
Protein-Differenzierung: 
Entwicklung neuartiger Proteine im Laufe der Evolution 

Von Georg E. Schulz'*I 

Die fast unubersehbare Fiille der Proteine lint sich auf etwa 200 Grundstrukturen, d. h. Geo- 
metrien der Polypeptidkette, zuriickfuhren; das ist die Basis der verfolgbaren Protein-Differen- 
zierung. Diese Differenzierung beginnt mit einer Gen-Duplikation. Das eine Gen-Produkt 
mu8 die urspriingliche Funktion weiterhin erfullen und wird deshalb konserviert. Das andere 
Gen-Produkt wird konserviert, sobald es eine neuartige Funktion iibernommen hat. Der Ver- 
gleich von Aminosauresequenzen aquivalenter Proteine zweier Spezies ergibt den Entwick- 
lungsabstand zwischen diesen Spezies. Daraus kann der Zeitpunkt abgeleitet werden, zu dem 
die Verzweigung stattgefunden hat (,,molekulare Palaontologie"). Diese Vergleiche werden auf 
Molekiilgeometrien nicht aquivalenter Proteine ausgedehnt, wodurch die Entwicklungswege 
der Protein-Differenzierung aufgeklart werden konnen. 

1. Einleitung 

Auf der Erde werden zur Zeit etwa 10" verschiedene Pro- 
teine produziert. Sieht man von allen Unterschieden ab, wel- 
che sich zwischen Proteinen rnit gleicher Funktion aufgrund 
der separaten Evolution der jeweiligen Arten gebildet haben. 
dann sinkt diese Zahl auf etwa lo5. Das sind immer noch un- 
iibersehbar viele. Vernachlassigt man dariiber hinaus die 
Funktionen der Proteine und konzentriert sich auf ihre 
Grundstrukturen, das sind die Geometrien der Polypeptid- 
ketten, so endet man bei nur etwa 10' verschiedenen Prote- 
inen. Das korrespondiert ungefihr mit der Anzahl von 
Bildern, die man beim Besuch einer Ausstellung betrachtet. 
Durch die hier vorgeschlagenen Vereinfachungen wird die 
Proteinwelt rnithin so iiberschaubar wie eine Gernaldegale- 
rie. 

Die beiden Reduktionen von 10" zu 10' und von 10' zu 
lo2 entsprechen historischen biologischen Prozessen, die urn- 
gekehrt verlaufen sind: von geringerer zu groaerer Vielfalt. 
Der erste Reduktionsschritt entspricht der wohlbekannten 
Evolution der Arten, wahrend der zweite Schritt die Evolu- 
tion der Proteine ..- die Protein-Differenzierung - widerspie- 
gelt. Die Bezeichnung Protein-Differenzierung wurde ge- 
wahltl'l, weil dieser Proze8 dern DifferenzierungsprozeM von 
Gewebezellen ahnelt: Zwar im ZeitmaR der Evolution, aber 
ansonsten wie Zellen, werden einzelne Proteine dupliziert. 
Die Duplikate entwickeln sich dann separat, urn neuartige 
Aufgaben zu erfullen. 

Will man Proteine voneinander unterscheiden, so miissen 
sie zunachst charakterisiert werden. Hienu reichen globale 
Merkmale wie Molekulargewicht, Sedimentationsgeschwin- 
digkeit. Aminosaurenzusamrnensetzung usw. nicht aus. Fur 
die folgende Diskussion wird eine exakte strukturelle Be- 
schreibung benotigt: die Kenntnis der genauen Reihenfolge 
aller Arninosaurereste in der Polypeptidkette - die ,,Sequenz 
des Proteins" - oder die Kenntnis des Kettenverlaufs im 
Raum -- die ,,Geornetrie des Proteins". Am besten hat man 
natiirlich beide Informationen; damit kennt man die raumli- 
che Anordnung aller Atome - die ,,Struktur des Proteins''['I. 
Heute sind etwa lo3 Sequenzen und lo2 Geometrien und 
Strukturen b ~ k a n n t ' ~ . ~ ] .  Auf dieser Datenbasis konnten nicht 
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nur die Wege, auf denen sich Proteine artspezifisch veran- 
dern, sondern dariiber hinaus auch die Entwicklungswege 
der Protein-Differenzierung enthiillt werden. 

2. Artspezifische Veranderungen 

Sehr bald nach den ersten gelungenen Analysen wurde 
klar, daR die Sequenzen homologer Proteine in unterschied- 
lichen Arten nicht in allen Positionen iibereinstirnmen. So 
weist das antibakterielle Protein Lysozyrn in Mensch und 
Pavian Unterschiede in 14 von 131 Positionen auf. Im Lauf 
der separaten Evolution von Mensch und Pavian haben also 
ungefahr je  sieben Aminosaureaustausche stattgefunden. Je 
weiter der gerneinsame Vorfahre zuriickliegt, desto rnehr 
Austausche sind zu erwarten; die Lysozyme von Mensch und 
Ente unterscheiden sich beispielsweise in 53 Aminosaurere- 
sten. 
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Ahb I .  Einbetiung der Makromolekule im biologischen System. Die genetische 
Information in den Vesoxyribonucleinsiure-Molekulen (DNA) definiert exakt 
die Struktur der Makromolekule; das sind mmeist Proteine sowie einrge Ribo- 
nucleinsiure-Molekule (RNA) Die Makromolekiile ihrerseits delinieren exakt 
den entsprechendcn Organismus. Im ZeitmaD der Evolution kchri sich die De- 
termination allerdings durch Mutation und Selektion um. Letztlich besiimmcn 
die iikologischen Bedingungen die in cinern Organismus vorhandene gcnciische 
Information. 

Urn diese artspezifischen Veranderungen zu verstehen, 
schaut man sich am besten die Einbettung der Makrornole- 
kiile im biologischen System an (Abb. 1). Die in der DNA 
als Nucleotidsequenz niedergelegte genetische Information 
bestimmt die Aminosauresequenz und uber den spontanen 
Faltungsprozefl der Polypeptidkette auch die Struktur der 
Proteine. Entsprechendes gilt fur RNA-Molekiile, wie etwa 
ribosomale RNA. Ein Organismus wird schlieRlich durch die 
Gesamtheit seiner Makromolekiile definiert. Jede Verande- 
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rung beginnt mit einer Mutation der genetischen Informa- 
tion, die sich dann in den Makromolekulen und damit im 
Organismus ausdriickt. 

Die Haufigkeit spontaner Mutationen im Menschen ist 
aus Reihenuntersuchungen am Hamoglobin zu etwa 10- 
pro Protein und Individuum bestimmt wordenis'. Wiirden 
allc diese Mutationen akzeptiert und tradiert, dann sollten 
die etwa 10' Generationen. die den Menschen vom Gorilla 
trennen. ZU vdlig verschiedenen Makromolekiilen gefiuhrt 
haben. Dennoch sind die a- und p-Ketten der Hamoglobine 
von Gorilla und Mensch nur in je  einer Position verschieden. 
So geringe Akzcptierung bei so zahlreich angebotenen spon- 
tanen Mutationen zeigt. daB auf den Niveaus der Makromo- 
lekule, der Organismen und der Umwelt aus praktisch belie- 
bigen Verinderungen in der DNA selektioniert werden 
kann. Im ZeitrnaB det Evolution geht der InformationsfluB 
demnach in umgekehrter Richtung (in Abb. 1 von oben nach 
unten). 

b 

Abh 2. Sichclrcllgen des Hamuglobins. a )  Normales H h o g l o b i n  und Sichel- 
rellhamoglobin unterschciden w h  durch den Austausch von GluiaminsAure ge- 
gen Valin in Position 6 der P-Kette. b )  lm Erythrocyten liegt normales Hamoglo- 
bin trot% der sehr hohen Konzentration von 300 mg/cm' monodispas vor. wah- 
rend Sicheliellhamoglobin zu t a x r n  aggregiert. 

Ein im Detail geklirtes Beispiel fur die Akzeptierung einer 
Mutation ist das Sichelzellgen der P-Kette des Hamoglobins, 
das in Malariagebieten mit Haufigkeiten bis zu 40% auf- 
trittl'l. Wie in Abbildung 2 dargestellt, unterscheiden sich Si- 
chelzellgen und normales Gen durch den Austausch einer 
Glutaminsaure gegen ein Valin an der Proteinoberflache. 
Dadurch wird eine lineare Aggregation der Hamoglobinmo- 
lekule energetisch begiinstigt. Die entstehenden Fasern 
strecken die Erythrocyten zur Sichelform. und der Bruch 
dieser Sicheln in den Kapillaren fuhrt schlieBlich zu anami- 
schen Zustanden. Trotz der ungiinstigen Folgen wurde die 
Mutation akzeptiert, weil die Faserbildung das Eindringen 
von Plasmodien in Erythrocyten erschwert und damit den 
Tragern des Sichelzellgens einen gewissen Schutz gegen Ma- 
laria verleiht. Die Evolution folgt in diesem Falle einer Rou- 
te zwischen Scylla und Charybdis - einerseits Tod durch 
Malaria und andererseits Tod durch Anamie. 

Hier hat also die Umwelt in Gestalt einer Bedrohung 
durch Parasiten die Annahme einer Mutation erzwungen, 
die den Organismus selbst schadigt (Abb. 1). Auf dem Ni- 
veau der Makromolekiile ist der Austausch neutral, er beein- 
trlchtigt keineswegs das Einzelmolekiil in der Erfullung sei- 

ner Aufgabe, dem 02-Transport. Das zeigt, wie sehr die heu- 
te vorhandenen Proteinveranderungen von Details in der 
Umwelt vergangener Zeiten abhangig sind. Deshalb ist unse- 
re Chance aullerordentlich gering, diese Anderungen jemals 
genau zu verstehen. Moglich ist aber der Versuch, durch sta- 
tistische Analysen generelle Aspekte und Regeln herauszuar- 
bei ten. 

Werden beispielsweise alle Aminosaureaustausche als 
gleichwertig angesehen, so ergibt sich ein sehr einfaches MaB 
fur den Unterschied zwischen zwei Sequenzen: die Anzahl 
der Austausche oder in normierter Form - die Anzahl der 
Austausche pro Position. Nimmt man daruber hinaus an, 
daO die Austauschhaufigkeit wahrend der Evolution kon- 
stant ist, dann ist die Anzahl der Austausche ein MaO fur den 
Entwicklungsabstand und somit auch ein MaB fur den Zeit- 
punkt, an dem die Verzweigung bei einem gemeinsamen 
Vorfahren stattfand. Damit wird eine ,,molekulare Palaonto- 
logie" moglich. Kennt man fur ein Protein mit gegebener 
Funktion wie etwa Lysozym - die in N Spezies auftreten- 
den Sequenzen, so ergeben sich N (N - 1)/2 Entwicklungs- 
abstande zwischen diesen Spezies. Dieses Datenmaterial ge- 
niigt zur Aufstellung cines Stammbaumes131. Die molekulare 
Palaontologie reicht in wesentlich friihere Zeiten zuriick als 
ihr konventioneller Gegenpart. Anhand der Sequenzen Cy- 
tochrom-c-ahnlicher Proteine lassen sich z. B. Bakterien phy- 
logenetisch miteinander verkniipfen, bei denen die Verzwei- 
gungen vor mehr als 3.10' Jahren ~tattfanden~'~. Da 10' Pro- 
teine gegebener Funktion existieren. konnen letztlich lo5 
Stammbaume aufgestellt und zusammengefaDt werden. Der 
molekularen Palaontologie kommt also hohe Genauigkeit 

In vergleichenden Sequenzanalysen zeigte sich, daf3 die 
Veranderungsgeschwindigkeit stark von der Einbettung des 
jeweiligen Proteins in seine Umgebung abhlngt. Bei- 
spielsweise bilden die tief im Chromatin verborgenen Histo- 
ne eine Unzahl von Kontakten mit Nachbarmolekiilen. Als 
Bestandteil des Chromatins sind Histone weiterhin wesent- 
lich fur so zentrale Aufgaben wie Mitosis und Meiosis. Ent- 
sprechend verlndern sie sich nur mit 0.1 Austauschen pro 
Position und 10" Jahren. Demgegenuber tauschen die 
,,leichtlebigen" Fibrinopeptide, deren Aufgabe im wesentli- 
chen die Bedeckung der Fibrinvernetzungsflache zur Ver- 
hinderung spontaner Blutgerinnung ist, ihre Aminosluren 
tausendmal schneller aus. Fibrinopeptide von Spezies. die 
sich vor nur zehn Millionen Jahren getrennt haben, zeigen 
heute schon etwa 20% Sequenzunterschiede. 

Diese Regel gilt keineswegs nur fur Strukturproteine wie 
Histone und Fibrin, sondern auch fur Enzyme. Hier sind we- 
niger die Kontakte zu anderen Makromolekiilen als viel- 
mehr die enzymatisch katalysierten Reaktionen wichtig. Urn 
diese aufrechtzuerhalten, sollten sich die Aminosaurereste 
im katalytischen Zentrum nur zogernd andern. Genau dieser 
Effekt wird in allen bekannten Enzymstrukturen beobachtet: 
Das katalytische Zentrum wird streng konserviert. In einigen 
Fallen wurde umgekehrt an der Konservierung erst das kata- 
lytische Zentrum erkannt. In beiden Regeln - Erhaltung von 
Kontakten und Aufrechterhaltung von Reaktionen spiegelt 
sich der selektionierende EinfluB des Organismus (Abb. 1) 
auf die Veriinderung der Makromolekiile wider. 

Stabilitatsvermindernde Aminosaureaustausche zerstoren 
die Proteine. Solche Austausche werden bereits auf dem Ni- 
veau der Makromolekule selbst diskriminiert (Abb. l) .  Auch 
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das schlagt sich in Regeln nieder: Vergleicht man Mutations- 
haufigkeiten in Kettenpositionen an der Proteinoberflache 
mit denen im Inneren, so zeigt sich deutlich, daB die Ober- 
flache wesentlich schneller verandert wird. Eine Erklarung 
dafur liegt auf der Hand. Proteine sind so dicht gepackt wie 
Kristalle kleiner Molekiile, d. h. die Kontakte zwischen den 
Kettenteilen sind optimiertI4l. Austausche im Proteininneren 
storen diese Packung, verringern damit die Stabilitat und 
werden deshalb kaum akzeptiert. 

Bisher haben wir lediglich Austausche von Aminosaurere- 
sten diskutiert, d. h. Veranderungen der Seitenketten unter 
Beibehaltung des Hauptstranges der Polypeptidkette. Die 
Evolution macht jedoch nicht vor der Hauptkette halt. Nur 
kommen Hauptkettenanderungen, das sind Einfugungen 
und Auslassungen von Aminosaureresten. wesentlich selte- 
ner vor. Sie tauchen erst auf, wenn schon etwa die Halfte der 
Seitenketten verandert worden 1st. Bei 30% und t5% Se- 
quenzidentitat steigt der Anted von Einfugungen und Aus- 
lassungen auf 10% bzw. 30%. Damit sind Hauptkettenande- 
rungen mehr als zehnmal seltener als Seitenkettenanderun- 
gen. 

Abb. 3. Uberlagerung der Polypeptidketten von Chymotrypsin und Protease-B 
von Strepromyres griseus. Dargcstellt ist die Kettenfaltung und Numerierung yon 
Chymotrypsin IS]. Schwarre Panien fehlen in Protease-B; Kreise markieren Ein- 
fugungen in Protease-B. Die Sequenzen sind in lediglich 12% ihrer Positionen 
gleich und konntcn nur anhand der Geometrien uberlagen werden [9]. Die To- 
pologien dcr Kettenteile 25 bis 115 und 135 bis 225 stimmcn uberein. 

Die beiden in Abbildung 3 dargestellten Proteine weisen 
38% Hauptkettenveranderungen auf. Bei so zahlreichen Ein- 
fugungen und Auslassungen konnen die Sequenzen nicht 
mehr miteinander in Beziehung gesetzt werden. Nur die 
Aufklarung der Strukturen ermoglicht die Lokalisierung der 
Hauptkettenunterschiede und damit die zum Abdhlen der 
Aminosaureaustausche notwendige Kenntnis der relativen 
Anordnung der Sequenzen. Ein Blick auf Abbildung 3 zeigt 
uns dariiber hinaus, daR die Hauptkettenveranderungen nur 

an der Oberflache stattfinden. Im Proteininneren wiirden sie 
die Stabilitat noch starker untergraben als Aminosiiureaus- 
tausche, hatten also noch geringere Chancen. akzeptiert zu 
werden. 

Da Hauptkettenveranderungen gewohnlich Aufweitungen 
und Verkiimungen von Kettenschleifen an der Oberflache 
sind, lassen sie den generellen Verlauf der Polypeptidkette - 
auch ,,Kettentopologie" genannt - unverandert. Die Ketten- 
topologie ist die am besten konservierte Eigenschaft eines 
Proteins. Selbst nachdem alle Sequenzidentitaten 
verschwunden sind, ist sie noch vorhanden. Bisher ist kein 
Beispiel bekannt, in welchem artspezifische Veranderungen 
zur Modifikation einer Kettentopologie gefuhrt haben. 

3. Funktionelle Veranderungen 

Bei den Proteinstrukturanalysen wurden nicht nur Ahn- 
lichkeiten zwischen Proteinen gleicher Funktion in verschie- 
denen Spezies, sondern auch Ahnlichkeiten zwischen Prote- 
inen unterschiedlicher Funktion im gleichen Organismus 
entdeckt. Als Beispiel vergleichen wir in Abbildung 4 die Se- 
quenz des Verdauungsenzyms Elastase mit der Sequenz des 
Plasmaenzyms Thrombin. Die Polypeptidketten stimmen in 
30% der Aminosaurereste iiberein. Damit erhebt sich natiir- 
lich die Frdge, ob diese beiden im gleichen Organismus par- 
allel produzierten Enzyme eventuell einen gemeinsamen 
Vorfahren haben, d. h. ob es eine eigenstandige Evolution 
der Proteine gibt, die iiber die Proteinveranderungen wah- 
rend der Evolution der Arten hinausgeht. 

1.1 I 1  IE.u w ~m 
I I I L  H D  

Abb. 4. Vergleich der AminosAurcsequenzen von Elastase [lo] und Thrombin 
1 I l l. In den schwan.cn bzw. w e i k n  Bcreichen sind die AminorHurerestc gleich 
bzw. verschieden. Oben brw. unten angeschlagene gepunktete Bereiche sind Ein- 
fugungen in Thrombin bzw. Elastase. Die skimerte Kette besteht aus 266 Re- 
sten. von denen 79 gleich und 187 verschieden sind. Unter den 187 verschiede- 
nen Resten sind 33 Einfugungen oder Auslassungen. Daraus ergeben sich 
79/266 = 30'h Sequenridentitat und 33/266 - 12% Hauptkettenveranderungen 

Zur Beantwortung dieser Frage schatzen wir die Wahr- 
scheinlichkeit ab, mit der eine solche Sequenziibereinstim- 
mung ein Zufall sein kann. Unter der Annahme, daB alle 
Aminosaureaustausche gleich haufig auftreten und daR die 
Einfugungen und Auslassungen sicher lokalisiert sind (Abb. 
4), ergibt sich eine Zufallswahrscheinlichkeit von 

(f)'". (3"'. 266 ! 10-38 

(Zahlen siehe Legende zu Abb. 4 20 steht fur die 20 Standard-Ami- 
nosauren.) 

Ohne die vereinfachenden Annahmen erhoht sich dieser 
Wert zwar urn einige GroBenordnungen; jedoch bleibt die 
Wahrscheinlichkeit immer noch klein genug, um einen Zu- 
fall praktisch auszuschlieoen. Folglich gibt es einen tieferlie- 
genden Grund fur die entdeckte Ubereinstimmung: Entwe- 
der ist die zu stabilen Proteinen fuhrende Anzahl von Ami- 
nosauresequenzen eng beschrankt und die obige Rechnung 
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vollig falsch. oder die beiden Proteine sind durch eine histo- 
rische Entwicklung rniteinander verknupft. 

Da zahlreiche vollig verschiedene Sequenzen bekannt 
sind. wird die Rechnung bestatigt. Sornit kann auf eine histo- 
rische Verbindung geschlossen werden. Beide Proteine ha- 
hen einen gerneinsarnen Vorfahren. oder urngekehrt ausge- 
driickt: Nach der Verzweigung haben sich die beiden Prote- 
ine separat weiterentwickelt und unterschiedliche Funktio- 
nen im Organisrnus ubernornrnen. Auf dern Niveau der Zel- 
len wird solche Entwicklung ,,Differenzierung" genannt. 
Diesen Begriff auf das Niveau der Makrornolekule iibertra- 
gend"' sprechen wir von ,,Protein-Differenzierung". 

Fur eincn so grundlegenden ProzeB wiinscht man sich na- 
tiirlich Bewcise, die etwas unrnittelbarer sind als approxirna- 
tiv berechnete Wahrscheinlichkeiten. In der Tat kann die 
Veranderung von Proteinfunktionen direkt verfolgt werden. 
Den Medizinern ist gelaufig, dal3 Parasiten allrnahlich gegen 
ein urspriinglich wirksames Medikament resistent werden 
und daB diese Resistenz vererbbar ist. Hochstwahrscheinlich 
habcn hier eines oder rnehrere Proteine ihre Funktionen 
durch Mutationen so abgewandelt, daD der Parasit nun das 
Medikarnent abwchren kann. 

Noch deutlicher fielen Evolutionsversuche an Klebsiella 
aerogenes ausli'r. Dieses Bakteriurn akzeptiert Ribitol als 
Energie- und Kohlenstoffspender, wogegen das epirnere Xy- 
litol kaum verwendet werden kann. Durch ausschlieRliches 

C'HZOI 1 CIIzOH 
I I 

I I 
IICOII HCOll  

Rib.rol  HCOH HOC I I Xyl1tol 

IICOH 
1l&OH I I 

CIIpOII CIIzOH 

Angebot von Xylitol wurde nun versucht, die Spezifitat des 
Enzyrns Ribitol-Dehydrogenase zu verandern, das dern Bak- 
terium sowohl Ribitol als auch Xylitol zur Weiterverarbei- 
tung vorbereitet, letzteres allerdings hundertrnal langsarner. 
Unter diesem Druck traten nach einiger Zeit Gen-Multipli- 
kationen der Ribitol-Dehydrogenase auf, wodurch das En- 
zyrn in groMeren Mengen produziert wurde - eine kostspieli- 
ge Methode, urn eine geringere Enzyrnaktivitat auszuglei- 
chen. SpPter erschienen jedoch auch Mutationen irn Gen 
und darnit Arninosaureaustausche irn Enzyrn, die dessen Ak- 
tivitPt gegeniiber Xylitol erhohten. Diese Experirnente zei- 
gen erstens, daB Gen-Multiplikationen stattfinden konnen. 
und zweitens, daR eine Anderung der enzyrnatischen Spezifi- 
tat und darnit der Funktion des Enzyrns rnoglich ist. 

Protein A @ Gen - 
Extrakopie & A - Gen - 

Protein A Protein A' 

Ahh. 5.  Schema einer Gen-Duplikaiion. Nach der Verdoppelung des Gens mu8 
eines der Produkie die ursprungliche Funktion weiterhin erfiullen und wird des- 
halb konserviert. Das anderc Produkt ist relativ frei in seinen Veranderungen. Es 
wird jedoch lixiert. sobald es eine neuartige Funktion ubernommcn hat. In eini- 
gen FPllen dient die Gen-Duplikation nur zur Produktionserhohung. dann wer- 
den allc Excmplare konserviert. Bei den Tandem-Gen-Duplikationen (siehe Td-  

belle I )  bilden heide Produktc eine gemeinsame Kette. 

Die wesentlichen Schritte der Protein-Differenzierung 
konnten also direkt beobachtet werden. Wie Abbildung 5 
zeigt. m u 8  fur diesen ProzeR zunachst ein Gen dupliziert 
oder rnultipliziert werden. In der weiteren Entwicklung 
bleibt zurnindest ein Gen-Exemplar fur die ursprungliche 
Aufgabe reserviert. Die zusatzlichcn Gen-Exernplare befin- 
den sich zunachst auf einer .,Spielwiese". Weil ihr Gen-Pro- 
dukt nicht benijtigt wird, erfahren sie kaurn Druck von 
,,oben" (Abb. 1). Sie konnen sich solange frei verandern, bis 
ihr Produkt fahig ist. neuartige Aufgaben zu erfullen. Mit 
Ubernahrne der neuen Funktion durch das Gen-Produkt ist 
die Freizugigkeit fur dieses Gen allerdings beendet. 

Auf diese Weise entstehen Isoenzyrne; das sind Enzyme, 
die in einern Organisrnus parallel vorkornrnen und deren 
funktionelle und strukturelle Unterschiede noch relativ ge- 
ring sind. Sie befinden sich in friihen Stadien der Protein- 
Differenzierung. Bekannt sind die Skelett- und Herzrnuskel- 
varianten der Lactat-Dehydrogenase, bei denen noch drei 
Viertel aller Arninosauren iibereinstirnrnenl"~i4'. Dagegen 
sind die Unterschiede zwischen den drei lsoenzyrnen der 
Adenylat-Kinase wcsentlich grd3er1i51. Diese Isoenzyrne ha- 
ben sich jeweils fur das Cytosol. den AuBen- und den Innen- 
raum der Mitochondrien spezialisiert. Ein klarer Fall von 
Protein-Differenzicrung liegt auch beim Paar Lysozyrn und 
Lactalburnin vor. Wahrend der Entstehung der Saugetiere 
wurde das Lysozyrn-Gen dupliziert. Das eine Gen-Produkt 
bewahrte seine antibakteriellen Fahigkeiten, wahrend sich 
das zweite zu einern wesentlichen Bestandteil der Milch ent- 
wickelte und neuartige Funktionen erfullte. An der Ver- 
wandtschaft beider Enzyme besteht kein Zweifel, denn sie 
sind in 38% aller Arninosauren gleich. Beide Enzyme bear- 
beiten ubrigens Saccharide; dieser Aspekt ihrer Funktion 
blieb also erhalten. 

0 Hagemann -Faktor 

n a 6$ ,, Anti-A 

a- ...... 
n 

Prothrombin 0 0 Thrombin 

n 
Fibrinogen 0 0 Fibr in 

4 
Filr, WundverschluO 

Abh. 6. Vereinfachtes Schema der Enzymkaskade in dcr Blutgerinnung [161. Der 
Hagemann-Faktor aktiviert Enzym-A. d i c x s  aktiviert En/.ym-B usw.. his 
schliefllich dcr Fibrinfilz die Wunde verschlieflt. Auf jeder Stufe wird das ent- 
sprechende Enz.ym spc/.ifisch gchemmt. Da mehrere. sehr xlektive Erkennungs- 
prozesse bcteiligt sind. ist die Regulation aulkrordcntlich exakt. 

Ein charakteristisches Beispiel fur die Protein-Differenzie- 
rung ist die in Abbildung 6 skizzierte Blutgerinnungskette. 



Mit der ,,Erfindung" des Blutkreislaufs wurde auch ein Re- 
paratursystem benotigt; andernfalls liefe alle Fliissigkeit bei 
der kleinsten Verletzung aus. Zur Reparatur bot sich 
Verstopfung durch Gerinnung an. Zwar ist Gerinnung leicht 
zu bewerkstelligen, doch diirfen nur au8erliche Verletzungen 
verstopft werden und nicht der Kreislauf selbst. Dazu ist ge- 
naue Kontrolle notwendig. Fur dieses Problem wurde eine 
ganze Mannschaft von Enzymen entwickelt. die streng hier- 
archisch geordnet ist. Diese Kaskade wird auf jedem Niveau 
durch Effektoren reguliert. Alle Enzyme sind auaerordent- 
lich spezitisch fur ihr jeweiliges Substrat. 

Sequenzanalysen zeigten nun, da8 die Enzyme dieser Kas- 
kade miteinander venvandt sind. Da Thrombin dazugehort, 
besteht auch eine Verwandtschaft mit Elastase und weiterhin 
auch mit den Verdauungsenzymen Trypsin und Chymotryp- 
sin sowie mit bakteriellen Proteasen (Abb. 3 und 4). Wir ent- 
decken hier also hochspezialisierte Abkommlinge relativ pri- 
rnitiver Verdauungsenzyme. Wahrend die neu entwickelten 
Proteine jeweils nur ein einziges Substrat in definierter Wei- 
se bearbeiten, spalten die ,,urspriinglicheren" Verdauungsen- 
zyme alle Proteine, deren sie habhaft werden konnen, in 
kleine Stucke. Wahrscheinlich sind die Enzyme der Kaskade 
nicht gemeinsam, sondern von unten beginnend (Abb. 6) - 
aus einem einzigen Vorlaufer - sukzessiv entstanden. Zu- 
nachst gab es nur eine schlecht regulierte Gerinnung. Im 
Laufe der Evolution wurde die Kontrolle immer praziser; die 
Protein-Differenzierung ermoglichte immer gezieltere Ein- 
griffe. Eine ahnliche Kaskade ist das Komplementsystem der 
Imm~nabwehr~"~,  das ebenfalls auf Trypsin-ahnlichen Pro- 
teinen basiert. 

Die Entwicklung hoherer Tierformen spiegelt sich auch in 
den durch Protein-Differenzierung entstandenen Globinen 
wider. Mit der ,,Erfindung" des Kreislaufs trennten sich Ha- 
moglobin und Myoglobin; Hamoglobin wurde der weitrei- 
sende 02-Trager im Plasma, wahrend Myoglobin als lokaler 
02-Trager und -Speicher in der Zelle blieb. Mit der Entwick- 
lung der Placenta wurde schlieRlich die 02-Ubertragung von 
dcr Mutter zum Embryo notwendig. Dafur entstanden die 
y-, E- und I;-Ketten des Hamoglobins, die sich von den a- 
und P-Ketten unterscheiden. Die y-. E- und <-Ketten werden 
in friihen Stadien der ontologischen Entwicklung gebildet. 
Nach der Geburt werden sie durch die adulten a- und p- 
Formen ersetzt. 

Eine weitere Venvandtschaft findet sich zwischen Immu- 
noglobulinen und HL-A-Proteinen['", welche die Gewebe 
individuell markieren und damit Transplantationen von ei- 
nem Individuum zum anderen erheblich erschweren. Die 
Muskelproteine Parvalbumin, Troponin-C und die leichten 
Ketten des Myosins sowie das Calcium-abhangige Regula- 
torprotein'"l stammen ebenfalls von einem gemeinsamen 
Vorfahren ab. Bekannt ist auch die historische Verkniipfung 
mehrerer Protease-Inhibitoren und eines Nervenwachstums- 
faktorsl'] sowie die Verwandtschaft der Hormone Insulin, 
Relaxin und zweier Gewebewachstumsfaktoren[201. 

Bis auf wenige Ausnahmen sind in all diesen Fallen funk- 
tionelle Ahnlichkeiten der differenzierten Proteine erhalten 
geblieben. Allerdings basieren alle bisherigen Beispiele auf 
Sequenzvergleichen, die j a  nur die Anfangsstadien getrenn- 
ter Entwicklungen enthiillen. Anhand von Strukturverglei- 
chen wie in Abbildung 3 oder reinen Geometrievergleichen 
sollten sich noch wesentlich entferntere Venvandte erkennen 
lassen. 

4. Nachweis entfernter Verwandtschaften 

Durch Rontgen-Strukturanalysen wurden nun Proteine 
entdeckt. die keinerlei Sequenzidentitat und keine funktio- 
nelle Ahnlichkeit, jedoch eine ihnliche Geometrie der 
Hauptkette haben. Ein solches Paar bilden AzurinI2'I und 
Superoxid-Dismutasel2*1. In beiden Proteinen hat sich die 
Kette zu einem p-Faltblatt-Fa8 gefaltet, wie es in Abbildung 
7 skizziert ist. Die Kettentopologien der Faltblatter sind 

Abb. 7. Ubereinstimmende Topologie der Polypeptidkeften von Azurin 1211 und 
Superoxid-Dismufase 1221. Die Strange des antiparallelen Faltblatts sind durch 
Pfeile syrnbolisiert. Wie skiiziert liegt dicses Faltblalt iusamrnengeroll1 in Form 
eines Fasses vor. 

gleich. Wiirde jedes dieser Proteine nur aus einer einzigen a- 
Helix oder einem einfachen P-Faltblatt bestehen, so ware 
eine Erklarung schnell zur Hand: Solche Strukturen werden 
bevorzugt angenommen, weil sie energetisch giinstig sind. 
Die vorhandene Komplexitat der Kettengeometrie oder 
,,Kettenfaltung" spricht jedoch gegen einen physikalischen 
Effekt und ebenso klar gegen eine zufallige Ahnlichkeit. 
Folglich mu8 eine Verwandtschaft zwischen diesen Prote- 
inen vermutet werden. die so entfernt ist, daB zwar die streng 
konservierte Kettenfaltung, aber keinerlei Aminosaurerest 
erhalten blieb. 

Tabelle 1 .  Strukturwiederholungen innerhalb riner Kette. 

Aniahl  der Wiederholungen Protein 

Ferredoxin 1271 2 
Parvalbumin l2Xl 3 
Weizenkeim-Agglutinin 1291 4 
Saure Proteasen 130. 311 4 
t lexokinav 1321 2 
Dehydrogenasrn 1331 2 
Serin-Proteasen IS] 2 
lrnrnunoglobuline 1341 4 
Arabinose-bindendes Protein 1351 2 
Glutathion-Reduktase 1361 2 
Rhodanese 1371 2 

-- _. 

Bei einigen weiteren Proteinen treten einander ahnelnde 
Kettenfaltungen zwei- oder mehrmals nacheinander in der 
Polypeptidkette auf, ohne da8 irgendeine Sequenzidentitat 
festgestellt werden kann. Die bekannten Beispiele sind in 
Tabelle 1 aufgefihrt. Am deutlichsten zeigt sich diese Ahn- 
lichkeit beim Enzym Rhodanese, bei dem eine komplizierte 
Kettenfaltung aus 140 Aminosaureresten recht prazise wie- 
derholt wird. Hier beobachten wir offenbar das Resultat ei- 
ner Gen-Duplikation mit darauffolgendem Zusammen- 
schluB der beiden entstehenden Gen-Exemplare, auch .,Tan- 
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dem-Gen-Duplikation" genannt. Da solche Duplikationen 
in Proteinen wie Ser~malbumin'~'. '~1, Haptoglobin'"1 und 
Protein-A von Staphylococcus aureus1261 durch Sequenzvcr- 
gleiche sicher nachgewiesen wurden, gelten sie als etabliert 
und wcrden hier nicht weiter diskutiert. Neben den Ahnlich- 
keiten innerhalb einer Kette werden auch ahnliche Ketten- 
faltungen von Teilbereichen verschiedener Proteine beob- 
achtet (siehe Abschnitt 5). 

Die Beispiele ahnlicher Kettenfaltungen geben zwar deut- 
liche Hinweise auf Verwandtschaften. aber diesc Hinweise 
sind intuitiv und nicht quantitativ wie etwa die oben berech- 
netcn Wahrscheinlichkeiten aus Sequenzidentitaten. Um sol- 
che entfernten Verwandtschaften nachzuweisen. muD man 
erstcns ein Ma13 fur die Ahnlichkcit von Kettenfaltungen fin- 
den und zweitens dieses Ma6 in eine Wahrscheinlichkeit 
umwandcln. Als AhnlichkeitsmaB bietet sich die minimale 
mittlere Distanz zweier Ketten an. Das ist die Distanz, wel- 
che verbleibt. nachdem die beiden Kettenfaltungen mit ei- 
nem Computer optimal ineinander gedreht und aufeinander 
geschoben worden sind. Abbildung 8a skizziert das Prinzip. 

Fur sich a k i n  sagt dieses AhnlichkeitsmaD wenig aus. Urn 
es sinnvoll anzuwenden. muR bekannt sein, wie wahrschein- 

Y 

lich diese Ahnlichkeit ist. Wahrscheinlichkeiten wiederum 
liest man aus der Verteilung dieses Manes beim Vergleich 
beliebiger Strukturen ab. Eine solche Verteilung mu8 also 
berechnet werden. Da kurze Ketten im Mittel kleinere Di- 
stanzen voneinander haben als lange, miissen sogar mehrere 
Verteilungen bei jeweils konstanter Kettenlange berechnet 
werden. 

Im Prinzip sollte man diese Verteilungen durch Vergleiche 
zwischen Geometrien bekannter Proteine ermitteln. Jedoch 
sind zu wenig Proteingeometrien aufgeklart. und die Prote- 
ine enthalten iiberdies Ketten unterschiedlicher Lange. Da- 
mit geniigt die Anzahl der moglichen Vergleiche nicht zur 
Aufstellung einer verwendbaren Verteilungskurve. Noch 
schwerwiegender ist allerdings die Storung durch unerkann- 
te Verwandtschaften, die eine solche natiirliche Verteilung 
gerade im interessierenden Bereich kleiner Distanzen wertlos 
macht: Anhand von Verteilungen. die aus verwandten Prote- 
inen abgeleitet wurden, konnen keine Verwandtschaften 
nachgewiesen werden. 

Es bleibt nur der Ausweg, Kettenfaltungen unter mog- 
lichst natiirlichen Bedingungen statistisch zu erzeugcn (Abb. 
8b) und die simulierten gefalteten Ketten miteinander zu 
vergleichen. Die resultierenden Gebilde sind globular, ihre 
Dichte cntspricht derjenigen von Proteinen; die Peptidket- 
tenglieder bilden nur stereochemisch mogliche Winkel mit- 
einander und halten die natiirliche Winkelhaufigkeit ein. Es 
kommen a-Helices mit natiirlicher Langenverteilung und 
Haufigkeit vor. Tausende solcher Kettengeometrien wurden 
erzeugt, und Millionen von Paaren wurden verglichen. Die 
resultierenden Verteilungen sind in Abbildung 8c dargestellt. 
Mit diesen Verteilungen kann nun die Distanz zwischen zwei 
Kettenfaltungen (Abb. 8a) in eine Wahrscheinlichkeit umge- 
wandelt werden. Dazu integriert man die Verteilung links 
vom beobachteten Distanzwert und dividiert durch das Inte- 
gral iiber die gesamte Verteilung13XI. 

Wendet man diese Methode auf die beiden ahnlichen Ket- 
tenfaltungen im Enzym Glutathion-Reduktase an (Tabelle 
l), so erhalt man bei einer mittleren Kettenlange von 120 
eine mittlere Distanz von etwa 6 A und damit eine Zufalls- 
wahrscheinlichkeit von 2.10 '. Ein Vergleich der beiden 
ahnlichen Kettenfaltungen in Scrin-Proteasen (Tabelle 1) er- 
gibt eine Distanz von etwa 5 A bei einer mittleren Kettenlan- 
ge von 90 und damit eine Zufallswahrscheinlichkeit von 
5 .  lo-'. Diese Werte sind so niedrig, da8 man getrost auf 
Verwandtschaften schlieBen kann. Die Eichkurven von Ab- 
bildung 8c ermoglichen also eine Quantifizierung aller Geo- 
metrievergleiche zwischen globularen Proteinen und damit 
eine Quantifizierung von Verwandtschaften, die so entfernt 
sind, dan alle Spuren in der Sequenz bereits verwischt sind. 

5. Anzahl ursprunglicher Proteinstrukturen 

Abb. 8. Verteilung der mitlleren Distanzen zwischen je zwei Polypeptidketten 
13x1. a)  Nach optimaler relaliver Verschiebung und Drehung verbleibt eine rest- 
liche Abweichung der Kettengeometrien. Die milllere Vistanr zwischen den Po- 
lypeptldkelten wird durch Miirelung der Abslande zwischen den entsprechenden 
C,.-Atornen beslimml. b) Die Erzeugung stalistischer Kettcngeornetrien ge- 
schieht unter Einhalrung moglichst naturlicher Verhaltnisse. Die virtuellen Bin- 
dungrwinkel T und Diederwinkel u zwischen C..-Alomen werden mil ihren beob- 
achteten Haufigkeiten venvendct. Weiterhin wird der beobachlete Anleil von u- 
Helices und Globularitat sowie die bekannte Proteindichte eingestellt. c) Log- 
arithmische Darstellung der Verteilungen fur Kelten rnit 60 und 120 Gliedern. 
Zur Ablesung der Wahrscheinlichkeit fur die beiden Domanen der Glutarhion- 
Reduktace (Pfeil) muBte die entsprechende Verteilung noch exlrapoliert wcr- 
den. 

Sobald Verwandtschaften quantifizierbar sind, kann man 
die kiihne Frage aufwerfen, ob letztlich alle Proteine mitein- 
ander verwandt sind, d. h. o b  es eine allen gemeinsame Ur- 
struktur gibt. In dieser Scharfe ist die Frage anhand von Ab- 
bildung 9 schnell beantwortet. Die hier dargestellten Protein- 
geometrien haben absolut nichts miteinander gemeinsam; 
Praalbumin besteht aus einem durchgehend antiparallelen 
P-Faltblattl'yl, wahrend AdenyIat-Kina~el~"~ zahlreiche a- 
Helices und ein paralleles P-Faltblatt enthalt. Sollten diese 
Proteine jemals einen gemeinsamen Vorfahren gehabt ha- 
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ben, so besteht keinerlei Hoffnung, diesen Vorfahren aus den 
heute vorhandenen Proteinstrukturen zu ermitteln. Durch 
Ahnlichkeitsanalysen konnen wir die rezenten Proteine be- 
stenfalls auf eine groRere Gruppe von Urstrukturen zuriick- 
fuhren. 

Abb. 9. Topologien der Polypeptidketten von Praalbumin (links) und Adenylat- 
Kinase (rechrs) (mit freundlicher Genehmigung von Dr. Jane S. Richardson. 
Little River Institute. Rt. I .  Box 92B. Bahama. N.C.  27503 (USA)) .  

Wie groR ist diese Gruppe? Wir haben in Abschnitt 1 er- 
wahnt, daR es etwa 10' Proteine verschiedener Funktion 
gibt. Wahrend der bisher etwa G = 150 Sequenzanalysen sol- 
cher Proteine wurden etwa Z = 50 unerwartete Verwandt- 
schaften entdeckt. Nach der hierbei anzuwendenden Pois- 
son-Statistik ist die Koinzidenzhaufigkeit Z/G gleich der 
mittleren Belegung G/M. wobei M die gesuchte Anzahl von 
Gruppen nichtverwandter Proteine i ~ t l ~ ' ~ .  Demnach kann die 
Anzahl von Urstrukturen M, in welche die lo5 Proteine an- 
hand ihrer Sequenzen gruppiert werden konnen, auf etwa 
500 geschatzt werdenl'l. Eine analoge Rechnung konnen wir 
fur die etwa 70 bekannten Kettenfaltungen von Proteinen 
verschiedener Funktion und die zwischen diesen entdeckten 
Verwandtschaften aufstellen. Unter der Annahme, da13 eine 
Verwandtschaft besteht, sobald die Zufallswahrscheinlich- 
keit (Abb. 8) unter 1% sinkt, wird die Koinzidenzhaufigkeit 
(zwischen Domanen, siehe Abschnitt 6) auf etwa 0.3 ge- 
schatzt. Damit ergeben sich etwa 200 urspriingliche Ketten- 
faltungen von Proteinen. 

Die Kettenfaltung ist die am strengsten konservierte Ei- 
genschaft eines Proteins und daher das beste bekannte Merk- 
ma1 zur Unterscheidung urspriinglicher Proteine. Somit er- 
scheint es sinnvoll, die Kettenfaltung oder Kettengeometrie 
als Basis zur Einordnung aller Proteine zu verwenden. 

6. Domanen als Bausteine 

In Abschnitt 5 wurden die Proteine zu Gruppen geordnet, 
die wahrscheinlich jeweils einen gemeinsamen Vorfahren 
besitzen. Damit stellt sich implizit die Frage nach der GroRe 
dieser Vorfahren; waren sie kleiner oder groRer als die heuti- 
gen Proteine, oder waren sie ebenso gro0? In den Fallen, in 
denen die Evolution extrem weit zuruckverfolgt werden 
kann wie etwa bei den Cytochromenl'', findet sich keinerlei 
Anzeichen dafur, daR friihe Proteine andere GroBen haben 
als spate. Proteine wachsen und schrumpfen nicht generell, 
sondern es kommt lediglich zu ungerichteten Schwankungen 
- den oben erwahnten Einfugungen und Auslassungen in der 

Polypeptidkette. Wahrscheinlich sind die Cytochrome direkt 
in ihrer heutigen GroRe entstanden. 

Fur diese Hypothese sprechen besonders die allenthalben 
beobachteten Domanen. Das sind Kettenbereiche, die zahl- 
reiche Kontakte intern, aber nur sehr wenige Kontakte mit 
anderen Kettenabschnitten bilde11[~1. Solche Domanen kom- 
men in allen Proteinen mit einem Molekulargewicht uber 
20000 vor. Sehr deutliche Beispiele sind die Domanen der 
Trypsin-ahnlichen Proteine[xl und der Glutathion-Redukta- 
se'''], deren Geometrien in Abschnitt 4 jeweils miteinander 
verglichen wurden. Hochstwahrscheinlich falten sich die Do- 
manen nach der Synthese der Polypeptidkette am Ribosom 
unabhangig voneinander zur endgiiltigen Geometrie. 

Die Grolie der Domanen liegt zwischen 50 und 150 Ami- 
nosaureresten. Die untere Grenze diirfte sich aus der Forde- 
rung ergeben, daR Proteine - und so auch Domanen . stabil 
und fest sein miissen, wenn sie spezifische Funktionen aus- 
iiben sollen. Peptidketten mit weniger als 50 Gliedern haben 
auch als globulare Gebilde noch eine relativ groRe Oberfla- 
che und damit intensiven Kontakt mit Wasser, welches die 
Ketten aufgrund ihrer polaren Molekiilgruppen (Peptidbin- 
dungen) zu spreiten versucht. Ein Grund fur die obere Gren- 
ze ist nicht bekannt. Es wird vermutet, daR die spontane Fal- 
tung einer groReren Domane zu schwierig wird. 

Proteine bestehen also aus (einem oder) mehreren struktu- 
re11 relativ autarken Teilen definierter GroOe, die man als 
Bausteine ansehen kann. GroRenveranderungen der Prote- 
ine wahrend der Evolution sind in erster Linie auf Anderun- 
gen der Bausteinzahl und nur in geringem MaRe auf Ande- 
rungen der BausteingroRen zuruckzufuhren. Die Gruppen- 
einteilungen in Abschnitt 5 gelten fur die Domanen und 
nicht fur Proteine aus mehreren Domanen. 

Eine Reihe von Strukturanalysen hat ergeben, daR gleiche 
(d. h. gemII3 Abschnitt 4 geometrisch ahnliche) Domanen in 
unterschiedlichen Proteinen auftreten. Das spricht dafur, 
daR groRere Proteine wie mit einem Baukastensystem zu- 
sammengesetzt worden sind (Abb. 10). Der Domanenbau- 
stein A der Abbildung 10 ist aus Abbildung 7 bekannt. Er 
kommt einzeln in der Superoxid-Dismutase und im Azurin 
vor, doppelt in den leichten und vierfach in den schweren 
Ketten der Immunoglobuline. Alle Beispiele in Tabelle 1 ge- 
horen zu dieser Art von Proteinen, denn in allen Fallen han- 
delt es sich urn die Wiederholung eines Strukturbereichs, den 
man als Domane bezeichnen kann. 

Domane B eroffnet einen weiteren Aspekt. Diese Domane 
taucht nicht nur einzeln als Triosephosphat-Isomerase auf, 
sondern auch eingerahmt von zwei anderen Domanen in der 
Pyruvat-Kinase und schlieBlich als Teil der Glycolat-Oxida- 
se. Hier wird der gleiche Baustein also nicht wiederholt; viel- 
mehr wird er mit unterschiedlichen anderen Bausteinen 
kombiniert. Entsprechendes gilt fur die Domanen F und N. 
DaR es sich wirklich um eine Kombination von Domanen 
handelt und nicht um eine separate Evolution, bei welcher 
die Domanen B. F und N lediglich besonders gut konserviert 
wurden, schlieRt man erstens aus den total verschiedenen 
Strukturen der restlichen Domanen und zweitens aus den 
vollig unterschiedlichen Positionen der wiederholten Doma- 
nen in den einzelnen Ketten: Domane F kommt bei- 
spielsweise am Anfang, in der Mitte und am Ende der jewei- 
ligen Polypeptidkette vor. 

An den Domanen F und N ist noch eine weitere Eigen- 
schaft des Baukastensystems abzulesen. Domane F bindet 
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das Substrat NAD in allen aufgefihrten Proteinen an glei- 
cher Stelle der Kettenfaltung. Domane N bindet die prosthe- 
tische Gruppe FAD in der ersten Position der Glutathion- 
Reduktase und in der p-Hydroxybenzoat-Hydroxylase und 
auRerdem das Substrat NADPH in der zweiten Position der 
Glutathion-Reduktase ebenfalls jeweils an gleicher Stelle der 
Kettenfaltung. Diese Domanen kiinnen somit als Trager en- 
zymatischer Teilfunktionen angesehen werden. 

Ahh 10 1)umancnaufhau einiger Prokine Mil gleicher Topologie wiederkeh- 
rendc Donianen sind mil GroBbuchstahen gekennzeichnec. Ilomane F hindet 
das Dinucleotid NAI). wahrend Domane N in zwei Fallen das Dinucleotid FAD 
und in einem Fall NADPH hindet. I: Schwere Ketten der lmmunoglohuline 134). 
11. Aiurin 1211. 111. Superoxid-1)ismutase 1221. IV.  Triosephorphat-Isomerase 
1421. V Pyruvat-Kinase 1431. VI: Glycolat-Oxidase 1441. VII .  Lactat-. Malat-. 
C;l~ceraldehyd-3-phusphat-L)ehydrogenase 1451 und Phosphoglycerat-Kinaqe 
146.471. V111: Alkohol-L)ehydrogenase 1451. 1X: Phosphorylase 14x1. X: Glutathion- 
Keduktase 136). XI.  p-tlydroxyhenroat-Hydmxylase (49) 

Besonders deutlich wird dieser Aspekt in der Glutathion- 
Reduktase. Dieses Enzym verwendet FAD als Brucke bei 
der Ubertragung von Reduktionsaquivalenten von NADPH 
auf oxidiertes Glutathion. Hier nehmen drei Partner an der 
katalytischen Rcakiion teil, und jeder Partner bindet an sei- 
ne Domane: FAD an die erste. NADPH an die zweite und 
Glutathion an die drittel"l. Man kann daher die Hypothese 
aufstellen, dal3 die zur Bewaltigung komplizierter chemi- 
scher Reaktionen im Laufe der Evolution benotigten Teil- 
funktionen durch Kombination der entsprechenden Doma- 
nen zusammengestellt werden. Die Bausteinauswahl wird 
durch die erwunschte Reaktion dirigiert. Diese Hypothese 
setzt voraus. da8 die zu den Domanen gehorenden Gene im 
langsamen ZeitmaR der Evolution beliebig auf dem Genom 
transferiert und dann fusioniert werden konnen. Da solche 
Prozesse von der Differenzierung der Antikorper-produzie- 
renden Zellen wahrend der Entwicklung eines lndividuums 
hekannt sind""l, wirft diese Annahrne keine prinzipiellen 
Probleme auf. 

7. Zusammtnfassung 

Wahrend der Evolution verandern sich Proteine so konti- 
nuierlich wic die Arten. Die beobachteten Veranderungen 

enthullen wesentliche Aspekte der Proteinstrukturen und er- 
moglichen vor allem die Unterscheidung zwischen wichtigen 
und unwichtigen Merkmalen. Wenn neuartige Aufgaben ge- 
stellt werden, dann werden sie durch neue Proteine erfullt. 
die durch Gen-Duplikation vorhandener Proteine und an- 
schlieDende Veranderungen entstehen. Die urspriinglichen 
Proteine behalten dabei ihre alten Funktionen. Dieser Pro- 
zeB wird Protein-Differcnzierung genannt. Nicht nur aus Se- 
quenzvergleichen, sondern auch aus gcometrischen Verglei- 
chen konnen quantitative Angaben uber Entwicklungsdi- 
stanzen abgeleitet werden. Da die Geometrien auBerordent- 
lich streng konserviert werden, ermoglichen solche Verglei- 
che das Aufspuren auch sehr entfernter Verwandter. Es ist 
recht unwahrscheinlich, dal3 sich alle Proteine aus einem ein- 
zigen Vorfahren entwickelt haben. Vielmehr kann man ab- 
schatzen, daB es etwa 10' Urstrukturen gegeben hat. Diese 
Urstrukturen beziehen sich auf Domanen. Proteine wachsen 
oder schrumpfen nicht kontinuierlich wahrend der Evolu- 
tion. Die beobachteten GroBenanderungen ergeben sich 
durch Kombination von Domanen. GroBe Proteine scheinen 
nach einem Baukastenprinzip zusammengestellt zu werden. 
wobei Bausteine mit dcn benotigten Teilfunktionen ausge- 
wahlt werden. Im Lichte der sich allmahlich enthullenden 
Ordnung erscheint ein zukiinftiges Gesamtverstandnis aller 
Proteinstrukturen nicht mehr utopisch. 
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Alkylsulfamidsaurechloride als Schlusselbausteine 
fur neue Pflanzenschutzwirkstoffe 

Von Gerhard Hamprecht, Karl-Heinz Konig und Gerd Stubenrauch''] 

Professor Matihias Seefelder rum 60. Geburisiag gewidmei 

Die difunktionellen Alkylsulfamidslurechloride sind variable Bausteine fur die Synthese von 
Heterocyclen, polaren Sulfamidsaureestern und Sulfonamiden. In den letzten Jahren wurden 
praparativ allgemein anwendbare Methoden entwickelt, nach denen neue, verschiedenartig 
substituierte Alkylsulfamidsaurechloride durch Umsetzung von Aminhydrochloriden, Isocya- 
naten, Aziridinen oder tertiaren Alkoholen mit Schwefelsaure-Derivaten synthetisiert werden 
konnen. In Folgereaktionen lassen sich diese Zwischenprodukte einerseits zu friiher unzugang- 
lichen N-Alkoxyalkyl-N-alkylsulfamidsaurechloriden oder neuen Heterocyclen vom Typ der 
I H-2,1,3-Benzothiadiazin-4-on-2.2-dioxide, 2H-1,2,6-Thiadiazin-3-on-l,l-dioxide oder 2 H -  
1,2,4.6-Thiatriazin-5-on-l,l-dioxide umwandeln; diese sind Beispiele interessanter Struktur- 
Wirkungs-Modelle und fuhren zum Teil zu sehr selektiven, umweltfreundlichen Herbiziden. 
Andererseits sind durch N-Acylierung der Alkylsulfamidsaurechloride weitere drei- bis funf- 
atomige difunktionelle Synthesebausteine zuganglich, die sich fur neuartige Heterocyclensyn- 
thesen eignen. Weitere Anwendungsmoglichkeiten sind die Herstellung biologisch aktiver 
Sulfamidslureester sowie Cycloadditionen in situ erzeugter N-Sulfonylamine (Sulfene). 

1. Einleitung 

Im modernen chemischen Pflanzenschutz nehmen Koh- 
lensaure-Derivate eine bedeutende Stellung ein; Produkte, 
die sich beispielsweise von lsocyanaten ableiten, wie die N -  
Alkyl-N'-arylharnstoffe (I), sind selektivherbizide Verbin- 
dungen[*"', die in GroBkulturen wie Getreide, Zuckerrohr 
und Baumwolle fur die Sicherung des wachsenden Nah- 
rungsmittel- und Rohfaserbedarfs heute weltweit angewen- 
det werden. 

CI  
f l a ) ,  I< = 3-C1,  4-CH3:  I l l c u r a n @  f?) 
( I h ) ,  R = 3-CF'?: C o t o r a n @  

Sulfonsaure-Derivate fanden hingegen bisher wenig Ver- 
wendung. Zum einen waren Monoalkylsulfamidsaurechlori- 
de (Monoalkylsulfamoylchloride) als Ausgangsmaterialien 

1.1 Dr. G .  Hamprecht. Dr. K.-H. Konig. Dr. G Stuhenrauch 
BAS1 AG. Hauptlabor 
1)-6700 Ludwigshafen 

nicht bekannt, zum anderen ergaben erste Struktur-Wir- 
kungsuntersuchungen, daB beispielsweise das Sulfamid (2) - 
durch Ersatz der Dimethylcarbamoylgruppe in (I) durch die 
Dimethylsulfamoylgruppe erhalten - herbizid nur wenig 
wirksam ist. 

Lediglich auf dem Fungizidgebiet konnte das aus N,N-Di- 
methylsulfamidsaurechlorid (fa) (siehe Abschnitt 2.7) herge- 
stellte Euparen'" (3) in der Praxis Bedeutung bei der Be- 
kampfung von Botrytis im Erdbeerbau["'I gewinnen. 

Monoalkylsulfamidsaurechloride (4) hielt man noch in 
den sechziger Jahren fur eine nicht existenzfahige Verbin- 
dungsklasse['I. In Anlehnung an das Verhalten von Carb- 

IIKH-COCI R S - C - 0  + HCl  
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