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Über  d ie Entstehung neuer Proteine
Matti Leisola, Helsinki University of Technology, P.O Box 6100, FIN 02015 Hut

Zusammenfassung: Proteine sind unverzichtbare
Bestandteile aller bekannten Lebewesen. Sie
erfüllen unterschiedlichste Aufgaben. Sie stellen
wichtige strukturelle Moleküle, Baustoffe von Zel-
len dar oder wirken als molekulare Maschinen
oder Biokatalysatoren. Durch die Erkenntnisse
der Molekularbiologie sind manche Zusammen-
hänge zwischen Struktur und zugehöriger Funktion
aufgedeckt worden.

In diesem Beitrag werden Vorstellungen, wie
die unterschiedlichsten Proteinstrukturen und
damit auch deren Funktionen durch zufällige Pro-
zesse entstanden sein könnten, kritisch geprüft
und mit empirischen Befunden aus der Protein-
Biochemie verglichen. Dabei wird erkennbar, daß
bisher keine überzeugenden Mechanismen für
eine zufällige Entstehung von funktionellen Pro-
teinen beschrieben sind und daß selbst die Ent-
stehung neuer Funktionen auf der Basis bereits
bekannter Strukturen nur in sehr eingeschränk-
tem Maße nachvollziehbar sind bzw. in der Bio-
technologie genutzt werden können. 

Proteine als  funkt ionel le  Moleküle

Proteine weisen ein breites Spektrum an biologi-
schen Funktionen auf. Das grundlegende Kennzei-
chen von Proteinen ist ihre Funktionalität. Man
könnte sie als „intelligente Moleküle“ bezeichnen.
Unsere Haare bestehen aus einem bestimmten
Proteintyp. Unsere Knochen, Nägel, Sehnen und
Muskeln sind aus Proteinen aufgebaut. Diese wer-
den als Strukturproteine bezeichnet. Sie sind
auch in den Zellmembranen, Zellwänden und inne-
ren Strukturen von Zellen von Bedeutung.

Neben strukturellen Funktionen erfüllen Pro-
teine in Organismen noch viele andere Aufgaben.
Viele Hormone sind Proteine, ebenso Toxine.
Unser Immunsystem nutzt Proteine, die als Anti-
körper bezeichnet werden, um körperfremde
Moleküle, Viren und sogar Bakterien anzugreifen.
Proteine sind an der Kommunikation zwischen Zel-
len beteiligt und sie stellen Schlüsselkomponenten
in Viren dar. Proteine sind auch verantwortlich für
Bewegungsabläufe bei Organismen. Kleine Elek-
tromotoren in Bakterien sind aus Proteinen aufge-
baut. Muskelaktivität basiert auf der Fähigkeit von
Proteinfilamenten, aneinander zu gleiten. Resilin,
ein sehr elastisches Protein, ermöglicht Flöhen ihre
Sprünge. Spinnenseide besteht aus Proteinen, die
elastisch sind und stärker als Stahl.

Proteine dienen außerdem als Katalysatoren.
Biologie wäre ohne sie gar nicht möglich. Alle bio-

logischen Aktivitäten benötigen Katalysatoren.
Diese Aktivitäten werden zusammenfassend als
Stoffwechsel bezeichnet. Katalytisch aktive Pro-
teine sind Enzyme. Stoffwechselreaktionen sind
wichtig, um die Nahrungsmittel, die wir essen, abzu-
bauen. Enzyme katalysieren die Zellteilung und die
Synthese von DNA und sogar die von Proteinen.

Struktur  und Biosynthese von Proteinen

Die Biosynthese von Proteinen erfolgt durch einen
raffinierten Prozeß. Proteine werden aus etwa
zwanzig Bausteinen aufgebaut – den Aminosäuren.
Die Aminosäuren haben unterschiedliche Eigen-
schaften. Einige sind sauer, andere neutral oder
basisch, wieder andere sind aromatisch. Proteine
sind aus Aminosäuren aufgebaut ähnlich wie Wör-
ter aus Buchstaben aufgebaut sind. Die Abfolge
(Sequenz) bestimmt die Funktion. Die Informati-

Abb. 1: Vom Gen zum Protein. Die Sequenz der DNS-Basen (A) wird von einem komplizier-
ten Enzymkomplex, der RNS-Polymerase, kopiert (B): es entsteht messenger-RNS (mRNS).
Ribosomen lagern aminosäuretragende transfer-RNS-Moleküle (tRNS) an die Basentripletts
der mRNS an (C). Die Aminosäuren werden dort zu einer wachsenden Kette verbunden (D).
Die entstehende Aminosäurekette faltet sich dann zum funktionalen Protein zusammen (E).
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on zur Proteinherstellung liegt in der DNA. Von
dieser Information wird eine Kopie, die mRNA
(messenger RNA), erstellt, die ihrerseits als Anlei-
tung zur Proteinsynthese in Ribosomen verwendet
wird (Abb. 1). Ein durchschnittliches Protein
besteht aus etwa 300 Bausteinen, die miteinander
durch sogenannte Peptidbindungen chemisch ver-
knüpft sind. Ein typisches Protein besteht nicht ein-
fach aus einer langen, linearen Kette von Ami-
nosäuren. Proteine haben eine dreidimensionale
Struktur, man unterscheidet Primär-, Sekundär-,
Tertiär- und Quartärstrukturen (Abb. 2).

Manchmal falten sich Proteine spontan in diese
3-D-Struktur, aber in vielen Fällen unterstützen
Helferproteine (Chaperone) die Faltung in die rich-
tige Struktur. Diese korrekte Struktur eines Pro-
teins ist unbedingte Voraussetzung für seine Funk-
tion. Falsch gefaltete Strukturen haben gewöhnlich
den Verlust der Funktion zur Folge. Die Verände-
rung von Eiweiß beim Kochen oder bei der Käse-
herstellung sind alltägliche Beispiele für Inaktivie-
rung und Zusammenlagerung von Proteinen.

Proteine sind hauptsächlich aus zwei unter-
schiedlichen Sekundärstrukturelementen aufge-
baut, die so genannten β-Falblätter und α-Helices.
Die Form eines Proteins wird als Faltung bezeich-
net. Schätzungen über die die Gesamtzahl mögli-
cher Faltungen variieren zwischen 1.000 und
10.000 (LEONOV et al. 2003, ROST 2002). Drei Bei-
spiele solcher Proteinfaltungen sind in Abb. 3 dar-
gestellt.

Sequenzraum von Proteinen

Proteine können sehr unterschiedlich aufgebaut
sein. Dieser riesige Bereich von Möglichkeiten wird
Sequenzraum genannt. Ein Protein aus 100 Ami-
nosäuren kann in 20100 (1,3 • 10130) verschiedenen
Varianten aufgebaut werden. Das ist eine schwin-
delerregende Zahl. Wir können diese Angabe mit
der Masse der Erde vergleichen, die etwa 6 • 1027

g beträgt. Wenn diese Masse aus Proteinen von je
100 Aminosäuren bestünde, ergäbe das ungefähr
3 • 1047 verschiedene Sequenzen. Diese große Zahl
unterschiedlicher Proteine würde aber nur einen
kleinen Ausschnitt aller möglichen Anordnungen
darstellen. 

Stellen wir uns die Herstellung von Proteinen
durch zufällige Prozesse vor, dann müssen wir die
Frage stellen: Wie häufig sind funktionale Proteine im
Sequenzraum? In einem kürzlich erschienenen 
Artikel ist dieses Problem anschaulich dargestellt 
(Abb. 4; BOLON et al. 2002).

Theorien zur  Evolut ion von Proteinen 

Nach evolutionären Vorstellungen ist es selbstver-
ständlich, daß verschiedene Organismen von
einem gemeinsamen Vorfahren abstammen. Meh-
rere Beweislinien werden angeführt, um diese
Annahme zu unterstützen. Eine davon ist die Ähn-
lichkeit der grundlegenden Biochemie in allen
Lebewesen. Die Systeme zum Speichern und Abru-
fen der Erbinformation und die Maschinerie zur
Proteinherstellung sind in Grundzügen in allen
Organismen dieselben. Deshalb kann man die
Erbinformation für Humaninsulin (ein Protein aus
51 Aminosäuren) benützen, um Insulin in Bakteri-
en oder Hefe herzustellen. Nach evolutionstheore-
tischen Vorstellungen lassen sich alle Proteine von
einem Vorläuferprotein mit ähnlicher Struktur und
Funktion ableiten:

„Jedes Protein wurde durch schrittweise Ver-
besserung und Verfeinerung der Funktion über
Millionen von Jahren angepaßt … Weil Anpassung
so lange dauert, ist es unwahrscheinlich, daß
brauchbare Proteine fertig aus zufälligen DNA-
Sequenzen oder aus Pseudogenen entstehen. Statt-
dessen entwickeln sie sich durch Anlagerung, Auf-
setzen von neuen Funktionen auf alte, und neue

Raumpunkte. Mathematisch kann man
zeigen, daß bei zunehmender Zahl der
Raumpunkte der Abstand zwischen den
einzelnen Punkten reduziert wird (EIGEN

1985). Auf diesen Zusammenhang
gründet sich die Idee, daß unter der
unübersehbar großen Zahl möglicher
Sequenzen ein Weg von einer funktio-
nellen Sequenz zu einer anderen so
klein wird, daß die Wahrscheinlichkeit,
daß er durch Zufallsprozesse realisiert
wird, in vorstellbare Größenordnungen
rückt.

Im Text wird gezeigt, daß bisher die
empirischen Befunde diese Überlegung
nicht unterstützen.

Sequenzraum

Das Konzept des Sequenzraums wurde
zuerst von RECHENBERG (1973) einge-
führt und später von SWETINA & SCHU-
STER (1982), FEISTL & EBELING (1982) und
EIGEN (1985) angewendet (EIGEN ent-
wickelte in diesem Konzept das „Quasi-
Spezies“-Modell). Im Sequenzraum
werden Genotypen (z.B. Nukleinsäure-
oder Proteinsequenzen) als Punkte in
einem n-dimensionalen Raum reprä-
sentiert. Das theoretische Konzept des
Sequenzraums erlaubt eine mathemati-
sche – nicht mehr unmittelbar anschau-
liche – Behandlung der ungeheuer gro-
ßen Zahl aller möglichen Sequenzen.
Für eine Nukleinsäuresequenz aus 100
Nukleotiden sind es 4100 (1,6 x 1060)

Abb. 2: Beispiele für
Primär-, Sekundär-,

Tertiär- und Quartär-
strukturen von 

Proteinen (v. l. n. r.).



strukturelle Merkmale, die in neuen Zusammen-
hängen lernen“ (MCLACHLAN 1987).

Die Gruppe der Globine ist ein typisches Bei-
spiel für schrittweise Proteinevolution. Man nimmt
an, daß alle sauerstoffbindenden und -transportie-
renden Hämoglobine und Myoglobine sich von
einer gemeinsamen Grundstruktur ableiten. Evolu-
tion soll durch zufällige genetische Veränderungen
und natürliche Auslese vorangetrieben worden
sein. Vor diesem Hintergrund vertritt man die
Annahme, daß sich Proteine ähnlicher Funktion im
Laufe der Zeit von einem Lebewesen zum nächsten
verändern. Auf der Grundlage der Unterschiede von
Proteinen oder anderen informationstragenden
Molekülen von Zellen haben Wissenschaftler evo-
lutionäre (phylogenetische) Stammbäume entwor-
fen. Solche Bäume werden aufgrund der großen
Datenmenge von Computerprogrammen nach ver-
schiedenen Algorithmen berechnet. Vor zwanzig
Jahren dachte man, daß solche molekularen Ähn-
lichkeitsbäume die Evolution ohne jeden Zweifel
beweisen. Inzwischen wissen wir, daß unterschied-
liche Proteine verschiedene Ähnlichkeitsbäume
ergeben, die häufig im Widerspruch zu traditionel-
len Stammbäumen stehen, welche aufgrund der
Morphologie oder auf der Basis des Fossilbefundes
erstellt werden (MORRIS 2000).

Unterschiedliche Proteine ergeben 

verschiedene Ähnlichkeitsbäume, 

die häufig im Widerspruch zu 

traditionellen Stammbäumen stehen.

Proteine ändern sich, wenn sich ihre genetische
Vorlage verändert. Es sind viele verschiedene
Mechanismen oder Arten von Veränderung
bekannt, die Änderungen in der Struktur der Pro-
teine verursachen (Tab. 1).

Theorie der  Gendupl ikat ion

Man geht allgemein davon aus, daß heutige Gene
durch Genduplikation mit nachfolgender Verän-
derung aus einem kleinen Bestand von sehr alten
Genen hervorgegangen sind (Abb. 5) (OHNO 1970).
Neue funktionelle Proteine sollen sich durch
Mischen (shuffling) von grundlegenden Proteinbe-
reichen zu neuen Kombinationen entwickelt
haben. Indirekte Belege für diese Hypothese beru-
hen auf der Tatsache, daß viele verschiedene Pro-
teine unterschiedlicher Funktion aus ähnlichen
Bauelementen aufgebaut sind (B/C-Faß in Xylana-
se, Xylose-Isomerase, Triosephosphat-Isomerase,
Cyclodextrin-Glycosyltransferase etc.). Außerdem
findet man in der Natur häufig „Mosaik-Proteine“,

das sind Proteine, die aus vielen (oft sich wieder-
holenden) Domänen aufgebaut sind. 

Durch Verknüpfen der Theorie der Gendupli-
kation mit der Erkenntnis, daß eine Vielzahl von
Sequenzen ähnliche Strukturen annehmen können,
vermeidet man die sehr geringe Wahrscheinlich-
keit der Entstehung neuer (ähnlicher) Gene aus
Zufallssequenzen (LAU & DILL 1990, GOLDING et al.
1994). Nach dieser Sichtweise sollen sich also neue
Gene durch Modifikation von bereits existierenden
entwickeln.

Oberflächlich betrachtet scheint die Theorie
der Genduplikation das Problem der zufälligen
Suche nach funktionsfähigen Sequenzen im
Sequenzraum zu lösen. Diese Theorie sieht sich
aber mit verschiedenen Problemen konfrontiert. 

• Erstens bringt Selektion nicht effektiv neue
Proteine hervor, tendenziell bewahrt sie vorhande-
ne Funktionen oder verbessert diese. Allgemein ist
die Tendenz zu erkennen, daß Organismen auf
einem lokalen Optimum in einer bergigen Fitness-
Landschaft stecken bleiben, was zu evolutionärer
Stasis (Stillstand) führt (MCFADDEN & KNOWLES 1997). 

• Zweitens zeigen Computersimulationen, daß
der Austausch einzelner Aminosäuren nicht effek-
tiv ist für die Bildung neuer Proteine (STEMMER 1994,
BOGARAD & DEEM 1999). Daher müßten größere
Blöcke von Proteinsequenzen neu angeordnet wer-
den, um Proteine mit neuen Strukturen zu erzeu-
gen. Im Labor können Proteine in Stücke gespal-
ten und neu kombiniert werden (DNA-shuffling), in
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Abb. 3: Drei unter-
schiedliche Faltungs-
typen bei Proteinen.
Die Struktur von Pro-
teinen wird üblicher-
weise durch Beugung
von Röntgenstrahlen
an Proteinkristallen
aufgeklärt.

Abb. 4: Um ein Protein
mit der Funktion A in
eines mit der Funktion
B zu verändern, muß
eine große Distanz in
einem unbekannten
Sequenzraum über-
sprungen werden,
wenn die neue Funk-
tion nicht bereits im
ursprünglichen Protein
vorhanden war. 



der Natur ist ein solcher Vorgang aber selten; wenn
er sich ereignet, sind funktionale Proteine sehr 
selten zu erwarten. Eine solche Neubildung von
Bausteinen scheint heutzutage selten zu sein
(GANFORNINA & SANCHEZ 1999). 

• Drittens verfügen tetraploide Frösche über
ein doppeltes Genom, aber die duplizierten Gene
haben sich während der vermuteten Jahrmillionen
dauernden Evolution kaum verändert (HUGHES &
HUGHES 1993). 

• Viertens ist von vielen Arten bekannt, daß sie
ihr Genom von zusätzlicher DNA reinigen (PETROV

et al. 1996, MIRA et al. 2001). 
• Fünftens können an einem Protein 50% sei-

ner Aminosäuren oder mehr ausgetauscht werden,
ohne daß die ursprüngliche Aktivität geändert wird.

• Sechstens werden bei einer schrittweisen
Evolution von neuen Proteinen sehr wahrschein-
lich auch Phasen durchlaufen, in denen das Pro-
tein keine Funktion besitzt und damit einem gerin-
gen Selektionsdruck unterliegt; dies führt gewöhn-
lich zu einer Anhäufung von inaktivierenden Muta-
tionen. Um über eine Distanz von nicht vorhande-
ner Funktionalität mit einem riesigen evolu-
tionären Sprung zu springen, benötigt man so viele
Änderungen in einem einzigen Schritt (oder in
wenigen Schritten), daß die Herausforderung ähn-
lich groß ist, wie eine neue Funktion zufällig im
Sequenzraum zu finden. 

Diese Überlegungen führen zum Schluß, daß
evolutionäre Mechanismen zwar in der Lage sind,
eine bestehende Funktion zu verbessern, daß es
aber sehr unwahrscheinlich ist, daß ein evolutionä-
rer Prozeß neue Proteine mit einer Geschwindig-
keit erzeugen kann, die erforderlich wäre, um Evo-
lution größeren Ausmaßes zu ermöglichen. Der
Sequenzraum scheint hinsichtlich funktioneller
Proteine eigentlich leer zu sein, und ein zufälliger
Gang von einer Proteinfaltung oder Enzymaktivität
zur andern scheint sowohl theoretisch als auch
experimentell sehr schwierig zu sein, sogar wenn
man von einem funktionellen Protein ausgeht.

Es ist bekannt, daß funktionelle Veränderungen,
die durch Austausch an wenigen Aminosäureposi-
tionen verursacht werden, in der Natur häufig vor-
kommen. Diese Art von Mikroevolution läuft inner-
halb des Sequenzraums ab, der an modernen Orga-
nismen effektiv getestet werden kann. Bei natürli-
chen Vorgängen kann der Austausch von Ami-
nosäuren sogar neue Aktivitäten im Rahmen der

bereits bestehenden Proteinfaltung und -funktion
hervorrufen. Wenn jedoch der Sequenzraum einer
neuen Proteinfaltung die Grenzen der ursprüngli-
chen Faltung überschreitet, sind dem Proteinre-
pertoir, das in natürlichen Organismen mit Hilfe
evolutionärer Prozesse erzeugt werden kann, enge
Grenzen gesetzt (Evolution im Reagenzglas). 

Neue Proteinfaltungen. Aminosäureaustau-
sche können die Entstehung neuer Proteinfaltun-
gen nicht ausreichend bewirken und erklären. Des-
halb wurde vorgeschlagen, daß Rekombination
von Proteinteilen in der Erzeugung von Proteinen
mit neuen Strukturen und Funktionen wirksamer
ist und daß Rekombination allgemein Evolution
beschleunigt (DORIT et al.1990, STEMMER 1994, OTTO

& BARTON 1997, SUZUKI 1997, BOGARAD & DEEM

1999). Als eine indirekte Unterstützung dieser
Hypothese wird der Befund angesehen, daß viele
Proteine dieselben Untereinheiten als Teil ihrer
Struktur verwenden. Grundsätzlich können durch
nichthomologe Rekombination oder andere Arten
von DNA-Transfer (z.B. Transfer durch virale Vek-
toren) zwei unterschiedliche Proteine bzw. Teile
davon miteinander verknüpft werden. 

Eine populäre Theorie zur Entstehung neuer
Proteine ist Exon shuffling, wobei kleine Pro-
teinabschnitte, welche auf der Genebene von
Introns umgeben sind, mit anderen Exons durch
intronvermittelte Rekombination neu kombiniert
werden (DORIT et al. 1990, GILBERT et al. 1997, PAT-
THY 1999). Es ist experimentell nachgewiesen, daß
Verschieben von Polypeptidabschnitten in einigen
Fällen gefaltete Proteine erzeugen kann (RIECH-
MANN & WINTER 2000). Verknüpfung von Polypep-
tidabschnitten, Transposon-vermitteltes Exon
shuffling, Einverleiben von benachbarten Sequen-
zen, Veränderungen von Leserastern und alterna-
tives Spleißen laufen in der Natur ständig ab (KEESE

& GIBBS 1992, LONG & LANGLEY 1993, GOLDING et al.
1994, MAKALOWSKI et al. 1994, MORAN et al. 1999,
FINTA 2000, SNEL et al. 2000, SOREK & GRAUR 2002).
Solche Ereignisse im Genom müssen langsam
genug ablaufen, um die Lebensfähigkeit des Orga-
nismus nicht zu zerstören. In modernen Organis-
men scheint die Neukombination von Proteintei-
len nicht sehr häufig aufzutreten.

In vielen Untersuchungen wurde das Schicksal
von duplizierten Genen verfolgt und beobachtet,
wie häufig diese in Populationen fixiert wurden
(OHTA 1988, CLARK 1994, HUGHES 1994, WALSH 1995,
CRON et al. 1999, MAZET & SHIMELD 2002). Jüngste
Ergebnisse zeigen, daß nur eine kleine Zahl der
duplizierten Gene nicht in eine Sackgasse führen
(LYNCH & CONERY 2000, HOOPER & BERG 2003). Hat
ein Gen erst einmal seine Funktion verloren und damit
den Schutz durch die Selektion, ist seine Reaktivierung
durch Mutationen nahezu unmöglich (MARSHALL

1994). Es ist auch bekannt, daß viele Gene, die
früher Funktionen aufwiesen, diese verloren haben,
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Kleine Effekte große Effekte 

Punktmutationen
kleine Deletionen 
kleine Insertionen 

große Deletionen
große Insertionen 
unreife Stop-Codons 
Verschieben des Leserahmens 
Genduplikation
neue Kombination von Exons oder Domänen  

Tab. 1: Genetische
Veränderungen, 

die zu veränderten
Proteinen führen.



möglicherweise aufgrund fehlenden Selektions-
drucks (NISHIKIMI & YAGI 1991, ANDERSSON & ANDERS-
SON 1999, MIRA et al. 2001, GILAD et al. 2003). 

Duplizierte Sequenzen haben für Menschen häufig
krankhafte Folgen (MAZZARELLA & SCHLESSINGER

1998). Die hohe Geschwindigkeit, mit der dupli-
zierte Gene ausgelöscht werden, stellt ein Problem
dar: es gibt nicht viel Raum für freie Mutationen in
redundanten Genen, um neue Funktionen hervor-
zubringen (HOOPER & BERG 2003). Während Gen-
duplikationen möglicherweise zu allmählicher
Ansammlung von sinnlosen verdoppelten Genen
führen, gibt es wenig Hinweise darauf, daß sich
diese zu wirklich neuen Funktionen entwickeln.
Verschiebungen und Abweichungen von Funktio-
nen in den Expressionsmustern kommen in der
Natur vor (HUGHES 1994, GANFORNINA & SANCHEZ

1999, GU et al. 2002). Genduplikation scheint
jedoch kein Weg zur Erzeugung neuer Gense-
quenzen zu sein. Der Prozeß vergrößert hauptsäch-
lich die Zahl der Varianten in bereits bestehenden
Genfamilien. Darüber hinaus bestehen viele Gen-
familien nur aus einem einzigen Gen. Im Faden-
wurm Caenorhabditis elegans sind 60% der Gene
Einzelgene (SEMPLE & WOLFE 1999). Damit kann die
Effektivität, mit der durch Genduplikation voll-
ständig neue Gene erzeugt werden, nicht direkt mit
derjenigen verglichen werden, mit der Genfamili-
en erweitert werden.

Viele sequenzierte Genome enthalten eine
beträchtliche Anzahl an Pseudogenen und mobi-
len DNA-Elementen, die grundsätzlich eine Aus-
gangsbasis für die Herstellung neuer Gene darstel-
len könnten. Diese DNA-Sequenzen bringen
jedoch nicht wirklich neue Gensequenzen hervor,
sondern repräsentieren nur einen ziemlich engen
Bereich im Sequenzraum moderner Lebensfor-
men. Die Pseudogene beim Menschen, die durch
reverse Transkription gebildet werden, entstehen
hauptsächlich durch Gene, die stark exprimiert,
hoch konserviert und kurz und arm an den Basen
G und C sind (GONCALVES et al. 2000). Somit ist es
unwahrscheinlich, daß diese nichtfunktionellen
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Abb. 5: Die Theorie
der Genduplikation
geht davon aus, daß
Kopien von bereits
vorhandenen Genen
frei mutieren können
(das trifft aber nicht
immer zu) und neue
Enzyme bilden können
(Annahme).

Genelemente für die Evolution der Vielfalt an
Genen in der Natur verantwortlich sind.

Die Geschwindigkeit der Prozesse (Austausch
von Aminosäuren, Genduplikation, Exon shuffling),
welche möglicherweise neue Proteine hervorbrin-
gen, scheinen zu langsam zu sein, als daß sie die
Bildung von mehr als zehntausend vollkommen
neuen Proteinen in einem unter evolutionären
Gesichtspunkten kurzen Zeitraum wie der Kambri-
schen Explosion und den damit verbundenen Big
Bang der Anzahl an Genen erklären könnte.

Experimentel le  Resultate

Durch Evolution nach DARWIN kann – per Definiti-
on – eine bestimmte, in Lebewesen auftretende
Eigenschaft verbessert werden. Die Entstehung
einer neuen Funktion ist jedoch ein höchst unwahr-
scheinliches Ereignis. Moderne Gentechnik hat die
Möglichkeit eröffnet, daß nahezu jedes Protein in
Zellsystemen produziert werden kann. Einige Pro-
teine werden in Bakterien in großen Mengen pro-
duziert, andere in Hefe oder Pilzen und wieder
andere in Insekten oder in von Tieren abgeleiteten
Zellkulturen. Diese Technologien haben die Mög-
lichkeit zur Herstellung von rein künstlichen Pro-
teinen eröffnet, außerdem erlauben sie die Prüfung
von Fragestellungen nach der Häufigkeit von funk-
tionellen Proteinen im Sequenzraum. Ist es mög-
lich, Funktionalität durch einen zufälligen Ansatz
zu erreichen? Wenn das möglich ist, dann könnten
Darwinsche Mechanismen diese verbessern.

BLANCO et al. (1999) untersuchten experimen-
tell den Sequenzraum zwischen zwei kleinen Pro-
teinen mit unterschiedlicher Faltung. Eines besteht
aus 62 Aminosäuren und faltet sich als achtsträn-
giges orthogonales β-Faltblatt „Sandwich-artig“
(vgl. Abb. 3) und das andere Protein besteht aus 57
Aminosäuren und enthält eine zentrale α-Helix, die
von einem viersträngigen β-Faltblatt umgeben ist.
Die Autoren erzeugten eine Serie von Mutanten



und versuchten dadurch zu verstehen, ob es einen
evolutionären Pfad von der einen Faltstruktur zur
andern geben könnte. Die Schlußfolgerungen ihrer
Studie fassen sie folgendermaßen zusammen:

„Der Sequenzraum zwischen SH3 und PG ist
enorm groß … unsere Ergebnisse deuten darauf hin,
daß nur ein kleiner Anteil dieses Sequenzraums die
entsprechenden Eigenschaften haben würde, um
sich in eine bestimmte Struktur zu falten … Man geht
davon aus, daß der erlaubte Sequenzraum für hoch
optimierte Sequenzen groß genug sein könnte, um
mit anderen Sequenzräumen zu überlappen, die
andere Faltungen aufweisen. Dadurch könnte man
innerhalb eines denkbaren evolutionären Über-
gangs eine andere Faltung erreichen. Unsere expe-
rimentellen Ergebnisse deuten darauf hin, daß die-
ses Ereignis sehr unwahrscheinlich ist. Die Natur
könnte jedoch andere Mittel haben, um evolvieren-
de Sequenzen, die sich nicht falten, zu bewahren.“

TAYLOR et al. (2001) berichteten, daß aktive
Enzyme im zufälligen Protein-Sequenzraum extrem
selten sind. Sie benutzten eine Kombination aus
intelligenten Entwürfen und evolutionären Mecha-
nismen. Ihre Schlußfolgerung lautet:

„Die geringe Häufigkeit, mit der katalytische
Proteine im Sequenzraum auftreten, weisen darauf
hin, daß es nicht möglich ist, Enzyme aus unbe-
einflußten, zufälligen Bibliotheken in einem einzi-

gen Schritt zu isolieren.“
KEEFE & SZOSTAK (2001) entwarfen eine Biblio-

thek aus 6 • 1012 zufälligen Aminosäuren und selek-
tierten jene, die ATP binden. Sie erhielten schließ-
lich vier neue ATP-bindende Proteine, die keine
Ähnlichkeit zu irgendwelchen Einträgen in Pro-
teindatenbanken aufweisen. Sie schlossen ihre Stu-
die folgendermaßen ab:

„Wir vermuten, daß funktionelle Proteine im
Sequenzraum ausreichend verbreitet sind (unge-
fähr 1 pro 1011), so daß sie auf einem völlig sto-
chastischen Weg entdeckt werden könnten, wie es
vermutlich war, als Proteine erstmals von Lebe-
wesen gebraucht wurden.“

Wenn diese Schlußfolgerung zuträfe, wären
Proteine im Sequenzraum verhältnismäßig ver-
breitet und können durch Darwinsche Methoden
erhalten werden. Allerdings müssen zu dieser
Untersuchung einige kritische Anmerkungen
gemacht werden. Erstens wurde die „Funktion“ der
Proteine nicht zufällig erzeugt und zweitens stellte
die „Funktion“ nicht wirklich eine Funktion dar. Es
wurde keine katalytische Aktivität gefunden – nur
unspezifische Bindung von ATP. Damit erfordert
diese „Funktion“ nur ein sehr einfaches Bindungs-
system, jedoch keine komplexe dreidimensionale
Proteinstruktur. Der letztere Fall (und der ist nor-
malerweise der natürliche) erfordert einen viel
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Abb. 6: Mutationen
zur Erweiterung der

Verwertung von 
Amiden.

Durch die Punktmuta-
tion ami E– wird beim

Bakterium Pseudo-
monas aeruginosa

die A-Amidase
(Enzym, das Acetamid

spaltet) flexibler, so
daß es auch Butyra-

mid spalten kann 
(B-Amidase). Eine

weitere Punktmutation
ermöglicht auch noch

die Spaltung von
Valeramid (V9-Ami-
dase). Die Mutation
ami R– bewirkt, daß
die A-Amidase nicht
nur bei Bedarf (indu-

zierbar), sondern 
dauernd (konstitutiv)

gebildet wird.



größeren Sequenzraum, um ein funktionales Pro-
tein zu finden.

Typische Beispiele für Proteinevolution in Bak-
terien ist die Fähigkeit, neue Substrate zu verwer-
ten. Mutanten von Aerobacter aerogenes entwickel-
ten die Fähigkeit, auf Xylitol zu wachsen (WU et al.
1968), und Pseudomonas aeruginosa lernte, Butter-
säure zu benutzen (KÄMPFE 1992; Abb. 6). Sind dies
wirklich Beispiele für die Entwicklung neuer Enzym-
aktivitäten? Die Mechanismen, die zu diesen neu
erworbenen Eigenschaften geführt haben, sind
keine Beispiele der Art von Evolution, die neuarti-
ge Proteine hervorbringt. Im ersten Fall war das
Kontrollsystem des Bakteriums durch Mutation
inaktiviert worden. Dies ermöglichte eine erhebli-
che Synthese des Schlüsselenzyms trotz Abwesen-
heit des natürlichen Induktors. Im zweiten Fall
wurde die Substratspezifität eines Amidase-Enzyms
leicht verändert, so daß sein aktives Zentrum etwas
größer wurde und damit zusätzlich zu Acetamid
und Propionamid auch noch Buttersäure hydroly-
sieren konnte. Es wurde keine neue Faltung oder
Aktivität des Proteins erzeugt. Die Flexibilität der
Natur erlaubt diese Art von Veränderungen ohne
Darwinsche Voraussetzungen.

Gesteuerte Evolut ion (directed evolut ion)  

Der Begriff „gesteuerte Evolution“ wird in der
Enzymtechnologie für die Erzeugung neuer Pro-
teinvarianten durch zufällige Methoden im Labor
verwendet. POWELL et al. (2001) beschreibt die Lei-
stungen der Natur folgendermaßen:

„All die herrlichen komplexen Strukturen und
Sequenzen, welche die Natur uns bereitstellt, sind
durch einen einzigen Prozeß, nämlich den der
natürlichen Selektion, entwickelt worden.“

Gesteuerte Evolution beinhaltet eine Anzahl von
Techniken, um durch genetische Methoden und
Selektion neuer Varianten zufällige Veränderungen
an einer Proteinstruktur hervorzubringen. Diese 
Methoden werden eingesetzt, um modifizierte
Enzymkatalysatoren zu erzeugen. Sie sollen den
natürlichen Prozeß der Evolution von Proteinen
nachahmen. Ist dieser Vergleich zutreffend? ARNOLD

(2003) vom California Institute of Technology
beschreibt die notwendigen Bedingungen für den
Erfolg einer gesteuerten Evolution folgendermaßen:

1. Die gewünschte Funktion muß physikalisch
realisierbar sein. 2. Die Funktion muß auch biolo-
gisch und evolutionär ausführbar sein. Praktisch
bedeutet das, daß es eine kontinuierliche Reihe von
Mutationen vom Ausgangs- bis zum Zielpunkt mit
immer besseren Varianten geben muß. 3. Man muß
in der Lage sein, Bibliotheken von Mutanten zu
erstellen, die komplex genug sind, um seltene nütz-
liche Mutationen zu enthalten. 4. Es muß ein schnel-
ler Test oder eine entsprechende Auswahl erfolgen,
welche die gewählte Funktion widerspiegelt.

Diese Techniken imitieren zwar Darwinsche
Evolution, aber das Problem liegt in der 2. Bedin-
gung: Es muß eine kontinuierliche Reihe von Mutatio-
nen mit immer besseren Varianten geben. Das bedeu-
tet, daß die Methode darauf beschränkt ist, bereits
vorhandene Funktionen zu verbessern, jedoch
nicht dafür geeignet ist, neue Faltungen oder Funk-
tionen hervorzubringen. ARNOLD erklärt:

„Es ist ein riskantes Abenteuer, eine vollstän-
dig neue Funktion entwickeln zu wollen, weil wir
kaum wissen, wie weit wir im Sequenzraum gehen
müssen, um die neue Funktion zu erzeugen. …
Wenn die neue Funktion den gleichzeitigen Einbau
mehrerer Aminosäurereste erfordert, ist es
unwahrscheinlich, daß sie in einer zufälligen Biblio-
thek von Mutanten auftaucht. Ein solches Problem
ist vermutlich eher ein Kandidat für eine Kombi-
nation aus vernünftigem Design und kombinatori-
schem Abstimmen.“

Damit „scheint es keine guten evolutionären
Wege von einer Faltung zu einer andern zu geben“
(ARNOLD 1998). ORENCIA et al. (2001) haben gezeigt,
wie Antibiotika-Resistenz durch gesteuerte evolu-
tionäre Techniken hervorgerufen werden kann und
wie sie sich vermutlich unter natürlichen Bedin-
gungen bei zunehmendem Stress durch Antibioti-
ka entwickelt. Sie beschreiben die Entwicklung von
Antibiotika-Resistenz so:

„Seit der Einführung von Penizillin in den
1940er Jahren haben die Mikroorganismen Resi-
stenz gegen β-Lactam-Antibiotika entwickelt, übli-
cherweise durch erworbenen oder verstärkten
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Abb. 7: 3-D Strukturen
von Xylanase, einem
Xylose-Isomerase-
Monomer (die dunklen
Punkte repräsentieren
Metallatome, die für
die Aktivität notwendig
sind) und ein aktives
Xylose-Isomerase-
Dimer (v. l. n. r.).



Abbau dieser Medikamente durch die β-Lactama-
se … Natürliche Auslese testet nicht alle möglichen
Zufallskombinationen von Mutationen, sondern
eher durch eine Reihe von Schritten, wobei jeder
Schritt zu einem Phänotyp führt, der besser geeig-
net ist als die Vorgängergeneration … Natürliche
Evolution der β-Lactamasen ereignete sich als Ant-
wort auf eine Reihe verschiedener Penizillinderi-
vate, Cephamycine und vier Generationen von
Cephalosporine. Obwohl eine große Anzahl unter-
schiedlicher Antibiotika in der Klinik verschrieben
werden, genügen Mutationen an 13 Stellen (bei
einer Gesamtzahl von 290 Aminosäuren) im β-Lac-
tamase Gen, um das breite Spektrum von Antibio-
tika-Resistenzen hervorzubringen.

Praktische Ergebnisse aus Studien zu gesteuerter
Evolution sind beeindruckend, aber begrenzt auf Modi-
fikationen an bestehenden Faltungen und Verände-
rungen bei vorhandenen Aktivitäten. Es wurden keine
neuen Faltungen oder neue Enzymaktivitäten
erzeugt.

Wir haben in unserem Labor gezielt Design ein-
gesetzt, um einige industriell interessante Enzyme
zu verändern. Eines davon ist Xylanase, ein klei-
nes (etwa 200 Aminosäuren) Xylan abbauendes
Enzym, das in der Tierfutter-, Papp- und Papierin-
dustrie verwendet wird (Abb. 7). Durch vernünfti-
ges Planen waren wir in der Lage, die Stabilität min-
destens 5000mal zu verbessern. Alle bekannten
natürlichen Varianten der Xylanasen (11 Familien)
haben dieselbe Form, obwohl die Aminosäurezu-
sammensetzung um ca. 60 % variieren kann.

Ein weiteres Enzym, das wir über mehrere
Jahre untersucht haben, ist Xylose-Isomerase, das
besonders in den USA zur Herstellung von frukto-
sereichem Maissirup eingesetzt wird. Das Enzym
besteht aus vier identischen Untereinheiten. Das
aktive Zentrum des Enzyms wird dadurch gebildet,
daß sich zwei Untereinheiten miteinander verbin-
den. Dieses Enzym hat interessante und vorher
nicht bekannte Nebenaktivitäten, die zur Herstel-
lung nicht natürlicher Zucker genutzt werden kön-
nen (PASTINEN et al. 1999). Durch geplante Mutati-
on haben wir die Umsatzgeschwindigkeiten eini-
ger schwacher Nebenaktivitäten verstärkt. Allge-
mein werden solche Nebenaktivitäten durch
gesteuerte Evolutionstechniken verbessert, um für
die Industrie neue Produktionsmethoden zu ent-
wickeln, die auf Enzymkatalyse basieren.

Schlußfolgerungen

Es liegen keine Hinweise vor, daß zufällige chemi-
sche Reaktionen geeignet sind, Proteinsekundär-
strukturelemente oder ganze Proteine zu erzeugen.
Die funktionellen Eigenschaften bereits vorhande-
ner Proteine können durch Planung oder Zufalls-
techniken umgewandelt oder modifiziert werden.
Es ist jedoch bekannt, daß das Design neuer Pro-

teine, für die keine Gegenstücke in der Natur vor-
liegen, außerordentlich schwierig ist. Dabei sollten
sowohl die Proteinstruktur als auch die Funktion
geplant werden. Dies unterstreicht ebenfalls die
Tatsache, daß funktionelle Proteine im zufälligen
Sequenzraum sehr selten sind. 

Experimentelle Daten unterstützen 

die Vorstellung nicht, daß es einen 

evolutionär wirksamen 

Darwinschen Weg von einer 

Proteinfaltung zu einer anderen gibt. 

Entstehung verschiedener Proteinfaltungen
und -familien durch Evolution bleibt ein Geheim-
nis und experimentelle Daten unterstützen die Vor-
stellung nicht, daß es einen evolutionär wirksamen
Darwinschen Weg von einer Proteinfaltung zu
einer anderen gibt. Der Protein-Sequenzraum ist
enorm, und kein Befund stützt die Annahme, daß
funktionelle Proteine in diesem Raum verbreitet
sind. Franklin HAROLD (2001) ergänzt, „wir müssen
einräumen, daß gegenwärtig keine detaillierten
Darwinschen Darstellungen der Entwicklung von
irgendeinem biochemischen oder zellulärem
System vorliegen, nur eine Vielfalt sehnsüchtiger
Spekulationen“. Dies gilt auch im kleinen Maßstab
für den Fall einzelner Proteine. Eine kürzlich
erschienene Arbeit faßt die Situation zusammen
(XIA et al. 2002): „Die Entwicklung neuer Enzym-
funktionen ist von großem Interesse, bleibt aber
eine große Herausforderung aufgrund des großen
Sequenzraums der Proteine.“
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