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Biologische Komplexitat und der Gipfel des Unwahrscheinlichen

MARTIN NEUKAMM, MIKKEL RASMUSSEN & ANDREAS BEYER

Ob Bakteriengeil3el, Vogelflugel oder Wir-
beltierauge — das Leben strotzt nur so vor
Merkmalen, deren Komplexitat und Anpas-
sungsfahigkeit uns in ihren Bann ziehen.
DARWIN hatte Recht, als er bemerkte, dass
sich aus einfachen Anfangen eine endlose
Reihe der wundervollsten Formen entwi-
ckelt hat und noch immer entwickelt. Na-
turgeman stolt diese Erkenntnis auf den
Widerstand von Evolutionsgegnern. Haufig bringen sie bestimmte Versionen des so-
genannten Wartezeitproblems' ins Spiel, um gegen Evolution zu argumentieren. Da
es sich um einen gangigen Einwand gegen das handelt, was sie unter Makroevolu-
tion verstehen, wollen wir dieses Argument genauer unter die Lupe nehmen.

Was ist das Wartezeitproblem?

Die meisten Oberstufenschuler haben schon davon gehort, dass sich die Mehrzahl
der Mutationen auf die Fitness ihrer Trager neutral oder schadlich auswirkt. Nur ein
kleiner Prozentsatz erweist sich als unmittelbar vorteilhaft. Statistisch gesehen muss
eine gewisse Zeit vergehen, bis in einer Population eine vorteilhafte Mutation auftritt
und sich verbreitet. Dieser Zeitraum lasst sich als Wartezeit der Evolution definieren.

Das Bild wird komplizierter, wenn wir die Entstehung neuer Proteinfunktionen be-
trachten. Proteine mussen eine der Funktion entsprechende Molekulfaltung haben,
woflur es passender Aminosaure- bzw. DNA-Sequenzen bedarf. Der Erwerb einer
neuen Funktion, die eine Wechselwirkung zwischen mehreren Aminosauren beinhal-
tet, erfordert daher oft mehrere spezifische Veranderungen (Aminosaureaustausche)
an bestimmten Stellen des Molekdls.

Noch komplexer wird es, wenn wir uns auf Merkmale fokussieren, an denen mehrere
Proteine beteiligt sind, bzw. auf Gene, die in charakteristischer Art zusammenwirken.
Um solche nichtreduzierbar komplexen Systeme (s. Abschnitt 4.2) hervorzubringen, be-
darf es einer ganzen Serie spezifischer Mutationen an einem oder mehreren Genen.
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Wer sich mit dem Wartezeitproblem befasst, versucht abzuschatzen, wie lange es zirka
dauert, bis bestimmte Proteinfunktionen, DNA-Sequenzen oder genetische Interaktionen
evolvieren. Dafur braucht es Modelle, die das Entstehen und Ausbreiten von Mutationen
in Populationen beschreiben. In die Berechnungen flieRen Mutationsraten, Populations-
grofen, Generationendauer und Selektionskoeffizienten ein. Solche Wartezeitmodelle
konnen serios sein (z.B. BEHRENS & VINGRON 2010; NicoDEME 2012). Die Modelle der
Evolutionsgegner aber beruhen meist auf unrealistischen Annahmen und Parametern,
die so restriktiv sind, dass sie zu vollig utopischen Einschatzungen hinsichtlich der War-
tezeiten gelangen (vgl. LYNCH 2005; DURRETT & SCHMIDT 2008; TRAULSEN et al. 2025).

Wesentlich fur das Wartezeitargument der Evolutionsgegner ist, dass den Mutationen
so lange kein Selektionsvorteil gewahrt wird, bis sdmtliche der fur die Funktion rele-
vanten Mutationen eingetreten sind. Solange die neue Funktion nicht existiere, fehle
ein Selektions-Gradient, der stetig auf eine Erhdhung der Fitness hinwirke und einen
kleinschrittigen, hinreichend wahrscheinlichen Weg vorzeichne. Daher musse die
Evolution zuerst Uber Mutationen verlaufen, die in Bezug auf die Fitness neutral sind.

SANFORD et al. (2015, p. 3) behaupten:?

Das Warten auf die richtige Mutation am richtigen Ort kann ein limitierender Faktor fur
die langfristige Evolution einer relativ kleinen Population sein. Steht eine Population
vor einer bestimmten evolutiondren Herausforderung, ist eine bestimmte Lésung er-
forderlich, und diese muss zur rechten Zeit erfolgen. Positive Selektion kann im Allge-
meinen erst dann funktionieren, wenn genau die richtige(n) Mutation(en) an der (den)
richtigen Stelle(n) auftritt (auftreten).

Die neutrale Evolution lasst sich als Random Walk in Sequenzraumen beschreiben. In
diesem Bild gleicht das ,Erwurfeln” der passenden, statistisch unabhangigen Mutatio-
nen einem Lotteriespiel, in dem die Gewinnchancen umso geringer sind, je mehr defi-
nierte Mutationen fur die neue Funktion bendtigt werden. Ruckmutationen und Gendrift
wurden die ,richtigen” Mutationen haufig wieder ausléschen, bevor die Ubrigen Mutati-
onen aufgetreten seien. Schlimmer noch, die erforderlichen Mutationen konkurrierten
mit schadlichen Mutationen um die Fixierung (BEHE & SNOKE 2004). Im Endeffekt
wurde die Wartezeit exponentiell mit der Zahl der bendtigten Mutationen ansteigen.

BEHE & SNOKE (2004) nehmen an, dass Mutationen, die einen kompletten Funktions-
verlust des betreffenden Genprodukts nach sich ziehen (Nullmutationen), rund 1.000-
mal haufiger auftreten als die ,gewlnschten“ Mutationen. Dies wirkt sich in ihrem Mo-
dell (Abb. 1) auRerst ungunstig auf die Wartezeit aus. Die Autoren berechnen, dass
Neofunktionalisierungs-Ereignisse, die nur zwei spezifische Aminosaureaustausche
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bendtigen, bei Bakterienkolonien mit 10° Individuen bereits >108 Generationen erfor-
dern. Bei Wirbeltieren wurde dies jeden geologischen Zeitrahmen sprengen.

SANFORD et al. (2015) wiederum versuchen die Wartezeit zu ermitteln, die erforderlich
ist, ,um einen einzigen DNA-Teilstrang von minimaler Lange (2—8 Nukleotide) zu er-
zeugen und zu fixieren®. Diese minimale Veranderung im Genom ,wurde lediglich eine
(oder einige wenige) spezifische Aminosauren andern oder moglicherweise zu einer
neuen spezifischen Proteinfaltung fuhren.” Im Gegensatz zu BEHE & SNOKE konzentrie
ren sich deren Berechnungen auf die klassische Homininen-Population, aus welcher
der moderne Mensch hervorging. Aufgrund der geringen Populationsgrof3e und der
langen Generationendauer stelle sich hier das Wartezeitproblem verscharft.

SANFORD et al. geben vor, ,gro3zugige“ Parametereinstellungen vorgenommen zu ha-
ben. Gleichwohl ermitteln sie eine Wartezeit von 4 Milliarden Jahren fur die Bildung

und Fixierung einer Zielsequenz von sechs Nukleotiden. Ein Target aus zwei Nukleoti-
den mit einer Wartezeit von ca. 84 Mio. Jahre stelle eine ,vernunftige Obergrenze® dar.

Abb. 1 Modell nach BEHE & SNOKE (2004) zur Entste-
hung einer neuen Proteinfunktion. Ausgangspunkt ist
ein Genduplikat, das spezifische Punktmutationen er-
A oV werben muss, ohne eine Nullmutation zu erleiden, um
fur die ,Zielfunktion“ zu kodieren. Jedes Kastchen re-
prasentiert eine Nukleotid-Position im Duplikat. Die
{TTTTT#RITF {TTTTIT X blauumrandeten Kastchen symbolisieren jene Positio-
nen, die mutieren missen. Ein + kennzeichnet eine
passende Mutation, X eine Nullmutation. Die grin mar-
(A=Tyv PV kierten Késtchen stellen die Zielsequenz (das Target)
dar. Hier sind alle notwendigen Mutationen erfolgt.

LT

Die Rate der Vorwartsmutation betragt v mal die Zahl
der Nukleotide A, die noch mutieren miissen. Die Null-
mutationsrate betragt pv. Bemerkenswert sind die hohe
(-2 v angenommene Nullmutationsrate und die Tatsache,
dass die Wartezeit extrem empfindlich von dieser ab-
hangt. Ist sie um den Faktor 10 geringer, sinkt die War-
[ TF {TTT+[T+X[ '} tezeit bei gleicher PopulationsgréRe um den Faktor
1.000.000. Wir kommen darauf noch zur(ck.
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HOSSJER et al. (2021) wiederum modellieren die Entstehung vorab festgelegter Bin-
dungsstellen in der regulatorischen Region von Genen (s. Abschnitt 1.3). So musse
die Evolution eines bestimmten Erscheinungsbildes (Phanotyps), an dessen Auspra-
gung mehrere Gene beteiligt sind, passende Andockstellen fur bestimmte Signalmo-
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lekule hervorbringen. Letztere regulieren die Gene in einer fur den Phanotyp charak-
teristischen Weise. Auch hier wirke die positive Selektion erst, wenn sédmtliche Nukle-
otide an den ,richtigen® Stellen definiert verandert wurden.

Zwischenfazit: Die Evolution innovativer Merkmale sei unplausibel

So verschieden die Modelle der Evolutionsgegner sind, sie gelangen stets zum glei-
chen Schluss: Ein komplexes Merkmal oder System, dessen Einzelbestandteile ge-
meinsam eine neue Funktion konstituieren, kdnne nicht schrittweise Uber einen hin-
reichend wahrscheinlichen Weg aus einem Vorlaufer ohne diese Funktion evolviert
sein. Da die Selektion erst starte, wenn die (neue) Funktion gegeben ist, musse der
evolutive Weg zunachst Uber neutrale Mutationen fuhren. Neutrale Modelle fuhrten
aber meist zu extrem langen Wartezeiten. Dazu kommt, dass das Target mehrfach
generiert werden muss, bevor sich die Mutation in einer Population durchsetzt.

Die Evolutionsgegner sind sich einig: Bereits die Bildung eines Targets aus 2—3 defi-
nierten Nukleotiden oder Aminosaureresten in einem Protein bendtige bei hoheren
Wirbeltieren =100 Mio. Jahre. Da dies dem ,abrupten® Auftreten innovativer Merkmale
im Fossilienbestand widerspricht, konne die Evolution deren Ursprung nicht erklaren.

Diesem Wartezeitargument liegen im Wesentlichen folgende Annahmen zugrunde:

1. Die Evolution musse ,feste und vorgegebene Ziele® erreichen (HOSSJER et al.
2021, p. 51; ahnlich BEHE & SNOKE 2004; BEHE 2007; SANFORD et al. 2015).

2. Brauchbare Ziele im Suchraum aller méglichen DNA- oder Proteinsequenzen
seien aulerordentlich selten (AXE 2004).

3. Um eines der vorgegebenen Ziele zu erreichen, seien ,multiple genetische Ver-
anderungen®, das heil3t, mehrere ,koordinierte Mutationen® an bestimmten Stel-
len der DNA, erforderlich (HOSSJER et al. 2021, p. 4).

4. Positive Selektion starte erst, wenn das ,Ziel“ erreicht sei. Einzelne Mutationen
wurden nicht durch positive Selektion stabilisiert und konkurrierten mit Nullmu-
tationen um die Fixierung (BEHE & SNOKE 2004, p. 2652).

5. Die Mutationen mussten sich einzeln nacheinander (seriell) durchsetzen. HOSss-
JER et al. (2021) behaupten zudem, dass die ,Rekombination zwischen zwei el-
terlichen regulatorischen Sequenzen ignoriert werden kann® (p. 51).

In diesem Beitrag analysieren wir das hier skizzierte Wartezeitargument und den wis-
senschaftlichen Wert der in der Aufzahlung zitierten Arbeiten. Es ist erforderlich, die Gul-

tigkeit der Annahmen, die dem Wartezeitargument zugrunde liegen, genau zu prufen.
-4 -
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1. Annahme: Evolution musse ,feste, vorgegebene Ziele“ erreichen

Nehmen wir an, die Arzneimittelresistenz eines Parasiten beruhe auf dem spezifi-
schen Austausch von vier Aminosauren an definierten Stellen einer Proteinkette. Ein
solches Ereignis bezeichnet der Intelligent-Design-Befurworter Michael BEHE (2007)
als ,doppelten Chloroquin-Komplexitatscluster [CCC]“. CCC steht fur eine bestimmte
Doppelmutation, auf der die Resistenz bestimmter Malaria-Erreger (Plasmodien) ge-
gen das Medikament Chloroquin beruht.

BEHE (2007, p. 57) gibt an, dass unter etwa 10%° dieser Einzeller die charakteristische
Doppelmutation statistisch einmal auftritt. Vorausgesetzt, diese Kalkulation sei richtig
(s. allerdings DURRETT & SCHMIDT 2008), dann waren fur einen doppelten CCC mit vier
spezifische Aminosaureanderungen ~104 Zellen erforderlich. BEHE (2007) fiigt hinzu:

Wenn diese Zahl wahrend der gesamten mehrere Milliarden Jahre wahrenden Ge-
schichte der Welt gleichgeblieben ware, dann hatte es im Laufe der Geschichte etwas
weniger als 10 Zellen gegeben, etwas weniger, als wir fir einen doppelten CCC erwar-
ten wirden. (p. 63)

In einem Wort: Die Apriori-Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten einer Resistenz,
die auf vier spezifischen Veranderungen an einem Protein beruhte, ware faktisch
Null. Vorausgesetzt, wir sprechen von Plasmodien, dann wirde die Wartezeit fur ein
solches Ereignis das Alter der Erde Ubersteigen. Doch sagt das uberhaupt etwas Sub-
stanzielles (iber die Moglichkeiten und Grenzen der darwinschen Evolution aus?3

1.1 Das Problem mit den Wahrscheinlichkeiten

Stellen wir uns ein paar Freunde vor, die an einem Tisch sitzen und Karten spielen. Ei-
ner der Spieler notiert die Reihenfolge, in der die Karten ausgeteilt werden. Dann wird
die Wahrscheinlichkeit berechnet, dass die Karten in genau dieser Reihenfolge erschei-
nen. Die Wahrscheinlichkeit entpuppt sich als so gering, dass die Freunde seit Anbeginn
des Universums hatten Karten spielen knnen, ohne je wieder dieselbe Kartenfolge zu
erhalten (KITCHER 2007, p. 93). Die Wartezeit dieser Folge liegt also weit Uber dem Alter
des Universums. Trotzdem sind die Karten in genau dieser Reihenfolge erschienen!

Der Grund ist, dass dieser astronomisch unwahrscheinlichen Kartenfolge unzahlige al-
ternative Folgen gegenuberstehen, die stattdessen hatten eintreten konnen. Apriori-
Wabhrscheinlichkeiten und daraus abgeleitete Wartezeiten sagen folglich nichts Gber
Ereignisse aus, die bereits eingetreten sind — jedes zufallige Ereignis lasst sich im
Nachhinein beliebig unwahrscheinlich machen (MAHNER 1986, p. 50).
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Kritiker wenden Ublicherweise ein, dass solche Vergleiche hinken: Jede nur denkbare
Kartenabfolge lasst die Spieler ihr Kartenspiel fortsetzen. Dagegen sei, aufgrund der
mutmallichen Seltenheit der funktionalen Sequenzen im Suchraum, nur ein Bruchteil
aller Mutationen ,erlaubt®. Allerdings musste man exakt wissen, wie grof3 dieser
Bruchteil ist, um vernunftig mit Wartezeiten gegen die Evolution zu argumentieren.

Wie wir noch sehen werden, legen die Daten nahe, dass er um astronomische Fakto-
ren groRer ist, als die Anti-Evolutionisten behaupten. Die genaue Gro3enordnung ist
jedoch in den meisten Fallen unbekannt, und genau hier beginnen die Probleme:

Ein mathematisches Argument gegen die Evolution erfordert eine detaillierte Kenntnis so-
wohl der probabilistischen als auch der geometrischen Strukturen des Proteinraums (o-
der mdglicherweise des Genotypraums, je nach Kontext). Dieses Wissen fehlt in prakti-
schen Situationen immer. (ROSENHOUSE 2022, p. 160)

1.2 Viele Wege fiihren nach Rom — und noch mehr Gasschen ans ,,Ziel“

SANFORD et al. (2015, p. 3) setzen voraus, dass eine ,bestimmte [!] LOsung erforder-
lich“ sei, wenn ,eine Population vor einer bestimmten evolutiven Herausforderung
steht“. Nehmen wir also pro forma einmal an, dass der oben exemplarisch angefuhrte
Parasit tatséchlich auf eine bestimmte Medikamentenresistenz ,warten“ musste.

Aber selbst unter dieser Annahme brauchte die Evolution kein ,festes, vorgegebenes
Ziel* zu erreichen. In Wahrheit standen ihr zahlreiche alternative Routen offen, um die
,gewunschte” Resistenz zu realisieren. Um nur einige Beispiele zu nennen:

1. Ein Enzym modifiziert das Medikament so, dass es keine Wirkung mehr entfaltet.
Ein Enzym baut das Medikament ab.
Ein Molekul (z.B. Protein oder RNA) bindet und hemmt das Medikament.
Der Zielrezeptor verandert sich so, dass das Medikament nicht mehr andockt.
Ein Molekul hemmt kompetitiv die Wirkung des Medikaments.
Das Medikament wird aktiv aus der Zelle transportiert.

Der Transporter, der das Medikament in die Zelle befordert, wird verandert.

© N o o &~ b

Wenn das Medikament eine bestimmte Wirkung auf eine Signalkaskade hat,
wird die Wirkung durch Hochregulierung eines Antagonisten kompensiert.

Jede dieser Routen kann evolutionar wiederum auf vielen, ganz verschiedenen Wegen
erschlossen werden. Betrachten wir die enzymatische Route, so kann ein Medikament
z.B. durch Hydrolyse, Phosphorylierung, Methylierung, Farnesylierung, Acetylierung
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usw. unwirksam gemacht werden. Jeder dieser Wege kann wieder durch Myriaden
von Enzymen mit unterschiedlicher Struktur und Sequenz beschritten werden (Abb. 2).

Enzymatische Metabolisierung Abb. 2 Das expandierende Universum der
Enzyme, die eine Inaktivierung von Antibi-
otika bewirken kdnnen. Beginnend mit den
Enzymklassen der Transferasen und Hyd-
rolasen vervielfacht sich die Anzahl geeig-
neter Enzyme bis auf die Ebene der Pro-
teinsequenz dramatisch. Die Evolution ist
somit nicht auf vorab festgelegte Protein-
oder DNA-Sequenzen angewiesen, noch
nicht einmal auf bestimmte Strukturen. Der

Terpen- o7, i . .
Synthasen 3 : Grund ist, dass eine grof3e Zahl alternati-

ver Enzyme und Myriaden unterschiedli-
cher Sequenzen die gleiche Wirkung ent-
falten. Zudem ist der enzymatische Weg
nur einer von vielen Wegen, die die Antibi-
otikaresistenz vermitteln. Eigenes Werk.

Beispielsweise sind 3-Lactamasen, die Antibiotika wie etwa Penicillin spalten, in
mehreren unterschiedlichen Strukturfamilien vorhanden. Etliche darunter weisen
keine signifikante Ahnlichkeit miteinander auf (BusH 2018). Und jedes Protein, das
einen dieser Wege ausmacht, kann eine enorme Variabilitat aufweisen.

HECHT et al. (1990) zeigten, dass die meisten Aminosauren in einem Protein
durch andere Aminosauren gleicher Polaritat ersetzt werden konnen und dabei
ihre Proteinfaltung beibehalten. Dies erweitert das Spektrum der Moglichkeiten au-
Rerordentlich. Die von SANFORD et al. (2015) u.a. erstellten Simulationen, die sich auf
vorab festgelegte DNA-Teilsequenzen fokussieren, sind daher vollig bedeutungslos.

1.3 Spezifische Cis-Elemente evolvieren rasch und sind variabel

HOsSJER et al. (2021) modellieren die koordinierte Veranderung der Aktivitat einer vari-
ablen Anzahl von Genen, wodurch jeweils ein bestimmter Phanotyp entstehen soll. Die
Genaktivitat wird mithilfe von Signalmolekulen reguliert, die man Transkriptionsfaktoren
(TF) nennt. TF sind Proteine, die an die passenden regulatorischen Abschnitte

(z.B. Enhancer) von Genen binden und so deren Aktivitat (ggf. zellspezifisch) steuern.
Das Enhancer-Bindemotiv ist meist 4—-12 Nukleotide (bp) lang (JOLMA et al. 2013).
Sobald das TF ,sein“ Bindemotiv erkennt und andockt, wird das Ablesen des Gens
eingeleitet (Abb. 3), sofern dies nicht von Inhibitoren verhindert wird. Die Bindungs-

starke bzw. Bindungswahrscheinlichkeit kann stark variieren. Durch den Grad der
-7-
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Bindungsstarke bestimmen die Enhancer oft, welches Gen in welchem Gewebe zu
welcher Zeit in welchem MalR aktiv ist. Bindungsstellen fur spezifische Proteine, die
eine wichtige Rolle bei der Genregulation spielen, werden Cis-Elemente genannt.

Aktivatoren

'-—_/

Transkriptions-
faktoren <

Gen
Promoter

|

RNA-Polymerase Il

Abb. 3 Schematische Darstellung eines Gens mit regulatorischer Sequenz. Letztere enthalt den
Promotor (blau) und einen zugehérigen Enhancer (orangefarben), der das ,Ablesen“ des Gens
ankurbelt. Dies geschieht, sobald spezielle Aktivator-Proteine bzw. Transkriptionsfaktoren ,ih-
ren“ Enhancer ,erkennen® und an diesen binden. Dieser Proteinkomplex koppelt wiederum an
die RNA-Polymerase (gelb), die an die Promotorregion des Gens andockt. Erst dieser Komplex
aktiviert die Polymerase, sodass die Transkription des Gens ablaufen kann. Kurz: Promotor und
Enhancer verfligen Uber Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren und spielen eine wichtige
Rolle bei der Genregulation; sie werden Cis-Elemente genannt.

HOSSJER et al. gehen nun der Frage nach, wie lange es zirka dauert, bis bestimmte,
vorgegebene TF-Bindungsstellen (Cis-Sequenzen) in den regulatorischen Regionen
entstehen. Diese sollen das Zusammenspiel der Gene bzw. das Expressionsmuster
derart andern, dass ein bestimmter Phanotyp entsteht. Sie postulieren, dass mehrere
(etwa funf) koordinierte Mutationen in einer 1.000 Nukleotide langen Enhancer- oder
Promotorregion nétig seien, um ein bestimmtes Target entstehen zu lassen.

Da die Einzelmutationen mutmallich keine Fitnessvorteile bringen, solange das Bin-
demotiv nicht existiert, charakterisieren die Autoren den Weg zum Target als Ran-
dom Walk. Unter der Annahme, dass passende TF-Bindungsstellen in allen der an
einem Phanotyp beteiligten Gene auftreten missen, wird die Bildung der entspre-
chenden Phanotypen so beliebig unwahrscheinlich gerechnet.

Die Autorengruppe lasst dabei eine Reihe wichtiger Aspekte unbertcksichtigt:

1) Die Entstehung des Targets ist kein reiner Random Walk, da die Fitnessland-
schaft des Bindemotivs von der Bindungswahrscheinlichkeit des TFs abhangt
(GERLAND & HwWA 2002). Die Bindungswahrscheinlichkeit wiederum korreliert mit

-8-
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der Abweichung (Hamming-Distanz) von der optimalen Ziel- bzw. Konsens-Se-
quenz (BERG, WILLMANN & LAsSIG 2004). Anders formuliert, die Fitness kann mit
jeder Punktmutation steigen, mit der sich die Bindungsstelle der Konsenssequenz
annahert. Daher ist eine adaptive Evolution der Targets moglich, auch wenn es
anfangs eine neutrale Wartezeit geben kann (BERG, WILLMANN & LASSIG 2004).

2) Bei Enhancern kann der Abstand des Targets zum Promotor gewaltig sein. Ab-
stande von 10 bis 108 Nukleotiden sind keine Seltenheit (LYNCH 2007). Unter die-
ser Voraussetzung ist die Bildung spezifischer TF-Bindungsstellen wesentlich
wahrscheinlicher als bei 1.000 Nukleotiden. Tatsachlich kommt jedes beliebige
8bp-Target in einer 108 Nukleotide langen Sequenz statistisch bereits in 16-facher
Kopie vor (DURRETT & SCHMIDT 2008).

3) Nicht alle Targets gleicher Lange haben die gleiche Apriori-Wahrscheinlichkeit. Die
regulatorischen Regionen der DNA zeichnen sich aufgrund ihres Reichtums an me-
thylierten Cytosin-Guanin-Stellen (,CpG-Inseln®) durch eine hohe Mutationsrate
aus. Dabei bilden sich bevorzugt TG-Dinukleotide. In der Konsequenz bilden sich
z.B. einige 6-Mere deutlich rascher als manche 5-Mere (BEHRENS & VINGRON 2010).

4) Es braucht nicht ,die“ (spezifischen) Transkriptionsfaktoren, um einen bestimmten
Phanotyp zu erzeugen. Viele unterschiedliche TFs, Inhibitoren, Co-Faktoren usw. ha-
ben (genubergreifend) komplementierende Effekte, entfalten also die gleiche oder
eine ahnliche Wirkung (ScHMID et al. 2010; DANISMAN et al. 2013; Wu & LAI 2015).

5) Erwartungsgemal werden Sequenzen, deren Entstehung am wahrscheinlichsten
ist, auch am haufigsten als TF-Bindestellen genutzt (BEHRENS & VINGRON 2010).
Daraus lasst sich schlielRen, dass die Evolution weniger auf im Voraus festgelegte
Targets wartet als aus dem vorhandenen DNA-Material solche Sequenzen aus-
wahlt, die sich als TF-Bindestellen fur brauchbare neue Phanotypen eignen.

6) Es gibt keinen Grund zu postulieren, dass die Evolution auf vorab festgelegte Cis-
Sequenzen in definierten Genen warten musse. Es zahlt die Wartezeit, bis die Evo-
lution irgendwelche vorteilhaften Cis-Sequenzen in beliebigen Genen fur irgendei-
nen geeigneten Phanotyp erzeugt (DURRETT & SCHMIDT 2007, p. 19). Bei 23.000
Genen und 1.400 TFs konnten sich in einer Million Jahre Hunderte neue TF-Binde-
stellen in kleinen Homininen-Populationen etablieren — genug, um die Unterschiede
zwischen Mensch und Schimpanse zu erklaren (DURRETT & SCHMIDT 2007, p. 19).

In hdheren Wirbeltieren zirkulieren tausende Proteine, RNA-Molekile und andere po-
tenzielle Signalgeber. Sie konnen auf verschiedenen Ebenen der Individualentwicklung

als Signalfaktoren, Co-Faktoren, Inhibitoren usw. wirken. Fast jede Veranderung der
-9-
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Struktur bzw. Konzentration eines der Molekule kann die Interaktion der Gene beein-
flussen. Da die Gesamtheit potenziell vorteilhafter Mutationen, Cis-Sequenzen, Gen-
wechselwirkungen und sonstiger Bedingungen, die vorteilhafte Phanotypen zulassen,
unbekannt ist, sind seridse probabilistische Argumente gegen Evolution nicht in Sicht.

1.4 Uberraschend schnelle Rekrutierung von Genen

Knock-out-Experimente belegen nicht nur, dass Neofunktionalisierungen erstaunlich
rasch erfolgen kdnnen. Sie zeigen auch, dass sich verschiedene Gene mit ganz un-
terschiedlichen Sequenzen fur ein und dieselbe Funktion rekrutieren lassen.

Ein eindrucksvolles Beispiel schildern ZrRzAvY et al. (2024, p. 443):

Als ein geil3elfreier Stamm von Pseudomonas fluorescens erzeugt wurde (durch Entfernen
des wichtigen regulatorischen Gens fleQ), konnte eine anschlieRende Selektion auf Motili-
tat die verlorenen Geil3eln Uberraschenderweise wiederherstellen. Das ntrC-Gen, das mit
dem verlorenen fleQ-Gen entfernt verwandt ist und urspriinglich an der Stickstoffaufnahme
beteiligt war, wurde hierfur rekrutiert. Das Ganze dauerte 96 h und zeigt, dass die Entste-
hung bakterieller Geifeln gar nicht so unwahrscheinlich und au3ergewohnlich ist...

Fazit: Die Evolution wartet nicht auf bestimmte Ziele; sie wartet nicht einmal auf
bestimmte Funktionen. lhr einziges ,,Ziel” sind Phanotypen mit beliebiger (nutzli-
cher) Funktion, die durch unzahlige genetische Kombinationen realisierbar sind.

2. Annahme: die astronomische Seltenheit funktionaler Sequenzen

Die Proponenten des Wartezeitproblems im hier diskutierten Sinn behaupten, funktio-
nale DNA- oder Aminosaure-Sequenzen seien im ,Suchraum® der theoretisch mogli-
chen Sequenzen astronomisch selten.

2.1 Das dunkle Proteinuniversum des Douglas AXE (2004)

Einer, der in diesem Zusammenhang prominent zitiert wird, ist der Biochemiker Doug-
las AXE. Er veroffentlichte einen Artikel Uber ein 155 Aminosauren langes Enzym aus
der Familie der Serin-B-Lactamasen (AXe 2004 ). Darin stellt AXE eine Reihe von Expe-
rimenten mit einer Variante der TEM-1-3-Lactamase vor. Dieses Enzym zahlt zu den
Penicillinasen und ist fur medizinisch relevante Antibiotika-Resistenzen verantwortlich.
Heute ist es bei 90 % der Ampicillin-resistenten Escherichia-coli-Stamme vorhanden.

AXE erzeugte Sammlungen (eine sog. Bibliothek) zufalliger Varianten der groRen TEM-
1-Proteindomane. Darin ermittelte er die Zahl der Mutanten, die ein gewisses Mal} an
Enzym-Aktivitat beibehielten. Dabei fand er nur wenige Sequenzen, die in der Lage

-10 -



Hat die Evolution ein Wartezeitproblem?

www.ag-evolutionsbiologie.de

waren, die Serin-B-Lactamase-Faltung anzunehmen. AXE schloss, dass Proteine, die
eine bestimmte funktionelle Faltung annehmen, im Sequenzraum mit der erstaunlich
geringen Haufigkeit von nur etwa 1077 vertreten seien. Diese Wahrscheinlichkeit ist so
gering, dass eine Evolution von Funktionsproteinen aussichtslos erscheint (Abb. 4).

Abb. 4 Die von AXE (2004) geschatzte Wahrscheinlichkeit, ein Protein mit einer bestimmten
Funktion im Suchraum zu finden, ist lacherlich winzig. Eine Wahrscheinlichkeit von 1077 ist so,
als hatte jemand im gesamten beobachtbaren Universum ein paar hundert Atome versteckt,
von denen wir auf Anhieb eines ,herauspicken” mussten. Die Chance, in diesem kosmischen
Lotteriespiel einen Zufallstreffer zu landen, ware de facto gleich null. Sie ware selbst dann null,
wenn wir die ,Ziehung“ in jeder Sekunde seit dem Urknall Trillionen Mal wiederholt hatten.

AXEs Mutagenese-Experimente haben jedoch mehrere Haken: Erstens wahlte er als
Referenzsequenz nicht die native TEM-1-B-Lactamase, sondern eine temperatur-
empfindliche Variante, die bereits bei 37°C inaktiv ist. Die Wahl der Referenzsequenz
hat aber einen entscheidenden Einfluss auf die Topologie der Fitnesslandschaft: Je
empfindlicher ein Protein auf Mutationen reagiert, desto weniger Variationen toleriert
es. Daraus folgt, dass sich die Gesamtzahl funktionaler Domanen und Strukturmotive
im Sequenzraum drastisch verringert (HUNT 2007). Bildlich gesprochen erforschte
AXE nur einen kleinen, schmalen Hulgel in der Fitnesslandschaft, die den hohen, brei-
ten Gipfeln des Fitnessgebirges wirksamer Penicillinasen vorgelagert sind (Abb. 5).

AXE & GAUGER (2015) analysierten einige TEM-1-Varianten, die AXE (2004) verwen-
dete. Sie gaben die Bereiche der minimalen Hemmkonzentrationen (MICs) fur E. coli
an, die auf Ampicillin wuchsen. Dabei Uberschnitten sich die MICs fir Plasmide, wel-
che die schwach aktive TEM-1-Variante exprimierten, mit denen flr Plasmide, die
Negativkontrollen enthielten. Damit sind wir beim zweiten Einwand: Offensichtlich
konnte AXE (2004) nicht sauber zwischen einer schwach aktiven TEM-1-Variante,
Mutanten mit geringerer Aktivitat und Mutanten ohne Aktivitat unterscheiden.

-11 -



Hat die Evolution ein Wartezeitproblem?

www.ag-evolutionsbiologie.de

Drittens: Selbst, wenn eine bestimmte Struktur nur mit einer Haufigkeit von 1077 im
Proteinsequenzraum vorkame, folgte daraus nicht, dass sich diese Struktur nicht aus
einer verwandten Proteinfamilie entwickelt haben kdnne. Es gibt Belege dafur, dass
sich die Serin-B-Lactamasen durch Duplikation und Divergenz aus DD-Peptidasen,
also aus einer anderen Enzymfamilie entwickelten (HALL & BARLOW 2004).

Abb. 5 Oben links: Fitnesslandschaft von Aminosauresequenzen mit gleicher Funktion. Jeder
Punkt in X- und Y-Richtung reprasentiert eine andere Sequenz, d.h. eine andere Proteinvariante.
In Z-Richtung ist die Aktivitat der Proteinvarianten aufgetragen. Je breiter der Berg an der Basis
ist und je flacher die Flanken, desto grofder ist die Zahl funktionsgleicher Sequenzen und desto
leichter kann die Funktion im Sequenzraum durch Zufall ,gefunden® werden. AXE beschrankte
den Suchbereich auf einen kleinen Bereich am Fulte des Bergs (schwarzes Rechteck).

Oben rechts: Da sich Axe gezielt fiir eine temperaturempfindliche Variante als Referenz ent-
schied, die sehr empfindlich auf Mutationen reagiert, veranderte er die Topologie der Fitness-
landschaft enorm zu Ungunsten der Evolution. Seine funktionalen TEM-1-Varianten reprasen-
tieren nur einen winzigen Hiigel mit sehr steilen Flanken. Dies macht es auRerordentlich
schwer, den Hiigel durch Zufallsprozesse zu ,finden®“. Quelle: HUNT (2007).

Tatsachlich ist die Darstellung (Abb. 5) unzu-
lassig vereinfacht. In der Natur besteht die
Fitnesslandschaft nicht nur aus einem, son-
dern aus vielen Hugeln in einem n-dimensio-
nalen Raum. Diese sind teilweise miteinan-
der verbunden und durchdringen sich sozu-
sagen (Abb. 6). Metaphorisch gesprochen
kann sich die Evolution (z.B. durch Funkti-
onswechsel) schrittweise von einer Berg-
flanke zur nachsten ,vorarbeiten®, ohne die
LZielfunktion® auf Anhieb ,finden“ zu mussen.
Naheres dazu in Abschnitt 4.2.
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In einem Wort, AXEs Experimente und Interpretationen sind fur die Proteinevolution
vollig belanglos. Gibt es Uberhaupt brauchbare Experimente, um die Plausibilitat der
Entstehung funktionaler Gene bzw. Proteine abzuschatzen?

2.2 Gabriel RAWCLIFFE (2019) bringt Licht ins Dunkel

Der Doktorand Gabriel RAwCLIFFE (2019) ersann ein instruktives Experiment, um zu
untersuchen, ob sich durch zufalliges Kombinieren von Teilen bestehender Gene
neue funktionelle Proteine bilden kdnnen. Zu diesem Zweck bediente er sich 107
gentechnisch veranderter Stamme von E. coli. Jeder Stamm trug eine andere Muta-
tion, die ihm die Fahigkeit raubte, jeweils eine bestimmte fur das Wachstum und die
Zellteilung essenzielle organische Verbindung herzustellen.

RAwCLIFFE erstellte und durchforstete eine Bibliothek aus 1,65 Millionen Hybridgenen,
die aus zufalligen Fragmenten bestehender Gene erzeugt wurden. Diese schleuste er
in die gentechnisch veranderten Bakterien ein um zu testen, ob sich darunter welche
befanden, die einen oder mehrere genetische Defekte der 107 dysfunktionalen Mutan-
tengene kompensieren (im Fachjargon: komplementieren) konnten (Abb. 7).

Figure 4.10 Functional selection of ITCHY hybrids. O O Abb. 7 Die Kreise mit den farbigen Seg-

107 different conditionally auxotrophic strains of E. L. X X
coli, each with a different single gene knockout, O menten Sym bOIlSleren DNA'PIaSm|de, d|e

were transformed with the ITCHY library. The

transformed cells were plated on selective media. O Hybridgene (aus zwei unterschiedlichen
ma peealui oy O O Fragmenten: griin und rot dargestellt) tra-
ol g o e o O O gen. Sie wurden in die gentechnisch veran-
Rl i l S—— derten, defizienten E. coli-Bakterien einge-
e schleust. AnschlieRend iibertrug RAWCLIFFE
i:::é:xg::} E @D die transformierten Bakterien in Petrischa-
- i o3 S G T len, um zu testen, ob einige davon in der
' Lage waren, mithilfe der Hybridgene zu
{x:}m : — == o wachsen und sich zu teilen. Wo dies der

LG e Fall war, entstand eine Bakterienkolonie auf
der Petrischale, die RAWCLIFFE flr weitere

Plateon M9 + -
. i e gentechnische Untersuchungen heranzog.
Links ist ein Kontrollexperiment (die sog.
ocid Negativ-Kontrolle) mit den gleichen Bakteri-
' enstdmmen abgebildet, jedoch ohne die
K01 sk unable o grow eSO s e Plasmid-DNA. Quelle: RAWCLIFFE (2019).

can rescue auxotrophy

Tatsachlich befanden sich unter den 1,65 Millionen zufallig erstellten Hybriden gleich
sechs funktionale Gene, die jeweils einen der 107 Stamme komplementierten, also die
defekte Funktion ersetzten. Nur in einem der sechs Falle fand sich ein Teil des ur-
sprunglich ausgeschalteten Gens auch in dem Hybridgen wieder. Interessanterweise

-13 -



Hat die Evolution ein Wartezeitproblem?

www.ag-evolutionsbiologie.de

handelte es sich bei diesem Kompensationsgen um keine intakte Version des ur-
sprunglich ausgeschalteten Gens, sondern um ein kleineres Fragment (!) desselben.
Gleichwohl konnte es die ursprungliche Funktion wiederherstellen.

5 von 1,65 Millionen zufallig gemischten Proteinen erfiillten also jeweils eine von
107 vorgegebenen Funktionen und halfen, Douglas AXEs kosmischen Jackpot
zu knacken. Es ergab sich somit eine ,,Erfolgsrate von 2,8 x 10 fiir jede der
Funktionen statt der astronomisch geringen Wahrscheinlichkeit von 1077,

Die Evolution muss ubrigens nicht jedes Mal vollig von neuem (de novo) Protein-Struk-
turbausteine erfinden. Seit dem Auftreten der Bakterien kombiniert sie im Wesentli-
chen verschiedene Proteindomanen und Strukturmotive neu, wie in einer Art Lego-
Baukasten. So werden die funktionellen Faltungen von 55.000 katalogisierten Protei-
nen durch lediglich 80 Domanentypen erzeugt, wobei drei Domanentypen sogar rund
ein Drittel der Proteinfaltungen ausmachen (KOONIN & GALPERIN 2003, Kap. 8).

2.3 Von der In-vitro-Evolution zur Evolutionaren Biotechnologie

Um zu prufen, ob sich Biomolekule mit definierten Funktionen auch de novo bilden
konnen, erzeugten KEEFE & SzOSTAK (2001) ein Ensemble aus ~10'? vollstandig rand-
omisierten (zufalligen) Proteinen. Mit bestimmten Selektions-Techniken identifizierten
sie darin Molekule, welche die Eigenschaft besalien, ATP-Molekule zu binden. Nach
acht Zyklen der Selektion, Vervielfaltigung und Mutagenese konnten die Forscher vier
Proteinfamilien mit der gewuinschten Funktion isolieren. Interessanterweise identifizier-
ten sie auch ein in der Natur haufig vorkommendes Strukturmotiv namens Zinkfinger.

Mit einer Wahrscheinlichkeit von ~10"! bestétigt das Experiment, dass auch eine De-
novo-Evolution von Biomolekulen mit vorab ,festgelegten* Zielfunktionen maglich ist.
Aktuelle Techniken, die das Screening von Zufallsketten mit bis zu 100 Gliedern ermaogli-
chen, bestatigen diese Gro3enordnung. Sofern nicht extrem komplexe Strukturen beno-
tigt werden, liefern sie ,Erfolgsraten” von ~10-'9 bis 10-'5, um Biopolymere mit bestimm-
ten Funktionen zu finden (vgl. HUNT 2007; POBANZ & LUPTAK 2016; BROWN et al. 2024).

Der erste, der erkannte, dass evolutionare Algorithmen eine solide Grundlage fur die
Entwicklung neuer Wirkstoffe bilden, war der Chemiker und Nobelpreistrager Manfred
EIGEN. Er grundete einen neuen Zweig der Biotechnologie-Branche, die Evolutionére
Biotechnologie. Sie nutzt vollstandig oder teilweise randomisierte RNA-Bibliotheken,
um durch In-vitro-Evolution (SELEX) mallgeschneiderte Molekule mit bestimmen
funktionalen Eigenschaften (Ribozyme und Aptamere) zu bilden. Aus dem Zufallsge-
misch werden Molekule selektiert, die rudimentar die gewunschte Funktion erflllen.
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Dann werden diese vervielfaltigt und erneut der Variation unterzogen. Dieser Zyklus
wird so oft durchlaufen, bis das optimierte Produkt vorliegt (Abb. 8).

_
Amplification

Abb. 8 Die Evolution von Molekilen folgt dem in
dieser Abbildung dargestellten allgemeinen Proto-

CHICISEICS0n koll. Es erfillt die Voraussetzungen der darwin-
schen Evolution: Vermehrung mit Vererbung, Vari-
ation und Selektion. Bei der Vermehrung der ko-

S;!tla;tion dierenden DNA-Stiicke (typischerweise mittels

PCR unter Bedingungen, die eine hohe Fehlerrate
erzeugen) entstehen zufallige Varianten, also ein
Mutanten-Spektrum. Fir die Selektion geeigneter
Molekile braucht es eine geeignete Selektions-
technik. Sobald sie die gewlinschte Funktion erfll-

Selection ——>

= g = \ len, ist das Evolutionsexperiment beendet. Erfillen
=] Desired properties? die Molekiile die Funktion nicht oder noch nicht in
| befriedigendem Maf3, werden weitere Zyklen der
Yis ! Amplifikation, Diversifikation und Selektion durch-

‘ laufen. Modifiziert nach SCHUSTER (2014).

Ein ansprechendes Beispiel ist die /In-vitro-Evolution eines Ribozyms, welches die
enantioselektive Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungsbildung durch die in der Natur nur
selten vorkommende Diels-Alder-Reaktion katalysiert (SERGANOV et al. 2005). Ri-
bozyme wurden auch fur therapeutische Anwendungen entwickelt (MUHLBACHER et
al. 2010). Andere in vitro selektierte Ribozyme katalysieren Redox-Reaktionen (Tsu-
KIJI et al. 2004) oder Ubertragen Alkylgruppen an spezifische Stellen der RNA
(KROCHMAL et al. 2022; CHEN et al. 2025).

Mike HECHT und Mitarbeiter zeigten in einer Reihe eleganter Experimente, wie gering
die strukturellen Anforderungen an funktionelle Biomolekule sind. Als Modell wahlten
sie eine Proteinstruktur, die aus einem 4-Helixbundel besteht, also ein Protein aus ei-
nem Alpha-Helices-Bundel (mit vier benachbarten a-Helices). Viele naturliche Prote-
ine, wie einige Interleukine, Cytochrome und regulatorische Faktoren, sind nach die-
sem Prinzip aufgebaut. Es zeigte sich, dass die Faltung kaum durch die Aminosau-
resequenz, sondern durch die raumliche Anordnung polarer oder unpolarer Amino-
sauren bestimmt wird (HECHT et al. 1990; KAMTEKAR et al. 1993). Der sogenannte ,Bi-
narcode” aus polaren und unpolaren Bausteinen definiert die Faltung.
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Kurz gesagt, es ist nur wenig ,Information” n6tig, um eine definierte Struktur zu er-
zeugen, welche die Funktion des Proteins bestimmt; es gibt unzahlige Moglichkeiten,
sie zu bilden (Abb. 9).

Sequence space Space of functional shapes

Abb. 9 Das Diagramm veranschaulicht die Ribozym- oder Proteinsequenzen auf der einen
Seite (links im Bild) und deren ,Ubersetzung“ in funktionale, dreidimensionale Strukturmotive
(rechte Seite). Die Zuordnung, dargestellt als schwarze Geraden, ist nicht eineindeutig — jedes
Strukturmotiv kann durch zahlreiche, teils vollig verschiedene Sequenzen abgebildet werden.
Jede Sequenz ist wiederum von einer kleinen Sequenzmenge (roter Kreis) umgeben, die sich
in fast alle funktionellen Strukturen falten. Der Durchmesser des Kreises ist winzig im Vergleich
zur GréRe des Suchraums. Eigenes Bild, basierend auf SCHUSTER (1995).

Funktionelle Sequenzen sind also weder astronomisch selten noch liegen sie
weit verstreut im Suchraum vor. Um es mit SCHUSTER (2014, p. 154) zu sagen:

Sowohl theoretische als auch praktische Beispiele zeigen, dass bereits winzige Aus-
schnitte des Sequenzraums alle mdglichen Funktionsstrukturen abbilden. Dabei spielt
es keine Rolle, welchen Bereich des Sequenzraums man untersucht. Die Cluster mit
den jeweils ,gewinschten‘ Funktionsstrukturen liegen relativ eng beieinander...

3. Annahme: Vorgegebene ,,Ziele* erforderten ,,mehrere koordi-
nierte Mutationen*

Gewiss: Die Entstehung einiger Innovationen, also der Weg von einem Funktionszu-
stand zu einem anderen, fihrte moglicherweise nur Uber eine Serie neutraler Mutati-
onen (s. z.B. SAUTER et al. 2012). Das Problem ist nur, dass wir GUber das Ausmalf
des Random Walks, das heil3t GUber eine mogliche Selektion auf Zwischenzusténde
meist viel zu wenig wissen (vgl. Abschnitt 4). Daher lassen sich selten belastbare
Aussagen Uber die Zahl der erforderlichen (Neutral-) Mutationen treffen. Annahmen
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uber vermeintlich hohe Mutationszahlen stellen sich regelmalig als grob falsch her-
aus (vgl. zum Beispiel NEUKAMM, BEYER & PEITZ 2013; NEUKAMM 2022).

3.1 Funktionen, die von Zufallssequenzen nur eine Mutation entfernt sind

Wie SCHUSTER (1995) betont, lassen sich die haufigsten funktionellen Faltungen von
Biomolekulen aus jeder beliebigen Sequenz durch vergleichsweise wenige Mutatio-
nen herleiten. In einigen Fallen reicht eine einzelne Mutation, und ein betrachtlicher
Anteil der Biomolekule hat die notwendigen Eigenschaften sogar von Natur aus.

YONA et al. (2018) fanden heraus, dass zuféllige DNA-Sequenzen uberraschend
schnell zu De-novo-Promotoren evolvieren konnen (Abb. 10). Die Forscher zeigten,
dass ~60 % der zufdlligen DNA-Sequenzen mit einer Lange von 100bp nur eine
Mutation davon entfernt sind, sich in transkriptionelle Promotoren zu verwandeln.
Etwa 10 % der Zufallssequenzen eignen sich schon per se als Promotoren.

Ahnlich liegt der Fall bei den sogenannten Signalsequenzen (auch Transitpeptide ge-
nannt), die einen gerichteten Transport der Proteine in bestimmte Zellkompartimente
ermoglichen. TONKIN et al. (2008) wiesen nach, dass ein hoher Prozentsatz zuféllig
gebildeter Peptide als funktionelle Plastiden-Zielsequenzen fungieren kann.

X

—t

1
b lacz ) Lac‘(—YFF} LacA >—
15utr

L
——— 103 bases ——

b [ Daily dilution 1[ 1[ 7 — 90 daily dilutions 1[ 1

100x

! ' '
Minim:
Experimental setup for evolving promoters from random sequences. a We modified the chromosomal
copy of the lac operon by replacing the intergenic region that harbors the WT lac promoter with a
random sequence of the same length (103 bases) that abolished the cells’ ability to utilize lactose. In
addition, the lacY was tagged with YFP and the lac repressor (lacf) was deleted. b Cells were evolved by
serial dilution in minimal medium containing both glycerol (0.05%), which the cells can utilize, and
lactose (0.2%), which the cells cannot utilize unless they evolve de novo expression of the lac genes.
During evolution, samples were routinely plated on minimal medium plates with lactose as a sole
carbon source, for the isolation of lactose-utilizing mutants

Abb. 10 Experimenteller Aufbau nach YONA et al. (2018), Fig. 1. CC-BY 4.0.
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3.2 Anderung der Fitnesslandschaft kann Zahl nétiger Mutationen verringern

Die Proponenten des Wartezeitproblems (im hier diskutierten Sinne) vernachlassigen
eine weitere wichtige Tatsache: Mutationen und okologische Veranderungen konnen
die Fitnesslandschaft selbst verandern. Nehmen wir z.B. an, eine Mutation fuhre
dazu, dass sich ein Enzym besser fur niedrigere Temperaturen oder fur mehrere
Substrate eignet. In der angestammten Umgebung ware diese Mutation allenfalls
neutral. Andern sich jedoch die Umweltbedingungen oder wird ein zweites Zielmole-
kul verfugbar, kann die zuvor neutrale Mutation nutzlich werden — die Fitnessland-
schaft verandert sich. Im Ergebnis besteht oft nicht mehr die Notwendigkeit, neue
Funktionen uber eine Kette koordinierter Mutationen ,anzuvisieren® (Abb. 11).

"\

DN
\
) II, 0'0‘..‘ “‘\ W

Abb. 11 Links: Fitnesslandschaft mit drei adaptiven Peaks. Um von einem Peak zum nachsten
zu gelangen, kann eine Kette ko-abhangiger Mutationen erforderlich sein. Das gilt aber nur unter
der Voraussetzung, dass sich die Fitnesslandschaft nicht andert. Diese Annahme ist oft unrealis-
tisch. Mutationen kénnen das Spektrum geeigneter Zielmolekile erweitern — etwa, wenn ein En-
zym auf mehrere Substrate anspricht oder, wenn eine Promotorregion zusatzliche Gene akti-
viert. Zwar sind die Ergebnisse nur gelegentlich von Vorteil. Die veranderte Fitnesslandschaft
(rechts) kann aber DNA-Sequenzen von der Notwendigkeit befreien, mehrere Mutationen anzu-
haufen, um eine Senke zu Uberbriicken. Auch 6kologische Veranderungen und die Wahl neuer
Nischen kdnnen die Fitnesslandschaft verandern. Eigene Darstellung, nach MARSHALL (2014).

Ein Beispiel, das die schopferische Kraft von Einzelmutationen eindrucksvoll unter
Beweis stellt, stammt von DE KRAKER & GERSHENZON (2011). Kreuzblutler wie die
Ackerkresse (Arabidopsis thaliana) schitzen sich vor Raupenfral® mit Hilfe von Sen-
folglykosiden (Abb. 12). Ein Enzym namens Methylthioalkylmalatsynthase (MAM) ist
fur den scharfen und bitteren Geschmack der Blatter verantwortlich, der Insekten in
die Flucht schlagt, die sich an ihnen gutlich tun wollen.

DE KRAKER & GERSHENZON fanden heraus, dass MAM einem zweiten Enzym namens
Isopropylmalatsynthase (IPMS) sehr ahnelt, welches aber eine ganz andere Funktion
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erfullt: Es katalysiert die Bildung der Aminosaure Leucin. Bei Arabidopsis besteht IPMS
aus 631 Aminosauren. Im Vergleich zu IPMS fehlen MAM die letzten 120 Aminosau-
ren; zusatzlich sind zwei Aminosauren im aktiven Zentrum des Enzyms ausgetauscht.

Die Forscher entdeckten, dass bereits das Fehlen der letzten 120 Aminosauren die
Architektur von MAM grundlegend veranderte und das aktive Zentrum des Enzyms
beeinflusste. MAM bindet grof3ere Molekule als IPMS und erzeugt ganzlich neue Pro-
dukte. Eine einzige Mutation (Deletion) in einer Kopie des IPMS-Gens, die zur Ver-
kirzung der Aminosaurekette gefuhrt hat, reichte aus, um ein Enzym zu produzieren,
das sich fur die Pflanze in einem anderen Zusammenhang als sehr nutzlich erwies.

Abb. 12 Im evolutionaren Wettlauf sind oft kleine Veran-
derungen von gro3em Vorteil. So entstand ein Enzym,
mit dem Kreuzblitler ,Senfélbomben® gegen Raupenfrall
produzieren, aus einem Enzym mit vollig anderer Wir-
kung. Forscher am Max-Planck-Institut fiir chemische
Okologie in Jena haben diesen Fall ausfiihrlich beschrie-
ben. Wahrend das urspriingliche Enzym fiir die Bildung
der Aminosaure Leucin verantwortlich ist, produziert der
Nachfahre Senfélglykoside, mit denen sich die Pflanze
gegen Raupenfraly zur Wehr setzt. Durch eine einzige
Mutation (Deletion) entstand zufallig ein Enzym, das eine
neue Aufgabe (ibernimmt und das Uberleben der Pflanze
sichert. Quelle: Mustafa OzTURK / Depositphotos.com.
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Ein anderes Beispiel sind Haftproteine (Adhasine). Adhasine sind Zelloberflachenbe-
standteile von Bakterien, die die Anhaftung an andere Zellen oder Oberflachen vermit-
teln. Doch Adhasionsmotive sind nicht spezifisch fur Adhasine, sie finden sich oft auch
in Enzymen und integralen Proteinen der aul3eren Zellmembran (NIEMANN et al. 2004).
Z.B. ist das Koadhasin in den Fimbrien einiger Bakterien identisch mit der Glycerinal-
dehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), einem Stoffwechselenzym aus der Gly-
kolyse (MAEDA et al. 2004). Proteinfaltungen kénnen also mehrere Funktionen
gleichzeitig erfullen, was oft erst nach einem Funktionswechsel sichtbar wird.

4. Annahme: Positive Selektion starte erst, wenn das Ziel erreicht sei

Betrachten wir Systeme, die zwei, drei oder noch mehr passende Veranderungen er-
fahren mussten, bevor sie ihre aktuelle Funktion erflllten. Folgt daraus, dass die ein-
zelnen Schritte nicht durch Selektion stabilisiert werden konnten?
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Hat die Evolution ein Wartezeitproblem?

4.1 Meist unterschatzt: die Selektion in anderen Kontexten

In seinem berihmten Langzeitexperiment mit Bakterien dokumentierte der Evoluti-
onsbiologe Richard LENSKI die Entstehung eines neuen Phanotyps in einer Popula-
tion von E. coli (BLOUNT et al. 2008). Unter dem Druck starker Ressourcenknappheit
erwarb das Bakterium durch Mutationen die Fahigkeit, Zitronensaure (Citrat) an Luft
als Kohlenstoffquelle zu nutzen.

Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass hier selbst eine rudimentare Citrat-Ver-
wertung mindestens zwei spezifische Mutationen erforderte (Abb. 13). Eine Mutation
namens gltA1 war die Voraussetzung daflr, dass sich eine spatere Citrat-Verwertung
nicht negativ auf die Fitness der Bakterien auswirkte (QUANDT et al. 2015). Eine wei-
tere Mutation im Gen citT, das fir ein Transprotein kodiert, ermdglichte dann ein
schwaches aerobes Wachstum des Bakteriums auf Citrat (BLOUNT et al. 2012).

0

Abb. 13 Die Entstehung einer neuen Eigenschaft: Die ersten E. coli-Bakterien konnten Citrat un-
ter aeroben Bedingungen noch nicht als Kohlenstoffquelle nutzen (Phanotyp Cit'). Dies war erst
ab der 33.000 Generation maoglich. Im ersten Schritt schuf mindestens eine "ermdglichende” Mu-
tationen die Voraussetzung fir die spatere Entwicklung einer schwachen Citrat-Verwertung. Im
zweiten Schritt konnte dann die "verwirklichende" Mutation ansetzen und den Cit*-Phanotyp her-
vorbringen. Dieser wurde schlieRlich zum Cit**-Phanotyp verstarkt. Das Bemerkenswerte: Nach
BEHE (2007, p. 57) liegt hier ein CCC vor, dessen Evolution, wie wir bereits wissen, mindestens
10° bis 10" Bakteriengenerationen erfordert haben sollte. Nach HENDRICKSON & RAINEY (2012).

Das Entscheidende: Die gltA1-Mutation, die noch kein Wachstum auf Citrat zulief3,
brauchte sich nicht zuféllig in der Vorfahren-Population durchzusetzen. Sie wurde po-
sitiv selektiert, da sie die Acetat-Assimilation stark verbesserte und so die Fitness der

-20-



Hat die Evolution ein Wartezeitproblem?

www.ag-evolutionsbiologie.de

Bakterien auf andere Weise erhohte (QUANDT et al. 2015). Dies schuf unvermittelt die
Voraussetzungen fur die spatere ,Entdeckung” der aeroben Citrat-Verwertung.

So ist innerhalb kurzester Zeit ein System mit einer neuen Funktion entstanden. Es
entstand aber weder durch konzertiertes Zusammenfuhren zweier unabhangiger Mu-
tationen zum Zweck der Citrat-Verwertung, noch uber Neutralmutationen (Random
Walk). Es entstand durch Optimierung anderer Stoffwechselprozesse, denen eine
vorbereitende Briickenfunktion bei der Entstehung der Citrat-Verwertung zukam.

Die Proponenten des Wartezeitproblems ignorieren also vollig, dass Mutationen, die
erst im Zusammenspiel mit weiteren Mutationen eine Funktion [A] hervorbringen,
im Kontext anderer Funktionen [B, C, usw.] positiv selektiert und fixiert werden kon-
nen. Allein schon diese Option entzieht dem Wartezeitargument den Boden.

4.2 Nichtreduzierbare Komplexitat, n-dimensionale Fitnesslandschaften

Als nichtreduzierbar komplex definiert BEHE (1996, p. 39) Systeme, die aus mehreren
essenziellen Teilen bestehen, die gemeinsam eine Funktion herstellen. Geht nur ei-
nes dieser Teile verloren, bul3t das System seine Funktion komplett (!) ein. In diesem
Fall, so BEHEs Argument, sei es unmoglich, dass das System schrittweise Uber einen
hinreichend wahrscheinlichen Weg aus einem einfacheren Vorlaufersystem ohne
diese Funktion evolviert sei. Man konnte sagen: In der Fitnesslandschaft klafft zwi-
schen dem System und seinem Vorlaufer ein mehr oder weniger breites ,Fitnesstal®.

Richtig ist: Solange derlei Systeme nicht alle fur die neue Funktion relevanten Teile
besitzen, kann kein Selektionsgradient die neue Systemfunktion begunstigen. Das ist
aber trivial auch hat auch nie jemand behauptet. Schon lange wird diskutiert, dass
solche Systeme beispielsweise dadurch entstehen, dass die Selektion zunachst ,auf
einer anderen Schiene® wirkt. Graduelle Optimierungen einer bereits bestehenden
Systemfunktion kdnnen dazu fuhren, dass das System unvermittelt eine neue (zu-
satzliche) Funktion erwirbt (vgl. z.B. GANFORNIA & SANCHEZ 1999; GRAHAM 2008;
MEYER et al. 2012; LANG & RICE 2019).

Damit ein solcher Weg kleinschrittig Uber einen Selektionsgradienten verlaufen kann,
muss die Optimierung einer Funktion [A] die Entstehung der neuen Funktion [B] zu-
mindest ermdglichen. Diesen Weg haben wir am Beispiel der Citrat-Verwertung eror-
tert. Hier kam der Optimierung eines Stoffwechselwegs eine vorbereitende Briicken-
funktion zu. Oft fUhren solche Optimierungen dazu, dass die evolutive Vorstufe zeit-
weise eine doppelte Funktion erfullt (VOLLMER 1986, pp.24—-29; DRAPER 2002).

-21-



Hat die Evolution ein Wartezeitproblem?

www.ag-evolutionsbiologie.de

Dazu wieder ein Beispiel: MEYER et al. (2012) wiesen nach, dass Lambda-Bakterio-
phagen wahrend der Co-Kultivierung mit dem Wirtsbakterium E. coli einen neuen In-
fektionsweg evolvierten. Dazu erwarb der Phage die Fahigkeit, an einen neuen Re-
zeptor (OmpF) anzudocken. Die neue Eigenschaft beruht auf vier scheinbar koordi-
nierten Mutationen in einem Schwanzprotein (J-Protein genannt), welches die Bin-
dung an den Wirt vermittelt (s. Abb. 14).

Das neue System erfullt BEHES Definition der nichtreduzierbaren Komplexitat; revertiert
man nur eine der vier Mutationen, wird die Bindung an OmpF komplett aufgehoben.
Trotzdem entstand das System in kleinen von der Selektion begunstigten Einzelschrit-
ten, namlich durch Optimierung eines Nebenweges: Es stellte sich heraus, dass jede
der Mutationen die Bindung an den urspriinglichen Rezeptor LamB verbesserte. Nach-
dem sich das J-Protein schrittweise an die verbesserte Bindung an LamB angepasst
hatte, entstand nebenbei eine Doppelfunktion: die Fahigkeit, an OmpF zu binden.

] 4) :—T_I? 5)
‘ e

Abb. 14 Koevolution von A-Phage und seinem E. coli-Wirt. 1) Der urspriingliche Phage greift
mit Hilfe des Schwanzproteins (J-Proteins) das Porenprotein LamB an und injiziert seine DNA
in das Periplasma des Wirts. Anschlielend wird die DNA Uber einen Zucker-Transporter
(ManXYZ) in das Zytoplasma geschleust. 2) Die Bakterien entwickeln eine Resistenz durch
Mutationen im regulatorischen Gen malT, das fiir die LamB-Expression zustandig ist. 3) Durch
spontane Induktion von LamB bildet sich eine Subpopulation, die weiterhin durch Phagen infi-
zierbar ist. 4) Der Phage akkumuliert Mutationen im J-Protein, die dessen Bindung an den
LamB-Rezeptor verbessern. 5) Unter den selektierten Mutationen befinden sich zufallig viere,
die den Phagen befahigen, den Rezeptor OmpF zu nutzen. Ausschnitt aus MEYER et al. (2012).

Das Argument der nichtreduzierbaren Komplexitat verkennt also die Tatsache, dass
Proteine in mehreren Fitnesslandschaften gleichzeitig evolvieren (LANG & RICE 2019).
Eine komplexe Evolution, die aus der Perspektive einer Fithesslandschaft [B]
nach einem Random Walk aussieht, kann sich als das Ergebnis einer adaptiven
Evolution in einer Fithesslandschaft [A] entpuppen.

Ein Uberaus instruktiver Fall ist die De-novo-Entstehung von Antifrost-Glykoproteinen

aus nichtkodierenden Bereichen der DNA bei den Dorschartigen (ZHUANG et al. 2019;
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CHENG & ZHUANG 2020). Dieses erstaunliche Beispiel einer ,evolutiven Flickschuste-
rei“ beinhaltete funf Mutationsschritte, wobei erst der letzte dem Protein eine rudi-
mentare Frostschutzfunktion verlieh. Das Besondere: Fast alle Vorstufen sind in re-
zenten Dorscharten prasent. Auch das legt nahe, dass sie eine (unbekannte) Funk-
tion erfullten, also durch Selektion ,auf einer anderen Schiene® stabilisiert wurden.

Auch das Auffinden adaptiver Peaks in den Fitnesslandschaften ist meist kein Ran-
dom Walk. GREENBURY et al. (2022) wiesen in Simulationen nach, dass nicht nur RNA-
und Proteinstrukturen, sondern ganze Proteinkomplexe von fast jedem anderen Pha-
notyp aus Fithessmaxima erreichen konnen, ohne Fitnesstéler zu Uberqueren. Der
Grund ist, dass Fitnesslandschaften n-dimensionale Raume sind. Die Dimensionalitét
D entspricht der Anzahl der Nukleotid-Basen in einer RNA oder DNA, die grundsatz-
lich variabel bzw. austauschbar sind. Je mehr Austauschmoglichen (Zwischengeno-
typen) maoglich sind, die fur entsprechende Zwischenphanotypen kodieren, desto
leichter kann die Evolution ein System graduell so andern, dass unter Zunahme der
Fitness ein anderes (ggf. nichtreduzierbar komplexes) System entsteht.

Bildlich gesprochen muss ein breites Fitnesstal zwischen zwei Phanotypen
nicht direkt (durch Anhaufung mehrerer Neutralmutationen) tiberquert werden.
Es lasst sich meist Uber sanftere Anstiege im (h6herdimensionalen) ,,Hinterland“
der Fitnesslandschaft kleinschrittig umgehen (vgl. Abb. 15 u. 16).

Abb. 15 Grafische Veranschaulichung, wie sich die zunehmende Dimensionalitat des Genotyp-
raums auf die ,Befahrbarkeit® der Fithesslandschaft auswirken kann. Betrachten wir den Fall,
dass in einem Gen nur ein Nukleotid an einer bestimmten Position ausgetauscht und dem Ziel-
Genotyp angeglichen wird (D = 1). Nicht selten flhrt dies zu Fitnessverlusten. Ein solcher Fall ist
links dargestellt. Hier ist es nicht mdglich, unter Wahrung der Fitness vom Ausgangs-Phéanotyp
[A] zum Zielphanotyp [B] zu gelangen. Das Fitnesstal kdnnte nur durch zusétzliche Mutationen
an weiteren Positionen des Gens Uberquert werden. Da Fitnesslandschaften aber hochdimensio-
nale Raume sind (es sind Austausche an vielen Positionen des Gens zulassig), kdnnen die Taler
meist kleinschrittig umgangen werden. Dieser Fall ist rechts illustriert: [B] kann unter stetiger Op-
timierung des Funktionszustandes [A] erreicht werden. Quelle: GREENBURY et al. (2022).

-23 -



Hat die Evolution ein Wartezeitproblem?

www.ag-evolutionsbiologie.de

0.8

| 05 06

ssouj4

- 48 connected
g \ T
S 1.0 . st |10 ﬁ ] 1.0
(] . 1
£ 0.5 V. 0.5 -5%' . 0.5
g "\\_S\///' 0 \“\5/,/ -0 ~2_~0
2 =z
£ 2 connected 7 connected 25 connected
[v]
° 2 ! )
5 Eo 1.0 1.0 [ 11.0
3 2% L
o Bo 0.5 2> 0.5 ;— |05
% = g \“‘-\S;_//'/ 0 “‘\g,// 0 ‘\‘\$v_ 0
E 3 connected 7 connected 15 connected
it J’ 4
@™ O 1
'%-,E 1.0 o ‘. 1.0 F"ﬁ | 1.0
23 0.5 / 0.5 X 05
OF —~5 o ~8_—o ~5 o
Dimension, D=2 Dimension, D=5 Dimension, D= 12

Increasing dimensionality

Abb. 16 Dargestellt sind zwei RNA-Sekundarstrukturen: MDS1 und MDS2. Beide Phanotypen
stehen durch ein ,Netz“ aus 46 Zwischenphanotypen (Knotenpunkten) miteinander in Bezie-
hung. Die Linien symbolisieren mégliche Ubergénge zwischen den Genotypen, die bei zufalli-
ger Fitnesszuweisung fiir die jeweiligen Phanotypen kodieren. Auf der vertikalen Achse ist die
Fitness der Phanotypen aufgetragen. Die horizontale Ebene reprasentiert die Hamming-Dis-
tanzen der entsprechenden Genotypen zum Ausgangs-Genotyp sowie zum Zielgenotyp.

Die roten Linien kdnnen unter Zunahme der Fitness vom Ausgangs-Phanotyp zum Zielphanotyp
fuhren, die grauen Linien reprasentieren unzugangliche Ubergange. Der rote Farbverlauf reicht
von hell (geringe Fitness) bis dunkel (hohe Fitness). Es zeigt sich, dass umso mehr evolutionare
Ubergange méglich sind, je hoherdimensional die Fitnesslandschaft des Phanotyp-Netzwerks ist.
Dargestellt sind die Dimensionalitdten D =2, 5 und 12. Die ,Befahrbarkeit“ der Fitnesslandschaft
nimmt mit zunehmender Dimensionalitat stark zu. Quelle: GREENBURY et al. (2022).

Aus phénotypischer Sicht mussen evolutionare Innovationen ubrigens keineswegs
kleinschrittig entstehen. Mutationen, die Entwicklungsgene betreffen, fuhren gele-
gentlich zu weitreichenden, kooperativen Anpassungen ganzer Entwicklungsmodule,
die man als Synorganisation bezeichnet (ENDRESS 2016). In diesem Fall gibt es kei-
nen Selektionsgradienten; die Selektion ist nur die finale Bewertungsinstanz. Ein Bei-
spiel diskutieren NEUKAMM & CLAREN-BOCKHOFF (2025).
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4.3 Indirekte Selektion: Genetic hitchhiking und selective sweep

Ein weiterer Aspekt, der das Wartezeitargument schwacht, ist das sogenannte selec-
tive sweep. Darunter verstehen Genetiker die Verbreitung neutraler Mutationen durch
einen indirekten Selektionseffekt: Gehen wir von einer Mutation aus, die einen Selek-
tionsvorteil hat und sich in einer Population rasch anreichert. In dem Fall verbreitet
sich der komplette Chromosomenabschnitt, auf dem sich das vorteilhafte Allel befin-
det. Dabei werden auch die neutralen Mutationen in der Nahe des vorteilhaften Allels
mitgenommen, und die Region verliert ihnren Polymorphismus. Man nennt dieses
Phanomen selective sweep oder selektives ,Auskehren® (loss of heterocygocity).

Neutrale Mutationen kdnnen also ,huckepack® mit vorteilhaften Allelen fixiert werden.
Werden solche Prozesse nicht bertcksichtigt, fuhrt dies zu unrealistischen Wartezei-
ten bzw. Wahrscheinlichkeitsberechnungen.

4.4 BEHE & SNOKE (2004): Biologisch unrealistische Modellparameter

Wie eingangs dargelegt (Abb. 1), modellieren BEHE & SNOKE (2004) die Entstehung
neuer Proteinfunktionen unter Voraussetzung extrem hoher Nullmutationsraten. Dazu
simulieren sie die Anhaufung und (zufallige) Fixierung neutraler Punktmutationen in ei-
nem Genduplikat. Bei fehlendem Fitnessvorteil der Einzelmutationen mussten diese
gegen eine Flut von Nullmutationen ,ankommen®, die das Gen unbrauchbar machen.

Nach ihrem Modell wirden zwei spezifische Mutationen bzw. Aminosaureaustausche
im Durchschnitt eine Kolonie von mehr als 10° Bakterien erfordern, um diese in 108
Generationen zu fixieren. Flur sechs spezifische Mutationen waren bei gleicher Zahl
an Individuen mindestens ~10'® Generationen erforderlich — selbst bei Bakterien
wurde die Wartezeit das Alter des Kosmos um Grof3enordnungen ubersteigen.

Der Populationsgenetiker Michael LYNCH (2005) hat die Annahmen, die dem Rechen-
modell zugrunde liegen, kritisch Uberpruft. Er bemerkt nach eingehender Analyse:

Um ihre Behauptung zu untermauern, dass eine adaptive Proteinevolution durch darwi-
nistische Prozesse unplausibel ist, gingen Behe und Snoke von einem nicht-darwinisti-

schen Ad-hoc-Modell mit dulRerst restriktiven und biologisch unrealistischen Annahmen
aus. Solche extremen Ausgangsbedingungen garantierten, dass die Wahrscheinlichkeit
der Neofunktionalisierung auf ein minimales Niveau reduziert wiirde. (LYNCH 2005)

Im Wesentlichen duRert LYNCH die folgenden Kritikpunkte (vgl. Abschnitt 4):

1. BEHE & SNOKE setzten voraus, dass 70 % aller Punktmutationen das Protein inak-
tivieren. Dies ist eine grobe Fehleinschatzung. Nach AXE et al. (1998) werden nur
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14 % der Aminosaure-Positionen in einer bakteriellen Ribonuklease durch einige
Substitutionen inaktiviert. Mehr als 44 % der Aminosaurepositionen im Lac-Re-
pressor von E. coli sind gegenuber Substitutionen tolerant (Suckow et al. 1996).
Bei der menschlichen 3-Methyladenin-DNA-Glykosylase sind 66 % der Aminosau-
resubstitutionen funktionserhaltend (Guo et al. 2004).

2. Da die meisten Mutationen faktisch neutral sind, kann der erste Schritt der Evolu-
tion im angestammten Genlocus stattfinden. Es besteht also keine Notwendigkeit
zu warten, bis ein Genduplikat entstanden ist. Oft sammeln Proteine Dutzende bis
Hunderte von Aminosaure-Substitutionen an, bevor eine Genduplikation eintritt.

3. Die Autoren Ubersehen, dass zwei Genduplikate einen deutlichen Mutationsvorteil
haben, da beide Duplikate inaktiviert werden mussen, bevor sich Mutationen
schadlich auswirken. Eines der beiden Duplikate kann somit auch schédliche Muta-
tionen akkumulieren, die zu einem Null-Allel fihren — oder zu einer Neofunktionali-
sierung. Einmal fixiert und durch positive Selektion aufrechterhalten, werden aktive
Zweikopien-Allele nicht Opfer einer Ansammlung degenerativer Mutationen.

4. BEHE & SNOKE modellieren den Fall, dass nur zwei definierte Aminosaure-Positio-
nen innerhalb eines Proteins fur die betrachtete neue Funktion infrage kamen.
Diese Annahme ist jedoch viel zu restriktiv. Proteine enthalten meist zwischen 150
und 600 Aminosauren; es gibt keinen Grund zu postulieren, dass nur zweie fur eine
Neofunktionalisierung zur Verfugung stunden. Tatsachlich konnten es Dutzende
sein, was die Bildungswahrscheinlichkeit um mehrere Zehnerpotenzen steigerte.

5. Die Zwischenschritte auf dem Weg zur Neofunktionalisierung sind zwar oft selek-
tiv neutral. Bei Funktionen, die auf mehreren Aminosaureresten beruhen, ist es
aber wahrscheinlich, dass die ,Zwischenallele” eine gewisse Funktion haben.
Substitutionen einzelner Aminosauren kdnnen beispielsweise die Struktur eines
Proteins so verandern, dass die gemeinsame Beteiligung anderer Aminosauren
an einer neuen Funktion erleichtert wird. Die Selektion auf Zwischenzustande
vergrof3ert die Fixierungswahrscheinlichkeit leicht um mehrere GréoRenordnungen.

LYNCH (2005) gelangt zu folgendem Schluss:

Entgegen den Behauptungen von Behe und Snoke, dass Neofunktionalisierungs-Ereig-
nisse, an denen mehrere Aminosaurereste beteiligt sind, 108 oder mehr Generationen
und PopulationsgroRen von mehr als 10° Individuen erfordern, lasst sich auf diese Weise
leicht nachweisen, dass bei Haplonten [wie Bakterien] dieser Prozess in Populationen mit
einer GroRe von mehr als 10° Individuen mit hoher Wahrscheinlichkeit in einem Zeitraum
von max. 10° Jahren abgeschlossen werden kann.
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MUSGRAVE et al. (2004) zeigen an BEHE & SNOKEs eigenem Modell, dass unter rea-
listischeren Annahmen sogar bei Fischen die Fixierung von vier bis flinf spezifi-
schen Neutralmutationen in vernunftigen Zeitraumen stattfinden kann.

BEHE und SNOKE wurden nach der Veroffentlichung von LYNCHs Artikel um eine Stel-
lungnahme gebeten, was sie auch taten (BEHE & SNOKE 2005). Im Wesentlichen mo-
nieren sie einige Formulierungen in LYNCHs Artikel, deuten aber verblumt an, dass
Lynch seinen Punkt gemacht hat. Die Details lassen sich bei MORAN (2015) nachlesen.

5. Annahme: serielle Fixierung von Mutationen und Rekombination

Betrachten wir einmal den Fall, dass zwei, drei oder noch mehr koordinierte Mutatio-
nen notwendig seien, um eine evolutive Neuheit entstehen zu lassen. Gehen wir wei-
ter davon aus, dass eine wie auch immer geartete Selektion der ,Zwischenzustande”
nicht gegeben sei. Waren evolutive Prozesse dann Uberfordert, die Innovation in an-
gemessenen Zeitraumen hervorzubringen? Nicht unbedingt!

5.1 Rekombination kann Wartezeiten erheblich verktrzen

SANFORD et al. (2015) und HOSSJER et al. (2021) behandeln die Fixierung der erfor-
derlichen Mutationen als seriellen Prozess. Das heilt, sie modellieren den Fall, dass
sich eine Mutation erst in einer Population ausbreiten musse, bevor die jeweils
nachste auftreten konne. Dies ist jedoch eine unzulassige Vereinfachung, denn die
Evolution in einer Population ist ein paralleler Prozess: Die Individuen in einer Popu-
lation sammeln gleichzeitig unterschiedliche Mutationen an. Nach einigen Generatio-
nen weist die Population eine Vielzahl von Mutationen auf. Diese konnen dann durch
Rekombination in einem einzigen Nachkommen miteinander kombiniert werden.

In unmittelbarer Nahe eines Rekombinations-Hotspots ist die meiotische Rekombinati-
onsfrequenz recht hoch (ODENTHAL-HESSE et al. 2014). Zudem ist Genkonversion ein ty-
pisches Ergebnis der Reparatur von DNA-Doppelstrangbrichen und fuhrt zur Rekombi-
nation von Loci in unmittelbarer Nahe. Es gibt Hinweise darauf, dass Genkonversion
haufig stattfindet (DURET & GALTIER 2009; BAHR & WILSON 2012; WANG et al. 2023).

Im Idealfall konnen Mutationskombinationen durch meiotische Rekombination um Gro6-
Renordnungen schneller erreicht werden, als wenn sie sequenziell bzw. durch asexu-
elle Fortpflanzung erfolgten (WEISSMAN et al. 2010). Das gilt vor allem dann, wenn die
Einzelmutationen leicht nachteilig sind oder, wenn Hintergrund-Selektion eine Rolle
spielt (s. Abb. 17). Im letztgenannten Fall kommt es zur Selektion schadlicher Mutatio-
nen und zur Beseitigung von gekoppelten neutralen Varianten (CHARLESWORTH 1993).
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Prob(Fix)
0,020 —
0,015 —
Abb. 17 Die Wahrscheinlichkeit der Fixierung
0,01 I (Prob(Fix)) eines vorteilhaften Allels wird
0.005 — durch Hintergrundselektion verringert, insbe-
. sondere bei fehlender Rekombination. Die
I I I I Wahrscheinlichkeit der Fixierung einer schad-
- 0,005 0,005 0,01 0,015

lichen Mutation wird durch Hintergrundselek-
tion erhoht, insbesondere bei fehlender Re-
kombination. Verandert nach RICE (2002).

Selektionskoeffizient

——— Hintergrundselektion + Rekombination
—— Hintergrundselektion ohne Rekombination

: Vorteil der Rekombination

Rekombination wirkt auch der Anhaufung nachteiliger Mutationen entgegen. Unter
bestimmten Voraussetzungen (etwa bei hohen Mutationsraten) konnen diese in sich
asexuell reproduzierenden Populationen begrenzter Gréke kaum noch eliminiert wer-
den (,MULLER-Ratsche®). Dagegen kdnnen bei sexueller Fortpflanzung durch Rekom-
bination jederzeit Individuen ohne nachteilige Mutationen entstehen.

Rekombination spielt auch eine wichtige Rolle bei der Losung des von dem Populati-
onsgenetiker J.B.S. HALDANE aufgeworfenen Wartezeitproblems, das unter dem Begriff
»,HALDANES Dilemma“ gelaufig ist (s. HICKEY & GOLDING 2019 sowie Endnote 1).

5.2 Phanotypische Mutationen wirken ,,vorausschauend*

Ein weiterer Effekt, den die Wartezeitvertreter ignorieren, ist der Einfluss phanotypi-
scher Mutationen. Bereits CAIRNS et al. (1988) berichtete darlber, dass Populationen
des Bakteriums E. coli unter bestimmten Umstanden mehrere zueinander passende
Veranderungen im Genom in unerwartet hoher Frequenz ansammeln.

HALL (1991) fand, dass ein E. coli-Stamm mit Missense-Mutationen in trpA und trpB
unter intensiver Selektion wesentlich haufiger zu Trp+ zurlckkehrt, als zu erwarten
ware, wenn die beiden Mutationen das Ergebnis unabhangiger Ereignisse waren.

WHITEHEAD et al. (2008) entwickelten ein Modell, das dieses Phanomen erklart:

Wenn ein Individuum eine von zwei Mutationen erwirbt, die fur ein neues Merkmal erfor-
derlich sind, kann die zweite Mutation aufgrund von Transkriptions- und Translationsfeh-
lern in den Phanotyp eingeflhrt werden. Ist das neue Merkmal vorteilhaft genug, verbrei-
tet sich das Allel mit nur einer Mutation in der Population, obwohl die Gensequenz noch
nicht fir das vollstdndige Merkmal kodiert. Fehler ermdglichen es Proteinsequenzen so-
mit, vorausschauend einen direkteren Weg zu einem komplexen Merkmal zu finden.
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5.3 Kryptische genetische Variation begunstigt komplexe Anpassungen

Ein Faktor, der vor allem (nichtreduzierbar) komplexe Anpassungen erleichtert, ist die
kryptische genetische Variation (MASEL & TROTTER 2010; ZHENG et al. 2019). Krypti-
sche Variationen sind Mutationen in DNA-Regionen, die keinen Einfluss auf den Pha-
notyp haben, unter bestimmten Bedingungen aber einen solchen haben kdnnen.
Dazu zahlen Mutationen in Pseudogenen, die nach einer zweiten Mutation transla-
tiert werden, oder Mutationen in DNA-Regionen, die durch einen veranderten Tran-
skriptionsfaktor eine regulatorische Funktion erlangen.

TROTTER et al. (2014) zeigen in ihren Simulationen, dass nichtreduzierbar komplexe
Anpassungen vielversprechend sind, wenn Gene berucksichtigt werden, die einem
schwachen Selektionsdruck unterliegen. lhr Anteil im Genom kann recht hoch sein,
und die Selektion wirkt kryptischen Mutationen nicht entgegen. Nach den Gesetzen
der Kombinatorik ist die Zahl der durch Rekombination polymorpher Genvarianten er-
zeugbaren Merkmale sehr grof3. So erleichtert kryptische Variation die Entstehung
nichtreduzierbar komplexer Systeme.

lhre Monte-Carlo-Simulationen zeigen, dass die Chance selbst dann hoch ist,
nichtreduzierbar komplexe Systeme zu erzeugen, wenn drei, vier oder mehr
»passende”, neutrale Mutationen dazu erforderlich waren (TROTTER et al. 2014).

DRAGHI et al. (2024 ) zeigen anhand von Simulationen, dass eine Lockerung der Se-
lektion komplexe Anpassungen auch dann noch begunstigen kann, wenn die Anpas-
sungswege mehr als einen schadlichen Schritt erfordern. lhre Analyse zeigt, dass
Taler in der Fitnesslandschaft viel schneller als erwartet iberwunden werden konnen.

Zusammenfassung

Das Wartezeitproblem, welches BEHE & SNOKE (2004), SANFORD et al. (2015), HOss-
JER et al. (2021) und andere Evolutionsgegner vorbringen, ist aus biologischer Sicht
bedeutungslos. Da wird unter falschen Voraussetzungen in einer Weise gerechnet,
modelliert und simuliert, dass dabei vollig unrealistische Ergebnisse erzielt werden.

Wenngleich die mathematische Beschreibung fehlerfrei sein mag, so konnen falsche
Vorannahmen und fragwurdige Eingaben nur zu unsinnigen Ergebnissen fuhren. Unter
Wissenschaftlern, die mit Modellsystemen arbeiten, ist dieser Grundsatz unter der Be-
zeichnung GIGO (Abkurzung fur Garbage In, Garbage Out) bekannt. Die Wartezeit-
Berechnungen der Evolutionsgegner erweisen sich als ein Paradebeispiel fur GIGO.
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Erstens ist die Annahme falsch, die Evolution musse auf vorab festgelegte Ziele war-
ten. Die Evolution wartet nicht auf vordefinierte Sequenzen, Strukturen oder Funktio-
nen. Das Einzige, was zahlt, sind (beliebige) Fitnessvorteile. Es gibt Myriaden Mo6g-
lichkeiten, einen Fitnessvorteil zu realisieren. Selbst vordefinierte Funktionen lassen
sich auf vielen, ganz verschiedenen Wegen realisieren, bestimmte Enzyme und Bin-
destellen wiederum auf eine Fulle unterschiedlicher Sequenzen zurtckfuhren.

Zweitens sind funktionale RNA-, DNA- und Aminosauresequenzen im ,Suchraum® al-
ler moglichen Sequenzen um astronomische GroRenordnungen haufiger als behaup-
tet. Knock-out-Experimente belegen zudem, dass Neofunktionalisierungen erstaun-
lich rasch erfolgen konnen. Gelegentlich sind Zufallssequenzen nur eine Mutation
von einem neuen Funktionszustand entfernt.

Drittens enthalten die Ad-hoc-Modelle der Evolutionsgegner aul3erst restriktive, biolo-
gisch unrealistische Modellparameter. Sie sorgen von vornherein dafur, dass z.B.
Neofunktionalisierungen von Proteinen aussichtslos erscheinen. Die Annahme etwa,
70 % aller Punktmutationen warden ein Protein inaktivieren, ist eine grobe Fehlein-
schatzung. Realitatsfern ist auch die These, nur spezielle Aminosaure-Positionen in-
nerhalb eines Proteins kamen fur bestimmte Neofunktionalisierungen infrage.

Viertens werden Aspekte ausgeblendet, die Wartezeiten um mehrere Grofdenordnun-
gen senken. Dazu zahlen indirekte Selektionseffekte, die Selektion auf Zwischenzu-
stéande, mogliche Doppel- und Brickenfunktionen, phanotypische Mutationen, Rekom-
bination und kryptische genetische Variation. Letztere ermoglicht es, dass auch kom-
plexe Anpassungen, die drei oder vier spezifische Neutralmutationen erfordern, in klei-
nen Populationen sich geschlechtlich fortpflanzender Individuen in Gberschaubarer Zeit
fixiert werden konnen.

Unter dem Strich begehen die Proponenten des Wartezeitproblems den Fehlschluss
des Texanischen Scharfschitzen. Dabei handelt es sich um einen Logikfehler, der

Zufallsereignisse, denen man eine bestimmte Apriori-Wahrscheinlichkeit beimessen
kann, nachtréglich als vorab festgelegtes Ziel deklariert. Dabei wird Ubersehen, dass
sich im Nachhinein jedes zufallige Ereignis beliebig unwahrscheinlich rechnen Iasst.

Es verhalt sich so als wurde ein Schiutze mit verbundenen Augen und einer Schrot-
flinte bewaffnet auf ein Scheunentor feuern. Anschlie3end malt er um die Einschuss-
I6cher, die zufallig ein bestimmtes komplexes Muster aufweisen, eine Zielscheibe
und behauptet, das Muster sei absichtlich erzeugt worden. Die Tatsache, dass den
wenigen ,Treffern® eine Vielzahl von Einschusslochern gegenubersteht, deren Muster
nicht weniger komplex anmuten, bleibt unberutcksichtigt.
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Endnoten

" Urspriinglich bezog sich der Begriff ,Wartezeitproblem“ (auch: HALDANES Dilemma)
auf eine Frage, die der theoretische Biologe J. B. S. HALDANE (1957) behandelte. Da-
bei ging es um die Zeit, die fur die Selektion und Fixierung neuer Allele in verschiede-
nen Genen parallel benétigt wird. Nach HALDANEs Berechnungen reichte die Zeit fur
die gleichzeitige Evolution von mehr als nur einigen wenigen Genloci nicht aus, um
die damals geschatzte Anzahl genetischer Unterschiede zwischen verwandten Arten
zu erklaren. Konkret berechnete HALDANE eine Obergrenze fur Polymorphismen in
einer Population, oberhalb derer die Fithess dramatisch abnehmen wurde.

Die ,Kosten der naturlichen Selektion®, so HALDANE, wiirden das Tempo der adaptiven
Evolution drosseln. Zwar kann ein starker Selektionsdruck eine rasche Fixierung eines
neuen Allels bewirken. Wenn dies jedoch bei mehreren Loci gleichzeitig geschahe,
wurde der Genpool der Population stark eingeengt und deren Existenz gefahrdet. Um
eine langsam evolvierende Art nicht an den Rand des Aussterbens zu bringen, sollte
die Verbreitung eines bevorzugten Allels ~300 Generationen in Anspruch nehmen.
Eine Substitution von 300 Allelen wirde somit ~90.000 Generationen erfordern.

Unter der Annahme, dass die in der Bevodlkerung vorhandenen Polymorphismen im
Allgemeinen die Fitness der Organismen beeinflussen, schien die von HALDANE be-
rechnete theoretische Grenze Uberschritten zu sein. Scheinbar kann die Selektion
die in realen Populationen beobachteten Polymorphismen ebenso wenig erklaren wie
die genetischen Unterschiede zwischen Mensch und Schimpanse.

HALDANE bericksichtigte allerdings nicht den Einfluss der Rekombination bei sich se-
xuell fortpflanzenden Organismen. HICKEY & GOLDING (2019) zeigten, dass Rekombi-
nation die Kosten der Selektion beseitigt. Eine einfachere Losung des Dilemmas bot
KIMURA (1968). Er verwies darauf, dass die meisten Genunterschiede in Bezug auf
die Fitness neutral sind. Ebenfalls in den 1960er Jahren wurde gezeigt, dass auch
eine adaptive Evolution oberhalb der HALDANEschen Grenze maoglich ist (SVED 1968;
MAYNARD SMITH 1968; O'DONALD 1969). Zudem mussen Effekte wie Epistase, soft
selective sweep usw. berucksichtigt werden (NUNNEY 2003).

2Die in dieser Arbeit zitierten Quellen liegen im Original in englischer Sprache vor;
samtliche Zitate daraus wurden ohne weitere Erwahnung ins Deutsche Ubersetzt.

3 Auf Nachfrage, welche Mechanismen BEHE zur ,darwinschen Evolution“ zahle, ant-

wortete dieser: ,alle ungelenkten Prozesse® (s. Stern-Cardinale 2022, ab Min. 13:07).
BEHE definiert also die natiirliche Evolution per se als ,darwinschen Prozess®, da sie

ohne ,Lenkung“ (Design) auskommt.
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