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Ist es méglich, durch eine einheitliche Evolutionstheorie die groBe Verschiedenheit der heute
vorkommenden Proteine zu erkldren ? Die Vorgénge, die zur Diversifikation der Proteine fiihrten,
sind zweifellos jetzt noch nicht alle bekannt, doch macht der lineare Aufbau der Polypeptid-Ketten
Reaktionen an den Genen wie Addition, Einfiigung, Auslassung und Fusion sehr wahrscheinlich.
Durch Kombination dieser Abwandlungen 148t sich die Entwicklung zahlloser, vollig verschiede-

ner Proteine aus einem gemeinsamen Ur-Molekiil erkliren.

1. Einleitung

Wenn man davon ausgeht, daB3 die Proteine aufgrund ihrer
Biosynthese (Ubertragung der Information von den Gen-Des-
oxyribonucleinsduren auf die Messenger-Ribonucleinsduren
und deren Ubersetzung in die Polypeptid-Ketten!)) indirekt
die Genstruktur widerspiegeln, so I#Bt eine Anderung ihrer
Aminosdure-Sequenz weitreichende Schliisse iiber Ereignisse
zu, die die Gene becinfluit haben oder noch beeinflussen.
Die neodarwinistische Evolutionstheorie nimmt an, daf3 sich
die Geneim Laufe der Zeit durch Mutationen verdndert haben,
wie man sie auch heute beobachtet, d. h. durch kleine, zuféllige
Mutationsschritte, und dafl dann durch die natiirliche Auslese
die Entwicklungslinien zustandekamen.

Diese Theorie beriicksichtigt die Tatsache, dal die Abwand-
lung der Organismen, wie die Paldontologie gezeigt hat, unge-
richtet verlduft und dennoch progressive Ergebnisse hervor-
bringt, wobei jeweils die jiingste Art am besten angepafl3t
ist. Diese Betrachtungsweise beruht demnach im wesentlichen
auf morphologischen Beobachtungen. Es ist zu betonen, dal3
die natiirliche Auslese zwar nicht alle Organe gleichmiBig,
sondern z. B. einmal den Bewegungsapparat, ein anderes Mal
die Atmungsorgane usw. betrifft und damit zu ungleichmaBi-
gen Evolutionsgeschwindigkeiten der Organe fiihrt, daB aber
zwischen der Evolution der einzelnen Teile eine Koordination
bestanden haben muB, welche die Entstehung so hoch entwik-
kelter Tiere wie Sdugetiere und Vogel ermoglichte.

Die Evolution von Molekiilen, d.h. von Genen und damit
auch von Proteinen, bietet gegeniiber der Evolution der
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Organismen aus der Sicht des Darwinismus keine neuen theo-
retischen Probleme. Auch hier 148t sich die Kombination
von Mutation und Selektion zur Erkldrung heranziehen, und
es ist anzunehmen, daB die Bereitstellung ciner Anzahl von
Enzymen etwa fiir die Histidin-Biosynthese nicht schwieriger
ist als z.B. der ZusammenschluB} spezieller Bauelemente zu
einem Auge, das akkomodieren kann. Die Evolutionstheorie
hat allerdings auch ihre schwachen Punkte: Dazu zdhlen die
willkiirliche Wahl des Organs oder des Molekiils, das in Zu-
kunft eine Rolle spiclen soll, die Tatsache, daBB der Vorteil
einer Initialmutation eigentlich zu gering ist, um eine Selektion
darauf aufzubauen, die Schwierigkeit, die Koordination der
individuellen Evolutionsschritte zu erkldren, usw.

Es wurde auch die Frage gestellt, ob sich die Proteine tatséich-
lich entwickeln, d.h. Strukturen zunehmender biologischer
Wirksamkeit durchlaufen, oder ob der Selektionsvorgang auf
der morphologischen Ebene stehenbleibt (wobei die Desoxyri-
bonucleinsiuren der Gene sich zwangsliufig entwik-
keln). Im letzteren Falle wiirden die zwischen den Proteinen
der einzelnen Arten beobachteten Abweichungen (,,Substitu-
tionen“, d.h. Ersatz von Aminosdure-Resten durch andere)
keinen Hinweis auf eine Evolution bieten. Es fallt jedoch
schwer anzunehmen, daB sich die Evolution auf der Ebene
der Proteine nur quantitativ, anatomisch dagegen auch quali-
tativ duflern soll. Allerdings ist die Zahl der Proteine bei
einem Siugetier wesentlich groBer als bei einem Bakterium!?;
eine zelluldre Differenzierung mufl daher zu einer Vervielfa-
chung und Spezialisierung der Proteine gefiihrt haben.

Eine besondere Schwierigkeit bei der Untersuchung der Pro-
tein-Evolution besteht darin, daB sich ein Molekiil anders
verhilt als ein Organ, bei dem die Funktion mehr oder weniger
auch in der duBeren Form zum Ausdruck kommt und das
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damit eine vergleichende Bewertung von einer Art zur anderen
gestattet. Ein derartiges Vorgehen ist selbst in den recht selte-
nen Fillen nicht méglich, in denen die dreidimensionale Struk-
tur des Protein-Molekiils bekannt ist, denn die K onformation
eines Proteins ergibt sich nicht von selbst aus seiner Funktion.

Die ,biologische* Funktion eines Proteins ist durch seine
Fahigkeit, sich mit anderen Molekiilen zu verbinden, d.h.
an spezifischen Wechselwirkungen teilzunehmen, bestimmt.
Bei diesen Wechselwirkungen sind einerseits die Morphologie
des Proteins und andererseits die Art der exponierten chemi-
schen Gruppen wesentlich, die iiber die Fahigkeit zum Kontakt
bzw. zur Bindung entscheidet. Da die 16slichen Proteine mehr
oder minder globuldre Makromolekiile sind, miissen einige
der Reste im Inneren verborgen sein und kénnen nicht direkt
an duleren Wechselwirkungen teilnehmen ; diese Reste beteili-
gen sich jedoch an Wechselwirkungen im Inneren des globuli-
ren Molekiils und sichern damit seine Stabilitdt. Die Einfliisse
der Evolution auf das Protein werden sich demgema8 danach
unterscheiden, ob sich die betroffenen Reste aullen oder innen
befinden; fiir eine Interpretation der Substitutionen muf} des-
halb die dreidimensionale Struktur des Proteins bekannt sein.
Ebenso mufl man auch die Konformation derjenigen Molekiile
kennen, die mit dem Protein reagieren (Substrate, Rezeptoren,
Antigene usw.), da sich die natiirliche Auslese nach der Funk-
tion, die sich aus der Wechselwirkung ergibt, richtet. Da sich
biologische Eigenschaften bisher nicht auf atomarer Ebene
erkennen lassen, kann man die Bedeutung der Aminosiure-
Substitutionen bis jetzt nur unvollkommen erkliren. Man
muf sich im allgemeinen darauf beschrianken, die struk turellen
Verdnderungen der Proteine zu katalogisieren, in der Hoff-
nung, dadurch weitere Details iiber ihre Wirkungsweise ken-
nenzulernen.

Es versteht sich von selbst, daBB nur Proteine der heute lebenden
Arten untersucht werden konnen, d.h. von Arten, die am
Ende ihrer Entwicklungslinie stehen. Man kann postulieren,
dalB3 sich die physiologischen Funktionen und damit auch
die beteiligten Proteine in Rhythmen entwickelt haben, die
denen der allgemeinen Morphologie annidhernd parallel verlie-
fen. Demnach wiren die Proteine der lebenden niederen Arten
relativ nahe mit den Ur-Proteinen verwandt. Diese Annahme
148t sich beweisen, indem man morphologisch dhnliche Arten
untersucht, beidenen man aber durch paldontologische Befun-
de weil3, daB3 sie Entwicklungslinien angehéren, die sich schon
vor langer Zeit getrennt haben.

Beispielsweise gehort der primitive Knochenfisch Polypterus
bichir in die Reihe der Polypteroidei, die sich vor ungefihr
300 Millionen Jahren von der Linie der Actinopterygier (heuti-
ge Knochenfische) getrennt hat!*. Trotzdem hat er die gleichen
Neurohypophysen-Hormone wie die Actinopterygier, wih-
rend die Sdugetiere und die Vogel, die sich vor etwa demselben
Zeitraum trennten, verschiedene Hypophysen-Hormone auf-
weisen. Die Annahme, dal3 morphologische und molekulare
Evolution parallel verlaufen, muBl aber noch durch weitere
Beispiele erhirtet werden, bevor man sie als gesichert ansehen
darf.

GroBe Fortschritte gelangen in den letzten Jahren bei der
Reinigung und der Sequenzanalyse der Proteine; die Zahl
und die GréBe der bekannten Proteine haben sich seit 196615
wesentlich erhoht. Durch die automatische Bestimmung von
Aminosdure-Sequenzen wird der ,,Atlas of Protein Sequence
and Structure“!®!, dessen Inhalt sich schon jetzt jihrlich ver-
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doppelt, in seinem Umfang weiterhin betrichtlich anwachsen.
Die Zahl der lebenden Arten liegt ungefihr zwischen 5 und
10 Millionen!”!; wenn man davon ausgeht, daB jede Art spezifi-
sche Proteine besitzt, und wenn man willkiirlich 100000
Proteine je Art ansetzt, so gibt es 500 bis 1000 Milliarden
Proteine, an denen die Biochemiker ihre Ausdauer und die
ihrer Gerite erproben konnen. Allerdings gestattet die Aufkl-
rung der Sequenzen solange nur sehr vorsichtige Schliisse
auf die Zusammenhidnge zwischen Struktur und biologischer
Wirkung, bis dhnliche Fortschritte bei der Aufkldrung der
Konformationen erzielt worden sind.

Da alle bisher bekannten erblichen Verdnderungen Mutatio-
nen sind und da die Evolution zwangslidufig Abwandlungen
im genetischen Material einschlieB3t, sind die heute zu beobach-
tenden ,Mutationen” der Proteine fiir die Aufkldrung der
Vorginge, die bei ihrer Evolution moglicherweise beteiligt
waren, besonders geeignet. In diesem Fortschrittsbericht wer-
den die Arten der Struktur-Abwandlungen, wie sic sowohl
durch die molekulare Genetik als auch durch die vergleichende
Biochemie aufgezeigt wurden, anhand von Beispielen erldutert.

Wihrend die Unterscheidung und Klassifizierung biologischer
Arten relativ einfach ist, kann man das nicht von Molekiil-Ar-
ten sagen. Die Sequenz eines Proteins wird durch ein Struktur-
Gen bestimmt, das seinerseits aus einer Sequenz von Desoxyri-
bonucleotiden besteht. Das Schicksal dieses Struktur-Gens
ist bis zu einem gewissen Grade vom Schicksal der biologischen
Art unabhingig. Die Bildung einer neuen biologischen Art
aus einer dlteren kann ohne Modifizierung des Struktur-Gens
stattfinden. Umgekehrt kann sich das Struktur-Gen verdop-
peln (Duplikation) und zu zwei Protein-Linien fithren, ohne
daB dadurch zwei neue biologische Arten entstehen. Ein Pro-
tein ist in erster Linie durch seine biologische Funktion ge-
kennzeichnet; durch Isolierung von Proteinen aus verschiede-
nen Arten aufgrund dieses Kriteriums erhdlt man eine ,,Fami-
lie* von ,homologen* Proteinen, welche einander strukturell
dhnlich sind. Wenn man mehrere Proteine, die offensichtlich
die gleiche Funktion haben, sich aber in ihren Aminosdure-Se-
quenzen unterscheiden (,isologe™ Proteine), bei ein und dersel-
ben Art findet (,,Polymorphic*), so diirfte jedes dieser Proteine
einem gesonderten Struktur-Gen entsprechen; in diesem Fall
kann es schwierig werden, die Reihen der homologen Proteine
aus denen der isologen Proteine herauszufinden, besonders
wenn die Polymorphie nicht bei allen miteinander verglichenen
Arten auftritt. Dariiber hinaus kénnen innerhalb einer biologi-
schen Art strukturell dhnliche Proteine verschiedene Funktio-
nen haben; dieser Befund legt die Annahme nahe, dal3 die
Struktur-Gene Abkommlinge eines gemeinsamen Ur-Gens
sind, aus dem sie durch Duplikation und Mutation hervor-
gegangen sind. Die Struktur-Analogien sind in diesem Fall
weniger stark als bei den isologen Proteinen ausgeprigt. Solche
chemisch dhnlichen, aber funktionell verschiedenen Proteine
konnen als ,analoge™ Proteine bezeichnet werden.

2. Familien homologer Proteine

Man kennt mehrere Fille, bei denen sich ein Protein aufgrund
seiner Funktion und seiner speziellen Strukturelemente durch
die gesamte Reihe der Wirbeltiere verfolgen 1aBt. Die Paldonto-
logie lehrt, daB sich die Wirbeltiere wihrend der letzten 500
Millionen Jahre entwickelt haben; fiir die Abwandlungen ihrer
Proteine stand somit ausreichend Zeit zur Verfligung, um
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allgemeine Trends sichtbar werden zu lassen. Bisher kennt
man jedoch nur wenige Protein-Familien, die von den niederen
Wirbeltieren bis hin zu den Sdugetieren vorkommen: Cyto-
chrom ¢, die &- und $-Ketten des Himoglobins, die Fibrinopep-
tide und die Neurohypophysen-Hormone. Nach den bisheri-
gen Beobachtungen dndern sich die Polypeptid-Ketten in der
Liinge meist nur sehr wenig; die hdufigste Abwandlung ist die
Substitution von Aminosdure-Resten. Ein solcher Austausch
einer Aminosiure kann schon durch Substitution einer einzi-
gen Base im Nucleotidtriplett, welches den betreffenden Ami-
nosiure-Rest im Gen codiert (Punktmutation), zustande kom-
men, und diese Tatsache erkldrt auch, warum das Phdnomen
so hiufig beobachtet wird.

2.1. Substitutionen von Aminosiuren

Der Vergleich der Aminosdure-Sequenzen innerhalb einer Pro-
tein-Familie zeigt, daB Reste in bestimmten Positionen unver-
dnderlich sind, wihrend andere mehr oder weniger hiufig
ausgetauscht werden. Bei den Substitutionen mul} die all-
gemeine Konformation des Molekiils, welche seine Funktion
bestimmt, auf jeden Fall erhalten bleiben. Es ist deshalb interes-
sant, zunidchst die Griinde dafiir zu untersuchen, warum be-
stimmte Positionen der Polypeptid-Kette nicht verdndert wer-
den.

2.1.1. Die unverédnderliche Funktion hydrophober Reste

Durch kristallographische Untersuchung der dreidimensiona-
len Strukturen war es moglich, bei Proteinen einer Familie
die unverdnderlichen Stellen rdumlich zu lokalisieren und zu
erkennen, daB sie fiir die konformative Stabilitdt des Molekiils
notwendig sind.

2.1.1.1. Cytochrom ¢

Cytochrom c ist ein elektronen-transportierendes Protein, das
sich in den Mitochondrien aerober Organismen findet. Un-
geachtet seiner Herkunft besteht das Molekiil stets aus einer
einzigen, aus 104 bis 112 Resten aufgebauten Polypeptid-Kette,
welche kovalent an immer die gleiche prosthetische Gruppe
gebunden ist. Das Eisen-Atom ist zwei- oder dreiwertig, je
nachdem, ob das Molekiil mit Cytochrom-Reduktase oder
mit Cytochrom-Oxidase reagiert. Diese doppelte Wechselwir-
kung sollte eine recht eindeutig festgelegte Konformation vor-
aussetzen. Da die Cytochrome ¢ aus allen untersuchten Arten
in dhnlicher Weise mit Rinder-Cytochrom-Oxidase reagieren,
durfte man erwarten, daf3 ihre Konformationen nahe verwandt
sind. Dies wurde durch Rontgen-Analyse von Pferde- und
Makrelen-Fe™-Cytochrom bestitigt®). Bei Wirbeltieren ent-
hilt die Kette immer 104 Reste mit einer acetylierten N-termi-
nalen Gruppe; bei Insekten ist die Kette auf 108 Reste, bei
Pilzen auf 108 bis 110 und bei Pflanzen auf 112 Reste verlidngert,
wobei die zusitzlichen Reste stets am N-terminalen Ende
angefiigt sind'®! (Abb. 1). Die Zahl der unverinderlichen Posi-
tionen betrdgt bei 29 untersuchten Arten — vom Menschen
bis zum Weizen — 35, d. h. ungefdhr ein Drittel. Statistische
Berechnungen sprechen dafiir, daB3 die Zahl der unverinder-
lichen Reste nicht unter 32 sinken wird!®), Eine Sequenz von
elf Resten (Positionen 70 bis 80 in der Zihlung der Sdugetier-
Cytochrome c) ist unverdnderlich. Diese Reste beteiligen sich
einerseits an der Bildung einer zentralen hydrophoben Tasche
und an der Bindung mit dem Him, das in dieser Tasche
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eingeschlossen ist, andererseits an der Bindung an Enzyme,
z. B. Cytochrom-Oxidase.
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Abb. 1. Strukturschema der Cytochrome c. Die angegebenen Reste sind
in den bisher bekannten Cytochromen c unverinderlich (nach [9]).

Eingeschlossene unverdnderliche Reste: Das Ham ist an die
Peptid-Kette iiber zwei Sulfid-Briicken gebunden und ver-
kniipft die Cystein-Reste 14 und 17. Das Him-Eisen selbst
ist koordinativ sechsfach gebunden, und zwar an die vier
Stickstoff-Atome des Porphyrins, an ein Stickstoff-Atom des
Imidazol-Rings von Histidin-18 und an das Schwefel-Atom
von Methionin-80. Das Hdm ist auBBerdem fest in eine hydro-
phobe Tasche eingeschlossen (Abb. 2). Die lange unverédnder-
liche Sequenz 70—80 ist derartig gefaltet, daf} sie eine Wand
der unpolaren Tasche bildet; die hydrophoben Reste in unmit-
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Abb. 2. EinschluB des Hams im Cytochrom-c-Molekiil (schematisch). Die
dicken Kreise zeigen Reste an, die im I[nneren des Molekiils liegen: die
mit ihnen verbundenen schwarzen Punkte markieren Seitenketten dieser Reste,
die gegen das Him stoBen. Die diinnen Kreise sind Reste, die sich an der
AuBenseite des Molekiils befinden, und die dicken Halbkreisc entsprechen
Gruppen, die halbverborgen an der Oberfliche liegen. Die Pfeile von Trypto-
phan-59 und Tyrosin-48 zur Propionsiure-Gruppe bedeuten Wasserstoll-
Bindungen. Die durch GroBbuchstaben gekennzeichneten Reste sind in den
Proteinen von 29 Arten absolut konstant (nach [8]).

211



telbarer Nachbarschaft des Hims auf beiden Seiten sind entwe-
der absolut unverdnderlich oder unterliegen nur konservativen
Substitutionen (d. h. solchen, bei denen der hydrophobe Cha-
rakter erhalten bleibt). Von den 25 hydrophoben Resten (Val,
Leu, Ile, Met, Phe, Pro) in Pferde-Cytochrom c¢ sind neun
unverdnderlich, zehn werden konservativ substituiert und
sechs durch nichthydrophobe Reste ersetzt (Tabelle 1). Die
Tasche enthilt keine geladenen Reste.

Tabelle 1. Verdnderlichkeit der Aminosdure-Reste bei Cytochromen ¢ (Ver-
gleich von Pferde-Cytochrom ¢ mit den Cytochromen ¢ von 28 anderen
Arten).

Art der Reste Reste un- konservativ vollstindig
ins- verdnder-  substituierbar substituierbar
gesamt | lich [a]

sauer

(Asp, Glu) 12 0 1 11 (92 %)

basisch

(Lys, Arg) 21 7 1 13 (62 %)

ambivalent

(Asn, Gln, Ser,

Thr, His, Tyr,

Trp, Cys, Ala) 34 1 13 10 (30 %)

hydrophob

(Val, Leu, Ile,

Met, Phe, Pro) 25 9 10 6 (24 %)

Glycin 12 8 3 1 (8 %)

Summe 104 35 28 41

[a] Konservative Substitutionen umfassen jeweils den Austausch innerhalb
der Gruppen, die in der ersten Spalte links avfgefiihrt sind; auch der Austausch
von Ala bzw. Gly mit den Resten der hydrophoben bzw. ambivalenten Gruppe
wird als konservativ angesehen (nach [8]).

Exponierte unverdnderliche Reste: Die polaren Reste an der
Oberflacheder globuldren Proteine spielen entweder bei Wech-
selwirkungen eine Rolle (aktive Zentren), oder sie sichern
die korrekte Faltung der Kette, indem sie im waflrigen Medium
verbleiben, oder sie sorgen — im Falle von geladenen Resten
— fiir ein geeignetes Gleichgewicht der basischen und sauren
Gruppen, so daB ein optimaler pH-Wert fiir das Molekiil
aufrecht erhalten wird. Tabelle 1 zeigt, daB recht viele basische
Reste (Lysin und Arginin) im Gegensatz zu den sauren Resten
unverdnderlich sind. Es ist bekannt, dal} an der Wechselwir-
kung zwischen Cytochrom ¢ und Cytochrom-Oxidase einer
oder mehrere Lysin-Reste des Cytochroms c teilnehmen, be-
sonders Lysin-13 in Pferde-Cytochrom, da eine Blockierung
durch Acetylierung oder Succinylierung die Bindung verhin-
dert.

Rontgen-Untersuchungen zeigen, dal3 die sauren und basi-
schen Reste an der Oberfliche des Molekiils getrennt liegen,
und zwar umgeben zwei basische Zonen eine saure Zone;
durch die Substitutionen wird diese allgemeine Anordnung
nur geringfiigig verdndert. Diese fiir globulire Proteine
ungewdhnliche Verteilung ermoglicht zweifellos die Erken-
nung anderer Makromolekiile (Reduktase, Oxidase, Mito-
chondrien-Membran) und die Assoziation mit ihnen. Lysin-13,
das an der Bindung an die Cytochrom-Oxidase teilnimmt,
liegt direkt iiber der Tasche, in der das Ham untergebracht
ist. Diese Position ist in allen Cytochromen c entweder von
einem Lysin-Rest oder einem Arginin-Rest besetzt (konservati-
ve Substitution).

Unverdnderlichkeit von Glycin und Prolin: Von den 12 Glycin-
Resten in Pferde-Cytochrom c sind acht unveridnderlich und
drei unterliegen konservativen Substitutionen (Tabelle 1). Die-
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se Reste, die keine sterische Hinderung verursachen, nehmen
Positionen ein, in denen nur sie die allgemeine Konformation
erhalten konnen, speziell an Ecken und an engen Kontaktstel-
len der Ketten. Von den vier Prolin-Resten sind drei unverin-
derlich und an Knickpunkten gelegen.

2.1.1.2. Die Globine

Bei den Globinen lassen sich drei Familien unterscheiden,
die als Abwandlungen eines allgemeineren Strukturprinzips
anzusehen sind : die Myoglobine sowie die a- und die f-Hidmo-
globine.

Mpyoglobine: Myoglobin ist ein sauerstoff-speicherndes Pro-
tein, das sich in den Muskeln der Wirbeltiere findet. Die
vollstindigen Sequenzen der Myoglobine sind bis jetzt nur
bei etwa einem Dutzend Sdugetier-Arten bekannt; aulerdem
kennt man die N-terminalen Sequenzen der Myoglobine von
Hiihnern und von Quastenflossern. Es ist zweckmiBig, die
Myoglobine direkt nach den Cytochromen ¢ zu besprechen,
da die dreidimensionale Struktur des Pottwal-Myoglobins be-
kannt ist!!% 122 und da Myoglobine ebenfalls nur aus einer
einzigen, mit einem Him kombinierten Peptid-Kette bestehen.
Vonden 153 Aminosidure-Resten sind bis jetzt 99 als unverén-
derlich erkannt!!!-12), Es ist jedoch schwierig anzugeben, wie-
viele von diesen tatsidchlich nicht austauschbar sind, da man
die Myoglobine niederer Wirbeltiere bisher praktisch nicht
kennt. Das Ham, das nicht durch kovalente Bindungen mit
der Kette verkniipft ist, enthélt koordinativ sechswertiges Ei-
sen, das an ein Stickstoff-Atom des Imidazol-Rings von Histi-
din-93 und an molekularen Sauerstoff gebunden ist. AuBlerdem
ist das Him in eine mit hydrophoben Resten ausgekleidete
Tasche eingebettet.

Die Kette hat acht helicale Segmente und bildet anndhernd
eine kompakte Kugel mit den hydrophoben Gruppen im Inne-
ren und nahezu allen polaren und geladenen Gruppen an
der Oberfliche. Human- und Pottwal-Myoglobin unterschei-
den sich in 26 Resten. Wenn man die dreidimensionale Struktur
des Pottwal-Myoglobins zugrundelegt, so haben 20 Substitu-
tionen an der Oberfliche des Molekiils stattgefunden, zwei
an der Oberfliche von Taschen und vier im Inneren des
Proteins. Drei der Unterschiede im Inneren ergeben sich durch
hydrophobe Substitutionen (Nr. 28: Ile-Val; Nr. 99: Val-Ile;
Nr. 142: Met-Ile). Die vierte (Nr. 110: Ala-Cys), die auch
schon im Inneren von a-Hédmoglobin beobachtet wurde, be-
trifft moglicherweise einen unreaktiven Rest!!!l, Das hydro-
phobe Innere des Proteins ist also bemerkenswert unverdnder-
lich.

Die Myoglobin-Oberfliche hat offensichtlich keine speziellen
Aufgaben zu erfiillen (Wechselwirkungen mit anderen
Proteinen usw.), und man sollte daher annehmen, daB sich
die Reste dort besonders leicht austauschen lassen. Dies scheint
indessen nicht der Fall zu sein.

Human-Myoglobin hat dreimal so viele Reste mit den Myoglo-
binen anderer Sdugetiere gemeinsam wie mit den «- und B-Ket-
ten des Human-Hadmoglobins; es leuchtet ein, da die Myoglo-
bine als eigene Familie angesehen werden. Die allgemeine
Konformation des Myoglobins findet sich jedoch nicht nur
in den Ketten der Wirbeltier-Hamoglobine, sondern auch in

den monomeren Himoglobinen bestimmter wirbelloser Tiere.

a- und B-Hiamoglobine!': Das normale Himoglobin aller
Wirbeltiere, mit Ausnahme der Cyclostomen (Rundméuler),

besteht aus vier Polypeptid-Untereinheiten, von denen zwei
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dem a- und zwei dem B-Typ angehdren; diese bilden ein
annihernd kugelférmiges Gebilde mit 50-60 A Durchmesser.
Bei manchen Arten werden zwei oder drei Himoglobine gefun-
den, die sich voneinander in der Sequenz der a- oder der
B-Kette unterscheiden; es ist daher z. B. schwer zu sagen,
welche von den zwei oder drei a-Ketten zur normalen Reihe
gehort. Grundsitzlich liegen jedoch wenigstens zwei recht
verschiedene Familien vor, die des a- und des B-Hadmoglobins,
die sich nach dem Auftreten der Cyclostomen und vor dem
Auftreten der Fische voneinander getrennt haben miissen.
Wenn sich die Aminosidure-Reste im Hamoglobin nicht aus-
tauschen lassen, so kann dies nicht nur, wie beim Myoglobin,
durch die Notwendigkeit eines hydrophoben inneren Teils
und durch die Polypeptid-Ham-Bindungen bedingt sein, son-
dern auch durch Kontakte zwischen den a- und B-Ketten,
diefiir die Erhaltung der tetrameren Struktur des Himoglobins
erforderlich sind.

Bei beiden Protein-Familien wurden bereits zahlreiche Mole-
kiile aus der Reihe der Sdugetiere in ihrer Sequenz aufge-
kldrt!® 3] ferner auch die a-Ketten einer Vogel-'#! und einer
Fisch-Art" > sowie die B-Kette einer Amphibien-Art!'®l Pe-
rutz et al.['® bestimmten die dreidimensionale Struktur des
Pferde-Hamoglobins und ermittelten die Details iiber den te-
trameren Aufbau des Molekiils. Hierbei wurde bestitigt, dal3
die o- und B-Ketten eine dhnliche Sekundér-Struktur wie
Myoglobin haben, obwohl sie sich in der Aminosdure-Zusam-
mensetzung stark unterscheiden. Jede Kette hat sieben oder
acht helicale Segmente sowie eine Tasche fiir das Him.

Perutz lokalisierte die Reste, die an das Ham gebunden sind,
sowie auch die Reste, die sichan den a;-f - und o1-B2-Wechsel-
wirkungen (,kooperative Effekte™) beteiligen. In der a-Kette
(141 Reste) sind 18 Reste in Kontakt mit dem Porphyrin-Kern
des Hams; Histidin-87 ist koordinativ an das Eisen gebunden.
16 Reste sind an den o1-B;-Kontakten und zehn an den o,-f,-
Kontakten beteiligt (Abb. 3). In den B-Ketten (146 Reste)
sind 20 Reste in Kontakt mit dem Porphyrin-Kern des Hims;
Histidin-92 ist koordinativ an das Eisen gebunden. 18 Reste
sind an den ,-a;-Kontakten und neun an den B;-o,-Kontak-

8 B,
38 C3 Thr ,Pro 36 C2
41 C6 Thr Trp 37 C3
2 07 Tyr—p__ o 4-6ln 39 5
91 F63 Leu —1—1 ]’,:v Arg 40 C6
92 FG4 Arg His 97 FG4
?
93 FG5 Val = Sval 98 FG5
94 61 Asp 1/3/ Asp 93 G1
95 62 Pro — 9— 6w 101 63
1/>-<’\’
96 (3 Val ! >~ Asn 102 G4
140 H23 Tyr

Abb. 3. Kontakte zwischen den Resten ungleicher Ketten (o,-B,) beim Himo-
globin. Die Kontakte umfassen zehn Reste von «; und neun Reste von
B,, die alle — mit Ausnahme der Reste Nr. 38 und 96 von «;, und der
Reste Nr. 39 und 10! von B: — unveridnderlich sind. Durchgezogene Linien
entsprechen van-der-Waals-Bindungen: gestrichelte Linien zeigen Wasser-
stoff-Bindungen an. Die Zahlen bei den Linien geben an, wievicle Atome
aus den beiden Resten von jeder Seite beteiligt sind (insgesamt 80 Atome)
(nach [18]).
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ten beteiligt. Die Bindungen zwischen den Peptid-Ketten und
dem Him oder zwischen den Peptid-Ketten verschiedenen
Typs sind im allgemeinen unpolar; Bindungen zwischen den
gleichartigen Ketten kommen selten vor und sind polar.

Perutz und Lehmann'®) fanden, daB Mutationen des Human-
Himoglobins, welche Reste in Kontakt mit dem Hdm oder
in a-B-Kontakten betreffen, fast immer pathologische Auswir-
kungen haben; dagegen fithren Mutationen, die oberflachlich
liegende, im allgemeinen polare Reste betreffen, gewohnlich
zu keinem klinischen Befund. Diese Beobachtung sollte mit
der Tatsache korreliert werden, dall Reste, die in Kontakt
mit dem Him stehen oder an a-B-Wechselwirkungen beteiligt
sind, meist generell unverdnderlich sind (zumindest bei den
Sdugetieren). In der Familie der B-Ketten sind z. B. bei den
Sdugetieren 70 von 146 Resten unverinderlich; diese Zahl
sinkt aber auf 54, wenn man auch die B-Kette des Frosches
Rana esculenta einbezieht!!'® Unter den 21 Resten, die in
Kontakt mit dem Hidm stehen, sind 16 unverdnderlich (76 %),
und von den neun Resten, die sich an den lebenswichtigen
a1-B2-Kontakten beteiligen (Abb. 3), sind sieben unverédnder-
lich (87 %); dagegen sind von 17 Resten, die an den a;-f1-
Wechselwirkungen teilnehmen, bei allen bisher bekannten -
Ketten nur acht nicht austauschbar (45 %). Von den 100 Resten
ohne Kontakt werden 25 nicht verdndert. Zwei lange Sequen-
zen (die Reste 3040 und 96—-108) sind fast vollkommen unver-
dnderlich; dieser sehr ungewdhnliche Befund 148t sich durch
die direkte Aufeinanderfolge von Resten, die an wesentlichen
Bindungen beteiligt sind, erkldren.

2.1.1.3. Die Pankreas-Serin-Proteasen

Bei vier proteolytischen Enzymen des Pankreas sind sowohl
die Sequenzen!?®~ 231 als auch die dreidimensionalen Struktu-
rent?4~ 26 bekannt: bei Chymotrypsin A und B, Trypsin und
Elastase. Obwohl diese Enzyme phylogenetisch zu verschiede-
nen Familien gehoren, ist wegen der Homologie ihrer Sequen-
zen und wegen der Art ihrer aktiven Zentren anzunehmen,
daB sich ihre Struktur-Gene von einem gemeinsamen Ur-Gen
ableiten!?”!. Bemerkenswert ist, daf3 die iibereinstimmenden
Reste gewohnlich im hydrophoben Innenraum liegen!?®!
Alle chemischen und kristallographischen Befunde deuten da-
her darauf hin, daB in globuldren Proteinen die Reste, die
sich am Bau des zentralen Kerns, an der Bildung von Taschen
fiir prosthetische Gruppen von der Art des Hims oder an
Wechselwirkungen zwischen Untereinheiten  beteiligen,
gewohnlich hydrophob sind und sich im Laufe der Evolution
nicht verdndern. Dagegen sind die an der Oberflidche gelegenen
Reste hydrophil und kénnen leicht ausgetauscht werden. Man
kann daraus ableiten, daBB Anderungen, die den inneren Teil
betrafen, die allgemeine Konformation stark beeinfluten und
entweder zum Verschwinden der Funktion und zur Eliminie-
rung des Proteins fiihrten oder — als Folge einer neuen K onfor-
mation und dem Auftreten einer neuen Protein-Familie —
eine sehr stark abgewandelte Funktion entstehen lieBen. Die
Abstammung 148t sich in diesem Fall chemisch und biologisch
nur schwer nachweisen.

2.1.2. Die verdnderliche Sequenz von Proteinen

Die kristallographischen und vergleichenden chemischen Un-
tersuchungen an Proteinen zeigen, dal3 das Innere des kugelf6r-
migen Proteins widerstandsfihig gegen eine evolutioniire Ab-
wandlung ist, wiahrend an der Oberfliche Aminosduren in
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unterschiedlichem Male ausgetauscht werden konnen. Die
biologische Bedeutung der Molekiiloberflache dndert sich von
Stelle zu Stelle; so sind die aktiven Zentren der Enzyme (fiir
Katalyse, Spezifitdt, Coenzym-Anlagerung usw.), bei polyme-
ren Enzymen die fiir die Wechselwirkung zwischen den Un-
tereinheiten wichtigen Zonen, bei Protein-Hormonen die Zen-

tren fiir die Anlagerung an die Rezeptoren usw. zweifellos -

weniger variabel als andere Teile, deren Funktion sich z. B.
auf das Vorhandensein hydrophiler Gruppen beschrinkt, die
indirekt fiir die korrekte Faltung der Kette verantwortlich
sind.

Die wenigen Enzyme, deren dreidimensionale Strukturen be-
kannt sind und bei denen man die Funktion der Oberfldche
untersuchen kann, wurden leider noch nicht bei verschiedenen
Arten verglichen. Die Kontaktzonen zwischen Cytochrom ¢
und Cytochrom-Reduktase oder Cytochrom-Oxidase sind un-
bekannt; Myoglobin und Himoglobin scheinen keine biologi-
schen Funktionen an der Oberfliche zu haben. Interessant
ist jedoch unter diesem Gesichtspunkt der Vergleich von pro-
teolytischen Enzymen.

2.1.2.1. Biologische Bedeutung der Substitutionen

Wenn man annimmt, daB3 die molekulare Evolution, ebenso
wie die morphologische Evolution, einen Fortschritt bedeutet,
so kommt den Substitutionen an aktiven Zentren fundamenta-
le Bedeutung zu. Es liegt nahe, ,,neutrale” und ,,aktive™ Substi-
tutionen zu unterscheiden: , Neutrale Substitutionen lassen
die Funktion unverdndert, kommen aber wahrscheinlich hdufi-
ger vor und zeigen bis zu einem gewissen Grade den Zeitraum
an, vor dem sich zwei Arten getrennt haben. Durch ,aktive"
Substitutionen werden dagegen die biologischen Eigenschaften
eines Molekiils verdndert.

Chemisch mufl man zwischen konservativen Substitutionen
(Austausch z. B. eines basischen oder eines hydrophoben Restes
gegen einen gleichartigen Rest) und verdndernden Substitutio-
nen unterscheiden; es ist jedoch manchmal schwierig, eine
Substitution der einen oder anderen Kategorie zuzuordnen.
Wenn man sehr viele Sequenzen untersucht!®), so fillt auf,
dal} Substitutionen chemisch dquivalenter Aminosduren, wie
Arg/Lys, Val/Ile und Ser/Thr, hiufiger als andere Fille vorzu-
kommen scheinen. Die Frage ist aber, ob diese Substitutionen
wirklich als Verdnderungen auf funktioneller Ebene anzusehen
sind. Immerhin entspricht der ausgetauschten Aminosdure
aber auf genetischer Ebene ein verdndertes Triplett!?), und
eine konservative Substitution setzt ebenso wie eine verdndern-
de Substitution eine Mutation voraus. Die Art der Substitutio-
nen hingt also vom genetischen Code (benachbarte Tripletts)
und von den physikalisch-chemischen Eigenschaften der Reste
(benachbarte funktionelle Gruppen und Konfigurationen) ab.
Der zweite Faktor wird mit zunchmender Spezifitit des Restes
fir die Funktion wichtiger, und im Extremfall ist der Rest
nicht austauschbar.

Wenn man die ,Mutabilitat* einer Aminosiure, ungeachtet
ihrer Position, bei einer grofien Zahl von Proteinen betrachtet,
so fillt auf, dal einige Aminosduren (wie Serin) sehr héufig,
andere (wie Cystein und Tryptophan) dagegen nur selten aus-
getauscht werden!®. Die Moglichkeit der Substitution kann
davon abhingen, ob unter den 20 natiirlichen Aminosduren
geeignete Analoga vorhanden sind. Sehr niitzlich wire es zwei-
fellos auch, die Griinde dafiir zu ermitteln, warum bei der
Evolution die Zahl der in Proteinen enthaltenen Aminosiuren
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auf 20 beschrédnkt blieb und warum einige von diesen praktisch
iibereinstimmende Paare bilden.

2.1.2.2. UngleichmiBige Substitutionsgeschwindigkeiten bei
Protein-Familien

Die morphologische Evolution verlduft nicht mit gleichmaBi-
ger Geschwindigkeit; eine Entwicklungslinie kann Perioden
intensiver Verdnderungen, Perioden geringer Verdnderungen
und auch Zeiten totalen Stillstandes zeigen (z. B. bei den leben-
den Fossilien). Da jeder Organismus die verschiedensten
Proteine enthilt, konnte man fragen, ob sich alle Protein-Fami-
lien in einem mehr oder weniger dhnlichen Rhythmus dndern
oder ob jede Familie ihr eigenes Schicksal hat. Tatsdchlich
entwickelten sich die Organe verschieden schnell, zweifellos
in Abhingigkeit von ihrer Funktion, und so muf3 man das
gleiche auch fiir die Proteine annehmen.

Wenn man a priori voraussetzt, daB die Struktur-Gene dieselbe
Variabilitdt haben, miifite die Substitutionsgeschwindigkeit
innerhalb einer Protein-Familie davon abhingen, wievicle Re-
ste am Aufbau eines aktiven Zentrums beteiligt sind. Diese
Hypothese kann bisher nicht iiberpriift werden; dagegen kann
man die Zahl an Punktmutationen, die in jeder Familie vorge-
kommen sind, dadurch abschitzen, daf3 man die Substitutio-
nen, den genetischen Code und ggf. notwendige ,,Zwischenstu-
fen“ bei den Substitutionen beriicksichtigt, die erhaltene Zahl
auf 100 Reste umrechnet und sie auf einen Zeitraum von
100 Millionen Jahren bezieht (Tabelle 2)I°!. Obwohl es sich
hierbei nur um grobe Ndherungswerte handelt, die vor allem
deshalb kritisiert werden konnen, weil eine gleichmifige Ande-
rungsgeschwindigkeit innerhalb einer Protein-Linie angenom-
men wird, ergibt sich klar, daB sich einige Protein-Familien
wesentlich stirker als andere verdndern.

Tabelle 2. Anzahl n der angenommenen Punktmutationen bei Proteinen,
bezogen auf 100 Reste und 100 Millionen Jahre [a].

Proteine n
Fibrinopeptide 90
Wachstumshormon 37
Pankreas-Ribonuclease 33
Immunglobuline 32
k-Kette, C-Region 39
k-Kette, V-Regionen 33
y-Kette, C-Regionen 31
A-Kette, C-Region 27
Lactalbumin 25
Himoglobin-Ketten 14
Myoglobin 13
Pankreastrypsin-Inhibitor 11
Tierisches Lysozym 10
Gastrin 8
Melanotropin B 7
Encephalitogenes Protein der Myelin-Membran 7
Trypsinogen 5
Insulin 4
Cytochrom ¢ 3
Gtycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 2
Histon IV 0.06

[a] Fiir die meisten Proteine wurde die Zeit ausgehend von dem Zeitpunkt,
zu dem sich die Sdugetier-Ordnungen trennten (etwa vor 75 Millionen Jahren)
extrapoliert. Fiir Lysozym, Trypsinogen, Insulin, Glycerinaldehyd-3-phos-
phat-Dehydrogenase und Histon IV wurden folgende Divergenzzeiten von
der Linie der Saugetiere zugrundegelegt: Vogel (300 Millionen Jahre), Fische
(400 Millionen Jahre), Insekten (900 Millionen Jahre) und Pflanzen (1500
Millionen Jahre) (nach [6]).

Esist schwer zu verstehen, warum die Familie der Myoglobine
stabiler als diejenige der a- und B-Hidmoglobin-Ketten ist,
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obwohl im Myoglobin offensichtlich weniger funktionale
Zwinge als in den Hamoglobinen vorliegen; auch 1a8t sich
nicht erkldren, weshalb die B-Familie variabler als die x-Fami-
lie ist, denn die beiden Ketten scheinen die gleichen Aufgaben
zu haben. Cytochrom c ist besonders stabil, aber noch ritsel-
hafter wirkt die frappierende Unverdnderlichkeit der Histone:
Sie unterscheiden sich bei Erbsen und bei Rindern nur um
zwei Reste, obwohl sich deren Entwicklungslinien schon vor
1500 Millionen Jahren getrennt haben.

2.1.2.3. Stammesgeschichte und Protein-Evolution

Die Paldontologie hat gezeigt, wann ungefahr sich die Linien
der Wirbeltiere voneinander getrennt haben, und es ist daher
moglich, die Zeitrdume seit der Trennung der Linien und
die Zahl der beobachteten Substitutionen bei mehreren Pro-
tein-Familien miteinander zu vergleichen. Offensichtlich
erhoht sich die Zahl der Substitutionen mit zunehmenden
Zeitrdumen, und unter zusdtzlichen Annahmen lassen sich
phylogenetische Stammbédume berechnen, die nur auf der Zahl
der Substitutionen basieren!® 28} Diese Stammbiume stim-
men gut mit den paldontologisch ermittelten tiberein.

Die Tatsache, daB bei einer gegebenen Protein-Familie, z. B.
den B-Hamoglobinen (Tabelle 3), die Zahl der Substitutionen
zwischen zwei Arten eine Funktion des Zeitraums seit der

Tabelle 3. Anzahl n der Abweichungen {Substitutionen) in der Aminosdure-Se-
quenz der B-Hémoglobine mehrerer Tierarten und paldontologischer Zeit-
raum t seit der Trennung von der gemeinsamen Stammlinie.

Zoologische Einteilung t [10° a] n{%]

Klasse Mammalia ( Sdugetiere)
Unterklasse Eutheria
Ordnung Primaten:

Hominiden
(Mensch) 0 0
(Gorilla) 20 1
Cercopithecidae
(Rhesus-Affe) 60 3
Ordnung Artiodactyla:
Ruminantia
{Schaf) 75 18
Suiformes
(Schwein) 75 16
Tylopodes
(Lama) 75 14
Ordnung Perissodactyla:
(Pferd) 75 17
Ordnung Rodentia:
(Maus) 75 18

Unterklasse Metatheria
Ordnung Marsupialia:
(Kdnguruh) 130 26
Klasse Amphibia ( Amphibien )
Ordnung Anura:
(Frosch) 320 46

Trennung der beiden Arten ist und nicht von den ausgewihlten
Arten abhidngt, legt die Vermutung nahe, daf3 die beobachteten
Substitutionen vom Standpunkt der natiirlichen Auslese aus
im wesentlichen ,neutral” sind. Die Sequenzen der Proteine
wiren damit biologische ,,Uhren*. Da die zoologischen Grup-
pen aufgrund morphologischer Eigenschaften abgegrenzt wer-
den, die sich mit zunehmendem Zeitraum seit Trennung der
Linien starker differenzieren, miifite der Anteil an Substitutio-
nen bezogen auf eine Vergleichs-Art prinzipiell die Identifizie-
rung der Klasse oder Unterklasse derjenigen Art erlauben,
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von der das Protein erhalten wurde. Dabei ist es jedoch not-
wendig, eine rezente Art zum Vergleich heranzuziehen. Das
Neunauge z. B. gehort einer Linie (Cyclostomen) an, die sich
von derjenigen, die zu den anderen Wirbeltieren fiihrte, vor
etwa 500 Millionen Jahren getrennt hat; wiirde man die
Proteine der Cyclostomen als Bezugssubstanzen wihlen, so
sollte sich bei allen anderen Wirbeltieren der gleiche Anteil
an Substitutionen ergeben.

Es sei darauf hingewiesen, dal ungefahr gleiche Anteile an
Substitutionen, die fiir Zhnliche Zeitraume gefunden werden,
nicht den SchluB} zulassen, daf3 die Polypeptid-Ketten an den
gleichen Positionen veréindert wurden. Auch Ausnahmen wur-
den beobachtet: Beispielsweise haben die Vogel die gleichen
Neurohypophysen-Hormone wie die Amphibien, von denen
sie sich vor ungefdhr 350 Millionen Jahren ableiteten, aber
andere Neurohypophysen-Hormone als die Saugetiere, von
denen sie sich erst viel spdter trennten. Die Abwandlung von
Proteinen, ein passives Phdnomen, das hiufig auftritt, darf
nicht dariiber hinwegtduschen, daf3 eine wirkliche Evolution
definitionsgemdf erst dann vorliegt, wenn die Abwandlung
des Proteins von einer Anderung seiner Funktion begleitet
wird.

2.2. Linge der Polypeptid-Kette

Beider Untersuchung einer Familie von homologen Proteinen
fallt auf, da3 die Zahl der Reste praktisch immer konstant
bleibt: Alle Cytochrome ¢ der Wirbeltiere enthalten 104 Ami-
nosiure-Reste, alle x-Hdmoglobine 141 oder 142, alle Neuro-
hypophysen-Hormone neun Reste usw. Um die Bedeutung
dieser Konstanz zu ermessen, ist es notwendig, auf die Protein-
Biosynthese einzugehen: sie umfaBt die Transkription des
Struktur-Gens, d. h. einer Desoxyribonucleinsdure (DNA), in
eine Messenger-Ribonucleinsdure (mRNA) und anschliefend
die Ubersetzung der mRNA in eine Aminosiure-Sequenz.
Eine mRNA codiert mehrere Proteine; die Ubersetzung eines
jeden umfaBBt das Ablesen einer Sequenz von Tripletts, ausge-
hend von einem Anfangstriplett (AUG oder GUG) bis zu
einem Endtriplett (UAA, UAG oder UGA). Neben der RNA-
Polymerase der Transfer-Ribonucleinsduren (tRNA), welche
die Anfangs- und Endsignale erkennen, nehmen auch Protein-
Faktoren, die bisher nicht befriedigend identifiziert wurden,
an diesem ProzeB teil!??). Es ist merkwiirdig, daB3 ein Vorgang,
an dem so viele Molekiile beteiligt sind und der daher fiir
Mutationen besonders anféllig zu sein scheint, zu einem prak-
tisch konstanten Ergebnis fithren kann. Die wenigen beobach-
teten Abweichungen sind daher besonders aufschlufBreich.

2.2.1. Verkiirzung und Verldngerung der Kette

Die bekannten Familien homologer Proteine umfassen nur
wenige Beispiele aus niederen Arten. In einigen Fillen (Cyto-
chrom c) scheint im Laufe der Evolution eine geringe Ver-
kiirzung stattgefunden zu haben.

2.2.1.1. N-terminale Anderungen der Kette

Die Cytochrome ¢ von Pflanzen, Pilzen und Insekten enthalten
8,6—4 bzw. 4 Reste mehr als die Cytochrome ¢ der Wirbeltiere,
und zwar verldngern diese Reste den N-terminalen Teil der
Kettel*l. Es scheint, als ob das Anfangssignal verschoben wur-
de, so dal} der spitere Beginn bei den hdheren Arten eine
kiirzere Kette ergibt.
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Dieses Phidnomen l4Bt sich jedoch nicht verallgemeinern: z. B.
haben die Himoglobine der wirbellosen Tiere und entspre-
chende Proteine der Pflanzen ungefihr die gleiche Anzahl an
Resten wie die a- oder B-Ketten der Wirbeltier-Himoglobi-
ne. Eine N-terminale Auslassung von sechs Resten wurde
beim B-Himoglobin des Frosches beobachtet!!®), hat aber
offenbar keinerlei evolutionidre Bedeutung. Immerhin scheint
es, als ob die N-terminalen Enden der Ketten einer Abwand-
lung eher zugdnglich sind als der zentrale Teil.

2.2.1.2. C-terminale Anderungen der Kette

Am C-terminalen Ende scheinen Verkiirzungen oder Verldange-
rungen seltener als am N-terminalen vorzukommen; offenbar
148t sich das Endsignal weniger leicht verschieben, oder seine
Verschiebung ist unvereinbar mit der Erhaltung eines funk-
tionsfdhigen Molekiils.

Auf eine vorzeitige Beendigung der Biosynthese des Cortico-
tropins konnte das Vorkommen eines Peptids in Schweinen
und anderen Sdugetieren hinweisen, das wegen seiner speziel-
len biologischen Eigenschaften als x-Melanocyten-stimulieren-
des Hormon (x-MSH) bezeichnet wird; dieses hat die Sequenz
der ersten 13 Reste des Corticotropins, welches seinerseits
aus 39 Resten besteht.

In einem unlédngst isolierten, abnormalen Human-Hdmoglobin
(Constant Spring-(CS-)Hdmoglobin) enthilt die «-Kette 172
anstelle der iiblichen 141 Reste. Es ist bemerkenswert, dal3
dies einer Verldngerung um 31 Reste am C-terminalen Ende
entspricht, als ob das Endsignal in Richtung auf eine Verldnge-
rung verschoben worden wire*°!. Eine C-terminale Verlidnge-
rung um zehn Reste wurde auch in der B-Kette eines Human-
Himoglobins beobachtet!*'). Obwohl das CS-Himoglobin im
untersuchten Fall nur 1--2% des gesamten Hdmoglobins aus-
machte und die Molekiile abnormal sind, konnte dieser Vor-
gang auch bei der Evolution vorgekommen sein.

2.2.2. Einfligungen und Auslassungen im Inneren der Kette

Beim Vergleich von homologen Proteinen findet man manch-
mal, daB3 bei einer Art gegeniiber dem allgemeinen Molekiil-
schema ein oder zwei Reste zusitzlich vorhanden sind oder
fehlen. Beispielsweise hat Karpfen-x-Hidmoglobin 142 anstatt
141 Reste (Einfligung), und die f-Hidmoglobine von Rindern
und Schafen haben 145 anstatt 146 Reste (Auslassung). Die
Homologie der Sequenzen gestattet es, die Anderung im Inne-
ren der Kette zu lokalisieren. Einfiigungen und Auslassungen
dieser Art wurden auch in abnormalen Human-Hédmoglobinen
gefunden; diese Beobachtungen lassen sich durch reziprokes
Uberkreuzen (crossing-over) innerhalb der Gene, durch das
die Peptid-Sequenzen beeinflullt werden, erkldren. Die Einfii-
gungen und Auslassungen im Inneren der Peptid-Kette betref-
fen offenbar hochstens fiinf, oft aber weniger aufeinanderfol-
gende Reste. Thr Einflul} auf die allgemeine Konformation
und die Funktion scheint im groBen und ganzen gering zu
scin.

3. Polymorphie: Isoproteine

Durch duBerst sorgfiltige Reinigung von Proteinen konnte
gezeigt werden, daB gleiches Gewebe bei der gleichen Art
sehr oft zwei oder mehrere Molekiile enthilt, die offensichtlich
die gleiche Funktion ausiiben und sehr dhnliche Aminoséaure-
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Sequenzen haben. Diese Polymorphie ist nicht auf cine unvoll-
stindige Dominanz zuriickzufithren, denn jedes Protein ent-
spricht einem besonderen Struktur-Gen. Solche Molekiile wer-
den als [soproteine (Isoenzyme, Isohormone) bezeichnet, und
man nimmt an. daB sie durch Duplikation eines frither vorhan-
denen Struktur-Gens hervorgegangen sind. Das AusmaB der
Polymorphie hdngt vom Protein und von der Art ab; es ist
jedoch sehr ungewohnlich, wenn ein Protein keine Polymor-
phie aufweist. Cytochrom ¢ scheint z. B. bei Wirbeltieren keinc
Polymorphie zu zeigen : in Hefe kommt es dagegen als Iso-1-cy-
tochrom ¢ und als Iso-2-cytochrom ¢ vor!'#2),

Die biologische Bedeutung dieser Gen-Vervielfachung ist noch
unklar. Méglicherweise schiitzt das Vorhandensein von zwei
oder mehreren Genen, die Proteine mit éihnlichen Funktionen
produzieren, die Art gegen eine inaktivierende Mutation, wel-
che bei einem einzigen Gen tddlich sein wiirde. Es ist aber
auch denkbar, daB aufeinanderfolgende Mutationen schlieB3-
lich dahin fiihren, da3 eines der Proteine eine andere Funktion
ausitben kann, und daB damit die Duplikation der erste Schritt
bei der Bildung eines neuen Proteins ist. Es sei jedoch darauf
hingewiesen, dall die Mengenverhiiltnisse der Isoproteine meist
betrichtlich variieren, und daBl das Verschwinden des hiufig-
sten Isoproteins durch Mutation nicht von einer entsprechen-
den Zunahme der weniger hédufigen Proteine begleitet zu sein
scheint.

Die Isoproteine sind nicht sehr eindeutig definiert: da aber
die Proteine gewohnlich nach ihrer Funktion benannt werden,
sind sie allgemein als Proteine anzusehen, die praktisch gleiche
Wirkungen, aber etwas abweichende Aminosdure-Sequenzen
haben.

3.1. Isoproteine im engeren Sinne: Die Chymotrypsinogene

Die Chymotrypsinogene A und B wurden in Rinder-Pankreas
gefunden. Sie sind etwa gleich groB und bestehen beide aus
einer Polypeptid-Kette von 245 Resten: sehr wahrscheinlich
haben sie auch dhnliche Konformationen!?'. Die Art der
Aktivierung durch Trypsin unter Trennung der Arg-15—1Ile-
16-Bindung ist bei beiden Trypsinogenen édhnlich, jedoch wird
Chymotrypsinogen B unter vergleichbaren Bedingungen
15mal schneller aktiviert. Da der einzige Unterschied in den
ersten 35 Resten der Ketten ein Alanin im B-Protein anstelle
eines Serins im A-Protein ist, scheint es, als ob die Aktivierungs-
region im B-Protein wegen der Abwesenheit einer Wasserstoff-
Bindung flexibler wire. Zwei der drei autokatalytischen Spal-
tungen, die der Aktivierung beim Chymotrypsinogen A folgen,
werden auch bei der Aktivierung des B-Proteins gefunden;
die Spezifititen stimmen bei beiden Enzymen praktisch iiber-
ein.

Es ist bemerkenswert, dal die beiden Chymotrypsinogene,
die funktionell so sehr dhnlich sind, sich durch 52 Reste (ent-
sprechend 219, ihrer Sequenz) unterscheiden und in anndhernd
gleichen Mengen vom Pankreas produziert werden. Bisher
148t sich kein Grund fiir diese Duplikation angeben. Tatsdch-
lich muB aber eine derartige Duplikation sogar zweimal vorge-
kommen sein, denn es wurde auch ein weniger gut charakteri-
siertes Chymotrypsinogen C isoliert. Die drei Enzyme wurden
auch bei Schweinen gefunden; andere Arten sind noch nicht
gut genug untersucht, um Schliisse dariiber zuzulassen, ob
es sich hierbei um ein allgemein bei Wirbeltieren vorkommen-
des Phidnomen handelt.
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3.2. Isoproteine im weiteren Sinne: Die Globine

Die Himoglobine der Wirbeltiere (mit Ausnahme der Cyclo-
stomen) sind tetramere Molekiile, die je zwei Ketten vom
a- und B-Typ enthalten (228,). Die a- und B-Ketten sind
Isoproteine in dem Sinne, daB ihre Funktionen einander offen-
sichtlich dhneln, wihrend ihre Sequenzen verwandt, aber un-
gleich sind. Die vollstdndigen Sequenzen der Ketten sind fiir
etwa 20 Wirbeltier-Arten, vorwiegend Sdugetiere, bekannt,
und man kann annehmen, daB die Duplikation cin allgemeines
Phinomen ist. Die Polymorphie kommt sogar auch bei solchen
Arten vor, die monomeres Himoglobin haben, z. B. bei Neun-
augen (Cyclostomen) und wirbellosen Tieren sowie bei den
entsprechenden Proteinen der Pflanzen.

Die %- und B-Ketten sind ungefdhr gleich lang (x-Kette: 141
Reste: B-Kette: 146 Reste) und haben sehr dhnliche K onforma-
tionen, die mit der des Myoglobins eng verwandt sind!'®),
Beim Menschen finden sich 57 % Substitution zwischen der
a- und der B-Kette. Auch eine kleine Menge eines Himoglobins
der Formel a,8; wurde gefunden, wobei die -Kette wie die
B-Kette 146 Reste enthilt und sich von dieser durch nur
7% Substitution unterscheidet!®!. Der menschliche Fetus ent-
hilt ein spezielles Himoglobin der Formel a,7;; die y-Kette
besteht wie die B-Kette aus 146 Resten und zeichnet sich
gegeniiber dieser durch 27 % Substitution aus. Weitere Ketten,
¢ und g, kommen ebenfalls im Embryo vor, doch wurden
sie noch nicht aufgeklidrt. Auch bei anderen Sdugetier-Arten
ist es nicht ungewdhnlich, daB das erwachsene Tier zwei oder
mehrere Hiamoglobine enthilt, die sich entweder in der a-
oder in der B-Kette unterscheiden: da innerhalb einer Art
immer wenigstens ein Vertreter vom «-Typ und vom B-Typ
vorliegt, konnen stets mehrere Proteine in unterschiedlichen
Mengen auftreten, von denen jedes einem anderen Struktur-
Gen entspricht.

Es ist daher moglich, hicr zwischen zwei Graden an Polymor-
phie und zwischen zwei Kategorien von Isoproteinen zu unter-
scheiden, nimlich zwischen den Isoproteinen im engeren Sinn,
welche gleichviele Reste enthalten (z.B. die Gruppen P, &
und 7), und den Isoproteinen im weiteren Sinn, die in der
Anzahl ihrer Reste differieren und die auch untereinander
eine stirkere Substitution aufweisen. Wenn man davon aus-
geht, dall der Anteil an Substitution ein MaBstab fiir die
Zeit ist, die seit der Duplikation verstrichen ist, d.h. fiir die
evolutionire Distanz”, so kann man annehmen, daB3 beim

Menschen z. B. die a-B-Duplikation mit 57% Substitution
zuerst stattfand: cs folgten die B-y-Duplikation mit 27 % Sub-
stitution und zuletzt die f-3-Duplikation mit 7 % Substitution.

Da Myoglobin im Muskel dariiber hinaus eine Funktion hat.
die derjenigen des Hdmoglobins weitgehend entspricht, und
da es in der Kettenlinge (153 Reste) und besonders in der
Konformation den «- und B-Ketten sehr dhnlich ist''#, kann
man Myoglobin auch als Isoprotein im weiteren Sinne anse-
hen. Human-Myoglobin unterscheidet sich von der a-Kette
des Menschen durch 74 % Substitution!*3!; die Duplikation
miilite daher friiher als die a-B-Duplikation stattgefunden ha-
ben. Es ist intercssant, daf3 der Langenunterschied nur dann
auftritt, wenn die Substitution mehr als 50% betrégt; das
bedeutet nach obiger Interpretation, daB3 die Duplikation sehr
lange zuriickliegt. Geht man davon aus, dal} die erste Duplika-
tion bei den Globinen die Myoglobin-x-Kette-Duplikation
gewesen ist!?] so fillt auf, daB das Protein, das zum Myoglobin
wurde, sich nicht weiter dupliziert hat, und dal3 es auch weniger
Substitutionen unterlag als das Protein, das zu den Hdamoglo-
bin-Ketten wurde. Die Faktoren, die dazu fiithren, daf} sich
2in Struktur-Gen leichter als ein anderes dupliziert, sind bisher
ebenso unbekannt wie auch die Faktoren, durch die die Substi-
tutionen inder einen Linie stdrker als in der anderen begiinstigt
werden.

4. Die biologische Differenzierung der Proteine

4.1. Differenzierung durch Substitutionen: Analoge Proteine

Manche Proteine mit unterschiedlichen biologischen Eigen-
schaften sind einander in der Anzahl der Reste und in den
Aminosidure-Sequenzen so dhnlich, dal man sie wohl als
Abkommlinge eines gemeinsamen Stamm-Molekiils ansehen
darf. Diese funktionell verschiedenen, aber chemisch verwand-
ten Proteine werden im folgenden als analoge Proteine bezeich-
net. Das AusmalB der Ahnlichkeit variiert offensichtlich inner-
halb jeder Gruppe; es kann im Extremfall auch strittig sein,
ob zwischen den Proteinen eine Beziehung besteht.

4.1.1. Die Neurohypophysen-Hormone

Obwohl die Neurohypophysen-Hormone zu den Peptiden und
nicht zu den Proteinen gehoren, sollen sie als Beispiele fiir
die Umwandlung von isologen in analoge Proteine dienen.

Tabelle 4. Schema fiir die hypothetische Entwicklung der Neurohypophysen-Hormone aus dem Stamm-Molekiil.
Durch eine Gen-Duplikation und mehrere anschlieBende Einzelsubstitutionen in den Positionen 3, 4 oder 8 entstehen

zwei getrennte Molekiil-Linien.

Stamm-Molekiil

1 2 345 6 7 89
Cys-Tyr-?-?7-Asn-Cys-Pro-?-Gly(NH,)

/ Duplikation \

Knorpelfische (Rochen) Glumitocin Ile3-Ser*-Gln® Arg-Vasotocin lle*-Gln®-Arg®

(Hundshai) Aspargtocin le3-Asn*-Leu® Arg-Vasotocin Ile*-Gln*-Arg?

Valitocin lle3-Gin*-Val® Arg-Vasotocin Ile*-Gln*-Arg?

Knochenfische Isotocin Ile*-Ser*-Ile® Arg-Vasotocin Ile*-Gln*-Arg®

Amphibien, Reptilien, Mesotocin Ile®-Gln*-Ile® Arg-Vasotocin Ile3-Gln*-Arg®

Vogel [34]

Sdugetiere (auBer Schwein) Oxytocin Ile®-GIn*-Leu® Arg-Vasopressin Phe3-Gln*-Arg?®
Schwein Oxytocin Ile3-Gln*-Leu® Lys-Vasopressin Phe*-Gln*-Lys®
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Abb. 4. Entwicklung der Neurohypophysen-Hormone und Evolution der
Arten. Die Buchstaben geben die Hormone an, die bei rezenten Vertretern
der einzelnen Tier-Gruppen gefunden werden (ein Sternchen bedeutet, daB
die Hormone nicht chemisch, sondern pharmakologisch identifiziert wurden):
O =Oxytocin, AV =Arginin-Vasopressin, LV =Lysin-Vasopressin, M=
Mesotocin, [=Isotocin, A =Aspargtocin, V =Valitocin, G = Glumitocin,
AT =Arginin-Vasotocin. Die Zahlen geben die palidontologischen Zeitriume
seit Trennung der Linien in Millionen Jahren an (Formeln der Hormone
siehe Tabelle 4).

Bisher wurden neun Neurohypophysen-Hormone, sidmtlich
Nonapeptide, bei etwa 40 Arten aus allen Klassen der Wirbel-
tiere (mit Ausnahme der Cyclostomen) identifiziert (Tabelle
4, Abb. 4).

Die biologischen Wirkungen der aus den niederen Wirbeltieren
isolierten Peptide wurden vor allem an Sdugetieren gemessen,
so daB man ihre tatsichliche Funktion nicht genau kennt.
Es ist jedoch interessant, daB in den Klassen, die direkt vor

Tyrosin-Substrat

0
\ N\ _AH— \
NH _C—NH NH
o ¢
/ O =—Ser-195 /
CH  CHy Py
H4—l—— ol

04 H4=—5ly-226

A
AT AT® AT AT AT*AT®AT* AT*

Lysin-Substrat

/
\ ¢
6ly-216 Kol

g Hp=—0ly-226

den Siugetieren auftraten, also bei den Amphibien und den
Reptilien, sowohl Mesotocin (Ile?-Oxytocin) als auch Arginin-
Vasotocin (Arg8-Oxytocin) eine ausgeprigte Oxytocin-Wir-
kung haben und daB man sie als Isopeptide ansehen kann.
Vasotocin nimmt jedoch auch an der Regulierung des Wasser-
und Elektrolyt-Haushalts teil und kann damit auch auf solche
Rezeptoren einwirken, auf die Mesotocin keinen EinfluB hat.
Bei den Sdugetieren treten zwei neue Molekiile auf, Oxytocin
und im allgemeinen Arginin-Vasopressin (Phe3-Arg®-Oxyto-
cin), welche den Uterus und die Milchdriise bzw. die Niere
beeinflussen. Die Wirkung von Oxytocin auf die Niere und
von Arginin-Vasopressin auf den Uterus und die Milchdriise
sind vernachlissigbar gering; die Ahnlichkeit der beiden Pepti-
de ergab sich erst bei der Bestimmung ihrer chemischen Struk-
tur.

Man darf annehmen, daB die Differenzierung der Funktionen
bei den Proteinen dhnlich wie bei den Peptiden (wenn auch
komplizierter) verlaufen ist: Nach der Duplikation wurden
die Ketten durch Substitutionen und durch Abwandlung der
Lange fortschreitend verdndert, bis sich bei einem bestimmten
Grad der Unterschiedlichkeit auch die Funktionen voneinan-
der trennten — obwohl die Grundstrukturen der Proteine im-
mer noch verwandt sind.

4.1.2. Die Pankreas-Serin-Proteasen

Drei proteolytische Enzyme des Pankreas — Chymotrypsin,
Trypsin und Elastase - haben zwar verschiedene Spezifitaten,
wurden aber, zunichst durch Bestimmung der Aminosédure-Se-
quenzen!2°~ 23l und dann durch Vergleich der Konformatio-
nen!?4~ 261315 analog erkannt. Die Kettenlingen unterscheiden
sich nur wenig: 241 Reste beim Rinder-Chymotrypsin, 223
Reste beim Rinder-Trypsin und 240 Reste bei der Schweine-
Elastase. Die Konformationen aller drei Enzyme sind bemer-
kenswert #hnlich; die Unterschiede in der Spezifitdt lassen
sich durch Abwandlungen in der Konformation der Substrat-
Bindungsstelle erklziren!342]

Chymotrypsin, Trypsin und Elastase haben eine Tasche, in
welche die Seitenkette der Aminosdure hineinragt, die iiber
die Spezifitit entscheidet (Abb. 5). Die Position 216 am Ta-
scheneingang wird bei Chymotrypsin und Trypsin von einem
Glycin-Rest eingenommen, der die Einfiihrung einer langen,

Alanin-Substrat

\ i l % hy
P TP -
e
O ~— Ser-195 I | DH ~— Ser-195
™~ ~

Chy

A

CH,

i

CHy
Gly-216 0 | ™~ Val-216

Wy

2 i =—— Thr-226

1.9,
- er- - sp-
f CHy LHy ? = Ser-189
)i l CHy
/ | 1
Chymotrypsin TS I
rypsin
Elastase

Abb. 5. Unterschiede bei den Substrat-Bindungsstellen (langer Pfeil von unten) von Chymotrypsin, Trypsin und Elastase, schematisch. Der nucleophile Angriff
des Serin-y-Sauerstoffs im aktiven Zentrum auf das Substrat ist durch den gebogenen Pfeil angedeutet (nach [34a]).
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sperrigen Seitenkette gestattet; dagegen liegt bei der Elastase
ein Valin-Rest vor, der den Zugang zur Tasche auf kleine
aliphatische Reste beschrinkt (Numerierung bezogen auf Rin-
der-Chymotrypsinogen A). Die Position 189 am Grunde der
Tasche ist beim Trypsin durch Asparaginsiure besetzt, die
mit basischen Resten eine lonen-Bindung zuldft; beim Chy-
motrypsin wird diese Position dagegen durch Serin eingenom-
men, das Peptid-Bindungen an neutralen, hydrophoben Resten
spaltet'?®), Die unterschiedlichen Spezifititen scheinen hier
auf unterschiedlichen Resten (Substitutionen) in der Kette
zu beruhen. Durch Untersuchungen an den ,Trypsin-dhn-
lichen® und ,,Chymotrypsin-dhnlichen* Enzymen der niederen
Wirbeltiere gelingt es vielleicht, die Evolution der Substrat-Ta-
sche zuriickzuverfolgen. Die drei Pankreas-Serin-Proteasen ha-
ben alle die hydrolytische Wirkungsweise beibehalten; ihre
funktionellen Unterschiede beschranken sich offensichtlich nur
auf die Spezifitdt der Substrat-Bindung.

4.2. Differenzierung durch Hybridisierung

Wenn zwei dhnliche Struktur-Gene (die z. B. zwei Isoproteine
codieren) im gleichen Chromosom liegen, ist eine fehlerhafte
Anordnung der Chromatiden wéhrend der Chromosomen-
Paarung mit reziprokem Uberkreuzen (crossing-over) der
nicht-allelen Gene mdglich. Nach der Trennung besitzt jedes
der beiden Chromosomen ein anderes Hybrid-Gen: Das eine
Hybrid enthélt den Anfangsteil des einen und den Endteil
des anderen Eltern-Gens, wihrend beim anderen Hybrid die
umgekehrten Teile miteinander verbunden sind. Ein solches
Hybrid codiert eine Polypeptid-Kette, welche die N-terminale
Sequenz des einen und die C-terminale Sequenz des anderen
Proteins hat.

Ein typisches Beispiel hierfiir ist die Hybridisierung zwischen
den B- und 8-Ketten des Hiamoglobins. Menschliches Lepore-
Himoglobin ist ein durch Mutation entstandenes Hamoglo-
bin, das aus einer normalen a-Kette und einer hybridisierten
8-B-Kette besteht. Anti-Lepore-Hamoglobin enthilt eine nor-
male a-Kette und eine hybridisierte p-8-Kette. Die - und
die 86-Kette haben beide je 146 Reste wie auch die Hybriden
B-6 und 6-B. Beim Boston-Lepore-Hdmoglobin entsprechen
die Reste 1-87 der 8-Kette, die Reste 116-146 dagegen der
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pein YI in der Sequenz 1-6 und mit Clupein YII in der
Sequenz 6-30 iiberein.

Die Hybridisierung zwischen zwei Genen ist zwar vielleicht
auf Gene gleicher Linge beschrankt, d. h. auf solche, die durch
eine friihere Duplikation hervorgegangen sind; im Vergleich
zur Differenzierung durch Punktmutation, bei der jeweils nur
eine einzige Aminosdure substituiert wird, gestattet sie jedoch
eine wesentlich schnellere Differenzierung.

4.3. Differenzierung durch Duplikationen innerhalb des Gens

Einige Proteine haben innerhalb ihrer Polypeptid-Ketten Re-
gionen, die sich zu wiederholen scheinen; dieser Befund legt
die Vermutung nahe, daB sich zwei Tochter-Gene, die durch
Duplikation des Ur-Struktur-Gens entstanden waren,
vereinigten und von da an als ein einziges Gen wirkten. Die
Kettenldnge wurde dadurch verdoppelt. Obwohl sich eine
solche intragene Duplikation nicht sehr gut verstehen 1dBt,
konnte diese Auslegung die diskontinuierliche Verlingerung
der Polypeptid-Ketten und eine gewisse Periodizitét innerhalb
der Aminosiure-Sequenzen erklidren.

4.3.1. Ferredoxin

Ferredoxin ist ein eisenhaltiges, hdm-freies Protein, das sich
in photosynthetisierenden anaeroben Bakterien, Blaualgen,
Griinalgen und hoheren Pflanzen findet. Es nimmt an zahlrei-
chen biochemischen Prozessen teil, z.B. an der Photo-
synthese, der Stickstoff-Fixierung, der Sulfat-Reduktion, an
Dehydrogenierungen und an Redox-Reaktionen.

Bakterien-Ferredoxin besteht aus einer Kette mit 55 Resten
und zeigt eine gewisse innere Periodizitdt; z B. weisen die
beiden Hilften der Ferredoxin-Kette von Clostridium pasteu-
rianum (Abb. 6) 44 % homologe Anteile auf. Diese Erscheinung
wird auch beim Ferredoxin anderer Bakterien beobachtet und
deutet auf eine intragene Duplikation hin.

Das Ferredoxin hoherer Pflanzen, z. B. Spinat, hat eine nahezu
doppelt so lange Kette (97 Reste) wie das Bakterien-Ferredo-
xin; das Ferredoxin der Alge Chromatium sp. weist eine mittlere
Linge (81 Reste) auf. Alle diese Ferredoxine haben homologe
Regionen. Die Verldngerung gegeniiber dem bakteriellen Fer-
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Abb. 6.. Homologe Bereiche bei den beiden Teilen des Ferredoxin-Molekiils von Clostridium pasteurianum, die die Annahme einer intragenen Duplikation nahelegen

{nach [6]).

B-Kette. Da aber die Reste 88-115 der - und B-Kette iiberein-
stimmen, 148t sich die Uberkreuzungsstelle nicht genau lokali-
sieren.

Bei Miyada-Anti-Lepore-Hidmoglobin hat die p-3-Kette die
Reste 1-12 der B-Kette und die Reste 22-146 der 6-Kette;
da die Sequenz 13-21 bei beiden Ketten gleich ist, ist es
auch hier nicht méglich, die Uberkreuzungsstelle genau festzu-
stellen.

Eine Hybridisierung wurde auch bei den aus Heringssperma
erhaltenen Clupeinen postuliert!®). Clupein Z stimmt mit Clu-
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redoxin scheint bei den Pflanzen-Ferredoxinen am N-termina-
len und bei den Algen (Chromatium sp.) am C-terminalen
Ende stattgefunden zu haben. Alle Beobachtungen sprechen
fiir eine Verldngerung durch intragene Duplikation, wobei
man eine Grundeinheit von 25-28 Resten zugrunde legen
kann.

4.3.2. Die Immunglobuline

Eineintragene Duplikation scheint auch bei den Immunglobu-
linen stattgefunden zu haben. Immunglobulin-Molekiile sind
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aus zwei gleichen leichten (215--220 Reste) und zwei gleichen
schweren Ketten (446 Reste) symmetrisch aufgebaut; die vier
Ketten werden durch Disulfid-Briicken zusammengehalten.
Die Tatsache, daB die schwere Kette nahezu genau doppelt
so lang ist wie die leichte Kette, legt natiirlich die Annahme
einer Duplikation nahe. Dariiber hinaus liegt aber offenbar
auch innerhalb der leichten Kette zwischen den N- und C-ter-
minalen Teilen eine Homologie vor. Im N-terminalen Teil
scheinen jedoch Substitutionen vorzukommen; dieser wird
daher als variabel (V) bezeichnet, der stabilere C-terminale
Teil wird dagegen konstant (C) genannt. Die schwere Kette
scheint aus einer V-Einheit und drei C-Einheiten zu bestehen.
Man nimmt an, daf} die Verldngerung diskontinuierlich in
Blocken von je ungefahr 110 Resten vor sich. gegangen ist.

5. Fusion von Proteinen

Die oben genannten Beispiele zeigen, wie sich die Proteine
im Laufe der Evolution ausgehend von einem Ur-Struktur-
Gen durch Duplikationen, Punktmutationen und Hybridisie-
rung zu Molekiilen unterschiedlicher GroBe, Sequenz und
Funktion entwickelt haben kénnen. Neue Proteine sind aber
moglicherweise auch dadurch entstanden, daB sich bereits
wohl differenzierte Proteine mit anderen Polypeptid-Ketten
vereinigten. Eine solche Fusion kann durch Vereinigung be-
nachbarter Struktur-Gene resultieren, kommt aber offenbar
auch ohne Fusion der Gene zustande; in diesem Fall wird
jeder Teil der Sequenz durch ein autonomes Struktur-Gen
bestimmt.

5.1. Bildung bifunktioneller Enzyme durch Fusion benachbarter
Gene

Die Biosynthese des Histidins wird bei Salmonella typhimurium
durch ein Operon kontrolliert, in dem neun benachbarte Struk-
tur-Gene diejenigen Enzyme codieren, die an der Synthese
der Aminoséure beteiligt sind. Das zweite Struktur-Gen des
Operons codiert die Histidinol-Dehydrogenase, das dritte die
Imidazolacetolphosphat : L-Glutamat-Aminotransferase. Zwi-
schen dem Endsignal fiir das eine Enzym und dem Startsignal
fiir das andere befindet sich eine Sequenz von intercistroni-
schen Nucleotiden, die normalerweise nicht abgelesen wird.
Bei einer doppelten Mutation wurden nun aber die Unterbre-
chungssignale nicht erkannt, und es entstand ein einziges Gen
aus den Sequenzen der beiden urspriinglichen Gene und aus
der Sequenz der intercistronischen Nucleotide; dieses neue
Gen ergab bei der Transkription ein Protein mit einem Mole-
kular-Gewicht von 140000. (Die Molekulargewichte der Dehy-
drogenase und der Aminotransferase betragen 59000 bzw.
84000133 3%1) Das neue Protein hat zwei katalytische Wirkun-
gen und ist dimer wie die urspriinglichen Enzyme; dies legt
die Vermutung nahe, daf} sich die Konformationen der beiden
Proteine trotz ihrer kovalenten Verkniipfung erhalten haben.
Man kénnte sich vorstellen, daB der verbindende Polypeptid-
Teil, der der Sequenz der intercistronischen Nucleotide ent-
spricht, besonders flexibel ist.

Moglicherweise sind einige groBe Enzyme, z. B. B-Galaktosida-
se und DNA-Polymerase, durch Fusionen dieser Art entstan-
den. Bei einer proteolytischen Spaltung miiBte die DNA-Poly-
merase zwei Fragmente ergeben, von denen jedes eine der
Wirkungen des urspriinglichen Enzyms hat. Durch Fusion
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benachbarter Gene 148t sich die Entstehung komplizierter
Proteine im Verlauf der Evolution offenbar plausibel erklidren.

5.2. Fusion von Proteinen ohne Gen-Fusion

Die Immunglobuline (s. Abschnitt 4.3.2), die bei den Immun-
reaktionen eine wesentliche Rolle spielen, sind symmetrische
Molekiile, die aus je einem Paar schwerer und leichter Ketten
bestehen. Beim Menschen haben die Immunglobuline G (1gG),
A (IgA). M (IgM), D (IgD) und E (IgE) eine schwere Kette
des y-, a-, p-, 8- bzw. &-Typs. Diese schweren Ketten sind
mit leichten Ketten der Typen k und A verbunden. Bei Médusen
gehoren 97 % der leichten Ketten dem k-Typ an, beim Men-
schen liegen 66 % k-Typund 34 % A-Typ vor!%-37), Die leichten
Ketten (220 Reste) bestehen aus dem variablen (V) N-termina-
len und dem konstanten (C) C-terminalen Teil. Die bisher
untersuchten Ketten vom w-Typ verhielten sich, als ob die
konstante Region (C,) durch ein einziges Gen codiert wird;
dagegen konnte die V,.-Region drei Genen entsprechen, da
sich bei ihr drei Unterarten unterscheiden lassen. Die Amino-
sdure-Sequenz einer bestimmten leichten Kette wiirde dem-
nach durch zwei getrennte Gene, d.h. durch ein Gen fiir
jeden Teil, kontrolliert werden. Ahnlich ist bei den schweren
Ketten das N-terminale Viertel als variable Region und der
Rest als konstante Region anzuschen: diese beiden Regionen
miifiten in dhnlicher Weise getrennten Genen entsprechen.

6. Polymere Proteine und fixierte Proteine

Bei allen Dbisher beschriebenen Beispielen wurden
Evolutionsmdglichkeiten fiir einzelne Polypeptid-Ketten be-
sprochen, bei denen man annimmt, dafl sie ihre Funktion
unabhiingig ausiiben. Neben solchen Molekiilen sind aber
fiir die Zell-Physiologie auch kompliziertere Protein-Systeme
notwendig.

Die Enzyme fiir dié unerlidBliche Regulierung der Stoffwechsel-
Ketten!®®) bestchen stets aus mehreren Untereinheiten, die
durch nicht-kovalente Bindungen verkniipft sind (,.polymere
Proteine“). Diese sogenannten ,allosterischen” Regulierungs-
enzyme sind im allgemeinen gegeniiber dem Endprodukt einer
Enzym-Kette, welches kein Strukturanalogon ihres Substrates
ist, empfindlich. Die Zahl der biologischen Funktionen, bei
denen sich die Einwirkung von derartigen Systemen nachwei-
sen ldft, nimmt stindig zu; Beispiele sind der Sauerstoff-
Transport (Himoglobin), die Muskel-Kontraktion (Myosin,
Actin) und die Wirkung spezieller Hormone (Thyreotropin).
Die Molekiile scheinen nach einem allgemeinen Schema aufge-
baut zu sein, wobei die Zahl der Untereinheiten variabel ist,
jedoch sehr groB sein kann. Aufler bei Himoglobin!*®! ist
bisher nur sehr wenig dariiber bekannt, wie die Untereinheiten
miteinander verbunden sind. Auf jeden Fall ist die Anpassung
der Konformationen der Untereinheiten, welche die Entste-
hung eines polymeren Molekiils ermoglicht, ein evolutiondres
Problem, wenn man davon ausgeht, da} das assoziierte Mole-
kiil aus den freien monomeren Proteinen (z. B. Himoglobin
aus den o- und B-Ketten) gebildet wird. Vom Standpunkt
der natiirlichen Auslese werden dem Molekiil Bedingungen
beziiglich der Beschaffenheit der Kontaktstellen auferlegt; der
Ubergang von einem ,monomeren” zu einem ,polymeren®
Protein macht ein neues Element, das der strukturellen Koor-
dination, erforderlich.
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Die Zelle als Ganzes kann als ein mikroheterogenes System
angeschen werden, in welchem die Oberflache stirkere Wir-
kungen ausiibt als ihrem statistischen Gewicht entspricht;
im Extremfall gehen die Wirkungen ausschlieBlich von der
Oberflidche aus!3°L Proteine und besonders Enzyme, die z.B.
in den Membran-Strukturen fixiert vorliegen, sind damit von
der Matrix ebenso abhingig wie von ihren eigenen biologi-
schen Funktionen. Wegen der Vielfalt der beteiligten Molekiile
(Lipide, Saccharide usw.) ist anzunchmen, daf3 die ,,Mikroum-
gebung™ eine nachhaltige Wirkung auf die Konformation der
fixierten Proteine hat. Auf dem Niveau derartig komplizierter
Strukturen ist es jedoch schwer, den Einfluf3 der natiirlichen
Auslese festzustellen.

7. Schluff

Fiir den Nachweis einer Verwandtschaft von Protein-Molekii-
len erscheint es zweckmifBig, auch die Zell-Differenzierung
und die Molekiil-Differenzierung miteinander zu vergleichen.
Beispielsweise entwickelten sich die Zellen sowohl des Hypo-
physen-Vorderlappens als auch des Hypophysen-Mittellap-
pens aus dem Ectoderm; es ist daher interessant, dal x-MSH
(13 Reste), das von den Zellen des Mittellappens synthetisiert
wird, dem N-terminalen Teil des Corticotropins entspricht,
welches im Vorderlappen entsteht. Das von den a-Zellen der
Langerhansschen Inseln im Pankreas erzeugte, hyperglyki-
misch wirkende Hormon Glucagon (29 Reste) und das von
der Duodenal-Schileimhaut produzierte Hormon Sekretin (27
Reste), das die Abscheidung des Pankreas-Saftes anregt, enthal-
ten 15 Aminosiuren gemeinsam und haben 7 konservativ
substituierte Reste. Die Ahnlichkeit der beiden Proteine beruht
moglicherweise darauf, dal sich der Pankreas aus dem Duode-
num entwickelte. Eine gewisse Ahnlichkeit fand sich auch
bei den Proteinen, die von den aus dem Endoderm hervor-
gegangenen Driisen sezerniert werden!*°], Unter dem Begriff
Hinnersekretorische Proteine* wurden so verschiedene Proteine
wie die proteolytischen Enzyme des Pankreas, die in der Leber
entstehenden Blutgerinnungsfaktoren sowie die Pankreas- und
Magen-Hormone zusammengefaf3t.

Obwohl sich heute postulieren 14Bt, daB die Evolution der
Proteine iiber spezifische chemische Vorginge verlaufen ist,
sollte man nicht vergessen, daB3 sie nur ein Aspekt im Gesamt-
komplex der Evolution der Organismen ist.
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