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Komplexitatszunahme in einer molekularen Maschine

Wiedererweckte Proteine werfen Licht auf die Evolution

TOBIAS KLOS

Es ist ein Hauch von JURASSIC PARK, was Evolutionsbiologen mit Proteinen, die vor
Millionen Jahren aktiv waren, gelungen ist. Evolutionsbiologen haben urspringli-
che Formen einer molekularen Maschine wieder "zum Leben erweckt" (FINNIGAN
et al. 2012a). Ermoglicht wurden die Experimente durch die Entwicklung von Me-
thoden zur Rekonstruktion stammesgeschichtlich alter (anzestraler) DNA-
Sequenzen und durch die Fortschritte chemischer und molekularbiologischer
Techniken. Heute kénnen automatisiert Oligonukleotide synthetisiert und dann
stickweise mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zu einem Gen zusammen-
gesetzt werden (THORNTON 2004; CHANG et al. 2002b). AnschlieBend kann man
das Gen exprimieren und die Funktion des urspriinglichen Proteins charakterisie-
ren. Auf diese Weise lieB3 sich rekonstruieren, in welchen evolutionaren Schritten
die molekulare Maschine zu ihrer heutigen Komplexitat gelangte. In diesem Bei-
trag werden die neuen Ergebnisse vorgestellt und anschlieBend die Evolution der
komplexen Struktur (V-ATPase) im Ganzen betrachtet.

Die Rekonstruktion urspriinglicher Sequenzen

Die Sequenzen, die fir die Synthese der urspriinglichen Gene bendtigt werden,
erhalt man durch angewandte Bioinformatik. In den letzten Jahrzehnten wurden
im Zuge der Entwicklung der phylogenetischen Methoden auch die Methoden zur
Rekonstruktion ursprunglicher Sequenzen entwickelt. Dabei werden die betref-
fenden DNA- bzw. Proteinsequenzen auf der Basis der heutigen (in Datenbanken
abgespeicherten) Nachfahrensequenzen rekonstruiert. Zunachst werden heutige
Sequenzen verschiedener Lebewesen sinnvoll (d.h. u.a. reprasentativ fir még-
lichst viele Nachfahren-Linien) ausgewahlt und in einem Alignment angeordnet.
Mit entsprechenden AuBengruppensequenzen® wird dann ein Stammbaum rekon-
struiert. Daraufhin kénnen die Forscher die urspringlichen Sequenzen in
Verzweigungspunkten des Stammbaums, flr die sie sich interessieren, ermitteln.

In den Anfangsjahren wurde zu dieser Rekonstruktion das Prinzip der maximalen
Sparsamkeit (PARSIMONY-Prinzip) verwendet (JERMANN et al. 1995), wahrend ab

1 D.h. Sequenzen, die sich noch vor der zu untersuchenden Sequenz abgespalten haben:
Dazu werden Genen aus anderen Organismen-Gruppen verwendet oder solche, die sich
bereits vorher verdoppelt — dupliziert - haben, so dass diese als "Schwester-Sequenzen"
zum Vergleich verwendet werden kdénnen.


http://de.wikipedia.org/wiki/Polymerase-Kettenreaktion
http://www.dict.cc/deutsch-englisch/Verzweigungspunkt.html
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der Mitte der 90er Jahre das von Ziheng YANG entwickelte
Programmpaket PAML, das auf der MAXIMUM-LIKELIHOOD-
Methode basiert, immer beliebter wurde (YANG et al. 1995;
KOSHI UND GOLDSTEIN 1996; YANG 1997; THORNTON 2004;
YANG et al. 2007). Bei der MAXIMUM-LIKELIHOOD-Methode
kdnnen wichtige zusatzliche Informationen Uber den mole-
kularen Evolutionsprozess in die Rekonstruktion einflieBen.
So erhalten die Wissenschaftler mit dieser Methode, nach-
dem ein Stammbaum mit Astldngen konstruiert wurde und
unter der Verwendung eines geeigneten Evolutionsmodells
(Modell zur Sequenzevolution)?, die urspriinglichen hypo-
thetischen Sequenzen, die statistisch die gréBte Wahr-
scheinlichkeit haben. In den letzten Jahren wurden auBer-
dem BAYESsche-Verfahren eingesetzt, um urspriingliche Se-
quenzen zu rekonstruieren (THORNTON et al. 2004).

Natirlich kénnen fehlerhafte Annahmen (wie Alignment,
Stammbaum, Evolutionsmodell bzw. Modellparameter) ne-
gative Auswirkungen auf die Rekonstruktion haben. Jede
Rekonstruktion ist ganz grundsatzlich mit Unsicherheiten
behaftet, welche die Forscher sorgfaltig abschatzen und
bewerten mussen. Um die Unsicherheiten zu minimieren,
wurden verschiedene Strategien entwickelt. Ein erfolgrei-
ches Verfahren ist u. a., dass die Forscher nicht nur eine
Vorfahrensequenz herstellen und testen, sondern mehrere
plausible Sequenzen, die sich in an unklaren Stellen unter-
scheiden (JERMANN et al. 1995; THORNTON 2004). Grundsatz-
lich funktionieren die Methoden zur Rekonstruktion der ur-
sprunglichen Sequenzen gut, wobei selbstverstandlich eine
sorgfaltige und kritische Herangehensweise Voraussetzung
ist, um keine fehlerhaften Schlussfolgerungen zu ziehen
(KOSHI UND GOLDSTEIN 1996; ZHANG UND NEI 1997; CAI et al.
2004; HALL 2006; WILLIAMS et al. 2006; LIBERLES 2007;
HANSON-SMITH et al. 2010).

2 Ein statistischer Test (LIKELIHOOD-RATIO-TEST) und das AKAIKE-
Informationskriterium (AIC) kénnen verwendet werden, um das
am besten geeignete Modell zu ermitteln.

Joseph W. Thornton



http://ceeb.uoregon.edu/faculty_pages/Joe.php
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Wiedererweckte Proteine werfen Licht auf die Evolution

1965 konnten PAULING und ZUCKERKANDL Uber die Mdéglichkeit der Rekonstruktion
urspringlicher Proteine nur spekulieren (PAULING UND ZUCKERKANDL 1963). Das
anderte sich grundlegend. In den letzten Jahren erfolgten zahlreiche Rekonstruk-
tionen von urspringlichen Proteinen, um evolutionsbiologische und ékologische
Hypothesen zu testen (LIBERLES 2007; THORNTON 2004; DEAN UND THORNTON 2007).
Darunter befindet sich eine 240 Millionen Jahre alte DNA-Sequenz, die flir ein
urspringliches Rhodopsin-Molekdl kodiert (CHANG et al. 2002a). Noch weiter zu-
rick reicht die Rekonstruktion des urspriinglichen Elongationsfaktors EF-Tu (ein
wichtiges Protein bei der Proteinbiosynthese), der vor Uber 2 Milliarden Jahren im
gemeinsamen Vorfahren aller Bakterien aktiv war. Die Rekonstruktion von
GAUCHER et al. (2003) wirft Licht auf die Evolution und die Umwelt der ersten Le-
bensformen. So betragt die optimale GDP-Bindungstemperatur des rekonstruier-
ten urspriinglichen Proteins 65 °C. Dieses Ergebnis bekraftigt die Hypothese,
dass der gemeinsame Vorfahre der Bakterien in einer warmen Umgebung evol-
vierte und somit den thermophilen Organismen zuzurechnen ist. GAUCHER und
seine Kollegen konnten diese Untersuchungen noch ausweiten, indem sie die op-
timalen Temperaturen der Elongationsfaktoren an unterschiedlichen Verzwei-
gungspunkten des Stammbaums ermittelten. Diese Untersuchungsergebnisse
zeigen, dass zwischen 3,5 bis 0,5 Milliarden Jahren vor unserer Zeit eine Abkih-
lung erfolgte, die ebenfalls durch physikalische Methoden nachgewiesen werden
konnte (GAUCHER et al. 2008). Dieser festgestellte Abkihlungstrend wird auch
durch Versuche an wiedererweckten Thioredoxin-Enzymen (Trx) untermauert
(PEREZ-JIMENEZ et al. 2011). Zahlreiche weitere Rekonstruktionen wurden in der
vergangen Jahren vorgenommen. Zum Beispiel wurden urspriingliche Steroid-
hormonrezeptoren (THORNTON et al. 2003; BRIDGHAM et al. 2006; BRIDGHAM et al.
2009; ORTLUND et al. 2007), GFP-ahnliche Proteine (UGALDE et al. 2004; FIELD UND
MATz 2010) und eine urspringliche Alkoholdehydrogenase (THOMSON et al. 2005)
naher untersucht. Die Methoden zur Rekonstruktion und Analyse von urspringli-
chen Proteinen sind mittlerweile etabliert und stimulieren die moderne Evoluti-
onsbiologie und Okologie enorm. Dariiber hinaus verstirken sie die Verbindung
zwischen Evolutionsbiologie, Biochemie, synthetischer Biologie und Biomedizin
(THORNTON 2004; LIBERLES 2007; HARMS und THORNTON 2010).

Die V-ATPase der Pilze — Entstehung und Differenzierung eines komple-
xen Proteinrings

Die jungsten Rekonstruktionsuntersuchungen von FINNIGAN et al. (2012a) ges-
tatten es nun zu zeigen, wie die Komplexitat in einer molekularen Maschine im
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Laufe der Evolution zunahm (Abb. 1). Dabei handelt es sich um den aus 6 Protei-
nen bestehenden Vy-Ring des Multiproteinkomplexes der vakuoldaren H*-ATPase
(V-ATPase). Die V-ATPase, die praktisch ein molekularer Motor ist, ist in allen
Eukaryoten vorhanden. Sie ist aus zwei groBen Komplexen aufgebaut, dem V,-
und V;- Komplex. Der periphere V;-Komplex wird flir die Aufspaltung (Hydrolyse)
des Energietragers ATP bendtigt, wobei der V;-Komplex wie ein Rotationsmotor
in Drehung versetzt wird. Der integrale Vo-Ring (Protonenkanal) wiederum ist
daftir verantwortlich, Protonen (H*) tUber die Membran zu leiten, was durch die
ATP-abhangige Rotation des Vo-Komplexes bewerkstelligt wird. Die multifunktio-
nale V-ATPase verursacht so die Ansdauerung von intrazelluldaren Kompartimenten
(NISHI UND FORGAC 2002).

Fungi (3 Proteine)

Urspriinglicher Ring
N (2 Proteine)

g T

Andere Eukaryoten
(2 Proteine)

Abb. 1: Links: Die V-ATPase mit den zwei Komplexen (V, und V;). Die drei Proteintypen
(3, 11, 16) im Vg-Proteinring sind farblich gekennzeichnet (links). Schema: Der ur-
sprlingliche Proteinring des gemeinsamen Vorfahren (ganz rechts) und die von ihm ab-
stammenden rezenten Formen (in der Mitte abgebildet). Wéhrend der Ring bei den meis-
ten Eukaryoten aus 6 Kopien mit zwei unterschiedlichen Proteinen (pink, grin) besteht,
funktioniert in der Hefe und anderen Pilzen (Fungi) der Ring mit 6 Kopien, die 3 verschie-
dene Proteine aufweisen (pink, blau, gelb). Fir den Zusammenbau der Proteinringe sind
spezifische Interaktionen zwischen den Proteinen nétig, die hier durch Quadrate (P),
Dreiecke (R) und Kreise (Q) symbolisiert werden. Die Komplexitatszunahme (rote Markie-
rung) geht mit dem Verlust von Interaktionsmdéglichkeiten einher. Als Folge wurden zwei
Proteine (blau und gelb) positionell spezialisiert und dadurch unentbehrlich fiir das Funk-
tionieren der komplexeren Maschine der heutigen Hefezellen (FINNIGAN et al. 2012a;
THORNTON 2012) — ein "nicht reduzierbar komplexes" Drei-Komponentensystem war ent-
standen.

Wahrend der membrangebundene Vyp-Ring in den meisten Eukaryoten aus zwei
Komponenten besteht, den Untereinheiten Vma3 und Vmal6, weist der Vo-Ring
in allen Pilzen (Fungi) drei Komponenten, die Untereinheiten Vma3, Vmal6 und
Vmall, auf (Abb. 1). Alle drei Komponenten werden fir die Funktion der V-
ATPase in der Hefezelle bendétigt (HIRATA et al. 1997). Wenn man nur eine Kom-
ponente des Rings entfernt, funktioniert die V-ATPase nicht mehr. Wie also konn-
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te der aus drei Komponenten bestehende Ring entstehen? Zur Klérung dieser
offenen Frage erweckte das Forscherteam um Joseph THORNTON die urspriingli-
chen Vy-Proteine kurz vor und nach der Komplexitatszunahme wieder zum Leben
und charakterisierten die Funktion in der Hefe, indem sie die synthetisierten ur-
springlichen Sequenzen in Hefemutanten transformierten, denen eine oder meh-
rere der drei heutigen Gene fehlten. Es stellte sich heraus, dass die molekulare
Maschine durch die Expression der urspriinglichen Gene ihre Funktion wiederer-
langte. Die urspringlichen Proteine, die Hunderte von Millionen Jahre alt sind,
bauten sich also zu einer funktionierenden Protonenpumpe zusammen, die unter
ATP-Hydrolyse intrazelluldre Kompartimente ansauert. Die gut durchdachten Ex-
perimente von FINNIGAN et al. (2012a) zeigten ebenfalls, dass der Vy-Ring wéah-
rend der Komplexitatszunahme keine neue Funktion evolvierte. Die komplexere
Maschine aus drei Komponenten arbeitet auch nicht besser als die urspringliche
einfachere Maschine mit 2 Ringkomponenten. Die Komplexitatszunahme ging
offenbar — zundchst jedenfalls - ohne einen signifikanten Selektionsvorteil einher.

Komplexitatszunahme durch Verluste

Mit den Konstruktionen der urspringlichen Gene konnten die Forscher auBerdem
aufklaren, wie es dazu kam, dass im Laufe der Evolution die drei Komponenten
flr die Funktionsfahigkeit der V-ATPase unentbehrlich wurden. Urspriinglich be-
stand der Ring nur aus zwei Komponenten (finf Kopien namens Anc.3-11 und
eine namens Anc.16). Nach der Duplikation von Anc.3-11 (die Sequenz des ge-
meinsamen Vorfahren) entstanden daraus Anc.3 und Anc.11, die beide zusam-
men mit Anc.16 den aus drei Komponenten bestehenden Ring bildeten (Abb. 2).

N —— Amoebozoa, Abb. 2: Phylogenetische
; Animals., Rekonstruktion der Untereinheiten
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Genduplikationen sorgen daflir, dass neue zusatzliche Genkopien entstehen. In
der neuen Genkopie kénnen sich dann Mutationen ansammeln, die das Gen mo-
difizieren, ohne dass das Risiko besteht, dass das andere (urspriingliche) Gen
seine Funktion verliert. In der von FINNIGAN et al. (2012a) untersuchten moleku-
laren Maschine verloren Anc.3 und Anc.11 nach der Duplikation die drei Interak-
tionsmoéglichkeiten von Anc.3-11 (P, Q, R). Durch den komplementaren Interak-
tionsverlust zu anderen Ringkomponenten konnten sich die Proteine nicht mehr
Uberall im Ring platzieren. Sie wurden raumlich spezifiziert (Abb. 1). Daher st63t
man heute bei den Pilzen auf ein Ringsystem aus drei zusammenpassenden und
zusammenwirkenden Komponenten, die alle unverzichtbar flr die Funktion der
molekularen Maschine sind.

Nur wenige Mutationen waren nétig

Um die genetische Grundlage der Differenzierung von Anc.3 und Anc.11 nach der
Duplikation von Anc.3-11 besser zu verstehen, flihrten die Forscher auBerdem
"historische" Mutationen in Anc.3 und Anc.11 ein. Sie fanden heraus, dass weni-
ge, relativ wahrscheinliche Mutationen ausreichten, um die urspriinglichen Inter-
aktionsmdglichkeiten zu vermindern und dabei gleichzeitig andere wichtige Funk-
tionen zur Interaktion intakt zu lassen (Abb. 1). Die Forscher konnten somit auf-
klaren, dass und auf welche Weise das System durch einfache bekannte evoluti-
onare Prozesse (Genduplikationen und Mutationen), selektionsneutral und ein-
hergehend mit Funktionsverlusten, zu der heutigen Komplexitat getrieben wurde.
Obwohl man Selektionsvorteile nicht voéllig ausschlieBen kann, starken die Expe-
rimente evolutionsbiologische Konzepte, mit denen man die Evolution komplexer
Systeme (zumindest etappenweise) durch neutrale Prozesse zu erklaren versucht
(STOLTZFUS 1999; FORCE et al. 1999; GRAY et al. 2010; LUKES et al. 2011). Um
feststellen zu kdnnen, wie verbreitet die beschriebenen evolutionaren Mechanis-
men sind, sind freilich noch weitere Forschungen an komplexen molekularen Sys-
temen noétig.

Die Evolution der V-ATPase im Ganzen gesehen

Heute erflillt die V-ATPase in verschiedenen Organellen, Organen und Organis-
men diverse Aufgaben und ist auch im Aufbau, wie wir gesehen haben, nicht uni-
form. Welchen evolutiondren Ursprung hat dieser Enzymkomplex als Ganzes?
Gibt es verwandte Enzymkomplexe, mit denen die V-ATPase einen gemeinsamen
Vorfahren hat? Kann man Aussagen Uber molekulare Evolutionsmechanismen
treffen? Und was lasst sich zur Evolution der anderen Untereinheiten sagen?
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Man kennt schon seit langerer Zeit Enzymkomplexe, die mit der V-ATPase ver-
wandt sind. Dazu gehdren die archaellen A-ATPasen und die F-ATPasen, die man
in der Membran von Prokaryoten, Mitochondrien und Chloroplasten findet®. Diese
ATPasen sind sich alle sehr ahnlich. Das fallt bereits ins Auge, wenn man mittels
Elektronenmikroskop den ahnlichen, aus zwei Strukturbereichen bestehenden
Aufbau - den Transmembrankanal und den darauf sitzenden, symmetrischen
"Kopf" (Hexamer) - betrachtet. Es verwundert daher nicht, dass die jeweils aus
sechs Molekiilen bestehenden V./A;/F;-Strukturen homologe Ahnlichkeiten zeigen
(GOGARTEN UND TAIZ 1992; MULKIDJANIAN et al. 2007). Dabei liegen die zwei Unter-
einheiten (A/B bzw. a/B) alternierend in je drei Kopien ringférmig als Hexamer
vor. Die homologe Ahnlichkeit bezeugt die gemeinsame Herkunft der Strukturen.
AuBerdem weist nicht nur der V;-Komplex homologe Ahnlichkeiten auf, sondern
ebenso der membrangebundenen Aq/V,- und F,-Komplex. Allerdings sind auch
Untereinheiten feststellbar, die nicht homolog sind. Insbesondere besteht bei
dem zentralen Verbindungsstlick, den y- und &- Untereinheiten (wie sie bei der
F-ATPase genannt werden), also zwischen dem membrangebundenen V,/Fo-
Komplex und der ringférmigen hexameren Struktur, keine homologe Ahnlichkeit
(MULKIDJANIAN et al. 2007). Auch funktionell kénnen sich die ATPasen unterschei-
den. Die F-ATPase und die A-ATPase sind daflir bekannt, dass sie in allen drei
Domanen des Lebens den universellen Energietrager Adenosintriphosphat syn-
thetisieren, wahrend die V-ATPase in lebenden Zellen normalerweise Adeno-
sintriphosphat hydrolysiert (GRUBER UND MARSHANSKY 2008).

Trotz aller Unterschiede, die zwischen diesen ATPasen auch bestehen kénnen:
Die Struktur- und Sequenzvergleiche zwischen ihnen lassen darauf schlieBen,
dass sie einen gemeinsamen Ursprung haben und sich im Laufe der Evolution
strukturell und funktionell differenzierten (MULLER et al. 2005). Der evolutionare
Ursprung reicht sehr weit zurick, in den Zeitraum, bevor der letzte gemeinsame
Vorfahre aller Lebewesen (LUCA) entstand. Tatsachlich ist es schwierig etwas
Genaueres Uber den Vorfahren der ATPasen und dessen Evolution herauszufin-
den, da es bekanntermaBen keine "fossilen Uberlieferungen" von den urspriingli-
chen molekularen Maschinen gibt. Untersuchungen von MULKIDIJANIAN und seinen
Mitarbeitern legen allerdings nahe, dass der Vorfahre der F- und V/A-ATPasen
eine Bindestelle fir Natrium-Ionen hatte (MULKIDJANIAN et al. 2008a;

3 Die ATPasen kann man jedoch nicht exakt den jeweiligen Domanen zuordnen. Zum Bei-
spiel findet man in Bakterien auch archaelle und vakuldre ATPasen. AuBerdem ist es
maoglich, dass F-ATPasen auch bei den Archaea auftreten. Wahrscheinlich ist dies auf ei-
nen regen horizontalen Gentransfer (HGT) zurickzufihren.


http://de.wikipedia.org/wiki/Zellmembran
http://de.wikipedia.org/wiki/Prokaryoten
http://de.wikipedia.org/wiki/Lebewesen
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MULKIDJANIAN et al. 2008b; MULKIDJANIAN et al. 2009). Demnach kénnte der ge-

meinsame Vorfahre, in einer Zeit, als die Membranen mdglicherweise durchlassig
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Abb. 3: Ein hypothetisches Szenario zur Evolution der ATPasen. Danach entwickelten
sich die heutigen V/A/F-ATPasen sowie die T3SS-Translokase (Typ-3-Sekretionssystem)
ausgehend von einem urspriinglichen Membrankanal und einer urspriinglichen RNA-
Helikase (WALKER 1998). Als Zwischenstadien werden RNA- und Proteintranslokasen an-
genommen. Gestitzt wird das Szenario durch Homologievergleiche (MuLKIDJANIAN et al.
2007; PALLEN et al. 2006). Es ist kompatibel mit der Erkenntnis, dass die katalytischen
hexameren Strukturen der V- und F-ATPasen homologe Ahnlichkeiten zu den hexameren
Helikasen (Rho) zeigen (PATEL und PicHA 2000). Die als Zwischenstufe angenommene
RNA-Translokase kdénnte ahnlich wie etwa die strukturahnliche hexamere P4-ATPase
funktioniert haben.

e Der dhnliche Komplex (P4-ATPase) existiert heute in RNA-Bakteriophagen: Dieser
relativ einfache Verpackungsmotor transferiert dort RNA-Molekiile (MANCINI et al.
2004; Kainov et al. 2006). Es wird angenommen, dass in der friihen Evolutionsphase
horizontaler Gentransfer die Evolution maBgeblich vorantrieb. Dementsprechend
konnten Nukleinsdure-Translokasen in den ersten sich selbst replizierenden Einheiten,
die von urspringlichen Membranen umhillt waren, eine wichtige Rolle in der RNA-
dominierten Welt beim Austausch von RNA gespielt haben (MuLkiDIANIAN et al. 2007;
MULKIDJANIAN et al. 2009).

e Auch heute noch existieren F;-ATPase-dahnliche DNA-Translokasen wahrend der bak-
teriellen Konjugation (Gomis-RuTH et al. 2001).

¢ Daneben sind auch andere Wege denkbar, z.B. von einer RNA-Helikase (RNA-
Unwinding/Unfolding) zur Protein-Unfoldase (ahnlich den AAA+ Unfoldasen oder den
Clp/Hsp100-Chaperonen) und zur Proteintranslokase.

Orthologe (d.h. einander im Stammbaum und meist funktional entsprechende) Unterein-
heiten sind mit der gleichen Farbe gekennzeichnet, wahrend nicht-homologe (jedoch ggf.
funktionell analoge) Untereinheiten unterschiedliche Farben tragen. Das Szenario kann
erklaren, warum die zentralen Untereinheiten (rot/gelb) der ATPasen keine Homologie
aufweisen. AuBerdem integriert das Szenario aktuelle evolutionsbiologische Uberlegungen
zur Membranevolution (MULKIDJANIAN und GALPERIN 2010; MULKIDJANIAN et al. 2007).
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fur Protonen (H*) waren, aber nicht fur Natrium (Na*), einen Natriumgradienten
genutzt haben, um ATP zu synthetisieren. Darliber hinaus gehen die Forscher
zeitlich noch weiter zurlick. MULKIDJANIAN et al. 2007 haben ein hypothetisches
Szenario vorgelegt, das — unter Berlcksichtigung der homologen und nicht-
homologen Komponenten sowie der Membranevolution - die Evolution der ATP-
asen ausgehend von einem Membrankanal und einer hexameren Helikase Uber
RNA- und Proteintranslokasen als Zwischenstufen erklart. Dieses Szenario ist
ganzlich hypothetisch, aber gleichwohl plausibel und von Sequenzdaten recht gut
untermauert (Abb. 3). Das vorgeschlagene Szenario bietet trotz allen Schwierig-
keiten, die im Hinblick auf die weit zurlickliegenden Evolutionsereignisse beste-
hen, ein evolutionsbiologisches Erklarungsmodell, das neue Anknipfungspunkte
und Uberprifbare Hypothesen fir die Forschung liefert (MULKIDJANIAN et al.
2007).

Bereits jetzt lasst sich sagen, dass Duplikationsereignisse mit anschlieBender Di-
versifikation eine wichtige Rolle bei der molekularen Evolution spielen (INNAN UND
KONDRASHOV 2010; CONANT UND WOLFE 2008). Dies ist offensichtlich nicht nur -
wie oben erldautert - bei dem Vy-Ring der Fall, sondern auch bei anderen Unter-
einheiten der V-ATPase (FINNIGAN et al. 2011; CROSS UND MULLER 2004; MULLER
UND GRUBER 2003). Zum Beispiel trifft das auf die Untereinheiten A und B des V;-
Komplexes und die Isoformen der V-ATPase-Untereinheit a zu (Abb. 4).
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Abb. 4: Die V-ATPase-Untereinheit a der Isoformen Stv1l (orange) und Vph1l(grin) ge-
hért zum membrangebundenen Strukturbereich (Vg). Die Isoformen sind fir die subzellu-
lare Lokalisierung der V-ATPase in der Hefezelle verantwortlich (FINNIGAN et al. 2011).
Rechts ist die Phylogenie der V-ATPase Untereinheit a (Fungi) dargestellt. Sowohl die
urspriingliche (vor der Genduplikation vorhandene) Isoform a (Anc.a) als auch die erste
evolutiondre Zwischenform (Anc.Stv1), die das Sortierungssignal W83KY enthalt, wurden
von den Forschern rekonstruiert. Das Sortierungssignal W&KY ist fiir die Stvil-
Lokalisierung notwendig (FINNIGAN et al. 2012b).



Evolution: Komplexitatszunahme in einer molekularen Maschine

Den evolutionaren Ursprung der Isoformen Stvlp (am Golgi/Endosom lokalisiert)
und Vphlp (Vakuolenmembran) der Hefe konnte die Arbeitsgruppe um den Bio-
chemiker Tom H. Stevens bereits durch die Wiedererweckung der urspriinglichen
Proteine (Anc.a und Anc.Stv1l) genauer erforschen (FINNIGAN et al. 2011;
FINNIGAN et al. 2012b). Joseph W. THORNTON hat sich das Ziel gesetzt die Evolu-
tion eines komplexen, fein abgestimmten molekularen Systems vollstandig me-
chanistisch zu erklaren. In den kommenden Jahren sind durch die Techniken zur
Rekonstruktion und Synthese urspriinglicher Gensequenzen weitere interessante
Resultate zu erwarten, die Licht auf die Evolution komplexer Merkmale werfen.
Die Experimente fordern auch Beflirworter von Intelligent Design heraus, die be-
haupten, komplexe biologische Systeme konnten nicht ohne "intelligente Eingrif-
fe" entstehen.?

4 BEHE (2012) diskutiert die Ergebnisse von FINNIGAN et al. (2012a) aus der Sicht von "In-
telligent Design" und marginalisiert erwartungsgemaB ihre evolutionsbiologische Bedeu-
tung. Er Ubersieht dabei offensichtlich, dass der hier vorgestellte Mechanismus, der auf
einem selektionsneutralen Pfad (zunéachst!) zu einem Verlust an Interaktionsmaoglichkei-
ten der Ringkomponenten flihrt, gerade die Evolution "irreduzibel komplexer" Systeme
erklaren kénnte: Es ist zwar richtig, dass der Vy-Ring in der V-ATPase der Pilze nach wie
vor als Protonenkanal fungiert, dass also, wie BEHE zu Recht anmerkt, noch keine
grundlegend neue Funktion entstanden ist. Dieser Protonenkanal besteht nun aber aus
drei essentiellen Komponenten statt aus zweien, die zusammen eine nicht reduzierbare
funktionelle (Unter-) Einheit bilden: Wird nur ein einziger Teil des Rings entfernt, funktio-
niert der Komplex nicht mehr. Wie erwartet ist dieses irreduzible V,-
Dreikomponentensystem nicht in einem evolutiondren Quantensprung entstanden. So
wie bei anderen evolutiondren Veranderungen schufen vorhandene Gene und Strukturen
die Voraussetzung fiir die Komplexitatszunahme. Und wie FINNIGAN et al. (2012a) plausi-
bel aufzeigen konnten, ist der Weg von dem V- Zweikomponentensystem zu dem V-
Dreikomponentensystem durch molekulare Evolutionsmechanismen Uberbrickbar.

Von einer strukturellen und funktionellen "Degradierung" des Vy-Rings, von der BEHE
spricht, kann auch nicht die Rede sein, da der Ring unter Beibehaltung der urspriingli-
chen Gesamtfunktion an Komplexitdt zunahm. Die einzelnen Komponenten haben sich
zwar nach der Genduplikation durch Subfunktionalisierung auf Teile ihrer urspriinglichen
Funktionen beschrankt. Allerdings wurde dabei ein komplementéarer Verlust durchlaufen.
Dieses Duplikations-Degenerations-Komplementations (DDC)-Modell erklart, wie sich
die einzelnen Ringkomponenten, so wie es auch haufig bei den Individuen oder Instituti-
onen in unserer Gesellschaft der Fall ist, durch Differenzierung spezialisiert haben und
dadurch gerade jene gegenseitigen Abhangigkeiten aufweisen, die ein "irreduzibel kom-
plexes" System pragen. Man kann sich leicht vorstellen, wie ein solcher Mechanismus im
Lauf der Zeit, kombiniert mit Neofunktionalisierungen bzw. weiteren Mechanismen, die in
der Lage sind evolutiondre Neuheiten zu generieren (NAsvALL et al. 2012; CARVUNIS et al.
2012; KATIU 2012; SOSKINE UND TAWFIK 2010), noch komplexere Systeme hervorbringen
konnte: Wechselt oder erweitert ein solcher Strukturkomplex seine Funktion, stehen der
Evolution wiederum neue Entwicklungs- und Interaktionsmdoglichkeiten offen, die im
Rahmen von Wahrscheinlichkeitsiiberlegungen schwer abgeschatzt werden kénnen. Zum
Beispiel verdeutlicht das in Abb. 3 vorgestellte hypothetische Szenario, das mit den bio-
logischen Fakten gut lbereinstimmt, sehr anschaulich, wie die komplexe V-ATPase der
Pilze, ausgehend von einer urspringlichen RNA-Helikase und einem Membrankanal, in
mehreren Schritten evolviert sein kdnnte.
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Weiterfihrende Informationen

Weitere Informationen Uber die Forschung von Joseph W. THORNTON findet man
auf der folgenden Seite. Dort hat man auch direkten Zugriff auf zahlreiche wis-
senschaftliche Fachartikel.

Hauptseite: http://pages.uoregon.edu/joet/ (Stand 2012)
Veroffentlichungen: http://pages.uoregon.edu/joet/pubs.htm (Stand 2012)

Begriffserklarungen

Alignment: Das Sequenzalignment ist ein wichtiges Werkzeug von Bioinformati-
kern. Dabei werden homologe Positionen von Nukleotidsequenzen bzw. Pro-
teinsequenzen untereinander gestellt. In der Regel werden mehr als zwei
Sequenzen verglichen (multiples Alignment). Durch Einflihren von Gaps
(Ltcken) in die Sequenzen werden Mutationen ausgeglichen, die die Lange
der Sequenzen verandert haben. Der Einbau von wenigen Liicken wird be-
lohnt. Computerprogramme ermdglichen so den Abgleich von homologen
Sequenzabschnitte, die eine unterschiedliche Lange haben.

BAYEsianische Verfahren: Ist eine Rekonstruktion von Stammbdaumen, die auf
BAYESianischer Statistik basiert. Dabei wird die Wahrscheinlichkeit des
Stammbaums bei gegeben Daten betrachtet.

Chaperone: Proteine, die bei der Faltung von Proteine , helfen® oder die Aggre-
gatbildung von fehlgefalteten Proteine bzw. noch nicht gefalteten Proteinen
verhindern.

Elongationsfaktor: Es handelt sich um Faktoren (Proteine), die bei der Verlan-
gerung der Aminosaurenkette wahrend der Bildung der Proteine (Translati-
on) beteiligt sind. Bei dem untersuchten Elongationsfaktor EF-Tu handelt es
sich um eine GTPase. Damit EF-Tu funktioniert braucht der Elongationsfak-
tor ein gebundenes GTP (Guanosintriphosphat). EF-Tu-GDP muss GDP
(Guanosindiphosphat) gegen GTP austauschen, um am Elongationsschritt
teilnehmen zu kdnnen.

Expression/Exprimierung: Die Umsetzung der genetischen Information (DNA)
in RNA und Proteine.

Genduplikationen: Bei genetischen Innovationen spielen Genduplikationen eine
wichtige Rolle. Neue Gene kénnen aus bereits vorhandenen entstehen. Ein
vorhandenes Gen kann verdoppelt werden. Dadurch entsteht ein Paar
nachstverwandter Gene (Paraloge). Durch Genduplikationen sind im Laufe
der Evolution ganze Genfamilien entstanden.


http://pages.uoregon.edu/joet/pubs.htm
http://de.wikipedia.org/wiki/Sequenzalignment
http://de.wikipedia.org/wiki/Gap_(Bioinformatik)
http://de.wikipedia.org/wiki/Aminos%C3%A4uren
http://de.wikipedia.org/wiki/Proteine
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Helikasen: Helikasen sind Enzyme, die in allen Lebewesen vorkommen. Sie sind
hochkonserviert. Sie trennen unter Hydrolyse von Nucleosidtriphosphaten
(meist unter ATP-Verbrauch) die Basenpaarung zwischen zwei DNA bzw.
RNA-Strangen. Typischerweise sind DNA-und RNA-Helikasen hexamere
ringférmige Proteinkomplexe.

Homolog: Bezeichnung von Molekiilen oder Organen, die sich ahnlich sind, weil
sie von einem gemeinsamen Vorfahren abstammen.

Isoform: Isoformen sind im molekularbiologischen Sprachgebrauch unterschied-
liche Formen von Proteinen, die sich ahnlich sind. Verschiedene Isoformen
eines Proteins weisen dabei leichte bis groBere Unterschiede untereinander
auf. Alternatives SpleiBen kann aus einem Gen unterschiedliche Produkte,
also Isoformen, hervorbringen. Isoformen kénnen auch durch Genduplikati-
onen entstehen.

Maximum Likelihood: Ist eine Methode, die den Stammbaum sucht, der unter
einem gegebenen Evolutionsmodell der Sequenzevolution mit hdéchster
Wahrscheinlichkeit die gegebenen Daten generiert. Ausgangspunkt des An-
satzes ist ein multiples Sequenzalignment.

Maximum Parsimony: Stellt eine Klasse von Algorithmen zur phylogenetischen
Rekonstruktion da. Dieser gebrauchliche Ansatz bewertet das Vorkommen
von Charakteristiken. So wird ein Stammbaum ermittelt, der die Sequenz-
daten mit der geringsten Anzahl an Veranderungsannahmen erklart ("ma-
ximale Sparsamkeit").

Neofunktionalisierung: Duplizierte Gene entwickeln sich auseinander. Ein Gen
nimmt dabei eine neue Funktion an.

Oligonukleotide: Das sind Oligomere aus wenigen Nukleotiden. Solche kurze
DNA-Strange lassen sich heute in Synthesemaschinen relativ leicht se-
quenzgenau und mit guter Ausbeute herstellen.

PAML: Steht fir "Phylogenetic Analysis by Maximum Likelihood". PAML (aktuell
Version 4) ist ein Programmpaket flir phylogenetische Analyse von DNA-
und Proteinsequenzen. Eine Starke ist das groBe Repertoire Evolutionsmo-
delle zu implementieren.

Weitere Informationen:
www.molecularevolution.org/software/phylogenetics/paml

PCR: Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine Standardmethode der Molekularbio-
logie. Durch sie kdnnen DNA-Abschnitte in vitro stark vervielfaltigt werden.

Protonenpumpe: Protonenpumpen sind Transmembranproteine, die den Trans-
port von Protonen ("Wasserstoffionen" H*) Uiber eine Membran férdern.


http://mbe.oxfordjournals.org/content/24/8/1586.abstract
http://www.molecularevolution.org/software/phylogenetics/paml
http://de.wikipedia.org/wiki/Polymerase-Kettenreaktion
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Subfunktionalisierung: Duplizierte Gene durchlaufen komplementare degene-
rative Mutationen. Dabei geht eine von zwei bzw. mehreren Funktionen ver-
loren, die beim Vorlaufergen vorhanden waren. Jedes Duplikat hat schlieB-
lich eine der urspringlichen Genfunktionen.

Thermophil: Thermophile Organismen bevorzugen eine hohe Temperatur (45 -
80 °C) zum Leben.

Translokasen: Proteine, die den spezifischen Transport von Molekulen (z.B.
DNA, Proteine), in der Regel Uber eine Membran, bewerkstelligen.
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