GENETIK

Uber den Entwurf des Lebens:
Genetische Redundanz

Lebende Systeme zeichnen sich durch eine Robustheit aus, die es ihnen ermoglicht,

Storungen auszugleichen. Seit etwa 20 Jahren ist bekannt, dass durch sogenannte

genetische Redundanz eventuelle Fehler leicht verkraftet werden (Fehlertoleranz). Es

stellt sich heraus, dass Gene nicht ,egoistisch® und linear arbeiten, sondern in koope-

rierenden genetischen Netzwerken, in denen es keinen Selektionsdruck auf einzelne

Gene gibt. Diese Netzwerkkonstruktionen sind ein grofRes Problem fur die Selektions-

hypothese der Evolutionstheorie, werden aber auf der Grundlage eines intelligenten

Designs erwartet.

Peter Borger

Introbild Eine der grolRen
Uberraschungen der
modernen funktionellen
Genomik ist der so genann-
te Knockout ohne Phadnotyp,
bei dem genetische Infor-
mation entfernt wird, ohne
dass der Phanotyp des
Organismus beeintrachtigt
wird. Unabhangig davon, ob
das Gen vorhanden ist oder
nicht, unterscheiden sich
Geschwister nicht.
Unglaubliche 10-15 % der
Gene eines Labororganis-
mus zeigen nach ihrer Ent-
fernung keinen veranderten
Phanotyp. (Pakhnyushchyy,
AdobeStock)
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Eine unerwartete Entdeckung

Die Entdeckung der wichtigsten Prozesse der
Molekularbiologie in der zweiten Hilfte des 20.
Jahrhunderts ebnete den Weg flir ein griindli-
cheres Verstindnis der Komplexitit des Lebens.
Einer der Schwerpunkte war die Entwicklung
fortgeschrittener Technologien zur Aufklirung
der Funktion von Proteinen. Eine dieser Tech-
nologien fiithrt zu einem sog. Knockout*, einer
Labormaus, in der man die Ausprigung eines
bestimmten Gens verhindert, damit das entspre-
chende Protein nicht mehr gebildet werden
kann (Bevan 2010). Theoretisch konnte der
Phinotyp* einer Maus, der ein bestimmtes Gen
fehlt, aufgrund einer dadurch verursachten Ver-
inderung wesentliche Informationen iiber die
Funktion dieses Gens liefern. Denn der entspre-
chende Phinotyp sollte einen Mangel aufwei-
sen, aus dem die Funktion des ausgeschalteten
Gens erschlossen werden kann.

Um solche Knockout-Miuse zu erzeugen,
setzen Molekularbiologen zunichst einen sog.

Marker* in das betreftende Gen einer embryo-
nalen Stammezelle. Der Marker hat zwei Funk-
tionen. Erstens wird die Nukleotidsequenz des
Gens durch den Marker unterbrochen, sodass
kein funktionelles Protein mehr erzeugt werden
kann. Zweitens weist der Marker darauf hin,
welcher Teil der Nachkommen Knockouts sind,
da er von den Forschern in diesen Nachkom-
men nachgewiesen werden kann.

Dann wird der Zellkern der manipulierten
embryonalen Stammezelle in die Eizelle einer
Maus injiziert, die entstandene Zygote zuriick
in die Gebirmutter transplantiert und auf die
Nachkommen der pseudoschwangeren Maus
gewartet. Der Nachwuchs wird dann anhand
des genetischen Markers ausgewihlt. Das Gen,
dessen Funktion die Forscher herausfinden
wollen, ist in diesen Organismen also unterbro-
chen und damit funktionslos. Diese Miuse sind
aber noch keine Knockouts, denn bei ithnen ist
nur ein Gen unterbrochen. Wie in allen sich se-
xuell vermehrenden Organismen kommen
auch bei Miusen die Gene paarweise vor, da sie
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von beiden Elternteilen je eine Kopie bekom-
men. Um einen richtigen Knockout zu erzeugen,
miissen jedoch beide Gene inaktiviert werden.
Von den ersten Nachkommen braucht man nur
ein Minnchen und ein Weibchen zu kreuzen,
die beide den Marker aufweisen, um einen voll-
stindigen Knockout zu erhalten. Falls man die
zwel markierten Geschwister kreuzt, wird ge-
mil MEeNDELs Gesetzen ein Viertel der Nach-
kommen tatsichlich zwei unterbrochene Gene
haben. Diese Miuse, die das zugehorige Protein
tiberhaupt nicht mehr synthetisieren konnen,
sind die Knockouts (Abb. 1).

Heutzutage gibt es fiir fast alle menschlichen
Gene, die auch in Maiusen vorkommen, einen
Maus-Knockout, bei dem das entsprechende
Gen fehlt. Es gibt kommerzielle Anbieter, bei
denen man jeden beliebigen Knockout bestellen
kann. Tausende und Abertausende von Krock-
outs haben unser Wissen iiber die Funktionswei-
se des Genoms* um ein Vielfaches erweitert.

Die Untersuchung der Knockouts erbrachte
aber auch eine Uberraschung: Knockouts ohne
veranderten Phinotyp. Sie weisen trotz des aus-
geschalteten Gens nach der Geburt keine auffil-
ligen Merkmale (Defizite) auf. Sollten simtliche
Gene eine messbare Fitness und einen selektier-
baren Wert haben, so miissten alle Knockouts ei-
nen messbar verinderten Phinotyp besitzen.
Viele Knockouts treten aber ohne phinotypische
Anomalien auf, zeigen keine offensichtlichen
Fitness-Effekte oder zeigen diese erst nach der
Inaktivierung weiterer Gene. Die Knockouts oh-
ne verinderten Phinotyp zeigen, dass es Gene
gibt, die ohne Weiteres ausgeschaltet werden

Kompakt

In der funktionellen Genomik wird die Funktion von Genen mit Hilfe von Gen-
Knockouts erforscht. Dabei wird in sogenannten Modellorganismen ein Gen tech-
nisch inaktiviert. Die Idee ist, dass das Ausschalten des Gens dazu fiihrt, dass der
entsprechende Phanotyp* Defekte aufweist und es auf diese Weise Aufschluss
lber die Funktion des Gens gibt. Die Funktion vieler Gene lasst sich jedoch nicht
aufklaren, da die Ausschaltung der Gene oft keine direkten Auswirkungen auf den
Phanotyp hat.

Seit dieses Phanomen Anfang der 1990er-Jahre zum ersten Mal beobachtet wurde,
stieBen diese so genannten ,Knockouts ohne Phanotyp“ auf grole Skepsis. Doch
die funktionelle Genomik des spaten 20. und friihen 21.Jahrhunderts hat uns zwei
wichtige Lektionen gelehrt. Erstens kénnen zwei oder mehr Gene, die untereinan-
der nicht dhnlich sind, einander oft ersetzen. Zweitens gibt es Gene im Genom#,
deren Inaktivierung im Labor keine offensichtlichen negativen Auswirkungen und
keinen messbaren Einfluss auf die Fitness des Organismus hat. Die Gene sind red-
undant. Genetische Redundanz, eine der groRen Uberraschungen der modernen
Biologie, kann somit als Zustand definiert werden, in dem die Inaktivierung eines
Gens beziiglich der Selektion neutral ist.

Der Knockout ohne Auswirkungen auf den Phanotyp (engl: no-phenotype knockout)
ist nicht nur eine Kuriositat aus dem Labor. Genetische Varianten der freien Wild-
bahn, die als homozygote ,Loss-of-Function“ (HLOF)-Varianten bekannt sind, sind
von erheblichem wissenschaftlichem und klinischem Interesse, da sie als ,natlr-
liche Knockouts“ bezeichnet werden konnen. Solche natiirlichen Knockouts stellen
die konventionelle evolutionstheoretische Interpretation in Frage, dass genetische
Information das Ergebnis natirlicher Selektion ist.

koénnen, ohne Auswirkungen oder mit nur sehr
geringen Eftekten auf den Phinotyp. Zahlreiche
Gene scheinen sogar keine einzige messbare
Funktion zu haben.

Die Gene, deren Funktion man nicht expe-
rimentell feststellen kann, werden redundante
Gene genannt. Die Entdeckung der geneti-
schen Redundanz war eine der gréBten Uber-
raschungen der modernen Biologie. Redun-
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Abb.1 Schematische Dar-
stellung der Herstellung
eines Knockouts. Um ein
bestimmtes Gen in einer
Maus auszuschalten, wird
ein genetischer Marker so
konzipiert, dass er in das
betreffende Gen in einer
embryonalen Stammzelle
integriert werden kann (1).
Danach wird der Zellkern
dieser Stammzelle in Eizel-
len eingebracht (2), die
dann in eine pseudotrachti-
ge Maus Ubertragen wer-
den (3). Mehrere der Neuge-
borenen werden Trager des
unterbrochenen Gens sein
(4). Durch Kreuzung dieser
Trager, die mit Hilfe des
Markers ausgewahlt wer-
den konnen, wird sicherge-
stellt, dass die zweite Gene-
ration Knockouts hervor-
bringt, bei denen beide
Gene unterbrochen sind (s).
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danz ist ein Ingenieursprinzip, wobei zusitzli-
che, funktional gleiche oder vergleichbare
technische Systeme mit eingebaut werden, auch
wenn diese fuir einen storungsfreien Betrieb im
Normalfall nicht direkt bendtigt werden.

Acht genetische Schalter

Eines der faszinierendsten Beispiele von geneti-
scher Redundanz findet sich in der SRC-Fami-
lie der Tjrosin-Kinasen, einer Gruppe von acht
Genen, die flir sog. Kernrezeptoren codieren —
molekulare Schalter, die die Entwicklung und
Vermehrung der Zellen regulieren. Vier ver-
wandte Mitglieder der Familie heilen SRC,
YES, FYN und FGR, wihrend die anderen
Mitglieder als BLK, HCK, LCK und LYN be-
zeichnet werden. Auf molekularer Ebene tiber-
tragen sie eine Phosphatgruppe autf die Amino-
saure Tyrosin, aber nur, wenn diese in einer be-
stimmten Kombination mit anderen Amino-
sduren in einem Protein vorhanden ist. Das Er-
gebnis dieser Ubertragung ist, dass das Protein
aktiviert wird, um danach selbst als Schalter zu
fungieren. Im evolutioniren Erklirungsrahmen
vermutet man, dass die acht unterschiedlichen
Gene, die fur die acht Tyrosin-Kinasen codieren,
durch Genduplikationen entstanden sind (ToBy
& SprING 1998).

Die acht SRC-Gene codieren also fuir infor-
mationstibertragende Proteine, welche das In-
nere der Zelle tiber ithre Umwelt informieren.
Wird ein Kernrezeptor von einem Hormon ak-
tiviert, dann wird eine der Aminosiuren (Tyro-
sin) des Rezeptors kurzfristig phosphoryliert
und darauthin sofort wieder entphosphoryliert.
Dieses sehr fliichtige Signal reicht, um das Zell-
teilungsprogramm im Zellkern zu aktivieren. Es
wird aber danach sofort wieder abgeschaltet.
Wiirde es zu lange aktiv bleiben, so wire das
Zellvermehrungsprogramm permanent akti-
viert. Darum ist es vorhersehbar, dass Mitglieder
der SRC-Familie zu den gefihrlichsten Genen
gehoren, die wir aus der Krebsforschung ken-
nen. Denn unkontrollierte Vermehrung bedeu-
tet Krebs. Diese Gene sind hiufig die moleku-
largenetische Ursache von Leukdmien und Tu-
moren, da sie bereits infolge nur einer einzigen
Mutation, die das Protein verindert, eine ge-
storte Zellteilung hervorrufen koénnen. Sogar
einzelne Punktmutationen, die zur Folge haben,
dass jeweils nur eine einzige falsche Aminosaure
eingebaut wird, konnen tédlich sein. Mutierte
SRC-Proteine sind darum so gefahrlich, weil sie

immer wieder eine Flut falscher Informationen
weitergeben und dadurch dann die Zellver-
mehrung immer weiter ankurbeln. Das Resultat
ist Krebs. Was alles noch weiter verschlimmert,
ist eine Hiufung solcher Mutationen. Eine ein-
zige Mutation reicht aus, um Krebs zu verursa-
chen, da der Ein-Schalter nicht durch den Aus-
Schalter — das normal funktionierende (d.h.
nicht mutierte Gen) — kompensiert werden
kann.'

Um die Funktionen der SRC-Familie besser
zu verstehen, wurden Knockouts fur alle acht
Gene angefertigt. Nur flinf wiesen einen auftil-
ligen Phinotyp aus; die restlichen zeigten keine
Abnormititen. Die betreftenden Knockouts ent-
wickelten keine Tumore und hatten keine auf-
filligen Zellteilungsstorungen. Das unerwartete
Ausbleiben von Folgen und die daher mutmal-
liche Redundanz wirft eine grundlegende Her-
kunftsfrage auf. Wenn diese Genfamilie auf
Genduplikationen zurlickgeht, wie haben sie
sich dann durch Mutationen differenziert, ohne
Krebs auszulosen? Oftensichtlich haben die Ge-
ne neue Funktionen tiibernommen, ohne dass
Mutationen Krebs auslosen — aber wie? Die
Existenz der SRC-Genfamilie wird in der Lite-
ratur wie folgt erklart:

,»Viele, vielleicht alle proteinschidigenden
Punktmutationen, die man in der redundanten,
genetischen Familie der SRC-ihnlichen Protei-
ne antrifft, fihren gleichfalls zu Phinotypen, die
nicht lebensfihig sind und den Organismus t5-
ten. Darum kann die genetische Redundanz
durch eine Anhidufung von Punktmutationen
nicht verschwinden® (ToBy & SpriNG 1998).

Da nach diesem Szenario alle Mutationen
todlich sind, missen die SRC-Gene flir immer
im Genom verbleiben. Mutationen, die sofort
zum Tod fiihren, werfen daher eine interessante
Frage nach dem Ursprung der betreffenden Ge-
ne auf. Wenn Mutationen in SRC-Genen wirk-
lich potenziell so schidlich sind, dass jede Mu-
tation Krebs auslost, wie konnte dann diese er-
weiterte Genfamilie durch Genduplikation
entstanden sein und sich anschlieBend durch
Mutationen tiberhaupt erst diversifizieren?
Nach der ersten Verdopplung durfte sich keines
der Gene verandern, weil das einen nicht le-
bensfihigen Phinotyp hervorrufen und den
Organismus durch Krebs toten wiirde. Es muss-
te also stindig gegen aminosiureverindernde
Mutationen in den SRC-Genen selektiert wor-
den sein. Das Gleiche gilt fiir alle weiteren Gen-
duplikationen. Neue Genkopien diirfen nur an

! Da wir von allen Genen zwei Kopien haben (das eine
stammt vom Vater, das andere von der Mutter), reicht
ein funktionierendes Gen oft aus, um eine normale
Funktion zu gewihrleisten. Bei dominanten Gain-of-
Function-Mutationen, wie der SRC-Genfamilie, ist
dies jedoch nicht der Fall.
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neutralen Stellen mutieren, die keine Amino-
sdure im Protein ersetzen, da der Organismus an
Tumoren sterben wiirde. Eine permanente rei-
nigende Auslese (engl: purifying selection)
miisste stattfinden, um zu verhindern, dass An-
derungen der Proteine sich etablieren. Wir
missten daher aktuell immer noch acht identi-
sche Proteine antreffen, was den biologischen
Tatsachen aber nicht entspricht: Proteine der
SR C-Familie unterscheiden sich deutlich von-
einander.

Natiirliche Knockouts:
Die natirliche Auslese ausgeknockt

1964 gewann der finnische Skilangldufer Eero
Maentyranta zwei Goldmedaillen bei den
Olympischen Winterspielen in Innsbruck. Wie
es sich fiir einen Olympioniken gehort, war sein
Erfolg tiber 15 und 30 km von Kontroversen
begleitet. Tests ergaben, dass er 15 % mehr rote
Blutkorperchen hatte als normale Probanden,
und Maentyranta wurde beschuldigt, seine ro-
ten Blutkorperchen durch Doping erhoht zu
haben. Es konnte jedoch keine Spur von Blut-
doping gefunden werden.

Damals wusste niemand davon, aber die mo-
derne Biologie zeigte, dass Maentyranta ein
mutiertes EPO-Gen hatte, das fiir Erythropoie-
tin codiert, einen Botenstoff, der das Knochen-
mark anregt, die Produktion roter Blutkorper-
chen zu erhéhen. Im Normalfall bindet sich da-
zu EPO an den EPO-Rezeptor, das Protein, das
die biologische Wirkung des Botenstofts EPO
vermittelt. Nach der Bindung von EPO erzeugt
der EPO-Rezeptor zweil entgegengesetzte Sig-
nale: eines, das die Zellen des Knochenmarks
anregt, rote Blutkorperchen zu bilden (der An-
Schalter), und eines, das die Produktion roter
Blutkorperchen reduziert (der Aus-Schalter).
Dieser selbstregulierende Mechanismus sorgt
fiir eine ausgewogene Produktion roter Blut-
korperchen. Im Jahr 1993 stellte sich heraus,
dass der Olympiasieger eine Mutation hatte, die
den Aus-Schalter ausschaltete (DE 1A CHAPELLE
et al. 1993). Der EPO-Rezeptor des finnischen
Sportlers erzeugte ein normales Aktivierungs-
signal, aber nicht das Inaktivierungssignal. Men-
schen konnen mit einem EPO-Rezeptor, bel
dem nur der An-Schalter funktioniert, gute
Leistungen erbringen. Ein Teil der Funktionali-
tat ist also verzichtbar; der Knockout ist verkraft-
bar.

Mit der Zeit wurden weitere Gene entdeckt,
deren Verlust verkrattbar ist. So zeigte sich, dass
der Mensch auf das muskelfaserproduzierende
ACTN3-Gen verzichten kann (NortH et al.
1999). AuBlerdem konnen Menschen ohne das
CCR5-Gen, das fiir die Caspase-12 codiert
(WATERSON et al. 2005) existieren; dieses Gen

JAHRGANG 29 | 2-2022

darf fehlen (Garvant & NoveMBRE 2005). Eben-
so gibt es Menschen, die einige der GST-Gene
entbehren kénnen, die an der Entgiftung der im
Zigarettenrauch enthaltenen polyzyklischen
aromatischen Kohlenwasserstoffe beteiligt sind
(van DieMEN 2008). Fiir alle diese Gene wurden
in vollig gesunden Teilpopulationen von Men-
schen natiirliche Knockouts gefunden (BORGER
2017). Eine groBe Uberraschung.

Fasziniert von der Vorstellung, dass es in der
menschlichen Bevolkerung vollig gesunde na-
tiirliche Knockouts gibt, begann eine australische
Forschergruppe um Daniel MACARTHUR,
menschliche Genome zu untersuchen, um sog.
homozygote ,,Loss-of-Function® (HLOF)-Va-
rianten zu finden. Solche Genvarianten kénnen
als natiirliche Knockouts angesehen werden.
Nachdem sie Genome von 185 Menschen ge-
scannt hatten, fanden sie heraus, dass der durch-
schnittliche gesunde Mensch etwa 100 defekte
Gene trigt, die meisten davon in heterozygo-
tem* Zustand, wo das intakte Gen in der Regel
das defekte Gen ,,ausgleichen® kann. 20 davon
sind jedoch in homozygotem* Zustand vor-
handen (MACARTHUR et al. 2012). Dies zeigt,
dass in jedem Individuum der menschlichen
Population ein nattirlicher Knockout fiir 20 Ge-
ne vorliegt und somit der Bauplan von 20 Pro-
teinen fehlt! Die Forscher wiesen auch nach,
dass mehrere der fehlenden Gene eine Rolle im
Geruchssinn spielen. Andere waren Mitglieder
von sich funktionell iiberschneidenden Genfa-
milien, was darauf hindeutet, dass die inaktivier-
ten Gene verloren gehen konnten, weil an an-
derer Stelle im Genom ein Ersatz vorhanden
war. Unter den insgesamt ca. 100 defekten Ge-
nen sind 24, von denen bekannt ist, dass sie an
schwerwiegenden Krankheiten beteiligt sind,
darunter Osteogenesis imperfecta (sog. Glaskno-
chenkrankheit) und Harlekin-Ichthyose (sehr
seltene Hauterkrankung); aulerdem 21 krank-
heitsverursachende Gene, die jedoch alle nur in
einer Kopie bei den betroftenen Personen vor-
handen waren (KAIser 2014).

Die meisten der nattirlichen Knockouts wur-
den bei weniger als 2 % der Population gefun-
den. Wie die im Labor erzeugten Knockouts bei
Miusen wurden viele menschliche Knockouts
nicht mit Krankheiten in Verbindung gebracht,
was bedeutet, dass die natiirliche Auslese nicht
in der Lage ist, solche schwichenden Mutatio-
nen zu entfernen. Kiirzlich wurde der Katalog
der bekannten menschlichen HLOF-Mutatio-
nen durch die Verwendung von 1432 Ganz-
Exom-Sequenzen* aus flinf europdischen Po-
pulationen erweitert; nach strenger Filterung
wurden insgesamt 173 HLOF-Mutationen
identifiziert, von denen 76 (44 %) zuvor nicht
beobachtet worden waren (KAIser et al. 2015).
Das Exome Aggregation Consortium (ExAC), das
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die grofte Datenbank fur Variationen in
menschlichen proteincodierenden Regionen
erstellt hat, hat Sequenzdaten von mehr als
60.000 Personen zusammengetragen,
schlieBlich aller vorhandenen Genvarianten in
vielen unterschiedlichen menschlichen Popula-
tionen. Diese Datenbank ermdglicht die Festle-
gung objektiver Pathogenititskriterien flir Se-
quenzvarianten und somit die Identifizierung
von Genen, die einer starken Selektion gegen

ein-

verschiedene Mutationsklassen unterliegen. In
diesem enormen Datensatz wurden nur 3230
pathogene Genvarianten der etwa 20.000
menschlichen proteincodierenden Gene identi-
fiziert (LEK et al. 2016). Mit anderen Worten:
Obwohl ein grofer Teil der proteincodierenden
Gene im menschlichen Genom bei einem oder
mehreren Individuen inaktiv ist, erzeugt dies
trotzdem keine genetischen Erkrankungen oder
Fehlbildungen.

Genetische Redundanz ist die Regel,
nicht die Ausnahme

Im Siugetiergenom werden acht verschiedene
Histon-H1-Proteine von ebenso vielen His-
ton-H1-Genen codiert. Sie spielen eine Rolle
in der Strukturierung der Chromosomen. Wis-
senschaftler des Albert Einstein College of Me-
dicine in New York wollten wissen, wozu diese
Proteine bendtigt werden und schalteten die
acht Gene, die fur diese Proteine codieren,
nacheinander in Miusen aus (FaN et al. 2001).
Es zeigte sich, dass Miuse, in denen das Histon
Hlo entfernt worden war, vollig normal waren.
Erstaunlicherweise konnte man problemlos so-
gar zwel dieser Gene aus dem Genom entfer-
nen, ohne dass dies Folgen fiir die Miuse hatte.
Man staunte dariiber, dass kein einziges Tier —
sogenannte Double-Knockouts — einen auftallen-
den Phinotyp aufwies.

Auch Pflanzen zeigen ein solches Uber-De-
sign. Mit diesem Begrift ist gemeint, dass es Ge-
ne zu geben scheint, die verzichtbar sind, mog-
licherweise aber als Redundanzen fungieren.
Bei der Acker-Schmalwand (Arabidopsis thalia-
na) hat man fur fast alle Gene Knockouts kreiert.
Eine Gruppe von Botanikern meldete, dass nur
in weniger als 2% der fast zweithundert von ih-
nen gezeugten Knockouts eindeutig wahrnehm-
bare Anderungen im Phinotyp aufgetreten sei-
en. Die meisten Knockouts waren einfach nicht
zu unterscheiden von Pflanzen, bei denen das
Gen noch normal funktionierte. Der tibergrofe
Teil der Gene von Arabidopsis ist somit anschei-
nend redundant (Boucnt & Boucuez 2001).
Dies ist ebenso die Quintessenz des Genompro-
jekts des Rundwiirmchens Caenorhabditis ele-
gans: Nahezu 90% aller Knockouts hatten tiber-

raschenderweise keinen nachweislich verander-
ten Phinotyp (CONANT & WAGNER 2004).

Eine dhnliche, fast vollstindige Redundanz
findet sich in Bakterien. In Bacillus subtilis sind
nur 270 von den 4.100 Genen essenziell (Ko-
BAYASHI et al. 2003), und in Escherichia coli sind
es nur 303 von 4.300 Genen (Basa et al. 2006).
Die einzelnen Gene der Bakterien kénnen na-
hezu alle problemlos beseitigt werden, solange
die essenziellen Gene des Genoms vorhanden
bleiben. Es wird angenommen, dass die meisten
Khnockouts ohne Phinotyp-Verinderung nicht
einmal gemeldet werden. Prarson (2002)
schreibt (in Ubersetzung):

»[Das sind] viele dieser Dinge, von denen
man nichts hort. Knockouts ohne Phinotyp-Ver-
inderung sind negative Ergebnisse, und als sol-
che werden sie normalerweise nicht in wissen-
schaftlichen Fachzeitschriften veroffentlicht,
weil sie keinen Nachrichtenwert haben. Um
diesem Problem zu begegnen, gibt es in der
Zeitschritt Molecular and Cellular Biology seit
1999 einen Abschnitt tiber Knockout-Miuse
und andere mutierte Miuse, die vollig normal
erscheinen.”

Knockout-Experimente haben deutlich ge-
macht, dass genetische Redundanz ein Haupt-
merkmal aller untersuchten Lebensformen ist.
Der redundante Charakter der Gene bedeutet
selbstverstandlich nicht, dass sie keine biologi-
schen Funktionen haben. Es bedeutet nur, dass
diese Funktionen experimentell nicht mit der
Knockout-Technik festgestellt werden konnen.
Wenn Gene entfernt werden konnen, ohne dass
dies dem Organismus Probleme bereitet, wire
es weit hergeholt zu behaupten, dass die natir-
liche Selektion die treibende Kraft war, die die-
se Gene geformt hat.

Ein Problemfiirdie Evolutionstheorie

Wie kann genetische Redundanz im Genom
stabil erhalten bleiben? Wie haben Organismen
Gene entwickelt, die offensichtlich nicht der
natiirlichen Selektion unterliegen? Kénnte ge-
netische Redundanz von Genduplikationen
(Verdopplungen) herrithren? Das einflussreiche
Buch ,, Evolution by Gene Duplication “ von Susu-
mo OHNO aus dem Jahr 1970 befasst sich mit
dieser Idee (Ouno 1970; Abb. 2). Manchmal
wird bei Zellteilungen ein Gen oder ein linge-
rer Abschnitt biologischer Information dupli-
ziert. Wenn die Duplikation in Keimbahnzellen
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stattfindet und damit vererbbar wird, kann das
gleiche Gen zweimal im Genom der Nach-
kommen vorhanden sein — ein genetisches
Backup. OuNO argumentiert, dass Gen- und
Genomverdopplungen die Hauptantriebskrifte
fir die zunehmende Komplexitit der Lebewe-
sen im Laufe der Darwin‘schen Evolution sind.
Er schligt vor, dass Duplikationen von geneti-
schem Material genetische Redundanzen schat-
fen, die dann Mutationen anhiufen und neue
biologische Funktionen iibernehmen koénnen.
Duplizierte DNA-Elemente unterliegen nicht
der nattirlichen Selektion und konnen frei in
neue Gene umwandelt werden, so die Argu-
mentation. Man geht davon aus, dass sich ein
dupliziertes Gen im Laufe der Zeit aufgrund
von Mutationen in den regulatorischen und co-
dierenden Segmenten des Duplikats in seinen
Ausprigungen (Expression)
Funktion vom Ursprungsgen unterscheiden
kann. Vorteilhafte Duplikate werden von der
natiirlichen  Selektion sicherlich bevorzugt.
Gleichzeitig schiitzt die genetische Redundanz
alte Funktionen, wenn neue entstehen, und ver-
ringert so die Letalitit von Mutationen. OHNO
schitzt, dass fiir jedes neue Gen, das durch Du-

oder in seiner

plikation entsteht, etwa zehn redundante Ko-
pien zu den funktionslosen DNA-Basense-
quenzen hinzukommen missen (OHNO 1973).
Die Diversifizierung von dupliziertem geneti-
schem Material ist heute die akzeptierte evolu-
tionire Standardvorstellung dariiber, wie Geno-
me an Information gewinnen. OHNOs Idee der
Evolution durch Duplikation liefert auch eine
Erklarung fiir die Knockouts ohne Phinotypver-
inderungen: Wenn sich Gene relativ hiufig du-
plizieren, ist es plausibel, dass in den meisten
Genomen ein gewisses Mall an Redundanz zu
erwarten ist, da Duplikate einen Organismus
mit Ersatzgenen versorgen. Wenn eines verloren
geht oder inaktiviert wird, iibernimmt das an-
dere die Funktion. Die Theorie von OHNO sagt
also einen Zusammenhang zwischen geneti-
scher Redundanz und Genduplikation voraus.
Biologen haben diese Frage anhand der zahl-
reichen genetischen Daten von Saccharomyces ce-
revisiae, der gewohnlichen Bickerhefe, unter-
sucht. Erstaunliche 60 % der Gene von Saccha-
romyces konnten inaktiviert werden, ohne dass
ein verinderter Phinotyp auftrat (nicht-essen-
zielle Gene, vermutlich redundante Gene). 1999
berichteten WiNzELER und Mitarbeiter in der
Zeitschrift Science jedoch, dass nur 9 % der
nicht-essenziellen Gene von Saccharomyces Se-
quenzihnlichkeiten mit anderen Genen im He-
fegenom aufweisen und somit nur diese 9 % das
Ergebnis von Duplikationsereignissen —sein
konnten (WINZELER et al. 1999). Die meisten
nicht-essenziellen Gene von Saccharonryces sind
also nicht mit anderen Genen im Hefegenom
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Glossar

Evolvierbarkeit: Die Fahigkeit eines bio-
logischen Systems, phanotypische Varia-
tionen hervorzubringen, die sowohl ver-
erbbaralsauch adaptiv (angepasst) sind.
Ganz-Exom-Sequenzen: Alle Sequenzen
eines Genoms, die die proteincodieren-
de genetische Information enthalten
und in mRNA abgeschrieben werden.
Genom: Das komplette Erbgut eines In-
dividuums

heterozygot: Ein Organismus ist he-
terozygot fir ein Merkmal, wenn zwei
unterschiedliche Kopien (Allele) eines
bestimmten Gens auf den beiden Chro-
mosomen vorliegen.

homozygot: Es liegen zwei gleiche
Kopien (Allele) eines bestimmten Gens
auf den beiden Chromosomen vor.
Knockout: Modellorganismus (z. B. eine

Labormaus), in der man ein bestimmtes
Gen komplett inaktiviert, damit das ent-
sprechende Protein nicht mehr gebildet
werden kann.

Marker: Eindeutiges genetisches Merk-
mal, das man auf einfache Weise wie-
derfinden und wahrend des Experi-
ments verfolgen kann.

Neutrales Netzwerk: Netzwerk, das aus
mehreren redundanten Komponenten
besteht, die sich gegenseitig kompen-
sieren konnen.

paraloges Gen: Ein Gen, dessen Ur-
sprung in einer genetischen Duplikation
vermutet wird.

Phanotyp: Das Erscheinungsbild, samt-
liche duReren Merkmale eines Organis-
mus.

verwandt (wobei die Ahnlichkeit der Sequen-
zen bestimmt und diese als ein MalB3 der Ver-
wandtschaft interpretiert wird), was darauf
schlieBen lisst, dass sie nicht durch genetische
Duplikationen entstanden sind.

Im Jahr 2000 bestitigte Andreas WAGNER die
Ergebnisse von WINZELER (1999), dass es nicht
wahrscheinlich ist, dass funktionsschwache oder
funktionslose Gene sog. paraloge* Gene inner-
halb des Hefegenoms haben, also Gene, deren
Ursprung in einer genetischen Duplikation
vermutet wird. WAGNER kam zum Schluss, dass
die mit genetischer Redundanz verbundene
Robustheit nicht durch Genduplikation verur-
sacht worden sein kann, sondern eher auf die
Wechselwirkungen zwischen nicht verwandten

Abb. 2 Das einflussreiche
Buch ,Evolution by Gene
Duplication”von Susumo
OHno aus dem Jahr 1970
schien eine Erklarung fiir
genetische Redundanz zu
liefern: Redundanz durch
Gen-Verdopplung (Duplika-
tion). Anfang 2000 wurde
jedoch nachgewiesen, dass
genetische Redundanz
nicht durch Genduplikatio-
nen erklart werden kann.
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Abb. 3 Beispiel fir ein klei-
nes skalenfreies Netzwerk
(A).Von den 27 Knoten stel-
len nur wenige die meisten
Verbindungen her. Wenn
man die relative Anzahl der
Verbindungen pro Knoten
gegen die Anzahl der Kno-
ten mit einer bestimmten
Anzahl von Verbindungen
auftragt, erhalt man eine
Potenzgesetzbeziehung (B).
(Nach Barassi & Otrval
2004)
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Genen zuriickzufithren ist (WaGNER 2000).
Neuere Studien haben gezeigt, dass kooperie-
rende Netzwerke von nicht verwandten Genen
wesentlich mehr zur Robustheit beitragen als
die Anzahl der Genkopien eines homologen
Gens (Krramr & Naprau 2002). Wir sind ge-
zwungen, den Schluss zu ziehen, dass der erwar-
tete Zusammenhang zwischen genetischer Re-
dundanz und Genduplikation nicht gegeben ist.
Omnnos interessante Idee der Evolution durch
Genduplikation hat sich daher nicht bestitigt.

Redundante Gene mutieren nicht
schneller als andere Gene

Wenn die Evolution von proteincodierenden
Genen hauptsichlich auf (nahezu) neutrale Mu-
tationen zurlickzufiihren wire, dann sollten
Mutationen in Genen, die der reinigenden Se-
lektion weniger ausgesetzt sind, hiufiger erhal-
ten bleiben, da sie nicht selektiv ausgemerzt
werden. Solche nicht-essenziellen Gene sollten
sich leichter und schneller verindern koénnen.
Dieses Argument, das bereits vor tiber 30 Jahren
vorgebracht wurde, ist fur viele theoretische
Anwendungen der Evolutionstheorie von
grundlegender Bedeutung, doch trotz intensi-
ver wissenschaftlicher Untersuchungen konnte
diese Vorhersage nicht wirklich bestitigt wer-
den. Im Gegensatz dazu hat eine systematische
Analyse von Miusegenen gezeigt, dass sich es-
senzielle Gene nicht langsamer veridndern als
nicht-essenzielle (HursT & Smita 1999). Eben-
so konnen E. coli-Proteine, die in riesigen red-
undanten Netzwerken arbeiten, genauso viele
Mutationen tolerieren wie einzigartige Single-
Copy-Proteine (HanN et al. 2004), und Wissen-
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4/27 s
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schaftler, die das Genom von Mensch und
Schimpanse verglichen, fanden heraus, dass
nicht-funktionale Pseudogene, die als Redun-
danzen betrachtet werden konnen, einen ahnli-
chen Prozentsatz an Nukleotidsubstitutionen
aufweisen wie essenzielle proteincodierende
Gene (NacamaN & CrowkiL 2000). In Bezug
auf die Anhiufung von Mutationen gibt es also
eine deutliche Diskrepanz zwischen Theorie
und Beobachtung.

Die Nichtlinearitat der Biologie

Genetische Redundanz lisst sich begreifen,
wenn man die Nichtlinearitit biochemischer
Systeme versteht. Es ist paradox, dass einerseits
die umfangreichen Darstellungen biochemi-
scher Reaktionen Hunderte von gekoppelten
und vernetzten Reaktionen zeigen, wihrend
andererseits Doktoranden stillschweigend er-
mutigt werden, in Begriffen von linearer Ursa-
che und Wirkung zu denken. Das lineare Ursa-
che-Wirkungs-Denken der antiken griechi-
schen Philosophie wurde von den europiischen
Gelehrten des 19. Jahrhunderts iibernommen
und beeinflusst noch immer viele Wissen-
schaftsbereiche. Im Bereich der Systembiologie
hat man jedoch festgestellt, dass die genetische
Redundanz und die biologische Robustheit
nicht in linearen Begriffen einer einzigen Kau-
salitat zu verstehen sind, bei der A zu B fiihrt, B
zu C, C zu D, usw. Biologische Systeme funkti-
onieren nicht auf diese Weise. Biologische Sys-
teme sind als skalenfreie Netzwerke konzipiert
(Abb. 3) (ArBerT 2005). In einem skalenfreien
Netzwerk folgt die Verteilung der Knotenver-
kniipfungen einem Potenzgesetz, d. h. es enthilt
viele Knoten mit einer geringen Anzahl von
Verkniipfungen, wenige Knoten mit vielen Ver-
kniipfungen und sehr wenige Knoten mit einer
hohen Anzahl von Verkniipfungen.

Gene arbeiten fast nie allein, sondern sie ko-
operieren in Netzwerken mit unglaublicher
Pufterkapazitit, die durch redundante Elemente
erzeugt wird. In einem einfachen nichtlinearen
biologischen System mit den Knoten A bis E
kann A zwar B verursachen, aber A verursacht
auch D unabhingig von B und C (Abb. 4). Die-
ses sehr einfache Netz mit nur fiinf Knoten
zeigt die Robustheit aufgrund der Redundanz
von B und C. Wenn A die Verbindung zu D
nicht herstellen kann, gibt es immer noch B
und C, die die Verbindung herstellen kénnen. In
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ausgedehnten Netzwerken, die aus Hunderten
von miteinander verbundenen Proteinen beste-
hen konnen, sind Puffer eingebaut, sodass das
Netzwerk (oder Teile davon) nicht durch eine
Mutation inaktiviert wird und wichtige Signal-
wege dadurch nicht sofort stillgelegt werden.
Ein Netzwerk aus kooperierenden Proteinen,
die ihre Funktionen gegenseitig ersetzen oder
umgehen konnen, macht ein biologisches Sys-
tem robust. Es ist unklar, wie die Selektion auf
einzelne Knoten in einem skalenfreien, redun-
danten System wirken konnte.

Komplexe technische Systeme beruhen auf
skalenfreien Netzwerken, die kleine Ausfille
verkraften konnen, um groBere Ausfille zu ver-
hindern. Gene, die in skalenfreien Netzwerken
zusammenarbeiten, bieten lebenden Systemen
ein Anti-Chaos-Modul, das fiir Stabilitit und
Robustheit erforderlich ist. Genetische Netz-
werke dienen normalerweise zur Stabilisierung
und Feinabstimmung der komplexen Regulie-
rungsmechanismen lebender Systeme. Sie kon-
trollieren die Homdostase, regulieren die Auf-
rechterhaltung von Genomen und liefern regu-
latorische Riickkopplungaufdie Genexpression.
Eine Uberschneidung der Funktionen von
Proteinen sorgt auch dafiir, dass eine Zelle nicht
nur mit ,,an‘ oder ,,aus‘ auf einen bestimmten
biochemischen Prozess reagieren muss, sondern
irgendwo dazwischen agieren kann.

Die meisten Gene im Genom sind an regula-
torischen Netzen beteiligt, die Informationen
erkennen und verarbeiten, damit die Zelle iiber
ihre Umgebung informiert ist. Die Proteine, die
in diesen Netzen operieren, kommen als groB3e
Genfamilien mit sich iiberschneidenden Funk-
tionen vor. In einer Kaskade von Aktivierungen
und Inaktivierungen von Signalproteinen wer-
den Informationen iiber duflere Vorginge zum
Zellkern transportiert, damit dieser angemessen
reagieren kann. Fillt eine der Interaktionen aus,
so wird das Gleichgewicht des Lebens nicht so-
fort gestort. Die in genetischen Netzwerken
vorhandene Pufterkapazitit sorgt auch fiir die
Robustheit, die es lebenden Systemen ermog-
licht, sich in der Zeit fortzupflanzen. In einem li-
nearen System wiirde eine einzige schidliche
Mutation das System als Ganzes sofort lahmle-
gen: Die Stirke einer Kette wird durch ihr
schwichstes Glied bestimmt. Viele interagieren-
de und miteinander verwobene Knoten erzeu-
gen dagegen robuste genetische Netzwerke und
gewihrleisten eine genetische Redundanz. In-
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teragierende biologische Netzwerke, in denen
parallele und konvergierende Glieder unabhin-
gig voneinander die gleichen oder dhnliche In-
formationen tibermitteln, versagen fast nie. Ro-
bustheit ist daher eng mit Fitness verbunden.
Juingste Studien deuten darauf hin, dass sie auch
eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung
neuer Arten spielen kann. Eine zunehmende
Robustheit, so wird vorgeschlagen, kann zum
Entstehen von Evolvierbarkeit* fiihren, wenn
bei der Artbildung ein neutrales Netzwerk* zur
Verfligung steht (WHITACRE & BENDER 2010).
Die nattirliche Auslese spielt dann so gut wie
keine Rolle mehr: Neue Arten ergeben sich von
selbst aus dem vorhandenen Erbgut. Und das ist
ein klares Indiz dafiir, dass Genome so konzipiert
sind, dass sie neue Arten hervorbringen kénnen.

Ingenieurtechnisches Merkmal

Genetische Redundanz ist eine ingenieurtech-
nische Eigenschaft von Genomen und stellt ei-
ne eindeutige Herausforderung fiir das Stan-
dardparadigma der Evolution dar, da sie die Be-
deutung des Darwin‘schen Selektionsmecha-
nismus als wichtige Kraft in der Entstehung von
genetischer Information in Frage stellt. Es ist
auch wichtig zu erkennen, dass tiberfliissige Ge-
ne nicht tiber Millionen von Jahren im Genom
vorhanden gewesen sein konnen, da die natiir-
liche Selektion, eine konservative Kraft, ihre
Zerstorung durch negative Mutationen nicht
verhindern kann. Mainstream-Biologen, die im
darwinistischen Rahmen ausgebildet sind, ha-
ben groBe Miihe, die Existenz von Genen ohne
natiirliche Selektion zu verstehen. Dies geht aus
einer Aussage von Mario CAPPECCHI, einem Pi-
onier in der Entwicklung der Knockout-Tech-
nologie, hervor, die er vor einigen Jahren in Na-
ture veroffentlichte (zit. nach PeEarson 2002, in

Ubersetzung):

Abb. 4 Die Lupe zoomt auf
4 Knoten (A, B,C, D) eines
komplexen biologischen
Netzwerks. In diesem Netz-
werk kann A Uber zwei ver-
schiedene Wege D errei-
chen, Uber B oder tber C.
Wenn B inaktiviert ist, kann
D immer noch tber C
erreicht werden. Um die
Robustheit lebender Orga-
nismen zu gewahrleisten,
sind biologische Systeme
mit Redundanzen wie die-
ser konstruiert, was ein kla-
res Zeichen flr die Prinzipi-
en der Ingenieurskunst ist.
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,Ich glaube nicht, dass es eine einzige [ Knock-
out-]Maus gibt, die keinen [verinderten] Phi-
notyp aufweist. Wir stellen einfach nicht die
richtigen Fragen.®

Eine der richtigen Fragen, die gestellt wer-
den miissen, lautet: Ist das evolutionire Paradig-
ma korrekt? Meine Antwort darauf lautet: Nein,
es hat sich in dem hier betrachteten Zusam-
menhang nicht bewihrt. Die Selektion kann
nicht erkliren, was die moderne Biologie iiber
Genome enthiillt hat. Robustheit durch geneti-
sche Redundanz ist das, was man erwarten wiir-
de, wenn das Leben das Produkt eines intelli-
genten, vorausschauenden Designers wire.
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