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1. Das Tumorsuppressorprotein p53

Das Protein p53 ist das Haupttumorsuppressorprotein des
menschlichen K�rpers. Es wurde urspr�nglich als ein Onko-
gen entdeckt, das f�r verschiedene Arten von Krebs verant-
wortlich ist.[1–3] W)hrend der folgenden Jahre wurde aller-
dings klar, dass nat�rliches p53 als Tumorsuppressor wirkt
und dass inaktives p53 f�r die sch)dlichen Effekte verant-
wortlich ist.[4, 5] Seitdem sind die bedeutende Rolle von p53
bei der Verhinderung von Krebs und die zugrunde liegenden
Funktionsprinzipien weiter aufgekl)rt worden. Trotz einer
enormen Zahl von Publikationen beginnt man gerade erst,
die komplexen Funktionen und die Struktureigenschaften
von p53 als dem „W)chter des Genoms“ zu verstehen.[6,7]

p53 ist ein Transkriptionsfaktor, der an der Regulierung
des Zellzyklus, der Einleitung des apoptotischen Zelltods und
der DNA-Reparatur beteiligt ist. Die Inaktivierung von p53
resultiert haupts)chlich aus Mutationen, die auf unter-
schiedliche Weise die DNA-Bindung des Proteins beein-
tr)chtigen.[8, 9] Mutiertes oder auf andere Weise inaktiviertes
p53 wird in der Mehrzahl menschlicher Tumoren beobach-
tet.[4,5] p53 steht im Zentrum eines riesigen Netzwerks von
Proteinen, das es erm�glicht, eine Vielzahl von Signalen zu
integrieren.[10, 11] Zellul)rer Stress, wie DNA-Sch)den oder
das Vorhandensein von Onkogenen, bewirkt die Aktivierung
dieses Netzwerks. Nach Aktivierung bindet p53 an spezifische
DNA-Konsensussequenzen der Promotorregionen und regt
die Transkription der entsprechenden Zielgene an. Die Pro-
dukte dieser Gene sind f�r die Einleitung der DNA-Repa-
raturmechanismen verantwortlich – oder, falls diese nicht
ausreichen, f�r die Einleitung des programmierten Zelltodes
(Abbildung 1). Die Aufgabe von p53 ist jedoch nicht nur die
Wechselwirkung mit der DNA – es ist auch im Zytosol an der
Einleitung der Apoptose beteiligt (siehe Abschnitt 6.3).

Das p53-Protein ist das zentrale Signalsystem, �ber das
Dutzende (oder vielleicht Hunderte) von Proteinen mitein-
ander verbunden sind. Ein Signal wird oft �ber eine Kaskade
von drei oder mehr Proteinen an p53 weitergeleitet, was die
direkte In-vitro-Analyse von p53 und (aktivierenden) Part-
nerproteinen oft erschwert. Zus)tzlich verschieben sich die
Knoten und die Verbindungen zwischen diesen Knoten des
Netzwerkes bei mehreren Formen von zellul)ren Sch)den.
Deshalb ist eine direkte Verbindung zwischen p53 und einem
bestimmten Signal nicht einfach zu ermitteln.

2. Struktur und Stabilit�t von p53

Wie f�r ein Schl�sselprotein der Regulierung zu erwarten,
ist die normale Konzentration von p53 sehr niedrig und wird
von mehreren unabh)ngigen Mechanismen reguliert (siehe
Abschnitt 4).[12] Zus)tzlich zur Regulation von p53 durch

Jeden Tag mutiert die DNA einer jeden Zelle im menschlichen
K�rper – sogar in Abwesenheit von Onkogenen oder extremer
Strahlung – tausende Male. Viele dieser Mutationen w,rden zu
Krebs und schließlich zum Tod f,hren. Um dem entgegenzuwir-
ken, haben vielzellige Organismen ein effizientes Kontrollsystem
mit dem Tumorsuppressorprotein p53 als dem zentralen Element
entwickelt. Ein intaktes p53-Netzwerk gew6hrleistet, dass DNA-
Sch6den fr,hzeitig entdeckt und repariert werden. Die Bedeutung
von p53 f,r die Pr6vention von Krebs wird dadurch deutlich, dass
p53 in mehr als 50% aller menschlichen Tumoren inaktiviert
vorliegt. Aus diesem Grund ist p53 eines der am intensivsten un-
tersuchten Proteine. Trotz der großen Anstrengungen, die unter-
nommen wurden, um dieses Protein zu charakterisieren, sind seine
Struktureigenschaften und komplexen Funktionen bisher nur
teilweise aufgekl6rt. Dieser Aufsatz behandelt vorrangig grund-
legende Konzepte und j,ngste Fortschritte f,r das Verst6ndnis der
Struktur und Regulierung von p53, unter besonderer Ber,cksich-
tigung neuer Therapieans6tze.
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andere Proteine ist die strukturelle Stabilit)t von p53 selbst
von großer Bedeutung f�r seine Funktion. Interessanterweise
zeigte sich, dass p53 ein labiles Protein mit einer kurzen
Halbwertszeit ist.

2.1. Die Dom�nenstruktur von p53

Das humane p53-Gen[13–15] kodiert f�r ein Protein von 393
Aminos)uren, die in einer modularen Struktur aus vier
funktionellen Dom)nen angeordnet sind (Abbildung 2A).

Die aminoterminale Dom)ne (NTD) umfasst
die Transkriptionsfunktion von p53 (Amino-
s)uren 1–42) und eine Prolin-reiche SH3-
Zielregion (Aminos)uren 60–97). Den gr�ßten
Teil des Proteins macht die DNA-bindende
Dom)ne von p53 aus (DBD; Aminos)u-
ren 102–292), auch bekannt als Core-Dom)ne.
Diese Dom)ne ist verantwortlich f�r die spe-
zifische DNA-Bindung von p53. Die große
Mehrheit der p53-Mutationen findet sich in
dieser Dom)ne (siehe Box 2). Daran schließt
sich die Tetramerisierungsdom)ne an (TD;
Aminos)uren 323–365), gefolgt von der carb-
oxyterminalen Regulierungsdom)ne (RD;
Aminos)uren 360–393). F�nf Regionen von
p53 sind in allen vielzelligen Organismen
hochkonserviert. Diese (13–26, 117–142, 171–
181, 234–250, 270–286) entsprechen allerdings
keinen stabil gefalteten Abschnitten (Abbil-
dung 2A).[16,17]

2.1.1. Die aminoterminale Dom�ne (NTD)

Die aminoterminale Dom)ne von p53 be-
steht aus zwei Teilen, der Transkriptionsakti-
vierungsregion und der SH3-Zielsequenz.
Diese Prolin-reiche Region wird von Protei-
nen erkannt, die SH3-Dom)nen (Src-Homo-
logy-3-Dom)ne) enthalten. SH3-Dom)nen
sind ungef)hr 60 Aminos)uren lang und
wurden zuerst als konservierte Sequenzen im
nicht katalytischen Teil mehrerer zytoplasma-

tischer Tyrosinkinasen wie Abl und Src identifiziert. Sie
werden in Proteinen gefunden, die an Prolin-reiche Peptide in
ihren Bindungspartnern binden und dadurch die Substrat-
spezifit)t der Tyrosinkinasen erh�hen.[18] Die SH3-Zieldo-
m)ne von p53 enth)lt f�nf Kopien der Aminos)uresequenz
PXXP, von denen man annimmt, dass sie eine wichtige Rolle
f�r die apoptotischen Funktionen von p53 spielen (siehe
Abschnitt 6.1).[19–21]

Mehrere Proteine der Transkriptionsmaschinerie binden
an die Transkriptionsaktivierungsdom)ne von p53 und akti-
vieren die Expression verschiedener Zielgene.[22–24] Negative
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Abbildung 1. Vereinfachte Darstellung des p53-Pfades. p53 nimmt eine Reihe von Signalen auf, die
den Status der Zelle widerspiegeln. Am wichtigsten ist dabei die Erkennung von DNA-Sch�den.
p53 induziert nach Aktivierung je nach eingehendem Signal verschiedene Gene mit unterschiedli-
chen Auswirkungen auf die Zelle. Mdm2 ist ein negativer Regulator von p53 (siehe Ab-
schnitt 4.3.1).
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Regulatoren von p53 wie Mdm2
(siehe Abschnitt 4.3), das Hepati-
tis-B-Virus-X-Protein Hbx[25] oder
das Adenovirus-E1B-Protein bin-
den an dieselbe Stelle in der
NTD.[26–29] Die Wechselwirkung mit
Proteinen, die die Transkriptions-
aktivit)t und die Halbwertszeit von
p53 regulieren, scheint durch post-
translationale Modifizierungen wie
Phosphorylierung der aminotermi-
nalen Dom)ne beeinflusst zu
werden (siehe Abschnitt 4.1).[30, 31]

Die aminoterminale Dom)ne
von p53 ist unstrukturiert.[32–34] Auf
der Ebene der Prim)rstruktur zeigt
die NTD die typische Aminos)u-
rezusammensetzung von „nativ
entfalteten Proteinen“ oder „in-
trinsisch unstrukturierten Protei-
nen“ (IUP).[33] In IUPs wird die
Bildung von Sekund)rstrukturele-
menten und hydrophoben Kernbe-
reichen durch die Aminos)urezu-
sammensetzung verhindert.[35,36]

Unstrukturierte Bereiche sind ein
gemeinsames Motiv vieler Tran-
skriptionsfaktoren.[37] Es wurde
gezeigt, dass die Wechselwirkung
zwischen Transkriptionsfaktor und
Zielprotein in einem kleinen Ami-
nos)urebereich der unstrukturier-
ten Region Konformations)nde-
rungen hervorruft, die zu einer er-
h�hten Bindung und einer breiten
Spezifit)t f�r Zielmolek�le
f�hren.[38] Dieses Konzept scheint
auch f�r die eingebaute Transkrip-
tionsfaktordom)ne von p53 zuzu-
treffen, und es wurde gefolgert,
dass in p53 strukturierte und un-
strukturierte Teile synergistisch
zusammenarbeiten.[33] Des Weite-
ren wurde angenommen, dass (ab-
h)ngig von den Partnerproteinen)
mehrere unterschiedliche kurze
Aminos)ureabschnitte lokale Sub-
strukturen bilden k�nnen, wenn sie
mit Partnerproteinen wechselwir-
ken, und auf diese Weise eine
Vielzahl unterschiedlicher Binde-
motive erzeugen. K�rzlich wurde der nativ unstrukturierte
Teil von p53 f�r neuartige Biosensoren genutzt. Die Insertion
von Zufallspeptiden erzeugte Varianten, die durch neue Ef-
fektoren spezifisch um das Hundertfache aktiviert wurden.
Dies l)sst darauf schließen, dass das molekulare Erken-
nungsmuster von IUPs relativ leicht manipuliert und in mo-
lekularen Biosensoren genutzt werden kann.[39]

2.1.2. Die DNA-Bindedom�ne (DBD)

Die zentrale „Kernregion“ von p53, die sequenzspezifi-
sche DNA-Bindedom)ne (DBD; Aminos)uren 102–292), ist
von entscheidender Bedeutung f�r die DNA-Bindung des
gesamten Proteins. Kber 90% aller tumorigenen Mutationen
finden sich in diesem Teil des Proteins (siehe Box 2). Die
DBD ist )ußerst resistent gegen proteolytischen Verdau und

Abbildung 2. A) Die Organisation der p53-Dom�nen: Die aminoterminale Transaktivierungsdom�ne (NTD) ist
nativ entfaltet und wechselwirkt mit Komponenten der Transkriptionsmaschinerie; sie enth�lt auch die Mdm2-
Bindestelle. In der zentralen DNA-Bindedom�ne (DBD oder Core-Dom�ne) findet man 95.1% aller Krebs-asso-
ziierten Mutationen. Die carboxyterminale Region von p53 enth�lt eine Tetramerisierungsdom�ne (TD) und
eine Regulationsdom�ne (RD). B) Hot-Spot-Mutationen in der DBD. DNA-Kontakt-Mutanten sind in Rot darge-
stellt, strukturelle Mutationen in Gr1n. Die Aminos�uren, die f1r die kooperative Bindung an DNA verantwort-
lich sind, werden in Grau gezeigt. Durch die Gitterdarstellung wird die r�umliche Anordnung verdeutlicht.
PDB-Code: 1TSR. C) Die Kristallstruktur der DBD. Die DNA-bindende Dom�ne von p53 (blau) ist an die Kon-
sensus-DNA-Sequenz (orange) gebunden. PDB-Code: 1TSR. D) Koordination des Zink-Atoms. Das wichtige
Zn2+-Ion (orange) ist zwischen einem Histidinrest (gr1n) und drei Cysteinresten (blau) gebunden. E) Die Tetra-
merisierungsdom�ne von p53. Vier TDs bilden ein Dimer von Dimeren (orange/blau). PDB-Code: 1OLG.
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eine der stabilsten Regionen in p53.[40,41] Eine ausf�hrlichere
Betrachtung der strukturellen und funktionellen Eigen-
schaften dieser Dom)ne wird in Abschnitt 3 gegeben.

2.1.3. Die Tetramerisierungsdom�ne (TD)

Die Quart)rstruktur von p53 wird durch eine definierte
Tetramerisierungsdom)ne vermittelt.[42, 43] Der tetramere
Zustand ist f�r die DNA-Bindung und f�r die Affinit)t von
p53 f�r spezifische Konsensus-DNA von Bedeutung.[44] Die
isolierte Tetramerisierungsdom)ne ist, verglichen mit dem
Rest des Proteins, bemerkenswert stabil (siehe Ab-
schnitt 2.2).[45–47]

Die Analyse der NMR- und Kristallstrukturen der iso-
lierten Tetramerisierungsdom)ne (Abbildung 2E) zeigt, dass
sich das Tetramer aus einem Dimer von Dimeren zusam-
mensetzt.[48–50] Die isolierte TD von p53 dimerisiert �ber
einen Kbergangszustand, in dem die prim)ren Dimere voll-
st)ndig gefaltet sind, die Wechselwirkung zwischen den Di-
meren aber nur partiell ausgebildet ist.[47]

Es scheint ein Gleichgewicht zwischen Dimeren und Te-
trameren in L�sung zu geben, wobei die Gegenwart von
spezifischer p53-DNA-Bindesequenz die Tetramerisierung
von p53 sehr stark beg�nstigt.[51] Umgekehrt ist die F)higkeit
der DBD, bei DNA-Bindung Dimere zu bilden, wichtig f�r
die Funktion von p53 (siehe Abschnitt 3). Eine k�nstliche
Variante von p53 mit speziellen Punktmutationen in der TD
bildet keine Tetramere mehr. Stattdessen kommt diese Mu-
tante als Dimer vor, das etwa die H)lfte der DNA-Bindeak-
tivit)t des Wildtypproteins aufweist.[52] Der Kooperativit)t
bei der DNA-Bindung der DBD (siehe Abschnitt 3) folgt also
eine zweite Kooperativit)t bei der Bildung tetramerer Kom-
plexe durch die TD.

2.1.4. Die regulatorische Dom�ne (RD)

Die carboxyterminale regulatorische Dom)ne (RD) ist
mit der Tetramerisierungsdom)ne �ber eine basische Linker-
Region verbunden. Dieser Linker enth)lt die Kernlokalisie-
rungssequenz von p53.[53] Aufgabe der RD ist, wie schon der
Name impliziert, die Regulierung des Proteins.[54] Diese kurze
Dom)ne scheint einen negativen Einfluss auf die spezifische
DNA-Bindung des Gesamtproteins zu haben; allerdings
konnte durch NMR-Titrationsexperimente keine direkte
Bindung zwischen der carboxyterminalen Region und der
DBD nachgewiesen werden.[55] So ist der Effekt der RD auf
die sequenzspezifische DNA-Bindungsf)higkeit von p53
immer noch r)tselhaft.

Zus)tzlich kann die carboxyterminale Regulationsdom)-
ne auch selbst unspezifisch an DNA binden. Posttranslatio-
nale Modifizierung wie Phosphorylierung und Acetylierung
in dieser Dom)ne stabilisieren und aktivieren p53.[56,57]

Ohnliche Effekte erzielte man durch die Bindung von ande-
ren Proteinen wie spezifischen Antik�rpern oder durch die
Bindung von unspezifischer cDNA an die RD.[58,59] Man
glaubt, dass diese Wechselwirkungen oder Modifizierungen
Konformations)nderungen bewirken, die die sequenzspezifi-
sche Bindung an Konsensus-DNA beeinflussen.[60,61] Dieser
Aspekt wird in Abschnitt 4.2 genauer er�rtert.

2.2. Die Stabilit�t von p53

p53 hat eine sehr hohe Umsatzrate (die Halbwertszeit
betr)gt weniger als 20 min), weshalb es in der Zelle nur ge-
ringe Mengen an aktivem Protein gibt (siehe Ab-
schnitt 4.3.1).[62] Mehrere Mechanismen kontrollieren den
Spiegel an p53 und halten ihn aufrecht. Speziell die Wech-
selwirkungen mit Kinasen (siehe Abschnitt 4.1), Chaperonen
(siehe Abschnitt 5) und dem Antagonisten Mdm2 (siehe
Abschnitt 4.3) sind von Bedeutung. Außer der Wechselwir-
kung mit regulatorischen Proteinen sind auch die intrinsi-
schen Struktureigenschaften von p53 entscheidend f�r die
Stabilit)t und Aktivit)t des Proteins.[32, 33] Isoliertes, tetrame-
res p53 ist ein fragiles Protein, das sehr empfindlich gegen
thermische Denaturierung ist. In vitro entfaltet sich das
Protein spontan bereits bei physiologischen Temperatu-
ren,[63,64] und es aggregiert schnell bei Temperaturen �ber
40 8C.[65]

Der Verlust an Terti)r- und Sekund)rstruktur wird von
dem Verlust an DNA-Bindeaktivit)t begleitet.[63,65,66] Kber-
raschenderweise unterscheiden sich die Stabilit)ten der ein-
zelnen Dom)nen stark von der des gesamten Proteins.
Sowohl die isolierte DBD als auch die TD sind stabiler als das
Volll)ngenprotein.[32] Wie k�rzlich gezeigt wurde, kann die
NTD von p53 als ein intrinsisch unstrukturiertes Protein
klassifiziert werden.[33] Dementsprechend hat diese Dom)ne
nur geringen Einfluss auf die Stabilit)t des Gesamtproteins.[32]

Bis heute gibt es nur wenige Informationen �ber die Struk-
tureigenschaften der RD (siehe Abschnitt 2.1.4). Diese
Dom)ne scheint, sofern sie nicht modifiziert ist, weitgehend
unstrukturiert zu sein. Phosphorylierung und/oder Mutatio-
nen in diesem Bereich erh�hen die Stabilit)t des Volll)n-
genproteins.[67–69] Als Antwort auf DNA-Sch)den erh�ht z.B.
Phosphorylierung von Serin 392 die Stabilit)t des Proteins
und aktiviert p53 (siehe Abschnitt 4.1).

Somit ist offensichtlich, dass in p53 unstrukturierte und
strukturierte Teile synergistisch zusammenwirken und so die
Aktivit)t des gesamten Proteins beeinflussen. Da das isolierte
unmodifizierte Protein nicht in der Lage ist, seine strukturelle
Integrit)t bei physiologischen Temperaturen aufrecht zu er-
halten,[32,65] stellt sich die Frage, wie p53 in vivo aktiv sein
kann. Es ist wahrscheinlich, dass Wechselwirkungen mit an-
deren Proteinen wesentlich f�r das Kberleben von p53 sind.
In diesem Zusammenhang wurde k�rzlich gezeigt, dass das
Chaperon Hsp90 (siehe Abschnitt 5.3) von großer Bedeutung
f�r die Stabilit)t und Integrit)t von p53 in vitro[65, 66,70] und in
vivo[66,71,72] ist. Die aktuelle Sichtweise ist, dass p53 sich als
extrem labiles Protein entwickelt hat, damit seine Aktivit)t
und Menge in der Zelle streng reguliert werden k�nnen.

3. DNA-Bindung von p53

Ein grunds)tzliches Verst)ndnis der DNA-Bindeeigen-
schaften von p53 l)sst sich aus der Kristallstruktur DNA-ge-
bundener DBD und durch NMR-spektroskopische Studien
der DNA-Wechselwirkung (Abbildung 2C) gewinnen. Al-
lerdings bindet in der Kristallstruktur nur eine der drei DBDs
in der asymmetrischen Einheit an DNA,[96] w)hrend f�r die
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Funktion von p53 die Dimerisierung und Tetramerisierung
ben�tigt wird. Die DBD besteht aus einem vierstr)ngigen und
einem f�nfstr)ngigen antiparallelen b-Faltblatt und einem
Schleife-Faltblatt-Helix-Motiv, das eine Schleife (Reste 113–
123), ein dreistr)ngiges Faltblatt und eine a-Helix (Reste
278–286) umfasst. Eine zweite Schleife (Reste 164–194), die
von einer kurzen Helix unterbrochen wird, sowie eine dritte
Schleife (Reste 237–250) werden durch ein Zinkion stabili-
siert,[96,97] das durch drei Cysteinreste und einen Histidinrest
koordiniert ist (Abbildung 2D).

Mehr als 500 DNA-Bindeloci wurden bisher f�r p53 zu-
verl)ssig identifiziert.[98] p53 bindet spezifisch an eine palin-
drome, doppelstr)ngige DNA-Promotor-Konsensus-Sequenz,
die durch bis zu 13 Basenpaare von einer zweiten Kopie ge-
trennt sein kann (Abbildung 3). Ein stabiler p53-DNA-
Komplex enth)lt ein Tetramer p53, das an ein vollst)ndiges
Erkennungselement bindet. Die Bindung von p53 verursacht
eine Biegung und Drehung der gebundenen DNA.[99,100] Es
wurde gezeigt, dass die C2-Symmetrie der spezifischen DNA-
Bindung des Dimers und die D2-Symmetrie der TD ohne
Bruch der Symmetrie nur durch die Bindung des Tetramers
an zwei Str)nge in gegens)tzlicher Richtung erkl)rt werden
kann.[55] Da das Erkennungselement in der DNA palindro-
misch vorliegt, scheint die Bindung nicht konsekutiv entlang
der Sequenz (wie meist angenommen), sondern eher an zwei
entgegengesetzte Str)nge eines einzelnen DNA-Molek�ls,
das seine Richtung ge)ndert hat, zu erfolgen. Interessanter-
weise bindet p53 mit h�herer Affinit)t an die Erkennungs-
elemente von Genen, die an der Zellzykluskontrolle beteiligt
sind, als an Gene, die an der Apoptose beteiligt sind. Dies
l)sst vermuten, dass die Regulation der Transkriptionsakti-
vit)t auf Basis der Erkennungselemente der p53-Zielgene
erfolgt.[101] Eine k�rzlich ver�ffentlichte NMR-spektroskopi-
sche und Mutationsstudie des gesamten p53-Proteins l)sst
darauf schließen, dass es eine bislang uncharakterisierte
Wechselwirkung zwischen den DBDs im tetrameren Kom-
plex gibt.[102] Es wurde ein Modell vorgeschlagen, nach dem
das ligandenfreie Tetramer eine offenere Bindestelle aufweist
als die DNA-gebundene Form, da die Bindung von DNA eine
Drehung um 708 notwendig macht, um die bekannte Protein-
Protein-Kontaktfl)che zu bilden. Gegenw)rtig gibt es jedoch
keine Kristallstruktur von tetramerem, an DNA gebundenem
Volll)ngen-p53 – m�glicherweise wegen der großen Flexibi-
lit)t des Proteins.

In L�sung ist die DNA-Bindung der DBD hoch koope-
rativ,[55,99,103–105] sogar wenn ein Kberschuss an DNA vorhan-
den ist.[106] Mehrere Berichte diskutieren Interdom)nenkon-
takte in p53.[96, 107–111] Die Wechselwirkungen, die in den
Kristallstrukturen der p53-DBD beobachtet wurden, sind

h�chstwahrscheinlich Packungsartefakte, die mit der koope-
rativen DNA-Bindung, wie sie im nativen p53-DNA-Kom-
plex vorkommt, nicht vereinbar sind.[112] Mit NMR-Experi-
menten wurde eine Dimerisierungsstelle in der DBD in Ge-
genwart von DNA ausgemacht.[55,106] Es war schon fr�her
gezeigt worden, dass die DBD des homologen p63 (siehe
Box 1) nicht kooperativ an die Konsensus-DNA bindet,[105]

obwohl p53 und p63 eine )hnliche Tetramerisierungsdom)ne
enthalten (siehe Abschnitt 2.1.3),[48–50] Tetramere bilden und
spezifisch an DNA binden.[113]

In p53 wird die Dimerisierung durch
eine doppelte Salzbr�cke innerhalb der
DBD stabilisiert (Abbildung 4).[108] In der
p63- und p73-DBD gibt es diese nicht, und
es fehlt die beschriebene Kooperativit)t
bei der DNA-Bindung. Diese Dimerisie-
rung ist unabh)ngig von der Tetramerisie-
rung von Voll)ngen-p53.[103] Einer Mutati-
onsanalyse der Dimerkontaktfl)che zufol-
ge sind die Reste E180 und R181 von p53

Box 1: p53-Familienmitglieder: p63, p73
20 Jahre nach der Entdeckung des p53-Tumorsuppressorgens haben
Kaghad und Mitarbeiter von der Existenz eines weiteren Familienmit-
glieds im Menschen, genannt p73, berichtet,[73] und ein Jahr sp�ter
wurde mit p63 ein weiteres Homologes identifiziert.[74] Alle Mitglieder
der p53-Familie haben die gleiche modulare Architektur mit einer ami-
noterminalen Transaktivierungsdom�ne, einer DNA-Bindedom�ne, ge-
folgt von einer Tetramerisierungsdom�ne und einer regulatorischen
carboxyterminalen Dom�ne.[75, 76]

W�hrend p53 nur einen einzigen Promotor aufweist, haben p63 und
p73 je zwei Promotoren, woraus verschiedene Isoformen und Spleiß-
varianten resultieren.[77,78] Mehrere Isoformen von p63 und p73 haben
eine konservierte carboxyterminale Dom�ne von mehr als 100 Resten,
die es in p53 nicht gibt. Einige dieser Isoformen enthalten so genannte
SAM-Dom�nen in dieser Region.[79–81] „Sterile alpha motif“(SAM)-Do-
m�nen sind daf1r bekannt, mit anderen SAM-Dom�nen Oligomere zu
bilden. Daher k'nnen durch SAM-Wechselwirkungen große Protein-
Komplexe in Zellen gebildet werden. Dar1ber hinaus kann die SAM-
Dom�ne von p73 an Lipidmembranen binden.[82]

Ein anderer bemerkenswerter Unterschied zwischen p53 und seinen
Homologen betrifft ihren Abbau, der durch Mdm2 induziert wird (siehe
Abschnitt 4.3). Im Unterschied zu dem kurzlebigen p53-Protein, das
durch Mdm2-vermittelte Ubiquitinierung und Abbau durch das Protea-
som reguliert wird, f1hrt die Wechselwirkung zwischen p73 mit Mdm2
zur Inaktivierung und zur Apoptose, aber nicht zum Abbau von p73
durch das Proteasom.[83,84] Qberraschenderweise bindet Mdm2 nicht an
p63.[85]

p63 und p73 funktionieren bei der Aktivierung der Transkription wie
p53. NMR-Untersuchungen der DBD von p63 ergaben eine Faltung
�hnlich der von p53 in dieser Region.[86] Wegen der strukturellen Rhn-
lichkeit wurde erwartet, dass die Funktionen von p63 und p73 hinsicht-
lich der Unterdr1ckung von Tumoren, Induktion der Apoptose und
Kontrolle des Zellzyklus auch vergleichbar zu jener von p53 sind.[87, 88]

Anders als p53-k.o.-M�use entwickeln p63- und p73-k.o.-M�use keine
spontanen Tumoren.[89] p53 ben'tigt allerdings bei der Antwort auf ver-
schiedene Stressoren (Wirkstoffe, g-Bestrahlung) p73 genauso wie p63,
um die Apoptose einzuleiten.[90] Homologe von p53 wurden in allen
bislang untersuchten vielzelligen Organismen gefunden, einschließlich
C. elegans und D. melanogaster.[91–95] Dies beweist, dass eine effiziente
Tumorsuppression in allen vielzelligen Organismen essenziell ist.

Abbildung 3. Die DNA-Konsensus-Sequenz von p53. p53 bindet spezifisch an zwei Kopien
einer doppelstr�ngigen DNA-Promotor-Konsensus-Sequenz, die bis zu 13 Basenpaare von-
einander entfernt sein k'nnen.
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f�r die Kooperativit)t verantwortlich.[108] Im homologen p63
ist die in p53 hochkonservierte Aminos)ure R181 durch einen
Leucinrest ersetzt, was wahrscheinlich der Grund f�r das
beobachtete Ausbleiben von selektiver und kooperativer
DNA-Bindung der isolierten p63-DBD ist.[55] Diese Befunde
st�tzen die Idee, dass die zus)tzliche Dimerisierungskon-
taktfl)che der DBD haupts)chlich aus zwei intermolekularen
E180-R181-Salzbr�cken zwischen den beiden Monomeren
besteht (Abbildung 4), in Kbereinstimmung mit einem C2-
symmetrischen Modellkomplex, wie von Lebrun et al.[111] und
Klein et al.[55,108] vorgeschlagen.

K�rzlich wurde die Kristallstruktur des an DNA gebun-
denen DBD-Dimers publiziert.[114] Die m�gliche Rolle der
identifizierten Dimerkontaktfl)che f�r die Funktion von p53
wird auch durch die nat�rlich vorkommenden E180K-[115,116]

und R181X-Mutationen[117] unterstrichen, die mit dem Li-
Fraumeni-Syndrom, einer seltenen, autosomal dominanten
Erbkrankheit, die zu fr�hzeitiger Krebserkrankung f�hrt,
assoziiert sind.[116,118] Diese Art von onkogenen Mutationen
kann nicht den bislang identifizierten großen Klassen von
p53-Mutanten zugeordnet werden (siehe Abschnitt 3).[97] Sie
stellt eine neue Klasse von p53-Mutationen dar, bei der p53-
Aktivit)t wegen einer reduzierten Kooperativit)t der DNA-
Bindung unterdr�ckt wird.[108] Es ist interessant, dass dieselbe
Bindestelle der DBD, die f�r die Bindung an DNA verant-
wortlich ist, auch f�r die Bindung an Bcl2 im mitochondrialen
Apoptoseweg (siehe Abschnitt 6.3) genutzt wird.[119]

Die meisten an Krebs beteiligten p53-Mutationen und
nahezu alle Hot-Spot-Mutationen (siehe Box 2) finden sich in
der DBD.[120–122] Dies belegt die Bedeutung von korrekter
DNA-Erkennung und -Bindung f�r die transkriptionale Ak-
tivierung von Zielgenen.[7,123] Die Hot-Spot-Aminos)uren
R273 und R248 kontaktieren direkt die große und die kleine
Furche gebundener DNA (Abbildung 2B), und die verblei-
benden vier Hot-Spot-Mutationen sind an der Stabilisierung
der umgebenden Struktur �ber ein Netzwerk von Wasser-
stoffbr�cken beteiligt. Es gibt also drei Klassen von Muta-
tionen, die die Bindung an DNA verhindern: 1) Mutationen,

die an direkten DNA-Kontakten beteiligt sind, 2) Mutatio-
nen, die die strukturelle Integrit)t der DNA-Binderegion
destabilisieren und/oder die globale Entfaltung der DBD
verursachen – beide resultieren im Verlust der DNA-Binde-
affinit)t[97] – und 3) Mutationen in der Helixregion, die die
kooperative Bindung verhindern.[108]

K�rzlich wurde vorgeschlagen, dass einige p53-Mutanten,
z.B. R175H, nicht nur ihre urspr�ngliche F)higkeit der se-
quenzspezifischen DNA-Bindung verlieren, sondern auch die
F)higkeit erlangen, andere Gene als das Wildtypprotein zu
induzieren oder zu reprimieren.[124] Die molekulare Basis f�r
die transkriptionale Modulation durch mutiertes p53 ist nicht
vollst)ndig verstanden, aber es mehren sich die Hinweise
sowohl in vivo[125] als auch in vitro,[126] dass spezifische
Wechselwirkungen von mutiertem p53 mit DNA eine wich-
tige Rolle spielen. Zudem wurde gefunden, dass mutiertes
p53 Nicht-B-DNA auf eine strukturselektive Weise bindet.
Diese Bindung scheint die Basis f�r die selektive Transkrip-
tionsaktivit)t zu sein.[126]

W)hrend die Spezifit)t der DBD f�r Promotoren von
p53-Zielgenen belegt ist, bindet die RD mit hoher Affinit)t
an eine große Vielzahl von DNA-Strukturen, einschließlich
kurzer Einzelstr)nge und bestrahlter DNA.[127, 128] Diese Ei-
genschaft der RD wird im Abschnitt 4.2 n)her ausgef�hrt.

4. Regulierung von p53

4.1. Posttranslationale Modifikationen

Wegen seiner m�glichen Toxizit)t f�r nicht-tumorigene
Zellen wird die Aktivit)t von p53 unter physiologischen Be-
dingungen streng kontrolliert. Erst auf zellul)re Stresssignale
hin wird p53 aktiviert und akkumuliert in seiner aktiven
Form. Die Regulierung und Aktivierung von p53 erfolgt
mittels verschiedener Partnerproteine und mehrerer post-
translationaler Mechanismen.[132–134]

4.1.1. Phosphorylierung

p53 enth)lt 17 Serin- und Threoninreste als m�gliche
Phosphorylierungsstellen. Diese befinden sich in der amino-
terminalen Dom)ne, der carboxyterminalen Dom)ne und der
DBD. Dabei scheint keiner der Tyrosinreste phosphoryliert
zu werden.[133, 135] Die wichtigsten Signaltransduktionswege
werden durch die ATM- und ATR-Kinasen vermittelt. Die
ATM-Kinase (ATM=Ataxia-telangiectasia-mutiertes Gen-
produkt), die durch DNA-Sch)den und ionisierende Strah-
lung induziert wird, aktiviert die nachfolgende Kinase
Chk2.[136] ATM selbst phosphoryliert p53 an Serin 15, w)h-
rend Chk2 Serin 20 phosphoryliert. Beide Modifizierungen
sind nicht nur notwendig, um den Umsatz von p53 herabzu-
setzen, sie erh�hen auch seine Affinit)t f�r spezifische Pro-
motorsequenzen.[137] ATR (ATM- und Rad3-verwandte Pro-
teinkinase) phosphoryliert p53, zusammen mit der nachge-
schalteten Kinase Chk1, an verschiedenen Stellen als Ant-
wort auf UV-induzierte Sch)den.[138]

Generell wird die Phosphorylierung von p53 in der amino-
und der carboxyterminalen Dom)ne als Folge von zellul)rem

Abbildung 4. Die Ber1hrungsfl�che („Interphase“) der Protein-Dimeri-
sierung. Modell des f1r die kooperative Bindung wichtigen Teils, der
durch eine doppelte intermolekulare Salzbr1cke zwischen E180 (�)
und R181 (+) stabilisiert wird. Die Abbildung ist angelehnt an die
Struktur mit dem PDB-Code 1TSR (nach Klein et al.).[55]
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Stress induziert, z.B. bei DNA-Sch)den oder der Aktivierung
von Onkogenen. Sie f�hrt oft zur Stabilisierung (thermody-
namische Stabilisierung von p53 und verringerte Abbaurate)
und der Aktivierung von p53.[133,135] Es gibt jedoch auch Be-
richte, dass die Phosphorylierung von p53 nicht f�r dessen
Aktivierung erforderlich ist.[139, 140]

4.1.2. Acetylierung

Diese Modifizierung stellt einen weiteren wichtigen Me-
chanismus f�r die Regulierung und Aktivierung von p53 dar
und betrifft verschiedene Lysinreste in der carboxyterminalen
Dom)ne.[133,141–143] DNA-Sch)den und Phosphorylierung
k�nnen eine Kaskade von Acetylierungsereignissen induzie-
ren, wodurch Histon-Acetyl-Transferasen die Transkripti-

onsaktivit)t von p53 regulieren.[144,145]

Die Desacetylierung von p53 wird
durch Histon-Desacetylasen vermit-
telt.[146–148]

4.1.3. Ubiquitinierung

Die Halbwertszeit von p53 wird
durch Ubiquitinmodifizierung von p53
an Lysinresten der carboxyterminalen
Region und nachfolgenden Abbau �ber
den Proteasomweg reguliert.[149] Die
Hauptkomponente f�r die Ubiquitinie-
rung von p53 ist sein Antagonist Mdm2,
der zugleich E3-Ligase und Onkopro-
tein ist.[150] Diese Wechselwirkung re-
sultiert in einer negativen R�ckkopp-
lungsschleife zwischen p53 und Mdm2
(siehe Abschnitt 4.3).[151–153] Es wurde
vorgeschlagen, dass niedrige Konzen-
trationen an Mdm2 Monoubiquitinie-
rung induzieren und Kernexport von
p53 bewirken, wogegen hohe Konzen-
trationen an Mdm2 die Polyubiquiti-
nierung von p53 und dessen Abbau im
Kern f�rdern (siehe Abschnitt 4.3)[154]

Ubiquitiniertes p53 kann direkt durch
die Herpesvirus-assoziierte Ubiquitin-
spezifische Protease desubiquitiniert
werden.[155,156] K�rzlich wurden zus)tz-
liche p53-spezifische Ubiquitinligasen
identifiziert.[157–160] Dies legt nahe, dass
die Regulation des Abbaus von p53
weitaus komplizierter als bisher ange-
nommen ist.

4.1.4. Sumoylierung

Außer durch Ubiquitinierung kann
p53 auch durch die Modifizierung von
Lysinresten in der carboxyterminalen
Dom)ne mit dem „small ubiquitin-re-
lated modifier 1“ (SUMO1)[161–163] und
durch NEDD8 reguliert werden.[164,165]

Die Modifizierungen, die bisher diskutiert wurden,
scheinen allerdings noch nicht das vollst)ndige Bild wieder-
zugeben. So wurden mehrere neue Modifizierungen, wie
Glycosylierung[166] und ADP-Ribosylierung,[167] gefunden. Es
sind jedoch noch weitere Analysen notwendig, um ihre Be-
deutung f�r die Regulierung von p53 aufzukl)ren.

4.2. Funktionen der regulatorischen Dom�ne

Erste Untersuchungen ergaben, dass die basische, 30
Aminos)uren lange Region am carboxyterminalen Ende von
p53 einen starken regulierenden Einfluss auf die F)higkeit
der DBD hat, spezifisch an ihre Konsensus-DNA zu
binden.[42] Es gibt mehrere M�glichkeiten, den negativen

Box 3: „Mutantes p53“
Der Ausdruck „mutantes p53“ verweist oft auf die funktionelle Konformation des Proteins. Mu-
tantes p53 kann nicht an seine Konsensus-DNA binden und ist deshalb inaktiv. Urspr1nglich
wurde der Begriff gepr�gt, weil Antik'rper gefunden wurden, die zwischen der aktiven und der
„mutanten“ Konformation, unabh�ngig von der Prim�rstruktur von p53, unterscheiden konn-
ten.[129] Sp�ter stellte sich heraus, dass die meisten Punktmutationen zur thermodynamischen
Destabilisierung der DBD f1hren. Abgesehen von den DNA-Kontaktmutanten, die sich direkt auf
die DNA-Bindung auswirken, ver�ndern die meisten anderen Mutationen die allgemeine Konfor-
mation der DBD[130] und inaktivieren dadurch das gesamte Protein. Von einigen dieser inaktiven
p53-Mutanten nimmt man an, dass sie unter bestimmten Bedingungen zumindest einen Teil der
Aktivit�t wiedererlangen k'nnen, wobei sie eine nativ�hnliche aktive Konformation einneh-
men.[131] Der Wechsel zwischen einer aktiven Wildtypkonformation und einer inaktiven mutanten
Konformation kann durch bestimmte Molek1le (siehe Abschnitt 7.1), Temperatur und Chaperone
(siehe Abschnitt 5) reguliert werden.

Box 2: Mutationen in p53
Intaktes p53 ist von zentraler Bedeutung f1r die Einleitung von Antworten auf zellul�ren Stress
in vielzelligen Organismen, weshalb Mutationen in p53 oft sch�dlich f1r die Zelle sind. Wenn
eine bestimmte p53-Mutation die Aktivit�t von p53 aus dem Gleichgewicht bringt, kann die Zelle
nicht mehr auf zellul�ren Stress reagieren, und die Tumorbildung wird gef'rdert. Heute sind
mehr als 20000 verschiedene Mutationen von p53 bekannt.[116] Die meisten dieser Mutationen
(>95%) sind in der DBD von p53 lokalisiert. Von speziellem Interesse sind die am h�ufigsten
vorkommenden Hot-Spot-Mutationen R175, G245, R248, R249, R273 und R282 (siehe Ab-
schnitt 3), die ungef�hr ein Viertel aller analysierten p53-Mutationen ausmachen. Der Daten-
satz[116] enth�lt somatische Mutationen, die durch Sequenzierung identifiziert wurden. Dies um-
fasst sowohl Mutationen in menschlichen Tumorproben als auch in menschlichen Zelllinien. Zu-
s�tzlich zu den somatischen Mutationen findet man im Li-Fraumeni-Syndrom, einer seltenen
Krankheit, bei der die H�lfte der Betroffenen vor dem dreißigsten Lebensjahr Krebs bekommen
wird, vererbliche Mutationen.[116,118]
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Effekt der RD auf die DNA-
Bindung aufzuheben: Die
Bindung eines monoklonalen
Antik�rpers (PAb421) an
diese carboxyterminalen
Reste, Phosphorylierung von
Serinresten (S392) oder die
Deletion der gesamten
Region bewirken eine Sti-
mulierung der DNA-Bin-
dungsaktivit)t der DBD.[42,56]

Acetylierung von verschie-
denen Resten in der carb-
oxyterminalen Region f�hrt
zu einer stark erh�hten spe-
zifischen DNA-Bindung der
DBD in vitro[68,145] und in
vivo.[168, 169] Zus)tzlich wurde
vor kurzem gezeigt, dass die
Acetylierung spezifischer
Reste in der carboxytermi-
nalen Dom)ne die unspezifi-
sche DNA-Bindung um den
Faktor 2–3 abschw)cht.
Phosphorylierung von Se-
rin 392 beeinflusste die un-
spezifische DNA-Bindung
von p53 hingegen nicht.

Der genaue Mechanismus
der Aktivierung von latentem
p53 durch posttranslationale Modifizierung wird noch kon-
trovers diskutiert: Nach dem allosterischen Modell von Hupp
et al. beeinflusst die carboxyterminale Region die p53-Kon-
formation so, dass sich das aktive tetramere p53 bildet.[56] Im
Sinne einer negativen Regulierung wurde vorgeschlagen, dass
die RD die DBD in einer inaktiven/latenten Konformation
h)lt, bis aktivierende Modifizierungen wie Phosphorylierung,
Acetylierung, Bindung eines monoklonalen Antik�rpers oder
die komplette Entfernung der carboxyterminalen Dom)ne zu
einem Aufbrechen der Wechselwirkung zwischen diesen
beiden Dom)nen f�hren und es der DBD erm�glichen, eine
aktive Konformation einzunehmen. Eine Neuinterpretation
der experimentellen Daten hat nun ein zweites Modell eta-
bliert, in dem unspezifische DNA-Bindung mit der spezifi-
schen DNA-Bindung der DBD konkurriert.[58, 60]

4.3. Der Antagonist Mdm2

Das zellul)re Onkoprotein Mdm2 (mouse double minute
2; beim Menschen auch Hdm2 genannt)[*] wirkt als Haupt-
regulator des p53-Tumorsuppressorproteins.[5,7, 170] Mdm2
wird in menschlichen Tumoren und Tumorzelllinien hochre-
guliert.[171] Es wurde urspr�nglich als ein Onkoprotein iden-
tifiziert, das an p53 bindet und p53-vermittelte Transaktivie-
rung inhibiert.[172] Die Multidom)nenstruktur von Mdm2
(Abbildung 5A) erm�glicht die weitere Regulierung durch
eine Reihe von Effektorproteinen, die an verschiedene Teile
von Mdm2 binden.

4.3.1. Mdm2 und die p53-Mdm2-R.ckkopplungsschleife (negative
feedback loop)

Mdm2 blockiert die Aktivierung von p53 auf der einen
Seite durch physische Wechselwirkung und auf der anderen
Seite dadurch, dass es p53 f�r den Abbau durch Ubiquiti-
nierung mithilfe seiner E3-Ligase-Funktion markiert. Als
Konsequenz hat p53 eine kurze Halbwertszeit, und die Kon-
zentration an aktivem p53 wird auf einem niedrigen Niveau
gehalten (Abbildung 6). Dar�ber hinaus wird, da das Mdm2-
Gen selbst zwei p53-responsive Elemente in seiner Promo-
torregion enth)lt, die Mdm2-Transkription induziert, wenn
p53 aktiviert wurde. Diese Kopplung ist die Basis f�r eine
negative regulatorische R�ckkopplungsschleife, die die
Konzentration von p53 und Mdm2 in Zellen streng regu-
liert.[173, 174] In Tumoren, die Mdm2 �berexprimieren, ist diese
R�ckkopplungsschleife fehlreguliert, sodass sogar bei Akti-
vierung die Menge an p53 nicht l)nger ausreicht, um die Tu-
morsuppression auszu�ben. Von Antagonisten der p53-
Mdm2-Wechselwirkung wird erwartet, dass sie die onkoge-
nen Konsequenzen der Mdm2-Kberexpression �berwinden
und p53 stabilisieren (siehe Abschnitt 7.3).

Abbildung 5. A) Die Dom�nenstruktur von Mdm2. p53-Bdg.: p53-Bindestelle, NLS: Kernlokalisationssignal,
Zn: Zink-Fingerdom�ne, RING: Ringfingerdom�ne (Zink-bindendes Motiv). B) Kristallstruktur von Mdm2 im
Komplex mit einem p53-Peptid. PDB-Code: 1YCR. C) Kristallstruktur von Mdm2 im Komplex mit dem Inhibi-
tor Nutlin. Die Struktur von Mdm2 ist leicht ver�ndert gegen1ber derjenigen der Apoform. PDB-Code: 1RV1.

[*] Der Begriff Mdm2 wird in diesem Aufsatz ungeachtet des Organis-
mus, aus dem das Protein stammt, verwendet.
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4.3.2. Die p53-Mdm2-Wechselwirkung

Genetische und biochemische Studien grenzten die p53-
Mdm2-Wechselwirkung auf die aminoterminale Dom)ne von
Mdm2 und den aminoterminalen Teil der Transaktivierungs-
dom)ne von p53 (Reste 15–29) ein.[167–169,174–176] Eine Kris-
tallstruktur der aminoterminalen Dom)ne von Mdm2 im
Komplex mit kurzen Peptiden, die aus der aminoterminalen
Dom)ne von p53 stammen (Abbildung 5B), offenbarte die
strukturelle Basis der Wechselwirkung zwischen p53 und
Mdm2:[26] Bei der Bindung an Mdm2 bildet ein Abschnitt aus
acht Aminos)uren innerhalb der unstrukturierten NTD von
p53[33,34] eine amphiphile a-Helix, deren hydrophobe Reste in
eine tiefe hydrophobe Bindetasche von Mdm2 hineinragen.[26]

Die Bindung von Mdm2 inhibiert die Transkriptionsaktivit)t
von p53, weil die Mdm2-Bindestelle von p53 auch f�r die
Wechselwirkung mit Faktoren der Transkriptionsmaschinerie
verantwortlich ist.[177]

Die p53 bindende Dom)ne von Mdm2 zeigt bei Ligan-
denbindung signifikante Ver)nderungen in ihrer Dyna-
mik.[178,179] NMR-spektroskopische Studien der p53-Binde-
dom)ne des humanen Mdm2 (Apo-Mdm2) ergaben, dass die
Reste 16–24 in Mdm2 einen Verschluss bilden, der sich �ber
der p53-Bindetasche schließt und vermutlich hilft, Apo-

Mdm2 zu stabilisieren.[180] Posttranslationale Modifikationen,
z.B. Phosphorylierung am Mdm2-Verschluss, k�nnen die p53-
Mdm2-Wechselwirkung st�ren und zur Stabilisierung von p53
f�hren.[180] Dar�ber hinaus k�nnte der Mdm2-Verschluss
helfen zu kl)ren, wie Mdm2 von seinem engen Homologen
Mdm4 (MdmX) unterschieden werden kann. Mdm4 bindet
p53 und inhibiert dessen transkriptionale Aktivit)t und wirkt
so als ein entscheidender Regulator von p53 in vivo.[180]

Anders als Mdm2 verursacht Mdm4 jedoch keinen Kernex-
port oder Ubiquitinierung und Abbau von p53.[181–184] Die
Sequenz)hnlichkeit von Mdm2 und Mdm4 ist am h�chsten in
der p53-Bindestelle;[27] nicht konserviert ist hingegen der
Mdm2-Verschluss, was vermuten l)sst, dass die Ver)nderun-
gen am Verschluss verantwortlich f�r die Unterschiede in der
Bindung von Mdm2 und Mdm4 an p53 sind.[180]

K�rzlich wurde die Struktur des humanen Apo-Mdm2
durch NMR-Spektroskopie gel�st.[185] Der Vergleich der
Apo-Mdm2-Struktur mit der von Mdm2 im Komplex mit
einem p53-Peptid best)tigte, dass die Bindung des Peptids mit
der Verdr)ngung des flexiblen Verschlusses und einer Ver-
)nderung der Sekund)rstruktur einhergeht. Dar�ber hinaus
wird humanes Mdm2 rigider und stabiler bei der Bindung von
p53.

Abbildung 6. Mdm2-p53-Wechselwirkungen. Aktives p53 induziert das Regulatorprotein Mdm2. Einmalige Ubiquitinierung f1hrt zum Export von
p53 in das Zytoplasma, wogegen mehrfache Ubiquitinierung (die E4-�hnliche Histon-Acetyl-Transferase p300 kann einen einfachen Ubiquitinrest
in einen Poly-Ubiquitin-Baum 1berf1hren)[324] das p53 zum Proteasom dirigiert.[325] Zytoplasmatisches, einfach ubiquitiniertes p53 kann wieder
zur1ck in den Kern transportiert werden, jedoch wird der gr'ßte Teil des Proteins im Proteasom abgebaut. Aktuelle Studien zeigen, dass p53 an
Mitochondrien die Freisetzung von Cytochrom c induziert, was letztlich zur Apoptose f1hrt.
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Kberraschenderweise ist die Oberfl)che der
Bindestelle in der Apoform flach und damit f�r das
Design von niedermolekularen Liganden kaum
geeignet. Der Vergleich der Apo-Mdm2-Struktur
mit der von Mdm2 im Komplex mit einem p53-
Peptid[26] oder mit nichtpeptidischen kleinen Li-
ganden[186,187] best)tigte aber, dass die Bindung
eines Liganden mit einer erheblichen Ver)nderung
der Sekund)rstruktur[185] einhergeht. Daher sollte
man f�r ein rationales Design neuer Liganden
generell die Strukturen des Protein-Ligand-Kom-
plexes als Templat verwenden.

5. Wechselwirkung mit Chaperonen

5.1. /berblick

In den letzten Jahren wurde �ber eine spezifi-
sche Wechselwirkung zwischen p53 und den Cha-
peronen Hsp70 und Hsp90 berichtet. Zusammen
mit dem Befund, dass p53 ein bemerkenswert in-
stabiles und konformativ flexibles Protein ist
(siehe Abschnitt 2.2), weist dies darauf hin, dass
Chaperone (siehe Box 4) ein wichtiges Element
f�r die Regulierung und Aufrechterhaltung des
Pools an aktivem p53 sind.

5.2. Hsp40/Hsp70

Die Hsp70-Hitzeschockproteine sind eine Fa-
milie von ubiquit)r exprimierten Proteinen. Sie
sind ein wichtiger Teil der zellul)ren Maschinerie
der Proteinfaltung[191] und bestehen aus einer
Protein bindenden und einer ATPase-Dom)ne, die
einander beeinflussen.[192] Hsp70 bindet promis-
kuitiv an eine Vielzahl von neu synthetisierten
oder entfalteten Proteinen.[193–196] Die Bindung er-
folgt, ungeachtet der Sekund)r- und Terti)rstruk-
tur, durch Erkennung von hydrophoben Sequen-
zen.[197] ATP-Bindung und Hydrolyse durch Hsp70
sind wichtig, um die Aktivitit)t f�r Substratpro-
teine zu regulieren.

Das Chaperon Hsp70 wurde im Komplex mit mutiertem,
nicht aber mit Wildtyp-p53 gefunden.[198] Weitere Kompo-
nenten dieses Komplexes sind das Chaperon Hsp90 (siehe
Abschnitt 5.3) und das Hsp70-Cochaperon Hsp40.[199,200] Die
Hauptaufgabe von Hsp70 in diesem Zusammenhang scheint
die Regulierung der Translokation von p53 in den Kern und
aus dem Kern zu sein.[201] Nur im Komplex mit mutiertem p53
maskiert Hsp70 die Kernlokalisierungssequenz des Tumor-
suppressorproteins und inhibiert dadurch dessen Import in
den Kern.[202] Das unmaskierte Wildtyp-p53 dagegen ist
immer noch in der Lage, in den Kern zu gelangen und seine
Zielgene zu induzieren oder herunterzuregulieren. Dar�ber
hinaus f�rdert Hsp70 die Akkumulierung von zytosolischem
p53 in bestimmten Tumorzellen.[203] Da zytosolisches p53
dadurch nicht mehr f�r die Proteolyse durch Mdm2 markiert

und abgebaut wird, aggregiert es im Zytosol.[204] Dies hat
einen negativen Einfluss auf die zellul)re Kontrolle von
DNA-Sch)den in diesen Tumorzellen.[205]

W)hrend Hsp70 f�r die Translokation und Akkumulie-
rung von p53 verantwortlich zu sein scheint, erfolgt die Sta-
bilisierung und Aktivierung von p53 durch ein anderes Cha-
peron (siehe Abschnitt 5.3).

5.3. Hsp90

Das Chaperon Hsp90 ist verantwortlich f�r die sp)te
Faltung von fragilen Substratproteinen wie Proteinkinasen
und Transkriptionsfaktoren.[197] Hsp90 ist eines der h)ufigsten
Proteine in Eukaryoten (1–2% des gesamten zellul)ren
Proteins).[206, 207] Es hat eine niedrige ATPase-Aktivit)t[208]

Box 4: Chaperone
Chaperone unterst1tzen andere Proteine dabei, ihre native und aktive Konformati-
on zu erreichen und aufrecht zu erhalten.[188,189] Partiell entfaltete oder fehlgefaltete
Proteine sind oft anf�llig f1r eine unspezifische Aggregation. Die Wechselwirkung
dieser Proteine mit Chaperonen f1hrt zur Unterdr1ckung von Aggregation, und die
Proteine werden in ihren nativen/aktiven Zustand geleitet. Ein konserviertes Merk-
mal der Chaperone ist der Wechsel zwischen hochaffinen und niedrigaffinen Zu-
st�nden f1r die Bindung von Proteinen. In vielen F�llen wird dieser Wechsel durch
ATP-Bindung und Hydrolyse bewirkt. Fast alle Chaperone zeigen erh'hte Expressi-
onsraten unter nichtphysiologischen Bedingungen, wie hohen Temperaturen oder
zellul�rem Stress. Deshalb geh'ren sie zu der Klasse der Hitzeschockproteine
(Hsp).[190] Es gibt mehrere allgemeine Klassen von Chaperonen. Sie haben verwand-
te Funktionen, zeigen aber wenig Homologie in Sequenz und Struktur. Chaperone
erkennen eine große Vielzahl von Proteinen in nichtnativen Zust�nden. Dieses pro-
miskuitive Verhalten zusammen mit der Kooperation verschiedener Chaperone ge-
w�hrleistet die Proteinhom'ostase unter Stressbedingungen. Neben den generellen
Haushaltsfunktionen scheinen Chaperone auch f1r eine zus�tzliche Ebene der Re-
gulation einer Reihe von Signalproteinen verantwortlich zu sein.

Funktionen von Chaperonen. Neu synthetisierte oder ungefaltete Proteine (U)
m1ssen entlang eines bestimmten Weges ihren nat1rlichen gefalteten Zustand (N)
erreichen. Das geschieht oft 1ber spezifische Faltungsintermediate (I). Ohne die Hilfe
von Chaperonen w1rden die partiell gefalteten Proteine meist zur Aggregation (A)
f1hren. Die wesentliche Aufgabe der Chaperone besteht in der Verhinderung der
Aggregation, wodurch das Protein seinen Weg zum nat1rlich gefalteten, aktiven Zu-
stand nehmen kann.
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und besteht aus drei funktionellen Dom)nen.[197] Verschie-
dene niedermolekulare, an Hsp90 bindende Substanzen sind
als m�gliche Tumortherapeutika ausgemacht worden. Diese
Substanzen )ndern indirekt die Aktivit)t zahlreicher Kinasen
und Transkriptionsfaktoren, von denen bekannt ist, dass sie
an der Onkogenese beteiligt sind.[209]

Vor einigen Jahren wurde Hsp90 im Komplex mit mu-
tiertem p53 in Tumorzellen identifiziert.[210–213] Hsp90 scheint
irreversibel an mutiertes oder auf andere Weise inaktiviertes
p53 zu binden, wie mithilfe von In-vitro-Translationsexperi-
menten und durch Immunpr)zipitationen aus humanen Tu-
morzelllinien gezeigt wurde.[71] Die Behandlung dieser Zellen
mit dem Hsp90-Inhibitor Geldanamycin f�hrt zum Abbau
von p53.[71] Geldanamycin l�st Hsp90 vom Mdm2-p53-Kom-
plex, worauf p53 ubiquitiniert und vom Proteasom abgebaut
wird. Hsp90 stabilisiert deshalb p53 indirekt. K�rzlich wurde
nachgewiesen, dass Hsp90 auch Wildtyp-p53 in vivo und in
vitro stabilisiert.[65,66] Die Bindung an das Wildtypprotein
scheint schw)cher als die an das mutante Protein zu sein. In
vitro bindet Hsp90 an die native Form von p53 mit mikro-
molarer Affinit)t.[65] Die Wechselwirkung der beiden Protei-
ne findet zwischen der DBD von p53 und der Mitteldom)ne
von Hsp90 statt.[65,70] Diese Wechselwirkung erh)lt die DNA-
Bindeaktivit)t von p53 und verhindert dessen Aggregation
(Abbildung 7).[65, 66] Zu )hnlichen Ergebnissen gelangte man
auch in vivo.[66,72] Zusammengenommen zeigen diese Ergeb-
nisse, dass Hsp90 f�r die Funktionalit)t von Wildtyp-p53
unter physiologischen und Hitzeschocktemperaturen ben�-

tigt wird. Dies ist im Einklang mit einem Modell, in dem
Hsp90 hilft, den gefalteten aktiven Zustand von p53 durch
eine reversible Wechselwirkung aufrecht zu erhalten, und
damit eine zus)tzliche Ebene der Regulation einf�hrt.[65,66]

6. Funktionen von p53

Seit den fr�hen neunziger Jahren ist bekannt, dass die
Zielgene von p53 den Zellzyklusarrest und DNA-Repara-
turmechanismen unterst�tzen.[214–216] In einer vereinfachten
Sichtweise resultiert die Aktivierung von p53-regulierten
Genen durch DNA-Sch)den entweder in einem Zellzyklus-
arrest, der die DNA-Reparatur erm�glicht, oder im apopto-
tischen Zelltod, wenn die DNA-Sch)den so schwerwiegend
sind, das sie nicht mehr repariert werden k�nnen.[170,217] Ein
relativ neuer Aspekt ist die Einbeziehung von p53 in repli-
kativer Seneszenz (die Tatsache, dass somatische Zellen nur
eine begrenzte Zahl von Zellteilungen durchlaufen) und das
Altern.[218] Es gibt zudem Hinweise, dass p53 transkriptions-
unabh)ngige Reaktionen ausf�hren kann, wie die direkte
Induktion von Apoptose (Abbildung 8).[219] Ungeachtet
seiner zentralen Funktion bei der Unterdr�ckung von Tu-
moren ist p53 nicht essenziell, und p53-defiziente M)use
zeigen eine normale embryonale Entwicklung,[220, 221] entwi-
ckeln allerdings bereits fr�hzeitig verschiedene Tumoren.
Transgene M)use mit erh�hter p53-Aktivit)t zeigen hingegen
Resistenz gegen spontane Tumoren – aber auch ein fr�hzei-

tiges Auftreten von Ph)notypen, die
mit Seneszenz assoziiert sind (siehe
Abschnitt 6.2).[222,223]

6.1. Apoptose

Eine der wichtigsten Funktionen
von p53 ist seine F)higkeit, Apo-
ptose direkt (�ber die Wechselwir-
kung der DBD mit BclX)[224] oder
indirekt (�ber die Transkription von
Genen, die an der Apoptose beteiligt
sind) einzuleiten. W)hrend der
zweite Weg seit langer Zeit bekannt
ist,[170] wurde die direkte Beeinflus-
sung des BclX/Bax-Systems erst
k�rzlich entdeckt (siehe Ab-
schnitt 6.3). Apoptose wird aktiviert,
sobald die Zelle und/oder DNA
schwer gesch)digt sind und die Re-
paraturmechanismen der Zelle nicht
in der Lage sind, Gegenmaßnahmen
einzuleiten. Der programmierte
Zelltod verl)uft �ber einen kompli-
zierten Mechanismus, an dem eine
Vielzahl von Proteinen beteiligt
ist.[225] Wenn die apoptotischen
Funktionen von Zellen inhibiert
werden, k�nnen sich diese unendlich
teilen und Tumoren hervorrufen,

Abbildung 7. Vereinfachtes Bild des Einflusses von Hsp90 auf die Stabilit�t und Aktivit�t von p53.
Wildtyp-p53 wechselwirkt reversibel mit Hsp90. Bei h'heren Temperaturen w1rde isoliertes p53 de-
naturieren und schließlich irreversibel aggregieren. Hsp90 sch1tzt das Protein vor thermischer Ent-
faltung und verhindert so die Aggregation und Inaktivierung. Anschließend wird p53 durch post-
translationale Modifizierung, wie Phosphorylierung, aktiviert und startet seine Transkriptionsaktivi-
t�t.
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oder sie werden in einem seneszenten Zustand verharren,
wenn der Zellzyklus auch blockiert ist (siehe Abschnitt 6.2)

6.2. p53-beeinflusste Seneszenz und Altern

Vor einigen Jahren wurde in mehreren unabh)ngigen
Studien beschrieben, dass die Kberexpression oder die Hy-
peraktivit)t von p53 in M)usen zu einer ansteigenden Resis-
tenz gegen Tumorwachstum f�hrt.[222,226] Dies ist in Einklang
mit der Rolle von p53 als Tumorsuppressorprotein in viel-
zelligen Organismen. Kberraschenderweise war die Lebens-
spanne dieser modifizierten M)use aber signifikant k�rzer als
die von normalen, krebsanf)lligen Tieren. Dar�ber hinaus
zeigten M)use mit erh�htem p53-Spiegel Anzeichen fr�h-
zeitigen Alterns.[227]

Es ist bereits seit vielen Jahren bekannt, dass p53 in der
Lage ist, einen transienten Zellzyklusarrest zu induzieren.[228]

Seitdem mehrten sich die Hinweise daf�r,
dass p53 auch f�r einen irreversiblen Zellzy-
klusarrest verantwortlich ist, der f�r einen
seneszenten Zellph)notyp charakteristisch
ist.[229, 230] Demnach scheint p53 f�r die Ent-
scheidung verantwortlich zu sein, ob Apop-
tose oder zellul)re Seneszenz eingeleitet
wird.[227]

Zellul)re Seneszenz mag das Auftreten
von Krebs w)hrend der reproduktiven Jahre
des menschlichen Lebens unterdr�cken –
daf�r werden Krebs und Altern gef�rdert,
wenn der Organismus das Ende seines Lebens
erreicht.[218,231]

6.3. Transkriptionsunabh�ngige Funktionen von
p53

Da eine der Hauptfunktionen von p53 die
Regulierung der Transkription ist, spielt seine
Lokalisierung im Kern eine bedeutende
Rolle. Der aktive Transport von p53 zum
Kern hin durch Dynein und das Mikrotubuli-
Netzwerk wurde beschrieben.[232–235] Umge-
kehrt enth)lt das p53-Protein zwei Kernex-
portsequenzen, eine in der carboxyterminalen
TD[236] und die andere in der aminotermina-
len Mdm2-Binderegion.[237] Die F)higkeit von
p53, aus dem Kern exportiert zu werden, wird
durch Mdm2 stark unterst�tzt, h)ngt jedoch
nicht v�llig von der Gegenwart von Mdm2
ab.[238] Der Kernexport ist nicht nur notwen-
dig f�r den Abbau von p53, sondern auch f�r
transkriptionsunabh)ngige Aspekte der
Apoptose-Antwort.[219] Mutationen, die die
transaktivierende Funktion von p53 aufheben
oder die Kernlokalisation verhindern, unter-
dr�cken nicht sein apoptogenes Potenzial.
Dar�ber hinaus kann p53 den Zelltod f�r-
dern, sogar in der Gegenwart von Transkrip-
tions- oder Translationsinhibitoren. Mito-

chondrien spielen eine zentrale Rolle bei apoptotischen Er-
eignissen, z.B. durch die Freisetzung von proapoptotischen
Faktoren wie Cytochrom c. K�rzlich wurde gezeigt, dass p53
an Mitochondrien lokalisiert sein kann und direkt mit den
antiapoptotischen BclX- und Bcl2-Proteinen wechselwirkt,
was schließlich zur Freisetzung von Cytochrom c f�hrt.[239]

Neue NMR-Experimente mit der DBD und dem BclX-Pro-
tein liefern zus)tzliche Hinweise f�r die Wechselwirkung
dieser Proteinfamilie mit p53.[240] Interessanterweise bindet
Bcl2 direkt an die DNA-Bindestelle von p53.[119]

7. p53 und Krebstherapie

Seit Jahrzehnten versuchen Wissenschaftler, Krebs zu
heilen oder zu vermeiden, indem sie die Aktivit)t von p53
ver)ndern. Dabei wurden verschiedene Ans)tze verfolgt. Ein

Abbildung 8. p53 und seine Rolle bei DNA-Reparatur, Apoptose und Seneszenz. Einfluss von akti-
vem Wildtyp-p53 (blau) und mutiertem p53 (violett) auf gesch�digte eukaryotische Zellen.
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wichtiger Aspekt ist in diesem Zusammenhang die Reakti-
vierung von mutantem oder inaktivem p53. Dies kann durch
kleine Molek�le, Enzyme oder Gentherapie erreicht werden
(siehe Abschnitt 7.1). In einigen F)llen ist es sogar notwendig,
die Funktion von p53 zu inhibieren (siehe Abschnitt 7.2). Ein
sehr erfolgversprechender Ansatz ist die Fokussierung auf die
Wechselwirkung zwischen p53 und Partnerproteinen. Erst
k�rzlich wurden kleine Proteine als Inhibitoren identifiziert,
die die Wechselwirkung zwischen Mdm2 und p53 blockieren
(siehe 7.3.1). Dabei steigt die Konzentration an aktivem p53
im Kern, was zu einem erh�hten Schutz gegen Krebs f�hrt.
Jedoch wird nur eine kleine Zahl von Patienten mit einem aus
dem Gleichgewicht geratenenen p53/Mdm2-Verh)ltnis von
diesem Fortschritt profitieren.

7.1. Reaktivierung von mutantem p53 in Tumoren

Einer der offensichtlich attraktivsten Ans)tze in der
Krebstherapie ist die Wiederherstellung der Wildtypfunktion
von p53 in Tumoren, die ihre p53-Aktivit)t durch Mutation
verloren haben. Eine Strategie ist es, Wildtyp-p53 in Tumoren
mit mutiertem p53 durch Gentherapie einzuf�hren. Im Jahr
2003 wurde Gentherapie f�r die Behandlung von bestimmten
Karzinomen in China zugelassen. Damit basiert die erste
Gentherapie �berhaupt, die f�r die Anwendung beim Men-
schen zugelassen wurde, auf p53, und weitere p53-basierte
Gentherapien sind gegenw)rtig in klinischen Studien der
Phasen II und III.[241, 242] Die Zukunft wird weisen, ob p53-
Gentherapien Erfolg haben werden.

Ein konventionellerer Ansatz ist die Identifizierung klei-
ner Molek�le als Medikamente, die p53 in menschlichen
Tumoren aktivieren k�nnen. Basierend auf einer detaillierten
thermodynamischen und biophysikalischen Analyse von p53-
Mutanten, wurden drei Ph)notypen unterschieden: 1) DNA-
Kontaktmutanten, die wenig oder keine Auswirkung auf die
Faltung haben; 2) Mutationen, die lokale Strukturen zerst�-
ren und 3) Mutationen, die die kooperative Bindung an DNA
verhindern (siehe Abschnitt 3). Die Einteilung dieser Ph)-
notypen in solche, bei denen eine DNA-Bindung m�glich ist,
und solche, bei denen dies nicht m�glich ist, definiert be-
stimmte Klassen von p53-Mutationen.[97,108,130,243] Es gibt zwei
prinzipielle Mechanismen, wie man die Aktivierung von p53
durch kleine Molek�le erreichen kann: Der gr�ßte Anteil von
p53-Strukturmutanten kann sowohl mutante als auch Wild-
typkonformation annehmen (siehe Box 3). Die mutante
Konformation ist durch eine verringerte oder vollst)ndig
verloren gegangene DNA-Bindeaktivit)t charakterisiert.
Wann immer mutantes p53 prinzipiell in der Lage ist, die
Wildtypkonformation anzunehmen, w)re es m�glich, seine
Funktionalit)t durch kleine Molek�le wiederherzustellen, die
an die Wildtypkonformation binden und diese stabilisieren,
wodurch das Gleichgewicht zugunsten dieser Konformation
verschoben wird. F�r einen kleinen Teil der DNA-Kontakt-
mutanten oder st)rker destabilisierten p53-Varianten k�nn-
ten kleine Molek�le erforderlich sein, die eine spezifische
mutante Konformation erkennen und eine Wildtypkonfor-
mation induzieren, z.B. durch die Bildung zus)tzlicher sta-
bilisierender Wechselwirkungen.[97]

Das Wiederherstellen der Wildtypkonformation und
-funktion von mutantem p53 mithilfe kleiner Molek�le ist
technisch �beraus anspruchsvoll. Fr�he Machbarkeitsstudien
haben allerdings gezeigt, dass die Wildtypkonformation von
p53 auf verschiedene Weise wiederhergestellt werden kann.
So wurden basische Reste in die DBD eingef�hrt, um neue
Kontakte zwischen p53 und dem DNA-Phosphatr�ckgrat zu
erzeugen. Bei drei der sieben h)ufigsten p53-Mutanten
st)rkte der Ersatz von Thr284 durch Arg die DNA-Bindeaf-
finit)t signifikant und stellte die Transaktivierungs- und Tu-
morsuppressorfunktion wieder her.[244] Second-Site-Suppres-
sor-Mutanten, die in der Lage waren, die negativen Wirkun-
gen h)ufig vorkommender p53-Krebsmutationen in mensch-
lichen Zellen zu kompensieren, wurden identifiziert[8] und
ihre Mechanismen analysiert. Die Autoren kamen zu dem
Schluss, dass die Funktion von p53-Mutanten analog durch
kleine Molek�le wiederhergestellt werden k�nnte, die an die
native Struktur binden und sie dadurch stabilisieren.[245]

Schließlich wurde eine superstabile Vierfachmutante der p53-
DBD kreiert.[246] Diese Mutante enth)lt die Second-Site-
Suppressoren N239Yund N268D, die spezifisch Aktivit)t und
Stabilit)t in mehreren onkogenen Mutanten wiederherstel-
len. Die Kristallstruktur dieser Mutante zeigt, wie eine Zu-
nahme der Rigidit)t zu erh�hter Thermostabilit)t f�hrt[247]

und dass Konsensus-DNA sowie Heparin eine thermodyna-
mische Stabilisierung der p53-DBD ergeben.[246, 248] Zus)tzlich
zur intrinsischen Stabilisierung durch Mutation k�nnen L�-
sungsmittelzus)tze wie Glycerin, Trimethylamin-N-oxid
(TMAO) oder das Aminothiol WR1065 die aktive Wildtyp-
konformation von temperatursensitiven p53-Mutanten in
vivo stabilisieren.[249–254] Eine spezifische Stabilisierung durch
Peptide und kleine Molek�le sollte deshalb m�glich sein.[255]

Beim Screening einer großen Substanzbibliothek nach
kleinen Molek�len, die Wildtyp-p53 gegen thermische De-
naturierung sch�tzen, wurden mehrere Liganden identifiziert,
von denen CP-31398 (Abbildung 9) der potenteste war.[256] Er
war in Zell-Assays aktiv und zeigte Antitumorwirkung in
Heterotransplantat-Modellen. Dar�ber hinaus induzierte CP-
31398 eine f�r p53 spezifische Antwort und Apoptose in Tu-
morzellen.[257–262] Allerdings wurden seit seiner Entdeckung
keine Daten zur direkten Wechselwirkung mit p53 ver�f-
fentlicht.[263] Im Gegenteil wurde beschrieben, dass CP-31398
p53 nicht thermodynamisch stabilisiert, sondern in die DNA
intercaliert. Die Substanz war auch nicht in der Lage, mu-
tantes p53-Protein zu reaktivieren;[264] allerdings wurde nati-
ves p53 in Zellen induziert, die auch mutantes p53 expri-
mieren. Deshalb k�nnte es sein, dass CP-31398 ausschließlich
mit neu synthetisiertem p53 wechselwirkt. Dies w�rde auch
erkl)ren, warum keine direkte Wechselwirkung mit gerei-
nigten p53-Dom)nen nachzuweisen ist. Es l)sst sich festhal-
ten, dass die Funktionsweise von CP-31398 kontrovers bleibt
und dass weitere Studien zu ihrer Aufkl)rung notwendig sind.

Eine weitere vielversprechende Substanz ist Prima-1 (p53
reactivation and induction of massive apoptosis) (Abbil-
dung 9). Sie inhibiert mehrere Tumorzelllinien mit unter-
schiedlichem p53-Status dadurch, dass sie p53-abh)ngige
Apoptose[265] und DNA-Bindeaktivit)t wiederherstellt und
Antitumoraktivit)t in Heterotransplantat-Modellen
aus�bt.[266] Anders als im Fall von CP-31398 wurde auch be-
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richtet, dass Prima-1 die Wildtypkonformation sowohl von
DNA-Kontaktmutanten als auch von Strukturmutanten in
vitro und in vivo wiederherstellen kann. Es wurde gezeigt,
dass Prima-1 selektiv Zellen mit mutantem p53 eliminiert.
Eine methylierte Form, Prima-1MET, ist noch aktiver als
Prima-1 und wirkt synergistisch mit chemotherapeutischen
Agentien wie cis-Platin.[267] K�rzlich wurde eine Familie von
p53-Reaktivatoren beschrieben, die vom Prima-1-R�ckgrat
abgeleitet ist.[268]

Ein Maleimid-Analogon mit vergleichbarer Aktivit)t, das
in derselben Screening-Kampagne identifiziert und MIRA-1
(mutant p53-dependent induction of rapid apoptosis) genannt
wurde, kann die DNA-Bindeaktivit)t von p53 wiederher-
stellen und die aktive Konformation und Transkription von
mutantem p53 in vitro und in lebenden Zellen erhalten.[269]

Allerdings wurde keine Wiederherstellung der Wildtypkon-
formation in vitro detektiert. Wie im Fall von CP-31398 muss
der Wirkmodus von Prima-1 und seinen Derivaten noch ge-
kl)rt werden.

Die ersten biochemischen und biophysikalischen Mach-
barkeitsstudien f�r die direkte Rettung von p53-Mutationen

wurden mit dem neun Reste langen Peptid CDB3 (RE-
DEDEIEW) durchgef�hrt.[270] CDB3 bindet spezifisch an
die DBD und stabilisiert sie gegen thermische Entfal-
tung.[271] NMR-spektroskopischen Untersuchungen zu-
folge �berf�hrt CDB3 die Hot-Spot-Mutante R249S in
ihre Wildtypkonformation.[272] CDB3 induziert auch die
aktive Wildtypkonformation der Hot-Spot-Mutanten
His175 und His173 in vivo. Dies resultierte in der Ex-
pression von p53-Zielgenen, begleitet von der teilweisen
Wiederherstellung der p53-abh)ngigen Apoptose.[273]

Basierend auf diesen Experimenten schlossen die Auto-
ren, dass m�gliche Medikamente mit einem CDB3-)hn-
lichen Wirkmechanismus w)hrend oder unmittelbar bei
der Biosynthese wirken m�ssen, um die Konformation
instabiler p53-Mutanten wiederherstellen zu k�nnen.[274]

Zusammengenommen zeigen die oben beschriebenen
Studien, dass die Wiederherstellung der Wildtyp-p53-
Funktion in Tumoren mit mutantem p53 im Prinzip
m�glich ist. Allerdings weisen alle bis dato beschriebenen
Molek�le nur eine niedrige bis moderate Effektivit)t und
unpassende physikochemische Eigenschaften auf. Aus
diesem Grund werden sie sich sicher so nicht als Thera-
peutika eignen. Ein Schwerpunkt bei der k�nftigen Suche
nach p53-Reaktivatoren muss die Aufkl)rung der Wirk-
weise und des Mechanismus sein, der zur Rettung von
p53-Mutanten f�hrt.

7.2. Inhibierung der p53-Aktivit�t in Nicht-Tumorgewebe
nach genotoxischem Stress

Es mag �berraschend klingen, dass die Inhibierung
von p53 eine weitere Therapiestrategie darstellt. Dies
kann aber unter Bedingungen n�tzlich sein, unter denen
p53 akkumuliert und in Nicht-Tumorgeweben aktiviert
wird, wie bei einer Hypoxie als Folge eines Schlagan-
falls[275] oder von konventionellen chemotherapeutischen
Substanzen (z.B. von DNA-sch)digenden Agentien,

Anti-Metaboliten oder Proteasominhibitoren) oder von Ra-
diotherapie. Die Induktion von Apoptose nach Aktivierung
von p53 in normalem Gewebe ist einer der Gr�nde f�r
Neurodegenerierung oder f�r die schweren Nebenwirkungen,
die bei der konventionellen Breitband-Tumortherapie beob-
achtet werden.[276] Daher k�nnte die Inhibierung der Aktivi-
t)t von p53 durch zytoprotektive Substanzen eine interes-
sante M�glichkeit sein, um normales Gewebe vor den
sch)dlichen Konsequenzen des Schlaganfalls oder der
Krebsbehandlung zu sch�tzen.[277]

Die Suche nach Substanzen, die die transkriptionale Ak-
tivit)t von p53 inhibieren, f�hrte zu Pifithrin-a (f�r p-fifty
three inhibitor).[278] Pifithrin-a kann die Nebenwirkungen der
Chemo- oder Radiotherapie in vivo verringern, ohne die
Effizienz der Therapie von Tumoren mit mutantem p53 zu
gef)hrden und ohne die Bildung von Tumoren kurzfristig zu
f�rdern.[278–281] Es ist jedoch nicht v�llig auszuschließen, dass
die Inhibierung der p53-Aktivit)t im normalen Gewebe nach
der Behandlung mit Pifithrin-a langfristig zu erh�htem Auf-
treten von Tumoren f�hrt.[282] Interessanterweise scheint p53
selbst nicht das Ziel von Pifithrin zu sein, und der Wirkme-

Abbildung 9. Mdm2 und Inhibitoren von p53. Die Konformationen des p53-Peptides
und von Nutlin wurden aus ihren Kristallstrukturen im Komplex mit Mdm2 genom-
men; PDB-Codes: 1YCR und 1RV1. O rot, N blau, C gr1n, Cl dunkelrot.
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chanismus bleibt entsprechend r)tselhaft.[283] Die Inhibierung
der Aktivit)t von p53 k�nnte auch f�r mehrere andere pa-
thologische Zust)nde wie Schlaganfall, schwere Verbren-
nungen, Herzinfarkt und Wundheilung n�tzlich sein.[283,284]

7.3. Mdm2 und Krebstherapie

Wegen der Bedeutung von Mdm2 als negativer Regulator
von p53 und wegen des Vorhandenseins einer definierten
hydrophoben Bindetasche von Mdm2 gab es großes Interesse,
diese Wechselwirkung f�r die therapeutische Intervention zu
nutzen.[38,97,285–292,326 ,327] In den vergangenen Jahren hat sich
Mdm2 als wertvolles Ziel der Wirkstoff-Forschung ge-
zeigt.[285–291] Die Deletion des Mdm2-Gens in M)usen f�hrt zu
embryonaler Lethalit)t. Diese kann durch den gleichzeitigen
Verlust von p53 aufgehoben werden, was die Bedeutung der
negativen Regulierung von p53 durch Mdm2 unter-
streicht.[293, 294] Selbst die teilweise Inhibierung von Mdm2
reicht aus, um p53 in vivo zu aktivieren.[295]

Ein alternativer Weg f�r die Inhibierung von Mdm2
k�nnte auf der E3-Ubiquitin-Ligase-Aktivit)t von Mdm2
basieren.[296,297] Ihre Inhibierung sollte in einer geringeren
Degradation von p53 und einem erh�hten p53-Spiegel re-
sultieren. Erst k�rzlich wurden die ersten selektiven Ant-
agonisten von p53 mit In-vitro- und In-vivo-Potenzial be-
schrieben.[186]

7.3.1. Beeinflussung der p53-Mdm2-Wechselwirkung mit Peptiden
und kleinen Molek.len als Antagonisten

Die Affinit)t des originalen Peptidsegments f�r Mdm2
konnte durch das Einf�gen von hydrophoben Resten ver-
st)rkt werden.[298] Durch einen Vergleich verbesserter Pep-
tidsequenzen wurde die Sequenz PxFxDYWxxL als Konsen-
sussequenz f�r die Bindung an Mdm2 identifiziert (wobei an
der Stelle x jede Aminos)ure auftreten kann).[298, 299] Durch
semi-rationales Design in Verbindung mit NMR-Spektro-
skopie wurden potente Derivate dieses Motivs hergestellt.[300]

K�nstliche Aminos)uren wurden eingef�gt, die die helicale
Konformation des Peptids entropisch stabilisieren und zu-
s)tzliche polare und hydrophobe Van-der-Waals-Wechsel-
wirkungen mit Mdm2 bilden. Diese Optimierung verst)rkte
die Affinit)t des Peptids fast 2000fach gegen�ber derjenigen
des Originalpeptids.[300]

M�gliche niedermolekulare Antagonisten der p53-
Mdm2-Wechselwirkung wurden in verschiedenen Substanz-
klassen identifiziert.[301–304] Die ersten nichtpeptidischen nie-
dermolekularen Mdm2-Antagonisten waren Derivate von
Phenoxyessigs)ure und Phenoxymethyltetrazol sowie Chal-
cone (Abbildung 9).[305] Diese Molek�le sind allerdings nur
m)ßig wirksam und inhibieren zudem die Glutathion-S-
Transferase-Aktivit)t.[305] K�rzlich wurden neue Boron-
Chalcon-Derivate als potenzielle Mdm2-Antagonisten mit
geringeren Nebenreaktionen beschrieben.[306] Andere An-
s)tze zur therapeutischen Beeinflussung der Mdm2-p53-
Wechselwirkung stehen noch ganz am Anfang: Mithilfe von
Computer-gest�tztem Design wurden nichtpeptidische
Mdm2-Antagonisten synthetisiert. Diese Inhibitoren schei-

nen eine moderate Affinit)t f�r Mdm2 zu haben und den p53-
Signalweg in Tumorzelllinien einzuleiten.[307] Mittels Protein-
Grafting (einer Strategie, bei der ein funktionelles Erken-
nungsepitop aus seinem helicalen oder Polyprolin-type-II-
(PPII)-helicalen Kontext herausgel�st wird und auf einem
kleinen, aber strukturierten Proteinger�st pr)sentiert wird)
wurden Mdm2-Liganden hergestellt, die hohe Affinit)ten
und wahrscheinlich inhibitorische Aktivit)t aufweisen.[308]

Diese Liganden k�nnen einfach synthetisiert und modifiziert
werden. Eine andere erfolgversprechende Verbindung ist die
aus Pilzen isolierte cyclische Substanz Chlorofusin. Sie wurde
durch das Screening einer Bibliothek mikrobieller Extrakte
als Inhibitor der p53-Mdm2-Wechselwirkung identifiziert.[309]

K�rzlich wurde eine Reihe von cis-Imidazolinen, die
Nutline, als potente und selektive niedermolekulare Ant-
agonisten von Mdm2 ausgemacht.[186] Die Leitsubstanzen
wurden durch Optimierung unterschiedlicher Parameter wie
Bindungsaffinit)t, L�slichkeit, Reaktivit)t und pharmakoki-
netische Eigenschaften sowie strukturbasiertes Design ver-
bessert. Wechselwirkungsstudien und die erste Kristallstruk-
tur von Mdm2 im Komplex mit einem niedermolekularen
Antagonisten best)tigten, dass diese Substanzen Mdm2 in der
p53-Bindetasche mit sub-mm Affinit)t binden (Abbil-
dung 5C). Die Analyse der Zellen ergab, dass Nutline in
Wildtyp-p53-Krebszellen, aber nicht in Krebszellen mit mu-
tantem p53 den p53-Signalweg aktivieren und Apoptose in-
duzieren, was darauf hinweist, dass speziell Krebs, der durch
�berh�hte Mdm2-Aktivi)t verursacht wird, durch dieses
Medikament behandelt werden k�nnte. Dar�ber hinaus
zeigen diese Substanzen Antitumoraktivit)t in Heterotrans-
plantat-Modellen, ohne dass dabei �berm)ßige toxische Ne-
beneffekte auftreten.[186]

Zusammengenommen wurde mit diesen Studien prinzi-
piell bewiesen, dass die p53-Mdm2-Wechselwirkung in der
Tat durch niedermolekulare Substanzen inhibiert werden
kann und dass die Aufl�sung der p53-Mdm2-Wechselwirkung
den Ph)notyp induziert, den man von Mdm2-Antagonisten
erwartet.[310] Nach der richtungweisenden Ver�ffentlichung
von Vassilev et al. (2004)[186] wurden mehrere Berichte �ber
peptidbasierte und niedermolekulare Antagonisten von
Mdm2 ver�ffentlicht, die in vitro und teilweise auch in Zellen
aktiv sind.[311] Zudem wurde die strukturbasierte Optimierung
einer neuen Serie von Benzodiazepindion-Antagonisten der
Mdm2-p53-Wechselwirkung beschrieben. Diese 1,4-Benzo-
diazepin-2,5-dione bewirken eine Stabilisierung von p53 in
Zellen und die nachfolgende Transkription von p53-Zielge-
nen; außerdem inhibieren sie die Proliferation von Tumor-
zellen.[312–314] Zus)tzlich gibt es eine wachsende Zahl von er-
folgversprechenden peptidischen und nichtpeptidischen
Inhibitoren der p53-Mdm2-Wechselwirkung, f�r die bisher
jedoch haupts)chlich biochemische und nur eine begrenzte
Zahl von Daten in zellul)ren Systemen erhalten wurden. Zu
diesen z)hlen z.B. Spiro(oxindol-3-3’-pyrrolidin)-Deriva-
te,[315] Isoindolinon-Derivate,[316] Terphenyl-basierte a-heli-
cale Mimetika,[157,317] b-Hairpin-Peptidmimetika[318–320] und
retroinverse p53-Peptide.[321] Dar�ber hinaus gibt es auch ein
2,5-Bis(5-hydroxymethyl-2-thienyl)furan-Derivat, genannt
RITA, von dem angenommen wurde, dass es die p53-Mdm2-
Wechselwirkung blockiert, indem es an p53 bindet.[273] Ak-

Tumorsuppressorprotein p53
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tuellen NMR-Daten zufolge entfaltet RITA seine Wirkung
allerdings �ber einen anderen Mechanismus.[322]

Angesichts der großen Menge an Daten, die f�r das
Therapiekonzept der p53-Aktivierung durch Mdm2-Anta-
gonisten sprechen, besteht eine realistische Chance, dass
Mdm2-Antagonisten in naher Zukunft in der Klinik validiert
werden.

7.3.2. Inhibierung der p53-Ubiquitinierung durch Mdm2

Eine alternative M�glichkeit zur Aktivierung von p53
durch Inhibierung von Mdm2 besteht darin, die E3-Ubiqui-
tin-Ligase-Aktivit)t von Mdm2 zu blockieren.[296,323] Die
Inhibierung der E3-Ligase-Aktivit)t f�hrt zu einem verrin-
gerten Abbau von p53 durch den Ubiquitin-Proteasom-Weg,
was zu einer Aktivierung von p53 in Tumorzellen f�hren
sollte. Es ist noch zu zeigen, ob Inhibitoren der Mdm2-E3-
Ligase eine Wirksamkeit entfalten k�nnen, die derjenigen der
direkten Inhibierung der p53-Mdm2-Wechselwirkung ent-
spricht. Da dar�ber hinaus Ubiquitinligasen eine Vielzahl von
zellul)ren Proteinen beeinflussen, k�nnte es m�glicherweise
schwieriger sein, selektive enzymatische Inhibitoren der
Mdm2-E3-Ligase-Funktion zu finden, als die einzigartige
p53-Bindetasche in Mdm2 zu beeinflussen. Andererseits kann
man argumentieren, dass es bereits gut beschriebene Wege
f�r die klinische Entwicklung von Enzyminhibitoren gibt,
wohingegen die Entwicklung von Inhibitoren f�r Protein-
Protein-Wechselwirkungen ein neues Konzept ist. Die bio-
chemische Machbarkeit einer Blockierung der Mdm2-ver-
mittelten Ubiquitinierung von p53 mit niedermolekularen
Inhibitoren wurde bereits nachgewiesen, es gibt allerdings
noch keine Daten zur zellul)ren oder pharmakologischen
Wirksamkeit dieser Verbindungen.[296]

8. Perspektive

Mehr als 25 Jahre nach der Entdeckung von p53 und trotz
bemerkenswerter Fortschritte ist unser Wissen �ber seine
Struktur, Dynamik und Wechselwirkung mit DNA oder mit
einer Vielzahl von zellul)ren Wechselwirkungspartnern
immer noch sehr eingeschr)nkt. So wurde erst vor kurzem
entdeckt, dass ein großer Teil des Proteins nativ entfaltet ist.
Diese Region scheint erst dann eine Struktur anzunehmen,
wenn sie an Partnerproteine gebunden ist. Bis jetzt wurde nur
der Einfluss einiger weniger Wechselwirkungspartner dieser
Region analysiert.

Erstaunlichweise sind sogar die Details der Beteiligung
von p53 an der Erkennung von DNA-Sch)den noch nicht
v�llig verstanden, und eine umfassende Analyse der Gene,
die durch p53 reguliert werden, steht noch aus. In )hnlicher
Weise muß die Regulierung von p53, sowohl durch Bindung
unspezifischer DNA als auch durch Modifizierungen wie
Phosphorylierung und Acetylierung, noch im Detail aufge-
kl)rt werden. Schließlich bedarf das Netzwerk der Wechsel-
wirkungen von p53 im Kern und im Zytosol zusammen mit
der Regulierung des Transports zwischen den Komparti-
menten einer weiteren Analyse. Dies erfordert unter ande-
rem auch weitere Strukturinformationen; so w)re eine

Struktur von tetramerem Volll)ngen-p53 im Komplex mit
DNA w�nschenswert.

Diese kurze Aufz)hlung zeigt exemplarisch, dass zentrale
Aspekte der p53-Maschinerie immer noch unbekannt sind. Je
mehr wir �ber die grundlegenden Aspekte durch eine Kom-
bination von In-vivo- und In-vitro-Techniken lernen, desto
einfacher wird es sein, neue Therapeutika zu entwickeln.
Ohne Zweifel wird die Zukunft in diesem Feld aufregend.

Abk�rzungen

DBD zentrale DNA-bindende Core-Dom)ne
von p53

Hsp Hitzeschockprotein
IUP intrinsisch unstrukturiertes Protein
Mdm2 mouse double minute 2 – Mdm2 wird im

Text unabh)ngig vom Herkunftsorganis-
mus des Proteins verwendet, also auch f�r
die humane Variante Hdm2

NTD aminoterminale Transaktivierungsdom)ne
von p53

RD carboxyterminale Regulierungsdom)ne
von p53

TD Tetramerisierungsdom)ne von p53
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