Entwicklung eines integrierten
Softwarepaketes zur Unterstitzung des
Designs und der Synthese artifizieller Gene
in einer Hochdurchsatz-Umgebung

et Sk
-'.?“'. \( '.': ‘_-“
N\

ey

Dissertation
zur Erlangung des Grades eines

Doktors der Naturwissenschaften
(Dr. rer. nat.)

der Naturwissenschaftlichen Fakultat IV
- Chemie und Pharmazie -
der Universitat Regensburg

vorgelegt von

David Raab
aus Regensburg
2003



Promotionsgesuch eingereicht am: 29.09.2003
Tag des Kolloquiums: 03.11.2003

Die Arbeit wurde angeleitet von: ~ PD Dr. J. Enderlein

Priifungsausschul3:
1. Gutachter: PD Dr. J. Enderlein
2. Gutachter: Prof. Dr. R. Wagner

3. Priifer: Prof. Dr. O. Wolfbeis



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Zusammenfassung

Synthetische Gene, aus Oligonukleotiden aufgebaute und bis zu mehrere Kilobasen
groBe dsDNA-Fragmente, haben sich bereits in vielen Bereichen der Molekularbiologie
und der molekularen Medizin zu einem wertvollen Werkzeug entwickelt. Dennoch
wird das hohe Potential dieser Technologie bislang nur zu einem Bruchteil genutzt.
Dies liegt vor allem darin begrindet, dass trotz enormer Fortschritte der Aufbau
eines synthetischen Gens flir den einzelnen Forscher immer noch mihsam und
kostspielig ist. Darlber hinaus werden die Moglichkeiten des rationalen
Sequenzdesigns mangels geeigneter Software bis jetzt nur unzureichend genutzt. Die
Idee liegt  jedoch nahe, durch hochgradige Automatisierung des
Gensyntheseprozesses eine starke Reduktion sowohl der Synthesekosten als auch
der Dauer zu erreichen. Um diesem Ziel ndaher zu kommen, wurde im Rahmen dieser
Arbeit ein integriertes Softwarepaket erstellt, welches die Hochdurchsatzsynthese
artifizieller Gene angefangen beim Design Uber die Syntheseplanung bis zur
Herstellung und Qualitatskontrolle unterstitzt.

Kernstlick der GeneOptimizer-Software bildet ein benutzerfreundlicher
Sequenzeditor, der alle (blichen Bearbeitungsfunktionen beherrscht und das
~ReiBbrett" flr das Sequenzdesign darstellt. Um die (codierende) Sequenz des
synthetischen Genes optimal auf den Einsatzzweck und das Expressionssytem
anzupassen, miussen haufig mehrere Kriterien, wie Anpassung der Kodonwahl und
des GC-Gehaltes, Ausschluss von bestimmten DNA-Motiven und Repetitionen,
Vermeidung stabiler Sekundarstrukturen etc. berlicksichtigt werden. Durch die
Degeneriertheit des genetischen Codes kann allerdings bereits ein sehr kleines
Protein durch eine Vielzahl verschiedener DNA-Sequenzen codiert werden. Um eine
Sequenz aufzufinden, welche den o.g. Kriterien in mdglichst idealer Weise entspricht,
wurde ein Algorithmus entwickelt, welcher auf der Verwendung eines ,gleitenden
Kombinationsfensters® beruht. Innerhalb dieses mehrere Kodons langen Fensters
werden alle moéglichen Kombinationen synonymer Kodons generiert und jede
erzeugte Kombination zusammen mit der bereits optimierten stromaufwarts
gelegenen Sequenz durch eine Gltefunktion mit anwendergewichteten Parametern
bewertet. Das erste Kodon der optimalen Kombination wird festgelegt und das
Kombinationsfenster um eine Aminosdure in 3’-Richtung weitergeschoben. Der
Prozess wird so lange wiederholt, bis die gesamte optimierte DNA-Sequenz ermittelt

wurde.




Zusammenfassung

Die Software bietet dem Anwender komplementar zu den Optimierungsoptionen eine
Vielzahl von Funktionen zur Sequenzanalyse und Sequenzannotation, so dass der
Anwender in einem Optimierung-Analyse Feedback-Prozess die Gewichtung der
einzelnen Optimierungskriterien so lange verandern kann, bis die Sequenz seinen
Vorstellungen entspricht.

AnschlieBend unterstitzt das Programm den Anwender bei der optimalen
Unterteilung der Gesamtsequenz in Subfragmente, dem Anfligen optionaler
Linkersequenzen und schlieBlich der Generierung der Oligonucleotidsequenzen. Dabei
werden die Oligolangen auf eine bestimmte Schmelztemperatur abgestimmt und der
Anwender ebenso vor mdglichen Syntheseproblemen durch Fehlhybridisierungen
gewarnt.

Das Softwarepaket unterstitzt auch den Produktionsprozess, indem die Sequenzen
von Subfragmentklonen automatisch auf ihre Ubereinstimmung mit der
Vorgabesequenz hin bewertet werden. Durch die Klassifizierung von Sequenzfehlern
in ,sichere Fehler* und ,unwahrscheinliche Fehler® (durch fehlerhaftes oder
unsicheres Basecalling erzeugt) kann auch bei qualitativ  schlechten
Sequenzierungsldufen eine hohe Bewertungssicherheit erreicht werden.

Auch bei der finalen Qualitatskontrolle der Gesamtsequenz wirkt die Software durch
Alignment- und annotationsfunktionen unterstiitzend mit.

Mittlerweile wurden Uber tausend synthetische Gene mit Hilfe der GeneOptimizer

Suite entworfen und/oder ihre Herstellung softwareseitig unterstitzt.
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A EinfUhrung

A Einfuhrung

A.1 Einleitung

Die vollstédndig chemische Synthese von Oligodesoxyribonukleotiden gehért zweifellos
zu den Entwicklungen, die die Fortentwicklung in der Molekularbiologie mit am
starksten beeinflusst haben. Elementare molekularbiologische Techniken wie PCR,
ortsgerichtete Mutagenese und DNA-Sequenzierung sind ohne diese kurzen DNA-
Bausteine mit genau definierter Sequenz kaum vorstellbar.

Wadhrend die Synthese von Oligonukleotiden in den 70er Jahren noch wenigen
Laboratorien vorbehalten war, konnen diese dank ausgefeilter organischer
Syntheseschritte und weit fortgeschrittener Automatisierung heute via Internet von
spezialisierten Dienstleistern zu einem Basenpreis von weit unter 1 € bestellt und
bereits am nachsten Tag eingesetzt werden.

Dennoch ist die problemlos erreichbare Lange von Oligonukleotiden auf einige
Dutzend Basen beschrankt. Bereits Ende der 60iger Jahren wurde deshalb der
Versuch unternommen, durch das Zusammenfiigen von Oligonukleotiden langere
doppelstrangige DNA-Abschnitte zu erhalten. Dieses Bestreben miindete schlieBlich
nach Aufklérung des genetischen Codes 1970 in die Synthese des ersten
synthetischen Gens durch Khorana und Mitarbeiter [Khorana 1970].

Wahrend hier zundchst das ,proof of principle® im Vordergrund stand (exakter
Nachbau einer natiirlichen DNA-Sequenz) wurde bald von der einzigartigen
Moglichkeit vollsynthetischer Gene Gebrauch gemacht, die DNA-Sequenz basengenau
auf die jeweiligen Anforderungen hin designen zu kénnen. Wahrend bei Kdsters
Synthese des Angiotensin II noch synthetische Aspekte die Wahl der Kodons
bestimmten [Kdster 1978], orientierte sich Itakura bei der Synthese des
Somatostatin bereits an der Kodonwahl des Phagen M2 [Itakura 1977].

Mittlerweile sind synthetische Gene zu einem wertvollen Werkzeug in fast allen
Bereichen der Molekularbiologie und molekularen Medizin geworden. Dennoch wird
das hohe Potential dieser Technologie bislang nur zu einem Bruchteil genutzt. Dies
liegt vor allem darin begriindet, dass trotz enormer Fortschritte der Aufbau eines
synthetischen Gens flir den einzelnen Forscher immer noch mihsam und kostspielig
ist. DarUber hinaus werden die Méglichkeiten des rationalen Sequenzdesigns mangels
geeigneter Software bis jetzt nur unzureichend genutzt. Dennoch zeichnet sich eine
Entwicklung ab, die der im Bereich der Oligo-Synthese &hnlich ist. Die Idee liegt
nahe, durch hochgradige Automatisierung des Gensyntheseprozesses eine starke
Reduktion sowohl der Synthesekosten als auch der Dauer zu erreichen. Innerhalb

dieser Bestrebungen kommt der Bioinformatik eine entscheidende Rolle zu. Zentrale
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Aufgabe ist hier zum einen die Entwicklung eines Algorithmus, der es gestattet,
anhand vorgegebener Ziele und Rahmenbedingungen automatisch eine optimale
DNA-Sequenz zu ermitteln; zum anderen missen auf dem Weg von der Sequenz zum

fertigen Gen zahlreiche Produktionsschritte softwaretechnisch unterstlitzt werden.

Kénnen die interdisziplinar zwischen Chemie, Biologie und Informatik/
Automatisierungstechnik angesiedelten Herausforderungen auf dem Weg zur
effizienten und kostenginstigen Gensynthese erfolgreich gelést werden, so ist
abzusehen, dass in wenigen Jahren synthetische Gene genauso zum Laboralltag

gehoéren, wie heute schon die Oligonukleotide.
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A.2 Herstellung synthetischer Gene

Oligonukleotide im Langenbereich von 40-80 Basen bilden die ,Bausteine™ der
Gensynthese. Fir ihre  Herstellung hat sich die hochautomatisierte
Festphasensynthese, z.B. an Controlled Pore Glass als Matrix, etabliert. Dabei wird
das Oligonukleotid Base fiir Base vom 3'-Ende her aufgebaut. Wenngleich Uber die
Herstellung eines kompletten synthetischen Genes durch Synthese zweier sehr langer
komplementarer Oligonucleotide berichtet wurde [Ciccarelli 1991], so erweist sich die
Darstellung von Oligonukleotiden mit Gber ca. 100 Basen oft als auBerst schwierig.
Die heute fast ausschlieBlich verwendete B-Cyanoethylphosphoramidit-Synthese in
Verbindung mit geeigneten Schutzgruppen fir die Heterozyklen zeichnet sich zwar
durch eine fir organische Reaktionen geradezu sensationelle Spezifitat und Effizienz
aus, dennoch nimmt die Kopplungseffizienz mit wachsender Kettenldange ab. Doch
auch mit einer durchschnittlichen Ausbeute von 98% pro Kopplung erhdlt man bei
der Synthese eines 100 Basen-Oligonucleotides nur 0.98!°°*100=13%
Volllangenprodukt, welches auch sporadisch Insertionen und Deletionen aufweisen
kann. Uberdies wird das wachsende Oligonucleotid bei jedem Syntheseschritt erneut
hochreaktiven Reagenzien ausgesetzt, wodurch es besonders am 3’-Ende zu
verstarkten Basenmodifikationen durch Nebenreaktionen kommen kann. Aus diesen
Grinden werden langere doppelstrangige DNA-Fragmente ublicherweise Uber
enzymatische Methoden aus klrzeren Oligonukleotiden aufgebaut. Dabei kann man

prinzipiell polymerase- und ligasebasierte Verfahren unterscheiden.

Voraussetzung fir den Aufbau durch Ligation ist, dass die zur Verknipfung
bestimmten Oligonukleotide am 5’-Ende entweder chemisch oder enzymatisch
phosphoryliert werden.

Die Ligation kann entweder so durchgeflihrt werden, dass zunachst mehrere kurze
Duplex-Sticke durch Hybridisierung zweier Uber fast ihre ganze Lange
komplementarer Oligonucleotide dargestellt werden, welche aber wenige Basen lange
einzelstrangige Uberhdnge aufweisen. Indem die Sequenz der Uberhdnge so gewéhlt
wird, dass das Ende eines Duplexes definiert nur mit dem Anfang eines bestimmten
anderen Duplexes hybridisieren kann, ist es mdglich, die Duplexe in vorgegebener
Reihenfolge miteinander zu ligieren.

Dadurch wird ein (ggf. bis auf die Enden) durchgehend doppelstrangiges DNA-

Fragment erhalten.



A EinfUhrung

1. Hybridisierung der e e

komplementaren Oligos

2. Hybridisierung der T
Uberhange
3. Ligation -

Abb. A.2-1 Herstellung von dsDNA durch Ligation von Fragmenten mit vollstédndig
Uberlappenden Enden

Zwar missen bei dieser Methode sowohl der sense- als auch der antisense-Strang
zunachst vollstandig als Oligonucleotide synthetisiert werden, die Methode zeichnet

sich jedoch durch eine hohe Zuverlassigkeit auch bei schwierigen Sequenzen aus.

Alternativ kann auch nur die sense-Strang-Sequenz komplett tber Oligonucleotide
abgedeckt werden. Zusammengehotérende Oligos hybridisieren dabei zunachst mit
entgegengesetzten Enden an Fangeroligos und kdnnen dann ligiert werden [Chen
1993].

1. Ligation e e

2. EIongation [ e
& PCR e

Abb. A.2-2  Herstellung von dsDNA durch Ligation von Oligonukleotiden mit Hilfe von
,Fadngeroligos"

Beide Methoden kénnen in vielen Fallen als Eintopf-Reaktionen durchgefiihrt werden,
d.h. alle zum Aufbau eines Fragments bendtigten Oligonucleotide werden in einer
einzigen Ligations-Reaktion eingesetzt. Prinzipiell ist jedoch auch die sequenzielle
Durchfiihrung als Festphasenreaktion maglich [Staahl 1993].

Bei beiden Methoden werden die gebildeten Vollangenprodukte in der Regel

abschlieBend mittels PCR aus der Reaktionsmischung hochamplifiziert.

Zur Durchfihrung einer Polymerase-basierten Gensynthese wird die Sequenz
zunachst in kurze Abschnitte von der Lange eines Oligonucleotides unterteilt, welche
sich gegenseitig um 15-20 Basen Uberlappen. Dann werden den Abschnitten
entsprechende Oligonucleotide synthetisiert, jedoch abwechselnd mit der Sense und

Antisense-Sequenz. In einer Polymerase-Elongationsreaktion kénnen nun jeweils
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zwei aufeinanderfolgende Oligonucleotide durch den Uberlapp gegenseitig als Primer
fungieren [Dillon 2000].

1. E|Ongation I — = > _=

« <«

_— -

2. Elongation T R ——is

3. PCR

Abb. A.2-3  Herstellung von dsDNA (ber Primer-Elongation und PCR

Durch wiederholte Denaturierungs-Hybridisierungs- und Elongationsschritte werden
in jedem Zyklus langere dsDNA-Stlicke aufgebaut, bis schlieBlich geringe Mengen
Volllangenprodukt gebildet werden. Dieses kann mittels PCR zur weiteren

Verwendung amplifiziert werden.

Ein vollig neuartiges Verfahren stellt die sogenannte ,Sloning"-Technik dar, welche
im Prinzip eine enzymatische Festphasensynthese unter Verwendung einer sehr
groBen Oligo-Bibliothek darstellt. Das Verfahren befindet sich jedoch noch im
Entwicklungsstadium [Schatz 2000].

Aufgrund der bereits in den Oligonukleotiden enthaltenen sporadischen Fehler, wie
auch durch Uber die PCR eingefiihrte Mutationen werden nur wenige der PCR-
generierten Strange Uber ihre gesamte Lange fehlerfrei sein. Tatsachlich steigt die
Zahl der fehlerbehafteten Strange mit zunehmender Lédnge der DNA-Fragmente
exponentiell an. Aus diesem Grunde werden langere Sequenzen (mehrere kbp lang)
zunachst an geeigneten Stellen in kleinere Subfragmente (mehrere hundert bp lang)
unterteilt. Diese werden nach einer der oben beschriebenen Methoden als dsDNA
hergestellt, in einen Vektor kloniert und ein E.coli Stamm mit diesem transfiziert. Der
Transfektionsansatz wird ausplattiert und nach der Inkubation der Platten Gbernacht
wird von mehreren Kolonien jeweils das Vektorinsert mittels PCR hochamplifiziert und
sequenziert. Die erhaltenen Sequenzdaten werden dann mit der vorgegebenen
Zielsequenz verglichen.

Wird eine Kolonie gefunden, welche ein Insert mit véllig korrekter Sequenz enthalt,
so kann aus dieser nach einer weiteren Wachstumspause das Plasmid in
ausreichender Menge gewonnen werden, um das Insert mit Restriktionsenzymen

herauszuschneiden. Die auf diese Weise in klonaler Reinheit gewonnenen
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sequenzkorrekten Subfragmente werden anschlieBend zusammenligiert und kloniert.
Nachdem Uber das oben geschilderte Screening-Verfahren eine Bakterienkolonie mit
dem fehlerfreien Gesamtkonstrukt gefunden wurde, kann aus dieser das im Vektor
enthaltene fertige synthetische Gen als Plasmidprdaparation in groBerer Menge

gewonnen werden.

1. Ligation & PCR 1 — — 2 — =
v v
2. Subklonierung ¥ v
3. Colony screen @ ”_j; me ﬂ@% _ ’ﬁ ) Ing UMJ\ Mﬂn\m
4. Ligation zum finalen Konstrukt \ /

)]

. Sequenziiberprifung

6. Plasmid Prep ©

. Happy scientist

T gy

~

Abb. A.2-3 Schematisch dargestellter Ablauf der Gensynthese
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A.3 Einsatzbereiche synthetischer Gene

Synthetische Gene finden vor allem dann Anwendung, wenn die Anpassung einer
DNA-Sequenz an die experimentellen Erfordernisse mit konventionellen Methoden,
wie ortsgerichtete Mutagenese zu aufwandig ware oder ein natirliches DNA-Template
nur schwer oder gar nicht erhalten werden kann. Synthetische Gene bieten die
einzigartige Moglichkeit des ,Database Cloning®, das heiBt auf natlrliche DNA als
Startmolekil flr weitere Modifikationen kann komplett verzichtet werden. Statt
dessen kann die Sequenz ohne Ricksicht auf die technischen Limitationen
konventioneller Klonierungs- und Mutagenesestrategien optimiert werden.

Aufgrund dieser Vorteile haben synthetische Gene bereits breite Anwendung in vielen
Gebieten der Molekularbiologie und Biomedizin gefunden. Exemplarisch werden

nachfolgend wichtige Einsatzfelder aufgefthrt.

A.3.1 Steigerung der Expression

Wahrend der genetische Code nahezu universelle Giltigkeit besitzt, werden die flr
eine Aminosaure synonymen Kodons von verschiedenen Spezies im Verhaltnis
zueinander unterschiedlich haufig genutzt [Smith 1996]. So wird z.B. die Aminosaure
Arginin in der Maus zu 21% durch das Kodon AGG codiert, in Escherichia coli jedoch
nur zu 2%. Dabei besteht eine starke Korrelation zwischen dieser sog. ,,Codon Usage"
und den entsprechenden tRNA-Frequenzen [Ikemura 1982, Dong 1996]. Die
Verwendung von nativen Maus-Genen zur heterologen Expression in E.coli wird daher
oftmals zu niedrigen Proteinausbeuten fithren oder sogar ganzlich versagen, da die
Translation des AGG-Kodons aufgrund der niedrigen Konzentration der
entsprechenden tRNA nicht effizient vollzogen werden kann. Ebenso kann es
beispielsweise durch eine Verschiebung des Leserasters zu Fehltranslationen kommen
[Kane 1995]. Bei der Kodon-Optimierung wird daher versucht, jedes Kodon der
heterologen DNA durch das Kodon zu ersetzten, welches im Ziel-Organismus (in
hochexprimierten Genen) flr die entsprechende Aminosaure am haufigsten
verwendet wird. Dabei muss allerdings die unbeabsichtigte Generierung expressions-
limitierender cis-aktiver Sequenzmotive, wie beispielsweise Splice-Sites oder
vorzeitiger Polyadenylierungs-Signalsequenzen etc., vermieden werden. Dies gilt
auch fir maoglicherweise die genetische Stabilitat verringernde Sequenzrepetitionen
und die potentielle Ausbildung stabiler RNA-Sekundarstrukturen. Ebenso kann je
nach Einsatzgebiet die Anpassung des GC-Gehaltes oder die Vermeidung von

Homologien zu gegebenen DNA-Sequenzen erwilinscht sein. Idealerweise flieBen alle
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diese Kriterien im Rahmen einer rationalen Sequenzoptimierung bei der Auswahl der

synonymen Kodons mit ein.

Aminosaure |Kodon |Arabidopsis | Homo Saccharomyces | Escherichia
thaliana sapiens cerevisiae coli
Ala GCG 0.14 0.11 0.11 0.35
GCA 0.27 0.23 0.29 0.21
GCT 0.44 0.26 0.38 0.16
GCC 0.16 0.40 0.22 0.27
Arg AGG 0.20 0.20 0.21 0.02
AGA 0.35 0.20 0.48 0.04
CGG 0.09 0.21 0.04 0.10
CGA 0.12 0.11 0.07 0.06
CGT 0.17 0.08 0.15 0.38
CGC 0.07 0.19 0.06 0.40
Leu TTG 0.22 0.13 0.28 0.13
TTA 0.14 0.07 0.28 0.13
CTG 0.11 0.40 0.11 0.50
CTA 0.11 0.08 0.14 0.04
CTT 0.26 0.13 0.13 0.10
CTC 0.17 0.20 0.06 0.10

Abb. A.3.1-1 Vergleich der Codon Usage unterschiedlicher Organismen fiir die Aminosduren
Alanin, Arginin und Leucin (Quelle: Kazusa Codon Usage Database [Nakamura 2000]). Die bei
der heterologen Expression in E. coli besonders problematischen Kodons AGG und AGA sind rot
gekennzeichnet. Betrachtet man ausschlieBlich die Codon Usage hochexprimierter Gene, fallen

die Unterschiede oft sogar noch drastischer aus.

A.3.2 Kombinatorische Biologie

Wahrend die natlrliche Evolution meist in ZeitmaBstdaben von vielen Millionen Jahren
ablauft, so kénnen unter Ausnutzung geeigneter Mutations- und Selektions- bzw.
Screeningmethoden evolutive Prozesse heute ,im Reagenzglas" in wenigen Tagen
durchgefthrt werden. Vorraussetzung dafir sind geeignete Methoden zur Einfihrung
von Mutationen oder zur Randomisierung ganzer Genabschnitte. Klassische Verfahren
hierfir sind beispielsweise die Anwendung der ,error-prone PCR" oder die Nutzung
eines Mutator-E.coli-Stammes, welcher sich durch eine Exonuclease-defiziente DNA
Polymerase III auszeichnet. Nachteilig ist hierbei jedoch, dass weder die Art noch die
Position der eingeflihrten Mutationen genau festgelegt werden kénnen. Im Gegensatz
dazu koénnen wahrend der Synthese (teil)randomisierter Oligonucleotide genau
definierte Nucleotidpositionen mit einem festgelegten Verhaltnis der 4 Basen
randomisiert werden. Diese Oligos kénnen schlieBlich zum Aufbau eines kompletten
synthetischen Gens verwendet werden. Verwendet man wahrend der Oligosynthese
Nucleotid-Trimere statt Monomere, ist es sogar mdglich, Gene zu synthetisieren,

welche an einer definierten Position flr eine genau festgelegte Mischung
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verschiedener Aminosauren codieren. Ein bekanntes Beispiel hierflr ist die HuCAL-
Antikorperbibliothek der Firma MorphoSys AG [Knappik 2000]. Die CDR
(,complementarity determinig region") eines Antikdrpers umfasst ca. 8 Aminosauren,
so dass theoretisch 2.56*10'° verschiedene Kombinationen méglich sind. Um mit
einer moglichst kleinen Molektlilzahl dennoch eine Bibliothek mit mdglichst groBer
struktureller Vielfalt zu erhalten, wurde zunachst die Haufigkeitsverteilung der
Aminosauren auf die acht Positionen in natirlichen Antikérpern bestimmt bzw. die flr
die Antikérper-Antigen-Erkennung wichtigsten Aminosduren identifiziert. Indem fir
die Synthese der CDR-Oligonucleotide definierte Mischungen jeweils flr eine
bestimmte Aminosaure codierender Trinucleotide verwendet wurden, spiegelten die
so generierten CDR’s die natirliche Aminosauren-Haufigkeitsverteilung wieder. Flr
die ausserhalb der CDR’s liegenden Aminosauresequenzen der V. und V4 Ketten
wurden wenige Consensus-Sequenzen generiert, welche nach Optimierung der DNA-
Sequenz auf Expression in E. coli ebenfalls vollsynthetisch dargestellt wurden. Die
Selektion antigen-spezifischer Antikoérper erfolgt dann beispielsweise mit der Phage-
Display-Technik.

Im Rahmen der kombinatorischen Biologie kénnen jedoch nicht nur passende Ligand-
Rezeptorpaare aufgefunden werden, sondern beispielsweise auch die Eigenschaften
von Enzymen zielgerichtet verandert werden. Dabei wird die initiale Randomisierung
oft noch mit Rekombinationstechniken, wie dem DNA-Shuffling, kombiniert.

Durch das ,Enzym-Engineering" kann etwa die Substratspezifitat verandert werden
(Umwandlung einer Aspartat-Aminotransferase in eine effiziente Valin-
Aminotransferase [Taylor 2001]), oder die Thermostabilitat erhoht werden
(Entwicklung einer Thermolysin-artigen Protease mit einem um 21°C erhdhten
Temperaturoptimum (funktionell bei 100 °C) ohne Verringerung der enzymatischen
Aktivitat bei 37°C [Arnold 1998]).

A.3.3 DNA-Vakzine

Seit der Beobachtung von Wolff et al. [Wolff 1990], dass die intramuskulére Injektion
eines Reportergen-Plasmides zur Expression des Transgens in situ fluhrte, ist die
DNA-Vakzinierung zu einer vielversprechenden Alternative zu Protein- und
Peptidimpfstoffen geworden. Dafilir sprechen zum einen biologische Griinde wie die
Generierung starker T,1- und CTL-Antworten durch die endogene und lang
andauernde Expression des Antigens, welches dem Immunsystem nativ gefaltet und
mit korrekten posttranslatorischen Modifikationen versehen prasentiert werden kann
[Liu 2000].

Andererseits bieten DNA-Vakzine auch praktische Vorteile wie kostenglinstige

Herstellung, hohe Stabilitat und damit einfache Lagerung bzw. Transport.
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Leider wird das Antigen auch aus den unter ,Steigerung der Expression" angefiihrten
Grinden bei der Verwendung von natlrlichen Genen oft nur in geringen Mengen
exprimiert. Durch die Verwendung Kodonoptimierter Gene kann zum einen die
Translation verbessert und gleichzeitig im natlrlichen Gen vorhandene expressions-
limitierende cis-aktive Sequenzmotive ausgeschaltet werden. Durch die Einfiihrung
immunstimulierender CpG-Motive in die Sequenz des synthetischen Gens oder auch
des Vektor-Backbones k&énnen DNA-Impfstoffe quasi mit einem ,eingebauten"
Adjuvans ausgestattet werden, welches die Immunantwort deutlich verstarken kann.
Einen unter Sicherheitaspekten positiven ,Nebeneffekt" der Kodonoptimierung stellt
die verringerte Sequenzhomologie zu wildtyp-Sequenzen dar. Dadurch kénnen
Rekombinationsereignisse beispielsweise mit wildtyp-Pathogenen, welche u.U. zu
Chimaren mit neuartigen pathogenen Eigenschaften flhren koénnten, sicher
unterbunden werden. Durch die Tatsache, dass synthetische Gene aus kinstlichen
Oligonukleotiden aufgebaut werden, kann auch die Verschleppung potentiell
hochpathogenen Materials (beispielsweise replikationsfahigen Viren) bei der
Isolierung von DNA aus S3- und S4-Organismen ausgeschlossen werden.
Idealerweise wird durch ,Database-Cloning"® der Umgang mit letzteren in vielen
Anwendungsfallen vollstandig vermieden.

Die Briicke zur Kombinatorik schlagt die Technik des ,Gene scrambling®. Dabei wird
die Aminosduresequenz eines Proteins in kirzere Segmente unterteilt, welche
anschlieBend in anderer Reihenfolge wieder zusammengefligt werden. Idealerweise
wird dabei die Untergliederung bzw. die Neuanordnung so vorgenommen, dass sich
die Enden der Segmente um einige mdglichst dahnliche oder identische Aminosauren
Uberlappen. Durch diese Technik kann die urspriingliche Funktionsweise des Proteins
eliminiert werden, ohne aber gleichzeitig fir die Immunerkennung wichtige Epitope
zu zerstoren. Die so erhaltene Aminosauresequenz wird dann unter Berlicksichtigung
der unter 1.1.2 angefiihrten Kriterien rickiibersetzt und kann in einer DNA-Vakzine

Verwendung finden [Thomson 2001].

A.4 Moglichkeiten und Limitationen bestehender

Gensynthese-Software

Da im genetischen Code mit Ausnahme von Methionin und Tryptophan jede
Aminosaure durch mehrere verschiedene Kodons reprasentiert wird, eréffnet sich
beim Design synthetischer Gene die Mdglichkeit, die DNA-Sequenz an die
experimentellen Erfordernisse anzupassen, ohne dabei die Aminosauresequenz des

codierten Proteins zu verandern.
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Eines der altesten Werkzeuge zum Design synthetischer Gene, allerdings immer noch
haufig benutzt, sind Riickiibersetzungsprogramme (,,Backtranslation-tools™), welche
eine gegebene Aminosduresequenz unter Berlcksichtigung der fir den
Zielorganismus optimalen Kodonwahl in die entsprechende DNA-Sequenz Uibersetzen.
Berlicksichtigt man den enormen Zeit- und Kostenaufwand, den die Herstellung eines
synthetischen Gens in der Frihzeit der Gensysnthese erforderte, so wird
verstandlich, dass oftmals nicht nur die optimale Kodonwahl, sondern vielmehr auch
die universelle Verwendbarkeit des Konstruktes angestrebt wurde. Eine elegante
Moglichkeit, ein synthetisches Gen im nachhinein zu verandern, stellt die Kassetten-
Mutagenese dar, d.h. man betrachtet das Gen als Kette kurzer DNA-Blocke, deren
Rander durch in der Gesamtsequenz einzigartige Restriktions-Schnittstellen definiert
sind. Dadurch lasst sich spater leicht ein Block mittels Restriktionsverdau/Ligation
durch einen anderen ersetzen. Folgerichtig wurden mehrere Programme entwickelt,
die, zumeist ausgehend von einer degenerierten DNA-Sequenz (d.h. die variablen
Basen werden durch die entsprecheden IUPAC-Symbole dargestellt), die Lokalisation
potentieller Schnittstellen und ggf. deren Einfihrung in die Sequenz des
synthetischen Gens gestatten. Idealerweise werden fir die nicht durch Schnittstellen
festgelegten Sequenzabschnitte auf den Zielorganismus abgestimmte Kodons
verwendet [Presnell 1988, Makarova 1992, Raghava 1994, Libertini 1992, Weiner
1989].

Umfangreichere Programme berlicksichtigen auch die mdgliche Ausbildung von
Repetitionen oder Haarnadelschleifen in der Sequenz, welche die Synthese und unter
Umsténden die Expression des Gens beeintrachtigen kdnnten.

Petri et al. prasentieren ein Programm, welches eine recht spezielle Form der
Gensynthese unterstitzt. Es bietet jedoch neben Kodonoptimierung auch die
Méglichkeit, automatisch Subfragmente fiir die Gensynthese zu entwerfen,
entsprechende Schnittstellen einzufihren und Haarnadelschleifen zu eliminieren
[Petri 1989].

Das Programmpaket Synsos bietet neben einem Sequenzeditor und der
obligatorischen Optimierung auf haufig genutzte Kodons auch die Madglichkeit, eine
Restriktionsanalyse (allerding ohne automatische Einfihrung von Schnittstellen) und
eine Uberpriifung der Sequenz auf mdgliche (invertierte) Repetitionen durchzufihren.
Dartber hinaus wird ein Algorithmus implementiert, der geeignet ist, groBere
wiederhohlte oder invertiert wiederholte DNA-Abschnitte zu eliminieren [Ochagavia
1992].

Die neueste Veroéffentlichung im Bereich softwaregestiitzte Gensynthese stellt das
Programm DNAWorks vor, welches den Genaufbau via PCR unterstlitzt. Nach einer
Kodonoptimierung wird eine grobe Aufsplittung der Sequenz in eine gerade Zahl von

Bereichen mit ahnlicher Schmelztemperatur vorgenommen. AnschlieBend wird eine
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Variante des Simulated Annealing Algorithmus benutzt, um durch Kodonvariation und
leichte Veranderung der Bereichsgrenzen letztlich Oligonucleotide mit geringer
Tendenz zur Haarnadelbildung und homogener Schmelztemperatur der
Uberlappungen zu erhalten [Hoover 2002].

Ohne Veranderung der initial vorgegebenen Sequenz versucht das Programm Regen
auszukommen, welches den Syntheseprozess einer ligationsbasierten Eintopf-
Gensynthese unterstiitzt. Hier hybridisieren bei hohen Temperaturen jeweils zwei
Oligos dergestalt, dass nur noch kurze einzelstrangige Enden erhalten bleiben. Bei
niedrigeren Temperaturen koénnen diese bereits groBtenteils doppelstrangigen
Fragmente mittels der kurzen Uberhdnge zu einem kompletten Gen ligiert werden.
Die Software wahlt die Oligogrenzen nun so, dass beim Ligieren Fehlhybridisierungen

nicht zusammengehdriger Fragmente nahezu ausgeschlossen sind [Jerala 1988].

Alle vorgestellten Programme sind jedoch in ihrer Funktionalitéat auf Teilaspekte der
Gensynthese limitiert, d.h. keines integriert samtliche Aspekte der Gensynthese
(Optimierung, Analyse und Produktionsunterstiitzung) in einem homogenen Paket.
Vor allem die vielfaltigen Chancen des rationalen Gendesigns werden nur
unzureichend genutzt, so bietet z.B. kein Programm die Mdglichkeit, den GC-Gehalt
anzupassen. Daruber hinaus sind die meisten der Softwarepakete nicht fir den

Betrieb unter einem modernen graphischen Betriebssytem geeignet.

A.5 Zielsetzung und Rahmenbedingungen

Ziel der vorliegenden Arbeit war, samtliche in einer Hochdurchsatz-
Produktionsumgebung fiir Gensynthese anfallenden Arbeitsschritte - soweit méglich -
durch geeignete Software zu unterstitzen. Dabei muss eine groBtmadgliche Flexibilitat
hinsichtlich des Sequenzdesigns (es sollen synthetische Gene variabler Lange und fir
unterschiedlichste Anforderungen synthetisiert werden) und eine hohe Stabilitdt des
Produktionsprozesses angestrebt werden. Prinzipiell lassen sich die Einsatzgebiete in

drei Bereiche gliedern:

A.5.1 Design und Optimierung

Aufgrund der de-novo-Synthese kdnnen synthetische Gene quasi ,am ReiBbrett"
entworfen werden. Dieses soll die Software in Form eines auf die Anwendung
,Gendesign® hin  ausgerichteten und mit allen Standardfunktionalitaten
ausgestatteten Sequenzeditors zur Verfligung stellen. Neben manuellen
Editiermdéglichkeiten  soll aber vor allem auch eine vollautomatische

Sequenzoptimierung zur Verfligung stehen. Die Software soll dazu unter Ausnutzung
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der Degeneriertheit des genetischen Codes eine Sequenz ermitteln, die den
vorgegebenen experimentellen Anforderungen hinsichtlich Kodonwahl, GC-Gehalt,

DNA-Motive etc. mdglichst nahe kommt.

A.5.2 Sequenzanalyse

Komplementar zu den Editier- und Optimierungsmdéglichkeiten sind Funktionen zur
Sequenzanalyse und Annotation. Konsequenterweise muss eine vorliegende DNA-
Sequenz auf jeden variablen Sequenzparameter hin analysiert werden kénnen. Die
Ergebnisse sollen dem Anwender in Form anschaulicher Graphen (z.B. GC-Gehalt)
oder Berichte (z.B. Sequenzannotation) prdsentiert werden. Idealerweise resultiert
aus der Kombination von Optimierung und Analyse ein Feedback-Prozess, bei dem
der Anwender z.B. nach einer automatischen Optimierung die Sequenz analysiert und
daraufhin die Optimierung mit leicht anderer Gewichtung der Optimierungsparameter
neu startet, um sich so iterativ dem bestmdglichen Kompromiss zwischen u.U.

kontraren Zielvorstellungen in Bezug auf unterschiedliche Kriterien anzunahern.

A.5.3 Produktionsunterstiitzung

Steht die zu synthetisierende Sequenz fest, muss sie bei langeren Genen in
Subfragmente untergliedert werden. Dieser Prozess sowie das Anfligen
entsprechender Linker an die Fragmentenden soll durch die Software unter
Beachtung vorgegebener Rahmenbedingungen, wie. z.B. maximale Fragmentlange,
unterstitzt werden. Bei der anschlieBenden Generierung der bendtigten
Oligonukleotide muss die Software die Léange der Hybridisierungsstrecken zueinander
komplementarer Oligonucleotidabschnitte so wahlen, dass eine vorgegebene
Schmelztemperatur moglichst genau eingehalten wird, um einen stabilen und
zuverlassigen Batch-Ligationsprozess zu ermdglichen. Dartber hinaus soll der
Anwender vor potentiellen Produktionsproblemen, z.B. aufgrund mdéglicher
Fehlhybridisierungen, gewarnt werden.

Wie bereits in Abschnitt A.2 beschrieben, missen aufgrund der unabdingbar bei der
Oligosynthese auftretenden Mutationen zahlreiche Subfragment-Klone auf die richtige
Sequenz hin durchgemustert werden. Die vom Sequenzer gelieferten Sequenzdateien
sollen daher durch die Software soweit analysiert und in Hinblick auf Fehlerfreiheit
bewertet werden, dass der Anwender idealerweise nur noch das als am besten

bewertete Chromatogramm zur Bestatigung visuell kontrollieren muss.
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A.5.4 Rahmenbedingungen

Soweit sinnvoll, sollten alle Schritte in einer integrierten Arbeitsumgebung
durchgefiihrt werden kdnnen. Da in der Produktionsumgebung bereits durchgangig
Windows 2000 eingesetzt wurde, sollte die Software auch unter diesem
Betriebssystem laufen und sich dabei an den Bedienstandards dieser grafischen
Benutzerschnittstelle orientieren. Zur Datenspeicherung- und verwaltung bot sich die
Verwendung eines relationalen Datenbanksystems an. In Hinblick auf die spatere
Verknipfung mit einem Standard-Laborinformationsmanagementsystem bzw.

Robotersystemen zur Automatisierung fiel die Wahl auf Oracle.
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B Materialien & Methoden

B.1 Grundlegende Techniken der Bioinformatik

Wahrend der Entwicklung der GeneOptimizer-Suite wurde vor allem auf zwei
grundlegende Methodenbereiche der Bioinformatik zuriickgegriffen. Dies sind zum
einen Alignment-Algorithmen zur Evaluierung der Ahnlichkeit zweier Sequenzen.
Ebenso wichtig sind Techniken zur Reprasentation von DNA-Sequenzmotiven, welche
z.B. DNA-Proteininteraktionsstellen charakterisieren kénnen, und zum Auffinden und
Bewerten derselben innerhalb einer vorgegebenen Sequenz. Nachfolgend sollen diese

Techniken einfihrend vorgestellt werden.

B.1.1 Alignment-Algorithmen

B.1.1.1 Einfiihrung

Die fundamentale Bedeutung von Algorithmen zum Sequenzvergleich liegt vor allem
darin begriindet, dass eine hohe Sequenzahnlichkeit in der Primarstruktur von
Proteinen und DNA oft auch eine funktionelle oder strukturelle Ahnlichkeit impliziert.
So kénnen beim Vergleich zweier Proteinsequenzen hochkonservierte und damit
funktionell bedeutende Domanen aufgespirt werden, oder Rickschliisse auf die
Funktion eines Gens durch Sequenzvergleich der DNA mit dem Genom eines gut
erforschten Modellorganismus gezogen werden. Die dafir entwickelten Algorithmen
kénnen jedoch auch dazu benutzt werden, in der Sequenz liegende Besonderheiten,
wie Wiederholungen ahnlicher DNA-Motive, aufzusplren.

Eine einfache Mdglichkeit, Sequenzahnlichkeiten aufzufinden, bietet die Technik des
,Dot-Plot". Dabei definieren die beiden Sequenzen die Achsen eines
Koordinatensystems, in welches eine Markierung eingetragen wird, sofern die
entsprechende Koordinate durch einander entsprechende Basen definiert wird.

Stark homologe Sequenzbereiche lassen sich dabei intuitiv an den Uber ldngere
Strecken durchgezogenen Diagonalen erkennen. Um einen computergestlitzten
Vergleich zweier Zeichenketten durchzuflihren, muss jedoch der Begriff der

Ahnlichkeit zunachst starker formalisiert werden [Gusfield 1999].
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Abb. B.1.1.1-1 Dot-plot einer Sequenz mit sich selbst, deren Bereiche 7-37 und 81-111 bis

auf eine Base identisch sind. Diese Repetition erkennt man bereits im Dotplot a als Diagonalen

in der unteren linken und oberen rechten Ecke. Durch Anwendung eines Filters, der ein 6-
Basen langes Fenster (ber alle Diagonalen der Matrix schiebt und in der Mitte des Fensters
einen Punkt setzt, sobald im Originalplot wenigstens 5 Entsprechungen vorhanden sind,

werden starke Repetitionen leichter erkennbar.

Def.: Man erhalt ein (globales) Alignment zweier Zeichenketten S; und S,, indem
fakultativ zunachst definiert Leerzeichen entweder in die Zeichenketten eingefligt
oder an die Enden der Zeichenketten S; und S, angefligt werden und die beiden
resultierenden Zeichenketten dann (bereinander gestellt werden, so dass jedes
Zeichen oder jede Leerstelle in der einen Zeichenkette einem einzigen Zeichen oder

einer Leerstelle in der anderen Zeichenkette gegenlbergestellt ist.

a; AGCC-GTGT b; AGCC-GTGT
sl N R
-GCCTGAGT GCCTGAGT-

Abb. B.1.1.1-2 Zwei Alignments der Sequenzen ,,AGCCGTGT" und ,,GCCTGAGT"

So stellt sowohl Abb. B.1.1.1-2a als auch Abb. B.1.1.1-2b ein mdgliches Alignment
der Sequenzen ,AGCCGTGT" und ,GCCTGAGT" dar, wobei offensichtlich ist, dass das
Alignment a die Ahnlichkeit der Sequenzen besser verdeutlicht. Wir miissen also
einen Weg finden, diese hohere ,Qualitat" des Alignments a durch einen numerischen
Wert auszudricken und einen Algorithmus entwickeln, der es uns gestattet, das

optimale Alignment der beiden Sequenzen zu finden.

Def.: Sei A das fiur die Zeichenketten S; und S, beniltzte Alphabet und A’ das

Alphabet A mit dem zusatzlichen Zeichen ,-, welches eine Leerstelle symbolisiert.
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Dann bezeichnet s(x,y) fir zwei beliebige Zeichen x,y aus A den Wert (den ,Score"),

der durch das Alignment des Zeichens x mit dem Zeichen y erhalten wird.

A|T|IC|G]-
A|S|-1]-1]-1]-2
T -1]-11]-2
C -1(-2
G 51-2
- 0

Abb. B.1.1.1-3 Scoring-Matrix fiir DNA. Die Identitdt zweier Basen wird mit 5 Punkten

bewertet, die Nichtidentitdt mit —-1. Das Einfligen einer Leerstelle .-, wird mit -2 gewichtet.

Die paarweisen Scores s(x,y) werden zweckmaBigerweise mit Hilfe einer Scoring-
Matrix dargestellt. Abb. B.1.1.1-3 zeigt eine solche Matrix fir DNA. Ublicherweise
wird in Alignment-Problemen s(x,y) groBer 0 gesetzt, falls sich die Zeichen x und y
entsprechen, andernfalls kleiner 0 bzw. s(x,y) ist umso gréBer, je ,dhnlicher" sich x
und y sind. GroBe Bedeutung haben Scoring-Matrices vor allem beim Vergleich
zweier Proteinsequenzen. Aminosauren haben aufgrund ihrer biochemischen und
physikalischen Eigenschaften eine unterschiedliche Tendenz, im Laufe der Evolution
gegeneinander ausgetauscht zu werden, ohne dass die biologische Funktion des
Proteins beeintrachtigt wird. So ist es z.B. sinnvoll, dem Alignment zweier
Aminosdauren einen umso héheren Score zuzuordnen, je dhnlicher sie sich in ihren

Eigenschaften (z.B. Hydophobizitat) sind.

Def.: Flir ein gegebenes Alignment A von S; und S,, seien S;” und S,’ die

Zeichenketten nach dem definierten Einfligen von Leerstellen und / die Lange der

gleichlangen Zeichenketten S;” und S,’ in A. Der Wert (der Score) von A ist definiert
/

als ZS(SI'(Z'),S;(Z')). Fur eine gegebene paarweise Scoringmatrix fir das Alphabet A’
i=l

ist die Ahnlichkeit zweier Zeichenketten S; und S, definiert als der Score des

Alighments A von S; und S,, welches den Alignmentscore maximiert. Dies ist der

optimale Alignment-Score fir die Zeichenketten S; und S..

Def.: Sei V(i,j) der optimale Alignmentscore der Prefixe S;[1../] und S,[1..j].

V(i,j) ist also der Alignmentscore, den man erhalt, wenn man die ersten i Buchstaben
von S; mit den ersten j Buchstaben von S, optimal aligned. Besteht S; aus n Zeichen
und S, aus m Zeichen, so bezeichnet V(n,m) den optimalen Alignment-Score der
Zeichenketten S; und S..

(Alle Definitionen Ubersetzt aus [Gusfield 1999])
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Die Basisbedingungen

F.B.1.1.1-1,2 V(0,/)= Y. s(=5,(k))

1<k<j

V(i,0)= "> s(s,(k),-)

I<k<i

stellen den Wert des Alignments der ersten j bzw. /i Zeichen der Zeichenketten S;
bzw. S, mit Leerstellen dar. Zwischen dem Wert fir V(i,j) und den Werten fir V mit

Indexpaaren kleiner als i und j lasst sich folgende rekursive Beziehung aufstellen:

V(i—1,j =D +s(8,),5,()))
F.B.1.1.1-3 V(i,j)=max| V(i—1,j)+s(S (),-)

V(i,j—1)+s(=8,())

Auf einen exakten Beweis soll an dieser Stelle verzichtet werden, jedoch wird die

Bedeutung dieser Rekursion weiter unter anschaulich klar werden.

B.1.1.2 Berechnung des Alignmentscores

Prinzipiell lieBe sich die o.g. Rekursion mit fast jeder Programmiersprache leicht
implementieren. Jedoch steigt die Zahl der Aufrufe einer Funktion zur Berechnung
von V(i,j) mit wachsendem m und n exponentiell an. Hierbei werden massiv
redundante Aufrufe der rekursiven Funktion vorgenommen, die sich allerdings bei
einer tabellarischen Berechnung von V(jj), dem sogenannten ,Dynamic
Programming® vermeiden lassen. Dazu wird eine Tabelle der GroBe (n+1)*(m+1)
benétigt.

Die Werte der Spalte 0 und der Zeile 0 ergeben sich direkt aus den
Basisbedingungen. AnschlieBend kann die Tabelle z.B. spaltenweise mit
ansteigendem i und j anhand der rekursiven Beziehung fur V(i,j) aufgeflllt werden.
Anschaulich evaluiert diese Beziehung also, auf welchem Wege man am besten von
den links, oben und diagonal angrenzenden Zellen zur Zelle V(i,j) kommt und ob die
korrespondierenden Zeichen S;(i) und S,(j) aligned werden oder statt dessen im
finalen Alignment eine Leerstelle in S; bzw. S, eingefiigt wird.

Eine Analogie der Dynamic-Programming-Tabelle zum Dotplot ist unverkennbar. Nach
vollstandiger Berechnung der DP-Tabelle kann der optimale Alignment-Score direkt

aus Zelle (n,m) enthommen werden.
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A |G |C |[C |G |T |G |T
1 |12 (3 (4 |5 |6 |7 |8
10020 -3 -4y -5 161 | -T | -8
-ly |-1a |Oa |-11 |-21 [-3a|-41 |-54 |61
24 |24 |-Lu |1 |0q |-11 |21 |31 |-4
30133120104 (24 |1 10y |-14 |-24
A (-3ul-1u 11y |1qa |24 |11 |04
SSu 54 1-3a 1-20 100 {24 | 1w |34 |21
-6u |-4q |-4u |-3u|-lu|Llu |la |24 |24
“Tu|-5u|-3d |-4u |20 |04 |Oa |24 |14
-8u | -6u | -4y |-4a [-3u|-1u|Lla |1u |34

R Q||| B W =[O
1
B
=

HlQl Qa3 aaa

Abb. B.1.1.2-1 Vollsténdig gefillte Dynamic-Programming-Tabelle. Die Zelleninhalte
ergeben sich mit den Parametern 1 fiir Matches und -1 fiir Mismatches und Gaps. Die
Buchstaben stellen die wéhrend der Berechnung hinterlassenen Zeiger u fir up, | fir left

und d fur diagonal dar (Es ist pro Zelle nur ein Zeiger gezeigt)

B.1.1.3 Generierung des Alignments

Wenngleich man nun einen die Ahnlichkeit von S; und S, charakterisierenden Wert
erhalten hat, ist es oftmals winschenswert, auch das vollsténdige Alignment zu
generieren. Dazu hinterlasst man idealerweise bereits wahrend der Berechnung des
DPT entsprechende Zeiger in der Tabelle. Konkret heiBt das bei der Berechnung von
V(ij), setze einen Zeiger von Zelle (i,j) nach Zelle (i-1,j-1) falls
Vi, )=Vi-1,j-1)+s(S0),5,(j)), falls V(i,j)=V(i-1j)+s(S,(#),~) nach(i-1,7)
und nach Zelle (ij-1) falls qilt V(i,j)=V(@,j—-1)+s(-S,(j)). Dabei kann es
durchaus vorkommen, dass ausgehend von Zelle (i,j) mehrere Zeiger in
unterschiedliche angrenzende Zellen weisen.

Ein optimales Alignment wird nun erhalten, indem man einem moglichen durch die
Zeiger vorgegebenen Pfad von Zelle (n,m) zu Zelle (0,0) folgt. Dabei interpretiert
man eine Diagonale (von Zelle (i,j) zu (i-1,j-1)) als ,Match®, falls S;(i)=S.(j),
andernfalls als Substitution. Ein Zeiger in die obere Zelle ((i,j) nach (i-1,j)) stellt im
Alighment eine Insertion des Zeichens S;(i) dar, entsprechend wird flr das Alignment
nach S,(j) eine Leerstelle in S, eingefiigt. Analog wird ein Zeiger in die linke Zelle
(i,j-1) als Insertion in S, berlcksichtigt. (Wobei Insertion in S; natirlich auch als

Deletion in S, gesehen werden kann und vice versa.)
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A |G |[C |[C |G |T |G |T
0 |1 (2 |3 |4 |5 |6 |7 |8

0 |0 [-1; -2 -3 |-4 |-5 |-61 |-71 |-8
G |1 |-1,]|-1q4 1y |21 [-3a |4 |54 |61
C (2 [|-2u|24]|-Lu 0a |-11 [-21 [-31 |4
C |3 |-3u|-3a|-2u|0d L0 |-1; |-2
T |4 |-4u|-4a|-3u|-1u|lufla [24 |11 |Oq
G |5 |-5.]-5a|-3a |24 |00 TR |1u |3a |2
A |6 |60 |4a |4 |30 ]-1u [T TN |20 |24
G |7 [-7u|-50]-3a|-4u|-20|0a |0a TR |14
T |8 |-8u|-6u |4 |4a|-3u|-1u|la [1u B¢

Abb. B.1.1.3-1 Das globale Alignment wird erhalten, indem man den Zeigern u, | und d von
Zelle (8,8) bis Zelle (0,0) folgt.

Da von einer Zelle mehrere Zeiger ausgehen kénnen, gibt es u.U. auch mehrere in
ihrem Score aquivalente Alignments.

Ein so erhaltenes Alignment wird als globales Alignment oder nach den Entwicklern
des Algorithmus auch als ,Needleman-Wunsch™-Alignment bezeichnet.

Ein Spezialfall des globalen Alignments ergibt sich, wenn a priori bekannt ist, dass
eine Zeichenkette innerhalb der anderen enthalten ist oder sich die Enden der
Zeichenketten Uberlappen. Um in diesen Fallen ein korrektes Alignment zu erhalten,
durfen die im Alignment am Anfang oder am Ende einer Zeichenkette eingefligten
Leerstellen nicht mit einem negativen Score belegt werden, sondern werden mit O
gewichtet, um ein sogenantes ,end-space-free"-Alignment zu erhalten.

Dieses wird z.B. bei der ,Shotgun-Sequenzierung", aus der man eine groBe Anzahl
von teilweise einander (berlappenden Sequenzfragmenten erhdlt, angewendet.
Indem flr alle mdéglichen Paare der Sequenzfragmente ein end-space free Alignment
durchgefiihrt wird, kann durch Uberlappendes Aneinanderfiigen der Paare, welche
einen maoglichst hohen Alignmentscore erzielen, die Gesamtsequenz rekonstruiert
werden.

Zur Implementierung des ,end-space-free™-Alignments kann die Rekursions-
bedingung des globalen Alignments verwendet werden. Um an den Anfang einer
Zeichenkette gesetzte Leerzeichen zu vernachldassigen, missen jedoch die

Basisbedingungen angepasst werden:

F.B.1.1.3-1,2 V(0,/)=0 0<j<n
V(i0)=0 0<i<m
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Der Score fir das optimale Alignment findet sich jedoch nicht notwendigerweise in
Zelle (n,m), sodern ist vielmehr der Maximalwert Uber alle Zellen in Zeile n oder
Spalte m.

Damit wird der gewlnschten Vernachldassigung der im Alignment ans Ende einer
Zeichenkette angefligten Leerstellen Rechnung getragen. So entsprechen z.B. die
Zellen in Zeile n Alignments, bei denen das letzte Zeichen von Zeichenkette S; zum

Score beitragt, aber rechtsgelegene Zeichen von S nicht.

B.1.1.4 Lokale Alignments

Globale Alignments eignen sich besonders, um Sequenzen zu vergleichen, die Uber
ihre ganze Lénge eine hohe Ahnlichkeit zueinander aufweisen, wie z.B. verschiedene
Proteine einer Proteinfamilie. Um jedoch z.B. hochkonservierte funktionelle
Untereinheiten von in ihrer Gesamtheit sehr unterschiedlichen Proteinen (wie z.B. bei
unterschiedlichen Proteinfamilien) aufzuspiren, wird ein Verfahren bendtigt, welches
in langeren Sequenzen zueinander ahnliche Bereiche finden kann. Es dauerte mehr
als zehn Jahre nach Entwicklung des globalen Alignments, bis Smith und Waterman
einen ,Local Alignment"-Algorithmus vorstellten. Dabei handelt es sich im
wesentlichen um das bereits beschriebene Global-Alignment-Verfahren, jedoch mit
~end-space free" - Basisbedingungen und einer erweiterten rekursiven Beziehung.
Diese ergeben sich anschaulich aus der Tatsache, dass ein lokales Alignment an
beliebiger Stelle innerhalb zweier Sequenzen beginnen kann, ungeachtet der Anzahl

fuhrender Zeichen. Der Wert fur V(i,j) darf also nie unter 0 absinken.

F.B.1.1.4-1,2 V0,j)=0
V(i,0)=0
0
V(i-1,j=1)+s(S,0),5,()))
V(i—17)+s(S,0),-)
V(i,j =D +s(=5,0())

F. B.1.1.4-3 V(i,j)=max

Den Score fir das optimale lokale Alignment findet man nun in der Zelle mit dem
héchsten Wert der gesamten Tabelle. Um das lokale Alignment zu generieren, folgt
man ausgehend von dieser Zelle den wie Ublich bei der Berechnung der DPT
gesetzten Zeigern bis ein Eintrag mit dem Wert 0 erreicht wird. Oftmals soll jedoch
nicht nur ein optimales lokales Alignment, sondern alle, ggf. auch suboptimalen
Alignments generiert werden, deren Score Uber einem bestimmten Grenzwert liegt

und die sich nicht lberlappen. Dazu fihrten Waterman und Eggert einen Algorithmus
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ein, der es gestattet, ein suboptimales Alignment zu erhalten ohne dass dazu vorher
ein GroBteil der DPT neu berechnet werden muss [Waterman 1997].

Beginnend mit der linken oberen Zelle (i, j) des zuletzt erhaltenen Alignments wird
folgende Formel angewendet, um die verdnderten Matrixelemente V'(i, j) zu

berechnen:

0
F. B.1.1.4-4 V(i,j)=max| V(i—1, ) +s(S,@i),~)
V,j—D+s(=5,0)

Die Neuberechnung wird flr die Spalte j flir alle Zellen (k,j) mit k>/ durchgeflhrt, bis
der neue Wert V'(k,j) identisch mit dem alten Wert V(k,j) ist. Analog werden die
Matrixelemente fir die Zellen (i,k) mit k>j in der Zeile i neu berechnet, bis
wiederum gilt V*(i,k) = V(i,k). Diese Neuberechnungen werden ausgehend von allen
(i,j) des vorhergehenden Alignments durchgeflihrt, wobei mindestens bis zu der
Spalten- bzw. Zeilenposition neu berechnet werden muss, wie es in der
vorhergehenden Zeile oder Spalte notwendig war. Nach Abschluss der

Neuberechnungen kann das suboptimale Alignment wie gewohnt erhalten werden.

Lokale Alignments kénnen nicht nur zum Auffinden von Sequenzhomologien zwischen
zwei unterschiedlichen Sequenzen verwendet werden, sondern auch, um in einer
Sequenz einander ahnliche Bereiche (Repetitionen) zu identifizieren [Waterman
2000]. Dazu wird ein lokales Alignment der Sequenz mit sich selbst durchgefihrt. Um
zu verhindern, dass als optimales Alignment das Alignment der vollstandigen
Sequenz mit sich selbst generiert wird, muss die Diagonale mit V(i,i) = 0 initialisiert
werden. Aus Symmetriegriinden ist es ausreichend, lediglich V(i j) fir i<j zu

berechnen.
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B.1.2 Motivdarstellung und Suche

Lokale Erkennungssequenzen, z.B. flr Protein-DNA-Interaktionen, spielen in der
gesamten Zell- und Molekularbiologie eine entscheidene Rolle. Daher gehdért das
Auffinden entsprechender Motive, z.B. in der Genomannotation, zu den wichtigsten
Aufgaben der Bioinformatik.

Leider sind nur wenige Erkennungsmotive, wie z.B. Restriktionsenzym-Schnittstellen,
als eindeutige DNA-Sequenzen definiert. Statt dessen findet man bei Betrachtung des
Alignments funktionell identischer Bindungsstellen, dass an manchen Positionen z.B.

zwei unterschiedliche Basen auftreten kénnen.

Position: 1 2 3 4 5 6
Seq. 1: ACTTGT
Seq. 2: TCTTGT
Seq. 3: ACTTCT
Seq. 4: TCTTGA
Seq. 5: CCTTGA
Seqg. 6: CCTTCT
Consensus: HC T T S W

Abb. B.1.2-1 Alignment sechs leicht unterschiedlicher, aber funktionell identischer

Bindungsstellen.

Durch ein erweitertes Alphabet (IUPAC-Nomenklatur), in welchem ein Buchstabe
mehrere verschiedene Basen codieren kann, ldsst sich aus dem Alignment eine

Consensus-Sequenz ableiten.

A A Y C,T

C C H ACT
G G R AG

T T D |AGT

S C,G B C,GT
K G,T N ACG,T
\" ACG w |TA

M AC

Abb. B.1.2-2 Das erweiterte Alphabet nach IUPAC-Nomenklatur

Dieses Verfahren weist jedoch eine Reihe von Nachteilen auf. Zum einen miuissen die
Consensus-Zeichen nach einer willkiirlichen Mehrheitsregel festgelegt werden. Diese

kann z.B. besagen, dass ein eindeutiges Basensymbol (A,C,G oder T) verwendet
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wird, wenn in mehr als 80 Prozent der Sequenzen an einer Position eine bestimmte
Base auftritt. Auch lasst die Verwendung eines Mehrdeutigkeitssymboles wie z.B. Y
keine Aussage Uber das Haufigkeitsverhaltnis der Basen C und T zu. Weiterhin erhalt
man bei der Analyse einer unbekannten Sequenz unter Verwendung der IUPAC-
Consensi in der Regel nur eine Ja/Nein Aussage, die Gefahr, eine real vorhandene
Bindungsstelle zu Ubersehen ist sehr groB. Wird jedoch eine dem Consensus
entsprechende Sequenz aufgefunden, lasst sich die ,Qualitat"® (z.B. hinsichtlich
Erkennungssicherheit oder biologischer Aktivitdt) der Bindungsstelle nicht
quantifizieren.

Diese Nachteile kénnen weitgehend vermieden werden, indem aus dem Alignment
bekannter Bindungssequenzen eine Matrixdarstellung generiert wird. Diese erhalt
man im einfachsten Fall, indem fir jede Position die Anzahl der vier Nucleotide

aufnotiert wird.

Position i: 1 2 3 4 5 6
Seq. 1: ACTTGT
Seq. 2 TCTTGT
Seq. 3: ACTTCT
Seq. 4 TCTTGA
Seq. 5 CCTTGA
Seq. 6: ccTTCT
Consensus: HCTTSW
Yi A 2 0000 3
2i T 2 0 6 6 0 3
2i G 000040
2i C 2 6 0020

Abb. B.1.2-3 Berechnung der Haufigkeitsmatrix

Eine Testsequenz kann nun dergestalt analysiert werden, dass die Matrix Uber die
gesamte Sequenz im Abstand eines Nucleotides verschoben wird und fir jede
Position ein Score, der die Ahnlichkeit des Testsequenzabschnitts mit der Matrix
charakterisiert, errechnet wird.

Es ist einleuchtend, dass der Informationsgehalt einer Position, an welcher
ausschlieBlich eine Base auftritt, wesentlich héher ist, als wenn drei unterschiedliche
Basen relativ gleichverteilt auftreten kénnen. Es ist also sinnvoll, eine weitere
Gewichtung der Matrixpositionen einzufiihren [Quandt 1995]. Dazu wird flr jede

Spalte / ein Consensus Index (C)) errechnet, welcher wie folgt definiert wird.
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F. B.1.2-1 C,=100/In4* > p,, *Inp,, +In4

b=4,C,G.T

C; erreicht also den hdchsten Wert 100, wenn an einer Position ausschlieBlich ein
Nucleotid angetroffen wird, und wird O fir ein gleichverteiltes Auftreten aller vier
Basen. Zur Bewertung eines der Motivlange n entsprechenden Abschnittes der
Testsequenz wird flir diesen ein Matrixahnlichkeitswert mat_sim gemaB F. B.1.2-2
errechnet, wobei score;, den Matrixwert fur Base b an Position /i darstellt und
max_score;, = max( score;p ) mit b € A,G,C,T. Dies ist beispielhaft in Abb. B.1.2-4

illustriert.

n
*
Z C, *score,

i=1

Z C, *max _score,,

i=1

F. B.1.2-2

mat _sim =

A 2 0 0 0 0 3
T 2 0 6 6 0 3
G 0 0 O O 4 O
c 2 6 0 0 2 O
C; 32 100 100 100 60 57

Testsequenz: 0*32+6*100+6*100+6*100+2*60+3*57 =2091
Maximalwert: 2*32+6*100+6*100+6*100+4*60+3 *57=2275

mat sim = @ =09
- 275

Abb. B.1.2-4 Berechnung des Matrixdhnlichkeitswertes
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B.2 Algorithmische und programmtechnische

Umsetzung der Aufgabenstellung

Im Folgenden soll die Funktionsweise und der algorithmische Hintergrund

wesentlicher Elemente der Software detailliert dargestellt werden.

B.2.1 Wahl der Werkzeuge

Betrachtet man das Anforderungsprofil an die erstellte Software, so bietet sich in
Bezug auf den Punkt schnelle Anwendungsentwicklung fir Windows-Betriebssysteme
verbunden mit leistungsfahiger Datenbankschnittstelle das visuelle Entwicklungstool
Microsoft Visual Basic (VB) an. In der verwendeten Version 6.0 unterstitzt es nahezu
alle modernen Programmiertechniken, wie die objektorientierte Softwareentwicklung.
Leider ist die Geschwindigkeit von Zeichenkettenoperationen flir viele der zu
implementierenden Algorithmen, wie. zB. Sequenzalignment, nicht ausreichend.
Daher wurde die Benutzerschnittstelle und das Programmframework in VB erstellt,
die rechenintensiven Algorithmen jedoch in C unter Verwendung von Microsoft Visual
C++ V 6.0 programmiert. Die dabei erstellte Funktionenbibliothek wurde zu einer
~Dynamic Link Library" (dll-Datei) kompiliert, welche aus VB genutzt werden kann.
Als Schnittstelle zur Oracle-Datenbank wurde die MS-Active-Data-Objects (ADO) -
Technologie in Verbindung mit dem entsprechenden OracleClient verwendet. Die
notwendigen Daten-Auswahl und Manipulationsabfragen wurden unter Verwendung
der Structured Query Language (SQL) erstelit.

Da VB nur rudimentare Werkzeuge zur Druckausgabe bereitstellt, wurde zusatzlich
der Reportgenerator Crystal Reports V 8.0 (CR) genutzt. CR ermdglicht die Definition
von komplexen Berichtsvorlagen, welche z.B. auch Diagramme und Grafiken
enthalten kénnen.

Die unter Verwendung der in der Oracle-Datenbank vorliegenden Daten generierten
Berichte kénnen in einer Art Druckvorschau angezeigt werden und unter Beachtung
des WYSIWYG-Prinzips ausgedruckt oder in Standardformaten (PDF,WORD, HTML,...)
exportiert werden.

Zu Beginn der Arbeit wurde versucht, auf die Eigenimplementierung von
Standardalgorithmen zu verzichten und statt dessen auf freie im Internet erhaltliche
Funktionenbibliotheken zuriickzugreifen. Diese waren jedoch zumeist entweder im
Funktionsumfang limitiert oder stellen ein in sich geschlossenes System dar (wie z.B.
die EMBOSS-Library [Bleasby 2000]), bei dem das Herausldsen einzelner Funktionen
nicht maoglich ist. Zudem sind nahezu alle Bibliotheken/Programmsammlungen zur
Verwendung als Kommandozeilen-Utilities auf UNIX-Systemen entwickelt. Dies gilt

zwar auch fir das in Hinblick auf Funktionsumfang und Modifizierbarkeit geeignete
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+U.S.C. Sequence Alignment Package" [Hardy 1997], jedoch konnte dieses nach
umfangreichen Anpassungsarbeiten als Dynamic-Link-Library (DLL) kompiliert und
aus dem VB-Framework heraus genutzt werden. Im Laufe der Arbeiten stellten sich
jedoch auch hier eine Reihe von Limitationen heraus, so dass sukzessive fast alle
Alignment-Routinen selbst implementiert wurden.

Zur Unterstitzung einer DNA-Motivsuche wurde die Regular-Expression-Engine von
Microsoft verwendet [Hui 1999]. In IUPAC-Schreibweise (z.B. ,W" entspricht ,A"
oder ,T" ) eingegebene Motivausdriicke werden von einer vorgeschalteten Routine in

die von der Engine benétigte Syntax umgewandelt.

B.2.2 Sequenzeditor

Zunachst wurden die von Visual Basic standardmaBig zur Verfigung gestellten
Steuerelemente auf ihre Eignung als einfacher DNA-Editor hin evaluiert. Schnell
wurde jedoch deutlich, dass das Textfeld-Steuerelement ebenso wie das
leistungsfahigere Rich-Text-Format-Element den Anforderungen nicht gerecht werden
konnten. Um Funktionen wie Darstellung der Aminosauresequenz codierender
Bereiche, geschiitzte Sequenzabschnitte, variable Markierungen und farbige
Darstellung der Basen bzw. Codons etc. zu ermdglichen, wurde basierend auf einem
Standardformular ein eigenstandiger Editor entwickelt. Dazu werden die vom
Formular zur Verfligug gestellten Tastatur- und Mausereignisse ausgewertet. Die
DNA- und Aminosdauresequenz werden als Zeichenketten verwaltet, ebenso werden
positionsabhangige Merkmale, wie vor Veréanderung geschiitzte Bereiche, in parallel
verwalteten gleichlangen Zeichenketten gespeichert. Um die programmiertechnische
Komplexitat zu verringern und die Geschwindigkeit der Darstellung mittels der
Standard-Ausgabebefehle zufriedenstellend zu halten, wurde auf eine mehrzeilige

Darstellung der Sequenz verzichtet.
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B.2.3 Optimierung der kodierenden DNA-Sequenz

B.2.3.1 Grundsatzliche Funktionsweise des Optimierungsalgorithmus

Wadahrend die Optimierung eines Exons auf einen Parameter, wie z.B. optimale
Kodonwahl, notfalls noch ,per Hand" erfolgen kann, stellt die Ermittlung einer
Sequenz, welche die Anforderungen mehrerer Kriterien moglichst optimal erfillt, eine
komplexe Aufgabe dar.

Offensichtlich wadre die ideale Ldésung, samtliche mdglichen Kombinationen der flr
eine Aminosauresequenz kodierenden Kodons zu bilden und die jeweils resultierende
DNA-Sequenz gemaB der vorgegebenen Parameter zu bewerten. Aufgrund der
enormen Anzahl madglicher Kombinationen ist dieses Verfahren jedoch bereits fir
relativ kurze Aminosauresequenzen nicht mehr durchftihrbar (Abb. B.2.3.1-3).

Einen Ausweg bieten stochastische Verfahren, z.B. eine Variante des ,Simulated
Annealing®. Der stark reduzierte Rechenaufwand durch die drastisch verringerte
Anzahl evaluierter Kombinationen wird jedoch zumeist mit einer nicht-optimalen
Problemlésung erkauft. Zudem muss, sofern DNA-Motive eingefiihrt werden sollen,
aufgrund der Unstetigkeit der Problemstellung (die Anderung eines einzigen Codons
kann das Vorhandensein/die Abwesenheit eines Motives bewirken), in jedem Fall vor
der stochastischen Optimierung ein anderer Algorithmus innerhalb der degenerierten
DNA-Sequenz potentielle Motive lokalisieren.

Viele biologische Phanomene, z.B. Erkennungsmotive fiir DNA-bindende Proteine,
Spitzen im GC-Gehalt, Haarnadelschleifen etc. spielen sich jedoch in einem lokal
stark begrenzten Bereich (<50 bp) ab, so dass ein Algorithmus wiinschenswert ist,
der zumindest innerhalb eines begrenzten Langenfensters die theoretisch optimale
Sequenz ermitteln kann. In der vorliegenden Arbeit wurde diese Herausforderung

durch die Anwendung eines , gleitenden Kombinationsfensters" geldst.

Aminoséaure/Codon i

A A A A A A A A A A A A <— Aminoséure-Sequenz

XXX XXX XXX XXX XXX VVV I VVV VVV 2?27 | 2?7 | 7277 | 777 |« oNaSequen:

< Bereits optimierte Sequenz. ———————><Kombinations-DNA-Sequenz->|
Alle Codons sind festgelegt. (KDS)

Testsequenz, wird durch Aneinanderfiigen der konstanten ,
optimierten DNA-Sequenz und der jeweiligen KDS gebil det.

Abb. B.2.3.1-1 Definition der verwendeten Begriffe

Zur Erlduterung des Algorithmus wird die Wahl des Kodons flir die ite Aminosadure
einer Aminosauresequenz der Lange N betrachtet. Dazu werden samtliche mdglichen
Kodonkombinationen der verfligbaren Kodons fir die Aminosduren /i bis i+m-1

gebildet. Jede Kombination resultiert in einer individuellen Kombinations-DNA-
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[ START ]

v

Eingabe der Amino-
sauresequenz der
Lange N

v

Beginne mit Aminosaure i=1

v

Bilde erste Kombinations-DNA-Sequenz der Kodons
fur die Aminosauren i bis i+m-1

f

Bilde Test-DNA-Sequenz durch Aneinanderfiigen der
bereits optimierten DNA Sequenz und der KDS

v

Evaluiere die Test-DNA-Sequenz nach
benutzerdefinierten Kriterien und bilde einen
Gesamtgutescore durch Verrechnung der
Einzelscores in einer Bewertungsfunktion

Gesamtgultescore besser als
gespeicherter Gltescore?

Speichere Gesamtgltescore und das zur
Bildung der KDS verwendete Kodon flr
die Aminosaure i

Alle méglichen KDS
gebildet ?

i nein

Bilde nachste mdgliche Kombinations-DNA-Sequenz
der Kodons fur die Aminosauren i bis i+m-1
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! .

nein

Flge das gespeicherte Kodon an die bereits
gebildete optimierte DNA-Sequenz an

v

i=i+1

!

Flge die KDS an die bereits gebildete optimierte
DNA-Sequenz an

'

Ausgabe der
optimierten
DNA-Sequenz

i
(o)

Abb. B.2.3.1-2 Flussdiagramm des Algorithmus

Sequenz der Lange 3m Basen, im Folgenden KDS genannt. Aus der in
vorhergehenden Schritten bereits flr die Aminosduren 1 bis i-1 gefundenen
optimalen DNA-Sequenz und jeder KDS wird durch Aneinanderhangen jeweils eine
Testsequenz generiert, welche (ganz oder teilweise) nach verschiedenen Kriterien
bewertet wird. Die so gefundene Glite der DNA-Sequenz flr jedes individuelle
Testkriterium lasst sich als numerischer Score ausdricken. Durch Addition der nach
benutzerdefinierten Vorgaben individuell mit den Faktoren G, gewichteten Scores
wird ein Gesamtscore gebildet, durch welchen die Gesamtglite der Testsequenz
beschrieben wird.

Anzahl der
Kriterien

F. B.2.3.1-1 GesamtScore = qu * Scoreq
q=1

Neben der individuellen Gewichtung kdnnen die Scores auch durch geeignete

mathematische Funktionen modifiziert werden, wie z.B. abschnittsweise definierte
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Funktionen, die die Definition von Schwellwerten gestatten (z.B. Beachtung von
invers-komplementdren Repetitionen erst ab einem bestimmten Alignment-Score)
oder eine Nichtlinearitdt einfihren (z.B. bei der Bewertung der Kodonwahl oder des
GC-Gehalts).

An die in vorhergehenden Schritten bereits fir die Aminosdauren 1 bis /-1 gefundene
optimale DNA-Sequenz werden nun die die Aminosauren j bis j+k darstellenden
Kodons angefiigt, welche fir die Bildung der Testsequenz mit der hdchsten Gite
verwendet wurden. Entsprechend wird flir die Ermittlung der optimalen Kodons flr
die Aminosduren j+1 bis N-m verfahren, wobei das Kombinationsfenster um k
Aminosauren verschoben wird. Fur die m Aminosauren am Ende der
Aminosauresequenz kann direkt die komplette Kombinations-DNA-Sequenz
verwendet werden, die zur besten Testsequenz gefihrt hat.

Der Parameter m kann in weiten Bereichen variiert werden. In Abb. B.2.3.1-3 ist
exemplarisch die Problematik kleiner m’s fir den Extremfall m=1 dargestellt (Abb.
a). Hier bilden die (bezliglich des Kodongebrauchs) optimalen Kodons fir die
Aminosauren j und j+1 eine Restriktionsschnittstelle, welche aber vermieden werden
soll. Dies wird idealerweise durch die Wahl des nur geringfiigig schlechteren
zweitbesten Kodons fir die Aminosaure i erreicht, so dass flr die Aminosaure i+1 das
optimale Kodon statt des hier wesentlich schlechteren zweitbesten Kodons genutzt
werden kann. Fir m=1 kann der Algorithmus das drohende Entstehen dieses Motivs
jedoch erst im nachsten Schritt, also bei Betrachtung der Aminosdure j+1, erkennen,
was in der Verwendung des besten Kodons fir die Aminosaure i und des sehr
schlechten Kodons fliir Aminosaure i+1 resultiert.

Im Sinne einer bestmdglichen Optimierung muss also eine mdglichst hohe Zahl
variierter Kodons angestrebt werden, d.h. der Algorithmus soll vom aktuell
bearbeiteten Kodon /i mdéglichst weit ,in die Zukunft® blicken kénnen. Da mit
wachsendem m die Zahl der zu evaluierenden Testsequenzen exponentiell ansteigt,
sind bei der flur aktuelle Personalcomputer verfligbaren Rechenleistung Werte
zwischen 5 und 10 sinnvoll.

Auch die Zahl der pro Schritt festgelegten Kodons k kann variiert werden. Im
Grenzfall /[=m werden also alle variierten Kodons nach Emittlung der optimalen
Testsequenz festgelegt und das Fenster zur Aminosadure i+k versetzt. Jedoch tritt
hierbei an den Grenzen der ,Kombinationsblécke"™ dieselbe Problematik wie bereits
flr den Fall m=1 auf, so dass im Idealfall k=1 gesetzt wird (Abb. B.2.3.1-3d).

Eine deutliche Beschleunigung des Algorithmus kann erreicht werden, wenn zunachst
die Testsequenz nach den Kriterien evaluiert wird, die einen positiven Beitrag zur
Gultefunktion liefern (z.B. die Kodonwahl), und anschlieBend die Kriterien, die einen

negativen Beitrag liefern (z.B. Repetitionen). Idealerweise werden bei letzteren die
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Bewertungen zuerst vorgenommen, welche nur einen geringen Aufwand an
Rechenzeit erfordern. Dadurch wird ermdéglicht, dass zu Beginn bzw. nach jeder
Evaluierung eines ,Negativ"-Kriteriums der Wert der Gutefunktion durch Summation
der (soweit festgestellten) Einzelscores berechnet und mit dem Gltescore der besten
bislang getesteten Testsequenz verglichen werden kann. Ist der Gltescore der
momentan evaluierten Testsequenz bereits schlechter, kann auf die weitere
Evaluierung verzichtet werden und die nachste KDS/Testsequenz gebildet werden.

Prinzipiell lassen sich die meisten Kriterien als negative Scores ausdriichen, sofern
ein zu erwartender Maximalwert festgelegt werden kann. In diesem Fall kann die

Differenz zum Maximalwert von der Gltefunktion abgezogen werden.

a: @s\ﬁl RE-Schnitt-

— stelle
4 Kombinationen

Abb. B.2.3.1-3 Verschiedene Méglichkeiten der deterministischen Sequenzoptimierung: a;
Kodon fiir Kodon. Die Entstehung einer Restriktionsschnittstelle kann nur durch Nutzung eines
sehr schlechten Kodons vermieden werden. B; Durchtesten aller méglichen Kombinationen und
Festlegen der Besten. C;, Kombinationsfenster von 3 Kodons Ldnge, das nach Festlegen der
besten Dreierkombination um 3 Kodons weiter geschoben wird. D; Dreier-Kombinationsfenster.
Jedoch wird nur ein Kodon der besten Kombination festgelegt und das Fenster wird um ein

Kodon weitergeschoben.
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Zur Evaluierung der Testsequenzen konnen grundsatzlich beliebige Kriterien
verwendet werden. Die wichtigsten und von der vorliegenden Software

bertcksichtigten werden nachfolgend erlautert.

B.2.3.2 Anpassen der Kodonwahl

Die Anpassung des Kodongebrauchs des synthetischen Genes zur Steigerung der
Expression ist eines der wichtigsten Kriterien bei der Optimierung. Um die Giite eines
Kodons im gewahlten Expressionssystem abzuschatzen, analysiert man die
Kodonwahl von (idealerweise hochexprimierten) Genen des Wirtsorganismus, welcher
in der Regel mit den entsprechenden tRNA-Frequenzen korreliert. Als Rohdaten erhalt
man dabei C; als Haufigkeit der Verwendung des Kodons j fir die Aminosaure i in den
untersuchten Genen. Bezogen auf die Summe der n; fir die Aminosaure i
kodierenden Kodons ergibt sich die Codon Usage CUj;.

Diese Kodonfraktionen sind flir eine Vielzahl von Organismen tabelliert und kénnen
Uber das Internet (z.B. die Kazusa Codon Usage Database auf

http://www.kazusa.or.jp/codon/) abgerufen werden [Nakamura 2000].

F. B.2.3.2-1 Y "

Bei einer einparametrigen Optimierung auf Kodongebrauch kann Cj; direkt zur Wahl
des flr eine Aminosaure optimalen Kodons verwendet werden. Sobald jedoch ein
weiteres Kriterium berlicksichtigt werden soll, missen auch Kodons unterschiedlicher

Aminosauren in ihrer Gite miteinander verglichen werden kénnen.

Aminosdure | Kodon Codon Usage |w;*100 RSCU
[%]

Glutamat GAA 60 100 1,2
GAG 40 67 0,8

Leucin CTG 25 100 1,5
TTG 20 80 1,2
TTA 20 80 1,2
CTT 18 72 1,1
CTC 16 64 1
CTA 1 4 0,1

Abb. B.2.3.2-1 Vergleich der Bewertungsméglichkeiten fir die Kodonglite
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Wie in Abb. B.2.3.2-1 an einem einfachen Zahlenbeispiel ersichtlich ist, kdnnen die
Fraktionsangaben hierfiir nicht direkt verwendet werden, da hierbei z.B. bei direkten
Vergleich der Prozent-Zahlenwerte das fir Leucin optimale Kodon CTG mit 25%
Anteil wesentlich schlechter bewertet wirde, als das zweitbeste Glutamat-Kodon GAG
mit 40% Anteil, obwohl die tatsachlichen Verhaltnisse natlirlich genau umgekehrt
sind.

Um die von Aminosdure zu Aminosaure unterschiedliche Anzahl n; synonymer Kodons
zu bertcksichtigen, kann man sich der ,Relative Synonymous Codon Usage" (RSCUy)
bedienen, unter der man das Verhaltnis zwischen beobachteter Codon Usage und bei
gleichhaufiger Nutzung der synonymen Kodons erwarteten Codon Usage versteht
[Mathur 1991].

CUU
F. B.2.3.2-2 RSCUI.J. =

1/n,

Alternativ kann naherungsweise die ,relative Angepasstheit" (,relative adaptiveness")
w;; eines Kodons verwendet werden, worunter man das Verhaltnis des Anteils eines
bestimmten Kodons zur Fraktion des am haufigsten verwendeten synonymen Kodons

versteht:

F. B.2.3.2-3 W, = C

Wenngleich in Bezug auf die Zahl der synonymen Kodons die RSCU-Werte statistisch
exakter sind, spiegelt die relative Angepasstheit die biologische Realitat wohl besser
wieder.

Bildet man das geometrische Mittel der w-Werte der L betrachteten Kodons, so erhalt
man den Codon Adaption Index CAI, welcher in der Literatur zur Vorhersage der

Expressionsstarke eines gegebenen Genes verwendet wird [Sharp 1987].

/L

L
F. B.2.3.2-4 CAI = HWk
k=1

Dieser kann beispielsweise als CUScore zur Bewertung einer Testsequenz
herangezogen werden, wobei die Berechnung des CAI fir die KDS ausreichend ist. In
allen gezeigten Beispielen ist der Codon-Usage-Score CUScore jedoch als das

arithmetische Mittel der w-Werte multipliziert mit 100 definiert:
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L
Zwk

F. B.2.3.2-5 CUScore = ’ﬁlT *100

B.2.3.3 Berechnen von gemischten Codon Usage Tabellen

Wenngleich die Kodonwahl eines synthetischen Genes idealerweise auf die eines ganz
bestimmten Expressionssystems angepasst wird, kann es manchmal winschenswert
sein, das synthetisiserte Gen so zu entwerfen, dass es auch in mehreren
verschiedenen Organismen mit akzeptablen Ausbeuten exprimiert werden kann. Dies
gilt insbesondere, wenn die Herstellung mehrerer hinsichtlich ihrer Kodonwahl auf
jeden der Organismen jeweils optimierten Gene aus 6konomischen oder zeitlichen
Grinden nicht méglich ist.
In diesem Fall missen bei der Bewertung eines Kodons zwei Aspekte beriicksichtigt
werden:

Ein Kodon ist umso besser,

- je groBer w in beiden Organismen A und B ist.

- je kleiner die Differenz zwischen w, und ws ist.

Die Glte eines Kodons bei Verwendung in zwei verschiedenen Expressionssystemen

kann also folgendermaBen ausgedriickt werden:
F. B.2.3.3-1 /= Wy +Wp — ‘WA - WB‘

Beispielsweise ist also die Verwendung eines Kodons, welches in beiden Organismen
die relative Adaptiveness w =0.5 aufweist, besser, als ein Kodon mit den Werten 0.1
und 1.0 . Dies entspricht der Absicht, bei der gemeinsamen Optimierung auf die
beiden Organismen besonders solche Kodons zu vermeiden, die in einem der
Organismen kaum verwendet werden und daher die Expression des synthetischen
Gens stark limitieren wirden. Aus den Z-Werten kann dann eine ,Kompromiss-
Codon-Usage-Tabelle" errechnet werden, welche fir die Optimierung verwendet wird.
Soll eine solche flir mehr als zwei Organismen erstellt werden, werden zur
Berechnung des Z-Wertes flr ein gegebenes Kodon zunachst alle w-Werte
aufsummiert. Die w-Werte werden sortiert und von der Gesamtsumme jeweils die

Differenz eines w-Wertes zum nachstgroBeren abgezogen.
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B.2.3.4 Anpassen des GC-Gehalts

Der GC-Gehalt ist eine wichtige KenngroBe einer DNA-Sequenz und spielt sowohl im
Expressionssystem wie auch bei der Herstellung synthetischer Gene eine wichtige
Rolle.

Ein zu hoher GC-Gehalt (>80 %) kann zur genetischen Instabilitét, z.B. in E. coli,
flhren und erschwert die Synthese des Gens, indem z.B. das Risiko von
Fehlhybridisierungen erleichtert wird. Andererseits flihrt auch ein zu niedriger GC-
Gehalt zu Problemen, z.B. beim Aufbau der Gene durch Ligation oder PCR, da fir eine
akzeptable Hybridisierungstemperatur sehr lange Hybridisierungsstrecken notwendig
sind. Ein stellenweise zu niedriger GC-Gehalt kann ebenso zu unzureichender
genetischer Stabilitat fihren, wie von Lee et al am Beispiel der Inserts eines Polio-
Vaccinevektors gezeigt. Die teilweise geringe genetische Stabilitat der GC-armen
Wildtyp-Inserts konnte durch die Einfihrung mehrerer stiller Mutationen, welche den
GC-Gehalt erhéhten, dramatisch gesteigert werden [Lee 2002].

Bei der optimierten Sequenz ist sowohl eine mdglichst geringe Abweichung des
durchschnittlichen Gesamt-GC-Gehaltes vom vorgegebenen Wunsch-GC-Gehalt
erforderlich, ebenso miissen aber vor allem auch Schwankungen (ber den Verlauf der
Sequenz (z.B. GC-Gehalts-Spitzen) gering gehalten werden. Wie gut diese
Anforderungen erfillt werden, lasst sich am besten mittels eines Graphen des
gleitenden GC-Durchschnitts beurteilen. Dazu wird fiir jede Sequenzposition k der
durchschnittliche GC-Gehalt der Basen von k-b bis k+b, wobei b im Bereich von 10
bis 20 Basen liegt, errechnet und gegen die Position aufgetragen.

Zur Evaluierung einer Testsequenz kann der Absolutwert der Differenz des
durchschnittlichen GC-Gehaltes der letzten 20 bis 30 Basen der Testsequenz und des
gewlnschten GC-Gehaltes herangezogen werden. Je kleiner die Differenz, umso

besser ist die Testsequenz.
F B.2.3.4-1 GCScore =—{(GC) - GCy,,.,

Einen hohen Anteil am GC-Score haben jedoch Basen, welche durch unterschiedliche
KDS nicht geandert werden kdénnen, wie z.B. die in die Berechnung des
durchschnittlichen GC-Gehalts miteinbezogenen Nucleotide vor der KDS und die
innerhalb synonymer Kodons unveranderlichen Nucleotide. Um dies zu
veranschaulichen, werden zwei DNA-Sequenzen Seql und Seq2 betrachtet, welche in
vorhergehenden Optimierungsschritten festgelegt wurden. Beide sollen nun durch die
optimale DNA-Sequenz flur die Aminosduresequenz RFIRK erganzt werden.

Der GC-Gehalt wird als Durchschnitt der 20 letzten Basen der Sequenzen Seql und

Seq2 (unterstrichen gezeigt) sowie der KDS flir die Aminosauresequenz ermittelt.
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Angestrebt wird ein GC-Gehalt von %GC,=60%. Da Seq2 im Gegensatz zu Seql sehr
GC-arm ist, sollen die Unterschiede der méglichen KDS hinsichtlich des GC-Gehaltes
im Vergleich zu anderen Optimierungskriterien wie Kodonwahl bei Seqg2 starker
beriicksichtigt werden, als bei Seql, deren GC-Gehalt der Zielvorgabe bereits nahe
kommt. Dies kann, wie allgemein in F. B.2.3.4-2 definiert, durch eine Potenzierung,
beispielsweise eine Quadrierung des Uber F. B.2.3.4-1 definierten GCScore, erreicht
werden.

Exemplifiziert wird dies durch Betrachtung der fiir die Aminosauresequenz maglichen
KDS mit héchstem (KDS 2) und mit niedrigstem (KDS 1) GC-Gehalt (Abb. B.2.3.4-1).
Die Tabelle Abb. B.2.3.4-2 stellt die 4 mdglichen Kombinationen der zwei Sequenzen
mit den beiden KDS dar. Entscheidend fir die Gewichtung des GC-Score im

Verhaltnis zur Gewichtung anderer Kriterien ist der Unterschied im GC-Score,
welcher durch die Verwendung der beiden KDS erreicht werden kann. Wird A(%GC)

als GC-Score verwendet, so ist der Unterschied in der Bewertung der beiden KDS

gleich (jeweils 20), unabhdngig ob die Testsequenz mit der GC-reichen Sequenz Seq1l
oder der GC-armen GC-Sequenz Seq2 gebildet wird. Wird dagegen A(%GC)2

verwendet, so hangt der Unterschied auch von den lokalen unveranderlichen
Eigenschaften (hier GC-Gehalt) der Testsequenzen ab, so dass die Gewichtung des

GC-Gehaltes stdrker in die Gesamtgutefunktion einflieBt.

F. B.2.3.4-2 GCScore = _KGC > —GCypen ’

DNASeq1l:
GCCGTGGCCGACCCTGGTGACCACCTTTACCTATGGCGTGCAG

11 GC's in den letzten 20 Basen

DNASeqg2:
GGATAAACAGAAAAACGGCATTAAAGTGAACTTTAAAATTCGC

6 GC’s in den letzten 20 Basen

R ¥ I R K
KDS1: AGA TTT ATT AGA AAA 2 GC
KDS2: CGG TTC ATC CGG AAG 9 GC

Abb. B.2.3.4-1 Beispiel zur nichtlinearen Gewichtung des GC-Gehaltes
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KDS1 KDS2
%GC | A(%GC) | A%GCY | %GC | A(%GC) | A%GC) | AM%GC) | AA(%GC)
10 10 10

DNASeql |37,1 [22,9 52,4 57,1 12,9 0,8 20 52
(55% GC in
den letzten
20 Basen)
DNASeqg2 |22,8 |37,2 138,3 42,9 1171 29,2 20 109
(30% GC in
den letzten
20 Basen)

Abb. B.2.3.4.-2 Mdbgliche GC-Scores bzw. Scoreunterschiede bei unterschiedlichen
Kombinationen DNA-Sequenz/KDS. Dabei bedeuten

%GC: Der GC-Gehalt der letzten 35 Basen der gebildeten Testsequenzen
A(%GC ) : 2%GC,, - %GC, als GC-Score verwendbar

A%GCY :  (%GC,- %GC), als GC-Score verwendbar
AA(%GC ) . Der maximal erreichbare Scoreunterschied bei Verwendung der beiden
unterschiedlichen KDS mit linearer A(%GC ) Gewichtung

AA(%GC )2 : Der maximal erreichbare Scoreunterschied bei Verwendung der beiden
unterschiedlichen KDS mit quadratischer A(%GC ) Gewichtung

B.2.3.5 Einfiihren bzw. AusschlieBen von DNA-Sequenzmotiven

Lokale Erkennungssequenzen bzw. biophysikalische Charakteristika spielen in der
gesamten Zell- und Molekularbiologie eine entscheidende Rolle. Es ist offensichtlich,
dass eine unbeabsichtigte Generierung solcher Motive innerhalb der kodierenden
Sequenz des synthetischen Genes eine fir den Wirtsorganismus toxische Wirkung
haben und die Expression stark reduzieren oder ganz unterdriicken kann [Bieth
1997]. Bei der Optimierung ist es daher entscheidend, die unbeabsichtigte
Generierung solcher Motive auszuschlieBen. Umgekehrt kann es durchaus
winschenswert sein, bestimmte Basenmotive in die codierende Sequenz einzufihren,
z.B. Restriktionsenzym-Schnittstellen oder immunomodulatorische CpG-Motive.

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Optimierungssoftware bietet zwei
verschiedene Méglichkeiten der Motivsuche.

Zum einen wurde basierend auf dem Regular-Expression-Automatisierungsobjekt von
Microsoft eine IUPAC-Consensussuche implementiert. Dazu werden die vom
Anwender bereitgestellten IUPAC-Consensi, wie z.B. YYGCN(1;3)GAA, zunachst in
die von der Microsoft-Komponente benétigte Syntax lUbersetzt. Zur Beurteilung einer

Testsequenz wird diese oder zumindest die letzten k Basen, mit k gréBer gleich der
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Lange des langsten DNA-Motives, auf das Vorkommen der auszuschlieBenden bzw.
einzufihrenden DNA-Motive hin untersucht. Aus der von der Komponente
zurickgegebenen Anzahl der gefundenen Motive n; kann nach Multiplikation mit
einem Gewichtungsfaktor g; welcher positiv fur einzufihrende Motive und negativ fur
auszuschlieBende Motive ist, ein Gutescore flir die Testsequenz ermittelt werden.
Dieser ist folglich umso gréBer (besser), je mehr einzuflihrende und je weniger

auszuschlieBende Motive in der Testsequenz enthalten sind.

Anzahl
Motive

- _ *
F. B.2.3.5-1 SiteScore;p, - = Zgi n;
i1

Zu den bereits in Kap. B.1.2 angesprochenen Nachteilen der IUPAC-
Consensusdarstellung kommt hinzu, dass die Komponente keine fehlertolerante
Suche, wie z.B. ,Suche alle Sites, welche eine 90%ige Ubereinstimmung mit der
Consensus Sequenz YYGCN(1;3)GAA aufweisen™ zulasst. Daher ist die Gefahr, bei
einer restriktiv formulierten Consensus-Sequenz eine real vorhandene Bindungsstelle
zu Ubersehen, sehr groB.

Aus diesem Grund unterstiitzt die Software auch die Erkennung von als Nucleotid-
verteilungsmatrix definierten DNA-Motiven. Im Gegensatz zur IUPAC-Consensus-
Suche liefert eine auf Verteilungsmatrizes basierende Untersuchung der Testsequenz
keine Ja/Nein Antwort, sondern erkannte Sites werden durch einen Score F
charakterisiert, welcher die Ahnlichkeit der gefundenen potentiellen Bindungsstelle
mit der durch die Verteilungsmatrix definierten optimalen Bindungsstelle darstellt.
Dieser Score steht in direkter Beziehung zur Erkennungssicherkeit (d.h. eine
potentielle Bindungsstelle ist im biologischen System funktionell) bzw. biologischen
Aktivitat (d.h. je hdéher der Score, desto starker die biologische Aktivitat). Daher
kénnen zum einen durch die Definition eines Cutoff-Scores nur solche Sites in die
weitere Betrachtung mit einbezogen werden, die mit hinreichender Sicherheit keine
falsch-positiven Fundstellen darstellen. Zum anderen kann durch die Bildung des
Testsequenz-Gltescores aus der Summe der Fundstellen-Einzelscores Fi; die

Testsequenz viel diffiziler bewertet werden.
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Anzahl Anzahl
Motive Fundstellen
: — *
F. B.2.3.5-2 SiteScore ;. = z g, Z F,;
i=1 j=1

Da durch die Verwendung des Consensus-Vektors den verschiedenen Basen einer
Erkennungssequenz eine unterschiedlich starke Bedeutung far die
Erkennung/biologische Aktivitat zugeordnet wird, kann bei der durch das geschilderte
Optimierungsverfahren idealerweise betriebenen vollstandigen Durchtestung des
KDS-Kombinationsraumes die Sequenz gefunden werden, die z.B. ein DNA-Motiv
durch Eliminierung der fir die Aktivitat wichtigsten Basen am effektivsten ausschaltet
(bzw. eine ideale Kompromisslosung bei Einbeziehung anderer Kriterien gefunden

werden).

B.2.3.6 AusschlieBBen repetitiver Elemente

Auch stark repetitive Sequenzabschnitte zeichnen sich u.U. durch eine geringe
genetische Stabilitat aus. Darliber hinaus ist einleuchtend, dass repetitive Sequenzen
zu teilweise homologen Oligonucleotiden flhren, wodurch vor allem bei der Batch-
Synthese eine stark erhdhte Gefahr von Fehlhybridisierungen besteht. In die
Bewertung der Testsequenz muss deshalb auch einflieBen, ob diese identische oder
einander ahnliche Sequenzabschnitte enthalt. Dies kann durch die Berechnung des
optimalen Alignmentscores eines lokalen Alignments der Testsequenz mit sich selbst
leicht festgestellt werden.

Da nur die KDS verandert werden kann, ist es ausreichend, die KDS sowie einen 10-
20 Nucleotide langen Bereich davor (um bei ausgedehnten Abschnitten mit allerdings
relativ gering ausgepragter Ahnlichkeit zueinander noch einen entsprechend hohen
Alignmentscore erreichen zu kénnen) mit der Testsequenz zu alignen.

Dies ist in Abb B.2.3.7-1 illustriert. Daraus wird deutlich, dass sowohl zueinander
ahnliche Sequenzen, welche beide in dem o.g. Bereich liegen, erkannt werden
kénnen, als auch z.B. die Anlichkeit der KDS mit einem am Anfang der Testsequenz
liegenden Bereich. Idealerweise errechnet sich ein Repetitivitatsscore flr die
Testsequenz auf Grundlage einer Summation der Uber einem Schwellwert liegenden
Alignmentscores aller optimalen und suboptimalen Aligments. Um die
Ausfihrungsgeschwindigkeit der Optimierung hoch zu halten, wird bei der
Berechnung des Repetitivitdtsscore in der vorliegenden Softwareversion jedoch nur

der Alignmentscore des optimalen Alignments berlcksichtigt.
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Analog zur Betrachtung des GC-Gehaltes ist auch hier der durch Variation der KDS
maximal erreichbare Unterschied in der Repetitivitat entscheidend. Aus diesem Grund

empfiehlt es sich auch hier, den Alignmentscore zu potenzieren.

F. B.2.3.6-1 RepScore = —Alignmentscore,, "

B.2.3.7 AusschlieBen von Sekundarstrukturen

Die potentielle Bildung von sehr stabilen Sekundarstrukturelementen auf RNA-Ebene
oder cruciformer Strukturen auf DNA-Ebene lasst sich an der Testsequenz durch das
Vorhandensein invers-komplementarer Repetitionen erkennen. Cruciforme Strukturen
auf DNA Ebene koénnen die Transkription behindern und flihren mdglicherweise zu
genetischer Instabilitdt [Bagga 1990, Brahmachari 1991], auf RNA-Ebene kann
vermutet werden, dass sich eine stabile Sekundarstruktur negativ auf die
Translationseffizienz auswirkt [Griswold 2003]. Besonders ungunstig dirften sich
hierbei nahe beieinander liegende invers komplementare Repetitionen auswirken, die
stabile Haarnadelschleifen (bzw. cruciforme Strukturen) ausbilden kénnen. Auch in
der Produktion der synthetischen Gene kénnen invers-komplementdre Repetitionen
durch Fehlhybridisierungen oder die Bildung von Haarnadelschleifen im Oligo

problematisch sein.

Die Uberpriifung auf inverse Repetitionen kann prinzipiell analog zur Uberpriifung auf
Repetitionen durchgefiihrt werden, jedoch wird hierbei die Testsequenz mit der invers
komplementaren Endbereich der Sequenz aligned. Um die Stabilitat einer potentiellen
Sekundarstruktur ndherungsweise in den Alignmentscore einflieBen zu lassen, wird
hierbei mit einer Scoring-Matrix gearbeitet, welche C:C und G:G - Entsprechungen

im Alignment doppelt so hoch gewichtet wie A:A und T:T Paarungen.

F. B.2.3.7-1 SekScore = —Alignmentscore, "
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KDS

Testsequenz

<&
<

—

Dieser Teil wird mit der
gesamten Sequenz aligned

-
<

Nur dieser Teil der Dynamic-
| Programming-Tabelle wird
berechnet

Dieser Teil wird mit 0
initialisiert

A

Abb. B.2.3.7-1 Durch Bildung eines lokalen Alignments der Testsequenz mit dem Ende der
Testsequenz kénnen dhnliche Bereiche (griin gekennzeichnet) zuverldssig erkannt werden. a;
Die einander dhnlichen Sequenzbereiche befinden sich beide am Ende der Testsequenz b, Die
einander dhnlichen Sequenzbereiche befinden sich im vorderen Teil bzw. im endsténdigen Teil

der Testsequenz

B.2.3.8 Eleminieren starker Homologien zu einer vorgegebenen

Sequenz

Beispielsweise im Bereich der DNA-Vakzinierung ist es entscheidend, dass die flr die
Vakzinierung verwendeten Sequenzen keine signifikante Ahnlichkeit mit den
pathogenen Elementen des natirlichen Virusgenoms aufweisen, um unerwtlinschte
Rekombinatiosereignisse sicher auszuschlieBen. Das eventuelle Vorkommen

entsprechender Homologien wird ahnlich den obengenannten Verfahren dadurch
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Uberprift, dass der Alignmentscore des optimalen lokalen Alignments eines
endstandigen Bereichs der Testsequenz mit einer vorgegebenen Vergleichssequenz
errechnet wird. Dieser flieBt dann als negativer Beitrag in die Berechnung des

Gesamtscores einer Testsequenz mit ein.

F. B.2.3.8-1 HomoScore = —Alignmentscore,_."

B.2.3.9 Beispielhafte Anwendung des Algorithmus

Zur Verdeutlichung der Arbeitsweise des Algorithmus soll dieser auf eine kurze
Aminosauresequenz (ASSeq) angewendet werden und die zugehotrige optimale DNA-
Sequenz ermittelt werden. Als Referenz dient eine konventionelle Rickibersetzung

mit Optimierung auf optimale Kodonwabhl.

GAA CAG TTT ATT ATT AAA AAC ATG TTT ATT ATT AAA AAC GCG

GAG CAA TTC ATC ATC AAG AAT TTC ATC ATC AAG AAT GCC
ATA ATA ATA ATA GCA
GCT

Abb. B.2.3.9-1 Die zu optimierende Aminosduresequenz. Gezeigt sind alle fiir die jeweilige

Aminosédure kodierenden synonymen Kodons

Folgende Parameter werden der Optimierung zugrunde gelegt
- Optimierung auf die Kodonwahl von E. Coli K12

- Wunsch-GC-Gehalt 50%

- Repetitionen sollen méglichst ausgeschlossen werden

- Die Nla III Erkennungssequenz CATG soll ausgeschlossen werden

Als Bewertungsfunktion wird folgende Funktion verwendet:

F. B.2.3.9-1 GesamtScore = CUScore+ GCScore+ REPScore+ SiteScore

Der CUScore errechnet sich als das arithmetische Mittel der Relative-Adaptiveness-

Werte multipliziert mit 100.

43



B Materialien & Methoden

F. B.2.3.9-2 CUScore = {(w)*100

F. B.2.3.9-3 GCScore = |(GC> - GC i |1'3 x 0.8

Zur Ermittlung des Alignmentscore wurde ein lokales Alignment der Testsequenz,
maximal jedoch die letzten 36 Basen mit der kompletten Testsequenz durchgefiihrt.

Alignment-Parameter: Match = 1; Mismatch = -2; Gap = -2

. 1,3
F. B.2.3.9-4 REPScore=—Alignmentscore,_,.

Fir jede gefundene CATG-Sequenz wird ein Sitescore von 100000 vergeben.

Die KDS-Lange betragt 9 Basen, d.h. es werden 3 Kodons variiert.

Eine Optimierung auf optimale Kodonwahl resultiert in folgender Sequenz:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

E @Q F I I K N M F I I K N A
GAA CAG TTT ATT ATT AAA AAC ATG TTT ATT ATT AAA AAC GCG

Sie ist durch folgende Eigenschaften charakterisiert:

- Stark repetitiv, verursacht durch die zweimalig erscheinende Aminosauresequenz

F_I I K__ N (gezeigtist das repetitive Element mit dem héchsten Score (18)):

19 AACATGTTTATTATTAAAAAC

FEEE TR rrrr et
2 AACA-GTTTATTATTAAAAAC

- GC-Gehalt: 21,4 %
- Die Nla III Erkennungssequenz CATG ist vorhanden
- Durchschnittliche Codon Usage: 100

Wird die Optimierung nach dem beschriebenen Algorithmus vorgenommen, so erhalt

man folgende DNA-Sequenz:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
E @Q ¥ I I K N M F I I K N A
GAA CAG TTC ATC ATC AAA AAT ATG TTT ATT ATC AAG AAC GCG
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Sie ist durch folgende Eigenschaften charakterisiert:

- Kaum repetitiv (gezeigt ist das repetitive Element mit dem héchsten Score (6)):

11 TCATCA
LI

8 TCATCA
- GC-Gehalt: 31,0 %
- Die Nla III Erkennungssequenz CATG ist vermieden worden

- Durchschnittliche Codon Usage: 88

Wie zu erkennen ist, wurde an flinf Aminosaure-Positionen nicht das hinsichtlich
Codon Usage optimale Kodon gewahlt. Statt dessen stellt die gefundene Sequenz die
optimale Balance der unterschiedlichen Anforderungen in Bezug auf Codon Usage,
GC-Gehalt und ideale Sequenzeigenschaften (Vermeidung von Repetitionen) dar.

Bei den Aminosauren Nr. 3,4,5 ist der hdhere GC-Anteil der ,schlechteren® Kodons
der Grund fiur die Wahl. An Position 6 Uberwiegt jedoch beim Vergleich der Kodons
AAA und AAG die wesentlich bessere CU des AAA Kodons, obwohl die Wahl des AAG
Kodons zu einem besseren GC-Score fihren wirde.

Bei Bildung der KDS an Basenposition 13 wird fir die Aminosdaure Nr. 7 noch das
Kodon AAC bevorzugt, da bei einer FenstergrdoBe flr die KDS von 3 Kodons noch
nicht erkennbar ist, dass diese Wahl zu Bildung des zu vermeidenden DNA-Motivs
CATG fiuhren wird (Fir Methionin steht nur ein Kodon zur Verfligung!). Bei der
Bildung der KDS an Basenposition 16 wird dies jedoch bereits erkannt und
folgerichtig das Kodon AAT gewahlt.

Bei der Wahl der Kodons fiir die Aminosduren 9-13 spielt neben Codon Usage und
GC-Gehalt auch die Vermeidung einer repetitiven DNA-Sequenz aufgrund der
identischen Aminosauresequenzen 3-7 und 9-13 eine entscheidende Rolle. Aus
diesem Grunde werden fir die Aminosduren 9 und 10 im Gegensatz zu vorher
(Aminosauren 3,4) die Kodons TTT und ATT bevorzugt.

Erlauterung der Tabelle

Die als Anhang F beigefligte Tabelle ermdglicht es, den Ablauf des Algorithmus
Schritt fur Schritt ,von Hand"™ nachzuvollziehen. Fir jede Startposition werden dabei
detailliert alle von der Software gebildeten Kombinations-DNA-Sequenzen (KDS)
aufgelistet.

Zu jeder mdglichen KDS werden folgende Angaben gemacht:

- Die aus der jeweiligen KDS und der bereits optimierten DNA-Sequenz gebildete

Testsequenz, welche zur Evaluierung der KDS herangezogen wird
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- Die Scores, welche fiir Codon Usage, GC-Gehalt, Repetitivitat und gefundene DNA-
Motive (,Sites") ermittelt wurden (CU, GC, Rep, Site)

- Das flr die jeweilige Testsequenz ermittelte repetitive Element mit dem hdéchsten
Alignment-Score

- Der ermittelte Gesamtscore

Die KDS sind dabei nach fallendem Gesamtscore sortiert, d.h. das erste Kodon der

ersten gezeigten KDS wird an die bereits optimierte DNA-Sequenz angefligt.

B.2.4 Syntheseunterstiitzung

B.2.4.1 Unterteilung in Subfragmente

Da die Lange doppelstrangiger DNA, die direkt aus Oligonucleotiden aufgebaut
werden kann, limitiert ist (vgl. Kap. XXX) muss die Gesamtsequenz zundchst in
Subfragmente geeigneter Lange aufgespalten werden. Die Subfragmente miussen
dabei so generiert werden, dass sie gegenseitig um 4 Nucleotide Uberlappen. Diese
Uberlapps bilden spater beim Zusammenligieren der Subfragmente die
Hybridisierungsstrecken. Aus diesem Grund diirfen keine zwei Uberlappsequenzen
identisch bzw. invers-komplementar zueinander sein.

Um die optimalen Schnittpositionen zu bestimmen, berechnet GeneOptimizer in
einem ersten Schritt, wie viele Subfragmente notwendig sind, um eine vom
Anwender vorgegebene maximale Fragmentlange nicht zu Gberschreiten. Ausgehend
von den mit Hilfe dieser Information berechneten mittleren Schnittpositionen werden
diese nucleotidweise in der Sequenz nach rechts verschoben, bis eine
Uberlappsequenz gefunden wird, deren Alignment mit einer bereits fiir eine
vorhergehende Schnittposition verwendeten Sequenz (oder derem invers-
Komplementarem) nicht mehr als zwei Basenibereinstimmungen ergibt. Dariber
hinaus darf sie nicht mit einer der vom Anwender vorgegebenen nicht zu
verwendenden Sequenzen U(bereinstimmen. Die entsprechenden Schnittpositionen
werden dem Anwender vorgeschlagen und nach Bestatigung werden die
Subfragmentsequenzen in die Datenbank abgelegt. In einem weiteren Schritt kann
der Anwender nun an die Enden der Subfragmente Linkersequenzen, welche in der

Regel Erkennungssequenzen fiir Restriktionsenzyme enthalten, anfligen.

B.2.4.2 Aufspaltung in Oligonucleotide

Sind die Subfragmente festgelegt, miussen die Sequenzen der zum Aufbau mittels
der Ligationsmethode benétigten Oligonucleotide ermittelt werden. Dazu wird

zunachst berechnet, in wie viele Ligationsoligonucleotide der Sense-Strang zerlegt
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werden muss, um eine vom Anwender vorgegebene maximale Lange eines Oligos
nicht zu Uberschreiten. Aus der Anzahl kann dann die durchschnittliche Oligolédnge
und damit die Positionen der Schnittstellen in der Sense-Sequenz ermittelt werden.
Bei der Festlegung der Fangeroligonucleotide muss beachtet werden, dass im Sinne
einer optimalen Hybridisierungsspezifitat die Schmelztemperatur aller Ligationsoligo-
Fangeroligo-Hybridisierungsstrecken mdglichst identisch sein sollte. Zudem muss
diese einer vorgegebenen Temperatur, welche durch die optimalen

Reaktionsbedingungen der Ligation definiert wird, méglichst nahe kommen.

Fir die theoretische Berechnung von Schmelztemperaturen existieren eine Reihe von
Naherungsverfahren [Sambrook 2001]. Allgemein bekannt ist z.B. die sogenannte

~Wallace Rule®, nach der sich die Schmelztemperatur (in °C) als
F. B.2.4.2-1 T =2(A+T)+4(G+0C)

berechnet, wobei die Basensymbole fiir die Anzahl der entsprechenden Nucleotide
stehen. FlUr niedrige Ionenstdarken besser geeignet ist die urspriinglich von Bolton

und McCarthy abgeleitete Formel

F 2422 T, =51.5°C+16.6*(log,,[Na* 1)+ 041(%[G +C]) -1 — m
n

mit n als Anzahl der Basenpaare und m als prozentualer Anteil der
Basenfehlpaarungen.

Allen einfachen Naherungsformeln gemeinsam ist, dass die Schmelztemperatur auf
Grundlage der Basenzusammensetzung (also GC-Gehalt) errechnet wird und eine
Sequenzabhangigkeit der Schmelztemperatur vernachlassigt wird.

Den tatsachlichen Werten am nachsten kommen daher die mittels experimentell
gewonnener thermodynamischer Daten berechneten Schmelztemperaturen. Bei dem
sogenannten ,Nearest-Neighbour"-Verfahren geht man davon aus, dass die
Sequenzabhangigkeit der thermodynamischen Eigenschaften eines DNA-Duplex sich
auf die Interaktionen der in der Sequenz direkt benachbarten Nucleotide beschrankt.
Die thermodynamischen Daten eines Duplex kdénnen also durch die Summation der
Enthalpie und Entropiewerte von Uberlappenden Zweierblécken errechnet werden
[Breslauer 1986]. FiUr die 4 Basen der DNA sind genau 10 solcher Blécke mdglich
(AA/TT, AT/TA, TA/AT, CA/GT, GT/CA, CT/GA, GA/CT, CG/GC, GC/CG, GG/CC), deren
Daten experimentell aus der Aufnahme von Schmelzkurven eines Sets von Duplexen

bekannter Sequenz gewonnen werden.
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5’ -GCATTA-3'
3" -CGTAAT-5’

Abb. B.2.4.2-1 DNA-Duplex-Beispiel zum Nearest Neighbour-Verfahren

Die AHyy und ASyy - Werte des in Abb. B.2.4.2-1 gezeigten DNA-Duplexes kdnnen
also wie folgt aus den tabellierten 4s; und 4h; Daten [SantalLucia 1996] berechnet

werden:

F.B.2.4.2-3,4 AH,, =Ah . +Ah., +Ah,, +Ah, +Ah,,
ASy =Asqe + Asq +As 0 + As + Asy,

Die Schmelztemperatur ist definiert als die Temperatur, bei der die Konzentrationen
der beiden komplementaren Oligonucleotide der Konzentration des Duplex equivalent
sind.

Im Gleichgewicht gilt also fir die Gleichgewichtskonstante der Komplexbildung

F. B.2.4.2-5 K = C
Oligo

wobei Cojigo, die Gesamtoligokonzentration bezeichnet [Borer 1974].
Aus den bekannten Beziehungen F. B.2.4.2-6,7 lasst sich nun eine einfache Formel
fir die Schmelztemperatur ableiten, wobei zusatzlich ASinie als

Helixinitiationsentropie eingeflihrt wird.

AG =AH —-TAS
F. B.2.4.2-6,7 AG =—-RTInK
_ AH
F. B.2.4.2-8 m AS,y +AS. . —RInK

Da die berechneten Schmelztemperaturen fir 1-molare NaCl-Lésungen gelten, muss
ggf. noch ein empirischer Korrekturterm flr die Salzkonzentration eingefiihrt werden
(z.B. + 12.5 log[Na*]). Experimentellen Daten zufolge scheinen die fir 1M NaCl-
Lésungen berechneten Werte jedoch auch die Verhaltnisse in 0.15 M NaCl mit 10 mM

MgCl, gut wiederzugeben, einer Losung, die den Verhaltnissen in blichen PCR- und
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Ligationspuffern entspricht. Um wirklich exakte Werte zu erhalten, missten die
notwendigen Parameter fir die Konzentrationskorrektur jedoch mit den tatsachlich
verwendeten Puffern empirisch ermittelt werden. Da in der Praxis bei den
Ligationsreaktionen ohnehin mit Temperaturgradienten gearbeitet wird, ist eine
exakte Berechnung der absoluten Schmelztemperaturen ohnehin nicht erforderlich;
entscheidend ist vielmehr, dass die Schmelztemperaturen der

Hybridisierungsstrecken zueinander mdéglichst identisch sind.

Wie bereits ausgefiihrt, werden die Bruchstellen in der Sense-Sequenz durch die vom
Anwender vorgegebene maximale Oligolange definiert. Jeweils ausgehend von zwei
benachbarten Schnittstellen wird zunachst die Lange des rechten bzw. linken ,Armes"
der benachbarten Fangeroligos so festgelegt, dass die Schmelztemperatur der
Hybridisierungsstrecken mit dem zwischen den beiden Bruchstellen liegenden
Ligationsoligo der vorgegebenen Ligationstemperatur mdéglichst nahe kommt. Bei AT-
reichen Sequenzen kann es jedoch vorkommen, dass sich die beiden derart
festgelegten Arme Uberlappen. Daher wird in diesem Fall die zur Errechnung der
Armlédngen verwendete Schmelztemperatur schrittweise soweit abgesenkt, bis die

Uberlappung der Hybridisierungstrecken vermieden wird.

B.2.4.3 Uberpriifung auf mogliche Probleme bei der Batch-Synthese

Der Aufbau der Subfragmente im Batchverfahren birgt naturgemaB die Gefahr, dass
Oligonucleotide mit anderen als den vorgesehenen komplementaren Oligonucleotiden
hybridisieren. Zwar wird es hierbei nur selten 2zu einer Ligation nicht
zusammengehoriger Ligationsoligos kommen, da diese Reaktion im Prinzip drei
~passende™ Partner voraussetzt, jedoch stehen die durch Fehlhybridisierungen
gebundenen Oligonucleotide der korrekten Ligationsreaktion nicht mehr zur
Verfligung. Analoges gilt fir die Ausbildung einer Haarnadelschleife innerhalb eines
Oligonucleotids.

Idealerweise wurden diese Gefahren bereits bei der Optimierung der Sequenz durch
eine Eliminierung von Repetitionen bzw. invers komplementdaren Repetitionen
vermieden. Dennoch soll die Software den Anwender vor mdglichen Problemen
wahrend der Ligationsreaktion warnen.

Dazu wird ein lokales Alignment fir jede moégliche Kombination der in der
Reaktionsmischung vorliegenden Oligonucleotide errechnet und der Anwender
gewarnt, falls der Score eines Alignments einen vorgegebenen Wert Ubersteigt. Auf
diese Weise kann auch die potentielle Ausbildung von Haarnadelschleifen erkannt
werden, da diese die Folge einer symmetrisch-inversen Komplementaritdt eines

Oligonucleotides mit sich selbst ist.
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Ebenso wird eine Warnung generiert, falls eine Hybridisierungsstrecke

Ligationsoligo/Féangeroligo die erwiinschte Schmelztemperatur nicht erreicht.

B.2.5 Analyse der Klonsequenzen

Wie bereits in Kap. A.2 erwahnt, sind die mittels Festphasensynthese hergestellten
Oligonucleotide immer zu einem gewissen Prozentsatz mit Fehlern behaftet. Dies
kdnnen sowohl Deletionen und Insertionen als auch Basenmodifikationen sein.
Letztere werden durch die DNA-Polymerase meist nicht als die urspriingliche Base
erkannt und fuhren so zu Substitutionen. Daher missen oft die Plasmidinserts von
mehreren Dutzend Kolonien sequenziert und mit der zu synthetisierenden
Zielsequenz verglichen werden, um ein vollig korrektes Gen in klonaler Reinheit zu
erhalten. Es ist offensichtlich, dass das Vergleichen der Sequenzen in einer
Hochdurchsatz-Umgebung nicht mehr manuell vorgenommen werden kann.

Da die vom Basecaller des Sequenzers gelieferten Sequenzdaten [Tibbetts 1995] in
der Regel einen Sequenzbereich umfassen, welcher mehrere Dutzend Basen vor dem
Start des Inserts beginnt und evtl. sogar noch weiter Uber das Ende der
Templatesequenz hinausreicht, bietet sich die Generierung eines ,End-Space-Free"-
Alignments an. Da die Sequenzierung sowohl mit einem Forward- als auch einem
Backward-Primer erfolgen kann, Uberprift die Software zunachst, ob durch das
Alignment Klonsequenz / Zielsequenz oder Klonsequenz / invers-komplementare
Zielsequenz ein hdherer Alignmentscore erreicht werden kann und generiert dann das
geeignete Alignment. Im Falle einer perfekten Sequenzierung kénnten nun die in den
Klonsequenzen enthaltenen Fehler einfach durch Analyse des Alignments erkannt
werden. Leider ist auch die Sequenzierung bzw. die Auswertung des
Elektropherogramms durch den Basecaller mit Unsicherheiten bzw.
Fehlinterpretationen behaftet. Daher werden mehrdeutige Peaks vom Basecaller als
+N"s in den Sequenzdaten aufgeflihrt. Dies gilt ebenso fir relativ kleine Peaks, bei
denen nicht sicher ist, ob an der entsprechenden Stelle in der Sequenz tatsachlich ein
Nucleotid vorhanden ist. Jedoch ist die Wahrscheinlichkeit, dass einem N tatsachlich
ein fehlerhaftes Nucleotid in der Klonsequenz entspricht, sehr gering
(wunwahrscheinlicher Fehler"). Umgekehrt kann im Alignment eine Substitution bzw.
Deletion, welche sich an einer im Elektropherogramm eindeutigen Stelle befindet, als
sicherer Fehler in der Klonsequenz gewertet werden (,sicherer Fehler"). Um ein
korrektes Alignment zu erhalten, muss also eine Scoringmatrix benutzt werden,
welche das Alignment eines N in der Klonsequenz mit einer beliebigen Base in der
Zielsequenz hoher bewertet als eine Insertion oder Substitution, aber deutlich

schlechter als das Alignment zweier identischer Basen.
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Idealerweise wiirde bereits der Basecaller die Zielsequenz bei der Interpretation des
Elektropherogramms mit einbeziehen. Dies ist jedoch aufgrund der speziellen
Aufgabenstellung in den verfligbaren Basecallern nicht vorgesehen und die
Entwicklung eines eigenen Basecallers, welcher auch speziell auf den genutzten
Sequencer abgestimmt sein muss, schien unter Aufwand/Nutzen-Aspekten nicht
sinnvoll. Dennoch kann das Elektropherogramm auch nachtraglich bis zu einem
gewissen Grad in die Auswertung miteinbezogen werden. Dies betrifft insbesondere
die Interpretation von Insertionen. Hier kommt es leider gehauft vor, dass ein im
Vergleich zur Ho6he der umgebenden Peaks sehr kleiner Peak vom Basecaller
eindeutig als spezifisches Nucleotid identifiziert wird, obwohl dies nicht der Fall ist.
Hier kann also nicht wie bei den ,N"“-Insertionen allein aus der Basensequenz auf
einen ,unwahrscheinlichen Fehler" geschlossen werden. Daher Uberpriift die Software
bei jeder Insertion, ob die Hohe des verursachenden Peaks kleiner als ein bestimmter
Prozentsatz (z.B. 25%) der H6he des letzten korrekten identifizierten Peaks dieser

Base ist. In diesem Fall wird die Insertion als ,unwahrscheinlicher Fehler"

klassifiziert.
_ i ya ' WIMJMkf
TG CGT C GTECIG G TGEG T G T T CLCT G C GT G T T GCTAIG
X X X X X X X

Abb. B.2.5-1 Beispiel einer ,schlechten" Sequenzierung mit vielen vom Basecaller fehlerhaft

eingefiigten Nucleotiden (durch ein rotes Kreuz gekennzeichnet)

Die Bewertung einer Klonsequenz wird nun dergestalt vorgenommen, dass die Zahl
der ,unwahrscheinlichen Fehler" n,swanrsch. Fenier Mit einem bestimmten Faktor g, nwahrsch.
renier gewichtet wird, ebenso wird die Zahl der ,sicheren Fehler" ngichere renier Mit einem
betragsmaBig groBeren Faktor gechere rener gewichtet. Gegebenenfalls kann eine
differenziertere Betrachtung nach Art des Fehlers (Insertion, Substitution, etc.)

vorgenommen werden.

_ k * %
F eh leVSCOVe - nsichere g sichere + nsichere g sichere +n Deletionen g Deletionen

Substitutionen Substitutionen Insertionen Insertionen

* *
+n unwahrsch. g unwahrsch. + nunwahrsch. g unwahrsch.
Substitutuinen Substitutionen Insertionen Insertionen

F. B.2.5-1
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AnschlieBend werden die Klonsequenzen nach ihrer Giite sortiert. Vor allem bei
schlecht interpretierbaren Elektropherogrammen ist die Notwendigkeit einer
abschlieBenden Beurteilung der Klonsequenz durch den Anwender unvermeidbar.
Dazu bietet die Software die Moglichkeit, auf einfache Weise das Elekropherogramm
zusammen mit dem Alignment zu sichten. Hierbei ist jedoch die Wahrscheinlichkeit
sehr groB3, dass die in der automatischen Auswertung als fehlerfrei eingestufte bzw.

mit dem hodchsten Glitescore bewertete Klonsequenz tatsachlich korrekt ist.
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C Ergebnisse - Programmbeschreibung

C.1 Gesamtkonzeption

Grundsatzlich gliedert sich die Softwaresuite in zwei Teile: den GeneOptimizer-Teil,
der die Arbeitsschritte vom Design und der Analyse der Sequenz bis hin zur
Generierung der Oligonucleotidsequenzen umfasst, und den Sequenzanalyse-Teil zur
Evaluierung der Klonsequenzen.

Der GeneOptimizer prasentiert sich dem Anwender mit drei Fenstern. Zentral ist der
Sequenzeditor, welcher die Eingabe und Bearbeitung der Gensequenz gestattet. Uber
PullDown-Menlis kann der Anwender von hier aus die meisten Funktionen der
Software aufrufen. Die erforderlichen Parameter lassen sich auf den in
Funktionsgruppen untergliederten Reiter-Dateikarten auf dem Eigenschaftenfenster
einstellen. Dort finden sich auch Funktionen wie die Subfragment- oder DNA-
Motivverwaltung.

Uber das Meldungsfenster kommuniziert die Software mit dem Anwender, indem
samtliche wahrend der Programmausfihrung generierten relevanten Informationen in
das Textfeld eingetragen werden. Dieses kann im Bedarfsfall auch tGber die ,Leeren®-
Schaltflache geleert werden.

Gerade in Hinblick auf eine GLP-orientierte Gensynthese ist es unerlasslich, samtliche
vom Anwender durchgefiihrten Schritte mit Datum, Uhrzeit und Benutzerkennung zu
protokollieren. Hierzu gehéren z.B. Anderungen an der Sequenz, das Durchfiihren
von Optimierungen, das Erzeugen der Subfragmente und Oligonucleotide etc. Zu
diesem Zweck fligt die Software nach der Durchflihrung eines Bearbeitungsschrittes
eine Zeile an die im unteren Teil des Meldungsfensters befindliche Protokolltabelle an.
Jedoch kann auch der Anwender selbst durch einen Mausklick in die ,Aktion™-Spalte
der letzten Zeile der Tabelle einen Notiz-Eintrag vornehmen. Datum, Uhrzeit und
Benutzerkennung werden von der Software automatisch eingetragen.

Zur Datenanzeige und Visualisierung bedient sich die GeneOptimizer-Suite
vorwiegend entweder der Darstellung im HTML-Format oder benutzt die
Seitenvorschau der CrystalReports-Berichterstellungskomponente. Wahrend der
Programmausfiihrung erzeugte HTML-Dateien werden zunachst im
projektspezifischen Arbeitsverzeichnis abgelegt und anschlieBend automatisch im
Standard-Browser des Anwenders angezeigt. Von hier aus kdnnen sie unter

Benutzung der Browserfunktionen beispielsweise ausgedruckt werden.
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% Meldung 07-GFP

Gesamt-GC%: 48,1 =]

Automatische COptimierung sbgeschlossen. {herpriifte Kombinationen: 64640

Dratum Zeit Aklion Benutzer =
24.01.03 183315 Auftrag gespeichert Prog/rad10772
27.01.03 13:04:06 Anderung: Automatische Optimierung gestartet Prog/rad10772
27.01.03 13:04:24 Anderung: Automatische Optimierung abgeschlozzen. Uberpriifte Kombinationen: 64640 Prog/rad10772
27.01.03 141206 Anderung: Codon manuell geandert GAG Position: 592 Prog/rad10772
27.01.03 141212 Anderung: Codon manuell gedndert CTT Position: 437 Prog/rad10772
27.m.03 141224 Subfragmente generiert Prog/rad10772
27.01.03 14:13:48 Anderung: Automatische Optimierung gestartet Prog/rad10772
p (27.01.03 141406 Anderung: Automatische Optimierung abgeschlossen. Uberpriite Kombinationen; 4640 Prog/rad10772
s ]

Leeren |

Abb. C.1-1 Meldungs-Fenster

Wahrend das HTML-Format in erster Line zur Darstellung farbcodierter Sequenzen
genutzt wird, werden die meisten anderen Datendarstellungen Uber die
CrystalReports-Seitenvorschau prdsentiert. Diese ermdglicht eine dem spateren
Ausdruck entsprechende Darstellung sowohl graphischer als auch textbasierter
Informationen (, WYSIWYG").

Uber am oberen Fensterrand befindliche Symbolschaltflichen kénnen zahlreiche
Funktionen zur Weiterverarbeitung aufgerufen werden. So lasst sich der dargestellte
Bericht neben der obligatorischen Ausdrucksmdglichkeit (Druckerschaltflache) in
verschiedenen Datenformaten (RTF, PDF, Word, Excel, HTML) abspeichern oder
direkt in die entsprechende Anwendung exportieren (Briefschaltflache). Eine optimale
Darstellung des Berichts kann durch eine variable Zoomfunktion erreicht werden.
SchlieBlich kann in Texten gesucht werden und sowohl Diagramme als auch
Textfelder kénnen kopiert und via Windows-Zwischenablage in andere Anwendungen
eingefligt werden. Das Eingabefeld ,Anmerkung" auf der Graphen-Reiterkarte
ermdglicht es dem Anwender, eine kurze Bemerkung einzutragen, welche auf den

meisten Ausdrucken ausgegeben wird.

Im Folgenden sollen, soweit mdglich angelehnt an den natlirlichen Arbeitsablauf und
anhand eines konkreten Beispiels, der Rickibersetzung der Aminosdauresequenz des
grin-fluoreszierenden Proteins (GFP) aus Aequorea victoria (Genbank Accession Nr.

M62654) samtliche Programmfunktionen detailliert beschrieben werden.
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C.2 Sequenzerfassung und Bearbeitung

C.2.1 Anlegen eines neuen Projekts

Um ein neues Gensyntheseprojekt zu beginnen, muss zunachst lGber den Menlpunkt
~Projekt->Neu" eine neue Projektumgebung, auch als Auftrag bezeichnet, angelegt
werden. Dazu kann der Anwender im ,Neuer Auftrag"-Fenster eine Bezeichnung
vergeben, welche nachfolgend durchgehend zur eindeutigen Identifizierung des

Projekts verwendet wird.

% Neuer Auftrag M=l

newer Auftrag IEI?-GFF'
bazierend auf den Projekteigenschaften I_.r._.r.._.r._.r._.r._.r. Avzwakl |

won Auftrag

T —— | Ok |

Abb. C.2.1-1 Anlegen einer neuen Projektumgebung

Ein zur rationellen Durchfihrung vieler Gensynthese-Projekte unerlassliches
Hilfsmittel ist die Mdglichkeit, mit Template-Auftragen zu arbeiten. Soweit sinnvoll
werden samtliche fir einen gewahlten Template-Auftrag vorgenommenen
Einstellungen fir den neuen Auftrag Ubernommen. Dies sind z.B.
Optimierungsparameter, wie auszuschlieBende DNA-Motive oder Vorgaben fir die
Fragment- und Oligogenerierung. Auf diese Weise lassen sich auch eine Reihe von
Musterauftragen flir haufig vorkommende Optimierungsprobleme erstellen, wie etwa
Optimierung auf  Pflanzen, Sauger oder E.coli. Die  entsprechende
Auftragskennzeichnung muss dazu in das ,basierend auf den Projekteigenschaften
von"-Textfeld eingegeben werden. Ist diese nicht bekannt, kann Gber die ,,Auswahl"-
Schaltflache das Auftragsauswahl-Fenster getffnet werden.

Die angezeigte Tabelle listet wichtige Datenfelder samtlicher in der Datenbank
gespeicherter Projekte auf, wobei die angezeigten Datenfelder und ggf.
Auswabhlkriterien durch Modifizierung des angezeigten SQL-Befehls und Ausfiihren der
Abfrage geandert bzw. hinzugefiigt werden kénnen. Durch Mausklick auf einen
Spaltenkopf der Tabelle kann die Liste nach dem entsprechenden Datenfeld sortiert
werden. Durch Anklicken einer Zeile wird die zugehérige Auftragsbezeichnung in das
~Auftrag"-Textfeld Gbernommen und die Auswahl kann durch Betatigung der OK-

Schaltflache bestatigt werden.
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‘% Auftragsauswahl E
Auiftrag wahlen
’7 Auftrag IU?-GFP Ok
AUFTRAG CUT WERFEICHNMIS KUMDE GEMNAME HE BKUMFT OPTIMIERTALF VERWENDUNG KOMMEN
B |O7-GFFP Escherichia coli K12 |chgeneart Di. Aaschbacher GFF: Aequorea victora | Aequaorea victoria E. col Fluoreszenzmarkigming | Codonoptin
O7-LAacT Ezcherichia col K12 |chgenearth, Intern Lactamaze E. coli E. coli -
O7-MALA Hurnan High chgenearth, Rabert wagner Institut |Malaria cx34 I alaria Hurnan Pharma stark repet;

[«] | v

select DAYIDAUFTRAGOPTIM AUFTRAG as Auftrag, DAYID AUFTRAGOPTIM.CUT a3 CUT. DAVID AUFTRAGORPTIM VERZEICHNIS as Yerzeichnis, DAVID AUFTRAGOPTIM.KUNDE as Kunde.
DAYID AUFTRAGOPTIM.GEMMAME as Genname, DAYIDAUFTRAGOPTIM HERKUNFT as Herkunft, DAYID.AUFTRAGOPTIMOPTIMIERTAUF as Optimiertauf,
DAVID AUFTRAGOPTIM VERWENDUNG asVernwendung, DAVID AUFTRAGOPTIM KOMMENTAR as Kommentar, DAVID AUFTRAGOPTIM.PROBLEME as Probleme from DAVID ALFTRAGOPTIM

Abfrage Ausfiihren |

Abb. C.2.1-2 Auswahl eines bereits in der Datenbank erfassten Auftrags

Wird schlieBlich der ,Neuer-Auftrag"-Dialog ebenfalls mit OK bestatigt, 6ffnet sich ein
leeres Sequenzeditorfenster.

Auf der Projekt-Dateikarte im Eigenschaftenfenster kdénnen weitere den Auftrag
beschreibende Details erfasst werden, wie z.B. die Genbezeichnung oder die geplante
Verwendung des synthetischen Gens. Ebenso kann hier das Arbeitsverzeichnis
geandert werden. In diesem werden samtliche wahrend der Projektbearbeitung

generierten Dateien abgelegt.

C.2.2 Erfassen und Editieren von Sequenzdaten

GeneOptimizer bietet eine Reihe verschiedener Mdglichkeiten, Sequenzinformationen
in den Sequenzeditor zu Ubernehmen. Die rudimentdrste Moglichkeit ist natlrlich die
Erfassung Uber die Tastatur. Die Software lasst hierbei nur die Eingabe der vier
Basensymbole A, T,G und C zu, um Fehleingaben vorzubeugen. Alternativ kann tber
den Menlpunkt ,Bearbeiten->Einfigen™ eine DNA-Sequenz aus der Zwischenablage
eingefligt werden. Diese wird dabei automatisch gefiltert, so dass z.B. im FASTA-
Format vorliegende Sequenzdaten direkt ibernommen werden kénnen, da Ziffern,
Zeilenumbriiche etc. durch die Software entfernt werden. Die DNA-Seuquenz wird im
Sequenzeditor einzeilig dargestellt, wobei die vier Basen mit vier Farben dargestellt
werden. Dadurch Ilassen sich ungewdhnliche Sequenzeigenschaften, wie ein
gehauftes Auftreten eines einzigen Nucleotids leicht erkennen. Die Basenposition wird
Uber der Sequenz in Zehnerschritten angezeigt, wobei die Hunderter-Abstédnde durch

eine Rotfarbung der Ziffern besonders hervorgehoben werden.
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e - |
( Oligos T Autalptim T Graphen T b atrizen ]

T Codonagebrauch T DrMA-kMative T Fraarmente T Alignment B

Aiftrag ID?’-GFF‘ aubgitsverzeichiis o\ geneart)

—AnmerkLungen

Kunde |Dl. Raschbacher

Name des Gens |GFF'; Aequorea victonia areen-fluorescent protein

Herkunft |tequorea victoria

optirmiert auf |E_ cali

Yensendung Fluorezzenzmarkisrng

K.ommentar Codonoptimierung und GC-Gehaltzglatiung emrsiinscht
Froblerne bei Keine

Frod.

Abb. C.2.2-1 Projekteigenschaftenfenster mit ,Projekt"-Reiterkarte im Vordergrund

Uber den Schiebebalken unterhalb der Sequenz kann die Eingabemarke basengenau
an eine bestimmte Stelle der Sequenz bewegt werden. Dies wird durch die Anzeige
der Markenposition am Anfang des Schiebebalkens erleichtert.

Selbstverstandlich bietet der GeneOptimizer-Editor alle Ublichen
Bearbeitungsfunktionen, wie Insertieren oder Léschen von einzelnen Basen. Zum
Loschen ganzer Abschnitte muss der entsprechende Bereich zunachst markiert
werden. Dazu wird die erste Base des Bereichs mit der rechten Maustaste angeklickt
und im aufspringenden PopUp-Menl die Funktion ,Markierung Anfang" ausgewahlt.
AnschlieBend wird ebenso die letzte Base angeklickt und ,Markierung Ende" gewahlit.
Der ausgewédhlte Bereich wird nun weiB dargestellt. Uber die Meniifunktion
,Bearbeiten->Ausschneiden® kann er nun geléscht werden und die
Sequenzinformation ggf. an anderer Stelle oder auch in einem anderen Programm
Uber die entsprechende Menifunktion wieder eingefligt werden. Analog arbeitet die
Menifunktion ,Kopieren®, nur dass hierbei der gewdhlte Bereich nicht geléscht wird.
An manchen Bereichen muss jedoch gezielt verhindert werden, dass an der
Basensequenz Veranderungen vorgenommen werden. Dies kann z.B. der Fall sein,
wenn eine Basenabfolge als Erkennungssequenz fiir ein Protein, wie etwa ein
Restriktionsenzym dient. Diese Bereiche kdnnen als geschiitzte Region definiert
werden, innerhalb derer sowohl Veranderungen durch den Anwender als auch durch

die Software selbst, wie etwa durch eine automatische Optimierung, unterbunden
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werden. Dazu wird die betreffende Region zunachst markiert und dann der Befehl
.Bearbeiten->Definiere geschiitzte Region™ ausgeflihrt. Optisch wird der Bereich
durch die Unterlegung der betroffenen Basen mit einem roten Querstrich markiert.
Befindet sich die Eingabemarke innerhalb der geschiitzten Region, kann der Schutz
Uber ,Bearbeiten->Entsperre geschiitzte Region" spater auch wieder aufgehoben
werden. Damit kann z.B. ein transienter Schutz wahrend einer automatischen
Optimierung gesetzt werden, die Kodonwahl aber nach Aufhebung des Schutzes
manuell noch verandert werden.

Uber die ,Speichern“-Funktion des ,Projekt*-Meniis kénnen nicht nur die
Sequenzdaten, sondern auch alle Projekteigenschaften, wie etwa verwendete Codon-
Usage-Tabelle, Optimierungsparameter etc. abgespeichert werden. Soll ein Projekt zu
einem spateren Zeitpunkt wieder geladen werden, so kann nach Aufruf der ,Laden"-
Funktion die Auswahl des Projekts Uber denselben Auftragsauswahl-Dialog erfolgen

wie bei der Neuanlage.

C.2.3 Erfassen und Hinterlegen von Codon-Usage-Tabellen

Wenngleich das GeneOptimizer-System prinzipiell zur Produktionsunterstiitzung
beliebiger DNA-Sequenzen geeignet ist, wird das zu synthetisierende DNA-Fragment
in der Regel einen fir ein Protein codierenden Bereich enthalten, welcher mit Hilfe
der Software flr den gegebenen Anwendungszweck optimiert werden soll. Dazu muss
zunachst eine Codon-Usage-Tabelle flir das gewahlte Expressionssystem hinterlegt
werden. Die dazu benétigten Daten kdnnen beispielsweise von der Kazusa Codon

Usage Database auf http://www.kazusa.or.jp/codon/ bezogen werden. Diese

Datenbank wird in regelmaBigen Abstdanden aus den in der NCBI Gene-Bank
gespeicherten Sequenzen generiert [Nakamura 2000].

Auf der Kazusa-Homepage kann entweder nach einem bestimmten Organismus
gesucht werden oder dieser aus einer alphabetischen Liste ausgewahlt werden. Die
angezeigten Kodon-bezogenen Nutzungsdaten miissen zur weiteren Verwendung im
GeneOptimizer noch mit dem passenden genetischen Code verknlpft werden. Die
nach Wahl der entsprechenden Einstellungen generierte Liste im GCG-Stil kann nun
im WEB-Browser kopiert und in den GeneOptimizer importiert werden. Dazu muss die
kopierte Tabelle auf der Kodongebrauch-Karte im Eigenschaftenfenster in das
entsprechende Textfeld eingefiigt werden. Nach Eingabe der Organismenbezeichnung
kann die Tabelle durch Betatigen der ,Importieren“-Schaltflaiche in die
GeneOptimizer-Datenbank (bernommen werden. Bereits in der Datenbank
befindliche Codon-Usage-Tabellen kédnnen mit Hilfe der Organismus-DropDown-Liste

ausgewahlt werden. Die Kodonwahl-Daten des selektierten Organismus werden in der
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unter der DropDown-Liste befindlichen Tabelle angezeigt und kénnen dort auch bei

Bedarf editiert werden.

/ Codon Usage Database - Microsoft Internet Explorer

Datei  Bearbeiten  Ansicht  Favoriten  Exfras 7 |

Gwick ~ =~ (2 ﬁ| iQhsuchen [ Favoriten  GhMedien 4 | B-Ss- >
Adresse I@ http: fiveem . kazusa.or . jpfcodon/ j @ wechseln zu | Links **

-

Codon Usage
Database

Source: GenBank Release 131.0 [15 August 2002]

Announcement 3 Codon usage table - Microsoft Internet Explorer

QUERY Box for search with Datei  Bearbeiten  Ansicht  Favoriten  Exfras 7

= Zurick ~ = - @ fat | @Suchen [Fe] Favoriten @Medien @ | %v = = - ]

I Adresse I@ http:,f.fwww.kazusa.or.jp,l'codon,l’cgi-bin,l'showcodon.cgi?species=Escherichia-j @Wechseln 2u | Links
Case: @ sensitive  ins

Submit | Clear | Escherichia coli K12 [ghhct]: 4291 CDS's (1363716 codons)

-

it o emattitssemons fields: [triplet] [frequency: per thousand] ({rumber])

"Subtmit” or return key. T

"Saccharomyces cerevis | yuw 2z.3( 30411) UCU 5.5( 11527) UAU 16.2( 22052) UGU 5.2{ 7064)

UUC 16.6{ 22590) UCC 8.6({ 11777) UAC 12.2( 18677) UGC 6.5( ©849)

Alphabetical lists of all orga | UUL 13.5( 18946) TUCA 7.2( 9795] Uik 2.0( 2708) UGE 0.9[ 1260]
UUG 13.7( 18632) UCG 8.9( 12195] UAG 0.2( 326) UGG 15.2{ 20758)

L B CDEF !
CUT 11.0( 15023) CCU 7.0{ 9572) CAU 12.9( 17635) CGU 20.9( 25477)

CUC 11.1( 15109) CCC 5.5{ <7491) CAC 9.7( 13282) CGC 2z.0( 29978)
& CUA 3.9{ 5317) CCA &.4( 11499) CAL 15.3( 20920) CGA 3.6( 4860)
CUG 52.6( 71740) CCG 23.2( 31627) CAG 28.5( 39296) CGG 5.4( 7404)

AUT 30.3( 41383) ACU 9.0( 12231 3 odon usage table - Microsoft Internet Explorer
AUC 25.1( 34269) ACC Z3.4( 31899
AR 4.4 5969) ACR  7.1( 9687
AUG 27.9( 38004) ACG 14.4( 19636 | & Zurick ~ = - @ e | @Suchen (3] Fawariten @Medien el

K N L il ¥
GUU 18.3 ¢ 24923] GCU 15.3( 20814 Adresse I@ hkkpef v, kazusa,or . jpfcadon/cgi bln,l'sfj @Wechseln 2u | Links

GUC 15.3( 20803) GCC 25.5( 34782 N
GUA 10.5( 14858) GCL 20.1( 27476 | Escherichia coli K12 [ghbet]: 4291 CDS's (1363716
GUG 26.4( 35982) GCG 33.6( 45878 | codons)

Datei  Bearbeiten  Ansicht  Favoriten  Extras 7 |

Coding GC 51.83% 1st letter GC 58.87% 1| Amicid Codon Hurber /1000 Fraction
Gly GGG 15122 .00 11.09 0.15
Format: Gly GGL 1090z .00 7.93 0.11
[T Standard Gly GGT 33743 .00 24.74 0.34
Gly GGC 40406. 00 29.63 0.40

 Codon Usage Table with Amino Acids
style likce CodonFrequency outputin (| Glu GAG 24318.00 17.83 0.31
l@ Glu GALL 53791.00 39.44 0.69
isp GAT 43828.00 32.14 0.63
A Asp GAC 26003, 00 19.07 0.37
3] ®

— — - — al GTG 35992 .00 26.39 0.37
Val GTA 14855.00 10.90 0.15
Val GTT 24923 .00 18.28 0.z6
Val GTC 20803 .00 15.25 0.22

=
4 | »

&7 Fertia l_ l_ l_ |4 tnternet 4

Abb C.2.3-1. Die drei Masken illustrieren, mit welchen Arbeitsschritten man auf der Kazusa-
Website Zugriff auf die Codon-Usage-Daten eines bestimmten Organismus erhélt. Diese

kénnen dann nach Ausgabe im GCG-Datenstil in GeneOptimizer importiert werden.
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e N |
( Oligos T Autalptim T Graphen T b atrizen ]
Projekt T Codongebrauch T DMA-hotive T Fragmente T Alignment ]
Organizrus I bz miuzcLluE j Aktualizieren |
AST Codon Fraktion | Bitte nach Abschluss ebwaiger
b TG4 050 —| Anderungen an der CUT
- TAR 07 aktualizieren nicht vergeszen |
* TAG 0.23
A GCC 038
A GCT 0.29
A GCA 0.23
A GCG 010
C TGC 053
C TGT 0.47 -
— CUT importieren

Drganismus [E scherichia coli K12

[
Pro CCG 31627.00 23.19 0.53
Pro CC4 11499, 00 G.43 0.19
Pro CCT 957Z.00 7.02 0.1a
Pro CCC 7491.00 5.49 0.1z

j Importieren |

Abb. C.2.3-2 Reiterkarte zur Auswahl und zum Import von Codon-Usage-Tabellen

Soll ein und dasselbe synthetische Gen zur Expression in zwei oder mehreren
unterschiedlichen Organismen verwendet werden, so empfiehlt es sich, eine
gemischte Codon-Usage-Tabelle zu berechnen. Hierbei wird eine Kompromiss-CUT
erstellt, in der Kodons, welche in allen ausgewahlten Organismen haufig oder
zumindest nicht selten verwendet werden, einen relativ hohen W-Wert zugewiesen
bekommen, und Kodons, welche in einem der Organismen selten genutzt werden,
einen niedrigen W-Wert erhalten. Uber ,Extras->gemischte® CUTS erstellen kann der
entsprechende Dialog aufgerufen werden. Hier kann der Anwender in der mit
~Ausgangs-CUTs" bezeichneten Liste, die alle bereits in der Datenbank gespeicherten
CUT’s enthalt, zwei oder mehrere Organismen auswahlen. In der Praxis ist nattrlich
eine sinnvolle Optimierung der Kodonwahl des synthetischen Gens nur mdglich, wenn
die gewahlten Organismen eine nicht zu stark unterschiedliche Kodonwahl aufweisen
oder aber wenn bei sehr verschiedenen Ursprungs-CUT’s die Zahl der Organismen auf
zwei oder drei beschrankt wird. Zudem kann es sinnvoll sein, Kodons, welche in einer
der Ausgangs-CUT'’s einen W-Wert unter einem gegebenen Schwellwert besitzen, der
vom Anwender in das ,minimale Usage"-Textfeld eingetragen werden kann, fir die
Optimierung auszuschlieBen. Diese erhalten in der generierte CUT eine relative
Adaptiveness von 0 zugewiesen. Nach Eingabe einer Bezeichnung flir die zu

berechnende gemischte Ziel-CUT kann diese (ber die ,Berechnen“-Schaltflache
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erstellt werden. Sie ist nun regular in der Datenbank gespeichert und kann jederzeit

I\\

Uber die ,Kodonwahl"-Dateikarte ausgewahlt werden.

¥ gemischte CUT'serstellen |
Auzgangz-CUT 'z Ziel-CUT
ORGAMISMUS
Aequorea victkona IEDIi und b aug
Drozophila melanogaster
E cali HIGH mirimale lsage

Escherichia coli K12 IEU—

Hurnan High

tus rusculus Berechnen| |
Micatiana tabacum :

Pichia angusta
Salmo salar
Thermus aquaticus

Abb. C.2.3-3 Dialog zur Berechnung gemischter Codon-Usage-Tabellen

C.2.4 Definieren codierender Regionen

In GeneOptimizer kann ein Bereich als codierende Sequenz definiert werden, indem
der betreffende Sequenzabschnitt zunachst markiert wird, und anschlieBend die
Menlfunktion ,Bearbeiten->Definiere codierende Region"™ ausgefiihrt wird. Ein so
definierter codierender Bereich kann auch wieder geldscht werden, indem die
Eingabemarke innerhalb dieses Bereiches positioniert wird und die Menifunktion
,Bearbeiten->L&sche codierende Region"™ gewahlt wird.

Sobald eine codierende Region erstellt wurde, werden in diesem Bereich Ulber den
Kodons die codierten Aminosduren im Einbuchstabencode angezeigt, StoppKodons
werden durch ein rotes Sternchen gekennzeichnet. Um die Kodons innerhalb
codierender Regionen optisch leichter erkennbar zu machen, koénnen in einer
alternativen Farbdarstellung aufeinanderfolgende Kodons abwechselnd blau und
schwarz dargestellt werden. Die Aminosdaure, innerhalb deren Kodon sich die

Eingabemarke befindet und welches dadurch selektiert ist, wird hervorgehoben
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angezeigt. Zugleich werden die Codon-Usage-Werte aller synonymen Kodons in einer
Tabelle in der oberen Halfte des Editorfensters angezeigt (Die Zeile des aktuell
verwendeten Kodons ist dabei grau hinterlegt). Auf diese Weise ist flir den Anwender
sofort erkennbar, ob an der entsprechenden Stelle ein gutes oder schlechtes Kodon
verwendet wird. Durch Wahl eines alternativen Kodons aus der Liste kann der
Anwender auf einfache Weise das in der Sequenz verwendete Kodon verandern. Das
Einfigen oder Ldschen von einzelnen Basen Uber die Tastatur ist innerhalb
codierender Regionen nicht moglich, um z.B. eine ungewollte Verschiebung des
Leserasters zu verhindern.

Prinzipiell kdnnen in der GeneOptimizer-Software innerhalb einer Sequenz mehrere
voneinander unabhdngige codierende Bereiche definiert werden. Kann sich eine
Programmfunktion nur auf jeweils einen Bereich beziehen (z.B. Codon-Usage
Histogramm) , so muss dieser zuvor ausgewahlt werden, indem die Eingabemarke

innerhalb diese Bereichs positioniert wird.

Ist eine CUT flir das aktuelle Optimierungsprojekt ausgewahlt, kann auch die
Aminosauresequenz-Importmaoglichkeit von GeneOptimizer genutzt werden, welche
Uber ,Projekt->Aminosduresequenz importieren™ aufgerufen wird. Nachdem der
Anwender die Aminosduresequenz im Einbuchstaben-Code in das Textfeld des
Dialogs eingegeben oder Uber die ,Laden®-Funktion aus einer Datei eingelesen hat
und die Eingabe mit OK bestatigt wurde, nimmt die Software automatisch eine
Ricklibersetzung unter Verwendung der am haufigsten genutzten Kodons vor. Die
generierte DNA-Sequenz ist dabei Uber Ihre ganze Lange als codierende Sequenz
definiert, so dass die Aminosauresequenz unmittelbar nach dem Import Uber der

DNA-Sequenz angezeigt wird.
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Aminosduresequenz laden

K E3

Sucheninc |3 GFP x| = ek E-

Dateiname: IEFF’ASS 0. tat j Offrien I
D ateityp: I j Abbrechen |

A

[ Schieibgeschiitzt offnen

T - -
% Aminosduresequenz-Import !El E

MSKGEELFTGWWPILVELD GDVWNGHEFSYSGEGEGDATYGELTLEFICT TGELPYPWPTLYT TFSY
GYOCFSAYPOHMEQHDFFESAMPEGYVRERTIFYEDDGMYKSRAEVKFEGDTLYNRIELEGIDFE.

EDGHILGHEMEYNYNSHNWYIMADEQENGIEYNFEIRHNIEDGSVOLADHYQANTRIGD GPYLLPD
MHYLSTASALSKDPHMEKRDHMILLEFY T AAGI THGMDELYE.

Ok |

Dialog zum Aminosduresequenzimport. Uber ,Laden" kann der Dateiauswahl-

Dialog aufgerufen werden. Nach Wahl einer Datei wird diese eingelesen und im Textfeld
angezeigt.

Abb.C.2.4-1

Im Beispiel ist dies die Aminosduresequenz des griin-fluoreszierenden Proteins (GFP) aus
Aequorea victoria (Genbank Accession Nr. M62654)
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C.3 Sequenzanalyse

Sowohl vor als auch nach der Optimierung ist eine detaillierte Analyse der Sequenz
unerlasslich. Sie soll dem Anwender zum einen eine Abschatzung ermdglichen, wie
nahe die Sequenz den experimentellen Erfordernissen kommt und ihn zum anderen
auf mogliche Probleme wahrend der Herstellung oder auch in der spateren
Anwendung hinweisen. Idealerweise fuhrt die Kombination von Analyse und
Optimierung zu einem Rickkopplungseffekt, durch den der Anwender die Parameter
der Optimierung interaktiv so lange verandert, bis die Merkmale der Sequenz seinen

Vorstellungen entsprechen.

C.3.1 DNA-Motivverwaltung

Eine der groBten Gefahren einer auschlieBlich Kodonwahl-orientierten Optimierung,
wie sie von vielen Standard-Backtranslation-Programmen vorgenommen wird,
besteht in der ungewollten Einfihrung von DNA-Motiven, welche die Expression
mindern oder indirekt toxisch wirken. Dadurch kann die durch die Optimierung der
Kodonwahl des synthetischen Gens auf die des Expressionssystems madglicherweise
erreichbare Steigerung der Expression vollstandig zunichte gemacht werden.
Andererseits ist die gezielte und problemlose Einflihrung bestimmter Motive ein
groBer Vorteil synthetischer Gene. Daher bietet das GeneOptimizer-System
leistungsfahige Méglichkeiten zur Erkennung und datenbankbasierten Verwaltung von
DNA-Motiven. Letztere wird auf der Karteikarte ,DNA-Motive" im
Eigenschaftenfenster vorgenommen.

In der mit ,Motive" bezeichneten Tabelle konnen DNA-Motive vom Anwender erfasst,
editiert und ggf. auch wieder geléscht werden. Als Sequenz kdénnen beliebige durch
die Regular-Expression-Engine unterstitzte Ausdriicke eingegeben werden. In der
Regel wird hierbei eine IUPAC-Consensus-Sequenz zur Charakterisierung des Motivs
verwendet. Innerhalb dieser sind auch Basenzahl-Angaben, wie etwa in
GCTTN(3,5)ATG madglich. Dabei bedeutet N(3,5), dass an der entsprechenden Stelle
mindestens 3 und maximal 5 N’s (beliebige Basen) vorkommen dlrfen. Werden
komplexe reguldare Ausdriicke verwendet, bei denen die IUPAC-Basensymbole nicht
verwendet werden, so muss dem Ausdruck ein ,RE" vorangestellt werden. Mit Hilfe
des Ausdrucks ,RE (\w{4,})\1\1" koénnen beispielsweise Dreierblocke von
aufeinanderfolgenden identischen Basenabfolgen mit mindestens 4 Basen Lange
charakterisiert werden. Die Sequenz AGCCAGCCAGCC etwa wirde diesem Ausdruck
genugen. Eine letzte Mdglichkeit ist, in der Sequenzspalte mittels ,Matrix Name" auf

eine Matrixdefinition zu verweisen, welche auf einer weiteren Karteikarte erfasst
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werden kann (s.u.). In der Spalte ,Reverse" wird erfasst, ob auch der invers
komplementdére Basenstrang durchsucht wird. Im Fall von Consensus-Sequenzen
bezeichnet ,Gewichtung" den standardmaBig bei der Ermittlung der Gutefunktion fir
das Auftauchen eines Motivs subtrahierten Wert. Da Matrixahnlichkeiten durch einen
Wert zwischen 0 und 100 ausgedriickt werden, bezeichnet die Gewichtung hier den
Faktor, mit dem die Matrixahnlichkeit standardmaBig multipliziert wird, bevor sie in

die Gutefunktion eingeht.

( Oligoz T Autalphim T Graphen T Matrizen T Homologiecheck,
Frojekt T Codongebrauch T DHA-M otive T Fragmente T Aligrment
tative

Mame Seguenz Reverse | Gewichtung | Cutoff | Klassifikation 1 | Klassitikation 2 =

Aatll GACGTC n 100 RE allg —
p |Accl ThKAL n 100 RE allg

Aflll CTTAAG n 100 RE allg

Agel ACCGET n 100 RE allg

Apal GGGECCC n 100 RE allg

Ascl GGLCGLGED n 100 RE allg

AT-Stietch AN n 100 Sequenz allg

BarmHI GGATCC [ 100 RE allg

DE-l o oA 100 D Il .
Auzwahl

" nach aktueller Markierung % Alle |

Hinzufiigen | Hinzufiigen | Hinzufiigen |

auf dieze Sites Uberpriifen Sites einfuibren [kur sutomat. O ptimisrung] 2u Anmnotisrende Sites
M arme Penalty M amme Bonuz M ame: =
p |TATA-Box 100 P |mouzeCpG 100 p |Hindlll
Spel 100 * Hirfl —
Swal 100 Hirel|
* K.azl

HaornopalymerChG
K.ozak-Seguence
Marl
MNeal
MNdel B

Abb. C.3.1-1 Motivverwaltungs-Reiterkarte

Bei Verwendung von Matrixdefinitionen kann schlieBlich unter ,Cutoff® ein
Schwellwert erfasst werden. Liegt der bei Berechnung der Matrixahnlickeit erzielte
Wert unterhalb dieses Schwellwertes, wird der entsprechende Bereich innerhalb der
DNA-Sequenz nicht als das durch die Matrix spezifizierte Motiv interpretiert.

Um auch bei einer groBen Anzahl erfasster Motive die Ubersichtlichkeit zu wahren,
kann jedes Motiv mit zwei Merkmalen Kklassifiziert werden. Hierflir bietet sich
beispielsweise eine Einteilung nach Funktion (Restriktionsenzyme,
Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen, ) und Vorkommen (Eukaryonten,
Prokaryonten,...) an. Die Tabelle kann sowohl nach dem Namen der Motive, als auch
anhand der Klassifikationsmerkmale sortiert werden, indem der Anwender den Kopf
der entsprechenden Spalte anklickt. Weiterhin kann er die angezeigten Motive

selektiv einschranken, indem er in einem Feld einen Textabschnitt markiert und den
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Radiobutton ,Auswahl auf akt. Markierung einschranken" setzt. So kann der
Anwender etwa einen Teil einer Sequenz markieren und sich anschlieBend nur die
DNA-Motive anzeigen lassen, deren Sequenz ebenfalls den markierten Bereich
enthdlt. Durch Setzen des ,Alle"-Radionbuttons werden wieder samtliche in der

Datenbank erfassten Motive aufgelistet.

Wie bereits erwahnt, kénnen Motive auch durch eine Haufigkeitsmatrix definiert
werden. Dies erfolgt auf der Karteikarte ,Matrizen®. Nach Eingabe einer
Matrizenbezeichnung und der Lange erzeugt die Software nach Betatigen der
~Anlegen™-Schaltflache eine bis auf die Positionsangaben leere Tabelle. In diese
kdénnen flr jede Position entweder die tatsachlichen Haufigkeiten der Nucleotide oder
die prozentualen Anteile eingegeben werden. Im ersten Fall muss ,Fraktionen
berechnen™ gehakt sein, so dass die Software beim Wechsel in die nachste Zeile die
absoluten Haufigkeiten in prozentuale Anteile umrechnet. Der den Informationsgehalt
charakterisierende Consensus Index C; wird ebenfalls beim Zeilenwechsel
automatisch berechnet. Bereits in der Datenbank erfasste Matrixdefinitionen kénnen

Uber die Dropdown-Liste geladen und nachfolgend ggf. editiert werden.

|/ Frojekt T Codongebrauch T DMA- otive T Fragmente Alignment
Oligoz T Autoptim T Graphen T i i
| Matind |
b atrizdefinition Heu

Pozition | & T G C Ci M

K 81 0 (3% |0 |53 s |
2 I 00 |0 I 100 BlesEm |1
3 i i i 100 (100 Arlener
4 (2] 9 18 5 42 g |
5 I 45 I 53] a7
g 9 2] 18 14 Kl
7 4 23 14 23 19
8 14 55 14 18 26
Bl 50 14 14 23 24
10 36 27 23 14 17
1 100 |0 I I 100
12 I i I 100 (100
13 i i 100 |0 100

[¥ Fraktionen berechnen =

Abb. C.3.1-2 Reiterkarte zum Erfassen von Héaufigkeitsmatrizen
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C.3.2 Suchen-Funktion des Editors

Eine einfache Mdglichkeit, die DNA-Sequenz auf bestimmte Motive hin zu Uberprifen,
stellt die in den Sequenzeditor integrierte Suchen-Funktion dar. Das fir die Suche
benutzte Motiv kann als regularer Ausdruck in das in der linken oberen Ecke
lokalisierte Eingabe/DropDownlisten-Kombinationsfeld eingegeben werden. Dabei
sind syntaktisch die gleichen Mdoglichkeiten gegeben, wie unter ,Motivverwaltung"
beschrieben. Nach Betatigen der ,Suche®“-Schaltflache erscheinen alle dem Motiv
entsprechenden Sequenzabschnitte weiB markiert. Uber ,néchste Fundstelle® kann
von einer Markierung zur nachsten gesprungen werden. Ist die letzte erreicht, fuhrt
eine weitere Betatigung der Schaltflache zum Anspringen der ersten Fundstelle.

Wird das Kombinationsfeld ausgeklappt, so erscheint alphabetisch geordnet eine
Auflistung aller in der DNA-Motivverwaltung erfassten Motive in der Form ,Name ::
Sequenz". Wird ein Listenelement ausgewahlt, so wird die Sequenz des Motivs in das

Eingabefeld ibernommen und kann fir die Suche benutzt werden.

C.3.3 Problemstellen-Diagnose

Eines der wichtigsten Analysewerkzeuge ist die Problemstellendiagnose, welche Uber
~Analyse->Problemstellendiagnose® aufgerufen werden kann. Sie ermdéglicht die
Untersuchung der Sequenz sowohl auf das Vorkommen unerwlinschter Motive, als
auch kritischer Sequenzwiederholungen oder mdéglicherweise zu Sekundarstrukturen
fihrender invers komplementdrer Wiederholungen. Die Berechnung der
entsprechenden Alignments erfolgt unter Verwendung der auf der ,Alignment"-
Dateikarte eingetragenen Parameter (Match-Score, Gap- und Mismatch-Penalty).
Dabei werden allerdings flr jeden Aufgabentyp (Wiederholungen bzw. invers-
komplementare Wiederholungen) nur die zehn Alignments mit den hdchsten
Alignmentscores berechnet.

DNA-Motive werden in die Uberpriifung miteinbezogen, indem diese in der
Motivverwaltungstabelle ausgewahlt werden und mit der Schaltflache ,hinzufligen® in
die Liste zu Uberprifender Motive GUbernommen werden. Aus dieser Liste kbnnen sie
natirlich ggf. auch wieder geléscht werden. Hat der Rechner die Uberpriifung der
Sequenz beendet, 6ffnet sich das ,Problemstellen-Analyse™-Fenster. Hier findet sich
neben der Aufgabenbeschreibung (Uberpriifung auf Motive bzw. (invers
komplementare) Wiederholungen) und der Problemnummer eine Beschreibung des
Problems sowie Angaben bezlglich der Position und der Lange des

problembehafteten Bereichs.
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L AGENE BRI < Problemstellen-Diagnose — —I—I_ i
@ Projekt  Bea =
——— Aufgabe [Riepetiive Sequenzen

Froblem Mr. |24
S e Score:2dD (2) [

CTGCTAGAAGATGGCARAGATAATAACCGAGCT
Ferrrrrrrereer e rerrrrer rretd

CTGCTAGAAGATGGCALGGATAATAA-GGAGCT
Farbdarstel

* Codor _ILI
 Base: E .

Start |335
Lange |33
&bbrechen |
4
4 5 4] 7 1 2
0 0 0 0 0 0

AT TTTAACTTTGCAGAAGACACAAAATGGT TTGCAGAAAAGEGAT GCTAAAACTAR

A | i
335

A

Abb. C.3.3-1 Die im Diagnosefenster gezeigte Problemstelle (ein Part einer Repetition) ist in

der Sequenz weil3B markiert dargestellt.

Bei der Uberpriifung auf Sequenzwiederholungen enthélt das Beschreibungsfenster
ein Alignment der zueinander &hnlichen Sequenzabschnitte. Um auch langere
Alignments Ubersichtlich darstellen zu kénnen, lasst sich mit den ,Schrift +/-,
Schaltflachen die verwendete Schriftart vergréoBern bzw. verkleinern. Mit den
Weiter/Zurlck-Schaltflachen kann der Anwender von einem Problem zum nachsten
blattern. Dabei wird gleichzeitig die jeweilige Problemstelle im Sequenzeditor
angesprungen und weill markiert dargestellt. Dies ermdglicht es dem Anwender, die
Problemstelle durch eine Veranderung der Sequenz manuell zu entscharfen. So kann
z.B. eine unerwilinschte Restriktionsschnittstelle innerhalb einer codierenden Sequenz

durch die Wahl eines alternativen Kodons eleminiert werden.

C.3.4 Motivreport

Eine Ubersichtliche Zusammenfassung in Hinblick auf Art und Anzahl der in der
Sequenz vorhandenen erwinschten und unerwlinschten sowie der ausgepragtesten
(invers komplementdren) Sequenzwiederholungen bietet die Funktion ,Analyse-
>Motiv/Problemstellenreport™. In dem generierten Bericht werden nach DNA-Motiven
gruppiert die Anzahl der Fundstellen zusammen mit deren detaillierter Auflistung (als
Motiv erkannte Sequenz, Position), sowie die Alignments und deren Score dargestelit.
Erstellt man einen Motivreport vor und nach einer (automatischen) Optimierung, so
lasst sich sehr leicht erkennen, wie viele erwiinschte und unerwiinschte Motive in die
Sequenz eingeflihrt bzw. eleminiert werden konnten und in welchem AusmaB ggf. die

(invers komplementare) Repetitivitat der Sequenz verringert werden konnte.
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% Druckvorschau [_ (O] =]

Prinkersetup

| x & & & =[x =] || 0 4 I von 1+ Y= || FR
DNA-Motiv Report
Order Mo, 07-GFP 05022005 15013
Customer: ILx. Raschbacher

Hame ofthe Zere: GFF; Aequres vicoria srean-ure oot probam

DMNA Motives, which should be excluded

Trgll-Factor GCITRY YA Total Fhamber: 3
Positicn,  Description

215 GCCGCTA
311 GCAACTA
644 GCGATCR

DMA Motives, which should be excluded (reverse)

TrgIl-Factor GCITRY YA Total Mmber: 5
Positicsy  Desription
671 GCGGTCA
519 GCTGCCA
435 GCTGTTA
306 GCCATCA
213 BCGGCTA

possible secondary structures

Total Mmber: H
Positicsy  Desription

147 Zcore:100 (1)
CACCGECAAACTGCCGETG
[N RN [EREEREN
CTGGCCGTCALBCZECCAC
147 Zeoore:100 (2}
CACCGECAAACTGCCGETG
[N RN [EREEREN
GCTGGCCGTCALRCZGCCAC
482 dhnea- 100 F1h hal

Al v

Abb.C.3.4-1 Ausschnitt aus einem Motivreport

C.3.5 Darstellung der Sequenz mit Motivannotation

Ebenfalls zu den Analysewerkzeugen zahlt die Darstellung der DNA-Sequenz
einschlieBlich der zugehdrigen Aminosdauresequenz mit einer Annotation der
vorhandenen DNA-Motive. Deren Name wird an der Stelle des Vorkommens Uber der
Sequenz angezeigt. Der Beginn der Fundstelle ist dabei identisch mit der Position des
ersten Buchstabens der Motivbezeichnung.

Um ein Uberlappen der Motivbezeichnungen zu verhindern, werden diese ggf.
Ubereinander gestellt gedruckt. Welche Motive in die Annotation miteinbezogen

werden, kann der Anwender bestimmen, indem er die gewlnschten Motive auf der
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Dateikarte ,DNA-Motive" aus der Motivtabelle in die Liste ,zu annotierende Sites"

Ubernimmt bzw. sie daraus wieder entfernt.

% Druckvorschau =]
Frintersetup
|x & & F = IR 1 von 1+ » M o= || S’
EGE-
Order Mo, 07-GFP Map 1
THE GEMNI
Customer Dr. Raschbacher
Marne of the gene GFP; Aequorea victoria green-fluorescent protein 0s.C
optireazed for E. coli _I
OTigin Leuorea victora
se Fluoreszenzmarkienimg
cornreht Codonoptindenmg und GC-Cehaltsglittung evaiinscht
probletus Eeine
seguence last changed 05022003 1521:40 Anderung: Lutomatische Optirderimg ahges
ATGAGTAALGGCGAAGALCTGTTTACCGGLGTGETFCCCATC CTELTECAACTGRATGGC
1 ————mm- L LR e e L +
TACTCATTTCCGOTTETTGAC AAATGSCCGCACCACGGCTAGGACCACCTTGACCTACCS
M 5 K« EEL FT & Vv ¥V P I L V ETLTDG
EBsel NdeI
GATGTGAACGGCCATARATTTTCGGTCTCGEGCFAAGGC GAAGGCGATGCGACATATGEE
I e LR L mm e e e LR +
CTACACTTGCCGOTATTTARRAGCCAGAGCCCGCTTCCGCTTCCGCTACSCTGTATACCS
P vV N H K F 5 v § ¢ E ¢ E G D AT Y &
Af1XT
A A CTCACCCTTRAGTTTATTTGCACCACCGGCAAACTGCCGETGCCCTRGCCFACCCTG
121 ————m---- e LR L mm e e e LR +
TTTGACTGEGAATTCARATALAC GTEETEGCCGTTTGAC GG CACGGGACC GEOTGERAL
KL T L KU FF I ¢ TTOGG®KILPF YV P W PTL
Bell
NdeT NdeT BstEIT
GTGACCACCTTTTCATATGGCGTGCAGTGCTTTAGCC GETATCCTGATCATATSALACAG
181 --————-—- - et +—m - - - +

CA T T AR A, T A TACC G CACCTCACCARATC CECCATACCAC TACGTATACTTTCTC
vV T T F § v & VO <CF 5 BEY P P HM K Q

CATGATTTTTTTALLLGEGE GATGCCGEALGECTATETC CAGGALCECACCATTTTTTAT
E4l  ————mmmmm Fmmmm o Fmmmmm o Tt e Fmmmm o + -

K1 v

Abb. C.3.5-1 Ausschnitt aus eine Sequenzannotation
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C.3.6 Analyse der Kodonwahl

Oftmals ist die Anpassung der Kodonwahl des synthetischen Gens an die des
vorgesehenen Expressionssystems ein vordringliches Optimierungsziel. Entsprechend
vielfaltig sind die angebotenen Analysemdglichkeiten.

Den besten Uberblick in Bezug auf die Kodonwahl der codierenden Sequenz bietet
das Codon-Usage-Histogramm, welches nach Aufruf der Funktion ,Analyse->Codon
Usage Histogramm" berechnet wird. Dabei werden die verwendeten Kodons nach
ihren W-Werten (relative Adaptiveness), mulipliziert mit 100, in 10er Schritten als
prozentuale Haufigkeiten histogrammiert. Bei einer hinsichtlich der Kodonwahl
optimalen Gensequenz werden sich alle Kodons im ,90-100" - Bereich befinden,
wahrend sich bei Wildtyp-Genen in Bezug auf die Kodonwahl des gewdhlten
heterologen Expressionssystems oftmals eine breite Verteilung ergibt. Zusatzlich zum
Histogramm erhalt der Anwender im Meldungsfenster den arithmetischen und
geometrischen Durchschnitt der w-Werte aller Kodons. Letzterer entspricht dem
Codon-Adaption-Index nach Sharp und Li und liefert damit eine zahlenmaBige

Aussage dariber, wie gut das Gen der Kodonwahl des Expressionssystems angepasst

ist.
% Druckvorschau H=] 3
Printersetup
Jx%@g?ﬂauz ~| |J|44 1 von L+ PPIIHQE’;M? |
[
Order Ho.  07-GFP Customer: Ir. Raschibacher
06022003 14:32:47 Home ofthe gene: SFP; Aequorea vicoria greenfh proten
100
a0
a0
o 70 H
o
5
g 60 L
4
= a0 H
-]
= 40 H
30 H
20 i
10 H
] I
@ P ® ® & @ ks @ ® &
B’ W& P o P o o AL o o
Codon Usage
Rl [ ' 4

Abb. C.3.6-1 Codon-Usage-Histogramm. Unter ,Codon Usage" wird in diesem Fall die ,relative

Adaptiveness", multipliziert mit 100, eines einzelnen Kodons verstanden
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% Druckvorschau o [m]
Prinketsetup
| *&& 7 =[x = || 1 I vont »H e | B R AP |
[
Order Mo, JT-GFP Cuastomer: Lx.Ras dibacher
06022003 17:44:00 Hame afthe gere: GFP: Aequoren vickeria green-fharesont protem
30
f i I I |
Eﬁ‘ 80 ——t — |
E
g
o 40
a0
O ||||||||||||||||||||||||||||||||||| ALLLLLLLLL L L U L L (ETATRIR TR TR TN IR T TRTATR TR TN RATIAR I TRTR IR TR TN I TRIT I AIN]
R ,{I:‘ '{OM )@v\ rﬁ\h r|}"'\ rr}" @v\ rg;\ @r\ rg;\ 9\ @J\ QPJ" h,\r\ 'i:F‘h\ é\h‘ ‘tPh‘ @« nPh‘ “D’«
Position
K _ M

Abb. C.3.6-2 Verlauf der Codon-Usage (als relative Adaptiveness w*100) entlang der Sequenz

% Druckvorschau H=] B3
Printersetup
| & & g = || (| &
Codon Usage Table Comparison =
07-GFP
GFP; Aeguorea victorla green-flunrescent protein —I
i iz e Used
Seguemie Codfar-Lrage-
Tablk Data
w T 0,00 0,53
TAG 0,00 o.08
TGA 0,00 0,29
A GCA 0,13 0,21
GCC 0,00 0.7
GCG 0,88 0,36
GCT 0,00 0,16
C TGC 1,00 0.56
TGT 0,00 0,44
D GAC 0,56 037
GAT 044 063
E GAA 0,84 0,69
LI_I AR o nai , ;

Abb. C.3.6-3 Ausschnitt aus einer Gegenliberstellung der Codon-Usage-Tabellen , optimierte

Sequenz" / Expressionssystem
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3 C:geneart',07-GFP,CUgesamt.htm - Microsoft Internet Explorer i ] 1
Datei  Bearbeiten  Ansicht  Eaworiten  Extras 2 ﬁ
dm= Furiick - = - @ o | @5uchen [Fe] Favoriten @Medien @ | %v = = - 2
Adresse @c:1geneart10?-GFP1CUgesamt.htm j @ Wechseln zu | Links #
F
07-GFP
1. .. e S 41 e e

AATCECATTGAACT GAAAGECAT CEACT T CAAAGAAGACEECAACATCCTGEECCATARA

[
|@ Fertig l_ l_ l_ |Ql arbeitsplatz 4

Abb. C.3.6-5 Darstellung der Sequenz unter Verwendung verschiedener Farben zur Symboli-

sierung der Kodonqualitdt: griin: relative Adaptiveness w>0.9, rot: w<0.5

Das Histogramm enthdlt jedoch keinerlei Informationen U(ber die Verteilung der
Kodonwahl-Giite entlang der Sequenz. Dazu erstellt die Funktion , Analyse->Codon
Usage Verlauf® ein Liniendiagramm, auf dem die w-Werte der Kodons gegen die
Basenposition aufgetragen sind. Will man die genaue Sequenzinformation mit einer
qualitativen Darstellung der Kodonwahl verknipfen, so kann dies mit der Funktion
Analyse->Gesamtsequenz Kodonqualitat (HTML) erreicht werden. Hierbei wird eine
automatisch im WEB-Browser dargestellte HTML-Datei erzeugt, in der die Sequenz
unter Verwendung unterschiedlicher Farben, welche die Kodonqualitédt symbolisieren,
dargestellt wird. SchlieBlich kann eine Codon-Usage-Tabelle fiir das synthetische Gen
berechnet werden und diese der Kodonwahl des Expressionssystems sowohl

tabellarisch als auch grafisch gegenlbergestellt werden. Die entsprechenden
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Funktionen lassen sich Uber ,Analyse->Cut-Vergleich Tabelle" und ,Analyse->Cut-

Vergleich graphisch" aufrufen.

C.3.7 GC-Verlaufsanalyse

Ein weiteres wichtiges Kriterium ist die Analyse des GC-Gehaltes. Dabei ist vor allem
entscheidend, dass der GC-Gehalt an keiner Stelle einen extrem hohen oder
niedrigen Wert annimmt. Dies lasst sich am einfachsten anhand des gleitenden
Durchschnitts Gberprifen. Dazu wird an der Abszisse der prozentuale GC-Gehalt
eines um die aktuelle Basenposition zentrierten Fensters von beispielsweise 40
Nucleotiden Lange gegen die Basenposition aufgetragen. Die Fensterldnge lasst sich
auf der Karteikarte ,Graphen®™ durch den Anwender festlegen. Der Anwender kann die
Erstellung des Diagramms Uber ,Analyse->GC-Gehalt Verlauf® auslésen und erhalt
nach dessen Berechnung auch den durchschnittlichen GC-Gehalt der Gesamtsequenz

im Meldungsfenster angezeigt.

% Druckvorschau =]
Printersetup
Jx%@f?dﬂ“u 1 vent >>|-|J§@,M“‘@’ |
;l
Order Mo, T-GFP Customer: Ix. Rasdibacher
07022003 123430 Mime ofthe gene:  GFP; Aequores vicheria green fumescent proten
100
90 [
80
70
o PP A7) iy
g T N TV A, ARV NYLL
S o b AN ) W/
“ v WWUWMI
20
10
0 . .
® & ¥ & § R 8 3 3 %¥ ¥ 3 3 3 & &%
Pasltlon
o _| 7

Abb. C.3.7-1 GC-Verlauf als gleitender Durchschnitt mit einem 40-Nucleotide-Fenster
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C.3.8 DotPlot-Analyse

Wadhrend in der Problemstellen-Diagnose oder im Motivreport repetitive Elemente
exakt als Alignment dargestellt werden, stellt ein Dotplot vor allem eine intuitive
Moglichkeit dar, ahnliche Elemente innerhalb der Gesamtsequenz ,auf einen Blick" zu
erkennen.

Uber das Menl ,Analyse->Dotplot" 6ffnet sich dem Anwender ein weiteres
Programmfenster, welches im unteren Bereich den Dotplot der DNA-Sequenz mit sich
selbst enthalt.

Die GroBe des Dotplots kann Uber die Skalierungs-Dropdown-Liste variiert werden, so
dass auch Dotplots langerer Sequenzen Ubersichtlich dargestellt werden kénnen. Der
Dotplot kann Uber die Kopieren-Schaltflache in die Windows-Zwischenablage gestellt
werden oder Uber ,Speichern™ als Bitmap-Datei abgelegt werden.

In der Regel lassen sich in einem nativen Dotplot kleinere zueinander &hnliche
Sequenzbereiche nur schwer erkennen. Dies kann allerdings durch Anwenden eines
geeigneten Filters erleichtert werden. Dazu wird lber alle Diagonalen ein mehrere
Nucleotide langes Fenster geschoben, in dessen Mitte ein Punkt gesetzt wird, falls
innerhalb des Fensters eine definierte Mindestanzahl von Entsprechungen vorhanden
ist. Auf diese Weise lassen sich sehr kleine repetitive Elemente oder Bereiche mit nur
maBig ausgepragter Ahnlichkeit aus der Darstellung des Dotplots eleminieren,
wahrend einander stark &hnelnde Bereiche als durchgezogene und zur
Hauptdiagonalen symmetrische diagonale Linien deutlich erkennbar werden. Um
wieder den nativen Dotplot darzustellen, genligt ein Klick auf die ,Dotplot"-
Schaltflache.

C.3.9 Blast-Analyse der DNA-Sequenz

Oftmals ist es notwendig zu Uberprifen, ob die (Aminosaure-)Sequenz des
synthetischen Gens zu natlrlich vorkommenden Gensequenzen homologe Bereiche
aufweist. So fordert z.B. die Food-and-Drug-Administration, dass bei humanen
Gentherapieversuchen verwendete Vektoren keine zum humanen Genom homologe
Bereiche aufweisen dlrfen, um unerwlinschte Rekombinationsereignisse sicher
auszuschlieBen. Ebenso ist zu Vermeidung von RNA-Interference-Effekten eine
Sequenzahnlichkeit zum Transkriptom des Expressionssytems zu vermeiden. Das
WEB-Interface http://www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST/ der BLAST-Softwaresuite des

National Center for Biotechnology Information (NCBI) bietet hierfir ideale

Voraussetzungen. Um den Vergleich der Sequenz des synthetischen Gens mit den in
der GenBank erfassten Sequenzdaten [Altschul 1990] mdglichst einfach zu gestalten,
wurde eine entsprechende HTTP-Schnittstelle in die GeneOptimizer-Software
integriert [NCBI 2001].
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Uber die Menifunktionen ,Analyse-BLAST DNA" und ,Analyse->Blast Protein® wird
die DNA-Sequenz bzw. Aminosauresequenz dem BLAST-Server, der entweder (iber
das Internet erreicht oder aber auch lokal in ein Intranet eingebunden sein kann,
Ubermittelt. Der Ablauf der Kommunikation zwischen GeneOptimizer-Rechner und
BLAST-Server kann Uber das Meldungs-Fenster verfolgt werden. Nach Durchfiihrung
der BLAST-Suche kann der Anwender die Analyse lUber den automatisch gedffneten
Standard-Webbrowser einsehen und die vom Server zur Verfligung gestellten

weiteren Analysemadglichkeiten nutzen.
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C.4 Optimierung

C.4.1 Wahl der Parameter und Durchfiihren der Optimierung

Die automatische Optimierung bildet das Kernstlick der GeneOptimizer-Suite. Mit
ihrer Hilfe kann der Anwender die seinen Vorgaben mdglichst optimal entspechende
DNA-Sequenz ermitteln.

Wie in Kap. B.2.3.1 detailliert beschrieben, wird zur Bewertung einer DNA-Sequenz
eine komplexe Gewichtungsfunktion verwendet, die zahlreiche individuell gewichtbare
Sequenzeigenschaften berlcksichtigt. Die dazu notwendigen Parameter kénnen im

Eigenschaften-Fenster auf der ,AutoOptim" —Dateikarte eingestellt werden.

‘% Eigenschaften yy-yyyy E3

[ Praojekt T Codonagsbrauch T DhA-Mative T Fragmente T Alignrment
Oligos T Auto0ptim T Graphen T b atrizen T Haomologiecheck

Anzahl zu warierender Tripletts |5 Keine Codons mit Usage < |1 5 venehden geometrizche Mittelung W

Penalty fuir Codontausch IU Basengenau [

Wiunsch-GC-Gehalt |5|:| Abweichung davon |-|| fach wichten, wenn GC < ImU OR GC > ||:|

Exponent

e

Repetitionen IEI fach wichten ab Schwellwert |1 20 Hur innerhalb Fragmentgrenzen prifen v

Exponent

Sekundarstrulkt IU fach wichten ab Schwellwert

Exponent

Hamalogie IEI fach wichten ab Schwellwert

Exponent

Anzahl Basen, die vor der aktuellen Pogition in die
totiviiberprufung miteinbezogen werden

RNNENEN

Abb. C.4.1-1 Einstellung der Parameter flr die automatische Optimierung

Uber die ,Anzahl zu variierender Tripletts" bestimmt der Anwender, wie viele Kodons
zu Bildung der Testsequenzen variiert werden. Hier gilt es, zeitliche und qualitative
Anforderungen abzuwdagen, da eine zu geringe Zahl zu einer schlechten Optimierung
fihrt, die bendétigte Rechenzeit mit einer Erhéhung des Wertes allerdings exponentiell
ansteigt. Weiterhin werden flr die Erstellung der Testsequenzen nur Kodons
berilicksichtigt, deren relative Angepasstheit iber dem in dem Feld , keine Kodons mit
Usage < verwenden" eingetragenen Wert liegt. Die durchschittliche Kodonwahl

eines Sequenzabschnittes wird standardmaBig durch arithmetische Mittelung der W-
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Werte der einzelnen Kodons ermittelt. Uber das Hakenfeld ,geometrische Mittelung®
kann jedoch diese Form der Mittelwertbildung gewahlt werden, die im Wesentlichen
der Berechnung der relativen Angepasstheit nach Sharp und Li [Sharp 1987]
entspricht.

In Einzelfdllen kann es sinnvoll sein, die bestehende DNA-Sequenz mdglichst
unverandert zu belassen (d.h. die Kodonwahl nicht zu optimieren), wirklich kritische
Sequenzmotive oder problematische Stellen aber dennoch zu eleminieren. Dazu
kénnen fir den Austausch eines Kodons Strafpunkte vergeben werden, welche bei
der Ermittlung des Gltescores abgezogen werden. Weiterhin kann differenziert
werden, ob diese basenspezifisch oder kodonspezifisch vergeben werden, da ja
abhangig von der Sequenz der beiden vertauschten Kodons ein bis drei Basen
ausgetauscht werden. Bei der Berechnung der Gltefunktion flieBt allerdings die in der
gewadhlten Codon-Usage-Tabelle erfasste Glite der Kodons nach wie vor ein, so dass
beim Austausch eines Kodons ein im Expressionssystem haufig genutztes bevorzugt
eingesetzt wird.

Zur Anpassung des GC-Gehaltes muss zunachst ein Wunsch-GC-Gehalt definiert
werden. Weiterhin kénnen zwei Schwellwerte festgelegt werden, innerhalb derer der
GC-Gehalt nicht in die Bewertungsfunktion einflieBt. Sowohl die Bewertung des GC-
Gehaltes als auch die der Repeats bzw. potentiellen Sekundarstrukturen (invers-

komplementaren Repetitionen) und der Homologie zu einer vorgegebenen Sequenz
wird nach der allgemeinen Formel g*Wert™"”" vorgenommen, wobei Wert den

Lhativen" Score einer Sequenzeigenschaft, z.B. die prozentuale Abweichung vom
Wunsch-GC-Gehalt oder den Alignmentscore darstellt. Der Gewichtungsfaktor g und
der benutzte Exponent kdédnnen vom Anwender in die entsprechenden Felder
eingegeben werden. Wird der Gewichtungsfaktor gleich Null gesetzt, so flieBt die
entsprechende Eigenschaft nicht in die Giltefunktion ein und die zugehdrigen
Berechnungen werden auch nicht ausgefihrt, was z.T. die Optimierung wesentlich
beschleunigen kann. Sowohl beziglich der Repetitionen als auch der
Sekundarstrukturen und des Homologiekriteriums kann ein Schwellwert festgelegt
werden (welcher sich auf den ,nativen™ Score bezieht), unterhalb dessen diese
Sequenzeigenschaften nicht in die Gltefunktion eingehen. Die Sequenz, welche durch
Berechnung des optimalen lokalen Alignmentscores auf zur Testsequenz homologe
Bereiche Uberprift wird, kann auf der ,Homologiecheck™-Reiterkarte in ein Textfeld
eingegeben werden. Wahlt der Anwender die Option ,Nur innerhalb Fragmentgrenzen
prifen®, so nimmt die Software zundchst eine Grobunterteilung der Gesamtsequenz
in Uberlappende Subfragmente vor. Bei der Optimierung werden dann nur
Repetitionen vermieden, welche innerhalb eines Subfragmentes liegen wirden. Dies

ist sinnvoll, wenn (weiter auseinander liegende) Repetitionen im Expressionssystem
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nicht stéren, aber dennoch Probleme bei der Batch-Synthese vermieden werden
sollen.

Sollen wdahrend der Optimierung bestimmte DNA-Motive vermieden oder in die
Sequenz eingeflihrt werden, so missen diese auf der ,DNA-Motive"-Reiterkarte aus
der Motivliste mit Hilfe der ,Hinzufligen"“-Schaltflache in die Listen ,auf diese Sites
Uberprifen™ bzw. ,Sites einflihren™ Ubernommen werden. Die Felder ,Penalty"™ bzw.
~Bonus" werden dabei zunachst automatisch mit dem unter ,Gewichtung" in der
Motivtabelle erfassten Wert geflllt und stellen den Wert dar, der bei der Berechnung
der Gutefunktion wie in Kap. B.2.3.5 beschrieben vom Score abgezogen bzw.
hinzugezahlt wird. Die Werte kdnnen jedoch in den beiden Listen auch individuell
abgeandert werden. Durch die freie Wertvergabe ist es beispielsweise madglich,
zwischen DNA-Motiven, welche unbedingt vermieden werden miissen, und DNA-
Motiven, die zwar unerwiinscht, aber in Abwdgung gegen eine sehr schlechte
Kodonwahl auch toleriert werden kénnen, zu differenzieren.

Der Anwender kann den Fortgang der Optimierung am Bildschirm verfolgen, da die
Einfigemarke an der Stelle positioniert wird, welche in der momentanen Iteration
den Beginn der KDS darstellt. Auf einem dem Stand der Technik entsprechenden
Computer kann eine Optimierung eines 1 kB-Genes mit einer KDS-Lange von flunf
Kodons unter Berlicksichtigung aller Sequenzeigenschaften in weniger als einer
Minute abgeschlossen werden. Dadurch ist die Mdglichkeit eines interaktiven
Arbeitens mit der Software gewahrleistet. Da bei unglinstiger Parameterkonstellation
und langeren KDS jedoch auch Rechenzeiten im Minutenbereich auftreten kdnnen,
kann die Optimierung durch eine auf dem Meldungsfenster befindliche ,Abbrechen™-
Schaltflache jederzeit abgebrochen werden. Nach Fertigstellung der Optimierung wird

dem Benutzer im Meldungsfenster die Anzahl evaluierter Testsequenzen mitgeteilt.

C.4.2 Beispiel einer zweiparametrigen Optimierung

Die Uber die Aminosdauresequenz-Importmaoglichkeit erzeugte DNA-Sequenz des GFP
ist zunachst rein in Hinblick auf die Kodonwahl optimiert. Der GC-Gehalt schwankt
jedoch Uber den Verlauf der Sequenz sehr stark und erreicht an Extrempunkten Uber
70 bzw. unter 30 Prozent. Durch eine Variation in der Gewichtung der beiden
Optimierungsparameter Kodonwahl und GC-Gehalt soll nun versucht werden, einen
moglichst glatten GC-Gehaltsverlauf bei 50% unter gleichzeitiger Wahrung einer
guten Kodonwahl zu erreichen. Die nachstehenden Beispiele stellen Optimierungen

mit in der Parametergewichtung unterschiedlichen Bewertungsfunktionen dar.
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Abb. C.4.2-1 Analysen der DNA-Sequenz nach Optimierung mit verschiedenen
Bewertungsfunktionen. Dabi bedeuten

<CU>: arithmetischer Durchschnitt der w-Werte * 100 der KDS-Kodons

<GC> : durchschnittlicher GC-Gehalt der letzten 35 Basen der Testsequenz in Prozent
GCwunsch: Angestrebter GC-Gehalt in Prozent

GC-FenstergréBe fir Graphdarstellung: 40 Basen
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In Abb. C.4.2-1a wird lediglich auf optimale Kodonwahl optimiert, was in einer sehr
heterogenen und vom Ziel-Gehalt teilweise stark abweichenden GC-Verteilung
resultiert. Die in Abb. C.4.2-1b gezeigte Optimierung verknipft in idealer Weise eine
Glattung des GC-Gehaltes um 50% mit einer guten bis sehr guten Kodonwahl. Abb.
C.4.2-1c und C.4.2-1d verdeutlichen schlieBlich, dass eine weitere GC-Gehalts-
Optimierung zwar moglich ist, aber mit einer stellenweise schlechten Kodonwahl

erkauft werden muss.

C.5 Synthese

C.5.1 Unterteilung in Subfragmente

Steht die optimierte Sequenz des Synthetischen Genes fest, so unterstlitzt die
GeneOptimizer-Suite den Anwender auch bei der Synthesevorbereitung. Nach Aufruf
der Funktion ,Synthese->Fragmentvorschlage" errechnet die Software die optimalen
Schnittpositionen. Dabei beachtet die Software neben den in Kap. B.2.4.1
dargestellten Rahmenbedingungen auch die im Eigenschaften-Fenster auf der
Reiterkarte ~Subfragmente" vorgenommenen Einstellungen ~Maximale

Fragmentldnge" und die Liste auszuschlieBender Uberhénge.

|/ Oligoz T Auto0ptim T Graphen T b atrizen T Homologiecheck
Frojekt T Codongebrauch T DMA- otive T Fragmente T Alignment
Diese Sequenzen als BB
max. Fragmentlange |250 |Jberhange B 77T
auzzchlieszan: AGTA
*

07-GFP A J
723 07-GFP B 245 285 5-Hindlll 3-bgel CGCTATCCGGATCAT

724 07-GFP C 496 247 S-Hindlll 3-hgel ACAGAAAAACGECAT
[« | ’
Anfangslinker Lbemehmen Endlinker ibemehmen Standardlinker setzen
Linker
Mame Fill 1 Schnitt 1 Schnittzeq. 1 Fill 2 Schnitt 2 Sch
5'Hindlll GAAC Hindlll AAGCTT

ACCGGET

[«] | 4 B

Abb. C.5.1-1 Die Subfragmentverwaltung
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Die Schnittpositionen werden in der Sequenz als wei3 markierte Base, welche auch

das erste Nucleotid der Uberlappsequenz reprasentiert, dargestellt. Uber die ,Nachste

Fundstelle®-Schaltfache kann der Anwender die vorgeschlagenen Schnittstellen

anspringen und Uberprifen und ggf. Gber die mit der rechten Maustaste zuganglichen

Funktionen ,aktuelle Markierung aufheben™ und ,Markierung Anfang" eine alternative

Schnittposition bestimmen.

Uber die Menifunktion ,Synthese->Fragmente generieren® werden

die

Fragmentsequenzen ermittelt und in die Datenbank geschrieben. Zugleich erscheinen

sie in der Subfragmente-Tabelle auf der ,Subfragmente™-Reiterkarte.

Die Fragmente werden grundsatzlich neben der Auftragsbezeichnung durch einen

Buchstaben A-Z, der entsprechend der Reihenfolge in der Gesamtsequenz vergeben

wird, identifiziert. Um einen Uberblick tiber die Unterteilung der Gesamtsequenz zu

erhalten, kann der Anwender Uber ,Synthese->Gesamtsequenz Fragmente farbig"

eine HTML-Darstellung der Gesamtsequenz veranlassen. In dieser werden die

a C:hgeneart', 07-GFP gesamt.htm - Microsoft Internet Explorer ;|g|5|
Datei  Bearbeiten  Ansicht  Favoriten  Exftras 7 ﬁ
= Zurick - o= - @ ot | @_Suchen [Z:] Favariten @Medien @ | %- = =i - 2
Adresse @ Z:\geneart07-GFPYgesamt, htm j @ Wechseln zu | Links
07-GFP [
1. .. e s L

ARAGACGACGECAACTATAARRAGCCGOGCGEAAGT GAAATTT GAAGECEACACCCTGET &

|@ Fertig l_ ’_ I_ |E Arbeitsplatz

| EX

Abb. C.5.1-2 Ausschnitt aus der Gesamtsequenz mit farbiger Kennzeichnung der Subfrag-
mente. Der Uberlapp-Bereich ist griin geférbt.
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aufeinander folgenden Fragmentabschnitte abwechselnd blau und rot dargestellt,
wobei die Uberlappungen griin markiert sind. Die Subfragmente kénnen nun noch mit
geeigneten Linkersequenzen an beiden Enden versehen werden, um die notwendigen
Klonierungsarbeiten zu  ermdglichen. Ein Linker kann bis zu zwei
Restriktionsschnittstellen so wie am Anfang und Ende zwischen den
Schnittstellensequenzen ,Dummy"-Fillsequenzen enthalten. Der Anwender kann
beliebig viele Linkersequenzen in der entsprechenden Tabelle erfassen. Um eine
Linkersequenz einem Subfragment zuzuweisen, markiert der Anwender ein oder
mehrere Subfragmente in der Subfragmentliste, wahlt einen Linker aus der Tabelle
und weist diesen Uber die ,Anfangslinker (bernehmen® bzw. ,Endlinker
Ubernehmen®-Schaltflachen einem oder mehreren Subfragmenten zu.

In vielen Fallen kann die Gensynthese mit ,Standardlinkern®™ durchgefiihrt werden.
Dazu werden in die ,Standard"“-Spalte der Linkertabelle die Codes ,e5"%"e3", ,m3",
,m5%, ,I3%, ,I5" eingetragen. e ,m und | stehen dabei flr erstes, mittleres und letztes
Fragment, 3 und 5 bezeichnen das 3'- oder 5’-Sequenzende. Mit der ,Standardlinker
setzen“-Schaltflache kdnnen nun mit einem Tastendruck allen Subfragmenten die

korrekten Linker zugewiesen werden.

C.5.2 Aufspaltung in Oligonucleotide

Stehen die Sequenzen den Subfragmente einschlieBlich evtl. erforderliche
Linkersequenzen fest, so kénnen nun die Sequenzen der zur Synthese bendtigten
Oligonucleotide gemaB den unter ,Materialien und Methoden® beschriebenen
Algorithmen generiert werden.

Die dazu nétigen Parameter wie maximale Oligoldnge, minimale Uberlapp-Lange
sowie angestrebte Schmelztemperatur der Hybridisierungsstrecken kénnen auf der
Karteikarte ,Oligos" erfasst werden. Uber ,Synthese->0ligos generieren® |6st der
Anwender den Zerlegungsprozess aus, dessen Fortschritt er (ber das
Meldungsfenster verfolgen kann. Neben den flr die Ligation bendtigten
Oligonucleotiden generiert die Software auch die Sequenzen fir die PCR-Primer,
welche zur Amplifizierung der durch die Ligation gebildeten Fragmente benoétigt
werden.

Nicht immer kann jedoch die angestebte Schmelztemperatur eingehalten werden
bzw. die Software erkennt  ein maogliches Syntheseproblem durch
Fehlhybridisierungen von Oligonucleotiden. In diesem Fall wird im Meldungsfenster
eine Warnung bei zu niedriger Schmelztemperatur oder im Falle einer mdéglichen
Fehlhybridisierung deren Alignment unter Angabe der betroffenen Oligonucleotide

ausgegeben.

86



C Ergebnisse - Programmbeschreibung

( Prajekt T Codongebrauch T DrA-Mative T Fraarente T Alignment
Oligos T Aukal ptim T Graphen T bk atrizen T Haomalogiecheck.

max. Oligolange IED Mindestlsnge ISD

optimierer auf Tm IED warnen, wenh T kleines |44 Fehl-Alignment ardfer |‘|DD

r— Ligationsoligos
Synthesemasstab IW
Hersteller IMelabiDn ﬂ
Reinigung |HF'LC
—Fangeroligos
Sunthesemasstab W
Hersteller IMWG =l
Reinigung |Desalted

Abb. C.5.2-1 Einstellung der Parameter fiir die Oligozerlegung

Die entsprechenden Warnschwellen kénnen ebenfalls auf der ,Oligo®-Dateikarte
eingegeben werden (Welche Schmelztemperatur muss unterschritten werden bzw.
welchen Score muss das Alignment einer Fehlhybridisierung haben, damit eine
Warnmeldung generiert wird.).

Die Funktion ,Synthese->Subfragmente Oligos farbig" generiert eine HTML-Ausgabe
der Subfragment-Sequenzen als dsDNA, in welcher die Ligationsoligonucleotide
abwechselnd blau und rot und die Fangeroligonucleotide orange und grin dargestellt
sind. Freie Stellen in der Antisense-Sequenz, welche nicht durch Fangeroligos
abgedeckt sind, sind schwarz dargestellt. Zwei Linen unterhalb der Sequenz lassen
durch farbige Markierung erkennen, welcher Bereich der Sequenz Linkersequenzen
darstellt und wie lange die zum Fragment gehdérenden PCR-Primer sind.

SchlieBlich kénnen die generierten Oligosquenzen Uber ,Synthese->0ligobestellung"
tabellarisch in 5’->3" - Orientierung als Bericht ausgegeben werden. Dabei wird
hinsichtlich SynthesemaBstab, Aufreinigung, Phosphorylierung und Oligohersteller
zwischen Ligations und Fangeroligonucleotiden unterschieden. Die verwendeten
Parameter kénnen ebenfalls auf der Oligokarteikarte festgelegt werden. Uber die
Exportfunktion der Seitenvorschau kann die Liste ggf. z.B. als Excel-Datei
abgespeichert werden, die alle vom Oligohersteller bendtigten Informationen enthalt

und diesem direkt zugesendet werden kann.
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.

“wr Meldung 07-GFP

2 m

AAGTGARATTTGAAGGCGATACCCTGGTGAACCGCATTGAACTGALAGGCATT
GATTTTAALGAAGATGGCALC ATTCTGGGCCATARRLTGGLATATAACTATAL
CAGCCATALCGTGTATATTATGSCGGATALACAGARLAACGCARCACCGGT

Warnung: migliche Fehlhybridisierung Score: 140
O07-GFPE-m3: AGRATGTTGCCATCTTCTTTALAATCAATGCCTTTCAGTTCAATGCGGTTCL
07-GFPE-LZ: GCAGGAACGCACCATTTTTTATARAGATGATGGCALCTATALAAGCCGCGCGG
ACTTGGCGTAAMC TTGACTTTC G TAMC TAAA-ATTTC TTC TACCGTTGTALGA
FEE e trrrrrnrl
GCAGGAACGCACCATTTTTTATAAAGATGATGGC AACTATAARAGCCGCGIGE

|
« ILILI

Abb. C.5.2-2 Ausgabe von Warnungen beziiglich méglicher Fehlhybridisierungen oder zu

niedriger Schmelztemperatur im Meldungsfenster.

/] C:. geneart',07-GFP07-GFP-A.htm - Microsoft Internet Explorer

Datei  Bearbeiten  Ansicht  Faworiten  Extras 7 |

4= Zuriick ~ = - @ il | @Suchen [H&] Favoriten @Medien Qg | %v = = L]

Adresse @ Crigenearth07-GFPL07-GFP-4. htm j .f?'u'u'echseln zu | Links **
07-GFP-A I~
1. ... e 2l e e . 41, . e e e e .

GAACAAGCTTAT GAGCARAGCCGARGAACT GTTTACCGECETGET GCCEATTCT GET SEA
CTTETTCEAATACTCGTTTCCGCTTCTT

ACTGEATGECGAT GTGAACGECCATARAATTTAGCGT GAGCEECGAAGECGAAGGCEATGC
CTTeCCEETATTTAAAT CGCACT CECCECTTCOECTTCCGCTACS

121, . e 141, .. 161, ..
GACCTAT GECAAACT GACCCTGAARTTTATT TGCACCACCGECAAACT ZCCEET GCCETE
CTiEE GECZAC
181, e 201, . e 221, e

GoCEACCCTEET GACCACC T TTAGCTAT GGCET GCAGT GCTTTAGCCGCTAT CCGEATCA
CEECTGEEACCACT GET GEAAAT CEAT ACCGCACGT CACGAAAT CEGCDGAT AGGCCT AGT

TATEAAACAGCAACACCEST
ATACTTTETCEGTT GTGECCA

|@ Fertig I_ I_ ’_ |@ Arbeitsplatz

Abb. C.5.2-3 Subfragment mit farbiger Oligounterteilung: blau/rot - Ligationsoligos,

N K

orange/grin —Fédngeroligos. Die unterhalb der Sequenz befindlichen Linien symbolisieren die

Ldnge der Linker bzw. der PCR-Primer
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% Druckvorschau _ O]
Printersetup
|x @& g =[x 5 || 4 I yon 1 royos || E R

-
Aufirag:  o7.FP DEORIONE 123504
Hame Mastab  Reludzms DModifthat Sequens
07-GFPALL S0nhl HPLC G DAL B CTTAT GAGCALAGEE G B4 CTOTTTACC G BCOTEETHCCGAT
07-BFPA-L2 S0 nh HPLC Phos TOTOH T AL CTE AT G0 BATHTE AL C B I CATALATTTANC BTHAGD 330
07-GFPALE S0 nh HPLC Phos A B BC AL CEATH BACCTATHGCALLCT AL COTGALATTTATITHC.A
07-GFPA-L4 S0 nh HPLC Phos CCACCHECALACTHC CHETHCC BTG CHACC CTHETHACCAC CTITABCTA
07-GFPALS S0nhl HPLC Phos TGOCETECAGTOCTITAGCOGCTATCC GOATCATAT AL ACAGCALCACCGT
07-BFPAml 10mM Tresalted ACATCBCCATCCARTTC CAC CAGAATC BECACCAC BCOBETALACAG
07- GFP Aem 10mM Dresulted GTCGCATCBCCTTE GCCTTC GO CHCTCAC GLTALATTTATGGCC
07- GFP A3 10mM Tresalted CACCOHCAGTTTOCC GOTOETEC ALATALATTTC AGGETCAGTTTEHC CATA
07- GFP At 10mM Dresulted OGO TALAGCACTECACHOCATAGCTAL L BETHETCACCAGGETCG
07-BFPAph 10mM Tresalted ACCBOTHTTBCTETTTCATATCA
07- GFPATE 10mM Dresulted A AL GCTTAT AT ALAGET
07-GFPE-L1 S0nh HPLC O A A G OTTAC A BCATHATTTTTTT A M A A B G C AT CHBALGHCTATOT
07-GFPE-L2 S0nhl HPLC Phos GO AGGAACGCAC CATTTTTIAT AL A GATGATG GLAACTATAMLL S BOC T BOGE
07-BFPE-L3 S0 nh HPLC Phos A BT AL ATTTRA AB GO BATALC CTHETHALCO B ATTAACTHALA BBCATT
07-GFPE-L4 S0 nh HPLC Phos GATTTTALAGAL GATG G AACATTCTG B G0 L ATA LA AT AATATAACTATAL
07-GFPE-LS S0nh HPLC Phos CAG CATALCGTOTATATTATHEC G EATALLDA AL A AT GLAACACCGET
07- BFPE-ml 10mM Tresalted ATCATCTTTATAS S A ATBOTHCBTTC CTHCACATAGCCTTC CHBCATC GO G
07-BFPE-m2 10mM Tresalted CCABGETATE B0 OTTCAMLATTTC ACTTC OO0 B0 B3O TTTTATATIGCC
07- GFPE-m3 10mM Dresulted AGAATETTGC CATCTICTTTAL A ATC A LT GCCTTTC AGTIC AATGCGOTTCA
07- GFPE-m4 10mM Tresulted TTATCC GO CATAATATAL A CGTTATG G LT GTTATAGTTATATTC CATTTTATGGCCC
07- GFPEph 10mM Tresalted A GETETTGCGTITITCTGTT
07-GFPBpf 10mM Dresulted G DAL BCTTAC A GCATGATTTTTIT
07-GFPC-LL S0 nh HPLC G A A B CTTALD GO ATTAL A BTHAACTTTALL ATTCGC CATAACATTCA
07-GFPC-L2 S0nh HPLC Phos AGATGBCAGC BT AGCTHGC FEATC ATTATE A AGAACACT OO GATTGGD
07-BFPC-LE S0 nh HPLC Phos GATGGCCCGETECTHCTHCC HRATAL CCATTATCTHAGC AL CCAGAGCBOGT
07-GFPC-L4 S0nhl HPLC Phos TOAGCALACATCC BAAC GALL LT GC GATCATATGATTCTECTE GALTTTGT
07-BFPC-LS S0 nh HPLC Phos A 0 BECBEECATTAD DL ATHB AT BATHAACTHTATA L AT AACACCEET
07-GFPC-ml 10mM Tresulted CAGCTBCACGLTEC CATCTTE AATGHTTAT G C (A ATTTTA L L BTTC A CTTTAATS
07-GFPC-m2 10mM Tresalted GCAGCAGCACC BEECCATC G0 CAATC BEEETETICTECTHATALT
07-GFPC-m3 10mM Dresulted COTTTTTC GTTC GOATCTITG CTCAG T B UG CTCTEGETHCTCA
07-GFPC-mé 10mM Tresalted BEETAATHICE GLCBEGETCACAAATTCCABCAGAATC ATATRATC G
07-GFRCph 10mM Tresalted ACCBOTHTIGTITATACAGTICATCE
07-GFPCpf 10mM Tresalted O DAL BOTTALD T ATT AL GT

-
A H

Abb. C.5.2-4 Oligobestellung

C.5.3 Finaler Sequenzvergleich

In der Regel wird vom Finalklon eines synthetischen Gens gefordert, dass seine
Sequenz 100prozentig der Vorgabesequenz entspricht. Allenfalls stille Mutationen
kénnen in Einzelfallen toleriert werden. Um die Sequenzidentitat zu Uberprifen und
ggf. in geeigneter Weise zu dokumentieren, kann der Anwender sich der Funktion
,Extras->Sequenzvergleich" bedienen.

Das ,Sequenz 1: Vorgabesequenz in Datenbank™-Textfeld des zugehdérigen Dialogs ist
standardmaBig bereits mit der aktuellen DNA-Sequenz des Sequenzeditors belegt.
Um die Sequenzvergleichsroutine moglichst flexibel einsetzen zu kénnen, kann der
Anwender hier jedoch auch eine andere Sequenz seiner Wahl einfligen. Das , Sequenz
2" Textfeld ist fir die Sequenz des Finalklons vorgesehen. Diese wird im Regelfall die
Vorgabesequenz sowie einen kiirzeren Sequenzbereich davor und danach umfassen,
welcher mitsequenzierte Vektorsequenz darstellt. Daher wird Uber die ,Align®-
Schaltflache ein ,End-Space-Free"-Global-Alignment Algorithmus aufgerufen, der

diese Tatsache bei der Durchfiihrung des Alignments berlcksichtigt. Wird das ,Flr
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Vorgabesequenz  IUPAC-Nomenklatur beachten® gehakt, werden in der
Vorgabesequenz enthaltene degenerierte und mit IUPAC-Symbolen verschlisselte
Basenpositionen korrekt interpretiert. Letztere finden vor allem Verwendung, wenn
die Vorgabesequenz eine Genbank darstellt, die an bestimmten Positionen
randomisiert ist. Somit kann auf einfache Weise Uberprift werden, ob der Finalklon
ein Element der Genbank darstellt.

Nach Berechnung des Alignments enthalt die ,Abweichungen®-Auflistung alle
festgestellten und als Insertionen, Deletionen sowie Substitutionen klassifizierten
Unterschiede zwischen den beiden Sequenzen. Indem der Anwender eins der
Auflistungselemente auswahlt, kann er den zugehérigen Alignmentausschnitt im
~Alignment"-Feld darstellen. Zugleich wird im Sequenzeditor die Einfligemarke an die
entsprechende Basenposition gesetzt. Dies ermdglicht es dem Anwender, unmittelbar
zu erkennen, ob es sich bei einer Substitution um eine stille Mutation handelt (d.h.
die codierte Aminosauresequenz bleibt unverandert) und ob in diesem Fall eventuell

ein sehr ,schlechtes" Kodon in Bezug auf die Kodonwahl Verwendung findet.

e .
w Sequenzvergleich [ x|

AGGCTATGTGC AGGAACGCACCATTTTTTATAEAGETGATGGCAECTATAAILAGCCGCGCGGAM

Frerrrrrrrrrrerrerrrerererrrrrrerer terrr e e r e e e e e e e
AGGCTATGTGCAGGAACGCACCATTTTTTATALAGTTGATGGCAACTATALRAGCCGCGCGGRAL

y | 2

r fur Worgabesequenz [Seq. 1)
IUP&C-Homenklatur beachten

.fi.llgn Drucken kap | Abbrechen |

Sequenz 1: Worgabesequenz in D atenbank

ATGAGCAAAGGECGAAGAACTGT T TACCGGCGTGRTGECGAT TCTGGETREAACT GEATGECGATGTGAACGGLCATAAAT TTAGCG TGAGCGGLGAAG -
GLGEAAGGCEATGCGACCTATGELAAACT GACCCT GAAATTTAT T TRCACCACCGGCAAACT GLCEE T GLCGTEGLCEACCCTGET GACCACCT TTAGC
TATGRGECETGLAGTGETTTAGCCGLTATCORRAT CATATRASACAGCATGATTTTTT TAAAAGCGCGATGLCGGAAGGCTATG T GLARGAACECACCAT
TTTTTATASAGAT GATGECAACTATAAAAGCCRCGCHEEAAGT GASAT TTEAAGGCEATACCCTGGRT GAACCEGEAT TRAAMCT GAAAGGECATTRGATTTTA
AAGAAGATEGECAACAT TCTGGEGCCAT AAAATERAATATAACTATAACAGCCATAACGTRTATAT TAT GECGEGEATACACAGALLAACEECAT TAAAGTRA
ACTTTAAAATTCGLCATAACAT TRAAGATGHCAGCG TRCAGCTGGELGEAT CAT TAT CAGCAGAACACCCCRAT TRGCGEATGECCCGRTGLTGET GCCG
GATAACCAT TATCTGAGCACCCAGAGCECG LT GAGCAAAGAT COGAA CRAALAACECHAT CATATGAT TCT GLTGRAAT TTRT GACCGCRGLGHRCAT LI

Sequenz 2 Alignsequenz [wichtig: »= Datenbanksequenz]

GLCGGTGCCGTGGELCEACCCT GRTGACCACCT TTAGCTATGECGTGCAGTGCT TTAGCCGCTAT COGGRAT CATATGAAACAGCATGATTTTTT TALAA ;I
GLGCRATGECGGAAGGLTATG T GLAGGAACG CACCATTTT T TATAAAGTTRAT GG CAACTATAAAAGCCGCGCGGRAAGTRACATT TEAAGGCGATACT
CTGETGAACCECATTEAACT GAAAGGLATTRAT TT TAAAGAAGATGECAACAT TCTGRGECCAT AAAATEGEAATATAACTAT AACAGCCATAACGTGTAT
ATTATGECGGATAAACAGAASAACGECAT TAAAG TRAACT T TAAAAT TCGCCATAACAT TRAAGATGECAGCHTGLAGCTGELGEAT CAT TAT CAGCA
GAACACCCCGATT GECGATGECCCGGTECTGETGECGRATAACCATTATCT GAGCACCCAGAGCGCGCTGAGCASMAGAT CLRAACGAMAAACGLGATL
ATATGATTCTGCTGEAAT T TGTGACCECGGCGGGCAT TACCCATGECAT GRAT GAACT GTATAAAAAAT TTATACT CRATAGCTAGRAGT CAGG GGAG
TATAGGC

Abb. C.5.3-1 Sequenz-Alignment

Uber die ,Drucken“-Schaltfliche hat der Anwender die Méglichkeit, sich das
komplette Alignment der beiden Sequenzen im Druckvorschau-Fenster anzeigen zu
lassen und dieses dann beispielsweise auch auszudrucken. Uber die ,Map" Funktion
lasst sich die Alignsequenz mit zugehdriger Motivannotation ausdrucken. Dies ist fir
den Anwender besonders hilfreich, da hierbei auch die fir die Klonierung

verwendeten Restriktionsschnittstellen annotiert werden kénnen.
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‘% Druckyorschau M=] E3
Printersetup
JX%@§?=M|J|““ 1 won 14 P‘H-Hgﬁl”
Oirder Mo 07-GFP J
Custommer Dr. Raschbacher
Harne of the gene GFP; Aequorea victoria green-fluoreseent protein 06022003 12:4°
optimized for E.coli

Upper sequence: as provided
Lowrer sequence: as sequenced

——————————————————————————— ATGAGCAALGECGAAGRACTGTTTACCGGCGTG

Frrerrrerrrrrerr rrrerrrrrrrrrrnl
ASECEEACT GAGATGCT GRAGCTATT TAT GAGCAAARGOEAAGEACT FTT TACCESZET =

GTEOCEAT TCT GET GEAACT FEAT FOEAT ST EAACEEOCATARAAT T TAGCTEST QASTEHSZ
Frrrrrrerrrrerrrrer ettt e e e et ettt e
GTECOCEAT TCT GET Rl T ST FCEAT ST GAACEEOCATARAAT T TAGTST GAGTEHSC
g1 ———————— o ——— F————— F————— e o +

GAAGGOEAAGECEAT SCGEACCTAT GECAAACTSACCCT GAAA-TTTAT TT GCACCACCE

Frrrrrrerrrrerrrrerrrrrrerrrrerrrrerrrrrrt trrrrrerrrrrrrnnd
EAAGEOEAAGSCEAT SCGACCT AT HECAAACT GACCCT GAAATTTTAT TT GCACCACCES
121 ————————— o ——— F————— F————— e o +

CAAACTEZCESET GCCET GEoCEACCCT FET GACCACCTTTAGCITAT GECET SCASTSCTT

Frrrrrrerrrrerrrrerrrrrrerrrrerrrrerrrrrr e o rrrrrrrrnnd
CAARACTGCCGET GCET GOt CCT ST GACCACCT T TAGCTAT —G—ET S AT SZTT
181 ————————- o ——— F————— F————— e o +

TAGCCECTAT COGGAT CAT AT GAAACASCAT ZAT TTTTT TAALAGCEUEAT SOCGEARASE
rreerererrrrerrrrerrrrrrrrrrrerrrrerrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrd
TAGCCECTAT COGGAT CATAT GAAACASCAT ZAT TTT T T TAAAAGCECGAT SCCGEARASS

A | v

Abb. C.5.3-2 Ausdruck des Alignments der ,Vorgabesequenz" (in der Datenbank befindliche

Sequenz des synthetischen Gens) und der ,Alignsequenz" (sequenzierter Vektor & Insert)
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C.6 Analyse der Klonsequenzen

Abhangig von der Oligoqualitét und der Lange der Subfragmente missen unter
Umstédnden mehrere Dutzend Klonsequenzen eines Subfragmentes evaluiert werden,
bis ein Klon mit 100%ig korrekter Sequenz gefunden wird. Diese Arbeit kann durch
das Programmmodul ,Sequenze Analyzer® wesentlich erleichtert werden, da es die
vom Sequenzer gelieferten Klonsequenzen automatisch analysiert und bewertet, so
dass der Anwender in vielen Fallen nur noch die am besten bewertete Sequenz einer

finalen visuellen Endkontrolle unterziehen muss.

C.6.1 Durchfiihren der Analysen

Die Sequenzdateien (,.ab1“-Dateien) werden Ublicherweise in einem nach der
Auftragsbezeichnung benannten Unterverzeichnis eines allgemeinen
~Sequenzierungen®-Verzeichnis abgelegt. Der Dateiname enthalt dabei sowohl die
Auftrags- und Subfragmentbezeichnung in der Form ,003A%, als auch die
Bezeichnung des Klons.

Um die vorhandene Sequenzdateien der Klone eines bestimmten Subfragments zu
analysieren, wahlt der Anwender aus der Auftragsliste das entsprechende Projekt
aus. Wird in der nun mit den zu dem gewahlten Auftrag gehoérenden
Subfragmentkennungen geflillten Fragmentliste das gewlinschte Fragment
ausgewahlt, erstellt das Programm die passende Dateisuchmaske. Dieses Textfeld ist
jedoch frei editierbar, so dass ggf. eine abweichende Nomenklatur der Dateien
berilicksichtigt werden kann.

Das durchsuchte Verzeichnis kann im Textfeld ,Suchpfad™ angegeben werden. Durch
Betatigen der ,Wahlen"-Schaltflache gelangt der Anwender zu einem Dialog, der eine
vereinfachte Auswahl des gewiinschten Verzeichnisses gestattet: Mit der oberen
DropDown-Liste wird das gewlinschte Laufwerk gewahlt, anschlieBend kann in der

unteren hierarchischen Darstellung ein Verzeichnis markiert werden.
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Ist das Feld ,Intern Auftragsnummer anfligen™ gehakt, so fligt die Software intern an
den Suchpfad die Auftragsbezeichnung als Unterverzeichnis an, so dass der
endgliltige Dateisuchausdruck beispielsweise ,C:\Sequenzierungen\05-003\*003A*"
lautet.

Nach Betatigen der ,Analysiere“-Schaltflache analysiert die Software alle dem
Suchausdruck entsprechenden Dateien, welche noch nicht in einem friheren
Analysedurchlauf bewertet wurden. Jedoch kann durch Wahlen der Option
~Neuevaluierung bereits analysierter Dateien erzwingen™ eine Neubewertung auch
schon in der Datenbank erfasster Dateien erreicht werden. Dies ist vor allem sinnvoll,
wenn die Bewertungsparameter auf dem ,Einstellungen“-Dialog geandert wurden und
der Score aller Sequenzdateien mit den geanderten Parametern neu berechnet
werden soll.

Ist die Analyse abgeschlossen, werden die untersuchten Dateien in der Sequenzdatei-
Tabelle nach ihrer Gite, d.h. Sequenzkorrektheit, geordnet aufgelistet. Die
Bewertung erfolgt wie in Kap. B.2.5 dargestellt, so dass ein mdglichst niedriger Wert
in der Spalte ,Fehler" eine Sequenz mit wenigen (mdglichen) Fehlern charakterisiert.
Der Score wird dabei unter Verwendung der Gewichtungsparameter errechnet,
welche auf dem ,Einstellungen®-Fenster eingegenben wurden. In der ,rev“-Spalte
wird ein ,n" flr nein oder ein ,j" flr ja eingetragen, je nachdem ob die Sequenz mit
einem forward-Primer oder einem reverse-Primer sequenziert wurde, d.h. die
Sequenziersequenz mit der reverse-komplementdaren Sequenz der in der Datenbank

gespeicherten Subfragment-Zielsequenz aligned wurde.

¥ Einstellungen =10] x|

— Bewertung

Sichere |nzertionen + Deletionen I‘1r Subztitutionen |5

Urwahrzcheinl. Inzertionen I'l Subsztitutionen I'l

Ingertion alz unwahrzcheinlich klazsifizieren, fall: Peakhohe kleiner |3D % des letzten komekten Peaks

Meusvaluierung bereitz analysisrter D ateien erzwingen -

Bei Fragmentwahl nur neuanalysiete Files anzeigen |_

Abb. C.6.1-2 Einstellungen"-Dialog

Wenngleich die Analyse einer Sequenzdatei auf einem dem Stand der Technik
entsprechenden Rechner in weniger als zwei Sekunden abgeschlossen ist, kann es bei
einer Vielzahl von zu analysierenden Fragmenten und Klonsequenzen zu
unangenehmen Wartezeiten wahrend der Arbeit mit dem Programm kommen. Daher

bietet die Funktion ,Alle analysieren" die Méglichkeit, automatisch alle vorhandenen
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Sequenzdateien der in der Auftragsliste aufgeflihrten Projekte zu analysieren. Auf
diese Weise konnen nach Abschluss der Analysen die Ergebnisse ohne weitere

Verzégerungen begutachtet werden.

C.6.2 Ansicht der Analyse eines bestimmten Sequenzfiles

Wahlt der Anwender einen Auftrag und ein dazugehériges Subfragment aus den
Listenfeldern aus, so werden in der Dateien-Tabelle alle im letzten Analysevorgang
untersuchten Sequenzdateien aufgelistet. Jedoch kdénnen mit der ,Alle Sedfiles"-
Schaltflache auch samtliche in der Datenbank gespeicherten (und bei friheren
Analysen bewerteten) Dateien aufgelistet werden.

Wahlt der Anwender eine Datei aus der Tabelle aus, so wird das
Sequenzelektropherogramm mit den vom Basecaller benannten Basen angezeigt.
Unterhalb dieser Sequenz befindet sich das Alignment der in der Datenbank
gespeicherten Zielsequenz des Subfragmentes. Mit Hilfe des ,Chromatogramm®-
Schiebereglers kann der Anwender den gezeigten Ausschnitt kontinuierlich
verschieben. Der Name der gezeigten Sequenzdatei wird oberhalb des
Elektropherogramms dargestellt.

Wie in Kap. B.2.5 dargestellt, unterscheidet der SequenceAnalyzer zwischen
»Sicheren™ und ,,unwahrscheinlichen™ Fehlern. Diese werden unter Angabe der Art des
Fehlers (Del, Ins, Sub mit Angabe der relevanten Basen) und der Basenposition in
zwei Listenfeldern aufgefthrt.

Markiert der Anwender einen Eintrag, so wird automatisch das Elektropherogramm so
verschoben, dass die entsprechende Problemstelle in der Mitte des gezeigten
Ausschnitts dargestellt ist. Um die Art des Fehlers optisch leicht erkennbar
darzustellen, wird zwischen den beiden Basensegenzen in einer etwas grdBeren
Schriftart dargestellt, welche Verdnderungen notwendig waren, um die fehlerhafte
Klonsequenz zu berichtigen. Im Falle von Substitutionen ist dies die korrekte Base,
bei Insertionen symbolisiert ein groBes ,X", dass die entsprechende Base aus der
Klonsequenz gestrichen werden misste. Deletionen werden durch die fehlende Base
angezeigt, wobei eine Verbindungslinie den genauen Ort anzeigt, an dem die Base
insertiert werden musste. Auf diese Weise kann der Anwender visuell anhand des
Elektropherogramms leicht erkennen, ob ein angezeigter Fehler tatsachlich vorliegt

oder eine Fehlinterpretation durch den Basecaller vorliegt.
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a; | b; | c; |
Abb. 6.2-1 Sichere Fehler: a;Substitution ,T->G", b;Deletion ,C", c;Insertion ,A"

Neben der Auswahl eines Fehlers in den beiden Listenfeldern hat der Anwender auch
die Moglichkeit, mit den beiden Schiebereglern ,sichere Fehler® und
Lunwahrscheinliche Fehler®* bequem von einer Problemstelle zur nachsten zu
springen.

In der Praxis wird der Anwender zunachst die Sequenzdatei visuell Uberprifen,
welche den niedrigsten Fehlerscore aufweist, und dann zuerst die eventuell

angezeigten ,sicheren Fehler" Giberprifen.

a; | b; | c;

Abb. 6.2-2 unwahrscheinliche Fehler: a,; Insertion ,N“, b, nicht sicher erkannte Base A,

¢, Insertion eines ,C"

Liegen keine solchen vor oder liegt hierbei eine softwareseitige Fehlinterpretation vor,
ist es dennoch empfehlenswert im Rahmen einer visuellen Endkontrolle auch die als
Lunwahrscheinlich® klassifizierten Fehler zu inspizieren.

Ist schlieBlich eine fehlerfreie Sequenz gefunden, kann der zugehdrige Klon anhand

des Dateinamens indentifiziert werden.
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Mit den Schaltflachen ,Richtig®, ,Falsch™ und ,?" kann der Anwender eine analysierte
Sequenzdatei endgliltig bewerten. Das Fragezeichen steht dabei fir den Fall, dass
eine Datei zwar als gesehen gekennzeichnet werden soll, aber kein endgdiltiges Urteil
Uber die Sequenzkorrektheit getroffen wurde. Nach Betatigen der entsprechenden
Schaltflachen wird die Beurteilungin die , Ok™-Spalte GUbernommen und automatisch

die nachste Sequenzdatei aufgerufen.
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D Diskussion und Ausblick

D Diskussion und Ausblick

D.1 Diskussion

Mit der GeneOptimizer-Suite und dem SequenceAnalyzer liegt ein
benutzerfreundliches Softwarepaket vor, welches derzeit alle wesentlichen Schritte
der Gensynthese, angefangen vom Design Uber die Produktionsunterstiitzung bis hin
zur Sequenzauswertung unterstitzt. Dabei konnte im Rahmen dieser Arbeit ein
neuartiger Optimierungsalgorithmus entwickelt werden, der wesentliche Vorteile
gegenuber den literaturbekannten Verfahren bietet. Viele Charakteristika einer DNA-
Sequenz lassen sich als vollstdndig (z.B. DNA-Motive wie RE-Sites) oder zumindest
teilweise lokale (lokaler GC-Gehalt, Haarnadelschleifen, Homologiebereiche zu
anderen Sequenzen, etc.) Phanomene beschreiben, welche sich in einem
Sequenzfenster von wenigen Kodons abspielen. Mit Hilfe des ,gleitenden
Kombinationsfensters® kann erstmals vollautomatisch ein synthetisches Gen
entworfen werden, dessen Sequenz den vom Anwender vorgegebenen Zielen in
Bezug auf die genannten Eigenschaften in nahezu optimaler Weise entspricht. Im
Gegensatz dazu werden sich rein stochastische Verfahren der (lokal) optimalen
Sequenz in den meisten Fédllen nur annahern kbdnnen. Dies ist besonders
offensichtlich bei der gewiinschten Einfihrung bestimmter Sequenzmotive, da hierbei
die Veranderung eines einzigen Kodons Uber das Vorkommen des Motives in der
Sequenz entscheiden kann. Andererseits kann bei der durch unser Verfahren
idealerweise betriebenen vollstéandigen Durchtestung des KDS-Kombinationsraumes
auch die Sequenz gefunden werden, die ein durch eine Haufigkeitsmatrix definiertes
DNA-Motiv durch Eleminierung der fir die Aktivitdat wichtigsten Basen am effektivsten
ausschaltet (bzw. eine ideale Kompromisslésung bei Einbeziehung anderer Kriterien
gefunden werden).

Dehnt man die Betrachtung auf Kriterien aus, welche sich nicht als rein lokale
Phanomene beschreiben lassen, wie beispielsweise Repetitionen, scheint die
Anwendung stochastischer Methoden, die in jedem Optimierungsschritt bereits die
Gesamtsequenz variieren und bewerten kénnen, Vorteile aufzuweisen. Wiirde die
Rucklibersetzung einer Aminosduresequenz bei Verwendung optimaler Kodons zu
einer DNA-Sequenz flihren, welche zwei am Anfang bzw. im Endbereich liegende
identische Bereiche aufweist, so ist ein stochastischer Algorithmus in der Lage, diese
Repetition durch die Einfihrung synonymer ,schlechterer® Kodons in beiden der
urspringlich zueinander homologen Sequenzabschnitte zu eleminieren. Das in 5->3’

gleitende Kombinationsfenster wiirde dagegen die optimale Kodonwahl im ersten
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Abschnitt belassen und die Entstehung einer Repetition durch Verwendung
schlechterer Kodons im endstandigen Bereich vermeiden.

Diese auf den ersten Blick unglnstige Haufung schlechterer Kodons im zweiten
Bereich (und die ausschlieBliche Verwendung optimaler im ersten Abschnitt) ist
jedoch tatsachlich im biologischen System vermutlich die bessere Ldsung.
Experimentell konnte gezeigt werden, dass flr die optimale Expression von Proteinen
die Verwendung optimaler Kodons besonders am 5’-Ende der RNA entscheidend ist,
wahrend weiter stomabwarts gelegene schlechtere Kodons eher toleriert werden
[Rosenberg 1993, Goldman 1995].

Nach der Ermittlung der optimierten Sequenz erlauben vielfaltige integrierte
Analysewerkzeuge dem Anwender, in Hinblick auf die Optimierung einen Vorher-
Nachher-Vergleich durchzufiihren und somit interaktiv die Optimierungsparameter so
anzupassen, dass die Eigenschaften der finalen Sequenz seinen Vorstellungen
madglichst nahe kommen. Auch der weitere Produktionsprozess, lUber die Aufspaltung
in Subfragmente bis zu Oligodesign und der finalen Sequenzkontrolle wird von der
Software in einer integrierten Arbeitsumgebung unterstiitzt.

Mit dem Sequenzanalyzer-Programm kann der mit herkédmmlicher Software
besonders arbeitsintensive Schritt der Sequenzkontrolle der Subfragment-Klone
wesentlich erleichtert werden. Statt mehrerer Dutzend (berwiegend visuell zu
analysierender Sequenzen pro Subfragment muss jetzt in vielen Fallen nur noch eine
Sequenz einer visuellen Endkontrolle unterzogen werden.

Insgesamt konnten die zu Beginn der Arbeit gesetzten Ziele in vollem Umfang
erreicht werden. Bereits im Laufe der Programmentwicklung wurden mittlerweile tGber
tausend synthetische Gene mit Hilfe der GeneOptimizer Suite designed und/oder ihre
Herstellung softwareseitig unterstitzt. Ihr Einsatzgebiet umfasst dabei ein breites
Spektrum von der molekularbiologischen Grundlagenforschung (ber die
biomedizinische Forschung (Entwicklung von DNA-Impfstoffen z.B. gegen HIV,
Diagnostika etc.) bis hin zur Verbesserung biotechnologischer Produktionsprozesse
(beispielsweise von Protein-Generika) und sowohl die Industrie als auch Hochschulen

und 6ffentliche Forschungseinrichtungen zahlen zum Anwenderkreis.

D.2 Ausblick

Eine Weiterentwicklung des Softwarepakets ist in erster Linie in zwei Richtungen
denkbar. Dies ist zum einen natirlich die Verbesserung des Optimierungsprozesses
und die Berlicksichtigung weiterer Optimierungskriterien.

Analysiert man die Kodonwahl von Escherichia coli nicht nur hinsichlich der Frequenz

der verwendeten Kodons, sondern bericksichtigt auch, welche Kodons in der
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Sequenz paarweise aufeinanderfolgen, so findet man unter Berlicksichtigung von
weiteren  Parametern wie der leicht ungleichmaBigen Verteilung von
Aminosaurepaarungen, dass bestimmte Kodonpaarungen in codierenden Sequenzen
unterreprasentiert sind, andere wiederum Uberreprdsentiert. Des weiteren findet
man, dass hochexprimierte Gene bevorzugt im Gesamttranskriptom
unterreprasentierte Kodonpaarungen aufweisen [Hatfield 1992]. Irwin et. al konnten
auch im Experiment an ausgewahlten Kodonpaar-Beispielen zeigen, dass sich die
Schrittzeiten der Translation von unterreprasentierten und Uberreprasentierten
Kodonpaarungen deutlich unterschieden [Irwin 1995]. Dies ist mdglicherweise auf die
unterschiedliche Kompatibilitat benachbarter tRNA-Isoakzeptoren zurickzufihren.
Prinzipiell kdnnte nun eine bei der Optimierung verwendete Gutefunktion nicht nur
den Codon-Adaption-Index zur Bewertung heranziehen, sondern auch die Art der in
der Testsequenz verwendeten Kodonpaarungen. Zusatzlich zur Codon-Usage-Tabelle
miusste also auch eine Kodon-Paar-Tabelle hinterlegt werden. Ob dieses zusatzliche
Kriterium die Expression von synthetischen Genen mit hohem CAI jedoch tatsachlich
noch weiter steigern kann, koénnte beispielsweise in Vergleichsexperimenten mit

unterschiedlich optimierten synthetischen Genen gezeigt werden.

Wenngleich die in Kap. A.4 angesprochene Kassettenmutagenese heute an
Bedeutung verloren hat, ist es dennoch des 6fteren erforderlich, an einer bestimmten
Stelle eine singulare Restriktionsschnittstelle einzufiihren. Diese Aufgabe lasst sich
momentan mit GeneOptimizer nur umstandlich 16sen. Denkbar ware hier eine
Funktion, bei der der Anwender den Insertionsbereich markiert und eine Reihe in
Frage kommender Restriktionsschnittstellen vorgibt. GeneOptimizer prasentiert dem
Anwender dann diejenigen Schnittstellen, welche sich einerseits im gewahlten
Sequenzbereich durch Wahl geeigneter Kodons einflihren lassen und die andererseits
im Rest der Sequenz vermieden werden koénnen. Darlber hinaus sollten in den
Angaben auch Informationen darlber enthalten sein, mit welchen Kodons (haufig
oder selten genutzte) die Schnittstellen eingeflihrt bzw. vermieden werden kénnen.
Auf diese Weise kann der Anwender unter denjenigen Schnittstellen wahlen, welche
zum einen unter Nutzung ,guter" Kodons eingefihrt werden kénnen, die aber, ohne
auf sehr schlechte Kodons zuriickgreifen zu missen, in der restlichen Sequenz
vermieden werden kénnen.

Ist die Entscheidung fir eine Schnittstelle (oder auch ein anderes DNA-Motiv)
gefallen, kdnnte dieses auf zwei Arten festgelegt werden. Zum einen kdnnte die
Sequenz direkt an der entsprechden Stelle festgelegt und geschiitzt werden. Eine
vorteilhaftere Methode bestiinde darin, den Sitescore fiir die Einfihrung oder
Vermeidung von DNA-Motiven positionsabhdngig zu gestalten. Das heif3t, an der

Insertionsstelle wird ein positiver Sitescore vergeben, im Rest der Sequenz ein
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negativer. Diese Verfahrensweise hat den Vorteil, dass bei Motiven, welche
degenerierte Basenpositionen aufweisen, bei der Optimierung auch andere Kriterien
weiterhin berlcksichtigt werden kdnnen, da die Variationsmoglichkeiten an den

degenerierten Positionen nicht eingeschrankt werden.

Eine positionsabhangige Bewertung kdnnte auch in Zusammenhang mit invers-
komplementaren Repetitionen sinnvoll sein, da insbesondere die Bildung von
Haarnadelschleifen, verursacht durch nahe beieinander liegende invers-

komplementare Repetitionen, vermieden werden sollte.

. ) ] nicht berechneter, mit 0
invers-komplementarer Symmetrie- initialisierter Teil der Dynamic-
Endteil der Testsequenz Diagonale Programming-Tabelle

Abb. D.2-1  Erkennung von zueinander invers-komplementédren Bereichen mit Hilfe des
Dynamic-Programming

Will man nahe beieinander liegende zueinander invers-komplementare Bereiche im
Verhdltnis zu weiter voneinander entfernten Bereichen mit einem hdheren Score
gewichten, so kann dies dadurch erreicht werden, dass der Match-Score in einem
Bereich, der von der Symmetrie-Diagonalen und einer dazu parallelen Diagonalen

begrenzt wird, héher gesetzt wird, als auBerhalb dieses Bereiches.

GeneOptimizer bietet bereits die Mdglichkeit, zu einer gegebenen (relativ kurzen)
Sequenz homologe Abschnitte bei der Optimierung zu vermeiden. Jedoch ist die
Integration einer derartigen Uberpriifung in Bezug auf Homologien zu einem ganzen
Wirts-Genom in den bestehenden Algorithmus offensichtlich nicht mdglich, da die
benétigte Rechenzeit selbst bei kleinen Genomen in inakzeptable GréBenordungen
vorstoBen wiirde. Aus zwei Griinden wére jedoch eine derartige Uberpriifung dennoch
wilnschenswert. Abhangig vom Einsatzgebiet des synthetischen Gens sollten

ausgedehnte Homologien vermieden werden, um eine Einrekombination in das
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Genom des Zielorganismus sicher zu vermeiden. Ebenfalls sollten zum Transkriptom
des Organismus invers komplementdre Sequenzidentitaten von mehr als 20
Nucleotiden ausgeschlossen werden. Dies liegt im von Science bereits als
J~breakthrough of the year" [Couzin 2002] gefeierten Phanomen der RNA-Interferenz
begriindet. Dabei wird die Expression von Genen durch enzymatische Zerstérung der
transkribierten RNA verhindert, falls diese eine exakte Sequenziibereinstimmung von
mehr als 20 Nucleotiden zu einer in die Zelle eingebrachten oder dort gebildeten
doppelstrangigen RNA aufweist.

Nun ist die Bildung von solch exakten (>20 Nt) oder weiter ausgedehnten aber
weniger exakten Homologien jedoch eher unwahrscheinlich. In einer Erweiterung der
Software kénnte eine derartige Uberpriifung daher nach Abschluss der Optimierung
mit  einer automatisierten @ BLAST-Suche durchgefihrt werden. Etwaige
Sequenzidentitaten wiirden dann in die Liste auszuschlieBender DNA-Motive
aufgenommen, homologe Bereiche des Wirtsgenomes in den Homologiecheck
(Projekteigenschaften->Homologiechek) einbezogen und die Optimierung erneut
gestartet. Dass durch die nun erfolgende Vermeidung der Sequenzidentitaten/starker
Homologien wiederum andere derartige Problemsequenzen erzeugt werden, ist
nahezu ausgeschlossen. Jedoch kénnte der Ablauf Optimierung->Uberpriifung-
>erneute Optimierung mit neuen Sequenzausschlusskriterien prinzipiell so oft
durchgefiihrt werden, bis alle Sequenzidentitaten vermieden sind bzw. die Homologie

zum Genom auf ein akzeptables MaB reduziert wurde.

Durch die Verwendung einer prinzipiell beliebig komplexen Gutefunktion ist der
entwickelte Algorithmus jedoch nicht auf die bereits implementierten oder oben
genannten Kriterien limitiert, sondern kann auch in Zukunft flexibel an neue

experimentelle Erkenntnisse und Anforderungen angepasst werden.

Mit zunehmender Automatisierung des Produktionsprozesses wird es jedoch auch
erforderlich werden, die einzelnen Roboterplattformen mdglichst nahtlos in die
Gesamt-IT-Struktur mit der GeneOptimizer-Suite und der zugrundeliegenden
Datenbank als Datenzentrale zu integrieren. Wéhrend der GeneOptimizer momentan
nur die Sequenzrohdaten zur ggf. auch manuellen Weiterverarbeitung zu Verfliigung
stellt, werden zunehmend Steuerungsaufgaben, also beispielsweise die automatische
Erstellung von Roboter-Steuerungsskripten, den Funktionsumfang von Geneoptimizer
erganzen missen.

Konkret bedeutet dies z.B., die bereits vorhandenen Informationen zu den bendtigten
Oligonucleotiden (Sequenz, Synthesemalstab, etc.) in ein Steuerprotokoll fir einen
automatischen Hochdurchsatz-Oligonucleotidsynthesizer zu konvertieren. Wahrend

dies im wesentlichen eine Frage des Datenformats darstellt, stellt der logisch nachste
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Automatisierungsschritt, namlich das automatisierte Zusammenpipettieren der
zusammengehorigen Oligonucleotide fir die Batch-Synthese der Subfragmente
bereits eine anspruchsvollere Aufgabe dar. Mittel- und langfristig sollten in die IT-
Struktur auch die Funktionen eines Labor-Informations-Managementsystems
integriert werden. Dies bedeutet zum einen, dass jederzeit der Synthesefortschritt
mit Hinweisen auf eventuell notwendige, vom Anwender auszufiihrende Tatigkeiten
abgefragt werden kann, zum anderen kdnnen alle ausgefiuihrten Arbeitsschritte
zusammen mit Informationen bezliglich der verwendeten Chemikalien etc.
protokolliert werden. Letzteres ist insbesondere in Verbindung mit dem Arbeiten
unter GLP-Bedingungen wichtig. Dariber hinaus kann das System auch logistische
Hilfestellung leisten, indem rechtzeitig auf die nétige Bestellung von Reagenzien etc.

hingewiesen wird.

Mit der GeneOptimizer-Suite wurde die softwareseitige Grundlage fir eine
Hochdurchsatz-Optimierung und -Synthese artifizieller Gene gelegt. Als eines der
machtigsten Werkzeuge der Gentechnologie eréffnen synthetische Gene ungeahnte
Chancen und Médglichkeiten, und es bleibt zu hoffen, dass dieses Werkzeug in

wissenschaftlich und ethisch verantwortungsvoller Weise seinen Einsatz findet.
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Zur Erlauterung siehe Kap. B.2.3.9

KDS-Startposition 1  bei Aminosdure 1 E

KDS CU GC Site  Rep Alignment Gesamt-Score
Testsequenz

GAACAGTTC 92 5 0 0,0 G 87,0
GAACAGTTC G

GAACAGTTT 100 19 0 0,0 ?T 81,0
GAACAGTTT TT

GAGCAGTTT 82 5 0 0,0 BG 77,0
GAGCAGTTT AG

GAGCAGTTC 73 5 0 0,0 7‘*? 68,0
GAGCAGTTC AG

GAACAATTC 76 19 0 00 A& 57,0
GAACAATTC AA

GAGCAATTC 58 5 0 0,0 ? 53,0
GAGCAATTC G

GAACAATTT 85 38 0 0,0 ‘ﬁ‘* 47,0
GAACAATTT AA

GAGCAATTT 66 19 0 00 T 47,0
GAGCAATTT TT

KDS-Startposition 4  bej Aminosdure 2 0

KDS CU GC Site  Rep Alignment Gesamt-Score
Testsequenz

CAGTTCATC 86 8 0 0,0 5 78,0
GAACAGTTCATC CA

CAGTTTATC 94 19 0 00 T 75,0
GAACAGTTTATC TT

CAGTTCATT 92 19 0 0,0 5 73,0
GAACAGTTCATT CA

CAGTTTATT 100 33 0 00 T 67,0
GAACAGTTTATT T

CAATTCATC 70 19 0 0,0 N 51,0
GAACAATTCATC AA

CAATTTATC 79 33 0 00 AR 46,0
GAACAATTTATC AA

CAGTTCATA 63 19 0 00 % 44,0
GAACAGTTCATA CA

CAATTCATT 176 33 0 00 ATT 43,0
GAACAATTCATT ATT

CAGTTTATA 71 33 0 00 T 38,0
GAACAGTTTATA TT
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CAATTTATT 85 48 0 0,0 T 37,0
GAACAATTTATT ATT

CAATTCATA 48 33 0 0,0 o 15,0
GAACAATTCATA AR

CAATTTATA 56 48 0 0,0 BR 8,0
GAACAATTTATA AR

KDS-Startposition 7  bei Aminoséure 3 F

KDS CU GC Site  Rep Alignment Gesamt-Score
Testsequenz

TTCATCATC 80 10 0 00 fﬁ‘xﬁ 70,0
GAACAGTTCATCATC TCATC

TTTATCATC 88 19 0 0,0 e 69,0
GAACAGTTTATCATC ATC

TTCATTATC 86 19 0 00 ﬁ& 67,0
GAACAGTTCATTATC CA

TTCATCATT 86 19 0 0,0 Tt 67,0
GAACAGTTCATCATT TCAT

TTTATTATC 94 30 0 0,0 TIRT 64,0
GAACAGTTTATTATC TTAT

TTTATCATT 94 30 0 0,0 o 64,0
GAACAGTTTATCATT CA

TTCATTATT 92 30 0 0,0 M 62,0
GAACAGTTCATTATT ATT

TTTATTATT 100 42 0 0,0 TIRTT 58,0
GAACAGTTTATTATT TTATT

TTCATCATA 57 19 0 0,0 TeAT 38,0
GAACAGTTCATCATA TCAT

TTCATAATC 57 19 0 0,0 N 38,0
GAACAGTTCATAATC AR

TTTATCATA 65 30 0 0,0 5 35,0
GAACAGTTTATCATA CA

TTTATAATC 65 30 0 0,0 M 35,0
GAACAGTTTATAATC AA

TTCATTATA 63 30 0 0,0 N 33,0
GAACAGTTCATTATA CA

TTCATAATT 63 30 0 0,0 o 33,0
GAACAGTTCATAATT AA

TTTATTATA 71 42 0 0,0 TTAT 29,0
GAACAGTTTATTATA TTAT

TTTATAATT 7] 42 0 0,0 o 29,0
GAACAGTTTATAATT AA

TTCATAATA 34 30 0 0,0 e 4,0
GAACAGTTCATAATA ATA

TTTATAATA 43 42 0 0,0 Zﬁ?‘% 1,0
GAACAGTTTATAATA ATA
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KDS-Startposition 10 bei Aminosiure 4 1

KDS CU GC Site  Rep Alignment Gesamt-Score
Testsequenz

ATCATCAAA 88 19 0 0,0 TEATER 69,0
GAACAGTTCATCATCAAA TCATCA

ATTATCAAA 94 28 0 0,0 on 66,0
GAACAGTTCATTATCAAA TCA

ATCATTAAA 94 28 0 0,0 ﬁ?ﬁ 66,0
GAACAGTTCATCATTAAA TCAT

ATTATTAAA 100 38 0 0,0 Z?Tﬁ* 62,0
GAACAGTTCATTATTAAA ATTA

ATCATCAAG 65 11 0 0,0 sz% 54,0
GAACAGTTCATCATCAAG TCATCA

ATTATCAAG 71 19 0 00 ?ﬁ‘x 52,0
GAACAGTTCATTATCAAG TCA

ATCATTAAG 171 19 0 0,0 ?%T 52,0
GAACAGTTCATCATTAAG TCAT

ATTATTAAG 77 28 0 0,0 iﬁﬁx 49,0
GAACAGTTCATTATTAAG ATTA

ATCATAAAA 65 28 0 0,0 ?%T 37,0
GAACAGTTCATCATAAAA TCAT

ATAATCAAA 65 28 0 0,0 TER 37,0
GAACAGTTCATAATCAAA TCA

ATTATAAAA 7] 38 0 0,0 RAAR 33,0
GAACAGTTCATTATAAAA AAA

ATAATTAAA 7] 38 0 0,0 ?Zﬁ% 33,0
GAACAGTTCATAATTAAA TAA

ATCATAAAG 43 19 0 0,0 ??‘?T 24,0
GAACAGTTCATCATAAAG TCAT

ATAATCAAG 43 19 0 0,0 TR 24,0
GAACAGTTCATAATCAAG TCA

ATTATAAAG 49 28 0 0,0 Z‘V? 21,0
GAACAGTTCATTATAAAG AA

ATAATTAAG 49 28 0 0,0 %7‘* 21,0
GAACAGTTCATAATTAAG TAA

ATAATAAAA 43 38 0 0,0 ATAR 5,0
GAACAGTTCATAATAAAA ATAA

ATAATAAAG 20 28 0 0,0 Zﬁzﬁ‘* -8,0
GAACAGTTCATAATAAAG ATAA

KDS-Startposition 13 bei Aminoséure 51

KDS CU GC Site  Rep Alignment Gesamt-Score
Testsequenz

ATCAAAAAC 94 19 0 0,0 ?%T% 75,0
GAACAGTTCATCATCAAAAAC TCATCA

ATTAAAAAC 100 27 0 0,0 TERT 73,0
GAACAGTTCATCATTAAAAAC TCAT
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ATCAAAAAT 88 27 0 00 ??Zﬁ% 61,0
GAACAGTTCATCATCAAAAAT TCATCA

ATTAAAAAT 94 35 0 0,0 TeAT 59,0
GAACAGTTCATCATTAAAAAT TCAT

ATTAAGAAC 77 19 0 0,0 GRRG 58,0
GAACAGTTCATCATTAAGAAC GAAC

ATCAAGAAC 71 13 0 0,0 T 58,0
GAACAGTTCATCATCAAGAAC TCATCA

ATCAAGAAT 65 19 0 0,0 TERTER 46,0
GAACAGTTCATCATCAAGAAT TCATCA

ATTAAGAAT 71 27 0 0,0 TCAT 44,0
GAACAGTTCATCATTAAGAAT TCAT

ATAMMAMAC 71 27 0 00 O 440
GAACAGTTCATCATAAAAAAC TCATCATAAAAA

ATANAMT 65,35 0 00 AR 300
GAACAGTTCATCATAAAAAAT TCATCATAAAAR

ATAAAGAAC 49 19 0 00 GRAC 30,0
GAACAGTTCATCATAAAGAAC GAAC

ATAAAGAAT 43 27 0 0,0 TGAT 16,0
GAACAGTTCATCATAAAGAAT TCAT

KDS-Startposition 16 bei Aminosiure 6 K

KDS CU GC Site  Rep Alignment Gesamt-Score
Testsequenz

AAAAATATG 94 26 0 0,0 ??Zﬁ% 68,0
GAACAGTTCATCATCAAAAATATG TCATCA

AAGAATATG 71 19 0 00 TCATCA 52.0
GAACAGTTCATCATCAAGAATATG TCATCA

AAAAACATG 100 19 200000 0,0 T 19,0
GAACAGTTCATCATCAAAAACATG TCATCA

AAGAACATG 77 13 200000 0,0 TR 36,0
GAACAGTTCATCATCAAGAACATG TCATCA

KDS-Startposition 19  bei Aminoséure 7 N

KDS CU GC Site  Rep Alignment Gesamt-Score
Testsequenz

AATATGTTT 94 35 0 0,0 ?%T% 59,0
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTT TCATCA

AATATGTTC 86 28 0 0,0 F%T% 58,0
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTC TCATCA

AACATGTTT 100 28 200000 0,0 T )28,0
GAACAGTTCATCATCAAAAACATGTTT TCATCA

AACATGTTC 92 21 200000 0,0 BACATGTTC 29,0
GAACAGTTCATCATCAAAAACATGTTC AACA-GTTC
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KDS-Startposition 22  bei Aminosiure 8§ M
KDS CU GC Site  Rep Alignment Gesamt-Score
Testsequenz
ATGTTTATC 94 35 0 0,0 TEATER 59,0
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATC TCATCA
ATGTTTATT 100 42 0 00 ?%T% 58,0
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATT TCATCA
ATGTTCATT 92 35 0 0,0 FTTERT 57,0
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTCATT GTTCAT
ATGTTCATC 86 28 0 12,5 GTTCATE 45,0
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTCATC GTTCATC
ATGTTTATA 71 42 0 0,0 ?%T% 29.0
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATA TCATCA
ATGTTCATA 63 35 0 00 GTTCAT 28.0
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTCATA GTTCAT
KDS-Startposition 25  bei Aminosiure 9 F
KDS CU GC Site  Rep Alignment Gesamt-Score
Testsequenz
TTTATTATC 94 42 0 0,0 TERTER 52,0
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATTATC TCATCA
TTTATCATT 94 42 0 0,0 ?%T% 52.0
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATCATT TCATCA
TTCATTATT 92 42 0 0,0 ‘GW%T 50,0
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTCATTATT GTTCAT
TTTATCATC 88 35 0 12,5 GITIATCATE 40,0
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATCATC GTTCATCATC

TCATCA--AAAATATGTTTATTATT
TTTATTATT 100 49 0 125 LT U0 LT T 38,0
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATTATT TCATCATCAAAA-ATATGT-TTATT
TTCATTATC 86 35 0 12,5 C\;H%Tmﬁﬁj 38,0
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTCATTATC GTTCATCATC
IO 56,38 e Qo A 540
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTCATCATT GTTCATCAT
TICATONTC 5028 s rnner 0 200 T 320
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTCATCATC GTTCATCATC
TTTATCATA 65 42 0 0,0 TR 23,0
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATCATA TCATCA
TTTATAATC 65 42 0 00 TCATCA 23.0
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATAATC TCATCA
TTTATTATA 71 49 0 0,0 ?%T% 22.0
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATTATA TCATCA
TTTATAATT 71 49 0 0,0 TERTER 22,0
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATAATT TCATCA
TTCATAATT 63 42 0 00 GITeaT 21,0
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTCATAATT GTTCAT
TTCATTATA 63 42 0 0,0 ‘GW%T 21,0
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTCATTATA GTTCAT
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TTCATAATC 57 35 0 12,5 c‘;ﬁcl:ﬁmﬁcl: 9,0
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTCATAATC GTTCATCATC

L AR N SN (N GTITATEAT 5.0
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTCATCATA GTTCATCAT

TTTATAATA 43 49 0 00 ?%T% -6,0
GAACAGTTCATCATCARAAATATGTTTATAATA TCATCA

TTCATAATA 34 42 0 0,0 ?H%T -8.0
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTCATAATA GTTCAT

KDS-Startposition 28 bei Aminosiure 10 1

KDS CU GC Site  Rep Alignment Gesamt-Score
Testsequenz

B ST N I R 32,0
GAACAGTTCATCATCAAARATATGTTTATTATCARA GTTCATCATCAAA

ATCATTAAA 94 39 rendci 2 GTITATGATTARA 32,0
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATCATTAAA GTTCATCATCAAA

ATTATCAAG 71 42 0 0,0 ?%T% 29.0
GAACAGTTCATCATCAARAAATATGTTTATTATCAAG TCATCA

ATCATTAAG 7] 42 0 0,0 T"(ﬁ‘x?(‘j% 29,0
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATCATTAAG TCATCA

ATTATTAAA 100 57 0 149 TCATCA——AAAATATGTTTATTATI“? 28,0
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATTATTAAA teAtEATcAAAA - Atatat -t hAdHA

R T SN T 260
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATCATCAAA GTTCATCATCAAA

ATTATAAAA 71 57 0 0,0 ?%T% 14,0
GAACAGTTCATCATCARAAATATGTTTATTATAAAA TCATCA

ATAATTAAA 71 57 0 0,0 $(|ZZ‘AT% 14,0
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATAATTAAA TCATCA

ATTATTAAG 77 49 0 149 CATCA——AAAATATGTTTATTATI“? 13,0
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATTATTAAG PeAEATCAAAA At bt b hAdHA

i S N T R 13,0
GAACAGTTCATCATCAARAAATATGTTTATCATCAAG GTTCATCATCAA

ATAATCAAA 65 49 0 125 GTITATRATCARS 3.0
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATAATCAAA GTTCATCATCAAA

ATCATAMAA 65 39 rorndealt? R Lo
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATCATAAAA GTTCATCATCAAAA

ATAATCAAG 43 42 0 0,0 F%T% 1,0
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATAATCAAG TCATCA

ATTATAAAG 49 49 0 0,0 ?%T% 0,0
GAACAGTTCATCATCAARAAATATGTTTATTATAAAG TCATCA

ATAATTAAG 49 49 0 00 F%T% 0,0
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATAATTAAG TCATCA

ATCATAAAG 43 42 0 12,5 C‘;HTZ‘%T%TM‘J‘% -12,0
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATCATAAAG GTTCATCATCAAA

ATAATAAAA 43 57 0 0,0 ??Zﬁﬁ\ -14,0
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATAATAAAA TCATCA

ATAATAAAG 20 49 0 0,0 ??ﬁ% -29,0
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATAATAAAG TCATCA
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KDS-Startposition 31 bei Aminosiure 11 1

KDS CU GC Site  Rep Alignment Gesamt-Score

Testsequenz

ATCAAGAAC 71 42 0 0,0 ?%T% 29.0

GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATTATCAAGAAC TCATCA

ATTAAARAC 100 57 ) 149 T TSI 280
b b

GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATTATTAAAAAC TCATCATCAAAA-ATATGT-TTATTA

ATCAMANC 94 49 0 174 T 20

GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATTATCAAAAAC GTTCATCATCAAAARA

ATTAAAAAT 94 64 0 14.9 TCATCA——AAAATATGTTTATTAT% 15.0
b b

GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATTATTAAAAAT %é%+é£TCAAAA—A+A+G+—++ATTA

ATTAAGAAC 77 49 0 14.9 TCATCA--AARATATGTTTATTATTA 13.0
3 9

GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATTATTAAGAAC pehbbAreAAAAAbabat-tbAdHA

ATCAAMAAT 88 57 0 200 AT CAAAT 1.0

GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATTATCAAAAAT GTTCATCATCAAAAAT

ATCARGAAT o5 49 0 128 R 0

GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATTATCAAGAAT GTTCATCATCAAAAAT

ATAAAGAAC 49 49 0 0,0 ?%T% 0,0

GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATTATAAAGAAC TCATCA

ATTAAGAAT 7] 57 0 14.9 TCATCA--AAAATATGTTTATTATTA -1.0
b b

GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATTATTAAGAAT teAtEATcAAAA - Atatat -t hAdHA

ATAAAAAAC 7] 57 0 14.9 TCATCA——AAAATATGTTTATTA—T%—%A%A% -1.0
b 3

GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATTATAAAAAAC +é£+éATO£A£A—A+A+G+—++AT+ATA£A£A

ATAAAAAAT 65 64 0 14.9 TCATCA--AARATATGTTTATTA-TA-ARRAA _{4 ()
b b

GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATTATAAAAAAT tdAtdArcAAAAAbatat-thArtArAAAAL

ATAAAGAAT 43 57 0 0,0 ?%Tﬁ\ -14,0

GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATTATAAAGAAT TCATCA

KDS-Startposition 34  bei Aminosiure 12 K

KDS CU GC Site  Rep Alignment Gesamt-Score

Testsequenz

AAGAACGCG 77 28 0 0,0 ?%T% 49,0

GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATTATCAAGAACGCG TCATCA

AMARACGCG 100 35 0 174 GITRTIRICAAA 430

GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATTATCAAAAACGCG GTTCATCATCAAAAA

AAGAACGCC 69 28 0 0,0 ?%T% 41,0

GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATTATCAAGAACGCC TCATCA

AMARACGCC 97 35 0 174 GrTRTIRICAAA 400

GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATTATCAAAAACGCC GTTCATCATCAAAAA

AAAAATGC o4 43 0 200 T 20

GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATTATCAAARATGCG GTTCATCATCAAAAAT

AAGAACGCA 63 35 0 0,0 ?%T% 28.0

GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATTATCAAGAACGCA TCATCA

AAARACGCA 86 43 0 17 T 270

GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATTATCAAAAACGCA GTTCATCATCAAAAR

AMARATGEC §6 42 0 200 ST 24,0

GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATTATCAAAAATGCC GTTCATCATCAAAAAT
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AAGAACGCT 59 35 0 00 TCATCA 24,0
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATTATCAAGAACGCT TCATCA

AAGAATGCS 71 35 o2 TR 230
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATTATCAAGAATGCG GTTCATCATCAAAAAT

AAARACGCT 81 43 0 17 T 20
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATTATCAAAAACGCT GTTCATCATCAAAAA

AAGAATGCC 63 35 0123 TR 150
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATTATCAAGAATGCC GTTCATCATCAAAAAT

AAAAATOCA 8045 0 00 T 110
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATTATCAAAAATGCA GTTCATCATCAAAAAT

AAAAATGCT 75 45 0 200 TR 60
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATTATCAAAAATGCT GTTCATCATCAAAAAT

AAGAATGCA 57 43 ol 25 e 20
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATTATCAAGAATGCA GTTCATCATCAAAAAT

AAGAATGCT 53 43 0.2 e 20
GAACAGTTCATCATCAAAAATATGTTTATTATCAAGAATGCT GTTCATCATCAAAAAT
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