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Das Protein p53 ist ein Transkriptionsfaktor, der viele zellu-
l�re Prozesse reguliert und der als wichtiger Tumorsuppressor
fungiert.[1–5] Es ist in 50% aller menschlichen Tumoren unter
Verlust seiner Funktionen mutiert; die meisten dieser Muta-
tionen finden sich in der DNA-Bindungsdom�ne (DBD).[6,7]

Bisher konnte man zwei Hauptklassen von Mutationen mit
einer Funktion korrelieren: 1) Mutationen, die in einen
direkten Kontakt mit der DNA involviert sind, und 2) Mu-
tationen, die eine strukturelle Instabilit�t von p53 zur Folge
haben (R249S, G245S, R175H, C242S, V143A).[8,9] Beide
verursachen das Li-Fraumeni-Syndrom (LFS), das auf erbli-
chen genetischen Mutationen in p53 beruht. LFS ist eine
famili�r dominant vererbliche Krebserkrankung, die durch
eine Reihe von Neoplasmen bei Kindern und jungen Er-

wachsenen charakterisiert ist.[10] Einige Mutationen des Li-
Fraumeni-Syndroms wie E180X, die in der vorgeschlagenen
Dimerisierungsstelle der H1-helicalen Region lokalisiert sind,
fallen in keine dieser Kategorien. Der Grund fBr die beob-
achteten ph�notypischen Krebserkrankungen war bisher un-
bekannt.[11] Hier stellen wir eine Mutationsstudie der sol-
vensorientierten Reste in dieser Region vor, die experimen-
tell die Existenz zweier intermolekularer SalzbrBcken belegt,
die fBr die kooperative Bindung an DNA essenziell sind.
DarBber hinaus l�sst sich nun die beobachtete[12] fehlende
Kooperativit�t der zur p53-Familie gehDrenden Proteine[13]

p63DBD und p73DBD auf struktureller Basis verstehen.
Das vollst�ndige Protein p53 besteht aus 393 Aminos�u-

ren. Es bindet als Tetramer, Octamer oder hDheres Oligomer
an DNA, wobei es eine Konsensus-Sequenz von Promotor-
DNA erkennt. Derzeit gibt es weder eine Struktur des
gesamten p53-Proteins noch eine Struktur des bei der Bin-
dung an die DNA gebildeten p53-Tetramers. Allerdings wird
in mehreren Arbeiten die Interdom�nen-Kontaktstelle von
p53[8,14–18] auf der Basis der individuellen Strukturen von
p53DBD[14,17] und der Tetramerisierungsdom�ne[19–21] modell-
haft diskutiert. Wir konnten zeigen,[22, 23] dass die DBD
kooperativ an kleine (2 H 16 Nucleotide enthaltende) DNA-
Sequenzen als Dimer bindet. NMR-Titrationsexperimente
dieser Oligonucleotide mit 15N-markierter p53DBD ermDg-
lichten es uns, die Protein-Protein-Wechselwirkung zu loka-
lisieren und eine essenzielle Rolle der kurzen H1-Helix
(P177–C182) fBr die intermolekulare p53DBD-Dimerisie-
rung zu postulieren. Außerdem schlugen wir aufgrund von
Symmetrieargumenten ein Modell vor, in dem zwei antipar-
allele DNA-Str�nge im Tetramer gebunden sind, wobei sich
die Tetramerisierungsdom�ne im C-terminalen Fragment von
p53 im Zentrum des Modellkomplexes befindet.[22] Allerdings
wurde bisher kein experimenteller Nachweis fBr die Beteili-
gung der H1-Helix an der Protein-Protein-Wechselwirkung
bei der Bindung an die DNA erbracht.

Wir haben nun die mDgliche Rolle dieser Reste durch
zielgerichtete Mutagenese untersucht und die F�higkeit der
p53DBD-Mutanten, an p53-Konsensus-DNA zu binden, mit-
hilfe von EMSA (electrophoretic mobility shift assay), durch
NMR-spektroskopische Diffusionsmessungen und durch
Fluoreszenzanisotropie-Messungen analysiert. Folgende „Di-
merisierungsmutationen“ wurden durch zielgerichtete Muta-
genese eingefBhrt: H178A, R181A, C182A, E180R, R181E;
sowie die doppelte Mutation: E180R/R181E. DarBber hinaus
wurden die drei Alanin-Mutationen H178A, R181A und
C182A sowie die R181E-Mutation in ein Glutathion-S-
Transferase(GST)-Fusionsplasmid eingefBhrt und die Fusi-
onsproteine aus GST und den p53DBD-Mutanten erhalten.
Da GST als kBnstliche Dimerisierungsdom�ne wirkt, kann
man annehmen, dass eine verst�rkte kooperative DNA-
Bindung erfolgt, wie sie bereits bei der p63DBD beobachtet
wurde.[12]

Neben den strukturell wichtigen, Zink bindenden Resten
wie H179[14] sind auch diese, zum LDsungsmittel exponierten
Reste hoch konserviert und bei unterschiedlichen Spezies
meist identisch, wie ein Sequenzvergleich dieser H1-Helix-
Region zeigt (Abbildung 1). Eine Nberlagerung der 15N-
HSQC-NMR-Spektren aller sechs diskutierten Mutanten mit
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dem Spektrum der p53DBD des Wildtyps (WT) ist in
Abbildung 2 zu sehen. GrDßere Unterschiede findet man
lediglich fBr Signale von Resten in der H1-Helix oder nahe
den spezifisch mutierten Resten. Weiter entfernte Reste
werden durch die Mutationen kaum oder gar nicht beein-
flusst, woraus sich schließen l�sst, dass alle „Dimerisierungs-
mutanten“ nativ gefaltet sind. Eine Zugabe von 0.5 Qquiva-
lenten des decameren Konsensus-DNA-Oligonucleotids

(CON2x5: 5’-CCTAGACATGCCTAAT-3’, durch drei
Basen an jeder Seite verl�ngert) zu U-15N-markierten
p53DBD-„Dimerisierungsmutanten“ resultierte in ver�nder-
ten chemischen Verschiebungen und starker Linienverbrei-
terung im 15N,1H-Korrelationsspektrum. Dies wird durch
langsame Austauschprozesse in der Mikro- bis Millisekun-
den-Zeitskala verursacht, so wie es bereits fBr den p53DBD-
WT-DNA-Komplex beobachtet wurde.[22,23] Zugabe von
DNase II zu den DNA-Komplexen der p53DBD-„Dimerisie-
rungsmutanten“ stellte das ursprBngliche p53DBD-Spektrum
der entsprechenden Mutante wieder her, was einen Protein-
abbau ausschließt.

Der translatorische Diffusionskoeffizient eines MolekBls
ist proportional zu seinem effektiven Molekulargewicht und
seiner Gestalt[24] und ist deshalb ein empfindliches Maß fBr
Qnderungen im GesamtmolekBl. Die Messung von Diffusi-
onsgeschwindigkeiten bietet daher eine unabh�ngige MDg-
lichkeit zur Bestimmung intermolekularer Wechselwirkun-
gen.[25–28] Wir haben die hydrodynamischen Eigenschaften der
p53DBD-„Dimerisierungsmutanten“ sowie ihre Bindung an
DNA durch NMR-Diffusionsexperimente mittels gepulster
Feldgradienten untersucht.[29] Bei Zugabe des Konsensus-
Oligonucleotids zu p53DBD-WT reduziert sich der Diffusi-
onskoeffizient um 27.1% (Abbildung 3). Dies wird durch

eine kooperative Bindung von zwei p53DBDs an eine
decamere Halbseite des Oligonucleotids verursacht. Die
experimentell ermittelten Werte sind gut in Einklang mit
hydrodynamischen Rechnungen unter Verwendung des Shell-
Modells von HYDRONMR[30] fBr einen dimeren p53DBD-
DNA-Modellkomplex, wie er von Klein et al.[22] beschrieben
wurde. Diese resultieren in einer theoretischen Reduktion
des Diffusionskoeffizienten um etwa 33%. Es wurden auch
hydrodynamische Rechnungen fBr den monomeren

Abbildung 1. Sequenzvergleich der H1-helicalen Region von p53DBD
und den H1-helicalen Regionen der homologen p63- und p73DBDs.
Aminos.uren, die mit denen von humanem p53 identisch oder ihnen
zumindest .hnlich sind, sind grau hinterlegt.

Abbildung 2. Gberlagerung eines 15N-HSQC-Spektrums von p53DBD-
WT (grau) mit den Spektren von sechs mutierten p53DBDs. Die Aus-
schnittsvergrDßerung zeigt Rest R181 innerhalb der H1-Helix

Abbildung 3. Verringerung der Diffusionskoeffizienten k1 von p53DBD,
p63DBD und den p53DBD-„Dimerisierungsmutanten“ durch Komple-
xierung (k2) mit Konsensus-DNA (CON2x5), bestimmt durch NMR-Dif-
fusionsexperimente mittels gepulster Feldgradienten; schwarz: koope-
rative DNA-Bindung, grau: unspezifische DNA-Bindung. Eine Simulati-
on der hydrodynamischen Eigenschaften mit einem kooperativen Mo-
dellkomplex mit p53DBD:DNA=2:1 ergibt eine theoretische Verringe-
rung um 33%, w.hrend eine einfache Bindung von DNA (PDB-Code:
1TSR, Kette B, inklusive der DNA) zu einer Verringerung von 18%
f�hrt.
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p53DBD-DNA-Komplex (PDB-Code: 1TSR; Kette B, inklu-
sive der DNA) durchgefBhrt, die eine Verringerung um 18%
durch die Bindung von DNA ergaben. Daher repr�sentieren
diese beiden theoretischen Werte einen Erwartungsbereich
fBr ein Gleichgewicht zwischen einfacher und vollst�ndig
kooperativer DNA-Bindung. Abweichungen von den theo-
retischen Werten spiegeln eine Ausmittelung hDherer und
niederer Oligomere wider.

Abbildung 3 zeigt eine Verringerung des Diffusionskoef-
fizienten durch Zugabe von 0.6 Qquivalenten CON2x5-Oli-
gonucleotid in einem stDchiometrischen Verh�ltnis von
DNA:p53DBD= 1:2 der WT-DBDs von p53, p63 sowie der
p53DBD-„Dimerisierungsmutanten“. Wie bereits durch die
15N-HSQC-Titration angedeutet, binden alle Mutanten an
DNA, was sich in einer Reduktion der Diffusionsgeschwin-
digkeit um mindestens 13% bemerkbar macht. Allerdings
wurden die NMR-Experimente ohne unspezifische Kompe-
titor-DNA durchgefBhrt, sodass offen bleibt, ob die Gesamt-
verringerung der Diffusionskoeffizienten durch unspezifische
oder spezifisch kooperative DNA-Bindung verursacht wird.
Unter BerBcksichtigung der experimentellen Fehlergrenzen
kDnnen allerdings zwei Klassen unterschieden werden:
p53DBD-WT und die p53DBD-E180R/R181E-Doppelmu-
tante zeichnen sich durch eine signifikant hDhere Population
an oligomeren Zust�nden durch Bindung an DNA aus als alle
anderen p53DBD-„Dimerisierungsmutanten“ (Abbildung 3).
Somit kann man folgern, dass p53DBD-WTund die Doppel-

mutante p53DBD-E180R/R181E eine �hnlich hohe Tendenz
zu kooperativer DNA-Bindung aufweisen, eine niedrigere
dagegen die Mutanten p53DBD-H178A, p53DBD-R181A,
p53DBD-C182A sowie p53DBD-E180R, p53DBD-R181E.

Zur Kl�rung der Frage nach einer spezifischen oder
unspezifischen DNA-Bindung der „Dimerisierungsmutan-
ten“ wurden EMSAs durchgefBhrt. Nach Inkubation eines
fluoreszenzmarkierten, doppelstr�ngigen Konsensus-Oligo-
nucleotids (CON4x5: 5’-CCTAGACATGCCTAGACAT-
GCCTAAT-3’) in Gegenwart von unspezifischer und unmar-
kierter Kompetitor-DNA bindet p53DBD-WT als Dimer
spezifisch an die markierte Konsensus-DNA (Abbildung 4a,
Spalte 1). Als Negativkontrolle wurde die p53DBD-Mutante
p53DBD-R248Wanalysiert. p53DBD-R248 interagiert direkt
mit gebundener DNA, und die Mutante p53DBD-R248W ist
daher nicht mehr zum Binden von DNA in der Lage,[9] was in
Abbildung 4a in der zweiten Spalte zu sehen ist. p63DBD
kann ebenfalls nicht in signifikantem Ausmaß an markierte
Konsensus-DNA binden (Abbildung 4a, Spalte 3); eine kon-
struierte Dimerisierung durch ein GST-p63DBD-Fusionspro-

Abbildung 4. a) EMSAs von p53DBD-WT, p53DBD-R248W, p63DBD-
WT und p53DBD-„Dimerisierungsmutanten“ in Gegenwart einer un-
spezifischen und unmarkierten pBluescriptII-SK+-Kompetitor-DNA.
b) 1:1-Mischung von p53DBD-E180R und p53DBD-R181E. c) EMSAs
von p53DBD-WT und den GST-Fusionsproteinen.

Abbildung 5. a) Bindung von doppelstr.ngiger CON4x5-DNA an
p53DBD-WT und die „Dimerisierungsmutanten“, bestimmt �ber die
Fluoreszenzanisotropie r : * p53DBD-WT, * p53DBD-R181A, & p53-
DBD-R181E, & p53DBD-E180R, ^ p53DBD-E180R/R181E. Zur Anpas-
sung an die Daten diente ein kooperatives Modell. b) Dissoziations-
konstanten Kd von p53DBD und den „Dimerisierungsmutanten“, be-
stimmt aus den Fluoreszenzanisotropie-Daten. ER=p53DBD-E180R/
R181E.
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tein weist dagegen eine zu p53DBD vergleichbare DNA-
Bindungsaffinit�t auf (Abbildung 4c, Spalte 2).[12] Die drei
folgenden Spalten (Abbildung 4a, Spalten 4–6) belegen eine
gegenBber jener von p53DBD-WT reduzierte DNA-Bin-
dungsaffinit�t der Alanin-Mutanten p53DBD-R181A,
p53DBD-C182A und p53DBD-H178A.

Die einfachen Mutanten p53DBD-R181E und p53DBD-
E180R, in denen zwei Arg- bzw. zwei Glu-Reste aufeinander
folgen, binden DNA nicht (Abbildung 4a, Spalten 7,8); ein
Austausch der Positionen dieser beiden Reste durch die
Doppelmutation E180R/R181E ergibt allerdings wieder eine
vergleichbare DNA-Bindungsaffinit�t wie fBr p53DBD-WT
(Abbildung 4a, Spalte 9). Als Gegenprobe, ob eine Nachbar-
schaft zweier identisch geladener Aminos�uren in den Mu-
tanten p53DBD-E180R und p53DBD-R181E einen Einfluss
auf die strukturelle Integrit�t der H1-Helix hat und deshalb
eine DNA-Bindung verhindert, wurden die beiden Mutanten
sowie Konsensus- und Kompetitor-DNA coinkubiert, was die

DNA-Bindungsaffinit�t durch Heterodimerisierung wieder
herstellte (Abbildung 4b). Sowohl der p53DBD-WTals auch
die p53DBD-E180R/R181E-Doppelmutanten binden in Ge-
genwart von Kompetitor-DNA spezifisch und kooperativ an
fluoreszenzmarkierte Konsensus-DNA. Daher best�tigen die
EMSA-Ergebnisse die NMR-Diffusionsexperimente. Im Un-
terschied dazu zeigen die einfachen Mutanten p53DBD-
E180R und p53DBD-R181E, die jeweils zwei gleichgeladene
aufeinander folgende Reste innerhalb des Dimerisierungsbe-
reichs aufweisen, keine spezifische Bindung an Konsensus-
DNA (Abbildung 4a, Spalten 7 und 8).

Unter den gleichen Bedingungen wurden zus�tzlich
EMSAs mit einer Auswahl von GST-p53DBD-Mutanten
durchgefBhrt: Die Alanin-Mutanten p53DBD-H178A,
p53DBD-R181A und p53DBD-C182A sowie p53DBD-
R181E, in der zwei negativ geladene Reste (E180 und
R181E) aufeinander folgen. GST fungiert dabei als kBnstliche
Dimerisierungsdom�ne – analog zur Tetramerisierungsdom�-

Abbildung 6. a) Schematische Darstellung des Dimerisierungsmusters: Eine kooperative Bindung an DNA wird erhalten bei p53DBD-WT, der
Doppelmutante p53DBD-E180R/R181E sowie der 1:1-Mischung von p53DBD-E180R und p53DBD-R181E. Kooperative DNA-Bindung kann bei
p63DBD-WT und den Alanin-„Dimerisierungsmutanten“ von p53DBD durch GST-vermittelte Dimerisierung verst.rkt werden. Abstoßende La-
dungswechselwirkungen verhindern eine kooperative DNA-Bindung bei p53DBD-E180R- und p53DBD-R181E-Mutanten. b) C2-symmetrischer Mo-
dellkomplex f�r den identifizierten Dimerisierungsbereich von p53DBD nach kooperativer DNA-Bindung. Der Dimerisierungsbereich ist durch eine
doppelte intermolekulare Salzbr�cke zwischen den Aminos.uren E180 und R181 eines jeden Monomers stabilisiert.
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ne im p53-WT-Gesamtprotein –, was zu einer verst�rkten
kooperativen und spezifischen DNA-Bindung fBhrt. Als
Positivkontrolle wurden in den Spalten 1 und 2 in Abbil-
dung 4c p53DBD und GST-p63DBD aufgetragen, die beide
mit �hnlicher Affinit�t an Konsensus-DNA binden, wohin-
gegen in der freien p63DBD – ohne GST – diese Koopera-
tivit�t fehlt (Abbildung 4a, Spalte 2).[12] Analog zur p63DBD
zeigen die drei Ala-Mutanten eine verst�rkte kooperative
DNA-Bindung durch die dimere GST-Fusionsdom�ne, die
vergleichbar mit jener des p53DBD-WT ist. Daher l�sst sich
schließen, dass die Alanin-Mutanten p53DBD-H178A,
p53DBD-R181A und p53DBD-C182A eine mDgliche Dime-
risierung bei der DNA-Bindung nicht aktiv verhindern, was
1) durch eine verbleibende DNA-Bindung gezeigt wird und
2) dadurch, dass diese DNA-Bindung durch GST-vermittelte
Dimerisierung verst�rkt werden kann. Die GST-p53DBD-
R181E-Mutante zeigt jedoch keinerlei spezifische DNA-
Bindung; daher kann gefolgert werden, dass der durch die
kBnstliche GST-Dimerisierungsdom�ne induzierte koopera-
tive Effekt nicht stark genug ist, um die abstoßenden La-
dungswechselwirkungen im Dimerisierungsbereich zu Bber-
treffen. Des Weiteren folgt, dass es keinen anderen Dimeri-
sierungsbereich in der p53DBD gibt, der die intermolekulare
E180-R181-SalzbrBckenbildung ersetzen kDnnte.

FBr p63DBD wurde die GST-vermittelte Verst�rkung der
kooperativen DNA-Bindung bereits beobachtet.[12] Es wurde
allerdings angenommen, dass konformative Unterschiede
innerhalb der H1-Helix fBr das unterschiedliche Dimerisie-
rungsverhalten verantwortlich sind. Mit unseren Ergebnissen
l�sst sich nun sagen, dass das aliphatische Leucin, das an dem
homologen p53DBD-Kodon 180 positioniert ist (Abbil-
dung 1), nicht zum Aufbau einer intermolekularen SalzbrB-
cke in der Lage ist, was das beobachtete Fehlen selektiver und
kooperativer DNA-Bindung von freiem p63DBD erkl�rt
(siehe Abbildung 6a).[12]

Die Ergebnisse werden durch Fluoreszenzanisotropie-
Messungen best�tigt.[31] Aus Abbildung 5a ergibt sich die
spezifische Affinit�t von p53DBD-WT und den „Dimerisie-
rungsmutanten“ zu Konsensus-DNA. Eine steigende Kon-
zentration von p53DBD-WT oder den Mutanten wurde zu
einem 25 nm fluoreszenzmarkierten CON4x5-Oligonucleotid
in 50 nm Kaliumphosphat, 50 mm KCl und 5 mm Dithiothreit
(DTT) gegeben. FBr niedrige Konzentrationen von p53DBD
oder den Mutanten kann eine einfache kooperative Bindung
an CON4x5 angenommen werden (Abbildung 5a). Details
zur Kurvenanpassung sind in den Hintergrundinformationen
zu finden. FBr den p53DBD-WT erh�lt man eine Dissozia-
tionskonstante von Kd= (82� 8) nm, die Bindungsaffinit�t
der p53DBD-Mutanten p53DBD-E180R und p53DBD-
R181E betr�gt mit Kd= (245� 38) nm bzw. 238� 43) nm
etwa ein Drittel dieses Werts. Die Alanin-Mutante
p53DBD-R181A befindet sich mit Kd= (182� 34) nm auf
„halbem Weg“ zwischen dem p53DBD-WT und den
p53DBD-E180R- und p53DBD-R181E-Mutanten, was die
etwas hDhere Bindungsaffinit�t verst�ndlich macht, die in den
EMSAs beobachtet wird. Die Doppelmutante p53DBD-
E180R/R181E mit Kd= (124� 15) nm weist wiederum eine
verringerte Dissoziationskonstante auf (Abbildung 5b), �hn-
lich der des Wildtyps.

Insgesamt zeigen unsere Ergebnisse, dass die vorgeschla-
gene Dimerisierung, durch die eine selektive DNA-Bindung
stabilisiert wird, im Wesentlichen durch die Bildung zweier
intermolekularer Glu180-Arg181-SalzbrBcken verursacht
wird (Abbildung 6a). Diese SalzbrBcken sind in Einklang
mit einem C2-symmetrischen Modellkomplex (Abbil-
dung 6b), wie er von Lebrun, Klein et al. vorgeschlagen
wurde,[15, 22] und erkl�ren zugleich das unterschiedliche DNA-
Bindungsverhalten von p53DBD und p63DBD. DarBber
hinaus machen unsere Ergebnisse die onkogenen Mutationen
E180X und R181X des Li-Fraumeni-Syndroms verst�ndlich:
Die DNA-Bindung dieser Mutanten ist wegen reduzierter
Kooperativit�t gehindert.
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