
rung nicht zutrifft. Nun wird ein kompetitives Bindungs-
modell zur Erkldrung der experimentellen Daten bevor-
zugt.l'! Tatséchlich wurde von einer schwachen (und wahr-
scheinlich unspezifischen) Wechselwirkung zwischen dem
C-terminalen Peptid und DNA berichtet.?!

Dass DNA-Bindungsdoménen von p53 in Losung koope-
rativ an DNA binden konnen, wurde schon vor lingerem
gezeigt.'” 18] Ein exaktes Verstidndnis dieses kooperativen
Effekts auf struktureller Basis ist jedoch begrenzt, weil die
Struktur von vollstindigem (tetramerem) p53 im Komplex
mit DNA unbekannt ist. Klein etal.Pl prisentieren nun
weitere NMR-Strukturdaten iiber den Ursprung der koope-
rativen Bindung der DNA-Bindungs-
doméne an DNA. Indem unmarkier-
te Konsensus-DNA zu “N-isotopen-
markierter DNA-Bindungsdoméne
titriert wurde, konnten Anderungen
der chemischen Verschiebung in der
DNA-Bindungsdomine selektiv und
mit der rdumlichen Auflosung von
einzelnen Aminosiduren beobachtet
werden. Diese Anderungen der che-
mischen Verschiebung sind auf Ver-
anderungen in der lokalen Umge-
bung der jeweiligen Aminosdure zu-
riickzufiihren, die entweder durch

Regulatorische
Domiine

C Wechselwirkung mit DNA oder ei-
nem anderen pS53-Monomer oder
aber durch lokale konformative Ver-

I anderungen  hervorgerufen wer-
s den.] Die Anderungen der chemi-

schen Verschiebung sind auf be-
stimmte  Bereiche der DNA-
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Bindungsdoméne von p53 beschriankt. Dies zeigt, dass deren
Konformation durch die Wechselwirkug mit DNA nicht
drastisch verdndert wird, und bestétigt den Ort der Wechsel-
wirkung mit DNA.Pl Vor allem aber definiert es die Region
auf der Oberfliche der DNA-Bindungsdoméine, die an
Wechselwirkungen zwischen zwei DNA-Bindungsdoménen
beteiligt ist. Dies liefert experimentelle Daten fiir die Erstel-
lung eines Modells des pS53-Tetramers im Komplex mit
Konsensus-DNA. Wie schon Cho et al. vermuteten, ¥ umfasst
die Grenzfliche der Oligomerisierung die kurze Helix H1
zwischen den Resten Prolin-177 und Cystein-182. Interessan-
terweise sind einige der pS3-Mutationen, die in Krebszellen
gefunden wurden, in dieser H1-Helix lokalisiert. Dass diese
Helix an der Oligomerisierung von p53 beteiligt ist, erklart
das Auftreten dieser ,,hot spots® in und bei einer Region von
p53, die nicht in direktem Kontakt mit DNA steht. Es wire
sehr interessant zu sehen, ob diese Mutationen tatséchlich die
Oligomerisierung der DNA-Bindungsdoméne beeinflussen.
Mit anderen Worten, konnen Punktmutationen in der Helix
H1 tatsdchlich p53-Oligomerisierung und DNA-Bindung ver-
hindern, so wie manche Mutationen in der Tetramerisie-
rungsdomine dies tun ?(]

Wie ist der Komplex zwischen vollstindigem, tetramerem
p53 und DNA strukturell organisiert? Im ,,Klammer-Mo-
dell“P! (Abbildung 2 A) ist die Konsensus-DNA von einem
pS3-Dimer auf jeder Seite umgeben, sodass das Tetramer wie

Abbildung 2. Strukturmodelle fiir den Komplex aus vollstandigem, tetra-
merem p53 und DNA: A) ,Klammermodell“,?l B) , Sandwich-Modell*
von Klein et al.?l Jedes p53-Monomer ist durch eine unterschiedliche
Schattierung wiedergegeben. DNA ist als Schlauch dargestellt, und die
Orientierung der einzelnen Teilstiicke ist durch Pfeile gegeben.

eine Klammer an DNA bindet. Auf der Basis ihrer experi-
mentellen Daten und Symmetrieiiberlegungen schlagen Klein
et al. nun ein ,,.Sandwich-Modell“ fiir die p53-DNA-Wechsel-
wirkung vor. In diesem Modell wird angenommen, dass p53-
Tetramere zwei getrennte, benachbarte Konsensus-DNA-
Strange verbriicken (Abbildung 2 B). Die Tetramerisierungs-
dominen bilden das Innere des scheibenformigen Tetramers.
Die DNA-Bindungsdoménen und Transaktivierungsdoménen
befinden sich auflen, und die DNA-Bindungsdoménen sind
im Kontakt mit Konsensus-DNA. Dieses Modell ist nicht nur
mit der D,-Symmetrie des Komplexes und einheitlichen
Konformationen eines jeden p53-Monomers vereinbar, son-
dern wird auch durch Elektronenmikroskopie-Studien ge-
stiitzt, denen zufolge p53 zwei DNA-Strdnge verbinden
kann.[?!

Ein anderer Aspekt wird durch die Arbeit von Klein et al.
offenkundig: Dynamik spielt fiir das Verstdndnis der p53-
DNA-Wechselwirkung eine wesentliche Rolle. Die NMR-
Signale von bestimmten p53-Resten verbreitern sich nach
DNA-Bindung signifikant. Da die Autoren zeigen, dass der
Komplex stabil genug ist, um chemischen Austausch als
Ursache auszuschlieBen, wird die beobachtete Linienverbrei-
terung wahrscheinlich durch konformativen Austausch her-
vorgerufen, d. h. durch konformative Flexibilitdt von an DNA
gebundenen p53-Resten. Dieser konformative Austausch
verschlechterte die Qualitdt der NMR-Spektren und verhin-
derte eine detaillierte Strukturanalyse mittels NMR-Spek-
troskopie. Er bietet jedoch auch zusitzliche experimentelle
Hinweise darauf, dass molekulare Flexibilitdt eine treibende
Kraft bei Protein-DNA-Wechselwirkungen ist.?>2¥ FEine
thermodynamische Analyse der Komplexbildung zwischen
p53 und DNA konnte weitere Einblicke in die Funktion und
Aktivierung von p53 geben.
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