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p63 — Ein neuer Wachter fir das Genom

Den Stammzellen auf der Spur

eit seiner Entdeckung steht das

Tumorsuppressorprotein p53 im
Mittelpunkt unzdhliger klinischer
und nicht-klinischer Studien. p53
reguliert die zellulare Antwort auf
Stresssignale, wie zum Beispiel
DNA-Schédden und Sauerstoffunter-
versorgung, auf zwei verschiedene
Weisen: durch Stopp der Zellteilung
(Zellzyklusarrest) oder program-
mierten Zelltod (Apoptose). Diese
Rolle hat p53 den Spitznamen
»Guardian of the Genome« einge-
bracht. Die grof3e Bedeutung von
p53 fiir die Aufrechterhaltung der
zelluldren Integritat lasst sich an der
Tatsache ablesen, dass p53 in mehr
als der Halfte aller menschlichen
Tumore mutiert ist. Dariiber hinaus
ist p53 ein sehr wichtiges Zielpro-
tein fiir virale Krebsproteine. So ist
zum Beispiel die Entstehung von
Gebarmutterhalskrebs auf die Inak-
tivierung von p53 durch das Pa-
pillomavirusprotein E6 zuriickzu-
fiithren. SchlieBlich kann p53 auch
durch die vermehrte Bildung (Uber-
expression) seiner natiirlichen ne-
gativen Inhibitoren wie zum Bei-
spiel MDM2 (Mouse Double Minute
2) inaktiviert werden. Sarkoma-Ge-
schwiire (gehen aus dem Bindege-
webe hervor) zeigen beispielsweise
oft eine erhohte zelluldire MDM2-
Konzentration.

Trotz der zentralen Rolle, die p53
bei der Regulierung des Zellzykluss
spielt, konnen sich viele menschli-
che Tumoren auch unter Bedingun-
gen entwickeln, in denen die p53-
Aktivitat nicht eingeschrankt ist.
Diese Erkenntnis hat die Suche
nach weiteren Tumorsuppressor-
proteinen vorangetrieben, die in
derartigen Tumoren mit intaktem
p53 mutiert sind. Inzwischen wur-
de ein potenziell neues Tumorsup-
pressorprotein identifiziert, das p73,
das p53 sehr dahnlich ist, also eine
hohe Homologie aufweist. Interes-
santerweise ist p73 auf einem Chro-
mosomenstiick lokalisiert, das in
Neuroblastomen und anderen
menschlichen Tumoren haufig
fehlt. Auch das kiirzlich entdeckte
Protein p63 hat eine hohe Homolo-
gie zu p53.

Alle drei Proteine, p53, p73 und
p63, weisen eine dhnliche Doma-
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nenorganisation auf, die aus einer
N-terminalen Transaktivierungsdo-
mane, einer zentralen DNA-Bin-
dungsdomane und einer C-termi-
nalen Oligomerisierungsdoméne
besteht. Im Bereich der DNA-Bin-
dungsdomane stimmen 65 Prozent
der Aminosduren (Proteinbaustei-
ne) mit denen von p53 iiberein, in-
klusive aller Aminosduren, die in
Kontakt mit der DNA stehen. Auf-
grund dieser groRen Ahnlichkeit
wurde vorgeschlagen, dass die
Uberwachung des Zellzykluss nicht
nur durch p53 erfolgt, sondern von
einem Protein-Netzwerk, bestehend
aus p53, p73 und p63, ausgefiihrt
wird. Solche Netzwerke von Protei-
nen, die alle eine dhnliche Aufgabe
haben, sind auch aus anderen Be-
reichen bekannt.

Knock-out-Mause als Modell

Die biologische Funktion von p63
wurde an Knock-out-Mdusen — die-
se Mduse konnen bestimmte Gen-
produkte nicht bilden, hier das p63-
Protein — untersucht B . Wahrend
die p53-Knock-out-Maus haupt-
sachlich dadurch charakterisiert ist,
dass sie Tumoren bildet, sonst aber
keine weiteren Auffalligkeiten auf-
weist, zeigen die p63-Knock-out-
Mause sehr starke Entwicklungs-
schaden. Sie werden zwar lebend
geboren, ihnen fehlen aber grof3e
Teile der dulleren Extremitaten. Ih-
re Haut besteht nur aus einer primi-
tiven, einzellschichtigen Struktur,
im Gegensatz zu normaler Haut, die
aus mehreren Zellschichten aufge-
baut ist. Dartiber hinaus fehlen den
p63-Knock-out Madusen die Zdahne,
Schurrhaare, Augenlider sowie
Milch-, Tranen- und Speicheldriisen.
Die Inaktivierung von p73 sorgte
fiir weitere Uberraschungen, denn
diese Mduse zeigen ebenfalls starke
entwicklungsbiologische Schaden,
die jedoch nicht mit denen der p63-
Knock-out-Maus Uberlappen. So
weisen p73-Knock-out-Mause Ge-
hirnschdaden, Defekte in der Wahr-
nehmung von Pheromonen und
chronische Infektionen auf. Damit
wurde deutlich, dass sich die biolo-
gische Funktion sowohl von p63 als
auch von p73 deutlich von derjeni-
gen des p53 unterscheidet. Inzwi-

schen ist bekannt, dass p63 einen
wesentlichen Faktor fiir die Regula-
tion von Hautstammzellen darstellt.
Ohne p63 existieren diese wichti-
gen Stammpzellen, die fiir eine kon-
tinuierliche Regeneration der Haut
sorgen, nicht. Da auch die Extremi-
taten aus Strukturen des Epithel-
gewebes gebildet werden, lassen
sich somit auch die Defekte in den
GliedmaBen der Mduse erklaren.
Im Falle von p73 konnte gezeigt
werden, dass dieses Protein fiir die
Entwicklung bestimmter Nerven-
zellen wichtig ist.

Gleiche Struktur —
unterschiedliche Funktion

Eine der zentralen Fragen jedoch
bleibt weiterhin unbeantwortet:
Wie ist es moglich, dass zwei Prote-
ine wie p53 und p63 einander in
Sequenz und Struktur so dhnlich
sind, sich in ihrer biologischen Akti-
vitat jedoch so sehr unterscheiden?
Der Schliissel zur Beantwortung
dieser Frage findet sich vermutlich
in den C-terminalen Enden der
Proteine B. Wahrend der C-Termi-
nus von p53 eine aus nur 26 Ami-
nosauren bestehende, unstruktu-
rierte Domadne bildet, existiert der
C-Terminus von p63 in drei ver-
schiedenen Variationen. Die kiirzes-
te Form, p63-gamma genannt, ist
p53 am dhnlichsten und besitzt ei-

El In der Struktur
der SAM-Domane
von p63 sind die
Aminosauren bunt
eingezeichnet, die
bei Patienten mu-
tiert sind. Die Ar-
beitsgruppe von
Prof. Dr. Volker
Dotsch untersucht
die Struktur ein-
zelner Doméanen
des Proteins mit
Hilfe der NMR-
Spektroskopie.
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Domanenstruktur von p53 und p63
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nen 50 Aminosauren langen un-
strukturierten C-Terminus. Die
langste Form hingegen, p63-alpha,
hat einen C-Terminus von 245
Aminosauren, der in drei Doméanen
unterteilt ist: Eine davon, die so ge-
nannte SAM-Domane (Sterile Al-
pha Motif), ist strukturiert, wah-
rend die anderen beiden
unstrukturiert sind. Auch der N-
Terminus von p63 kommt in zwei

H Vergleich der Doménenstruktur von
p53 (gelb) mit verschiedenen Isoformen
von p63 (blau).

Die sechs verschiedenen p63 Isoformen
entstehen aus der Kombination von drei
verschiedenen C-Termini (alpha, beta,
gamma) sowie von zwei verschiedenen
N-Termini (TA und Delta).

TA = Transaktivierungsdomane

DBD = DNA-Bindungsdomane

OD = Oligomerisierungsdomane

verschiedenen Variationen vor, einer
Variante mit vollstandiger und einer
Variante mit verkiirzter Transaktivie-
rungsdomane. Durch die Kombina-
tion der drei verschiedenen C-Ter-
mini mit den beiden N-Termini
ergeben sich somit sechs verschiede-
ne Formen des Proteins p63. Im Fal-
le von p73 ist die Formenvielfalt so-
gar noch ausgepragter, denn zu den
zwei N-Termini kommen sechs ver-
schiedene C-Termini.

Bedeutung der Proteinenden

Zellbiologische Untersuchungen der
Aktivitat der verschiedenen p63 Va-
rianten haben ergeben, dass die

N- und C-terminalen Domanen
einen grofen Einfluss auf die Um-
schreibung der DNA in RNA, die
zur Proteinbiosynthese bendtigt
wird (transkriptionelle Aktivitat),
haben. Formen, denen die N-termi-
nale Transaktivierungsdomane

E Patientin mit EEC-Syndrom, verur-
sacht durch den Austausch von Arginin
204 gegen ein Tryptophan. Die typi-
schen Deformationen der Lippen und
des Gaumens sowie die geringe Behaa-
rung sind deutlich zu erkennen.

fehlt, besitzen keine transkriptio-
nelle Aktivitat. Uberraschend hin-
gegen war das Ergebnis, dass auch
p63-alpha-Varianten mit dem lan-
gen C-Terminus transkriptionell in-
aktiv sind. Dies deutet darauf hin,
dass sich in dem C-Terminus der
alpha-Varianten eine regulatorische
Domadne des Proteins befindet.
Durch weitere zellbiologische
und biochemische Untersuchungen
konnte diese Domdne tatsachlich
auch von unserer Arbeitsgruppe
identifiziert werden. Interessanter-
weise wurden gleichzeitig in der
Arbeitsgruppe um Hans van Bok-
hoven am Universitdtshospital in
Nijmegen, Niederlande, die geneti-
schen Ursachen von Syndromen
beim Menschen untersucht, die
durch Deformationen der Hande
und Fiilse sowie Entwicklungssto-
rungen der Haut gekennzeichnet
sind B &. Wie sich bereits aufgrund
der Ahnlichkeit des Erscheinungs-
bilds dieser Patienten mit den p63-
Knock-out-Mdusen vermuten lief3,
wird das EEC (Ectrodactyly, Ecto-
dermal dysplasia, and Cleft lip with
or without cleft palate) genannte
Syndrom durch Mutationen im
menschlichen p63-Gen verursacht.
Die meisten Mutationen, die zum
EEC-Syndrom fiihren, sind in der
DNA-Bindungsdomdne von p63 lo-
kalisiert und fithren zur Inaktivie-
rung aller p63-Isoformen. Gleich-
zeitig wurden aber Patienten
entdeckt, die innerhalb des alpha-
C- Terminus eine Verschiebung des
DNA-Leserasters aufweisen, was
letztendlich die Bildung eines stark
verktirzten alpha-C-Terminus zur
Konsequenz hat, dem die regulato-
rische Domadne fehlt. Das Erschei-
nungsbild der Patienten mit
Leserastermutation oder DNA-Bin-
dungsdomanenmutation ist sehr
ahnlich; dies unterstreicht die grof3e
Bedeutung des alpha-C-Terminus
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fiir die Regulation der transkriptio-
nellen Aktivitdt von p63.
Gegenwartig versucht unsere
Arbeitsgruppe, im Verbund mit un-
seren Partnerlaboren um Frank
McKeon von der Harvard Medical
School in Boston, USA, mit Hans
van Bokhoven vom Universitats-
hospital in Nijmegen, Niederlande,
sowie mit der Arbeitsgruppe von
Werner Kiihlbrandt vom Max-
Planck-Institut fiir Biophysik in
Frankfurt und der Arbeitsgruppe
um Michael Karas an der Universi-
tat Frankfurt, die biologische Funk-
tion von p63 weiter zu untersu-
chen. Unsere Gruppe konzentriert
sich dabei zum einen auf die Unter-
suchung des regulatorischen Me-
chanismus mit Hilfe von zellbiologi-
schen und biochemischen
Experimenten und zum anderen
aut die Untersuchung der Struktur
einzelner Doméanen von p63 durch

3 Typische Defor-
mationen der
Hande (oben) so-
wie der FiiBe (un-
ten) von Patienten

Anzeige

achteten regulatorischen Effekte er-
klart.

Komplexes Proteom

Die Frage, ob p63 neben seiner ent-
wicklungsbiologischen Funktion
auch noch eine Rolle zum Beispiel
bei der Entstehung von Hautkrebs
spielt, lasst sich gegenwartig noch
nicht mit Sicherheit beantworten.
Eines hat uns p63 aber bereits jetzt
gezeigt: Der Mensch mag zwar
»nur« 30 000 bis 40 000 Gene ha-
ben, die Komplexitat der daraus
entstehenden Proteine ist aber sehr
viel grofer, da in einem Gen meh-
rere Proteinvarianten mit unter-
schiedlichen Funktionen kodiert
sein konnen. *

NMR-Spektroskopie. AuBerdem mit EEC Syndrom.
untersuchen wir die dreidimensio-

nale Form des gesamten Proteins.

In die so ermittelte duBere Hiille

des Proteins wollen wir dann die

von uns ermittelten NMR-Struktu-

ren einbetten, um so ein dreidi-

mensionales Protein-Modell zu

erhalten, dessen Struktur die beob-
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