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Abstract: Der Selenocystein(Sec)-Einbau in Proteine erfolgt
in der Natur durch die kotranslationale Umkodierung eines
UGA-Stopp-Codons. Diese Studie zeigt nun, dass Sec nicht
ausschließlich durch UGA, sondern vielmehr durch 58 aller 64
mçglichen Codons kodiert werden kann. Hierbei erlauben 15
Codons nicht nur die vollst�ndige Umkodierung von ihrer
urspr�nglichen Bedeutung als kanonische Aminos�ure zu Se-
lenocystein, sondern sie f�hren zu Proteinausbeuten, die um
mehr als das Zehnfache gesteigert sind. Der hoch effiziente
Mechanismus zur Selenocystein-Rekodierung wird anhand
zweier Reporterenzyme, der Escherichia-coli-Formiatdehy-
drogenase und der humanen Thioredoxinreduktase, beschrie-
ben. Da der Selenocysteineinbau an der Position eines UGA-
Stopp-Codons zwangsl�ufig mit translationaler Termination
konkurriert, war es umso erstaunlicher, dass die Selenocystein-
Einbaumaschinerie w�hrend der Umkodierung von Sense-
Codons erfolgreich mit den im �berfluss vorhandenen regu-
l�ren Aminoacyl-tRNAs konkurriert.

Bislang galt es als unmçglich, die urspr�ngliche Bedeutung
von Sense-Codons zu einer anderen Aminos�ure zu reko-
dieren. Tats�chlich wurde bereits durch die Entdeckung, dass
das Codon UGA sowohl Stopp als auch Selenocystein (Sec)
bedeuten kann, ein molekularbiologisches Dogma aufgeho-
ben.[1] Dies erkl�rt, weshalb die Dekodierung und der ko-
translationale Einbau von Sec seit drei Jahrzehnten Gegen-
stand zahlreicher biochemischer Untersuchungen sind. Dar-
�ber hinaus ist Selen ein essenzielles Spurenelement in der
menschlichen Ern�hrung.[2] In Zellen liegt Selen in Form der
Aminos�ure Sec in Enzymen vor, welche die zellul�re Redox-
Homçostase gew�hrleisten und so Schutz vor reaktiven Sau-
erstoffspezies bieten. Infolgedessen sind Defekte in der Sec-
Biosynthese und der Funktion von Sec-Enzymen f�r humane
Krankheitsbilder verantwortlich und f�hren unter anderem

zu Beeintr�chtigungen neuronaler Funktionen und der Em-
bryogenese.[3]

Die Aussicht darauf, Proteine, welche mehrere nichtka-
nonische Aminos�uren (ncAS) enthalten, synthetisieren zu
kçnnen, ist eine der Triebfedern daf�r, den genetischen Code
durch die Umkodierung von Sense-Codons zu erweitern.[4]

Mit Sec und Pyrrolysin finden sich bereits zwei Beispiele f�r
nat�rliche Erweiterungen des genetisches Codes, welche es
erlauben, die zus�tzlichen Aminos�uren kotranslational in
Proteine einzuf�gen.[5] Folglich existiert in Form des Sec-
Translationsapparates, der bestimmte UGA-Codons in Sec
�bersetzt, bereits ein effizientes Umkodierungssystem
(Schema 1A). Obwohl Sec nicht in allen Organismen vor-
kommt und zum Beispiel in Pflanzen, Pilzen und den meisten
Archaeen vçllig fehlt, findet es sich doch als genetisch ko-
dierte 21. Aminos�ure �ber Organismen aller drei Dom�nen
des Lebens verteilt. In allen F�llen wird Sec auf einer spezi-
fischen tRNASec synthetisiert.[6] Zum kotranslationalen De-
kodieren eines UGA-Codons als Sec werden schließlich Sec-
tRNASec, ein spezialisierter Elongationsfaktor (SelB bei
E. coli) und ein spezifisches mRNA-Sequenzmotiv (SECIS,
Sec-Insertionssequenz) bençtigt.

In der vorliegenden Studie haben wir untersucht, inwie-
fern es mçglich ist, den Sec-Translationsapparat von E. coli
zur sequenzspezifischen Umkodierung von Sense-Codons zu
Sec zu verwenden. Bereits in fr�heren Arbeiten wurde ver-
sucht Sec mithilfe des UUA-Leu-Codons[7] oder des UGG-
Trp-Codons[8] zu dekodieren, wobei im Vergleich zu durch
UGA-kodiertem Sec sowohl reduzierte Ausbeuten an Sele-
noprotein als auch signifikante Verunreinigungen durch den
Einbau der entsprechenden kanonischen Aminos�ure beob-
achtet wurden. Um die volle Umkodierungskapazit�t des Sec-
Apparates zu untersuchen, haben wir im Gegensatz dazu
einen systematischen Ansatz gew�hlt, f�r den wir eine Bi-
bliothek an Mutanten der E.-coli-Formiatdehydrogenase
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(FDHH) und von tRNASec-Varianten hergestellt haben. Jede
FDHH-Variante enthielt eines der 64 mçglichen Codons, um
ein essentielles Sec an Position 140 zu kodieren. In der Zelle
ist FDHH Teil des membranassoziierten Formiat-Wasserstoff-
Lyasekomplexes (FHL), welcher unter anaeroben Bedin-
gungen die Fermentation von Formiat zu H2 und CO2 kata-
lysiert. Im FHL-Komplex werden dabei Elektronen von
Formiat zur Hydrogenase 3 transportiert, welche H+ zu H2

reduziert.[9] Da die enzymatische Aktivit�t von FDHH von Sec
an Position 140, welches einen Molybdopterin-Kofaktor im
aktiven Zentrum koordiniert,[10] abh�ngt, l�sst sich die Um-
kodierung eines Sense-Codons zu Sec an Position 140 sowohl
in vivo wie auch in vitro leicht mithilfe des Elektronendonors
Benzylviologen (BV) verfolgen: Katalytisch aktive FDHH

reduziert BV zu einem dunkelvioletten Farbstoff,[11] der sich
sowohl in lebenden Zellen beobachten als auch bei Verwen-
dung von gereinigtem FDHH spektroskopisch quantifizieren
l�sst.

Jede FDHH-Genvariante (fdhF 140NNN) wurde zusam-
men mit selA, selB und den selC-Mutanten (tRNASec

NNN),
welche das entsprechende Anticodon trugen, in einem E.-
coli-DselADselBDfdhF-Deletionsstamm (MH5)[12] koexpri-
miert (Schema 1). Die verwendeten Konstrukte lassen die
Produktion von zwei verschiedenen Proteinprodukten zu: Da
Sec-tRNASec

NNN und SelB mit der kanonischen Aminoacyl-
tRNANNN (aa-tRNANNN) und EF-Tu um das Codon an Posi-
tion 140 konkurrieren, kçnnten sowohl Sec-FDHH (Sche-

ma 1B), FDHH mit einer kanonischen Aminos�ure an Posi-
tion 140 (Schema 1C) oder eine Mischung aus beiden Prote-
inspezies gebildet werden.

Unerwarteterweise zeigte bereits der in vivo FDHH-Ak-
tivit�tstest, dass der Sec-Apparat alle drei Stopp-Codons und
nahezu alle Sense-Codons zu Sec umkodieren kann (Abbil-
dung 1). F�r 58 aller 64 Codons ließ sich Sec-abh�ngige BV-

Reduktion in Form von Violettf�rbung der Zellkolonien mit
derselben Intensit�t wie f�r das UGA-Wildtyp-Sec-Codon
beobachten. Obwohl dieser In-vivo-Aktivit�tstest lediglich
qualitative Aussagen zul�sst, zeigte er zum ersten Mal, dass
tats�chlich die meisten Codons umkodierbar sind. Mindes-
tens ein Codon f�r jede der zwanzig kanonischen Amino-
s�uren kann zu Sec umkodiert werden. Folglich ist keine aa-
tRNA-Spezies in der Lage, vollst�ndig erfolgreich gegen Sec-
Einbau zu konkurrieren. Zum Beispiel wurde die Bedeutung
aller sechs Leu-Codons, f�nf von sechs Ser-Codons und vier
von sechs Arg-Codons zu Sec ge�ndert.

Lediglich sechs Codons f�hrten nicht zu FDHH-Aktivit�t
und konnten somit nicht zu Sec umkodiert werden. Erstaun-
licherweise befinden sich vier dieser Codons (CGA, AGU,
AGG und GGC) in den NGN-Boxen des genetischen Codes.
Sowohl mit SDS-Gelen als auch mit Western-Blots (Abbil-
dungen S1, S2) konnte gezeigt werden, dass vollst�ndiges
FDHH mit einer relativen Molek�lmasse von 80 kDa bei allen

Schema 1. Umkodierung zu Sec. A) Zur Biosynthese des E.-coli-Sec-
Enzyms Formiatdehydrogenase (FDHH) von der fdhF-mRNA muss das
UGA-Stopp-Codon an Position 140 als Sec dekodiert werden. Dazu
werden Sec-tRNASec, der Elongationsfaktor SelB und ein SECIS-mRNA-
Strukturmotiv bençtigt. Wird das UGA-Codon in fdhF durch eines der
63 weiteren Codons (NNN) ersetzt und mit der komplement�ren Sec-
tRNASec

NNN koexprimiert, wird die von SelB und dem SECIS-Element
vermittelte Umkodierung dieses Codons zu Sec erwartet (B). Gleich-
zeitig kann es zu Konkurrenz durch native Aminoacyl-tRNAs und EF-Tu
kommen, was den Einbau von kanonischen Aminos�uren bedingt (C).
In diesem Fall (C) ist das SECIS-Element lediglich Teil der fdhF-mRNA
und es wird nicht angenommen, dass es die EF-Tu-abh�ngige Transla-
tion beeinflusst.

Abbildung 1. Umkodierung des genetischen Codes zu Sec. Auf einer
einzigen Agarplatte sind 64 E.-coli-FDHH 140NNN-Varianten aufgetra-
gen, welche den gesamten genetischen Code repr�sentieren. Ein E.-
coli-DselADselBDfdhF-Deletionsstamm wurde jeweils mit E. coli selA,
selB und jeder der 64 fdhF-140NNN-Codonmutanten und tRNASec

NNN-Va-
rianten mit dem entsprechenden komplement�ren Anti-Codon komple-
mentiert. Die F�higkeit jedes Stammes, das angegebene Codon als Sec
zu rekodieren, wird durch den In-vivo-BV-Reduktionstest angezeigt, bei
dem dunkelviolette Zellen auf die Produktion von katalytisch aktiver
Sec-FDHH hinweisen.
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Codons mit Ausnahme der beiden Arg-Codons AGG und
CGA produziert wurde. Bei beiden Codons trat lediglich ein
FDHH-Produkt von 15.5 kDa auf, was auf eine vorzeitige
translationale Termination an Position 140 hinweist. Diese
Beobachtungen zeigen, dass konkurrierende kanonische aa-
tRNA nicht nur in der Lage ist, Sec-Einbau an den Codons
CGA, AGG, AGU, GGC, CAC und CCC (Schema 1C)
vollst�ndig zu verhindern, sondern dass dar�ber hinaus der
Sec-Apparat nach einem bislang unbekannten Mechanismus
die Bedeutung von AGG und CGA in Stopp umwandelt.

W�hrend sich mithilfe des FDHH-in-vivo-Aktivit�tstests
qualitativ zeigen ließ, dass der Sec-Apparat in der Lage ist,
nahezu alle Codons zu Sec zu rekodieren (Abbildung 1),
wurden In-vitro-BV-Reduktionstests mit allen 64 unter an-
aeroben Bedingungen gereinigten, rekombinanten FDHH-
Varianten durchgef�hrt, um den Grad an Sec-Einbau zu
quantifizieren (Abbildungen S1, S2). Zur Berechnung des
Sec-Einbaus wurden die Anfangsgeschwindigkeiten der BV-
Reduktion in den rekodierten FDHH-Varianten mit der von
Wildtyp-FDHH verglichen (Tabelle S1). Obwohl in allen En-
zymtests dieselbe Konzentration an gereinigter FDHH ein-
gesetzt wurde, schwankt die jeweils ermittelte spezifische
Aktivit�t. Dies zeigt an, dass das Verh�ltnis von katalytisch
aktiver Sec-FDHH zu inaktiver FDHH mit einer kanonischen
Aminos�ure an Position 140 f�r jede FDHH1 40NNN-Variante
variiert. Diese Aktivit�tstests best�tigten den Sec-Einbau in
FDHH f�r die 58 zuvor beobachteten Codons, wobei die
Einbauraten zwischen 12 % und 100 % im Vergleich zum
Wildtyp-UGA-Codon variierten. Dar�ber hinaus war die
Ausbeute an Seleno-FDHH f�r die meisten der umkodierten
Sense-Codons im Vergleich zu Sec-Einbau bei UGA oder den
anderen Stopp-Codons UAA und UAG deutlich erhçht (Ta-
belle S2).

Die Gegen�berstellung von Proteinausbeute und spezifi-
scher Aktivit�t der 64 FDHH-Varianten (Abbildung 2A)
f�hrt zu sechs separaten Gruppen von Codons mit jeweils
�hnlichen Umkodierungseigenschaften. Inklusive der drei
Stopp-Codons (Abbildung 2A) f�hrten 18 Codons zu nahezu
vollst�ndig aktiver FDHH (ungef�hr 100 % spezifische Akti-
vit�t), was auf eine komplette Umkodierung der urspr�ngli-
chen Bedeutung dieser Codons zu Sec hinweist (Gruppen I
und II). W�hrend f�r die beiden Stopp-Codon-Varianten
FDHH 140UAG und FDHH 140UAA sowohl die spezifische
Aktivit�t als auch die Proteinausbeute nahezu identisch mit
dem UGA kodierten Wildtyp-FDHH waren, wurden im Ge-
gensatz dazu die 15 Codons aus Gruppe II nicht nur mit hoher
Spezifit�t rekodiert, sondern f�hrten gleichzeitig auch zu
drastisch gesteigerten Ausbeuten an reinem Seleno-FDHH.
Hier bewegte sich die spezifische Aktivit�t im Bereich von
86–100% des Wildtyps, einhergehend mit einer sieben- bis
dreizehnfachen Steigerung der Sec-FDHH-Produktion. Von
allen FDHH-Varianten erreichte FDHH 140ACG (Thr-Codon)
die hçchste Expression, w�hrend die hçchste spezifische BV-
Reduktionsaktivit�t, und damit die effektivste Umkodierung,
mit FDHH 140UAC (Tyr-Codon) erzielt wurde.

Mit MS/MS konnte der Sec-Einbau an Position 140 f�r
das Tyr-UAC-Codon best�tigt werden (Abbildung 2B), wo-
hingegen sich kein Tyrosineinbau an dieser Position nach-
wiesen ließ (Tabelle S2A,B). F�r insgesamt 11 Codons

wurden per MS/MS ausschließlich Sec-Peptide nachgewiesen
(Tabelle S2, Abbildung S3). Um unabh�ngig davon die hohe
Spezifit�t des Sec-Einbaus zu best�tigen, wurden gereinigte
FDHH-Varianten zus�tzlich per induktiver gekoppelter
Plasma (ICP)-MS analysiert, was eine exakte Quantifizierung
des Selengehalts der untersuchten Proteinproben ermçglich-
te. F�r Wildtyp-FDHH-140UGA wurden 99.9 % Sec-Einbau
und f�r die FDHH-Varianten 140UAC und 140UAU 98.3% be-

Abbildung 2. Quantifizierung der Umkodierung zu Sec. A) Die relative
Ausbeute aller 64 FDHH-140NNN-Varianten (Wildtyp FDHH 140UGA =1)
ist gegen die spezifische Aktivit�t aufgetragen (in Relation zum Wild-
typ FDHH 140UGA = 100%). Genaue Zahlenwerte zu spezifischer Aktivi-
t�t und Proteinausbeute sowie die Standardabweichungen sind Tabelle
S1 zu entnehmen. Die Unterschiede, welche jeweils f�r die spezifische
Aktivit�t der 64 FDHH-Varianten ermittelt wurden, erkl�ren sich mit
dem partiellen Einbau der entsprechenden kanonischen Aminos�ure
(Tabelle S2). B) Identifizierung des Sec-Einbaus in FDHH 140UAC mit
MS/MS. Das Spektrum des Sec-Peptids, die Peptidsequenz und die
Positionen der identifizierten b- und y-Ionen sind dargestellt. (Tabel-
le S2). Sec (U) wurde mithilfe der Protein-Identifikationssoftware
MASCOT als Se-IAN-Cys-Modifikation von Cys nachgewiesen; Selen-Al-
kylierung (Se-CH2-CONH2).
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ziehungsweise 79.3 % Sec-Einbau ermittelt. Auch f�r alle
anderen mit ICP-MS analysierten FDHH-Varianten korreliert
der Selengehalt direkt mit den spezifischen Aktivit�ten (Ta-
bellen S1, S3).

Um Sense-Codons erfolgreich zu Sec umzukodieren, ist
die Gegenwart aller Komponenten des Sec-Apparates erfor-
derlich. Diese beinhalten ein intaktes SECIS-Element, SelB
und die Synthese von Sec auf einer tRNASec-Variante, welche
das komplement�re Anticodon zu einem entsprechenden
Sense-Codon enth�lt. Wildtyp-Sec-tRNASec

UCA ist nicht in der
Lage 140UAC oder 140UAU mit Sec zu dekodieren. Sobald eine
Komponente des Sec-Apparates fehlt, wird FDHH zwar
immer noch produziert, ist jedoch katalytisch vçllig inaktiv
und enth�lt Tyr an Position 140 (siehe die Hintergrundinfor-
mationen, Abbildung S4).

Vierzig weitere Codons zeigten eine weniger eindeutige
Umkodierung an Position 140 von FDHH. Dreißig hiervon
(Gruppe III) ermçglichten die Umwandlung der urspr�ngli-
chen Bedeutung zu Sec mit 12–72 % Effektivit�t, wie anhand
der spezifischen BV-Reduktion ermittelt wurde (Abbil-
dung 2, Tabelle S1). Hierbei wurden zwei Proteinvarianten
produziert: zum einen Sec-FDHH und zum anderen FDHH,
welches eine kanonische Aminos�ure an Position 140 enth�lt
und folglich katalytisch inaktiv ist (Abbildungen S1, S2).
Mithilfe von MS/MS konnte der Einbau sowohl von Sec als
auch der kanonischen Aminos�ure w�hrend der Umkodie-
rung von GAA (Glu) gezeigt werden. Weiterhin wurde Sec-
Einbau an FDHH-Position 140 f�r die drei Codons UUC
(Phe), CUC (Leu) und GCC (Ala) nachgewiesen (Abbil-
dung S3). FDHH-Varianten, die mit Codons aus der Grup-
pe III produziert wurden, zeigten dar�ber hinaus signifikant
um den Faktor 8–12 erhçhte FDHH-Prote-
inausbeuten im Vergleich zu Wildtyp-
FDHH-140UGA. Die zehn Codons aus
Gruppe IV ergaben nur 22–52% Sec-Einbau
und f�hrten zu einem geringeren Anstieg
der FDHH-Produktion lediglich um das Ein-
bis Sechsfache. In �bereinstimmung mit den
anf�nglichen In-vivo-Ergebnissen (Abbil-
dung 1) erwiesen sich vier Codons (Gruppe
V) als nicht zu Sec rekodierbar, wohingegen
mit den beiden Arg-Codons CGA und AGG
(Gruppe VI) nur wenig FDHH produziert
wurde, deren Translation vollst�ndig fr�h-
zeitig an Position 140 abgebrochen wurde
(Abbildungen 2, S1 und Tabelle S1).

Um die Allgemeing�ltigkeit dieses neu-
artigen Sense-Codon-Umkodierungsmecha-
nismus zu untersuchen, wurde das humane
Selenoenzym Thioredoxin-Reduktase
(TrxR) als Wildtyp mit UGA-kodiertem Sec
und als Variante mit UAC rekodiertem Sec
produziert (Abbildung 3A). TrxR ist ein
essentielles Selenoprotein und an der Auf-
rechterhaltung der zellul�ren Redoxbalance
beteiligt.

Sec ist ein wichtiger Bestandteil des ak-
tiven Zentrums von TrxR, da Sec-TrxR wi-
derstandsf�higer gegen oxidative Inaktivie-

rung ist als das katalytisch weniger effiziente Cys-Ortholog.[13]

Da Sec-TrxR die Widerstandsf�higkeit der Zelle gegen re-
aktive Sauerstoffspezies erhçht, ist die Produktion von Sec-
TrxR in Krebszelllinien und dessen Einfluss auf Onkogenese
und Metastasierung in lymphatischem Gewebe Gegenstand
zahlreicher Studien.[14] Mittlerweile wird TrxR sogar als
Zielprotein f�r neuartige Krebstherapien beschrieben.[15] Aus
den genannten Gr�nden ist zu erwarten, dass die effizientere
Produktion von Sec-TrxR einen sp�rbaren Beitrag zum Feld
der humanen Zellredoxbiologie leisten wird und Einfluss auf
zuk�nftige therapeutische Entwicklungen haben wird.

Analog zu unseren Beobachtungen bei UAC-kodiertem
Sec f�r FDHH resultiert TrxR 550UAC (4.1 mg pro L Kultur-
volumen)in vierfach gesteigerter Ausbeute an reinem Sele-
noprotein im Vergleich zu UGA-kodiertem Wildtyp-TrxR
(0.9 mg pro L Kulturvolumen). Die spezifische Aktivit�t von
TrxR 550UGA und TrxR 550UAC ist nahezu identisch (Abbil-
dung 3B). W�hrend ausschließlich Sec-TrxR mit MS/MS
nachgewiesen werden konnte (Abbildung 3 C), wurde der
Sec-Einbau in unabh�ngigen Messungen per ICP-MS auf
98.5% und 95.1% f�r Wildtyp-TrxR bzw. TrxR 550UAC
quantifiziert (Tabelle S3).

Zu diesem Punkt bleibt es unklar, warum manche Codons
effizienter rekodiert werden kçnnen als andere. Eine plausi-
ble Erkl�rung daf�r kçnnte sein, dass die H�ufigkeit, mit der
ein Codon im Genom verwendet wird, mit seiner Rekodier-
barkeit korreliert. Es wird angenommen, dass weniger ver-
wendete Codons auch mit geringerer Effizienz translatiert
werden und somit eher f�r den Umkodierungsprozess zu-
g�nglich w�ren. Genauso kçnnte die intrazellul�re Konzen-
tration an aa-tRNA[16] die Rekodierbarkeit von Codons be-

Abbildung 3. Rekodierung des Tyr-Codons UAC zu Sec in humaner TrxR1. A) Schematische
Darstellung des genetischen Expressionkonstruktes f�r humanes TXNRD1. Ein E.-coli-fdhF-
SECIS-Element ist direkt hinter das UAA-Codon von TXNRD1 in der 3’-nichttranslatierten
Region angef�gt (UTR). B) In-vitro-Aktivit�tstest mit den rekombinanten TrxR 550UGA und
TrxR-550UAC-Varianten, welche in der Gegenwart von tRNASec

UCA und tRNASec
GUA produziert

wurden. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung nach vier Messungen an.
C) Identifizierung des Sec-Einbaus in TrxR 550UAC mit MS/MS. Das Spektrum des Sec-Pep-
tids, die Peptidsequenz und die Positionen der identifizierten b- und y-Ionen sind darge-
stellt. Sec wurde mithilfe der MASCOT-Software als Se-IAN-Cys-Modifikation von Cys nach-
gewiesen; Selen-Alkylierung (Se-CH2-CONH2).
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einflussen. Es w�re denkbar, dass sich Codons, welche von
selteneren aa-tRNAs erkannt werden, einfacher zu Sec um-
kodieren lassen. Nichtsdestotrotz konnte weder von der
H�ufigkeit eines Codons, noch von der Konzentration der
komplement�ren aa-tRNA Spezies ein genereller Zusam-
menhang zur Rekodierbarkeit eines Codons abgeleitet
werden (Abbildung S5). Hinzu kçnnte kommen, dass auf-
grund von mçglicherweise variierender Kompatibilit�t zwi-
schen tRNA-R�ckgrat und Anticodonschlaufe nicht alle Sec-
tRNASec

NNN-Spezies mit derselben Effizienz am Ribosom
dekodiert werden kçnnen. Es ist weiterhin denkbar, dass die
Mengen der jeweiligen kanonischen aa-tRNA-Spezies nicht
ausreichend unterschiedlich sind, um sp�rbare Effekte auf die
Konkurrenz mit Sec-tRNASec

NNN auszu�ben.
Basierend auf Protein-Kristallstrukturen deutet ein

Strukturmodell des an das Ribosom angedocktem Sec-Ap-
parates (SelB, Sec-tRNASec und mRNA/SECIS-Element) auf
intensive Wechselwirkungen zwischen SelB und Regionen
der 30S-Ribosomenuntereinheit, welche die Spezifit�t der
mRNA-Dekodierung beeinflusst, hin.[17] Um hieraus mecha-
nistische Details der Sense-Codon-Umkodierung abzuleiten,
werden weiterf�hrende kinetische und strukturbiologische
Analysen notwendig sein.

W�hrend der nat�rlichen Dekodierung von UGA als Sec
konkurriert ein translationaler Terminationsfaktor (RF2 bei
E. coli)[18] mit dem Sec-Einbau, was zur vorzeitigen Beendi-
gung der Translation von FDHH f�hren kann (Abbildung S4).
Durch die Kodierung von Sec mit Sense-Codons entf�llt die
Konkurrenz durch den Terminationsfaktor. Infolgedessen
wurden mit Ausnahme von zehn Codons in allen F�llen
deutlich erhçhte Ausbeuten an Seleno-FDHH erzielt. In
diesem Zusammenhang bleibt unklar, warum UGA als das
nat�rliche Sec-Codon fungiert, wenn im Gegensatz dazu die
meisten anderen Codons zu erhçhter Sec-Protein-Produktion
f�hren. Mçglicherweise veranlasst die Knappheit des Spu-
renelements Selen in der Umwelt die Zelle dazu, den Ge-
brauch von Sec-Proteinen �ber die Konkurrenz mit RF2 zu
limitieren. Nichtsdestotrotz kçnnte die Interaktion mit RF2
die Rekodierbarkeit bestimmter Sense-Codons beeinflussen.
So ist zum Beispiel das Codon UGG durch seine �hnlichkeit
zu UGA pr�destiniert, um von RF2 erkannt zu werden,[19]

womit sich auch erkl�ren ließe, weshalb UGG zu den ge-
ringsten FDHH-Ausbeuten aller Codons aus Gruppe II f�hrte
(Abbildung 2).

Wir prognostizieren, dass sich die Kodierung von Sec
durch Sense-Codons zuk�nftig als praktikable und effiziente
Methode zur Produktion von Sec-Proteinen etablieren wird.
Dar�ber bietet diese Methode das Potenzial zahleiche
Codons mit anderen ncASs, die f�r medizinische und bio-
technologische Anwendungen interessant sein kçnnten, als
Sec zu rekodieren.

Oftmals unterliegen Proteine, welche an der Pathogenese
gravierender humaner Krankheiten wie Krebs oder neuro-
degenerativen Erkrankungen beteiligt sein kçnnen, vielf�lti-
gen posttranslationalen Modifikationen (PTM). Hierbei wird
angenommen, dass fehlerhaft modifizierte Proteine zu De-
fekten der intrazellul�ren Signaltransduktion f�hren und
Aggregate bilden, die der eigentliche Auslçser f�r Krank-
heitssymptome sind. Die Synthese von Proteinen, die meh-

rere ncASs enthalten, ist unerl�sslich, um PTMs biochemisch
zu charakterisieren und um neuartige Therapeutika, die
direkt auf fehlerhaft modifizierte Proteine abzielen, zu ent-
wickeln. Innerhalb der vergangenen zehn Jahre ist es gelun-
gen, durch Umkodierung der drei Nonsense-Codons bereits
maximal zwei ncASs zeitgleich sequenzspezifisch in Proteine
einzubauen.[4b] In j�ngster Zeit wurden weiterhin Methoden
zur In-vitro-Proteinsynthese entwickelt, die Sense-Codon mit
doppelter Bedeutung zur Produktion potenziell chemothe-
rapeutischer Peptide, die zwei nc-Ass enthalten, verwen-
den.[20] Dar�ber hinaus konnten in Minimalmedien in Ab-
wesenheit bestimmter Aminos�uren Proteine mit bis zu drei
ncASs hergestellt werden.[21] Schließlich kçnnen durch die
genomweite Umkodierung von Stopp-Codons ncASs in Pro-
teine eingebaut werden. Ohne die Kontrolle eines SECIS-
Elements f�hrt dies allerdings zum unspezifischen Einbau der
ncASs im gesamten Proteom, was unter anderem Effekte auf
das Zellwachstum aus�ben kann.[22]

Als Konsequenz hieraus werden, um Proteine mit mehr
als 23 verschiedenen Aminos�uren zu synthetisieren, zus�tz-
liche rekodierbare Codons bençtigt.[23] Um dieses Fernziel zu
erreichen, besteht die Notwendigkeit, entweder die Spezifit�t
von SelB/SECIS zu modifizieren oder orthogonale Amino-
acyl-tRNA-Synthetasen dahingehend zu evolvieren, dass sie
spezifisch tRNASec mit ncASs beladen. Die erfolgreiche
Synthese von Cys-tRNASec durch SepCysS ist ein ermuti-
gender Hinweis daf�r, dass dieses Ziel erreichbar ist.[24]

Die Tatsache, dass der Sec-Translationsapparat in der
Lage ist, die Bedeutung von 58 aller 64 Codons zu �ndern,
zeigt an, dass es f�r Zellen immanent mçglich ist, deutlich
mehr Aminos�uren genetisch zu kodieren, als bislang ange-
nommen wurde. Obwohl einige Codons bislang nur schlecht
rekodiert werden, besteht doch die Mçglichkeit, durch Se-
lektion von Komponenten des Sec-Apparates die Stringenz
der Umkodierung weiter zu erhçhen. Aufgrund der voll-
st�ndigen Rekodierung mancher Codons mit hoher Spezifit�t
ist es vorstellbar, dass auch in der Natur Beispiele existieren
kçnnten, bei denen Sec durch andere Codons als UGA ko-
diert wird. Dies w�rde auf die Existenz von bislang unbe-
kannten Sec-Proteinen hinweisen. Tats�chlich wurden mit
bioinformatischen Methoden bereits mRNA-Strukturmotive,
die SECIS-Elementen �hneln, gefunden. Diese wurden al-
lerdings als evolution�re �berreste interpretiert und keiner
biologischen Funktion zugeordnet.[25]

Falls weitere mit SECIS-Elementen verwandte mRNA-
Motive in der Natur existierten oder sich solche Motive im
Labor entwickeln ließen, w�re die Zahl an Aminos�uren,
welche in einer Zelle kodiert werden kçnnen, im Prinzip
unbegrenzt und keinesfalls auf 20 oder 23 beschr�nkt.
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