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Zusammenfassung

Nach wie vor stellt Krebs die medizinische Forschung vor eine grolle
Herausforderung. Das Auftreten von Malignomen nimmt seit Jahrzehnten zu und
es wird kontinuierlich nach weiteren Therapieansatzen gesucht. Uber 30 Jahre ist
es mittlerweile her, dass die Idee der mRNA-Impfung geboren wurde und auch die
ersten erfolgreichen Versuche zur Durchfiihrbarkeit dieser Methode liegen schon
lange zurlck. Trotz zahlreicher vielversprechender Studien schaffte diese
Therapieform erst im Kampf gegen die COVID19-Pandemie ihren Durchbruch.

Die mRNA-Impfung bietet im Kampf gegen den Krebs ein hervorragendes
Werkzeug fiur die Realisierbarkeit einer Multi-Target-Therapie, da die Vorlage
jedes beliebigen Proteins herstellbar und kombinierbar ist. Diese Therapieform hat
sich erfolgreicher als eine Monotherapie bezuglich Tumoreradikation und
Resistenzausbildung gezeigt, jedoch sollte die Zielgensuche sorgfaltig ausgewahlt
werden. Das Gen sollte optimalerweise im Tumorgewebe hoch exprimiert werden,
im physiologischen Gewebe jedoch kaum bis gar nicht, um die Angriffsflache zum
grofdten Teil auf die neoplastischen Zellen richten zu koénnen und die
Nebenwirkungen maoglichst gering zu halten.

Das Ziel dieser Arbeit war die Identifikation von potenziellen Zielgenen fir eine
Therapie im Bereich der Hamatoonkologie. Hierfir wurden Informationen zu der
physiologischen Funktion und Expression der ausgewahlten proteincodierenden
Gene gesammelt und es wurde sich ein Uberblick verschafft, inwieweit eine
Expression in Tumoren festgestellt werden konnte und welche Rolle sie hier

ubernehmen.
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Abstract

Cancer continues to pose a major challenge for medical research. The incidence
of malignancies has been increasing for decades and the search for further
therapeutic approaches has been meticulous. It has now been more than 30 years
since the idea of mMRNA vaccination was born and the first successful attempts to
test the feasibility of this method also date back a long time. Despite numerous
promising studies, this form of therapy only achieved its breakthrough in the fight
against the COVID-19 pandemic. Since then, it has received full attention.

In the fight against cancer, mRNA vaccination offers an excellent tool for the
feasibility of a multi-target therapy, as the template of any protein can be produced
and combined. This form of therapy has been shown to be more successful than
monotherapy in terms of tumor eradication and resistance development, but the
target gene search should be carefully selected. Ideally, the gene should be highly
expressed in tumor tissue, but hardly or not at all in physiological tissue, in order to
be able to direct most of the target area to the neoplastic cells and keep side
effects to a minimum.

The aim of this thesis was to identify potential target genes for a therapy in the
field of hematooncology. For this purpose, information on the physiological
function and expression of the selected protein-coding genes were collected and
an overview was obtained of the extent to which expression in tumors could be

determined and what role they play here.
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1 Einleitung
Seit der COVID19-Pandemie sind die mRNA-Impfstoffe in ein breites offentliches

Interesse gerutscht, dabei wird schon jahrelang an dieser Methode fir den
Gebrauch im onkologischen Bereich geforscht. Die ersten Erfolge zur
Durchfuhrbarkeit der mRNA-Impfung liegen mittlerweile fast 30 Jahre zurlck (1).
Die Internationale Agentur fur Krebsforschung (IARC — International Agency for
Research on Cancer) berichtete von einem signifikanten Anstieg der weltweiten
Krebserkrankungen auf der Grundlage von verfugbaren Daten von 2022 und
rechnet mit einer weiteren Zunahme uber die nachsten Jahre hinweg (2). Ebenso
ist das Auftreten von hamatologischen Malignomen in den letzten Jahrzehnten
angestiegen (3). Nach wie vor stellt die Krebstherapie die medizinische Forschung
vor eine grol3e Herausforderung und bringt sie an ihre Grenzen. Doch was macht
die Therapie des Krebses, vor allem im Bereich der Hamatoonkologie, eigentlich
so schwer?

Maligne Proliferationen bestehen aus Zellen, welche losgelést von den
Kontrollmechanismen des Korpers autonom wachsen und sich ungebremst
vermehren kdnnen, wobei sie andererseits aber trotzdem in der Lage sind, mit
physiologisch funktionierenden Zellen in ihrer Umgebung zu interagieren, um aus
ihnen weitere Vorteile ziehen zu kdénnen. Auf diese Weise bauen sie eine Art
,Schutzwall® um sich auf, welcher sie zugleich mit verschiedenen Stoffen
versorgen und gleichzeitig gegen die Umgebung abschirmen kann (4). Diese
sogenannte Tumormikroumgebung setzt sich aus verschiedenen Zelltypen wie
Stromazellen, Fibroblasten, Immunzellen und Endothelzellen zusammen (5). Die
Ursache dieser Zellveranderungen basiert groftenteils auf einem instabilen
Genom, welches fur Mutationen aber auch chromosomale Umlagerungen anfallig
ist, weshalb Fahigkeiten erworben werden, mit denen die entarteten Zellen die
physiologischen Schutz- und Abwehrmechanismen umgehen kénnen (6). Neuere
Untersuchungen zeigen, dass vor allem Leukamien und Lymphome epigenetische
Veranderungen durch ein abnormes Methylierungsmuster oder eine abnorme
Histondeacetylase-Expression aufweisen (3). All diese Instabilitaten verleihen den
neoplastischen Zellverbanden eine sehr grol’e Heterogenitdt an molekularen
Merkmalen. Zu dieser Komplexitat hinzu kommt die histologische Variation bzw.



die unterschiedliche Zell- und Gewebebiologie (7), infolgedessen ist die
individuelle Therapie aulderst schwierig (3).

Hamatoonkologische  Erkrankungen gehdoren zu den am  haufigsten
vorkommenden Krebserkrankungen Uberhaupt. Zu ihnen zahlen vor allem die
Leukamien, die Lymphome und das Multiple Myelom, mit haufigen Rezidiven und
Erreichung eines therapierefraktaren Zustandes (3,8). Sie entstehen durch klonale
Proliferationen eines Zelltypus, welche durch ungentgende Differenzierung meist
nicht mehr funktionstichtig sind, im Blut, im Knochenmark und im Lymphsystem
(9). Infolge koénnen sie alle Organe mitbefallen, weshalb ihre klinische
Manifestation sehr unterschiedlich ausfallt. Zu den haufigsten Symptomen zahlen
die Lymphadenopathie, eine gestorte/eingeschrankte Blutbildung, B-Symptomatik
sowie die Splenomegalie (8).

In vergangener Zeit hat sich im Bereich der Hamatoonkologie bezuglich ihrer
Therapiemoglichkeiten einiges getan (10). Abgesehen von Chemotherapien und
Bestrahlungen, welche zwischen gesunder und kranker Zelle nicht differenzieren
konnen und daher mit starken Nebenwirkungen und mit einem hohen Risiko zur
Entwicklung spaterer Neoplasien verbunden sind, aber auch den
Stammzelltransplantationen (SZT), stehen mittlerweile weitere Therapien zur
Verfugung (8,11). Die neuen Therapien verfolgen das Ziel, durch einen
spezifischen Ansatz an molekularen SchlUsselstrukturen, nicht den gesamten
Organismus, sowie das Immunsystem, welches im Kampf gegen den Krebs eine
wichtige Funktion Ubernehmen kann, anzugreifen, sondern vielmehr die
korpereigene Antitumoraktivitat zu stimulieren (12).

Zu den jungeren Therapien gehoren beispielsweise die Monoklonalen Antikorper
(mABs). Diese sorgen entweder fur die Vernichtung einer ganzen Zelle durch
Bindung an ein spezifisches Antigen oder blockieren bestimmte Ubertragersignale,
welche proliferativ oder wachstumsférdernde Eigenschaften zeigen (12). Vor allem
die Checkpoint-Inhibitoren wie Cytotoxic T Lymphocyte Antigen 4 (CTLA-4),
Programmed Cell Death 1 (PD-1) und seine Liganden PD-L1 und -L2, welche von
Tumor-infiltrierenden Lymphozyten aber auch von einigen Tumorzellen selbst
exprimiert werden, waren ein grof3er Durchbruch in der Krebstherapie, da durch
diese ein Uberschreiten der Zellzykluskontrollpunkte verhindert werden konnte
(12). Auch der chimare Antigenrezeptor (CAR), ein speziell aus verschiedenen

Anteilen angefertigter Antigenrezeptor, der an eine auserwahlte Zielstruktur auf



der Oberflache von Tumorzellen binden kann und in T-Zellen integriert wird (13),
und die Adoptive T-Zell-Therapie sind vielversprechend, jedoch auch recht
aufwendig in ihrer Herstellung und unflexibel gegenlber kleiner Abanderungen
(12).

Die mRNA-Krebsimpfung bietet hier eine einzigartige Mdglichkeit. Sie vereint die
zielgerichtete Therapie mit einer gleichzeitigen Flexibilitat bezuglich gewisser
Modifizierungen und kann weiters kostengunstig in groen Mengen hergestellt
werden (14). Diese Impfung liefert den Immunzellen eine Antigen-Vorlage und
wirkt durch eine rezeptorvermittelte Ausschittung von Typ-I-Interferon und
anderen proinflammatorischen Zytokinen immunstimulierend Uber einen
selbstlimitierenden Zeitraum (15). Eine betrachtliche Menge an klinischen Studien
vor allem in Nordamerika, Europa und Ostasien werden zu dieser Therapieform
bereits gefuhrt (16). Obwohl die derzeitigen Ergebnisse von einigen praklinischen
Studien und mehreren Pilotstudien sehr vielversprechend sind, ist jedoch die
Wirksamkeit stark von der individuellen Immunantwort abhangig (16).

Aufgrund dieser Vorteile dient diese Arbeit der Identifizierung von neuen
potenziellen Zielstrukturen fir mRNA-Impfstoffe in der Therapie von
hamatologischen Malignomen. Hierfir wurden der komplette Datensatz von
gewebsspezifischen Genen von der 6ffentlich zuganglichen Datenbank Genotype-
Tissue Expression (GTEx) Portal heruntergeladen. Die Analyse erfolgte mittels R,
sowie mittels BiomaRt. Die mittlere Gesamtexpressionsverteilung aller Gene pro
Gewebetyp wurde ermittelt, wahrend die Gene mit sehr hohen Expressionsraten in
unerwunschten Regionen exkludiert wurden. AnschlieRend wurden der Datensatz
auf die Gene reduziert, die eine hohe singulare Genexpression aufwiesen und nur
mehr proteincodierende Gene Ubrig blieben.

Im Anschluss wurde PubMed nach Publikationen zu jedem einzelnen Gen
durchforstet und dessen physiologische Funktion, dessen Rolle in Neoplasien und
dessen Expression in Tumorgeweben und gesunden korpereigenen Geweben
zusammengefasst und kurz beschrieben. Die Beurteilung, ob ein Gen Uberhaupt
als Zielstruktur in Frage kommen kann und welche der Gene sich als vorteilhafter
hinsichtlich Nebenwirkung erweisen konnten, wird anhand der gesammelten

Informationen eigenstandig beurteilt.



2 Die genetische Information

Unser gesamtes Erbgut, welches eine Lange von ca. zwei Metern ausmacht,
befindet sich gut verstaut und gebunden an Proteine in einem zehn
Mikrometerraum: dem Zellkern (17). Es liegt in gewisser Weise als codierte
Information vor, da die Anordnung der Basen Aufschluss Uber die erwinschte
Aminosaure gibt, die in ein Protein eingebaut werden soll. Da diese Basen in einer
bestimmten Reihenfolge abgelesen werden muissen - damit sie die fehlerfreie

Information Uberbringen kdnnen - bedarf es einer festen Anordnung (18).

2.1 Das Grundgerust der DNA und der RNA

Sowohl die Desoxyribonukleinsaure (DNA) als auch die Ribonukleinsaure (RNA)
sind aufgebaut aus einer Aneinanderreihung von Nukleotiden, die aus drei

Bausteinen, einer Base, einem Zucker und einem Phosphatrest, bestehen (19).

(Abbildung 1)
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Abbildung 1: Bausteine von Nukleinsauren.
Desoxyadenosinmonophosphat bestehend aus einem Nukleosid (Zucker und
Base) und einem Phosphatrest (17).

Am C1-Atom der Ribose ist stets die Base uber eine N-glykosidische Verbindung
angehangt, wahrend die Verknupfungen der Nukleotide mit den Phosphatresten
uber die Hydroxygruppen am 5'- und am 3‘-Atom, stattfinden. Hier bilden sich

energiereiche Esterbindungen aus. An den endstandigen Nukleotiden sind



hingegen weder die Hydroxygruppe des Zuckermolekils am 3’- noch das
Phosphat am 5-Ende verestert, weshalb der Strang eine Richtung aufweist
(17,19). (Abbildung 2)
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Abbildung 2: Nukleotide in der RNA. Ein Nukleotid besteht aus einem Cb5-
Zucker, der Ribose, einer Phosphatgruppe und einer der vier Basen Adenin,
Guanin, Cytosin und Uracil (17).

2.2 Die DNA

Die DNA tragt ihre Information in der Anordnung der Basen, von denen ihr vier zur
Verfugung stehen: die Pyrimidinbasen, Thymin und Cytosin, und zum anderen die
Purinbasen, Adenin und Guanin (17,18). AuRerdem besitzt sie als Zucker eine
Desoxyribose, die am C2-Atom anstelle einer weiteren Hydroxygruppe, wie bei der
Ribose, nur ein Wasserstoffatom tragt und daher in reduzierter Form vorliegt.
Dieser Unterschied verleiht dem Molekul eine groRere Stabilitat, welche biologisch
Sinn macht, da in der DNA die gesamte genetische Information gespeichert
bleiben muss (17).

Daruber hinaus bildet die DNA eine stabile Struktur aus: die Doppelhelix. Sie sorgt

daflr, dass die Basen geschutzt und weniger exponiert vorliegen als bei der RNA.



Dabei legen sich jeweils zwei Nukleotidstrange antiparallel aneinander, wodurch
sich ein intermolekularer Doppelstrang bildet. Diese Anlagerung entsteht durch die
sich ausbildenden Wasserstoffbricken zwischen den komplementaren Basen,
jeweils zwei zwischen Adenin und Thymin und drei zwischen Guanin und Cytosin.
(Abbildung 3A) Es kommt aufgrund von intermolekularen Kraften
(Wasserstoffbricken, Stacking) zu einer Verdrillung der beiden Strange und daher

zur Ausbildung einer Doppelhelix, ahnlich einer Wendeltreppe (19). (Abbildung 3B)

Abbildung 3: Die DNA-Doppelhelix

A) Die Basenpaarung in der DNA-Doppelhelix: In der DNA lagern sich die
Basen paarweise im Innern einer Doppelhelix zusammen, was aus sterischen
Griinden eine sehr regelméBlige Struktur ergibt (18).

B) Die DNA-Doppelhelix: Jedes DNA-Molekiil besteht aus zwei DNA-Strdngen,
die sich zu einer Doppelhelix verdrillt umeinanderwinden (18).

2.3 Die RNA

Die RNAs werden durch Transkription Uber verschiedene Polymerasen im Zellkern
synthetisiert und bestehen aus den gleichen Bausteinen wie die DNA. Sie liegen
hauptsachlich als Einzelstrang vor, konnen jedoch auch doppelstrangige,

allerdings vorwiegend intramolekulare, Strukturen ausbilden. Auf3erdem gibt es



zwei weitere Unterschiede: Der verwendete Zucker ist die Ribose, der eine weitere
Hydroxygruppe am C2-Atom tragt, und die Base Uracil bildet die komplementare
Base zum Adenin, anstelle des Thymins (17-19).

Man unterscheidet grob zwischen der einzigen proteincodierenden RNA, der
MRNA, und den nicht-proteincodierenden RNAs (ncRNAs) mit den bekanntesten
Vertretern, der Transfer-RNA (tRNA) und der ribosomale RNA (rRNA), welche als
Schlusselelemente in der Proteinbiosynthese fungieren (17,18). Ubersichtshalber

lassen sich alle RNAs, wie in Abbildung 4 gezeigt, in drei gro3e Gruppen teilen:

- mRNA
direkt proteinrelevante RNAs —— rRNA
TRNA

sSnRNA
tber ihren Wirkort definierte RNAs —— snoRNA
scRNA

miRNA
regulatorische RNAs — IncRNA
circRNA

Abbildung 4: Drei RNA-Gruppen (18).

MmRNA: Boten-RNA, rRNA: ribosomale RNA, tRNA: Transfer-RNA, snRNA: kleine
nukleare RNA, snoRNA: kleine nukleoldare RNA, scRNA: kleine zytoplasmatische
RNA, miRNA: Mikro-RNA, IncRNA: lange nicht codierende RNA, circRNA:
zirkuldre RNA.

2.3.1 Direkt proteinrelevante RNAs

Zu den direkt proteinrelevanten RNAs, also den RNAs, die eine Schllsselfunktion
in der Proteinbiosynthese Ubernehmen, gehoren die proteincodierende mRNA, die
das Rezept des Proteins enthalt, die tRNA, welche die Aminosauren transportiert,
und die rRNA, die den Syntheseort darstellt (18).

2.3.2 Kleine RNAs — sRNAs

Die kleinen RNAs lassen sich nach ihrem jeweiligen Funktionsort einteilen. Zwei
von ihnen befinden sich im Zellkern, die kleine nukleare RNA (snRNA — small
nuclear RNA), die beim Herausschneiden der Introns (beim SpleiRen) involviert
sind, und die kleinen nukleoldaren RNAs (snoRNA — small nucleolar RNA), die im



Nukleolus an dem Aufbau der ribosomalen Untereinheiten beteiligt sind. Die kleine
zytoplasmatische RNA (scRNA — small cytoplasmic RNA), die im Zytoplasma
lokalisiert ist, ist mitverantwortlich fUr das Dirigieren der Proteine, die den
sekretorischen  Weg einschlagen. Sie ist daher ein Teil des
Signalerkennungspartikels (SRP) und flr den Proteinabbau in den Proteasomen

mitverantwortlich (18).

2.3.3 Regulatorische RNAs

Die regulatorischen RNAs bilden mittlerweile eine riesige Gruppe, die aufgrund
zunehmender Forschung immer mannigfaltiger wird. In Anbetracht der grofR3en
Vielfalt und der betrachtlichen Anzahl an Funktionen werden in diesem Kapitel nur
kurz die Mikro-RNAs (miRNAs), die eine Rolle in der Regulation der
Genexpression spielen und die Translation einbremsen kénnen, die langen nicht
codierenden RNAs (IncRNA) mit sehr vielen verschiedenen Aufgaben, und die
zirkularen RNAs (circRNA), von denen man annimmt, dass sie die miRNAs

beeinflussen, erwahnt (18).



3 Die Proteinbiosynthese

Um den Mechanismus der mRNA-Impfung verstehen zu kénnen, ist es notwendig
einen naheren Blick auf die Proteinbiosynthese zu werfen. Dieser Prozess beginnt
mit der Transkription (das Umschreiben) der DNA in die Vorlaufer-mRNA (pra-
mRNA), die sich einigen Modifikationen unterziehen muss, damit aus ihr
schlieRlich die reife mRNA entsteht, die den Zellkern verlassen kann und an den

Ribosomen zum Protein translatiert wird (17-19).

3.1 Transkription

Die Transkription ist der erste Schritt auf dem Weg zur Entstehung eines Proteins,
aber auch zur Herstellung anderer Nukleinsauren, wie rRNA, tRNA und anderer
kleiner RNAs. Sie alle werden mithilfe von drei verschiedenen Polymerasen in
eukaryotischen Zellen anhand einer sich auf einem DNA-Strang befindenden
Vorlage synthetisiert (17-19). Jede der Polymerasen ist im Zellkern lokalisiert und
erkennt ihren eigenen sogenannten Promotor, die Start-Sequenz fir ein
bestimmtes Gen, und arbeitet daher sehr spezifisch (17). Die Polymerase | ist
zustandig fur die Synthese von drei Bausteinen der Ribosomen, die 28S-, die 18S-
und die 5,8S-rRNA, die Polymerase Ill hingegen fur die Bildung der 5S-rRNA, die
tRNA und andere snoRNAs. Die Polymerase Il synthetisiert sShRNAs, Inc-RNAs,
micro-RNAs und alle pra-mRNAs, die Vorlaufermolekile der mRNA, welche

aufgrund der Thematik dieser Arbeit im Vordergrund steht (17).

3.1.1 Polymerase Il — Transkription

Die Einfuhrungsphase, die Initiation, beginnt mit der Bildung des
Prainitiationskomplexes (PIC) am Promotorelement des Matrizenstranges, welcher
den Startpunkt eines proteincodierenden Gens markiert und im Basenpaarbereich
-26 und -34 vor der Transkriptionsstartstelle (TSS) +1 positioniert ist (17,18). Ein
Hilfsprotein, das TATA-Box bindende Protein (TBP), ermdglicht durch ein Beugen
der DNA die Anlagerung anderer Transkriptionsfaktoren (TF), wie TFIID, TFIIA
und TFIIB, an den Promotor (20), in diesem Fall an die sogenannte TATA-Box.
Aulerdem wird die Polymerase Il, welche von TFIIF gebunden ist, herangetragen,
woraufthin TFIIE und TFIIH folgen. Der Zusammenbau des PIC ist nun



fertiggestellt (17,21). (Abbildung 5) Infolgedessen katalysiert TFIIH zwei
Reaktionen, zum einen die durch die Adenosintriphosphatase (ATPase) und die
Helikase ausgeloste Entwindung des doppelstrangigen DNA-Segments und somit
die partielle Freilegung des jeweiligen Gens, zum anderen durch eine
Phosphorylierung am Heptamer-Repeat der C-terminalen Domane (CTD) der
Polymerase Il eine Anbindung dieser am Startnukleotid +1. Durch die Verknupfung
der beiden ersten Ribonukleosidtriphosphate kann sich die Polymerase Il vom
Promotorkomplex 16sen und mit der Transkription beginnen (17).

In der Elongationsphase spaltet die Polymerase Il die Doppelhelix in Laufrichtung
auf, wahrend Helikasen und Topoisomerasen Bruchstellen in der DNA verhindern,
und wandert entlang des Matrizenstranges in 3‘-5-Richtung. Sie fugt durch
Polymerisation in 5-3-Richtung unter Pyrophosphatabspaltung und unter
Ausbildung eines RNA-DNA-Hybrids, welches aus ca. 8 Basenpaaren besteht und
fur den Kontakt zum Matrizenstrang sorgt, die komplementaren Ribonukleotide an
das 3-OH-Ende des entstehenden pra-mRNA-Stranges (17,19). Diese
Polymerisation wird Uber das DNA-Stoppcodon (TAG, TAA, TGA) hinaus
fortgesetzt, bis am 3’-RNA-Ende die Polyadenylierungssequenz erscheint. Dieses
Signal leitet die Terminationsphase ein. Es kommt zur Polyadenylierung, das
Anfugen des Poly(A)-Schwanzes und zur Ablosung der RNA von der DNA (17).
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Abbildung 5: Struktur des offenen Préinitiationskomplexes (PIC) und
Initiation der Transkription. Oben: offener Transkriptionskomplex mit lokaler
Aufschmelzung der DNA-Doppelhelix an der Transkriptionsstartstelle. Unten:
Phosphorylierung der CTD der Pol Il an Serb (griiner Phosphatrest) durch TFIIH
erlaubt die Ablésung der Pol Il vom Promotor. TBP, TFIIA, TFIIB und TFIID bleiben
zurtick. Die erste Ribonukleotidverkniipfungen der endstehenden pra-mRNA
werden synthetisiert (17).

3.1.2 pra-mRNA- Prozessierung

Wie bereits zuvor erwahnt ist das transkribierte Produkt die Rohform der mRNA,
welches erst durch gewisse Modifikationen zur Reifung gelangt. Diese
Veranderungen entstehen entweder noch im selben Zeitfenster wie die
Polymerisation selbst oder direkt im Anschluss (17—-19).

Am 5'-Ende wird die mRNA mit einer 7-Methylguanosinkappe (m’G), der 5‘-Cap,
versehen, welche der mRNA mehr Stabilitdt verleint und am Splei3-Vorgang
beteiligt ist. Des Weiteren spielt sie eine Rolle bei der Translationsinitiation, auf die
im spateren Kapitel ndher eingegangen wird (17,19).

Am 3-Ende hingegen kommt es, ausgelost durch das Auftreten des
Polyandenylierungssignals auf der pra-mRNA, zur Bildung des Poly(A)-
Schwanzes durch mehrerer aufeinanderfolgender Adeninreste. Auch diese
Anpassung sorgt flir eine erhOhte Stabilitat und ist beteiligt am
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nukleozytoplasmatischen Transport der reifen mRNA (17,19). Durch die letzte
Prozessierung, das Spleilen, werden die Introns, die nicht-codierenden Anteile
der mRNA, durch SpleiRosomen, bestehend aus snRNAs mit katalytischer
Funktion und Proteinen, die die Exon-Intron-schnittstellenanzeigenden
Konsensus-Sequenzen erkennen, aus der RNA herausgeschnitten und die Exons,
die die Information flr das Protein enthalten, wieder zusammengefltigt (17,19). Da
aus einem Gen jedoch verschiedene Produkte entstehen kdnnen, existieren
sogenannte fakultative Exons wund Introns, die wahlweise aus dem
Ribonukleotidstrang entfernt werden kénnen, das sogenannte cis-Spleilden, und
somit das alternative SpleiRen erlauben. (Abbildung 6a) Darlber hinaus
ermdglicht das trans-Splei3en durch das Einfligen von Exonduplikaten oder durch
das Zusammenfugen von Exons aus verschiedenen Genen weitere Optionen zur

Herstellung verschiedener Proteine (17). (Abbildung 6b,c,d)
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Abbildung 6: Verschiedene Varianten des SpleiBprozesses. a) cis-Spleil3en
bezeichnet das Entfernen von Introns innerhalb einer pr&-mRNA, b) trans-
SpleiBen zwischen zwei pra-mRNAs desselben Gens, c) trans-Spleillen zwischen
zwei pr&-mRNAs desselben Gens mit der Duplikation eines Exons, d) trans-
SpleiBen zwischen zwei pra-mRNAs verschiedener Gene (17)
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3.2 Translation

Sobald aus der pra-mRNA die reife mRNA entstanden ist, wird sie durch die
Kernporen aus dem Zellkern durch ein aktives Transportsystem hinausgeschleust.
Je nach Funktion des zuklnftigen Proteins kann die mRNA dann auf zwei
verschiedene Wege weitergeschickt werden. Ist sie mit einer Signalsequenz,
einem N-terminalen Signalpeptid, ausgestattet, wird sie kurz nach dem
Translationsstart von einem Signalerkennungspartikel (SRP) erkannt, gebunden
und daraufhin Gber ein Translokon direkt in das Endoplasmatische Retikulum (ER)
hinein translatiert. Ist die mMRNA nicht durch ein SRP gekennzeichnet, wird aus ihr
an freien Ribosomen direkt im Zytoplasma ein Protein hergestellt (17,18).

Auch die Translation lasst sich in die Initiation, Elongation und Termination teilen
(17-19).

3.2.1 Initiation

Um die Translation in Gang zu setzen, bedarf es der Bildung eines
Initiationskomplexes, welcher sich aus verschiedenen Komponenten
zusammensetzt. Es wird zunachst die kleine ribosomale Untereinheit (40S),
welche zu diesem Zeitpunkt noch fur die 60S-Untereinheit blockiert ist, mit einem
dreiteiligen Komplex, bestehend aus der methionintragenden Initiator-tRNA, einem
eukaryotischen Initiationsfaktor (elF) und einem energiereichen
Guanosintriphosphat (GTP), welches die Anlagerung der grof3en ribosomalen
Untereinheit ermoglicht, versehen (17,18). Die gewlnschte mRNA, gebunden Uber
ihre 5-Cap-Struktur an einen weiteren elF, wird herangetragen und verbindet sich
mit dem entstehenden Komplex, welcher nun an dem Nukleotidstrang
entlanggleitend das komplementare Basentriplett AUG der im Peptidylbereich (P-
Bereich) der 40S- Untereinheit lokalisierten Initiator-tRNA auffindet und
infolgedessen die Bindung der 60S-Untereinheit veranlasst (17). (Abbildung 7)
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Abbildung 7: Der Initiationskomplex.
Starter-tRNA mit Methionin, eukaryotische Initiationsfaktor 2 (elF2) durch
Guanosintriphosphat (GTP) aktiviert, 40S ribosomale Untereinheit) sucht die

mRNA nach dem Startcodon AUG ab. Sobald dieses aufgefunden ist, spaltet sich
elF2 samt dem hydrolysierten Guanosindiphosphat (GDP) ab (18).

3.2.2 Elongation

Die ribosomalen Untereinheiten haben sich zu einem funktionstlichtigen 80S-
Ribosom zusammengebaut, welches das Basentriplett (das Codon) im
Aminoacylbereich (A-Bereich) abliest und die Aminoacyl-tRNA mit dem passenden
Anticodon und der entsprechenden Aminosaure am Akzeptorarm findet (17—19).
Die Energie aus dem Guanosintriphosphat (GTP) des Initiationskomplexes wird
freigesetzt und die neueingetroffene Aminosaure aus dem A-Bereich bildet Uber
ihre Aminogruppe eine Saureamidbindung mit der Hydroxygruppe der Aminosaure
aus dem P-Bereich und es bildet sich ein Dipeptid (17). (Abbildung 8) Der aus
diesen Schritten bestehende Ablauf kann sich nun fortsetzten, da der A-Bereich
fur die neue Aminoacyl-tRNA freigemacht wird, indem die entleerte tRNA in den
Ausgangsbereich, in den Exit-Bereich, und die tRNA mit der entstehenden
Peptidkette in den P-Bereich rutscht, da sich das Ribosom um ein Basentriplett in
3‘-Richtung verschiebt (17-19).
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Abbildung 8: Die entstehende Kette hdngt an der Aminoacyl-Bindungsstelle.
Die Amino-Gruppe der Aminoacyl-tRNA greift die Esterbindung zwischen der
Starter-tRNA und dem Methionin an. Entstehung einer neuen Peptidbindung, die
entstehende Kette hangt nun an der Aminoacyl-Bindungsstelle (18)

3.2.3 Termination

Sobald auf der mRNA eines der Stoppcodons (UAA, UGA, UAG) in dem A-
Bereich erscheint wird es von einem Freisetzungsfaktor (eRF — eucaryotic release
factor) gebunden und es kommt zur hydrolytischen Spaltung der Esterbindung
zwischen der tRNA und dem Peptid. Das Protein wird freigesetzt und das

Ribosom zerfallt wieder in seine Untereinheiten (17). (Abbildung 9)
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freigesetzte
Polypeptidkette

Abbildung 9: Termination der Proteinsynthese. Zum Stoppcodon gibt es kein
passendes Anticodon auf einer tRNA. Durch die Terminationsfaktoren — Release

Faktor — RF1, RF2 und RF3 wird das Protein durch die Loslésung der Peptidkette
von der Peptidyl-tRNA freigesetzt (17).
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3.2.4 Posttranslationale Modifikationen (PTM) und Transport

Wie bereits zuvor erwahnt, ermdglicht das Alternative Spleilden im Zellkern bereits
die Entstehung einer Vielzahl moglicher Proteinvarianten aus einem codierenden
Genabschnitt. Diese Variabilitat wiederum kann durch Veranderungen im
Anschluss der Translation noch immens erweitert werden (22). Proteine werden in
ihrer Funktion zum einen strukturell durch Spaltungen, wie es beispielsweise bei
Vorlauferhormonen der Fall ist, zum anderen durch variable Verzweigungen
mithilfe von Isopeptidbindungen, vorwiegend zwischen Lysinresten, aber auch
zwischen Glutamin- und Asparaginsauren, verandert. Aulierdem kann ein Protein
durch die Verknupfung mit Zuckerresten, die Glykosylierung, das Anhangen von
lipophilen Anteilen wie Fettsauren, und die Substitution verschiedener funktioneller
Gruppen, schlieBlich funktionstlichtig gemacht werden und an seinen Zielort
gelangen (17,19,22).

Sekretorische Proteine, die in die Peripherie geschickt werden, aber auch
Transmembranproteine, welche mit einer Signalpeptidsequenz versehen sind,
nehmen ihren Weg Uber das raue ER, wo sie direkt in das Lumen translatiert
werden. Hier werden sie mit einem Zuckerrest Uber eine N-glykosidische Bindung
am Asparaginrest versehen (19). Das Kohlenhydratgerist kann an diesem Ort
noch weiter verandert werden, bis es schliel3lich in den Golgi-Apparat gelangt und
eventuell auch hier noch einmal glykolysiert (O-Glykolysierung) wird (19). Ebenso
konnen sich im ER-Lumen Disulfidbrickenbindungen zwischen Cysteinresten
ausbilden, die eine wichtige Rolle in der Faltung der Proteine spielen (17,19).
Durch gezielte Phosphorylierung und Dephosphorylierung kann zwischen zwei
Funktionalitaten eines Proteins hin- und hergeschalten werden, wodurch
wiederum eine Vielzahl an biologischen Ablaufen kontrolliert werden (19). Die
Adenosintriphosphat (ATP)-abhangige Ubiquitinierung, das Anhangen eines
Ubiquitins an Lysinreste, ist eine weitere Modifikation, mittels welcher diverse
Prozesse wie Zelldifferenzierung, -wachstum und -proliferation gesteuert werden.
Hierbei fungiert das Ubiquitin meist nicht als direktes Signal fur eine bestimmte
Funktion, sondern dient vielmehr als Vorlaufer fir die Addition oder das Entfernen
anderer reversibler PTMs (22). Neben diesen Prozessierungen gibt es noch einige
andere Mdglichkeiten, wie unter anderem die Sulfatierung, Acylierung,
Hydroxylierung und Adenylierung, das Anhangen von Adenosinmonophosphat

(AMP), welche je nach Aufgabe der Proteine verschiedene Eigenschaften
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verleihen (19). Zum Schluss sei noch die Methylierung und Acetylierung erwahnt,
von denen man weil}, dass sie eine Rolle bei der Histon-Modifikation spielen und
somit die Genexpression durch An- oder Abschalten eines Gens regulieren, wobei

der genaue Mechanismus noch unklar ist (19).
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4 Regulation der Genexpression

In unserem Korper gibt es mehr als 200 verschiedene Zelltypen, die
genaugenommen dieselbe Grundstruktur besitzen, jedoch ganz unterschiedliche
Zellverbande bilden und dementsprechend andere Aufgaben erfullen missen. Sie
weisen schon sehr bald in ihrer Entwicklung ein spezifisches
Genexpressionsschema auf, welches darlber bestimmt, wann, wieviel und welche
Proteine hergestellt werden. Einige Gene werden grundsatzlich in allen Zellen
gebraucht, die sogenannten konstitutiven Gene, auch Haushaltsgene, welche
konstant gebildet werden. Induktive Gene hingegen, die in speziellen Situationen
oder unter bestimmten Umstanden bendtigt werden und daher gezielt kontrolliert
gehoren, werden durch bestimmte Proteine und DNA-Sequenzen, die selbst
wiederum von verschiedenen externen Faktoren beeinflusst werden, gezielt ein-
oder ausgeschaltet (18). Diese Antwort auf Situationen wie zum Beispiel
bestimmte Zellentwicklungsstadien, den Einfluss von Botenstoffen, wie Hormone,
oder aber auch gewebespezifische Anforderungen kann auf unterschiedlichen
Ebenen der Proteinentstehung stattfinden und erlaubt eine differenzierte
Genexpression (18,19). Die Regulation der Entstehung eines Proteins auf friher
Ebene ist effizienter und energiesparender als ein spates Eingreifen, da auf diese
Weise der Zelle einige krafteraubende Schritte erspart bleiben kénnen und eine
Akkumulation von Abfallprodukten verhindert wird, die spater entsorgt werden

mussen (17-19).

4.1 Regulation durch DNA-Methylierung

Im gesamten Erbgut kommen Bereiche vor, die durch die DNA-Methyltransferasen
mithilfe von S-Adenosyl-Methionin (SAM) methyliert werden kénnen. Sie bestehen
aus einem Cytosin-Guanin-Nukleotid-Paar, dessen Nachbarpaar die gleichen
Aminosauren spiegelverkehrt tragt und sich deshalb die Cytosin-Nukleotide schrag
gegenuber liegen. Diese Bereiche werden CpG-Inseln genannt (Abbildung 10).
Sie werden aufgrund ihrer Basenanordnung im Grunde destabilisiert, wodurch die
Transkriptionsaktivitat erhoht ist, jedoch kann durch eine Methylierung des

Cytosins eine Verringerung der Expression des betroffenen Gens erreicht werden
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(17). Dieses Methylierungsmuster ist grotenteils vererbt, kann sich allerdings

unter bestimmten Einflissen auch verandern (De-novo-Methylierung) (18,19).

Abbildung 10: Die CpG-insel.

Dinukleotid von einem Cytosin-Nukleotid, auf das ein Guanin-Nukleotide folgt. Ein
Cytosin befindet sich dann schrdg gegeniiber, welches in dieser Konstruktion
methyliert (CH3) werden kann (18).

4.2 Regulation auf Transkriptionsebene

Auf dieser Ebene sind die regulatorischen Transkriptionsfaktoren (RTFs) von
besonderer Bedeutung, welche zum einen an sogenannte Response-Elemente,
die auf der DNA proximal des Promotors lokalisiert sind, oder zum anderen an cis-
Elemente, die distal des Promotors liegen und sowohl Enhancer- als auch
Silencer-Wirkung besitzen koénnen, binden und somit Uber Cofaktoren die
Transkriptionsrate sehr schnell auf intra- oder extrazellulare Veranderungen hin
beeinflussen kdnnen. Die cis-Elemente kdnnen durch die RTFs Uber Kontakt mit
promotornahen generellen  Transkriptionsfaktoren (GTFs) eine  Art
Schleifenbildung (Abbildung 11) herstellen und sind somit in der Lage, mit dem
Promotor und der Polymerase in Verbindung zu treten und dadurch die
Genproduktion zu verstarken (Enhancer), zu verringern oder vollkommen zu
unterbinden (Silencer) (17,19).
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Abbildung 11: Raumliche Positionierung proximaler und distaler
regulatorischer Elemente zum Promotor. Zwischen den enhancergebundenen
Proteinen — den regulatorischen Transkriptionsfaktoren (RTFs) — und
promotorgebundenen Proteinen — den generellen Transkriptionsfaktoren (GTFs) —
finden Wechselwirkungen statt. Dadurch wird eine réumliche Struktur gebildet, die
entfernt gelegenen, d.h. distalen regulatorischen Elementen eine direkte
Einwirkung auf den Promotor erméglicht (17).

Die RTFs tragen jeweils ein spezielles Strukturelement, mit dem sie auf bestimmte

Reize hin an spezifische DNA-Sequenzen binden kénnen (17,19).

4.2.1 Wichtige Strukturelemente von RTFs

Mittlerweile ist eine ganze Bandbreite von verschiedenen Strukturelementen
bekannt, weshalb hier nur wenige, wichtige Motive erwahnt werden.

Das Zinkfingerelement, welches in unterschiedlichen Formen, wie beispielsweise
ein Zink-lon gehalten von zwei Cystein- und zwei Histidinseitenketten (Cys2His2-
Zinkfinger) oder von vier Cysteinen (Cys4-Zinkfinger, vorkommt, ist Teil des
Glykoproteins Sp1 (specificity protein 1) mit drei Zinkfingern in seiner
carboxyterminalen Bindungsdomane, mit dem es an GC-Boxen (5'-GGGCGGG-3Y)
auf der DNA binden kann. Die Phosphorylierung des Sp1 stimuliert die Bildung

des Prainitiationskomplexes (PIC) und damit den Beginn der Transkription tber
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die Polymerase Il. Es kommt in héherer oder minderer Konzentration in allen
eukaryotischen Zellen vor (17).

Der basische Leucin-Zipper (bZip-Domane) bindet mit seinen zwei Armen an die
DNA und ist Teil der CREB-Proteine (cCAMP response element-binding protein),
welche an die CRE-Sequenz (cCAMP response element) binden und die Bildung
der dazugehoérigen Gene, unter anderem in den Neuronen des zentralen
Nervensystems (ZNS) und in den T-Lymphozyten, durch einen Anstieg der cAMP-
Konzentration stimulieren (17).

Auch die homootischen Proteine, deren Information in den HOX-Genen
gespeichert ist, sind wichtig in der embryonalen Entwicklung fir die
Differenzierung der Zellen und konnen spezifisch DNA-Abschnitte erkennen.
Vertreter dieses Motivs sind die sogenannten  Octamer-bindenden
Transkriptionsfaktoren (Oct-Faktoren), welche in Stammzellen exprimiert werden,

und bei ausdifferenzierten Zellen heruntergeregelt werden (17,23).

4.3 Posttranskriptionelle Regulierung

Die Stabilitat der mRNA und die Translationseffizienz spielen eine wesentliche
Rolle bei der posttranskriptionellen Weiterentwicklung der mRNA. Durch die im
Anschluss der Transkription durchgeflihrten Modifikationen werden die Stabilitat,
die Halbwertszeit und die Translationsrate der mRNA beeinflusst und fungieren
daher als Genregulatoren. Zu diesen posttranskriptionellen Modifikationen
gehdren die Bildung einer 5'-Cap-Struktur und eines Poly(A)-Schwanzes sowie
das SpleiBen mit ihren Variationsmdoglichkeiten, was zusatzlich die

Translationseffizienz beeinflusst (17-19,24).

4.3.1 Alternatives Spleilen

Exons und Introns kdnnen fakultativ verwendet werden, weshalb die Introns nicht
zwangsweise herausgeschnitten und die Exons nicht unbedingt enthalten bleiben
muissen. So kénnen beispielsweise gewisse Exons Ubersprungen oder sogar
deren Reihenfolge verandert werden. Aufgrund dieser Verarbeitungsvarianten
entstehen mehrere Kombinationsmdglichkeiten fur die reife mMRNA und es kdnnen
aus einem Gen verschiedene Produkte mit unterschiedlichen Eigenschaften

entstehen (17-19). Naturlich sind diese Variationen nicht dem Zufall Gberlassen,
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sondern werden durch regulatorische Elemente genaustens kontrolliert und

beeinflusst.

4.3.2 Halbwertszeit der mRNA

In welchen Mengen und wie lange mRNAs zur Verfigung stehen, sind zentrale
Bestandteile fur die Regulierung der Genexpression. Die Stabilitdt einer mRNA
und damit ihre Uberlebenszeit wird schon anhand kleiner Veranderungen stark
beeinflusst. Eine wichtige Rolle spielen hier vor allem der Poly(A)-Schwanz,
dessen Verlust mit dem Abbau der 5-Cap-Struktur zusammenhangt und der nicht
codierende Bereich am 3'-Ende (3°' UTR - untranslated region), aber auch
Sequenzen innerhalb des offenen Leserahmens (ORF — Open Reading Frame)
haben einen Einfluss (17,19).

Grundsatzlich  wirken die 5-Cap und der Poly(A)-Schwanz als
Stabilisierungselemente und schitzen die mMRNA gegen Abbauenzyme. Ist der
Poly(A)-Schwanz zu kurz oder wird durch den exonukleolytische Abbau durch das
Exosom in 3'-5-Richtung entfernt, kommt es zu einem Verlust des Poly(A)-
bindenden Proteins (PABP), das am 5'-Ende mit elF4G interagiert und den
Initiationskomplex starkt. Dieser Wegfall bewirkt seine Destabilisierung, woraufhin
Decapping-Proteine (DCP1 und DCP2) Zugriff haben und auch die 5-Cap entfernt
wird. (Abbildung 12) Infolgedessn kann die 5‘-3'-Exonuklease ansetzen und
wiederum mit ihrem Abbau beginnen, sodass die mRNA schliel3lich von beiden
Seiten abgebaut wird (17,18).
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Abbildung 12: Abbauwege der mRNA.
Die meisten Abbauwege beginnen mit dem Entfernen des Poly(A)-Endes. Im
Anschluss kann der weitere Abbau in 5°-3*- oder in 3*-5°-Richtung erfolgen (17).

Bei kurzlebigen mRNAs ist die 3‘-UTR aufgrund einer Aneinanderreihung
mehrerer AUUUA-Sequenzen, den sogenannten AU-reichen Elementen (ARES),
auffallig und gekennzeichnet durch einen vermehrten Einbau von Adenin- und
Uracilnukleotiden, welche auch als Destabilisierungssequenzen bezeichnet
werden. Diese AREs fungieren dartber hinaus als Bindungsstellen fir viele
weitere Proteine, unter anderem Enzyme, die auch am Poly(A)-Schwanz-Abbau
beteiligt sind (17,18).

Bekannt ist, dass die Ribosomen eine mRNA-Kontrolle durchfiihren und
anschlieBend einen Abbau, im Falle des Auftretens einer fraglichen mRNA, auf
drei verschiedene Arten, je nach Fehler, einleiten: Nonsense-vermittelter Abbau
(NMD — nonsense-mediated mRNA decay) beim Vorkommen eines verfrihten
Stoppcodons (PTC — premature termination codon), Abbau von Non-Stopp-mRNA
(NSD — non-stop mRNA decay), falls ein kompletter Verlust des Stopp-Codons
vorliegt, und auch bei fehlerhaften Sequenzen, die ein Anhalten der Translation
verursachen, No-go-mRNA-Abbau (NGD — no-go mRNA decay) (17,24). Es hat
sich allerdings auch herausgestellt, dass Ribosomen anhand der Art des
verwendeten Tripletts in der mRNA nicht nur in der Lage sind den genetischen
Code zu lesen, sondern zusatzlich regulatorische Information bezuglich der
Stabilitdt und der zukunftigen Sekundarstruktur — der Proteinfaltung — beurteilen

zu kénnen (24). Dabei sind zwei Faktoren von Bedeutung: die Verwendung des
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optimalen Tripletts (Codon Optimality), welches sich in allen Punkten bei der
Entstehung eines Proteins als forderlich erweist, und die Haufigkeit des

Vorkommens eines bestimmten Tripletts (Codon Usage) (24).

4.4 Regulation auf Translationsebene

Die Kontrolle auf Ebene der Translation, vor allem der Initiation, ist sehr wichtig fur
die Zelle, um sich an gegebene Umstande, auch Ausnahmesituationen, anpassen
zu konnen. Bei dieser Art der Regulierung spielen vor allem
Translationsinitiationsfaktoren, welche wiederum an der Bildung des
Initiationskomplexes beteiligt sind, und bestimmte Sequenzen auf der mRNA

selbst eine wichtige Rolle (17).

4.41 Auf Ebene der Cap-Struktur

Abgesehen davon, dass die 5-Cap-Struktur zu einer stabilen mRNA beitragt, ist
sie ein wichtiger Faktor fur den Translationsstart. Sie bildet den Ansatzpunkt fur
drei gefertigte Produkte, die sich zum Prainitiationskomplex (PIC)
zusammenlagern (17).

Die ribosomale 40S-Untereinheit wird durch elF3, einem grof3en Proteinkomplex,
und elF1A flir das 60S-Ribosom blockiert. Gleichzeitig wird elF2-GDP durch
elF2B zu elF2-GTP aufgewertet, welches an die Initiations-tRNA binden kann, und
mit ihr den ternaren Komplex bildet, welcher sich wiederum zur Entstehung des
43S-PIC Uber die Vermittlung von elF1 an die blockierte 40S-Untereinheit lagern
kann (17).

Der letzte Schritt zur Bildung des fertigen 48S-PIC ist die Verbindung mit der
vorbereiteten mRNA. Dies geschieht Uber phosphoryliertes elF4E, das spezifisch
an die 5-Cap-Struktur bindet und tber den Kontakt mit elF4G, welcher wiederum
mit dem PABP interagiert, eine Schleife zum Poly(A)-Schwanz und damit einen
Angriffspunkt fur weitere Regulatoren bildet (17).

Auch elF4E und elF2 werden selbst wiederum durch Phosphorylierung reguliert.
Die Kontrolle des elF4E-Proteins geschieht Uber das elF4E-bindende Proteine
(4E-BPs, elF4E-binding proteins), welches auf verschiedene Umstande, wie
Hormone, Zytokine, Wachstumsfaktoren aber auch Nahrstoffangebote, Uber ein

Zielprotein des Rapamycins (Sirolimus) von Saugetieren, mTOR (mammalian
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target of rapamycin), phosphoryliert wird (17). Die Kontrolle des elF2-Proteins
wird Uber einige verschiedene Kinasen bewerkstelligt, wie unter anderem uber die
RNA-abhangige Proteinkinase (PKR), welche auf Interferonantwort bei Auftreten
von langer doppelstrangiger RNA, vor allem in Folge von Virusinfektionen,
reagiert, und durch Phosphorylierung der a-Untereinheit des elF2 die Hemmung
der Proteinsynthese und dadurch die Apoptose einleitet (17,25). Auch das
Transmembranprotein PERK (RNA-abhangige Proteinkinase-ahnliche ER-Kinase)
— ER steht fur Endoplasmatisches Retikulum, da es deren Membran durchzieht —
wird als Reaktion auf ER-Stress und der folgenden Antwort auf ungefaltete
Proteine (UPR — unfolded protein response) im Lumen des ERs hin aktiviert und

phosphoryliert elF2, woraufhin die Proteinsynthese blockiert wird (17,26).

4.4.2 Lange und Sekundarstruktur der 5'-UTR

Wahrend der Translationsinitiation verbinden sich die 40S-Untereinheit mit den
elFs 1, 1A, 3, 5 und der ternare Komplex, bestehend aus elF2, GTP und
Methionyl-tRNA (Met-tRNA), zum 43S-PIC, welcher daraufhin die mRNA,
beginnend am 5'-Ende und die 5-UTR passierend, nach dem passenden
Startcodon abscannt. Ist nun die 5-UTR sehr lang, bendétigt dieser 43S-PIC, trotz
seiner Geschwindigkeit mehr Zeit, um auf die passende Startsequenz zu treffen,
weshalb die Translationseffizienz bei kirzeren 5-UTRs hoher ist (27).

Auch durch Sekundarstrukturen, die sich in der 5-UTR befinden, kann die
Translationseffizienz deutlich reduziert werden (17). Es kénnen sich hier stabile
Haarnadelschleifen, sogenannte Stem-Loops, ausbilden, an welche weitere
translationsblockierende Proteine binden kdnnen (19). Treten diese Stem-Loops in
der Nahe des Startcodons auf, wird das scannende Ribosom in 5'-Richtung
zurickbewegt und muss erneut die mRNA Uberprifen (27). Befinden sich an
dieser Stelle wiederum andere sehr komplexe Sekundarstrukturen, die inneren
Ribosomen-Eingangsstellen (IRES — Internal Ribosome Entry Sites), ermdglichen
diese einen von der 5'Cap unabhangigen Translationsstart. Solch eine Umgehung
nutzen bestimmte Viren, um erfolgreich ihre Proteine in Wirtszellen herstellen zu
kdénnen (19,28).
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4.4.3 Stromaufwartsliegende ORFs

In den 5-UTRs koénnen offene Leseraster (UORFs — upstream open reading
frames) vorkommen, welche ein eigenes Startcodon, meist eine kanonische AUG-
oder non-kanonische CUG-Sequenz, besitzen und oberhalb der primaren ORF-
Sequenz (MORF — main open reading frame) positioniert sind. Einige von diesen
UORFs koénnen unter stressfreien Bedingungen selbst in uProteine translatiert
werden, interessanterweise jedoch nicht alle und andere besitzen regulatorische
Funktionen (29). Diese Regulationen kdonnen uber verschiedene Wege ablaufen.
Bei Zellstress wird beispielsweise eine Erhohung der Translationsrate des
Hauptproteins erreicht, indem bestimmte uORFs Uberlesen werden (leaky
scanning), oder es kann eine Repression der Expression durch die Translation
eines weit entfernten uORFs auf einer langeren 5-UTR erreicht werden. Bei
kurzen 5-UTRs ist beobachtet worden, dass sie keine uORFs enthalten, was sich
produktiv auf die Translationsrate auswirkt und am Ende mehr von dem Zielprotein
zur Verfugung steht (29). Ebenso besteht die Moglichkeit, dass das uORF
Ubersetzt wird und die nétigen Initiationsfaktoren oder der ternare Komplex sich
von der mRNA loslésen und eine erneute Bindung am Startcodon des mORF
ausbleibt. Sollte die Sequenz des uUORF, meist mit kanonischem Startcodon, als
sinnlos erkannt werden, kommt es infolge der Einleitung des NMD-Prozesses zum
Abbau (29,30).

4.4.4 Das Umfeld des Startcodons

Die Umgebung des Startcodons ist bedeutend fur den Translationsstart, da ein
AUG von Ribosomen nicht immer gleich gut genutzt werden kann. Die optimale
Translation-Initiation-Eintrittsstelle (TIS — translation initiation site), also der
Bereich vor und hinter dem AUG, ist aus einer bestimmten Anordnung von
Nukleotiden aufgebaut, wobei sich herausgestellt hat, dass vor allem zwei
Positionen innerhalb dieser Struktur fur die TIS-Erkennung essenziell sind,
namlich an -3 eine Purinbase, Adenin oder Guanin, und an +4 ein Guanin (wenn A
in AUG +1) (17,31). In Vertebraten wurde eine genaue Sequnenz, das sogenannte
Kozak-Motiv, mit 5-GCCRCCAUGG-3‘ festgelegt. Allerdings kann diese Sequenz
stark variieren und trotzdem, solange diese zwei wichtigen Positionen erhalten
bleiben, die optimale Eintrittsstelle bieten (31). Werden diese jedoch verandert

fahrt die ribosomale Untereinheit an dem betroffenen AUG vorbei und sucht sich
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ein neues Startcodon weiter stromabwarts, was den zuvor bereits erwahnten

Mechanismus ,leaky scanning® erklart (29,31).

445 3'-UTR
Im 3-UTR befinden sich Andocksequenzen fur regulatorische miRNAs, kleine, nur
ca. 21 Nukleotide lange Molekule, welche wiederum die Translation hemmen oder

sogar fur den Abbau einer mRNA sorgen (17,18,32).
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5 Die mRNA-Impfstoffe
Seit der COVID19-Pandemie sind die mRNA-Impfstoffe in ein breites offentliches

Interesse gerutscht, obwohl schon viele Jahre an dieser Methode, vor allem fur
den Gebrauch im onkologischen (11,33,34) aber auch im infektiosen Bereich (35),
geforscht wird. Bis zum jetzigen Zeitpunkt wurden hauptsachlich drei Arten von
MmRNA-Impfstoffen als onkologische Therapie, sowohl praventiv als auch
therapeutisch, untersucht (16). Auf der einen Seite die am haufigsten getestete
Variante, die eine sich nicht replizierende mRNA enthalt, welche zum einen
modifiziert oder nicht-modifiziert vorliegt, zum anderen eine virusahnlich sich
replizierende mRNA (SAM - self-amplifying mRNAs), auf die nicht nur als
Krebstherapie, sondern auch als Pravention gegen Infektionskrankheiten, immer
mehr das Augenmerk gerichtet ist und aus diesem Grund vermehrt untersucht
wird (36).

Die mRNA-Impfstoffe basieren auf der Prasentation eines oder mehrerer gezielter
Antigene, die in der korpereigenen Zelle hergestellt werden und daraufhin dem
korpereigenen Immunsystem prasentiert werden kdnnen. Die Idee dieser Methode
ist das spezifische Attackieren der pathologischen Zellen, ohne den gesamten
Organismus in Mitleidenschaft zu ziehen. Das Ziel hierbei ist die Aktivierung von
Dendritischen Zellen (DCs) — die wichtigsten Antigen-prasentierenden Zellen
(APCs) — woraufhin eine Antwort der naiven und im Anschluss der zytotoxischen
T-Zellen provoziert wird. Ebenso kommt es aufgrund der eigenen enthaltenen
Adjuvantien zu einer Stimulation der humoralen Abwehr (16,37). Durch Zugabe
von zusatzlichen Adjuvantien kann die Antigen-spezifische T-Zell-Antwort weiter

evoziert werden (16).

5.1 Herstellung der mRNA

Die mRNA fur den gewunschten Impfstoff wird fir gewohnlich in vitro anhand einer
komplementaren DNA-Vorlage mittels der T3-, T7- oder SP6-RNA-Polymerase
von Bakteriophagen transkribiert (IVT — In-vitro-Transkription) und erlaubt
aufgrund dessen eine schnelle und kostengunstige Herstellung (36,37). Diese

DNA-Matrize wird entweder synthetisch durch die Polymerase-Kettenreaktion
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(PCR) hergestellt oder es wird auf linearisierte Plasmid-DNA zurtckgegriffen (37).
(Abbildung 13A)

Die in vitro hergestellte mRNA ist in ihrem Aufbau der eukaryotischen mRNA
gleich und beinhaltet einen an beiden Enden durch eine 5- und 3'UTR
eingerahmten ORF, welcher den codierenden Bereich fiur das Antigen
reprasentiert. Dieser Nukleinsaurestrang ist wiederum beidseitig durch die 5-Cap
und den Poly(A)-Schwanz geschutzt (36—-38).

Das Anfugen der 5-Cap kann posttranslational mithilfe des Vaccinia Virus
Capping Enzyms (VCE), welches aus einer D1-, die enzymatische Aktivitat besitzt
(Triphosphatase, Guanylyltransferase, Methyltransferase), und einer D12-
Untereinheit, die wiederum D1 aktiviert, besteht, stattfinden, oder wird direkt

kotranslational chemisch synthetisiert (36,37,39).

5.1.1 Reinigung des Impfstoffs

Ein wichtiger Aspekt bei der Herstellung der mRNA ist die Reinigung des
Produkts, da bei der In-vitro-Transkription neben dem gewunschten Hauptprodukt
noch eine Vielzahl an Nebenprodukten entstehen konnen. Dies kdnnen
unbrauchbare kirzere, aber auch langere mRNAs oder doppelstrangige RNAs
(dsRNAs) sein, die aufgrund ihrer Ahnlichkeit mit einem Zwischenprodukt eines
RNA-Virus eine starke Typ-I-Interferon-Antwort induzieren kénnen. Das wiederum
fuhrt zu einer Translationsstagnation. In weiterer Folge zerfallt die mRNA und es
kommt zu einer Reduktion der zytotoxischen T-Zell- cluster of differentiation 8
(CD8")-Aktivitat (37,40). Diese Reaktion geschient Uber die Aktivierung von
intrazellularen Pattern-Recognition-Receptoren (PRRs), wie Protein Kinase RNA-
activated Receptor (PKR), Melanoma Differentiation-associated protein (MDA)-5,
2°-5-Oligoadenylat Synthase (OAS) usw. Es hat sich herausgestellt, dass das
Entfernen der RNA-Abfalle, trotz Beibehaltung eines relativ hohen Zytokinlevels,
eine Typ-I-Interferon-Antwort verhindert und so die Proteinproduktion um das 10-
1000fache in den Dendritischen Vorlauferzellen erhdhen kann (36,37).

Einerseits lasst sich wahrend der In-Vitro-Herstellung durch ein Absenken der
Magnesiumkonzentration oder durch eine Erhéhung der Produktionstemperatur
die Entstehung von dsRNA verringern, die andererseits durch ein im Anschluss
durchgefiihrtes Reinigungsverfahren sogar zum grofen Teil eliminiert werden

konnen. Hierfur hat sich die schnelle Proteinflissigchromatographie (FPLC) als
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gunstigste Methode herausgestellt, die in Kombination mit einem Puffer, der
Ethanol und ein selektiv dsRNA-bindendes Zellulosepuder beinhaltet, zu einer
90%-igen Entfernung der dsRNA fuhrt. Eine andere Methode hingegen, die
Hochleistungsflissigkeitschromatographie ~ (HPLC), erzielt ein  deutlich

schlechteres Ergebnis und ist im Vergleich kostenaufwendiger (36).

5.2 Immunreaktion im Rahmen der mRNA-Impfung

Die durch Endozytose in das Zytoplasma einer Wirtszelle aufgenommene mRNA
bindet an ein Ribosom und wird daraufhin in ein Protein, das gewunschte Antigen,
translatiert. Dieses wird nun entweder von Proteasomen in kleine Peptidfragmente
zersetzt, welche im ER auf einen Haupthistokompatibiltdtskomplex (MHC) I
geladen werden und anschlieBend an der Zelloberflache den zytotoxischen T-
Zellen (CD8*-Zellen) prasentiert werden. Alternativ wird das gesamte Antigen-
Protein aus der Zelle transportiert, wo es entweder von Dendritischen Zellen
phagozytiert wird, zersetzt und Uber den MHC-II-Weg T-Helferzellen (CD4*-Zellen)
und B-Zellen prasentiert wird oder direkt von B-Zellen erkannt wird (37).
(Abbildung 13B)
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Abbildung 13: mRNA in-vitro-Transkription und angeborene Immunreaktion
A) In-vitro-Transkription der mRNA anhand einer DNA-Vorlage. Das Produkt
enthélt am Ende eine ssRNA (5° Cap, 5° UTR, ORF, 3° UTR, Poly-A-Schwanz) und
eine dsRNA B) RNA-Translation und Antigenprésentation, C) Selbst-Adjuvans-
Effekt: Die mRNA stimuliert (iber die aufgezeigten Rezeptoren eine
Interferonantwort und eine Ausschlittung von proinflammatorischen Zytokinen. Es
kommt zu einer Aktivierung des angeborenen Immunsystems (37)

MDAS: Melanoma Differentiation-associated protein 5, MHC: Major
Histocompatibility Complex, IFN: Interferon, OAS: 2*-5%oligoadenylate synthase,
PKR: Protein Kinase RNA-activated Receptor, PRR: Pattern Recognition
Receptor, RIG-I: Retinoic acid-indu cible gene | protein, TLR: Toll-like-Receptor.

5.2.1 Die Kreuzprasentation

Die Antigen-Kreuzprasentation ist die Mdoglichkeit spezieller prasentierender Zellen
exogen aufgenommene Proteine nicht nur am MHC-lI-Rezeptor den CD4*-T-
Zellen, sondern auch am MHC-I-Rezeptor den CD8*-T-Zellen und den Nattrlichen
Killerzellen (NKs) zu prasentieren. Diese Art der Prasentation hat sich flr das
Hervorrufen einer adaptiven Immunantwort gegen infektiose Pathogene und
Tumore als besonders wertvoll erwiesen, wobei jedoch gerade diese Art der
Immunantwort in vielen Tumorgeweben gestort oder verandert zu sein scheint
(41).

Ein exogenes Protein kann auf verschiedenen Wegen, entweder durch Rezeptor-
abhangige Endozytose, Pinozytose oder Phagozytose, in die Zielzelle z.B. die
DCs gelangen. Hier sind aktuell drei Arten der Verarbeitung dieser Antigene
bekannt. Der Antigenpeptid-Transporter (TAP)- und Proteasomen-abhangige

Weg, bei dem das phagozytierte Protein durch Proteasomen in Peptide zerlegt
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wird und diese im Anschluss in das ER transportiert und hier auf das MHC-I-
Molekul geladen werden. Der MHC-I-Peptid-Komplex wandert anschlieRend Uber
den Golgi-Apparat an die Zelloberflache (41). Weitere Arten der Verarbeitung sind
der TAP- und Proteasomen-unabhangige Weg, wo das Protein direkt im Endosom
durch Cathepsin zerlegt wird und der Weg, bei dem das Protein direkt im
Phagosom verarbeitet und hier auf das MHC-I geladen wird. Diese beladenen
MHC-I-Peptid-Komplexe  werden anschlieBend an der extrazellularen
Membranseite exprimiert und die Antigenfragmente den CD8*-T-Zellen

(zytotoxischen Zellen) prasentiert (41).

5.2.2 Die immunverstarkende Komponente

Die mRNA-Impfstoffe sind in der Lage gleichzeitig, neben ihrer eigentlichen
Aufgabe, als eigene immuninduzierende Adjuvantien zu fungieren und daher eine
Immunantwort, ohne das Hinzufuigen von Hilfsmitteln, auszuldésen. Die mRNA wird
hierbei von  APCs erkannt, wodurch  wiederum im  Anschluss
Strukturerkennungsrezeptoren (PRRs), wie die Pathogen-erkennenden Toll-like-
Rezoptoren (TLRs), TLR3, TLR7 und TLRS8, aktiviert werden. Sie spielen als Teil
des angeborenen Immunsystems eine wichtige Rolle fur die Abwehr gegen
Mikroorganismen. Bei der IVT, der Herstellung von mRNA anhand einer DNA-
Vorlage im Reagenzglas, entsteht nicht nur ssRNA, sondern auch dsRNA (37).
Die ssRNA wird von endosomalen Rezeptoren des angeborenen Immunsystems,
wie beispielsweise TLR7 und TLR8, und die dsRNA von TLRS3, erkannt.
Aulerdem spielen bei der dsRNA zytoplasmatische Rezeptoren, wie RIG-1, PKR,
MDAD5, OAS, eine Rolle. Aufgrund der verschieden Rezeptorbindungen stimulieren
sie proinflammatorische Zytokine und Typ-1-Interferone. Des Weiteren kdnnen sie
antivirale Enzyme aktivieren, welche die Translation stoppen und die mRNA
schliel3lich abbauen (37). (Abbildung 13C)

5.3 Verbesserung und Anpassungen hinsichtlich

Translationseffizienz und Immunogenitat

Wahrend der Erprobung einiger mRNA-Impfstoffe stellte man fest, dass
verschiedene Komponenten zu einer verstarkten Immunantwort beitragen konnen.

Dies kann einerseits ein Vorteil sein, da die Zugabe von Adjuvantien hinfallig
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werden wurde, auf der anderen Seite jedoch auch Nachteile birgt. Die ssRNA ist
wahrend des Aufnahmevorganges in der Lage, die DCs Uber TLR7- und TLR8-
Bindung in ihre antivirale Bereitschaft zu versetzen (37,42) und die dsRNA
wiederum kann Uber TLR3 diese Immunstimulation zusatzlich verstarken. Kommt
es jedoch zu einer UberschieBRenden Ausschittung von Typ-l-Interferon und
anderen, flhrt dies wiederum zu einer mRNA-Translationsstagnation und einem
verfruhten Abbau, was in weiterer Folge zu einer verminderten Aktivierung der
CD8*-T-Zellen und einer limitierten Immunreaktion fuhrt (37). Aufgrund dieser
Reaktionen ist es notwendig, verschiedene Optimierungsmdglichkeiten zu kennen
und den Impfstoff auf diese Weise modifizieren zu kénnen, um schliellich eine

effiziente Wirkung erzielen zu kdnnen.

5.3.1 Veranderung der 5‘-Cap-Struktur

Die einfache eukaryotische und teilweise auch virale mRNA besitzt am 5'-Ende
eine 7-Methylguanosinkappe, die uber eine 5'5-Triphosphatbricke mit ihr
verbunden ist, die sogenannte ,Cap0' (m7G(5°)-ppp-(5')G) (36,37,43). Bei hdheren
Eukaryoten treten zusatzlich an der 2'-Positon der Ribose Methylierungen auf,
welche entweder am ersten bei ,Cap1‘ (m’GpppNmN) oder an den ersten beiden
Nukleotiden bei ,Cap2‘ (m7GpppNmNm) stattfinden (43).

0 CH

 ~ Triphosphate RNA5’end
HM ‘ \> | 10 |
o 0 0
i i il Base 1
H‘.N/’“‘\_‘“‘\N N@/Q"?“D’W“O’T“O a /cap1
0 O 0 x %

o o—CH

OH OH o_F:=—o 5 3Base 2 cap2
l J
O
7-methylguanosine
(cap0) o Oo-CH,
O=P—O\
& ORNA

Abbildung 14: Die Struktur der synthetischen Kappe. CH3z — Methylierung (43)
Die Cap0 ist ohne Methylierung an den Basen am 5° Ende, was eine verkehrte
Anlagerung an die mRNA beglinstigt. Die Cap1 besitzt bereits eine Methylierung
der Base am 5’Ende, die Cap2 noch eine weitere.
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Diese Kappe ist essenziell fur eine geringere Anfalligkeit gegenuber Nukleasen,
fur ein korrektes Splei3en und fur die Bindung an den elF4E, was wiederum die
Translationsrate erhoht (17,19,36,37). Aus diesem Grund muss auch die In-Vitro-
MRNA mit einer 5°-Cap ausgerustet werden, was entweder posttranslational durch
das VCE passiert oder kotranslational durch chemische Methoden erreicht wird.
Der Vorteil des VCE ist seine Effizienz, wobei es jedoch fir gréRere Produktionen
nicht in Frage kommt, da es sehr kosten- und zeitintensiv ist (36,37,44).

Die chemische Handhabung mithilfe von Analogkappen bietet mittlerweile mehrere
Moglichkeiten: Da sich die herkdmmliche Kappe in einem Drittel der Falle
entgegen der gewilnschten Richtung an die mRNA heften kann, wird sie dadurch
fur die Translation untauglich, weil sie dann als erstes fur das zu transkribierende
Nukleotid mit der fehlenden Methylierung fungiert (44).

Um diese unerwinschte Reaktion der herkdmmlichen Kappe zu umgehen, wurde
das Anti Reverse Capp-Analoga (ARCA) entwickelt. ARCA ist am C2- oder C3-
Atom mit einer Methylgruppe modifiziert, was die korrekte Nukleotidanheftung an
das nicht-methylierte Guanosin sicherstellt und so wiederum eine effizientere
Translation gewahrt (36,37,44). (Abbildung 14) Auch noch an ARCA selbst wurden
weitere  strukturelle  Modifikationen vorgenommen, viele innerhalb der
Triphosphatbricke (44), wie unter anderem Phosphorothioat-Modifikationen, die
zu einer hoheren Affinitat zu elF4E fuhren und damit effizienter translatieren
(36,37,44) Hierbei entstehen allerdings zwei Diastereomere, welche verschiedene
biologische Aktivitaten besitzen und daher voneinander getrennt werden mussen
(44). Bei beispielsweise der Variante p-S-ARCA (m272°GppspG) wurde von einer
héheren Translationsrate in den DCs aufgrund seiner Stabilitat berichtet (37).
Ebenso nach Ersetzen eines phosphatbindenden Sauerstoffatoms durch eine
Methylengruppe (m2”3°GpcHzppG, m2"3°GppcHzpG), nimmt die Empfindlichkeit
gegenuber des humanen Decapping-Enzym 2 (hDcp2) zu, jedoch gleichermal3en
auch die Affinitat zu elF4E ab (45). Verbleibende Nachteile von ARCA sind die
relativ geringe Capping-Effizienz (60-80%) und die unnatirliche Methylgruppe an
Position C3, die als zellfremd erkannt wird und die Expression von Typ | Interferon
triggern kann (36,43). AulRerdem entsteht bei der Verwendung von Analogkappen
ausschlieB3lich ,Cap0“ (36), was aufgrund der Fehlenden Methylierung MDA5S
aktiviert und auf diese Weise zusatzlich die Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen befeuern kann (36,46).
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Die jungste Erfindung ,CleanCap‘ ist entwickelt worden, um mithilfe eines
kappenbildenden Initiators, welcher die physiologischere ,Cap1“ mit einer 90-
99%igen Capping-Effizienz bildet, eine hohe Translationsrate erzielen zu konnen,
da durch die ,Cap1“ im Gegensatz zur ,Cap0Q“ die antivirale Antwort geringer

ausfallt und auf diese Weise zu hohe Zytokinlevel vermieden werden (36,37,46).

5.3.2 Modifikationen an den Nicht-translatierenden Regionen

Der codierende Abschnitt der mRNA ist sowohl auf der 5‘- als auch auf der 3'-
Seite von einer UTR umgeben, welche nicht als direkte Vorlage des zukinftigen
Proteins fungiert. Obwohl sie auf den ersten Blick keine relevante Information
enthalt, variiert sie je nach eukaryontischer Zelle und Zellstadium enorm
hinsichtlich ihrer Lange und ist in der Lage eine Vielzahl an verschiedenen
sekundaren Strukturen auszubilden und damit die Translation auf vielen
verschieden Ebenen zu beeinflussen. Des Weiteren wird Uber einen
Zusammenhang mit Replikation und Abbau der mRNA berichtet (32,36,37,47,48).
Aufgrund dieser Beobachtungen kann in der Impftherapie die Optimierung von
UTRs zusatzlich genutzt werden, um eine verbesserte Translation zu erzielen.

So wurde beobachtet, dass eine kurzere 5-UTR-Sequenz einen positiven und die
Verwendung von Tripletts wie ,AUG’ oder ,CUG" als Startcodon einen stérenden
Einfluss auf den Translationsprozess haben koénnen (36,37). AulRerdem sind
stabilisierende Elemente, wie zum Beispiel GC-reiche Sequenzen, forderlich fir
eine prazise Translation, wohingegen zu stabile sekundare Strukturen zu
vermeiden sind, da sie die Bindung eines Ribosoms an die mRNA verhindern
kénnen (37).

In Bezug auf die 3-UTR ist mittlerweile bekannt, dass sie Bindestellen fir
regulatorische Proteine enthalt und dass deren Bindung durch ihre Lange
beeinflusst werden kann. Beispielsweise erleichtert eine lange 3'-UTR-Sequenz
mRNA-abbauenden Proteinen den Zugang und fuhrt daher zu einem friheren
Zerfall (32). Auch am 3'-Ende wirken sich stabilisierende Elemente, wie AU- und
GU-reiche Sequenzen positiv aus. Eine weitverbreitete Sequenz beispielsweise
setzt sich zusammen aus a- Globin und B-Globin, welche selbst Elemente fir die
Regulation von Stabilitdt und Translation enthalten. Sie wird daher vorwiegend im
Zuge der Herstellung von IVT-mRNA verwendet (36,37).
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5.3.3 Triplett-Anderung durch den Austausch einzelner Basen im offenen
Leserahmen

Der Hauptteil der mRNA, der Teil, der direkt fur das Protein codiert, sollte in seiner
Information unverandert bleiben, und muss daher sehr sorgfaltig optimiert werden.
FUr eine Aminosaure existieren mehrere codierende Kombinationsmoglichkeiten
von drei Basen. Infolgedessen kann eine Base gegen eine andere ausgetauscht
werden, ohne die zu transportierende Abfolge von Aminosauren zu verandern
(18). Auf diesem Wissen basierend lassen sich Optimierungen vornehmen, die zu
einem besseren Ergebnis flhren.

Beispielsweise wurde beobachtet, dass die Verringerung an Uridin-Bausteinen in
der mRNA einen positiven Einfluss auf die Hohe der Antigenexpression hat, da
eine Ubermaliige Immunreaktion durch eine Anhaufung dieser Nukleoside, welche
von RIG-I erkannt werden, auf diese Weise vermieden wird (36). Ein zweiter
Aspekt ist, dass bei dieser Entfernung automatisch Guanidin- und Cytodin-
reichere  Bereiche entstehen, was wiederum  Einfluss auf die
Translationselongation hat (36). Es kdnne sich ebenso als Vorteil erweisen, die
gewunschten Zielzellen in ihrer mMRNA-Bauweise nachzuahmen, indem die von ihr
bevorzugt eingesetzten Tripletts und deren Haufigkeitsverteilung, vor allem von
sehr oft exprimierten Proteinen, beachtet werden, und die Wahl der Tripletts je
nach verfligbaren tRNAs getroffen wird. AuRerst stabile Sekundarstrukturen und
Haarnadel-Schlaufen sollten jedoch vermieden werden (36,37).

Zu beachten bleibt, dass je nach Protein auch eine langsamere Translation von
Vorteil sein kann, da die korrekte Faltung ein komplizierter Prozess ist und Zeit in
Anspruch nimmt, weshalb die Optimierung differenziert vorgenommen werden

muss, um fur ein qualitativ hochwertiges Antigen gewahrleisten zu kdnnen (36,37).

5.3.4 Poly(A)-Schwanz

Altere Forschungsarbeiten haben gezeigt, dass die Lange des Poly(A)-Teils einen
Effekt auf die mRNA-Translationseffizienz hat, da er die mRNA-Stabilitdt und
damit ihre Uberlebenszeit verbessern kann. Es deutete daraufhin, dass die
optimale Lange des Poly(A)-Schwanzes in DCs ungefahr zwischen 120-150
Nukleotiden (37,49) liegt, in unreifen T-Zellen jedoch ein langerer Teil von Uber
300 Nukleotiden effizienter sei (37,50). In aktuelleren Forschungen konnte

allerdings gezeigt werden, dass die in ausreichenden Mengen translatierte mRNA
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in Eukaryoten einen kurzen Poly(A)-Schwanz aufwiesen (51). Nichtsdestotrotz ist
die Poly(A)-Teil-abhangige Translationseffizienz einer mRNA je nach Zelltyp

unterschiedlich und bedarf eventuell einer Optimierung (37).

5.3.5 Hinzufiigen von Adjuvantien

Trotz der eigenen Fahigkeit der mRNA eine Immunantwort auszulésen, hat sich
herausgestellt, dass die Zugabe weiterer Adjuvantien die Effizienz der Impfwirkung
positiv beeinflussen kénnen. Die Immunogenitat nicht modifizierter, ungereinigter
MRNA Iasst sich beispielsweise durch das Hinzufligen von TriMix stark erhdhen,
was mit einer verbesserten Reifung von DCs und einer intensiveren Antwort der
zytotoxischen T-Zellen einhergeht. TriMix selbst beinhaltet mRNAs, die fur drei
immunaktivierende Proteine, CD40-Ligand sowie ein aktiver TLR4 und CD70,
codieren (37,52). Aber auch Tragerstoffe, wie die kationischen Lipide 1,2-Dioleoyl-
3-trimethylammoniumpropan (DOTAP) und 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphoehanolamin (DOPE), welche eine hohe Sezernierung von Typ-I-Interferon
induzieren, oder Protamin, das in der Lage ist die T-Helfer-Zell (TH) 1 -Antwort zu

aktivieren, zeigen eine gute Adjuvans-Wirkung (37).

5.4 Tragersubstanzen

Die Ubertragung der negativ geladen synthetisierten mRNA in die menschliche
Zelle stellt aufgrund ihrer Vulnerabilitat eine groRe Herausforderung dar. Die
nackte mRNA ist sehr anfallig fir abbauende Enzyme, wodurch es in Folge nur zu
einer unzureichenden Proteinexpression kommen kann. Aufgrund dessen ist es
notwendig, fir eine spezielle Verpackung zu sorgen, die ein langeres
Vorhandensein der Antigenvorlage gewahrleistet und so im Anschluss eine
ausreichende Immunantwort erzielt. Hier kommen zum einen Lipid-Nanopartikel
(LNPs) mit hochstem Erfahrungswert, Polymere, Proteine und ein virusahnliches

Replikon zum Einsatz (53).

5.4.1 Lipid-Nanopartikel (LNPs)
Eine seit der COVID19-Pandemie weitverbreitete und aufgrund dessen am
meisten erforsche Methode ist die Verpackung der mRNAs in Nanolipide, was

einerseits einen Abbau durch Enzyme verhindern kann und andererseits eine gute
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Biokompatibilitdt voraussetzt (53). LNPs zeichnen sich durch ionisierbare
Aminolipide aus, welche selbst mit der Endosomenmemebran reagieren und so
ein mMRNA-Entkommen ermdglichen. Durch das Polyethylenglykol wird ein Binden
an Plasmaproteine verhindert, was wiederum zu einer Verlangerung der
Zirkulationszeit fuhrt, da eine vorzeitige Entsorgung durch das retikulohistiozytare
System (RHS), welches auf Phagozytose und Speicherung bestimmter Stoffe
spezialisiert ist, blockiert wird. Zusatzliche Phospholipide und Cholesterol
fungieren als Stabilisatoren, die die Partikel zusammenhalten (53).

Wird die mRNA nun als Nanopartikel in den menschlichen Organismus appliziert,
gelangen zirka zwei Drittel Uber den LDL-Rezeptor (low density lipoprotein
receptor — LDLR) mithilfe von Apolipoprotein Bioo und Clathrin-vermittelter
Endozytose in die Leberzellen und das andere Drittel in extrahepatische Zellen.
Aulerdem kénnen Low Density Lipoproteins (LDLs), Lipoproteine mit niedriger
Dichte, im Falle eines hohen Cholesterinangebotes Uiber den Scavenger-Rezeptor
von Makrophagen gefressen werden, was wiederum im Zusammenhang mit der
Entstehung von arteriosklerotischen Plaques (Response-to-injury-Theorie) steht
(53,54). Die Clathrin-vermittelte Endozytose bewirkt eine Invagination der
Zellmembran, welche sich durch Abschnurung von dieser I6st. Im Endosom wird
nun der pH-Wert Uber Protonenpumpen abgesenkt, woraufhin eine Abloésung der
Liganden vom Rezeptor und in diesem Fall eine Protonierung der Nanopartikel
stattfindet. Es gibt Indizien, dass es durch die Interaktion dieser Kationen mit der
anionischen, endosomalen Hulle zu einer Destabilisierung der Membran mit
Ausbildung von Poren kommt. Durch diese konnen die Nanopartikel ohne Ruptur
des Endosoms entkommen (55). Auf diese Weise gelangt nun die mRNA in das
Zytosol, wo sie in das gewunschte Produkt translatiert werden kann. Da die LNPs
jedoch zum grofdten Teil in die Leber gelangen, sind sie nicht besonders
vorteilhaft, um eine DC-Aktivierung auszuldsen und damit als Ubertragersubstanz

fur systemische Verabreichung der mRNA-Krebsimpfung eher unbrauchbar. (56)

5.5 Applikationsformen

Die mRNA muss in der Lage sein, die Zellmembran der Wirtszelle zu
durchdringen, um in das Zytoplasma an ein Ribosom zu gelangen, damit sie

schlieflich translatiert wird. Allerdings besitzen sowohl die Zellmembran als auch
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die Nukleinsaure eine negative Ladung, die es zu Uberwinden gilt. Des Weiteren
besteht die Gefahr des zu schnellen Abbaus der mRNA durch extrazellulare
Ribonuklease, welche bei transkutaner Verabreichung deutlich verringert ist
(16,37). Aufgrund dieser Hindernisse ist das Finden der passenden
Applikationsform, die das codierte Protein in eine Vielzahl von Zellen bringt und
gleichzeitig eine hohe Translationsrate verspricht, eine grol’e Herausforderung
(16,37).

Es werden zwei Hauptgruppen von mRNA-Impfstoffen aufgrund ihrer Konstruktion
und Replikationsfahigkeit unterschieden: die Selbst-amplifizierende mRNA (SAM),
welche in ein Alphavirus-Genom anstelle dessen eigenen codierenden
Strukturproteine eingepflanzt ist und daher virale Eigenschaften besitzt. Und die
nicht-replizierende  mRNA mit der Struktur einer reifen mRNA und dem
codierenden ORF fur das gewlnschte Antigen (37). Der SAM-Impfstoff bleibt
weiterhin umstritten, da sowohl die Reaktogenitat als auch die Form der
hervorgerufenen Entzindung im Gegensatz zum Nicht-replizierenden Impfstoff nur

schwer modifizierbar sind (37,56).

5.5.1 Injektion oder transkutane Applikation nackter mRNA

Bei dieser Form der mRNA-Uberlieferung besteht zum einen die Méglichkeit der
direkten Injektion und zum anderen die Applikation der mRNA mithilfe
physikalischer Mittel. Die direkte Injektion der nackten mRNA wird heutzutage
hauptsachlich in der Behandlung oder Pravention von infektiosen Krankheiten
verwendet. An Mausen bei subkutaner Injektion konnte beobachtet werden, dass
die Ubertragungswirksamkeit sogar héher ist als bei einem nanopartikel-basierten
Impfstoff, jedoch gleichzeitig ein zu rascher Abbau der mRNA stattfindet, was
wiederum die Wirksamkeit insgesamt stark abschwacht (37).

Da die Haut in der Epidermis reich an Keratinozyten ist, welche eine wichtige Rolle
in der Ausschuttung von Zytokinen spielen und sogar an der Antigenprasentation
beteiligt sind, und da die Haut auch viele Langerhans Zellen besitzt, ist sie ein
anzustrebendes Zielorgan, um eine Immunantwort zu induzieren (16). Mithilfe
physikalischer Mittel kann ein Durchtritt durch das Stratum corneum und die
transdermale Ubertragung der mRNA ermdglicht werden. Durch die
Elektroporation, bei der die Zellmembran durch elektrischen Strom vorubergehend

durchlassiger gemacht wird, kdnnen groliere Moleklle wie die mRNA in die Zelle
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geschleust werden. Bei einer Genkanone wiederum liegt die mRNA auf der
Oberflache von Goldpartikeln auf, welche unter einen durch Heliumgas erzeugten
Druck in die Zellen geschossen werden. Zuletzt sei die perkutane Applikation der
MRNA durch Mikronadeln noch erwahnt (16,37). Obwohl diese physikalischen
Verfahren vielversprechende Ergebnisse liefern, gelten sie derzeit noch als
riskant, da angenommen wird, dass hierbei die Zellstruktur und -aktivitat verandert

oder sogar ein nicht physiologischer Zelltod herbeigefuhrt werden konnte (37).

5.5.2 Der mRNA-Krebsimpfstoff

Das Prinzip, auf dem der mRNA-Krebsimpfstoff beruht, ist die Uberlieferung eines
gewunschten Antigens in Form eines codierenden mRNA-Transkripts in das
Zytoplasma einer Wirtszelle, vorzugsweise in APCs. (37,57). Um den Schaden im
gesunden Gewebe mdoglichst klein zu halten, wird vor allem auf Tumor-spezifische
Antigene  (TAAs), sogenannte  Neoepitope, welche als Humane
Leukozytenantigene (HLAs) spezifisch auf der Tumorzelloberflache prasentiert
werden, gesetzt und eine zellvermittelte Immunantwort Gber MHC-I angestrebt
(56-58). Dieser mRNA-Botenstoff kann auf unterschiedliche Weise, sowohl in vitro
als auch in vivo, in die Zelle eingebracht werden. Die nackte mRNA ist sehr
instabil, aber auch die ungleiche Verteilung der Lymphozyten im Korper ist zu
beachten, was eine genaue Abwagung der Verabreichungsform und der mRNA-
\Verpackung‘ erfordert, was wiederum zusatzlich auf die unterschiedlichen
Eigenschaften der verschiedenen Tumorgewebe abgestimmt werden muss (37).
Die in-vitro-Methode bedient sich der Elektroporation als Hilfsmittel, mit der die
Membranen der extrahierten DCs kurzzeitig permeabler gemacht werden und auf
diese Weise die gewunschte mRNA ins Zytoplasma gelangen kann. Bei dieser
Applikationsform hat sich gezeigt, dass eine erhohte Immunaktivitat erreicht
werden kann, wenn zusatzlich die mRNAs bestimmter Kostimulatoren, wie CD83,
TNFRSF4 (tumor necrosis factor receptor superfamily member 4, OX40L) -Ligand
und 4-1BB-Ligand gemeinsam Ubertragen werden (56,59). Aber auch an der
Wirkung von ex vivo-geladenen DCs in Kombination mit TriMix, den codierenden
MRNA-Adjuvantien CD70, CD40L und aktiver TLR4, oder wie in neueren
Untersuchungen mit herkdmmlichen Chemotherapeutika oder mit Immun-
Checkpoint-Inhibitoren, wird geforscht. Die Kombination mit TriMix zeigte bereits in

mehreren vorklinischen Studien eine verstarkte DC-Aktivitat und eine unterstitzte
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Umwandlung von regulatorischen T-Zellen (Tregs) in TH1-Zellen (56). Bei der
Verabreichung von TriMixDC-MEL — TriMixDCs mit codierender mRNA einer
Fusion von DC-LAMP (lysosomal associated membrane glycoprotein) und einer
der vier Melanom-assoziierten Antigene (MAGE): Glykoprotein 100, Tyrosinase,
MAGE-A3, MAGE-C2 - konnte eine Tumorregression im fortgeschrittenen
Melanom erzielt werden (56,60-62). In Dreierkombination mit dem Monoklonalen
Antikoper Ipilimumab, dem zytotoxischen T-Lymphozyten-Antigen 4 (CTLA4) und
TriMix konnte sogar eine dauerhafte Tumorreduktion bei refraktaren Melanomen
und Melanom-Rezidiven erreicht werden (56,63).

Die direkte Injektion der mRNA-Krebsimpfung in den Organismus kann entweder
auf herkdbmmlichen Wegen wie intrakutan, subkutan und intramuskuléar geschehen
oder auf unkonventionellere Art und Weisen (56). Die intranodale Injektion der
nackten mRNA, auch in andere sekundare Lymphgewebe wie die Milz, erlaubt ein
Einbringen des Antigen-Rezepts in den Ort der Antigenprasentation und der T-
Zell-Aktivierung. Die nackte mRNA kann hier gezielt von DCs aufgenommen
werden und eine starke systemische, antigenspezifische TH1-Immunantwort
hervorrufen (56,64). Durch die vorherige systemische Verabreichung des FLT3
(Fms-like tyrosine kinase 3)-Liganden konnte eine um 40% hdhere komplette
Tumorremission als bei der alleinigen mMRNA-Injektion in Mausen erzielt werden
(56,65). Die intratumorale Injektion der mRNA-Impfung bietet eine Methode, um
eine schnelle und spezifische Aktivierung der ortsansassigen T-Zellen, jedoch in
diesem Fall nicht durch die Prasentation von TAA-Rezepten, sondern durch
MRNA codierte immunstimulierende Molekule, hervorzurufen (56). Van der Jeugth
et al. beobachteten, dass eine intratumoral verabreichte mRNA-Impfung, die fur
ein modifiziertes Zytokin, einem Interferon-p in Verbindung mit einem
Transforming Growth Factor-p (TGFB) Antagonisten, codiert, fur eine verstarkte
CD8*-T-Zell-Aktivitdt und verzdogertes Tumorwachstum in Mausmodellen bei
Lymphomen oder Lungenkarzinomen mit Ovalbumin(OVA)-Expression sorgte
(56,66).

Die systemische (intravendse) Verabreichung der nackten mRNA ist hinsichtlich
ihrer kurzen Uberlebensdauer nicht besonders effizient, weshalb diese in
Tragermolekule ,verpackt' werden muss. Auf diese Weise kann sie leichter in eine
Zelle gelangen und ist besser vor RNasen geschutzt, was wiederum zu einer
effizienteren Translation fuhrt (53,56). Die LNPs sind als Transportvehikel
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aufgrund ihres hauptsachlichen Zielorganes, der Leber, fir die mMRNA-
Krebsimpfung wenig gewinnbringend. Hier haben sich Lipoplex(LPX)-
Formulierungen, bei der die mRNA von einer Lipid-Doppelschicht umschlossen
wird (67), als deutlich geeigneter erwiesen. RNA-LPXs unterscheiden sich
hinsichtlich ihrer Zusammensetzung, ihrer Ladungsverhaltnisse (Lipid-RNA-Ratio)
und ihrer ionischen Bedingungen (68). In der Lunge zeigte sich eine hohere
Antigen-Expression als in der Milz im Falle einer leicht positiven Ladung der
Lipidvehikel, welche mit zunehmend sinkendem Ladungsverhaltnis der Vehikel
jedoch zugunsten der Milz ausfiel (56,68). RNA-LPX-Impfstoffe werden
mittlerweile, da sich keine toxische Wirkung in Mausen und nicht menschlichen
Primaten gezeigt hat, in klinischen Studien getestet, unter anderem gegen
Melanome im Spatstadium (NCT02410733) (37,56). Eine relativ neue Art der
mRNA-,Verpackung' an der bereits geforscht wird, sind die Gold-Nanopartikel,

welche als Bio-Vehikel dienen kdnnten (11).
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6 Materialien und Methoden

6.1 Bioinformatische Abfrage

Um potenzielle neue Ziele fir mRNA-Impfstoffe in der Krebstherapie zu
identifizieren, wurde das Genotype-Tissue Expression (GTEx) portal
(https://gtexportal.org/home/) verwendet, wo es gewebsspezifische RNA-
Sequencing Daten fur insgesamt 53 Gewebetypen gibt. Es stehen in dieser
Datenbank Daten fir 56200 Gene und lhre Varianten, verteilt auf 53
Gewebetypen, zur VerfiUgung (detaillierte Auflistung in Tabelle 1).

(adipose_subcutaneous, adipose_visceral_omentum, adrenal_gland, artery_aorta,

artery_coronary, artery_tibial, bladder, brain_amygdala,
brain_anterior_cingulate _cortex_ba24, brain_caudate basal_ganglia,
brain_cerebellar_hemisphere, brain_cerebellum, brain_cortex,
brain_frontal cortex_ba9, brain_hippocampus ,brain_hypothalamus,
brain_nucleus_accumbens_basal_ganglia, brain_putamen_basal_ganglia,

brain_spinal_cord_cervical_c-1, brain_substantia_nigra, breast_ mammary _tissue,
cells_cultured_fibroblasts, cells_ebv-transformed_lymphocytes, cervix_ectocervix,
colon_sigmoid, colon_transverse, esophagus_gastroesophageal_junction,
esophagus_mucosa, esophagus_muscularis, fallopian_tube,
heart_atrial_appendage, heart_left_ventricle, kidney_cortex, kidney_medulla, liver,
lung, minor_salivary_gland, muscle_skeletal, nerve_tibial, ovary, pancreas,
pituitary, prostate, skin_not_sun_exposed_suprapubic,
skin_sun_exposed_lower_leg, small_intestine_terminal_ileum, spleen, stomach,
testis, thyroid, uterus, vagina, whole_blood). Die Geneexpression des spezifischen
Gens in den unterschiedlichen Gewebetypen wurde mit Transcripts Per Kilobase
Million (TPM) angegeben. TPM bezeichnet die Anzahl der von diesem
Gen/Transkript abstammenden RNA-Molekile in der RNA-seq-Probe von
1.000.000 RNA-Molekule. RNA-seq stellt eine Methode zur Bestimmung der
Nukleotidabfolge der RNA dar. TPM wird errechnet, indem man das Produkt aus
der Anzahl der auf dem Gen abgebildeten Reads, die Lange des Reads, und
1.000.000 durch das Produkt aus Lange des feature (Exons/Transkripts) vom Gen
und die Summe aller "beprobten Transkripte" dividiert. Es wurde der komplette

Datensatz von GTEx als CSV (Comma-separated values) heruntergeladen und
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die Auswertung mittels R (Version 4.3.1) durchgefuhrt. Die PubMed-Abfrage
erfolgte mittels der R-Bibliothek RCurl (version 1.98.1.13). Um die
Genspezifischen Informationen erhalten und die ENSG-Nummer mit den
jeweiligen Informationen verknipfen zu kdnnen, wurde die R-Bibliothek BiomaRt
(version 2.56.1) verwendet und die Ergebnisse mittels ggplot2 (version 3.4.2)

visualisiert.

6.2 Literaturrecherche

Eine Liste der zwanzig haufigsten Gene wurde erstellt und das jeweilige Gen in

PubMed gesucht (https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/). Alle Informationen, welche

Aufschluss uber die Funktion eines Gens gaben, und dessen jeweilige Rolle im
Krebs bzw. in unterschiedlichen Krebsarten im Speziellen wurden in den

Resultaten zusammengefasst und in einer Tabelle Ubersichtlich dargestelit.
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7 Ergebnisse
Insgesamt wurden in GetEx 56.200 Gene in 53 Gewebetypen (detaillierte

Auflistung in Tabelle 1) untersucht. Die Gewebetypen mit den hdchsten
durchschnittlichen TPMs pro Gen waren der Uterus (8.30 TPM), die Prostata (8.02
TPM), das Ovar (7.69 TPM), der Nervus tibialis (7.21 TPM) und die Schilddrise
(6.89 TPM) (Detailliert in Abbildung 15). Die maximalen TPMs pro Gen pro
Gewebe waren die Milz (33.53 TPM), gefolgt von der Prostata (30.77 TPM), der
Schilddrise (30.32 TPM), den Coronararterien (29.45 TPM) und dem Uterus
(26.44 TPM).

Gesamtverteilung der TPMs in den gemessenen Geweben
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Abbildung 15: Mittlere Gesamtexpressionsverteilung aller Gene pro
Gewebetyp. Das Expressionsmuster pro Gewebetyp wurde mittels Boxplot
dargestellt, wobei auf der X-Achse die einzelnen Gewebetypen dargestellt sind
und auf der Y-Achse die TPMs. (TPM = Transcripts Per Kilobase Million)

Schaut man sich die insgesamt 58800 Gene an und klassifiziert sie anhand ihrer
ENSEMBL-Charakterisierung, so ergibt sich fur die Gene, die in GetEx analysiert
wurden, folgendes Bild: Die meisten der 58800 Gene waren Protein codierende
Gene (n=19668, 33.45%), gefolgt von long-non-coding RNAs (IncRNA)(n=13685),
prozessierten Pseudogenen (n=10012), ribosomale RNA (rRNA)(n=598),
unprozessierten Pseudogenen (n=2496) und small RNAs (snRNA)(n=2075)
(Vollstandige Auflistung in Tabelle 1).
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Tabelle 1. ENSEMBL Kategorisierung der unterschiedlichen Gen-Loci.
Jede ENSG-Nummer wurde Uber die ENSEMBL-Datenbank abgefragt und die

Kategorien hier aufgelistet.

Ensembl Gene Biotype Beschreibung Anzahl
artifact 19
IG_C_gene Immunglobulin-Gen mit 14
konstanter Kette, durchlauft
eine somatische
Rekombination vor der
Transkription
IG_C pseudogene 9
IG_D_gene Immunglobulin-Gen mit 37
variabler Kette, durchlauft
eine somatische
Rekombination vor der
Transkription
IG_J gene Immunglobulin-Gen mit einer | 18
J-Kette, durchlauft eine
somatische Rekombination
vor der Transkription
IG_J pseudogene 3
IG_pseudogene Inaktiviertes Immunglobulin- | 1
Gen
IG_V _gene Immunglobulin-Gen mit 145
variabler Kette, durchlauft
eine somatische
Rekombination vor der
Transkription
IG_V pseudogene 187
IncRNA Nicht-codierendes Transkript | 13685
(long-non-coding RNA) bzw. Gen mit einer
Basenlange von > 200 Basen.
miRNA Kurze RNA (~22bp), legt die | 1573
Expression einer Ziel-mRNA
still
misc_RNA Nicht-codierende RNA, kann | 2006
(Miscellaneous RNA) nicht klassifiziert werden
Mt rRNA 2
Mt _tRNA Transfer-RNA, die im 22
mitochondrialen Genom
lokalisiert ist
processed_pseudogene Pseudogen ohne Introns, 10012
vermutlich durch reverse
Transkription einer mMRNA
mitanschlieRender Integration
der DNA in das Genom
entstanden
protein_coding Gen/Transkript, das einen 19668

offenen Leseraster (ORF)
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enthalt.

Pseudogene

Gen mit Homologie zu einem
Protein-kodierenden Gen, das
ein Frameshift oder
Stoppcodon enthalt, welches
den ORF unterbricht,
vermutlicher Funktionsverlust
aufgrund von Genduplikation

13

Ribozyme

rRNA

RNA-Komponente eines
Ribosomes

2598

rRNA_pseudogene

482

scaRNA
(small Cajal body-specific RNA)

42

scRNA

snoRNA

Kurze nukleolare RNA-
Moleklle, die an den
posttranskriptionellen
Modifikationen beteiligt sind

859

snRNA

Kurze nukleare RNA-
Molekdule, die an der
Prozessierung der Vorlaufer-
mRNA beteiligt sind

2075

sRNA

TEC
(To be Experimentally Confirmed)

Region mit EST (Expressed
Sequenz Tag) -Cluster,
welches durch Enthalten von
Poly(A)-Merkmalen auf die
Prasenz eines Protein-
codierenden Gens hindeutet

999

TR_C_gene

T-Zell-Rezeptor-Gen mit
konstanter Kette, durchlauft
eine somatische
Rekombination vor der
Transkription

TR_D_gene

T-Zell-Rezeptor-Gen mit
variabler Kette, durchlauft
eine somatische
Rekombination vor der
Transkription

TR_J gene

T-Zell-Rezeptor-Gen mit einer
J-Kette, durchlauft eine
somatische Rekombination
vor der Transkription

79

TR _J pseudogene

TR_V_gene

T-Zell-Rezeptor-Gen mit
variabler Kette, durchlauft
eine somatische
Rekombination vor der

Transkription

106
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TR _V_pseudogene 33

transcribed processed pseudogene 477
transcribed unitary pseudogene 147
transcribed_unprocessed_pseudogene [Pseudogen, das Introns 881

enthalten kann, da es durch
Genduplikation entsteht.

translated_processed_pseudogene Pseudogene, mit Hinweis auf | 1
deren Translation durch
Massenspezifikationsdaten

Summe 58800

Ein wesentliches Problem vieler Medikamente sind potenziell lebensbedrohliche
Nebenwirkungen. Ein weiteres Problem sind Schaden, die an besonders
vulnerablen Organen auftreten kénnen oder an Organen, wo Schaden
unerwunscht sind, weil sich diese Gewebsarten gar nicht bis sehr langsam

regenerieren. Aus diesem Grund wurden Gene mit einer sehr hohen Expression

im Zentralnervensystem (ZNS) (brain_amygdala,
brain_anterior_cingulate _cortex_ba24, brain_caudate basal_ganglia,
brain_cerebellar_hemisphere, brain_cerebellum, brain_cortex,
brain_frontal cortex_ba9, brain_hippocampus, brain_hypothalamus,
brain_nucleus_accumbens_basal_ganglia, brain_putamen_basal_ganglia,

brain_spinal_cord_cervical c-1, brain_substantia_nigra) und dem Herzen
(heart_atrial_appendage, heart_left_ventricle) aus der Analyse rausgenommen.
Der Cutoff wurde bei 0.1 TPM vom Mittelwert des jeweiligen Genes genommen,
wobei ein Wert Gber 0.1 TPM in einem der genannten Gewebsarten gereicht hat,
damit das betreffende Gen exkludiert wurde.

Insgesamt wurden so 33518 Gene aus der Analyse exkludiert, wobei 17578

proteinkodierende Gene waren (Detailliert in Tabelle 2).

Tabelle 2. Anzahl der exkludierten Gentypen

Ensembl Gene Biotype Anzahl
Artifact 10
IG_C gene 13
IG_C pseudogene 5

IG_ D gene 2

IG J gene 14
IG_V gene 99
IG_V pseudogene 6
IncRNA 8405
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(long-non-coding RNA)

miRNA 189
misc_RNA 503
Mt _rRNA 3
Mt _tRNA 22
processed pseudogene 3492
protein_coding 17578
Pseudogene 1
rRNA 4
rRNA_pseudogene 77
scaRNA 15
scRNA 1
snoRNA 249
snRNA 321
sRNA 1
TEC 614
TR _C gene 6
TR J gene 13
TR V gene 53
TR _V_pseudogene 5
transcribed processed pseudogene 298
transcribed unitary pseudogene 104
transcribed unprocessed pseudogene 570
translated unprocessed pseudogene 3
translated processed pseudogene 1
Unprocessed pseudogene 604
Unitary pseudogene 21
Summe 33300

Um potenzielle Gene zu finden, die nur in einem Gewebetyp exprimiert bzw. stark
uberexprimiert sind, wurde der Median der Expression des jeweiligen Genes Uber
alle Gewebetypen genommen und nur das Gen genommen, das zumindest eine
10-fache Uberexpression im Vergleich zum Median hatte. Hierbei konnten wir
insgesamt 3428 Gene identifizieren (Detailliert in Abbildung 16). Die meisten
Gene waren im Hoden uberexprimiert gefolgt von der Leber und dem Blut. Der
Grolteil der identifizierten Gene waren vom Typus her codierend flr eine INncRNA
(n=1921, 56.03%) gefolgt von proteincodierender RNA (n=581, 16.95%)
(Detailliert in Tabelle 3).

Tabelle 3. Ubersicht aller gefundenen Gene.

Ensembl Gene Biotype Anzahl
IG_D gene 1
IG_V gene 4
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IG_V pseudogene 11
IncRNA 1921
miRNA 9
misc_RNA 30
processed pseudogene 362
protein_coding 581
rRNA pseudogene 5
snoRNA 13
snRNA 16
TEC 60
TR _J gene 27
TR J pseudogene 1
TR V gene 8
TR V pseudogene 2
transcribed processed pseudogene 64
transcribed unprocessed pseudogene | 112
unitary pseudogene 10
unprocessed pseudogene 173
transcribed unitary pseudogene 18
Summe 3428
Anzahl der Uberexprimierten Gene pro Gewebe
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Abbildung 16: Anzahl der iiberexprimierten Gene pro Gewebe. Es wurde der

Median der Expression des jeweiligen Gens Uber alle Gewebetypen genommen

und nur Gene gezéhlt, die eine zumindest 10-fach héhere Expression in einem
Gewebe als der Median (iber alle Gewebetypen hinweg hatten.
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Abbildung 17: Gewebeverteilung der iiberexprimierten proteincodierenden
Gene. Es wurden nur Gene in dieser Abbildung miteinbezogen, die laut

ENSEMBL-Datenbank eine proteincodierende Funktion haben.
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7.1 Genzusammenfassung

7.1.1 NCR2

Das NCR2-Gen (Natural Cytotoxicity Receptor 2), lokalisiert auf Chromosom 6
(6p21.1), gehdrt der NCR-Familie an, zu der auRerdem zwei weitere Gene, NCR1,
codierend fur NKp46, und NCR3, codierend fur NKp30, gezahlt werden. NCR2 ist
die codierende Vorlage fur wiederum drei verschiedene durch Splicing
entstehende Transkripte: NKp44-1, -2 und -3 (NK-Zell-aktivierenden Rezeptor
NKp44 (CD336 (HLA))). Nur aus NKp44-1 entsteht ein Protein mit einem langen
zytoplasmatischen Teil, welcher sowohl inhibiert als auch aktiviert werden kann.
Die Aktivierung lauft Uber die Assoziation mit DAP12 (DNAX-activation protein of
12 KDa), die Inhibierung, welche mit der MHC-I-Prasentation der kdpereigenen
Proteine vergleichbar ist, Uber eine sogenannte ITIM-ahnlichen Sequenz
(Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif) (69,70).

Der NKp44-Rezeptor wird Uberwiegend auf aktivierten NK-Zellen, anders als
NKp46 und NKp30, die sich ebenso auf ruhenden NK-Zellen in der Peripherie
befinden, exprimiert, da er durch die Stimulation von Interleukin (IL)-2 und IL-15
vermehrt eingebaut wird. AuRerdem befindet sich dieser Rezeptor unter anderem
auf plasmazytoiden dendritischen Zellen, auf sogenannten ILCs — innate lymphoid
cells (ILC1 und ILC3), auf Vo1*-Zellen (periphere v3-T-Zelle) und auf
intraepithelialen Lymphozyten (IELs) der Darmschleimhaut vor (70).

NKp44 spielt eine wichtige Rolle bei der Bewachung von Tumorzellen, da uber
diesen die Funktionen der NK-Zellen sowohl in ihrer Zytotoxizitat als auch in ihrer
Zytokinsekretion reguliert werden. Viele maligne Zellen, aber auch virusinfizierte
Zellen, sezernieren Liganden, die durch Bindung an NKp44 sowie in Kooperation
mit den anderen NCRs die Zytotoxizitat der NK-Zellen befeuern, aber auch
hemmen koénnen (69). Eine vermehrte Expression von NKp44-1 wurde in den
Dezidualzellen wahrend einer Schwangerschaft festgestellt, was ebenso mit
einem hohen Level von PCNA (Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen) — einem
inhibierenden Liganden — vergesellschaftet war, um vermutlich fur eine bessere
Akzeptanz zwischen Immunsystem der Mutter und dem kindlichen Gewebe zu
sorgen. Jedoch haben sich viele Tumorzellen genau diesen Mechanismus zu
eigen gemacht, weshalb sie unter anderem aufgrund dessen dem Immunsystem

entkommen kénnen (71).
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Tabelle 4: Uberblick — NCR2

Gen Physiologie Pathologie Survival
NCR2 NKp44-Rezeptor- | Liganden- Hohe NKp44-1-
vermittelte vermittelte Expression war mit

Regulation der
Zytotoxizitat von
NK-Zellen (CD8+-
unabhangig),
Erhohung der
Toleranz
gegenuber
kindlichem
Gewebe in der

Schwangerschaft

Immuntoleranz
bei Virus-
infizierten Zellen

und Tumorzellen

einem schlechteren
Outcome in AML

assoziiert (69,70,72).
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Bulk tissus gane axprassion for NCR2 (ENSGOD00D096264.13)
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Abbildung 18: Expressionsprofil des NCR2-Gens.

(A) Violin-Plot mit dem Expressionsprofil des NCR2-Gens in 32 unterschiedlichen
physiologischen Gewebetypen. Der Graph wurde von gtexportal.org zur Verfligung
gestellt (73).

(B) Bar-Chart-Plot mit dem Expressionsprofil des NCR2-Gens in unterschiedlichen
hématopoetischen Zellen (74).

Die Gewebsspezifische Expression wurde auf der Y-Achse als TPMs (Transcripts
Per Kilobase Million) dargestellt, der Zelltypus an der X-Achse.

In Bezug auf hamatologische Erkrankungen wurde keine signifikante Erhdhung
des NKp44-Rezeptors auf den Zellen der Chronisch Lymphatischen Leukamie
(CLL) und des Multiplen Myeloms (MM) festgestellt (75,76), wohingegen bei der
Akuten Myeloischen Leukamie (AML) eine erhdhte Expression der Splicevariante
NKp44-1 mit einer deutlich schlechteren Prognose assoziiert war (69,70,72).

In den frihen Stadien der Akuten Lymphatischen Leukamie (ALL) kommt es Uber
die IL-15-Stimulation, aber auch auf den Zellen des Grolizelligen B-Zell-
Lymphoms (DLBCL) zu einer signifikant erhdhten Expression von NKp44 und zu
einer Aktivierung der NK-Zellen, die eine Ausbreitung der malignen Zellen in die
Peripherie eindammt. Allerdings ist die vermehrte Expression von NKp44 und
NKG2D — Natural Killer Group — im Knochenmark wiederum assoziiert mit einem

deutlich erhdohten Risiko fur einen spateren ZNS-Befall der Leukamiezellen,
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vermutlich aufgrund der ortlich beschrankten NK-Zellen (77). Mit zunehmender
Fortschreitung des DLBCLs lasst die NKp44-Expression hier jedoch deutlich nach
(78).

Auch in  primaren Tumorgeweben von Brust, Lunge, Gebarmutter,
Gebarmutterhals und Nieren konnte eine erhdohte Expression des Transkripts
NKp44-1 im Vergleich zu gesundem Gewebe nachgewiesen werden. Im Kontrast
hierzu ist im gastrointestinalen (Gl-) Bereich dieses Transkript physiologisch
weitaus hoher vertreten als in anderen Organen, welches sogar in Relation zur

Expression auf malignen Zellen aus Gl-Tumoren Uberwiegt (71).

7.1.2 LGALS14

Das LGALS14-Gen (lectin-gala