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es ist uns eine grofle Freude, dass Sie
gerade auch in diesen ungewohnlichen
Zeiten eine neue Ausgabe des Blick in die
Wissenschaft in lhren Handen halten kon-
nen.

Die Corona-Pandemie stellt auch die
Universitat Regensburg und alle ihre Mit-
glieder vor grof3e Herausforderungen, Be-
lastungen und Planungsunwagbarkeiten.
Im Mittelpunkt steht fir uns seit Beginn
der gegenwartigen Krisensituation der
unabdingbare Schutz der Gesundheit aller
Universitatsangehorigen und unser Beitrag
zur Eindéammung der Verbreitung des Co-
ronavirus.

Die Universitat Regensburg ging im
Marz in einen bisher unbekannten Zu-
stand des minimalen Prasenzbetriebs und
weitgehender Homeoffice-Regelungen.
Die Prasenzlehre wurde eingestellt und
das Sommersemester 2020 startete digi-
tal. FUr nicht digital durchfuhrbare Praxis-
veranstaltungen und Prdfungen wurden
Regelungen zur Einhaltung der Hygi-
ene- und Sicherheitsvorgaben erarbeitet.
Wir kénnen in diesem Sommersemes-
ter nicht — so wie wir es alle an unserer
weltoffenen und lebendigen Universitat
gewohnt sind und lieben — mit mehr als

Liebe Leserinnen, liebe Leser,

25 000 Menschen aus mehr als 100 Lan-
dern gemeinsam hier vor Ort auf dem
Campus zusammenkommen.

Auch die Forschungsaktivitaten an
der Universitat Regensburg werden von
der anhaltenden Pandemie tangiert. Na-
turgemafs kénnen nicht alle Forschungen
unseres vielfaltigen Facherspektrums ins
Homeoffice verlagert werden, und die
Notwendigkeit zu rdumlicher und sozialer
Distanzierung beeintrachtigt den wissen-
schaftlichen Austausch in unterschiedli-
cher Art. Es ist bewundernswert, wie die
Wissenschaftler*innen auch mit diesen
enormen Herausforderungen umgehen.

Die grofse Nachfrage nach unseren
qualitatsgesicherten Studiengangen so-
wie die national wie international hoch
renommierten Forschungsaktivitaten unse-
rer Wissenschaftlerinnen demonstrieren
den grofsen Erfolg aller Mitglieder in den
unterschiedlichsten Bereichen und Tatig-
keitsfeldern der Universitat Regensburg,
gemeinsam diese aufSergewohnliche und
in der Geschichte unserer Alma Mater ein-
zigartige Situation zu meistern.

Den Studierenden und Lehrenden so-
wie allen weiteren Mitarbeiter*innen der
Universitat Regensburg in den unterschied-
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lichsten Tatigkeitsbereichen gebuhrt gro-
fSer Dank fUr ihr aufserordentliches Engage-
ment, ihre hohe Motivation und vor allem
auch fir ihre Innovationsbereitschaft und
ihre Planungsoffenheit in diesen Wochen.

In vielem hat uns diese gegenwartige
Krisensituation auch ein Stlck weit naher
zusammenricken lassen — viele gute und
vertrauensvolle Gesprache wurden ge-
fuhrt — wir alle erfahren viel gegenseitiges
Verstandnis und viel gegenseitigen Res-
pekt. Die vor uns liegenden Wochen und
Monate kénnen und sollten wir nicht als
Zeit der Perfektionierung sehen — sondern
als Raum zum Nachdenken Uber Neues
und als Zeit zum Experimentieren mit In-
novativem. Vor allen Dingen aber sollten
wir diese Periode als eine besondere Zeit
des gegenseitigen Zuhorens und des Mit-
einanders nutzen. In diesem Sinne freuen
wir uns alle auf eine persénliche und ge-
sunde Rickkehr auf den Campus der Uni-
versitat Regensburg — auf seine lebendige
Vielfalt und auf die Begegnungen seiner
Menschen.

Und unser Dank ist ebenso an den Re-
daktionsbeirat, das Redaktionsbiro und
alle Autor*innen der Ihnen nun vorliegen-
den Ausgabe des Blick in die Wissenschaft
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zu richten: Ungeachtet der vielen in Zusam-
menhang mit der Corona-Pandemie auf-
getretenen Herausforderungen erhalten
Sie auf den folgenden Seiten in bewahrter
Weise einen Einblick in das breite Spektrum
der Forschung unserer Universitat.
Besonderes Augenmerk widmet diese
Ausgabe dem deutschlandweit ersten
»Centre for Advanced Studies« an einer
Theologischen Fakultat — einem Format,
das die Deutsche Forschungsgemein-
schaft (DFG) 2007 speziell fur die Geis-
teswissenschaften aufgelegt hat: Unter
der Uberschrift Jenseits des Kanons erfor-
schen und erértern seit der Er6ffnung des
Zentrums im Oktober 2018 ortsansassige
Wissenschaftler*innen gemeinsam mit
Uber 70 Gelehrten aus aller Welt Texte
zu Riten und Dingen, die mit apokryphen
Traditionen in Verbindung stehen und
eine besondere Wirksamkeit im kirchli-
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chen Leben entfaltet haben. Ausgewahlte
Beitrage aus dem Forschungsverbund ge-
wahren Einblicke in das religidse Leben
jenseits kirchlicher und theologischer Nor-
men und geben zugleich Aufschluss Uber
die tatsachliche Bedeutung des biblischen
Kanons.

Weitere Beitrage aus unterschiedlichen
Fakultaten spiegeln die Vielfalt der For-
schungsaktivitaten an unserer Universitat in
schon gewohnter Weise wider — von Toc-
quevilles Mutmafungen Uber die Zukunft
der Demokratie Uber die Frage, ob wir ein
Grundrecht auf BundesligafuRball haben,
bis hin zu Rezepten fir gesundes Altern.

Bei der Fertigstellung dieser Ausgabe
haben wir mit einigem Erstaunen festge-
stellt, wie die durch CoVID19 ausgeléste
Krise auch die Wahrnehmung von und
Auseinandersetzung mit den Inhalten eini-
ger der hier prasentierten Arbeiten veran-
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dert wird. Ebenso, wie CoVID 19 unseren
privaten und beruflichen Alltag und das
gesellschaftliche Miteinander in den ver-
gangenen Wochen auf unterschiedlichs-
ten Ebenen beeinflusst und sicherlich oft
auch beeintrachtigt hat, so sehr regt die
aktuelle Situation zur Reflexion Uber viele
in der Vergangenheit als selbstverstandlich
wahrgenommene Lebensumstande und
Werte und damit einhergehend den Um-
gang mit den Herausforderungen dieser
Tage an. Mit lhnen gemeinsam werden wir
diese meistern.

Genielen Sie die LektUre dieser Ausgabe
und bleiben Sie gesund.

Prof. Dr. Udo Hebel

Prasident der Universitat Regensburg
Prof. Dr. Ralf Wagner
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gazins im Mitgliedsbeitrag enthalten.
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Molekulare Palaontologie —
»Auferweckung« urzeitlicher

Proteine

In-silico-Verfahren gewahrt Einblick in
die Eigenschaften von Proteinen aus
ausgestorbenen Organismen

Rainer Merkl, Kristina Straub und Reinhard Sterner

1 Archaeopteryx Nummer 11, heute im Senckenberg Museum in Frankfurt am Main.

Proteine (Eiweil3e) sind die wesentlichen
Funktionstrager allen Lebens. Sie beste-
hen aus einer spezifischen, linearen Ab-
folge (Sequenz) von unterschiedlichen
Aminosauren. Diese Aminosauresequenz
legt eine raumliche Struktur fest, welche
wiederum die Funktion eines Proteins
definiert. Es ist eine interessante Frage,
wie sich Aminosduresequenzen und
damit die Eigenschaften von einzelnen
Proteinen im Laufe der biologischen
Evolution verandert haben. In diesem
Zusammenhang sind Informationen
Uber Proteine aus dem letzten gemein-

58 ®m
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samen Vorfahren aller heute existieren-
den Lebewesen (englisch: last universal
common ancestor, LUCA) besonders auf-
schlussreich. Da der LUCA die Erde be-
reits vor etwa 3,5 bis 3,8 Milliarden Jah-
ren bevolkerte, sind keine molekularen
Fossilien erhalten, die es ermdglichen
wirden, etwas lber die Eigenschaften
dieser urzeitlichen Proteine in Erfah-
rung zu bringen. In den letzten Jahren
wurden jedoch Computer-basierte In-
silico-Verfahren entwickelt, welche die
»Auferweckung« und Charakterisierung
dieser LUCA-Proteine ermdglichen. lhr

Vergleich mit »modernen« Proteinen er-
laubt Einblicke in die Gesetzmafigkeiten
der Proteinevolution und zusatzlich in
den Zusammenhang zwischen der Ami-
nosauresequenz von Proteinen und ihrer
Struktur und Funktion.

Leben in seiner heutigen Komplexitat ist
aus einfachen Vorstufen in einem jahr-
milliardenlangen Prozess entstanden,
der als Evolution bezeichnet wird. Einen
wichtigen Beitrag zum Verstandnis der
Evolution leisten Fossilien. Sie stellen den
Forschungsgegenstand der Palaontologie
dar und erlauben einen direkten Blick in
die Vergangenheit. Ein bekanntes Beispiel
fur eine Fossilie ist der Archaeopteryx oder
»Urvogel«, der vor etwa 150 Millionen
Jahren gelebt hat und dessen Korperbau
ihn als eine Ubergangsform zwischen sich
zweibeinig fortbewegenden Dinosauriern
und den modernen Végeln ausweist. Bis-
her wurden 13 Exemplare im Altmuhltal
nahe Sollnhofen gefunden, ein besonders
interessantes Exemplar ist im Senckenberg-
Museum in Frankfurt zu bewundern. [1]

Klassische versus in-silico-basierte
molekulare Paldontologie

Den am weitesten zurlickreichenden Blick
in die evolutionare Vergangenheit erlau-
ben sogenannte Mikrofossilien, die als Ge-
steinsdunnschliffe unter dem Mikroskop
untersucht werden mussen. In Mikrofos-
silien, die dem Trias (vor ca. 230 Millio-
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2 Mikrofossilien, die in einem Stromatolithen gefunden wurden. Sie belegen, dass Cyanobakterien zu den altesten Lebensformen auf der Erde zéhlen.
Dieser Stromatolith aus Kreta (Griechenland) stammt aus dem Erdzeitalter der Trias und ist etwa 230 Millionen Jahre alt.

nen Jahren) zugeordnet werden, konnten
Cyanobakterien identifiziert werden. [2]
Cyanobakterien gehdren ganz generell zu
den altesten noch erhaltenen Lebensfor-
men; ihre Existenz ist in Uber drei Milliarden
Jahren alten Gesteinen nachzuweisen. Al-
lerdings sind darin die Zellstrukturen nicht
mehr erhalten. Belege fir die Existenz von
Lebewesen in noch weiter zurtickliegen-
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Seq 4  MFLELRDAGD.. den Erdzeitaltern und Details zu deren

52q B .NFVELRDAGD.. D Morphologie kann die klassische Palaonto-
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" A | sec 2 NFVNLRDSGD.. Die auf dem Vergleich von makroskopi-
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hundert wissenschaftlich betrieben. Im

Gegensatz dazu ist die auf dem Vergleich

von Molekulen basierende »molekulare

3 Schema der ASR. (A) Auswahl von verwandten Sequenzen aus Datenbanken. (B) Assemblieren Paléontologie« ein noch relativ junges For-
der Sequenzen zu einem multiplen Sequenzalignment (MSA, eine optimale Ausrichtung mehrerer Se- schungsfeld. Untersuchungsobjekte sind

guenzen). (C) Berechnung eines phylogenetischen Baumes: Blatter (bunt): rezente Sequenzen; Wurzel
(1): gemeinsamer Vorlaufer aller Sequenzen; interne Verzweigungspunkte (2-4): letzte gemeinsame
Vorlaufer der jeweils nachfolgenden Sequenzen. (D) Berechnen der Vorlaufersequenzen basierend auf
dem MSA und dem zugehérigen Baum. Quelle/Source: Reprinted by permission from Rainer Merkl,
Reinhard Sterner. Springer,

sehr groBe Molekule (Makromolekdle),
die den Hauptbestandteil von Zellen aus-
machen. Eines dieser Makromolekdle ist
die Desoxyribonukleinsaure (DNS), welche

BIOspektrum | 07.15 | 21. Jahrgang (2015), S. 712-714, Molekulare Paldontologie, Rekonstruktion urzeitlicher Proteine. Rainer Merkl, Reinhard eine |Ineare Kette aus Vler_ unterSChledll-
Sterner © Springer 2015 chen Bausteinen (N u kleotlden) darstellt
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und als Informationsspeicher fungiert. Die
DNS bildet die Vorlage fur die Synthese von
Proteinen. Diese bestehen aus einer Kette
von 20 unterschiedlichen Aminosauren,
deren Abfolge (Sequenz) letztendlich von
der Sequenz der Nukleotide der DNS deter-
miniert wird. Gelingt es, aus Fossilien DNS
zu isolieren und deren Nukleotidsequenz
zu bestimmen, so kann diese anzestrale
DNS mit der von modernen Arten vergli-
chen werden, um Verwandtschaftsbezie-
hungen zu untersuchen. Ein spektakularer
Erfolg der molekularen Paldaontologie war
die Entschlusselung des Erbgutes von finf
Neandertalern, die als Art vor etwa 40 000
Jahren ausstarben. Durch den Vergleich
dieser Sequenzen mit den DNS-Sequenzen
von modernen Menschen konnte geschlos-
sen werden, dass sich Neandertaler und
die Vorfahren heutiger Menschen starker
vermischt haben als bisher angenommen.
Ebenso interessant wie die Einblicke in die
Evolution des Menschen sind Erkenntnisse

Phylogenetischer Baum
des Lebens

Eine Phylogenie beschreibt die stam-
mesgeschichtliche Entwicklung der
Lebewesen. Wahrend friiher mor-
phologische Merkmale verglichen
wurden, nutzt die moderne Phylo-
genie die Nukleotidzusammenset-
zung bestimmter Gene, um daraus
einen phylogenetischen Baum abzu-
leiten. Phylogenetische Baume wer-
den in der Regel so gezeichnet, dass
die Blatter unten und die Wurzel
ganz oben zu liegen kommt. In ei-
nem phylogenetischen Baum beset-
zen die modernen Organismen die
Blatter, alle internen Knoten repra-
sentieren (ausgestorbene) Vorldufer.

Alle modernen Organismen
werden drei phylogenetischen Do-
manen zugeordnet. Dies sind die
Eukaryoten, d.h. Lebewesen, die
einen echten Zellkern besitzen, so-
wie die Bakterien und die Archaeen.
Archaeen besitzen einen aufSerge-
wohnlichen Stoffwechsel und wer-
den deswegen zum Beispiel zur Me-
thangewinnung eingesetzt. Da sie
als Reprasentanten des frihen Le-
bens auf der Erde gelten, sind sie fur
die Forschung von grofsem Interesse
und werden deswegen im Regens-
burger Archaeenzentrum kultiviert
und intensiv untersucht.
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zu Vorgangen, die sich in der frihen Phase
der Evolution vor etwa dreieinhalb bis vier
Milliarden Jahren (Prakambrium) abge-
spielt haben. Hier waren der molekularen
Palaontologie jedoch bis vor kurzem enge
Grenzen gesetzt, da weder DNS noch Pro-
teine Uber einen so langen Zeitraum stabil
sind und deswegen nicht analysiert werden
konnen. Diese Einschrankung konnte durch
einen neuen interdisziplinaren Ansatz auf-
gehoben werden, der eine Kombination
von bioinformatischen mit biochemischen
Verfahren darstellt. Dieser Ansatz wird als
»anzestrale Sequenzrekonstruktion« (ASR)
bezeichnet, er liefert Informationen Uber
die Sequenzen und die Eigenschaften von
sehr alten Makromolekdulen. Eine ASR um-
fasst mehrere Arbeitsschritte. [3]
Zunachst wird ein Protein ausgewahlt,
dessen Evolution genauer untersucht wer-
den soll. AnschliefSend wird in einer Daten-
bank nach Sequenzen gesucht, die diese
Proteinfunktion in unterschiedlichsten,
heute vorkommenden »modernen« Orga-
nismen reprasentieren. [3A] Aufgrund von
Mutationsereignissen, die sich im Laufe der
Entwicklung der modernen Organismen
akkumuliert haben, variiert die Zusammen-
setzung dieser Sequenzen und ihre Lange.
Die ASR beginnt damit, dass die ausgewahl-
ten Sequenzen untereinandergeschrieben
und optimal ausgerichtet (aligniert) wer-
den. [3B] Die in den einzelnen Spalten
dieses multiplen Sequenzalignments (MSA)
sichtbaren Ubereinstimmungen bzw. Un-
terschiede von Aminosaurehaufigkeiten
werden anschliefend genutzt, um die
stammesgeschichtliche (phylogenetische)
Verwandtschaft der Proteinvarianten zu
bestimmen. Dazu wird, unter Verwendung
eines evolutionaren Modells mit dem die
Wabhrscheinlichkeiten fur Mutationsereig-
nisse beschrieben werden, ein Stamm-
baum berechnet. Die grofte Herausforde-
rung dieser aufwandigen Berechnung ist
die prazise Festlegung der Baumstruktur.
Eindeutig fixiert ist zu Beginn der Berech-
nung nur die Anzahl der Blatter, die mit den
fUr die Rekonstruktion verwendeten Prote-
insequenzen moderner Organismen besetzt
werden. [3C] Die Topologie des Baumes
ergibt sich im Laufe der Berechnung auf-
grund der Sequenzunterschiede und deren
Bewertung mithilfe des evolutionaren Mo-
dells. Jeder phylogenetische Baum enthalt
zusatzlich zu den Blattern interne Knoten,
die durch unterschiedlich lange Kanten
miteinander verbunden sind. Die Lange der
Kanten korrespondiert mit der Lange evo-
lutionarer Zeitraume, wahrend die Knoten

jeweils den letzten gemeinsamen Vorlau-
fer der nachfolgenden Proteine reprdsen-
tieren. Somit steht die Wurzel des Baumes
fUr den letzten gemeinsamen Vorfahren
aller Proteine einschlieSlich derjenigen aus
modernen Organismen, die fur die Rekon-
struktion ausgesucht wurden.

Aufgrund der Darwin’schen Evolutions-
theorie gilt es als gesichert, dass alle Lebe-
wesen von einem gemeinsamen Vorfahren
abstammen. Deswegen bestimmt die Her-
kunft der flr die Sequenzrekonstruktion
ausgewahlten Proteinsequenzen, wie weit
zurlck die Evolution des Proteins verfolgt
werden kann: Stammen alle modernen
Sequenzen aus nahe verwandten Arten,
ist der letzte gemeinsame Vorfahre jinge-
ren Datums. Werden die Sequenzen aller-
dings aus phylogenetisch diversen Spezies
gewahlt, so reprasentiert die Wurzel den
letzten gemeinsamen Vorfahren (englisch:
last universal common ancestor, LUCA),
von dem angenommen wird, dass er im
Prakambrium existierte.

Ist ein robuster Baum gefunden, wer-
den die der Wurzel und den Verzweigungs-
punkten entsprechenden Aminosaurese-
quenzen der verschiedenen anzestralen
Proteine rekonstruiert. Diese Rechen-
schritte basieren wiederum auf einem phy-
logenetischen Modell, mit dem der Uber-
gang von jeder der 20 unterschiedlichen
Aminosauren in eine andere Aminosaure
nachgestellt wird. So wird flr jede Position
in allen anzestralen Sequenzen ermittelt,
welche Aminosauren dort mit welcher
Haufigkeit vorkommen. Die Sequenzen
sind umso eindeutiger bestimmbar, je kir-
zer die einzelnen Kanten des Baumes sind
und je eindeutiger ihre Lage ist. Sind die
anzestralen Sequenzen berechnet, ist der
bioinformatische Teil abgeschlossen. [3D]
Im folgenden Schritt werden die anzestra-
len Proteine Uber den Umweg der Gensyn-
these (Herstellung einer DNA-Matrize fur
das spatere Ubersetzen in Proteine) herge-
stellt und mit Hilfe von unterschiedlichen
biochemischen, biophysikalischen und
strukturbiologischen Methoden charakte-
risiert, die auch bei »modernen« Proteinen
zur Anwendung kommen.

ASR von einfachen Enzymen aus
dem Prakambrium

Viele Proteine Uben ihre Funktion dadurch
aus, dass sie kleine Molekule binden. Zahl-
reiche andere Proteine weisen jedoch eine
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hohere Komplexitatsstufe auf, indem sie
im Rahmen des Stoffwechsels das von ih-
nen gebundene Molekil (Substrat) in ein
anderes Molekdll (Produkt) umwandeln.
Derartige Biokatalysatoren werden als En-
zyme bezeichnet und ihr fir die Katalyse
zustandiger Bereich als »aktives Zentrumc.
Es ist wichtig zu verstehen, wie aus Binde-
proteinen im Laufe der Evolution durch die
Umwandlung der Bindestelle in ein aktives
Zentrum Enzyme entstanden sind. Dieser
Weg wurde mit Hilfe von ASR nachvollzo-
gen. Konkret wurde beispielsweise gezeigt,
dass das Enzym Cyclohexadienyldehydra-
tase (CDT) aus Vorlaufern entstanden ist,
die die kationischen Aminosauren Lysin
und Arginin gebunden haben. ASR zeigte,
dass die flr das aktive Zentrum wichtigen
Aminosauren schon in den Vorstufen der
CDT vorhanden waren und zur Etablierung
der Katalyse lediglich schrittweise die Um-
gebung dieser Aminosauren optimiert wer-
den musste.

Die katalytischen Eigenschaften der
rekonstruierten CDTs deuteten darauf hin,
dass der Ubergang von Bindeproteinen zu
Enzymen ein relativ schneller und effizien-
ter Prozess war. Doch wie war es um die
Effizienz der ersten Enzyme bestellt? Eine
gangige Hypothese besagt, dass in der
Fruhzeit der Evolution noch deutlich we-
niger Enzyme existierten. Das setzt jedoch
voraus, dass diese urspriinglichen Enzyme
promiskuitiv-waren, d. h. den Umsatz
nicht nur eines, sondern den mehrerer

4  Phylogenetischer Baum der GFP-ahnlichen
Proteine aus Faviina-Korallen, gezeichnet mithilfe
von rekonstruierten und modernen Proteinen.
Die Proteine werden hier von Bakterien produ-
ziert, die in einer Petrischale wachsen. Der re-
konstruierte Vorlaufer von elf Korallenproteinen
fluoresziert im Grinen.

Quelle/Source: From »Evolution of Coral Pigments Recreateds, Juan
A. Ugalde, Belinda S. W. Chang, Mikhail V. Matz, 2004, \Volume 305,
Issue 5689, Volume number 305, Issue number 5689. Reprinted with
permission from The American Association for the Advancement of
Science (AAAS)

ahnlicher Substrate katalysierten. Diese
Vermutung konnte flr einige rekonst-
ruierte prakambrische Enzyme experi-
mentell bestatigt werden. Simulationen
der Molekllbewegungen mit Hilfe von
Computerprogrammen (Molekuldyna-
miksimulationen) deuten darauf hin, dass
die Promiskuitat der anzestralen Enzyme
auf eine erhohte strukturelle Flexibilitat
zurtckzufihren ist, welche die Bindung
unterschiedlicher Substrate am aktiven
Zentrum ermaoglicht. Interessanterweise
besitzen rekonstruierte Proteine aus dem
Prakambrium fast immer eine extreme
molekulare Hitzebestandigkeit von Uber
80°C, wahrend die Proteine der meisten
Organismen in der Regel bereits bei deut-
lich niedrigeren Temperaturen ihre Struk-
tur und Funktion einblRen. Diese Beob-
achtung steht in Ubereinstimmung mit
der weithin akzeptierten Hypothese, dass
Leben in der Hitze, vermutlich in heif3en
Ozeanen, entstanden ist.

ASR zur raschen Charakterisierung
von Proteineigenschaften

Das grin fluoreszierende Protein (GFP)
stammt aus der Qualle Aequorea victoria,
besteht aus 238 Aminosauren und leuchtet
bei Anregung mit blauem oder ultraviolet-
tem Licht griin. GFP kann mit anderen Pro-
teinen fusioniert werden, was das Studium

der raumlichen und zeitlichen Verteilung
dieser Fusionsproteine in lebenden Zellen,
Geweben und ganzen Organismen mog-
lich macht. Zunehmend an Bedeutung ge-
winnen Varianten des GFPs aus Korallen,
die in anderen Wellenlangen fluoreszieren
und damit noch komplexere zellbiologi-
sche Studien mit zwei oder mehr Fusions-
proteinen zulassen. Diese Fluoreszenz ist
eine anzestrale Eigenschaft, die sich mit
dem Entstehen der ersten Korallenriffe im
spaten Trias (vor ca. 250 Millionen Jahren)
entwickelte. Die Steinkoralle Montastraea
cavernosa besitzt mehrere Gene, die turki-
ses, kurzwelliges bzw. langwelliges grunes
oder rotes Licht emittieren. Um herauszu-
finden, in welchem Wellenlangenbereich
das ursprunglichste der fluoreszierenden
Proteine der Korallen emittierte und wel-
che Mutationen fur die Wellenlangenver-
anderungen notwendig sind, wurde eine
ASR ausgeflhrt und die rekonstruierten an-
zestralen Proteine in Bakterien produziert.
[4] Es stellte sich heraus, dass der Vorlaufer
im Grinen fluoreszierte und sich beispiels-
weise vom rot emittierenden Nachfolger
durch 27 Aminosauresubstitutionen unter-
scheidet. Aufgrund einer detaillierten sta-
tistischen Analyse von im Labor hergestell-
ten Proteinvarianten konnte diese Anzahl
auf zwolf Substitutionen eingeschrankt
werden. Werden diese zwolf Veranderun-
gen in das grin leuchtende Vorlauferpro-
tein eingeflhrt, so leuchtet es rot. Analog
konnten die Veranderungen zu anderen
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5 Wiedererweckung eines LUCA-HisF-Proteins. Basierend auf den Sequenzen moderner HisF Prote-
ine aus sieben phylogenetischen Untergruppen wurde zunachst die Sequenz des LUCA-HisF-Proteins
rekonstruiert (r.). Dieses Protein wurde im Labor hergestellt und mit biophysikalischen und biochemi-
schen Methoden charakterisiert. Die Proteinraumstruktur des LUCA-HisF Proteins (grau und braun)
unterscheidet sich nur in Details von der eines modernen HisF-Proteins (griin und blau). Beide Protein-
raumstrukturen sind abstrahiert dargestellt, um typische Elemente hervorzuheben.
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LBCA-TS

Evolution

6 Untersuchung der Signalweiterleitung in der Tryptophansynthase (TS). Dieser Enzymkomplex besteht aus den zwei Untereinheiten TrpA (orange) und
TrpB (turkis). In der rekonstruierten LBCA-TS und zwei, im Baum benachbarten anzestralen TS tritt eine Hemmung der TrpB-Aktivitat durch TrpA auf (). Im
Gegensatz dazu aktiviert im unmittelbar ndchsten Nachfahren TrpA die TrpB-Untereinheit (+), &hnlich wie in der modernen TS Variante (nc-TS) zu beobach-
ten. Mithilfe einer Kombination von Sequenzanalysen und biochemischen Kontrollen konnte gezeigt werden, dass ein Austausch von nur vier Aminosauren
ausreicht, um die Hemmung der Signalweiterleitung aufzuheben.

Farben nachvollzogen werden. [4] Dieses
Beispiel macht deutlich, dass die ASR einen
wichtigen Beitrag zur Charakterisierung
von Proteineigenschaften leisten kann: Die
Anzahl von Proteinvarianten, die im Labor
untersucht werden muissen, kann drastisch
reduziert werden, weil sich die durch ASR
erzeugten Proteinsequenzen durch we-
sentlich weniger Mutationen voneinander
unterscheiden als moderne Varianten.

ASR von Enzymkomplexen

Wie auch andere Proteine kénnen Enzyme
aus einer einzigen Aminosaurekette beste-
hen und werden entsprechend als Mono-
mere bezeichnet. In vielen Fallen lagern
sich jedoch mehrere gleiche oder unter-
schiedliche Ketten zu Homo-Oligomeren
bzw. Hetero-Oligomeren zusammen. Da
einige Gruppen bereits anzestrale Se-
quenzrekonstruktion mit relativ einfa-
chen monomeren Enzymen durchgefiihrt
hatten, erfolgte unser Einstieg in die ASR
Uber einen Enzymkomplex, die Imidazol-
glycerinphosphat-Synthase. Dieses Enzym

62 ®m

Blick in die Wissenschaft 41

besteht aus zwei Proteinen, der Cyclase
HisF und der Glutaminase HisH, und kata-
lysiert einen zentralen Stoffwechselschritt
in der Biosynthese der Aminosaure Histi-
din. Zunachst haben wir einen stammes-
geschichtlichen Baum fir 87 »moderne«
HisF-Sequenzen aus sieben phylogeneti-
schen Untergruppen berechnet und auf
seiner Basis die HisF-Aminosdauresequenz
des letzten gemeinsamen Vorfahrens die-
ser Proteine rekonstruiert. Dieses LUCA-
HisF-Protein wurde dann hergestellt und
charakterisiert. Es zeigte sich, dass LUCA-
HisF bereits alle Eigenschaften moderner
HisF-Proteine in sich trug: Das Enzym bil-
dete Uber denselben Mechanismus wie
Proteine aus heutigen Bakterien eine defi-
nierte raumliche Struktur aus [5] und kata-
lysierte dieselbe Reaktion mit hoher Effizi-
enz und Spezifitat. Interessanterweise war
LUCA-HisF, ebenso wie andere Enzyme aus
dem Prakambrium, extrem hitzebestandig
und verlor seine Struktur erst bei sehr ho-
hen Temperaturen.

Wir konnten weiter zeigen, dass LUCA-
HisF einen Komplex mit einem modernen
HisH-Protein bildet und mit diesem Protein

auch funktionell wechselwirkt. Diese Er-
gebnisse deuteten darauf hin, dass bereits
zu Zeiten des LUCA, d.h. vor 3,5 bis 3,8
Milliarden Jahren effiziente Enzyme exis-
tiert haben. Leider war jedoch das in ana-
loger Weise wie LUCA-HisF rekonstruierte
LUCA-HisH-Enzym instabil und liel3 sich
deshalb nicht charakterisieren. Deshalb
konnte an dieser Stelle nicht eindeutig
belegt werden, ob im LUCA bereits funk-
tionelle Enzymkomplexe existierten. Aus
diesem Grunde haben wir anschliefRend
mit der Tryptophansynthase (TS) einen wei-
teren Enzymkomplex »auferweckt«. Die TS
katalysiert den letzten Schritt in der Biosyn-
these der Aminosaure Tryptophan und be-
steht aus den Proteinen TrpA und TrpB. In
diesem Fall gelang uns, auf der Basis eines
MSAs von 52 TrpA- und TrpB-Sequenzen,
eine komplette Rekonstruktion der TS aus
dem letzten gemeinsamen Vorfahren aller
Bakterien (LBCA). Die Raumstruktur dieses
LBCA-TS-Komplexes war modernen TS-
Komplexen sehr dhnlich. Zudem waren so-
wohl TrpA als auch TrpB ebenso wie HisF
sehr stabile Proteine. Funktionell zeigte
sich jedoch eine interessante Auffalligkeit.

Abbildung © Kristina Straub, Universitdt Regensburg
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Wahrend sich die TrpA- und TrpB-Proteine
in modernen TS-Komplexen wechselseitig
aktivieren (positive Signalweiterleitung),
flhrte die Anwesenheit von LBCA-TrpA zu
einer Abschwachung der katalytischen Ak-
tivitat von LBCA-TrpB (negative Signalwei-
terleitung). Dies deutet darauf hin, dass im
LBCA, der vor etwa 3,5 Milliarden Jahren
existierte, das Zusammenspiel der beiden
Proteinketten noch nicht optimal ausge-
reift war. Dies veranlasste uns nun, alle an-
zestralen TS an den inneren Verzweigungs-
punkten des Baumes, die den LBCA-TS mit
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der TS aus einem heute existierenden Bak-
terium Neptuniibacter caesariensis (nc-TS)

verbinden, ebenfalls zu charakterisieren.
Wir fanden, dass neben dem LBCA-TS zwei
weitere TS, die durch die beiden benach-
barten Knoten reprasentiert werden, eine
negative Signalweiterleitung aufwiesen.
Alle weiteren internen Knoten auf dem
Weg zu nc-TS zeigten dagegen eine po-
sitive Signalweiterleitung. Dies bedeutet,
dass im Laufe der Evolution die Signalwei-
terleitung am Ubergang zweier interner
Knoten von negativ auf positiv drehte, also
die beiden Proteine des TS-Komplexes das
in modernen TS beobachtete produktive
Zusammenspiel entwickelten. Nun war bis
jetzt nicht bekannt, welche Aminosauren
in den TrpA- und TrpB-Proteinen fir die-
ses positive Zusammenspiel verantwortlich
sind. Auf der Basis des Vergleichs der an-
zestralen TS zwischen denen der Wechsel
im Zusammenspiel stattfand, konnten wir
zundchst den Effekt auf Veranderungen in
den TrpB-Proteinen einschranken sowie im
Weiteren zeigen, dass der Austausch von
nur vier Aminosauren ausreicht, um die
Hemmung der Signalweiterleitung aufzu-
heben. Somit musste innerhalb der Evolu-
tion nur ein Bruchteil der Aminosaurese-
quenz der TrpB-Proteine verandert werden,
um ein optimales Zusammenspiel von TrpA
und TrpB zu erreichen. [6] Intuitiv wurde
eine grofllere Veranderung angenommen
werden, wodurch diese Erkenntnis beson-
ders interessant wird und entscheidend
zum Verstandnis der Wirkungsweise eines
wichtigen Enzymkomplexes beitragt.
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