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Einleitung

Das Thema »Synonyme Codons« erwies sich als weitaus vielfaltiger als zu Beginn gedacht.
Es spannt einen Bogen von der Grundfrage nach dem Leben, Giber Astronomie, Codierungs-
theorien, physikalische und chemische Untersuchungsmethoden bis hin zum Hauptthema, der

Molekularbiologie.

Die Sicht auf synonyme Codons hat sich im Laufe der letzten zwanzig Jahre vollstdndig umge-
kehrt und bildet heute die Grundlage zum Verstandnis vieler genetisch bedingter Krankheiten

sowie zur erfolgreichen Entwicklung von Therapeutika und Impfstoffen.



Zielsetzung und Methoden

Da in vielen klassischen Lehrbluchern wenig tber synonyme Codons zu finden ist, setzte ich mir
zum Ziel, einen méglichst umfassenden Uberblick dariiber zu erstellen, welche Auswirkungen
die unterschiedliche Verwendung synonymer Codons haben kann und welche zum Teil drama-
tischen Auswirkungen synonyme Mutationen haben kdnnen. Bis vor wenigen Jahren wurden
synonyme Mutationen vernachlassigt und zum Teil nicht mit in Datenbanken aufgenommen,
obwohl die Daten dazu aus Sequenzierungen von Genen bereits vorhanden waren.

Durch ausflhrliche Literaturrecherche — vorwiegend in wissenschaftlichen Veroffentlichungen
sowie in DNA- bzw. Proteindatenbanken — wurden Sachverhalte gesammelt und verglichen.

Nach einem kurzen geschichtlichen Abriss und Darstellung der bekannten Grundlagen folgt
eine allgemeine Betrachtung zu moglichen Codierungen, von denen einige aber aus verschie-
denen Griinden fir die Entstehung von Leben unwahrscheinlich bzw. ungeeignet scheinen.

In tiefergehenden ausfuhrlichen Darstellungen, die durch viele eigene Grafiken und Zeichnun-

gen erganzt wurden, werden neuere Erkenntnisse zu Krankheiten und Konzepte, die neuen
Forschungsbereichen zu Grunde liegen, aufbereitet und verstandlich gemacht.



Zusammenfassung

Nachdem Friedrich Miescher bereits 1869 das Nuclein (die DNA) isoliert hatte und damals
schon vermutete, dass die genetische Information in der DNA flir die Synthese von Proteinen
in codierter Form vorliegen muss und nachdem Albrecht Kossel die vier Nucleinbasen um 1910
entdeckt hatte, nahm die Molekularbiologie mit der Aufklarung der dreidimensionalen Helix-
Struktur der DNA durch Rosalind Franklin, Francis Crick und James Watson im Jahre 1953 einen

grofken Aufschwung.

Nachdem 1961 von Crick und Brenner nachgewiesen wurde, dass der Code aus Tripletts be-
steht, wurden die 64 Codons, die jeweils einer der 20 proteinogenen Aminosauren bzw. einem
Stopp-Codon zugeordnet werden konnten, bis zum Jahre 1966 vollstandig identifiziert. Spates-
tens ab diesem Zeitpunkt war daher bekannt, dass der genetische Code redundant sein muss,
dass also den meisten Aminosdauren mehr als ein Codon zugeordnet ist. Diese Codons, die
jeweils die selbe Aminoséaure codieren, werden als synonyme Codons bezeichnet.

Da eine Codierung essentiell ist, um die Informationen Uber das Leben weiterzugeben, folgt
eine allgemeine Betrachtung lUber mogliche Codierungen, die aber zeigt, dass viele dieser
Moglichkeiten denkbar, aber flr Leben nicht geeignet erscheinen. Einige dieser theoretischen

Codierungsmaglichkeiten werden inzwischen von Forschungsgruppen aufgegriffen.

Das Human-Genome-Projekt, das im Jahre 2000 einen ersten Abschluss fand und die folgen-
de verbesserte und verbilligte Moglichkeit, DNA vollstdandig und automatisch zu sequenzieren,
erlaubte es, die zugrunde liegenden Mutationen vieler genetischer Krankheiten in den Genen
genau zu bestimmen und zu lokalisieren.

Obwohl synonyme Mutationen keine Anderung der Aminosduresequenz des betroffenen Pro-
teins verursachen, weswegen sie ursprunglich nicht weiter beachtet wurden, kdnnen sie die
Funktion der DNA oder RNA auf verschiedene Weise beeintrachtigen und sind der Grund vieler
Krankheiten mit zum Teil erheblichem Krankheitswert. Eine Auswahl an synonymen Mutationen
und deren Gegenuberstellung mit klinischen Symptomen zeigt die Vielfalt der Moglichkeiten

auf.

AbschlieRend werden biotechnologische Methoden zur Herstellung lebenswichtiger Enzyme
oder Hormone wie beispielsweise Insulin dargestellt sowie die Herstellung von mRNA-Impf-
stoffen, die erstmals wahrend der Covid-19-Pandemie zwischen Ende 2019 und Mitte 2023 ein-

gesetzt wurden.



Summary

Friedrich Miescher had isolated the ‘nuclein’ (DNA) in 1869 and already presumed that the ge-
netic information instructing the synthesis of proteins must be encoded and Albrecht Kossel
had discovered the four nucleic bases around the year 1910. Since the three-dimensional helical
structure of DNA was deciphered by Rosalind Franklin, Francis Crick and James Watson in 1953,
molecular biology has taken off.

After Crick and Brenner demonstrated in 1961 that the code consisted of triplets, the 64 codons,
each of which could be assigned to one of the 20 proteinogenic amino acids or a stop codon,
were fully identified by 1966. From this point onwards it was known that the genetic code is
redundant and that most amino acids are assigned more than one codon. These codons, which
each encode the same amino acid, are called synonymes.

Since coding is essential to pass on the information about life, | present general considerations
about encoding possibilities that show that many of these possibilities seem conceivable, but
not suitable for life. Some of these potential expansions of genetic encoding are now being
taken up by research groups.

The Human Genome Project which was completed for the first time in 2000 and the subsequent
improved and cheaper ability to sequence DNA completely and automatically made it possible
to precisely determine and locate the underlying mutations in the genes of many genetic disea-
ses.

Despite having no effect on the amino acid sequence of the respective protein, this being the
reason for them to be neglected for a long time, synonymous mutations can affect DNA or RNA
in various ways and are the cause of many diseases, some of which have significant disease
impact. | present a selection of synonymous mutations resulting in clinical symptoms to demon-

strate the variety of possibilities.

Finally, biotechnological methods for producing vital enzymes or hormones, such as insulin, are
presented, as well as the production of mRNA vaccines, which were first administered during
the Covid-19-pandemic.
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1 Aufbau von DNA und RNA

11 Entdeckung der Struktur der DNA

Bereits im Jahr 1869 — 84 Jahre vor den Vero6ffentlichungen von Rosalind Franklin, Maurice Wil-
kins, James Watson und Francis Crick Uber die Struktur der DNA — beschaftigte sich der Basler
Mediziner Friedrich Miescher mit der Suche nach der Erbsubstanz (Dahm, 2005). Er isolierte
Eiterzellen aus Verbanden Kranker, die ihm die Tibinger Chirurgische Klinik Gberliel’. In aufwan-
digen Verfahren extrahierte er daraus die Zellkerne, in der urspriinglichen Annahme, es handle
sich um Proteine. Langwierige Versuche, die Substanz der Zellkerne mit Wasser, Alkohol, Sau-
ren und Basen auszuwaschen und letztendlich die Maknahme, noch vorhandene Proteine mit
Pepsin zu verdauen, fiihrte ihn zu einer Substanz, die er Nuclein nannte.

In seiner 1871 verdffentlichten Schrift sUeber die chemische Zusammensetzung der Eiterzellen«
ist Folgendes zu lesen:

Ich griff daher zu einem Mittel, dessen energische Eiweiss 16sende Wirkung
auch schon Anwendung in der Chemie der Albuminkorper gefunden 1), zu
pepsinhaltigen Fliissigkeiten. [...] Das Sediment bestand lediglich aus isolirten
Kernen, ohne irgend eine Spur von Protoplasmaresten. [...] Wir haben vielmehr
hier K6rper sui generis, mit keiner jetzt bekannten Gruppe vergleichbar. [...] Die
Erkenntnis der Beziehungen zwischen Kernstoffen, Eiweissstoffen und ihren
nachsten Umsatzprodukten wird allmdhlich den Vorhang liiften helfen, der die
inneren Vorgange des Zellenwachsthums noch so ganzlich verhiillt. (Miescher,
1871)

Diese Erkenntnis, dass das Nuclein kein Eiweiltkorper ist, war einer der ersten wichtigen Schrit-
te auf der Suche nach der Erbsubstanz.



1904 bewies der deutsche Mediziner Theodor Bovery, dass die Chromosomen Trager der Erb-
information sind (Graw, 2020, S. 3). Seine Untersuchungen von Chromosomen mittels gewdhn-
licher Lichtmikroskope lieferten nicht die notwendige Auflésung, um die genaue Struktur der
DNA darzustellen. Die Auflosung von Lichtmikroskopen ist durch die Wellenlangen des sicht-
baren Lichtes begrenzt (A ~ 400—780 nm). Sofern nicht spezielle Tricks angewendet werden,
kann nur eine Auflésung von bis zu 200 nm erreicht werden. Erst die Einfiihrung rontgenkristal-
lografischer Aufnahmen steigerte die Auflésung bis in den Zehntelnanometer-Bereich (107° m).

Rosalind Franklin, Franklin Gosling und Maurice Wilkins arbeiteten am King‘s College in London
mittels rontgenkristallografischer Aufnahmen an der DNA eines Thymusextraktes. Watson und
Crick arbeiteten gleichzeitig daran, ein Modell der DNA zu entwickeln. Sie waren davon aus-
gegangen, dass die Phosphorgruppen im Inneren der Helix liegen, die Basen jedoch an der
AufRenseite. Nachdem Wilkins unveroffentlichte Aufnahmen von Rosalind Franklin ohne deren
Genehmigung an Crick weitergegeben hatte, Uberarbeitete dieser sein fehlerhaftes Modell (Ni-
ckelsen, 2017, S. 55).

Im Mai 1953 veroffentlichten Watson und Crick in der Fachzeitschrift Nature das beriihmte Pa-
per Uber die Struktur der DNA (Watson & Crick, 1953 a), (siehe Abbildung 1.1).

Genetical Implications of the Structure of Deoxyribonucleic Acid

no. 431 May 30, 1953 NATURE 965

a common fibre axis, as is shown diagrammatically

D.NA. in Fig. 2. Tt has often been a.ssu.m_ed that since there
. was only one chain in the chemical formula there
/" would only be one in the structural unit. However,
BASE ™ SUGAR the density, taken with the X-ray evidence?, suggests
Ny very strongly that there are two.
/"HOS""'”' The other biologically important feature is }fhe
manner in which the two chains are held together.
S T This is done by hydrogen bonds between the bases,
\PH SPHATE as shown schematically in Filg. b3. }l‘he ba.seshare
joined together in pairs, a single base from one chain
BASE— SUG Aa/ being hydrogen-bonded to a single base from the
o other. The important point is that only certain pairs
PHOSPHATE of bases will fit into the structure. One me.ml.)e'r of &
P pair must be a purine and the other a pyrimidine in
BASE ™ SUGAR order to bridge between the two chains. If a pair
AN consisted of two purines, for example, there would
PHOSPHATE not be room for it.
v We believe that the bases will be present almost
BASE —"SUGAR entirely in their most probable tautomeric forms. If
N this is true, the conditions for forming hydrogen
/FHOSPH”E bonds are more restrictive, and the only pairs of

Fig. 1. Chemical formula of a
single chaln of deoxyribo-
nucleic acid

Fig. 2. This figure is purely
diagrammatic. The two ribbons
symbolize the two phosphate-
sugar chains, and the hori-
zontal rods the pairs of bases
holding the chains together.
The vertical line marks the
fibre axis

Abb. 1.1 DNA -Doppelhelix (Watson & Crick, 1953 a).

bases possible are :

adenine with thymine ;
guanine with cytosine.

The way in which these are joined together is shown
in Figs. 4 and 5. A given pair can be either way
round. Adenine, for example, can occur on either
chain; but when it does, its partner on the other
chain must always be thymine.



1962 bekamen Watson, Crick und Wilkins den Nobelpreis fiir Physiologie oder Medizin. Rosa-
lind Franklin war bereits 1958 im Alter von 37 Jahren an einem Karzinom verstorben und konnte
nicht mehr fur den Nobelpreis vorgeschlagen werden (Nickelsen, 2017, S. 67), da dieser nicht
posthum vergeben werden darf. Rosalind Franklin wurde in der Nobel Lecture von Francis Crick
mit keinem Wort erwéhnt. In dieser Veroffentlichung (Watson & Crick, 1953 a) wurden die kor-
rekte Anordnung der Basen nach innen und das Verhdltnis der Basen zueinander beschrieben,
woraus sie auf die fixe Paarung von Adenin mit Thymin und von Guanin mit Cytosin schlossen.
Sie folgerten:

It follows that in a long molecule many different permutations are possible, and it
therefore seems likely that the precise sequence of the bases is the code which
carries the genetical information (Watson & Crick, 1953 a).

In der vorhergehenden Ausgabe von Nature vom April 1953 verdffentlichten Rosalind Franklin
und Franklin Gosling die molekulare Konfiguration von Natriumthymonucleat (Natriumsalz der
DNA aus Thymusextrakt), (Franklin & Gosling, 1953). Darin ist auch die in Abbildung 1.2 gezeigte
berihmte Fotografie der Rontgenstrukturanalyse zu sehen, aus welcher Franklin und Gosling
korrekt auf die doppelstréangige Konfiguration der Helix geschlossen hatten. Sie hatten bereits
dort dargelegt, dass die Basen ins Innere der Doppelhelix zeigen mussen und die Phosphat-
gruppen nach auléen.

Sodium deoxyribose nucleate from calf thymus. Structure B

Abb. 1.2 Réntgenstrukturanalyse der DNA eines Kalbsthymus (Franklin & Gosling, 1953).



Franklin und Gosling geben hier auch den daraus berechneten Abstand der Basen von 0,34 nm
sowie eine Ganghohe von 3,4 nm an. Dies entspricht auch der Gesamtlange eines komplemen-
taren Basenpaares (inklusive Backbone) aus je einer Purinbase und einer Pyrimidinbase. Da Pu-
rin und Pyrimidin sehr unterschiedliche Groken haben, ergdabe eine Paarung zweier Purinbasen
oder zweier Pyrimidinbasen stark unterschiedliche Langen. Der Abstand der beiden Strange
der Doppelhelix ware also — je nach Paarung — einmal langer, einmal klrzer, wodurch der DNA-
Doppelstrang stark verzogen wiirde und sich nicht mehr gleichmafkig um die (gedachte) Achse
winden konnte (Alberts et al., 2021, S. 194; Watson & Crick, 1953 a).

Ebenfalls in der Aprilausgabe 1953 (Watson & Crick, 1953 b) hatten Watson und Crick bereits
gemutmaldt, [... dass die Basenpaarung einen moéglichen Kopiermechanismus flir genetisches
Material darstellen kénne]:

[...] it has not escaped our notice that the specific pairing we have postulated

immediately suggests a possible copying mechanism for the genetic material [...].

Durch den fixen Abstand der beiden DNA-Strange bilden sich zwei verschieden grofke Furchen
aus: die grolRe Furche (major groove) und die kleine Furche (minor groove). Diese Tatsache hat-
te bereits Rosalind Franklin in ihnrem Paper dargelegt (Franklin & Gosling, 1953).

1.2 Aufbau von DNA und RNA

Die DNA (Desoxyribonucleinsaure) besteht aus langen Ketten kovalent verknlpfter Zucker und
Phosphatgruppen. Weiters ist ein Kohlenstoffatom des Zuckers (in der Nomenklatur tragt es die
Nummer 1, sieche Abbildung 1.3) kovalent mit einer sogenannten Base verkntpft. Zwei solcher
Ketten sind jeweils Uber nicht-kovalente Bindungen zwischen den Basen miteinander verbun-
den. Der Zucker ist ein ringformiger Fiinferzucker, eine Ribose (siehe Abbildung 1.3), die bei der
DNA, im Gegensatz zur RNA, als Desoxyribose vorliegt. Hier fehlt am C2-Atom eine OH-Gruppe.
Der Ring liegt als Furanoseform vor, das bedeutet, dass sich nur 4 C-Atome im Ring befinden,
wahrend sich das 5. C-Atom auferhalb des Rings befindet (Wollrab, 2009, S. 800).

Bei Zucker (Ribose) und Basen werden die Atome gemal’ spezieller Vorschriften der IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry) durchnummeriert. Dies geschieht, um an-
zugeben, an welchem Atom sich eine Seitenkette oder an welchem Atom sich eine Verbindung
zu einem weiteren Molekil befindet. Kommen nun Ribose oder Desoxyribose und Basen ge-
meinsam in der DNA oder RNA vor, so kdmen einzelne Zahlen der Nummerierung doppelt vor.
Es wird nun fiir die einzelnen Bestandteile die Nummerierung nach der Nomenklatur der IUPAC
beibehalten, um jedoch Zucker und Basen eindeutig auseinanderhalten zu kdnnen, bekommen
die Basen den Vorrang. Die Ringatome im Zucker werden daher alle mit einem ‘ versehen, also
1, 2° etc. (IUPAC online, blue book).
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Abb. 1.3 Ribose (RNA) und Desoxyribose (DNA) unterscheiden sich durch eine fehlende OH-Gruppe am
2. C-Atom (Nummerierung gemdl IUPAC), (Buttlar et al., 2020, adaptiert).

Das 5‘-Ende bzw. das 3‘-Ende der DNA und RNA werden gemak der Nummerierung der Des-
oxyribose/Ribose bezeichnet. Da eine Verlangerung immer nur am 3‘-Ende erfolgen kann, [auft
die Synthese immer vom 5°-Ende in Richtung 3‘-Ende ab. Dabei wird das 3‘C-Atom der Ribose/
Desoxyribose Uber zwei aufeinanderfolgende, kovalente Esterbindungen einer Phosphatgrup-
pe PO - (Phosphodiester) mit dem 5‘C-Atom der ndchsten Ribose/Desoxyribose verkniipft. Die-
ses Gerlst aus Zucker und Phosphat bildet das Rlickgrat (den Backbone) der DNA/RNA.

Bei kovalenten Bindungen handelt es sich um feste Bindungen zwischen zwei Atomen. Hierbei
teilen sich zwei Atome auRere Elektronen und bilden so ein oder mehrere gemeinsame Elek-

tronenpaare aus.

1.3 Basen und deren Paarung in DNA und RNA

Sowohl bei Eukaryoten, als auch bei Bakterien und den meisten Archaeen lagern sich je zwei
antiparallele Strange der DNA als Doppelstrang aneinander. Zwischen je zwei Zuckern dieser
Strange befindet sich jeweils ein Paar der zueinander komplementaren Stickstoffbasen (Chris-
ten 2016, S. 87ff). Die Basen Adenin (A) und Thymin (T) [Uracil (U) in der RNA] sind Uber je zwei
Wasserstoffbriicken miteinander verbunden, Cytosin und Guanin uber drei Wasserstoffbriicken
(Watson-Crick-Paare).

Thymin (T) Cytosin (C)

basen) basen)
Adenin (A) Guanin (G) N

‘ A (Purin- I © (Pyrimidin-
' G

Abb. 1.4 Symbolische Darstellung der Paarung komplementdrer Stickstoffbasen



Purin ist das Grundmolekul der Nucleobasen Adenin und Guanin, Pyrimidin ist das Grund-
molekul der Nucleobasen Cytosin und Thymin (Uracil in der RNA). Sowohl Purin (Abb. 1.5) als
auch Pyrimidin (Abb. 1.6) sind heterozyklische Verbindungen aus einem oder mehreren Ringen
aus Kohlenstoffatomen mit einem oder mehreren Fremdatomen, in diesem Fall Stickstoff (N),
(Berg et al., 2018, S. 257). Purin (Abb. 1.5) ist eine heterozyklische Verbindung aus einem Sech-
serring und einem Finferring mit je zwei Stickstoffatomen in jedem Ring.

NH, O
S ﬁ > S
k\N N k\N N HgN)\\ NT TN
Purin Adenin Guanin

Abb. 1.5 Grundmolekdil Purin, sowie die beiden davon abgeleiteten Purinbasen Adenin und Guanin
(Wikipedia).

Pyrimidin (Abb. 1.6) ist ein einfacher heterocyklischer Sechserring mit zwei Stickstoffatomen, der
als Grundmolekdl fur die Nucleobasen Cytosin und Thymin (Uracil in der RNA) dient (Berg et al,,
2018, S. 259).

NH2 @) O
H3C
y PN
N N 0) N/go N O
H H H
Pyrimidin Cytosin Uracil (RNA) Thymin (DNA)

Abb. 1.6 Grundmolekdil Pyrimidin sowie die abgeleiteten Pyrimidinbasen Cytosin, Uracil und Thymin
(Wikipedia).

Zwischen den beiden Strangen bildet sich jeweils ein Paar aus je einer Purinbase und einer
Pyrimidinbase (Christen 2016, S. 88), (siehe Abbildung 1.7). Die komplementéren Basen binden
aneinander Uber nicht-kovalente Bindungen, sogenannte Wasserstoffbriickenbindungen, die
die Doppelhelix stabilisieren (Watson & Crick, 1953 a). Diese wird zusétzlich durch Van-der-
Waals-Krafte zwischen den aufeinandergestapelten Basen stabilisiert (Graw, 2020, S. 29).



s NNONIONONONONON -

3 o & o o o o 5
. Phosphat
Zucker u I '
T A C G

Abb. 1.7 DNA-Doppelstrang mit komplementdren Basen (in linearer Darstellung).

Nicht-kovalente Wechselwirkungen sind keine echten chemischen Bindungen sondern sie be-
ruhen auf elektrostatischen Anziehungen. Wasserstoffbriicken bilden sich zwischen einem an
ein Sauerstoff- oder Stickstoffatom gebundenes Wasserstoffatom (O-H, N-H) eines Moleklils und
einem Sauerstoff- oder Stickstoffatom in einer C=0- bzw. C=N-Konfiguration eines anderen Mo-
lekiils aus. Aufgrund der geringen Elektronegativitat des Wasserstoffs wandern die Bindungs-
elektronen einer O-H oder einer N-H Bindung naher an das Sauerstoff- oder Stickstoffatom,
wodurch sich am Wasserstoff eine positive Teilladung ausbildet. Diese wird elektrostatisch vom
anderen Bindungspartner, der ein Sauerstoff- oder Stickstoffatom in C=0- bzw. C=N-Konfigu-
ration mit jeweils einem freien Elektronenpaar am Sauerstoff- oder Stickstoffatom enthalt, an-
gezogen. Die Bindung Uber Wasserstoffbriicken ist wesentlich schwécher als eine kovalente
Bindung, denn zwei DNA-Strange — wie die Doppelhelix — oder ein hybrider DNA-RNA-Doppel-
strang mussen sich im Zuge der Replikation bzw. Transkription voneinander 16sen kdnnen und
durfen daher keine kovalenten chemischen Bindungen eingehen. Dies ist beispielsweise bei
den Wasserstoffbriicken zwischen den Basenpaaren der Fall (Buttlar et al., 2020, S. 8).

Bei Van-der-Waals-Kraften kommt es durch Ungleichverteilung der Elektronen kurzzeitig zu
einem Dipol. Diese kdnnen beim néachstliegenden Atom ebenfalls einen Dipol induzieren, wo-
durch es zu einer schwachen elektrostatischen Anziehung kommt (Berg et al., 2018, S. 12). Uber-
einanderliegende Lagen der DNA-Doppelhelix werden durch Van-der-Waals-Kréafte zusatzlich

stabilisiert. Van-der-Waals-Krafte haben nur eine sehr geringe Reichweite.



1.4 N-glykosidische Bindung

Eine Base (A, T, G, C) wird uber eine N-glykosidische Bindung kovalent an das 1°‘C-Atom des
Zuckers (Ribose oder Desoxyribose) gebunden. Hierbei wird eine OH-Gruppe des Zuckermo-
lekils mit einem Stickstoff einer Purin- oder Pyrimidinbase unter Abspaltung von Wasser ver-
bunden. Abbildung 1.8 zeigt eine N-glykosidische Bindung zwischen einer Desoxyribose und
Cytosin zu Desoxycytidin, einem Nucleosid. Mehrere Nucleotide bei der Biosynthese von DNA
und RNA verknupft.
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Desoxyribose + Cytosin —_— Desoxycytidin

Abb. 1.8 N-glykosidische Bindung zwischen einem Zucker (einer Desoxyribose) und einer Base (Cytosin)
zu einem Nucleosid (Desoxycytidin) unter Abspaltung von Wasser (Buttlar et al., 2020, S. 8, Wikipedia,
adaptiert).

1.5 Unterschiede von DNA und RNA

» Die RNA hat im Backbone eine Ribose (einen zyklischen Funferzucker als Furanose).

« Die DNA hat im Backbone eine Desoxyribose (fehlende OH-Gruppe am C2-Atom des Zu-
ckers gegentiber der RNA). Dadurch ist die DNA stabiler (Chemie.de; Buttlar et al., 2020,
S.12).

« Die RNA hat statt des Thymins (T) Uracil (U) als zweite Pyrimidinbase (Buttlar et al., 2020,
S12).

- Die DNA ist ein Informationsspeicher (Buttlar et al., 2020, S12).

- Die RNA liegt nur in manchen Viren als Informationsspeicher vor (Buttlar et al., 2020, S12).

« Die RNA (MRNA, tRNA) ist Informationsvermittler (Alberts et al. 2021, S. 252).



- Die RNA hat auch regulatorische, katalytische und strukturelle Aufgaben (Alberts et al., 2021,
S.252) z.B. in den Ribosomen.

« Die DNA liegt in Eukaryoten als doppelstrangige Doppelhelix vor, die in Chromosomen or-
ganisiert ist. Sie befindet sich im Zellkern.

- Die DNA liegt in Prokaryoten meist als zirkular geschlossener Doppelstrang vor, selten als
linearer Doppelstrang, wie bei Borrelien. Da Prokaryoten keinen Zellkern besitzen, befindet
sich die DNA im Cytoplasma.

« Die RNA kommt als Einzelstrang in mRNA (messenger RNA), tRNA (transfer RNA) und rRNA
(ribosomale RNA) vor. Es kommen intramolekulare Wasserstoffbriicken vor (siehe Kapitel 1.6).

- Die RNA kann in manchen Viren als Doppelstrang vorliegen.

« Die rRNA (ribosomale RNA) kommt in Ribosomen vor und ist eine nichtcodierende RNA mit
katalytischer Funktion.

« Die mtDNA (mitochondriale DNA) und ctDNA (Chloroplasten-DNA) sind meist zirkuldre Dop-
pelstrang-DNAs.

« circRNA (zirkuldre RNA), also geschlossene Einzelstrang-RNA kommt in allen Spezies vor
(Zhou et al., 2020), ist aber noch weitgehend unerforscht.

1.6 Organisation der DNA

In Eukaryoten — also Lebewesen mit einem Zellkern — liegt die DNA als Doppelhelix vor. Die
DNA ist in Chromosomen organisiert, wobei die Anzahl der Chromosomen je nach Spezies
unterschiedlich ist. Menschen haben 2 mal 23, also 46 Chromosomen, der Haushund hingegen
78, um nur zwei Beispiele zu nennen (Graw 2020, S. 269).

In Bakterien (Prokaryoten) liegt die DNA im sogenannten Bakterienchromosom als doppel-
strangiges, meist ringformig geschlossenes Molekdil vor, das mangels Zellkerns frei im Cytoplas-
ma schwimmt. Es kommen zuséatzlich extrachromosomale, kleinere, ebenfalls doppelstrangige
DNA-Molekiile vor (Plasmide), (Graw 2020, S. 133), (siehe Kapitel 5.2, Chromosomenmutatio-

nen).

Die Chromosomen — z.B. die 23 Chromosomenpaare des Menschen — unterscheiden sich in
ihrer Groke, d.h. in der Lange des DNA-Doppelstrangs, der dem jeweiligen Chromosom zu
Grunde liegt. Der DNA-Doppelstrang des groften menschlichen Chromosoms, Chromosom 1,
hat in etwa die Lange von 247 Millionen Basenpaaren (Megabasenpaare, Mbp), (Wikipedia,
Chromosom und ensembl-Datenbank). Die chromosomale DNA enthalt die Gene, das sind Ab-
schnitte auf der DNA, die die Information flir den Aufbau von Makromolektilen, Proteinen oder
RNA-Molekilen enthalten. Aukerdem sind in Genen jene Informationen enthalten, unter wel-
chen Bedingungen diese synthetisiert werden. Die Anzahl der Gene in einem Chromosom va-
riiert zwischen 100 und 2000. Die Gesamtzahl aller Gene variiert von Spezies zu Spezies, beim
Menschen sind es etwa 21000 (Berg et al., 2018, S. 127), (siehe Kapitel 4.2).



1.7 Aminosauren, Peptide und Proteine

Aminosauren bestehen aus einer Kohlenstoffkette mit mindestens zwei C-Atomen, mindestens
einer Carboxylgruppe —COOH, mindestens einer Aminogruppe —NH2, einem -H-Atom und ei-
nem Rest. Der Rest kann im einfachsten Fall aus einem Wasserstoffatom (—H) bestehen (wie bei
Glycin) oder aus langeren, komplexen Seitenketten, die auch Verzweigungen oder Ringsyste-
me enthalten konnen. Abbildung 1.9 zeigt den prinzipiellen Aufbau und die Bezeichnung von
Aminosauren.

= 5 17 [B |¢ '\
OH OH
NH» NH >
a-Aminosaure B-Aminosaure
o, B,y Nummerierung der C-Atome in Aminosauren _NH Aminogruppe

2
1,2,3 alternative Nummerierung der C-Atome in Aminosauren

R Seitenkette —COOH Carboxylgruppe

Abb. 1.9 Darstellung von Aminosduren mit unterschiedlicher Nummerierung (Chemiezauber, online,

adaptiert).

Die Nummerierung der Kohlenstoffatome erfolgt entweder von der Carboxlygruppe aus (C1)
oder mit griechischen Buchstaben von jenem C-Atom, das direkt nach der Carboxylgruppe folgt
(Ca). Jene Aminosauren, die Uiber den genetischen Code codiert werden, nennt man kanonische
oder proteinogene Aminosduren. Bei diesen handelt es sich ausschlieklich um a-Aminosauren,
welche die Aminogruppe am a-Kohlenstoffatom (C2) haben. Diese bilden die Bausteine fir Pro-
teine, Peptide und Enzyme. Im menschlichen Kérper kommen aber auch andere Aminoséauren
vor, die die Aminogruppe an einem anderen als dem Ca-Atom haben.

Aminosauren werden mittels einer Peptidbindung miteinander verknipft (siehe Abbildung 1.10).

Dabei verbindet sich die Aminogruppe (—NH,) der einen Aminosaure mit der Carboxylgruppe
(—COOH) der vorangegangenen Aminosaure unter Abspaltung von Wasser.
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Abb. 1.10 Mittels Peptidbindung verkniipfte Aminosé&uren (Wikipedia, Peptidbindung, adaptiert).

Peptide sind unverzweigte Ketten von wenigen miteinander tber Peptidbindungen verknupften
Aminosauren. Ketten mit bis zu 50 Aminosauren werden als Polypeptide bezeichnet, noch lan-
gere Ketten werden als Proteine bezeichnet. Jedes Protein hat eine andere Aufgabe. Es gibt
beispielsweise Strukturproteine, Enzyme, Transportkanale, Signalmolekiile, Rezeptoren, Anti-
korper oder auch Faltungshelfer.

Menschliche Peptide bzw. Proteine haben sehr unterschiedliche Langen. Es gibt nur wenige
Peptide im menschlichen Korper, die aus nur zwei Aminosauren zusammengesetzt sind, wie
z.B. Carnosin. Dies ist ein in Muskeln und im Gehirn vorkommendes Dipeptid, das aus Alanin
und Histidin zusammengesetzt ist (Gressner et al., 2013, S. 306). Titin (Connectin) — ein Struktur-
protein des Muskels — hingegen ist das grofte bekannte Protein mit ca. 38000 Aminosduren
Lange (Graw, 2020, S. 327 und S. 967).

Alle kanonischen Aminosauren — aufker Glycin — sind optisch aktiv, das heifét, sie drehen die
Schwingungsebene (Polarisationsebene) von hindurchgehendem polarisiertem Licht. Optische
Aktivitat tritt auf, wenn ein asymmetrisches C-Atom existiert, das bedeutet ein C-Atom mit vier
verschiedenen Liganden (Resten, R). Bei den kanonischen Aminosauren ist dieses asymmet-
rische C-Atom das Ca-Atom. Glycin enthalt zwei identische Liganden (zwei H-Atome) und ist
daher als einziges nicht optisch aktiv.

Die Bezeichnung D-Aminosaure und L-Aminosdure geht auf eine raumliche Darstellung von
Emil Fischer (Wikipedia, Emil Fischer) — die sogenannte Fischer-Projektion — zurlick. Aus dieser
kann man aber nicht auf die Drehrichtung der Polarisationsebene schlieken. Hierbei bedeuten
L laevus (lat.) — links, D dexter (lat.) — rechts.
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Abbildung 111 zeigt die rdumliche Asymmetrie der beiden maglichen Konfigurationen einer
Aminosaure, die durch Drehung nicht zur Deckung zu bringen sind. Sie werden auch als En-
antiomere oder Stereoisomere bezeichnet. Das asymmetrische C-Atom (ChiralitGtszentrum)
befindet sich in der Mitte eines gedachten Tetraeders, an dessen Eckpunkten sich die vier ver-

schiedenen Liganden befinden.

NH, Aminogruppe H Wasserstoff R Rest (Seitenkette)

COOH Carboxylgruppe Ca asymmetrisches C-Atom

Abb. 1.11 Stereocisomere einer Aminosdure (Berg et al., 2018, S. 35 adaptiert).

In Lebewesen kommen fast ausschlieRlich L-Aminosauren vor. Geringe Mengen von D-Amino-
sauren wurden laut Fujii and Saito (2004) in Z&dhnen, Knochen und im Beta-Amyloid-Protein von
Alzheimer-Plaques entdeckt. In manchen Geweben — wie im Dentin der Zédhne — findet im Laufe
des Lebens eine gewisse Razemisierung von L- zu D-Aminosdauren statt. Dadurch kann man auf
das Sterbealter (nicht das Sterbedatum) einer Person schlieken (Ritz-Timme et al., 2002).

[...] fand sich ein enger Zusammenhang zwischen dem Razemisierungsgrad von
Asparaginsdure und dem Dentinalter.

Die Seitenketten der kanonischen Aminosauren haben unterschiedliche Strukturen und unter-
schiedliche chemische Eigenschaften (Siehe Anhang). Sie kdnnen polar oder unpolar, hydrophil
oder hydrophob, sauer oder basisch sein. Die Seitenketten kdnnen aliphatisch sein oder auch
Ringe enthalten, wie Tyrosin oder Phenylalanin. Fur die korrekte Faltung der Proteine sind vor
allem Wasserstoffbriicken, elektrostatische Wechselwirkungen und hydrophobe Wechselwir-
kungen verantwortlich.

Es konnen sich aber auch kovalente Schwefelbriicken (Disulfidbricken) zwischen zwei Cyste-
inresten ausbilden. Diese stellen echte kovalente Bidungen dar. Disulfidbriicken spielen zum
Beispiel eine wichtige Rolle bei der dreidimensionalen Stabilisierung von Insulin. (Berg et al,,
2018, S. 482).
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1.8 Transkription

Um von der in der DNA gespeicherten Information zu Proteinen zu gelangen, sind zwei Schritte
erforderlich: Transkription und Translation.

Die Weitergabe der Information von der DNA Uber die RNA zum Protein wurde als
zentrales Dogma der Molekularbiologie

bezeichnet, das auf Crick (1958) zurlickgeht. Dieses Dogma musste 1970 durch die Entdeckung
der reversen Transkriptase, die RNA in DNA umschreiben kann, erganzt werden. Howard Temin
und David Baltimore bekamen dafiir 1975 den Nobelpreis (DocCheck Flexikon, Reverse Tran-
skriptase).

1.81 Ablesen und Ubertragen der Information auf die mRNA

Zuerst muss aus der DNA im Zellkern ein Abschnitt, der der Lange eines Gens entspricht, in
ein Transportmolekil, die sogenannte pra-Messenger-RNA (pra-mRNA), Gbertragen werden.
Bei Eukaryoten enthdlt dieses Primartranskript Bereiche, die nicht fur Proteine codieren und
entfernt werden mussen. Aukerdem miussen zu Beginn eine Kappe und am Ende der mRNA
noch ein Poly-A-Schwanz angehangt werden (Christen et al., 2016, S. 111). Die Ablesung der
Information aus der DNA und die daraus folgende Synthese der mRNA wird als Transkription
bezeichnet. Die mRNA dient ausschlieRlich der Ubermittiung des Bauplans fiir ein Protein, der
in der DNA festgelegt ist. Es wird jeweils nur ein kleiner Teil der DNA eines Chromosoms ab-
gelesen, namlich nur die Lange eines einzigen Gens. Die 23 Chromosomenpaare enthalten ca.
20000 Gene (siehe Kapitel 3, Human Genom Project). Da sowohl Chromosomen als auch Gene
unterschiedliche Langen haben, hat ein Chromosom ungeféhr 100 bis einige tausend Gene.

Um die Information aus der DNA abzulesen und eine mRNA zu synthetisieren, wird ein Enzym,
eine sogenannte Polymerase bendtigt, die den Zusammenbau der RNA katalysiert. Polymerasen
sind spezifische Enzyme, die jeweils einen oder nur sehr wenige Vorgange katalysieren.

Flr den ersten Schritt der Transkription ist eine DNA-abhangige RNA-Polymerase notig, die
RNA-Polymerase Il (Pol ll). Diese muss den Startpunkt (Promotor) suchen, ab welchem die DNA
in RNA Ubersetzt werden soll (Initiation). Da die DNA als gewundene Doppelhelix vorliegt, kann
die Information nicht direkt abgelesen werden. Ein spezifisches Enzym aus der Familie der He-
licasen muss daher die DNA-Doppelhelix zuerst fur ein kurzes Stlick von ca. 15 Basen Lange
entspiralisieren (Nordheim et al., 2018, S. 309).

In diesem Teil liegt die DNA dann in Form von zwei Einzelstrangen vor, von denen der Matrizen-

strang als Vorlage dient. Beginnend beim Startpunkt werden nun Triphosphate der vier Basen
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A, C, G und U (Adenosintriphosphat, Cytosintriphosphat, Guanosintriphosphat und Uridintri-
phosphat), die sich im Kernplasma befinden, mit Hilfe der DNA-abhangigen RNA-Polymerase |l
aneinandergereiht. Die Ribonucleosidtriphosphate bestehen aus der jeweiligen Base, einem
Zucker (Ribose) und drei Phosphatresten. Beim Verknupfen werden die beiden endstandigen
Phosphatreste als Pyrophosphat abgespalten (Berg et al., 2018, S. 146). Die RNA-Polymerase
synthetisiert durch Verknipfung der Nucleosidtriphosphate eine zum Matrizenstrang komple-
mentéare pra-mRNA.

Abb. 112 zeigt eine teilweise entspiralisierte DNA-Doppelhelix. Dle RNA-Polymerase Il |1auft
an der DNA entlang und verknlpft die Ribonucleosidtriphosphate mit der wachsenden Kette.
Dies wird als Elongation bezeichnet. Die RNA-Polymerase |l katalysiert die Phosphodiester-
bindungen (Alberts et al., 2021, S. 253). Es bildet sich vorlibergehend ein ca. neun Basenpaare
langes DNA-RNA-Hybrid, ein sogenanntes Heteroduplex (Graw, 2020, S. 78).

codogener Strang

5 DNA 3
3

. 5
Matrizenstrang

pra-mRNA

Cytoplasma

Zellkern

== DNA-Doppelstrang = pra-mRNA RNA-Polymerase Il = cap

Abb. 112 Transkription in Eukaryoten, Initiation und Elongation.

Die Basen der neu entstehenden RNA sind komplementar zu jenen Basen der als Matrize die-
nenden DNA. In der durch die Helicase gedffneten Blase transkribiert die RNA-Polymerase |
sukzessive die einzelnen Nucleotide. Vor der RNA-Polymerase Il entspiralisiert die Helicase den
DNA-Doppelstrang, dahinter wird dieser wieder geschlossen. Es werden ca. 50 Ribonucleotide
pro Sekunde angefligt (Christen et al., 2016, S. 111). Eine spezielle Sequenz, der Terminator, ist
das Signal fur die Polymerase I, die Transkription zu beenden (Termination).

RNA-Polymerasen machen bei der Transkription im Gegensatz zu den DNA-Polymerasen relativ
viele Fehler (~ 10%). Da die mRNA als Zwischenprodukt aber deutlich kiirzer lebt als die DNA, und
da die RNA auflkerdem kein dauerhafter Informationsspeicher ist, sind Fehler hierbei weniger
problematisch. Fehlerhafte mRNA-Transkripte und fehlerhafte Proteine, die daraus translatiert
wurden, werden schnell wieder abgebaut. Da von einem DNA-Abschnitt viele mRNAs transkri-
biert werden, kénnen die fehlerhaften mMRNAs und Proteine vernichtet/abgebaut werden, ohne
dass ein zu grolker Mangel bei der Synthese der Proteine entsteht (Alberts et al., 2021, S. 254).

14



Die Transkription besteht aus drei Schritten:

a) Initiation
b) Elongation
c) Termination

Die pra-mRNA wird bereits wahrend der Entstehung am 5‘-Ende mit einer Kappe (cap/capping)
versehen, die dem Schutz gegen Nucleasen (abbauende Enzyme) und nach der Prozessie-
rung zum besseren Transport aus dem Zellkern ins Cytoplasma dient. Diese Kappe besteht aus
einem modifizierten Guanosin, dem 7-Methylguanosin, das Uber eine Triphosphatbriicke an die
5‘-Position der Ribose gebunden wird (Alberts et al., 2021, S. 261f).

1.8.2 Exons - Introns — SpleiRen

Diese durch Transkription entstandene pra-mRNA besteht aus sich abwechselnden Exons und
Introns. Exons (expressed regions) sind jene Bereiche, die als Vorlage fur die Synthese der
Aminosaurenkette dienen. Sie enthalten den codierenden Anteil der pra-mRNA. Introns (intra-
genic regions) sind Abschnitte unterschiedlicher Lange zwischen den Exons, die nichts zur Co-
dierung beitragen, aber wichtige Informationen zur weiteren Verarbeitung, zum Beispiel dem
SpleiRen haben. Im Allgemeinen sind die Introns deutlich [&nger als die Exons.

Gilbert (1978) schreibt von einer neuen Entdeckung, dass die DNA, die in eine Aminosaure-
sequenz lbersetzt werden soll, von Bereichen unterbrochen ist, die nichts zur Codierung bei-
tragen und die herausgeschnitten werden. Gilbert schlagt den Namen Introns fur diese Berei-

che vor.

[...] which | suggest we call introns (for intragenic regions) — alternating with

regions which will be expressed — exons.

Gilbert (1978) sieht den Vorteil in den Mosaikgenen, darin, dass durch das Spleiken das Muster
schneller verandert werden kann, als die selten eintretenden Punktmutationen es vermdgen.
Dadurch wird die Evolution wesentlich schneller vorangetrieben. Beim SpleiRen der pra-mRNA
werden die Introns herausgeschnitten und die verbleibenden Exons wieder zusammengefigt,
sodass eine reife mMRNA entsteht. Nach dem Herausspleiken der Introns aus der pra-mRNA wird
auch das 3*-Ende mit einem Schutz aus 20 bis 200 Adeninnucleotiden versehen (Polyadenylie-
rung, Poly-A-Schwanz). Der Poly-A-Schwanz dient der Stabilisierung der mRNA und ist sowohl
fur den Transport der mRNA ins Cytoplasma als auch fir die Initiation der darauffolgenden
Translation im Cytoplasma notwendig (Passmore & Coller, 2022). Erst wenn das Spleilken been-
det ist und beide Enden mit einem Schutz versehen sind — Kappe und Poly-A-Schwanz — kann
die nun als reife mRNA bezeichnete RNA durch die Kernporen aktiv ins Cyotosol transportiert
werden, wo die Translation (Synthese der Poplypeptide) stattfindet.
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Abb. 113 zeigt — ausgehend von einer pra-mRNA — einige der Mdoglichkeiten, wie die Exons
nach dem Spleiken zusammengesetzt sein kdnnen (alternatives Spleiken). Erst nach dem Splei-
Ren wird der Poly-A-Schwanz angefigt.

cap Ex1 In1 Ex 2 In2 Ex3 In4 Ex4
5 I | ] BN 3* pra-mRNA

cap Ex1 Ex 2 Ex3 Ex4 Poly-A
5’ - | | [}

cap Ex1 Ex 3 Ex4 Poly-A
5 I I R S

mRNA Spleil3-
cap Ex1 Ex 2 Ex4 Poly-A Varianten
5’ I D B

cap Ex1 Ex3 Poly-A
5 I D S

mmm Fxon ~ =mmsssm Poly-A-Schwanz
Intron Kappe/cap

Abb. 113 Moégliche SpleiRvarianten beim alternativen SpleiRen einer prd-mRNA in Eukaryoten.

Die kombinatorischen Moglichkeiten, die Exons miteinander zu verbinden, sind — besonders
bei Genen mit sehr vielen Exons — weitaus hoher, als die wirklich genutzte Anzahl. Dennoch
tragt der Vorgang des Spleikens zusammen mit der Moglichkeit der baukastenartigen Neu-
zusammensetzung der Exons dazu bei, dass sich aus den beim Human Genome Project ge-
fundenen 20 000 Genen mRNAs flir mehr als 100 000 verschiedene Proteine zusammensetzen
lassen (siehe Kapitel 4). Die 1941 aufgestellte Ein-Gen-ein-Enzym-Hypothese von Beadle und
Tatum musste also modifiziert werden (Graw, 2020, S. 70).

Ein Intron kann sich an beliebiger Stelle befinden, nicht nur exakt zwischen zwei Codons, son-
dern auch in der Mitte desselben. Befindet sich ein Intron nach der dritten Base eines Codons,
also zwischen zwei Codons, so wird es als Phase-O-Intron bezeichnet. Analog dazu gibt es
Phase-1-Introns nach der ersten Base und Phase-2-Introns nach der zweiten Base. Wird nun
ein Intron oder mehrere Introns gemeinsam mit einem oder mehreren Exons herausgespleift,
so muss der im néchsten verbleibenden Exon folgende Teil das urspriingliche Codon zu einem
Triplett ergénzen (siehe Abbildung 1.13). Ist dies nicht der Fall, so ergibt sich eine fehlerhafte
Zusammensetzung mit mehr oder weniger als drei Basen. In Abbildung 113 ist dargestellt, dass
nach dem Spleiken eine Rasterverschiebung auftreten kann. Es ergibt sich daher bald ein vor-
zeitiges Stopp-Codon und ein verkirztes unbrauchbares Protein.
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Ein sauberes Spleikprodukt ergibt sich beim alternativen Spleiken nur dann, wenn das erste
und das letzte Intron, die gemeinsam mit Exons herausgespleitt werden sollen, die selbe Phase
haben. Dadurch wird die Anzahl moglicher Spleiprodukte reduziert.

Nguyen et al. (2006) untersuchten die Phasenverteilung von Introns und ermittelten die Vertei-
lung von Phase-0- : Phase-1- : Phase-2-Introns. Obwohl die Fragestellung eine andere war, zeigt
sich bei den Ergebnissen, dass flir alle Spezies die Phase-0-Introns die Haufigsten sind und die
Phase-2-Introns die Seltensten. Es kommen jeweils alle drei Phasen vor, wobei die Haufigkeit
der Phase-2-Introns in keinem Fall unter 20 Prozent liegt. Man kann also nicht a priori davon
ausgehen kann, dass alle Introns dieselbe Phase haben.

Phase Phase
0 2
Exon 1 Intron Exon 2 Intron Exon 3 1

R . Codons
i
S—~" \_/I\_/\_/ III
. Raster- Intron

verschiebun
Phase 9 Xy

012

ll = > Spleitstellen
-

Abb. 1.14 Mégliche Positionen, an denen sich Introns befinden kénnen und mégliche Rasterverschie-

bung beim Herausspleizen von Introns verschiedener Phase.

Abb. 115 zeigt die Situation nach Beendigung der Transkription und des Spleikens bei Eukaryo-
ten. Die Blase im DNA-Doppelstrang ist wieder vollstandig geschlossen. Das 5-Ende der mRNA
ist mit einer Kappe aus 7-Methylguanosin versehen, das 3‘-Ende mit einem Poly-A-Schwanz. Die
so geschiitzte reife mRNA befindet sich immer noch im Zellkern.
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Abb. 115 Abgeschlossene Transkription nach SpleilRen.

Sobald nach erfolgreichem Capping, Spleiken und Anfligen des Poly-A-Schwanzes eine reife
mRNA erzeugt wurde, wird diese aktiv durch Kernporen mit Hilfe von Kernporenproteinen aus
dem Zellkern in das Cytoplasma transportiert, wo die Translation (Synthese der Proteine) statt-
finden kann (Alberts et al., 2021, S. 558). Bei der Translation wird die in der mRNA codiert vor-
liegende Information decodiert und zur Synthese von Proteinen verwendet. Dies geschieht mit
Hilfe von Ribosomen, die eine Art Proteinproduktionsstatte darstellen und die in allen Eukaryo-
ten, Prokaryoten, Archaeen sowie in einigen Zellorganellen wie in Mitochondrien und Chloro-

plasten vorkommen.

Die reife mRNA enthalt zwischen Kappe und Poly-A-Schwanz nur mehr die nahtlos aneinander-
gefugten Exons des Gens. Diese umfassen den codierenden Bereich sowie die 5- und 3‘-un-
translatierten Regionen (5°-UTR, 3‘-UTR).

Start Stopp
cap 5’-UTR AUG codierend UGA 3’-UTR AAAAAA

s
Poly-A

mMRNA

Start Stopp

el jesssssssssees' e Jeesssnm|

Exon 1 Exon 2 Exon 3

cap/Kappe Hl nicht translatierte Regionen in den Exons I Exon
mm Poly-A-Schwanz [ codierender Bereich in den Exons 1 Start/Stopp

Abb. 1.16 Einteilung einer reifen mRNA in Exons, bestehend aus codierendem Bereich sowie den un-

translatierten Bereichen 5-UTR und 3“-UTR, sowie der Kappe und dem Poly-A-Schwanz.
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Nachdem alle Introns entfernt wurden, verbleibt nahe den urspriinglichen Spleifstellen — ca.
20 bis 24 Nucleotide (nt) in 5°-Richtung entfernt — jeweils ein mehrteiliger Proteinkomplex EJC
(Exon-Junction-Complex). Der erste Exon-Junction-Komplex befindet sich im ersten Exon, der
letzte im vorletzten Exon jeweils knapp oberhalb der darauf folgenden Nahtstelle zum nachsten
Exon. Nach einem reguléaren Stopp-Codon gibt es keinen EJC mehr. Der EJC wird mit der reifen
mRNA aus dem Kern ins Cytoplasma exportiert, wo dann die Translation stattfindet. Die Stok-
stelle zwischen den Exons wird als Exon-Exon-Junction (EEJ) bezeichnet (siehe Abbildung 1.17).

EEJ
Exon Exon
mRNA 5’ % 3’
'\_/'
20-24 nt
@ EJC: Exon-Junction-Complex Il Exon D EEJ: Exon-Exon-Junction

Abb. 1.17 Anordnung der Exon-Exon-Junction (EEJ) und des Exon-Junction-Komplexes (EJC) der reifen

mRNA vor der ersten Translationsrunde.

1.9 Aufbau und Funktion von Ribosomen

Ribosomen haben eine Groke von ~ 20—25 nm und bestehen jeweils aus einer groRen sowie
einer kleinen Untereinheit. Die Gesamtgroflke der Ribosomen und auch die Grolke der Unter-
einheiten unterscheiden sich jedoch zwischen Eukaryoten und Prokaryoten. Die Ribosomen
von Prokaryoten sind etwas kleiner als die der Eukaryoten, sie konnen aber alle den gemein-
samen genetischen Code entziffern (siehe Kapitel 3).

Geringfligige Abweichungen im Code gibt es bei einigen wenigen Zellorganellen, namlich bei
den Mitochondrien und den Chloroplasten, die gemalk der Endosymbiontentheorie in die Zellen
von Eukaryoten und Prokaryoten eingewandert sind (Heinrich et al., 2014, S. 157). Die beiden
Untereinheiten (UE) der Ribosomen bestehen jeweils aus Proteinen und ribosomalen RNAs
(rRNAs) — je nach Doméane — aus 1 bis 3 unterschiedlichen rRNAs und 21 bis 50 verschiedenen
Proteinen (Heinrich et al.,, 2014, S. 604). Die Grofe der rRNAs werden in Svedberg (S) angege-
ben, einer Einheit eines Sedimentationskoeffizienten fir die Groke von Teilchen in einer Ultra-
zentrifuge. Laut Heinrich et al. (2014, S. 582) setzen sich die Ribosomen und ihre Untereinheiten
(UE) folgendermafken zusammen:

Eukaryoten: Grofke UE 3rRNAs: 28S,5Sund5,8S Proteine: 49
Kleine UE 1rRNA: 18S Proteine: 33
Prokaryoten: Grofke UE 2rRNAs: 23S5,5S Proteine: 34
Kleine UE 1rRNA:  16S Proteine: 21
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Bei den ribosomalen RNAs (rRNAs) handelt es sich um nichtcodierende RNAs, die im Nucleo-
lus (Kernkdrperchen) von der DNA-abhangigen RNA-Polymerase | von der ribosomalen DNA
(rDNA) abgelesen und transkribiert werden. Diese rRNAs werden aber nicht in Proteine Uber-
setzt. Die rRNA verbleibt im Nucleolus, wo sie auf die ribosomalen Proteine, die im Cytoplasma
synthetisiert werden, wartet. Hier werden dann die beiden ribosomalen Untereinheiten einzeln
zusammengesetzt. Die rRNAs haben nicht nur strukturelle sondern auch katalytische Aufgaben
bei der Proteinsynthese. Die 28S-rRNA der groken Untereinheit katalysiert beispielsweise die
Bildung der Peptidbindung bei der Translation (Heinrich et al., 2014, S. 580 und S. 604).

a-rRNA /V\R/N\A
5 S rRNA pra-r pré-m
£ o |
Capping
\ j \ I . doppelte
® SpleiRen Kernmembran
NN
Zellkern /\',\,6 A /’\N\. I
Nucleus Pl ® . Polyadenylierung
Cytoplasma R’ ’ Nucleolus

reife MRNA

neu gebildete
grofke Unter- " A

Kernpore

einheit AN AN h
AN, O Ry )
(] R bereits
e .
) R vorhandenes
neu gebildete P Protein fiir riboso- Ribosom

kleine Unter- .. male Untereinheiten,
einheit die im Cytoplasma
synthetisiert werden

vorhandenes Ribosom neuen Ribosomen

H im Cytoplasma bereits groflke bzw. kleine Untereinheit von

VAN rDNA NN rRNA bzw. pré-rRNA

(X X J Proteine fiir ribosomale Untereinheiten, die im Cytoplasma synthetisiert wurden

Abb. 1.18 Synthese und Zusammenbau der Untereinheiten eines Ribosoms aus rRNAs und Proteinen in

Eukaryoten.

Abb. 118 zeigt den Zusammenbau neuer Ribosomen in Eukaryoten im Nucleolus (im Kernkdr-
perchen). Hierbei handelt es sich um eine verdichtete Struktur innerhalb der Zellkerns (Nuc-
leus), die aber nicht durch eine Membran abgetrennt ist. Nach dem Transport der reifen mRNA
durch die Kernporen ins Cytoplasma wird sie dort durch Ribosomen in Proteine translatiert, dar-

unter auch in jene Proteine, die fiir den Zusammenbau der neuen Ribosomen bendtigt werden.
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Diese mussen dann ebenfalls durch die Kernporen zurtick in den Nucleolus transportiert wer-
den, wo sie gemeinsam mit den rRNAs zu den ribosomalen Untereinheiten zusammengesetzt
werden. Die fertigen ribosomalen Untereinheiten werden danach wieder zurlick ins Cytoplas-
ma transportiert. Im Cytoplasma vereinigen sich je eine grolée und eine kleine Untereinheit
zur Proteinsynthese. Die unterschiedlichen Proteine und die mRNAs sind so grof, dass sie
sich nicht mehr durch Diffusion zwischen Cytoplasma und Kern bewegen konnen. Die beno-
tigten Kernporen sind komplizierte Strukturen, die aus ungefahr 30 verschiedenen Proteinen
bestehen und die nicht nur grolke Molekile, sondern auch Makromolekule wie Proteine und
Ribonucleotidproteinkomplexe aktiv zwischen den Kompartimenten hin und her transportieren
konnen (Alberts et al., 2021, S. 555).

110 Translation

Die Translation ist der letzte Schritt der Proteinbiosynthese, bei dem mit Hilfe der Ribosomen
die einzelnen Aminosauren aneinandergefligt werden. Damit ein Ribosom dies tun kann, wird
ein Transportmolekiil (Transfer-RNA, tRNA) bendtigt, welches die Aminosauren zu den Riboso-
men transportiert. Sowohl die Ribosomen als auch die tRNA, befinden sich im Cytoplasma. Wah-
rend die mRNA die Information flir die Abfolge der Aminosauren Ubermittelt, transportiert die
tRNA diese physisch. Die tRNA ist ebenso wie die rRNA eine nichtcodierende RNA (Graw, 2020,
S. 86; Heinrich et al., 2014, S. 147).

Die tRNA selbst wird bei Eukaryoten — wie alle anderen RNAs — von der DNA in Genen abge-
lesen und transkribiert. Die Transkription geschieht — wie bei der 5S-rRNA — im Zellkern durch
die RNA-Polymerase lll. Die humane tRNA wird in nahezu 600 Genen, die sich auf unterschied-
lichen Chromosomen befinden, codiert (Graw, 2020, S. 96). Zusatzlich gibt es noch einige mito-
chondriale tRNA-Gene. Bei der Transkription entsteht eine pra-tRNA, die auch Introns enthalt,
die — im Unterschied zu den Spleikvorgangen bei der mRNA — durch eine Endonuclease her-
ausgeschnitten werden. Die Lange der tRNA wird von verschiedenen Autor*innen unterschied-
lich angegeben, beispielsweise mit 65 bis 110 Nucleotiden bei Heinrich et al., 2014 (S. 147).

Die tRNA hat unterschiedliche Bereiche, von denen einige hochkonserviert sind. Nach der
Transkription erfolgen auch bei der tRNA noch diverse Basenmodifikationen, beispielsweise in
Dihydrouridin, Pseudouridin (W) sowie das Anfligen einer CCA-Sequenz am 3‘-Ende des Akzep-

torstammes.
1101 Aufbau der tRNA

Die reife tRNA ist zu einer sogenannten Kleeblattstruktur gefaltet (siehe Abb. 1.19), die drei fixe
Schleifen und eine variable Schleife aufweist. Die fixen Schleifen sind die Dihydrouridinschleife,
die TWC-Pseudouracilschleife und die Anticodonschleife. Die Bereiche zwischen den Schleifen
— als Arme oder Stamm bezeichnet — werden durch intramolekulare Basenpaarungen (Wasser-
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stoffbriicken) stabilisiert. Die variable Schleife hat unterschiedliche Lange und keinen Arm und
ist daher ohne intramolekulare Basenpaarungen.

Die Anticodonschleife hat in den Positionen 34, 35 und 36 einen Bereich aus drei Basen, das
sogenannte Anticodon, welches komplementar zu dem Basentriplett des entsprechenden Co-
dons der mRNA ist. Damit paaren sich die Basen des Anticodons der tRNA mit den Basen der
mRNA, wahrend die tRNA die A-, P- und E-Stellen des Ribosoms durchlauft (siehe Translation).

angeheftete
I Aminosaure
3
A
€
€

Akzeptor-
Stamm

TWC-Schleife Dihydrouridin-
schleife

variable v
Schleife Anticodon-
Stamm
Anticodon-
Schleife

Anticodon

Abb. 1.19 Aufbau einer tRNA (nach Berg et al., 2018, S. 1063, adaptiert).

Am 3‘-Ende des Akzeptorstammes befindet sich die Sequenz CCA, welche bei allen tRNAs
identisch ist. Das letzte Nucleosid dieser Sequenz — ein Adenosin — bindet an jene Aminoséaure,
die dem Anticodon der tRNA entspricht.

Um die tRNA mit ihrer spezifischen Aminosdure zu beladen, wird ein Enzym, die Aminoacyl-
tRNA-Synthetase (aa-tRNA-Synthetase), mit der entsprechenden Aminoséaure beladen. Danach
wird an einer weiteren Bindungsstelle der Aminoacyl-tRNA-Synthetase eine unbeladene tRNA
gebunden. Diese tRNA wird anhand ihres Anticodons, der Dihydrouridinschleife, oder anhand
von speziellen Elementen wie beispielsweise der Base 73 im Akzeptorstamm erkannt (Wiki-
pedia, tRNA; Gomez & Ibba, 2020). Die bereits an der Aminoacyl-tRNA-Synthetase gebundene

22



Aminosaure wird nun auf die tRNA Ubertragen und diese so beladene tRNA wird freigesetzt. Die
Synthetase steht nun wieder fiir weitere Beladungen zur Verfligung (siehe Kapitel 7.4.1).

110.2 Proteinsynthese mit Hilfe von Ribosomen

Die Proteinsynthese an den Ribosomen beginnt in der Regel beim ersten AUG-Triplett im
5‘-Bereich der mRNA. Dieses wird als Start-Codon flr die Translation und als Beginn des offe-
nen Leserahmens der von der mRNA codierten Aminosaureabfolge interpretiert. Beim ersten
Durchgang des Ribosoms (pioneer round) entlang der mRNA synthetisiert dieses das Protein
und entfernt dabei gleichzeitig alle Exon-Junction-Komplexe (siehe Abbildung 1.20). Bei jedem
weiteren Durchgang eines Ribosoms enthalt die mRNA keine EJCs mehr und ist quasi sauber
(Schaaf & Zschocke, 2018, S. 19).

letztes

cap Start Exon @ Exon  Stopp POLY-A
5’ e I e 3
>
KA EJC 20-24 nt
in 5’-Richtung
A Ribosom cap mmm Poly-A-Schwanz 0, Protein

@ Exon-Junction-Komplex ~mmm Exon mmmm Start/Stopp-Codon

Abb. 1.20 Erster Durchgang des Ribosoms bei der Translation. Alle EJCs werden entfernt.

Erreicht das Ribosom das regulare Stopp-Codon kurz vor dem 3‘-Ende, so steht hierflir keine
tRNA zur Verfligung. An der A-Stelle des Ribosoms lagern sich statt einer mit einer Aminosaure
beladenen tRNA Freisetzungsfaktoren an, wodurch das Protein an der P-Stelle freigesetzt wird
und das Ribosom in die kleine und die groRe Untereinheit dissoziiert (siehe Abbildungen 1.22i
und 1.22j). Die mRNA kann nun mehrfach von weiteren Ribosomen abgelesen werden. Nach
einer gewissen Zeit wird die mRNA abgebaut (Degradation).

Bakterien-RNAs haben eine mittlere Lebensdauer von ca. drei Minuten, Eukaryoten-RNAs bis
zu einigen Stunden. Im 3‘-UTR-Bereich ist festgelegt, wie grofk die mittlere Lebensdauer der
mRNA ist (Alberts et al., 2021, S. 266). Schlautmann und Gehring (2020) betonen in lhrem Re-
view die Wichtigkeit des EJC.

Specifically, the EJC’s core components and its associated proteins regulate

different steps of gene expression, including pre-mRNA splicing, mRNA export,
translation, and nonsense-mediated mRNA decay (NMD).
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Abbildung 1.21 zeigt die Legende fir die Abbildungen 1.22a—j.

tRNA-
|'I'| Anticodon O©O® Protein/Aminoséuren A Akzeptorstelle UGA Stopp-Codon
B mRNA [ cap P Peptidyltransferase- AUG Start-Codon
o Zentrum
Freisetzungs- el WIS | o com B Sale Acc auce Kozak
faktor kleine Untereineit Sequenz

Abb. 1.21 Legende flir die Abbildungen 1.22a—j.

Die Methionin-Aminoacyl-tRNA-Synthetase bindet die tRNA flir die Aminosdure Methionin und
auch jene fir die Initiator-tRNA™. Die beiden tRNAs unterscheiden sich jedoch und sie haben
auch verschiedene Funktionen, obwohl die Synthetase die selbe ist. Die Initiator-tRNA™" bin-
det als einzige direkt an die P-Stelle in der kleinen Untereinheit des noch nicht geschlossenen
Ribosoms; die Methionyl-tRNA bindet — so wie alle anderen tRNAs — an die Akzeptorstelle des
bereits geschlossenen Ribosoms. Wichtig flir den Beginn der Translation ist ein korrekter Start-
punkt, von dem aus die Ribosomen die Codons in Dreierschritten (Tripletts) ablesen kénnen

(siehe auch Kapitel 3).
Die Ribosomen besitzen drei Stellen, an denen die tRNA binden kann:
- die Akzeptorstelle (A),

+ das Peptidyltransferasezentrum (P),
- die Exitstelle (E), (Heinrich et al., 2014, S. 606; Alberts et al., 2021, S. 276).

Met Met

START

ACCAUGG

cap 11 1 1 1 1 ] 1.91.1.1]1.
E P A KOZAK Seq

E P A — E aue A
START
Abb. 1.22a Initiation Abb. 1.22b Suche nach dem Startpunkt Abb. 1.22c Vervollstdndigen

des Ribosoms

Die mit Methionin beladene Initiator-tRNA bindet gemeinsam mit einem Initiationskomplex an
die P-Stelle der kleinen Untereinheit des Ribosoms (Abbildung 1.22a). Der Initiationskomplex
wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht eingezeichnet.

Die kleine Untereinheit des Ribosoms bindet dann meist an die Kappe der mRNA. Im Allgemei-

nen wandert dieser Komplex entlang der mRNA in 3‘-Richtung, bis er auf die Kozak-Sequenz
trifft. Kozak (1999) beschreibt die Basenfolge ACCAUGG als optimale Erkennungssequenz in Eu-
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karyoten, in welche das Start-Codon AUG eingebettet ist (Abbildung 1.22b). Danach verbindet
sich die groke Untereinheit des Ribosoms mit der kleinen Untereinheit und bildet so das fertige
Ribosom, wobei der Initiationskomplex entfernt wird (Abbildung 1.22c). Die Translation beginnt
also in der Regel beim ersten AUG. Bei den Eukaryoten befinden sich zwischen der Kappe (cap)
und dem Start-Codon noch kurze untranslatierte Sequenzen, die flr Regulationen zustandig
sind (Schaaf & Zschocke, 2018, S. 10). Das Start-Codon AUG ist sowohl bei Eukaryoten als auch
bei Prokaryoten das Codon fur die Aminosdure Methionin. Dieses bildet daher immer die erste
Aminosaure der Proteinkette. Hier beginnt das Leseraster (Berg et al., 2018, S. 152).

A

E AUG A E p A E p A

Abb. 1.22d Beginn der Abb. 1.22e Bindung einer Abb. 1.22f Ubertragung der

Elongation beladenen tRNA an der A-Stelle Aminosdure mit Ausbildung
einer Peptidbindung

Danach beginnt die Elongation (Abb. 1.22d), wobei eine tRNA, deren Anticodon komplementar
zum ndchstfolgenden Codon der mRNA ist, an der A-Stelle (Akzeptorstelle) des Ribosoms bin-
det (Abb. 1.22e). Die erste Aminosaure (Methionin), die mit der tRNA an der P-Stelle verbunden
ist, wird unter Ausbildung einer Peptidbindung auf die nachste Aminosaure jener tRNA an der
A-Stelle Ubertragen (Abbildung 1.22f). Die tRNA an der A-Stelle ist dann mit zwei Aminosduren
verbunden. Die Initiator-tRNA ist die einzige, die direkt an der P-Stelle bindet, alle weiteren
tRNAs binden an die A-Stelle.

E P A E P A
Abb. 1.22g Translokation des Abb. 1.22h Freisetzen der unbeladenen
Ribosoms um ein Codon tRNA

Das Ribosom wandert nun um drei Stellen (ein Codon) in 3‘-Richtung weiter (Translokation), wo-
durch sich die nun nicht mehr beladene tRNA in der Exit-Stelle (E) befindet (Abb. 1.22g) und frei-
gesetzt wird (Abb. 1.22h). An die nun freie A-Stelle (A) kann die nachste beladene tRNA binden
und die ausgestoRene unbeladene tRNA wird weiterverwendet.
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Bei der Elongation in Eukaryoten werden ca. drei bis finf Aminosduren pro Sekunde angefligt,
bei Prokaryoten ca. 20 (Heinrich et al., 2014, S. 603). Dieser Zyklus wird so lange fortgesetzt,
bis das Ribosom zu einem der drei Stopp-Codons (UAA, UAG, UGA) kommt. Da zu diesen keine
tRNAs zur Verfligung stehen, bindet statt dessen ein Freisetzungsfaktor (Release-Faktor) an die
A-Stelle (Abbildung 1.22i). Dadurch wird die Translation beendet (Termination) und das fertige
Protein, die tRNA, die mRNA, der Freisetzungsfaktor und die beiden Untereinheiten des Ribo-
soms freigesetzt (Abbildung 1.22j). Nachdem die grofke und die kleine Untereinheit des Ribo-
soms sich voneinander getrennt haben, stehen diese flr eine weitere Translation zur Verfiigung
(Berg et al.,, 2018, S. 152). Welcher Releasefaktor zum Einsatz kommt, hangt davon ab, welches
Stopp-Codon vorhanden ist (Berg et al., 2018, S. 1080; siehe Kapitel 7.4.3).

E p UGA E P UGA

Stopp Stopp
Abb. 1.22i Bindung eines Abb. 1.22j Freisetzung des Proteins, der tRNA,
Freisetzungsfaktors an die A-Stelle des Freisetzungsfaktors, der mRNA und der
beim Erreichen eines Stopp-Codons. beiden Untereinheiten des Ribosoms.

An einer mRNA befinden sich mehrere Ribosomen hintereinander, die je eine Aminosaurekette
synthetisieren (siehe Abbildung 1.23). Dies wird als Polysom oder Polyribosom bezeichnet. Es
kdnnen sich, je nach Lange der mRNA, bis zu 50 Ribosomen gleichzeitig auf einer mRNA be-
finden (Schaaf & Zschocke, 2018, S. 23).
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Abb. 1.23 Polysom mit mehreren Ribosomen auf der mRNA.
Ebenso wie die Transkription, hat auch die Translation drei Stufen:

« die Initiation,
. die Elongation,
« die Termination.

Da Prokaryoten keinen Zellkern haben, finden die Transkription — Umschreiben der DNA in
RNA — und die Translation — Synthese von Proteinen — beide im Cytoplasma statt. Die beiden
Vorgange sind nicht — wie bei den Eukaryoten — durch Membranen getrennt und kdnnen daher
sofort hintereinander stattfinden, ohne dass der erste Schritt, die Transkription, schon beendet
sein muss. Bei den Prokaryoten findet keine Prozessierung der pra-mRNA statt, das heilt es
werden keine Kappen und keine Poly-A Schwanze an die pra&-mRNA angehangt. Zudem haben
Prokaryoten keine Introns, die erst nach vollstandiger Synthese der pra-mRNA herausgeschnit-
ten werden mussten. Ein weiterer Unterschied bei der Translation bei Prokaryoten besteht da-
rin, dass beim Start der Translation ein Formyl-Methionin verwendet wird. Prokaryoten konnen
aulkerdem mehrere Gene, die hintereinander in einem Operon organisiert sind, gemeinsam
transkribieren und translatieren.
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2 Codierung

Hier soll der Frage nachgegangen werden, wie die genetische Information codiert ist und ob
alle Lebewesen dieselbe oder eine sehr ahnliche Codierung aufweisen. Es wird weiters unter-
sucht, welche unterschiedlichen Codierungen und Speichermdglichkeiten fur genetische Infor-
mationen — zumindest theoretisch — denkbar sind und ob sie sinnvoll oder weniger sinnvoll er-
scheinen, auch wenn es — derzeit — nicht nachweisbar ist, ob solche alternativen Codierungen
jemals existiert haben, oder auf anderen habitablen Planeten existieren.

21 Codierung versus Verschliisselung

Einleitend zu diesem Kapitel wird der Unterschied zwischen Codierung und Verschliisselung
dargelegt, zumal diese beiden Ausdriicke leider in mehreren klassischen Lehrblichern der Bio-
chemie und Molekularbiologie nicht unterschieden werden bzw. abwechselnd oder sogar syn-

onym verwendet werden.

Urspriinglich wurden Informationen ausschlieRlich miindlich weitergegeben, beispielsweise die
Information, wie aus dem Lauf der Sterne festzustellen sei, wann das Getreide ausgesat werden
muss. Diese Information war allen Mitgliedern einer Gruppe bekannt. Sie musste sorgfaltig ge-
hitet und zuverlassig von Generation zu Generation weitergegeben werden. Im Zuge des Han-
dels wurde es jedoch nétig, festzuhalten, wieviel gekauft oder verkauft wurde. Es entwickelten
sich einfache Zahimethoden (Codierungen), wie beispielsweise die Verwendung von TonkUlgel-
chen mit eingeritzten Symbolen, als Beweis flir die jeweilige Menge abgelieferten Getreides.
(Maier, 2020, ARD online).

Das Festhalten verschiedener Ereignisse auf Stein oder Ton in Form einer Schrift oder von

Symbolen, war ein wichtiger Schritt. Es war nicht mehr nétig, dass alle Menschen die gesamte
Information hatten, sondern es geniigte, zu wissen, wie die Information codiert war. Diese In-
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formationen durften nicht geheim sein, sondern musste offen und fir jeden lesbar sein. Jeder-
mann sollte den Code kennen. Man musste nicht mehr die gesamte Information von Mensch
zu Mensch weitergeben, sondern es genligte, die Codierung weiterzugeben. Die Decodierung

entspricht dem Lesen und Verstehen dieser Texte.

Wichtig ist hier, dass es verschiedene Codierungssyteme flr ein und dieselbe Information ge-
ben kann, dass diese Systeme aber alle offen zuganglich und ineinander umwandelbar sind,
damit moglichst viele Menschen Zugang zu dieser Information haben konnen.

Beispiele flr verschiedene Codierungssysteme sind verschiedene Schriftzeichen flr den sel-
ben Buchstaben oder Pictogramme statt Schriftzeichen. Als einfache Beispiele seien folgende

genannt:

S (latein), o (griechisch), .« (arabisch)
Schrift Ausgang versus Pictogramm (=~

Es gibt mehrere Beispiele in der Geschichte, wo das Schriftzeichensystem in einem Land mehr-
fach geandert wurde. So wurde beispielsweise in der Tirkei unter Atatlirk, die arabische Schrift
gegen lateinische Schriftzeichen ausgetauscht, ohne dass sich die Sprache oder der Inhalt der
Information geandert hatte, oder in Aserbaidschan, wo einander arabische, lateinische, kyrilli-
sche und ab 1991 wieder lateinische Schriftzeichen abgewechselt haben (Wikipedia: Aserbaid-

schanische Sprache, Mustafa Kemal Atatiirk).

Weitere bekannte Beispiele fiir eine Codierung sind alle Schriften, der ASCII-Code (American
Standard Code fir Information Interchange) oder auch der Binarcode, der in Computersyste-
men Verwendung findet und der QR-Code (Quick-response-Code), um nur einige zu nennen.
Abbildung 2.1 zeigt, wie eine Nachricht mittels einer Codierung ubermittelt werden kann.

codieren Schriftzeichen Ubermitteln decodieren
) > . . _cecoderen
Nachricht Speicher Transport Empféanger P Aufbewahren
I ¢
Ve o e o e e e e e e e e o

Abb. 2.1 Ubermittlung von Informationen (Adaptiert nach Shannon & Weaver, 1976, S. 17).

Ein Code besteht im einfachsten Fall aus einer Tabelle, die Zeichen anderen Zeichen zuordnet.
So kann man beispielsweise den Code der DNA mittels einer Tabelle in den Code der RNA
umcodieren, wie nachstehende Tabelle zeigt. In der Zelle geschieht dies bei der Transkription.

DNA + RNA DNA » RNA
T (Thymin) U (Uracil) G (Guanin) G (Guanin)
A (Adenin) A (Adenin) C (Cytosin) C (Cytosin)

30



Eine Verschlitsselung wird im Gegensatz zur Codierung immer dann verwendet, wenn eine
Information geheim bleiben sollte/musste und daher nicht flir jedermann zuganglich sein sollte,
beispielsweise im Krieg. Zur Verschlisselung von Nachrichten (Kryptographie) wird ein Schliis-
sel verwendet, der nur einer einzigen Person oder einigen wenigen bekannt ist, und der unter
allen Umstanden geheim bleiben muss. Eine Verschlisselung kann mittels eines Buches oder
mittels eines mehr oder weniger komplizierten Algorithmus erfolgen.

Allgemein gilt:
Codierung =  Decodierung (mittels offentlicher Codetabelle)
Verschliisselung = Entschlisselung (mittels geheimen Schliissels)

Die Information in der DNA bzw. RNA stellt eine Codierung und keine Verschliisselung dar, denn
Jjedes Ribosom — egal welcher Spezies — sollte den DNA- bzw. RNA-Code verstehen und de-
codieren konnen — sonst konnten genetische Informationen von Viren oder Bakterien im Zuge
einer Infektion nicht von Ribosomen anderer Organismen abgelesen werden. Eine Verschlis-
selung wirde in diesem Fall keinen Sinn ergeben. Eine Codierung darf nicht nur deshalb als
Verschllsselung bezeichnet werden, weil wir sie — noch — nicht verstehen. Eine Verschllsse-
lung darf nicht nur deshalb als Codierung bezeichnet werden, weil der gewahlte Schlissel zu
primitiv ist und leicht geknackt werden kann.

2.2 Kombinatorische Moglichkeiten der Codierung

2.21 Annahmen

« Es gibt eine begrenzte Anzahl an unterschiedlichen Symbolen/Ziffern/Zeichen, die hier der
Einfachheit halber als Basen bezeichnet werden, auch wenn sie chemisch anders aussehen
kdnnten, als die bekannten Basen.

« Es gibt eine unterschiedliche Anzahl von Stellen, in welcher die Zeichen jeweils — zumin-
dest virtuell — zu Zeichengruppen (Codons) bzw. zu einzelnen Informationspaketen oder
Informationseinheiten zusammengefasst werden.

« Zur Umsetzung der einzelnen Codons (Informationspakete) in Aminosaureketten (Proteine
bzw. Peptide) wird zusétzlich eine Translationsvorrichtung (Ubersetzungsvorrichtung — ana-
log zu den Ribosomen) benotigt.

. Jedes Codon steht fiir genau eine Aminosaure, in die es Ubersetzt wird.

- Die (Un-) Moglichkeit der genauen Ricklibersetzung wird hierbei auler Acht gelassen

- Die Bogen in den Abbildungen stellen das Leseraster bzw. die Codonldange dar und werden
zur besseren Lesbarkeit eingezeichnet. Sie stellen kein Abstandszeichen dar.

« Durch die Ladnge der Peptide/Proteine kdnnen sich Codons bzw. Aminosauren wiederholen.
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2.2.2 Kombinatorische Uberlegungen fiir Codons

Es wird von der Uberlegung ausgegangen, dass die Codierung der genetischen Information
(in der DNA bzw. RNA) durch einzelne Zeichen bzw. Zeichengruppen in quasi »aufgefadelter«
Reihenfolge vorliegt. Dies stellt eine Art physischen Hauptspeicher dar. Dass die DNA in Form
einer doppelt gewundenen Struktur als Doppelhelix vorliegt, wird bei den Uberlegungen nicht
zwingend vorausgesetzt. Es wird angenommen, dass sowohl Einfachstrange als auch Doppel-
strange vorliegen konnen. Es werden hier die DNA und die RNA gleichgesetzt, da die Unter-
schiede gering sind und sie sich sehr einfach umcodieren — transkribieren — lassen (Ersetzen
von Thymin (T) durch Uracil (U) oder umgekehrt).

2.2.3 Unarer Code (eine Base)

Ein Undrsystem mit nur einem einzigen Zeichen, konnte zwar theoretisch in der Biologie ver-
wendet werden, daflr mussten aber die verschiedenen Aminosduren mit unterschiedlich lan-
gen Codons codiert werden. Die maximale Lange entspréache der maximalen Anzahl zu co-
dierender Aminosauren eventuell mit je einem zuséatzlichen Start- und Stopp-Zeichen. Es gibt
hierbei nur ein einziges Zeichen (Base), das unterschiedlich oft pro Codon vorkommt. Diese
Notation kommt als so genannte Bierdeckelnotation vor, bei der jedem konsumierten Glas Bier
ein Strich zugeordnet wird. Diese einfache Notation wird manchmal auch in Gefangnissen oder
beim Militér verwendet, um Tage bis zur Entlassung zu zdhlen. Eine solche Notation wurde auch
beim Kerbholz (Kerbstock) verwendet, um Schulden zu notieren. Jede Kerbe im Holz bedeutet
eine bestimmte Summe. (wikipedia: Kerbholz, Strichliste, Unarsystem), (Weule, 1915).

Oft wurde das Kerbholz der Lange nach gespalten und sowohl der Schuldner, als auch der
Glaubiger bekamen je eine Halfte, um das Ganze falschungssicher zu machen. (Kraus, 2021,
S. 23). Dies erinnert an die doppelstrangige DNA, die es erlaubt, Fehler zu erkennen und zu
reparieren, da eine Sicherheitskopie vorhanden ist.

Das grofke Problem bei dieser Art der Notation ist, dass die Codons eine unterschiedliche Lan-
ge aufweisen. Sollen nun mehrere Dinge oder Vorgange, wie beispielsweise Schulden bei
verschiedenen Handlern, codiert werden, so musste entweder jedesmal ein eigenes Kerbholz
verwendet werden, oder es mussten auf ein und demselben Kerbholz Trennzeichen markiert

werden, um die verschiedenen Vorgénge auseinanderhalten zu kdnnen.

Bei der DNA/RNA, bei der die Codons hintereinander aufgefadelt sind, kann im Falle eines
Unéarcodes nicht erkannt werden, wo ein Codon zu Ende ist und wo ein Neues anfangt. Jeder
Aminoséaure wirde ein Codon mit einer unterschiedlichen Anzahl an identischen Basen zuge-
ordnet. Diese Art der Codierung erlaubt aber nur dann eine eindeutige Zuordnung, wenn Ab-
standsmarkierungen — das bedeutet Endemarkierungen nach jedem Codon — vorhanden sind.
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Derartige Abstandsmarkierungen werden auch als Komma bezeichnet. Abbildung 2.2 zeigt
eine solche Codierung mit gedachter Abstandsmarkierung.

~.~ - - OO -~

® einzige Base* o Codon flr AS 1 ) o
. PP . *eine einzige, allen Codons
I Abstandsmarkierung bzw. Komma Codon fiir AS 2 gemeinsame Base, die in
~—  unterschiedliche Codonléngen ©®O®® CodonfirAS3 verschiedenen Codons mehrfach

vorkommen kann

Abb. 2.2 Einfachstrang mit Unércode und Abstandsmarkierung/Komma, mit unterschiedlicher Codon-

Iénge.

Das Stopp-Codon wiirde das Ende der gesamten Aminosdurekette markieren, im Gegensatz
zur Abstandsmarkierung bzw. einem Komma, das nur das Ende eines Codons fur eine bestimm-
te Aminosaure darstellt. Genau genommen handelt es sich um einen Code mit zwei Zeichen,
die allerdings unterschiedliche Funktion haben, ein Zeichen fiir die Codierung, ein Zeichen als
Codonende bzw. Abstand oder Komma.

Flr n Aminosauren bendétigt man beim Unarcode n Codons mit Langen von 1 bis n. Der Vorteil
eines solchen Codes besteht darin, dass der Code beliebig verldngert werden kann, das heift, es
gibt keine Obergrenze flr die Anzahl moglicher Codons bzw. fiir die Anzahl codierbarer Amino-
sauren. Fir die 20 proteinogenen Aminosauren bendtigt man daher Codonléngen von 1 bis 20.

2.2.4 Dualer Code (2 Basen)

Beim dualen Code stehen zwei unterschiedliche Basen zur Verfugung. Hat der Code eine Lan-
ge von einem Zeichen, so konnen nur zwei unterschiedliche Aminosauren codiert werden, hat
der Code eine Lange von beispielsweise 2 Zeichen, so kdnnen maximal 22 = 4 verschiedene
Aminosauren codiert werden. Ab zwei verschieden Basen ist es moglich, mit einem fixen Lese-
raster zu arbeiten. Je nach Lange eines Codons — die Lange entspricht der Weite des Lese-
rasters — konnen unterschiedlich viele Aminosauren codiert werden. Es konnen im Prinzip be-
liebig viele Aminosauren codiert werden, jedoch muss die Mindest-Codonlange an die Zahl der
zu codierenden Aminosauren angepasst werden. Die Maximalzahl moglicher Codons betragt
B", wobei B die Anzahl der zur Verfligung stehender Basen ist und n die Anzahl der Stellen
(Codonlange).
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2.2.41 Einfachstrang, dualer Code, Codonldnge 1

Abbildung 2.3 zeigt einen Einfachstrang eines dualen Codes mit der Codonlange 1. Es konnen
hierbei mit zwei Basen nur zwei Aminosauren codiert werden, was flr leistungsfahige Proteine

zu wenig sein durfte.

‘ ‘ . ‘ . . Base 1/ AS 1
— — — — —

@® Base2/AS2
Codon Codon Codon Codon Codon ' Codonlénge 1: fixes Leseraster
AS 1 AS 2 AS 2 AS 1 AS 1

Abb. 2.3 Dualer Code mit 2 Basen. Die Codonldnge betrdgt 1, daher entspricht jede Base einer Amino-

sdure.
2.2.4.2 Einfachstrang, dualer Code, Codonldnge 2

Mit zwei Basen kann man jedoch die Codonlange erhohen, wobei die Codonlange fix ist, so-
dass bei einer Lange von zwei Basen mit Codonlange 2 bereits die Codierung von vier Amino-
sauren moglich ist. Abbildung 2.4 zeigt einen solchen Einfachstrang mit zwei Basen, also einem
dualen Code. Hier betragt die Codonlange 2.

~  ~ s~ s~~~ e~

Codon Codon Codon Codon Codon Codon Codon

AS1 AS 3 AS 4 AS 2 AS 2 AS 4 AS1
® Base 00 AS1 @0 AS?2 ©@® AS3 ®0 AS4
@® Base2 ~ Codonlange 2: fixes Leseraster

Abb. 2.4 Dualer Code mit 2 Basen und fixer Codonldnge 2.

Stehen mindestens zwei unterschiedliche Basen zur Verfligung, so ist eine konstante Codon-

lange mit fixen Leseraster moglich.
Die minimal erforderliche Codonlédnge ist davon abhéngig, wieviele Aminosdauren mindestens

codiert werden miussen. Dariber hinaus sind keine Abstandsmarkierungen (Codon-Ende-Mar-
kierungen) mehr noétig. Der Code kann daher kommafrei sein.
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2.2.4.3 Einfachstrang, dualer Code, Codonldange 3

Geht man nun zu grolkeren Codonlangen Uber, so zeigt sich, dass die Anzahl der mdglichen
Codons und damit der codierbaren Aminosauren schnell ansteigt. Abbildung 2.5 zeigt einen
Einfachstrang mit zwei verschiedenen Basen und einer Codonldange von drei. Es kdnnen hiermit
bereits 2°=8 verschiedene Aminosauren codiert werden. Die Darstellungen von Einzelstréngen
mit zwei Basen und grokeren Codonlangen sowie fixem Leseraster, konnen sinngemaf fort-
gefuhrt werden.

- — e — e — e ~—

Codon Codon Codon Codon Codon
AS 2 AS 4 AS 3 AS 6 AS1
® Basel 000 /S 000 AS2 000 AS3 @00 AS4
@® Base2 000 2S5 000 AS6 000 AS7 000 AS8

~  Codonlange 3: fixes Leseraster

Abb. 2.5 Dualer Code mit 2 Basen und fixer Codonldnge 3.
2.2.5 Doppelstrange

Wie erwahnt erscheint die Verwendung von Doppelstrangen nicht zwangslaufig notwendig,
jedoch sind Doppelstrange durch Briicken verbunden und daher meist stabiler. Dariiber hinaus
erhohen Doppelstrange die Sicherheit, denn in einem Einzelstrang kann eine Mutation nicht er-
kannt werden. In einem Doppelstrang kann eine Mutation in einem der beiden Strange nicht nur
erkannt sondern auch repariert werden. Hier soll dargestellt werden, welche unterschiedlichen
theoretischen Moglichkeiten sich bei zusdtzlicher Einflihrung von Doppelstréingen ergeben.

2.2.51 Doppelstrang beim Quasi-Unarcode

~.~ —-_— @ - OO -~ -

® einzige Base* ~~ unterschiedliche Codonlangen

*eine einzige, allen Codons
gemeinsame Base, die in

| Abstandsmarkierung bzw. Komma I Briicke verschiedenen Codons

mehrfach vorkommen kann

Abb. 2.6 Doppelstrang mit identischen Stréingen, die nicht komplementdr sind, mit Quasi-Undércode und

unterschiedlicher Codonldnge.
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Um einen Doppelstrang zu erhalten, missen beim undren Code, bei dem die einzelnen Basen
identisch sind, diese jeweils mit sich selbst Briicken ausbilden, wie beispielsweise Wasserstoff-
Brucken (H-Briicken). Alle Briicken miissen daher identisch sein.

Abb. 2.6 zeigt die Ausbildung eines solchen theoretischen Doppelstranges mit nur einer Base,
mit zwei identischen Strangen und mit gedachten Abstandsmarkierungen bzw. Kommas. Die
Briicken sowie die ganzen Strange sind jeweils identisch. Ob dadurch eine Fehlpaarung wahr-
scheinlicher wird als bei verschiedenen komplementaren Basen, kann nicht abgeschatzt wer-
den.

Da die beiden Ketten identisch waren, gabe es auch keinen Unterschied zwischen codogenem
und nicht-codogenem Strang. Beim codogenen bzw. nicht-codogenen Strang handelt es sich
um die beiden komplementaren Strange der DNA-Doppelhelix, die in unterschiedlichen Rich-
tungen abgelesen werden. Unéarcode ist zwar ebenso, wie bei allen anderen Codes, ein solcher
Doppelstrang denkbar, doch tritt auch hier, ebenso wie beim Einfachstrang, das Problem der
unterschiedlichen Codonlangen auf.

2.2.5.2 Doppelstrang beim Dualcode
Bei der Einfuhrung von Doppelstrangen mit zwei Basen sind zwei Szenarien denkbar:

Szenario 1: Jede Base bindet mit sich selbst iber Wasserstoffbriicken, das bedeutet, die beiden
Strénge sind, wie beim Unarcode, identisch. Abbildung 2.7 zeigt einen Doppelstrang mit zwei
Basen und Codonlange zwei. Da hier Base 1 mit Base 1 bzw. Base 2 mit Base 2 paart, muss es
zwei unterschiedliche Arten der Briickenbildungen geben. Es kann sich in beiden Féallen um ein-
fache oder mehrfache Wasserstoffbriicken handeln, die die beiden Strange verbinden.

-  ~ s~~~ e~ s~

® Basel Briicke Base 1+ Base 1
@® Base2 I Briicke Base 2 «» Base 2

~~ Codonlange 2: fixes Leseraster

Abb. 2.7 Doppelstrang mit zwei identischen Stréngen, die nicht komplementdr sind, mit 2 Basen und

fixer Codonldnge 2.
Bei Doppelstrangen bilden sich immer Brlicken aus, die beispielsweise Wasserstoffbricken

sein kénnen. Je nach Art der beteiligten Basen kdnnen die Art und/oder Anzahl der Briicken
zwischen den identischen Basenpaaren unterschiedlich sein.
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Szenario 2. Jede Base bindet mit der anderen Base liber eine oder mehrere Wasserstoff-
briicken. Dies bedeutet, dass die beiden Strange zueinander komplementdr sind. Abstands-
markierungen/Kommas sind auch hier — wegen des fixen Leserasters — nicht notig.

-~~~ N~ s~

@® Basel Briicke
@® Base2 *— Codonlange 2:fixes Leseraster

Abb. 2.8 Doppelstrang mit einem dualen Code (2 Basen) mit fixer Codonlénge von 2. Komplementdre

Basen paaren miteinander.

Hier paart immer Base 1 mit Base 2, sodass die Brlicken identisch sind. Da ab zwei verschie-
denen Basen konstante Codonlédngen bzw. ein fixes Leseraster verwendet werden kann, ent-
fallt die Notwendigkeit flir flexible Translationsvorrichtungen wie Ribosomen, die unterschied-
liche Codonléangen verarbeiten kdénnen.

2.2.5.3 Doppelstrang beim dreibasigen Code

Bei einem Code mit drei Basen kdonnen sich keine fixen Basenpaare zusammenschlieken,
denn dazu misste die Anzahl der Basen geradzahlig sein. Bei einem dreibasigen Code gibt es
wieder zwei Mdglichkeiten. Einerseits kdnnen identische Basen miteinander paaren, was zwei
identische Strange ergibt, andererseits gibt es die theoretische Moglichkeit einer gemischten
Kombination. Fir einen Anteil (geradzahlige Basenzahl) erfolgt eine komplementare Basen-
paarung, fur die Ubrig gebliebene Base — es handelt sich ja um eine ungeradzahlige Anzahl von
Basen — erfolgt eine Paarung mit sich selbst (siehe Abb. 2.9).

Diese Betrachtungen gelten analog fir alle Codes mit einer ungeraden Anzahl von Basen.

-  ~ s~~~ e~ s~

~— Codonléange 1. fixes Leseraster I Briicke Base 3 «» Base 3

® Basel . @® Base 3: Einzelbase Briicke Base 1 «=> Base 2
komplementar
@® Base2

Abb. 2.9 Gemischte Kombination von komplementdren und nicht komplementcéren Basen im Doppel-

strang bei ungeradzahliger Basenzahl.
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2.3 Anzahl der Codierungsmaglichkeiten

Eine Zahl mit der Basis B (Anzahl der Basen) mit n Stellen (Ldnge des Codons) kann maximal
den Wert B" annehmen (Anzahl der codierbaren Moglichkeiten). Es sind auch bei mehr als einer
Base Codons mit unterschiedlicher Ldnge denkbar. In diesem Fall ware wieder ein Komma not-
wendig oder es misste sich um einen Code wie den Huffman-Code handeln, bei dem keine
Kommas notwendig sind und bei dem es dennoch nicht zu Verwechslungen kommen kann
(Ziegenbalg et al., 2016, S. 281-287, Huffman-Kodierung, Wikipedia).

Aus den obigen Betrachtungen ergeben sich theoretisch folgende kombinatorische Mdéglich-
keiten flir Codons mit fixer Lange, die also ein fixes Leseraster aufweisen kénnen. Dies ist, wie
ausgefihrt, erst ab mindestens zwei verschiedenen Basen moglich.

2.31 Anzahl der Codierungsmoglichkeiten beim dualen Code

2 Moglichkeiten
4 Moglichkeiten

a) 2Basen 1Stelle pro Codon = 2
b) 2 Basen 2 Stellen pro Codon =» 22
c) 2Basen 3 Stellen pro Codon =» 23 8 Moglichkeiten
d) 2 Basen 4 Stellen pro Codon = 2% = 16 Moglichkeiten
e) 2 Basen 5 Stellen pro Codon = 2% = 32 Md&glichkeiten
64 Moglichkeiten

f) 2 Basen 6 Stellen pro Codon = 2°

Da es heute 20 proteinogene Aminosauren gibt, ware ein zweibasiger flinfstelliger Code aus-

reichend.

Zu a) 2 Basen — 1 Stelle: Kommas sind nicht noétig, da hier ein fixes Leseraster mit Abstand 1
eingehalten wird. Die Anzahl mdglicher Kombinationen/ Aminosauren ist mit 2 aber fiir heutiges

Leben viel zu gering.

Zu b) 2 Basen — 2 Stellen: Vier mogliche Codons flir vier Aminosauren erscheint auch hier ge-
ring, obwohl es Theorien gibt, wonach es urspriinglich nur 4 Aminosauren gegeben haben soll.
(Francis, 2013).

Zu c) 2 Basen — 3 Stellen: Dies wirde einem einfachen Triplettcode mit 8 Mdglichkeiten ent-
sprechen. Gemals der Annahme, dass es urspriinglich nur 4 oder 6 Aminosauren gegeben
habe, ware diese Maglichkeit durchaus plausibel. Der Triplettcode konnte im Zuge der Evolu-
tion um zwei weitere Basen erweitert worden sein, sodass sich die 20 proteinogenen Amino-
sduren codieren lassen, ohne aber die Ribosomen als Translationsvorrichtungen wesentlich

andern zu mussen.

38



2.3.2 Anzahl der Codierungsmoglichkeiten beim ternaren Code

Die Uberlegungen werden analog weitergefiihrt:

a) 3Basen 1Stelle pro Codon =» 3
b) 3 Basen 2 Stellen pro Codon = 32
c) 3Basen 3 Stellen pro Codon =+ 33
d) 3Basen 4 Stellen pro Codon =» 3%

3 Moglichkeiten
9 Moglichkeiten
27 Méglichkeiten
81 Moglichkeiten

Ein dreibasiger dreistelliger Code wéare zur Codierung von den 20 kanonischen Aminosauren
ausreichend. Bei einem solchen Code kénnen wieder nur jeweils zwei identische Basen zwi-
schen den beiden Ketten miteinander paaren, die dritte Base musste mit sich selbst paaren
(ungeradzahlige Anzahl von Basen), sofern es sich um einen Doppelstrang handelt.

Ein vierstelliger dreibasiger Code hatte sehr viele Uberzahlige Codons, sofern wir von 20 zu
codierenden Aminosauren ausgehen. Dieser Code hétte eine sehr hohe Redundanz, sofern alle
Uberzahligen Codons belegt waren.

2.3.21 Morsecode

Einen bekannten Code stellt das Morsealphabet dar. Dieser Code wurde erstmals 1844 von
dem Amerikaner Samuel Morse in seinem Telegrafen eingesetzt, um Zeichen elektrisch lber-
tragen zu konnen. (wikipedia, Morsecode) Der Morsecode enthalt, je nach Interpretation, min-
destens drei Zeichen:

« langer Ton (—)
o kurzerTon ()
o stumm(_)

Der Morsecode ist ein Code mit variabler Lénge und die einzelnen Zeichen treten mit unter-
schiedlicher Haufigkeit auf. Diese unterschiedlichen Haufigkeiten sind typisch flir natirliche
Sprache. So ist beispielsweise e der haufigste Buchstabe im Deutschen, n der zweithaufigste
und g der seltenste Buchstabe. Soll bei der Ubertragung Platz und Zeit gespart werden, so
bietet sich ein Code an, der die Buchstaben der Haufigkeit nach ordnet und fir den haufigsten
Buchstaben den kiirzesten Code auswahlt. Ein solcher Code ist beispielsweise der genannte
Morsecode, der einem e einen Punkt (kurzen Ton) « und einem seltenen Buchstaben wie bei-
spielsweise dem q einen langen Code mit vier Zeichen zuordnet (— — - —). Die Haufigkeiten der
Buchstaben des Morsecodes bezogen sich damals auf die englische Sprache.

Der Morsecode ware dann nicht eindeutig, wenn die Zeichenfolge ohne Abstand ilbertragen
wirde. Aus der Zeichenfolge «« kann man nicht entnehmen, ob es sich zweimal um den Buch-
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staben e oder einmal den Buchstaben i handelt. Es sind daher spezielle Buchstaben-Ende-
Codes (Kommas) nétig, die anzeigen, wann ein Buchstabe zu Ende ist. Der Vorteil eines solchen
Kommacodes ist, dass bei einer fehlerhaften Ubertragung eines Buchstabens oder auch des
Kommas nur ein oder maximal zwei Buchstaben fehlerhaft interpretiert werden. Danach syn-
chronisiert sich der Code wieder, sofern in kurzem Abstand vom ersten Fehler kein weiterer
auftritt. FUr natirliche Sprachen ist dies von Vorteil, da ein Text auch mit einigen wenigen Feh-
lern verstanden werden kann, sofern es sich nicht um Zahlen handelt. Ein solcher Code wére in
der Molekularbiologie, wie bereits dargelegt, moglicherweise problematisch, da er sehr unter-
schiedliche Codonléangen enthalt.

Das Stummzeichen ist beim Morsecode wegen der variablen Codonlangen notwendig und es
ist immer das letzte Zeichen eines jeden Morse-Buchstabens (Morse-Codons). Dies entspricht
der Abstandsmarkierung bzw. einem Komma. Es handelt sich also um einen Kommacode. (Mit-
telbach, 1992, S. 204).

Ein Buchstabe der menschlichen Sprache, die in Morsecode Uibersetzt werden soll, hat mindes-
tens ein Zeichen (kurzer Ton und ein Komma oder langer Ton und ein Komma), maximal aber 6
Zeichen. (Die Ziffern 1 bis 10 werden durch 5 Zeichen und ein Komma codiert.) Das Ende eines
Wortes musste wegen der hohen Redundanz der Sprache nicht unbedingt dargestellt werden,
das heifst das Wort konnte genauso beendet werden wie ein Buchstabe. Dies entspricht sehr
alten lateinischen und griechischen Inschriften, bei denen urspriinglich kein Abstand zwischen
den Wortern gemacht wurde. (wikipedia: scriptura continua). Die Unterscheidung zwischen
Buchstabenende (kurze Pause) und Wortende (lange Pause) wird jedoch beim Morsen einge-
halten. Mitunter wird der Morsecode auch als bindrer Code bezeichnet (die Pause wird nicht
als Zeichen angesehen) oder als quartédrer Code, wobei zwei unterschiedliche Pausenlangen
(stumm) als Buchstabenende (kurze Pause) und als Wortende (lange Pause) angesehen werden.
Aufgrund der Redundanz der Sprache ware die Unterscheidung der Pausenlangen jedoch nicht

zwingend notig.
2.3.3 Anzahl der Codierungsmoglichkeiten beim quartdren Code

Dieser Code hat wieder eine gerade Anzahl von Basen, sodass bei einem Doppelstrang jeweils
zwei gleiche oder zwei unterschiedliche d.h. komplementédre Basen miteinander Paare Uber
Wasserstoffbriicken bilden kénnen.

a) 4 Basen 1Stelle  pro Codon » 4 4 Moglichkeiten

b) 4 Basen 2 Stellen pro Codon = 42 = 16 Moglichkeiten
c) 4 Basen 3 Stellen pro Codon = 43 = 64 (entspricht unserem bekannten Code)
d) 4 Basen 4 Stellen pro Codon = 4* = 256 Moglichkeiten

Zu a) 4 Basen — 1 Stelle: Diese Anzahl ist sehr gering, da die heutige Anzahl von 20 Aminosau-
ren nicht abgedeckt ware.
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Zu b) 4 — Basen — 2 Stellen: Diese Moglichkeit deckt ebenfalls unsere heutige Anzahl von Ami-
nosauren nicht ab.

Zu c) 4 Basen — 3 Stellen: Hierbei handelt es sich um den heute bekannten und von allen Le-
bensformen verwendeten Triplettcode (drei Stellen).

Zu d) 4 Basen - 4 Stellen: Diese Anzahl von 256 Moglichkeiten ist sehr grofé. Da nur 20 Codons
notig sind, waren sehr viele Codons entweder nicht belegt oder mehrfach — ca. zehnfach — zu
belegen.

2.3.4 Anzahl der Codierungsmoglichkeiten beim fiinfbasigen Code

a) 5Basen 1 Stelle =+ 5
b) 5 Basen 2 Stellen » 57
c) 5Basen 3 Stellen » 53

5 Maoglichkeiten
25 Moglichkeiten
125 Moglichkeiten

Ein finfbasiger zweistelliger Code wiirde ebenfalls ausreichen um unsere heute bekannten

20 kanonischen Aminosdauren zu codieren.

Allgemein gilt: Bei allen Codons mit einer Lange > 2 (Stellenzahl/Codonldange) oder mit einer
Basenzahl > 2 kann mit fixen Codonléngen gearbeitet werden, sodass keine Abstandsmarkie-
rungen/Kommas mehr ndtig sind und mit einem fixem Leseraster abgelesen werden kann. Ein
solcher Code mit fixem Leseraster wird als kommafrei bezeichnet.

Beim genetischen Code gibt es kein Stellenwertsystem und es miissen keine Rechenoperati-
onen wie Addition, Subtraktion, Multiplikation oder Division durchgefiihrt werden. Obwohl die

Position der einzelnen Basen innerhalb eines Codons von Bedeutung ist, muss keine bestimm-
te Reihenfolge der Codons untereinander (wie etwa beim Zahlen) eingehalten werden.

2.4 Experimentelle Erweiterung um zusatzliche Basen

2.41 Anzahl der Codierungsmaglichkeiten beim sechsbasigen Code

a) 6 Basen 1 Stelle -> 6 = 6 Maoglichkeiten
b) 6 Basen 2 Stellen =» 62 = 36 Moglichkeiten
c) 6Basen 3 Stellen =» 6% = 216 Mdglichkeiten
d) 6 Basen 4 Stellen = 6% = 1296 MJdglichkeiten
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Die experimentelle Erweiterung des bekannten genetischen Triplettcodes um zwei weitere Ba-
sen (ein Basenpaar) ergabe 216 — 64 = 152 zusatzliche Codierungsmoglichkeiten. Bei gleich-
zeitiger experimenteller Erhohung der Codonlange, steigt die Zahl der Moglichkeiten weiter
stark an (Zhang et al., 2017; Dien et al., 2018; Kapitel 7.4.3; Erweiterung des genetischen Codes,

Sanofi, online).

2.4.2 Anzahl der Codierungsmoglichkeiten beim achtbasigen Code
(Hachimoiji-Code)

Eine weitere, oft genutzte Maglichkeit der experimentellen Biologie, stellt der Hachimoji-Code,
ein Achtercode, dar. Hachimoji kommt aus dem Japanischen und bedeutet acht Buchstaben.
Dieser Code enthélt zusatzlich zu den bekannten, bereits vorhandenen 2 Basenpaaren zwei
weitere Basenpaare, wobei auch hier der Triplettcode beibehalten wird (Hoshika et al., 2019).
Auch in diesem Fall wiirde mit einer Erhohung der Codonlange die Zahl der Mdglichkeiten sehr
schnell ansteigen. In der experimentellen Biologie werden sogar bis zu 12 Basen verwendet
(Eberlein et al., 2020).

a) 8 Basen 1 Stelle » 8 = 8 Maoglichkeiten
b) 8 Basen 2 Stellen =» 82 = 64 Moglichkeiten
c) 8 Basen 3 Stellen =» 83 = 512 Moglichkeiten
d) 8 Basen 4 Stellen =+ 8* = 4096 Maoglichkeiten

2.5 Redundanter Code - nicht redundanter Code.
Ist der Code eindeutig?

Die Ubersetzung von einem Codon in eine Aminosaure ist eindeutig — die Riickiibersetzung
von einer Aminosaure in ein Codon ist nicht eindeutig. Dies bedeutet, dass der Code nicht bi-
jektiv (ein-eindeutig) ist. Ein ein-eindeutiger umkehrbarer Code in welchem die Anzahl der mog-
lichen Codons exakt der geforderten Anzahl der zu codierenden 20 Aminosduren entspricht,
kann aber nicht erzeugt werden. Es bleiben also, unabhangig vom gewahlten Code, immer
Codons Ubrig. Diese lbrigen Codons kdnnen als Zweitcode flir eine bereits codierte Amino-
sdure doppelt belegt werden und so zu einer gewissen Redundanz beitragen, oder sie bleiben
unbelegt. Abbildung 2.10 zeigt symbolisch die Unmadglichkeit der exakten Ruckubersetzung

von der Aminosaure zum Codon.
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Translation

N

RNA Protein

N~y

keine Rlckrichtung
Abb. 2.10 Die Ubersetzung von RNA in Aminoséuren funktioniert nur in eine Richtung.

Aus den obigen Uberlegungen ergibt sich folgende Beobachtung: Es gibt keinen Code mit kon-
stanter Codonlange, der die genaue Anzahl unserer heutigen 20 proteinogenen Aminosauren
codieren konnte, ohne dass Codons Ubrig bleiben.

Es stellt sich auch die Frage, was passiert, wenn den uberzahligen Codons — es stehen mehr Co-
dons zur Verfligung, als fur die Codierung aller Aminosauren notig ist — nichts zugeordnet wird.
Ein Code, der nur die absolut notwendige Anzahl von Aminosauren erzeugt, ware auch insofern
unflexibel, als im Laufe der Evolution neue Aminosauren hinzugekommen sind, die Codierung
sich aber nur sehr wenig bis gar nicht gedandert hat. Darliberhinaus bildet keines der méglichen
Codierungssysteme in eineindeutiger Weise alle 20 proteinogenen Aminosauren und mindes-
tens ein Stopp-Codon ab, ohne Uiberzahlige Codons zu haben. Beim heutigen genetischen Code
codiert jedes Codon flir eine Aminosaure bzw. flir ein Stopp-Codon. Codons, die fiir die gleiche
Aminosaure stehen, nennt man synonyme Codons (Schaaf & Zschocke, 2018, S. 39).

Ein Code, bei dem mehreren Elementen (Codons) jeweils ein Element des Zielraumes (Amino-
sauren) zugeordnet wird, nennt man surjektiv. Im Falle des genetischen Codes entspricht dies
dem redundanten Code (siehe Abb. 2.11). Ein ein-eindeutiger Code waére ein solcher, bei dem
einem Codon genau eine Aminosaure zugeordnet wird (siehe Abb. 2.12) Ein solcher Code exis-
tiert aber nicht in der Natur, da es mehr Codons als kanonische Aminosauren gibt. Ein solcher
Code ware reversibel (bijektiv), das heilst, man kdnnte von der Aminosaure in eindeutiger Weise
auf den Code riickschlieken. Bezogen auf den genetischen Code ist ein solcher als fiktiv anzu-
sehen.
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redundanter Code (surjektiv) ein-eindeutiger Code (bijektiv)

._

MRNA Codons Aminosauren mMRNA Codons Aminosauren
ﬁ ﬁ
Informationsfluss Informationsfluss

Abb. 2.11 Darstellung eines redundanten Codes, Abb. 2.12 Darstellung eines fiktiven ein-eindeu-

bei dem mehreren Codons die selbe Aminosédure tigen Codes, bei dem einem Codon genau eine
zugeordnet wird (surjektiver Code). (Adaptiert Aminosdure zugeordnet wird (bijektiver Code).
nach Mathematikseiten der Uni Bielefeld, online). (Adaptiert nach Mathematikseiten der Uni Biele-

feld, online).
Abbildung 213 zeigt die mathematische Abbildung der Codons auf die zugehdrigen Amino-

sauren im Falle eines Codes, bei welchem einzelne Codons nicht abgebildet werden und in der
Zielmenge (Menge der Aminosduren) leer bleiben.

Code mit nicht belegten Codons (injektiv)

MRNA Codons Aminosauren

—

Informationsfluss

Abb. 2.13 Darstellung eines Codes mit nicht belegten Codons. (Adaptiert nach Mathematikseiten der
Uni Bielefeld, online).

In den Abbildungen 211 bis 213 wurde der Informationsfluss von Codons (nicht von Basen) zu
Aminosauren dargestellt.

Code mit unterschiedlicher Lange (variable-length code): Soll ein Code mdglichst sparsam
bezliglich der Gesamtlange lber die gesamte Nachricht sein, so empfiehlt sich immer dann ein
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Code mit variabler Lange, wenn die einzelnen Codeworter mit sehr unterschiedlicher Haufig-
keit auftreten. Dies ist, wie beschrieben, beim Morsecode, beim Shannon-Fano-Code oder beim
Huffman-Code der Fall.

Code mit fixer Lange (fixed-length code): Ein Code mit fixer Ldnge kann zwar prinzipiell immer
verwendet werden, er ist aber dann besonders von Vorteil, wenn alle Codeworter mit der sel-

ben Haufigkeit auftreten.

Beim heute bekannten genetischen Code handelt es sich um einen kommafreien Code fixer
Lénge (mit fixem Leseraster). Da aber dieverschiedenen Codons mit deutlich unterschiedlicher
Haufigkeit auftreten (siehe Abb. 3.2), ist theoretisch ein platzsparenderer Code denkbar. Abge-
sehen von den seltenen Stopp-Codons variieren die Haufigkeiten zwischen den Codons nahe-
zu um den Faktor 10. Die Haufigkeitsverteilung der Codons variiert zusatzlich von Spezies zu
Spezies und von Art zu Art sehr stark. Eine weitere Eigenschaft des genetischen Codes ist, dass
er uberlappungsfreiist, abgesehen von wenigen Ausnahmen bei einigen speziellen Viren (Crick
et al,, 1957).

Die nachfolgende Zusammenstellung zeigt die moglichen Kombinationen von Codes mit fixer
bzw. variabler Lange sowie mit oder ohne Komma und deren Vor- und Nachteile.

Code fixer Lange Code variabler Lange
Komma kein Komma Komma kein Komma

\F1e{ Bl Unnotig langer Bei fehlerhafter Die Zeichenfolge Je nach Art der

teil Code, da nach jedem | Ubertragung ist der | wird durch die Kom- | Codierung kann sich,
Codon ein Kom- Text nach dem Fehler | mas langer. nicht nur bei fehler-
ma eingefligt wird. nicht mehr zu ver- hafter Ubertragung,
Dieses ist nicht nétig, | wenden, und stellt Unsinn ergeben.

da bekannt ist, wann | Unsinn dar.
das nachste Zeichen

anfangt.*
Vor- Bei fehlerhafter Einsparung des Durch statistisch Es gibt spezielle
teil Ubertragung syn- Kommas, wodurch angepasste Lange Codes, bei denen
chronisiert sich der der Code sparsamer | der Codons gemalf auch ohne Komma
Code nach dem ist (z.B. genetischer | der Haufigkeit des keine Verwechslung
nachsten Komma Code). Auftretens, ergibt auftreten kann, z.B.
wieder von selbst. sich oft dennoch beim Huffman-Code.
(Der Fehler bleibt eine Ersparnis in der | Diese Codes sind be-
aber bestehen). Gesamtlange. (Z.B. sonders platzsparend
Morsecode). und der Code ist
selbstsynchroni-
sierend.

* Ein solcher Code kénnte beim genetischen Code mit 4 Basen und einer Wortlédnge von 3 (Triplettcode)
gebildet werden, wenn eine Base als Komma reserviert ist. Es blieben in diesem Fall drei Basen zur

Codierung librig.
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Drei Basen mit drei Stellen (Codonlange 3) ergeben die Moglichkeit 3% = 27 verschiedene Ami-
nosauren zu codieren, was fur den heute bekannten genetischen Code mit 20 proteinogenen
Aminosauren ausreichend ware. Das Komma wéare dann an der vierten Stelle durch die vierte
Base reprasentiert, die aber selbst nicht zur Codierung zahlt. (Bresch & Hausmann, 1972, S. 243).

Die Redundanz des Codes wiirde durch die geringere Anzahl an Moglichkeiten zwar verringert,
es ergibt sich jedoch durch das Komma der Vorteil, dass sich bei fehlerhaften Codons oder auch
bei fehlerhaftem Komma der Code von selbst wieder synchronisiert. Ab dem né&chsten folgen-
den korrekten Komma werden die Codons wieder korrekt abgelesen. (Es muss dabei natrlich
auch in Betracht gezogen werden, dass auch das Komma fehlerhaft libertragen werden kann.)

- — - — -~

Codon 1 Codon 2 Codon 3 Codon 4

® Base ® Base3
@® Base2 ® Base 4 (Komma)

Abb. 2.14 Triplettcode mit 4 Basen, wobei die vierte Base als Komma verwendet wird. Solche Uber-

legungen gehen auch auf Crick et al. (1961) zurlick.

Zusammmenfassend lasst sich sagen, dass Codes mit fixer Codonlange immer eine Maximal-
zahl an codierbaren Moglichkeiten aufweisen. Ein Kommacode mit unterschiedlichen Codon-
langen kann die codierbaren Maglichkeiten durch weiteres Verlangern beliebig ausweiten,
ohne dass der schon vorhandene Anteil gedndert werden muss. Der Sonderfall eines Komma-
codes mit fixer Codonldange hat ebenso, wie der kommafreie Code mit fixer Codonléange, nur
eine begrenzte Anzahl von Moglichkeiten.

Bei der Bezeichnung selbstsynchronisierend ist Vorsicht geboten, denn in der theoretischen
Informatik werden solche Codes als selbstsynchronisierend bezeichnet, die eine eindeutige
Decodierung erlauben, wenn keine Fehler bei der Ubertragung auftreten. Dazu gehdren Codes
mit fixer Lénge und Kommacodes, egal ob diese eine fixe oder eine variable Lange aufweisen.
Bei Kommacodes synchronisiert sich das Ableseraster nach einem Fehler wieder, der Fehler in
der Mitte bleibt aber bestehen. Es gibt weiterhin spezielle Codes mit variabler Lédnge, die kein
Komma bendtigen, welche aber eindeutig sind. Dabei handelt es sich beispielsweise um den
Huffman-Code oder den Shannon-Fano-Code.

Bei einem kommafreien Code konstanter Lange muss man prinzipiell von vorne (vom Start-Co-

don aus) anfangen zu zahlen. Es ist nicht mdglich, an einer beliebigen Stelle in der Mitte zu be-
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ginnen, da man nicht weil, an welcher Stelle des Rasters man sich befindet (Crick et al., 1961).
Im Gegensatz dazu, kann man bei Sprache spatestens nach dem Wortende oder allenfalls nach
dem Satzende, wieder sinnvolle Inhalte ablesen.

Vergleichbar ist die Speicherung des genetischen Codes (Code mit fixer Lange) mit dem Com-
puter pdp-8 der Digital Equipment Corporation, der Anfang der 1970er-Jahre benutzt wurde.
Auf den Magnetbandern, auf denen die Daten gespeichert wurden, gab es damals noch kein
Filesystem. Um einen bestimmten Datensatz zu finden, musste das Band jedesmal ganz zurtick-
gepult werden und die seitlich vorhandene Markierung (clock) wurde abgezahlt, bis man zum
gewlinschten Ort des Datensatzes kam.

Doig (1997) berechnete die minimale Codonlange fiir den genetischen Code mit 20 Amino-
sauren und einem Stopp-Codon bei einem vierbasigen Code unter Verwendung der Huffman-
Codierung. Diese weist eine variable Codonlange auf und ist daher platzsparender als eine
Codierung mit fixer Codonlange. Er errechnet daflir eine mittlere Codonlange von 2,11, was ins-
gesamt eine Ersparnis gegentiber dem vierbasigen Code mit fixer Lange von 3 darstellt. Nicht
bericksichtigt wurde dabei, dass sich die Codonverwendung (codon bias) und die Haufigkeiten
einzelner Aminosauren von Spezies zu Spezies unterscheiden und daher der Code spezies-
typisch ausfallen misste. Damit ware der Code fiir Viren, Bakterien und sogar fiir verschiedene
Eukaryoten unterschiedlich. Weiters geht bei dieser Codierung die Redundanz verloren, die
aber flr die Faltung von Proteinen wichtig ist (siehe Kapitel 3.4), (Ziegenbalg et al., 2016, S. 281-
287; Huffman-Kodierung, Wikipedia; Shannon-Fano-Kodierung, Wikipedia; Borys, 2011, S. 197).

Bei den in diesem Kapitel dargestellten Varianten handelt es sich um rein theoretische Uber-
legungen, was eine magliche genetische Codierung betrifft.

Erste Lebensformen entstanden vor etwa 3,8 Milliarden Jahren auf der Erde aus organischen
Molekilen (Geiger, 2009, S. 196). Um die den lebenden Systemen zu Grunde liegende Infor-
mation (Bauplan) von Generation zu Generation weitergeben zu kénnen, muss sich friih eine
Speichermdéglichkeit mit einer Codierung gebildet haben. Vermutlich sind alle Spezies aus die-
ser Urform hervorgegangen, was im Rahmen der Evolution die Einheitlichkeit des Codes her-
vorgerufen hat.
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3 Der heute bekannte genetische Code

31 Allgemeines

Das Wichtigste flr eigenstandiges Leben ist ein Konstruktionsplan — eine Information —, wie
das Leben von Generation zu Generation weitergegeben werden kann. Der Plan — die Infor-
mation — ist lediglich eine Vorschrift, kann selbst aber nichts. Diese Bauvorschrift ist mit einem
Code fir die einzelnen Aminosduren versehen, aus denen sich Proteine zusammensetzen. Dies
ist vergleichbar mit einer schriftichen Anweisung, in welcher Reihenfolge die Aminosauren zu
einem Protein zusammenzufligen sind. Es bedarf einer Anweisung, die — wie in Bichern — die

Information von Generation zu Generation weitergibt.

Nachdem die allgemeine Struktur der DNA bereits seit 1953 bekannt war, veroffentlichten Crick
et al. (1961) einige allgemeine Erkenntnisse tiber den genetischen Code als solchen. Aus Experi-
menten schlossen sie, dass der Code aus jeweils drei Basen oder einem Vielfachen davon fir
eine Aminosdaure besteht, von einem fixen Startpunkt aus gelesen werden muss, nicht Uber-
lappend ist und kein Komma zur Separation der einzelnen Codeworter besitzt. Eine weitere
wichtige Erkenntnis war, dass der Code degeneriert sein muss, dass also eine Aminosaure
durch mehrere synonyme Codons codiert werden kann. Ware dies nicht der Fall, so mussten 64
(mogliche Codons) minus 20 (Aminosauren) 44 Nonsense-Codons ergeben, was sie aufgrund

von Mutationsexperimenten ausschlossen.

Marshall Nirenberg und sein Mitarbeiter Heinrich Matthaei hatten eine Methode entwickelt, kur-
ze RNA-Nucleotide ohne Vorlage zu synthetisieren (Alberts et al., 2021, S. 269), (Nirenberg &
Matthaei, 1961). Mit Hilfe von Experimenten mit synthetischer poly-U-RNA und radioaktiv mar-
kierten Aminosauren konnten sie das erste Codon decodieren. Flir UUU ergab sich die Amino-
saure Phenylalanin.
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Nirenberg und Leder veroffentlichten 1964 noch einmal zusammenfassend die durchgefiihrten
Experimente, die sie mit Hilfe der synthetischen RNA-Oligonucleotide poly-U, poly-A und poly-
C und jeweils einer radioaktiv markierten Aminosaure durchgeflihrt hatten. (Nirenberg & Leder,
1964). Weitere Experimente mit gemischten RNA-Oligonucleotiden brachten weitere Erkennt-
nisse uber Codons, aber es dauerte noch bis 1966, bis alle Codons bekannt waren.

Die Anweisung fir jede Aminosaure besteht aus jeweils drei Buchstaben, die ohne Abstéande
aneinandergereiht werden, wie dies im antiken Griechisch der Fall war. In Kapitel 2 wurden
mehrere theoretisch denkbare Maglichkeiten erdrtert, wie eine solche Codierung aussehen
konnte. Der heute bekannte Genetische Code wird — mit geringfligigen Ausnahmen — von allen
Domanen des Lebens (Eukaryoten, Prokaryoten, Archaeen) sowie Viren — verwendet (Schaaf &
Zschocke, 2018, S. 20). Es soll an dieser Stelle nicht auf die Diskussion eingegangen werden, ob
Archaeen eine eigene Doméne sind bzw. ob Viren als Lebewesen zu betrachten seien.

Es ist wichtig, dass alle Domanen und Viren einen weitgehend identischen Code verwenden,
denn ansonsten konnten beispielsweise Viren oder Bakterien nicht Eukaryoten befallen bzw.
Viren konnten nicht Bakterien befallen und deren Reproduktionssystem in parasitdarer Weise
missbrauchen. Der Code flr jene Aminosauren, aus denen sich Proteine zusammensetzen, soll
im Einzelnen dargelegt werden. Proteine, die ohne Verwendung des genetischen Codes und
ohne Ribosomen Uber andere Wege synthetisiert werden — meist handelt es sich um sehr kurze
Polypeptide —, sind nicht Gegenstand dieser Betrachtung.

Aminosauren, die mit Hilfe von Ribosomen und des genetischen Codes in Proteine Ubersetzt
werden, werden als kanonische Aminosduren oder proteinogene Aminosduren bezeichnet. Der
bekannte Genetische Code besteht aus 4 unterschiedlichen Zeichen, den Basen Adenin (A),
Uracil (U) bzw. Thymin (T) in der DNA, Guanin (G) und Cytosin (C), die jeweils in Dreiergruppen
(Tripletts) zusammengefasst sind. Dadurch ergeben sich 4 = 64 verschiedene Codierungsmog-
lichkeiten, die aus der Codonsonne abgelesen werden konnen. Ein Triplett, welches fur eine
Aminosaure codiert, wird als Codon bezeichnet (Christen 2016, S. 87ff)..

3.2 Codonsonne — Synonyme Codons

Die Codonsonne (Abb. 3.1) gibt die Reihenfolge innerhalb der Basentripletts an, die fur je eine
der 20 kanonischen bzw. proteinogene Aminosauren stehen. Die Reihenfolge ist von innen vom
5‘-Ende der DNA/RNA nach auften zum 3‘- Ende zu lesen. (Die Bezeichnung 5° bzw. 3‘ bezieht
sich auf die Nummerierung der Zucker in der DNA). Die Codonsonne verwendet Ublicherweise
den Code fur die RNA, mit Uracil (U) als Base. Soll der Code fir die DNA abgelesen werden,
muss Uracil (U) durch Thymin (T) ersetzt werden.
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Abb. 3.1 Codonsonne (Wikipedia).

Im duflkeren Ring wird die codierte Aminosaure sowohl im Dreibuchstabencode als auch im Ein-
buchstabencode vermerkt (Liste der Aminosauren im Anhang).

Das Start-Codon hat denselben Code, wie die Aminosaure Methionin, wohingegen es drei unter-
schiedliche Stopp-Codons gibt. In diesem Fall wirden also 20 verschiedene Codons geniigen,
um alle 20 kanonischen Aminosauren zu codieren. Es werden also nur 20 von 64 verschiede-
nen Codierungsmaoglichkeiten bendtigt, daher bleiben theoretisch 64 — 20 = 44 Codons Ubrig,
die nicht notwendig sind, um die erforderliche Anzahl von Aminosauren zu codieren. Zieht man
die drei Stopp-Codons ab, so verbleiben 61 Codons flir 20 Aminoséauren. Da alle Codons belegt
sind, kann man nun einen Mittelwert daflir berechnen, wieviele Codons pro Aminosaure im Mit-
tel zur Verfugung stehen. Im Durchschnitt sind es 61: 20 = 3,05 = 3 Codons pro Aminosdure. Die
Verteilung der Anzahl von Codons fiir dieselbe Aminosaure ist jedoch sehr unterschiedlich. Wie
aus der Codonsonne ersichtlich, stehen flir Methionin (Met) und Tryptophan (Trp) jeweils nur ein
einziges Codon zur Verfiigung, fur Leucin, Serin und Arginin aber jeweils sechs.

Gibt es fiir eine Aminosaure mehrere unterschiedliche Codons, so werden diese

als Synonyme Codons bezeichnet.
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3.3 Unterschiedliche Haufigkeiten synonymer Codons

Die Haufigkeit der Verwendung der unterschiedlichen synonymen Codons ist von Spezies zu
Spezies und sogar von Gen zu Gen unterschiedlich und wird als Codon bias bezeichnet (Graw,
2020, S. 96). Eine Darstellung der Haufigkeit der Verwendung synonymer Codons ist in der
Codonsonne nicht moglich. Selten verwendete Codons werden als seltene Codons oder rare
codons bezeichnet, haufig verwendete als hdufige Codons bzw. frequent codons. Diese Anga-
be muss flr jede Spezies und flr jedes Gen separat erfolgen.

Abbildung 2.2 zeigt die Zuordnung der einzelnen Aminosauren im Menschen zu ihren mog-
lichen Codons. Jede Spalte steht fiir eine der 20 proteinogenen Aminosauren — in alphabe-
tischer Reihenfolge — wobei die synonymen Codons der jeweiligen Aminosdure in dieser Spalte
Ubereinander angeordnet sind (Anzahl der maglichen Codons pro 1000 Aminosauren, gemit-
telt Uber alle Gene, aufgetragen gegen die einzelnen Aminosauren). Die Codons einer Spalte
codieren fir dieselbe Aminosdure. Da es zu fast allen Aminosauren — aufker Methionin (Met)
und Tryptophan (Trp) — mehr als ein Codon gibt, wird der genetische Code als redundant oder
degeneriert bezeichnet. Die Werte wurden aus der NIH Genbank entnommen (siehe Anhang).

Es galt bis vor ca. 10 Jahren als gesichert, dass synonyme Codons bei Untersuchungen bezlg-
lich Mutationen unbertcksichtigt bleiben konnen, da sie fur die selbe Aminosaure codieren.
Viele klassische Lehrblicher (wie z.B. Christen 2016) erwdhnen nur, dass synonyme Codons flr
die selbe Aminosdaure codieren, Probleme die sich bei Genexpression, Faltungen und gar Krebs
ergeben konnen, werden nicht erwahnt. In neueren Lehrbichern (Graw 2020, S. 117) wird be-
reits darauf hingewiesen, dass synonyme Codons funktionell nicht gleichwertig sind, weil dies
beispielsweise die Translationsrate beeinflussen kdnnen.
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Haufigkeit der synonymen Codons im Menschen (H. sapiens), pro 1000 Aminosauren
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Abb. 3.2 Verteilung der synonymen Codons beim Menschen (homo sapiens) in Abhdngigkeit von der
Jjeweiligen proteinogenen Aminosdure — in alphabetischer Reihenfolge — pro 1000 Aminosduren, gemit-

telt Uber alle Gene. Werte aus der NIH Genbank — im Anhang.
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3.4 Was bedeutet Redundanz — Code im Code

Im Computerlexikon (online) kann man lesen:

Redundanz bedeutet, dass etwas 6fter vorhanden ist, als es eigentlich gebraucht
wird. Bei Daten bedeutet das, dass mehr Daten vorhanden oder libertragen
werden, als eigentlich notwendig. Dies dient zur Kontrolle, ob die Daten korrekt

angekommen sind.
Und im digitalen Wérterbuch der deutschen Sprache findet man:

Redundanz: Vorhandensein von liberfliissigen, fiir die Information nicht not-

wendigen Elementen in einer Nachricht

Diese Definitionen legen nahe, dass man einen Teil der Codierung weglassen kann, ohne dass
Missversténdnisse bzw. Probleme auftreten kénnen. Ubertragt man diese Definitionen auf die
Genetik, so bedeutet dies, dass die synonymen Codons unberticksichtigt bleiben kdnnen, da
sie fur die selbe Aminosaure codieren und daher keine zuséatzliche Information liefern. Daher
wurden oft Mutationen, die zu synonymen Codons flihrten, in Gendatenbanken fur Krebsmuta-

tionen nicht vermerkt.

Redundanz bedeutet aber auch, dass eine gewisse Fehlertoleranz existiert. Diese ist flr die
meisten Codons (aufker fir Tryptophan und Methionin) in einem gewissen Malke gegeben. Be-
sonders hoch ist die Redundanz fiir Serin, Arginin und Leucin, die jeweils durch sechs verschie-
dene Codons reprasentiert werden. Die Redundanz gilt aber nicht fur alle Basenpositionen
gleichermafken — sie ist flr die dritte Position im Triplett am hochsten (siehe Wobble-Theorie,

Kapitel 3.5) und flir die erste Position am geringsten (Saier, Jr, Milton H, 2019).
Als Vorteil des redundanten Codes wurde friiher argumentiert, (Saier, Jr., Milton, H. 2019)

»-.. that the redundant code decreases the deleterious consequences of random

point mutations“

[...dass der redundante Code die schadlichen Auswirkungen von zufilligen

Punktmutationen verringert]

Berlicksichtigt man neuere Erkenntnisse, so zeigt sich, dass synonyme Codons zwar die selbe
Aminoséaure im Protein ergeben, dass diese synonymen Codons dennoch nicht beliebig aus-
tauschbar sind, da es noch mindestens eine weitere Ebene der Information gibt (Code im Code).
(Komar, 2021; Liu, 2020). In dieser zweiten Ebene sind die sogenannten synonymen Codons
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nicht mehr redundant, da ein Codon eine eigene, nicht austauschbare Bedeutung bzw. Aus-
wirkung haben kann.

3.5 Wobble-Hypothese

Francis Crick hat 1966 die Wobble-Hypothese unter folgendem Titel veroffentlicht:
Codon-Anticodon Pairing: The Wobble Hypothesis

It is suggested that while the standard base pairs may be used rather strictly in
the first two positions of the triplet, there may be some wobble in the pairing of
the third base. This hypothesis is explored systematically, and it is shown that
such a wobble could explain the general nature of the degeneracy of the genetic
code (Crick, 1966).

Wahrend der Translation bindet das Anticodon der tRNA innerhalb des Ribosoms an die mRNA.
Die Basen eines Codons der mRNA Adenin (A), Guanin (G), Cytosin(C) und Uracil (U) paaren
mit dem Anticodon der tRNA (A mit U und G mit C). A bildet mit U zwei Wasserstoffbriicken
aus, C bildet mit G jeweils drei Wasserstoffbriicken (Watson-Crick-Paarung). Die Paarung der
beiden ersten Basen mit dem Anticodon ist sehr strikt, die dritte Base der mRNA kann aber in

manchen Fallen mit einer unublichen Base des Anticodons paaren.

Dadurch dass die Anticodonschleife quasi verbogen ist, ist die Paarung an der dritten Position
des mRNA-Codons nicht so genau. Die Abstande zwischen der dritten Base der mRNA und der
Base des Anticodons haben einen anderen Abstand, als bei der Standardpaarung. An Position
34 des Anticodons, der Wobble-Position, kdnnen sich daher auch andere Basen mit der dritten
Base der mRNA paaren (Buttlar et al., 2020, S. 117).

Abbildung 3.3 zeigt einen Ausschnitt der tRNA, den Anticodonstamm und die Anticodonschlei-

fe, (siehe auch Kapitel 1, tRNA) und die moglichen Basenpaarungen (bei Eukaryoten) zwischen
dem Codon der mRNA und dem Anticodon der tRNA.
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tRNA mRBNA Codon @ tRNA Anticodon

(Ausschnitt) Base 3 Base 34
U AIG/I
T 5 C G/l
, 5 A u
3 5 c

Anticodon-

Stamm
Anticodon-Schleife Anticodon
Wobble-Position
MRNA 5’ ¥

Abb. 3.3 Mégliche Paarungen der Wobble-Position des Anticodons mit der mRNA (Berg et al., 2018,
S. 1063; Alberts 2022, S. 360 adaptiert).

Durch posttranskriptionelle Modifikationen erhalt die tRNA verschiedene modifizierte Basen,
wie beispielsweise Pseudouridin oder Inosin. Inosin, ein Nucleosid aus einer Purinbase und
einer Ribose, entsteht durch posttranskriptionelle Desaminierung von Adenosin und kommt
manchmal an der Wobble-Position der tRNA vor. Inosin kann mit Uracil bzw. Cytosin der mRNA
paaren, da es aber ausschliellich mit U oder C paart, betrifft dies ausschlielich synonyme
Codons. INN im Anticodon paart sowohl mit NNU als auch mit NNC. Diese Codons sind immer
synonym, wie aus der Codonsonne zu entnehmen ist. N bezeichnet gemafk IUPAC eine beliebi-
ge Base (siehe Anhang).

Durch die Moglichkeit fur ein und dieselbe tRNA, an der Wobble-Position unterschiedliche Ba-
senpaarungen einzugehen, ist nicht flir jedes der 61 Codons eine eigene tRNA notig (Berg et al,,
2018, S. 1065). Eine Modifikation in Position 32 des Anticodons von U zu C kann die Codoner-
kennung beeinflussen, obwohl sich diese Position nicht mehr direkt im Anticodon befindet,
wohl aber noch innerhalb der Anticodonschleife (Agris et al., 2017, siehe Abb. 3.3). Olejniczak
und Uhlenbeck (2006) stellten fest, dass die Wasserstoffbriickenbindung zwischen den Nucleo-
tiden 32 und 38 die Affinitat der tRNA zur A-Stelle des Ribosoms erheblich beeinflusst.

Einen Sonderfall fiir uniibliche Basenpaarung zwischen Codon und Anticodon stellt das Uber-
lesen von regularen Stopp-Codons dar (NTC, normal termination codon). Dabrowski et al. (2015)
untersuchten in einem Review unter anderem das Uberlesen (translational readthrough) von
reguldren Stopp-Codons in Eukaryoten. Dies ist von unterschiedlichen Faktoren abhangig, ins-
besondere vom Stopp-Codon selbst und von den das Codon umgebenden Sequenzen.

Erscheint ein Stopp-Codon in der A-Stelle des Ribosoms, so steht keine passende tRNA zur

Verfligung und es kommen statt dessen zwei eukaryotische Releasefaktoren (Freisetzungs-
faktoren) eRF1 und eRF3 zum Einsatz. Wenn am 3‘-Ende der codierenden Sequenz der mRNA
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das Stopp-Codon in die A-Stelle des Ribosoms gelangt, kann sich in seltenen Fallen eine near
cognate-tRNA statt der Releasefaktoren an diese Stelle im Ribosom binden und das Ribosom
translatiert weiter. Hier kann es zur Ausbildung von zum Teil uniblichen Basenpaarungen kom-
men, die auch die Wobble-Position betreffen kénnen. Das fuhrt zum Einbau einer Aminosaure
und Fortsetzung der Translation Uber das Stopp-Codon hinaus bis zum nachsten Stopp-Codon
(Williams et al., 2004; Dabrowski et al., 2015). Da hier keine Mutation in der DNA vorliegt, kommt
dies nicht bei jedem Translationsvorgang des Ribosoms vor, da das Stopp-Codon weiterhin vor-
handen ist. Dieses wird nur mit einer bestimmten geringen Haufigkeit Uberlesen. Mit derselben
geringen Haufigkeit wie das Uberlesen, werden fehlerhafte Proteine gebildet.

Unmittelbar nach dem regularen Stopp-Codon gibt es meist weitere Stopp-Codons, die eine
iberméRige Verldngerung des Proteins durch Uberlesen des reguldren Stopp-Codons verhin-
dern (Williams et al., 2004; Dabrowski et al., 2015). Laut Dabrowski et al. (2015) werden die ver-
schiedenen Stopp-Codons mit unterschiedlicher Haufigkeit tberlesen. Aus der Codonsonne
(siehe Abbildung 3.1) ist Folgendes zu enthehmen:

« Es gibt drei Stopp-Codons: UGA, UAA und UAG.

« UAA und UAG unterscheiden sich nur in der dritten Position voneinander (in der Wobble-
Position).

« UGA unterscheidet sich in der zweiten Position von UAA bzw. in der zweiten und dritten
Position von UAG.

UGA Stopp UAG Stopp

3. Base UGG Trp (h)UGC UAC Tyr UAC  Tyr
Wobble-Position Cys (h) UGU UAU  Tyr UAU  Tyr
Cys (h)
1. Base AGA Arg (h) GAA Glu (h) GAG Gly (h)
CGA Arg (h) AAA  Lys AAG Lys
GGA Gly CAA GIn CAG GIn
UCA Ser UCA Ser UCG Ser
UUA Leu UUA Leu UUG Leu
UGG Trp (h)

(h) mismatch kommt laut Dabrowski et al. (2015) hédufiger vor

Die weiteren Einfllisse auf eine Fehlpaarung zwischen einer tRNA und einem Stopp-Codon, wie
beispielsweise der Einfluss von einzelnen Basen oder kurzen Sequenzen vor oder nach dem
eigentlichen Codon, sollen hier nicht weiter betrachtet werden, da es sich hierbei nicht um eine
Wobble-Paarung handelt.
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4 Das Humangenomprojekt

1990 wurde das offentlich finanzierte Human Genome Project (HGP) von Luigi Cavall-Sforza
gegrlndet, mit dem Ziel das menschliche Genom komplett zu sequenzieren. Unter Leitung von
James Watson beteiligten sich 40 Lander an dem Projekt. 2001 war das menschliche Genom
weitgehend sequenziert, verstanden waren die Gene aber noch keineswegs (Wikipedia — Hu-
mangenomprojekt).

Schon frih gab es Streit zwischen Watson und der damaligen Leiterin des National Institute of
Health (NIH), Bernadine Healy, da diese die Gensequenzen patentieren lassen wollte, James
Watson aber nicht. (Wikipedia — Humangenomprojekt). Watson verlie daraufhin das Projekt.

Nach Jones et al. (2018) wurden 1996 die Bermuda Prinzipien vom HGP (Human Genome Pro-
Jject) angenommen und 1998 formal implementiert, wonach genetische Daten taglich veroffent-
licht werden sollten, um Patentierungen zu verhindern. Durch die Verdéffentlichungen — noch vor
der Publikation wissenschaftlicher Artikel — gehoren diese Daten zur public domain. Das NIH
(National Institute of Health) und der UK nonprofit charity the Wellcome Trust trugen 90 Prozent
der Kosten. Sonstige mitarbeitende Institutionen — vor allem auch aus Europa — mussten sich
diesen Prinzipien unterwerfen. Es handelt sich bei diesen Prinzipien um keinen voélkerrechtlich
verbindlichen Vertrag, sodass es einzelnen Personen oder Institutionen weiterhin freisteht, Pa-
tente anzumelden. Allerdings gehoren solche Institute dann nicht mehr zum Consortium.

Es gibt inzwischen unzéhlige freie Datenbanken in europdischen und aulkereuropdischen Lan-
dern, die u.a. DNA-Sequenzen, RNA-Sequenzen, Proteinsequenzen, Sequenzen von Krebs-
mutationen und speziell auch von synonymen Mutationen bereitstellen. So baute beispielswei-
se die Universitat Freiburg als eine der ersten ab 2019 eine spezielle Datenbank fiir synonyme
Krebsmutationen auf und stellte sie online zur Verfligung (SynMICdb Synonymous Mutations In
Cancer Database).
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41 Preisverfall

Das ursprungliche Human Genome Project war sehr kostenintensiv und nahm eine lange Zeit in
Anspruch. Es konnte nur dadurch bewadltigt werden, dass sich 40 Lander sowohl an der Arbeit
als auch an den Kosten beteiligt haben.

Cost per Human Genome

Moore’s Law

2002 2004 2006 2008 2010 2012 2014 2016 2018 2020

Abb. 4.1 Kosten der Sequenzierung eines menschlichen Genoms von 2001 bis 2021 (Wetterstrand 2023,

National Human Genome Research Institute NIH, online, adaptiert).

Die Kosten fir die Sequenzierung eines kompletten Genoms sind zwischenzeitlich stark ge-
sunken. Bis 2001 kostete eine Genomsequenzierung etwa 300 Millionen US$ — bis 2021 ist
der Preis auf unter 1000 US$ gesunken (siehe Abb. 4.1, Wetterstrand 2023, NIH). Dies ist auf
schnellere und automatisierte Sequenzierungsverfahren wie beispielsweise Next Generation
Sequencing zurickzufiihren (DNA Sequencing Costs, Wetterstrand, 2023 online).

Laut NIH (Wetterstrand, 2023, online) wurde von 2001 bis 2007 Sanger-Sequenzierung verwen-
det, danach second generation bzw. next generation sequencing.

4.2 Nachfolgeprojekte

Das 2003 gestartete Nachfolgeprojekt The ENCODE Project (ENCyclopedia Of DNA Elements)
hatte zum Ziel, alle funktionellen Elemente des menschlichen Genoms zu identifizieren. (Fein-
gold et al., 2004) Der komplette Katalog sollte alle proteincodierenden und nicht-codierenden
Teile der DNA enthalten, sowie regulatorische Elemente der Transkription.
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Weitere Projekte, wie das 1000 Genom-Projekt folgten.

Eine wesentliche Erkenntnis aus all diesen Projekten war, dass es nur etwa 21 000 protein-
codierende menschliche Gene gibt und ca. 3x-10° Nucleobasen (Berg et al., 2018, S. 127).
Urspriinglich war die Zahl der Gene auf etwa 100 000 geschatzt worden (Lander, 2011).
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Abb. 4.2 Zeitleiste wichtiger molekulargenetischer Entdeckungen und Entwicklungen.
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5 Mutationen

Laut Lexikon der Biologie (Spektrum, online) ist eine Mutation eine Verdnderung des Erbguts.
Mutationen kdnnen spontan auftreten oder werden durch aufere Einflisse hervorgerufen. Mu-
tationen, die in Keimzellen Fehler erzeugen, konnen von Generation zu Generation weitergege-
ben werden. Mutationen kommen in allen Lebewesen vor. Obwohl sie fir ein einzelnes Individu-
um schéadlich sein kdnnen, sind sie fiir die Evolution und das Uberleben einer Spezies wichtig.

Ohne Mutationen ware die Erde heute noch von den ersten Urlebewesen bevolkert. Durch Mu-
tationen bilden sich gewisse Variationen innerhalb einer Population aus. Wenn sich die Umwelt-
bedingungen dndern — hdhere oder niedrigere Temperatur, Missernten — so sind immer einige
Individuen mit Variationen im Erbgut vorhanden, die besser an diese neuen Bedingungen an-
gepasst sind und daher einen Selektionsvorteil haben.

541 Ursachen von Mutationen

Vor jeder Zellteilung muss die Erbinformation, die bei eukaryotischen Zellen in Form der DNA
im Zellkern niedergelegt ist, vollstdndig kopiert werden, damit jede der beiden Tochterzellen
die vollstandige Erbinformation erhalt. Dabei wird von der DNA-Polymerase ungefahr eine von
10° Basen inkorrekt eingebaut. Durch Reparaturvorgéange (3‘ = 5° exonucleolytic proof reading)
sinkt die Fehlerrate auf 107 und durch eine zusétzliche Reparatur von Basenfehlpaarungen (mis-
match repair) wird die Fehlerrate bis auf 107° weiter verringert (Alberts et al., 2022, S. 260).
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Im Folgenden sei, ohne Anspruch auf Vollstéandigkeit, ein Auszug von wichtigen Substanzen
und Einfliissen genannt, die Mutationen induzieren kénnen.

« Elektromagnetische Strahlung wie Licht, UV-Strahlung, Réntgenstrahlung oder y-Strahlung
konnen vielfaltige Schaden, wie beispielsweise Hautkrebs, erzeugen.

« Bomben-Fallout, Kernkraftwerksunfalle und oberirdische Kernwaffentests (USA, Frankreich,
China etc.) aus den 1960er-Jahren lieferten a-, 3-, y-Strahlung und radioaktive Elemente wie
7Cs, 121, °0Sr, 23°Py, die weiter zerfallen.

« Die Erdkruste liefert a-, 3- und y-Strahlung aus dem Untergrund. Granit aus dem Waldviertel,
uranhaltige Mineralien wie Schwerspat (BaS04) und Thorium (haufiges radioaktives Element
der Erdkruste) liefern Belastungen.

« Phosphatdiinger enthéalt oft Uran, das weiter zerfallt.

+ Kohle enthéalt die beiden «-Strahler Thorium (Th) und Uran (U), die beim Verbrennen frei-
gesetzt werden.

- Baustoffe und alte Fliesen aus den 1970er-Jahren enthalten teilweise “°K (B*-, B~-Strahler)
und Thorium und geben gasformiges Radon ab.

« Hohe Radonbelastung aus Zerfallen von Uran aus der Erdkruste gibt es in den Stollen von
Bad Gastein.

+ Medikamente wie Thalidomid sind fruchtschadigend (Conterganskandal in den 1960er-Jah-
ren).

+ Viele Chemikalien, Chemotherapien sowie Schadstoffe aus dem Rauch von Zigaretten sind
mutagen.

5.2 Chromosomenmutationen

Chromosomenmutationen sind Anderungen in Zahl, Form oder Struktur der Chromosomen
(Graw, 2020, S. 497; Nordheim et al., 2018, S. 250).

5.21 Numerische Abweichungen

Bei Polyploidie kommt ein kompletter mehrfacher Chromosomensatz — dreifacher (Triploidie),
vierfacher (Tetraploidie) — vor. Dies ist beim Menschen nicht mit dem Leben vereinbar (Nord-
heim et al., 2018, S. 250). Mehrfache Chromosomensatze kommen jedoch haufig bei Pflanzen,
wie beispielsweise dem Weizen, vor.

Anoiploidie (Genommutation) ist die Abweichung der Anzahl einzelner Chromosomen von der
Norm. Diese entstehen bei der Meiose oder Mitose (Schaaf & Zschocke, 2018, S. 43).

Einzelne Chromosomen konnen, statt wie ublich zweifach, dreifach vorliegen. Die bekannteste

Storung beim Menschen ist die Trisomie 21, bei der das Chromosom 21 dreifach vorliegt. Bei
Trisomien sind nur Individuen mit Trisomie 21 (Down-Syndrom), 13 (Patau-Syndrom) oder 18 (Ed-
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wards-Syndrom) lebensfahig. Bei Pflanzen, wie beispielsweise dem Stechapfel, kommen Triso-
mien regelmafkig vor (Spektrum, Lexikon der Biologie, Graw, 2020, S. 743).

Monosomien, bei denen ein Chromosom nur einfach vorhanden ist, sind beim Menschen, auer
bei den Geschlechtschromosomen, nicht mit dem Leben vereinbar. Bei den Geschlechtschro-
mosomen kann das X-Chromosom nur einfach vorhanden sein (Turner-Syndrom), ohne dass
ein zweites X-Chromosom oder ein Y-Chromosom vorhanden wéare. Eine Monosomie mit nur
einem Y-Chromosom — ohne X-Chromosom — ist nicht mdglich. Das Y-Chromosom ist mit ca. 64
proteincodierenden Genen sehr klein und ihm fehlen viele lebenswichtige Gene, die nur im
X-Chromosom, das ca. 852 proteincodierende Gene besitzt, vorhanden sind (Graw, 2020,
S.773).

Beim Menschen kommen grokere Abweichungen bei der Anzahl der Chromosomen nur bei
den Geschlechtschromosomen vor, wobei jene Individuen lebensfahig sind, die zumindest ein
X-Chromosom besitzen.

5.2.2 Strukturelle Chromosomenmutationen

Bei den strukturellen Veranderungen kdnnen Verluste (Deletionen) oder Einfligungen (Insertio-
nen) von Teilen eines Chromosoms vorkommen. Dies darf aber nicht mit den Deletionen und
Insertionen von einzelnen Basen im Gen verwechselt werden. Weiters kommen Inversionen
vor, bei denen ein Teil eines Chromosoms umgekehrt eingebaut wird, sowie Translokationen,
bei denen abgebrochene Stlicke eines Chromosoms an ein anderes angeheftet werden (Graw
2020, S. 497). Bei Duplikationen werden einzelne Bereiche eines Chromosoms mehrfach ein-
gebaut.

5.3 Genmutationen

Ein Gen ist ein Abschnitt auf einem Chromosom, der fir ein einzelnes Protein oder — im Falle
von alternativem Splicing — fiir mehrere nahe verwandte Proteine codiert (siehe Kapitel 1.6).
Laut Berg et al. (2018) besitzen Menschen zwischen 20000 und 25000 Gene. Es konnen Du-
plikationen, Deletionen, Insertionen oder Inversionen einzelner Genabschnitte auftreten.

Mutationen, die sich auf einzelne Gene beziehen, betreffen aber oft nur Anderungen in der
Basensequenz, wobei einzelne Basen ersetzt (Substitution), entfernt (Deletion) oder eingefligt
(Insertion) werden kénnen. Wird nur eine einzelne Base in einem Gen verandert, so handelt es
sich um eine Punktmutation. Solche Anderungen kommen in der DNA von Eukaryoten, Proka-
ryoten (Bakterien bzw. Archaeen) sowie in DNA bzw. RNA von Viren vor.

Im Folgenden werden verschiedene Arten von Punktmutationen in codierenden Bereichen von

Genen (Exons) betrachtet.

65



5.31 Insertion

Bei einer Insertion wird eine zuséatzliche Base eingefligt, wodurch sich das Leseraster um eine
Base verschiebt. Nach der Einfligung dieser zusatzlichen Base, werden alle folgenden Tripletts
verandert und damit auch alle folgenden Aminoséauren, die durch die Translation angefligt wer-
den. Das Protein hat daher ab dem Punkt der Insertion eine andere Aminosaureabfolge, wie
in Abbildung 5.1 dargestellt wird. Die Translation wird solange weitergeftihrt, bis durch das ver-
anderte Leseraster ein falsches Stopp-Codon auftritt (vorzeitiges Stopp-Codon, PTC Premature
Termination-Codon) und die Synthese abbricht. In der Mehrheit der Falle wird das verkiirzte

Protein unbrauchbar oder zumindest funktionseingeschrankt sein.

A/
GUA|GAAICAAlUGU AGUAUUAGA
Val Glu | Gin Cys Ser lle Arg

\

GUA|GAA|ICAAIlUGUIAGA|UAU|IUAG
Val Glu Gin Cys Arg Tyr |STOPP

Insertion - Missense-Mutation

—

#I% | Abbruch der Kette

Abb. 5.1 Insertion einer Base mit Leserasterverschiebung und vorzeitigem Stopp-Codon (PTC).

Es besteht aber auch die Moglichkeit, dass bei der Insertion direkt ein vorzeitiges Stopp-Codon
(PTC) entsteht und die Kette sofort abbricht (siehe Abbildung 5.2).

Insertion - Nonsense-Mutation
U

GUA|GAA|CAAIUGUAGU AAAIAGA
Val Glu | Gin Cys Ser s | Arg

GUA GAAICAAIUGUAGUUAA
Val Glu Gin Cys | Ser |STOPP
PTC

—

Abbruch der Kette

Abb. 5.2 Insertion einer Base mit direkter Ausbildung eines Stopp-Codons (PTC).
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Bei der Insertion von zwei Basen ergibt sich ebenfalls eine Leserasterverschiebung, die in meh-

reren veranderten Aminosauren und in der Regel in einem vorzeitigen Stopp-Codon endet.

5.3.2 Deletion

Bei einer Deletion geht durch eine Mutation eine Base verloren. Dadurch kann es direkt zur
Ausbildung eines Stopp-Codons und einem Kettenabbruch kommen (siehe Abbildung 5.3).

Deletion - Nonsense-Mutation

/ Deletion

GUA/GAA|CAA/UUU|CCU|AAA UACGUA

4

Val Glu GIn | Phe Pro Lys Tyr /f Val
GUA|GAA|CAA|UUU|ICCUIAAAIUAG
Val Glu GIn Phe Pro | Lys |STOPP
<—

PTC

Abbruch der Kette

Abb. 5.3 Nonsense Mutation durch Deletion einer Base mit direkter Ausbildung eines Stopp-Codons
(PTC).

Im zweiten Fall kommt es durch die entstehende Rasterverschiebung zu einigen veranderten
Aminosauren (veranderte Aminosaurenabfolge) gefolgt von einem vorzeitigen Stopp-Codon
(PTC), an welchem die Translation abbricht (siehe Abbildung 5.4). Auch hier ist das entstehende
Protein meist unbrauchbar oder zumindest funktionseingeschrankt.

Deletion - Missense-Mutation

/ Deletion

A
GUA/GAA|CAA/UU |ICCUIAAAlUUA|GUA
Val Glu GIn Leu Pro Lys Leu Val

GUA GAA/CAA|UUC|ICUAIAAUIUAG
Val Glu Gin Phe Leu | Asn |STOPP

—

PTC Abbruch der Kette

Abb. 5.4 Deletion einer Base mit Leserasterverschiebung und vorzeitigem Stopp-Codon (PTC).
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Ausnahmen stellen hier Insertionen oder Deletionen von drei Basen oder einem Vielfachen
davon dar. Werden drei Basen, oder ein Vielfaches davon, eingefligt (Insertion) oder entfernt
(Deletion), so kommt es darauf an, wo die Einfligung/Entfernung stattfindet. Grundséatzlich wird
das Leseraster zwar beibehalten, man muss hier jedoch unterscheiden, ob die Deletion bzw. die
Insertion genau im Raster erfolgt oder nicht. Erfolgt die Insertion genau zwischen zwei Tripletts
oder betrifft die Deletion jeweils ein oder mehrere ganze Tripletts, so verlangert oder verkiirzt
sich das Protein jeweils um eine oder mehrere Aminosauren (Schaaf & Zschocke, 2018, S. 52;
Wegner et al, 2016, S. 118). Erfolgt die Deletion jedoch so, dass drei nebeneinanderliegende
Basen in zwei verschiedenen (nebeneinanderliegenden) Tripletts entfernt werden, so ergibt
sich zusatzlich eine Verschiebung, wodurch nicht nur eine ganze Aminoséaure entfernt wird,
sondern es wird zuséatzlich eine Aminosaure verandert (In-Frame-Insertion, DocCheck Flexikon;

In-Frame-Deletion, DocCheck Flexikon).

Dasselbe gilt bei der Einfligung (Insertion) von drei aufeinanderfolgenden Basen (oder einem
Vielfachen davon). Werden ein oder mehrere Tripletts (im Raster) eingefligt, besitzt das Protein
eine oder mehrere zusatzliche Aminosauren. Werden die drei Basen (oder ein Vielfaches da-
von) aber nicht im Raster eingeflgt, wird das Protein zwar auch um eine oder mehrere Amino-

sauren verlangert, es wird aber zusdtzlich eine Aminosdure verdndert.
5.3.3 Substitution

Wird bei einer Mutation eine Base durch eine andere ersetzt, so entsteht ein anderes Triplett,
ohne dass eine Leserasterverschiebung auftritt. Es ergeben sich mehrere Moglichkeiten:

Das neue Codon mit der ausgetauschten Base codiert flr eine andere Aminosdéure. Diese Mu-
tation wird als Missense-Mutation bezeichnet. Das entstehende Protein ist oft unbrauchbar
oder funktionseingeschrankt (siehe Abbildung 5.5).

Substitution - Missense-Mutation

GUA|[GAA|[CAA/UGU|AGU|AAA|ACA
val | Glu | Gin |cys?| ser |Lys | Thr

I

GUA GAA|CAAIlUGGIAGU|AAAIACA
Val Glu GIn Trp Ser Lys Thr

Abb. 5.5 Missense-Mutation durch Austausch einer Base, wobei sich eine andere Aminosdure ergibt.

68



Ein Beispiel flr eine solche Missense-Mutation ist die Sichelzellenandmie. Hier gibt es in einer
Untereinheit des Hamoglobins eine Punktmutation, die zu einem Basenaustausch von GAG
nach GTG (Glu nach Val) fuhrt (Schaaf and Zschocke, 2018, S. 287). Durch diese Mutation kann
das Hamoglobin weniger Sauerstoff binden, da es auskristallisiert, wodurch sich die Erythrozy-
ten sichelartig verbiegen und gegenseitig verhaken (Graw, 2020, S. 597). Tritt diese Mutation
heterozygot auf, das heift, sie wird nur von einem Elternteil vererbt, so ist die Auswirkung weni-
ger dramatisch. Diese Mutation hat jedoch den Vorteil, dass sie gegen Malaria schiitzt, weil sich
die Erreger im betroffenen Blut nicht so gut vermehren konnen. Somit haben heterozygote Per-
sonen in Gegenden, in denen Malaria endemisch auftritt, einen erheblichen Selektionsvorteil.

Handelt es sich dagegen bei dem neuen durch eine Substitution geanderten Codon um ein
Stopp-Codon, so wird die Proteinsynthese an diesem vorzeitigen Stopp-Codon (PTC) abgebro-
chen. Diese Mutation wird als Nonsense-Mutation bezeichnet. Das entstehende Protein ist ver-
kurzt und meistens unbrauchbar (siehe Abbildung 5.6). In den meisten Fallen ist das verkirzte
Protein instabil (Kuzmiak & Maquat, 2006).

Substitution - Nonsense-Mutation

GUA|GAA|CAAIUGU/AGU AAAKACA
Val Glu GIn Cysf Ser Lys Thr

I

GUA|IGAA|CAA|IUGA
Val Glu GIn |STOPP

—

Abbruch der Kette

PTC

Abb. 5.6 Nonsense-Mutation durch direkte Umwandlung eines Codons in ein vorzeitiges Stopp-Codon
(PTC).

Bei ca. 11 % aller genetischen Defekte tritt ein vorzeitiges Stopp-Codon auf, wodurch das ent-
stehende Protein verkirzt wird. Dies tritt beispielsweise bei manchen Formen der Duchenne-
Muskeldystrophie auf (Angulski et al., 2023). Die Gabe von Aminoglycosiden kann ein Read-
through (Uberlesen des vorzeitigen Stopp-Codons) bewirken und so ein zumindest teilweise
funktionsfahiges Protein wiederherstellen (Baradaran-Heravi et al., 2021). Allgemein werden
Medikamente, die das Readthrough erhdhen, als TRIDs (translational read-through inducing
drugs) bezeichnet. Dies soll hier aber nicht weiter behandelt werden.

Ist das neue Codon mit der substituierten Base unterschiedlich zum urspriinglichen Codon, co-

diert aber flir die selbe Aminosdure, so wird diese Mutation als synonyme Mutation bezeichnet.
Wie in Abbildung 5.7 dargestellt ist die Abfolge der Aminos&uren identisch.
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Substitution - Synonyme Mutation

GUA GAA/CAAIUGUAGU/AAAIACA
Val Glu Gin Cysf Ser | Lys | Thr

!

GUA GAA|CAAIUGCIAGU/AAAIACA
Val Glu Gin Cys | Ser | Lys Thr

Abb. 5.7 Synonyme Mutation durch Substitution einer Base.

Bis vor wenigen Jahren wurden die synonymen Mutationen nicht beachtet und als harmlos an-
gesehen. Sie wurden vielfach auch als stille Mutationen (silent mutations) bezeichnet. Es kon-
nen jedoch aufgrund synonymer Mutationen fehlerhafte Faltungen, Uber- oder Unterexpres-
sion von Genen sowie Spleikfehler auftreten, die zu Erbkrankheiten und Krebs fiihren kénnen
(siehe Kapitel 6). Eine besondere Art der Substitution ist jene, bei der ein Stopp-Codon durch
ein synonymes Stopp-Codon ersetzt wird (siehe Abbildung 5.8).

Substitution - Synonyme Mutation

GUA GAA/CAAIUGUAGU AAAIUAG
Val Glu GIn | Cys Ser | Lys

GUA GAA|ICAA/UGUAGU AAAUAA
Val Glu GIn Cys Ser | Lys

Abb. 5.8 Synonyme Mutation durch Substitution einer Base, wobei aus einem Stopp-Codon ein ande-
res Stopp-Codon entsteht.

Wird bei einer Missense-Substitution eine Aminoséaure durch eine solche mit @hnlicher Seiten-
kette bzw. ahnlichen Eigenschaften ersetzt, so hat dies manchmal keine oder nur geringe Aus-
wirkungen. Die Seitenketten der Aminosduren konnen polar, unpolar/hydrophob, basisch oder
sauer sein (siehe Anhang) — ebenso, wenn der Ort der Mutation unkritisch flir das Funktionieren
des Proteins ist. Eine solche Mutation wird als neutrale Mutation bezeichnet.
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5.3.4 Nonstopp-Mutation

Eine Nonstopp-Mutation stellt keine eigene Art der Punktmutation dar, sondern sie kann bei
allen drei Arten derselben, namlich bei Deletionen, Insertionen und Substitutionen vorkommen.

Wenn die Deletion bzw. Insertion nahe dem 3‘-Ende vorkommen, muss nicht zwangslaufig ein
vorzeitiges Stopp-Codon entstehen. Durch die Leserasterverschiebung wird das vorhandene
Stopp-Codon nicht mehr erkannt und es wird danach weiter translatiert (Nonstopp-Mutation).
Die nachfolgenden Basen der nichttranslatierten Bereiche und unter Umstanden auch des Poly-
A-Schwanzes werden dann als Sense-Codons interpretiert. Es gibt aber in dem 3‘- UTR untrans-
latierten Bereich zusatzliche in-frame Stopp-Codons, bis zu denen die Translation des Proteins
weiter gefiihrt werden kann. Falls diese aufgrund der Rasterverschiebung nicht erkannt wer-
den, wird die Translation bis in den Poly-A-Schwanz weitergeflihrt (Shibata et al., 2015).

»When read-through of a stop codon occurs, the translation continues to the
next in-frame stop codon or to the poly(A) tail.«

In Abbildung 5.9 (Nonstopp-Mutation) wird exemplarisch die Variante einer Substitution im Stopp-
Codon dargestellt. Hierbei wird in einem Stopp-Codon eine Base ersetzt (Substitution), sodass
ein Codon fur eine Aminosaure entsteht. Dadurch ist das Stopp-Codon quasi verschwunden
und das Ribosom translatiert weiter. Nonstopp-Mutationen werden oft auch als Readthrough-
Mutationen bezeichnet, obwohl streng genommen das Stopp-Codon nicht Gberlesen, sondern

verandert wird.

nichtcodierender Bereich

UTR Poly-A-Schwanz

GUA|[GAA|CAA|UGA[AGUAAA ACA AAAAAA AA
val | Glu | GIn : : : : :

GUAIGAAICAAIUGU AGUAAAIACA AAAIAAA
Val Glu Gin Ser Lys Thr Lys Lys

Abb. 5.9 Nonstopp-Mutation durch Substitution einer Base im reguldren Stopp-Codon, wodurch dieses
in ein Sense-Codon umgewandelt wird. Die Translation wird bis in den untranslatierten Bereich und

unter Umstdnden bis in den Poly-A-Schwanz weitergeflihrt.
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Zusammenfassend wird in Abbildung 5.10 eine Ubersicht aller Punktmutationen dargestellt.

Punktmutation (Verdnderung einer Base)

Insertion  Deletion Substitution
Indels
Leserasterverschiebung missense nonsense synonymous
mutation mutation mutation
a_nde.rie STOPP anderes Codon
| Aminosaure Codon | identische Aminos&ure
veranderte Amino- zu Sense-Codon oder synonymes
sauren und/oder ver- geéndertes reguléares Stopp-Codon
friihtes STOPP-Codon STOPP-Codon +

weitere Translation
in den UTR-Bereich

Abb. 5.10 Ubersicht iiber die Arten der Punktmutationen.

Oft werden in der Literatur auch solche Mutationen, die aufgrund einer Deletion oder Insertion
entstanden sind, wobei es durch die entstandene Rasterverschiebung in der Folge zu einem
vorzeitigen Stopp-Codon kommt, als Nonsense-Mutationen bezeichnet.

5.4 Synonyme Mutationen

Bei synonymen Mutationen handelt es sich um solche Mutationen, bei denen das mutierte Tri-
plett flr dieselbe Aminosaure codiert, wie das urspriingliche Triplett. Wie bereits in Abbildung
5.7 dargestellt, kann die Substitution einer einzelnen Base zu einer synonymen Mutation flhren.
Wie aus der Codonsonne in Abbildung 5.11 ersichtlich, wird dabei im Allgemeinen die dritte
Base ausgetauscht (Wobble-Theorie, siehe Kapitel 3).

Vorzeitige Stopp-Codons konnen nur bei direkter Umwandlung eines Codons in ein Stopp-Co-
don (Nonsense-Mutation) oder bei Rasterverschiebungen, die durch Insertionen bzw. Deletio-
nen hervorgerufen wurden, auftreten. Bei einer synonymen Mutation wird jedoch jeweils ein
Codon fiir eine Aminoséaure in ein Codon fur dieselbe Aminosédure umgewandelt. Es kann dabei
in keinem Fall ein vorzeitiges Stopp-Codon auftreten.

Die einzelnen Aminosauren haben unterschiedlich viele synonyme Codons. Nur zwei Amino-

sauren werden durch jeweils nur ein einziges Codon codiert, namlich Methionin (Met), das auch
als Start-Codon dient, und Tryptophan (Trp).
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Neun Aminosauren (Phe, Tyr, Cys, His, GIn, Asn, Lys, Asp, Glu) werden durch jeweils zwei unter-
schiedliche Codons codiert, wobei diese sich nur in der dritten Base unterscheiden. Der im
Zuge einer synonymen Punktmutation erfolgende Austausch von einer Purinbase (A oder G)
mit der anderen Purinbase (G oder A) oder von einer Pyrimidinbase (C oder T) mit der anderen
Pyrimidinbase (T oder C) ist deshalb bevorzugt, da sich durch die jeweils nahezu identische
Grofke der jeweiligen Basen die Geometrie nur wenig verandert. Diese Art der Mutation wird als
Transition bezeichnet.

Wird bei der Mutation eine Purinbase durch eine Pyrimidinbase ersetzt oder umgekehrt, so wird
durch die sehr unterschiedlichen GroRken der Basen die Geometrie der DNA verandert, was den
Einbau erschwert. Diese Art der Mutation wird als Transversion bezeichnet.

Abb. 5.11 Codonsonne mit Markierungen jener drei Aminosduren, die 6 verschiedene Codons haben.

(Arginin-Arg, Serin-Ser, Leucin-Leu), (Grundform Wikipedia, adaptiert).

Die am haufigsten verwendete Codonsonne ist so angeordnet, dass jeweils zwei Purinbasen
(A, G) und zwei Pyrimidinbasen (U, C) in einem Block nebeneinanderliegen. Bei Aminosdauren,
die nur zwei synonyme Codons haben, handelt es sich bei der dritten Base (im &ulkeren Ring)
jeweils um die selbe Art von Basen, namlich zwei Purinbasen (A, G) oder zwei Pyrimidinbasen
(Y, Q).
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Aminosauren mit jeweils 4 verschiedenen synonymen Codons (Pro, Thr, Val, Ala, Gly) unter-
scheiden sich nur in der dritten Base, wobei diese dann, gemak der Wobble-Theorie, beliebig
ist (siehe Kapitel 3.5). Die Aminosaure Isoleucin (lle) stellt insofern eine Ausnahme dar, als sie
drei verschiedene synonyme Codons besitzt, die sich aber im selben Block befinden.

Alle diese synonymen Codons, die innerhalb eines Blocks liegen, zeichnen sich dadurch aus,
dass sich diese nur in der dritten Base unterscheiden. Mutationen von einem der synonymen
Codons zu einem anderen — sofern diese im selben Block liegen — erfordern also nur den Aus-
tausch (Substitution) einer einzigen Base, namlich der dritten Base.

Drei Aminosauren (Arginin, Serin und Leucin) besitzen je einen Zweierblock und einen Vierer-
block synonymer Codons (siehe Abbildung 5.11), also insgesamt je sechs verschiedene syno-
nyme Codons. Hier gibt es daher aulker dem bereits beschriebenen moglichen Austausch der
dritten Base (Wobble-Theorie) innerhalb eines Blocks noch blocktibergreifende Moglichkeiten

synonymer Mutationen.

Im Folgenden werden die Mdglichkeiten von Mutationen dargestellt, die den Ubergang zwi-
schen den synonymen Codons des Zweierblocks und des Viererblocks der jeweiligen Ami-
nosaure zeigen. Die drei verschiedenen Stopp-Codons befinden sich ebenfalls in zwei ver-
schiedenen Blocken und sollen in diesem Zusammenhang wie die Codons einer Aminosaure
behandelt werden. Zuerst werden alle moglichen blockibergreifenden Mutationen von Leucin
und Arginin dargestellt und verglichen (siehe Abbildungen 5.12 und 5.13).

u
CU: UU:
G
ersetzte ersetzte
Basen Basen
CUU —» UUA 1. +3. UUA — CUU 1.+ 3.
— UUG 1. + 3. —» CUC 1. +3.
—> CUA 1.
CUC —» UUA 1.+ 3. —> CUG 1.+3.
—» UUG 1. + 3.
CUA — UUA 1.
—» UUG 1. + 3. UUG —* CUU 1.+3.
—> CUC 1.+3.
CUG — UUA 1. + 3. —> CUA 1.+3.
— UUG 1. — CUG 1.

Abb. 5.12 Darstellung der méglichen blocklibergreifenden synonymen Mutationen fiir die Aminosdure

Leucin.
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Bei den blockiibergreifenden synonymen Codons bei Leucin fallt auf, dass nur vier von ihnen

durch eine Punktmutation ineinander Gibergefiihrt werden kdnnen, wobei die erste Base ersetzt

werden muss. Bei 12 der synonymen Mutationen bedarf es jeweils einer doppelten Mutation.

wobei Substitutionen in der ersten und dritten Base notwendig sind.

CG

CGU — AGG
— AGA

CGC — AGG
—> AGA

CGA — AGG
— AGA

CGG — AGG
— AGA

ersetzte
Basen

1.+ 3.
.+ 3.

1

OD>0C

.+ 3.
.+ 3.

.+ 3.

.+ 3.

AQG :

ersetzte
Basen
+ 3.

.+ 3.
.+ 3.

AGG —

CGU
CGC
CGA
CGG

CGU
CGC
CGA
CGG

1.

4 =

— )k

.+ 3.
.+ 3.

.+ 3.

Abb. 5.13 Darstellung der méglichen blockiibergreifenden synonymen Mutationen flir die Aminosdure

Arginin.

Bei Arginin ist die Situation analog zu jener bei Leucin. Auch hier gibt es vier mogliche Punktmu-

tationen, wobei ebenfalls die erste Base ersetzt werden muss, sowie ebenfalls zwdlf doppelte

Mutationen, wobei auch die erste und die dritte Base ersetzt werden mussen. Bei Arginin und

Leucin ist jeweils die mittlere Base in den beiden Blocken identisch. Blockiibergreifend gibt

es Punktmutationen und Doppelmutationen. Wie in Abbildung 5.14 dargestellt, ergibt sich im

Gegensatz zu den Aminosauren Leucin und Arginin bei Serin eine etwas andere Situation.
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UC: AG: e

OH>0C

ersetzte ersetzte
Basen Basen
Uucu — AGU 1.+2. AGU — UCU 1.+2.
—» AGC 1.+2.+3. —» UCC 1.+ 2.+3.
—> UCA 1.+2.+3.
UcC — AGU 1.+2.+3. — UCG 1.+2.+3.
—» AGC 1.+ 2.
UCA —™ AGU 1.+2.+38.
—» AGC 1.+2.+3 AGC— UCU 1.+2.+3.
— UCC 1.+2.
UCG —» AGU 1.+2.+3. — UCA 1.+2.+3.
—» AGC1.+2.+3. — UCG 1.+2.+3.

Abb. 5.14 Darstellung der moglichen blockiibergreifenden synonymen Mutationen flir die Aminosdure

Serin.

Wahrend bei Arginin und Leucin jeweils vier blockubergreifende Punktmutationen und zwdlf
blockibergreifende Doppelmutationen vorkommen konnen, sind bei Serin keine blockiiber-
greifenden Punktmutationen moglich, da die erste und die zweite Base in den beiden Blocken
unterschiedlich sind, wie auch Inouye et al. (2020) feststellen. Von den insgesamt 16 moglichen
synonymen Mutation sind vier Doppelmutationen und zwolf Dreifachmutationen.

Abbildung 5.15 zeigt eine magliche blockubergreifende Doppelmutation direkt und tber eine
Zwischenstufe am Beispiel von Leucin. Sofern die beiden Basen nacheinander ersetzt werden,
ergeben sich zwei verschiedene Wege, wobei das eine Zwischenprodukt eine weitere synony-
me Variante von Leucin ist, das andere Zwischenprodukt fuir den alternativen Weg aber Phenyl-
alanin. Bei Dreifachmutationen ergeben sich mehrere mogliche Wege, da hier zwei Zwischen-
stufen erforderlich sind.
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Leucin

Zep,  CUU o

Phenyl-

alanin YUU CUA Leucin

) S / blockuber-
9*(\\‘ A/J//)()O greifend
7

& UUA Z

Leucin

Abb. 5.15 Zwei Wege einer blocklibergreifenden Doppelmutation von Leucin CUU zu Leucin UUA (iber
zwei Punktmutationen (Belinky et al., 2019, adaptiert).

In Abbildung 5.16 werden die moglichen synonymen Mutationen zwischen den drei Stopp-Co-
dons UAA, UAG und UGA dargestellt. Viele Autor*innen sehen die Ubergénge zwischen den
verschiedenen Stopp-Codons jedoch nicht als Mutationen an. Es wurden hier nur direkte syno-
nyme Mutationen bericksichtigt.

blocklber-
greifend

UAA Punktmutation UGA

Abb. 5.16 Synonyme Mutationen zwischen allen drei Stopp-Codons.

Es sind auch Umwege Uber mehrere Mutationen und uber andere Codons flir Aminoséauren
denkbar. Zwei einzelne Mutationen UAG » UGA mussen uber eine Zwischenstufe fuhren, die
entweder ein Sense-Codon flir eine Aminosaure darstellt oder Uber das verbleibende UAA-
Stopp-Codon. Bei einem Sense-Codon in der Zwischenstufe, wiirde das Stopp-Codon zwi-
schenzeitlich verschwinden und die Translation in den 3‘-UTR-Bereich fortgeflihrt werden.
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6 Auswirkungen synonymer Codons
auf zellulare Prozesse

»the sound of silence«

Fir die 20 kanonischen Aminoséauren stehen 61 unterschiedliche Codons zur Verfligung. Abge-
sehen von Methionin und Tryptophan mit jeweils nur einem einzigen Codon, gibt es flr alle an-
deren Aminosauren zwischen zwei und sechs unterschiedliche Codons (siehe Kapitel 3 und 5).
Zwei Codons werden synonym genannt, wenn sie fir die selbe Aminosaure codieren. Wird ein
Codon durch eine Mutation in ein synonymes Codon umgewandelt, so wird diese Mutation als
synonyme Mutation bezeichnet.

Die urspriingliche Bezeichnung fur synonyme Mutationen als stille bzw. stumme Mutationen
rihrte daher, dass diese als harmlos und daher als nicht berlicksichtigenswert eingestuft wur-
den, da sie keine Anderung der Reihenfolge der Aminos&uren im Protein hervorrufen. Es wur-
de daher auch angenommen, dass sie keinerlei Auswirkungen auf die Funktionsfdhigkeit des
Proteins haben, weder positive noch negative. Im Englischen werden diese oft auch als silent
mutations bezeichnet. Bei der Bezeichnung sound of silence wurde von vielen Autor*innen der
Molekularbiologie der Titel des Songs Sound of Silence von Simon and Garfunkel aufgegriffen,

den diese 1966 komponierten (Wikipedia).

Trotz der verbreiteten Ansicht, dass stille bzw. synonyme Mutationen nicht wichtig seien, mahn-
ten Richard & Beckmann bereits 1995 zur Vorsicht, was die angebliche Wirkungslosigkeit syn-
onymer Mutationen betrifft und wiesen darauf hin, dass eine von ihnen identifizierte synonyme
Mutation Gly » Gly (GGC Glycin = GGT Glycin) bei einem Patienten mit einer Muskeldystrophie
zu einer neuen 5°-Spleifsstelle (Donor-Spleikstelle) flhrt, somit die Deletion der letzten 44 Ba-
sen in Exon 16 hervorruft und damit Krankheitswert hat.
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Our demonstration of the pathogenic character of a mutation substituting one
glycine codon for another underscores the need to interpret such apparently
,neutral‘ mutations with caution. Until one assesses their impact on mRNA
processing and stability or even codon usage bias, it may be difficult to ascertain
the neutrality or non-pathogenicity of apparent polymorphisms. (Richard &
Beckmann, 1995)

Neuere Untersuchungen bestatigen, dass synonyme Mutationen sehr oft dramatische Auswir-
kungen haben kdénnen und daher gar nicht still sind. Ursprlinglich erfolgte die Einteilung von
Krankheiten bzw. von Erbkrankheiten ausschlieRlich aufgrund klinischer Symptome. Seit es die
Maoglichkeit gibt, ganze Gene oder auch Genome kostenglinstig zu sequenzieren, konnte fest-
gestellt werden, dass klinisch identische oder sehr ahnlich aussehende Krankheiten durch sehr
unterschiedliche Mutationen — mitunter auch in verschiedenen Genen oder auch auf verschie-
denen Chromosomen — hervorgerufen werden kdnnen. Bei vielen bekannten genetischen De-
fekten wurden seither zusatzliche, bisher unbekannte Mutationen entdeckt. Darunter befinden

sich oft auch bisher vernachlassigte synonyme Mutationen.

Im Folgenden werden nur synonyme Mutationen in codierenden Bereichen von Genen (Exons)
betrachtet. Diese weisen zwar eine Anderung in der Basensequenz auf, sie rufen aber keine
Anderung der Aminoséurenabfolge hervor. Introns sind nichtcodierende Bereiche von Genen,
in denen Mutationen jedoch auch Auswirkungen — beispielsweise auf Spleiltstellen — haben
konnen. Diese sollen hier aber nicht Gegenstand der Betrachtung sein. Es werden daher ex-
emplarisch einige synonyme Mutationen und deren Auswirkungen auf molekulargenetischer
Ebene sowie deren klinische Auswirkungen dargestellt.

6.1 Epigenetik

Epigenetik bezeichnet ,stabile Veranderungen der Regulation der Genexpression, die Uber
Zellteilungen hinweg aufrechterhalten, also vererbt werden, ohne dass dabei die DNA-Sequenz
verandert wird“ (Graw, 2020, S. 415). Zum Unterschied von allen anderen Beispielen in diesem
Kapitel, bei denen es sich um Prozesse auf der Ebene der RNA-Transkripte handelt, geht es bei
der Epigenetik um die Auswirkungen synonymer Mutationen auf DNA-Ebene. Auch hier zeigt es
sich, dass die Redundanz des Codes nichts Entbehrliches beinhaltet, sondern sie ermoglicht, in
der Nucleotidsequenz zusatzlich zur reinen Bauplaninformation weitere Instruktionen unterzu-
bringen, die z.B. der Regulation der Transkription dienen.

Die urspriingliche Annahme war, dass die Redundanz lediglich daflr sorgt, dass aufgrund der
Wobble-Theorie Mutationen in der dritten Base nicht ins Gewicht fallen, da die synonymen Co-
dons flr die selbe Aminosadure codieren. Es stellte sich jedoch heraus, dass aufgrund der Re-
dundanz des Codes ein zuséatzliches Informationsreservoir zur Verfliigung steht, welches vor
allem in der Epigenetik und bei der Faltung von Proteinen ausgenutzt wird.
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Da nicht jedes Protein in jedem Gewebe bendtigt wird bzw. manche Enzyme nur zu manchen
Zeiten nachgeliefert werden miissen, ist es noétig, dass die entsprechenden Gene — je nach Be-
darf — aus- bzw. eingeschaltet werden konnen. Dies kann beispielsweise durch Anlagern von
Methylgruppen an Cytosin in der DNA erfolgen — oder durch Methylierung, Phosphorylierung
oder Acetylierung von Histonen (Graw, 2020, S. 269). Die Cytosinmethylierung als Genexpres-
sionsregulation findet nicht in allen Spezies statt. Manche Spezies, wie der Mensch, die Haus-
maus (Mus musculus) und der Zebrafisch (Danio rerio) verwenden die Cytosinmethylierung zur
Regulation der Genexpression, andere, wie beispielsweise E. coli und die Fruchtfliege (Droso-
phila melanogaster) nicht (Branciamore et al., 2010).

Hier soll nur die Methylierung von Cytosin in CpG-Dinucleotiden der DNA betrachtet werden, da
nur in diesem Fall synonyme Codons eine Rolle spielen.

Der genetische Code der DNA ist die unterste Ebene der Codierung und stellt eine Abbildungs-
vorschrift von der DNA zum Protein dar. Der epigenetische Code, der das Ein- bzw. Ausschalten
von Genen reguliert, stellt eine weitere, dem genetischen Code Uiberlagerte Codierung dar, die
allerdings in die Regulierung eingreift und daher eher als Durchfiihrungsvorschrift zu verstehen
ist, die besagt, ob die Transkription ausgeflihrt werden soll oder nicht. Bei der Methylierung
von Cytosin (methyliert ja/nein) handelt es sich im Gegensatz zum DNA-Code um einen bindren
Code (Bierhoff, 2024).

Die Uberlagerung der beiden Codes ist nur méglich, weil der genetische Code redundant ist
und somit geeignete synonyme Codons ausgewdhlt und verwendet werden kdnnen, die es
erlauben, den bindren Methylierungscode zu Uberlagern, ohne die Aminosauresequenz des
Proteins zu andern.

611 Anordnung von Dinucleotiden

Da es in der DNA genau vier verschiedene Basen (A, T, G, C) gibt, ergeben sich 16 verschiede-
ne Maglichkeiten zur Anordnung von Dinucleotiden. Dinucleotide sind nebeneinanderliegende
Basen auf einem DNA-Strang und dirfen nicht mit der Basenpaarung aus komplementéaren
Strangen verwechselt werden.

Nimmt man eine Gleichverteilung an, so wirde im menschlichen Genom alle Dinucleotide, also
auch CpG-Dinucleotide etwa 6,3% (1/16) ausmachen. Bei manchen Organismen sind diese Di-
nucleotide Uber die gesamte DNA statistisch gleich verteilt, wie z.B. bei E. coli, beim Menschen
gilt diese Gleichverteilung aber nicht.

In einer bestimmten DNA-Sequenz — z.B. dem Genom von E. coli oder dem Genom des Men-
schen — werden die Positionen aller CpG-Nucleotide lokalisiert. Die Suche erfolgt nach dem Sli-
ding-Window-Prinzip. Es ist anzunehmen, dass diese Dinucleotide urspriinglich ungefahr gleich
haufig auftraten wie alle anderen. CG-Dinucleotide (meist als CpG-Dinucleotide — Cytosin-phos-
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phatidyl-Guanosin — bezeichnet) finden sich im menschlichen Genom statistisch weniger haufig
als alle anderen Dinucleotide.

Eine mdgliche epigenetische Markierung der DNA besteht in der Methylierung von Cytosin
in der 5-Position zu Methyl-Cytosin ("C, ™C, m°C), wobei die Methylgruppen (-CH3) durch
Methyltransferasen lUbertragen werden. Cytosin wird bevorzugt dann methyliert, wenn danach
ein Guanin folgt. Die Methylierung ist prinzipiell durch Demethylasen wieder riickgéngig zu ma-
chen. Es handelt sich also hierbei nicht um eine Mutation, die in der DNA festgeschrieben wird,
sondern um eine reversible Strukturéinderung. Diese Anderung (Methylierung) kann beispiels-
weise durch toxische Substanzen, Stress, Hunger oder auch bestimmte Ernahrung hervorge-
rufen werden. In manchen Féllen kann diese Struktur auch von einer Generation zur nachsten
weitergegeben werden (Entringer et al., 2016).

NH, NH,
H;C H;C
- 2, T r—
: N O - N O
Methyl hydrolytische
H eryiering H Desaminierung H
Cytosin metCy’cosin Thymin

Abb. 6.1 Umwandlung von Cytosin durch Methylierung in Methyl-Cytosin ("'C) und danach durch hydro-

lytische Desaminierung in Thymin (Yikrazuul Wikipedia, gemeinfrei, Beschriftung verdndert).

Methyliertes Cytosin wird haufig durch spontane hydrolytische Desaminierung in Thymin um-
gewandelt (siehe Abbildung 6.1). Wird diese Mutation von CpG zu TpG nicht von etwaigen Re-
paratursystemen korrigiert, kommt es im Laufe der Evolution zu der beobachteten verminderten
Haufigkeit von CpG-Dinucleotiden.

Hutt & Dehnert (2016) haben die DNA-Sequenz der menschlichen Thymidylat-Synthase, die

bei der DNA-Reparatur eine Rolle spielt, auf Haufigkeiten von Codons, die CG enthalten, unter-
sucht.
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AAA
AAG
AAC
AAT
AGA
AGG
AGC
AGT
ACA
ACG
ACC
ACT
ATA

ATG

ATC

ATT

GAA
GAG
GAC
GAT
GGA
GGG
GGC
GGT
GCA
GCG
GCC
GCT
GTA
GTG
GTC
GTT
CAA
CAG
CAC
CAT

CGA
CGG
CGC
CGT
CCA
CCG
CCccC
CCT
CTA

CTG
CTC
CTT
TAA

TAG

TAC

TAT

TGA
TGG
TGC
TGT

TCA
TCG
TCC
TCT

TTA

TTG

TTC

TTT

fllll"“l

B reale Sequenz
[ Nullhypothese

Tripletts mit N CG

Tripletts mit CG N

Triplett

VT

N T T T T T Y I B

000 001 002 003 004 005 0.06 0.07

rel. Haufigkeit

Abb. 6.2 Analyse der Tripletthéufigkeiten der menschlichen Thymidylat-Synthase (HLitt & Dehnert, 2016,
S. 95, Abb. 2.34b, adaptiert).
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In Abbildung 6.3 zeigt sich deutlich, dass CpG-Dinucleotide stark unterreprasentiert sind. In Ab-
bildung 6.2 ist zu beobachten, dass Codons mit CGN (rosa unterlegt) bzw. NCG (tlrkis unterlegt)
weniger haufig vorkommen. CG-Sequenzen, welche codontbergreifend sind (NNC — GNN),
wurden bei dieser Untersuchung nicht bericksichtigt. N kann laut IUPAC A, T, C oder G bedeu-
ten (siehe Anhang: Bezeichnung der Nucleobasen laut [IUPAC).

AA
AG
AC
AT
GA
GG
GC
GT
CA
CG
CcC
CT
TA
TG
TC
1T

B reale Sequenz
E Nullhypothese

CG Dinucleotid

Dinucleotid

000 005 o0 o015
relative Haufigkeit

Abb. 6.3 Analyse der Dinucleotidhdufigkeiten der menschlichen Thymidylat-Synthase (Abb. 2.34a aus
Hiitt & Dehnert,2016, S. 95, adaptiert).

CpG-Dinucleotide kommen also statistisch gesehen weniger haufig vor als andere Dinucleo-
tide, was auf die Desaminierung von ™'C zurlickzuflihren ist. Auffallend ist hier, dass die Hau-
figkeit der CpG-Dinucleotide wesentlich geringer ist als die Haufigkeit der GC-Dinucleotide,
obwohl die Nullhypothese den selben Wert fir beide ergibt. Aus der extrem geringen Anzahl
der CpG-Dinucleotide lasst sich vermuten, dass diese durch Methylierung des Cytosins mit an-
schliekender Desaminierung zumindest teilweise verschwunden sind. Untersuchungen zeigen
jedoch, dass die verbleibenden CpG-Dinucleotide beim Menschen sehr ungleich verteilt sind.
Takai & Jones (2002) kommen bei ihrer Untersuchung von den Chromosomen 21 bzw. 22 des
Menschen ebenfalls auf eine auffallend niedrige CpG-Anzahl. Bei E. coli ist die Verteilung der
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Dinucleotide allerdings relativ gleichféormig, was auf die Abwesenheit von CpG-Methylierung
bei E. coli zurtickzuflhren ist.

Fur Methyl-Cytosin gibt es zwei gegenlaufige Effekte:

1) Es reguliert die Genexpression und ist daher wichtig zum Ein- und Ausschalten eines Gens.
2) Es ist mutationsanfallig ("'C = T) und verschwindet, wodurch die Genregulation gestort wer-
den kann.

Lander et al. (2001) gingen von einem gemessenen GC-Gehalt von 42 % aus, der unter dem bei
Gleichverteilung anzunehmenden Wert von 50 % liegt. Aus dem gemessenen Wert von 42 %
ergibt sich jeweils ein Gehalt von 21% (0,21) fir G und fir C. Der Gehalt von CpG-Dinucleotiden
betragt daher 0,21 x 0,21 = 0,04 (4 %). Es mussten sich also 4% CpG-Dinucleotide in einem Gen
finden lassen. Die Anzahl der experimentell ermittelten CpG-Dinucleotide ergab aber nur einen
Wert von ca. einem Fiinftel dieser berechneten Anzahl, was auf die Desaminierung des ™C und
die Umwandlung in T in den CpG-Dinucleotiden zurtickzuflhren ist. Aus den CpG-Dinucleoti-
den wurden also durch Desaminierung CT-Dinucleotide. Die meisten CpG-Dinucleotide waren
also durch diese Umwandlung verschwunden und der GC-Gehalt wurde durch diese Umwand-
lung ebenfalls gesenkt.

6.1.2 CpG-Inseln

Obwohl aufgrund der ™'C = T-Mutation in der DNA CpG-Dinucleotide weniger haufig vorhan-
den sind als andere Dinucleotide, ergeben genauere Untersuchungen eine statistisch signifi-
kante Ungleichverteilung der verbleibenden CpG-Dinucleotide.

Sowohl Gardiner-Garden & Frommer (1987) als auch Takai & Jones (2022) wiesen nach, dass
CpG-Inseln am 5°-Ende eines Gens gehauft vorkommen. Die Methylierung zu Beginn eines
Gens bestimmt, ob dieses abgelesen werden kann oder ob es stillgelegt wird, weil das herge-
stellte Protein in einem bestimmten Gewebe beispielsweise nicht bendtigt wird und daher nicht
exprimiert werden soll.

Die statistische Suche nach CpG-Inseln wird oft dazu verwendet, einzugrenzen, wo sich ein Gen
befindet bzw. wo ein solches beginnt (Hitt & Dehnert, 2016, S. 94). CpG-Inseln stellen hochkon-
servierte Bereiche dar, die wichtige Funktionen ausliiben und in welchem ™'C =» T-Mutationen
unterdriickt sind (Hutt & Dehnert, 2016, S. 95). Kurreck et al. (2022, S. 989) gehen davon aus,
dass sich im menschlichen Genom ca. 30 Millionen CpGs befinden, die in Zukunft analysiert
werden konnen.
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6.1.3 Mutationen von Cytosin in CpG-Dinucleotiden

Der Wiener Kinderarzt Andreas Rett beschrieb 1966 eine neurologische Entwicklungsstdrung
bei Madchen, bei der die betroffenen Kinder nach wenigen Monaten bereits erworbene Fahig-
keiten wieder verlernen. Es folgen stereotype Handbwegungen und Verlust der Sprache sowie
vermindertes Schadelwachstum (Graw, 2020, S. 866).

Adrian Bird, ein britischer Biochemiker und Molekularpathologe, untersuchte epigenetische
Prozesse, zu denen auch die DNA-Methylierung gehodrt und entdeckte dabei die CpG-Inseln.
Er arbeitete zeitweilig auch am Research Institute of Molecular Pathology in Wien. 1999 ent-
schlisselte er jene Mutationenen im MeCP2- Protein, das spezifisch an methyliertes Cytosin in
CpG-Inseln bindet, die das Rett-Syndrom verursachen. Hierdurch wurde ersichtlich, wie wichtig
korrekte Methylierung fiir die Entwicklung neuronaler Prozesse ist (Research Institute of Mole-
cular Pathology, online; Amir et al., 1999).

Das Gen fir das MeCP2-Protein befindet sich am langen Arm des X-Chromosoms. Bis auf weni-
ge Ausnahmen sind nur Frauen vom Rett-Syndrom betroffen. Durch die statistische Stilllegung
jeweils eines X-Chromosoms bei Frauen steht meist ein Teil des nicht betroffenen Gens zur Ver-
fugung. Bei mannlichen Embryonen steht — mangels eines zweiten X-Chromosoms — kein nicht
betroffenes Gen zur Verfligung, sodass diese bereits in einem frihen Stadium der Entwicklung
sterben.

Seit 2024 liegt der europdischen Arzneimittelbehdrde EMA eine Anmeldung fiir ein Medika-
ment zur Behandlung des Rett-Syndroms vor (EMA online):

Adeno-associated viral vector serotype 9 containing the human MECP2 gene,
an intron encoding a miRNA generating sequence, and complementary miRNA
binding sites

Wird Cytosin methyliert um ein Gen abzuschalten, so bildet sich Methylcytosin (™'C), das durch
hydrolytische Desaminierung zu Thymin mutieren kann (siehe Abbildung 6.1). Es ist jedoch wich-
tig, dass Gene — je nach Erfordernis — ein- bzw. ausgeschaltet werden konnen. Wirde in den
Promotorbereichen jedes Cytosin eines CpG-Dinucleotids zu Thymin mutieren, so ginge diese
Maoglichkeit der Regulation des Gens verloren.

Branciamore et al. (2010) untersuchten Mutationen in CpG-Inseln und deren Einfluss in protein-
codierenden Bereichen sowie in Hox-Genen, indem sie das methylierte Genom von Homo sapi-
ens, der Hausmaus (Mus musculus), dem Zebrafisch (Danio rerio) und Drosophila melanogaster
verglichen.
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Hox-Gene codieren fur Transkriptionsionsfaktoren, die die Identitdt der Segmente der kranio-
kaudalen Korperachse (von Kopf bis Fufk) determinieren; das heifst, jedem Segment werden
eine bestimmte Funktion und bestimmte Organe zugewiesen. Beim Menschen gibt es 39 Hox-
Gene, die in 4 Clustern organisiert sind. Bei der Fruchtfliege gibt es 11 Hox-Gene (Branciamore
et al., 2010). Die zeitlich und raumlich genau aufeinander abgestimmte Expression einzelner
Hox-Gene, die letztlich durch die Methylierung der CpG-Inseln reguliert wird, sorgt fiir die kor-
rekte Reihenfolge und Identitdt der Segmente — beim Menschen die Abfolge von Kopf, Hals,
Armen und Wirbeln bis hin zu den Beinen. Bei der Fruchtfliege sorgen die Hox-Gene flr die
korrekte Reihenfolge von Kopf, Antennen und Beinen. Bei diesen ist eine Stérung bekannt, die
statt der Antennen Beine ausbildet (Antennapedia; Graw, 2020, S. 496). Beim Menschen wird
eine Art der Polydaktylie (Mehrfingerigkeit) durch eine Mutation in einem Hox-Gen verursacht
(Max Planck Institut flir molekulare Genetik, online).

Branciamore et al. (2010) untersuchten CpG-Dinucleotide in den vierfach degenerierten Codons
— also jene, die bei Mutationen in der dritten Base (Wobble-Position) nicht zu einer Anderung

der Aminosauresequenz flihren, die aber die epigenetische Markierung zerstéren konnten.

Es ergeben sich drei theoretische Moglichkeiten flir Mutationen von CpG-Dinucleotiden, in de-
nen das Cytosin zu Methyl-Cytosin methyliert wird (N ist gemafk IUPAC eine beliebige Base).

1) CGN: Das CpG-Dinucleotid befindet sich in der ersten und zweiten Stelle eines Codons.
2) NCG: Das CpG-Dinucleotid befindet sich in der zweiten und dritten Stelle eines Codons.
3) NNC — GNN: Das CpG-Dinucleotid ist codontibergreifend.

Im DNA-Doppelstrang ist die Sequenz CG palindromisch, das bedeutet, dass durch die komple-

mentare Paarung von C und G die Reihenfolge trotz umgekehrter Leserichtung von nicht-co-
dogenem Strang und codogenem Strang gewabhrt bleibt (siehe Abbildung 6.4).

Leserichtung

—
nicht-codogener Strang 5 NNN CGN NNN 3
DNA-Doppelstrang
codogener Strang 3 NNN GCN NNN 5%
Matrizenstrang D —

Leserichtung

Abb. 6.4 Darstellung der palindromischen Sequenz CG, die in beiden Leserichtungen identisch ist.
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Fall 1: CGN. Die CpG-Sequenz kommt in der ersten und zweiten Stelle eines Codons vor. Abbil-
dung 6.5 zeigt die moglichen Mutationen von methyliertem Cytosin im nicht-codogenen Strang
und im codogenen Strang.

3 NNN A CN NNN 5 komplementérer Strang

5 NNN , T GN NNN 3 mutierter Strang
?
nicht-codogener Strang 5 N N N CGN NNN 3
\ > DNA-Doppelstrang
codogener Stran )
E E 3 NNN G i N \NNN 5
Matrizenstrang l
3 NNN G T N /NNN 5 mutierter Strang
5 NNN C A N?Y” NNN 3 komplementirer Strang
— O
® —CH3 Methylgruppe ~ ==s== Wasserstoffbriicken — MutationC — T

N beliebige Base A Adenin G Guanin C Cytosin T Thymin

— Anzahl synonymer Mutationen

Abb. 6.5 Synonyme Mutationen von methyliertem Cytosin bei einem CpG-Dinucleotid an erster und

zweiter Stelle eines Codons.

Im nicht-codogenen Strang wird CGN (Arg) durch eine Mutation nach Methylierung ™'C » T zu
TGN (CGN » TGN). Hierbei ergeben sich keine synonymen Codons, da sich CGN und TGN in
unterschiedlichen Quadranten der Codonsonne befinden und Arginin (CGN) nur vierfach red-
undant ist.

Da die Sequenz palindromisch ist, wird im codogenen Strang (Matrizenstrang) das C ebenfalls
methyliert und kann daher zu T mutieren. Aus NCG (Pro Ser Ala Thr) wird hier durch die Mutation
metC = T die veranderte Sequenz NTG. Nach Replikation der DNA entsteht daraus die komple-
mentare Sequenz CAN (His bzw. GIn). Hier ergeben sich ebenfalls keine synonymen Codons.
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Fall 2: NCG. Hier kommt die CpG-Sequenz in der zweiten und dritten Position eines Codons vor
(siehe Abbildung 6.6).

3 NNN NA C NNN 5 komplementarer Strang

5 NNN NT G NNN 3 mutierter Strang

[
nicht-codogener Strang 5 N NN 'N CIZ G\ NNN 3

> DNA-Doppelstrang

codogener Strang

3 NNN NG NNN %

C
¢
Matrizenstrang l

33 NNN NGT NNN 5 mutierter Strang

5 NNN NC A N NN 3 komplementérer Strang
—0 — 4
[ J —CH3 Methylgruppe =~ ===s=s Wasserstoffbriicken — MutationC — T

N beliebige Base A Adenin G Guanin  C Cytosin T Thymin

— —>» Anzahl synonymer Mutationen

Abb. 6.6 Synonyme Mutationen von methyliertem Cytosin bei einem CpG-Dinucleotid an zweiter und

dritter Stelle eines Codons.

Im nicht-codogenen Strang wird NCG (Pro, Ser, Ala, Thr) durch eine Mutation nach Methylierung
melC » T zu NTG (Leu, Val Met ) (NCG » NTG).

Da die Sequenz palindromisch ist, wird im codogenen Strang (Matrizenstrang) das C ebenfalls

methyliert und kann daher zu T mutieren.
Unabhangig davon, welche Base N ist, ist die C » T Mutation in jedem Fall synonym. Aus den

Codons fur Pro (CCG), Ser (TCG), Ala (GCG) und Thr (ACG) werden durch die Mutation synonyme
Codons fur Pro (CCA), Ser (TCA), Ala (GCA) und Thr (ACA).
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Fall 3: NNC — GNN. Im dritten Fall kommt die CpG-Sequenz in der dritten Position eines Codons
und in der ersten Position des nachfolgenden Codons vor. Die CpG-Sequenz ist also codon-
libergreifend.

3 NNN NN A CNN 5’ komplementarer Strang

5 NNN N N G NN 3’ mutierter Strang

nicht-codogener Strang 5 N NN N N G NN \ 3

codogener Strang
Matrizenstrang

> DNA-Doppelstrang

a1

¥ NNN NNG CNN

3 NNN NN G TNN 5 mutierter Strang

5 NNN NN C ANN 3’ komplementérer Strang

— 0 —> 16

[ J —CH3 Methylgruppe  ==ss== Wasserstoffbriicken — MutationC — T
N beliebige Base A Adenin G Guanin C Cytosin T Thymin

—_— — Anzahl synonymer Mutationen

Abb. 6.7 Synonyme Mutationen von methyliertem Cytosin bei einem codonlibergreifenden CpG-Dinuc-
leotid.

Erstes Codon: Das erste Codon NNC (Arg, His, Pro, Leu, Cys, Tyr, Ser, Phe, Gly, Asp, Ala, Val,
Ser, Asn, Thr, lle) wird durch Methylierung des C und anschliekende Mutation des ™'C » T zu
NNT (Arg, His, Pro, Leu, Cys, Tyr, Ser, Phe, Gly, Asp, Ala, Val, Ser, Asn, Thr, lle) (NNC = NNT). Hier
gibt es 16 verschiedene Moglichkeiten einer synonymen Mutation. Wenn hingegen das C im
codogenen Strang von der Mutation zu T betroffen ist, gibt es keine synonymen Mutationen.

Zweites Codon: Das zweite Codon im nicht-codogenen Strang GNN enthalt kein Cytosin und
wird daher nicht methyliert.

Nach Replikation ergibt sich im komplementéaren Strang zum codogenen Strang ANN (GNN =
ANN). Da sich diese Codons in unterschiedlichen Quadranten der Codonsonne befinden und
der Quadrant GNN keine sechsfach redundanten Codons enthalt, gibt es keine Moglichkeit fur
synonyme Mutationen.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass bei Mutationen aufgrund von Methylierung des Cyto-
sins ™'C = T nur in den Fallen 2 und 3 synonyme Mutationen vorkommen konnen.

Wie hier dargelegt, sind CpG-Dinucleotide, sofern das C methyliert ist, besonders anfallig fur
C » T Mutationen. Weiters flihren solche Mutationen in codierenden Regionen des Genoms
sehr oft zu synonymen Codons, die jedoch die Aminosauresequenz des Proteins nicht veran-
dern wirden und moglicherweise auch die Funktion des Proteins nicht beeintrachtigen wirden.
Tatsachlich fanden Branciamore et al. (2010) heraus, dass in Spezies, die ihr Genom methylieren
konnen, CpG-Dinucleotide aufgrund spontaner Mutationen CpG =» ™'CpG = TpG unterreprasen-
tiert sind. Im komplementéren Strang entsteht bei Replikation aus T ein A, wodurch es im Laufe
der Evolution zu einer flinffachen Reduktion der Haufigkeit von CpG-Dinucleotiden gekommen
ist. Hierbei handelt es sich um die Gesamth&aufigkeit der CpG-Dinucleotide, denn deren Vertei-
lung entlang des Genoms ist sehr unterschiedlich.

Untersucht man fur Proteine codierende Abschnitte humaner DNA, so findet man, dass die Hau-
figkeit der CpG-Dinucleotide auf ein Funftel reduziert ist. Dies entspricht der Beobachtung, dass
eine C » T Mutation in vielen Codons zu synonymen Codons flihrt, wobei sich die Aminosaure-
sequenz nicht andert. Falls sich dabei die Funktion des Proteins nicht andert, gibt es keinen
Selektionsdruck, die CpG-Dinucleotide zu erhalten. Branciamore et al. (2010) stellten aber fest,
dass in Genen, die fur wichtige Proteine der Embryonalentwicklung codieren (wie z.B. flir Hox-
Proteine), CpG-Dinucleotide genauso haufig zu finden sind, wie es dem statistischen Mittelwert
entspricht. Daher vermuten die Autor*innen einen Selektionsdruck zugunsten der Erhaltung
von CpG-Dinucleotiden. Sie vermuten weiters, dass bei diesen Genen die Expression wahrend
der Embryonalentwicklung Uber die Methylierung des Cytosin in CpG-Dinucleotiden geregelt
wird. C » T Mutationen wiirden die korrekte Entwicklung des Organismus storen.

Park et al. untersuchten 2016 mehr als 31000 menschliche proteincodierende Sequenzen. Die
Daten entnahmen sie der CCDS Datenbank (siehe Anhang). Sie fanden heraus, dass die Co-
dons GCG (Ala), CCG (Pro), UCG (Ser) und ACG (Thr) in den initialen 50 Codons signifikant hau-
figer vorkommen und dass es ich bei diesen Codons um minor codons handelt. (Minor codons
entspricht der Bezeichnung seltene Codons bzw. rare codons). Die Autor*innen nehmen an,
dass die Konzentrationen von tRNA-Molekdlen fur alle Codons gleich sind. Basierend auf dieser
Annahme postulieren die Autor*innen, dass die tRNA-Konzentrationen pro Codon fiir seltene
Codons (wie die genannten Codons flir die Aminos&auren Ala, Pro, Ser und Thr) vergleichsweise
hoch sind. Wenn man zuséatzlich annimmt, dass die Translationsgeschwindigkeit mit der tRNA-
Konzentration pro Codon korreliert, kdnnte die Anhaufung seltener Codons in den initialen 50
Codons zu einer Beschleunigung der Translation dieser mRNAs fuhren. Eine analoge Unter-
suchung synonymer Codons aller anderen Aminosauren, selten oder haufig, ergab allerdings
keine signifikante Anhaufung der entsprechenden seltenen Codons. Park et al. (2016) argumen-
tieren in diesem Fall kontrér zur codon ramp von Tuller et al. (2010).
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Branciamore et al. (2010) sehen jedoch CpG-Dinucleotide, die in Promotorbereichen von
menschlichen Genen gehauft vorkommen, als evolutionar konservierte Dinucleotide in CpG-In-
seln an, die epigenetische Funktionen zur Ein- bzw. Ausschaltung von Genen besitzen (siehe
Kapitel 6.1). Bemerkenswert ist, dass Park et al. (2016) einen Mittelwert liber alle 31000 mensch-
lichen Gene bildeten und eine Haufung der seltenen N CG-Codons feststellen konnten, wah-
rend Branciamore et al. (2010) nur einzelne Gene betrachteten. Die Mdglichkeit, dass es sich
bei der Haufung von N CG-Codons innerhalb der ersten 50 Codons um epigenetische Effekte
handeln kénnte, wird nicht erwahnt/erwogen, obwohl Park et al. (2016) bemerken, dass es sich
bei allen vier bevorzugten Codons (p-codons, prefered codons) um solche mit CG-Nucleotiden
handelt.

6.2 SpleiRfehler

Wie bereits in Kapitel 1.8.2 dargelegt, besteht die pra-mRNA von Eukaryoten aus abwechselnd
angeordneten Exons und Introns. In den Exons befinden sich Bereiche, die fur Proteine codie-
ren sowie regulatorische Bereiche. Die Introns bestehen aus nicht-codierenden Bereichen, die
wahrend oder nach der Transkription aus der pr&-mRNA herausgespleilst werden.

An der 5°-Spleiléstelle — am Ende eines Exons und am Beginn des folgenden Introns — befinden
sich bestimmte Konsensussequenzen, welche eine Spleilistelle fiir das Spleilkosom — einem
RNA-Protein-Komplex, der das Spleiken katalysiert (DocCheck Flexikon Spliceosom/Spleif’-
osom) — markieren. An der 3‘-Spleifsstelle — am Ende des Introns und am Beginn des folgenden
Exons — befinden sich ebenfalls Konsensussequenzen. Diese sind Teile des Spleifssignals und
werden von den Spleikosomen erkannt (Berg et al., 2018, S. 154). Eine Konsensussequenz ist
die am haufigsten vorkommende Nucleotidsequenz an einer bestimmten wichtigen Position,
wie beispielsweise an einer Spleifsstelle.

Ma et al. (2015) untersuchten Spleifkstellen in menschlichen Genen und fanden, dass die Haufig-
keiten der Konsensusseqgenzen zu Beginn und am Ende eines Exons deutlich geringer ausfallen
als in Introns. Die Konsensussequenzen in den Introns lagen bei tber 99 Prozent, was zeigt,
dass diese hoch konserviert sind. Jene der Exons hatten deutlich geringere Haufigkeiten, wo-
durch sich auch eine grofere Variabilitdt zwischen verschiedenen Spleifsstellen zeigt. In Abbil-
dung 6.8 sind die Untersuchungsergebnisse Uber die Haufigkeiten der Konsensussequenzen
von Ma et al. (2015) zusammengefasst.
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5’-Spleilstelle 3-SpleiRstelle

5 AG GU 3
pra-mRNA  I— I
Exon A Exon B
5’-Spleikstelle 3-SpleiRstelle
A 63,6% 99,6 % 99,7 % G 478%
G 804% 98,4 % 99,6 % U 36,4%
AG GU Konsensussequenzen Exon

Intron

Abb. 6.8 Hdufigkeiten der Konsensussequenzen an SpleiRstellen von menschlichen Genen. Zahlen aus
Ma et al. (2015).

6.21 Regularer Spleivorgang

In Abbildung 6.9 ist die Situation vor und nach einem regularen Spleikvorgang dargestellt. Das
Intron, welches sich zwischen der 5-Spleifstelle und der nachfolgenden 3‘-Spleilstelle befin-

det, wird vom Spleikosom herausgespleifst (hier exemplarisch Intron A). Danach schliefken die
Exons aneinander an.

5’-Spleil’- 3’-Spleil’-
stelle stelle
AG G
Exon A Exon B Exon A Exon B
E |
_ Xons ntron

Abb. 6.9 Reguldres SpleiRen: Entfernung eines Introns zwischen den Konsensussequenzen der

5°Spleilstelle und der 3-Splei3stelle (Berg et al., 2018, S. 155, adaptiert).

Hier ist zu bemerken, dass in manchen Veroffentlichungen die Bezeichnung DonorspleiRstelle

anstelle von 5'-Spleilsstelle sowie Akzeptorspleilstelle anstelle von 3‘-Spleilstelle verwendet
wird.
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6.2.2 Mutation der 5‘-SpleiRstelle mit Exon-Skipping

Spleikmutationen — Mutationen, die das Spleiken beeintrachtigen — kdnnen sowohl in Exons
als auch in Introns vorkommen. Da synonyme Mutationen nur in codierenden Bereichen — also

in Exons — vorkommen, werden hier nur Mutationen in Exons betrachtet.

Befindet sich eine synonyme Mutation im ersten oder im letzten Triplett eines Exons, so wer-
den die 3'- bzw. die 5°-Spleiltstelle verandert (siehe Abbildung 6.10). Die Spleifkstellen werden
vom Spleifkosom nicht mehr erkannt und daher kann es falschlicherweise zum Herausspleiften
zweier Introns mit dem dazwischen liegenden Exon kommen (Exon-Skipping — Uberspringen

eines Exons).

Diaz et al. (2022) beschreiben einen Fall von congenitaler (angeborener) Hyperinsulindmie
(Neugeborenendiabetes) bei einem nepalesischen Patienten. Aufgrund eines Gendefekts im
ABCC8-Gen wurden groke Mengen Insulin ausgeschiittet und es kam bei dem Patienten kurz
nach der Geburt zu einer massiven Hypoglykamie (Unterzuckerung). Die sonst Ubliche Gabe
des Medikaments Diazoxid, das normalerweise die Insulinausschittung verringert, zeigte kei-
nerlei Wirkung.

Genetische Untersuchungen zeigten eine bis zu diesem Zeitpunkt noch unbekannte synonyme
Mutation des ABCC8-Gens an der Wobble-Position im letzten Triplett von Exon 38 (GAG Ala-
nin = GAA Alanin). Das ABCC8-Gen codiert fur eine Untereinheit eines ATP-sensitiven Kalium-
kanals. Bei diesem Defekt handelt es sich nicht um eine Autoimmunkrankheit wie bei Diabetes
Typ | (Schaaf & Zschocke, 2018, S. 338). Die Eltern waren miteinander verwandt (Cousin/Cousi-
ne) und trugen beide die selbe heterozygote (gemischterbige) Mutation. Beim Patienten trat die
Mutation homozygot (reinerbig) auf. Weitere Uberpriifungen zeigten, dass das aus 21 Nucleoti-
den bestehende Exon 38 aus der pra-mRNA herausgesplei’t wird und in der mRNA fehlt (Exon
Skipping), (siehe Abbildung 6.10).

Exon 37 Exon 38 Exon 39 Exon 37 Exon 38 Exon 39
~N— Ala ~N~
Exon 37 Exon 38 Exon 39 Exon 37 Exon 39
\W
|
I ( Exons Intron — Synonyme Mutation
|

Abb. 6.10 Eine synonyme Mutation Ala (GAG) » Ala (GAA) in der Konsensussequenz (im letzten Triplett)
von Exon 38 bewirkt das Uberspringen des Exons 38 des ABCC8-Gens.
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Diese Mutation verandert nach Diaz et al. (2022) die ubliche Konsensussequenz der 5'-Spleif’-
stelle des Exons 38 von AG in AA, sodass diese vom Spleikosom nicht mehr erkannt wird. Auch
hier handelt es sich um die nicht sehr hoch konservierte Konsensussequenz am Ende des des
Exons. Durch Vergleiche mit ahnlichen Fallen und auch durch den Vergleich mit den Eltern des
Patienten, bei denen beiden diese Mutation nachgewiesen wurde, erschien es naheliegend,
dass diese synonyme Mutation die Hyperinsulamie hervorruft. Wegen des Nichtansprechens
auf das Medikament Diazoxid wurde in der Folge der grokte Teil des Pankreas operativ entfernt.

6.2.3 Aktivierung einer kryptischen Spleifistelle mit partieller
Intron-Retention

Kryptische Spleifkstellen werden laut Roca et al. (2003) nur dann verwendet, wenn die natlr-
liche Spleilkstelle durch eine Mutation zerstort ist. Kryptische Spleifstellen weisen eine der Kon-
sensussequenz dhnliche Sequenz auf, werden aber normalerweise nicht erkannt, es sei denn,
es gibt Mutationen an anderer Stelle im Gen oder sehr oft auch nahe der authentischen Spleil’-
stelle. Die kryptischen Spleifkstellen konnen sich im Exon oder auch im Intron befinden.

Yu et al. (2023) fihrten am Wuhan Children’s Hospital eine Studie an einer einjahrigen Patien-
tin durch, die von dilatativer Cardiomyopathie (DCM — Dilated Cardiomyopathy) betroffen war.
Hierbei ist meist der linke Ventrikel des Herzens vergrokert, was zu einer Minderleistung des
Herzens fuhrt. Das TNNI3-Gen, das sich auf dem langen Arm des Chromosoms 19 befindet,
codiert flr Troponin |, ein Protein, welches ausschlieRlich im Herzmuskel vorkommt und eine
wichtige Rolle bei der Kontraktion des Herzmuskels spielt. Eine Mutation im letzten Codon von
Exon 2 (Ala GCG =» Ala GCA ) zerstort die vorhandene Spleifstelle, sodass diese nicht mehr er-
kannt wird. Dies flhrt zur Verwendung einer kryptischen Spleifstelle, was zu einer Retention
von 45 Nucleotiden (nt) von Intron 2 fuhrt (siehe Abbildung 6.11).

Exon 2 Exon 3 Exon 2 Exon 3
Ala —~—~——
Exon 2 Exon 3 Exon 2 Exon 3

\F=l>__
Ala A

! Insertion von 45

kryppsche Nucleotiden aus
SpleiRstelle Intron 2
|
Exons Intron beibehaltener Intronteil  — Synonyme Mutation

Abb. 6.11 Partielle Intron-Retention aufgrund einer synonymen Mutation von Ala (GCG) zu Ala (GCA), die
eine vorhandene 5°-SpleiRstelle verdndert, woraufhin diese nicht mehr erkannt wird. Stattdessen wird

eine kryptische SpleiBstelle verwendet (Yu et al., 2023, adaptiert).
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Im vorliegenden Fall fallt auf, dass die Nucleotidsequenz am Ende des Wild-Typ Exons 2 (GCG)
nicht der Konsensussequenz NAG (siehe Abbildung 6.8) entspricht. Wie aus der Tabelle der
Abb. 6.8 ersichtlich sind am Ende der Exons die Konsensussequenzen nicht so hoch konser-
viert und variieren daher stéarker als in den Introns. Zu einem gewissen Prozentsatz konnen
auch andere Sequenzen auftreten. Laut Zusammenstellung nach Ma et al. (2015) tritt C an vor-
letzter Stelle im Exon mit einer Haufigkeit von 10,8 % auf. Die 45 zusatzlichen Nucleotide des
urspringlichen Introns 2 bis zur neuen kryptischen Spleifstelle werden beibehalten und nach
dem Spleiken als Codons interpretiert, wodurch weiter translatiert wird und zusatzliche Amino-

sduren eingefligt werden.

Wie aus der Datenbank Homo sapiens troponin I3, cardiac type (TNNI3), mRNA (siehe Anhang)
ersichtlich (siehe Abbildung 6.12) werden aufgrund der Intron-Retention 5 zusatzliche Amino-
sauren eingefligt. Danach ergibt sich ein vorzeitiges Stopp-Codon (TAA). Das Stopp-Codon er-
scheint, noch bevor alle zusatzlichen 45 Nucleotide aus Intron 2 translatiert werden konnten,
wodurch die Translation vor Erreichen des Exons 3 abbricht. Abbildung 6.12 zeigt einen Aus-

schnitt der Sequenz von Exon 2 und 3 sowie von Intron 2 des TNNI3-Gens.

Sequenz, die als vorzeitiges
Stopp-Codon interpretiert wird

<—
tctccttccaggagcagegatgegGTGAGAGCAGCGGGCTAAGGCGTGGCTGGGACCCCCAGGTCCAGGGTGGGCCCTGC
AGTGAGGGGTCTGGGTCGGGAGGCTGCAGCCTAGCAGAGGGTGCGGTACGGTAAGGGCTGGGTGGGGTCTTGGTGGTCAT
GGGGTCCCCACTCCTCCTAACCCAGgctagggaacctegccctgcaccageccccaatcagacgecgectectecaactacce

gcgcttatgccacggagccgcacchaaggtgggacggggcttcctgggggcagagtacaggcgccggagggatccaaga

Exon 2 l Intron 2

Exon 3

Abb. 6.12 Ausschnitt der nicht mutierten Sequenz des TNNI3-Gens. Das Ende von Exon 2 und der
Beginn von Exon 3 sind rot unterlegt, Intron 2 gelb. Durch eine synonyme Mutation am Ende von Exon
2 —Ala (GCG » GCA) — wird das Intron teilweise beibehalten und weiter translatiert. Nach 5 zusdtz-
lichen Aminosduren erscheint ein vorzeitiges Stopp-Codon (aus Datenbank: Homo sapiens troponin 13,

cardiac type (TNNI3), mRNA umformatiert).
Dieses Beispiel zeigt, dass durch eine synonyme Mutation in einer 5°-Spleifsstelle nicht nur ein

Exon herausgespleikt werden kann (Exon-Skipping), sondern dass stattdessen auch ein Teil
eines Introns beibehalten (Intron-Retention) und in die mRNA integriert werden kann.
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6.2.4 Entstehung einer neuen 5‘-SpleiRstelle mit Teilverlust
eines Exons

Beim von-Willebrand-Syndrom (VWS, VWD von Willebrand disease) handelt es sich um eine
monogene Krankheit, die von einer oder mehreren Mutationen in einem einzigen Gen, das sich
auf Chromosom 12 befindet, verursacht wird. Bei dieser Krankheit treten vermehrt Hamatome,
verstarkte Blutungen bei minimalen Verletzungen und verlangerte Blutungen bei chirurgischen
Eingriffen auf. Diese sogenannten Gerinnungsstdérungen werden durch unterschiedliche Muta-
tionen im von-Willebrand-Gen verursacht, die einen Mangel am von-Willebrand-Faktor (VWF)
hervorrufen (Schaaf & Zschocke, 2018, S. 283). Der von-Willebrand-Faktor (VWF) ist ein Glyko-
protein, welches die Verbindung zwischen verletzter Gefakwand und Thrombozyten vermittelt
(DokCheckFlexikon).

Daidone et al. (2011) untersuchten das von-Willebrand-Gen einer 15 Jahre alten Patientin, die von
milden Blutungsneigungen nach geringen Verletzungen, haufigen Hamatomen sowie von Na-
senbluten betroffen war. Ihre Mutter und Gromutter waren ebenfalls von Blutungsneigungen
betroffen. Der Vergleich des von-Willebrand-Gens der Patientin mit jenem der Grokmutter, des
Grofvaters und deren Abkommlingen ergab, dass bei allen Personen mit klinischen Sympto-
men die selbe synonyme Mutation vorhanden war. Die genaue Sequenzierung ergab eine syn-
onyme Mutation eines Glycin-Codons: GGC = GGT in Exon 41.

Beim Wildtyp (Glycin-Codon: GGC in Exon 41) wurde Intron 41 korrekt herausgespleildt, beim
mutierten Glycin GGT in Exon 41 wurde die veranderte Sequenz GGT als neue 5-Spleilstelle
interpretiert. Die alte 5°-Spleistelle im Intron 41 wurde aufgrund der Mutation nicht mehr er-
kannt, da diese eine neue starkere 5°-Spleilsstelle im Exon 41 erzeugt hat. Gemeinsam mit Intron
41 wurden die letzten 27 Nucleotide (nt) des Exons 41 herausgespleitt. Dem Transkript fehlen
27 Nucleotide, dem Protein fehlen daher 9 Aminosauren. Abbildung 6.13 zeigt den Spleilkvor-
gang vor und nach der Mutation.
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EXON 41 EXON 42 EXON 41 EXON 42

\’ =— I
Gly

Fragment
EXON 41 EXON 42 EXON 41 gxon 42

q/ =— I
Gly

V/ Verlust von 27 Nucleo-
//A tiden von Exon 41

| herausgeschnittener .
Exons w
Intron Z4 Exonantal — Synonyme Mutation

Abb. 6.13 Eine synonyme Mutation in Exon 41 des von-Willebrand-Gens erzeugt eine neue 5°“-Spleils-

stelle, die einen Verlust von 27 Nucleotiden bewirkt (Daidone et al., 2011, verdndert).

Ma et al. (2022) beschreiben die gezielte Suche nach Mutationen bei einem sieben Jahre alten
Patienten mit X-linked Hypophosphatemie mittels Whole-Exom-Sequenzierung. Bei diesem De-
fekt ist das PHEX-Gen (PHEX — phosphate regulating endopeptidase X-linked) betroffen. Der
Defekt flhrt zu einem niedrigen Phosphatspiegel, wodurch sich unter anderem eine Rachitis mit
Deformationen der Knochen und der Zahne ausbildet. Der Patient zeigte verkirztes Langen-
wachstum sowie eine verminderte Knochendichte und verbreiterte Epiphysenfugen im Ront-
genbild. Es wurden sowohl der Patient als auch seine Eltern und seine Schwester getestet. Die
Ergebnisse der Whole-Exom-Sequenzierung wurden mit den bis dahin bereits bekannten 720
Eintragen zu PHEX-Varianten verglichen, die in der Human Gene Mutation Database (HGMD)
verzeichnet waren.

Die neu identifizierte synonyme Mutation (Arg CGC » Arg CGT) in Exon 14, die bei den Fami-
lienmitgliedern nicht vorhanden war, fiihrte zur Entstehung einer neuen 5'-Spleiféstelle in Exon
14 und einem Verlust von 58 Nucleotiden von Exon 14. Es bleibt dann nur mehr ein Fragment
dieses Exons erhalten (siehe Abbildung 6.14). Auch hier entstand durch die Mutation eine neue
hoch konservierte Konsensussequenz (GT), die als Intron interpretiert wurde.
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EXON 14 EXON 15 EXON 14 EXON 15
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Arg
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EXON 14 EXON 15 EXON 14 EXON 15
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Arg
Y/ Verlust von 58 Nucleo-
//A tiden von Exon 14
_] Exons Intron . Ei;?;%:islchmttener — Synonyme Mutation

Abb. 6.14 Durch eine synonyme Mutation in Exon 14 entsteht eine neue 5°-Spleisstelle. Dadurch erfolgt

ein Verlust von 58 Nucleotiden am Ende von Exon 14 (in Anlehnung an Ma et al., 2022).

Die Gemeinsamkeit der beiden Falle (Ma et al.,, 2022 und Daidone et al., 2011) besteht darin,
dass die Mutationen jeweils eine neue Basenfolge GT in den beiden letzten Basen eines Tri-
pletts erzeugen, die als neue 5'-Spleifstelle missinterpretiert wird. Der Unterschied besteht
jedoch darin, dass es sich um unterschiedliche Tripletts flir unterschiedliche Aminosauren han-
delt: bei Ma et al. (2022) CGC » CGT (Arginin), bei Daidone et al. (2011) GGC = GGT (Glycin).

6.2.5 Exonic Splice Enhancers (ESE) und
Exonic Splice Silencers (ESS)

Exonische SpleiRverstarker (exonic splice enhancer, ESE) sind kurze Sequenzen, die das Spli-
cing verstarken, wahrend exonische Spleikunterdriicker (exonic splice silencer, ESS) dieses
hemmen. Zwar gibt es auch in Introns Spleiverstarker und Spleikunterdricker, diese sind aber
nicht Gegenstand dieser Betrachtung. Wird die Sequenz eines exonic splice enhancer durch
eine Mutation, zum Beispiel eine synonyme Mutation, verandert, wird das entsprechende Exon
nicht mehr inkludiert sondern Ubersprungen.

Collin et al. (2018) untersuchten eine Horbehinderung einer niederlandischen Familie, wobei elf
Familienmitglieder klinische Symptome zeigten. Diese Horminderung bestand in einer Absen-
kung der Horkurve bei mittleren Frequenzen von 500-2000 Hertz.

Durch Sequenzanalysen konnte bei mehreren Familienmitgliedern eine bisher unbekannte he-
terozygote synonyme Mutation des TECTA-Gens in Exon 16 festgestellt werden. Die synonyme
Mutation (Leu CTG =» Leu CTA), stellte sich als ursachlich fur die Horminderung heraus. Es wurde
nachgewiesen, dass diese Mutation den Verlust eines ESE verursacht, wodurch in der mRNA fur
das TECTA-Protein die Codons fiir 37 Aminoséauren (das gesamte Exon 16) fehlten.
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Das TECTA-Gen codiert flir a-Tectorin, eines der beiden Glycoproteine der Tektorialmembran,
einer gallertartigen Struktur, welche die Haarzellen in der Cochlea (H6rschnecke im Innenohr)
bedeckt. Der Schall verursacht eine Bewegung der Tektorialmembran und stimuliert so den
Hornerv Uber die Haarzellen (DocCheck Flexikon, Tektorialmembran, Cortiorgan).

6.3 mRNA-Stabilitat

Die mRNA-Struktur bzw. deren Faltung hat entscheidenden Einfluss auf deren Stabilitat. Durch
intramolekulare Basenpaarungen bildet die mRNA Haarnadelstrukturen (stem loops) aus, die
Einfluss auf die Stabilitat bzw. den Abbau der mRNA haben. Dariiber hinaus haben die Haar-
nadelstrukturen auch einen Einfluss auf die Geschwindigkeit der Proteinsynthese und damit auf
die Konzentration des codierten Proteins in der Zelle (Berg et al., 2018, S. 138).

6.31 Veranderte mRNA-Struktur verandert die Stabilitat

Nackley et al. (2006) untersuchten Auswirkungen verschiedener synonymer Mutationen auf die
Catechol-O-Methyltransferase (COMT). Diese ist an der der Inaktivierung von Neurotransmittern
durch Ubertragung einer Methylgruppe beteiligt. Sie stellten fest, dass die unterschiedlichen sy-
nonymen Codons eine veranderte mRNA-Struktur bewirken, und dass die stabilste Struktur mit
dem geringsten Proteinlevel, reduzierter Enzymaktivitat und grokerer Schmerzempfindlichkeit
assoziiert ist (Nackley et al., 2006; Sauna & Kimchi-Sarfaty, 2011). Zusatzlich hangt die Faltung
der mRNA und dadurch die Proteinexpression davon ab, an welcher Stelle sich der synonyme
Austausch befindet.

Nackley et al. (2006) fanden zwei synonyme Mutationen rs 4818: Leu (CUC) » Leu (CUG) sowie
rs4633: His (CAC) » His (CAT). Dadurch, dass eine Base im synonymen Codon verandert ist,
verandert sich auch die intramolekulare Basenpaarung innerhalb der Haarnadelschleifen der
mRNA, was zu einer veranderten Struktur derselben flhrt.

Die Catechol-O-Methyltransferase spielt unter anderem eine wichtige Rolle bei der Neurotrans-
mission der Schmerzleitung. Der Spiegel des Enzyms wird durch synonyme Mutationen be-
einflusst und beeintrachtigt die Schmerzempfindung der Patienten erheblich. Die von Nackley
et al. untersuchten Varianten zeigten stark unterschiedliche Strukturen der Haarnadelschleifen
in der MRNA, die die Expression des Enzyms beeinflussen.

rs 4633: His CAC » CAT

rs 4818: Leu CUC » CUG
RNA Haarnadel/Stabilitat + hoher

Proteinlevel ¥ niedriger

¥ niedriger

+ hoher

Schmerzempfindlichkeit + hoher ¥ niedriger
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Zudem stellten sie fest, dass die synonymen Mutationen weit grofkeren Einfluss auf das Schmerz-
geschehen haben, als die nicht-synonymen Mutationen (Nackley et al., 2006; Shabalina et al.,
2013). Auch hier zeigt sich die von Shabalina et al. betonte Erkenntnis, dass die mRNA zusatz-
lich zum Bauplan noch weitere Informationen enthéalt, die nur aufgrund der Redundanz des
genetischen Codes untergebracht werden kénnen.

Auch Tsao et al. (2011) fanden, dass eine hdhere COMT-Aktivitat mit einer geringeren Schmerz-
empfindlichkeit einhergeht. Sie stellten fest, dass durch die Mutation rs4633 zwei Watson-Crick-
Paare verloren gehen und sich dadurch der einstrangige Bereich um zwei Nucleotide vergro-
Rert, was die Stabilitat verringert.

Andere Autor*innen — wie etwa Vetterlein et al. (2023) — sehen in ihrer Metaanalyse eine eher
inkonsistente Evidenz, was den Zusammenhang zwischen COMT-mRNA-Stabilitat, Proteinspie-
gel und Schmerzempfindlichkeit betrifft, moglicherweise aufgrund von Heterogenitat der unter-
suchten Gruppen und der Heterogenitat verschiedener Schmerzarten.

6.3.2 Kombination mehrerer synonymer Mutationen

Duan et al. (2003) beschreiben ein Beispiel flir die Verringerung der mRNA-Stabilitat und der
Beeinflussung der Proteinsynthese durch eine synonyme Mutation im DRD2-Gen, das flr einen
Dopaminrezeptor codiert.

Die synonyme Mutation C957T (rs6277: 957C =» T, Pro319Pro), (sieche SNpedia online), verander-
te die mRNA-Faltung und fiihrte zu verminderter Stabilitat und Translation und veranderte die
Dopamin-induzierte Hochregulierung der DRD2-Expression. Bei der C957T-Mutation handelt es
sich um einen Ubergang von einem hiufigen Codon auf ein seltenes Codon. Die Halbwertszeit
der mRNA wurde durch Infektion von infizierten CHO-Zellen (Chinese hamster ovary), die mit
Actinomycin behandelt wurden, um die Transkription zu verhindern, gemessen. Diese sank von
8 Stunden beim Wildtyp auf 4 Stunden bei der C957T-Mutation.

Eine zweite Variante G1101A wies diesen Effekt nicht auf, annulierte aber die Auswirkung der
genannten C957T-Variante. Dies zeigte, dass die Kombination mehrerer synonymer Varianten
vollkommen andere Auswirkungen haben kénnen als die beiden Varianten einzeln (Duan et al,,
2003; Shabalina et al., 2013).

6.3.3 micro-RNA

Micro-RNAs (miRNA) sind eine Klasse kurzer, nicht-codierender RNA-Stlicke, die aus der DNA,
wo sie codiert sind, transkribiert, nicht aber translatiert werden (Salzmann & Weidhaas, 2022).
Die transkribierte pre-miRNA bildet Haarnadelschleifen, wird dann ins Cytoplasma transportiert,
zerschnitten und zu reifer miRNA weiterverarbeitet, die ungefahr 22 Nucleotide lang ist. Die

reife miRNA wird an einen RISC-Protein-Komplex gebunden (RNA-induced silencing complex)
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und sucht mit diesem zur miRNA komplementare Sequenzen in der mRNA und bindet an diese
(Graw, 2020, S. 380). miRNAs kdénnen so die Genexpression in manchen Genen sehr schnell
regulieren, indem sie die Translation hemmen (Salzmann & Weidhaas, 2022). Andererseits kann
die Bindung der miRNA an die mRNA deren Abbau einleiten und damit die Stabilitat der mRNA
beeinflussen. Laut Berg et al. (2018, S. 1134) wurden bisher 700 verschiedene miRNAs identi-

fiziert.

Morbus Crohn ist eine entzlindliche Darmkrankheit die durch Bakterien im Darmepithel hervor-
gerufen wird. Rhodes (2011) beschreibt, dass Morbus Crohn sehr oft mit persistierenden E.-coli-
Bakterien in der Darmschleimhaut assoziiert ist. Es sind viele Mutationen fiir Morbus Crohn
bekannt, darunter eine synonyme Mutation im IRGM-Gen (Immunity-related GTPase family M
protein), das flir die Autophagie und damit Beseitigung intrazellularer Bakterien wichtig ist (Salz-
mann & Weidhaas, 2022). Brest et al. (2011) konnten zeigen, dass die micro-RNA miR-196 bei
Patienten mit Morbus Crohn in befallenen Bereichen des Darmepithels Gberexprimiert ist, wo-
durch die ¢.313C-IRGM-Variante herunterreguliert wird, nicht aber die mutierte Risikovariante
c.313T. Brest et al. (2011) zeigten auch, dass die miRNA-196 eine geringere Bindungsaktivitat
zur mutierten ¢.313T-Variante des IRGM-Gens hat als zur ¢.313C-Variante. Dadurch, dass die
synonyme Variante ¢.313T die miRNA-Bindungsstelle verdandert, vermuten sie, dass ein Ver-
lust der Regulation des IRGM-Proteins eintritt, welches die Autophagie beeinflusst. Dies fuhrt
zu einer veranderten antibakteriellen Aktivitat und einer abnormen Persistenz der Bakterien in
der Schleimhaut. Bei der Mutation handelt es sich um eine Anderung des Leucin-Codons von
CTG zu TTG, wobei zu bemerken ist, dass diese Mutation blockiibergreifend ist und nicht die
Wobble-Position betrifft.

6.4 Faltung und Struktur von Proteinen

In Eukaryoten beginnt laut Netzer & Hartl (1997) die Faltung noch wahrend der Translation (co-
translational), bevor das naszierende Protein freigesetzt wird, wobei Chaperone die Faltung
unterstitzen und Aggregation verhindern. Laut Netzer und Hartl falten viele Proteine aufgrund
sequenzieller cotranslationaler Faltung korrekt, wahrend sie aber bei heterologer Expression in
E. coli Fehlfaltungen aufweisen.

6.41 Strukturen von Proteinen

Proteine haben vielfaltige Aufgaben als Hormone, Enzyme oder Strukturproteine. Sie sind
aus 20 verschiedenen kanonischen Aminosduren zusammengesetzt und bestehen aus bis zu
34000 (Titin) Aminosauren. Eine Proteindomaéne ist die kleinste stabile Struktureinheit und ent-
halt zwischen 40 und 350 Aminosauren (Alberts et al., 2021, S. 142). Sie besteht aus regelma-
Rig angeordneten Strukturen (a-Helix und B-Faltblatt), die durch lockere Strukturen wie B-turns
(Schleifen, Kehren) oder random coils miteinander verbunden sind.
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Bei der Translation wird am Ribosom eine lineare Kette aus Aminosauren gebildet, die durch
Peptidbindungen miteinander verknipft werden (siehe Kapitel 1.7). Die durch die DNA vorgege-
bene Reihenfolge der Aminosauren wird als Primdrstruktur bezeichnet.

6.4.2 Sekundarstruktur

a-Helices sind — anders als bei der DNA-Doppelhelix — einstrangige, gewundene Strukturen.
B-Faltbldtter bilden gefaltete Strukturen, &hnlich denen eines gefalteten Blatts Papier. Diese
beiden Strukturelemente bilden im Wesentlichen die Sekunddrstruktur eines Proteins. Die
B-turn-loops oder random-coil-Regionen stellen keine durch Wasserstoffbriickenbindungen
stabilisierten Bereiche dar und weisen keine erkennbare Struktur auf. Sie treten zwischen den
regelmafkig angeordneten Bereichen der a-Helices und der B-Faltblatt-Strukturen auf, wenn
diese die Richtung dndern.

Eine a-Helix wird durch Wasserstoffbriickenbindungen (ge-
punktete Verbindungen) zwischen einer N-H-Gruppe und einer
4 Aminosauren entfernten C=0-Gruppe stabilisiert, wobei die
meisten Helices rechtsgangig sind (Alberts et al., 2021, S.137).
Die Seitenketten (R) der Aminosduren weisen nach aufen (sie-
he Abbildung 6.15).

Diese Faltungen sind nur aufgrund der freien Drehbarkeit der
Einfachbindungen im Backbone eines Proteins maglich (siehe
Diederwinkel). Die erste Beschreibung der Helix in Polypetid-
ketten geht auf Linus Pauling zurtick (Pauling et al., 1951).

Abb. 6.15 Rdumliche Darstellung einer a-Helix, stabilisiert durch
-Helix Wasserstoffbriicken (gepunktete Verbindungen). R sind unter-

schiedliche Seitenketten der Aminosduren (Reinard, 2021, S. 28).

Bei der B-Faltblattstruktur werden nebeneinanderliegende lineare Aminosdureketten durch
Wasserstoffbriicken zwischen Abschnitten der Proteinkette gebildet, die nicht unmittelbar be-
nachbart sein mussen, wobei diese Abschnitte parallel (gleiche Ausrichtung) oder antiparallel
(entgegengesetzte Ausrichtung) orientiert sein kdnnen. Quervernetzungen kdnnen durch van-
der-Waals-Krafte, ionische Wechselwirkungen oder auch durch kovalente Schwefelbriicken er-
folgen (Berg et al., 2018, S. 48-49).
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Abbildung 6.16 zeigt die Struktur eines (3-Faltblatts mit antiparallel ausgerichteten Ketten (Rei-

nard, 2021, S.28). B-Faltblatt-Strukturen sind fiir die Zugfestigkeit von Seide verantwortlich (Al-
berts et al., 2021, S.141).

Abb. 6.16 Struktur eines B-Faltblatts mit antiparallel ausgerichteten Aminosdureketten, stabilisiert durch

Wasserstoffbriicken (gepunktete Verbindungen). R sind unterschiedliche Seitenketten der Aminosduren
(adaptiert nach Reinard, 2021, S. 28).

Die weitere raumliche Anordnung der Sekundarstrukturen wird als Tertidrstruktur bezeichnet.
Abbildung 6.17 zeigt die Tertidrstruktur einer Ribonuclease Il von E. coli mit B-Faltblattern und
a-Helices. Die RNase spaltet Phosphodiesterbindungen in RNA hydrolytisch (Wikipedia).

Abb. 6.17 Terticirstruktur einer RNAse (Ribonuclease Il von E. coli). Antiparallele B-Faltblétter (blau, griin,
tirkis) — a-Helices (rot, gold, blaugrtin, griin), (Wikipedia, Vossman).

Lagern sich mehrere Polypeptidketten mit Tertiarstruktur zu einem grofkeren Komplex zusam-
men, so bilden diese die Quartdrstruktur (Buttlar et al., 2020, S. 17).

104



Nur die genaue Ausbildung dieser Faltungsstrukturen stellt die Funktionsfahigkeit eines Pro-
teins sicher. Ist ein Protein falsch gefaltet, wird es meist im Zuge einer Qualitdtskontrolle durch
Proteasen abgebaut (Buttlar et al., 2020, S. 131). Ein falsch gefaltetes Protein kann aber auch
Aggregate (Plaques) bilden, an denen die Proteasen nicht mehr angreifen konnen und die da-
her nicht mehr abgebaut werden kdnnen. Solche aus fehlgefalteten Proteinen bestehenden
Plagues koénnen letal sein, wie sich an Krankheiten wie BSE (Bovine spongiforme Enzepha-
lopathie), Kuru, der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit, Chorea Huntington oder auch an der meist
genetisch bedingten todlichen familidren Schlaflosigkeit zeigt. Alzheimer und Parkinson zeigen
ebenfalls durch Plaques hervorgerufene, fortschreitende neurologische Storungen, die sich
aber erst innerhalb eines langeren Zeitraumes von mehreren Jahren ausbilden (Buttlar et al.,
2020, S. 131).

6.4.3 Vorgang der Faltung

Die Faltung eines Proteins kann bereits wahrend der Translation beginnen (cotranslational),
nachdem erst ein Teil des Proteins durch das Ribosom synthetisiert ist. Dies geschieht sehr oft
bereits im Exit-Tunnel des Ribosoms (Fedyukina & Cavagnero, 2011). Dies bedeutet, dass die

Faltung am aminoterminalen Ende, das als erstes synthetisiert wird, beginnt.

In den 1950er-Jahren flihrte der norwegisch-amerikanische Biochemiker Christian Anfinsen
Experimente zur Struktur und Faltung der Ribonuclease-A aus Rinderpankreas durch. Er de-
naturierte das Enzym mit Hilfe von Harnstoff und Mercaptoethanol (ein Reduktionsmittel) und
destabilisierte dadurch die H-Briicken sowie die vier Schwefelbriicken, sodass danach ein un-
gefaltetes lineares Protein vorlag. Er re-oxidierte die Losung und konnte beobachten, dass sich
das Enzym von selbst wieder in die aktive Form zurlickfaltete, sofern die Losung bei 23 bis
24°C gelassen wurde und die Harnstoffkonzentration durch Verdiinnung oder Dialyse wieder
verringert wurde. Er schloss daraus, dass die Information zur Faltung in der Reihenfolge der
Aminosauren festgelegt ist. Weiters beobachtete er, dass die volle Aktivitat erst erreicht wurde,
nachdem alle vier Schwefelbriicken wieder korrekt gebildet waren (Anfinsen et al., 1961; Berg et
al., 2018, S. 60). Anfinsen postulierte, dass jedes Protein eine eindeutige physiologische Faltung
besitzt, die durch die minimale Energie gekennzeichnet ist. Bei der Renaturierung werden lokal
Zwischenstufen eingenommen, die lokalen Minima entsprechen, jedoch wieder neu arrangiert
werden, bis das absolute Minimum der freien Energie erreicht ist (Anfinsen, 1972).

Wahrend sich kurze Proteine spontan korrekt falten kdnnen, sind fiir langere Proteine Hilfsmittel
notig, die als Chaperone (Anstandsdamen) bezeichnet werden. Chaperone sind Proteine, die
sich an die wachsenden Proteinketten anlagern um bei der energetisch glinstigsten Faltung
behilflich zu sein, oder aber Kammern, in die das ungefaltete oder nur teilweise gefaltete Pro-
tein voriibergehend eingesperrt wird, um sich ohne weitere Einfllisse korrekt falten zu kénnen
(Alberts et al., 2021, S.134-135).
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6.4.4 Big-Data: Vorhersage dreidimensionaler Strukturen aus der
Aminosauresequenz

Da die Funktionsfahigkeit von Proteinen/Enzymen von der dreidimensionalen Struktur abhangt,
war und ist es wichtig, diese genau zu bestimmen. Ursprlinglich konnten solche Strukturen
nur in aufwandigen Verfahren experimentell mittels Kryoelektronenmikroskopie, Rontgenstruk-
turanalyse oder NMR bestimmt werden. Neuere Versuche, die dreidimensionale Struktur zu
bestimmen, gehen allerdings wieder von der Idee Anfinsens aus, diese alleine aus der Amino-

sduresequenz vorherzusagen.

2010 wurde die Firma Deepmind gegriindet, die Programme zur kiinstlichen Intelligenz entwi-
ckelte. 2014 Uibernahm Google die Firma. 2016 begann Deepmind mit dem Programm Alpha-
Fold Proteinstrukturen alleine aus der Aminosduresequenz vorherzusagen. Als Basis verwen-
det AlphaFold experimentell ermittelte Strukturen von Doméanen (Teilbereichen) verschiedener
Proteine, mit denen AlphaFold trainiert wurde. Aufgrund der immer umfangreicheren — bei-
spielsweise durch NMR, Rontgenstrukturanalyse oder Kryoelektronenmikroskopie experimen-
tell gewonnen — Daten und der grofker werdenden Leistungsfahigkeit der Computer, kommen
die Vorhersageergebnisse inzwischen sehr nahe an die rein experimentell bestimmten her-
an. Alle Ergebnisse sind offentlich zuganglich (Wikipedia, AlphaFold). 2021 wurde AlphaFold
2 vorgestellt, das als Open-Source-Programm o6ffentlich zuganglich ist und das bereits 16-mal
schneller ist als AlphaFold 1 (Callaway, 2021). Die AlphaFold-Datenbank hat inzwischen (Stand:
2023) 350000 Proteinstrukturen (sieche Deepmind-Homepage). Im Mai 2024 wurde die weiter
verbesserte Version AlphaFold 3 vorgestellt (siehe Online-Zugang).

Es scheint sich jetzt zu erflillen, was Anfinsen am 11. Dezember 1972 in seiner Rede zum Nobel-
preis sagte, die 1973 veroffentlicht wurde (Anfinsen 1973):

Empirical considerations of the large amount of data now available on
correlations between sequence and three dimensional structure [...], together
with an increasing sophistication in the theoretical treatment of the energetics
of polypeptide chain folding [...] are beginning to make more realistic the idea of
the a priori prediction of protein conformation.

6.4.5 Fehlfaltung aufgrund von synonymen Mutationen

Bartoszewski et al. (2010) untersuchten die haufigste Mutation des cystic fibrosis transmemb-
rane conductance regulator (CFTR) Gens. Hierbei handelt es sich um ein Membranprotein, das
einen Chloridkanal bildet, wodurch normalerweise ein Ausgleich in der Salzkonzentration er-
folgt. Mutationen fiihren zu cystischer Fibrose (Mukoviszidose), die durch einen zahen Schleim
vor allem in der Lunge gekennzeichnet ist. Die haufigste Mutation besteht in der Deletion von
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drei Nucleotiden, die zwei verschiedene Codons betreffen. Dadurch kommt es zum Verlust der
Aminos&ure Phenylalanin an Position 508 sowie zu einer synonymen Anderung des Codons fiir
die Aminoséaure 507 von lle ATC zu lle ATT (siehe Abbildung 6.18).

deleted in AFi’)OS CFTR SNP Variant SNP

DNA ATC ATC TTT GGT GTT|[ DNA ATC ATT GGT GTT DNA ATC ATC GGT GTT

Amino  lle Phe|Gly Val || Amino lle Gly Val || Amino lie Gly Val

acid 506 507 (508|509 510 || acid 506 507[|509 510 acid 506 507[|509 510

Abb. 6.18 a,b,c Deletion von 3 Nucleotiden (Bartoszewski et al., 2010, adaptiert).

Bartoszewski et al. (2010) zeigten, dass es zu einer Anderung der Sekundarstruktur der mRNA
sowie zu einer verminderten Translationsrate kommt (siehe auch Kapitel 6.3). Da das CFTR-
Protein vor allem co-translational faltet, kommt es dadurch aukerdem zu einer Fehlfaltung des
Proteins.

Falls es durch eine Single-Nucleotid-Variante zu einer synonymen Variante des Phenylalanin-
Codons (TTC) kommt, dann ergibt die Deletion der drei Nucleotide zwar ebenso einen Verlust
der Aminosaure 508 (Phenylalanin), das Codon fiir Isoleucin bleibt aber erhalten. Dadurch ist
die Faltung der mRNA nahezu identisch und das um eine Aminosaure verkurzte Protein voll
funktionsfahig. Die Fehlfaltung der mRNA und des Proteins kommt also in diesem Fall nicht
durch die Deletion von drei Nucleotiden und daher der Deletion einer Aminosaure zustande,
sondern durch die Ausbildung eines synonymen Codons flir die Aminosaure Isoleucin. Weiters
stellten Bartoszewski et al. (2010) fest, dass sich die Halbwertszeit der fehlgefalteten mRNA
kaum von jener des Wildtyps unterscheidet.

Das MDR1-Gen codiert fur das P-glycoprotein (P-gp), ein Membranprotein, das dem Schutz der
Zelle vor fremden toxischen Substanzen dient. Zytotoxische Substanzen werden durch das
P-gp unter ATP-Verbrauch aktiv aus der Zelle herausgepumpt, wie beispielsweise Neurotoxine,
die aus Gehirnzellen Uber die Blut-Hirn-Schranke wieder ausgeschleust werden. Durch diesen
Mechanismus ergeben sich aber auch Resistenzen gegen viele Wirkstoffe (Berg et al., 2018,
S. 443). Werden Medikamente ausgeschleust, so sinkt deren Spiegel und deren Bioverfug-
barkeit. Dies geschieht beispielsweise bei Zytostatika, die gegen Krebs wirken sollen und die
durch die Ausschleusung nicht in ausreichender Menge zur Verfiigung stehen. Es wird daher
versucht, durch Inhibitoren die Wirkung des P-gp abzuschwachen, um Medikamente wie Zytos-
tatika nicht daran zu hindern, ihren Bestimmungsort in den Zellen — beispielsweise in Tumor-

zellen — zu erreichen.

Kimchi-Sarfaty et al. (2007) untersuchten synonyme und nicht-synonyme Polymorphismen des
MDR1-Gens, um festzustellen, ob diese die Aktivitdt des P-gp beeintrachtigen. Die wichtigsten
der betrachteten Polymorphismen waren unter anderem eine synonyme Anderung eines Gly-
cin-Codons (GGC zu GGT) in Exon 12 (Mutation C1236T) sowie eine ebenfalls synonyme Ande-
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rung eines Isoleucin-Codons (ATC zu ATT) in Exon 26 (Mutation C3435T). Die Experimente der
Autor*innen legen nahe, dass es sich bei der synonymen Mutation C3435T (lle = lle) um die
wichtigste Mutation handelt.

Diese synonyme Mutationen kann sowohl heterozygot als auch homozygot vorkommen und
es konnten dabei keine Unterschiede beim Export von Drogen oder von toxischen Substanzen
durch das P-gp festgestellt werden. Kimchi-Sarfaty et al. (2007) stellten jedoch eine erhohte
Sensitivitdt gegenuber den beiden Inhibitoren Cyclosporin-A und Verapamil fest. Bei Cyclospo-
rin-A handelt es sich um ein zyklisches Peptid, das als Immunsupressivum wirkt und zuséatzlich
das Ausschleusen von Drogen durch das P-Glycoprotein hemmt. Verapamil ist ein Calciumanta-
gonist, der ebenfalls ein Inhibitor von P-gp ist. Die Autor*innen vermuteten, dass durch die syno-
nyme Mutation C3435T eine Veranderung im Faltungsprozess des P-gp stattgefunden hat. Dies
konnten sie mit Hilfe der Protease Trypsin nachweisen, die den Wildtyp des P-gp abbaut, die
C3435T-Variante aber nur minimal, was nahelegt, dass die Protease aufgrund der veranderten
Faltung von P-gp nur mehr eine eingeschrankte Maglichkeit hat, die entsprechenden Peptidbin-
dungen zu spalten. Die Spaltung der Mutante erforderte eine deutlich erhdhte Trypsinkonzen-
tration. Ein weiteres Indiz fir die veranderte Struktur der C3435T-Mutante war die veranderte
Bindung der Mutante an einen konformationssensitiven Antikorper gegen P-gp.

Weiters stellten Kimchi-Sarfaty et al. (2007) fest, dass durch die synonyme C3435T-Mutation
das haufige Isoleucin-Codon ATC (47 % relative Haufigkeit) durch das weniger haufige synony-
me Codon ATT (35 %) ersetzt wird. Um die Vermutung, dass die relative Haufigkeit des Isoleu-
cin-Codons an dieser Stelle die Faltung von P-gp beeinflusst, weiter zu untermauern, wurden
in-vitro-Tests mit einer weiteren synonymen Mutation (C3435A) durchgefiihrt. Diese resultiert
in einem Isoleucin-Codon (ATA), das mit 18 % eine noch weiter reduzierte relative Haufigkeit
aufweist. Die Experimente zeigten, dass die weitere Reduktion der relativen Haufigkeit des Iso-
leucin-Codons an dieser Stelle die Sensitivitat von P-gp noch weiter reduziert. Die Autor*innen
kommen zum Schluss, dass bei Anderung von haufigen zu seltenen Isoleucin-Codons an dieser
Stelle das Timing der cotranslationalen Faltung und damit die Struktur von P-gp veréandert wird.

Rosenberg et al. (2022) untersuchten, ob die dreidimensionale Struktur eines Polypeptids nicht
nur von der Reihenfolge der Aminosauren abhangig ist, sondern im speziellen auch von der
Verwendung bestimmter synonymer Codons. Sie fanden, dass die Diederwinkel zwischen be-
stimmten Aminosauren nicht nur von der gegenseitigen sterischen Hinderung der Seitenketten
dieser Aminosauren abhangen, sondern auch davon, welche der synonymen Codons flir diese
Aminosauren in der codierenden Sequenz fur das Protein verwendet wurden.

Wie in Kapitel 1.7 dargelegt, besteht ein Protein bzw. eine Polypeptidkette aus aufeinander-
folgenden Aminosdauren, die jeweils mittels einer Peptidbindung verknipft sind. Da Peptidbin-
dungen partiellen Doppelbindungscharakter haben, sind diese nicht frei drehbar. Im Gegensatz
dazu sind die Bindungen zwischen dem Ca-Atom und der Carbonylgruppe bzw. der Amino-
gruppe jeweils Einfachbindungen, um die die benachbarten Peptidbindungen frei rotieren kon-
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nen. Unter Diederwinkel versteht man die Winkel, um die die Einfachbindungen drehbar sind
(Berg et al., 2018, S. 45), (siche Abbildung 6.19).

¢ ist der Winkel zwischen dem Ca-Atom und N, ¢ der Winkel zwischen dem Ca-Atom und der
Carbonylgruppe (C=0). Welche Winkel ¢ und { annehmen kdnnen hangt von der gegenseiti-
gen sterischen Hinderung der Seitenketten ab (Berg et al., 2018, S. 46—47). Die Torsionswinkel
werden auch als Diederwinkel oder Dihedralwinkel (dihedral angle) bezeichnet, und geben all-
gemein die Winkel zwischen mathematischen Ebenen an.

R O Rn

b, Diederwinkel,
Torsionswinkel

L
E'\ C ~ OH R, R, R” unterschiedliche

o L'j N Seitenketten der
O | H ” Aminosauren
R’ O

Abb. 6.19 Darstellung der Torsionswinkel einer Polypeptidkette (nach Berg et al., 2018, S. 47, adaptiert).

Die Ergebnisse von Rosenberg et al. werden allerdings angezweifelt. Akeju & Cope (2022) und
Gonzalez-Delgado et al. (2022) weisen auf methodologische Mangel in der Arbeit von Rosen-
berg et al. hin.

Da reife mRNA im Gegensatz zur pra-mRNA nur wenige nichtcodierende Bereiche hat, die
zur Regulierung benutzt werden, vermuteten OreSi¢ & Shalloway (1998), dass die unbenutz-
te Information, die aus synonymen Codons resultiert, wie ein tUbergeordneter zweiter Code
dazu verwendet werden kodnnte, eine korrekte cotranslationale Proteinfaltung zu fordern. Sie
stellten speziesspezifische Korrelationen zwischen der relativen Haufigkeit synonymer Co-
dons und der Sekundarstruktur von Proteinen fest, indem sie 35 humane und 31 Proteine von
E. coli verglichen. Da synonyme Codons die Struktur stromaufwarts oder stromabwarts beein-
flussen konnen, wurden Aminosauren mit einem Abstand von bis zu zehn Positionen in bei-
de Richtungen miteinbezogen. Bei humanen Proteinen ergab sich eine Hdufung des Codons
GAU (gegenluber dem synonymen Codon GAC) fur Asparaginsaure am N-terminalen Ende einer
a-Helix. Bei E. coli fand sich dagegen eine Hdufung des Codons AAU fiir Asparagin (gegeniber
AAC) am C-terminalen Ende eines B-Faltblattbereiches. Die Ergebnisse zeigten zumindest fir
einige Codons eine Korrelation zwischen synonymen Codons und der Sekundéarstruktur des
Proteins. Daraus schlossen OreSi¢ & Shalloway (1998), dass nur sehr wenige humane Proteine
in E. coli korrekt gefaltet werden konnen.
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6.5 Genauigkeit und Effizienz der Translation

Die Genauigkeit, mit der Ribosomen ein Protein anhand der mRNA synthetisieren, belduft sich
im Schnitt auf etwa einen Fehler pro 10000 Aminoséauren (Berg et. al, 2018, S.1061). Decodie-
rungsfehler kdnnen beispielsweise durch Stress, Mutationen, Viren bzw. Bakterien oder Ribo-
som-Sliding hervorgerufen werden oder aber durch Verwendung unterschiedlicher synonymer
Codons.

6.51 Ribosom-Sliding

Tritt in der Mitte eines Gens eine Poly-A-Sequenz von mindestens drei AAA-Codons auf, so tritt
ein Sliding des Ribosoms auf. Smith et al. (2022) fanden Hinweise, dass das Ribosom in einzel-
nen Schritten ein bis drei Nucleotide rickwarts wandert (Ribosom-Sliding). Wandert es ein oder
zwei Schritte ruckwarts, so geht das Leseraster verloren und die Translation endet in einem
vorzeitigen Stopp-Codon (Koutmou et al., 2015). Bei drei Rickwartsschritten bleibt zwar das
Leseraster erhalten, es ergibt sich aber der Einbau einer zusatzlichen Aminosaure. Die Poly-A-
Regionen formen im Ribosom-mRNA-Kanal eine Struktur, die den Verlust des Leserasters be-
wirkt (Loss of frame). Die Riickwartsbewegung ist laut Smith et al. (2022) sehr langsam, wodurch
Kollisionen mit den nachfolgenden Ribosomen entstehen und die Translationsgeschwindigkeit
erheblich erniedrigt wird.

Es kommt, wie bei einer normalen Frame-Shift-Mutation, zu einem vorzeitigen Stopp-Codon
und es wird ein Nonsense-Mediated-Decay in Gang gesetzt. Im Gegensatz dazu verlangsamen
sich die Ribosomen bei einer Folge von synonymen AAG-Lys-Codons zwar, sie gleiten aber
nicht und produzieren daher ein korrektes Protein (Koutmou et al.,, 2015). Durch eine syno-
nyme Mutation, welche ein AAG-Lys-Codon in ein AAA-Lys-Codon verwandelt, konnen unter
Umstanden mehrere AAA-Lys-Codons in Folge entstehen und daraus folgend ein Ribosom-Sli-
ding. Bioinformatische Untersuchungen zeigen, dass aufeinanderfolgende AAA-Sequenzen in
codierenden Bereichen von Genen unterreprasentiert sind (Koutmou et al., 2015; Arthur et al.,
2015). Ein ahnlicher Vorgang wird in Kapitel 7.3 beschrieben, wo bei aufeinanderfolgenden N1-
Methyl-Pseudouridin-Nucleotiden (Slippery-Sequenzen) das Ribosom die mRNA entlang gleitet
und das Raster verliert.

6.5.2 Translationsgeschwindigkeit

Frihere Arbeiten Uber die Verwendung synonymer Codons haben sich an der Haufigkeit, mit
der die Codons im Genom auftreten, orientiert. Es wurde angenommen, dass die Haufigkeit
eines Codons mit der Translationseffizienz und der Translationsgeschwindigkeit des betreffen-
den Codons korreliert. Neuere Arbeiten berlicksichtigen jedoch fiir die Zuordnung der Trans-
lationsgeschwindigkeit eines Codons die Verfligbarkeit der entsprechenden tRNAs.
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Es wird hierbei angenommen, dass Codons, fiir die es in der Zelle eine hohe Konzentration von
tRNAs mit dem entsprechenden Anticodon gibt, schneller translatiert werden als solche, fur
die die Konzentrationen der passenden tRNAs niedrig sind. Es hat sich in vielen Fallen gezeigt,
dass die Konzentration einer tRNA proportional zur Anzahl der flur diese tRNA codierenden
Gene ist. Die Feststellung der Konzentration einer tRNA erfolgt hier also indirekt. Die Expres-
sion der tRNA-Gene ist jedoch in multizellularen Organismen wie dem Menschen von Zelltyp
zu Zelltyp verschieden, sodass eine direkte Bestimmung der Konzentrationen aller tRNAs die
uberlegene Methode ist.

Tuller et al. (2010) untersuchten die Verteilung synonymer Codons entlang der codierenden
Sequenz von Genen bei verschiedenen Spezies aller drei Domanen des Lebens. Die Verfligbar-
keit der Codon-entsprechenden tRNAs wurde aus der Anzahl der tRNA-Gene ermittelt. Sie stell-
ten eine Korrelation der Anzahl der Genkopien flr eine tRNA, die das selbe Codon decodieren
kdénnen, mit der Verfugbarkeit der tRNA in saccharomyces cerevisiae (Backerhefe) fest. Tuller et
al. (2010) verwendeten den von dos Reis et al. (2004) eingefiihrten tRNA-Adaption-Index (tAl),
wobei in den tAl auch die relative zelluldare Konzentration mit einberechnet wurde. Die einzel-
nen Faktoren, die in die Definition mit einbezogen wurden, wurden zuséatzlich gewichtet.

Der tRNA-Adaption-Index (tAl) gibt die Effizienz der Translation an und wird Ublicherweise als
geometrischer Mittelwert Uber das gesamte Genom oder auch nur Uber einzelne Gene be-
stimmt.

— n
9= _\/ 9y Gy G3x oo gn|

wobei g, der tAl eines Codons und g der geometrische Mittelwert der tAls aller Codons ist.

Tuller et al. (2010) wiesen darauf hin, dass innerhalb eines ganzen Genoms die Verteilung relativ
gleichformig ist und dass es daher wichtig ist, einzelne Gene zu untersuchen. Sie gingen dann
noch einen Schritt weiter und bezogen den tAl nicht auf das gesamte Genom oder auf ein Gen,
sondern sie legten wesentlich kirzere Sequenzabschnitte zugrunde. Sie verwendeten daher
einen lokalen tAl (local tAl), der jedes Codon entlang der Sequenz beriicksichtigt, das heift, sie
berechneten nicht das geometrische Mittel der tAl-Werte der Codons, die in einem Gen vor-
kommen, sondern sie ermittelten das geometrische Mittel der tAl-Werte von kurzen Abschnitten

von 10 bis 20 Codons Lange entlang der Gensequenz.

Sabi et al. (2010) haben aufgrund dieser Vorgaben ein Berechnungswerkzeug flr den tAl pro-
grammiert. Unter Verwendung des ermittelten lokalen tAl, stellten Tuller et al. (2010) weiters
fest, dass innerhalb der ersten 30 bis 50 Codons der mRNA eine evolutionar konservierte
codon ramp existiert, die fir eine langsame Translation zu Begin derselben verantwortlich ist.
Verschiedene Spezies haben jedoch jeweils einen unterschiedlichen lokalen tAl. Bei der codon
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ramp handelt es sich um einen Bereich, in dem bevorzugt Codons mit niedrigen tAl-Werten
Verwendung finden, wodurch die Translation verlangsamt wird und die Dichte der Ribosomen
zunimmt. Die Ribosomendichte innerhalb der ersten 30 bis 50 Codons verhélt sich also umge-
kehrt proportional zur Translationsgeschwindigkeit und damit zur Translationseffizienz.

Es stellen sich hier gegensatzliche Effekte (trade off) ein:

« Die Verringerung der Translationseffizienz durch langsame Translation aufgrund verlang-
samter Geschwindigkeit der Ribosomen wird hervorgerufen durch Verwendung von Co-
dons mit niedrigen tAl-Werten.

- Die Dichte aufeinanderfolgender Ribosomen ist innerhalb der ersten 30 bis 50 Codons gro6-
Rer — durch die verringerte Geschwindigkeit im Anfangsbereich der mRNA wird aber eine
Kollision der Ribosomen verhindert (positionsabhangige ribosomale Dichte/position-depen-
dent ribosomal density).

+ Ribosomen, die bei langsamen Codons mit niedrigen tAl-Werten jenseits der Initialphase
kollidieren, bleiben langere Zeit auf einem Transkript erhalten und verhindern so die Pro-
duktion des Proteins. Tuller et al. (2010) nehmen daher an, dass durch die codon ramp eine
solche Kollision der Ribosomen jenseits der Initialphase vermieden wird.

Tuller et al. (2010) ermittelten flir Prokaryoten eine mittlere Lange der codon ramp von 24 Co-
dons, fur Eukaryoten eine mittlere Ladnge von 35 Codons. Obwohl seltene Codons aufgrund
ihrer langsameren Translationsgeschwindigkeit als nicht optimal flir die Genexpression angese-
hen wurden, enthalten die mMRNAs vieler Proteine an bestimmten Stellen codierender Sequen-
zen grofke Cluster seltener synonymer Codons (conserved rare codon clusters, CRCC).

Chaney et al. (2017) stellten daher die Frage, ob die seltenen synonymen Codons an bestimm-
ten spezifischen Positionen innerhalb homologer Proteine konserviert sind, obwohl der codon
usage bias zwischen verschiedenen Spezies variiert. Obwohl gezeigt wurde, dass eine Ande-
rung der relativen Codon-Seltenheit mit der lokalen Translationsrate korreliert, fanden Chaney
et al. (2017), dass diese ebenso mit der cotranslationalen Faltung sowie dem tAl korreliert.

Im Gegensatz zu Tuller et. al (2010), die seltene Codons am Anfang der codierenden Sequenz
untersuchten, analysierten Chaney et al. (2017) Cluster innerhalb von Proteindom&nen. Chaney
et al. (2017) konnten fir viele Eukaryoten, Bakterien und Archaeen zeigen, dass die Positionen
von Clustern seltener Codons bei einigen Familien homologer Proteine konserviert sind und
dass damit die Position wichtiger ist, als die Identitdt der Codons. Daher gehen Chaney et al.
(2017) von einer funktionellen Rolle der Cluster aus.

Auerdem stellten die Autor*innen fest, dass die meisten der konservierten Cluster sich eher in

konservierten Proteindoméanen befinden, und nicht dazwischen. Wie bereits in Kapitel 6.4.1 dar-
gelegt, bestehen Proteine meist aus mehreren funktionellen Doméanen, die durch unstrukturier-
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te Bereiche miteinander verbunden sind (Alberts et al., 2021, S. 142). Die einzelnen Doméanen
falten sich schon wahrend der Entstehung unabhéngig voneinander (cotranslationale Faltung).

Diese sogenannten Domdanen haben spezifische Teilfunktionen, die zusammen die Gesamt-
funktion des Proteins bestimmen. Es war daher naheliegend, anzunehmen, dass Cluster selte-
ner Codons in Verbindungssequenzen zwischen Doméanen liegen. Das wirde die Translation
in diesen Bereichen verlangsamen und der bereits synthetisierten Domane Zeit geben, sich
korrekt zu falten, bevor weitere Teile des Proteins synthetisiert werden. Chaney et al. (2017)
zeigten aber, dass die Cluster der seltenen Codons innerhalb von Doméanen liegen. Dies be-
deutet, dass im Laufe der Evolution nicht nur die Aminosduresequenzen homologer Proteine
beibehalten werden mussten, um die Funktion dieser Proteine zu gewahrleisten, sondern auch,
dass Aminosauren an bestimmten Positionen im Protein in der mRNA durch seltene und nicht
durch haufige synonyme Codons codiert werden missen. Es geht also um die Frage, ob es im
Laufe der Evolution einen Selektionsdruck gegeben hat, der bewirkt hat, dass Aminosauren an
bestimmten Positionen im Protein durch seltene Codons codiert werden.

Kirchner et al. (2017) untersuchten die durch einen synonymen Polymorphismus veranderte
Funktion eines Proteins (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator, CFTR), wel-
ches in der Zellmembran integriert ist und einen Anionenkanal, in diesem Fall einen Chlorid-
kanal, bildet. Die Dysfunktion dieses Kanals vermindert den Transport von Cl-lonen vom Zellin-
neren nach auken und ist die Ursache von Cystischer Fibrose (Mukoviszidose). Die Autor*innen
untersuchten einen synonymen Polymorphismus T2562G, bei dem das Codon ACU der Ami-
nosaure (Threonin) durch das synonyme Codon ACG ersetzt wird. Der Austausch des Codons
ACU durch das synonyme Codon ACG verandert die lokale Translationsgeschwindigkeit, wo-
durch die Stabilitat und Funktion des CFTR-Proteins beeintrachtigt wird. Das veranderte Codon
paart mit einem Anticodon einer tRNA, die nur in geringer Menge zur Verfligung steht und die
besonders selten in humanen Bronchialepithelzellen vorkommt — im Gegensatz zu anderen Ge-
weben. Daraus leiten die Autor*innen einen gewebespezifischen Effekt ab.

Der Wildtyp ACU mit der tRNA mit dem Anticodon AGU hat eine hohe Translationsgeschwindig-
keit. Das mutierte Codon ACG mit der tRNA mit dem Anticodon CGU hat eine niedrige Transla-
tionsgeschwindigkeit, da die entsprechende tRNA nur in geringer Konzentration vorhanden ist.
Kirchner et et al. (2017) nehmen an, dass der T2562G-Polymorphismus, sofern er gemeinsam
mit Missense-Mutation vorkommt, das Potential hat, die Schwere der Krankheit zu modifizieren.
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Rauscher et al. (2021) beschreiben einen positiven epistatischen Effekt zwischen dem T2562G-
Polymorphismus und einer in der Nahe auftretenden Missense-Mutation. Die Autor*innen stel-
len fest, dass dieser die Folgen der Missense-Mutation weitestgehend aufhebt, obwohl beide
einzeln schadliche Effekte — wie fehlerhafte Faltung und verminderte Funktion des Kanals —
haben.
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7 Erweiterte Codierung und Verwendung
synonymer Codons in der synthetischen
Biologie

71 Codon-Optimierung

Viele Proteine wie Insulin, manche Wachstumsfaktoren, Hormone, Antikérper oder Gerinnungs-
faktoren werden heute synthetisch hergestellt. Friher wurden viele dieser Medikamente aus
Schlachtabfallen (Insulin beispielsweise aus dem Pankreas von Schweinen oder Rindern) oder
auch aus menschlichem Blutplasma hergestellt (Geschichte der Diabetologie, Wikipedia). Wachs-
tumshormone wurden sogar aus den Hypophysen (Hirnanhangdrlisen) Verstorbener extrahiert.
Die Gefahr einer Kontamination mit Erregern (z. B. Hepatitis C), Prionen oder allergischer Reaktio-
nen auf artfremdes Eiweifs bei nicht ausreichender Reinigung, war relativ grofk. Es werden daher
zunehmend andere Methoden verwendet (Ein Medizinskandal vor Gericht, NZZ online, 2008).

Einfache Molekiile konnen unter Umstanden vollstdndig chemisch synthetisiert werden. Bei
komplizierten Strukturen, etwa Hormonen, Antikdrpern oder Impfstoffen wird zunehmend eine
Produktion mittels heterologer Genexpression gewahlt. Dies ist jedoch noch nicht bei allen
Substanzen maoglich. Die heterologe Genexpression geschieht meist durch Einschleusen von
humanen Genen in andere Organismen wie E. coli oder Hefe (saccharomyces cerevisiae). In Bio-
reaktoren konnen relativ einfach und kostenglinstig groke Mengen des gewlinschten mensch-
lichen Proteins im industriellen Malsstab produziert werden.

18 der 20 kanonischen Aminosauren werden durch mehr als ein synonymes Codon codiert.

Ausnahmen sind Methionin und Tryptophan, die beide nur durch jeweils ein Codon codiert wer-
den. Fur jede Spezies lasst sich bestimmen, welche der synonymen Codons einer bestimmten
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Aminosaure haufiger oder seltener verwendet werden (codon bias). Dieser Codon-Bias ist spe-
zies-spezifisch und unterscheidet sich mitunter erheblich vom Codon-Bias anderer Spezies Ins-
besondere unterscheidet sich der Codon-Bias zwischen humanen und bakteriellen Zellen wie

E. coli oder der Hefe, die haufig in Bioreaktoren verwendet werden.

Um die Ausbeute eines biotechnologisch herzustellenden menschlichen Proteins zu erhdhen,
werden Codons, die im Zielorganismus (Hefe, E. coli etc.) selten vorkommen, gegen solche syno-
nyme Codons ausgetauscht, die im Zielorganismus haufig sind und daher eine effiziente Expres-
sion gewahrleisten. Dieser Vorgang wird als Codon-Optimierung (codon optimization/optimisa-
tion) bezeichnet. Obwohl die Ausbeute erhoht wird, kann dieses Verfahren die Sicherheit und
Wirksamkeit der hergestellten Proteine und Impfstoffe stark beeintrachtigen (Mauro & Chappell,
2014).

Es gibt inzwischen zahlreiche Firmen, die Codon-Optimierungen fir verbesserte Expression in
Zielorganismen anbieten. Diese Optimierungen erfolgen ausschlieRlich durch Computeralgo-
rithmen. Eurofins Scientific mit Sitz in Luxemburg bietet Optimierungen mittels der optimisation
software GENEius an, oder auch Thermofisher scientific mit Invitrogen GeneArt Gene Synthesis,
um nur zwei zu nennen. Es kénnen in allen Fallen Sequenzen direkt Uber die Webseite hoch-
geladen werden mit Angabe eines Zielorganismus.

Mauro & Chappell bemangelten 2014, dass die verwendeten Programme sehr unterschied-
liche Optimierungsstrategien anwenden, wie die ausschlielliche Verwendung der haufigsten
Codons oder das ausschlielliche Ersetzen der seltensten Codons. Inzwischen kdnnen jedoch
bei den meisten Firmen, die Optimierungssequenzen anbieten, vom Auftraggeber einige Para-
meter bezlglich der zu ersetzenden Codons ausgewahlt werden.

7.2 Codon-Harmonisierung

Da bei der Codon-Optimierung, bei der alle seltenen Codons durch hdufige ersetzt werden,
Probleme auftreten konnen, wurde ein neuer Ansatz entwickelt: die sogenannte Codon-Har-
monisierung. Laut Angov et al. (2008) werden hierbei synonyme Substitutionen vorgenommen,
sodass die Abfolge von seltenen und haufigen Codons des Ursprungsorganismus — zumindest
in manchen Bereichen — direkt auf den Zielorganismus Ubertragen wird (sieche Abbildung 71).
Dadurch versucht man, die Produktionsbedingungen des Proteins im Zielorganismus an jene
des Ursprungsorganismus anzupassen.
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Ursprungsorganismus
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*** harmonisierte mMRNA, mit der an den Zielorganismus angepasster Verteilung haufiger und seltener Codons

[ Exons Ursprungsorganismus I Exons Zielorganismus ~ M Exons harmonisiert

Abb. 7.1 Darstellung der Codon-Harmonisierung ftir heterologe Genexpression.

Nach der Identifizierung von Clustern von Codons, welche langsam translatiert werden, und ein-
zelnen Codons, die eine Pause in der Translation bewirken, wurden die Codons im Gen durch
synonyme Codons ersetzt, welche im Zielorganismus (hier E. coli) ebenfalls langsam translatiert

werden bzw. eine Pause in der Translation hervorrufen.

Es zeigte sich, dass haufig verwendete synonyme Codons mit héher geordneten Protein-Doma-
nen wie a-Helix und B-Faltblatt assoziiert sind. Seltene Codons kommen vor allem bei den Ver-
bindungsstlicken (loops) zwischen den a-Helix und -Faltblatt-Bereichen vor und sie codieren
aulkerdem flir Aminosauren mit sperrigen hydrophoben Seitenketten. Dies zeigt deutlich, dass
solche Codons bevorzugt an solchen Stellen vorkommen, an denen sich die Struktur andert und

die wichtig fur die korrekte Faltung des Proteins sind.

Wright et al. veroffentlichten 2021 einen weiter entwickelten Algorithmus namens CHARMING
(fur Codon HARMonizING), um mRNA-Sequenzen fir heterologe Genexpression zu optimieren.
Dieser Algorithmus definiert den Codon-Bias genauer und auch die angenommene Konzentration
der tRNA fiir die einzelnen Codons wird beriicksichtigt. Je nach spezifischer Anwendung kénnen
unterschiedliche Harmonisierungsstrategien vorteilhafter sein. So kann beispielsweise der Co-
don-Bias Uber das gesamte Gen oder nur uber ein Sliding-Window anpassbarer Lange bestimmt
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werden. Die Beurteilung, ob ein Codon bezliglich der Translationseffizienz als optimal anzusehen
ist, kann ebenfalls anhand unterschiedlicher Kriterien beurteilt werden:

+ Der CAl (Codon Adaption Index) ermittelt jene Codons, die mit der grokten Haufigkeit in
hoch exprimierten Genen auftreten (Sharp & Li, 1987).

« Der tAl (tRNA Adaptation Index) ermittelt die Haufigkeit der Codons basierend auf den
Konzentrationen der tRNAs mit den jeweiligen Anticodons (dos Reis, 2004).

« Der %MinMax-Index ermittelt die haufigsten Codons bezogen auf alle open reading
frames des gesamten Genoms eines Organismus (Rodriguez et al., 2017).

Ein weiteres wichtiges Unterscheidungskriterium bezliglich der Harmonisierung ist die Eintei-

lung synonymer Codons in

« absolut hdufige Codons — wobei mit der Haufigkeit aller Codons verglichen wird und
« relativ hdufige Codons — wobei nur mit der Haufigkeit der synonymen Codons fir eine ein-

zige Aminosdaure verglichen wird.

Der von Wright et al. (2021) entwickelte CHARMING-Algorithmus harmonisiert eine Sequenz in
einem iterativen Prozess. Vor Beginn der Berechnungen muissen verschiedene Parameter an-
gegeben werden, wie die zu harmonisierende Sequenz, welche Art der Codon-Harmonisierung
verwendet werden soll, die Grolke des Sliding-Windows sowie die Codon-Usage-Tabellen des
Ursprungs- und Zielorganismus. Aulkerdem kann auf Wunsch des Auftraggebers auch ein Set

verschiedener Harmonisierungen berechnet werden.

1.3 mRNA-Impfstoffe

Im Dezember 2019 wurde eine neuartige Lungenkrankheit in China gemeldet. 2020 wurde das
Virus als ein Beta-Coronavirus identifiziert, wie SARS (Severe acute respiratory syndrome coro-
navirus) und MERS (Middle East respiratory syndrome coronavirus), (Robert-Koch-Institut, Steck-
brief, online). Die Sequenz des neuen Virus, das in der Folge als SARS-CoV-2 bezeichnet wurde
(Severe acute respiratory syndrome coronavirus type 2), war bereits wenige Wochen nach Aus-
bruch der Krankheit offentlich zuganglich. Hierbei handelt es sich um ein membranumhdilltes
einstrangiges RNA-Virus mit positiver Leserichtung (+ssRNA). Aus der Hille des SARS-CoV-
Virus ragen spikeformige Glykoproteine (Spike-Proteine) nach auken, welche die rezeptorbin-
dende Domane tragen (DocCheck Flexikon, online).

Als Impfstoff wird ausschlielich eine synthetisch hergestellte, 4284-Nucleotid-lange RNA ver-
wendet, deren Sequenz mit jener des kompletten Spike-Proteins des SARS-CoV-2-Virus uber-
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einstimmt. Da es sich nur um einen kleinen Teil des gesamten Virus-RNA Genoms handelt, kann
dieser Impfstoff keine Infektion hervorrufen.

Der mRNA-Impfstoff wird in Lipid-Nanopartikel (LNP) verpackt, um in die Zelle eingeschleust
werden zu kénnen, wo er, wie eine normale mRNA, durch Ribosomen in das Spike-Protein
translatiert wird. Damit die Impfstoff-RNA von der Zelle nicht als fremd erkannt wird, werden
eine Kappe (cap), eine 5-UTR, eine 3-UTR (untranslatierte Region) sowie ein Poly-A-Schwanz
angehangt (Hildt, 2022; Patentanmeldung W02022223617 (A1)).

Die Biochemikerin Katalin Kariké und der Immunologe Drew Weissman bekamen 2023 den No-
belpreis flir Medizin oder Physiologie fur ihre Forschungen, die mRNA so zu modifizieren, dass
sie vom menschlichen Immunsystem nicht als fremd erkannt wird und daher nicht sofort abge-
baut wird. Dies erreichten sie dadurch, dass sie alle Uridin-Nucleotide durch N1-Methyl-Pseudo-
uridin-Nucleotide (m1W) ersetzten. Dadurch kann eine ausreichende Menge des Spike-Proteins,
beispielsweise des Spike-Protein des Sars-CoV-2-Virus, von den zelluldren Ribosomen erzeugt
werden, um das Immunsystem zur Bildung von Antikérpern gegen das Spike-Protein anzuregen
(Sahin et al., 2014). Abbildung 7.2 zeigt die Umwandlung von Uridin in N1-Methyl-Pseudouridin.

NH HNT “NH N7 “NH
HO | N/gO HO A 0 HO N 0
0 - o) - o)
¥ - Synthase
OH OH OH OH OH OH
Uridin Pseudouridin N1-Methyl-Pseudouridin

Abb. 7.2 Umwandlung von Uridin in N1-Methyl-Pseudouridin (Morais et al., 2021, modifiziert)

Die modifizierten Codons der RNA, bei welchen U durch m1W ersetzt wird, codieren jeweils flr
die selbe Aminosdure wie das urspriingliche Codon. In der internationalen Patentanmeldung
W02022223617 (A1) von Pfizer (siehe espacenet) wird angegeben, dass die Impfstoff-RNA aus-
schlieBlich m1W statt Uridin enthalt. Aukerdem wurde eine Codon-Optimierung vorgenommen.

The RNA does not contain any uridines; instead of uridine the modified N1-met-
hylpseudouridine is used in RNA synthesis.
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Zudem kommt am Ende der mRNA jeweils ein doppeltes Stopp-Codon WGA WGA statt eines
UAA zum Einsatz, um ein versehentliches read-through zu verhindern (Berthub online, Morais
et al., 2021).

Die Modifikation der in der mRNA vorkommenden Uridine zu m1W hat allerdings auch Nachteile.
So wurde eine +1 Rasterverschiebung beobachtet. Dadurch ergeben sich bei Verwendung von
m1W vorzeitige Stopp-Codons und damit verklrzte Proteine (Tursi & Weiner 2023; Mulroney
et al. 2024). Die Rasterverschiebungen werden durch sogenannte Slippery-Sequenzen in der
mMRNA hervorgerufen, das sind drei aufeinanderfolgende N1-Methyl-Pseudouridin-Nucleotide
m1¥ MW m1W¥, an denen das Ribosom entlang gleitet und das Raster verliert (Mulroney et al.
2024). Dies dhnelt dem in Kapitel 6.5.1 beschriebenen Ribosom-Sliding entlang einer Sequenz

aus mehreren AAA-Codons.

Tursi & Weiner (2023) stellen fest, dass bei m1WU-Modifikationen in acht Prozent der Félle diese
+1 Rasterverschiebung vorkommt, woraus falsch gefaltete, verklrzte oder anderweitig veran-
derte Proteine resultieren konnen, die ebenfalls eine eigene Immunantwort hervorrufen kon-
nen. Dies kommt aber bei anderen untersuchten Modifikationen wie z.B. bei 5-Methyl-Cytidin
nicht vor. Da es mehrere Slippery-Sequenzen in der Spike-Protein-RNA gibt, ergeben sich auch
mehrere falsche und daher verkirzte Proteine.

Mulroney et al. (2024) ersetzten in den Slippery-Sequenzen (m1¥ m1W¥ m1W) einzelne Codons
durch synonyme Codons. Dadurch gab es keine drei aufeinanderfolgenden m1W-Pseudouridin-
Nucleotide mehr, wodurch das Gleiten des Ribosoms verhindert wurde und keine verkirzten
Proteine mehr auftraten. Dabei kann die m1¥ m1W m1W Sequenz innerhalb eines Codons auf-
treten, was Phenylalanin codiert. Diese Sequenz kdnnte beispielsweise durch m1¥ m1W C, das
ebenfalls fur Phenylalanin codiert, ersetzt werden. Sofern die drei m1W¥ zu verschiedenen Co-
dons gehoren (N m1¥W m1¥ — m1W¥ N N) geniigt es eines der Codons durch ein synonymes zu

ersetzen.

Zhang et al. (2023) haben einen neuen Algorithmus zum Optimieren einer mMRNA-Sequenz flr
Impfungen gegen Sars-CoV-2 entwickelt. Wichtigste Herausforderungen sind die geringe Effi-
zienz, die Instabilitat der mRNA und die Notwendigkeit, die zelluldre Immunantwort der Zellen,
die den mRNA-Impfstoff aufgenommen haben, zu umgehen, und die optimale Codon-Verwen-
dung, um eine erhdhte Expression zu erzielen. Das Ziel ist es, eine starke Immunantwort des
Immunsystems des menschlichen Organismus gegen das Spike-Protein hervorzurufen. Hierbei
sollte keine zelluldare Immunantwort der Zellen, die den RNA-Impfstoff aufgenommen haben,
auftreten. Diese Zellen konnten den mRNA-Impfstoff als fremd erkennen und abbauen. Die
Impfstoff-mRNA muss das Cytoplasma der Zellen nicht nur unbeschadet erreichen, sondern
auch lange genug Uberleben, um gentigend Antigen fir eine Immunantwort zu bilden (Blakney,
2023).
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Der von Zhang et al. (2023) entwickelte Algorithmus namens linear design ermdglichte eine Be-
rechnung der optimalen Codonverteilung fur das Spike-Protein von Sars-CoV-2 innerhalb von
elf Minuten. Aukerdem konnte der Antikorpertiter bei Mausen auf das 128-fache erhoht werden,

was durch Tests bewiesen wurde.

Zhang et al. verwendeten lattice parsing, ein Verfahren, das auch in der Linguistik angewendet
wird und wobei die lineare Anordnung in einzelne Abschnitte zerlegt wird. Mit dieser Methode
werden solche Sequenzen gesucht, die die grofkte grammatikalische Korrektheit aufweisen.
In einem ersten Schritt wird auf die Minimum-Free-Energy-Change (MFE) und den Codon-Ad-
aption-Index (CAl) optimiert. Je geringer die beiden sind, desto stabiler ist die mMRNA (Blakney,
2023; Zhang et al., 2023).

Die Wildtyp-RNA enthéalt nur lineare Bereiche, wahrend die optimierte RNA viele doppelstrangi-
ge Bereiche enthélt (Loops, Hairpins), wodurch sie von Nucleasen weniger angreifbar wird und
daher stabiler ist. Insgesamt muss eine Balance zwischen Stabilitdt und Codon-Optimalitdt ge-
funden werden, da diese gegenlaufig sein konnen. Die bisherigen proprietdren Programme der
verschiedenen Unternehmen bezogen sich nur auf die grokere Expression, beriicksichtigten
aber die mRNA-Stabilitat nicht (Blakney, 2023).

Zhang et al. testeten die aufgrund ihrer Algorithmen berechneten Impfstoffe in vivo nur an Mau-
sen. Blakney (2023) bemangelt, dass die herausragenden Ergebnisse jedoch nicht direkt auf
den Menschen Ubertragbar seien, da das angeborene Immunsystem der Mause, im Gegensatz
zu jenem von Menschen, schwéacher ist, was die Reaktion auf fremde RNA betrifft. Aukerdem
seien weder die 5-UTR noch die 3-UTR-Bereiche bei der Modifizierung berlcksichtigt worden.

7.4 Umprogrammieren des genetischen Codes

Kinstliche Veranderungen des genetischen Codes und Einbau nicht-kanonischer Aminosauren
in Proteine er6ffnen neue Mdoglichkeiten, Proteine mit bisher nicht bekannten Eigenschaften
zu synthetisieren, die bisher im Laufe der Evolution noch nicht aufgetreten sind. Hierzu wer-
den verschiedene Ansatze gewdahlt wie das Umprogrammieren von Stopp-Codons oder das
Umprogrammieren von einigen synonymen Codons einer der 20 kanonischen Aminosauren,
dem Erhdhen der Anzahl der zwei vorhandenen Basenpaare durch Synthese zuséatzlicher neuer
Basenpaare oder dem Erweitern der Codonlénge von drei (Triplett-Code) auf vier (Quadruplett-

Code) Basen.
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7.41 Beladung von tRNAs mit einer Aminosaure

Unabhangig davon, welcher Ansatz gewadahlt wird, muss eine tRNA mit der entsprechenden
nicht-kanonischen Aminosaure (ncAA, non canonical Amino Acid) beladen werden, ob es sich
nun um eine natlrlich vorkommende nicht-kanonische oder eine synthetische Aminoséure han-
delt. Zur Beladung einer tRNA mit einer Aminosaure ist ein Enzym namens Aminoacyl-tRNA-
Synthetase (aa-tRNA-Synthetase) ndtig. Dieses Enzym hat mehrere wichtige Bindungsstel-
len, eine spezifische Bindungsstelle fir eine der 20 kanonischen Aminosauren und eine zur
Bindung einer unbeladenen tRNA mit dem entsprechenden Anticodon. Fir jede kanonische
Aminosaure gibt es genau eine aa-tRNA-Synthetase, also insgesamt 20.

An der zweiten Bindungsstelle der aa-tRNA-Synthetase bindet eine tRNA mit einem bestimmten
Anticodon, welches jener Aminosaure entspricht, die an der ersten Bindungssstelle bindet. Die-
se Bindungsstelle flr die tRNA ist aber weniger spezifisch, wodurch mehrere tRNAs gebunden
werden kdnnen, die entsprechende Anticodons flir alle synonymen Codons flir eine bestimmte
Aminosaure haben (Isoakzeptoren). Abbildung 7.3 zeigt die aa-tRNA-Sythetase ohne und mit
Bindung an Ihre Aminosaure und die dazugehdrige tRNA.

:] spezifische

e Bindungsstelle fur eineAS

- weniger spezifische Transfer-
Bindungsstelle fur tRNA RNA
%, —— Bindungsstelle fiir ;== Anticodon
das zugehdrige E—
aa-tRNA- Anticodon aa-tRNA-
Synthetase Synthetase
| é{,ﬂ?&igggtRNA_ I Transfer-RNA @ Amino-  _ Anti-
(aa-tRNA-Synthetase) (IRE) saure Cocer
. Bindungsstelle .. Bindungsstelle ,' Bindungsstelle fiir
fir tRNA fiir Anticodon «~ Aminosaure (AS)

Abb. 7.3 Aminoacyl-tRNA-Synthetase mit Bindungsstellen, ohne und mit Beladung durch eine Amino-

sdure und eine tRNA.

Es gibt nicht flir jedes Codon eine eigene tRNA sondern es sind aufgrund der Wobble-Paarung
weniger als die moglichen 61 (Anzahl der Codons abziiglich dreier Stopp-Codons). Die Anzahl
der tRNAs mit unterschiedlichen Anticodons variiert von Spezies zu Spezies, so gibt es beim
Menschen tRNAs mit Anticodons fur 48 der 61 moglichen Codons (Alberts et al., 2021, S. 272).
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Da die Zahl der tRNAs zwischen 20 (Anzahl der kanonischen Aminosauren) und 61 (Anzahl der
Codons flir die kanonischen Aminosauren) liegt, gibt es einige tRNAs, die mit mehreren Codons
paaren konnen (Wobble-Effekt) und einige Aminosauren, fir die mehrere tRNAs zur Verfligung
stehen (Alberts et al., 2021, S. 272).

ATP Beladen der Synthetase Abspalten von
® Pyrophosphat

%//'» ®
AS

@

AMP

AS

Beginn *

aa-tRNA-Synthetase

unbeladene

/I tRNA

Ribosom < r

Freisetzen der
mit passender
AS beladenen
tRNA

.. O Freisetzen von
Ubertragen

AMP
der AS auf
die tRNA
| é%:h%i;ggtRNA_ mit Aminos&ure beladene g&:gwi?odséureAun‘d Tranlsfer- Transfer-RNA
v ¥ Aminoacyl-tRNA -Synthetase SIS (ATl (tRNA)
(aa-tRNA-Synthetase) tRNA-Synthetase

mit Aminoséure bela- Amino- ATP Adenosin- AMP Adenosin- = g~ Pyro-
' dene Transfer-RNA séure Triphosphat Monohosphat G0 phosphat @ Phosphat

Abb. 7.4 Beladung einer Transfer-RNA mit einer Aminoséure mit Hilfe einer aa-tRNA-Synthetase (Doc-

Check Flexikon, Aminoacyl-tRNA-Synthetase, adaptiert).

Die aa-tRNA-Synthetase bindet zuerst an ihre spezifische Aminosdure (AS) sowie an ein Ade-
nosintriphosphat (ATP) als Energielieferant. Beim Aktivieren der AS geht diese unter Abspal-
tung eines Pyrophosphats (P-P) eine Saureanhydridbindung mit der aa-tRNA-Synthetase ein. Im
nachsten Schritt wird an die zweite Bindungsstelle der aa-tRNA-Synthetase eine unbeladene
tRNA gebunden, deren Anticodon komplementar zu einem der synonymen Codons fir die be-
reits gebundene Aminosaure ist. Die bereits an die aa-tRNA-Synthetase gebundene Amino-
saure wird unter Abspaltung des verbliebenen Adenosinmonophosphats (AMP) auf das 3‘-Ende
der tRNA Ubertragen, wo sie eine kovalente Esterbindung eingeht. Die mit ihrer Aminosaure
beladene tRNA wird freigesetzt und kann nun am Ribosom zur Verlangerung der Aminosaure-
kette verwendet werden (siehe Kapitel 110.2). Die aa-tRNA-Synthetase kann nun erneut an eine
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weitere spezifische Aminosaure binden und eine weitere entsprechende tRNA mit dieser be-
laden (DocCheck Flexikon, Aminoacyl-tRNA-Synthetase), (Alberts et al., 2021, S. 272).

7.4.2 Beladung von tRNAs mit einer nicht-kanonischen Aminosaure

Um nun nicht-kanonische Aminosauren in ein Protein einbauen zu kdnnen, muss zuerst eine
aa-tRNA-Synthetase an die neue Aminosaure und die dazugehdrige tRNA angepasst werden.
Es muss ein orthogonales System aus einer ncAA, einer angepassten aa-tRNA-Synthetase und
einer tRNA erzeugt werden.

Orthogonal bedeutet, dass die neue (orthogonale) tRNA nicht von den urspriinglich vorhan-
denen aa-tRNA-Synthetasen erkannt werden darf, dass die vorhandenen tRNAs nicht durch
die neue Synthetase beladen werden dirfen (Hahn et al., 2013) und dass die neue, angepass-
te aa-tRNA-Synthetase ausschlieBlich die gewlinschte ncAA, nicht aber eine der kanonischen
Aminosauren akzeptiert. Dies wird dadurch erreicht, dass im aktiven Zentrum von Synthetasen
viele Mutationen erzeugt werden, aus denen durch Selektion passende Synthetasen ausgwahlt

werden.
7.4.3 Umprogrammieren von Stopp-Codons oder Sense-Codons

Wenn das Ribosom im Rahmen der Proteinsynthese an das Stopp-Codon in der mRNA gelangt,
wird das fertige Protein mit Hilfe von Releasefaktoren freigesetzt, die statt einer tRNA an die
A-Stelle am Ribosom binden. Bei Prokaryoten kommen dabei fiir die drei Stopp-Codons zwei
verschiedene Releasefaktoren zum Einsatz, Releasefaktor 1 (RF1) und Releasefaktor 2 (RF2). Fir
Prokaryoten gilt (Buttlar et al., 2020, S. 129):

Stopp-Codon

TGA opal X
TAA ochre X X
TAG amber X

Soll nun ein Stopp-Codon als Codon flr eine ncAA innerhalb einer Protein-codierenden Se-
quenz verwendet werden, so muss auch der jeweilige Releasefaktor (RF1 bzw. RF2) geandert
bzw. auRer Kraft gesetzt werden, weil der Releasefaktor bei jedem Vorkommen des Stopp-Co-
dons in der codierenden Sequenz zum Abbruch der Proteinsynthese an dieser Stelle und zur
Freisetzung eines unvollstandigen Proteinfragments flihren wiirde.

Aus der Tabelle ergibt sich, dass bei Prokaryoten wie E. coli zwei Stopp-Codons, von jeweils
nur von einem der beiden Releasefaktoren erkannt werden (TGA, TAG). Nur diese kdnnen flr
ncAA umprogrammiert werden. Fur das Stopp-Codon TAA mussten beide Releasefaktoren au-
Rer Kraft gesetzt werden. Dann wiirde aber kein Releasefaktor flir die regulére Beendigung
der Proteinsynthese am Ende der codierenden Sequenz mehr zur Verfliigung stehen. Das TAG-
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Stopp-Codon ist das am seltensten vorkommende Stopp-Codon in E. coli und wird daher oft zur
Einfihrung von ncAA verwendet (Cui et al., 2020).

Fredens et al. (2019) ersetzten in allen Genen eines bestimmten E.-coli-Stammes, deren codie-
rende Sequenz mit einem TAG-Stopp-Codon endet, dieses durch ein anderes Stopp-Codon.
Das war notwendig, weil sonst in Abwesenheit von RF1 die Synthese der von diesen Genen
codierten Proteine nicht korrekt am Stopp-Codon beendet wiirde. Dies wurde durch die Total-
synthese des E.-coli-Genoms (4 Mbp) erreicht (Fredens et al., 2019).

In dem von Robertson et al. (2021) verwendeten E.-coli-Stamm wurden durch Totalsynthese des
Genoms nicht nur alle TAG-Stopp-Codons durch andere Stopp-Codons ersetzt, sondern es wur-
den auch zwei der synonymen Serin-Codons aus dem Viererblock (TCG und TCA) durch andere
der verbleibenden synonymen Serin-Codons ersetzt. Das Gen fir RF1 wurde ebenfalls entfernt.
Auch die Gene fir tRNA®__ und fir tRNA®" _ wurden entfernt. Es ist in diesem Fall darauf zu
achten, dass die Gene fir alle tRNAs, die TCG und TCA decodieren konnen, entfernt werden.
Daruber hinaus mussen aber flr die verbleibenden synonymen Codons noch tRNAs zur Ver-
figung stehen. Es ist daher nicht moglich, beliebige synonyme Codons zur Reprogrammierung

auszuwahlen.

Aus Abbildung 7.5 (Cui et al., 2020) ist ersichtlich, welche der synonymen Codons beispiels-
weise fur Serin zum Umprogrammieren in Frage kommen konnen. Es sind in diesem Schema
sowohl die Codons als auch die zugehdrigen tRNAs eingetragen. Daraus ergibt sich, dass die
Serin-Codons TCA und/oder TCG zum Umprogrammieren geeignet sind. Der Stern (*) in der
Tabelle zeigt die Anderung des Nucleotids der tRNA an Position 34 an und entspricht somit der
Wobble-Position.
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The genetic code and its decoding tRNA isoacceptors of E. coli

Abb. 7.5 Darstellung aller synonymen Codons sowie der tRNA-Isoakzeptoren von E. coli (Cui et al.,
2020, adaptiert). Sterne (*) zeigen die Anderung des jeweiligen Nucleotids der tRNA an Position 34 an

und entpsrechen somit der Wobble-Position.

Nachdem die beiden Serin-Codons TCG und TCA sowie das Stopp-Codon TAG frei sind, kbnnen
diese neuen ncAAs zugeordnet werden, indem durch Mutation und Selektion neue orthogona-
le Synthetasen (0-aa-tRNA-Synthetasen) geschaffen werden, welche zu diesen ncAA passen,
und es werden auch neue o-tRNAs (orthogonale tRNAs) geschaffen, welche ausschlielleich an
die o-aa-tRNA-Synthetase binden konnen.

Es wurde also ein orthogonales System aus ncAA, tRNA und aa-tRNAA-Synthetase erzeugt,
wobei die 0-aa-tRNAA-Synthetase (orthogonale aa-tRNA-Synthetase) nicht an die Serin-tRNAs
fur die verbleibenden synonymen Codons binden kann und umgekehrt die urspriinglichen
aa-tRNA-Synthetasen weder an die neuen ncAAs noch an die o-tRNA binden kénnen.

Werden ubrigens in einem E.-coli-Genom das Gen flir einen Releasefaktor flir ein Stopp-Codon
sowie die Gene fir die tRNA>"__ und flr die tRNAS*" _ entfernt, so kann ein Ribosom diese
Codons nicht mehr erkennen. Das Ribosom bleibt beim ersten Codon, welches es nicht mehr
erkennen kann, stehen, sodass eine Infektion von diesem veranderten E.-coli-Stamm beispiels-
weise mit einem T6-Phagen (ein Enterobacteria Phage, der E. coli infiziert) oder mit anderen
Phagen keinerlei Auswirkung mehr hat. Der mutierte E.-coli-Stamm ist gegen Phagen-Infektio-
nen resistent.
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Fir die biotechnologische Synthese von Proteinen mit vollig neuen Eigenschaften wird es von
Vorteil sein, viele unterschiedliche ncAA einbauen zu kénnen. Ein grofkes Problem besteht da-
rin, dass nur sehr wenige Codons befreit werden konnen, sodass die Mdglichkeiten, mehrere
unterschiedliche ncAA gleichzeitig einbauen zu kdonnen, begrenzt sind. Eine Forschungsrich-
tung forscht daran, den genetischen Code dahingehend zu erweitern, dass Codons mit vier
Basen Lange (Quadruplett-Codons) verwendet werden, welche aber ausschlieRlich die vier be-
kannten Basen (A, T, G, C) verwenden. Dadurch ergeben sich 44 = 256 unterschiedliche Co-
dons, die zur Verfligung stehen.

Hierzu mussen wieder orthogonale Syteme aus o-tRNAs mit dazugehdrigen ncAAs, o-aa-tRNAA-
Synthetasen, geschaffen werden. Weiters miissen die Ribosomen derart angepasst werden,
dass diese einen Quadruplett-Code lesen konnen (Chen & Schindlinger, 2010; Neumann et al.,
2010; Guo & Niu, 2022). Orthogonale Ribosomen missen eine veranderte Ribosom-Bindungs-
stelle (RBS, ribosome binding site) erkennen konnen, also jenen Bereich der mRNA, an den das
Ribosom bei der Translationsinitiation bindet (DocCheck Flexikon, ribosomale Bindungsstelle)
und umgekehrt dirfen nur mRNAs mit der mutierten RBS von den orthogonalen Ribosomen
translatiert werden. In diesem Fall muss aber — wegen des neuen fixen Leserasters von vier

Basen Lange — die gesamte DNA neu synthetisiert werden.

Weitere Moglichkeiten der synthetischen Biologie bestehen darin, zusatzliche Basenpaare ein-
zuflihren wie beispielsweise beim Hachimoji-Code (siehe Kapitel 2). Dieser hat insgesamt acht
Nucleobasen, die vier bekannten Basen (A, T, C, G) sowie vier zusatzliche Basen (Z, P, S, B).
P und B sind Purin-Analoge, Z und S Pyrimidin-Analoge, sodass P mit Z und B mit S Watson-
Crick-ahnliche Basenpaare bilden konnen. Die Codierung mittels Tripletts wird aber beibehal-
ten (Hoshika et al., 2019). Dadurch kénnen 83 = 512 unterschiedliche Codons (Tripletts) gebildet
werden (zusatzliche Basen siehe Anhang, Hoshika et al., 2019).

Ein ahnlicher Ansatz wird von Zhang et al. (2017) und Dien et al. (2018) verfolgt, die ein zusatz-
liches nicht-kanonisches Basenpaar verwenden (zusammen mit den vier kanonischen Basen
ergeben sich 63 = 216 mogliche Triplett-Codons). Sie konnten zeigen, dass das zusétzliche Ba-
senpaar in lebenden Zellen bei der Replikation der DNA, der Transkription und der Translation
am Ribosom toleriert wird.
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8 Ausblick

Durch den groken Erfolg der mRNA-Impfstoffe wahrend der Covid-19-Pandemie hat die For-
schung einen massiven Aufschwung erlebt. Viele Firmen forschen daran, diese Technik an
andere Virusinfektionen wie beispielsweise an die Influenza zu adaptieren. Florian Krammer,
namhafter Vakzinologe an der Universitat Wien, entwickelt mit seinem Team einen universellen
Influenzaimpfstoff. Genau wie der Virologe Christian Drosten von der Berliner Charité sieht auch
er in der Vogelgrippe das Potential fur eine neue Pandemie (MedUni Wien online, derStandard
online).

Die Ubergroke Menge an Kunststoffabfallen in der Umwelt hat Forscher dazu veranlasst, nach
effizienten Abbaumoglichkeiten zu suchen. Es wurden bereits mehrere naturlich vorkommende
Enzyme isoliert, die in geringem MafRe PET (Polyethylene-Terephthalat) angreifen kdnnen. Durch
gezielte Mutationen wird die Effizienz und die Eigenschaften der Enzyme, wie beispielsweise
bessere Temperaturstabilitat, verbessert (Richter et al., 2023). Die weitere Forschung erstreckt
sich auf unterschiedliche Kunstoffsorten.

Das Konzept der Click-Chemie erlaubt es, Synthesen modular und mit hohen Ausbeuten durch-
zuflhren, ohne eine aufwandige Totalsynthese durchfiihren zu missen. So kénnen beispielswei-
se Additionen an C-C-Mehrfachbindungen durchgefiihrt werden oder es kann durch eine Cyclo-
addition ein Funferring mit drei N-Atomen (Triazolring) hergestellt werden (Kunz, 2009; Ochoa &
Milam, 2020). Es ist bereits ein erstes Tumormedikament, das mittels Click-Chemie hergestellt
wurde, in einer ersten vorklinischen Studie (Srinivasan et al., 2023).

Die Kombination des Umprogrammierens von synonymen Codons oder Stopp-Codons um ge-

zielt ncAA in Polypeptide einzubauen, welche funktionelle Gruppen aus der Click-Chemie tra-
gen, eroffnet weitere Moglichkeiten (Saleh et al., 2019).
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Um Pflanzen resilienter gegen Stress zu machen, werden zunehmend biotechnologische Me-
thoden eingesetzt, wie RNA-Interferenz oder epigenetische Modifikatonen (Giudice et al., 2021).

Durch bessere Codon-Harmonisierung (siehe Kapitel 7), wird es mdglich sein, humane Enzyme/
Hormone mittels heterologer Genexpression herzustellen, die weniger Nebenwirkungen haben

als bisher.

Die Erweiterung des genetischen Codes durch Einfihren neuer komplementérer Basenpaare
erlaubt die Erhohung der Codierungsmoglichkeiten (siehe Kapitel 7). Durch Synthetisierung neu-
er orthogonaler Systeme konnen neue Arzneimittel entwickelt werden, die andere als die 20
codogenen Aminosauren, in Proteine einbauen konnen. Die Firma Sanofi mit Sitz in Paris und
Frankfurt am Main, arbeitet bereits an solch neuen Medikamenten, die mittels heterologer Gen-
expression in E. coli hergestellt werden sollen (Sanofi online).
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Einheiten

Basen-(Paare):

bp Basenpaare

kbp kilo Basenpaare (103 Basenpaare)
kb kilo-Basen (fuir Einzelstrang)

Mbp MegaBasenpaare (106 Basenpaare)
Mb Mega-Basen fiir Einzelstrang

Gbp Gigabasenpaare (109 Basenpaare)
Gb Giga-Basen fiir Einzelstrang

GroRen (Ldngen):

A Angstrém 10" m (alte Einheit)
1A= 01 nm

Mikrometer um/u 10° m

Nanometer nm 10° m

Picometer pm 10" m

Svedberg S (Sv)

nicht linearer Sedimentationskoeffizient fiir die GroRe von Teilchen in einer Ultrazentrifuge mit CsCl
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Anhange
Aminosauren

Liste der 20 kanonischen Aminosauren mit Einbuchstabencode und Dreibuchstabencode in alphabeti-

scher Reihenfolge:

Aminosaure Dreibuchstabencode Einbuchstabencode
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsaure Asp D
Cystein Cys C
Glutamin GIn Q
Glutaminséaure Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin lle |
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin (Start) Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Valin Val \
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Die naturlich vorkommenden 20 proteinogenen (kanonischen) Standard-Aminoséauren, gruppiert nach

physikalisch-chemischen Eigenschaften. (Wikipedia, https://de.wikipedia.org/wiki/Aminosauren, Ersteller:
sponk, gemeinfrei).
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| @ Bau der DNA

Codon Usage
Database

Data source

| NCBI-GenBank Flat File Release 160.0 [June 15 2007].
Data amount

35,799 organisms
3,027,973 complete protein coding genes (CDS's)

Announcement

| QUERY Box for search with Latin name of organism

Ihomo sapiens I
Case: Osensitive @ insensitive

e G O 8 www.kazusa.or.jp/codon/cgi-bin/showcodon.cgi?species=9606

©) Bau der DNA

Homo sapiens [gbpri]: 93487 CDS's (40662582 codons)

fields: [triplet] [frequency: per thousand] ([number])

UUU 17.6(714298) UCU 15.2(618711) UAU 12.2(495699) UGU 10.6(430311)
UUC 20.3(824692) UCC 17.7(718892) UAC 15.3(622407) UGC 12.6(513028)
UUA 7.7(311881) UCA 12.2(496448) UAA 1.0( 40285) UGA 1.6( 63237)
UUG 12.9(525688) UCG 4.4(179419) UAG 0.8( 32109) UGG 13.2(535595)

CUU 13.2(536515) CCU 17.5(713233) CAU 1@0.9(441711) CGU 4.5(184609)
CUC 19.6(796638) CCC 19.8(804620) CAC 15.1(613713) CGC 10.4(423516)
CUA 7.2(290751) CCA 16.9(688038) CAA 12.3(501911) CGA 6.2(250760)
CUG 39.6(1611801) CCG 6.9(281570) CAG 34.2(1391973) CGG 11.4(464485)

AUU 16.0(650473) ACU 13.1(533609) AAU 17.0(689701) AGU 12.1(493429)
AUC 20.8(846466) ACC 18.9(768147) AAC 19.1(7766@3) AGC 19.5(791383)
AUA 7.5(304565) ACA 15.1(614523) AAA 24.4(993621) AGA 12.2(494682)
AUG 22.0(896005) ACG 6.1(246105) AAG 31.9(1295568) AGG 12.0(486463)

GUU 11.0(448607) GCU 18.4(750096) GAU 21.8(885429) GGU 10.8(437126)

GUC 14.5(588138) GCC 27.7(1127679) GAC 25.1(1020595) GGC 22.2(903565)
GUA 7.1(287712) GCA 15.8(643471) GAA 29.0(1177632) GGA 16.5(669873)
GUG 28.1(1143534) GCG 7.4(299495) GAG 39.6(1609975) GGG 16.5(669768)
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Nucleobasen

Bezeichnung laut UPAC

https://iubmb.gmul.ac.uk/misc/naseq.html

Summary of single-letter code recommendationsNomenclature for Incompletely Specified Bases in Nuc-
leic Acid Sequences

Recommendations 1984

World Wide Web version Prepared by G. P. Moss

School of Physical and Chemical Sciences, Queen Mary University of London,

Mile End Road, London, E1 4NS, UK

Symbol Meaning Origin of designation

G G Guanine

A A Adenine

T T Thymine

C C Cytosine

R GorA puRine

Y TorC pYrimidine

M AorC aMino

K GorT Keto

S GorC Strong interaction (3 H bonds)
w AorT Weak interaction (2 H bonds)
H AorCorT not-G, H follows G in the alphabet
B GorTorC not-A, B follows A

\% GorCorA not-T (not-U), V follows U

D GorAorT not-C, D follows C

N GorAorTorC aNy
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Hachimoji-Basen

RNA- und DNA-Basen des Hachimoji-Codes (Hoshika et al., 2019).

R o H—N 4G R 470 H—N\ dP R C 7 \,
/H /H H
HeC O H—N 0 H—N Ne 0 H—
- / — / 7
2T N H— N NH N N N OH—N N
N—( L/ N Y RN A )N B
@R o Ryo A R_ N-H O
dT dA dS H dB Sy B
N / N /
e
In hachimoji DNA In hachimoji RNA

Fig. 1. The eight nucleotides of hachimoji DNA and hachimoji RNA are designed to form four size- and hydrogen bond-complementary pairs.
Hydrogen bond donor atoms involved in pairing are blue; hydrogen bond acceptor atoms are red. The left two pairs in each set are formed from the four
standard nucleotides (note missing hydrogen-bonding group in the A:T pair, a peculiarity of standard terran DNA and RNA). The right two pairs in each set
formed from the four new nonstandard nucleotides. Notice the absence of electron density in the minor groove of S, which has a NH (green) moiety.

are

151



	Danksagung
	Einleitung
	Zielsetzung und Methoden
	Zusammenfassung
	Summary
	1	Aufbau von DNA und RNA 
	1.1	Entdeckung der Struktur der DNA
	1.2	Aufbau von DNA und RNA
	1.3	Basen und deren Paarung in DNA und RNA 
	1.4	N-glykosidische Bindung
	1.5	Unterschiede von DNA und RNA
	1.6	Organisation der DNA 
	1.7	Aminosäuren, Peptide und Proteine
	1.8	Transkription 
	1.8.1	Ablesen und Übertragen der Information auf die mRNA
	1.8.2	Exons – Introns – Spleißen

	1.9	Aufbau und Funktion von Ribosomen 
	1.10	Translation
	1.10.1	Aufbau der tRNA
	1.10.2	Proteinsynthese mit Hilfe von Ribosomen


	2	Codierung 
	2.1	Codierung versus Verschlüsselung
	2.2	Kombinatorische Möglichkeiten der Codierung
	2.2.1	Annahmen
	2.2.2	Kombinatorische Überlegungen für Codons
	2.2.3	Unärer Code (eine Base) 
	2.2.4	Dualer Code (2 Basen)
	2.2.4.1	Einfachstrang, dualer Code, Codonlänge 1
	2.2.4.2	Einfachstrang, dualer Code, Codonlänge 2
	2.2.4.3	Einfachstrang, dualer Code, Codonlänge 3

	2.2.5	Doppelstränge 
	2.2.5.1	Doppelstrang beim Quasi-Unärcode
	2.2.5.2	Doppelstrang beim Dualcode
	2.2.5.3	Doppelstrang beim dreibasigen Code


	2.3	Anzahl der Codierungsmöglichkeiten 
	2.3.1	Anzahl der Codierungsmöglichkeiten beim dualen Code
	2.3.2	Anzahl der Codierungsmöglichkeiten beim ternären Code
	2.3.2.1	Morsecode

	2.3.3	Anzahl der Codierungsmöglichkeiten beim quartären Code 
	2.3.4	Anzahl der Codierungsmöglichkeiten beim fünfbasigen Code 

	2.4	Experimentelle Erweiterung um zusätzliche Basen
	2.4.1	Anzahl der Codierungsmöglichkeiten beim sechsbasigen Code 
	2.4.2	�Anzahl der Codierungsmöglichkeiten beim achtbasigen Code 
(Hachimoji-Code)

	2.5	�Redundanter Code – nicht redundanter Code. Ist der Code eindeutig?

	3	Der heute bekannte genetische Code
	3.1	Allgemeines
	3.2	Codonsonne – Synonyme Codons
	3.3	Unterschiedliche Häufigkeiten synonymer Codons
	3.4	Was bedeutet Redundanz – Code im Code
	3.5	Wobble-Hypothese

	4	Das Humangenomprojekt
	4.1	Preisverfall
	4.2	Nachfolgeprojekte

	5	Mutationen
	5.1	Ursachen von Mutationen
	5.2	Chromosomenmutationen
	5.2.1	Numerische Abweichungen
	5.2.2	Strukturelle Chromosomenmutationen

	5.3	Genmutationen
	5.3.1	Insertion
	5.3.2	Deletion
	5.3.3	Substitution
	5.3.4	Nonstopp-Mutation

	5.4	Synonyme Mutationen

	6	�Auswirkungen synonymer Codons auf zelluläre Prozesse
	6.1	Epigenetik
	6.1.1	Anordnung von Dinucleotiden
	6.1.2	CpG-Inseln
	6.1.3	Mutationen von Cytosin in CpG-Dinucleotiden

	6.2	Spleißfehler
	6.2.1	Regulärer Spleißvorgang
	6.2.2	Mutation der 5‘-Spleißstelle mit Exon-Skipping
	6.2.3	�Aktivierung einer kryptischen Spleißstelle mit partieller Intron-Retention
	6.2.4	�Entstehung einer neuen 5‘-Spleißstelle mit Teilverlust eines Exons 
	6.2.5	�Exonic Splice Enhancers (ESE) und Exonic Splice Silencers (ESS)

	6.3	mRNA-Stabilität
	6.3.1	Veränderte mRNA-Struktur verändert die Stabilität
	6.3.2	Kombination mehrerer synonymer Mutationen
	6.3.3	micro-RNA 

	6.4	Faltung und Struktur von Proteinen
	6.4.1	Strukturen von Proteinen
	6.4.2	Sekundärstruktur
	6.4.3	Vorgang der Faltung 
	6.4.4	�Big-Data: Vorhersage dreidimensionaler Strukturen aus der Aminosäuresequenz
	6.4.5	Fehlfaltung aufgrund von synonymen Mutationen

	6.5	Genauigkeit und Effizienz der Translation  
	6.5.1	Ribosom-Sliding 
	6.5.3	Translationsgeschwindigkeit


	7	�Erweiterte Codierung und Verwendung synonymer Codons in der synthetischen Biologie
	7.1	Codon-Optimierung
	7.2	Codon-Harmonisierung
	7.3	mRNA-Impfstoffe
	7.4	Umprogrammieren des genetischen Codes 
	7.4.1	Beladung von tRNAs mit einer Aminosäure
	7.4.2	Beladung von tRNAs mit einer nicht-kanonischen Aminosäure
	7.4.3	Umprogrammieren von Stopp-Codons oder Sense-Codons


	8	�Ausblick
	Literaturverzeichnis
	Abbildungsverzeichnis
	Abbildungsverzeichnis
	Abbildungsverzeichnis


	Onlinequellenverzeichnis
	Onlinequellenverzeichnis
	Onlinequellenverzeichnis
	Datenbanken

	Abkürzungen

