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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Motivation und Hintergrund

Der Begriff Nanotechnologie gewinnt zunehmend an Bedeutung und findet in immer mehr
wissenschaftlichen Gebieten Beachtung und Anwendung. Die Herstellung von Materialien
im Nanometerbereich wird allgemein als Nanotechnologie bezeichnet. Zur Verdeutlichung:
Ein Nanometer ist ein milliardstel Meter (1 nm = 10~% m). Diese GroBenordnung stellt
fiir die Wissenschaft eine der bedeutsamsten Herausforderungen dar, da viele physikali-
sche Eigenschaften auf dieser Ebene nicht mehr gelten. Ein Beispiel dafiir ist das Element
Gold, welches fiir seine Reaktionstrégheit bekannt ist. Werden aber Goldpartikel im Na-
nometerbereich, sogenannte Goldcluster, betrachtet, so stellt sich heraus, dass diese sehr
reaktionsfreudig sind und sogar als Katalysator eingesetzt werden kénnen [Sei08]. Wahrend
Chemie und Physik die geforderten Grundlagen zur gezielten Synthetisierung dieser Mate-
rialien liefern, ist unter anderem in der Elektrotechnik und der Medizin die Anwendung von
Nanomaterialien zu finden [PCFT04]. Die Nanotechnologie betrifft laut [BJ07] die Spit-
zenforschung in weit gefdcherten, verschiedenen Wissenschaftsbereichen. Im wesentlichen
sind das die Wissenschaftsbereiche Quantenphysik, Materialwissenschaften, Elektronik,
Informatik, Chemie, Mikrobiologie, Molekularbiologie, Zellbiologie und Medizin. Da nicht
immer gemeinsame Ziele verfolgt wurden, haben sich in den vergangenen Jahren die ver-
schiedenen wissenschaftlichen Gebiete unabhéngig voneinander entwickelt. Deshalb ist die
Kommunikation zwischen den einzelnen Disziplinen nicht einfach. Die jeweiligen Arbeits-
und Denkweisen, verstidrkt durch die unterschiedlichen Fachsprachen, sind ein weiterer
Grund fiir die schwierige Kommunikation. Wenn die Kommunikation zwischen diesen Be-
reichen schon nicht einfach ist, dann entsteht ein noch gréfieres Kommunikationproblem
zwischen Wissenschaft und der Offentlichkeit, die sich iiber Nanotechnologie informieren
mochte.

Nanomaterialien werden aus verschiedenen Atomen synthetisiert. Zum Beispiel kénnen
Schaltkreise im Nanometerbereich synthetisiert werden, die zur Herstellung fiir hochwer-
tige Mikrochips verwendet werden. Ein besonderer Anwendungsbereich findet sich in der
Prothetik, wo biovertriaglichere Oberflachen fiir Prothesen und Organe geschaffen werden
kénnen [BJOT7].

Die vier Nukleotide der DNA, benannt nach ihren Basen (A) Adenin, (C) Cytosin,
(G) Guanin und (T) Thymin, sind unter anderem auf Grund ihrer Gréflenordnung fiir die
Nanotechnologie interessant. Die bekannte DNA-Doppelhelix formt sich aus diesen vier
Einheiten und kodiert durch die Reihenfolge der Einheiten die gesamte Erbinformation
eines Organismus. Der Durchmesser einer DNA-Doppelhelix betragt zwei Nanometer und
jedes Nukleotid triagt 0,34 Nanometer zur Linge bei [Kni06]. Die {iberaus gute Eignung
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2 KAPITEL 1. EINLEITUNG

von DNA als Nanomaterial liegt aber vor allem an ihrer hohen Stabilitdt in verschiede-
nen Umgebungen, den einfachen Regeln der Basenpaarung, der Fahigkeit eines einzelnen
DNA-Stranges einen komplementéren Strang mit hoher Affinitdt zu binden und der re-
versiblen Hybridisierung der Basen durch gezielte Temperaturverinderungen [Shi09]. Die
DNA-Nanotechnologie beschéftigt sich damit Nanostrukturen aus den Nukleotiden der
DNA zu synthetisieren. Zuerst muss bestimmt werden welche Strukturen synthetisiert
werden sollen, um anschliefend die Kriterien zur Auswahl der einzelnen Bauteile festzule-
gen. Diese Bauteile sind DNA-Stréange, die gezielt modelliert werden miissen. Der Entwurf
von Oligonukleotid-Bibliotheken fiir die DNA-Nanotechnologie vereinfacht die Auswahl
elementarer Bausteine, die zur Herstellung synthetischer DNA-Nanostrukturen oder auch
DNA-Strukturen notwendig sind.

1.2 Ziele und Aufbau der Arbeit

Der Forschungsbereich Biologisch-Chemische Mikrostrukturtechnik der Fakultidt Chemie
der TU Dortmund beschéftigt sich mit der Synthetisierung einzelner DNA-Kacheln. Diese
Kacheln bestehen aus neun bis zehn Oligonukleotiden. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es,
in Zusammenarbeit mit der Fakultdt Chemie, ein geeignetes Verfahren zu entwickeln, wel-
ches komplette Oligonukleotid-Bibliotheken erzeugt, verwaltet und Ergebnisse der DNA-
Synthese festhélt. Dabei steht die Verarbeitung von bereits existierenden Bibliotheken
und ihren einzelnen Komponenten im Vordergrund. Die Bibliotheken sollen unter Angabe
bestimmter, fiir die Synthetisierung wichtiger, Eigenschaften erstellt werden. Diese Bi-
bliotheken bestehen aus den einzelnen Oligonukleotiden (relativ kurze DNA-Sequenzen),
welche die Bausteine fiir komplexere Strukturen sind. Weiterhin sollen die Bibliotheken in
einem passenden Format gespeichert werden konnen, um Ergebnisse zu archivieren und
zukiinftige Syntheseversuche dadurch zu vereinfachen.

1.2.1 Ziele der Arbeit

In einer graphischen Oberfliche sollen die einzelnen Oligonukleotide der Bibliothek aufgeli-
stet und wichtige biochemische Eigenschaften angezeigt werden. Einzelne Oligonukleotide
sollen aus den geladenen Bibliotheken ausgewahlt und unter Beriicksichtigung bestimm-
ter Regeln variiert werden kénnen. Es existieren zwei Arten der Modifikation von Oligo-
nukleotiden, die von besonderem Interesse sind: Die Modifikation der sticky ends einer
gegebenen Struktur und das Erstellen eines Internals. Modifikation bedeutet in diesem
Zusammenhang das Finden von alternativen Oligonukleotiden. Im Falle der sticky ends
werden Oligonukleotide gesucht, die alternativ zum gewéhlten Oligonukleotid dessen Platz
in der Struktur einnehmen kénnen. Fiir die Internals werden aus einem Oligonukleotid zwei
verschiedene Oligonukleotide erstellt. Diese zwei Oligonukleotide sind durch bestimmte
Teile voneinander abhéngig und ersetzen zusammen das urspriingliche Oligonukleotid in
der DNA-Struktur. Zu einem Oligonukleotid existieren mehrere Internals, die verwendet
werden konnten. Diese alternativen Oligonukleotide, die wiederum als Liste dargestellt
werden sollen, konnen nach abgeschlossenen Laborversuchen bewertet werden. Die Bewer-
tung der alternativen Oligonukleotide soll seitens der Fakultdt Chemie bestimmt und in
dafiir vorgesehenen Feldern festgehalten werden. Weiterhin ist eine Analyse-Komponente
wichtig, die es dem Benutzer ermoglichen soll den zu bearbeitenden Kontext hinsichtlich
des Aufbaus der einzelnen Oligonukleotide zu analysieren. Die Analyse soll vor allem bei
vorhandenen DNA-Strukturen Aufschluss tiber die Ursachen fiir Instabilitdt geben. Da ei-
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nige DNA-Strukturen stabiler als andere sind, kénnte die Zusammensetzung der einzelnen
Oligonukleotide neue Erkenntnisse bringen.

1.2.2 Aufbau der Arbeit

Die Arbeit ist in sechs Kapitel gegliedert. In Kapitel 2 werden zunédchst biochemische
Grundlagen erklédrt, die zum Verstdndnis der weiterfiihrenden Problematik bendtigt wer-
den. Weiter werden auch graphentheoretische Grundlagen behandelt, die zur Losung der
Problematik benétigt werden. Bei dem Entwurf von Bibliothek schon bekannte Méngel von
Oligonukleotiden zu vermeiden wirft einige Probleme auf, die zu einem Problem zusam-
mengefasst werden. Kapitel 3 definiert genau diese Problematik als DNA-Sequenzdesign-
Problem und stellt drei verwandte Arbeiten vor, die in Hinsicht auf Analogien und Unter-
schiede zum definierten Problem genauer untersucht werden. Im Einzelnen handelt es sich
um die Arbeiten von Seeman und Kallenbach [SK83], Anderson et. al [AFN06] und Udo
Feldkamp [FRB03]. Das DNA-Sequenzdesign-Problem wird im Zuge der Arbeit in funf Teil-
probleme unterteilt, die noch ndher beschrieben werden. Kapitel 4 beschreibt einen ersten
Ansatz zur Losung des DNA-Sequenzdesign-Problems mittels Integer linear Programming
und diskutiert fiir jedes der fiinf Teilprobleme eine geeignete Losung. Kapitel 5 stellt einen
zweiten Ansatz zur Erstellung der Bibliotheken vor. Auch in diesem Kapitel werden fir
die einzelnen Teilprobleme Verfahren zur Losung vorgestellt. Die aus Kapitel 4 und 5 re-
sultierenden Losungen zu den einzelnen Teilproblemen des DNA-Sequenzdesign-Problems
werden im Tool "ONlibrary - Oligonukleotid Bibliothek fiir die DNA-Nanotechnologie" um-
gesetzt und in Kapitel 6 beschrieben. In diesem Kapitel werden die Teilprobleme aufge-
griffen und anhand von Beispielen gelost. AbschlieSend werden in Kapitel 7 die Ergebnisse
dieser Arbeit zusammengefasst und ein Ausblick auf weitere Arbeiten gegeben.
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Kapitel 2

Biochemische und
graphentheoretische Grundlagen

Zum besseren Verstidndnis dieser Arbeit werden in diesem Kapitel Definitionen erléu-
tert und Konventionen festgelegt. Es miissen biochemische Grundlage geschaffen und gra-
phentheoretische Sachverhalte geklart werden. Zunéchst wird in Abschnitt 2.1 die bio-
chemische Struktur der DNA néher erldutert. Wie sich die Arbeit im Rahmen der DNA-
Nanotechnologie positioniert, wird in Abschnitt 2.3 beschrieben. Abschnitt 2.4 beinhaltet
allgemeine Definitionen aus der Graphentheorie und Konventionen, die wéhrend dieser
Arbeit verwendet werden.

2.1 DNA - Deoxyribonucleic acid

Die Desoxyribonukleinsiure, im Folgenden auch kurz DNA (von engl. “deoxyribonucleic
acid“) genannt, ist ein Kettenmolekiil. Ein DNA-Kettenmolekiil wird auch Sequenz ge-
nannt. Dieses Kettenmolekiil entsteht durch das Aneinanderreihen von Nukleotiden und
kodiert die gesamten Erbinformationen eines Organismus. Die einzelnen Nukleotide beste-
hen wiederum aus drei Bestandteilen: Ein Phosphat, ein Monosaccharid (Zucker, beste-
hend aus fiinf Kohlenstoffatomen) und eine der vier Basen [PRS98|. Der Zucker in einem
Nukleotid der DNA ist die Desoxyribose und der Grund fiir das Préifix ,,Desoxyribo®. Die
Basen sind Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G) und Thymin (T). Im Weiteren werden
die einzelnen Nukleotide der Einfachheit halber nur noch mit den jeweiligen Abkiirzungen
A, C, G und T der Basen bezeichnet. Abbildung 2.1 schematisiert die allgemeine Struktur
eines Nukleotids.

Phosphat —SCH2

Abbildung 2.1: Nukleotidaufbau
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Die Kohlenstoffatome der Desoxyribose sind, wie in Abbildung 2.1, fiir jedes Nukleotid
gleich nummeriert. So kénnen Verbindungen tiber die Nummerierung der Kohlenstoffa-
tome, innerhalb der Desoxyribose, referenziert werden. Die Base ist immer an das erste
Kohlenstoffatom gebunden, wiahrend das Phosphat am fiinften Kohlenstoffatom befestigt
ist. Ein Nukleotid unterscheidet sich von einem anderen nur anhand der jeweiligen Base.
Die einzelnen Nukleotide einer Sequenz sind untereinander durch sogenannte Phospho-
diesterbindung verbunden. Zwei Sequenzen kénnen dann durch Wasserstoffbriicken
verbunden sein, wenn diese komplementéir zueinander sind. Die beiden Bindungsarten
werden zunachst genauer beschrieben.

Die Phosphodiesterbindung ist die stédrkere von beiden Bindungen. Jedes Nukleotid
kann eine solche Bindung mit einem beliebigen anderen Nukleotid eingehen. An diese
Bindung sind das Phosphat am Kohlenstoffatom 5’ des ersten Nukleotids und die Hydro-
xylgruppe (OH) am Kohlenstoffatom 3’ des zweiten Nukleotids beteiligt. Bei der Bildung
dieser Verbindung verliert die Hydroxylgruppe das Wasserstoffatom und es formt sich ein
sogenannter DNA-Einzelstrang. Die Phosphodiesterbindung ist das Riickgrat des Ketten-
molekiils. Die Richtung eines DNA-Einzelstrangs 5" — 3’ sagt aus, dass am linken Nukleo-
tid der Sequenz das Phosphat noch bindungsfihig ist. Die 5’ bezieht sich dabei auf das
flinfte Kohlenstoffatom des Zuckers, an dem das Phosphat gebunden ist. Das Nukleotid am
rechten Ende der Kette ist noch durch seine Hydroxilgruppe am dritten Kohlenstoffatom
bindungsfihig. Die Richtung 3’ — 5’ beschreibt den umgekehrten Fall. Um diesen Sach-
verhalt zu verdeutlichen, wird jeweils 3’ oder 5 vor die Sequenz oder hinter die Sequenz
geschrieben. Ist das Nukleotid A der Sequenz ACT mit dem Nukleotid C iiber seine Hy-
droxylgruppe verbunden, so ist sein Phosphat noch bindungsféhig und die Sequenz wird
wie folgt dargestellt: 5'-ACT-3’

Wasserstoftbriicken verbinden zwei DNA-Einzelstringe, wenn diese antiparallel zuein-
ander liegen. Zwei DNA-Einzelstrange liegen antiparallel zueinander, wenn das 5 Ende
des einen Strangs beim 3’ Ende des anderen liegt. Die Verbindungen zwischen den DNA-
Einzelstrangen werden Hybridisierungen genannt. Zu jeder Base existiert ein Komple-
ment. Das Komplement zu einem A ist ein T und umgekehrt. Fiir die Base G ist C das
Komplement und umgekehrt. Das Komplement zu einer gewissen Base wird auch Watson-
Crick Komplement genannt (nach seinen Entdeckern James D. Watson und Francis Crick).
In der gesamten DNA-Doppelhelix sind nur zwischen diesen vier Paarungen Wasserstoff-
briicken moglich, wiahrend die schon beschriebene Phosphodiesterbindung zwischen allen
Paarungen moglich ist. Zwischen den Basen A und T zweier Nukleotide bilden sich stets
zwei Wasserstoftbriicken. Die zwei komplementédren Nukleotide C und G werden hingegen
durch drei Wasserstoffbriicken verbunden. Die Bindung zwischen G und C ist deshalb auch
stabiler als die zwischen A und T.

Die beiden Bindungsarten sind urséchlich fiir die bekannte Doppelhelix-Form der DNA.
Die Einzelstringe entstehen durch die Phosphodiesterbindungen, die wiederum durch die
Wasserstoftbriicken zu Doppelstrangen vereinigt werden. Die Stabilitdt der Doppelhelix
wird dabei hauptséchlich durch die Summe der einzelnen Basenpaarungen gewéahrleistet.
In Abbildung 2.2 sind beide Bindungstypen in einem Ausschnitt einer DNA-Doppelhelix
zu sehen. Die gestrichelten Linien zwischen den Basen stellen die Wasserstoftbriicken und
die durchgezogenen Linien zum Phosphat hin die Phosphodiesterbindungen dar. Wichtig
ist, dass an jedem Ende der Doppelhelix immer eine Hydroxylgruppe und ein Phosphat
zur weiteren Bindung frei stehen.

In den folgenden Abschnitten und Kapiteln wird eine vereinfachte Darstellung der DNA
verwendet. Die Einzelstrange werden als String iiber dem Alphabet ¥ = {A,C,G, T} in-
terpretiert und stellen somit die DNA-Sequenzen als Zeichenkette dar. Ein Einzelstrang
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Abbildung 2.2: Ausschnitt einer DNA-Doppelhelix

kann in mehrere Subsequenzen aufgetrennt werden. Mit Subsequenz eines Einzelstrangs
ist ein zusammenhéngender Teilstring des Einzelstrangs gemeint. Im Folgenden wird eine
Subsequenz auch Teilsequenz genannt. Sei r = 5-CGTTGA-3" der String zum betrachte-
ten Sequenzabschnitt. Dann ist 7 = 3'-GCAACT-5 sein Komplement im Doppelstrang
einer DNA-Doppelhelix. Zur Veranschaulichung der Komplementaritit, konnen die Strings
untereinander gestellt werden: gig(cﬁi(c;%gj Das reverse Komplement sC einer belie-
bigen Sequenz s € ¥* ist das Komplement gelesen vom 5’ zum 3’ Ende des Einzelstrangs.
Fiir die obige Sequenz r ist r¢ = 5-TCAACG-3'. Wihrend der weiteren Arbeit wird auf
die Kennzeichnung des 5’ und 3’ Endes verzichtet und das linke Ende einer Sequenz wird
immer als das 5 Ende interpretiert. Besteht eine Sequenz aus einer geraden Anzahl von
Nukleotiden, kann das reverse Komplement auch die Sequenz selbst sein. Solche Sequenzen

werden selbstkomplementar genannt.

2.2 Eigenschaften von DNA-Doppelstrangen

Fir DNA-Doppelstrange Eigenschaften, die Aussagen iiber Reaktionsbereitschaft und Sta-
bilitdt des vorliegenden Doppelstranges treffen. In den néchsten Unterabschnitten werden
folgende drei Eigenschaften vorgestellt und erlautert: Der prozentuale GC-Anteil, die Gibbs
Energie und die Schmelztemperatur.

2.2.1 Prozentualer GC-Anteil

Der prozentuale GC-Anteil (oder auch GC-Gehalt) einer Sequenz gibt an, wie viel Prozent
der Sequenz aus G’s und C’s bestehen. Diese Eigenschaft ist ein Indikator fiir die Stabilitat
eines DNA-Doppelstanges, da wie in Abbildung 2.2 das Basenpaar GC durch drei statt
zwel Wasserstoffbriicken verbunden ist. [FS06]. Mit Gleichung 2.1 ldsst sich der GC-Gehalt
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bei vorhandener Sequenz s berechnen. Das Zeichen # gibt die Anzahl der nachfolgenden
Base in der betrachteten Sequenz s und |s| die Lénge von s an.

(#G + #C)

5]

%GC, = -100 (2.1)

2.1 Beispiel. Berechnung des prozentualen GC-Anteils

Fiir die Sequenz s = 5-CGTCGA-3' ergibt die Formel einen GC-Gehalt
von:

242 4
(—g)-100:6-100%67%

Ein GC-Gehalt von 67% impliziert einen AT-Gehalt von 33%.

%GCcarceca =

2.2.2 Gibbs Energie

Die Verdnderung der Gibbs Energie, dargestellt mit AG, misst in kcal /mol den Austausch
von Energie zwischen dem System, in diesem Fall der Doppelhelix, und dessen Umgebung.
Ist AG negativ, so bedeutet dies, dass die Reaktion spontan ablauft, wihrend bei positivem
AG keine spontane Reaktion stattfindet. Die Verdnderung AG bestimmt somit, ob eine
Reaktion angestoflen werden muss oder ob diese spontan ablduft. Zur Bestimmung der
Verédnderung der Gibbs Energie wird das Nearest-Neighbor-Modell von John Santa Lucia
Jr. [STAS96] verwendet, welches im Folgenden néher erldutert wird.

Zunachst werden zu einer betrachteten Sequenz alle Teilstrings der Lange 2 in einer
Liste L gespeichert. Fiir jede dieser Subsequenzen, listet Tabelle 2.1 die Werte AH°, AS°
und AGS; auf.

Sei AGSzy;, der initiale Wert, AG57.,, die symmetrische Korrektur, AGY,,, ap die
Strafe fiir eine AT-Basenpaar am Ende der Doppelhelix und AGS; . der Wert aus der
Tabelle fiir das aktuell betrachtete 2-gramm r der Sequenz. Anhand der Werte aus Tabelle
2.1 kann mit Gleichung (2.2) die Gibbs Energie AG%,(total) der betrachteten Sequenz bei
einer Temperatur von 37 °C berechnet werden.

AG?’)? (tOtal) = AGv%?init + AC{gﬂsym + Z AG§7 T + AC;:erm AT (22)
relL

Die symmetrische Korrektur AGSzy ., wird nur dann aufsummiert, wenn es sich bei der
betrachteten Sequenz um eine selbstkomplementéare Sequenz handelt. Die Strafe AGy,,,, at
wird hingegen nur dann aufsummiert, wenn ein Sequenz mit einem A oder T anfangt oder
aufhort. Dann kommt am Ende oder am Anfang des Doppelstranges das Basenpaar AT
vor. Ist an beiden Enden des Doppelstranges das Basenpaar AT vorhanden, dann wird die
Strafe verdoppelt.
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Tabelle 2.1: Thermodynamische Parameter fiir das Nearest-Neighbor-Modell fiir DNA Watson-
Crick Paare in 1M NaCl, iibernommen aus [SJTH04]

Propagationssequenz AH° AS°  AGS;

(oe]  [morg) el
AA/TT -76 —-21.3 —1.00
AT / TA -7.2 =204 —-0.88
TA / AT -7.2 =213 —-0.58
CA /GT -85 =227 —-145
GT / CA -84 —224 —1.44
CT / GA -78 =210 -—-1.28
GA /CT -82 =222 -1.30
CG / GC —-10.6 —27.2 —=2.17
GC / CG —-9.8 —244 -2.24
GG / CC —-80 -199 -—-1.84
init +0.2 —-5.7 +1.96
term AT +2.2 +6.9 +0.05
symmetrische Korrektur +0 —-1.4 +0.43

Die ,Slashes® geben an, dass die aufgefithrten Sequenzen antiparallel gerichtet sind (z.B., AC/TG
bedeutet: 5'—AC—3' ist das Watson-Crick Basenpaar zu 3'=TG—5" ). Die symmetrische Korrektur wird
nur fiir selbstkomplementire Sequenzen benétigt. Die term AT Strafe wird angewandt, sobald ein
Duplexende AT ist (hat der betrachtete Helixabschnitt an beiden Enden AT, so betrigt die Strafsumme
+0.1 kcal/mol fir AG3; ).

2.2 Beispiel. Berechnung der Gibbs Energie AG3;

Sei 5-CGTTGA-3' der String zum betrachteten Sequenzabschnitt. Wird
die Gleichung (2.2) entsprechend der Parameter aus Tabelle 2.1 angewandt, so
ist:

AG37 carraa = AGsrmi + AG3; cq/ae + AGSr gr/ca
+AG3; pr/an T AGs: va/ac T AGsr gajer T AGiem AT
=196—-217—-1.44—-1.00 —1.45—1.30+ 0.05

Die symmetrische Korrektur AG3z,,, entfillt in diesem Beispiel, da es sich nicht
um eine selbstkomplementére Sequenz handelt.

Die Gibbs Energie bei beliebiger Temperatur 7' wird mit Gleichung (2.3) berechnet
und bedarf zwei weiterer Parameter, der Enthalpie und der Entropie. Die Enthalpie AH
ist das Mafl an Energie in kcal/mol in einem System und ist abhéngig von der inneren
Energie, dem Volumen und dem herrschenden Druck des Systems [LK08]. Die Entropie AS
ist der Gesamtaustausch an Energie, oder in diesem Fall auch Wéarme, zwischen System
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und Umgebung cal/(mol K) [LK08]. Die Temperatur ist hierbei in Kelvin (K) angegeben.
AG=AH-T-AS (2.3)

Die Enthalpie AH und die Entropie AS berechnen sich analog zu AG mit den Para-
metern aus Tabelle 2.1.

AH® = AI—‘l’ionit + AI—Isoyrn + Z AH: + A111Itoerm AT (24)
relL

AS® = ASionit + AS;)ym + Z ASS +A Eerm AT (25)
rel

Wie schon fiir die Gibbs Energie erwihnt, fallen AHg und ASG,, nur an, wenn es
sich um eine selbstkomplementére Sequenz handelt. Die Strafen AHZ, = ap und ASL, At
werden auch hier vernachléssigt, wenn die Enden des Doppelstranges kein AT Basenpaar

sind.

2.2.3 Schmelztemperatur

Die Schmelztemperatur Ty, eines DNA-Doppelstranges ist direkt abhéngig von dessen
GC-Gehalt und ist definiert als die Temperatur, bei der 50% der Doppelhelix in dena-
turiertem Zustand (also einzelstrangig) vorliegt. Wie schon der GC-Ghalt ist auch die
Schmelztemperatur ein Indikator fiir stabile Hybridisierungen und deswegen eine wichtige
Eigenschaft zur Auswahl geeigneter Oligonukleotide [FS06]. Auch hier kénnen die Parame-
ter aus dem Nearest-Neighbor-Modell aus [SJH04] verwendet werden, um mit Gleichung
(2.6) die Schmelztemperatur fiir beliebige Sequenzen zu errechnen.

~ AH°-1000
~AS°+R-In (%)

—273.15 (2.6)

m

Hier ist Ct die Gesamtmolaritét eines Stranges und R die Gaskonstante 1.9872 cal/(mol
K). Die Konstante —273.15 ist zur Umrechnung von Kelvin in Grad Celsius. Der Wert der
Variable z ist abhédngig von der betrachteten Sequenz:

{ 1, wenn Sequenz selbstkomplementér
Tr =

4, sonst

2.3 Beispiel. Berechnung der Schmelztemperatur Ty,

Fiir eine nicht selbstkomplementéire Sequenz mit AH® = —43.51;%11, AS° =
—122.5mg‘1‘1K und einer Molaritidt von 0.2 mM fiir jeden Einzelstrang ergibt die

Gleichung (2.6):

—43.5 - 1000

- —973.15 = 35.8°C
—122.5 + 1.9872 - In (20001

m
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2.3 DNA - Nanotechnologie

Nanotechnologie bezeichnet die gezielte Herstellung und /oder Manipulation einzelner Struk-
turen im Nanometerbereich. Ein Nanometer entspricht einem milliardstel Meter:

1 nm=10"2 m.

In Abschnitt 2.1 wurden die Grundlagen zu der Zusammensetzung einer DN A-Sequenz er-
lautert. Dieser Abschnitt klédrt, wie sich die Arbeit in den Kontext der DN A-Nanotechnolo-
gie einordnen ldsst. Ziel ist es, uniibliche DNA-Motive tiber genau definierte Hybridisie-
rungen miteinander zu komplexeren Strukturen zu kombinieren [Ami08]. Die Realisie-
rung solcher Strukturen bedarf einer prazisen Planung der Zusammensetzung der ele-
mentaren Bausteine. Die Oligonukleotide miissen so konstruiert werden, dass sich diese
zum Aufbau komplexerer Strukturen eignen. Der Artikel Rationaler Entwurf von DNA-
Nanoarchitekturen [FN06] beschreibt einige DNA-Nanostrukturen, die durch Selbstorgani-
sation von gezielt entworfenen Oligonukleotiden entstehen kénnen. Die Selbstorganisation
von DNA-Strukturen wird Assemblierungsprozess genannt. Die Oligonukleotide hybridisie-
ren nur an den vorgesehenen Stellen und formen eine DNA-Struktur. Diese Struktur kann
durch noch ungebundene Teile seiner Oligonukleotide mit weiteren Strukturen hybridisie-
ren. Inhalt dieser Arbeit ist es, Verfahren und Methoden zu entwickeln, die es ermd&glichen
Oligonukleotide zur Erzeugung von DNA-Strukturen zu modellieren und schon vorhan-
dene Oligonukleotide zu modifizieren. Die einzelnen Nukleotide lassen sich in beliebiger
Reihenfolge und Anzahl zusammensetzen. Besteht eine Sequenz aus zehn Nukleotiden,
wird in dieser Arbeit von einer Sequenz der Lénge 10 gesprochen. Ein Nukleotid ist somit
die kleinste Einheit und stellt einen elementaren Baustein dar, welcher zum Aufbau der
néchstgrofferen Strukturen bendtigt wird. Diese sind Oligonukleotide und werden wieder-
um weiter zu den komplexeren Strukturen kombiniert. Dieses Vorgehen wird Bottom-Up
Methode genannt und ist das Gegenstiick zur Top-Down Methode, die als Ausgangspunkt
eine komplexe Struktur hat und daraus die elementaren Bausteine gewinnt.

2.3.1 Oligonukleotide zur gezielten Synthetisierung von
DNA-Nanostrukturen

Oligonukleotide (oligo, aus dem griechischen ,wenige“) sind relativ kurze Sequenzen aus ca.
10 bis 100 Nukleotiden. Zum Vergleich: Das menschliche Genom besteht aus 3 Milliarden
Basenpaaren. Zur Erstellung von DNA-Nanostrukturen werden mehrere Oligonukleotide
als Bausteine verwendet. Wie schon erwéhnt ist ein Nukleotid 0,34 nm lang und ein Oli-
gonukleotid deshalb bis zu 34 nm lang. Das Modellieren von solchen Sequenzen besteht
darin, die Reihenfolge der einzelnen Nukleotide gezielt zu bestimmen. Die Oligonukleotide
miissen so modelliert werden, dass unerwiinschte Hybridisierungen ausgeschlossen werden
kénnen. Die einzelnen Oligonukleotide einer DNA-Nanostruktur diirfen nur an vorgese-
henen Abschnitten miteinander hybridisieren. Dazu ist es notwendig bestimmten Regeln
beim Design der Oligonukleotide zu folgen. Zum einen soll innerhalb eines Oligonukleo-
tids keine Subsequenz einer definierten Lange doppelt vorkommen, so dass ein bestimmter
Abschnitt des Oligonukleotids gezielt zur Hybridisierung ausgewahlt werden kann. Zum
anderen soll das Komplement der vorhandenen Subsequenzen nicht in dem Oligonukleotid
selbst vorkommen. Eine dritte Regel fordert den Ausschluss selbstkomplementérer Sub-
sequenzen. Ist ein Oligonukleotid genau nach diesen Regeln modelliert, kann ein zweites
Oligonukleotid in Abhédngigkeit des Ersten modelliert werden, dass an gewiinschter Stelle
hybridisiert. Dazu muss das Komplement mindestens einer Subsequenz des ersten Oligo-
nukleotids im zweiten Oligonukleotidvorkommen. Nun stellt sich die Frage: ,Wieso miissen
genau diese Regeln erfiillt werden?“. In Abbildung 2.3(c) ist ein Oligonukleotid mit kom-
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(a) Bindung zweier Oligonu- (b) Alternative Bindung zweier
kleotide Oligonukleotide

(c) Oligonukleotid mit komple- (d) Selbstkomplementére
mentiren Subsequenzen Oligonukleotid

Abbildung 2.3: Unerwiinschte Hybridisierungen von Oligonukleotide in einer Bibliothek

plementédren Subsequenzen der Lange 4 dargestellt. Dabei entsteht ein Nadelohr, welches
fiir eine Weiterverarbeitung problematisch ist. In Abbildung 2.3(a) und 2.3(b) sind zwei
verschiedene Bindungsmoglichkeiten zweier Oligonukleotide aufgezeigt. Diese alternativen
Bindungsstellen entstehen durch zwei identische Subsequenzen der Lange 3. Unter solchen
alternativen Bindungsmoglichkeiten leidet die Stabilitdt der Bindung selbst und kann im
Weiteren keine stabilen Strukturen ergeben. Abbildung 2.3(d) veranschaulicht die Verbin-
dung zwischen zwei gleichen selbstkomplementéren Oligonukleotiden. Die Verbindungen
zwischen den einzelnen Basen wurden hierbei nicht skizziert. Das dargestellte Oligonu-
kleotid besteht aus zwolf Basen. Die ersten sechs Basen sind komplementér zu den letzten
sechs und farblich hervorgehoben. Eine Sequenz ist genau dann selbstkomplementér, wenn
diese aus einer geraden Anzahl an Basen besteht und die erste Halfte das Komplement
zur zweiten ist. Da im Assemblierungsprozess mit Konzentrationen von Oligonukleotiden
gearbeitet wird, also dasselbe Oligonukleotid mehrmals vorkommt, sind selbstkomplemen-
tédre Subsequenzen einer bestimmten Linge verboten. Diese Eigenschaften sind die Basis
der spéter in Abschnitt 3.1 formulierten Regeln zum Entwurf von Oligonukleotiden.

Liegen zwei grofiere Strukturen bereit und sollen durch ein Oligonukleotid miteinander
verbunden werden, kann unter Einhaltung der ersten beiden Eigenschaften sichergestellt
werden, dass diese an genau bestimmbaren Stellen hybridisieren. Die vorliegenden Struktu-
ren sind der Kontext und miissen beachtet werden. Unter Beriicksichtigung der genannten
Eigenschaften soll eine Auswahlmdoglichkeit an Oligonukleotiden berechnet werden, die als
Bindungsglieder fungieren. Diese Oligonukleotide diirfen den Kontext nicht durch zusétz-
lichen Bindungsmoglichkeiten destabilisieren.
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2.3.2 Die DNA-Kacheln A% und B3

In dem Artikel von Saccd et al. [SMFT08] wird beschrieben, wie sich Oligonukleotide zu-
néchst zu grofferen DNA-Strukturen selbstorganisieren. Diese DN A-Strukturen lassen sich
kachelformig darstellen und werden deshalb auch DNA-Kacheln genannt. Diese DNA-
Kacheln formen anschliefend ein supramolekulares Gitter, indem sie sich abwechselnd
aneinanderreihen. Solche Gitter werden auch als DNA-Nanoarrays bezeichnet. Es wer-
den dabei zwei Kacheln verwendet: Kachel A% und B3. Diese bestehen jeweils aus neun
Oligonukleotiden und sind in Abbildung 2.4 dargestellt.

Die Anbindung an die jeweils nichste Kachel geschieht {iber die sogenannten sticky
ends (klebrige Enden), die ungebunden aus den vier Armen der Kachel ragen. Der As-
semblierungsprozess der beiden genannten Kacheln kann auf zwei Wegen stattfinden. Es
kénnen zunéchst die einzelnen Kacheln assembliert werden und anschlieffend ein neuer
Prozess mit den schon fertigen Kacheln gestartet werden. Oder die insgesamt 18 Oligonu-
kleotide konnen sich in nur einem Prozess zu einem DNA-Nanoarray assemblieren.

Die Kachel B? aus Abbildung 2.4(b) ist nicht so stabil wie sie theoretisch sein sollte.
Ein Ziel ist es, die ,sticky ends“ durch Alternativen auszutauschen. Die sticky ends ei-
ner Kachel sind ungebunden und suchen deshalb eine Moglichkeit zu hybridisieren. Dieser
Fakt konnte eine Ursache fiir die Instabilitdat der gesamten Kachel sein. Alternative sticky
ends kénnten der verdnderten Eigenschaften des gesamten Oligonukleotids weniger stérend
im Assemblierungsprozess sein. Die alternativen Oligonukleotide miissen entsprechend be-
stimmter Regeln erstellt werden. Diese Regeln werden in Kapitel 3 nédher beschrieben und
sorgen dafiir, dass innerhalb der DNA-Struktur keine unerwiinschten Hybridisierungen
stattfinden. Es ist vorteilhaft die maximale Anzahl an alternativen Oligonukleotiden zur
Ersetzung zu finden, da so unter den verschiedenen Méglichkeiten die stabilste ausgewahlt
werden kann. Eine weitere Moglichkeit ist es komplette Oligonukleotide auszutauschen.
Auch hier ist es vorteilhaft alle méglichen Alternativen zu erhalten, um anschlieend zu
testen, mit welchem Oligonukleotid die DNA-Kachel stabil bleibt.

2.4 Graphentheorie: Definitionen und Konventionen

In verschiedensten Arbeiten zum Thema Sequenzdesign ist der Zusammenhang zwischen
dem Erzeugen einer Sequenz und einem eigens dafiir konstruierten Graphen ein wichtiges
Konzept. So auch in den Arbeiten von Udo Feldkamp [FBRT00] [FRB03] [Fel09] und der
Arbeit von James W. Anderson et al. [AFNO06], welche in Abschnitt 3.3 nédher erldutert
werden. Im folgenden Unterabschnitt werden zunéchst grundlegende Begriffe der Graphen-
theorie definiert. Anschlieend werden zwei graphentheoretische Probleme vorgestellt. Das
Durchlaufen eines Graphen kann in direktem Zusammenhang mit dem Aufbau einer Se-
quenz gesehen werden und wird in einem weiteren Unterabschnitt genauer beschrieben.

2.4.1 Graphen

Einleitend wird der Begriff Graph im Allgemeinen eingefiihrt. Es existieren zwei Arten von
Graphen, die im Folgenden verwendet werden: Der ungerichtete Graph und der gerichtete
Graph. Ein Graph besteht aus einer Menge von Knoten und einer Menge von Kanten.
Dabei sind Kanten Verbindungen zwischen zwei Knoten. Mehrere Kanten zwischen zwei
Knoten sind nicht zuléssig. In dieser Arbeit wird fiir jeden Graphen erlaubt, dass eine
Kante einen Knoten mit sich selbst verbindet. Diese Kanten werden Schleifen genannt.
Formal werden die beiden Graphen wie folgt definiert.
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Abbildung 2.4: Die Kacheln aus dem Artikel [SMF108]



2.4. GRAPHENTHEORIE 15

2.4 Definition. Ungerichteter Graph

Ein ungerichteter Graph G = (V, E) besteht aus zwei Mengen: V' = {vy,va,...},
die Menge der Knoten und E = {ey, ea, ...}, die Menge der Kanten.
Fiir die Menge der Kanten gilt:

E C {{{u,o}}u,0 € V} (2.7)
2.5 Definition. Gerichteter Graph

Fin gerichteter Graph ist &hnlich zu einem ungerichteten Graph definiert:
Der Unterschied liegt darin, dass die Kanten zwischen zwei Knoten gerichtet sind
und deswegen die Menge {u, v} aus Relation (2.7) geordnet ist.

E C{(u,v)|u,v e V} (2.8)

Die Richtung einer Kante e wird graphisch durch — gekennzeichnet: u — v ist
von u nach v gerichtet, u ist der Quell- und v der Zielknoten der Kante e.

In dieser Arbeit hiufig verwendete Begriffe sind Pfad und Kreis. Die Verkniipfung
mehrerer Kanten wird Pfad genannt. Pfade haben einen Start- und einen Endknoten. Sind
Start- und Endknoten identisch, dann wird ein Pfad als Kreis bezeichnet. Zu beachten ist,
dass bei Kanten von Quell- und Zielknoten gesprochen wird und bei Pfaden und Kreisen
von Start- und Endknoten. Pfad und Kreis sind formal wie folgt definiert.

2.6 Definition. Pfad in einem Graphen nach A. Brandstidt [Bra94]

Fin ungerichteter Pfad P in einem ungerichteten Graphen ist eine Folge
von Kanten e, es, ..., e mit der Eigenschaft:

1. e; und e;11 haben einen gemeinsamen Knoten v; € {vy,...,v5_1}.
2. Falls e; keine Schleife ist und nicht e; oder ey ist, so hat e; einen Knoten
mit e;_; und den anderen Knoten mit e;1 gemeinsam, ¢ € {2,...,k— 1}

P hat dann die Form vg <+ v; % va...vp_1 = v;, (Pfad zwischen vy und vy).

Dabei heiflen vy, ..., v, die Knoten von P, vq,...,v;_1 die inneren Knoten von P
und eq,...,e; die Kanten von P.

Ein gerichteter Pfad P ist eine Folge von Kanten ej,es,...,ex und Kno-
ten vg, v1, ..., Vg, so dass der Quellknoten v;_1 von e; der Zielknoten von e;_1 ist,
ie{2,...,k}:

Vo 3@1 e%1}2...1}16_1 %)Uk

Die Lange |P| eines Pfades P ist die Anzahl k seiner Kanten.

In der vorliegenden Arbeit ist ein Pfad immer kantendisjunkt. Ein Pfad beinhaltet jede
Kante hochstens einmal.
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2.7 Definition. Kreis in einem Graphen nach A. Brandstadt [Bra94]

Ein ungerichteter Kreis ist ein ungerichteter Pfad P = (ey,...,ex), fir
den vy = vy, ist.

Ein gerichteter Kreis ist ein gerichteter Pfad P = (ej,...,ex) mit gleichen
Start- und Endknoten vy = vy.

Interessante Eigenschaften von Graphen sind der Zusammenhang eines Graphen und
der Grad eines Knotens. Formal sind diese beiden Begriffe wie folgt definiert.

2.8 Definition. Zusammenhang eines Graphen nach A. Brandstddt [Bra94]

FEin Graph G heiit zusammenhéngend genau dann, wenn fiir alle Knoten
u,v € V,u # v, ein Pfad zwischen u und v existiert.

2.9 Definition. Grad eines Knotens nach A. Brandstidt [Bra94]

Der Grad (,degree“) deg(v) eines Knotens v € V ist die Anzahl der zu v
inzidenten Kanten. Dabei zdhlen Schleifen doppelt.

Fiir gerichtete Graphen existieren zwei Grade: Der Eingangsgrad (,indegree®)
indeg(v) und der Ausgangsgrad (,outdegree”) outdeg(v) des Knotens v.

e indeg(v) = Anzahl der Kanten e € E mit Zielknoten v.
e outdeg(v) = Anzahl der Kanten e € E mit Quellknoten v.

Im Weiteren wird von zusammenhidngenden Graphen ausgegangen, anderenfalls wird
explizit darauf hingewiesen.

2.4.2 Eulerkreisproblem und Hamiltonkreisproblem

Das Eulerkreisproblem und das Hamiltonkreisproblem sind zwei klassische algorithmische
Probleme der Graphentheorie. Dabei besteht das Eulerkreisproblem darin, Kreise in einem
Graphen zu finden, die alle Kanten des Graphen enthalten. Im Gegensatz dazu, sucht das
Hamiltonkreisproblem nach Kreisen im Graphen, die alle Knoten beinhalten. Die beiden
Probleme werden wie folgt formalisiert.

2.10 Definition. Eulerkreis nach A. Brandstidt [Bra94]

Ein Eulerpfad eines Graphen mit EF = {ej, ea,...,ep} ist ein Pfad
P = (ej,...,¢€;), in dem jede Kante aus F in P genau einmal vorkommt.
Fin Eulerkreis eines Graphen ist ein Fulerpfad des Graphen, der ein Kreis ist.

2.11 Definition. Hamiltonkreis nach A. Brandstidt [Bra94]

FEin Kreis eines Graphen heifit Hamiltonkreis genau dann, wenn dieser alle
Knoten des Graphen genau einmal enthélt.
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Fin ungerichteter Graph enthélt nach dem Satz von Euler genau dann einen Eulerkreis,
wenn jeder Knoten einen geraden Grad hat.

Satz. (Euler 1736)

Ein ungerichteter Graph G=(V, E) hat genau dann einen Eulerpfad, wenn G bis
auf isolierte Knoten zusammenhdngend und die Zahl z der Knoten mit ungeradem
Grad 0 oder 2 ist. Ist dabei z = 0, so hat G einen Fulerkreis und umgekehrt.

Auf Basis dieses Satzes ist in [Bra94] ein Linearzeitalgorithmus zur Konstruktion von
Eulerkreisen beschrieben. Einen Hamiltonkreis zu einem gegebenen Graphen zu finden ist
NP-vollstandig, was in [Bra94] bewiesen wird.

2.4.3 Zusammenhang zwischen Graphen und Sequenzdesign

Eine Graphenstruktur, sei diese gerichtet oder ungerichtet, kann zum Entwurf von Oli-
gonukleotiden genutzt werden. Ein Eulerkreis ist eine geordnete Menge von Kanten. Sind
diese Kanten mit DNA-Basen beschriftet, kann aus der Reihenfolge der Kanten eine Se-
quenz gelesen werden. Analog dazu kénnen auch die Knoten mit den Basen beschriftet
und ein Hamiltonkreis gesucht werden. Da aber fiir das Eulerkreisproblem bereits effiziente
Algorithmen existieren, beschréankt sich diese Arbeit auf das Beschriften der Kanten. Das
Waéhlen einer Kante entspricht dem Lesen eines DNA-Zeichens. So entsteht der Zusam-
menhang zwischen Pfad oder Kreis in einem Graphen und einer DNA-Sequenz durch das
Ablaufen von Kanten, die mit Basen beschriftet sind. Auf Basis solcher Graphenstrukturen
werden in den Kapiteln 4 und 5 zwei Vorgehensweisen vorgestellt, mit denen Sequenzen
und Oligonukleotide entworfen werden kénnen. Ein Pfad oder Kreis wird im Weiteren
immer auch als DNA-Sequenz interpretiert.
Des Weiteren gelten folgende Konventionen:

e Eine DNA-Sequenz ist eine Zeichenkette aus den Buchstaben A, C, G und T. Im
Weiteren sei ¥ = {A, C, G, T} das DNA-Alphabet.

Einzelne Zeichenketten werden von Kleinbuchstaben wie r, s und t reprasentiert.
Der griechische Kleinbuchstabe o steht fiir ein Zeichen.

Eine Zeichenkette besteht aus der Konkatenation mehrerer Zeichen: o1 0090...00,.
Die Konkatenation zweier Zeichenketten s und t ergibt eine neue Zeichenkette 7:
r=sot.

Das Konkatenationszeichen o wird im Weiteren weggelassen.

e Eine Menge von Zeichenketten wird stets mit groffen Buchstaben wie X, Y und Z
dargestellt.

e Eine Zeichenkette wird im Folgenden String oder Sequenz genannt.

e Ein Teilstring einer Sequenz ist gleichbedeutend mit dem Begriff Subsequenz.
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Kapitel 3

Das DNA-Sequenzdesign-Problem

Die folgenden Abschnitte fassen die in der vorliegenden Arbeit zu behandelnde Pro-
blematik zusammen. In Abschnitt 3.1 wird zunéchst das DNA-Sequenzdesign-Problem
im Allgemeinen definiert. Der Entwurf von Oligonukleotid-Bibliotheken fiir die DNA-
Nanotechnologie beinhaltet mehrere Aufgabenstellungen, die als Teilprobleme des DNA-
Sequenzdesign-Problems beschrieben werden kénnen. Dazu werden anschliefend in Ab-
schnitt 3.2 die einzelnen Teilprobleme identifiziert und beschrieben. Abschnitt 3.3 stellt
abschlieflend verwandte Arbeiten vor und zeigt Analogien sowie Unterschiede zum DNA-
Sequenzdesign-Problem auf.

3.1 Definition des DNA-Sequenzdesign-Problems

Bei dem Entwurf von Oligonukleotiden miissen die in Abschnitt 2.1 beschriebenen Re-
geln eingehalten werden, da anderenfalls die erstellten Sequenzen unkontrolliert hybri-
disieren. Dazu muss zunéchst die Lange der zu betrachtenden Subsequenzen festgelegt
werden. Der Parameter ¢ sei im Folgenden immer die Lédnge der betrachteten Subsequen-
zen. Der Entwurf einer Bibliothek von Oligonukleotiden erfordert auf Grund der in Ab-
schnitt 2.1 erwdhnten Félle von unerwiinschten Hybridisierungen die Einhaltung folgender
Sequenzdesign-Regeln:

1. Jede Subsequenz der Lange q darf hochstens einmal vorkommen.
2. Das Komplement einer Subsequenz der Lange ¢ darf keinmal vorkommen.
3. Selbstkomplementire Subsequenzen sind verboten.

Im Artikel [Fel09] werden die ersten beiden Regeln zur Definition der ¢g-Eindeutigkeit
von DNA-Sequenzen genutzt. Eine DNA-Sequenz ist g-eindeutig, wenn jede Teilsequenz
der Lénge q einzigartig ist und das Komplement dieser Teilsequenz nicht vorkommt. Diese
Eigenschaft ldsst sich auch auf eine Menge von Sequenzen erweitern. Dabei darf eine
Teilsequenz der Lénge ¢ hochstens einmal in der gesamten Menge auftauchen und das
Komplement darf nicht in der gesamten Menge vorkommen. Die dritte Regel vermeidet,
dass im Organisationsprozess von DNA-Strukturen gleiche Oligonukleotide hybridisieren.
Beim Erzeugen wird mit Konzentrationen von Oligonukleotiden und nicht mit einzelnen
Oligonukleotiden gearbeitet, weswegen es iiblich ist, dass mehrere gleiche Oligonukleotide
vorkommen. Das hier untersuchte Problem ist, unter Beriicksichtigung der vorgestellten
Regeln, die maximale Anzahl g-eindeutiger Oligonukleotide zu entwerfen. Dieses Problem
kann mit Hilfe einer noch zu bestimmenden Graphenstruktur modelliert werden. So kénnen
verschiedene Losungsanséitze aus der Graphentheorie genutzt werden.

19
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In Anlehnung an die Arbeiten von Udo Feldkamp aus Abschnitt 3.3 wird das hier be-
handelte Problem DNA-Sequenzdesign-Problem genannt. Im Folgenden wird die Abkiir-
zung DSD-Problem verwendet. Das DSD-Problem besteht aus mehreren Teilproblemen,
die in Abschnitt 3.2 identifiziert und detailliert erlautert werden. Wie die neu entworfenen
Oligonukleotide aussehen und welche Lénge diese haben sollen, héngt von dem jeweiligen
Teilproblem ab, welches gelost werden soll.

3.2 Identifikation einzelner Teilprobleme

Aus sequenzdesigntheoretischer Sicht gibt es zwei Teilprobleme, die sich aus der Defi-
nition des DSD-Problems ergeben. Sind keine Oligonukleotide vorgegeben, besteht das
erste Teilproblem darin die langste g-eindeutige Sequenz zu suchen. Diese Sequenz kann
anschlieBend in Oligonukleotide gewiinschter Lénge aufgeteilt werden. Bei bereits vorgege-
benen Oligonukleotiden entsteht ein sogenannter Kontext, der beachtet werden muss. Das
zweite Teilproblem sucht daher die ldngste Sequenz, ohne die vorgegebenen Subsequenzen
der Lange ¢ und ihre Komplemente beim Entwurf zu verwenden.

Aus Anwendersicht kénnen drei weitere Teilprobleme identifiziert werden. Die in Ab-
schnitt 2.3 beschriebenen DNA-Kacheln bestehen aus neun Oligonukleotiden, die den Kon-
text bilden. Das dritte Teilproblem besteht darin die sticky ends eines schon vorgegebenen
Oligonukleotids aus dem Kontext zu dndern und den restlichen Kontext beizubehalten.
Das vierte Teilproblem ist, ein Oligonukleotid aus dem Kontext so zu modifizieren, dass
bei der Selbstorganisation der Kachel eine Arm senkrecht aus der Ebene hervorragt. Das
Erstellen von kompletten DNA-Kacheln, wie sie in Abbildung 2.4 zu sehen sind, ist das
fiinfte Teilproblem.

In der Praxis sind bei der Modellierung von DNA-Strukturen ¢ > 7 nicht denkbar.
Bei ¢ = 7 miissen g-gramme mit ¢ < 7 nicht den Sequenzdesign-Regeln entsprechen und
konnten gleichzeitig mit ihren Komplementen vorkommen. Auf Grund ihrer Linge und
Héufigkeit konnten diese den Assemblierungsprozess erheblich beeintrachtigen. Deswegen
ist es in der Praxis vorteilhaft die Lange der Subsequenzen so niedrig wie moglich zu
wahlen.

In den folgenden zwei Unterabschnitten werden diese fiinf Teilprobleme der beiden
Sichten genauer beschrieben.

3.2.1 Sequenzdesigntheoretische Probleme

Die langste g-eindeutige Sequenz, die bei einer Subsequenzldnge von g moglich ist, ist die
Losung zum ersten Teilproblem. Das Finden dieser Sequenz, unter Beriicksichtigung der
drei Regeln, erfordert eine Datenstruktur, die jede mogliche Subsequenz der Linge ¢ ent-
hélt. Damit sind aber auch alle Komplemente der Subsequenzen vorhanden. Das Wahlen
einer bestimmten Subsequenz ist stets verbunden mit dem Loéschen der komplementéren
Subsequenz. Diese Relation stellt ein Problem bei der Suche nach einem Pfad dar, da sich
die Menge der noch wihlbaren Subsequenzen bei jeder Wahl verdndert.

Das zweite Teilproblem ist abgeleitet vom Ersten und entsteht durch eine zusétzliche
Einschrankung. Es soll ein Kontext beachtet werden, der aus vorgegebenen Oligonukleoti-
den besteht. Jedes der vorgegebenen Oligonukleotide besteht aus einer bestimmten Anzahl
an Subsequenzen der Lange ¢, die nun nicht mehr genutzt werden diirfen. Auch die Komple-
mente der Subsequenzen kénnen nicht mehr genutzt werden, da die Sequenzdesign-Regeln
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auch den Kontext mit einbeziehen. Ein Oligonukleotid der Lénge [ besteht aus maximal
Nmax verschiedenen Subsequenzen der Linge q.

nmax:l_q—|_1 (31)

Aus n verschiedenen Subsequenzen der Léange ¢ entsteht ein Oligonukleotid maximaler
Lange lpax.
lmax =n+q-— 1 (32)

Die beiden sequenzdesigntheoretischen Probleme kénnen wie folgt zusammengefasst wer-
den:

1. Suche die ldngste g-eindeutige Sequenz ohne die Sequenzdesign-Regeln zu verletzen.

2. Suche, bei vorgegebenen Sequenzen beliebiger Lénge, die ldngste g-eindeutige Se-
quenz. Die gefundene Sequenz mit den schon vorgegebenen Sequenzen darf keiner
Sequenzdesign-Regel widersprechen.

3.2.2 Probleme aus Anwendersicht

Die Teilprobleme aus Anwendersicht ergeben sich aus bestimmten Aufgabenstellungen.
Zudem sind die Sequenzdesign-Regeln nicht fir alle zu entwerfende Oligonukleotide giiltig,
da sich die DNA-Kacheln durch gezielte Hybridisierungen selbstorganisieren sollen.

Wie schon in Abschnitt 2.3 beschrieben, ist die Modifikation der sticky ends eine
der Hauptaufgaben. Das Austauschen der sticky ends ohne einen Regelverstofl verlangt
eine Uberpriifung der Uberlappungen der Linge ¢ zwischen den neu angefiigten sticky
ends und dem schon vorgegebenen Oligonukleotid. Das Ersetzen eines Zeichens innerhalb
des zu dndernden sticky ends ist schon eine Modifikation, die ausgegeben werden soll.
Die Lénge der sticky ends ist fiir die in dieser Arbeit behandelten Kacheln immer fiinf
Nukleotide. In Abbildung 3.1 werden die sticky ends eines Oligonukleotids der Kachel B3
nédher betrachtet.

Einen Arm zu erstellen bedeutet ein Oligonukleotid an einer bestimmten Stelle in zwei
Teilsequenzen zu teilen. Anschlieend wird der ersten Teilsequenz eine Sequenz der Lénge
28 angehédngt. Diese Sequenz wird sich in der fertigen DNA-Kachel senkrecht zur Ebe-
ne der Kachel aufstellen. Vor den Anfang des zweiten Teils werden sechs Zeichen, die
komplementér zu den ersten sechs Zeichen des Arms sind, gesetzt. Zudem werden zwei
Thyminbasen und anschliefend die zweite Teilsequenz angehédngt. Die Anzahl der Thy-
minbasen sorgen durch ihre Verbindung fiir das stabile Aufrichten des Arms. Ein solcher
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Arm wird Internal genannt. Die zwei entworfenen Oligonukleotide entsprechen nicht den
Regeln, da die Hybridisierung zwischen den bestimmten Stelle erzwungen werden. Da zur
Bildung des Internal zwei Oligonukleotide notwendig sind, besteht eine DNA-Kachel mit
Internal aus zehn Oligonukleotiden statt aus neun.

Ein weitere Aufgabenstellung aus Anwendersicht ist es, eine DNA-Kachel mit und ohne
Internal zu erstellen. Dazu werden jeweils neun oder zehn Oligonukleotide bendtigt, die an
vorgegebenen Stellen hybridisieren. Die Vorgehensweise besteht immer aus zwei Schritten:
Zunéichst wird eine Kachel ohne Internal erstellt und dann kann mit der Lésung zum
vierten Teilproblem das Internal hinzugefiigt werden. In Abbildung 3.1 ist die Kachel B3
zu sehen. Nach der Vorlage dieser Kachel sollen sollen weitere erstellt werden. Als Erstes
muss zentrale Oligonukleotid der Kachel entworfen werden, das fiir die Kachel B3 mit der
Beschriftung C-3 versehen ist. Dieses ist genau 100 Zeichen lang. Das erste Teilproblem aus
sequenzdesigntheoretischer Sicht hat als Losung eine Sequenz, die alle Regeln beachtet.
Diese Sequenz wird auf die Lange der zentralen Komponente gekiirzt und ist somit der
Ausgangspunkt zum Entwurf einer DNA-Kachel. Auch die Oligonukleotide mit den sticky
ends werden auf diese Weise erstellt, da sie unabhéngig von der zentralen Komponente sind
und zusammen die drei Regeln respektieren miissen. Diese vier Oligonukleotide bestehen
jeweils aus 26, 36, 26 und 36 Zeichen. Insgesamt muss die erzeugte Sequenz eine Lénge von
208 Zeichen besitzen, um in diese fiinf Komponenten aufgeteilt zu werden. Die weiteren
Oligonukleotide werden in Abhéngigkeit zu den vorgesehenen Hybridisierungen entworfen.
Diese sollen bewusst nicht den Regeln entsprechend entworfen werden.

Um die Auflistung der Teilprobleme zu komplettieren, werden die eben beschriebenen
drei Teilprobleme aus Anwendersicht wie folgt zusammengefasst:

3. Verdndern der sticky ends. Alle noch moglichen Kombinationen fiir ein oder beide
sticky ends ausgeben.

4. Verdndern bzw. Hinzufiigen eines Internals. Auch hier sollen alle verbleibenden Méog-
lichkeiten ausgegeben werden.

5. Eine komplette Kachel den Sequenzdesign-Regeln entsprechend erstellen.

3.3 Verwandte Arbeiten

Zunéichst werden drei wichtige verwandte Arbeiten vorgestellt, um im Weiteren eine ge-
nauere Abgrenzung zu dieser Arbeit zu schaffen. Das grundlegende Ziel ist es, einen Pool
an Sequenzen zu schaffen, die eine hohe Unédhnlichkeit aufweisen, damit eindeutig sind und
keine unerwiinschten Hybridisierungen stattfinden kénnen. Als erstes ist die Arbeit von
Seeman und Kallenbach zu nennen, die Sequenzen mit iiberlappenden Subsequenzen einer
festen Lange entworfen haben und somit die Einzigartigkeit der Sequenz selbst verstédrken
konnten [SK83]. Des Weiteren ist in der Arbeit von James W. Anderson et al. ein wichtiges
Konzept herausgearbeitet worden [AFNO06], mit dem es moglich ist minimale Sequenzen
zu generieren, die jede Subsequenz einer bestimmten Lange mindestens einmal beinhalten.
Udo Feldkamp beschreibt in seinen Arbeiten die Programme DN ASequenceCompiler
und DNASequenceGenerator, die analog zu Seeman und Kallenbach eine Uberlap-
pung von Subsequenzen nutzen, um eine hohe Unéhnlichkeit zwischen den entworfenen
Sequenzen zu erreichen [Fel09] [FRBO3].
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Abbildung 3.2: Schritte fiir die Optimierung von Sequenzen einer Kachel nach Seeman und
Kallenbach [SK83]

3.3.1 Seeman und Kallenbach - Design Of Immobile Nucleic Acid Junc-
tions

Seeman, ein Pionier im Bereich der DNA-Nanotechnologie, folglich auch im Entwurf von
DNA-Sequenzen, setzte mit seinen Arbeiten neue Maflstdbe und entwickelte das Programm
SEQUIN. Hier wird den Benutzern Hilfestellung beim Entwurf mehrarmiger Strukturen
geboten. Der Ablauf des Entwurfs wird in neun Schritte schematisiert, sieche Abbildung
3.2. Die doppelt umrandeten Boxen sagen dabei aus, dass dieser Schritt nicht automa-
tisch ausgefiihrt werden kann. In Schritt eins wird bestimmt, wie viele Oligonukleotide
gebraucht werden, aus wie vielen Basen sie bestehen sollen, die Regionen, die hybridisie-
ren sollen, welche Basen unabhéngig und wie lang die Subsequenz sein sollen. Im zweiten
Schritt werden Rénge an alle moglichen Subsequenzen der vorgegebenen Linge vergeben.
Ist die Lange der Subsequenzen ¢, so existieren 49 verschiedene Subsequenzen. Die initiale
Sequenz wird im dritten Schritt gesetzt. Diese kann entweder standardméfig eingestellt
sein oder muss vom Benutzer gewéhlt werden. Der vierte Schritt besteht darin, die erzeug-
ten Sequenzen den Regeln entsprechend zu testen. Jede Subsequenz darf einmal in den
Sequenzen vorkommen, das Komplement einer Subsequenz darf nicht vorkommen, selbst-
komplementére Subsequenzen sind verboten und gleiche Basenpaare kénnen héchstens
zweimal an der inneren Kreuzung der Struktur auftauchen. Wird gegen eine der Regeln
verstoen, so werden neue Sequenzen erzeugt, indem die Subsequenz mit dem hdochsten
Rang, der in Schritt zwei festgelegt wurde, gedndert wird. Der fiinfte Schritt priift, ob
die vom Benutzer eingegebenen Einschrinkungen eingehalten werden. Die ,,fidelity* ist
die relative Wahrscheinlichkeit der Bildung einer komplexeren Struktur in Relation zu al-
ternativen Paarungen und wird im sechsten Schritt berechnet. Der siebte Schritt ist die
Berechnung der Schmelztemperatur. Desto hoher diese ist, desto stabiler sind die Bindun-
gen der einzelnen Paarungen. Im achten Schritt wird wieder auf Schritt vier verwiesen,
solange es noch weitere Subsequenzen niedrigeren Rangs gibt. Diese Schleife wird so oft
wiederholt, bis es keine in Schritt zwei gelistete Subsequenzen mehr gibt. Dann wird zu
Schritt neun iibergegangen, in dem der Benutzer die Wahl trifft, welche Sequenzen seinen
Anforderungen entsprechen und ausreichend stabil sind.
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Analogien und Unterschiede zum DSD-Problem

Die Gemeinsamkeit der Arbeit von Seeman und Kallenbach mit dem DSD-Problem liegt in
der Suche nach g-eindeutigen Oligonukleotiden zum gezielten Entwurf von DNA-Strukturen.
Auflerdem kann der Benutzer auch hier unter den verschiedenen Alternativen, die fiir ihn
geeigneten auswéhlen. Doch es lassen sich auch einige Unterschiede zur Problemstellung
identifizieren. Wahrend im DSD-Problem nur Teile eines Oligonukleotids aus einer schon
existierenden DNA-Struktur modifiziert werden sollen, werden hier unter Vorgabe einer
initialen Sequenz komplette DNA-Strukturen entworfen.

3.3.2 James W. Anderson et al. - A Fast Algorithm For The Construc-
tion Of Universal Footprinting Templates

Die Autoren beschreiben einen Ansatz, der das Problem 16st eine minimale Sequenz zu fin-
den, in der jede Subsequenz einer bestimmten Lénge mindestens einmal vorkommt. Auch
hier wurde mit Subsequenzen einer festen Lénge gearbeitet, die in einem selbstdefinier-
ten Graphen dargestellt werden. Die Kanten des Graphen stellen dabei die Subsequenzen
und gleichzeitig deren Komplemente dar und das Durchlaufen des Graphen erzeugt die
gewiinschte Sequenz, indem jede Kante mindestens einmal gelesen wurde. Es wird also
ein Eulerkreis in dem selbstdefinierten Graphen gesucht. Der Algorithmus lduft generell in
vier Schritten ab. Zundchst wird jeder Kante eines Knotens ihre ,,Partnerkante zugewie-
sen. Diese Zuweisung wird spéter bestimmen, welche Kantenabfolge beim Durchlaufen des
Graphen existieren kann. Wird ein Knoten durch eine bestimmte Kante erreicht, so wird
der Knoten durch die ,,Partnerkante* wieder verlassen. Im zweiten Schritt wird der Graph
durchlaufen, indem zunéchst eine Kante zuféllig gewéahlt und dann geméafl der ,,Partner-
kante“ fortgeschritten wird. Die abgelaufenen Kanten werden als benutzt markiert. Es
wird solange fortgefahren bis ein Knoten erreicht ist, der fiir die eingehende Kante keine
,Partnerkante“ aufweist. An diesem Punkt muss iiberpriift werden, ob noch unbenutz-
te Kanten existieren. Ist dies der Fall, so wird ein zweiter Durchlauf gestartet und wie
oben beschrieben fortgefahren, anderenfalls sind alle Kanten schon benutzt worden und
der Schritt ist abgearbeitet. Dabei entsteht eine Menge von Kreisen, die im dritten Schritt
iiber gemeinsame Knoten vereinigt werden. Der vierte Schritt besteht darin die Kanten
abzulaufen und Zeichen um Zeichen die Sequenz zu erstellen. Beispiele zu dieser Vorgehens-
weise sind in Kapitel 5 beschrieben. Die Autoren unterscheiden zwei Félle: Subsequenzen
gerader und ungerader Lénge. Fiir beiden Falle wurde die Lénge der gewiinschten Sequenz
bestimmt und bewiesen. Sei g die Léange der Subsequenzen. Fiir ungerade ¢ und ¢ > 3 hat
die gesuchte Sequenz eine Léinge n:

1
= —49 -1
n 2 +4q
Fiir gerade ¢ und q > 4 werden folgende Schranken angegeben:

1
min(n) = 54‘1 +472 4 g —4

1
maz(n) = 54‘1 +q- 42t

Die selbstkomplementéren Kanten im Graphen sind der Grund fiir diese Schranken. Diese
Kanten sind dafiir verantwortlich, dass Knoten mit ungeradem Grad entstehen und kein
Eulerkreis im Graphen mehr méglich ist. Die Autoren beschreiben eine Moglichkeit Kreise
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Abbildung 3.3: Graph mit Subsequenzen der Linge 6 aus dem Artikel [Fel09]

zu bilden, die einige Kanten doppelt wéhlen. Diese Kreise werden anschliefend entfernt
und es ist moglich in dem restlichen Graphen einen Eulerkreis zu finden. Der vorgestellte
Algorithmus kann dann wie schon beschrieben fortfahren.

Analogien und Unterschiede zum DSD-Problem

Findet dieser Ansatz die minimale Sequenz zu einer gegebenen Lénge, dann entspricht
diese den ersten beiden Sequenzdesign-Regeln. Der verwendete Graph ist fiir das DSD-
Problem geeignet, da zwei von den drei Regeln schon durch die Struktur respektiert wer-
den. Der Unterschied ist, dass hier gefordert wird, dass jede Subsequenz der Lénge ¢
mindestens einmal enthalten ist. Im DSD-Problem hingegen wird gefordert, dass die Sub-
sequenz hochstens einmal enthalten sind. Weiterhin ist in dieser Arbeit die Problematik
der Selbstorganisation von DNA-Strukturen nicht behandelt. Auch sind selbstkomplmen-
tdre Subsequenzen zur Konstruktion der geforderten Sequenz zuldssig, wihrend die dritte
Regel des DSD-Problems diese explizit verbietet.

3.3.3 Udo Feldkamp - Software Tools For DNA Sequence Design

Der DNASequenceGenerator arbeitet auf einem gerichteten Graphen, der alle Sub-
sequenzen der Lange ¢ als Knoten darstellt. Zwischen Knoten existiert genau dann ein
Kante, wenn die Subsequenzen der Lénge ¢ — 1 der betrachteten Knoten identisch sind,
siehe Abbildung 3.3. Der Algorithmus startet mit einem beliebigen Knoten und lduft einen
beliebigen Pfad entlang, der die Sequenzdesign-Regeln respektiert. Die besuchten Knoten
werden als benutzt markiert. Ist ein Knoten erreicht, der zu keiner unbenutzten Kante
mehr adjazent ist, so kann durch ,Backtracking“ ein anderer Pfad weiter verfolgt werden.
Das Konzept des ,,Backtracking” kann auch dazu genutzt werden die Schmelztemperatur
oder den prozentualen GC-Gehalt zu beeinflussen. Ist die bisher gefundene Sequenz iiber
oder auch unter einem bestimmten Wert, so kann zuriick gesprungen werden, um einen
neuen Pfad zu wéhlen, der die Bedingung nicht verletzt. Soll eine Subsequenz in der er-
zeugten Sequenz vorkommen, so kann der Knoten, welcher die Subsequenz darstellt, als
erste Wahl fiir den Vorgédngerknoten gesetzt werden.

Der DN ASequenceCompiler nutzt formale Grammatiken, um Sequenzen zu erzeu-
gen [FBRT00]. Die elementaren Bauteile des Compilers sind sogenannte algomere, deren
Mittelstiick ein Doppelstrang ist und zwei sticky ends besitzen. Mit reguldren Ausdriicken
der Form A — xB (mit A, B als Variablen und x als Terminal) werden aus den einzel-
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nen algomere lingere Sequenzen, logomere genannt, konstruiert, welche einem Wort der
benutzten Grammatik entsprechen. Ein Beispiel ist in Tabelle 3.1 aufgefiithrt. Im Bei-
spiel konnen vier algomere als Start gewéhlt werden, um dann mit den weiteren Regeln
verschiedene logomere zu konstruieren, die alle mit dem selben algomer enden. Der im
DNASequenceGenerator benutzte Algorithmus kommt hier beim Erzeugen von ein-
deutigen Sequenzen zum FKEinsatz, da die sticky ends der einzelnen algomere anderenfalls
unkontrolliert hybridisieren kénnten.

Analogien und Unterschiede zum DSD-Problem

Das grundlegende Ziel der vorgestellten Tools ist identisch mit der Aufgabenstellung des
DSD-Problems. Gesucht ist eine Menge von g-eindeutigen Oligonukleotiden zum Entwurf
von selbstorganisierenden DNA-Strukturen. Zusétzlich sind die Tools darauf ausgelegt
beim Entwurf der Oligonukleotide auch biochemische Eigenschaften, wie beispielsweise
das Erreichen eines festgelegten GC-Gehaltes, mit einzubeziehen. Die Beriicksichtigung
biochemischer Eigenschaften ist beim Entwurf von Oligonukleotiden in der Aufgabenstel-
lung des DSD-Problems nicht vorgesehen.
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Tabelle 3.1: Beispiel einer Grammatik zur Erstellung von logomeren aus [FBR100]

Regel algomere
Hind IIT S0 A
S :=sgA 5/ agctt caacacatggagttacacgc 3/
3’ a gttgtgtacctcaatgtgeg geetttgtag 5/
Hind 111 s1 A
S:i=s1A 5/ agctt gaaaaaattggactcggggce 3/
3’ a cttttttaacctgagecceccg gectttgtag 5/
Hind 111 s2 A
S :=s3A 5/ agctt gctcectagaagtctacaage 3’
3/ a cgaggatcttcagatgttcg gectttgtag 5/
Hind IT1 s3 A
S :=s3A 5/ agctt cttctgecatacaactagge 3’
3’ a gaagacggtatgttgatccg gectttgtag 5/
I e BamHI
I —e 5/ gtcttgtgte cttgtttaatacaggggcge g 3/
3/ gaagacggtatgttgatccg cctag 5/
A 0 B
A — 0A 5/ cggaaacatc ggatttggcaacaacctgag 3/
3’ cctaaaccgttgttggactc gaaaatcggg 5/
A 1 B
A— 1A 5/ cggaaacatc caaccaggattaagccatgce 3/
3’ gttggtcctaattcggtacg gaaaatcggg 5/
B 0 c
B — 0C 5’ cttttagcec ggatttggcaacaacctgag 3/
3/ cctaaaccgttgttggactc cctctaatgg 5/
B 1 c
B — 1C 5/ cttttagccc caaccaggattaagccatge 3’
3/ gttggtcctaattcggtacg cctctaatgg 5’
c 0 D
C — 0D 5/ ggagattacc ggatttggcaacaacctgag 3/
3’ cctaaaccgttgttggactc ggcgtttatce 5/
C 1 D
C — 1D 5/ ggagattacc caaccaggattaagccatge 3/
3’ gttggtcctaattcggtacg ggegtttate 5/
D 0 E
D — O0F 5/ ccgcaaatag ggatttggcaacaacctgag 3’
3/ cctaaaccgttgttggactc gtctegtatg 5’
D 1 E
D — 1FE 5/ ccgcaaatag caaccaggattaagccatgc 3’
3’ gttggtcctaattcggtacg gtctegtatg 5/
E 0 F
E — OF 5/ cagagcatac ggatttggcaacaacctgag 3/
3’ cctaaaccgttgttggactc gcatcttgac 5/
E 1 F
E — 1F 5/ cagagcatac caaccaggattaagccatge 3/
3’ gttggtcctaattcggtacg gcatcttgac 5/
F 0 G
F — 0G 5/ cgtagaactg ggatttggcaacaacctgag 3/
3/ cctaaaccgttgttggactc ctgccaatag 5/
F 1 G
F — 1G 5/ cgtagaactg caaccaggattaagccatge 3’
3’ gttggtcctaattcggtacg ctgccaatag 5/
G 0 H
G — 0H 5/ gacggttatc ggatttggcaacaacctgag 3/
3/ cctaaaccgttgttggactc gacttcactg 5/
G 1 H
G — 1H 5’ gacggttatc caaccaggattaagccatge 3/
3’ gttggtcctaattcggtacg gacttcactg 5/
H 0 T
H — 01 5/ ctgaagtgac ggatttggcaacaacctgag 3’
3/ cctaaaccgttgttggactc cagaacacag 5/
H 1 T
H — 11 5/ ctgaagtgac caaccaggattaagccatge 3’
3’ gttggtcctaattcggtacg cagaacacag 5/
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Kapitel 4

Ein De Bruijn Graph zur Losung
des DN A-Sequenzdesign-Problems

Ein erster Losungsansatz fiir das DSD-Problem ist auf Basis eines De Bruijn Graphen
ein ganzzahligen linearen Programms (integer linear Programming, kurz ILP) aufzustel-
len. Abschnitt 4.1 definiert zunéchst den verwendeten De Bruijn Graphen und beschreibt
dann Aufbau und Eigenschaften des Graphen. Anschlieend wird in Abschnitt 4.2 das
ILP formuliert und mogliche Losungen aufgezeigt. Die Graphenstruktur des De Bruijn
Graphen und das darauf aufgestellte ILP lassen sich fiir die einzelnen Teilprobleme des
DSD-Problems anpassen. Fiir zwei Teilprobleme ist das ILP nicht nétig, da die Struktur
des De Bruijn Graph ausreicht um diese zu 16sen. Abschnitt 4.3 beschreibt die Vorgehens-
weisen zur Losung der einzelnen Teilprobleme.

4.1 Ein De Bruijn Graph zur Erzeugung von DN A-Sequenzen:
Aufbau und Eigenschaften

Der De Bruijn Graph ist ein gerichteter Graph, dessen Kanten und Knoten mit Woértern
beschriftet sind. Ist ¥ = {A,C, G, T} das Alphabet und ¢ ein Parameter, dann sind die
Knoten mit Wortern aus 39! und die Kanten mit Wortern aus ¢ beschriftet. Im Zusam-
menhang mit dem Sequenzdesign sei g weiter die Lange der betrachteten Subsequenzen
der zu erzeugenden g¢-eindeutigen Sequenz. Dazu sind die Kanten des De Bruijn Graphen
dann mit allen moglichen Subsequenzen beschriftet. Ein Pfad in diesem De Bruijn Gra-
phen, also eine Reihenfolge von Kanten, kann auch als Reihenfolge der Beschriftungen der
Kanten interpretiert werden. Diese Reihenfolge von Subsequenzen wird zur Erzeugung ei-
ner Sequenz genutzt. Auf Basis dieser Idee soll im Folgenden ein erster Ansatz zur Lésung
des DSD-Problems vorgestellt werden. Dabei soll ein Pfad im Graphen gefunden werden,
der eine Sequenz geméfl der Sequenzdesign-Regeln erzeugt. Zunéchst folgt die Definition
des De Bruijn Graphen zur Erzeugung von DNA-Sequenzen, um anschlieend die Struktur
ndher zu erldutern. Anhand eines Beispiels wird dann der Zusammenhang zwischen einem
Pfad im De Bruijn Graph und einer erzeugten Sequenz verdeutlicht. Im Weiteren werden
die zu betrachtenden Subsequenzen der Linge ¢q als ¢g-gramme bezeichnet.

29
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4.1 Definition. De Bruijn Graph

Sei ¥ = {A,C,G,T} und ¢ ein Parameter. Dann ist der De Bruijn Graph
G = (V,E) zu (X, q) durch die Menge aller Knoten V' und die Menge aller Kanten
E definiert.
Es existieren 49-! Knoten:

V=xr"

Es existieren 49 Kanten:
E = {(015,509) : 01,00 € 2,5 € X972 015,509 € V'}.
Jede Kante e € F mit Quellknoten o1s € V und Zielknoten soy € V triagt die

Beschriftung:
01809 : 01,09 € ¥,5 € X972

Die Knoten des De Bruijn Graphen enthalten alle méglichen Wérter der Linge ¢ — 1,
wahrend die Kanten mit allen Wortern der Lénge ¢ beschriftet sind. Eine Kante verbindet
zwei Knoten genau dann, wenn das Suffix des Quellknotens der Lange ¢ — 2 gleich dem
Prafix des Zielknotens ist. Sei der Knoten v = o1s der Quellknoten der Kante e und
u = soo der Zielknoten der Kante. Dann trégt die Kante e die Beschriftung o1so9. Die so
beschrifteten Kanten stellen somit alle moglichen Subsequenzen dar, die zur Erzeugung
einer g-eindeutigen Sequenz zur Verfiigung stehen. Jeder Knoten im Graph besitzt vier
ein- und vier ausgehende Kanten, mit Ausnahme der Knoten, deren Beschriftungen ein
Vielfaches eines Zeichens sind. Von diesen Knoten existieren im De Bruijn Graphen iiber
dem Alphabet ¥ = {A,C, G, T} genau vier. Sie besitzen eine Schleife und jeweils drei ein-
und ausgehende Kanten. Der Grad ist in beiden Féllen insgesamt acht. In Abbildung 4.1
sind beide Knotenarten beispielhaft dargestellt.

Die obere Schranke fiir die Anzahl maximal wéhlbarer Kanten und gleichzeitig mogli-
cher Subsequenzen, um einen g-eindeutigen Pfad zu beschreiben, lasst sich einfach errech-
nen. Fiir ungerade ¢g-gramme sind maximal (47)/2 Kanten wéahlbar, da genau die Hélfte al-
ler Kanten komplementéar beschriftet ist und deswegen nicht gleichzeitig im gesuchten Pfad
enthalten sein kann. Bei geradem ¢ entstehen genau 49/2 selbstkomplementére Sequenzen,
die auf Grund der dritten Sequenzdesign-Regel nicht in einer g-eindeutigen Sequenz enthal-

AAA

(a) Normaler Knoten (b) Knoten mit Vielfachen eines
Zeichens

Abbildung 4.1: Die zwei Knotenarten des De Bruijn Graphen
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Tabelle 4.1: Obere Schranke der Anzahl maximal wahlbarer Kanten

Gesamt- selbstkompl.- maximal
kanten Kanten wahlbare
(49/2) Kanten

2-gramme | 16 4 6
3-gramme | 64 — 32
4-gramme | 256 16 120
5-gramme | 1024 — 512
6-gramme | 4096 64 2016
7-gramme | 16384 — 8192
8-gramme | 65536 256 32640
9-gramme | 262144 — 131072
10-gramme | 1048576 1024 523776

ten sein diirfen. Fiir gerade g-gramme stellen deswegen maximal (49)/2 — (49/2)/2 Kanten
eine giiltige Losung dar. In Tabelle 4.1 sind diese oberen Schranken fiir ¢ < 10 aufgelistet.

Die Kanten eines hier beschriebenen De Bruijn Graphen, kénnen in zwei disjunkte
Mengen aufgeteilt werden. In der ersten Menge sind alle wahlbaren g-gramme enthal-
ten. Die zweite Menge besteht aus allen g-grammen, die zu denen aus der ersten Menge
komplementér sind. Fiir den Fall, dass ¢ gerade ist, existiert eine dritte Menge, die alle
selbstkomplementéiren g-gramme enthélt. Die selbstkomplementédren Kanten werden nicht
zur Erzeugung einer g-eindeutigen Sequenz verwendet und deshalb nicht weiter betrachtet.
Das Durchlaufen des De Bruijn Graphen ergibt genau dann eine g-eindeutige Sequenzen,
wenn alle Kanten des erzeugten Pfades sich in einer der beiden Mengen befinden. Da die
langste g-eindeutiger Sequenz gesucht wird, soll die Aufteilung der Kanten in die beschrie-
benen Mengen optimal sein. Die Kanten, die einer Menge angehéren miissen dafiir genau
einen Pfad ergeben, der alle Kanten der Menge genau einmal ablauft.

Das erste Teilproblem des DSD-Problems aus Abschnitt 3.2 sucht die langste g-eindeutige
Sequenz. Wie beschrieben ist es moglich, einen Pfad im De Bruijn Graphen zur Erstellung
einer Sequenz zu verwenden. Dieser soll die maximale Anzahl an Kanten des De Bruijn
Graphen ablaufen ohne die Sequenzdesign-Regeln zu verletzten. Sind Oligonukleotide ei-
ner vorgegebenen Linge gesucht kann die erzeugte Sequenz anschlieBend in Teilsequenzen
der gewiinschten Liange unterteilt werden. Diese Teilsequenzen sind dann auch ¢-eindeutig.

Ein kleiner Ausschnitt eines De Bruijn Graphen mit ¢ = 3 ist in Abbildung 4.2 zu sehen.
Der Ausschnitt ist so gewéhlt, dass keine komplementédre Kante beinhaltet ist. Anhand
des Ausschnittes soll gezeigt werden, wie das Durchlaufen eines De Bruijn Graphen eine
g-eindeutige Sequenz erzeugt.

Knoten A A sei in diesem Beispiel der Startknoten. Die erste gewédhlte Kante entspricht
den q ersten Zeichen der zu erzeugenden Sequenz. Fiir jede weitere Kante, die abgelau-
fen wird, verldngert sich die Sequenz um ein Zeichen. In Abbildung 4.2 wird zunéchst
die Kante AAA gewéhlt und anschlieend die Kante A AC. Das entspricht dann der Se-
quenz AAAC. Solange jede Kante hochstens einmal gewédhlt wird, ist die resultierende
Sequenz 3-eindeutig. In Tabelle 4.2 sind die nachfolgenden Schritte und die resultierenden
Sequenzen aufgelistet. Mit geeigneten Methoden muss nun das Wéhlen von Kanten aus-
geschlossen werden, die mit dem Komplement von bereits besuchten Kanten beschriftet
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Abbildung 4.2: Ausschnitt des De Bruijn Graphen mit ¢ = 3

Tabelle 4.2: Exemplarischer Durchlauf des De Bruijn Graphen aus Abbildung 4.2

Schritt ‘I(ante Sequenz
1 AAA AAA
2 AAC AAAC
3 ACC AAACC
4 CCC AAACCC
5 CCT AAACCCT
6 CTG AAACCCTG
7 TGA AAACCCTGA
8 GAT AAACCCTGAT
9 ATG AAACCCTGATG

sind. Ist n dabei die Anzahl der abgelaufenen Kanten, so kann die Linge Ls der erzeugten
Sequenz s unter Beriicksichtigung der Formel 3.2 wie folgt bestimmt werden:

Li=n+q—1 (4.1)

Wie schon aus Tabelle 4.1 hervorgeht, gibt es zu jedem g-gramm eine obere Schranke fur
die maximal wihlbare Kantenanzahl. Wird n durch diese Anzahl ersetzt ergibt sich die
maximale Lange einer Sequenz Lgpsqz:

Lsprar = (47)/2 + g — 1, fir ungerade g und (4.2)

Lntar = ((49)/2 — (492)/2 4 ¢ — 1 , fiir gerade q. (4.3)

4.2 ILP zur Berechnung langster Pfade

Auf Basis der oben beschriebenen Graphenstruktur wird zur Losung des ersten Teilpro-
blems aus Abschnitt 3.2 ein ILP aufgestellt. Zundchst wird kurz das Konzept integer linear
programming (Ganzzahlige lineare Optimierung) vorgestellt, um anschliefend ein lineares
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Programm zur Losung des ersten Teilproblems aus Kapitel 3 aufzustellen. Im Folgenden
soll die Abkiirzung ILP fiir integer linear programming stehen.

4.2.1 Integer linear programming

ILP untersucht lineare Programme, deren Variablen ganzzahlig sein miissen. Das grundle-
gende Problem ist hierbei max{cx|Azx < b, zganzzahlig} zu berechnen. Ein ILP kann auch
als Suche nach den Gitterpunkten in einem Polyeder oder als das Losen eines linearen
Gleichungssystems nicht negativer, ganzzahliger Variablen aufgefasst werden [Sch00]. Um
ein Problem als ILP formulieren zu kénnen, muss Folgendes moglich sein: Die Zielfunktion
muss formuliert werden konnen und es miissen Nebenbedingungen existieren. Nebenbedin-
gungen sind lineare (Un-)Gleichungen, die gewisse Teilbereiche des Problems modellieren
und werden auch ,,Constraints* genannt.

4.2 Definition. Integer linear programming nach [Sch00]

Gegeben seien eine rationale Matrix A, und die rationalen Vektoren b

und c. Die Zielfunktion lautet:

max CT$

Nebenbedingung:

Az <b
x>0
T E€Z

4.2.2 Aufstellen eines ILP zur Berechnung langster Pfade

Wie zuvor schon geschildert, wird zur Losung des DSD-Problems der ldngste g-eindeutige
Pfad gesucht. Um die Bestimmung eines solchen Pfades durch ILP zu erreichen, werden
zunachst die Variablen definiert. Fiir jede Kante im Graphen existiert eine Variable z..
Wird Kante e gewahlt, so ist x, eins, ansonsten null. Weiter sei das Komplement zu Kante
e durch 7(e) gegeben. Da ein Pfad einen Start- und Endknoten hat, existieren fiir jeden
Knoten v zwei Variablen: a, entscheidet, ob v ein Startknoten ist und z,, ob v ein End-
knoten ist. Der De Bruijn Graph ist gerichtet, so dass jeder Knoten ein- und ausgehende
Kanten besitzt. Die eingehenden Kanten eines Knotens v sind in der Menge IN(v) und
die ausgehenden in der Menge OUT (v) enthalten. Das ILP zur Losung des ersten Teilpro-
blems aus Abschnitt 3.2 sieht wie folgt aus:
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Variablen:
1, wenn Kante e gewdhlt,
Te =
0 sonst;
v(e) : = die komplementére Kante zu e;
1, wenn Knoten v Startknoten ist,
ay =
0 sonst;
1, wenn Knoten v Endknoten ist,
Zy =
0 sonst;
IN(v) : = alle eingehenden Kanten eines Knotens v;
OUT(v) : = alle ausgehenden Kanten eines Knotens v.
Zielfunktion:
max Z Te (4.4)
e
Nebenbedingungen:

Ve: 0<z.<1l,2, €Z (4.5)
Vo: 0<a, <1, 0<2, <1, ay,2y €% (4.6)
Ve: e+ xye) <1 (4.7)

Yo : Z Te +ay = Z Te + 2o (4.9)

ecIn(v) ecOut(v)

Zavgl, szgl, ZaU:ZzU (4.10)
v v v v

Da der langste Pfad gesucht ist, maximiert die Zielfunktion (4.4) die Anzahl der zu
wahlenden Kanten im De Bruijn Graphen. Die Nebenbedingungen (4.5) und (4.6) be-
schrinken die Variablen der Knoten und Kanten auf bindre Werte. Das heifit die Kanten
und Knoten haben lediglich zwei Zustédnde: sie sind gewéhlt, dann nimmt die entsprechen-
de Variable den Wert eins an oder sie sind nicht gewahlt und die Variable nimmt den Wert
null an. Diese Einschrinkung der Variablenwerte formuliert auflerdem die erste Regel, dass
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jede Subsequenz hochstens einmal gewéhlt werden darf. Nebenbedingung (4.7) steht fiir
die zweite Regel der ¢g-eindeutigen Sequenzen. Wenn eine Subsequenz der Linge ¢ gewahlt
wurde, dann darf das Komplement nicht mehr vorkommen. Selbstkomplementire Kanten
werden durch Nebenbedingung (4.8) direkt ausgeschlossen. Somit ist auch die dritte Re-
gel als Constraint formuliert. Um einen Pfad zu finden, muss an jedem Knoten dieselbe
Anzahl an ein- und ausgehenden Kanten gewédhlt sein. Diese Eigenschaft wird durch die
Nebenbedingung (4.9) erzwungen. Zusatzlich muss bedacht werden, dass wenn es sich um
einen Pfad handelt, es einen Start- und einen Endknoten gibt. An diesen Knoten existiert
das Gleichgewicht von ein- und ausgehenden Kanten nicht. Der Startknoten hat eine ein-
gehende Kante weniger als er ausgehende hat, wihrend der Endknoten eine ausgehende
Kante weniger als er eingehende Kanten hat. Die letzte Nebenbedingung (4.10) sichert
ab, dass, falls ein Startknoten gewéhlt wird, auch ein Endknoten existieren muss. Ist die
Losung kein Pfad sondern ein Kreis, so existiert weder ein Start- noch ein Endknoten.

4.2.3 Ergebnisse des ILP

Fiir das oben modellierte ILP sind mehrere Losungen zuléssig. Ein Pfad oder ein Kreis der
Léange Lgprq. aus Formel (4.2) oder (4.3) sind die Losung zum ersten Teilproblem. Zuldssig
sind aber auch mehrere disjunkte Kreise oder ein Pfad und mehrere disjunkte Kreise. Da
Oligonukleotide gesucht werden, die aus relativ wenigen Basen bestehen, kénnten auch
nicht zusammenhéngende Kreise eine Losung sein. Haben die Kreise eine ausreichende
Lénge, kann die erzeugte Sequenz ein einzelnes Oligonukleotid darstellen. Alle anderen
Kreise sind unbrauchbar. Um den letzteren Fall zu vermeiden, ist es denkbar die Zielfunk-
tion abzuindern oder weitere Nebenbedingungen aufzustellen. Ein Ansatz ist es, durch
weitere Nebenbedingungen, den Zusammenhang zwischen den einzelnen Kreisen und dem
Pfad zu erzwingen. Diese Ansétze werden im Ausblick, Kapitel 7, ndher erlautert.

Die Ausgabe des ILP bestimmt, welche Kanten im De Bruijn Graphen gewéahlt wur-
den. Um daraus Sequenzen zu erhalten, miissen noch einige Schritte abgearbeitet werden.
Zunéchst wird mit der ILP-Ausgabe ein Graph konstruiert. Anschliefend wird in diesem
Graphen der ldngste Pfad gesucht. Anhand einer Beispielinstanz sollen im Folgenden die
einzelnen Schritte erldutert werden. Mit Cplex 12.2 [IBM10] liefert das ILP fiir 3-gramme
folgende Losung:

Objective: 32 CGstart=0, AAT=1, GTC=0, TTC=1, CGA=1, TTstart=0, GTA=0,
TTA=0, CGC=0, TTende=0, TTG=0, CAG=1, CCende=0, AGstart=1, CAC=1,
GTG=0, TGstart=0, CAA=1, TCG=0, TCende=0, AAG=1, AAA=0, AAC=0,
TTT=1, TGT=0, TCA=1, CAT=0, ATT=0, AAstart=0, TCC=0, GAT=1, TC-
start=0, GTende=0, TAT=0, CGT=1, CCstart=0, ACende=0, GAG=1, CTG=0,
CAende=0, CTA=1, GAC=1, CTC=0, ATende=0, GAA=0, CGende=0, CGG=0,
AGende=1, ACT=1, GCstart=0, CCA=0, CCC=0, GGstart=0, CCG=1, CAstart=0,
TAA=1, ACC=1, TAC=1, ACG=0, AGT=0, AGG=1, GAstart=0, CCT=0, TAG=0,
CTstart=0, AGA=1, ATG=1, GGA=1, GCT=0, GGC=1, ACstart=0, ATC=0,
AGC=1, GGG=1, GAende=0, TAende=0, AAende=0, TGG=1, TCT=0, GTT=1,
ACA=1, GGende=0, TGC=0, GCG=1, CTende=0, TGende=0, TGA=0, TAstart=0,
ATstart=0, GGT=0, GCende=0, ATA=1, GCC=0, GCA=1, CTT=0, GTstart=0

Die Zielfunktion hat den Wert 32, es sind also 32 Kanten gewéhlt worden. Diese Anzahl
entspricht der optimalen Anzahl aus Tabelle 4.1. Die gewédhlten Kanten bilden die Menge

Z = {e € Elz. = 1} der zuldssigen Kanten. Aus diesem Ergebnis wird ein gerichteter
Graph erstellt. Hierzu wird die Bibliothek JGraphT [Barl0] genutzt. Wenn das ILP die
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Abbildung 4.3: Graphische Darstellung der Losung fiir 3-gramme

Variable x, gleich eins gesetzt hat, dann muss die Kante e dem zunéchst noch leeren Gra-
phen hinzugefiigt werden. Aus der Beschriftung der Kante kann sowohl Quell- als auch
Zielknoten der Kante bestimmt werden. Da die Kanten mit g-grammen beschriftet sind,
ist der Quellknoten einer Kante mit dem Préfix der Linge ¢ — 1 des jeweiligen ¢-gramms
beschriftet. Der Zielknoten hingegen ist mit dem Suffix der Lénge ¢ —1 der Kante beschrif-
tet. Falls einer oder beide Knoten im aktuellen Graphen noch nicht vorhanden sind, muss
dieser oder diese zundchst hinzugefiigt werden. Anschliefend kann die verbindende Kante
einfiigt werden. Mit der Java-Bibliothek JGraph [JGrl0] kann der vom ILP bestimmte
Graph zusétzlich visualisiert werden. Dies ist jedoch nur fiir kleine Instanzen sinnvoll, wie
zum Beispiel 2- und 3-gramme. Fiir groflere Instanzen ist die Visualisierung des Graphen
zu uniibersichtlich. Die oben angegebene Lésung wird in Abbildung 4.3 visualisiert.

Das Ergebnis kann aus mehreren Kreisen und einem Pfad bestehen. Diese kénnen
auch verschiedene Teilgraphen bilden, das heifit sie miissen nicht zusammenhéngend sein.
Da die Teilgraphen Losungen des ILP sind, existiert fiir jeden Teilgraphen ein Pfad, der
jede Kante ablauft. Mit einer Tiefensuche kann fiir jeden Teilgraphen ein solcher Pfad
gefunden werden. Jeder dieser Pfade ist wiederum eine g-eindeutige Sequenz. Eine weiter
Moglichkeit ist, dass sich die verschiedenen Teilgraphen zu einem Pfad, der mehrere Kreise
beinhaltet, verbinden lassen. Das Ergebnis des Beispiels besteht aus nur einem Pfad und
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besitzt keinen Startknoten. Hier handelt es sich also um einen Kreis. Nach Formel 4.2
wird fiir dieses Beispiel die Lénge der Sequenz wie folgt berechnet: 34 (32 — 1) = 34. Eine
moglich Losung nach Algorithmus 4.1 sieht wie folgt aus:

AAGACACTACCGAGGGCAGCGTTTCAATGGATAA

Hat das ILP einen Startknoten gewahlt, so existiert in der Losung ein Pfad. Dieser Pfad
wird als erstes abgelaufen. Zunéchst wird eine Kante gewéhlt, die den Startknoten als
Quellknoten hat. Dann wird solange eine Nachfolgekante aus der Menge Z gewéahlt, bis
keine giiltige mehr gefunden werden kann. Eine Kante ¢ wird als Nachfolgekante einer
Kante e bezeichnet, wenn der Quellknoten von €’ auch der Zielknoten von e ist. Jedes
Mal, wenn eine Kante gewéhlt wird, dann muss diese aus der Menge Z entfernt und dem
Pfad P hinzugefiigt werden. Nachdem ein Pfad gefunden wurde muss gepriift werden,
ob weitere Zusammenhangskomponenten existieren. Die weiteren Komponenten kénnen
dann nur Kreise sein. Hierbei wird eine zuféllige Kante gewéhlt und dann, wie bei der
Pfadsuche, fortgefahren. Nach der Berechnung der Menge P muss gepriift werden, ob
die einzelnen Pfade verkniipft werden koénnen. Ist eine Subsequenz der Linge ¢ — 1 in

FEingabe: G = (V,2)
Ausgabe: P Menge von Pfaden Py, P, ...

if existiert Startknoten then
wahle e < eine vom Startknoten ausgehende Kante
flige e zu P hinzu
entferne e aus Z
while e hat Nachfolgekante do
withle €/ € Z mit ¢’ Nachfolgekante von e
setze e + €
fiige €’ zu P hinzu
entferne ¢’ aus Z
end while
fige P zu P
end if

while Z # () do
erzeuge neues leeres P
e < zufillige Kante aus Z
flige e zu P hinzu
entferne e aus Z
while e hat Nachfolgekante do
wihle ¢/ € Z mit ¢ Nachfolgekante von e
setze e + ¢
fiige €’ zu P hinzu
entferne ¢’ aus Z
end while
flige P zu P
end while
return P

Algorithmus 4.1: Pfadsuche im Graphen des ILP-Ergebnisses
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Tabelle 4.3: Ergebnisse des ILP fiir Graphen ohne selbstkomplementére Kanten

Gesamt- selbstkompl.- maximal gewahlte Differenz
kanten Kanten wahlbare Kanten
Kanten

2-gramme | 16 4 6 6 0
3-gramme | 64 — 32 32 0
4-gramme | 256 16 120 115 )
5-gramme | 1024 — 512 512 0
6-gramme | 4096 64 2016 1959 Y
7-gramme | 16384 — 8192 8192 0
8-gramme | 65536 256 32640 32279 361
9-gramme | 262144 - 131072 131072 0
10-gramme | 1048576 1024 523776 — —

zwei verschiedenen Pfaden identisch, kénnen diese zu einem Pfad verkniipft werden. Im
Graphen ist eine Subsequenz der Lénge g — 1 ein Knoten. Die zwei Pfade sind also im
Graphen beide durch denselben Knoten gelaufen und werden deshalb zu einem léngeren
Pfad verkniipft.

Wie bereits in Tabelle 4.1 verdeutlicht, existiert eine maximale Anzahl an Kanten, die
gewdhlt werden kann. In Tabelle 4.3 sind alle bisher mit Cplex 12.2 gefundenen Losungen
aufgelistet. Weiterhin sind zu den ¢g-grammen die Anzahl der selbstkomplementiren Kan-
ten, die maximalen Werte und die Differenz zwischen ihnen und den errechneten Werten
aufgelistet. Die Ergebnisse sind auf einem Rechner mit Intel® Core™i5-430M Prozessor
und 4 GB Speicher berechnet worden.

Bei geraden g-grammen, mit Ausnahme von 2-grammen, existiert eine Differenz zwi-
schen maximalem und gefundenem Wert. Fiir ungerade ¢-gramme wurde stets der maxi-
male Wert gefunden. Diese Differenz kann mittels des ungerichteten De Bruijn Graphen
aus Kapitel 5 erklart werden. Fiir 10-gramme war es Cplex 12.2 nicht moglich eine Losung
zu errechnen.

4.3 Losen der Teilprobleme des DSD-Problems auf Basis
des De Bruijn Graphen

Wie schon aus Abschnitt 3.2 bekannt, existieren fiinf verschiedenen Teilprobleme des DSD-
Problems. Der Losungsansatz des ILP fiir den De Bruijn Graphen aus dem vorherigen
Abschnitt wird in diesem fiir drei der Teilproblem angepasst. Im Folgenden wird fiir das
erste, zweite und flinfte Teilproblem die genaue Adaption des vorgestellten Ansatzes be-
schrieben. Das dritte und vierte Teilproblem sind eng miteinander verwandt und kénnen
deshalb mit &hnlichen Ansétzen gelést werden. Dazu wird die Graphenstruktur des De
Bruijn Graphen als Grundlage genutzt, wihrend das vorgestellte ILP nicht nétig ist.

4.3.1 Erstes Teilproblem: Langster Pfad

Das erste Teilproblem wird direkt vom oben beschriebenen Ansatz gelost. Die resultierende
Sequenz kann in Oligonukleotide gewiinschter Linge aufgeteilt werden. Beim Trennen der
Sequenz werden an den Schnittstellen g-gramme geloscht, die nun wieder verwendbar
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sind. Zur Maximierung der Sequenzlinge werden diese wieder eingefiigt. Die Anzahl der
Zeichen, die gespart werden koénnen, ist direkt abhéngig von der Anzahl der Schnitte.
An jeder Schnittstelle werden die letzten ¢ — 1 Zeichen des entstandenen Oligonukleotids
kopiert und fir das Néachste wiederverwendet. Sollen m Oligonukleotide aus der Sequenz
entstehen, so stehen mit der vorgestellten Vorgehensweise m Zeichen mehr zur Verfiigung.

m-(qg—1) (4.11)

Am folgenden Beispiel wird die Vorgehensweise verdeutlicht.

Beispiel. Teilen der resultierenden Sequenz in Oligonukleotide

Sei ¢ = 5 und s = TGACGATTAGC die resultierende Sequenz. Diese Sequenz
soll in Oligonukleotide der Lénge [ = 6 geteilt werden. Das erste Oligonukleotid
01 besteht aus den ersten sechs Zeichen. Das zweite Oligonukleotid oy wiirde dann
aus den restlichen fiinf Zeichen bestehen und nicht den Anspriichen gentigen.

1. Oligonukleotid 01 = TGACGA
2. Oligonukleotid 0o = TTAGC

Die 5-gramme, die beim Aufteilen beteiligt sind, gehen bei der beschriebenen nai-
ven Methode verloren. Das erste Oligonukleotid o; besteht wie zuvor aus den
ersten sechs Zeichen, also 0y = TGACGA. In o; ist das 5-gramm ACGAT nicht
vorhanden. Deshalb kann das zweite Oligonukleotid 0y mit diesem 5-gramm anfan-
gen und bis zum Ende von s alle Zeichen aufbrauchen. Dann ist oo = ACGATT.
Wird dasselbe Prinzip noch einmal angewandt, so entsteht ein drittes Oligonu-
kleotid o03. Das 5-gramm GATTA wurde noch nicht verwendet und ist somit der
Anfang fiir 03. So entstehen aus der Sequenz s folgende Oligonukleotide:

1. Oligonukleotid 01 = TGACGA
2. Oligonukleotid oo = ACGATT
3. Oligonukleotid 03 = GATTAG
4. Oligonukleotid o4 = TTAGC

4.3.2 Zweites Teilproblem: Langster Pfad bei gegebenem Kontext

Dieses Teilproblem beschéftigt sich mit dem Fall, dass bereits ein Kontext vorhanden
ist. Das heifit, es sind schon Oligonukleotide vorgegeben. Die Menge der Oligonukleoti-
de des Kontextes wird im Folgenden mit K bezeichnet und beinhaltet die vorgegebenen
Oligonukleotide. Sind m Oligonukleotide vorgegeben, so ist K = {ry,r9,..., 7, }. Dabei
sind 71,79, ...,y die Sequenzen der vorgegebenen Oligonukleotide. Zunéchst werden alle
g-gramme dieser Oligonukleotide identifiziert. Die g-gramme bilden die Menge der benutz-
ten Kanten (). Die Anzahl der benutzten g-gramme kann nach oben abgeschétzt werden.
Ist die Menge K ¢-eindeutig und die Léange jedes Oligonukleotids r; gleich [;, so existieren n
verschiedene ¢g-gramme sy, s2, ..., s, mit n = (l1—(¢g—1))+(la—(¢—1))+. . .+ (lm—(¢—1)).
Die Menge @ ist dann wie folgt definiert: Q = {s1, s2,...,5,}.

Die Kanten, die mit den g-grammen aus ) und mit deren Komplementen beschrif-
tet sind, werden aus dem De Bruijn Graphen geléscht. Das Loschen dieser Kanten sorgt
dafiir, dass der erzeugte Pfad zusammen mit den schon vorgegebenen Oligonukleotiden
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eine g-eindeutige Menge ist. Das formulierte ILP wird dazu durch folgendes Constraint
erganzt:
Yee @ :x.+ Toy(e) = 0 (4.12)

4.3.3 Drittes Teilproblem: Modifikation der sticky ends

Zur Losung dieses Problems ist das ILP nicht notig. Abbildung 4.4 zeigt das Oligonu-
kleotid BN-3 der Kachel B3. Die unterstrichenen Subsequenzen sind die sticky ends, die
modifiziert werden sollen. Das sticky end am Anfang eines Oligonukleotids wird im Fol-
genden erstes sticky end und das am Ende zweites sticky end genannt. In Abbildung 4.4 ist
dann CCACA das erste und AGCCG das zweite sticky end des Oligonukleotids. Die nicht
unterstrichene Sequenz ist der Teil des Oligonukleotids, der nicht verdndert werden darf.
Wie schon erwéhnt, haben die sticky ends der hier behandelten DNA-Kacheln immer die
Lange fiinf. Die Modifikation der sticky ends muss mit 5-grammen modelliert werden, da
die vorgestellten DNA-Kacheln mit 5-grammen erstellt wurden. Dabei besteht die Menge
K aus allen Oligonukleotiden der zu modifizierenden Kachel und die Menge @@ dement-
sprechend aus den vorkommenden 5-grammen. Es muss jedoch eine Korrektur der Menge
Q@ erfolgen. In Abbildung 4.5 ist der Ausschnitt des De Bruijn Graphen zu sehen, der die
Sequenz AGCCG des zweiten sticky ends erzeugt.

Der Pfad zur Erzeugung des sticky ends beginnt im Knoten CATT. Dieser Knoten
besteht aus den letzten g — 1 Zeichen der Sequenz, die nicht modifiziert werden soll. Die
Kante, die mit dem sticky end beschrieben ist, bleibt in der Menge (). Nach dem Ent-
fernen des sticky ends sind alle anderen Kanten auf dem Pfad in Abbildung 4.5 wieder
zuléssig. Diese Kanten miissen, falls nicht durch andere Sequenzen verboten, aus der Men-
ge () entfernt werden. Analog dazu sind die Kanten beim ersten sticky end zu iiberpriifen
und gegebenenfalls aus der Menge () zu entfernen. Die Menge Q und die Komplemente
ihrer Elemente werden aus der Menge E entfernt. Die restlichen Kanten sind genau die
Menge Z. Fiir dieses Teilproblem existieren drei Félle: Das erste sticky end soll modifi-
ziert werden, das zweite sticky end soll modifiziert werden, oder beide sticky ends sollen
modifiziert werden. Im Folgenden werden mit den Rekursion FSE(Z,1,s) die moglichen
Modifikationen des ersten sticky ends (First Sticky End) und mit Rekursion SSE(Z,, s)
die des zweiten (Second Sticky End) berechnet.

BN-3

CCACA GCGTCTGA ACCGCATT AGCCG

Abbildung 4.4: Oligonukleotid BN-3 der Kachel B3

Abbildung 4.5: De Bruijn Graph zur Erzeugung von AGCCG
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FSE(Z,1,s):

FEingabe: Z Menge aller noch mdéglichen Kanten, | Liange der zu erzeugenden Pfade und
s Startsequenz

if | =0 then
fiige s zu S hinzu
else

for all k € {A,C,G,T} do
tmp < k konkateniert mit den ersten ¢ — 1 Zeichen von s
if tmp € Z then
FSE(Z\ {tmp,y(tmp)},l — 1,ks)
end if
end for
end if

Algorithmus 4.2: Rekursion zur Modifikation erstes sticky end

SSE(Z,1,s) :

FEingabe: Z Menge aller noch mdéglichen Kanten, | Liange der zu erzeugenden Pfade und
s Startsequenz

if [ =0 then
fiige s zu S hinzu
else

for all k € {A,C,G,T} do
tmp < letzte ¢ — 1 Zeichen von s konkateniert mit k
if tmp € Z then
SSE(Z\ {tmp,y(tmp)},l — 1, sk)
end if
end for
end if

Algorithmus 4.3: Rekursion zur Modifikation zweites sticky end

Fiir den ersten Fall, muss zunéchst die Menge Z wie oben beschrieben angepasst wer-
den. Der Teil des Oligonukleotids ohne das zu bearbeitende sticky end ist die Ausgangsse-
quenz und wird im Folgenden Startsequenz genannt. Die Startsequenz aus dem Oligonu-
kleotid in Abbildung 4.4 ist s = GCGTCTGAACCGCATTAGCCG. Die Sequenz s muss
unter Beriicksichtigung der Sequenzdesign-Regeln um fiinf Zeichen verldngert werden. Der
rekursive Algorithmus 4.2 berechnet eine Menge von alternativen Oligonukleotiden fiir
BN-3: S = {s1, s9,...}. Als Eingabe wird die Startsequenz s, die Menge Z der zulédssigen
Kanten und die Léange [ der sticky ends bendtigt. Zunéchst wird vorne an die Startsequenz
s ein Zeichen aus ¥ hinzufiigt. Anschlielend wird gepriift, ob die ersten ¢ Zeichen der ent-
standenen Sequenz zuléssig sind. Sind diese ¢ Zeichen eine Sequenz aus der Menge Z,
wird {iber den Rekursionsaufruf ein weiteres Zeichen anfiigt. Wenn fiinf Zeichen gefunden
worden sind, wird die entstandene Sequenz in die Menge S aufgenommen.

Fiir die Modifikation des zweiten sticky ends wird analog zur Modifikation des ersten
sticky ends verfahren. Mit dem rekursiven Algorithmus 4.3 werden der Startsequenz s
hinten fiinf Zeichen angehéngt. In diesem Fall ist s = CCACAGCGTCTGAACCGCATT
die Startsequenz.
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FEingabe: Z Menge aller noch moglichen Kanten, [ Lange der zu erzeugenden Pfade und
s Startsequenz
Ausgabe: T Menge von Sequenzen {ti,to, ...}
erezeuge neue leere Menge S
FSE(Z,1,s)
T+ S
S0
for allt € T do
SSE(Z',1,s) (mit angepasster Menge Z')
end for
T+ S
return T

Algorithmus 4.4: Modifikation beider sticky ends

Fiir den Fall, dass beide sticky ends gleichzeitig modifiziert werden sollen, werden die
vorgestellten Rekursionen kombiniert. Ist S = {s1, s9,...,s,} die Menge der modifizierten
Oligonukleotide berechnet fiir das erste sticky end, dann existiert fir jedes s € S eine
Menge R. Fir jedes alternative Oligonukleotid aus S muss die Rekursion zur Modifikation
des zweiten sticky ends aufgerufen werden. Die Menge Ry = {ri,r2,...} fiir s; beinhaltet
so alle Oligonukleotide, die durch Modifikation des zweiten sticky ends von s; entstehen.
Zu jedem s € S muss die Menge Z' aktualisiert werden, da jedes der alternativen Oli-
gonukleotide eine eigene Menge @) besitzt. In Algorithmus 4.4 sind die Rekursionen zur
Modifikation der einzelnen sticky ends kombiniert. Die Menge T der alternativen Oligonu-
kleotide, bei denen beide sticky ends modifiziert wurden, ist die Vereinigung der Mengen
R1, Ro, ..., R,. Die Startsequenz ist der mittlere Teil des Oligonukleotids. In Abbildung
4.4 entspricht dies dem nicht unterstrichenen Teil von BN3.

4.3.4 Viertes Teilproblem: Erstellen eines Internals

Auch zur Losung dieses Problems ist das ILP nicht notwendig. In Abbildung 4.6 ist der
Kachel A? ein Internal hinzugefiigt worden. Dazu wurde das Oligonukleotid NW in zwei
Teile aufgetrennt. Das Internal ANW1 wird durch die Hybridisierungen mit dem Oligo-
nukleotid AW-2 und C an die Kachel selbst gebunden. Das zweite Oligonukleotid NW2
hat die Aufgabe durch seine Hybridisierungen das Internal senkrecht zur Ebene der Kachel
aufzustellen. Dazu muss das Oligonukleotid NW2 mit den Oligonukleotiden ANW1, C und
AN hybridisieren, eine ausreichend lange Verbindung mit dem Oligonukleotid ANWT1 ha-
ben und zwei Thyminbasen an einer bestimmten Stelle besitzen. An der Stelle der beiden
Teile des Internals war vorher das duflere Oligonukleotid NW. Dieses wird zunéchst an
einer ausgewéhlten Position aufgetrennt. Aus dem ersten Teil entsteht das Oligonukleotid
ANWI1 und aus dem zweiten Teil das Oligonukleotid NW2.

Alle noch méglichen Sequenzen zur Erstellung eines Internals fiir eine bestimmte Ka-
chel kénnen mit dem rekursiven Algorithmus 4.3 berechnet werden. Vereinfacht ist das
Internal ein ldngeres sticky end. Die Eingaben fiir die Rekursion sind eine Startsequenz s,
die Léange [ der zu erstellenden Sequenz und die Menge Z aller noch zuldssigen Kanten. Fiir
das Internal wird ein Startknoten statt einer Startsequenz {ibergeben. Der Startknoten ist,
dhnlich wie bei der Erzeugung der sticky ends, der String aus den letzten ¢ — 1 Zeichen des
ersten Teils. Die Lange der Internals ist fest vorgegeben und betréagt 28. Aus der Menge E
aller Kanten des De Bruijn Graphen werden alle Kanten der Menge @) entfernt. Anschlie-
Bend werden auch alle Komplemente der Kanten von ) entfernt. Die restlichen Kanten
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Abbildung 4.6: Kachel aA4?

sind genau die Menge Z. Da die behandelten DNA-Kacheln mit 5-grammen erstellt wur-
den, hat der Startknoten die Lénge 4. An diese vier Zeichen werden weitere 28 hinzugefiigt.
Fir dieses Teilproblem sind deshalb alle s € S des rekursiven Algorithmus 4.3 32 Zeichen
lang. Diese miissen jeweils mit dem ersten Teil des alten Oligonukleotids verkniipft wer-
den und ergeben den Arm des Internals. Bei relativ kleinem Kontext, beispielsweise nur
einer DNA-Kachel, existieren moglicherweise sehr viele erlaubte Internals. Der zweite Teil
des Oligonukleotids wird anschliefend auch erweitert. An den Anfang des zweiten Teils
wird das Komplement der ersten sechs Zeichen des Arms gesetzt. Dann werden die bei-
den Thyminbasen hinzugefiigt und abschliefend der zweite Teil des alten Oligonukleotids
angehédngt. Das Hinzufiigen der zwei Thyminbasen wird nicht sequenzdesigntheoretisch
iiberpriift. Deshalb kénnten Komplemente oder Kopien von schon vorhandenen Subse-
quenzen entstehen.

4.3.5 Fiinftes Teilproblem: Erstellen von DN A-Kacheln

Die hier beschriebenen Kacheln bestehen immer aus neun Oligonukleotiden, die mit Subse-
quenzen der Lange fiinf modelliert werden. Jedes dieser Oligonukleotide hat eine bestimmte
Lénge, die aus strukturchemischen Griinden eingehalten werden muss. In Abbildung 4.7
ist der Aufbau der hier beschriebenen DNA-Kacheln schematisiert. Die C-Komponente (C
steht fir center) ist das Grundgeriist der Kachel. Die Oligonukleotide, die spéter fiir die
sticky ends verantwortlich sind, werden N-Komponente (N steht fiir north), S-Komponente
(S steht fiir south), W-Komponente (W steht fiir west) und E-Komponente (E steht fiir
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east) genannt. Um diese vier Komponenten mit der C-Komponente zu verbinden, werden
vier weitere Oligonukleotide benétigt. Die NE-Komponente (NE northeast) hybridisiert
mit Teilen der C-Komponente, der N-Komponente und der E-Komponente. Die NW-,
SE- und SW-Komponenten (NW northwest, SE southeast, SW southwest) verhalten sich
analog.

Die Positionierung der vier Thyminbasen innerhalb der C-Komponente ist eine weitere
Bedingung zur Erstellung einer DNA-Kachel. Diese vier Thyminbasen miissen an vier
bestimmten Positionen der Komponente eingefiigt werden und gewéhrleisten den planaren
Aufbau der Kachel. Mittels der Losung des ersten Teilproblems wird zunéchst die C-
Komponente der Kachel geformt. Dazu werden von der gefundenen Sequenz die ersten
84 Zeichen benétigt. Dann werden die vier Thyminbasen an den jeweiligen Positionen
der Sequenz zugefiigt. Die ersten vier Thyminbasen werden nach den ersten 15 Zeichen
eingefligt. Die librigen drei Positionen werden jeweils im Abstand von 21 Zeichen eingefiigt.
So erreicht die C-Komponente eine Linge von 100 Zeichen.

Die restliche Ergebnissequenz wird weiter in die vier Oligonukleotide N-, S-) W- und E-
Komponente geteilt, mit den respektiven Léngen von 26, 36, 26 und 36 Zeichen. Insgesamt
werden zur Erstellung der Kachel 208 Zeichen benétigt. Die zu erstellende g-eindeutige
Sequenz muss mindestens 208 Zeichen lang sein. Es werden vier Teilsequenzen fiir die
C-Komponente gebraucht und weitere vier fiir die N-, S-, W- und E-Komponenten. Die
Sequenz wird dazu an acht Stellen aufgetrennt, also n = 8. Bei ¢ = 5 kénnen mit der
Formel (4.11) m =n-(¢—1) =8+ (5 —1) = 40 Zeichen eingespart werden. Deshalb muss
die g-eindeutige Sequenz zur Erstellung einer DN A-Kachel nur noch 168 Zeichen lang sein.
Um eine g-eindeutige Sequenz der Léinge [ zu erzeugen, miissen nach Formel (3.1) [ —¢+1
Kanten im Graphen gewéhlt werden. Zur Erstellung einer DNA-Kachel wird demnach
ein Pfad bestehend aus 164 Kanten bendtigt. Aus Tabelle 4.3 geht hervor, dass erst bei
b-grammen eine ausreichende Anzahl an Kanten zur Erzeugung der Sequenz wéhlbar ist.
Aus diesem Grund ist es nicht moglich eine DNA-Kachel aus einer g-eindeutigen Sequenz
mit dem Grundgeriist aus Abbildung 4.7 und ¢ < 4 zu generieren.

Anschlielend miissen die restlichen vier Komponenten erstellt werden. Diese Kom-
ponenten miissen in Abhéngigkeit zu den schon entstandenen Komponenten modelliert
werden, da bestimmte Hybridisierungen gezielt erzeugt werden sollen. Seien die Zeichen
der einzelnen Oligonukleotide von 5" nach 3’ durchnummeriert und sei subX(a,b) der
Teilstring der X-Komponente von Position a bis . Die Komponente NW besteht aus

|

NwW NE

AN

SW SE

Abbildung 4.7: Allgemeiner Aufbau einer DNA-Kachel
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dem Komplement des subW (13, 20) konkateniert mit dem Komplement von subC(19, 30),
konkateniert mit dem Komplement von subC'(5,14) und wiederum konkateniert mit dem
Komplement von subN(5,12). Die NE-, SE- und SW-Komponente werden analog zur NW-
Komponenten entworfen.

Die W-Komponente einer Kachel wird unabhéngig von ihrer C-Komponente modelliert.
Die NW-Komponente verbindet dann diese beiden Komponenten durch Komplementbil-
dung der entsprechenden Stellen. Dabei entstehen ¢g-gramme in der NW-Komponente, die
nicht sequenzdesigntheoretisch iberpriift wurden. Diese kénnten eine in der Kachel schon
vorhandene Subsequenz oder das Komplement einer schon vorhandenen Subsequenz bil-
den. Bei der Modellierung der SW-, NE- und SE-Komponenten kann es zu analogen Fallen
kommen.
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Kapitel 5

Ein ungerichteter De Bruijn
Graph zur Losung des
DNA-Sequenzdesign-Problems

Der zweite Ansatz basiert auf einer Graphenstruktur, die eine hohe Ahnlichkeit mit dem
De Bruijn Graphen aufweist. Der ungerichteter De Bruijn Graph genannt wird in Ab-
schnitt 5.1 vorgestellt und anhand von Beispielen ndher erldutert. In Abschnitt 5.2 wird
die Reduktion des DSD-Problems auf das Eulerkreisproblem geschildert. Dazu ist der
genaue Aufbau der einzelnen Knoten des ungerichteten De Bruijn Graphen wichtig. Ab-
schlieBend legt Abschnitt 5.3 das Vorgehen zur Losung der einzelnen Teilprobleme auf
Basis des ungerichteten De Bruijn Graphen dar.

5.1 Ein ungerichteter De Bruijn Graph zur Erzeugung von
DNA-Sequenzen: Aufbau und Eigenschaften

Der ungerichtete De Bruijn Graph ist eine Abwandlung des schon vorgestellten De Bruijn
Graphen und wird im Folgenden auch kurz G,-Graph genannt. Der Graph wird im Ar-
tikel [AFNO6] definiert und analysiert. Die verschiedenen Knotenarten des ungerichteten
De Bruijn Graphen wurden schon in dem Artikel untersucht. Zum besser Verstdndnis wer-
den im Folgenden jedoch die Knotenarten im Detail beschrieben und mit Beispielen ihre
Eigenschaften hervorgehoben.

Wie im De Bruijn Graphen sind die Knoten und Kanten des G;-Graphen mit Wortern
beschriftet. Allerdings besteht dieser in etwa aus der Hélfte aller Knoten und Kanten des
De Bruijn Graphen. Der Grund dafiir, sind die doppelten Beschriftungen der Knoten und
Kanten. Eine Beschriftungen bestehen fiir die Knoten aus einer Sequenz r € 39! und
ihrem reversen Komplement ¢ € 29! und fiir die Kanten aus einer Sequenz s € X4
und ihrem reversen Komplement s¢ € 9. Zunichst folgt die formale Definition eines
ungerichteten De Bruijn Graphen.

47
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5.1 Definition. Ungerichteter De Bruijn Graph G|

Sei ¥ = {A,C,G,T} und ¢ ein Parameter. Dann ist der ungerichtete De
Bruijn Graph zu (X, ¢) durch die Menge aller Knoten V' und die Menge aller
Kanten E definiert.

Ist ¢ gerade dann existieren 497'/2 Knoten und 49/2 + 49/2/2 Kanten im
Graphen. Fiir ungerade ¢ enthilt der Graph 497!/2 + 4(@-1)/2 /2 Knoten und
47/2 Kanten.

Die Knoten sind wie folgt definiert:

V= {{r;rc} cre nil)
Die Kanten lassen sich wie folgt beschreiben:

E :{({UlS'SC 9 {s509;055%Y) 1 01,00 € 8,5 € RI72,
{o15:50¢}, {s00;05sC} e V).

Jede Kante e € E mit Quellknoten {o1s;5%0¢} € V und Zielknoten
{509;05 5} € V trigt die Beschriftung:

{01502;055 6} s 01,00 € 2,5 € 172

Die Besonderheit an dieser Graphenstruktur ist, dass eine Sequenz r und ihr reverses
Komplement 7€ in direktem Zusammenhang stehen, da beide Sequenzen Teil der Beschrif-
tung einer Kante sind. Jede Kante und jeder Knoten ist also mit einer zweielementigen
Menge von Strings beschriftet. Das Durchlaufen des Graphen ist dann in zwei Richtun-
gen moglich, da die Kanten und Knoten mit zwei Strings beschriftet sind. Die Knoten
vy = {015;5%¢ 1 01 € 2,5 € 2972} und vy = {502;05s” : 09 € ¥, s € L2972} sind durch
die Kante {o1s09; crgsalc 01,09 € 8,5 € X972} verbunden. Fiihrt ein Pfad von Knoten
v1 zu Knoten vy, so muss der String o1s um das Zeichen o9 verldngert werden. Soll jedoch
der Pfad von Knoten v9 zu Knoten v; abgelaufen werden, so muss der String 00 ¢ um
das Zeichen o§" verlingert werden. In Abbildung 5.1 ist ein Ausschnitt eines ungerichteten
De Bruijn Graphen zu sehen. Dieser Ausschnitt soll im Folgenden beispielhaft durchlaufen
werden.

Der Startknoten des Graphen in Abbildung 5.1 sei v = {AA;TT} und die Startse-
quenz, wie im Beispiel des De Bruijn Graphen in Abschnitt 4.1, sei s = AAA. Damit
ist entschieden, welche der beiden Sequenzen des Knotens v weiterverfolgt werden soll.
Anschliefend kann der Knoten v nur durch den String AAC der Kante {AAC;GTT}
verlassen werden. In diesem Fall ist die Kante eine ausgehende Kante. Dabei wird der
String s durch ein C erweitert und die Sequenz s ist dann AAAC. Der String GT'T der
Kante {AAC;GTT} wirde bedeuten, dass der Knoten v betreten wird. Dann wére diese
Kante eine eingehende Kante. Einen Knoten zu durchlaufen bedarf also einer Einschrén-
kung, die im Folgenden als FErlaubte Kantenpaarung bezeichnet und im Unterabschnitt
5.1.1 erklart wird. In Tabelle 5.1 ist ein beispielhafter Durchlauf in beide Richtungen des
Graphenausschnitts aufgelistet.

Eine weitere Besonderheit der Graphenstruktur ist, dass bei geradem und ungeradem
q unterschiedliche Knotenarten vorhanden sind. Bei ungeradem ¢ stellen sich drei ver-
schiedene Knotenarten heraus, wahrend sich bei geradem ¢ vier verschiedene Knotenarten



5.1. UNGERICHTETER DE BRUIJN GRAPH 49

herausstellen. Die Knotenarten bei ungeradem ¢ werden in Unterabschnitt 5.1.2 vorgestellt
und analysiert. Unterabschnitt 5.1.3 erldutert analog dazu die Knotenarten fiir gerade q.

5.1.1 Erlaubte Kantenpaare

Um einen Knoten im G¢-Graphen zu durchlaufen, muss eine Kante in den Knoten fiithren
und eine aus dem Knoten herausfithren. Die Richtung der einzelnen Kanten des Graphen
wird durch die Wahl der Beschriftung der Kante selbst bestimmt. Ein Knoten v = {s; s¢}
wird mit einer Kante e; = {o7s; scaf} erreicht, wenn der String r; = 015 gelesen wird, und
verlassen, wenn der String ro = scalc gelesen wird. Ist der String r1 gewéhlt worden, so
kann zum Verlassen des Knotens nur eine Kanten mit den folgenden Strings gewahlt wer-
den: sA, sC, sG oder sT. Fiir jede Kante eines Knotens gibt es eine Menge von erlaubten
Kanten. Zur Kante e; erlaubte Kanten sind alle Kanten der Form e = {sa;a“s" : a € X}.
Die Kante e; und jede dieser Kanten bilden ein erlaubtes Kantenpaar. In Abbildung 5.2 ist
ein Knoten des ungerichteten De Bruijn Graphen zu sehen. Zusétzlich sind die Richtungen
der Strings durch Pfeile gekennzeichnet, um die erlaubten Kantenpaare zu verdeutlichen.

Wird der Knoten v = {ACT; AGT} durch die Kante e = {CACT; AGTG} mit dem
String 1y = CATC erreicht, kann der Knoten nur durch eine der folgenden Kanten ver-
lassen werden. Dabei wird der String r erzeugt:

o {ACTA;TAGT?}, mit dem String ro = ACTA und r = riry = CACTA
o {ACTC; GAGTY}, mit dem String ro = ACTC und r = riro = CACTC
e {ACTG; CAGT}, mit dem String o = ACTG und r = riry = CACTG
o {ACTT; AAGT}, mit dem String ro = ACTT und r = riro = CACTT

Wird der Knoten v hingegen durch die Kante e mit dem String r3 = AGTG verlassen, so
muss der Knoten durch eine der folgenden Kanten erreicht worden sein:

o {ACTT; AAGT}, mit dem String 4y = AAGT und r = r3ry = AAGTG
o {ACTG; CAGT}, mit dem String 4y = CAGT und r = r3ry = CAGTG
e {ACTC; GAGTY}, mit dem String 7y = GAGT und r = r3ry = GAGTG
o {ACTA;TAGT}, mit dem String ry = TAGT und r = r3ry = TAGTG

Fir jede Kante aus Abbildung 5.2 existieren vier verschiedene erlaubte Kantenpaare. Im
optimalen Fall wird dieser Knoten deshalb genau vier Mal durchlaufen.

Abbildung 5.1: Ausschnitt des G4-Graphen mit ¢ = 3
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Abbildung 5.2: Erlaubte Kantenpaarungen

5.1.2 Ungerades q

Fiir ungerade ¢ existieren im G¢-Graphen drei Knotenarten: Knoten mit Vielfachen ei-
nes Zeichens, Knoten mit selbstkomplementdrer Beschriftung und Normale Knoten. Diese
werden im Folgenden genauer erértert und sind in Abbildung 5.3 zu sehen.

Knoten mit Vielfachen eines Zeichens Dieser Knoten besitzt eine Schleife, die selbst
ein Vielfaches des Zeichens ist. Von dieser Knotenart existieren in jedem G4-Graphen genau
zwei Knoten: {AAA...A;T... TTT} und {CCC...C;G...GGG}. In Abbildung 5.3(b)
ist ein solcher Knoten aus dem G,-Graphen, mit ¢ = 3, abgebildet. Die rot gefarbten
Zeichen kennzeichnen die hinzugefiigten Zeichen, um die nédchsten Knoten zu erreichen.
Ist fiir Knoten {AA; TT} der String AA gewéhlt, dann entsteht durch das Anhéngen eines
Zeichens jeweils eine Kante. Wird in diesem Fall das Zeichen A angehéngt, so entsteht
die Schleife {AAA;TTT}. Das Anhéngen der Zeichen C, G und T erzeugt die einfachen
Kanten {AAC;GTT}, {AAG;CTT} und {AAT; ATT}. Ist fur den Knoten der String
TT gewéhlt und wird dann ein weiteres T gelesen, entsteht die Schleife { AAA; TTT} ein
zweites Mal. Fiir die weiteren Zeichen entstehen die Kanten {TAA; TTA}, {GAA; TTC}
und {CAA; TTG}. Da die beiden entstandenen Schleifen identisch sind, wird dem Knoten
nur eine Schleife hinzugefiigt. Die sechs entstandenen Kanten sind alle unterschiedlich

Tabelle 5.1: Exemplarischer Durchlauf des G3-Graphen aus Abbildung 5.1

Schritt | Kante Sequenz Schritt | Kante Sequenz
(1. Richtung) (2. Richtung)
1 AAA, TTT AAA 9 AAA, TTT CATCAGGGTTT
2 AAC, GTT AAAC 8 AAC, GTT CATCAGGGTT
3 ACC, GGT AAACC 7 ACC, GGT CATCAGGGT
4 CCC, GGG AAACCC 6 CCC, GGG CATCAGGG
5 CCT, AGG AAACCCT 5 CCT, AGG CATCAGG
6 CTG, CAG AAACCCTG 4 CTG, CAG CATCAG
7 TGA, TCA AAACCCTGA 3 TGA, TCA CATCA
8 GAT, ATC AAACCCTGAT 2 GAT, ATC CATC
9 ATG, CAT AAACCCTGATG 1 ATG, CAT CAT
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(a) Normaler Knoten

(¢) Knoten mit selbstkomplementérer Be-
schriftung

Abbildung 5.3: Fiir ungerade ¢: Die drei Knotenarten des G3-Graphen

voneinander. Dieser Knoten hat Grad 8, da eine Schleife den Grad des Knotens um zwei
erhoht und weitere sechs unterschiedliche Kanten existieren.

Knoten mit selbstkomplementirer Beschriftung Der Knoten mit selbstkomple-
mentédrer Beschriftung ist mit nur einem String der Lange ¢ — 1 beschriftet. Da es sich
um einen selbstkomplementiren String handelt, ist das reverse Komplement gleich dem
String selbst. In jedem G4-Graphen mit ungeradem ¢ existieren genau 49-1/2 dieser Kno-
ten, da ebenso viele selbstkomplementéare Strings existieren. In Abbildung 5.3(c) ist exem-
plarisch der Knoten {AT'} mit all seinen Kanten abgebildet. Auch hier sind die gelesenen
Zeichen rot gefiarbt. Der String AT kann durch die vier Zeichen A, C, G und T verlan-
gert werden. Dabei entstehen die Kanten {AT A; TAT}, {ATC; GAT}, {ATG; CAT} und
{ATT; AAT}. Das Anhéngen eines Zeichens o an einen String s (so) ist gleichzeitig auch
das Anhéngen des reversen Komplements s¢ an das Komplement von o (ESC). Wenn s,
wie in diesem Fall, selbstkomplementér ist, dann sind s und s¢ identisch und das An-
héngen eines Zeichens an s ist gleichzeitig das Anhéngen von s an das Komplement des
Zeichens. Deshalb existieren in diesem Fall nur vier Kanten und diese Knotenart hat immer
Knotengrad 4.

Normale Knoten Ein normaler Knoten zeichnet sich dadurch aus, dass keine Schleife
vorhanden ist und das Lesen jedes Zeichens eine neue Kante beschreibt. In Abbildung
5.3(a) ist exemplarisch der normale Knoten {AC; GT'} mit allen inzidenten Kanten abge-
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bildet. Wird der String AC durch die Zeichen A, C, G und T verldngert, entstehen folgende
Kanten:

o {ACA;TGT}
e {ACC;GGT}
e {ACG;CGT}
o {ACT; AGT}

Wird hingegen der String GT gelesen und dann durch die vier Zeichen verldngert, entstehen
die folgenden Kanten:

o {TAC;GTA}
o {GAC;GTC}
o {CAC;GTG}
o {AAC;GTT}

Da keine Kantenbeschriftung doppelt vorkommt, hat diese Knotenart immer den Kno-
tengrad 8. In einem G,-Graphen existieren genau 491 /2 Knoten. Davon besitzen zwei
Knoten eine Schleife und 4971/2 sind mit einem selbstkomplementéren String beschriftet.
Dann existieren in einem G¢-Graphen mit ungeradem ¢ genau 491 /2 — 44 —1/2 _92 normale
Knoten.

5.1.3 Gerades q

Fiir gerade ¢ existieren im G¢-Graphen vier Knotenarten: Normale Knoten, Knoten mit
Vielfachen eines Zeichens, Knoten inzident zu zwei selbstkomplementdren Kanten und
Knoten inzident zu einer selbstkomplementdiren Kante. Statt der Knoten, die mit einer
selbstkomplementéren Sequenz beschrieben sind, existieren fiir gerade ¢ Kanten, die mit
einer selbstkomplementédren Sequenz beschriftet sind. Die selbstkomplementéren Kanten
sind fiir das weitere Vorgehen wichtig und stellen eine Herausforderung fiir das Erzeugen
einer g-eindeutigen Sequenz dar. Die vier Knotenarten sind in Abbildung 4.1 dargestellt
und im Folgenden né&her beschrieben.

Knoten mit Vielfachen eines Zeichens Der Aufbau des Knotens mit Vielfachen
eines Zeichens flir gerade ¢ ist analog zum Knoten fiir ungerade g. Auch hier existieren
im G4-Graphen genau zwei dieser Knoten. Diese Art von Knoten hat Grad 8 und ist in
Abbildung 5.4(b) dargestellt.

Knoten inzident zu zwei selbstkomplementiaren Kanten Fiir gerade g, existieren
zwei Knoten, deren Beschriftung wie folgt aussieht: {cG0@...0;6000...7 : 0 € X}. In
Abbildung 5.4(c) ist der Knoten {ATA;TAT} fir 0 = A und ¢ = 4 abgebildet. Wird
der String ATA gelesen und anschlieffend eines der Zeichen A, C, G und T, so entstehen
folgende Kanten:

o {ATAA;TTAT}
o {ATAC;GTAT}
o {ATAG;CTAT}
o {ATAT; AT AT}
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(c) Knoten inzident zu zwei selbstkomple- (d) Knoten inzident zu einer selbstkomple-
mentéren Kanten mentéren Kante

Abbildung 5.4: Fir gerade ¢: Die vier Knotenarten des G4-Graphen

Die letzte Kante ist in zweierlei Hinsicht interessant. Zunéchst ist die Sequenz selbstkom-
plementéar, da String und reverses Komplement dieselbe Sequenz beschreiben. Des Weite-
ren sind die ersten g — 1 Zeichen (ATA) genau das reverse Komplement der letzten ¢ — 1
Zeichen (TAT). Da diese beiden Strings beide genau den Knoten { AT'A; T AT} beschrei-
ben, ist die selbstkomplementire Kante { AT AT} eine Schleife. Analog dazu, entstehen
durch Anfiigen der Zeichen an TAT folgende Kanten:

o {TATA; TATA}
o {GATA; TATC}
o {CATA; TATG)}
o {AATA; TATT}

Hier ist die erste Kante {T' AT A} eine selbstkomplementére Schleife. Die beiden selbstkom-
plementéren Schleifen entstehen durch das abwechselnde Auftreten zweier komplementérer
Zeichen. Der Knoten inzident zu zwei selbstkomplementidren Kanten hat Knotengrad 10,
da die zwei Schleifen den Grad um vier erh6hen und sechs weitere Kanten existieren.

Knoten inzident zu einer selbstkomplementiren Kanten Eine selbstkomplemen-
tédre Sequenz der Lénge ¢ besteht aus den ersten ¢ — 1 Zeichen s und den letzten ¢ — 1
Zeichen s¢. Da Knoten des G4-Graphen genau mit s und s¢ der Lénge g — 1 beschriftet
sind, ist eine selbstkomplementére Sequenz im Graph immer eine Schleife. In Abbildung
5.4(d) ist ein solcher Knoten v = {AGC; GCT'} abgebildet. Wird nach dem String AGC
ein Zeichen aus X gelesen, entstehen die folgenden Kanten:
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o {AGCA;TGCT}
e {AGCC;GGCT}
e {AGCG;CGCT}
o {AGCT; AGCT}

Hier ist die letzte Kante {AGCT} selbstkomplementédr und eine Schleife. Analog dazu
kann der String GCT durch die vier Zeichen erweitert werden. Dann entstehen folgende
Kanten:

o {TAGC;GCTA}
e {GAGC;GCTC}
o {CAGC;GCTG}
o {AAGC;GCTT}

In diesem Fall entsteht keine selbstkomplementire Sequenz und alle Kanten fiithren zu
anderen Knoten. Jeder dieser Knoten ist inzident zu genau einer selbstkomplementéren
Sequenz. Bei geradem ¢ existieren genau 4%/2 selbstkomplementire Sequenzen. Vier dieser
Sequenzen sind von den Kanten représentiert, die im vorherigen Paragraphen vorgestellt
wurden. Von dieser Knotenart existieren also 49/2 —4. Der Knoten inzident zu einer selbst-
komplementéaren Kante hat Grad 9, da eine Schleife und sieben weitere Kanten existieren.

Normale Knoten Wie bei ungeradem ¢ existieren auch fiir gerades ¢ normale Knoten
mit Knotengrad 8. Jede Kante dieser Knoten fiihrt zu einem anderen Knoten. In Abbildung
5.4(a) ist einer dieser Knoten mit allen zugehorigen Kanten abgebildet. Die Anzahl der
normalen Knoten in einem G,-Graphen mit geradem g ist 4971 — (49/2 — 4) — 2.

5.2 Reduktion des DSD-Problems auf das Eulerkreispro-
blem

Der eben beschriebene G-Graph kann wie der De Bruijn Graph zum Entwurf von Oli-
gonukleotiden genutzt werden. Die zweite Sequenzdesign-Regel wird, im Gegensatz zum
De Bruijn Graphen, schon durch die Struktur des G,-Graphen erfiillt. Wenn jede Kante
genau einmal gelesen wird, dann kommt die Sequenz der Lénge g nur einmal in der ent-
worfenen Sequenz vor. Die gelesene Kante ist aber auch mit dem Komplement beschriftet,
welches somit nicht mehr gelesen werden kann. Das erste Teilproblem sucht nach der
langsten Sequenz, die keine der Sequenzdesign-Regeln verletzt. Ist der G4-Graph eulersch,
dann ist die langste Sequenz, also der langste Pfad im Graphen, ein Eulerkreis oder -pfad.
Um im Gy-Graphen einen Eulerkreis zu finden, muss der Graph den Satz von Euler aus
Abschnitt 2.4 erfiillen. In einem Graphen existiert genau dann ein Eulerkreis, wenn al-
le Knoten geraden Grad besitzen. Es existiert ein Eulerpfad, wenn bis auf zwei Knoten
alle anderen geraden Grad besitzen. In Abschnitt 5.1 wurden die einzelnen Knotenar-
ten des G4-Graphen analysiert. Ist ¢ ungerade, so haben alle Knotenarten des Graphen
geraden Grad und es ist mit dem Linearzeitalgorithmus und aus [Bra94] moglich einen
Eulerkreis zu finden. Dieser muss durch leichte Modifikationen fiir die erlaubten Kanten-
paare an das hier beschriebene Problem angepasst werden. Im Falle des Gi-Graphen mit
geradem ¢ existiert eine Knotenart, die keinen geraden Grad hat. Die Knoten inzident
zu einer selbstkomplementiaren Kante sind problematisch, da diese einen ungeraden Grad
aufweisen. Diese Knoten werden im Weiteren Problemknoten genannt. Im Folgenden wird
zunachst die Behandlung der Problemknoten vorgestellt. Weiter wird der Linearzeitalgo-
rithmus aus [Bra94] angepasst und néher beschrieben. Abschlielend werden Ergebnisse
prasentiert.
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Das erste Teilproblem sucht die ldngste Sequenz, in diesem Fall einen Pfad, der mog-
lichst viele Kanten des Gy-Graphen genau einmal wéhlt. Da ein Eulerkreis aufgrund der
Problemknoten nicht moglich ist, muss der G-Graph bei geradem g angepasst werden. Ziel
ist es hierbei, die minimale Anzahl an Kanten zu loschen, so dass ein Eulerkreis m&glich
wird. Der grundlegende Ansatz ist, das Loschen von Kanten inzident zu Problemknoten. In
Unterabschnitt 5.2.1 wird die Behandlung der Problemknoten diskutiert, wenn selbstkom-
plementére Kante erlaubt sind. Unterabschnitt 5.2.2 hingegen erlautert die Vorgehensweise
fiir die Problemknoten, wenn keine selbstkomplementére Kanten erlaubt sind.

5.2.1 Behandlung von Problemknoten unter Verwendung von selbst-
komplementiaren Kanten

Ein Problemknoten besitzt nach dem Loschen einer Kante einen geraden Grad. Ist die
geloschte Kante jedoch nur zu einem Problemknoten inzident, so entsteht ein neuer Pro-
blemknoten. Statt eine beliebige Kante zu 16schen, soll eine Kante inzident zu zwei Pro-
blemknoten geloscht werden. Dazu muss es eine gerade Anzahl an Problemknoten in jedem
G¢-Graphen mit geradem ¢ geben. Dass die Anzahl der Problemknoten gerade ist, hat sich
schon iiber die Struktur des G4-Graphen gezeigt. In Abschnitt 5.1 wurde die Anzahl der
Problemknoten p = 49/2 — 4 festgestellt.

Um die langste Sequenz zu erhalten, wird zunéchst die minimale Anzahl an Kanten
geloscht. Das Loschen der Kanten soll anschlieBend einen Eulerkreis ermoglichen. Gibt es
zwischen zwei Problemknoten immer eine Kante, kann diese ohne weitere Anpassungen
geloscht werden, sofern die restlichen Kanten erlaubte Kantenpaarungen erméglichen. Bei
p Problemknoten werden dann héchstens p/2 Kanten geloscht. Zunéchst wird im Folgenden
der Aufbau eines einzelnen Problemknotens beschrieben.

5.2 Beobachtung. Aufbau eines Problemknotens

Sei s ein selbstkomplementdrer String der Lidnge ¢ — 2, dann ist die selbst-
komplementéire Kante oso inzident zu dem Knoten {os, sg}. Dieser Knoten ist
ein Problemknoten.

Die Knotenart aus Abbildung 5.4(c) ist eine Ausnahme, da zwei inzidente Schleifen
existieren und der Knotengrad gerade ist.

Die zwei Problemknoten v; = {AGC;GCT} und vy = {GCA; TGC} aus Abbildung
5.5 sind durch die Kante e = {AGCA; TGCT} verbunden. Diese kann, wie oben schon
erwahnt, geloscht werden, sodass deg(vy) und deg(v2) anschlieiend gerade sind. Wird der
String AGC von Knoten v; um das Zeichen T erweitert, entsteht die Schleife {AGCT'}.
Das Lesen der Schleife bedeutet, dass der String AGC durch den String GCT erweitert
wird. Der Knoten v; wird somit nicht verlassen, sondern es wird der zweite String des
Knotens gewéhlt.Wird die Kante e zwischen v und vy geldscht, sind deg(v1) und deg(v2)
gerade und die restlichen Kanten der jeweiligen Knoten kénnen durch erlaubte Kanten-
paare beschrieben werden. Fiir Knoten vy kénnten die Kanten wie folgt gepaart werden:

e Kante {AAGC; GCTT} mit Kante {AGCC; GGCT'}
e Kante {CAGC; GCTG} mit Kante {AGCG; CGCT}

Dann bleiben noch zwei ungepaarte Kanten und eine Schleife iibrig. Wird der String GAGC
der Kante {GAGC; GCTC'} genutzt, um den Knoten vy zu erreichen, kann nur die Schleife
{AGCT} gelesen werden. Die letzte Kante {TAGC; GCT A} kann erst nach dem Lesen



56 KAPITEL 5. Ggo-GRAPH ZUR LOSUNG DES DSD-PROBLEMS

Abbildung 5.6: Verallgemeinerte Problemknotengruppe

der Schleife gewahlt werden. So kénnen alle noch {ibrigen Kanten des Knoten vy genutzt
werden. Der Knoten vy kann analog dazu behandelt werden.

Ausgehend von dem String AGC von Knoten v kénnen weitere zwei Problemknoten
durch folgende Kanten erreicht werden:

e {AGCC;GGCTY} , die zum Knoten v3 = {GCC; GGC'Y} fiihrt.
e {AGCG;CGCT} , die zum Knoten vy = {GCG; CGC'} fiihrt.

Der Problemknoten v; ist durch jeweils eine Kante mit drei weiteren Problemknoten ver-
bunden. In Abbildung 5.6 ist eine Gruppe von Problemknoten und ihre Verbindungen
dargestellt. Das Alphabet besteht aus vier Zeichen, deshalb kann jeder Knoten um vier
Zeichen erweitert werden. Handelt es sich um einen Problemknoten {os, s}, so ist s der
selbstkomplementédr Kern des Knotens. Wird der String os um ein Zeichen des Alpha-
bets verldngert, dann wird s komplett an den nédchsten Knoten weitergereicht. Deswegen
sind alle Knoten, die von solch einem String erreicht werden, auch Problemknoten. Diese
Gruppe wird im Weiteren Problemknotengruppe oder auch kurz PKG genannt.
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Abbildung 5.7: Spezielle Problemknotengruppe

In einer PKG existieren sechs Kanten zwischen den vier Problemknoten. Abbildung 5.6
zeigt eine verallgemeinerte PKG mit diesen sechs Kanten. Von diesen Kanten miissen nur
zwei geloscht werden, damit die Problemknoten geraden Grad erhalten. Die Knotenpaare
der zu léschenden Kanten miissen disjunkt sein.

Wie in Abschnitt 5.1 existieren in jedem G4-Graphen genau zwei Knoten inzident zu
zwei selbstkomplementéren Kanten. Diese Knoten bilden eine spezielle Problemknoten-
gruppe (abgekiirzt sPKG), die fir den Knoten {AT A, TAT} in Abbildung 5.7 zu sehen
ist. An einer sPKG sind sieben Knoten beteiligt, von denen nur sechs Problemknoten
sind. In einer sSPKG miissen vier Kanten geloscht werden, damit die sechs Problemknoten
geraden Grad erhalten. Der Knoten inzident zu zwei selbstkomplementéren Kanten hat
geraden Grad. Damit der Grad dieses Knotens gerade bleibt, miissen zwei Kanten des Kno-
tens geloscht werden. In Abbildung 5.7 kénnen beispielsweise die Kanten { AAT A; TATT'}
und {ATAA; TT AT} geloscht werden. Anschliefend miissen zwei weitere Kanten geloscht
werden. Die Kanten miissen jeweils zwei der restlichen vier Problemknoten verbinden.
In diesem Beispiel miissen die Kanten {GATG; CATC} und {GTAG;CTAC} geloscht

werden.

Es existieren 49/2 selbstkomplementére Kanten. Acht dieser Kanten sind jeweils an ei-
ner sPKG, wie in Abbildung 5.7 zu sehen ist, beteiligt. Es existieren in jedem G,-Graphen
genau zwei dieser Gruppen und somit sind 16 selbstkomplementédre Kanten abgedeckt.
Fiir jede dieser sPKG miissen vier Kanten geloscht werden, also werden fiir die beiden
Gruppen insgesamt acht Kanten geloscht. Die restlichen 49/2 — 16 selbstkomplementéren
Kanten sind jeweils an einen Problemknoten beteiligt. Es gibt also 47/2 — 16 weitere Pro-
blemknoten. Diese Problemknoten sind jeweils zu viert in einer PKG zusammengefasst.
Demnach existieren genau (49/2 — 16)/4 = 49/2=1 — 4 PKG, fiir die jeweils zwei Kanten
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geloscht werden miussen. Insgesamt miissen dann genau d Kanten geloscht werden, um
einen Eulerkreis in einem G,-Graphen mit geradem ¢ zu ermdglichen:

d=2-44 (47271 _4).2
—849.49/271 _§g
9. 44/2

4
44/2

2

Zwischen den Problemknoten p; = {AAT; ATT} und py = {TAA; TT A} aus Abbildung
5.7 existiert zusétzlich die Kante e = {TAAT; ATT A}. Das Loschen dieser Kante ist je-
doch nicht moglich, da die restlichen Kanten mit den Schleifen anschlieend keine erlaubten
Kantenpaarungen mehr ermoglichen.

Wenn nur ein Eulerpfad gesucht wird, dann konnen zwei Kanten weniger gelGscht
werden. Diese zwei Kanten miissen jedoch inzident zu einem Knoten sein, der wiederum
inzident zu zwei selbstkomplementiren Kanten ist. So existieren im Graphen genau zwei
Problemknoten, die jeweils Start- und Endknoten des Eulerpfades sind. Die minimale
Anzahl der zu 16schenden Kanten, um einen Eulerpfad zu erméglichen, ist dann:

44/2
d=——-2
2

Sind selbstkomplementére Sequenzen erlaubt, dann ist n eine obere Schranke fiir die An-
zahl der maximal wahlbaren Kanten in einem G,-Graphen mit geradem g:

49 49/2
Wird nun die Anzahl der zu l6schenden Kanten abgezogen, dann ist 1,4, die obere Schran-
ke fiir die Anzahl maximal wéhlbarer Kanten in einem Gy-Graphen mit geradem g:

Nmaz =N — d

49 49/2 44/2

= —)—(— -2
(2+ 2 2 )
49 49/2 449/2 5

2t T T
449

=— 42
2~|—

Die hier beschriebene Methode kann nur dann angewandt werden, wenn selbstkomple-
mentdre Kanten erlaubt sind. Dies ist allerdings durch die dritte Sequenzdesign-Regel
untersagt. Ist die Lénge der zu erzeugenden Sequenz wichtiger als die Einhaltung aller
Sequenzdesign-Regeln, so kann mit dieser Vorgehensweise die ldngste Sequenz erzeugt
werden. Diese ist dann g-eindeutig unter Berticksichtigung der ersten beiden Regeln. Zur
Erstellung der DNA-Kacheln ist die dritte Regeln jedoch sehr wichtig. Deshalb wird im
nichsten Unterabschnitt eine Methode vorgestellt, die keine selbstkomplementiaren Kanten
verwendet.
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CCTAGC
GCTAGG

Abbildung 5.8: Weg zwischen zwei Problemknoten

5.2.2 Behandlung von Problemknoten ohne Verwendung von selbstkom-
plementiren Kanten

In der Arbeit von James W. Anderson et al. [AFNO06] wird eine Vorgehensweise vorge-
stellt, die es ermoglicht einen Eulerkreis im G¢-Graphen mit geradem ¢ zu finden. Einige
Kanten werden doppelt gewéhlt, um so Kreise zu erzeugen. Die erzeugten Kreise enthalten
jeweils zwei Problemknoten und kénnen zunéchst aus dem G,-Graphen entfernt werden.
Dann kann in dem restlichen Graphen ein Eulerkreis gefunden werden. Dieser wird an-
schliefend mit den vorher gefundenen Kreisen vereint. Diese Vorgehensweise kann fiir das
DSD-Problem genutzt werden, indem die doppelt gewéhlten Kanten geléscht werden. Ein
selbstkomplementarer String s der Lénge ¢ kann wie folgt beschrieben werden:

0109 .. .O'q/2_10'q/2 -..0¢q

Dabei sei der erste Teilstring sy = 0102...0,/2_1 das reverse Komplement des zweiten

59 =s{ = 04/2---0q. Der String s kann dann wie folgt permutiert werden:

§ =0102.. -0q/2—-10¢g/2---0gq
r =o09.. .(Tq/Q_qu/Q ... 0q01

T9 = 03 .. .O'q/2_10'q/2 ...0q0102

Tq/2_1 = O'q/2_10'q/2 -..0q01 .. O'q/2_2
T'q/2 = O'q/2 <. 0q01 ... O'q/2,1
Der String /5 ist selbstkomplementér. Im G,-Graphen kann jeder Problemknoten tiber

q/2 — 1 Kanten einen weiteren Problemknoten erreichen. Abbildung 5.8 zeigt einen Aus-
schnitt aus einem Gg Graphen. Der Knoten v; = {CTAGG; CCTAG} ist inzident zur
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selbstkomplementiren Sequenz s = CCTAGG. Wird s wie oben beschrieben permutiert,
ergeben sich folgende Sequenzen:

s =CCTAGG
r1 = CTAGGC
ro = TAGGCC
r3 = AGGCCT

In Abbildung 5.8 wird im Knoten v; mit dem String CCTAG begonnen. Dann wird s
gewdhlt und im Knoten vy ist deshalb der String CTAGG gelesen worden. Als néchstes
werden die Kanten mit den Sequenzen r1 und ry gewéhlt. Als letztes ist dann der String
AGGCC im Problemknoten v = {AGGCC; GGCCT'} gelesen worden. Dieser String er-
moglicht das Lesen der selbstkomplementédren Sequenz rs, die wieder im Knoten v3 endet.
Ausgehend vom String GGCCT wird mit den Sequenzen 7§ und r{" iiber den Knoten vy
wieder der Knoten v; erreicht. So entsteht der folgende Kreis:

k= (CCTAGG,CTAGGC, TAGGCC,AGGCCT,GGCCTA,GCCTAG).

Dieser ist in Abbildung 5.8 rot gekennzeichnet. Der Kreis & kann anschliefend gel6scht
werden und die Problemknoten v; und vs haben geraden Grad. Der Knoten ve wurde mit
zwei Pfaden durchlaufen und behélt deshalb auch geraden Grad. Die restlichen Kanten der
beiden Problemknoten bilden anschlieflend erlaubte Kantenpaare. Eine mogliche erlaubte
Kantenpaarung fiir Knoten v; ist:

o {CCTAGC;GCTAGG} mit {CTAGGA; TCCTAG)}
o {CCTAGA; TCTAGG} mit {CTAGGT; ACCTAG}
o {CCTAGT; ACTAGG} mit {CTAGGG; CCCTAG}

Fir Knoten vs ist beispielsweise folgende Kantenpaarung méoglich:

o {CAGGCC;GGCCTG} mit {AGGCCG; CGGCCT}
¢ {GAGGCC; GGCCTC} mit {AGGCCC; GGGCCT}
o {AAGGCC;GGCCTT?} mit {AGGCCA; TGGCCT}

Sind alle so entstandenen Kreise geloscht, existiert ein Eulerkreis im G4-Graphen. Die
Anzahl der Kanten, die zusétzlich geloscht werden miissen, wird wie folgt bestimmt. Die
Pfade zwischen zwei Problemknoten haben die Lénge ¢/2 — 1. Es existieren 49/2 gelbst-
komplementare Kanten. Vier von diesen Kanten sind inzident zu zwei Knoten, die keine
Problemknoten sind. Bleiben also 47/2 — 4 selbstkomplementéire Kanten, die jeweils inzi-
dent zu einem Problemknoten sind. Zwischen jeweils zwei Problemknoten soll ein Pfad
gefunden werden, der nach der vorgestellten Vorgehensweise zusammen mit den selbst-
komplementiren Kanten einen Kreis bildet. Also existieren (49/2 — 4) /2 Pfade der Lange
q/2 — 1. Die Anzahl der zu l6schenden Kanten d ist:

49/2 _ 4
d=
2

(g/2-1)

Um die Anzahl der wihlbaren Kanten zu maximieren, kann wie in Unterabschnitt 5.2.1
ein Eulerpfad gesucht werden. Deshalb diirfen zwei Problemknoten mit ungeradem Grad
im Graphen existieren. Diese sind der Start- und Endknoten des Eulerpfades. Die Anzahl
der Problemknoten ist 47/2 — 4 — 2 und die Anzahl d ist dann:

49/2 _
d= 0
2

(¢/2-1)
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Sind keine selbstkomplementéren Sequenzen erlaubt, dann kann die obere Schranke fiir
die Anzahl der maximal wéhlbaren Kanten 1,4, in einem G,-Graphen bei geradem ¢ wie
folgt berechnet werden:

49 44/2
mas = 5 =
49 49/2 492 _ ¢
=S -5 -—5— 2=
2 2 2
49492 (492 — 6)(q - 2)
2 4 '

5.2.3 Ein Linearzeitalgorithmus zur Berechnung langster Pfade

Der Algorithmus 5.1 berechnet einen Eulerkreis fiir einen G4-Graphen mit ungeradem q.
Fir Graphen mit geradem ¢ berechnet der Algorithmus 5.1 nach Behandlung der Problem-
knoten einen Eulerpfad. Nach dem Satz von Euler aus Abschnitt 2.4 existiert ein Eulerkreis
in einem Graphen, wenn alle Knoten geraden Grad aufweisen. Es existiert ein Eulerpfad,
wenn genau zwei Knoten ungeraden Grad und alle anderen geraden Grad aufweisen. Fiir
gerade ¢ muss der Graph zuerst angepasst werden.

Nach der Behandlung der Problemknoten entsteht der Graph G4 = (V, E’). Die Menge
V enthilt genau zwei Knoten, die ungeraden Grad besitzen. Einer dieser Knoten wird als
Startknoten markiert, wihrend der zweite Knoten der Endknoten des Eulerpfades ist. Die
Menge E’ ist die angepasste Menge der Kanten in einem G,-Graphen mit geradem ¢. Fiir
ungerade g weisen alle Knoten des Graphen geraden Grad auf.

Zu jeder Kante e existiert im Graphen eine Kante €’. Diese beiden Kanten sind ein
erlaubtes Kantenpaar (e,e’). Ein erlaubtes Kantenpaar ist wie in Unterabschnitt 5.1.1
beschrieben aufgebaut. Zunéchst priift der Algorithmus, ob ein Startknoten gegeben ist.
Ist dies der Fall, so wird ein String des Knoten vgiar = {s; SC} gewdhlt. Als Néachstes
wird eine Kante inzident zu vgq+ betrachtet, die den gewédhlten String um ein Zeichen
verlangert. Diese Kante ist die Startkante des Eulerpfades. Existiert kein Startknoten,
dann kann eine zufillige Kante als Startkante gewéhlt werden. An jedem erreichten Knoten
wird dann iiberpriift, ob die aktuelle Kante e eine Kante ¢’ an diesem Knoten besitzt.
Existiert ein erlaubtes Kantenpaar (e,e’), wird die Kante e aus der Menge E geloscht,
dem Pfad P hinzugefiigt und die Kante ¢’ ist dann die aktuelle Kante e. Wenn keine
erlaubten Kantenpaare fiir die aktuelle Kante existieren, dann wird der Pfad der Menge
P hinzugefiigt. Ist die Menge E leer, sind alle Kanten abgelaufen worden. Sind in £ noch
Kanten vorhanden, miissen diese Kreise ergeben. Aus der iibrigen Menge F wird eine
zuféllige Kante gewdhlt und wie schon beschrieben fortgefahren. Jede Kante wird genau
einmal betrachtet und dann aus der Menge E geloscht. Also ist der Zeitaufwand O(|E|).
Die einzelnen Pfade der gefundene Menge P miissen anschlieBend zu einem Pfad vereinigt
werden. In dieser Mengen existieren nur Kreise und héchstens ein Pfad. Zunéchst werden
alle Sequenzen der Lénge g — 1 iiberpriift. Im Graphen sind das alle Knoten. Zwei Pfade
der Menge P koénnen vereinigt werden, wenn ein Knoten in beiden Pfaden vorkommt.
Insgesamt betriagt der Zeitaufwand bei geschickter Implementierung O(|E| + |V]). Der
resultierende Pfad P = (e, eg, . ..) kann in zwei Richtungen gelesen werden, da die Kanten
mit zwei Strings beschriftet sind. Das Lesen in beide Richtungen erzeugt eine g-eindeutige
Sequenz. Diese beiden Sequenzen sind jeweils das reverse Komplement der anderen. Ein
Beispiel dazu ist bereits in Abbildung 5.1 und Tabelle 5.1 gegeben.
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5.2.4 FErgebnisse des Linearzeitalgorithmus

In Tabelle 5.2 sind die Ergebnisse des Linearzeitalgorithmus und des ILP fiir gerade ¢
aufgelistet. Es wurden nur ¢g-gramme bis zu einer Linge von neun Basen betrachtet. Es geht
hervor, dass fiir ungerade q das Ergebnisse beider Ansétze mit den theoretisch errechneten
Werten {ibereinstimmt. Fiir gerade ¢ hingegen erzielt das ILP bessere Losungen.

Die Abweichung der maximal wahlbaren Kanten liegt offenbar an der Berechnung der
zu loschenden Kanten d. In einem G-Graphen mit geradem ¢ wurde zwischen zwei Pro-
blemknoten immer ein Pfad der Linge ¢/2 — 1 geloscht. Dieser Pfad wurde durch das
Permutieren der Basen eines selbstkomplementéren Strings erzeugt und in Unterabschnitt
5.2.2 dargelegt. Doch es existieren auch Pfade, die kiirzer sind und geléscht werden kon-
nen. Ein Beispiel dafiir ist in Abbildung 5.9 zu sehen. Der selbstkomplementére String
s = ATTAAT ist inzident zu dem Knoten vy = {TTAAT; ATTAA}. Der String s wiirde
nach der Vorgehensweise aus Unterabschnitt 5.2.2 zum String s’ = AATATT permutiert
werden. Der Problemknoten v; kénnte deshalb durch einen Pfad mit dem Problemknoten
v] = {AATAT; AT ATT?} verbunden werden. Die zwei selbstkomplementéren Strings und
der erzeugte Pfad ergeben dann einen Kreis, der aus dem Graphen geloscht wird.

Es existiert auch eine andere Losung. Die Kante e = {TTAATT; AATTAA} aus Ab-
bildung 5.9 verbindet den Problemknoten v; mit dem Knoten vy = {TAATT; AATTA}.
Diese Kante ergibt mit den zwei selbstkomplementéren Strings s und r = TAATTA einen

FEingabe: G4, = (V, E)
Ausgabe: P Menge von Pfaden P, Ps, ...

if existiert Startknoten then
wahle e < eine vom Startknoten ausgehende Kante
fiige e zu P hinzu
entferne e aus F
while e und ¢’ € F ist erlaubtes Kantenpaar do
fiige €’ zu P hinzu
entferne ¢’ aus E
setze e <+ ¢
end while
flige P zu P
end if

while E # () do
erzeuge neues leeres P
e < zufallige Kante aus E
while e und ¢’ € F ist erlaubtes Kantenpaar do
fiige e zu P hinzu
entferne e aus E
setze e + €
end while
flige P zu P
end while
return P

Algorithmus 5.1: Eulerkreis im G4-Graphen
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AATTAA

Abbildung 5.9: Loschen einer Kanten zwischen zwei Problemknoten

Kreis, der geloscht werden kann. Der erzeugte Kreis ist k& = (s,e,r,¢e). Die restlichen
Kanten der Problemknoten v; und vy ergeben erlaubte Kantenpaare.

Nun sind die Knoten v = {AATAT; ATATT} und vy = {TAATA; TAT AA} iibrig.
Diese Problemknoten miissen miteinander verbunden werden, da vy und vy schon mit-
einander verbunden sind. In Abbildung 5.10 ist ein Pfad zwischen den beiden Knoten
angegeben, der mit den Schleifen s’ = AATATT und ' = TTATAA einen Kreis ergibt.
Dieser kann anschlielend wieder geloscht und die restlichen Kanten der Problemknoten
konnen zu erlaubten Kantenpaaren kombiniert werden. Der Pfad zwischen den zwei Pro-
blemknoten v] und v4 ist in diesem Beispiel drei Kanten lang. Da ein Eulerpfad gesucht
wird, miissen nicht beide Pfade geléscht werden. In der optimalen Lésung wird der Pfad
minimaler Linge geloscht, der in diesem Beispiel eine Kante lang ist. Der Pfad der Léan-
ge drei aus Abbildung 5.10 wird nicht geloscht und die beiden Problemknoten v und v}
sind Start- und Endknoten des gesuchten Eulerpfades. Fiir die Anzahl der zu 16schenden
Kanten d bedeutet dies, dass nicht alle Pfade zwischen zwei Problemknoten ¢/2 — 1 lang
sind.

Tabelle 5.2 gibt fiir ¢ = 6 eine Losung bestehend aus 1958 Kanten an. Wenn zwischen
den zwei Knoten v; und ve nur eine Kante statt ¢/2 — 1 = 6/2 — 1 = 2 Kanten geloscht
werden, dann konnen 1959 Kanten gewéhlt werden. Diese Losung ist optimal, da das ILP
dieselbe Anzahl an maximal wéhlbaren Kanten errechnet. Die Anzahl der zu l6schenden
Kanten d ist fiir den Fall ¢ = 4 optimal, da jeder Pfad zwischen Problemknoten genau eine
Kante lang ist: ¢/2—1 = 4/2—1 = 1. Fiir gerade ¢ > 6 ist die Anzahl d aus Unterabschnitt
5.2.2 dann eine obere Schranke.

Tabelle 5.2: Vergleich zwischen ILP und Linearzeitalgorithmus

g-gramme | Gesamt- Algorithmus ILP mit Algorithmus  ILP ohne
kanten mit selbst-  selbstkomp. ohne selbst- selbstkomp.
komp. Kanten Kanten komp. Kan- Kanten
ten
2 16 10 10 6 6
4 256 130 130 115 115
6 4096 2050 2050 1958 1959
8 65536 32770 32770 32265 32279
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5.3 Losen der Teilprobleme des DSD-Problems auf Basis
des ungerichteten De Bruijn Graphen

Der Linearzeitalgorithmus aus Abschnitt 5.2 kann wie das ILP aus Abschnitt 4.2 an drei
der Teilprobleme des DSD-Problems angepasst werden.

Fiir das erste Teilproblem ist die Adaption des Algorithmus analog zu der Adaption des
ILP. Zunéchst wird mittels des Algorithmus 5.1 die ldngste g-eindeutige Sequenz erzeugt.
Wie schon in Unterabschnitt 5.2.4 diskutiert existiert fiir gerade ¢ nicht eine Abweichung
des Ergebnisses vom Optimum. Diese Abweichung ist jedoch akzeptabel. Das Teilen der
erzeugten g-eindeutigen Sequenz in die verschiedenen Oligonukleotide erfolgt nach der
Methode aus Abschnitt 4.3.

Das Erstellen der sticky ends und des Internals wird wie schon in Abschnitt 4.3 be-
schrieben gelost. Dazu ist keine Graphenstruktur nétig, da die Subsequenzen durch die
Mengen Z und @ verwaltet werden. Dieser Sachverhalt wird ausgenutzt, um korrekte
Losungen fiir die Modifikation der sticky ends zu berechnen.

Im Folgenden wird die Adaption des ungerichteten De Bruijn Graphen an das zweite
und fiinfte Teilproblem des DSD-Problems erldutert.

5.3.1 Zweites Teilproblem: Langster Pfad bei gegebenem Kontext

Ist ein Kontext gegeben, dann miissen die Sequenzen der einzelnen Oligonukleotide aus
dem Graphen geldscht werden. Nach dem Léschen der Oligonukleotide aus dem vorgegebe-
nen Kontext ist der Graph moglicherweise nicht mehr eulersch. Das Loschen der einzelnen
Sequenzen fithrt dazu, dass im Graphen G, Knoten mit ungeradem Grad entstehen. Sei
zum Beispiel der Kontext K = {GTCCAGT} und ¢ = 6, dann existieren zwei 6-gramme,
die nicht mehr verwendet werden dirfen. Die Menge der nicht erlaubten Kanten ist dann
Q = {GTCCAG, TCCAGT}. Abbildung 5.11 zeigt einen Ausschnitt dieses Graphen G.
Wird die Menge @ entfernt, dann beschreibt der gestrichelte Pfad die Sequenz aus K.
Durch das Wegfallen der Kanten {GTCCAG; CTGGAC} und {TCCAGT; ACTGGA}
haben die Knoten v; und vy ungeraden Grad. Der Algorithmus 5.1 bendétigt als Einga-
be einen Graphen, der hiéchstens zwei Knoten ungeraden Grades beinhaltet. Besteht der
Kontext aus mehreren Oligonukleotiden, dann muss der Graph Gy nach dem Loschen der
Oligonukleotide des Kontextes angepasst werden. Das Einfiigen einer Kante zwischen zwei

TATTAT
ATAATA

Abbildung 5.10: Pfad zwischen zwei Problemknoten
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Knoten ungeraden Grades erlaubt es wieder einen FEulerkreis zu finden. In Abbildung 5.11
ist die rot gestrichelte Kante eine Pseudokante. Diese weist keine Beschriftung auf, sondern
verbindet nur zwei Knoten ungeraden Grades. Die Pseudokanten in einem Graphen sind
Stellvertreter fiir geloschte Sequenzen.

Die Sequenzen des Kontextes miissen nicht den Sequenzdesign-Regeln entsprechen.
Deshalb kénnen schon bei einem Kontext aus nur einem Oligonukleotid auch mehr als zwei
Knoten mit ungeradem Grad entstehen. Wird beispielsweise die Sequenz s = CACTAGTT
aus dem Graphen G3 geloscht, dann entstehen mehr als zwei Knoten mit ungeradem
Grad. In Abbildung 5.12 ist der Graphenausschnitt der Sequenz s mit den dazugehdrigen
Pseudokanten skizziert.

In einem Graphen existiert nach dem Satz 5.3 immer eine gerade Anzahl an Knoten
mit ungeradem Grad.

5.3 Satz. Fiir jeden Graphen existiert eine gerade Anzahl Knoten mit ungeradem
Grad.

Beweis. Die Summe der Grade aller Knoten V in einem Graphen ist gerade, da
jede Kante zu genau zwei Knoten inzident ist. Zunéchst werden die Knoten aus V'
in Knoten mit geradem Grad V; und Knoten mit ungeradem Grad V,, aufgeteilt.
Dann 148t sich die Summe der Grade wie folgt formulieren:

Z deg(v) = Z deg(v) + Z deg(v)
veV veVy veEVy

Die Summe iiber die Knotengrade aus Vj ist gerade. Daraus folgt, dass die Summe
der Knotengrade aus V,, gerade sein muss, damit die Summe der Knotengrade {iber
V gerade sein kann. Somit muss die Anzahl der Knoten aus V,, gerade sein. [

Nach dem Léschen der Sequenzen aus dem Kontext entsteht also immer eine gerade An-
zahl an Knoten mit ungeradem Grad. Deshalb ist es immer moglich eine Pseudokante zwi-
schen zwei Knoten mit ungeradem Grad einzufiigen. Fiir das Beispiel aus Abbildung 5.12
sind die Knoten v1, v9, v4 und vs durch zwei Pseudokanten verbunden. Da ein Eulerpfad
zur Losung dieses Problems geniigt, kann eine Pseudokante vernachléssigt werden und die

pseudokante

CAGTCC
GGACTG

Abbildung 5.11: Entstehung einer Pseudokante durch das Loéschen der Sequenz s = GTCCAGT
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pseudokante1

TT pseudokante2 .

o

Vs AA ............................

Abbildung 5.12: Entstehung zweier Pseudokanten durch das Loschen der Sequenz s = CAC-
TAGTT

betroffenen Knoten sind dann Start- und Endknoten. Nach dem Einfiigen der Pseudokan-
ten existieren im Graphen zwei Knoten mit ungeradem Grad. Alle anderen Knoten weisen
geraden Grad auf.

Mittels der Pseudokanten kann der Algorithmus 5.1 auf dem angepassten Graphen
arbeiten. Die Pseudokante e, ersetzt den Pfad P = (eq,ea,...,ey), der durch die Sequenz
p € K beschrieben wird. Eine Pseudokante e, und eine Kante €’ sind ein erlaubtes Kan-
tenpaar an dem Quellknoten der Pseudokante, wenn die Kante e; und €’ ein erlaubtes
Kantenpaar sind. Fir den Zielknoten sind e, und €’ ein erlaubtes Kantenpaar, wenn e,
und €’ ein erlaubtes Kantenpaar sind. Der Algorithmus wéhlt zunéchst alle Kanten an
einem Knoten, die keine Pseudokanten sind. Gibt es keine andere Moglichkeit, so wird die
Pseudokante gewéhlt. Diese fiigt keine Zeichen an die bis dahin entstandene Sequenz, son-
dern beendet die Erzeugung der Sequenz. Der Knoten am anderen Ende der Pseudokante
wird der Startknoten des néchsten Pfades. Der angegebene Algorithmus findet eine Menge
P ={P,,P,,...}, die anders als fiir das erste Teilproblem mehrere Pfade enthélt. In dieser
Menge wird anschlieBend nach Kreisen gesucht. Dann wird gepriift, ob eine Subsequenz
der Linge ¢ — 1, also ein Knoten, gleichzeitig in einem Pfad und einem Kreis der Menge P
existiert. Ist dies der Fall, so kann der Kreis in den Pfad integriert werden und der Pfad
wird um die Lange des Kreises verlingert. Aus der Menge P kann abschlieflend die l&ngste
Sequenz ausgewéhlt werden. Die restlichen Pfade kénnen nach Bedarf entweder verwor-
fen oder auch fiir andere Zwecke verwendet werden. Sind diese Pfade ausreichend lang,
dann kénnen weitere Oligonukleotide gewonnen werden ohne die Sequenzdesign-Regeln zu
verletzen.

5.3.2 Fiinftes Teilproblem: Erstellen von DNA-Kacheln

Das Erstellen einer DNA-Kachel nach dem Vorbild der Kacheln A? und B? muss mit min-
destens 5-grammen modelliert werden. Die C-Komponente dieser DNA-Kacheln besteht
aus vier Subsequenzen von vier Thyminbasen und vier Sequenzen der Léange 21. Die vier
Subsequenzen werden ohne Uberpriifung der Regeln in die erzeugte Sequenz eingefiigt. Da-
bei kénnten 5-gramme doppelt entstehen und reverse Komplemente vorhanden sein. Wird
der String ¢ = TTTT in den String s = ATTAAAAA an dritter Position eingefiigt, dann
entsteht der String s; = AT TTTT TAAAAA. Der String s; besteht dann aus folgenden
D-grammen:
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Abbildung 5.13: T-Kreise im G, Graphen

e ATTTT
o TTTTT
o TTTTT

o AAAAA

In der C-Komponente wiirde in diesem Fall das 5-gramm TTTTT doppelt und das Kom-
plement AAAAA einmal enthalten sein. Die Knoten der Graphenstruktur G5 sind genau
4-gramme. Die doppelten 5-gramme beeintrichtigen den Assemblierungsprozess aber nicht,
solange kein reverses Komplement vorkommt. Der String ¢ wird im Graphen als Knoten
vp = {TTTT; AAAA} dargestellt.

Der oben beschriebene Fall kann im Graphen Gy vermieden werden, wenn es nicht
moglich ist den Knoten vr zur Erzeugung der Sequenz zu nutzen. Zunéchst wird dieser
Knoten aus dem Graphen entfernt, um bei dem Entwurf der Sequenz genau alle Sequenzen
zu vermeiden, die den String t enthalten. Dadurch werden gleichzeitig auch alle Strings
verboten, die mit t¢ = AAAA beschriftet sind.

Damit aber ein Eulerkreis moglich bleibt, miissen die adjazenten Knoten von vr be-
arbeitet werden. Dazu werden alle kiirzesten Kreise gesucht, die den Knoten vp bein-
halten. Es existieren sieben Kanten am Knoten vr. Eine der Kanten ist die Schleife
{AAAAA; TTTTT}, die ohne weiteren Aufwand geloscht werden kann. Die restlichen
sechs Kanten fithren zu drei Kreisen. In Abbildung 5.13 ist der Knoten vy mit einem der
Kreise skizziert. Nach dem Entfernen aller Kreise und der Schleife ist der Graph G, wie-
der eulersch. Im modifizierten Graphen kann nach Algorithmus 5.1 ein Eulerkreis gesucht
werden und anschliefend eine g-eindeutige Sequenz erzeugt werden. Diese Sequenz enthélt
weder den String ¢ noch sein Komplement AAAA. Wird beim Generieren der DNA-Kachel
die Subsequenz t an einer beliebigen Position eingefiigt, so konnen folgende Falle auftreten:

1. String ¢t wird in die Teilsequenz TTT eingefiigt.

2. String ¢ wird zwischen TT eingefiigt.

3. String ¢ wird zwischen o T oder To eingefiigt, mit o # T.
4. String ¢t wird zwischen o109 eingefiigt, mit o1, 00 #T.

Im ersten Fall entsteht drei Mal das 5-gramm TTTTT. Werden also zufillig alle vier
Subsequenzen t zwischen drei Thyminbasen platziert, so existiert das 5-gramm TTTTT
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12 Mal. Fir den zweiten Fall wiirden an der Stelle zwei 5-gramme entstehen und in der
gesamten C-Komponente hochstens acht. Der dritte Fall wiirde jeweils ein solches 5-gramm
erzeugen und in der gesamten Komponente wéren es vier. Im letzten Fall kommt das
5-gramm kein Mal in der Sequenz vor.

In den ersten drei Féllen ist die C-Komponente nicht mehr 5-eindeutig. Dennoch ist
die Modellierung solcher Komponenten erlaubt. In allen vier Fallen ist relevant, dass das
reverse Komplement von TTTTT nicht vorkommt. Dieses kénnte den Assemblierungs-
prozess erheblich beeintrichtigen, da es in den ersten drei Féllen mindestens eine nicht
erwiinschte Hybridisierung eingehen koénnte.

Auch bei dieser Vorgehensweise wird nicht vermieden, dass bei der Modellierung der
NW-, SW-, NE- und SE-Komponenten schon vorhandene g-gramme oder Komplemente
von schon vorhandenen Subsequenzen entstehen.



Kapitel 6

ONlibrary - Oligonukleotid
Bibliothek fiir die
DNA-Nanotechnologie

Das im Zusammenhang mit der vorliegenden Arbeit entstandene Tool "ONlibrary -
Oligonukleotid Bibliothek fiir die DNA-Nanotechnologie", kurz ONlibrary ge-
nannt, ist die Umsetzung der vorgestellten Losungsansitze aus Kapitel 4 und 5. Dieses
Kapitel beschreibt die Funktionalitdten von ONlibrary. Das beschriebene Tool befindet
sich auf dem beiliegenden Datentriger.

Jedes der fiinf Teilprobleme des DSD-Problems wird durch einen geeigneten Lésungsan-
satz bearbeitet. Zunichst wird in Abschnitt 6.1 das Hauptfenster des Tools vorgestellt. Mit
diesem ist es moglich die ersten vier Teilprobleme zu bearbeiten. Die langste g-eindeutige
Sequenz kann ohne oder auch mit vorgegebenem Kontext berechnet werden. Fiir die sticky
ends eines Oligonukleotids aus einer Struktur kénnen alle méglichen Alternativen berech-
net werden. Weiter konnen alle moglichen Internals an einer beliebigen Stelle eines Oligo-
nukleotids unter Beriicksichtigung der Strukturvorgabe erstellt werden.

Dann wird in Abschnitt 6.2 die benutzerdefinierte Erstellung von Strukturen, unter
anderem auch kompletter Kacheln, erlautert. Hier ist es moglich eine komplette Kachel
aus neun Oligonukleotiden zu erstellen, die die Form der Kacheln A? und B? hat. Dabei
wird zufillig eine g-eindeutige Sequenzen erzeugt, die dann in die Oligonukleotide der
einzelnen Komponenten aufgeteilt wird.

Abschlieend werden in Abschnitt 6.3 zwei Analysemoglichkeiten ndher beschrieben.
Diese sollen der Unterstiitzung beim Erstellen von benutzerdefinierten Strukturen, aber
auch zur Untersuchung bisher schon bekannter Strukturen, dienen.

6.1 Hauptfenster

In Abbildung 6.1 ist das Hauptfenster von ONlibrary zu sehen. Dieses besteht aus zwei
Hauptkomponenten. Auf der rechten Seite befindet sich die Strukturvorgabe und auf der
Linken alle Optionen zur Berechnung der alternativen Oligonukleotide. Die Liste auf der
rechten Seite beinhaltet also alle Oligonukleotide der Struktur, also den Kontext. In der
Liste auf der linken Seite des Hauptfensters werden nach den Berechnungen alle gefun-
den Alternativen zu einem vorgegebenen Oligonukleotid aus dem Kontext aufgelistet. Der
Benutzer kann iiber den Slider ,,Ladnge der Subsequenzen“ die Lange der g-gramme einstel-
len. Wird dann die Checkbox ,,Struktur auffiillen“ aktiviert und der , berechnen“-Button
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betétigt, so wird eine langste g-eindeutige Sequenz ausgegeben. Diese wird dann mit ihren
biochemischen Eigenschaften in der linken Liste angezeigt. Die Sequenz wird nach der in
Abschnitt 4.3 beschriebenen Methode erzeugt und ist die Losung zum ersten Teilproblem
des DSD-Problems.

Es besteht die Moglichkeit die Kacheln A2, B3 oder eine im ,fasta“-Format abgespei-
cherte Struktur als Vorgabe zu wéhlen. Vor dieser Wahl kann der Benutzer die Molaritat
einstellen. Die rechte Liste fiillt sich mit den einzelnen Oligonukleotiden der gewéhlten
Strukturvorgabe. Zu jedem Oligonukleotid werden der prozentuale GC-Gehalt, die Gibbs-
Energie und die Schmelztemperatur in Abhéngigkeit zur eingegebenen Molaritét errechnet
und angezeigt. Der Kontext kann anschlielend um beliebig viele Strukturen erweitert wer-
den. Die Liste der Oligonukleotide wird mit denen der hinzugefiigten Struktur aufgefiillt.
Die so erzeugten Strukturen kénnen jederzeit iiber ,,Struktur speichern® im , fasta“-Format
gespeichert werden. Der Button ,,Struktur leeren erlaubt es dem Benutzer den Kontext zu
leeren. Wird nun die Checkbox ,,Struktur auffiillen“ aktiviert und der , berechnen“-Button
betétigt, so wird die Losung des zweiten Teilproblems ausgegeben. Unter Beriicksichti-
gung des gewéhlten Kontext wird nach der Vorgehensweise aus Abschnitt 4.3 die ldngste
g-eindeutige Sequenz erzeugt und wie schon zuvor in der linken Liste angezeigt.

Weiter bietet sich die Moglichkeit ein Oligonukleotid aus dem Kontext zu wéihlen. Auf
dem ausgewédhlten Oligonukleotid kénnen zwei Aktionen ausgefiihrt werden. Ist das ge-
wahlte Oligonukleotid verantwortlich fiir sticky ends, so kénnen diese nach der Vorgehens-
weise aus Abschnitt 4.3 modifiziert werden. Dazu kann der Benutzer iiber die Checkboxen
»0'“und ,,3'“ wihlen, ob nur ein Ende oder beide Enden des Oligonukleotids verdndert wer-
den sollen. Uber den Slider wird wieder die Linge der g-gramme und gleichzeitig der sticky
ends bestimmt. Weiter hat der Benutzer mit der Checkbox ,korrektes Design® die Moglich-
keit einzustellen, ob das Anfiigen der noch méglichen sticky ends den Sequenzdesign-Regeln
entsprechen muss. Ist diese Checkbox aktiviert, werden die alternativen Oligonukleotide
wie in Abschnitt 5.3 beschrieben berechnet. Sollte diese Option eine zu geringe Anzahl an
alternativen Oligonukleotiden erzeugen, so kann sie deaktiviert werden. Dann werden alle
noch moglichen g-gramme jeweils an die gewiinschte Stelle gesetzt, ohne zu priifen, ob da-
bei die Regeln verletzt werden. Nach Betétigen des ,,berechnen“-Buttons fiillt sich die linke
Liste mit alternativen Oligonukleotiden. Bei den entstandenen Oligonukleotiden sind die
modifizierten Stellen schwarz eingefarbt, wahrend der bleibende Teil griin eingeférbt ist.
Im Fall der modifizierten sticky ends sind diese in jedem der alternativen Oligonukleotide
schwarz, wahrend der Mittlere Teil griin dargestellt ist. Die Spalte ,,Name* bleibt leer. Es
ist dem Benutzer tiberlassen, wie die berechneten Oligonukleotide benannt werden sollen.
Ist ein alternatives Oligonukleotid interessant, kann im Kontext das alte Oligonukleotid
durch die Alternative ausgetauscht werden. Dazu muss dieses zunéchst benannt und dann
markiert werden. Mit dem Button ,ersetzen“ wird das markierte Oligonukleotid aus dem
Kontext durch das markierte alternative Oligonukleotid ersetzt. Der so neu entstandene
Kontext kann anschlieSend gespeichert werden.

FEine weitere Moglichkeit das gewéhlte Oligonukleotid zu modifizieren, ist das Einfiigen
eines Internals. Die Methode zur Erzeugung eines Internals wurde bereits in Abschnitt 4.3
vorgestellt. Soll aus dem ausgewéhlten Oligonukleotid eine Internal erzeugt werden, so
muss zunéchst die Checkbox ,Internal* aktiviert werden. Der Benutzer entscheidet an-
schlieffend, an welcher Position das Internal senkrecht zur Kachel entstehen soll. Die Posi-
tion muss in das Textfenster eingetragen werden. In der Liste werden dann alle méglichen
Internals aufgelistet. Internals bestehen wie in Abschnitt 4.3 beschrieben aus zwei Oligonu-
kleotiden. Jedes in der Liste auftauchende Oligonukleotid ist mit einer Zahl benannt. Fiir
jedes Paar von Oligonukleotiden, die ein Internal bilden, sind die Zahlen gleich. Im ersten
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Oligonukleotid eines Paares sind die Zeichen bis zur gewéahlten Position griin gefarbt, da
diese unverdndert aus dem gewahlten Oligonukleotid iibernommen wurden. Dann folgen
28 Zeichen, die schwarz gefarbt sind und den Arm représentieren. Beim zweiten Oligonu-
kleotid des Paares sind die ersten sechs Zeichen schwarz gefirbt. Diese Zeichen sind das
reverse Komplement zu den ersten sechs Zeichen des erzeugten Arms. Anschlielend sind
zwei Tyhminbasen rot eingefirbt. Diese sind notwendig, um den Arm senkrecht zur Kachel
aufzustellen. Die restlichen Zeichen des zweiten Oligonukleotids sind wieder griin einge-
farbt, da es sich um die Zeichen aus dem urspriinglichen Oligonukleotid handelt. Auch bei
der Erzeugung von Internals gibt es die Moglichkeit, wie bei der Modifikation der sticky
ends, die Checkbox ,korrektes Design“ zu aktivieren. Ist diese deaktiviert, wird der Arm
unter Beriicksichtigung der Struktur erstellt und an die gewiinschte Position gestellt ohne
zu priifen, ob die dabei entstandenen g-gramme den Regeln entsprechen. Ist die Check-
box hingegen aktiviert, wird wie in Abschnitt 5.3 verfahren. Auch die erzeugten Internals
konnen der ausgewahlten Struktur durch den Button ,ersetzen* hinzugefiigt werden. Dazu
wird zunéchst das zu ersetzende Oligonukleotid im Kontext markiert. Anschlielend gentigt
es eines der Beiden Oligonukleotide zu markieren, um beide dem Kontext hinzuzufiigen.

In einigen Féllen kann die erzeugte Anzahl an alternativen Oligonukleotid sehr hoch
sein. Um einen besseren Uberblick zu bekommen, ist dem Benutzer die Moglichkeit gege-
ben, anhand der biochemischen Eigenschaften zu filtern. Mit den Radiobuttons im Filter-
bereich kann nach einer bestimmten Eigenschaft gefiltert werden. Nach Auswahl einer Ei-
genschaft kann der Benutzer den gewiinschten Wert eingeben und sich alle Oligonukleotide
anzeigen lassen, die diesem entsprechen. In Abbildung 6.2 ist das Ergebnis einer Suche zu
sehen. Im erscheinenden Fenster kann der Benutzer zunéchst die gefilterten Oligonukleoti-
de nédher betrachten. Anschliefend kann er entscheiden, ob die gefilterten Oligonukleotide
seinen Wiinschen entsprechen. Ist das der Fall, so kann die Auswahl iibernommen werden.
Anderenfalls kann durch das SchlieBen des Fensters die Auswahl verworfen werden. Nach
einer iibernommenen Auswahl kann wiederum gefiltert werden.

— EE—
5 andem [ korrektes Design Lange der Subsequenzen %6e  |> = 6500
i — ® Tile A2 0,000 Molaritat (in M)
. ’ | T s
[] 3 gndemn [ Struktur auffallen . s e ) DeltaG | prrrr— p—
) Internal ] ©Tm [ et [ sukturiesen | [ Stukiur
Zu bearbeitendes Oligonuklcotid suchen Kachel 82 Anzahk:9
[ Name | Oligonukleotid | %6c | e
CCACAGCGTCTGAACCGCATTAGCCG ' B
[Z] ONlibrary - Suche oo S| RTGG... 4200 -131
Anzahl gefundener Oligonuklectide: 608
ibernehmen TCGC... 52,38 -59,
Name Name | Oligonukleotid [ u6c [petaG] Tm | |fegc. smas 2
o P GGCGTGCGTCTGAACCGCATTAGCCG 65,38 -3849 8820 4 ’ !
CTACAGLGTCTGAACCGCATTAGCLE CCGGGGCGTCTGAACCGCATTAGCCG 6923 -3888 89,63 SATT.. 333 47,
GCAGGGCGTCTGAACCGCATTAGCCG 65,38 -3800 8811
CCAGGGCGTCTGAACCGCATTAGCCG 6538 3760 8781 SAAT... 1865  -43,
ACGACGCGTCTGAACCGCATTAGLCG GACGGGCGTCTGAACCGCATTAGCCG 6538 3794 8171
GGGACGCGTCTGAACCGCATTAGCCG 6538 3704 871
GTGGGGCGTCTGAACCGCATTAGCCG 65,38 -37,76 8797
CGCTTGCGTCTGAACCGCATTAGCCG GAGGCGCGTCTGAACCGCATTAGCCG 6538 3818 8734
CGGACGCGTCTGAACCGCATTAGCCG 65,38 -38,27 8765
GGCTCGCGTCTGAACCGCATTAGCCG 6538 3818 8784 pAT.. 3889 42,
TTGCCGCGTCTGAACCGCATTAGLCG CTGGCGCGTCTGAACCGCATTAGCCG 65,38 -38,33 8804 GAC 4615 2
CGCCGGLGTCTGAACCGCATTAGECG 6923 2061 8983 .
GGGCCGCGTCTGAACCGCATTAGCCG 6923 3028 8992
TCTCCGCGTCTGAACCGCATTAGCCG GGCCCGLGTCTGAACCGCATTAGECG 6923 2028 8992
GCTCCGCGTCTGAACCGCATTAGCCG 6538 3818 8784
CCGCTGCGTCTGAACCGCATTAGCCG 6538 3833 8804
GGCAAGCGTCTGAACCGCATTAGCCG CGT6GGCGTCTGAACCGCATTAGCCG 6538 3809 8791
CCACGGCGTCTGAACCGCATTAGCCG 6538 3800 8791
CAGGCGCGTCTGAACCGCATTAGCCG 6538 -3833 8804
CTAGTGCGTCTGAACCGCATTAGECG GCCGGGCGTCTGAACCGCATTAGCCG 69,23 -39,28 8992
CGGCGGCGTCTGAACCGCATTAGCCG 6923 -3961 8983
GGTCCGCGTCTGAACCGCATTAGCCG 65,38 -3794 8171 =
T Trrcan ATTa c EW
TCCAGGCGTCTGAACCGCATTAGCCG 5 o o —
e

Abbildung 6.2: Suche in den erzeugten Oligonukleotiden
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|;| ONlibrary - Benutzerdefinierte Struktur | =RRCN X
rNeue Struktur er
Name | Oligonuklectid | %6c | DettaG[ Tm Oligonukleotid-Eingzbe

C GTACCACTCGATAGCTTTTTCCTGCTGTAGAGCGAGACCTTTTTCTTAGTTCTCCATCTGGTGT.. 45,00 -130,01 9327

AN GGATGAGTCCACGTCGCAGACATAAT 50,00 -33,09 8103 | |

AW GAACCGACTATTACTCTCAGGGTTAC 46,15 -3032 76,69

AS CCGGACGGTATAGAATCGGGACCAATACTACCTTCC 5278  -46,22 8588

AE GCGAAATCTAACATTGATCTCTGTCAGCTTTCCAAG 41,67 -4366 8227

NW CCTGAGAGCTACAGCAGGAGCTATCGAGTCGTGGACT 56,76 -50,07 89,00

NE GTCTGUGAGGTACCCCAGGLATGTGACCCATCAATGTTAGAT 52,38 -56,06 8996

SE AAAGCTGACAGAGATTCACTAGGACACACCAGATCGATTCTATACCG 44,68 -58,63 86,67

SW GTAGTATTGGTCCGGAGAACTAAGAGGTCTCGITTAATAGTC 4524 5107 8423

Struktur zufillig erstellen

Kontext ibernehmen
Kontext speichern

Abbildung 6.3: Erzeugung benutzerdefinierter Strukturen

6.2 Benutzerdefinierte Strukturvorgaben

Sind die Kacheln A2 oder B? nicht die gewiinschten Kontexte, so kann der Benutzer
einen eigenen Kontext definieren. Dazu ruft er aus dem Hauptfenster mit dem Button
»,2Benutzerdefiniert* das Fenster aus Abbildung 6.3 auf. Hier existieren zwei Moglichkeiten
fiir den Benutzer einen Kontext zu definieren.

Zunéachst konnen in das Eingabefenster auf der rechten Seite einzelne Oligonukleoti-
de eingetragen werden und mit dem ,,Zeile hinzufiigen“-Button der Liste auf der linken
Seite hinzugefiigt werden. So entsteht ein benutzerdefinierter Kontext, der nicht auf die
Einhaltung der Sequenzdesign-Regeln gepriift wird. Dieser Kontext kann dann gespeichert
werden und in das Hauptfenster iibernommen werden. Wenn im Hauptfenster schon ein
Kontext vorgegeben ist, dann wird der benutzerdefinierte Kontext hinzugefiigt.

Die andere Moglichkeit einen Kontext zu definieren ist den Button ,Struktur zuféllig
erstellen” zu benutzen. Dieser fiillt die Liste mit neun Oligonukleotiden, die nach der Me-
thode aus Abschnitt 5.3 erstellt werden. Dabei entsteht eine Kachel, die aus 5-eindeutigen
Sequenzen besteht. Diese Kachel hat dieselbe Form wie die Kacheln A? und B3. Der
Benutzer kann hier nicht eine neue Struktur erstellen, sondern nur eine Kachel der be-
kannten Form mit zuféllig erstellen Oligonukleotiden. Diese kann gespeichert und dann in
das Hauptfenster iibernommen werden, um weiter damit zu arbeiten.

6.3 Analyse der Strukturen

Das Tool bietet noch zwei zusétzliche Analysefunktionen fiir Kontexte die im ,,fasta“-Format
vorliegen. Beliebige Kontexte konnen unter diesem Format in ONlibrary geladen und ana-
lysiert werden. Zunédchst muss der gewiinschte Kontext in das Tool geladen werden. Dies
geschieht {iber den ,lade“-Button im Hauptfenster aus Abbildung 6.1. Anschlieflend ge-
langt der Benutzer iiber den Button ,,Struktur analysieren“ in das Fenster aus Abbildung
6.4.
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|;| OMlibrary - Analyse | == &_J

Teilsequenz ACTA | " suchen " Lénge l:l

Anzahl der Teilsequenzen: 1

Anzahl der Komplemente: 3 Kachel B3

Name Oligonukleotid | %6c | DeitaG| Tm

o} ACACTCTATATTCCCTTTTTCAATGGCTGCACCTAAACAATTTTTCACAATCACCAGCTTGGCCGTTTTCGACAG.., 42,00 131,25 9348
BME2 AATGCGGTAGTGTTGATAGACGTCGCGGGTTTTACGCGCAGT 5238  -5900 9127
BSE3 GCCCCGAAATGAACATATCTGTCGCGGCCAAGCTTTGAGGTACTATT 48,94 -6267 9017
BSW3 TTAATAATTGGGTGGTGATTGTGATTGTTTAGGTAGAATGTG 3333 4177 EL34
BNW3 CAAAAACGGCAGCCATTGAGGGAATATAGT CAGACGT 48,65  -4815 8628
B3 CCACAGCGTCTGAACCGCATTAGCCG 61,54  -3681 86,09
BE3 GOGTAACTGCGCGTAAAATTCATTTCGGEGGIGGAAL 52,78  -4924 @Rl
B53 CTCGUAATAGTACCTCAAACCCAATTATTAAGCATG 3889  -4234  B089
BW3 GAGAGCACATTCTCGTTTTTGCTGAL 4615  -3231 791s

Abbildung 6.4: Analyse hinsichtlich bestimmeter Subsequenzen

In diesem Fenster ist der Kontext wieder aufgelistet, um die Ubersicht zu behalten. Die
erste Analysefunktion beschrankt sich auf eine bestimmte Teilsequenz beliebiger Lénge.
Der Benutzer kann eine Sequenz in das Textfenster ,Teilsequenz“ eintragen und nach
dieser suchen. Die Analysefunktion gibt aus, wie oft die angegebene Sequenz im gesamten
Kontext vorkommt. Auflerdem wird auch die Anzahl der Komplemente der angegebenen
Sequenz angezeigt. Beide Zahlen werden in zwei Zeilen unter dem Textfeld der Teilsequenz
ausgegeben. In Abbildung 6.4 wurde nach der Teilsequenz ACTA in der Kachel B3 gesucht,
die genau einmal existiert. Das Komplement hingegen ist dreimal in der Kachel zu finden.

Die zweite Analysefunktion befasst sich mit der Suche aller Teilsequenzen einer be-
stimmten Linge. In Abbildung 6.5 wurde die Lange 4 eingegeben. Der Button ,anzeigen*
offnet ein weiteres Fenster, das dem Benutzer eine Liste bestehend aus vier Spalten anzeigt.
In dieser Liste sieht der Benutzer alle Teilsequenzen der Lange vier. In der ersten Spalte
steht die Teilsequenz selbst. In dieser Spalte ist es mdoglich die Teilsequenzen alphabe-
tisch zu sortieren. In der zweiten Spalte ist die Haufigkeit der Subsequenz in der gesamten
Struktur angegeben. Die dritte Spalte zeigt an, wie hdufig das Komplement der Subsequenz
in der Struktur vorkommt. Zur besseren Ubersicht werden aber nicht alle Subsequenzen
der gewéhlten Lange angezeigt. Es werden nur Subsequenzen aufgelistet, die mindestens
zweimal vorkommen und deren Komplement mindestens einmal vorkommt. Nur diese Se-
quenzen verletzten zwei der in Abschnitt 3.1 angegebenen Sequenzdesign-Regeln. Eine
Subsequenz, die 6fter vorkommt, aber dessen Komplement gar nicht vorkommt, kann im
Assemblierungsprozess nicht unkontrolliert hybridisieren. Eine Teilsequenz, die gemein-
sam mit ihrem Komplement genau einmal auftauchen, ist erwiinscht, obwohl dies die
Sequenzdesign-Regeln verletzt. Die Selbstorganisation einer Struktur geschieht iiber eben
diese gezielten Hybridisierungen. Die vierte Spalte besteht aus zwei Typen von Eintrégen.
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squenz  |ACTA | [ suchen | Linge [+ | anze

-
hl der Teilsequenzen: 1 [Z2] ONibrary - Analyse \ (o [t
Subsequenz | Anzahl | Komplemente Oligonukleotide |
hl der Komplemente: 3 KachelB3 | |GCAG 2 2 -C3 + BNES + BNW3 - BE3 -
GCAT 2 2 -3 -BNEZ + BN3 + BS2
me cT6C 2 2 +C3 - BNE3 - BNW3 + BE3 | %6c | et
CTGA 2 1 - BNW3 + BN3 + BW3
ACACTCTATATTCCCTTTTTCAATGECTGCACCTARACAATTTTTCA] | oo s 5 i &3 - BN - BE3 4200 13
AATGCGGTAGTGTTGATAGACGTCGCGGGTTTTACGCGCAGT CCAA 2 2 -C3 + BSES - BSWS +BS3 5238 -5000
GAAT 2 3 -C3 + BSW3 + BNW3 - BE3 - BW3
GCCCCGAAATGAACATATCTGTCGCGGCCAAGCTTTGAGGTACTATT [AACA 2 2 +C3 - BNE3 - BSES - BSW3 4891 6267
GCTG 2 3 + (3 -3 -BNW3 -BN3 + BW3
TTAATAATTGGGTGGTGATTGTGATTGTTTAGGTAGAATGTG AAAA 3 10 - C3 - BNE3 « BNW3 + BE3 - B3 B34
(AAAC 3 5 + (3 -3 -BNE3 - BSW3 + BNW3 + BS3 - BW3
CAAAAACGGCAGCCATTGAGGGAATATAGTCAGACGC GACG 3 2 +C3 « BNE3 - BNE3 + BNW3 - BN3 865 -8ls
IAGCT 2 2 + (3 -3 + BSE3 - BSE3
CCACAGCGTCTGAACCGCATTAGCCG GATT 2 1 G - BsW2 6156 3681
GATA 2 2 +C3 -3 + BNE3 - BSE3
GEGTAACTGCGCGTAARATTCATTTCGGGGECGEAAC c6GC 2 2 (3 L BSEZ « BNWZ  BAB 5278 49,24
seTT 2 2 +C3 + BSE3 - BSE3 - BS3
CTCGCAATAGTACCTCAAACCCAATTATTAAGCATG [aaaT 5 5 TG BoEs - Bes BB B8y 4234
GGG 2 2 -C3 + BNE? - BSE3 - BEB
GAGAGCACATTCTCGTTTTTGCTGAC ceee : i Lo e 4615 3231
aGcC 2 1 G2+ BNW3 - BN
GCCA 2 2 -C3 - BSE3 + BNW3
IAGCA 2 1 +BS3 + BW3 - BW3
5CCG 2 2 +C3-BSE3 - BNW3 - BN3
TCTG 2 2 -C3 + BSE3 - BNW3 + BN3
ccca 2 2 +C3 -BNE3 + BSE3 -BE
GGCC 2 2 + (3 -3 + BSE3 - BSE3
56TG 2 2 NepyT
TcTA 2 2 +C3 - BNES - BSW3
I TGGC 2 2 + (3 - BSE3 - BNW3
GGTA 4 1 + BNE3 + BSE3 + BSW3 + BE3 - BS3
GTAA 2 1 - BNE3 + BE2
GTAC 2 2 + BSE3 - BSED + BS3 - B3
I TCGC 3 1 -3 + BNE3 + BSEZ + BS3 =

Abbildung 6.5: Analyse hinsichtlich aller Subsequenzen einer vorgegebenen Léinge

Hier werden die Namen der Oligonukleotide aus dem Kontext aufgelistet, in denen ent-
weder die Subsequenz oder ihr Komplement enthalten ist. Wenn die Subsequenz selbst in
dem Oligonukleotid enthalten ist, dann steht vor dem Namen das Zeichen ,,+ Ist hinge-
gen das Komplement enthalten, so ist das Zeichen ,,-* vor dem Namen des Oligonukleotids
zu sehen. Existiert eine Teilsequenz zum Beispiel vier Mal in der Struktur und in der letz-
ten Spalte sind nur drei Oligonukleotide mit einem ,,+* gekennzeichnet, so muss in einem
dieser Oligonukleotide die Teilsequenz doppelt vorkommen.



76

KAPITEL 6. ONLIBRARY



Kapitel 7

Zusammenfassung und Ausblick

In der Zusammenfassung wird ein Uberblick der erreichten Ziele dieser Arbeit geboten.
Der Ausblick hingegen weist auf weitere Problemstellungen und mégliche Erweiterungen
des Tools "ONIlibrary - Oligonukleotid Bibliothek fiir die DNA-Nanotechnologie" hin.

7.1 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das in Kapitel 3 vorgestellte DSD-Problem zu 16sen.
Zusétzlich sollte ein Tool zum Entwurf von Oligonukleotid-Bibliotheken fiir die DNA-
Nanotechnologie implementiert werden. Dazu wurden in Kapitel 2 zunédchst biochemische
und graphentheoretische Grundlagen vermittelt. In Kapitel 3 wurde das DSD-Problem de-
finiert und in fiinf Teilprobleme unterteilt. Auf Basis von zwei Graphenstrukturen wurden
in Kapitel 4 und 5 zwei Ansétze vorgestellt, die zur Losung des DNA-Sequenzdesign-
Problems genutzt wurden. In Kapitel 6 wurden abschliefend die einzelnen Funktionen des
entstandenen Tools ONlibrary beschrieben.

Der erste Ansatz auf Basis des De Bruijn Graphen liefert, durch das in Kapitel 4 vor-
gestellte ILP, Ergebnisse, mit denen drei der fiinf Teilprobleme gelést werden konnten.
Fiir ungerade g-gramme wird die beschriebene obere Schranke immer erreicht. Bei gera-
dem ¢ wurden Unterschiede zwischen der gewédhlten Anzahl der Kanten und der oberen
Schranke fiir die Anzahl maximal wahlbarer Kanten gefunden. Das Erzeugen der langsten
g-eindeutigen Sequenz, das Erzeugen der ldngsten g-eindeutigen Sequenz unter Beriicksich-
tigung eines Kontextes und das Erstellen einer DNA-Kachel sind mittels der Ergebnisse
des ILP moglich. Die Modifikation der sticky ends und das Generieren eines Internals
an einer vorgegebenen Position hingegen sind schon alleine durch die Graphenstruktur
selbst moglich. Dazu wird zunéchst der Startknoten festgelegt. Dieser ist mit den letzten
q — 1 Zeichen der bleibenden Sequenz beschriftet. Fiir die sticky ends werden von diesem
Startknoten aus alle noch moglichen Pfade der Lange fiinf gesucht. Dabei muss in einem
De Bruijn Graphen immer beriicksichtigt werden, dass das Wéhlen einer Subsequenz den
Ausschlufl der komplementéren Subsequenz impliziert. Die Berechnung der moglichen In-
ternals an einer vorgegebenen Position erfolgt mit demselben Vorgehen und wiahlt alle
moglichen Pfade der Lange 28.

Die Graphenstruktur des ungerichteten De Bruijn Graphen birgt den Vorteil die Sub-
sequenzen mit ihren reversen Komplementen kombinieren zu koénnen. Dieses Tupel von
Subsequenzen bildet die Beschriftung einer Kante. Wird also eine Kante im Graphen
gewahlt, so sind beide Sequenzen des Tupels nicht mehr wahlbar. Zunéchst konnte ge-
zeigt werden, dass es fiir ungerade ¢ moglich ist einen Eulerkreis in einem ungerichteten
De Bruijn Graphen zu finden. Da ein Eulerkreis alle Kanten eines Graphen beinhaltet, ist

7
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dieser auch der ldngste Pfad in einem Graphen. Der lingste Pfad erzeugt auch die langste
Sequenz und so konnte das DSD-Problem fiir ungerade ¢ direkt auf das Eulerkreisproblem
reduziert werden. Auch fir diesen Ansatz wurde fiir ungerade ¢g-gramme immer die obere
Schranke erreicht. Fiir gerade ¢ mussten Vorverarbeitungsschritte durchgefithrt werden,
um einen Eulerpfad zu ermdoglichen.

Weiterhin konnten durch die Kombination der Subsequenzen mit ihren reversen Kom-
plementen Erkenntnisse iiber die Losungen des ILP gewonnen werden. Dazu wurden in
Abschnitt 5.2 zwei Fille betrachtet. Sind selbstkomplementére g-gramme erlaubt, konnte
die dafiir errechnete obere Schranke immer erreicht werden. Die Anzahl der gewéhlten
Kanten in diesem Fall entsprach immer dem vom ILP berechneten Optimum. Wurden
selbstkomplementére g-gramme nicht zugelassen, konnte fiir die Anzahl maximal wahlba-
rer Kanten eine obere Schranke gefunden werden. Diese konnte mit einem Verfahren aus
dem Artikel [AFNO06] gefunden werden. Fiir den Fall ¢ = 6 konnte auflerdem gezeigt wer-
den, dass durch geschickte Vorverarbeitung das Optimum doch erreicht werden konnte.
Fir die Anwendung sind die Félle der g-eindeutigen Strukturen mit 5 < ¢ < 7 beson-
ders interessant. Die Losungen fiir diese Félle sind auch mit dem Ansatz auf Basis des
ungerichteten De Bruijn Graphen optimal.

Die Implementierung der einzelnen Losungen im Tool ONlibrary sind eine Kombination
beider Ansédtze. Fur die ersten beiden Teilprobleme des DSD-Problems ist der Ansatz
basierend auf dem De Bruijn Graphen verwendet worden. Die restlichen drei Teilprobleme
wurden unter Verwendung des ungerichteten De Bruijn Graphen gelost.

7.2 Ausblick

Fir das erste Teilproblem wird die lingste g-eindeutige Sequenz erzeugt. Beide Ansétze
finden genau eine Sequenz. Eine weitere Aufgabenstellung ist das Finden aller moéglichen
g-eindeutigen Sequenzen der errechneten Lange. Fiir den ersten Ansatz werden dann alle
moglichen Traversierungen des Graphen aus der ILP-Lésung und fiir den zweiten Ansatz
alle moglichen Eulerkreise oder -pfade in einem Gy-Graphen gesucht.

Das in Abschnitt 4.2 vorgestellte ILP kann bei gegebenem Kontext durch das Hinzufii-
gen weiterer Nebenbedingungen verbessert werden. Die Nebenbedingungen sollen vermei-
den, dass ein Pfad und mehrere disjunkte Kreise entstehen. Dazu wiirden sich Subtour-
Ungleichungen anbieten, die mindestens zwei Kanten zwischen jeweils zwei disjunkten
Knotenmengen fordern. Bei dem De Bruijn Graphen handelt es sich um einen gerichteten
Graphen. Deshalb muss eine Kanten von der ersten Knotenmenge in die Zweite fiihren
und die zweite Kante entgegengesetzt gerichtet sein.

Die vorliegenden Arbeit stellt ein Verfahren vor, das sticky ends einer einzelnen DNA-
Kachel modifiziert. In der DNA-Nanotechnologie werden aber DNA-Nanoarrays erstellt,
die aus mehreren DNA-Kacheln bestehen. Die sticky ends sind die Bindestellen zwischen
den einzelnen DNA-Kacheln der Nanoarrays. Aus diesem Grund miissen die sticky ends
der Kacheln aufeinander abgestimmt sein, damit diese auch gezielt hybridisieren. Das Ver-
dndern eines sticky ends fithrt deshalb zur Modifikation des sticky ends der zweiten Kachel.
Die vorgestellten Verfahren sind der erste Schritt zur Modifikation der sticky ends in den
Kacheln eines DNA-Nanoarrays. Des Weiteren kénnten in zukiinftigen Anwendungen die
Léangen der sticky ends variieren. Dazu miisste das vorgestellt Verfahren angepasst werden
und fiir jedes sticky end die gewiinschte Linge angegeben werden.

Das Erstellen stabiler DNA-Kacheln ist eine komplexe Aufgabe. Das Lésen des DSD-
Problems ist ein erster Schritt. Die erzeugte g-eindeutige Sequenz kann nach der beschrie-
benen Methode in die verschiedenen Oligonukleotide einer DNA-Kachel aufgeteilt werden.
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Weitere Aspekte, die die Selbstorganisation der verschiedenen Oligonukleotide férdern,
sind die thermodynamischen Eigenschaften. Diese Eigenschaften sollten schon bei der Er-
zeugung der g-eindeutigen Sequenz beriicksichtigt werden. Die Schmelztemperatur ist bei-
spielsweise ein wichtiger Parameter fiir den Assemblierungsprozess. Eine weiteres Vorgehen
zur Steigerung der Stabilitdt von DNA-Kacheln kénnte das Minimieren von Subsequenzen
der Lange ¢ — 1 bei der Modellierung mit g-grammen sein.

Ein weiteres Feature des Tools ONlibrary koénnte eine graphische Darstellung der
Analysefunktionen sein. Diese konnten weitere Hinweise auf die Stabilitdt der DNA-Kacheln
geben. Position und Haufigkeit bestimmter Subsequenzen und deren Komplemente konn-
ten weitere Indikatoren fiir stabile DNA-Strukturen sein. Ein weiterer und noch viel auf-
wendigerer Schritt ist das Einrichten eines graphischen Editors zur Erstellung verschie-
dener DNA-Strukturen. Dabei soll dem Benutzer die Moglichkeit gegeben werden das
Grundgeriist der Nanostruktur iiber ein Zeichentool zu erstellen. Anschliefend sollen die
Sequenzen der einzelnen Oligonukleotide nach den Sequenzdesign-Regeln erzeugt werden.
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