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Dichters Ramuz zitieren: «Ce qu’il y a de beau dans la
vie, et dans toute espéce de vie, c’est sa continuité.»

Strukturstudien: die klassische Methode und die
Zukunftsmethoden

Nach heutigen Begriffen stellen Substanzen von der
Art der Coenzyme relativ einfach gebaute Molekiile dar.
Erst mit dem Fortschritt der Analysentechnik konnte der
Vergleich komplizierterer Wirkstoffe aus verschiedenen
tierischen Ursprungsmaterialien unternommen werden.
Besonders aufschlufireich und interessant sind verglei-
chende Untersuchungen, nicht nur der Aminosiurezu-
sammensetzung, sondern auch der Aminosdurereihen-
folge bei analogen Proteinen aus verschiedenen Arten
der Lebewesen (homologe Proteine)%.

Die vollstindige Bestimmung der Primérstruktur
eines Proteins ist heute noch eine schwierige und zeit-
raubende Arbeit.

Die klassische — bisher meist beniitzte — und von uns
selbst oft erprobte Methode (Beispiel:5 ¢), ist in Tabelle I
zusammengefafit.

Tabelle I. Klassische Strategie betreffend die Aufklirung von
Proteinstrukturen

10 Etappen:

1. Bestimmung der quantitativen Aminosiurenzusammensetzung
2. Bestimmung des Molekulargewichtes
3. Qualitative und quantitative Bestimmung der N-terminalen
Aminosiure (n) und Sequenz(en)
4. Qualitative und quantitative Bestimmung der C-terminalen
Aminosiure (n) und Sequenz(en)
5. Trennung der Ketten, wenn mehrere vorhanden
6. Spezifische Spaltung jeder Kette in kleinere Peptide (Fragmente),
meistens dank der Einwirkung von Trypsin
. Trennung und Reinigung der Fragmente
. Bestimmung der Struktur der Fragmente
. Wiedervereinigung der Fragmente (meistens tryptische Peptide)
dank dem Studium von « Briickenpeptiden », die durch Spaltung
mit Enzymen (Chymotrypsin) oder Chemikalien (BrCN) erhalten
wurden

10. Bestimmung der Lage der Disulfidbriicken
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In den letzten Jahren sind drei weitere Methoden fiir
Strukturbestimmungen beschrieben worden, die in Zu-
kunft erlauben sollten, die Strukturen direkt an einem
Protein zu bestimmen.

Mit Hilfe der Rontgenstrukturanalyse konnten PERUTZ?
und KENDREW?® die Raumstruktur von Himoglobin und
Myoglobin aufkliren. Spéter gelang PrrLLIPs® dasselbe
mit dem Hiihnereiweillysozym, womit zum erstenmal

4 TH.WIELAND und G.PFLEIDERER, in Molekularbiologie (T. WiE-
LAND und G.PFLEIDERER, ed.), 3.Auflage, Umschau-Verlag,
Frankfurt am Main 1969, S.145-8.

5 J.JorLEs, J.JAUREGUI-ADELL, I.BERNIER und P.JoLLEs, Bio-
chim. Biophys. Acta 78 (1963) 668.

6 J.JoriEs und P.JorLEs, Helv. Chim. Acta 52 (1969) 2671.

? M.F.PERUTZ, J. Mol. Biol. 13 (1965) 646.

8 J.C.KENDREW, in Enzyme Models and Enzyme Structure, Brook-
haven National Laboratory, Upton (N.Y.) 1962.

9 D.C.PHiLLIps, Amer, Scientist 215 (1966) 78.
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die Raumstruktur eines Enzyms bestimmt war. Fiir
solche Arbeiten mufite jedoch bis dahin die Primir-
struktur bekannt sein. Dank neueren Forschungen er-
scheint es durchaus moglich, daf in Zukunft der grofite
Teil einer Struktur direkt durch Réntgenstrukturanalyse
aufgeklirt werden kann.

Die zweite Zukunftsmethode besteht aus einer voll-
stindigen Automatisierung des Edmanschen AbbauesO.
Der Apparat, der diese Reaktionsfolge automatisch
durchzufiihren erlaubt, heit Sequenator!?,

Die Massenspektrometrie stellt die dritte Zukunfts-
methode dar; doch bis heute konnten noch keine Pro-
teine, sondern blol Peptide mit ihr bearbeitet werden12,

Phylogenetische Studien

Die Evolution in Biologie und Biochemie ist sehr kon-
servativ. Wir werden dies an Hand einiger Beispiele von
Proteinstrukturen illustrieren. Nicht alle Proteine eignen
sich jedoch in gleicher Weise fiir phylogenetische Stu-
dien.

Mutationen

Mutationen bestehen (meist) in Anderungen am in-
formatorischen Basenmuster des DNS. Kleinstmégliche
Anderungen betreffen nur ein einziges Basenpaar. Solche
Punktmutationen konnen den Sinn eines Codons iindern,
wodurch in der mutierten Zelle und ihren Nachkommen
(Mutanten genannt) in dem vom betroffenen Gen deter-
minierten Protein an der entsprechenden Stelle eine
andere Aminosidure eingebaut wirdl. Als Beispiel soll
hier das N-terminale Ende der §-Polypeptidkette von
normalem Hidmoglobin und Sichelzellhimoglobin mit
den dazugehérigen Codons des fiir die Biosynthese zu-
stindigen Struktur-Gens verglichen werden. Die mole-
kulare Basis der Sichelzellanimie ist einzig und allein
darin zu sehen, daB} das Gen, das fiir die Synthese der
B-Untereinheit des Himoglobins zustindig ist, einer
einzigen Basenverinderung, einer Punktmutation, un-
terworfen wurde. Simtliche klinischen Manifestationen,
die wir beobachteten, sind allein auf diesen Unterschied
bei der 6. Aminosdure zuriickzufiihren1? (Abb.1).

- Val -

-GUG-
GUU-CAU-CUU-ACA-CCU-GAG-GAG-AAA-AGU-GCU
Val - His - Leu - Thr - Pro - Glu - Glu - Lys - Ser - Ala

1 5 . 10

Abb. 1. N-terminales Ende (1-10) der 8-Polypeptidkette von norma-
lem Himoglobin (Rest Nr.6 = Glu) und Sichelzellhimoglobin (Rest
Nr.6 = Val) mit den dazugehérigen Codons

10 P.EpMAN, Acta Chem. Scand. 4 (1950) 283.

11 P EpMAN und G.BEgce, Europ. J. Biochem.1 (1967) 80.

12 G,E.vAN LEAR und F.W.McCLAFFERTY, Amer. Rev. Biochem. 38
(1969) 303.

13 E.ZuckeERKANDL und L.PaurLinG, Molecular Disease, Evolution
and Genic Heterogeneity, in Horizons in Biochemistry (M.KasBA
und B.PyuLLMAN, ed.), Academic Press, New York 1962, S.189.
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Neben den Punktmutationen gibt es auch « Nonsen-
se»-Mutationen, Segment- oder Chromosomenmutatio-
nen.

Als spontan oder natiirlich bezeichnen wir die Mutatio-
nen, die ohne Eingriff des Menschen geschehen, z.B.
durch ionisierende Strahlen, durch Stoffwechselpro-
dukte, durch Enzyme, usw. Sie vor allem sind diejenigen,
welche die natiirliche Evolution vorantreiben. Eine
Aminosiuresubstitution, wie soeben beschrieben, be-
zeichnet man daher auch als Evolutionseinheitl.

Mutationen sind vielleicht weniger selten, als es
scheint, aber viele Anderungen waren hochstwahrschein-
lich letal, und solche Mutanten kénnen eben heute nicht
mehr gefunden werden.

In der Evolutionsgeschichte von Proteinen ein und
derselben Familie sei noch auf zwei weitere seltene Vor-
ginge hingewiesen: auf die Insertion und die Deletion
von Aminosiuren.

Mutationsgeschwindigkeiten

Man hat aufgrund der Ergebnisse, die man mit den
traditionellen Methoden der Paldontologie erhalten hatte,
und aufgrund der Aminosiduredifferenzen zu berechnen
versucht, wann sich die verschiedenen Arten aus einer
gemeinsamen Vorstufe unabhingig voneinander weiter-
zuentwickeln begannen. Man konnte auch dank der Auf-
klirung der Struktur verschiedener Proteine ein und
derselben Familie errechnen, wie viele Jahre bei dieser
Familie vergehen miissen, um einen Aminosidureaus-
tausch, also eine Mutation, wirksam werden zu lassen.
Die Mutationsgeschwindigkeiten werden ausgedriickt
durch «angenommene Punktmutationen per 100 Ami-
nosiurereste und per 100 Millionen Jahre». Tabelle 1114

Tabelle I1. Mutationsgeschwindigkeiten einiger Proteine 14

Proteine Angenommene
Punktmutationen per
100 Aminosiaurereste und
100 Millionen Jahren
Fibrinopeptides 90
Growth hormones 60
Immunoglobulins 34
Kappa C region 40
Kappa V region 34
Heavy C region 28
Ribonucleases 30
Hemoglobins 12
Beta 13
Alpha 11
Myoglobins 9
Gastrins 9
Adenohypophyseal hormones 9
Encephalitogenic proteins 7
Insulins 4
Cytochromes ¢ 3

Glyceraldehyde 3-PO, dehydrogenases 2
Histones 0,06

14 M.O.DAYHOFF, Atlas of Protein Sequence and Structure, The Na-
tional Biomedical Foundation, Silver Spring (Md., usa) 1969.
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zeigt, dafl die Evolutionsgeschwindigkeit der verschie-
denen Proteinfamilien sehr ungleich ist, was an Hand eini-
ger Beispiele niher diskutiert werden soll. Ich machte
jedoch noch darauf hinweisen, dafl die Zahlen der Ta-
belle II nur eine GrioBenordnung darstellen; bei ihrer
Berechnung wird vorausgesetzt, daf3 sich die Evolution
auch wirklich «evolutionir» und nicht «revolutionir»
entwickelt hat, d.h. von Naturkatastrophen verschont
geblieben ist. Letztere kénnten natiirlich eine sehr viel
hohere Mutationsrate zur Folge haben, und die berech-
neten Zeitrdume wiirden dann um vieles kiirzer sein2.

Besonders konservative Strukturen

Proteine, die sich sehr langsam #dndern, sind nur von
geringem Wert fiir phylogenetische Studien. Aber um
ein komplettes Bild der Evolutionsgeschwindigkeiten
zZu geben,‘ mul} deren Existenz doch erwihnt werden. In
den 1,5 Milliarden Jahren seit der Divergenz der Linien,
die zu Rind und Erbse fiihrten, sind nur 2 Anderungen
auf 102 Aminosiureresten in den Histonen entstanden3.

Schneller mutierende Proteine

Hier ist an erster Stelle das Himoglobin zu nennen 15: 18,
Jedes Jahr werden weitere anomale Hadmoglobine ge-
funden und charakterisiert: in 1969 waren es 30. Das
Himoglobin des erwachsenen Menschen (Hb A) ist aus
vier Polypeptidketten, zwei a-Ketten und zwei von die-
sen verschiedenen -Ketten, zusammengesetzt. Daneben
findet sich eine kleine Menge Himoglobin A,, das sich
in den 3-Ketten (hier § genannt) vom normalen Himo-
globin unterscheidet. Vor der Geburt ist das Protein des
meénschlichen Blutfarbstoffs anders als danach: das
fotale Hamoglobin besteht aus denselben a-Ketten, aber
zwei y-Ketten stehen an Stelle der §-Ketten.

Die a-, -, y- und §-Ketten sind strukturell so nahe
miteinander verwandt, dafl es naheliegt, anzunehmen,
daf} die Cistrons, die fiir ihre Synthese verantwortlich
sind, von einem gemeinsamen Genvorliufer abstammen,
der sich mehrfach verdoppelt hat. Dies gilt auch fiir das
rote Porphyrin-tragende Myoglobin. Durch Réntgen-
strukturanalyse konnte gezeigt werden, das die Faltung
der Polypeptidketten von Wal-Myoglobin und Himo-
globin identisch ist8, Um zu dem hohen Grad an Uber-
einstimmung zu kommen, mufl man an einigen Stellen
der a-Kette Liicken lassen, die infolge von Gepmutatio-
nen entstanden sein kénnen® (Abb.2).

Die am schnellsten mutierenden Sequenzen sind die der
Fibrinopeptide, die N-terminalen Aktivationspeptide
des Fibrinogens, die nach Einwirkung von Thrombin
entstehen. Man konnte Differenzen sogar bei duflerst
naheliegenden Spezies wie Hund und Fuchs feststellen?.

15 G.BrauniTZER, K.Hiuse, V.RupLoFF und N.HILSCHMANN,
Advances Prot. Chem. 19 (1964) 1.

16 E.ZUCKERKANDL, Amer. Scientist 212 (1965) 110.

17 B.BLOMBACK, M. BLOMBACK, A. HENSCHEN, B. HESSEL, S.IWANA-
6A und K.R.Woobs, Nature 218 (1968) 130.
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42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67

Phe Glu Ser Phe Gly Asp Leu Ser Thr Pro Asp Ala Val Met Gly Asp Pro Lys Val Lys Ala His Gly Lys Lys Val
Phe Glu Ser Phe Gly Asp Leu Ser Ser Pro Asp Ala Val Met Gly Asp Pro Lys Val Lys Ala His Gly Lys Lys Val
Phe Asp Ser Phe Gly Asp Leu Ser Ser Ala Ser Ala Ile Met Gly Asp Pro Lys Val Lys Ala His Gly Lys Lys Val

53 54 55 56 57 58 59 60 61 62
Ala Glu Val Lys Gly His Gly Lys Lys Val

44 45 46 47 48 49 S50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69

B-Kette
J-Kette
v-Kette

43 44 45 46 47 48 49 50 51 52
a-Kette Phe Pro His Phe Asp Leu Ser His Gly Ser
Myoglobin

Phe Asp Lys Phe Lys His Leu Lys Ser Glu Asp Glu Met Lys Ala Ser Glu Asp Leu Lys Lys His Gly Val Thr Val

Abb. 2. Aminosiuresequenzen im Himoglobin und Myoglobin des Menschen!®

Cytochrome c: Aufstellung eines phylogenetischen Baumes

Zur Aufzeigung phylogenetischer Zusammenhinge
wurden stets auch viele Cytochrome ¢ verglichen!8 19,
Man kann Cytochrom c als fossiles Enzym bezeichnen.
Es' ist in simtlichen Organismen anzutreffen, denen
Sauerstoff als terminales Oxydationsmittel dient. Man
darf annehmen, dafl das Cytochrom c seit dem Beginn
des aeroben Lebens auf der Erde benétigt wurde?.

Was haben die Cytochrome ¢ gemeinsam ? Sie bestehen
meistens aus einer Polypeptidkette von 104 Amino-
sduren, die ein acetyliertes Glycin am Aminoende tragen;
jedoch Cytochrome von Invertebraten und Mikro-
organismen haben zusitzliche Aminosduren an Stelle des
acetylierten N-terminalen Restes. Die Cytochrome ent-
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halten ferner in 14- und 17-Stellung je ein Cystein als
Haftstelle fir das Ham, die eigentliche Wirkstelle.
Abb. 3 zeigt die Formel des menschlichen Cyto-
chroms!8. 35 Aminosiuren blieben in allen bekannten
Cytochromstrukturen konstant?. Wihrend der Evo-
lution sind vornehmlich die basischen und hydrophoben
Aminosduren an ihrer Stelle erhalten geblieben. Da
gerade diese fiir die Tertiirstruktur, d.h. biologisch wirk-
same Form, der Proteine wichtig sind, kann dies bedeu-
ten, daf3 alle Cytochrome, in denen diese Stelle durch
Mutation grundlegend verindert wurden, letal waren.
Abb. 4 zeigt die Substitutionen in der Nachbarschaft
der Hiamgruppen verschiedener Cytochrome c¢?. Ferner

20

Acetyl-Gly -Asp-Val-Glu-Lys-Gly-Lys-Lys-Ile-Phe-Ile-Met-Lys-Cys-Ser-Gln-Cys-His -Thr-Val-

30

Heme—

|
40

Glu-Lys-Gly-Gly-Lys;His-%-Thr-@-E—Asn-_Lﬂl-His-gy-Leu-Phe-Gly -Arg-Lys-Thr-

50

60

Gly-Gln-Ala-Pro-Gly-Tyr-Ser-Tyr-Thr-Ala-Ala-Asn-Lys-Asn-Lys-Gly-Ile-Ile -T_r_p-Gly-

70

90

Tle-Phe -Val-EI_)!-Ile-Lys-}Ls-Lys-Glu-Glu -Arg-Ala-Asp-Leu-Ile-Ala-Tyr-Leu-Lys-Lys-

Ala-Thr-Asn-Glu

80
Abb. 3. Primarstruktur des menschlichen

Cytochroms ¢'® und konstante
100 (unterstrichene) Aminosiuren in den bis
heute untersuchten Cytochromen ¢!%2°

Structure

Origin

—Heme—

Human

Horse, pig, bovine, l

sheep, gray whale, ' Val Gln Ala
rabbit, snapping turtle J

Chicken, turkey, I

penguin, Pekin duck, Val GIn

pigeon, lamprey J

Rattlesnake Thr Met

Fm.ll: fly, silk worm Val Gl A Al

mot a n Arg a
Wheat Lys Thr Ala
Neurospora crassa Lys Thr Arg Ala Glu
Baker’s yeast Lys Thr Arg Glu Leu
Candida krusei Lys Thr Arg Ala Glu

-Ile-Met-Lys-Cys-Ser-GIln-Cys-His-Thr-Val-Glu-Lys

Ala
Asp Ala
Gly Glu Gly Gly

Abb. 4. Substitutionen in der Nachbarschaft
der Hamgruppe verschiedener Cytochrome c2°

Ile Glu Ala

18 H.MaTsuBaRrA und E.L.Svits, J. Biol. Chem. 238 (1963) 2732.
19 C,NoraN und E,MARGOL1ASH, Ann, Rev. Biochem, 37 (1968) 727.

20 E.MarcoLiasH und A.SCHEJTER, Advances Prot. Chem. 21 (1966)
113.


















