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1 Einleitung

Das Moore’'sche Gesetz, demzufolge sich die Rechenleistung von Microchips alle 18 Monate
verdoppelt, wird schatzungsweise 2017 das Ende seiner Gliltigkeit erreichen. Zum einen stof3t
die Verkleinerung der Transistoren auf physikalische Grenzen, wenn die Breite der Leiter-
bahnen in den GréRenbereich von Atomen gerat, zum anderen laf3t sich auch die Taktfrequenz
nicht beliebig erhdhen, u. a. weil die Verlustleistung und die damit entstehende Wéarme-

entwicklung schon bei heutigen Prozessoren ein nicht zu vernachlassigendes Problem darstellt.

Die Anspriiche der Benutzer bzw. der Software an die Leistung der Computer dagegen, die
bisher mit der Leistungssteigerung der Hardware gewachsen sind, werden wohl in absehbarer
Zukunft keine Stagnation erleben. In der Tat gibt es schon heute Probleme, fiir deren Lésung
auch die Computer des Jahres 2017 nicht leistungsfahig genug sein werden: die Probleme der
Klasse NP, flir die die zu deren Ldsung bendtigte Rechenzeit exponentiell mit der Grél3e der
Eingabe wachst. Die Suche nach alternativen Rechnerkonzepten ist also ein aktuelles und

wichtiges Problem.

R. Feynman hat 1953 in seiner beriihmten Rede Uber die Miniaturisiéfbage;s Plenty of
Room at the Bottombereits die Idee angesprochen, Molekiile zur Informationsverarbeitung zu
benutzen. 1994 hat L. M. Adleman zum ersten Mal DNA-Molekile verwendet, um eine kleine
Instanz eines Standardproblems der Informatik, des Hamilton-Pfad-Problems, zu Il6sen
[Adleman94, Adleman98]. Dadurch inspiriert hat es seitdem eine Vielzahl theoretischer
Untersuchungen, Vorschldge zu Rechnermodellen mit DNA und einige tatsachlich im Labor
durchgefuhrte Experimente gegeben. Motivation fir das wachsende InteresBiN&M
Computingist die hohe Parallelitat der Berechnung durch die Handhabung grof3er Mengen von

DNA in kleinen Volumina.

Das teilweise nur schwer zu kontrollierende und bzgl. der gewinschten Berechnung
fehlerbehaftete Verhalten von DNA, vor allem aber die oft umstandliche Umsetzung des
konventionellen, durch die von-Neumann-Rechnerarchitektur gepragten algorithmischen
Denkens in Konzepte des DNA-Computing lassen es zweifelhaft erscheinen, ob jemals ein
DNA-Computer den Platz des Silizium-basierten Rechners einnehmen wird. Allerdings gibt es
Anwendungsbereiche, in denen der Einsatz von DNA zur Informationsverarbeitung durchaus
seine Berechtigung hat, sei es, weil DNA-Computing fiur bestimmte Probleme Silizium-
Rechnern ebenbirtig oder Uberlegen sein kann, oder weil es Anwendungen jenseits des
Schreibens und Ausfilhrens von Programmen gibt. In diesemputational nichés

[Adleman95] kann das DNA-Computing konventionelle Computer sinnvoll erganzen.
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Einen vielversprechenden Bereich bilden die Suchprobleme, fir deren Losung auch die meisten
DNA-Computing-Modelle entworfen wurden. Hierbei wird ausgenutzt, da3 man mit einer
entsprechenden Abbildung von L&sungen auf DNA-Sequenzen in einem Volumen, das z. B. in
ein Reagenzglas palfit, einen grof3en Losungraum eines Problems bilden und durchsuchen kann.
So haben z. B. Boneh et al. in der Theorie einen DNA-Computing-Algorithmus entworfen, mit

dem man debata Encryption Standar(DES) brechen kann [Boneh95b].

Andere Ansatze verzichten auf die Nachbildung logischer oder arithmetischer Operationen oder
Algorithmen mit DNA, sondern konzentrieren sich auf die Rolle der DNA als Informations-
trager. Beispiele hierfir sind die Markierung von Produkten oder die Steganographie
[Rauhe99, LeierRichter99] (s. Abschnitt 3.3.2). Eine wichtige Rolle spielt insbesondere hierbei
die kontrollierte Produktion von syntaktisch korrekten Ausdriicken in der DNA-Darstellung.
Dazu dient das Konzept des programmiegeli-assemblybei dem sich eine grof3e Anzahl

solcher Ausdricke ,von selbst” bilden.

Um DNA-Computing praktisch einsetzbar zu machen, sind inshesondere zwei Aspekte wichtig:
Zum einen mussen Verfahren und Werkzeuge entwickelt werden, die flexibel einsetzbar sind,
anstatt nur auf ein bestimmtes Problem zugeschnitten zu sein. Zum anderen mufl3 die
Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten von Fehlern bei der Handhabung von DNA minimiert

werden.

Das in dieser Arbeit vorgestellte Werkzeug, BNA-Sequenz-Compilerst im Hinblick auf

diese beiden Zielsetzungen entwickelt worden. Es dient zur Ubersetzung von reguléaren
Grammatiken in DNA-Sequenzen fiir verschiedene Anwendungen und tragt bereits im Vorfeld,
d. h. schon vor der eigentlichen Anwendung im Labor, zur Verringerung der Fehlerwahrschein-

lichkeit bei.

Nachdem in Kapitel 2 einige biochemische Grundlagen erlautert werden und ein kurzer
Uberblick tiber bisherige Ansatze des DNA-Computing gegeben wird, folgt in Kapitel 3 eine
Darstellung des Konzepts des programmiegelfrassemblyder Aufgabe des Compilers in

diesem Konzept sowie mdglicher Anwendungen.

In Kapitel 4 wird die Implementierung des Compilers beschrieben, die wichtigsten Merkmale
und Methoden des Programms vorgestellt, sowie eine Beschreibung der Parameter und einige

Hinweise zur Wahl derselben gegeben.

Einige Beispiele fiir Ubersetzungen mit dem Compiler werden in Kapitel 5 vorgestellt und

analysiert.
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In Kapitel 6 werden schlie3lich der Compiler und das programnsetteassemblyliskutiert

und ein Ausblick auf mdgliche zuklinftige Entwicklungen gegeben.
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2 DNA-Computing

2.1 Biochemische Grundlagen

2.1.1 Was ist DNA?

[Knippers95, Gassen96, Hennig95]

Alle Lebewesen tragen in ihren Zellen genetische Informationen, die als Bauplan flr ihren
Kdrper dienen, in einem Makromolekiil, dBesoxyribonicleingiure (DNS gebrauchlicher:

DNA von desoxyriboncleic aid). Dieses Makromolekiil ist eine Kette von sogenannten
Nucleotiden die aus einem Funf-Kohlenstoff-Zucker (Desoxyribose), einem Phosphatrest und

einer Base bestehen.

Abbildung 2.1: Nucleotid, bestehend aus Desoxyribose (Mitte), Phosphatrest und Base (hier: Adenin).
Quelle: [Hennig95]

In der DNA gibt es vier Arten von Basefideninund Guanin(die Purinbasen) sowiEhymin
und Cytosin(die Pyrimidinbasen). Sie werden meist nur mit ihren Anfangsbuchstaben (A, G,
T, C) bezeichnet, wobei diese Abklrzungen sowohl fir die Basen als auch fur die gesamten

Nucleotide verwendet werden.

Jedes Nucleotid hat zwei unterschiedliche Enden, die als 5" und 3’ bezeichnet werden. Diese
Bezeichnungen stammen vom Phosphatrest, welcher am flinften Kohlenstoffatom (dem 5’-C-
Atom) des Zuckers gebunden ist, und der OH-Gruppe am 3'-C-Atom. InRehgnerisation

genannten Reaktion verbinden sich jeweils Phosphatrest und OH-Gruppe zweier Nucleotide, so
dal sich Ketten bilden, die ebenfalls eindeutige 5'- und 3'-Enden besitzen, namlich den freien
Phosphatrest bzw. die freie OH-Gruppe an den &auRRersten beiden Nucleotiden. Da die

Verbindung zwischen benachbarten Nucleotiden nur durch die Ribose und das Phosphat
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hergestellt wird, nicht aber durch die Basen, bezeichnet man die Zucker-Phosphat-Ketten auch
als dasRiickgratder DNA.

Per Konvention liest man diese Ketten vom 5-Ende in Richtung 3'-Ende und schreibt z. B.
5-AACGAT-3' . Ist die Orientierung unmiRverstandlich, kdnnen die Bezeichnungen der

Enden auch weggelassen werden.

Zwei ssDNA-Sequenzen hei3en zueinandeers wenn sie aus den gleichen Nucleotidketten
mit entgegengesetzter Orientierung bestehen, &'-BACGAT-3' und 3'-AACGAT-5’
bzw.5-TAGCAA-3’

lEH--. 0

Ay ﬂf —F )

3 -Endm

Abbildung 2.2: Nucleotidkette der SequeésiZAGTC-3' . Quelle: [Hennig95]

In der Natur (d. h. in den Zellen der Lebewesenivo) sind diese Ketten (auch Strénge oder
Sequenzen genannt) mehrere Tausende oder Millionen Nucleotide (nt) lang, sie werden dann
Polymeregenannt. Im Rahmen des DNA-Computing bewegen sich die Sequenzlangen im ein-
bis dreistelligen Bereich, man nennt Sequenzen dieser Lange @lighmere oder
Oligonucleotide(oder kurzOligos). Diese werden synthetisch hergestellt und nicht in Zellen,

sondern in Reagenzglasem yitro) gehandhabt.
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Watson und Crick entdeckten 1953, daf? DNA in der Natur meist doppelstrangig vorliegt, d. h.
zwei DNA-Einzelstrange (ssDNA vaingle sranded_DNA haben sich zu einer gemeinsamen
Struktur verbunden, der bekannten Doppelhelix (dsDNAdamrble sranded DNA.

e P -

ITENOE Groove
{kimine Furchs)

ITEROr groones
igrofe Furcha)

348

Abbildung 2.3: Watson-Crick-Doppelhelix der DNA. Quelle: [Hennig95]

Hierbei verbinden sich jeweils Pyrimidinbasen des einen Strangs mit Purinbasen des anderen,
genauer: jeweils Adenin mit Thymin (per zwei Wasserstoffbriicken) und Guanin mit Cytosin
(per drei Wasserstoffbriicken). Daher werden A und T sowie G und C als zueinander (Watson-
Crick-) komplementabezeichnet. Diese Verbindung ist nicht covalent und damit instabiler als

die Verbindung zwischen benachbarten Nucleotiden im Rickgrat der Einzelstrange.

Die Verbindung zweier Einzelstrange zu einem Doppelstrang ist immer antiparallel, d. h. daf3
sich z. B5-ACGT-3’ mit3’-TGCA-5" verbinden wirde, aber nicht nait-TGCA-3’

Man nennt dann auch diese Einzelstrdnge zueinander komplementar. Ein Einzelstrang, der mit
seinem komplementéren Strang identisch ist, ssilRistkomplementi(z. B. istACGTselbst-

komplementar).

Doppelstrange notiert man so, dal3 der obere Strang in 5’-3'-Richtung gelesen wird, z. B.:

5-ACGT-3
3-TGCA-5

YIch vermeide in dieser Arbeit den Begriff Palindrom, der einen Doppelstrang von selbstkomple-
mentéren Sequenzen bezeichnet, um Mil3verstandnisse mit der klassischen Auffassung des Wortes zu
vermeiden AGGAz.B. ist kein Palindrom).
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In dsDNA kann es vorkommen, dald einzelne sich gegeniiberliegende Basen nicht Watson-
Crick-komplementar sind (sogenanniesmatches Diesemismatcheserringern die Schmelz-

temperatur und damit die Stabilitdt der dsDNA (s. u.).

2.1.2 Grundlegende Mechanismen und Werkzeuge

Hier sollen nur diejenigen Mechanismen vorgestellt werden, die zur Zeit im DNA-Computing

Verwendung finden.

2.1.2.1 Denaturierung und Hybridisierung

Als Denaturierung(SchmelzenDissoziation) bezeichnet man das Lésen der Wasserstoff-
briicken zwischen den Basen, welches die Teilung eines Doppelstrangs in zwei Einzelstrange
zur Folge hat. Am einfachsten ist die Denaturierung durch Erhitzen zu erzielen. Die Stabilitat
eines Doppelstrangs hangt aber von vielen Faktoren ab, z. B. von der Salzkonzentration der die
DNA umgebenden Lésung, so daR sich auch durch Anderung dieser anderen Einfliisse eine

Denaturierung erzielen a3t (siehe auch Kapitel 4.1.3.1).

Zu beachten ist, dal3 zwar der Begriff des Schmelzens fiir die Denaturierung gebrauchlich ist,

aber kein Phasenlibergang stattfindet.

Umgekehrt kann man z. B. durch Verringerung der Temperatur aus einzelstrangigen DNA-
Sequenzen Doppelstrange erzeugen. Diesen Vorgang nennt Hydnidisierung
Renaturierundflr vorher denaturierte natirliche DNAgassoziatiomderannealing(womit

eher das kontrollierte Abkiihlen betont wird).

2.1.2.2 Restriktionsendonuclease

Restriktionsendonucleasen sind bakterielle Enzyme, die (meist doppelstrangige) DNA an einer
kurzen, fur das jeweilige Enzym charakteristischen Subsequenz (der Restriktionsschnittstelle
oderrestriction sit¢ angreift und dort durch Hydrolyse zerschneidet. In der Natur dient dieser
Mechanismus dazu, fremde DNA zu zerstérefh993 waren ca. 2300 verschiedene
Restriktionsenzyme fir Gber 200 verschiedene spezifische Restriktionsschnittstellen (sowohl
ssDNA als auch dsDNA) bekannt [Maley98].

! Genauer gesagt die DNA von Bakteriophagen, das sind Viren, die Baktea#arbef
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5-AGCTT-3’

3-A5
5’-AA+GCTT-3’ _—

3-TTCGAAS ™~ 5°A3
3-TTCGA-5'

Abbildung 2.4: Spezifisches Schneiden des Restriktionsenzyms Hindlll. [Knippers95]

2.1.2.3 Exonuclease

Exonucleasen sind ebenfalls Enzyme zum Abbau von DNA, greifen aber nicht mitten im
Strang, sondern an den Enden an. Jede Exonuclease hat eine bestimmte Abbaurichtung
(5 > 3 oder 3'—» 5’), viele haben weitere Beschrankungen wie z. B. Abbau nur von

einzelstréngiger oder nur von doppelstrangiger DNA.

2.1.2.4 Ligation

HybridisierenTTTT, GGGGUNdCCAAzu "1 78°%¢ | so verbinden sich nicht auch auto-

matisch die benachbarten Nucleotide T und G miteinander, beim nachsten Schmelzvorgang
wirde dieser Doppelstrang also wieder in drei Einzelstrange zerfallen. Das Enzym Ligase
schlief3t diese Licke, indem es die freie 5’-Phosphatgruppe des Guanin und die ebenfalls freie
3’-OH-Gruppe des Thymin verbindet. Somit wird aus den beiden oberen Strangen ein einzelner

Strang.

Oft umfaldt der Begriff detigation nicht nur die Wirkung der Ligase, sondern auch die

vorhergehende Hybridisierung.

2.1.25 PCR

Bestimmte Enzyme, Polymerasen genannt, erweitern einstrangige DNA zu zweistrangiger
DNA. Dazu mu3 am 3'-Ende dieser ssDNA (des gemplate} ein kurzes Oligonucleotid,
Primer genannt, hybridisiert sein, so dafd dort bereits ein kleines Stlick doppelstrangig ist. Die
Polymerase verlangert den Primer, beginnend an dessen 3'-Ende, komplemerntingiate

dabei bewegt sich die Polymerisation auf demplatevon 3’ nach 5'.

Eine wichtige Anwendung dieses Mechanismus istRdilymerase-Kettenreaktiooder PCR
(polymerase chain reactipn Hierbei wird eine doppelstrangige DNA-Sequenz zunéchst
denaturiert. Dann laft man die beiden Einzelstrange mit den jeweiligen Primern hybridisieren,
wobei die Primer im UberschuR angeboten werden, um eine Hybridisierung mit einem Primer

wahrscheinlicher zu machen als die Reassoziation der beiden Einzelstrange. Anschliel3end
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werden die Einzelstrange mit Hilfe der Polymerase zu Doppelstrangen vervollstandigt, so dafd
nun zwei Kopien des Original-Doppelstrangs vorliegen. Wiederholt man diese Schritte, so kann
man mit jedem Durchlauf die Anzahl der Doppelstrange verdoppeln und somit auch kleinste
Mengen DNA zu nachweisbaren und fir das DNA-Computing verwendbaren Mengen
vervielfaltigen amplifizieren®. Notwendig dazu ist allerdings die Kenntnis der Primer-

sequenzen.

2.1.2.6 Gelelektrophorese

Bei diesem Verfahren bringt man die DNA auf ein Gel auf und legt ein elektrisches Feld an.
Die Sequenzen wandern dann durch das Gel auf die Anode zu, dabei ist ihre Geschwindigkeit
umgekehrt proportional zum Logarithmus ihrer GréR3e, sie bewegen sich also um so schneller je
kirzer sie sind. Nach einer gewissen Zeit erhdlt man so eine Langensortierung der Sequenzen
im Gel; Sequenzen gleicher Lange gruppieren sich zuBamgen Mit einer anschlieRenden

Farbung der DNA kann man diese Banden sichtbar machen.

Lalt man auf einem reservierten Teil des Gels DNA-Strange mit bekannten Langen laufen,
bilden diese Banden hinterher einen MafR3stab fir die GroRe der zu untersuchenden oder zu

sortierenden Banden.

2.1.2.7 Sequenzierung

Die momentan gebrauchlichste Methode, um DNA zu sequenzieren, d. h. um die Basenfolge
eines DNA-Strangs auszulesen, ist die Didesoxymethode von Sanger bzw. darauf basierende

modifizierte Verfahren.

Didesoxynucleotideind Molekile, die sich wie Desoxynucleotide per Polymerase an DNA-
Strdnge anhéngen lassen, sie besitzen jedoch keine 3'-OH-Gruppe, so dal3 kein weiteres
Nucleotid an diesen Strang angehangt werden kann, die Polymerisationsreaktion bricht hier ab.
Dies nutzt man zur Sequenzierung, indem man in vier getrennten Reaktionsansatzen
Polymerisationen mit der zu sequenzierenden DNAemtgplatedurchfiihrt und aulBer den vier
Desoxynucleotiden zu jedem Ansatz Didesoxynucleotide mit jeweils einer der vier Basen hinzu-
gibt. Dadurch enden die neu synthetisierten Strange in einem Ansatz mit einer bestimmten
Base, die der hinzugegebenen Didesoxynucleotide. Trennt man nun die Produkte der vier

Ansatze in einer Gelelektrophorese mit einem hochauflésenden Polyacrylamidgel nach der

! Genauer gesagt wird der Bereich zwischen den Primern amplifiziert, die nicht unbedingt an den
Enden detemplateshybridisieren.
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Lange auf, so laft sich aus den Langen und damit den Positionen, an denen die Polymerisation

abgebrochen ist, die Sequenzfolge ablesen.

Zu sejuenzieren

template  3-NNNNTCGATCGAAG-5’ dA dC

) +
primer 5’-NNNN-3’
Richtung der
Polymerisation

+ DNA-Polymerase

dG dT

5'-NNNNAGCTA-3’

o NNNNA3' 5'-NNNNAGCTAG-3

5'-NNNNAG-3'
5-NNNNAGCTAGCTTC-3’ 5-NNNNAGCTAGCTT-3'
5-NNNNAGCTAGC-3’ 5-NNNNAGCTAGCT-3'
5-NNNNAGC-3' 5-NNNNAGCT-3'
Gelelektro- A c G T
phorese
_—— A
— ™
_— ,9
_— ol 5
3
— £ 0
—_— S Z
— t— 2 o
30
_— b
—_— )
n

Abbildung 2.5: Sequenzierung mit der Didesoxymethode nach Sanger. dA, dC, dG und dT stehen fur
Desoxynucleotide, ddA, ddC, ddG und ddT fur Didesoxynucleotide. [Gassen96]

Notwendig ist hierzu natirlich die Kenntnis eines Primers, an dem die Polymerisation starten
kann, fir die Sequenzierung einer vollig unbekannten Sequenz ist diese Methode ungeeignet. Im
Bereich des DNA-Computing, in dem die verwendeten DNA-Sequenzen gezielt konstruiert

werden, ist das Verfahren nach Sanger jedoch ausreichend.

2.2 Rechnen mit DNA

L. M. Adleman Ioste 1994 ein kleines Hamilton-Pfad-Problem mit DNA-Molekulen
[Adleman94, Adleman98]. Seitdem wurden auch andere Probleme mit DNA geldst bzw. es
wurde beschrieben, wie man diese Probleme mit DNA l6sen kann. Im Bestreben, eine
allgemeinere, d. h. nicht nur auf ein Problem zugeschnittene Verfahrensweise zum Rechnen mit
DNA zu finden, wurden verschiedene Modelle aufgestellt, die hier kurz vorgestellt werden. Fir

eine ausfuhrlichere Diskussion der Modelle siehe [Niehaus98].
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In den meisten Modellen (die zur Losung von Suchproblemen entworfen wurden) laft sich das

Verfahren in zwei Phasen zerlegen:

e Eine Initialisierungsphase, in der DNA-Sequenzen erzeugt werden, die Lésungskandidaten

fir das zu losende Problem kodieren.

e Eine Berechnungsphase, in der die ,schlechten” Kandidaten, d. h. diejenigen, die keine

glltige Losung darstellen, aussortiert werden.

In der Berechnungsphase werden Operatoren verwendet wie die Vereinigung von DNA-
Mengen, das Extrahieren von Sequenzen mit bestimmten Teilsequenzen, die Sortierung der

Sequenzen nach Lange per Gelelektrophorese usw.

Um zu verdeutlichen, wie ein solches Verfahren funktioniert, folgt zunachst als Beispiel der

DNA-Computing-,Klassiker": Adlemans Ldsung eines Hamilton-Pfad-Problems.

2.2.1 Adlemans Lésung des Hamilton-Pfad-Problems

DasHamilton-Pfad-ProblenfHPP) besteht darin zu entscheiden, ob es einen gerichteten Weg
durch einen Graphen von einem Startknotezw einem Endknotene\gibt, auf dem jeder
Knoten des Graphen genau einmal besucht wird (ein solcher Wedfheaildton-Pfad. Dieses
Problem ist NP-vollstéandig, d. h. jedes andere Problem der Klasse NP kann auf das HPP

reduziert werden und es existiert kein effizienter Lésungsalgorithmus fiir das HPP.

Adlemans Beispielgraph [Adleman94, Adleman98] hatte 7 Knoten, 14 Kanten und genau einen

Hamilton-Pfad. Sein (nicht-deterministischer) Lésungsalgorithmus sah wie folgt aus:
1. Erzeuge zuféllige Pfade durch den Graphen.

2. Behalte nur die Pfade, die mitlveginnen und mitaaufhdren.

3. Behalte nur die Pfade, die genau |V| Knoten enthalten.

4. Behalte nur die Pfade, die alle Knoten besuchen.

5. Falls mindestens ein Pfad Ubrig bleibt, antworte ,Ja“, sonst ,Nein“.

Um diesen Algorithmus mit DNA-Sequenzen durchzufiihren, kodierte Adleman die Knoten und
Kanten als Sequenzen der Lange 20. Wenn die Sequenzen flir zwei Knoten v und w aus je zwei
10-meren yund v bzw. w und w bestehen, so besteht die Sequenz fiir die Kantew aus

den Komplementaren zy wnd v.

11
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Knoten v Knoten w
5-ACGAGAGCGGCCTAGTGAAT-3' 5'-AATATCAAAATGAGGGGTTA-3

3-GGATCACTTATTATAGTTTT-%
Kante v» w

}

Knoten v Knoten w
5-ACGAGAGCG GCCTAGTGAATAATATCAAAATGAG GGGTTA-3'
3-GGATCACTTATTATAGTTTT-%

Kante v» w

Abbildung 2.6: Kanten- und Knotensequenzen nach Adleman

Somit hybridisiert eine Kantensequenz tberlappend mit den Sequenzen der beiden Knoten, die
die Kante verbindet, Uber ein Lange von jeweils 10 Nucleotiden. Diese Hybridisierung fihrt zu
langen Doppelstrangen, die Pfade durch den Graphen reprasentieren, implementiert also Schritt
1 des Algorithmus. Adleman erzeugte ca'*1®equenzen, konnte also ziemlich sicher sein,

auch den Hamilton-Pfad darunter zu finden.

5'- Vo vy Vv, Vj V, Vg -3

Abbildung 2.7: Ligation von Kanten- und Knotensequenzen zu einer Pfadsequenz. Die Kanten-
sequenzengv—> v; und v — Vs sind l&anger gewahlt worden, um glatte Enden zu erhalten.

Schritt 2 wurde durch eine PCR implementiert, in der die Sequenz des Startknotens und die
Komplementérsequenz des Endknotens als Primer verwendet wurden, so dal3 nur die Sequenzen

(Pfade) verstarkt wurden, die mit eben diesen Knoten anfingen bzw. endeten.

Fur Schritt 3 verwendete Adleman eine Gelelektrophorese. Mit ihr konnte er genau die
Sequenzen aussortieren, die 140 Basenpaare lang waren, also Pfade der richtigen Lénge

reprasentierten (7 Knoten a 20 bp).

Mit Hilfe von mikroskopisch kleinen Eisenklgelchen, auf deren Oberflache Sondensequenzen
(die Komplementarsequenzen eines Knotens v) angebracht waren und die man mit einem
Magneten mechanisch handhaben konnte, war Adleman in der Lage, diejenigen Sequenzen an
die Kigelchen anzulagern und zu extrahieren, die den entsprechenden Knoten v enthielten.
Sukzessive Ausfiihrung dieses Verfahrens fur jeden Knoten ergaben die Extraktion genau der
Sequenzen, die jeden Knoten enthalten (Schritt 4). Da diese die Lange |V| haben, missen es die

Sequenzen sein, die Hamilton-Pfade darstellen.

12
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Der letzte Schritt (nachzuprtifen, ob Gberhaupt noch Sequenzen vorhanden sind) bestand aus
einer weiteren PCR mit anschlieRender Gelelektrophorese. Adleman fand in seinem Experiment

Sequenzen vor, die tatsachlich diejenigen waren, die den richtigen Pfad reprasentierten.

2.2.2 Das beschrankte Modell

Eine erste Formalisierung eines Modells nach Adlemans Experiment fand 1995 durch Lipton
statt [Lipton95]. Er entwickelte das beschrankte Modell, das seinen Namen dem Umstand
verdankt, dal? die verwendete DNA-Menge in der Berechnungsphase nicht mehr zunimmt, also

durch die Initialisierungsmenge beschrankt ist. Dies schlie3t die Anwendung von PCR aus.

In der Initialisierungsphase werden Bitvektoren kodierende Sequenzen erzeugt. Hierzu erstellte
Lipton einen Graphen, dessen Knoten Nullen und Einsen enthalten. Mit einer Kodierung des
Graphen, wie Adleman sie vorgeschlagen hat (eine Sequenz pro Knoten, also zwei Sequenzen
fur jede Bitposition), kénnen nun Pfade von einem Start- zu einem Zielknoten erzeugt werden,

die Bitvektoren einer bestimmten Lange reprasentieren

X ;=0 X,=0 X,,=0

Abbildung 2.8: Liptons Graph zur Erzeugung von Bitvektoren. [Lipton95]

Der Vorteil dieser Kodierung liegt darin, dall man die Bitstrings auch zur Ldésung anderer
Probleme wiederverwenden kann, es muf3 nur die Berechnungsphase entsprechend geandert

werden.
In der Berechnungsphase werden folgende Operatoren verwendet:

Extraction: Sequenzen, die eine bestimmte Subsequenz enthalten, und solche, die sie nicht
enthalten, werden in zwei verschieden Reagenzglaser getrennt. Dies wird i. a. ahnlich durch-

gefuihrt wie Schritt 4 in Adlemans Lésungsalgorithmus fir das HPP.

Merge: Die Vereinigung zweier Mengen von DNA. Sie wird durch Vereinigung der Inhalte der

beiden Reagenzglaser implementiert.

! In Liptons Aufsatz waren diese Bitvektoren Belegungen der Variablen Bioésschen Ausdrucks
in konjunktiver Normalform und wurden zur Losung des Erfillbarkeitsproblems SAT verwendet.

13



Ein DNA-Sequenz-Compiler

Detection: Es wird getestet, ob sich tUberhaupt noch DNA im Reagenzglas befindet. Hierzu

kann man z. B. eine PCR mit anschlieender Gelelektrophorese durchfiihren.

2.2.3 Das unbeschrankte Modell

Adleman [Adleman96] erweiterte das beschrankte Modell um folgenden Operator:
Amplify: Vervielfaltigt den Inhalt eines Reagenzglases. Hierzu verwendet man i. a. die PCR.

Durch diesen zusétzlichen Operator fir die Berechnungsphase féllt die Mengenbeschrankung
weg. Dadurch werden ggf. geringere Initialmengen von DNA bendétigt, die PCR wird aber als

eine wesentliche Fehlerguelle angesehen (s. u.).

2.2.4 Das Generator-Modell

Da im Laufe der Berechnung im beschrankten Modell die Menge der verwendeten DNA immer
mehr abnimmt und das unbeschrankte Modell zur Amplifizierung die fehlerbehaftete PCR
verwendet, schlugen Bach et al. vor, bereits die Initialisierungsmenge effizienter zu nutzen
[Bach96]. Indem man gezielt Wissen um die Problemlésungen in die Erzeugung der
Initialisierungssequenzen einflieBen lakt, kann man den Suchraum von vornherein einschranken

und die vorhandene DNA-Menge vermehrt fiir sinnvolle Losungskandidaten verwenden.
Zu diesem Zweck gibt es folgende Operatoren fur die Initialisierungsphase:

Split: Eine DNA-Menge wird so auf zwei Reagenzglaser verteilt, dafd beide Glaser ca. die
gleiche Menge enthalten. Dabei ist die Zuordnung einer Sequenz zu einem der beiden Glaser

natdrlich rein zufallig.

Append: Die in einem Reagenzglas enthaltenen Sequenzen werden um eine bestimmte Sequenz

verlangert (durch Hybridisierung und Ligation entsprechend der Adleman’schen Kodierung).
Merge: Wie im beschrankten Modell werden hier die DNA-Mengen vereinigt.

Mit iterativer Anwendung der Operatorensequépiit - Append - Merge kénnen so ebenfalls
zuféallige Bitvektoren erzeugt werden, aber durch Weglassen Smlit und Merge an
bestimmten Positionen haben alle Sequenzen an der entsprechende Position dieselbe

Bitbelegung, der Suchraum hat damit eine Dimension weniger.

2.2.5 Das Sticker-Modell

Das Sticker-Modell [Roweis96] bietet eine alternative Kodierung von Bitvektoren. Die

Sequenz, die den Vektor reprasentieren soll, ist zundchst einstrangig. Fir jede Bitposition gibt

14
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es nur eine Sequenz (statt zwei wie in den vorhergehenden Modellen). Ist diese Subsequenz im
Vektor einstrangig, so hat das entsprechende Bit den Wert 0, ist sie doppelstrangig, so hat das
Bit den Wert 1. Die Komplemente der Bitsequenzen, die sich an den Einserstellen anlagern,

heiRensticker.

Eine zufallige (gleichverteilte) Initialisierung einer Bitposition laft sich erreichen, indem man
halb so vielestickerwie Vektorensequenzen in ein Reagenzglas gibt und eine Hybridisierung
durchfihrt.

In der Berechnungsphase gibt es au3erdem zusatzliche Operatoren:

Separate: Trennt die Sequenzen in einem Reagenzglas in zwei Mengen auf: In einer sind alle
Sequenzen, bei denen ein bestimmtes Bit gesetzt ist, in der anderen alle Sequenzen, bei denen

dieses Bit geldscht ist. Dieser Operator wird ahnlich implementiefExtraction.

Set, Clear: Setzt bzw. loscht bei allen Sequenzen ein bestimmtes Bit. Wahren&edich
einfach durch Hybridisierung mit dem entsprechenstécker implementieren laRt, ist die
Umsetzung vorClear nicht so offensichtlich. Ein Erwarmen zur Dissoziation eistiskers

wirde auch die anderaticker (an den anderen Bitpositionen) l6sen, ist also ungeeignet. Eine
vorgeschlagene Methode ist die Verwendung von Strangen, die nur aus Pyrimidinbasen
bestehen und sich spezifisch an bestimsiiekerStrange zu Dreifach-Helices anlagern,
welche instabiler sind als die doppelstrangigen Bereiche und daher bereits bei geringeren

Temperaturen dissoziieren [Bach96].

Ein Nachteil dieses Modells neben der schwierigen Verwirklichung des Opetidarsst die
Beschrankung auf Vektoren von bindren Variablen, Variablen mit grof3eren Wertebereichen

kénnen so nicht kodiert werden.

2.2.6 Das Restriktionsenzym-Modell

Da ein wesentlicher Operator der bisher vorgestellten Modelle, namiittaction (bzw.
Separateim Sticker-Modell), sehr fehlerbehaftet ist, haben Amos et al. eine Alternative zum
Aussortieren schlechter Kandidaten vorgeschlagen [Amos96]. Auch hier sind die Kandidaten
zunachst einstrangig und enthalten Restriktionsschnittstellen an bestimmten Stellen. Statt

Extraction wird dieser Operator verwendet:

Remove:Die schlechten Kandidaten werden markiert, indem sie mit den Komplementéarsequen-
zen der Restriktionsschnittstellen hybridisieren. Anschlieend werden sie (und nur sie) durch
Restriktionsenzyme zerschnitten, die spezifisch dsDNA schneiden, die Teile lassen sich dann

anhand der geringeren Lange per Gelelektrophorese aussortieren.
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2.2.7 Das Surface-Modell

In diesem Modell bewegen sich die DNA-Sequenzen nicht frei in einer Losung, sondern sie sind
auf einer Oberflache fixiert [Liu96, Cai96]. Somit sind die Vorgange wahrend der Initiali-

sierungs- und Berechnungsphase wesentlich einfacher zu kontrollieren, allerdings engt man den
Suchraum dadurch ein, dal3 man nur noch zwei statt drei Dimensionen fur die Anordnung der
Sequenzen zur Verfiigung hat. Hauptsachlich soll dieses Modell auch eher dazu dienen, in
Experimenten Erkenntnisse Uber die Vorgange bei der Ausfiihrung der Operatoren und die
Fehler, die dabei auftreten, zu gewinnen, um damit auch die lésungsbasierten Ansatze

verbessern zu kénnen.
Verwendet werden hier folgende Operatoren:

Mark: Die eigentlich einstrangigen Sequenzen, die eine bestimmte Bitbelegung haben, werden

markiert, indem sie (mit Anlagerung und Polymerisation) doppelstrangig gemacht werden.

Unmark: Alle Markierungen werden geldscht, indem die dsDNA denaturiert wird. Da die Kan-
didatenstrange fixiert sind, lassen sich die Markierungsstrange problemlos entfernen

(abspllen).

Destroy-marked, -unmarked: Zerstért alle markierten bzw. alle unmarkierten Sequenzen.

Dies wird mit Exonucleasen realisiert, die nur dsDNA bzw. nur ssDNA zerstoren.

Append-marked, -unmarked: An die markierten bzw. unmarkierten Sequenzen wird eine

bestimmte Sequenz angehangt. Dies wird mit verschiedenen Arten von Ligation erreicht.

Erase-marked: Schneidet den Teil aller markierten Sequenzen ab, der mit einer vorhergegan-

genenAppend-Operation angehangt wurde. Hierzu werden Restriktionsenzyme verwendet.

2.2.8 Turing-Maschinen-Modelle

Eine Turing-Maschine ist ein (theoretisches) Rechnermodell, das auf einem unendlich langem
Band Zeichen lesen kann. Abhdngig vom Zustand der Maschine und dem gelesenen Zeichen
kann ein Zeichen geschrieben, der Schreib-/Lesekopf nach rechts oder links bewegt sowie der

Steuerungsautomat in einen neuen Zustand tberfuhrt werden.

Aufgrund der sehr primitiven Operationen (ganz zu schweigen vom Mangel an unendlich
langen Bandern) werden Turing-Maschinen nicht zum Rechnen benutzt (sie werden nicht
einmal praktisch gebaut), obwonhl sie die gleiche Berechnungskraft besitzen wie ein Computer,

der mit einer Hochsprache programmiert wird. Sie dienen vielmehr der theoretischen Informatik
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als Modell, an dem sich gerade wegen ihrer Einfachheit Berechenbarkeit und Komplexitat von

Problemen untersuchen lassen.

Beaver hat ein theoretisches DNA-Computing-Modell beschrieben, das einer Turing-Maschine
entsprechen soll [Beaver95]. Dieses ist ebenfalls nicht zur wirklichen Anwendung geeignet,

sondern soll nur zeigen, dall das DNA-Computing eine gleiche Berechnungskraft besitzt wie
konventionelle Computer. Daf3 diese Analogie nicht nur umsténdlich, sondern auch sehr gewagt

(streng genommen sogar inkorrekt) ist, hat Niehaus ausgeftihrt [Niehaus98].

Auch Rothemund hat ausflhrlich gezeigt, dall das DNA-Computing die gleiche Berechnungs-
kraft besitzt wie die Turing-Maschine [Rothemund96]. Shapiro hat sogar ein dreidimensionales
Modell einer molekularen Turing-Maschine entworfen, dessen Umsetzung jedoch auch fraglich
ist [Shapiro99].

2.2.9 Weitere Ansatze

Guarnieri et al. haben einen Ansatavitro realisiert, der es erlaubt, Addition von Binarzahlen
mit DNA zu implementieren [Guarnieri96]. Wesentlicher Nachteil der vorgestellten Methode
ist die unterschiedliche Kodierung von Ein- und Ausgabezahlen in DNA-Sequenzen, so dal

sich das Ergebnis einer Addition nicht fiir eine weitere Addition verwenden laf3t.

Gupta et al. schlagen in [Gupta97] ein Modell vor, um einfache logische und arithmetische
Operationen durchzufthren. Es beruht u. a. auf dem originellen Prinzip, die Ausgabesequenz je

nach Wert der Eingabe und anzuwendendem Operator anders zu interpretieren.

Rose et al. haben einen Ansatz entworfen, um einen endlichen Automaten mit DNA zu
simulieren [Rose97]. Hierbei kodieren die zu bearbeitenden Sequenzen jeweils den aktuellen
Zustand des Automaten und das zuletzt gelesene Zeichen der Eingabe. Allerdings muR3 in
diesem Modell jede Transition von Hand durchgefiihrt werden (wenn auch fiir viele Instanzen
des Automaten parallel), was die Effizienz nachteilig beeinflut. Auch bleibt unklar, wie das
Erreichen eines Endzustands erkannt werden soll. Eine Implementiarmitgo steht noch

aus.

Amos et al. entwickelten (zumindest in der Theorie) ein Verfahren, mit dem man die Ausgabe
von Schaltkreisen aus NAND-Gattern mit DNA berechnen kann [Amos97]. Hier sind zeit-

aufwendige Schritte fir jede Stufe des Schaltkreises notwendig.

Boneh et al. beschreiben ein Verfahren, mit dem es mdglich ist, innerhalb von etwa vier
Monaten die Verschlisselung des DE&ta Encryption_$andard zu brechen (d. h. den 56-

Bit-Schlussel zu finden), wenn man eine Nachricht sowohl verschlisselt als auch als Klartext
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vorliegen hat. Dies funktioniert auch, wenn man nur weil3, da® der Klartext einer von mehreren

Kandidaten ist [Boneh95b].

Da DNA sowie deren Mutations- und Rekombinationsverhalten das Vorbild fir die

Genetischen Algorithménist, liegt es nah, diese mit Hilfe von DNA zu implementieren

[Maley98]. Die grofiten Schwierigkeiten liegen hierbei bei der Berechnung der Fitnel3 und der

Selektion.

2.2.10 Diskussion

Als wesentliche Vorteile des DNA-Computing werden angesehen [Adleman94]:

Die hohe Parallelitat der Berechnung. Fir die Initialisierungsphase seines HPP-Experiments
hat Adleman 1Y Ligationen pro Sekunde veranschlagt, wies aber darauf hin, daR sich bis
zu 2° DNA-Strange in einem Reagenzglas befinden kénnen, die parallel bearbeitet werden

konnen.

Der geringe Platzbedarf fir die Speicherung von Informationen. Fir die Speicherung von

1Bit wird nur etwa 1 nm?3 benétigt.

Die Energieeffizienz. Mit Aufwendung von 1 Joule kénnen 2*@perationen (Ligationen)

durchgefiihrt werden. Das theoretische Maximum liegt bei 338 perationen pro Joule.

Allerdings stellen sich auch einige wesentlichen Probleme:

Die grof3e Rechenkraft des DNA-Computing ist auf einige Abschnitte eines Algorithmus
beschrankt. Viele Operatoren der Berechnungsphase sind dagegen sehr zeitaufwendig. Ins-
besondere sind Ein- und Ausgabe (Kodierung der Kandidaten in Sequenzen, Auslesen der

Ubriggebliebenen Sequenzen) noch sehr zeitintensiv.

NP-Probleme bleiben auch in der Architektur des DNA-Computing NP-Probleme. Der
exponentielle Aufwand zur Losung solcher Probleme verlagert sich zwar von der Rechenzeit
zur Menge der verwendeten DNA, aber da diese eine zwar sehr kleine, doch von Null
verschiedene Ausdehnung hat, sind auch dem DNA-Computing Grenzen bzgl. der GréRe
der l6sbaren Probleme gesetzt. Z. B. wirde man zur Ldsung eines HPP mit 70 Knoten mit
Adlemans Verfahren ca. ¥0kg DNA brauchen [Maley98] (zum Vergleich: die Erdmasse
betragt ca. 6*1% kg).

! Genetische Algorithmen gehéren zu den Evolutionéaren Algorithmen (s. 6.2 fiir eine Beschreibung).
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e Die verwendeten Operatoren arbeiten nicht perfekt, sondern sind fehlerbehaftet; manche
Verfahren, wie die PCR oder die Implementierung #odraction, sogar sehr. Darlber

hinaus gibt es nur wenige fundierte Abschatzungen zur Quantifizierung dieser Fehler.

2.2.11 Fehler im DNA-Computing

Da die meisten bisherigen Ansatze auf der Trennung von falschen und richtigen Ldsungen
(oder besser: von schlechten und guten) beruhen, werden die Fehler, die bei den Berechnungen
auftreten konnen, auf der Ebene des Algorithmus, der mit DNA-Computing durchgefiihrt
werden soll, unterschiedenfasche Negativéeine gute Lésung wurde nicht gefunden oder als

schlecht aussortiert) urfdische Positivéschlechte Losungen wurden als gute ausgegeben).

Auf der Implementierungsebene dagegen betrachtet man die Unvollkommenheiten der Opera-
tionen. So arbeitet z. B. die u. a. in der PCR verwendete Polymerase nicht vollig fehlerfrei,
sondern hin und wieder (mit einer Wahrscheinlichkeit von c&.hi® 10°) wird eine falsche

Base statt der zuremplatekomplementaren angefligt.

Wesentlich folgenreicher singehlhybridisierungend. h. Hybridisierungen zwischen (Sub-)
Sequenzen, die gemal des zu berechnenden Algorithmus keinen Doppelstrang bilden sollten.
Dieser Fehler kommt dadurch zustande, dal3 fir die Anlagerung keine perfekte Komplemen-
taritat zwischen den beiden Einzelstrdngen bestehen muf3. Auchmiematchesestehen,

kdnnen zwei Sequenzen hybridisieren.

An fehlerhaften Anlagerungen kénnen auRerdem Verschiebungen der Einzelstrange oder Teile
dieser gegeneinander auftretshifty, sowie Schlaufenldops und Ausbuchtungerbqlges.

Auch missen nicht immer genau zwei ssDNA-Strange beteiligthssipif loops, junctions

a,

a%a
o = aa
acgtacgt acgt aacét 2C0°C tacgtac
tgcatgca tgca ¢ calg__9cay
agea  weacges oy Uy
QD
O
9
acgtacgt _ aa 8
tgcatgca 48 e
L
acgtacgﬁt acgtacgt acgtacgt
1boeboe 16oe1608

acgtacgt
16981608

Abbildung 2.9: Fehlerhafte Anlagerungen. Oben (v.l.nshjft, internal loop, bulgeunten (v.l.n.r.):
hairpin loop, junctionaus drei bzw. vier Einzelstréngen
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Um alle diese Fehlermdglichkeiten zu minimieren, sollten die Implementierungen der
Operatorenin vitro verbessert werden. Jedoch auch bereits im Vorfeld der eigentlichen
Berechnung, namlich bei der Wahl der zu verwendenden Sequenzen, kann man die

Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten von Fehlern verringern.
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3 Die Aufgabe des DNA-Sequenz-Compilers

Fur das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Programm, den DNA-Sequenz-Compiler, galten

folgende allgemeine Uberlegungen und Vorgaben:

¢ Um das DNA-Computing allgemeiner einsetzbar zu machen, mul3 eine Programmierschnitt-
stelle entwickelt werden, mit der man DNA-Programme auf hoherer Abstraktionsebene
formulieren kann als auf der molekularen Ebene. Ein erster Schritt hierzu waren die in 2.2
vorgestellten Operatoren. Neben einer Automatisierung der Ausfilhrung dieser Operatoren,
die momentan noch vom Menschen manuell erfolgt, ist eine Automatisierung der Kodierung
von Daten sowie deren gewilnschtem Verhalten bei der Ausfilhrung der Operatoren

winschenswert.

¢ Da die Operatoren des DNA-Computing nicht fehlerfrei arbeiten, missen MalRnahmen
getroffen werden, um die Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten von Fehlern zu minimieren
sowie die Auswirkungen von bestimmten Fehlern abzuschwachen. Dies kann nicht nur
durch Verbesserung der Implementierung der Operatoren geschehen, sondern bereits im

Vorfeld durch eine geschickte Wahl der zu verwendenden DNA-Sequenzen.

e Fir die Losung von NP-Problemen ist es auch im DNA-Computing sinnvoll, den
Rechenaufwand (hier im wesentlichen die Menge der benétigten DNA) zu verringern, indem
man den zu durchsuchenden Losungsraum einschrankt. Dies wurde im Generator-Modell
verwirklicht. Anstatt aber wie dort die Einschréankung durch mehrfache Anwendung der
Operatorergsplit, Append undMerge vorzunehmen, ware es bequemer, die Sequenzen von
vornherein (d. h. bevor die Berechnuimgvitro angesetzt wird) so zu wahlen, dal3 die
Einschrankung in der Kodierung inharent ist. Boneh et al. schlagen in diesem
Zusammenhang die Verwendung von regularen Ausdriicken inirdgal,,soug’, also der

Initialmenge von DNA, vor [Boneh96].

¢ Neben der Losung von NP-Problemen sind noch andere Anwendungen fiir das DNA-
Computing denkbar. Diese sollten aber auch von der oben erwahnten Automatisierung

profitieren kénnen.

¢ Insbesondere das in 3.3 vorgestellte Verfahren des programngielt@ssemblgoll durch

den Compiler unterstiitzt und eine Automatisierung ermoglicht werden.

Eine interessante Arbeit in diesem Zusammenhang ist die von Amos et al., die einen Compiler
zur Ubersetzung von CREW-PRAM-Programmegoncurrent-eading-eclusive-witing

parallel random _a&cess_rachine ein Standardmodell flr Parallelrechner) geplant haben.
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Dabei wird zunachst ein in einer Assembler-ahnlichen Sprache geschriebenes Programm in
einen NAND-Gatter-basierten Schaltkreis lbersetzt, und dieser dann in DNA-Sequenzen, mit
denen man diesen Schaltkreis simulieren kann [Amos97, Amos98]. Es ist jedoch fraglich, ob es
Sinn macht, Berechnungen im DNA-Computing auf der Architektur Silizium-basierter Rechner
aufzubauen, da die Art der Berechnung im DNA-Computing nicht auf Transistoren und deren

Schalterfunktion beruht.

Winfree, Yang und Seeman haben sich ohne den Umweg Uber die Boole'sche Logik mit der
universellen Anwendbarkeit des Verhaltens von DNA beschaftigt, und dabei die
Berechnungskraft deself-assembltheoretisch untersucht [Winfree96]. Neben der erfreulichen
Entdeckung eines auf einem DNA-Gitter basierenden Modells mit universeller Rechenkraft ist
ein interessantes Zwischenergebnis ihrer Arbeit, daf} sich mit dem sog. liselfi@ssembly

unter Ausschlul vohairpin loopsgenau die reguldren Sprachen erzeugen lassen. An dieser
Stelle verfolgen Winfree et al. diesen Gedanken jedoch nicht weiter, da ihnen die
Anwendungsmdglichkeiten des lineareself-assemblyunzureichend erscheinen, sondern
konzentrieren sich auf ihr Gittermodell mit universeller Rechenkraft. Insbesondere wird nicht
einmal ein moégliches Ausleseverfahren aufgezeigt. Inzwischen wurde aber gezeigt, daR das
lineare self-assemblyinsbesondere in Verbindung mit anderen Techniken wie z. B. PCR,
durchaus weiterreichende Anwendungsmdglichkeiten bietet, die Uber die Initialisierung von

DNA-Mengen von Suchalgorithmen hinausgehen [Rauhe99, LeierRichter99] (s. auch 3.3).

Das in dieser Arbeit vorgestellte Konzept des programmiertdfrassemblyst ein lineares

self-assemblyzur Vereinfachung wird hier meist der Zusatz der Linearitat weggelassen.

Der im Rahmen dieser Arbeit entwickelte DNA-Sequenz-Compiler unterstiitzt die Vielfaltigkeit
und Einsatzfahigkeit des programmierteself-assemblydurch seine Eigenschaft als
Programmierwerkzeug, die Automatisierung der Code-Erzeugung und die Minimierung von
Fehlerwahrscheinlichkeiten im eigentlicheself-assembhgchritt sowie in anschliel3end

angewandten weiterflihrenden Techniken.

3.1 Die Eingabe: Reguldre Grammatiken

[Wegener93]

Regelsysteme, mit denen genau die Worter einer bestimmten Sprache erzeugt werden, heiRen
Grammatiken. Z. B. kann man mit einer Grammatik syntaktisch korrekte Programme einer

bestimmten Programmiersprache erzeugen.

Der Linguist Chomsky formulierte 1953 die gebrauchliche Definitimm Grammatiken:
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Eine GrammatikG ist ein Quadrupeby V, S, P) mit

¢ X eine endliche Menge von Symbold@refminalen, das Alphabet
¢ V eine endliche, zX disjunkte Menge von HilfszeicheNdriablen
¢ S e VdasStartsymbol

¢ P eine endliche Menge vétegelnbzw. Produktionen Eine solche Regel ist ein Paar (I, r)
mit | € (VUT)" und re (VUT) (A" und A bezeichnen die Mengen der méglichen Ketten
von Symbolen aus A, wobei in’ Alie Kette der Lange Null vorkommen darf, ifi ficht).
Kommt | als Teilwort in einem Wort vor, so wird bei Anwendung der Regel | durch r

werden. Man schreibt auch r.

Man nennt die Menge aller Ausdriicke (Worter), die sich mit den Regeln aus P in endlich vielen

Schritten aus S ableiten lassen, die von der Grammatik G erzeugte Sprache L(G).

Seiz. B. G=({a}, {S}, S, {S—> aS, S— a}), soist L(G) = {a, aa, aaa, ...}.

Weiterhin hat Chomsky die Grammatiken in eine Hierarchie mit vier Klassen eingeteilt:

0. Grammatiken ohne weitere Einschrankungen heil3en Grammatiken vom Typ Chomsky-0.

1. Grammatiken, bei denen alle Regeln die Formu mit ue V*, ve ((VUT) —{S} " und
lul< |v] oder S— & haben, heil3ekontextsensitioder Grammatiken vom Typ Chomsky-1.

(s reprasentiert hierbei das leere Wort, d. h. das Wort der Lange 0)

2. Grammatiken, bei denen alle Regeln die Form»A mit A € V und ve (VUT)  haben,

heiRerkontextfreioder Grammatiken vom Typ Chomsky-2.

3. Grammatiken, bei denen alle Regeln die ForapAr mit A  V und v =¢ oder v = aB mit
a € T und B e V haben, heiRemechtslinear reguléar oder Grammatiken vom Typ
Chomsky-3.

Da im Rahmen dieser Arbeit nur die Chomsky-3-Grammatiken von Interesse sind, werde ich
auch nur diese hier etwas genauer betrachten. Zu den anderen Grammatiken siehe
[Wegener93].

Die Bezeichnung rechtslinear a3t sich einfach aus den erlaubten Produktionsregeln ersehen.
Mit den Ersetzungen wachsen die Ausdriicke am rechten Ende weiter, wahrend der Rest fixiert
bleibt. Die Bezeichnung regular bezieht sich darauf, dal die von Chomsky-3-Grammatiken

erzeugten Sprachen genau die sind, die von endlichen Automaten akzeptiert werden.
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Obwohl regulare Grammatiken zu schwach sind, um arithmetische Ausdriicke zu bilden oder
eine Programmiersprache zu beschreiben (Rekursionen, wie sie z. B. fir Klammerausdriicke
notwendig sind, sind nicht moglich), haben sie dennoch eine Bedeutung in der Ubersetzung von
Programmiersprachen. In der sog. lexikalischen Analyse missen Teilstrings des

Programmcode-Strings erkannt werden, die einen Variablennamen, eine Zahl o. a. darstellen.
Um diese Teilstrings zu erkennen und mit einem ihrem Typ entsprechenden Token zu versehen,
wird ein endlicher Automat verwendet, da sie einfach genug sind, um mit einer regularen

Grammatik dargestellt werden zu kénnen.

Im Ansatz des programmiertsrlf-assemblgeht es umgekehrt darum, regulare Ausdriicke zu
erzeugen anstatt sie zu erkennen. Aber auch hier ist eine der einfachen Anwendungen die
Erzeugung von Zahlen bzw. Bitstrings. Jedoch kdnnen reguldre Grammatiken im Rahmen des
programmiertenself-assemblyauch flir andere Anwendungen genutzt werden, wie in den

Kapiteln 3.3 und 4.2.7 beschrieben.

Die hier verwendeten regularen Grammatiken unterliegen im Hinblick auf die Verarbeitung der

Ausdrticke im DNA-Computing gewissen Einschrankungen:

e Die Startvariable S darf nur auf der linken Seite einer Regel, also als zu ersetzende

Variable vorkommen.

¢ In den Startregeln (Regeln, in denen S vorkommt), darf nur ein ausgezeichnetes Terminal,

das Startterminal s, vorkommen.

e Anstatt die Ausdrucksbildung durch eine Regel der Form Azu beenden, geschieht dies
durch Regeln der Form A> e mit A< V und ee T. Dadurch kdnnen keine leeren Worter

gebildet werden.

o Es gibt ein weiteres ausgezeichnetes Terminal, das Endterminal e. Dieses ist das einzige

Terminal, das in Regeln ohne Variable auf der rechten Seite (Endregeln) vorkommen darf.

Damit ist der kleinste mogliche Ausdruck ,se“, der in der Anwendung durch die besondere

Rolle von s und e als leeres Wort gilt.

Terminale, die weder Start- noch Endterminal sind, heiRen in dieser Arbeit eabth
Terminale Sollten S, s oder e fir andere Zwecke in der Grammatik bestimmt sein, so kann

man im Compiler auch andere Zeichen fiir diese Rolle wahlen.

Auf die Hintergriinde dieser Einschréankungen wird im nachsten Abschnitt genauer eingegan-

gen.
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Dem DNA-Sequenz-Compiler geniigt fir die Eingabe einer Grammatik die Regelmenge (und
gof. die Zeichen, die statt S, s und e als Sonderzeichen gelten sollen), da aufgrund der einfachen

Form der Regeln klar ist, welche Zeichen darin Terminale und welche Variablen sind.

3.2 Die Ausgabe: Algomere

Terminale und Variablen einer (regularen) Grammatik werden beim programmnseifen
assemblydurch Oligomere reprasentiert. Die Regeln werden durch die besondere Anordnung

dieser Oligomere zu doppelstrangigen Strukturen Adgomerenimplementiert.

Eine Regel einer regularen Grammatik besteht aus einer zu ersetzenden Variablen, dem neuen

Terminal und ggf. einer weiteren, neuen Variablen. Dem entspricht der Aufbau der Algomere.

Das einer Regel A> xB entsprechende Algomer besitzt in der Mitte einen doppelstrangigen
Teil, der das Terminal x darstellt, sowie an den Enden einstrangige Uberhangsequenzen (sog.
sticky end} die die Variablen reprasentieren. Dabei steht die linke Uberhangsequenz fiir die zu
ersetzenden Variable A und die rechte (am unteren Strang befindliche und daher

komplementére) fir die neue Variable B. Diese Variablen kénnen nattrlich auch identisch sein.

A X
5’ gagtatcacttacgcgggctgac 3
A—>xB 3 gaatgcgcccgactgcgtctacg 5’
X B

Abbildung 3.1: Regel und deren Représentation als Algomer. Die doppelstréangige Kernsequenz bildet
das Terminal, die Uberhinge stellen die Variablen dar. Uberstrichene Buchstaben
bezeichnen Komplementéarsequenzen.

Gemal der in Kapitel 3.1 beschriebenen Einschrankungen der hier verwendeten reguldren
Grammatiken, haben die Start- und Endregeln die Form $A bzw. A— e (A steht hierbei
fur eine beliebige Variable). Die entsprechenden Algomere haben ebenfalls eine besondere

Form:

Startregeln werden zu Algomeren Ubersetzt, bei denen der linke einzelstrangige Teil nicht die zu
ersetzende Variable S kodfersondern eine spezielle Uberhangsequenz. Diese stellt kein
Element der Grammatik dar, sondern kann z. B. eine Restriktionsschnittstelle sein, mit der man

die vollstandigen Sequenzen in gréRBere Sequenzen (z. B. Klonierungsvledréigen und

! Daher, und weil S nirgendwo anders vorkommt, erzeugt der Compiler auch keine Sequenz, die die
Startvariable représentiert.

2 Fuigt man die Logomere z. B. in bakterielle Plasmid-DNA ein und bringt diese wieder in Bakterien
ein, so kann man die Vermehrung der Bakterien zur Vervielfaltigung der Logomere nutzen.
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spater mit Restriktionsenzymen wieder ausschneiden kann. Der rechte Einzelstrang

reprasentiert die Variable A, der doppelstrangige Teil das Startterminal s.

Algomere, die Endregeln reprasentieren, haben ebenfalls auf beiden Seiten einzelstréngige
sticky endsHier ist die rechte ssDNA-Sequenz eine spezielle Uberhangsequenz, wahrend die

linke die Variable A darstellt und der doppelstréngige Teil wiederum das Endterminal e.

Hind s
5’ agctttatctatccatttg 3
S— sA 3’ aatagataggtaaacctcatcgt 5’
s A
A e
5’ gagtatcatgcgggagttggaag 3’
A—>e 3 acgccctcaaccttcctig 5
e BamH

Abbildung 3.2: Start- und Endregel, entsprechende Algomere. Jeweils eine Uberhangsequenz ist keine
Variable, sondern z. B. eine Restriktionsschnittstelle, hier fur die Enzyme Hindlll und
BamHI. Uberstrichene Buchstaben bezeichnen Komplementarsequenzen.

Gibt man nun die Algomere aller Regeln in ein Reagenzglas und kihlt die Lésung unter die
Schmelztemperatur der Variablensequenzen ab, so hybridisiererstiiiéyeends Es bilden
sich langere dsDNA-Sequenzen, die ganze Ausdricke (oder Worter) der Grammatik reprasen-

tieren und dahdrogomeregvon griech.Aoyoc = Wort) genannt werden.

Hind s A X A X A e
agctttatctatccatttg agtatcacttacgcgggctgac agtatcacttacgcgggctgac gagtatcatgcgggagttggaag
aatagataggtaaacctcatcgt — gaatgfgcccgactgctcatagt gaatgfgcccgactgctcatagt acgcdgctcaaccttcctag
s A X A X A ® BamH

Abbildung 3.3: Hybridisierung der Algomere zum Logomer, der den Ausdruck ,xx" darstellt.

Algomere, die das Start- oder Endterminal (bzw. die entsprechende Sequenz) enthalten, heiRen

Terminatoren und bilden Anfang und Ende der Logomere.
Die Start- und Endterminalsequenzen selber haben verschiedene praktische Bedeutungen:

¢ Sie kdnnen fur einen Extraktionsschritt als Identifikator flr Logomere einer bestimmten

Grammatik dienen.

¢ In der PCR koénnen sie als Primer verwendet werden, um die Logomere einer bestimmten
Grammatik zu vervielfaltigen. Neben der einfachen Vermehrung der Sequenzen fiir weitere
Rechenschritte im DNA-Computing kann auch dies zur ldentifikation und sogar zum

Auslesen von Logomeren verwendet werden [Rauhe99] (s. Kap. 3.3).

¢ Auch in der Sequenzierung kénnen sie als Primer verwendet werden.
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Der DNA-Sequenz-Compiler erlaubt auch die Erzeugung mehrerer verschiedener Sequenzen
zur Reprasentation von s bzw. e, so daR gleiche Ausdricke verschiedene Rollen in der

Anwendung zugewiesen bekommen kénnen. Fir ein Beispiel siehe Kapitel 3.3.

Die Ubrigen Algomere heil3delongatoren da sie die Regeln reprasentieren, die den Ausdruck

jeweils um ein Terminal verlangern.

Eine wesentliche Eigenschaft der Logomere besteht darin, dal die Variablensequenzen nicht
wirklich ersetzt werden wie die Variablen einer Grammatik, sondern sie bleiben zwischen den

Terminalsequenzen erhalten.

Tatsachlich sind sie namlich fur eine korrekte Ausdrucksbildung unverzichtbar. Eine
Kodierung ohne Variablen, wie sie z. B. von Adleman verwendet Wuistenicht méchtig

genug, beliebige regulare Grammatiken zu repréasentieren. Sei z. B. R>=af§ A — xB, B

—- b, S— cC, C— xD, D —» d}, so ist L(G) = {axb, cxd}. Verwendet man nun in der
Adleman'schen Kodierung die Knoten als Terminale und die Kanten als Vafianewnnen

an der x-Knoten-Sequenz rechts sowohl xb-Kanten als auch xd-Kanten anlagern, unabhangig
davon, ob links eine ax-Kante oder eine cx-Kante angelagert ist. Es wirden also auch

Sequenzen fir die Ausdriicke axd und cxb entstehen, die nicht in L(G) enthalten sind.

A0
OaraOaradC)

Abbildung 3.4: Oben: Graph fir die zu Ubersetzende Grammatik G (links), Grajhwviteo tatséach-
lich erzeugten Grammatik (rechts). Unten: Sequenzen fir die Kanten (Variablen) und den
Knoten fiir das Terminal x. Uberstrichene Buchstaben bezeichnen Komplementarsequenzen.

! Gerichtete Pfade durch einen Graphen lassen sich auch durch eine reguldre Grammatik beschreiben
(s. 3.3und 5.4).

2 Kaplan et al. haben in [Kaplan96] die Knoten als Wérter und die Kanten als Regeln einer
Grammatik, die diese Worter zusammensetzt, bezeichnet. Zu ihren Gunsten nehme ich an, dal sie
damit keine formale Grammatik im Chomsky'schen Sinn meinten.
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Die Verwendung von Kanten als Terminale und Knoten als Variablen andert nichts an dem

Problem, da dieser Graph dem Zustandsgraphen des akzeptierenden Automaten mit den
Variablen als Zustanden entsprache und man hier zwei verschiedene Ubergange (Kanten) mit
der Eingabe x hatte, es gdbe dann also zwei verschiedene Sequenzen zur die Kodierung des

Symbols x.

Um das Analogon der endlichen Automaten heranzuziehen: die Variablen sind notwendig, da
das zuletzt eingelesene Terminal alleine nicht ausreicht, um einen Zustand des akzeptierenden

Automaten eindeutig zu identifizieren.

An die Sequenzen, die die Terminale und Variablen reprasentieren, werden bestimmte
Anforderungen gestellt. Sie sollten nicht nur im lexikalischen Sinne eindeutig sein, sondern
einander moglichst unahnlich, sie sollten bei der Hybridisierung ein bestimmtes Verhalten
zeigen usw. Diese Anforderungen und die Methoden, ihnen gerecht zu werden, werden in

Kapitel 4.1 naher beschrieben.

Die Algomere werden jeweils in Form der beiden Einzelstrange ausgegeben, aus denen sie sich
zusammensetzen, so dal3 diese Oligonucleotide direkt synthetisiert bzw. bei einem Syntheti-

sierer bestellt werden kdnnen.

3.3 Anwendung: Programmiertes self-assembly

Die Bezeichnung ,programmierteglf-assembly‘bezieht sich darauf, dafl sich die Algomere
.selbstandig” im Reagenzglas zu Logomeren zusammenfiigen. Die Programmierung erfolgt
durch die Angabe einer regularen Grammatik, deren Regeln bestimmen, in welcher Weise sich

die Algomere aneinanderfligen drfen.

3.3.1 Uberblick Uiber das Verfahren

Das Verfahren laRt sich in folgende Schritte aufteilen:

¢ Grammatik. Zundchst mufd eine regulare Grammatik, die die gewiinschten Ausdricke

erzeugt, erstellt werden. Dies ist die Programmierungelésssembiyorgangs.

e Ubersetzung Die Regeln der Grammatik werden durch den DNA-Sequenz-Compiler in

Algomere (bersetzt. Diese miissen anschlieZend synthetisiert werden.

¢ Die Hybridisierung der Algomere. Die synthetisierten bzw. vom Synthetisierer
gelieferten ssDNA-Strange missen zunachst zu dsDNA-Algomeren hybridisieren. Hierbei

mussen die Algomere getrennt erzeugt werden, da es sonst zu falschen Anlagerungen und
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damit zur Bildung nicht vorgegebener Regeln kommen kann (z. B. kdnnten aus den Algo-

meren fur die Regeln A> aB und C— aD Algomere fir A» aD und C— aB werden).

Der eigentliche self-assembhSchritt. Die Algomere werden in einem Reagenzglas
vermengt und abgekiihlt, so daR sie sich per Hybridisierunstidky endszu Logomeren
verbinden. Gleichzeitig werden die Liicken im Riickgrat der Logomere mit Hilfe von Ligase

geschlossen.

Weitere Verarbeitungsschritte. Nach demself-assemblykann man die Logomere
weiterverarbeiten, wie fir die jeweilige Anwendung nétig. Z. B. kénnen die Operationen
eines der in 2.2 vorgestellten Modelle durchgefiihrt werden, um fir die Losung eines
Problems ungeeignete Sequenzen auszusortieren. Im folgenden werden einige Anwendungs-

moglichkeiten vorgestellt.

3.3.2 Anwendungen

Rauhe hat einige Anwendungen fiir Logomere, die Bitstrings darstellen, vorgestellt [Rauhe99]:

3.3.2.1 Zufallszahlengenerator

Mit der Regelmenge R = {S»> sA, A —» 0A, A —» 1A, A — €} lal3t sich ein Zufallszahlen-

generator implementieren.

>
o
> |

prg
¢
w |

H I B )
H - B
H - - B

Abbildung 3.5: Zufallszahlengenerator. Die Elongatoren, die Nullen und Einsen darstellen, bilden

zuféllige Bitsequenzen, die mit Terminatoren abgeschlossen werden.

Im self-assembhgchritt werden Bitstrings verschiedener Lange gebildet. Die Leistung lafdt

sich durchaus mit der konventioneller Pseudozufallszahlengeneratoren auf modernen PCs

vergleichen und hangt (in verniinftigen Grenzen) von der Menge der verwendeten DNA ab.
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Es lassen sich nicht Bitstrings beliebiger Lange erzeugen. Grob kann man die Wahrscheinlich-
keiten fir das Auftreten der Logomerlangen durch das Mengenverhaltnis Terminatoren zu
Elongatoren beeinflussen. Je mehr Terminatoren vorhanden sind, desto héher ist die Wahr-
scheinlichkeit, dal} ein Elongator einen Terminator statt eines weiteren Elongators als
Hybridisierungspartner bekommt, die zu erwartende durchschnittliche Lange der Logomere

wird also geringer.

3.3.2.2 Bytes

Man kann natirlich auch Bitstrings einer festen Lange generieren, z. B. Bytes. Die Regelmenge

hierfur ist

R={S—sS,
305, $—1S,
S - 05, 5 - 1S,

0§ 515,
S —> el

Wie leicht zu sehen ist, sind die Ausdriicke aus L(G) genau acht Terminale lang (plus Start-

und Endterminal), an jeder Bitposition steht also eine 0 oder 1.

Gegenuber der Bitstring-Kodierung von Lipton [Lipton95] (s. 2.2.2) hat diese Kodierung zwei

wesentliche Vorteile:

¢ Man benttigt fir die Darstellung der Bits nur zwei Sequenzen (anstatt zwei fur jede
Bitposition, also 16 Sequenzen), man ist also nur auf eine wesentlich geringere Ausbeute

des Generators angewiesen.

¢ Diese Kodierung erlaubt ein einfaches Auslesen der Bitbelegung per PCR. Verteilt man die
Byte-Logomere auf zwei Reagenzglaser und gibt in das eine die Komplementarsequenz zur
0, in das andere die Komplementarsequenz zur 1, in beide die Startterminalsequenz als
Primer, und fihrt mit beiden eine PCR durch, so verstarkt man verschieden lange
Logomerteile, die jeweils mit einer 0 bzw. im anderen Glas mit einer 1 enden. Tragt man
die Sequenzen nun in zwei Bahnen auf ein Gel auf und fuhrt eine Gelelektrophorese durch,
so werden sie nach der Lange getrennt. Da die Lange der Logomerteile mit der Bitposition
des letzten Bits korreliert, 1a3t sich fiir jede Bitposition ablesen, ob dort eine 0 oder eine 1

steht, je nachdem in welcher Bahn sich die entsprechende Bande befindet.
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Die Byte-Grammatik 4Rt sich leicht zu einer n-Byte-Grammatik erweitern. Man muf3 dazu
nicht fir jedes Byte 16 neue Regeln in R aufnehmen (zum Anhdngen von 0 und 1 flr jeweils
acht Positionen), sondern man kann den DNA-Sequenz-Compiler n verschiedene Sequenzen fiir
das Startterminal s (und, je nach weiterer Anwendung, auch fiir das Endterminal €) erzeugen
lassen. Dadurch haben die n Byte-Logomere den gleichen Aufbau mit den gleichen Sequenzen
fur Bits und Variablen, kdnnen aber anhand der Startsequenzen eindeutig der entsprechenden

Byteposition zugeordnet werden.

Gegenuber der Erweiterung von R um neue Regeln hat diese Vorgehensweise zwei wesentliche

Vorteile:

¢ Da die Variablensequenzen in den verschiedenen Bytes gleich sind, wird V nicht vergrofert,
es ist also nicht notwendig, weitere Sequenzen flr Variablen zu erzeugen, wie es bei neuen
Regeln der Fall ware. Dies spart nicht nur Kosten fiir die Synthetisierung von Oligomeren,
sondern ist vor allem fiir eine erfolgreiche Ubersetzung wichtig, da die Ausbeute an Sequen-
zen einer bestimmten Lange geringer wird, je héher die Anforderungenuifigaeness

Schmelztemperatur usw.) an diese sind.

e Kirzere Logomere sind im Labor einfacher zu handhaben. So bilden z. B. zu lange
Sequenzen sog. Sekundarstrukturen, d. h. anstatt anndhernd linearer Strange bilden sich
dreidimensionale Strukturen, die in den Operatoren des DNA-Computing hinderlich und
somit neue Fehlerquellen sein kdnnen. AuRerdem kénnen lange DNA-Sequenzen ,brechen

und somit unbrauchbar werden, oder die Lésung zu viskos machen.

AuBer fur klassische DNA-Computing-Anwendungen kann man diese n-Byte-Sequenzen auch
anderweitig verwenden. Z. B. lassen sie sich als eine Art Seriennummer sowohl fllissigen
Stoffen wie Lack, Tinte, Ol usw. beimischen als auch auf feste Stoffe wie Dokumente oder
Papiergeld aufbringen und spater wieder zur ldentifikation extrahieren und auslesen. Hierzu

kdénnen die Bytes auch Zeichen kodieren, wie z. B. mit dem ASCII.

3.3.2.3 Steganographie
Mit Steganographiebezeichnet man das Verstecken geheimer Nachrichten in ,unverfang-

lichen* Umgebungen.

In [Clelland99] und [LeierRichter99] werden steganographische Verschlisselungsverfahren
unter Einsatz von DNA-Sequenzen gezeigt. Der DNA-Sequenz-Compiler kann verwendet

werden, um die von [LeierRichter99] benutzte Binarkodierung der Nachrichten zu erzeugen,
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insbesondere die fir das Steganographieverfahren benétigten unterschiedlichen Start- und

Endterminalsequenzen.

3.3.2.4 ,Klassische" Anwendungen

Natirlich kann man das programmiegelf-assembhauch fir die klassischen Ansétze des
DNA-Computing zur Lésung NP-harter Probleme verwenden. So kann man z. B. in Adlemans
Verfahren zur Lésung des HPP Logomere verwenden, um Pfade in einem gerichteten Graphen
herzustellen (s. 5.4). Hierzu sieht man z. B. die Knoten des Graphen als Terminale und die
Kanten als Variablen an. Damit hat jeder Knoten fir jedes Paar aus ein- und ausgehender
Kante eine Regel. Man kann sogar Schritt 2 aus Adlemans Ldsungsalgorithmus (s. 2.2)
einsparen, indem man die Grammatik so wahlt, dal3 das erste bzw. letzte Terminal (das nicht s
oder e ist) eines jeden Ausdrucks gerade dem Start- bzw. Endknoten des zu suchenden
Hamilton-Pfades entspricht. Somit wird der Lésungsraum schon bei der Initialisierung (Schritt

1) eingeschrankt.
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4 Die Implementierung des Compilers

4.1 Der Sequenzgenerator

Der Sequenzgenerator ist ein im Rahmen dieser Arbeit entwickeltes Softwaremodul, das DNA-
Sequenzen erzeugt, die die im Folgenden erlauterten Anforderungen erfiillen, um die Fehler-
wahrscheinlichkeit des DNA-Computing mdglichst gering zu halten. Diese Anforderungen

werden z. B. von zufallig generierten Sequenzen nicht erfiillt. Daher verwendet der Generator

das in diesem Kapitel beschriebene Verfahren zur gezielten Konstruktion geeigneter Sequenzen.

Neben seiner allgemeinen Verwendbarkeit als eigenstandiges Werkzeug im DNA-Computing
bildet der Generator ein wesentliches Modul des Compilers, da er die DNA-Sequenzen liefert,

die der Compiler den Variablen und Terminalen zuordnet.

4.1.1 Uniqueness

Eine groRe Fehlerquelle im DNA-Computing sind Fehlhybridisierungen, d. h. Hybridisierungen
von Sequenzen, die gar nicht hybridisieren sollen. Mdglich ist dies dadurch, dalR fiir eine
Hybridisierung keine perfekte Komplementaritat notwendig ist. Werden zwei Operanden durch
Sequenzen reprasentiert, die sich zwar an mindestens einer Stelle unterscheiden (im klassischen
Sinne also eindeutig sind), aber nur an wenigen Stellen, so daf} sie einander sehr &hnlich sind,
so sind sie unter Umstanden beim Extraktionsvorgang, bei der Anlagerung von Primern zur
PCR oder auch beim programmiersmif-assemblyir die Hybridisierung nicht unterscheid-

bar.

Fiur die Minimierung von Fehlern im DNA-Computing ist es daher unerlalich, dalR die
verwendeten DNA-Sequenzen sowie deren Komplementédrsequenzen einander mdglichst
unahnlich sind und somit die Wahrscheinlichkeit flr Fehlhybridisierungen zumindest mdglichst
gering ist. Diese Eigenschaft ist es auch, die im DNA-Computing als Eindeutigkeit

(uniguenessbezeichnet wird.

Als MaR fur die (Un-)Ahnlichkeit ist die (fir Informatiker naheliegende) Hamming-Distanz
ungeeignet, da sie keirghifts hairpin loopsoder bulgesberiicksichtigt. Man benétigt also

einenuniquenes®Begriff, der auch diese Besonderheiten des DNA-Computing einschlief3t.

! Die Hamming-Distanz zwischen zwei Zeichenketten ist gleich der Anzahl der Stellen, an denen sie
verschiedene Zeichen besitzen.
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Im Rahmen dieser Arbeit wird dieniquenessvon Sequenzen im folgenden, von Niehaus

[Niehaus98] vorgeschlagenen Sinne verstanden:

Anstatt die Nucleotide A, C, G und T als Alphabet fiir die Sequenzen zu verwenden, benutzt
man sogenannt@asissequenzeiese sind selbst DNA-Sequenzen einer festen LBhge/m
eine gesamte Sequenz zu bilden, werden sie aber nicht einfach hintereinander gesetzt, sondern

je zwei aufeinanderfolgende Basissequenzen Uberlappen dith-dinStellen.

acgccctca gesamte Sequenz
acgccc
cgecect Basissequenzen
gccecte
cccteca

Abbildung 4.1: Vier Basissequenzen der Lange 6 bilden durch Uberlappen eine Gesamtsequenz der
Lange 9. Allgemein besteht ein Sequenz der Lange Sh Basissequenzen der Lange
mitn =SL-BL + 1.

Fordert man nun, dal? jede Basissequenz einer bestimmtenBE&hgehstens einmal in allen
verwendeten Sequenzen vorkommt, so erhalt manuwsiiggienessn dem Sinne, dal3 zwei
beliebige Sequenzen gemeinsame Subsequenzen héchstens deBIL&ntiehaben kdnnen.
AuRerdem bildet jede Basissequenz mit seinem Komplement eine Aquivalenzklasse, so daR
auch die Komplemente verwendeter Basissequenzen nicht vorkommen dirfen. Als logische
Konsequenz wird die Verwendung selbstkomplementarer Basissequenzen verboten, also solcher

Basissequenzen, die mit ihrem Komplement identisch sind.

Somit sind Sequenzbereiche, in denen es zu Fehlhybridisierungen{idmatcheskommen

kann, kurzer als die Basissequenzldnge, was nicht nur die Wahrscheinlichkeit fur das

Zusammentreffen dieser Subsequenzen, sondern vor allem die thermodynamische Stabilitat
dieser Anlagerungen verringert, so daf} sie sich erst gar nicht bilden oder aber die

beabsichtigten Hybridisierungen energetisch deutlich giinstigere Zustande darstellen und daher

bevorzugt werden.

Dieseuniquenesgbzw. der entscheidende Paramdé&) 1&3t sich nicht nur einfach messen,
sie bietet vor allem fiir die Konstruktion geeigneter Sequenzen ein praktisches Werkzeug (s.
4.1.2). Neben der Basissequenzlénge ist eine weitere wichtige Gro3e der Grad, mit dem man

mehrfaches Vorkommen von Basissequenzen toleriert (s. 4.2.4).
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Neben der unzulanglichen Hamming-Distanz bzw. der darauf aufbauenden H-Distatas
Vorkommen gemeinsamer Subsequenzen das haufigste Mafd fir eindeutige Sequenzen in der
Literatur [z. B. Seeman90, Deaton97, Baum95]. Niehaus hat exemplarisch am HPP gezeigt,
daR die mit dem im Folgenden beschriebenen Verfahren erzeugten Sequenzen in der Simulation
weniger unerwinschte Anlagerungen zeigen als zufallig gewahlte (wie in Adlemans
Experiment) oder mit maximaler H-Distanz gewéhlte Sequenzen (wie in der Wiederholung des

Experiments von Deaton et al.) [Niehaus98].

Allerdings hat auch diesemiquenes®egriff einen Nachteil: Betrachtet man z. B. die beiden
Sequenzen

S1 = ACGTGAGTGCANd

S; = ACGTGCGTGCA

so sind diese beziiglich einer Basissequenzlange vonidue alle Basissequenzen dieser
Lange von $unterscheiden sich in genau einer Stelle (der unterstrichenen) von denen von S
Trotzdem sind sich die Sequenzen sehr ahnlich, und die Komplementdrsequenz zu S

(TGCACTCACQWirde sich sehr wahrscheinlich auch am&agern.

Dennoch ist diese Auffassung vamiquenessz. Z. diejenige, die den mdglichen Fehl-
hybridisierungen in der Implementieruimgvitro am ehesten gerecht wird, weshalb sie in dieser
Arbeit verwendet wird. Um das geschilderte Problem zu berlicksichtigen, kann dem Compiler

auch eine maximale Homologie der Sequenzen zueinander angegeben werden (s. 4.1.3.2).

4.1.2 Das Niehaus-Verfahren

Jens Niehaus hat in [Niehaus98] beschrieben, wie man uhéguenesBegriff mit

Basissequenzen konstruktiv zur Erzeugung uniquer Sequenzen verwenden kann

Bei diesem Verfahren sind die Basissequenzen einer bestimmten BErndie Knoten eines
gerichteten Graphen. Jeder Knokehat als Nachfolger genau die vier Basissequenzen, die in
einer DNA-Sequenz auf diese Basissequenz folgen kénnen, d. h. die BasissequenzBh, deren

- 1 ersten Nucleotide mit ddi - 1 letzten Nucleotiden vdhidentisch sind.

! Die H-Distanz ist die maximale Hamming-Distanz der gegeniberliegenden Teilsequenzen im
doppelstrangigen Bereich Uber alle mdglichen Verschiebungen zweier Sequenzen zueinander
[Deaton97].

2 Seeman hat ein anderes, heuristisches Verfahren entwickelt, das auf einem &ahniigheness
Begriff basiert, das aber anstatt Sequenzen zu konstruieren vorgegebene Sequenzen so lange repariert,
bis sie dieuniquenes#Anforderung erfiillen [Seeman83, Seeman90].
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cgcgca <

cgcgcec <

acgcgce gegcta <
cusgeq_ <
gcgcte <

gcgetg <
gcgctt <

Abbildung 4.2: Ausschnitt aus dem Graph der Basissequenzen der Lange 6. Jede Basissequenz hat die
vier Basissequenzen als Nachfolger, die in einer Gesamtsequenz auf sie folgen kdnnen.
Sequenzen bilden somit einen Pfad durch den Graphen. Als Beispiel ist der Pfad fur die
SequenzZACGCGCT@ervorgehoben. Die BasissequeBf5CGCGst selbstkomplementar
und daher deren Verwendung verboten.

cgcgct

= acgcgctc

Eine DNA-Sequenz der Landgl kann somit als Pfad der Lang8L(- BL +1) durch den
Graph der Basissequenzen betrachtet weldaiue Sequenzen sind somit Pfade, die keine

gemeinsamen Knoten haben.

Um eine Menge solcher Pfade zu finden, hat Niehaus folgenden Backtracking-Algorithmus

vorgestellt:

1. Erzeuge den Graphen aus allen Basissequenzen, die nicht selbstkomplementér sind.
2. Kennzeichne alle Knoten als unbenutzt und als unbenutzte Anfangsknoten.

3. Solange Knoten j existiert, der noch nicht als benutzter Anfangsknoten markiert ist

¢ Markiere Knoten j als benutzten Anfangsknoten und sowohl j als auch dessen

Komplementérknoten als benutzt.
e i:=0, Element[0] :=j
¢ Solange i < Pfadlange - 1 ung D gilt:

— Existiert kein unbenutzter Nachfolgeknoten m von Knoten j, so markiere Knoten j

und dessen Komplementéarknoten als unbenutzt und setze i :=i - 1, j := Element]i].
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— Sonst wahle per Zufall einen unbenutzten Nachfolgeknoten m von Knoten j aus und
markiere m und dessen Komplementarknoten als benutzt. Setze zusatzlichi =i+ 1,

j ;== m, Element[i] :=j.

¢ Wenn i = Pfadlange - 1 gilt, steht der fertige Strang in Element[0] bis

Element[Pfadlange - 1]; tlbernehme Strang in Ausgabemenge.

Das Backtracking, das ausgeldst wird, wenn kein unbenutzter Nachfolgeknoten mehr zur
Verfiigung steht, arbeitet nur pfadweise, d. h. ein bereits fertiggestellter Pfad der gewiinschten
Lange wird nicht wieder aufgelost, wodurch die Rechenzeit in Grenzen gehalten wird. Der
Algorithmus terminiert also, wenn aus den noch unbenutzten Knoten kein Pfad der
gewlinschten Lange mehr konstruiert werden kann. (Bei der Verwendung im Compiler wird er

abgebrochen, wenn gentigend Sequenzen erzeugt wurden.)

Die jeweilige Wahl des nachsten Startknotens bzw. des nachsten unbenutzten Nachfolgers ist
zufallig, um eine Neigung zu bestimmten Basen bzw. Basissequenzen zu vermeiden. In
Experimenten wurde nie die rechnerisch maximal moégliche Anzahl von Pfaden gefunden, es
blieben also immer unbenutzte Knoten (brig, die aber zu ,verstreut* waren, um noch einen
weiteren Pfad bilden zu konnen. Immerhin wurden aber meist Uber 80 % der maximal
moglichen Pfade gefunden (s. 4.2.5.2), was fur diese Anwendung reicht, zumal es nicht sicher
ist, ob ein anderer Algorithmus (aul3er vielleicht der indiskutablen vollstandigen Enumeration
aller Pfadmengen) alle moglichen Pfade oder auch nur mehr Pfade als der hier vorgestellte
Algorithmus finden wirde. Insbesondere ist zu beachten, daf? die hier und in [Niehaus98]
verwendete Abschéatzung (s. 0) maximal moglicher Sequenzen eher zu hoch greift, da sie nicht
berticksichtigt, dal3 die Basissequenzen, die eine Sequenz bilden, der Einschrankung

unterliegen, einander Uberlappen zu missen.

4.1.3 Weitere Anforderungen

Uber die uniquenesshinaus gibt es noch weitere Anforderungen an die zu verwendenden
Sequenzen, um Fehler bei der Berechnmngitro zu minimieren (lbrigens nicht nur fir die
Verwendung der Sequenzen galf-assemblysondern auch flir andere Anwendungen). Diese
Anforderungen, die durch sie vermiedenen Fehler sowie die entsprechenden Methoden des

Generators zu ihrer Gewahrleistung werden hier beschrieben.

Andere zusatzliche Methoden des Generators, die speziell aufgrund seiner Aufgabe innerhalb
des Compilers, Sequenzen fiir Algomere herzustellen, hinzugefligt werden muf3ten, werden in

4.2.4 erlautert.
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4.1.3.1 Schmelztemperatur

Bei der Hybridisierung der Einzelstrange zu Algomeren, vor allem aber beim anschlieRenden
annealingder Algomere zu Logomeren sollten alle Strange mdglichst gleichzeitig, d. h. bei
moglichst derselben Temperatur hybridisieren. Abgesehen davon, daf} diesindsding
vereinfacht und verklrzt, wirden die flr einen Teil der Sequenzen nétigen tieferen
Temperaturen, die fiir die anderen Sequenzen tiefer als nétig sind, dazu fuhren, dafd sich bei

diesen die Wahrscheinlichkeit fur die instabileren, fehlerhaften Anlagerungen erhéht.

Weiterhin  kdnnen unterschiedliche Schmelztemperaturen zu Verschiebungen der
Wahrscheinlichkeiten beiself-assembljihren. Wenn z. B. in der Grammatik zur Erzeugung

von bindren Zufallszahlen (s. 3.3.2.1) dtecky endsler Algomere, die Einsen anfiigen, eine
héhere Schmelztemperatur haben als die der Algomere, die Nullen anfligen, so wiirden diese
beim annealingauch zuerst hybridisieren und es wirden sich Einserketten bilden, an die erst

anschlie3end Nullen angefiigt wirden.

Schlie8lich sollten Variablensequenzen deutlich geringere Schmelztemperaturen besitzen als
Terminalsequenzen, um die Stabilitat der Algomere beaigif-assembhgchritt zu

gewabhrleisten.

Anteil A
ssDNA

50%

>
>

T Temperatur

Abbildung 4.3: Verlauf der Denaturierung von dsDR# steigender Temperatur. Bei der Schmelz-
temperatur , liegt 50 % der DNA in einstrangiger Form vor.

Die Hybridisierung (und umgekehrt auch die Denaturierung) einer Menge von DNA findet bei
Abkihlung (bzw. Erwarmung) in einem gewissen Temperaturbereich statt. Die Temperatur,
bei der 50 % der DNA in einstrangiger Form vorliegt, ist S@hmelztemperatufmelting
temperaturg T,. Diese hangt aul3er von auBeren Einflissen wie Salzkonzentration usw.
insbesondere von der Lange und der Zusammensetzung der DNA ab und soll fir die
verwendeten Sequenzen moglichst gleich sein. Die Hybridisierungstemperatur ist gleich dieser
Schmelztemperatur, da zwischen Schmelz- und Hybridisierungsvorgang keine Hysterese

existiert.
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Zur Vorhersage der Schmelztemperaginer DNA-Sequenz gibt es verschiedene Verfahren:

GC-Gehalt

Die einfachste und ungenaueste Methode orientiert sich nur am GC-Gehalt der Sequenz:

#GC - Basenpaare
Sequenzlénge

Ratig,. =

Auch ohne wirklich die Schmelztemperaturen zu berechnen, kann man recht grob schatzen, daf}
die Schmelztemperaturen von Sequenzen, die gleichen GC-Gehalt haben, recht nahe beieinan-

der liegen.

Wallace-Methode

Die einfachste Formel, um aus dem GC-Gehalt einer Sequenz ihre Schmelztemperatur abzu-

schéatzen, ist die Wallace-Formel [Genset, Rychlik89]:

Tm = (1 -Ratiasc) * Sequenzlange * 2 ° C Ratiasc * Sequenzldnge * 4 ° C
oder

Tm = #AT-Basenpaar& 2 ° C + #5C-Basenpaar&4 ° C

Tatséchlich ist sie allerdings nur fir sehr kurze Oligonuclecti@®® (nt) brauchbar.

%GC-Formel

Eine andere, fur l&angere Oligomere genauere Formel, die die Schmelztemperatur ebenfalls

proportional zum GC-Gehalt schétzt, lautet:

B

T — A+41* Ratiq. - ——————
m= AT e Sequenzlénge

Leider sind sich die verschiedenen Quellen nicht einig, wie die Werte der Konstanten A und B

zu wahlen sind. Hier eine Auswahl:

Quelle | [Deaton95]| [www] [Oligocalc] | [Genosys]
A 81,5 62,3 100,5 81,5
B 600 500 820 500

Tabelle 4.1: Beispielwerte fiir die Parameter A und B der %GC-Formel.

! Zur Vereinfachung der Sprache wird im Folgenden die Schmelztemperatur nicht von der
Dissoziationstemperaturyg unterschieden, die sich aus der Schmelztemperatur und den Korrekturen
fur Salzkonzentration, Filterbindung usw. ergibt.
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nearest neighboiMethode

Die Schmelztemperatur einer Sequenz hangt tatséachlich nicht nur vom GC-Gehalt ab, sondern
auch davon, welche Basen jeweils zueinander benachbart sind, d. h. von der Reihenfolge der
Basen in der Sequenz [Breslauer86, Rychlik89, Sugimoto96]. Genauer gesagt werden aufgrund
der Reihenfolge der Basen zunéchst Enthalpie- und Entropiedndertidgend AS beim

Dissoziationsvorgang abgeschatzt und aus diesen anschlielend die Schmelztemperatur

berechnet.

Fur jedes der 10 moglichen Paare benachbarter Basenpaare gibt es einen bestitnomeh
einen AS-Wert. Diese werden einfach Uber alle Nachbarpaare einer Sequenz aufsummiert,
anschlieend werden noch ein Initierungswert (fir das letzte zu l6sende Basenpaar) und ggf.

eine weitere Entropiednderung fir selbstkomplementére Sequenzen addiert.

Der Compiler kann hierfir wahlweise die Werte aus [Breslauer86] oder [Sugimoto96]
verwenden; letztere liefern eine exaktere Approximation von gemessenen Werten. Um neue
Sequenzen ,kompatibel* zu alten, mit Werten aus [Breslauer86] erzeugten oder gewahlten

halten zu kénnen, stehen auch diese Werte noch zur Verfligung.

Nachbarpaarn AH [kcal/mol]| AS [cal/(K*mol)]
AA -8,0 -21,9
TT
AT -5,6 -15,2
TA
TA -6,6 -18,4
AT
CA -8,2 -21,0
GT
CT -6,6 -16,4
GA
GA -8,8 -23,5
CT
GT -9,4 -25,5
CA
CG -1,8 -29,0
GC
GC '10,5 _2614
CG
GG '10,9 _2814
CC

Initiierung 0,6 -9,0

selbstkompl. 0,0 -1,4

Tabelle 4.2: EnthalpienA) und Entropien AS) fur
nearest neighbePaare sowie fir Initiilerung
und selbstkomplementdare Oligomere. Die
dsDNA-Paare kénnen auch um 180° gedreht
gelesen werden. Quelle: [Sugimoto96]
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Bsp.:AH undAS fiir die SequendGAATTC®erechnen sich wie folgt:

AH = AH(GQ + AH(GA + AH(AA) + AH(AT) + AH(TT) + AH(TC) + AH(CQ + AHj;t
=-10,9-8,8-8,0-56-8,0-8,8-10,9 + 0,6 kcal / mol
= -60,4 kcal / mol

AS =AS(GQ + AS(GA + AS(AA) + AS(AT) + AS(TT) + AS(TC) + AS(CQ + AS;,; + ASs.
=-28,4-235-21,9-152-21,9-235-28,4-9,0-1,4cal/(mol*K)
=-173,2 cal / (mol*K)

Kennt man nun die Werte fur Entropie und Enthalpie, so berechnet sich die Schmelztemperatur

wie folgt:

T - AH[cal/ mol
™ A call ( K- mo)] + RIn( ¢4)

—-27315C mit

cal
K- mol

R=1987 (Gaskonstante) und

¢ = Konzentration der DNA-Probe.

Man beachte die unterschiedlichen Einheiten Abinin der Tabelle und in derfFormel. Fir

selbstkomplementare Sequenzen wird c/4 durch c ersetzt.

Um verninftige Werte zu erhalten, missen die Sequenzen mindestens 8 nt lang sein, als gut

(ca. 6 % Abweichung [Sugimoto96]) gelten Ergebnisse fiir 12 bis 70 nt lange Sequenzen.

Korrekturterme

Die tatsachliche Schmelztemperatur (die Dissoziationstemperatur) von DNA hangt nicht nur
von den Sequenzen selbst ab, sondern auch von Eigenschaften der Umgebung, wie dem pH-
Wert der Loésung und verschiedenen Konzentrationen. Aul3er der bereits mealest
neighborMethode eingegangenen Probenkonzentration werden im Rahmen des Generators

berucksichtigt:

e Salzkonzentratioder Losung. Die Anwesenheit von Salz (i. a. NaCl) wirkt sich stabilisie-
rend auf die dsDNA aus. Wasser schwécht die Wasserstoffbriicken zwischen komplemen-
taren DNA-Sequenzen, da die Wassermolekile mit den Basen um die Bindungen konkur-
rieren (daher kann man auch destilliertes Wasser verwenden, um dsDNA zu dissoziieren).
In Anwesenheit von Salz bilden die Wassermolekiile aber bevorzugt Hydrathillen um die
Salzionen und konkurrieren somit nicht mehr um die Bindungen der Wasserstoffbriicken

[Stryer94]. Mit der Salzkonzentration erhoht sich also die Schmelztemperatur.
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Der an die jeweilige verwendete Formel flif, Bnzuhdngende Term lautet [Genset,
Genosys, Oligocalc]:
+ 16,6 *log (Gan

(SantalLucia et al. schlagen + 12,5 * logyfovor [SantaLucia96], der oben genannte Term ist

aber gebrauchlicher.)

¢ Formamidkonzentratian Formamid dient dazu, die Schmelztemperatur kinstlich zu
verringern, da es noch starker als Wasser um die Bindungen der Basen konkurriert. Der an
die jeweilige Formel fur J anzuhangende Term lautet [Genosys]:

-0,62*¢

Mismatchesverringern ebenfalls die Stabilitdt und damit die Schmelztemperatur von DNA
(etwa um 1 ° C pro ProzentismatchegDeaton95]). Da die generierten Sequenzen aber per-

fekt hybridisieren sollen, werdenismatchesier nicht berlicksichtigt.

EinfluR auf die Schmelztemperatur hat auch der pH-Wert der Losung. Die hier aufgefiihrten
Formeln beziehen sich auf pH 7, einen Korrekturterm fiir abweichende pH-Werte war in der

Literatur nicht zu finden.

Ein Korrekturterm fiir Filterhybridisierung wird hier ebenfalls nicht beachtet, da die Anwen-
dungen i. a. I6sungsbasiert sind. Soll die Hybridisierung auf einem Filter stattfinden, ist ein ent-

sprechender Term hinzuzufligen. Vorgeschlagen wird - 7,6 °C [Rychlik89, Genosys].

Wahl fur die Implementierung

Aus den verschiedenen moglichen Formeln und Parametern wurde fiur die Implementierung des

Generators folgende Auswabhl getroffen:
e Konzentrationen: ¢ = 2*10M, Cat=0,05M,¢=0M.
Dies sind Standardwerte fiir eine PCR. Die Werte kdnnen vom Benutzer geéndert werden.

¢ Autor: AH- und AS-Werte aus [Sugimoto96], da diese die genaueren Ergebnisse liefern.

Auch dieser Wert ist vom Benutzer anderbar.

¢ Methode: Wallace flir Sequenzen mit Langen < 13 nt, %GC-Formel flir Sequenzen mit

Langen > 50 ntnearest neighbeMethode sonst.

o Parameter fir %GC-Formel: A = 81,5, B = 500 [Genosys]. Da keine Vergleiche der
Eignung der verschiedenen Parameterpaare gefunden wurde, ist diese Entscheidung relativ
willkiirlich. Genosys erscheint als Anbieter von synthetisierten Oligonucleotiden jedoch als

vertrauenswurdige Quelle.
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e Korrekturterme: + 16,6 *log {g) - 0,62 * ¢

Der Benutzer kann einen Wertebereich fir die Schmelztemperatur bzw. den GC-Gehalt der
Sequenzen vorgeben. Hat der Niehaus-Algorithmus eine Sequenz (einen Pfad) vollstandig
erzeugt, so wird deren Schmelztemperatur bzw. GC-Gehalt berechnet. Liegt der ermittelte Wert
nicht im vorgegebenen Intervall, so wird auch hier Backtracking ausgelost, um eine bessere

Sequenz zu finden.

4.1.3.2 Homologievergleich

Bisher wurde bei deruniquenessnur die Vermeidung gemeinsamer Subsequenzen

berlcksichtigt (s. 0.).

Um zu groRe Ahnlichkeiten zwischen den Sequenzen auch im Sinne der H-Distanz zu
vermeiden, kann der Benutzer einen Maximalwert firHbenologieder Sequenzen angeben.

Um die Homologie zweier Sequenzen zu berechnen, werden diese gegeneinander verschoben
und fir jede dieser theoretisch moglichen Anlagerungen die Anzahl der komplementaren
Basenpaare gezahlt. Die Homologie ist der Quotient aus dem Maximum dieser Anzahlen und

der kleineren der beiden Sequenzlangen.

Auch hier wird nach Fertigstellung einer kompletten Sequenz die Homologie dieser Sequenz
sowie deren Komplement gegentiber den anderen vorliegenden Sequenzen berechnet, und falls

einer dieser beiden Werte das vorgegebene Maximum Uberschreitet, Backtracking ausgelost.

4.1.3.3 Fraying

Da GC-Basenpaare mit drei Wasserstoffbriicken verbunden sind, AT-Basenpaare dagegen nur
mit zwei Wasserstoffbriicken, sind GC-Basenpaare die stabileren. Um ein ,Ausfransen”

(fraying) der Sequenzen, d. h. ein teilweises Aufschmelzen an den Enden, zu verhindern, kann
man mit dieser Option dafir sorgen, daR das jeweils erste und das letzte Basenpaar der zu

erzeugenden Sequenzen GC-Basenpaare sind.

Dies ist besonders dann wichtig, wenn man in der Implementiénuvitro moglichst nah an

das Modell dertwo state-transitionanndhern méchte [Breslauer86, Santalucia96]. Dieses
Modell geht davon aus, dal3 die dsDNA entweder (ber die ganze Lange hybridisiert oder
komplett denaturiert vorliegt, Zwischenzustande gibt es nicht. Von dieser vereinfachten
Annahme wird insbesondere bei der Ermittlung Aldr und AS-Werte fur die Berechnung der

Schmelztemperatur mit derearest neighbeMethode ausgegangen. Schrankt man also die
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Schmelztemperatur der vom Compiler zu erzeugenden Sequenzen mit dieser Methode ein, ist

ein Anwabhlen dieser Option sinnvoll.

4.1.3.4 Kein GGG

Folgen drei oder mehr Guanin-Basen direkt aufeinander, so stellen sitto ungewdhnliche

und unerwiinschte Phdnomene ein:

¢ Die mit dernearest neighbeMethode vorhergesagtetH-Werte weichen ungewdhnlich

stark von den gemessenen ab [Breslauer86, SantalL.ucia96].
¢ Es bilden sich GG-Basenpaare [Seeman83, Seeman90, Sundquist89, Sen90].
¢ Es kdnnen sich Vierfachstrange bilden [Sundquist89, Sen9Q].

Um diese Effekte zu vermeiden, kann man mit der Option ,Kein GGG" dafiir sorgen, daf3 keine
Basissequenzen verwendet werden, die drei oder mehr aufeinander folgende Guanin-Basen

enthalten.

4.1.4 Analyse von Sequenzen

Der Generator bietet eine Funktion an, mit der man Sequenzen aufhitpenessintersuchen

kann. Dies kann interessant sein, wenn man Sequenzen, die nicht mit dem Generator erzeugt
wurden, untersuchen méchte, aber auch wenn Verletzungemideienesdei der Erzeugung
toleriert werden muf3ten (s. 0), oder wenn man wissen méchte, obnginenessauch fr

kleinere Basissequenzlangen als die bei der Erzeugung verwendete besteht.

Hierzu kann der Benutzer der Analysefunktion einen Bereich von Basissequenzlangen
vorgeben. Der Generator extrahiert fiir jede Lange dieses Bereichs jeweils alle Basissequenzen
dieser Lange aus den zu untersuchenden Sequenzen und gibt sie in eine Datei
(AnalyzeUnigueness.txt ) aus. AuRBerdem wird ausgegeben, wie oft diese Basissequenz
oder ihr Komplement aufgetreten ist, an welchen Positionen in welchen Sequenzen, und

schlie3lich ob die Basissequenz selbstkomplementar ist.

4.2 Der Compiler

In diesem Kapitel folgen auf eine kurze Ubersicht (iber Ein- und Ausgaben des Programms

Beschreibungen der wichtigsten Verfahren und Werkzeuge.
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4.2.1 Eingabe

4.2.1.1 Die regulare Grammatik

Da die eigentlich zu lbersetzenden Elemente die Regeln der Grammatik sind und diese im Fall
der regularen Grammatiken nur Uber eine mdgliche Form verfligen (mit Ausnahme der End-
regeln), lakt sich aus ihnen eindeutig bestimmen, welche Zeichen Terminale und welche
Variablen sind. Es geniigt also die Eingabe der Regeln, um die Grammatik zu bestimmen,
sowie ggf. noch die Eingabe von Startvariable und Start- und Endterminal, falls diese von den

Voreinstellungen (S, s und e) abweichen sollten.

Es ist zwar in der Theorie formaler Sprachen Ublich, dal3 Terminale mit kleinen und Variablen
mit grof3en Buchstaben benannt werden, der Benutzer ist jedoch natirlich nicht darauf

festgelegt, er kann insbesondere auch Zeichen verwenden, die keine Buchstaben sind.

Fur die Korrektheit einer eingegebenen Regelmenge sind neben der korrekten Form der Regeln,
die durch eine entsprechende Benutzerfihrung in der Eingabemaske unterstitzt wird, folgende

Punkte zu beachten:

¢ Es ist mindestens eine Start- und mindestens eine Endregel vorhanden.

¢ Das Start- bzw. Endterminal wird nur in Start- bzw. Endregeln verwendet.
¢ In Start- bzw. Endregeln wird nur das Start- bzw. Endterminal verwendet.

¢ Die Startvariable taucht nur auf der linken Seite von Startregeln auf.

4.2.1.2 Restriktionsschnittstellen

Die spezifischen Sequenzen fiur die spatere Anwendung von Restriktionsenzymen (z. B. fir die
spatere Klonierung) stehen nach deeif-assemblyan Anfang und Ende der Logomere.
Eingegeben werden der jeweils obere Strang dieser Sequenzen sowie die Positionen, an denen

das entsprechende Enzym diese dsDNA-Sequenz im oberen und unteren Strang schneidet.

Es kdnnen natrlich auch, je nach weiterer Verwendung der Logomere, andere Sequenzen als

Uberhéange angegeben werden.

4.2.1.3 Wiederzuverwendende Sequenzen

Soll eine bestehende und bereits Ubersetzte Grammatik erweitert werden, so konnen deren
Terminal- und Variablensequenzen im neuen Ubersetzungsvorgang wiederverwendet werden,
um somit die neuen Algomere zu den alten kompatibel zu halten. So kénnen z. B. die

Sequenzen flir Nullen und Einsen wiederverwendet werden, wenn eine Bitstring-Grammatik
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geandert werden soll, so dal3 das Auslesen der Bitstrings per PCR (s. 3.3.2) mit alten und
neuen Logomeren gemeinsam erfolgen kann, ohne neuen Primer fUr die Bitsequenzen zu

bendtigen.

Eingegeben wird jeweils der obere Strang sowie das Zeichen, dem diese Sequenz zugeordnet

werden soll.

Der Compiler geht davon aus, daR diese Sequenzen sowie die ggf. bereits bestehenden
Ubergéange zwischen Terminal- und Variablensequenzen korrekt sind im Sinméqieness
was der Fall ist, wenn sie mit diesem Compiler (unter Verwendung der gleichen

Basissequenzlange wie in der neuen Ubersetzung) generiert worden sind.

4.2.1.4 Parameter

Hierunter fallen essentielle Parameter wie die Lange der zu generierenden Sequenzen und der
Basissequenzen, aber auch Optionen wie z. B. das Verbot der Verwendung von drei oder mehr

Guanin-Basen hintereinander.

Fur die Definition der Parameter sowie Hinweisen zu ihrer Wahl siehe 4.2.5.

4.2.1.5 Kompatible Sequenzen

Diese Sequenzen haben keine Bedeutung flr die Grammatik oder die Algomere, aus ihnen
werden nur vor jedem Generatoraufruf die Basissequenzen der jeweiligen Lange extrahiert und
markiert, so daf? die erzeugten Sequenzen auch diesen Sequenzen geganqidksind. Dies

kann ndtig sein, falls sich bei der Anwendung noch andere Sequenzen auf3er den Algomeren im

Reagenzglas befinden.

4.2.2 Ausgabe

Bei erfolgreicher Ubersetzung werden die vier GrupmenSequenzen (Variablen, Start-, End-

und echte Terminale) in folgende Dateien ausgegeben:

¢ Variables.txt . In dieser Datei sind die Variablen, die entsprechenden Sequenzen

sowie einige zuséatzliche Angaben wie GC-Gehalt und Schmelztemperatur aufgelistet.

e Terminals.txt . In dieser Datei sind die Terminalsequenzen in gleicher Weise wie

oben die Variablen aufgelistet, nach Start-, End- und echten Terminalen gruppiert.

e Algomers_ss.txt . Hier sind fir jede Regel der obere und untere Strang des

entsprechenden Algomers aufgelistet, wiederum mit den ,technischen Daten”.
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Wurden mehrere Start- bzw. Endterminale erzeugt, so tauchen dementsprechend die Start-
bzw. Endregeln mehrfach auf. Die Restriktionsschnittstellen Anfang bzw. Ende der
Terminatorsequenzen sind so angeflgt, wie sie vom jeweiligen Restriktionsenzym

geschnitten werden.

¢ Algomers_ds.txt : Diese Datei enthélt ebenfalls die oberen und unteren Stréange der
Algomere, allerdings ohne die ,technischen Daten“ und so verschoben, wie sie spater in der

Anwendung hybridisieren sollen.
Konnte der Compiler die Ubersetzung nicht erfolgreich durchfiihren, so wird zuriickgegeben:
¢ Entweder der Fehler in der Regelmenge, der vom Parser entdeckt wurde,

¢ oder die Grupp@on Sequenzen, flr die nicht genligend Sequenzen mit den vorgegebenen

Anforderungen generiert werden konnten.

4.2.3 Der Parser

Vor der Erzeugung der Sequenzen werden die Regeln der zu Ubersetzenden regularen Gram-

matik auf Korrektheit tGberpriift und vorverarbeitet.

Da die Regeln einer regularen Grammatik eine sehr feste Form haben, kénnen aus ihnen
unmifRverstandlich die Terminale und Variablen extrahiert werden, so dal3 der Benutzer sie

nicht extra angeben mulf3.

Desweiteren Uberprft der Parser die Regeln auf Korrektheit. Siehe dazu auch Kapitel 4.2.1.

4.2.4 Compilerstrategien

Grob lassen sich die Sequenzen in zwei Gruppen einteilen: in die flr Variablen und die fur
Terminale. In einem Logomer wechseln sich Sequenzen aus diesen beigparGeweils ab.

Wie in 4.2.4.1 beschrieben, geben die Sequenzen der zuerst generierten Gruppen den Rahmen
fur die Sequenzen der zweiten Gruppe vor, welche durch das Ausfillen der Liicken zwischen

den Sequenzen der ersten Gruppe erzeugt werden.

Die Terminalsequenzen lassen sich selbst wieder in drei Gruppen aufteilen: ,echte” Terminale
(die in Elongatoren vorkommen), Start- und Endterminale. Letztere beiden werden zwar fir die
Grobeinteilung zu den Terminalen gezahlt, missen aber zur Generierung getrennt betrachtet
werden, da sie an einer Seite mit Restriktionsschnittstellen verbunden sind statt mit Variablen-

sequenzen und mehrere Kodierungen fiir ein Terminal moglich sind.
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Bei der Ubersetzung von Regeln in Algomere treten Probleme auf, die tiber die Perspektive des
bloBen Generators hinausgehen. Fir die Darstellung einer regularen Grammatik genligt es
nicht, eine Menge von Sequenzen zur Reprasentation der Terminale und Variablen zu erzeugen,

wie in Kapitel 4.1 beschrieben.

e Die Konkatenation der Sequenzen kannumiquenesd/erletzungen im Ubergang von

einer Sequenz zur anderen fihren.

¢ Die Sequenz einer Variable geht ggf. nicht nur in eine Terminalsequenz pro Seite lber,

sondern mehrere, und umgekehrt.

¢ Unter Umstanden kann es erforderlich sein, Verletzungeardguenessinzunehmen, um

die Regeln einer Grammatik Gberhaupt auf DNA-Sequenzen abbilden zu kénnen.

¢ Die Reihenfolge, in der die verschiedenen Gruppam Sequenzen erzeugt werden, hat

Auswirkungen sowohl auf dieniquenessls auch auf die Ausbeute.

¢ Die Aufteilung der Terminalgruppe in drei Teilgruppen, die getrennt erzeugt werden, aber

ahnliche Rollen in den Logomeren tibernehmen, bringt weitere Probleme mit sich.

Es war flr die Entwicklung eines DNA-Sequenz-Compilers also notwendig, Strategien zu ent-

werfen, mit denen der Compiler diesen Problemen begegnet.

4.2.4.1 Sequenzerzeugung (uniqueness revisited)

L<Zusammenwachsen” statt Konkatenation

Ein einfaches Verfahren, das sich alleine mit dem Generator umsetzen laft, ist es, mit Hilfe des
Generators Sequenzen fir die Variablen und Terminale zu erzeugen, diese dann zu Algomeren
zusammenzubauen und auszugeben. Leider ist dieses Verfahren fehlertrachtig, denn an den

Verbindungsstellen zweier Sequenzen wiirden widler 1) neue Basissequenzen entstehen.

acgcatcgagc taggttacagtg

N il

acgcatcgagctaggttacagtg

L

Abbildung 4.4: Bei der Konkatenation von Sequenzen entstehen im UbergangsBéreidhneue
Basissequenzen der LanBk (hier fir BL = 4).

! BL = Basissequenzléange
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Diese waren aber im Konstruktionsprozeld des Generators nicht beriicksichtigt worden und
konnten daher auch an anderer Stelle vorkommen und sominidjgenessrerletzen. Tat-
sachlich kénnte sich schlimmstenfalls die maximale Lange mehrfach auftretender Subsequen-

zen auf 2 *BL — 2 verdoppeln.

Um dies zu verhindern, betrachtet der Compiler zur Erzeugung nicht nur Terminal- und
Variablensequenzen einzeln, sondern jeweils den gesamten oberen Strang eines Algomers

<Variable|Terminal|Variablé>

Hierzu verwendet der Compiler eine besondere, im Folgenden beschriebene Funktion des
Generators, die es erlaubt, Licken zwischen zwei Teilsequenzen aufzufillen. Somit kann man
die Sequenzen fir die Variablen zuerst generieren, dann die Terminalsequenzen durch
Auffullen der Licken zwischen zwei Variablensequenzen erzeugen. Unter Umstanden werden
die Sequenzen im umgekehrter Reihenfolge generiert (s. 4.2.4.2), flr die Beschreibungen in

diesem Abschnitt sei aber diese Reihenfolge gewahlt.

acgtgcat | ggCtltan
>

acgtgcat | ééé ---------------------------------- ggCtltan
I >

acgtgcat  |acg..  ..gact ggettacg

____________________________________ |

Abbildung 4.5: Auffillen der Liicke zwischen zwei Sequenzen (hier flr Basissequenzlénge 4). Oben:
Die Startbasissequenz fir den zu suchenden Pfad wird durch die letzte Basissequenz der
vorderen Rahmensequenz vorgegeben. Mitte: Der Ubergang ist erzeugt, der n&chste
Nachfolger ist die erste Basissequenz der Extension. Unten: Die Extension ist fertig erzeugt,
die drei Basissequenzen des hinteren Ubergangs miissen noch nach Verfiigbarkeit tiberpriift
werden.

Das Auffillen funktioniert auch nach dem Prinzip der Pfadsuche im Basissequenz-Graphen.
Allerdings ist hier der Startknoten durch die letzte Basissequenz der vorderen Teilsequenz
vorgegebeh Die ersterBL — 1 Nachfolgeknoten gehéren damit noch nicht zur zu erzeugenden
Sequenz (geben aber bereits die erBien- 1 Nucleotide an), sondern bilden den Ubergang
zwischen den Sequenzen. Nach Fertigstellung der SequenzEgdensioh wird das

Pfadwachstum wiederumBL — 1 Schritte weitergefihrt, um die Basissequenzen im hinteren

! Fiir Terminatoren ist entsprechend eine Variable durch eine Restriktionsschnittstelle zu ersetzen.

% Sollte die vordere Sequenz kiirzer sein als die Basissequenzlange, so wird sie zuféllig (aber unter
Beachtung deuniquenessaufgefiillt.
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Ubergang zu beriicksichtigen. Hierbei sind diBse— 1 Nachfolger bereits durch die ersten
Nucleotide der hinteren Sequenz vorgegeben. Dadurch, dalR der Pfad auch die
Ubergangsbereiche einschlieRt, wird gewahrleistet, dal auch diese Basissequenzen nur einmal

vorkommen.

Gleiche Sequenz hat verschiedene Ubergange

Hierbei taucht die Schwierigkeit auf, dal ein Terminal in mehreren Regeln vorkommen kann,
seine DNA-Kodierung also zwischen verschiedenen Paaren von Variablensequenzen zu liegen
kommt und damit verschiedene Ubergangsbereiche entstehen. Daher sammelt der Compiler vor
der Erzeugung der entsprechenden Terminalsequenz erst alle Paare von Variablensequenzen,
die diese Terminalsequenz einrahmen sollen, und Ubergibt diese dem Generator. Dieser startet
nun gleichzeitig von den verschiedenen durch die vorderen Variablensequenzen vorgegebenen
Startknoten und 4Rt die Pfade zusammenwachsen, so dal3 sie Uber die Strecke der eigentlichen
Terminalsequenz hinweg gleich sind. AnschlieBend divergieren sie wieder im Ubergangsbereich

zu den hinteren Variablensequenzen.

Regeln mit x:

A—>xB A}, LB ]
______________ /

A—>xC | D Y X ¢ - C |
/e m e e m e = \

D—>xB [ c V' T E ]

C—xE

Abbildung 4.6: Durch die vier Regeln mit dem Terminal x ergeben sich vier verschiedene Pfade, die
sich Uber die Lange der Terminalsequenz fiir x Uberschneiden. Weiter Uberschneiden sich
auch einige Sequenzen fir mehrfach vorkommende Variablen, so daf} vorne und hinten je
drei Pfade zusammenlaufen.

Notwendige Verletzung derunigueness

Ein weiteres Problem ergibt sich dadurch, dal3 es durchaus Grammatiken geben kann, in denen
z. B. eine Variable mit mehr als vier verschiedenen Terminalen benachbart ist. In diesem Fall
ist eine Mehrfachverwendung von Basissequenzen und damit eine Verletzungjcdemess

unvermeidlich.
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R={..,, A—>0B, A—>1B, A~>2B, A—>3B, A—>4B, ...}

Abbildung 4.7: Haben mehr als vier verschiedene Terminalsequenzen Ubergange zu der gleichen
Variablensequenz, so mul3 mindestens eine Basissequenz mehrfach verwendet werden. Der
gepunktete Rahmen zeigt die Spalte an, in der eine Verletzungnitgrenessoleriert
werden muf3, um alle Regeln aus R Ubersetzen zu kdnnen.

Daher kann der Generator derartige Verletzungen innerhalb einer Spalte, d. h. an der gleichen
Position fiir alle Pfade, tolerieren. Hierzu werden die Sequenzen der llickenflillenden Gruppe
parallel erzeugt und die eventuell auftretenden Verletzungemrdguenesswischen deren

Pfaden toleriert. Der Benutzer kann angeben, wie grol3 der Bereich an Anfang und Ende der zu
erzeugenden Sequenz ist, in der derartige Verletzungen toleriert werden sollen. Diese
Langenangabe bezieht sich hier allerdings aus der Sicht der Extension auf Basen anstatt auf
Basissequenzen, d. h. dafl3 eine Lange des Toleranzbereichs von 1 bedeutet, dal3 die erste bzw.
letzte Basissequenz des Ubergangs mehrfach vorkommen darf, nicht die erste bzw. letzte

Basissequenz der eigentlichen Seqdenz.

Natirlich kann diese notwendige Verletzung auch durch verschiedene einrahmende Sequenzen
der bereits generierten Gruppe verursacht werden, nicht nur durch verschiedene Sequenzen der

zu erzeugenden Gruppe.

Eine Besonderheit stellt bei der parallelen Pfadsuche das Backtracking dar. Wird fiir einen Pfad
Backtracking ausgeltst (durch fehlende Nachfolger, unerwiinschte Schmelztemperatur o. a.),
so wird dieses auch nur fir diesen Pfad durchgeflihrt, die anderen Extensionen werden so lange

fixiert, bis die Pfadsuche fir die ,,schuldige* Sequenz wieder auf gleicher Héhe mit ihnen ist.

1s. Errata
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Regeln: —
g A T} B8 ]
A—>0B Ny — - - - /
| B : - ( 0 - C |
B—0C -, N
I cC ¥ I D |
C—> 0D :
A—>1B | A I\\ /l B |
N ,
B—=1C I B |- 1 ¢ c ]
e N
e \
start

Abbildung 4.8: Paralleles Auffullen zweier Extensionen fur die Terminale O und 1. Der gepunktete
Rahmen zeigt die Spalte, in der die Startbasissequenzen fir die Pfadsuche liegen. Ab der
nachsten Spalte kénnen ggf. Verletzungenutéguenessoleriert werden.

Start- und Endterminale

Auch wenn die Sequenzen fir Start- und Endterminale vor den Variablensequenzen erzeugt
werden (s. u.) und daher bei ihrer Erzeugung keine Ubergéange zu diesen beriicksichtigt werden
miissen, wird fir sie die Methode des ,Zusammenwachsens” verwendet, da die Ubergénge zu
den Restriktionsschnittstelldreriicksichtigt werden missen. Die einrahmenden Bereichen fiir

die Variablensequenzen bleiben hierbei leer, dementsprechend werden dort natirlich auch keine

Ubergéange generiert.

4.2.4.2 Reihenfolge der Erzeugung

Die Erzeugung der Sequenzen dieser vier Gruppen in vier Schritten erlaubt auzerdem die Ver-
wendung von vier verschiedenen Graphen und gestattet somit fiir j@oleeGaine eigene Wabhl

der Basissequenzlange. Zu beachten ist, dal3 es zur Zeitersparnis kein gruppenibergreifendes
Backtracking gibt, d. h. eine erzeugte Gruppe wird nicht wieder aufgeldst, wenn die Erzeugung
der nachfolgenden Gruppe fehlschlagt. Dies magndtigen Fehlschlagen flhren, ist aber zur
Beschrankung der Rechenzeit auflerst sinnvoll, insbesondere im Falle einer erfolglosen

Ubersetzung, bei der das Ende der Suche sonst erst spét erfolgen wiirde.

Vorzug der kiirzeren Sequenzen

Angenommen, man mochte zunachst Sequenzen einer Gruppe 1 erzeugen und wahlt dazu die
Basissequenzland®l,, anschlieBend erzeugt man die Sequenzen einer Gruppe 2 mit Basis-

sequenzlangBL,.
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Wenn man die Sequenzen der Gruppe 1 erzeugt hat, mu3 man nattrlich bei der Erzeugung der
Sequenzen der Gruppe 2 die verwendeten Basissequenzen der ersten Gruppe als benutzt

berlicksichtigen. Dies ist aber problematisch, wein= BL,.

Daher werden vor der Erzeugung vonu@ue 2 Basissequenzen der Lamje aus den
Sequenzen der Gruppe 1 extrahiert und diese dann als benutzt markiert. D. h. daR die

Sequenzen der Gruppeainiquesind

¢ untereinander bzgl. der Basissequenzl®ige

e zu Sequenzen einer Gruppe m mit m < n ebenfalls Bkgl.
e zU Seguenzen einer Gruppe m mit m > n dagegenBizgl.

Falls BL; < BL, gilt, so galte die starkeneniquenessler Sequenzen aus Gruppe 1 also nur
innerhalb dieser Gruppe. Dreht man andererseits die Reihenfolge der Erzeugung um (vertauscht
also die Sequenzen der Gruppen 1 mit denen der Gruppe 2), 8. daBL, gilt, wird die
Ausbeute der erzeugten Sequenzen aus Gruppe 2 geringer, da pro verwendeter langerer

Basissequenz mehrere kiirzere Basissequenzen als benutzt markiert werden missen.

Testlaufe haben gezeigt, dal die Ausbeute bei halbwegs hohenir{abitro notigen)
Anspriichen an die Eigenschaften der Sequenzen so gering sein kann, daf die Ubersetzung
versagt. Zudem werden die Hybridisierungen von Variablen- und Terminalsequenzen in
getrennten Schritten vorgenommen, so dal3 man die Gefahr von Fehlhybridisierungen zwischen
den verschiedenen Gruppen als weniger wichtig ansehen kann als die Gefahr von
Fehlhybridisierungen innerhalb einer Gruppe. Daher wurde die Entscheidung getroffen, die

kiirzeren Sequenzen (soweit moglich, s. u.) zuerst zu generieren.

Damit beimannealingim self-assembhgchritt, in dem die Algomere sich per Ligation zu
Logomeren verbinden, die Variablensequenzen (distalky endglienen) hybridisieren, ohne

daR die Terminalsequenzen denaturieren (und so die Algomere zerfallen), ms@lfdas
assemblybei einer Temperatur stattfinden, die unter der Schmelztemperatur (genauer: dem
Schmelztemperaturbereich) der Terminalsequenzen liegt. Das erfordert, dal3 die Schmelz-
temperatur der Variablensequenzen geringer sein mu3 als die der Terminalsequenzen. Da die
Sequenzlange eine mafgebliche EinfluRgréRe fur die Schmelztemperatur ist, sollte man also die

Variablensequenzen kiirzer wahlen als die Terminalsequenzen.

Aus diesen Grinden werden normalerweise die Variablensequenzen zuerst generiert. Dies ist

allerdings nicht immer moglich (bzw. sinnvoll).
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Wiederverwendung von Sequenzen

Der DNA-Sequenz-Compiler bietet auch die Mdglichkeit, fertige Sequenzen in spateren
Ubersetzungen wiederzuverwenden, um Sequenzen verschiedener Grammatiken zueinander
kompatibel zu halten. Sollen z. B. einige Terminalsequenzen wiederverwendet werden, so ist es
sinnvoller, zunéchst die restlichen, noch fehlenden Terminalsequenzen zu erzeugen, und
anschlie3end erst die Variablensequenzen durch Auffiillen der Licken zu generieren. Wirde
man zuerst die Variablen Ubersetzen (frei, d. h. ohne die fertigen Terminalsequenzen zu
beachten) und dann erst dazu passend die Terminale, so bestlinde die Mdglichkeit, dal? man mit
der freien Wahl der Variablensequenzen bereitsidiguenesserletzt hat, da die Ubergangs-

bereiche zu den fertigen Terminalsequenzen nicht in der Konstruktion enthalten waren.

Sind also wiederzuverwendende Sequenzen vorgegeben, so werden zunachst die noch fehlenden
Sequenzen der entsprechenden Gruppe erzeugt. Sind sowohl Variablen- als auch Terminal-
sequenzen vorgegeBeso werden wieder aus oben genannten Griinden die Variablen bevor-

zugt.

Echte, Start- und Endterminale

Die drei Teilgruppen der Terminalsequenz@&mnen auch nicht immer konfliktfrei generiert
werden, ohne dald spater erzeugte Sequenzen die bereits erzeugten angpesr rachten,

denn wenn die Variablensequenzen zu diesem Zeitpunkt bereits erzeugt (oder vorgegeben)
wurden, so erzeugt die erste Terminalgruppe bereits Ubergange zu Variablen, die die
nachfolgenden Terminalgruppen beachten missen, orgltere im Hinblick auf die ggf. nétige
Verletzung demuniguenessnnerhalb einer Spalte. Daher werden die vorliegenden Sequenzen
bereits bearbeiteter Terminalgruppen ahnlich wie wiederzuverwendende Sequenzen der eigenen

Gruppe behandelt (s. u.).

Innerhalb der Terminalgruppe werden die echten Terminale den Start- und Endterminalen
vorgezogen, unabhéangig davon, welche Terminalsequenzen vorgegeben wurden. Dadurch wird
die Anzahl der Fallunterscheidungen (und der Programmcode zur Beachtung fertiger Terminal-
sequenzen, s. u.) klein gehalten. Konflikte zwischen den Terminalgrigipeen auftreten,

wenn Sequenzen flr Variablen und Start-/Endterminale vorgegeben sind, so daf3 die Erzeugung
der echten Terminalgruppe die Sequenzen fiir s und e und deren Ubergénge zu den Variablen-
sequenzen nicht beriicksichtigt. Dieser Fall diirfte aber eher selten auftreten, da wohl haupt-

sachlich Sequenzen fiir Variablen und echte Terminale wiederverwendet werden. Falls er doch

! Hierbei kénnen die beschriebeneniquenessVerletzungen zwischen den verschiedenen Gruppen
ggf. unvermeidlich sein, wenn die Sequenzen nicht mit dem Compiler generiert wurden.
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einmal auftreten sollte, so kann man sich dadurch behelfen, da man die beiden Gruppen

getrennt in zwei Compilerlaufen erzeugt.

In Tabelle 4.3 sind die Bearbeitungsreihenfolgen der Gruppen noch einmal dargestellt, in

Abhangigkeit davon, welche Sequenzen vorgegeben wurden.

Vorliegende Sequenzen Bearbeitungs-
reihenfolge
\% T S e
- - - - Vi Tp sp ep
- mindestens ein X Tf sf ef Vp
X * * * Vi Tp sp ep

Tabelle 4.3: Bearbeitungsreihenfolge der Gruppen. V = Variablen, T = echte Terminale, s = Start-
terminale, e = Endterminale, f = freie Erzeugung, p = passende Erzeugung (durch
Auffillen), - = keine Sequenzen vorgegeben, x = Sequenzen vorgegeben, * = - oder x.

Spéate Erzeugung kurzer Sequenzen

Werden die Variablen zuletzt generiert, so ergibt sich wieder das oben erklarte Problem der zu
geringen Ausbeute bei kleiner Basissequenzlange. Daher wendet der Compiler hier einen Trick
an, der die Rechenzeit evtl. etwas erhoht, aber auch die Chancen fir eine erfolgreiche

Ubersetzung verbessert.

Die Variablen werden, passend zu den Terminalsequenzen, mit der Basissequenzlange der
echten Terminalsequenzen erzeugt. Somit sind sie gegentiber den Terminalsequenzen zwar
bzgl. einer anderen Basissequenzlange als ihrer eigeigune aber die Wahrscheinlichkeit flr

eine ausreichende Ausbeute an Sequenzen ist wesentlich héher.

Um nun aber diginiquenessnnerhalb der Variablengruppe bzgl. ihrer eigenen Basissequenz-
lange zu gewahrleisten, werden die Variablensequenzen einzeln erzeugt, jeweils anschlief3end
auf ihreunigueneszu den anderen bereits generierten Variablensequenzen (bzgl. der richtigen
Basissequenzlange) geprift und, falls dieséquenessverletzt wird, verworfen und neu
erzeugt. Dies kann u. U. einige Zeit in Anspruch nehmen, bis geniigend Sequenzen generiert
sind oder der Compiler einen MiRRerfolg meldet, insbesondere, da das Prifen und Verwerfen
aulRerhalb des Generators stattfindet und somit kein Backtracking ausgeldst wird, sondern ein
neuer Generierungslauf gestartet wird, und somit auch ein und dieselbe Sequenz mehrmals
generiert werden kahnDa man aber bei einem (aufgrund der sonst geringen Ausbeute an

Sequenzen) fehlgeschlagenen Ubersetzungsversuch einen neuen Lauf (oder sogar mehrere

! Eine Endlosschleife wird vermieden, indem die Anzahl der Generierungsversuch begrenzt wird.
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Laufe) starten muf3, ist es fraglich, ob ein Verzicht auf diesen ,Trick" eine wirkliche
Zeitersparnis ware. Auflerdem ware bei den weiteren Laufen eine nétige Erhdéhung der

Basissequenzlange und damit eine Einbul3e an uniqueness zu erwarten.

4.2.4.3 Wiederverwendung von Sequenzen

Werden Sequenzen fiir Variablen oder Terminale wiederverwendet, so werden diese
automatisch als kompatible Sequenzen beachtet und ihre Basissequenzen zu jedem Generator-
aufruf extrahiert und als benutzt markiert. Sollen die restlichen Sequenzen der entsprechenden
Gruppe durch Auffillervon Licken erzeugt werden, so werden diese ,alten* Sequenzen bei
der Erzeugung mitgefiihrt, um die ggf. nétige spaltenweise Verletzunginitgnenesszu

erlauben.

Hierzu werden auch fur diese Variablen bzw. Terminale die Sequenzen der jeweils anderen
Gruppe gesammelt, die die vorgegebene Sequenodgonher einrahmen werden. Die parallele
Suche der Pfade zum Auffilllen der Liicken wird gestartet, hierbei werden die jeweiligen
Nachfolgeknoten fiir die vorgegebenen Pfade aber nicht zufallig gewahlt, sondern aus den

wiederzuverwendenden Sequenzen gelesen.

Regeln: | |
A—>0B
| B 0 C |
B—>0C
I C D |
C— 0D T
A—>1B A -}, LB ]
. O e e - - /
B—1C | B |- 1 ¢~ C |
. /TS TTmmTmmmmeT \
S
C— 1D | c T N D I

Abbildung 4.9: Die Terminalsequenz fur O wird wiederverwendet, die fiir 1 muf3 noch erzeugt werden.
Auch hier wachsen die Pfade parallel, um ggf. notwendigen Verletzungemidaenessn
einer Spalte zulassen zu kdnnen. Die Pfade, die Uber die O verlaufen, sind dabei durch die
wiederzuverwendende Sequenz vorgegeben und werden nachverfolgt.

Eine besondere Art der Wiederverwendung ergibt sich durch die Terminalsequenzen, die immer
in der Reihenfolge echte Terminale — Startterminale — Endterminale erzeugt werden. Werden
die Sequenzen aller drei Gruppen passend zu bereits fertigen Variablensequenzen erzeugt, so
muR man bei der Erzeugung der Start- und Endterminale auch die Ubergange der echten

Terminale zu den Variablen beachten.
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Dies wird dadurch erreicht, da’ bei der Erzeugung der Start- bzw. Endterminale zunachst die
Variablen gesammelt werden, die die hintere Rahmensequenzen fir Start- bzw. die vordere flr
Endterminale bilden. Entsprechend werden die Sequenzen der echten Terminale gesammelt, fir
die es Regeln gibt, in denen sie diese Variablen als hintere bzw. vordere Rahmensequenz haben.
Diese Terminalsequenzen werden dann wie wiederzuverwendende Sequenzen an den Generator
Ubergeben, nur mit dem Unterschied, dal sie auf der Seite, auf der s bzw. e in die Restriktions-

schnittstelle Uibergehen, keine einrahmenden Sequenzen haben.

Regeln:

A—> 0B | B -

B—>0C | C

C—> 0D

B—>e | B |\
B . N e ___.

C—>e | cC : -}{ _______ e + - -| restriction site|
: Loy

D—>e I D : }

Abbildung 4.10: Bei der Erzeugung der Endterminalsequenz(en) miissen die Ubergange von
Variablen zu echten Terminalen berticksichtigt werden. Dazu werden die echten Terminale
wie wiederzuverwendende Sequenzen behandelt. Die erste Regel wird hier nicht beachtet, da
kein Ubergang von A nach e generiert werden muR, hier also auch keine Verletzung der
uniquenessoleriert wird.

Ggf. verschiedene Langen von echten und anderen Terminalen stellen insofern kein Problem
dar, als daR nur die Ubergéange an einem Ende gruppeniibergreifend verglichen werden miissen
und somit eine parallele Pfadsuche fur Endterminale problemlos lber die Lange der fixen
echten Terminalsequenzen hinausgehen oder auch bereits vor dieser enden kann. Da der
Generator die Sequenzen von links nach rechts (von 5 nach 3’) bearbeitet und fir
Startterminale die hinteren (rechten) Ubergéange zu betrachten sind, wére hier die Situation fur
die Behandlung verschieden langer Extensionen komplizierter. Die Verfolgung der
vorgegebenen Pfade flr die echten Terminale wiirde entweder vor den Startbasissequenzen der
Startterminale beginnen oder, was problematischer wére, wirde erst spater einsetzen. Daher
werden nicht die Startterminalsequenzen selber, sondern ihre Komplementare erzeugt und
dementsprechend auch die anderen Sequenzen in komplementarer Form vorgegeben. Dadurch
liegen die Variablensequenzen (bzw. deren Komplementdre) nun auch hier vor den
Extensionen, so daR die gruppeniibergreifend zu beachtenden Ubergéange wiederum die

vorderen sind. Dieuniquenesswird durch den Wechsel zu Komplementéarsequenzen nicht
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beeintrachtigt, da die verwendeten Basissequenzen und ihre Komplementare als zu einer
Aquivalenzklasse gehorend betrachtet werden. GC-Gehalt und Schmelztemperatur werden

natirlich ebenfalls nicht beeinflufit.

4.2.5 Parameter des Compilers

Zur Bedeutung einiger der Parameter siehe auch 4.1.2 und 4.1.3.

4.2.5.1 Definition der Parameter

Die zu erzeugenden Sequenzen lassen sich in vier Gruppen einteilen: Variablen-, echte
Terminal-, Startterminal- und Endterminalsequenzen. Fir jede dieser vier Gruppen gibt es

folgende Parameter:

Name Beschreibung Typ WerteEinheit | Default-
bereich wert
SequencelLength Lange der zu erzeugieheger >0 nt -
den Sequenzen
BaselLength Lange der zu verwendanteger [1, 16]| nt -
den Basissequenzen
GCLower, GCUpper Untere und obere Grerfimating point | [0, 1] | - 0.0,1.0
fur den GC-Gehalt der
Sequenzen

TmLower, TmUpper Untere und obere Grepfteating point | IR °C 0.0,
fur die Schmelztempera- 100.0
tur der Sequenzen

NoFraying GC-Basenpaare an déool {true, |- false
Enden, um Ausfransen false}
zu verhindern
NoGGG nicht mehr als zwebool {true, |- false
Guaninbasen hinter- false}
einander
BSGCLower, Untere und obere Greng#oating point | [0, 1] | - 0.0,1.0
BSGCUpper fur den GC-Gehalt der
zu verwendenden Basis-
sequenzen

Um gleiche Parameter verschiedener Gruppen zu unterscheiden, werden ggf. die Buchstaben V,

T, S und E angehéngt. Also heil3t z. B. die Lange der Variablensequenzen SequencelLengthV.
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Die beiden Gruppen der Start- und Endterminalsequenzen haben aul3erdem den Parameter

Name Beschreibung Typ Werte-Einheit| Default-
bereich wert
SequenceNumber Anzahl der verschiedeimgeger >0 - 1
Start- bzw. Endterminal-
sequenzen

Weiter gibt es folgende gruppenunabhéngige Parameter:

Name Beschreibung Typ Werte- | Einheit | Default;
bereich wert
RandomSeed Startwert des PseltimRg IN - 12345

zufallszahlengeneratorginteger

MaxHomology Maximal zulassige Hofloating | [0, 1] - 1.0
mologie zwischen zwepoint
erzeugten Sequenzen

ViolationZoneFront, Lange der Bereiche amteger | [O, nt 0,0
ViolationZoneEnd Anfang und Ende der Seguence-
Sequenzen, in denen die Length]

gof. notwendige Verr
letzung der Uniqueness
toleriert werden soll (s.

4.2.4)
AlgomerForm Form der Algomere: |integer | {0, 1} - 0
o= [_1_
1=_[ T
SampleConcentration Probenkonzentration floating | > 0 M 2*10
der DNA (fur die T.-|point
Berechnung)
SaltConcentration Salzkonzentration iwating |> 0 M 0.05
Losung (fur die T-|point
Berechnung)
FormamideConcentration Formamidkonzentratiioating | > 0 M 0.0
der Losung (fur die J-| point
Berechnung)
Author Aus wessen Arbejt {Bres- - Sugi-
stammen die fur die F lauer, moto

Berechnung verwend
tenAH- undAS-Werte?

U
I

Sugimoto}
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4.2.5.2 Zur Wahl der Parameter

Da die Parameter einigen EinfluR auf die Erfolgswahrscheinlichkeit sowohl des Compilers als
auch der weiteren Verwendung der Algomere haben, eine sinnvolle Wahl ihrer Werte aber nicht
auf den ersten Blick ersichtlich ist, folgen an dieser Stelle einige Hinweise zu den

Auswirkungen der Parameter und ihrer Werte.

Zu beachten ist, daR die Uberlegungen zu der Ausbeute an erzeugten Sequenzen nur als
Schatzungen zu verstehen sind, da nicht nur das Erzeugungsverfahren zufallsgesteuert ist,
sondern durch die zu Ubersetzende Grammatik weitere Einschrankungen der Ausbeute erfolgen
koénnen. Insbesondere gelten diese Abschatzungen nur fir einen Generatoraufruf und damit fur
eine Sequenzgruppe. Die Beachtung deiquenesszwischen den Gruppen verringert die

Ausbeute naturlich weiter.

Siehe auch Kapitel 5 fiir beispielhafte Parameterwerte.

Sequenzlange, Basissequenzlange

Die wichtigsten Parameter sind die Langen der zu erzeugenden Sequenzen und der dazu zu
verwendenden Basissequenzen. Sie haben Einflul? auf das Hybridisierungsverhalten der Algo-

mere, auf diiniquenessaber auch auf die maximal mégliche Anzahl von Sequenzen.

Die Sequenzlangen sollten so gewahlt werden, daR sich die Schmelztemperaturen in
Lvernunftigen“ Bereichen befinden, d. h. sie sollten mit vertretbarem technischem Aufwand im

Labor zu erreichen sein. Bei langen Sequenzen (und somit langen Logomeren) besteht die
Gefahr, dal’ sie brechen oder Sekundarstrukturen bilden, was sie ggf. fur die weitere Ver-

wendung unbrauchbar macht.

Die Langen von Terminal- und Variablensequenzen sollten sich deutlich unterscheiden,
insbesondere sollten die Variablensequenzen kirzer sein. Dadurch erzielt manstickygie
endsder Algomere eine (mdglichst deutlich) geringere Hybridisierungstemperatur als fir die
doppelstrangigen Terminalteile, so daf3 die Algomere wahrerahteslingim self-assembly

Schritt stabil bleiben. Somit kann i. a. auch die Basissequenzlange fiir die Variablen kirzer

gewahlt werden.

Die Basissequenzlangen sollten nattirlich mdglichst kurz gewahlt werden, um eine mdglichst
stringenteuniquenesgu erzielen. Andererseits sinkt mit geringerer Lange auch die Anzahl der

verflgbaren Basissequenzen und damit die Ausbeute an Sequenzen.

Die maximale Anzahl mdglicher Sequenzen in Abhangigkeit von Sequen8énged Basis-

sequenzlangBL 4Rt sich wie folgt bestimmen:
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Anzahl BasissequenzeM, (BL) = 4°"

Falls BL gerade ist, so werden die selbstkomplementaren Basissequenzen nicht verwendet. Es
gibt keine selbstkomplementaren Basissequenzen ungerader Lange, da das mittlere Nucleotid
nicht zu sich selbst komplementar sein kann. AuRerdem halbiert sich die Anzahl der erlaubten

Basissequenzen dadurch, dal3 mit jeder verwendeten Basissequenz auch deren Komplement

nicht mehr zur Verfligung steht. Also gilt fiir die Anzahl brauchbarer Basissequenzen:

Ny (BL) - 42
2 1

FallsBL gerade:N .., (BL) =

Ny (BL)

sonst N (Bl = >

Eine Sequenz der Lan@t besteht auSL - BL+ 1 Basissequenzen. Damit ist die maximale

Anzahl erzeugbarer Sequenzen

N (SL)_ NusefuI(BL)
seas - | SL- BL+1

Wie in 4.1.2 erlautert, wird diese maximale Anzahl durch das Niehaus-Verfahren nicht
erreicht, da unbenutzte Knoten im Graphen ubrig bleiben, die keinen vollstandigen Pfad mehr
bilden kdnnen. Es bleibt zu untersuchen, ob die Topologie des Graphen es Uberhaupt erlaubt,
diesen ,Verschnitt® zu vermeiden, da die hier aufgefiihrte Abschatzung nicht die
Einschrankung der Freiheitsgrade der Basissequenzen beriicksichtigt, die durch die gegenseitige

Uberlappung bei der Bildung von Sequenzen entsteht.

In Tabelle 4.4 sind einige Beispielwerte fir maximal mogliche und tatséachlich erreichte

Sequenzausbeuten in Abhéangigkeit §nundBL angegeben.

Um das Niehaus-Verfahren zu beschleunigen, werden die Basissequenzen intern durch 32-Bit-
Worter dargestellt. Mit einer Kodierung von zwei Bit pro Base sind so Basissequenzlangen von
maximal 16 nt moéglich. Die Anzahl der dadurch zur Verfligung stehenden Basissequenzen
durfte fur die in den nachsten Jahren realistischen Anwendungen ausreichend sein, auf3erdem

wirden langere gemeinsame Subsequenzen bereits zu massiven Fehlhybridisierungen fuhren.
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SequenceLen gth
Baselength 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
4 13,2von 17| 119von 15| 10,4von 13| 9,3von12 | 8,4von10 | 8,1von 10 7,3von9 6,8 von 8 6,1von 8 5,8von7 5,6 von 7
(77,6%) (79,3%) (80,0%) (77,5%) (84,0%) (81,0%) (81,1%) (85,0%) (76,3%) (82,9%) (80,0%)
5 70,6 von 85| 59,8 von 73 [ 53,1 von 64 | 47,1 von 56 | 42,5 von 51| 38,6 von 46 | 35,6 von 42 | 33,0 von 39 | 30,7 von 36 | 28,4 von 34 | 26,6 von 32
(83,1%) (81,9%) (83,0%) (84,1%) (83,3%) (83,9%) (84,8%) (84,6%) (85,3%) (83,5%) (83,1%)
6 327,8 von 274,5 von 233,5von 206,3 von 184,0 von 165,4 von 150,5 von 138,5 von 127,3 von 118,4 von 111,4 von
403 (81,3%) | 336 (81,7%) | 288 (81,1%) | 252 (81,9%) | 224 (82,1%) | 201 (82,3%) | 183 (82,2%) | 168 (82,4%) | 155 (82,1%) | 144 (82,2%) | 134 (83,1%)
7 0von 2048 | 0von 1638 | 0 von 1365 | 0von 1170 | 0 von 1024 | 757,8 von 682,1 von 623,4 von 573,3 von 531,1 von 494,8 von
(0,0%) (0,0%) (0,0%) (0,0%) (0,0%) | 910 (83,3%) | 819 (83,3%) | 744 (83,8%) | 682 (84,1%) | 630 (84,3%) | 585 (84,6%)
SequenceLen gth
Baselen gth 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
2 5,1von 6 5,0 von 6 4,9 von 6 4,2von5 4,0von5 4,0von5 4,0von5 3,7von4 3,4von 4 3,3von4
(85,0%) (83,3%) (81,7%) (84,0%) (80,0%) (80,0%) (80,0%) (92,5%) (85,0%) (82,5%)
5 25,1von 30| 24,1 von 28 | 22,3 von 26 | 21,7 von 25| 20,8 von 24| 19,8 von 23 | 19,0 von 22 | 18,2 von 21 | 17,4 von 20| 16,9 von 19
(83,7%) (86,1%) (85,8%) (86,8%) (86,7%) (86,1%) (86,4%) (86,7%) (87,0%) (88,9%)
6 103,6 von |97,7 von 118]92,9 von 112(88,6 von 106| 84,5 von 100| 80,1 von 96 | 76,6 von 91 | 73,7 von 87 | 70,5 von 84 | 67,8 von 80
126 (82,2%) |  (82,8%) (82,9%) (83,6%) (84,5%) (83,4%) (84,2%) (84,7%) (83,9%) (84,8%)
7 463,0 von 433,5 von 409,6 von 387,6 von 367,4 von 350,8 von 334,1von 320,3 von 307,1von 294,0 von
546 (84,8%) | 512 (84,7%) | 481 (85,2%) | 455 (85,2%) | 431 (85,2%) | 409 (85,8%) | 390 (85,7%) | 372 (86,1%) | 356 (86,3%) | 341 (86,2%)
SequenceLength
Baselen gth 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
2 3,0von4 3,0von4 3,0von4 3,0von3 2,8von3 3,0von3 2,9von 3 2,9von 3 2,4von 3 2,0von 3
(75,0%) (75,0%) (75,0%) (100,0%) (93,3%) (100,0%) (96,7%) (96,7%) (80,0%) (66,7%)
5 16,4von 18| 15,7 von 18 | 15,0 von 17 | 149von 17 | 14,2von 16 | 13,9 von 16 | 13,3von 15 | 12,8 von 15 | 12,5von 14| 12,2 von 14
(91,1%) (87,2%) (88,2%) (87,6%) (88,8%) (86,9%) (88,7%) (85,3%) (89,3%) (87,1%)
6 65,4 von 77 | 62,8 von 74 | 60,6 von 72 | 58,8 von 69 | 56,6 von 67 | 54,7 von 65 | 53,0 von 63 | 51,7 von 61 | 50,1 von 59 | 48,2 von 57
(84,9%) (84,9%) (84,2%) (85,2%) (84,5%) (84,2%) (84,1%) (84,8%) (84,9%) (84,6%)
7 283,4 von 272,5 von 262,8 von 253,4 von 245,1 von 237,7 von 230,0 von 223,0 von 217,1 von 211,1 von
327 (86,7%) | 315 (86,5%) | 303 (86,7%) | 292 (86,8%) | 282 (86,9%) | 273 (87,1%) | 264 (87,1%) | 256 (87,1%) | 248 (87,5%) | 240 (88,0%)

Tabelle 4.4: Ausbeute der Generierung in Abhangigkeit 8equencelLengtlund BaselLength
Angegeben sind die tatsachlich generierten und die maximal mdglichen Sequenzanzahlen
sowie in Klammern die prozentuale Rate der generierten an den mdglichen. Die
tatséchlichen Werte sind Uber zehn Generatorlaufe mit verschiedenen Startwerten des
Zufallszahlengenerators gemittelt.

NoGGG

Die Option NoGGG verringert recht deutlich die Ausbeute an Sequenzen, da alle
Basissequenzen, die drei oder mehr aufeinanderfolgende Guaninnucleotide besitzen,
ausgeschlossen werden. Die Anzahl der hierdurch nicht mehr verfligbaren Basissequenzen

berechnet sich wie folgt:

Die Anzahl der Basissequenzen der Lange BLkdiefeinanderfolgende Gs enthalten, ist
Neeo(BL, K) = 4. (BL- k+1),

da jede deBL - k Gbrigen Nucleotide eine beliebige der vier Basen besitzen kann und die G-

Subsequenz sich @81 - k + 1 Positionen in der Basissequenz befinden kann.

Damit ist die Anzahl aller ausgeschlossenen Basissequenzen

BL BL
Noea(BL) =, Nego( BL K = > 4% ( BL- k+1)
k=3 k=3

Tabelle 4.5 enthalt hierfiir einige Beispielwerte.
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BaseLength
4 5 6 7 8 9 10 11 12
Nps 256 1024 4096 16384 65536 262144 1048576 4194304 | 16777216
Nyseful 120 512 2016 8192 32640 131072 523776 2097152 8386560
Neco 9 57 313 1593 7737 36409 167481 757305 3378745
Ratio 7,5% 11,1% 15,5% 19,4% 23,7% 27,8% 32,0% 36,1% 40,3%

Tabelle 4.5: DurctNoGGGverursachter Verlust an Basissequenzen in Abhangigkeit von ihrer Lange.
Angegeben sind jeweils gesamte und brauchbare Anzahlen von Basissequenzen, die durch
NoGGGausgeschlossenen Basissequenzen sowie deren Anteil an den brauchbaren.

Dieser teilweise erhebliche Verlust an Basissequenzen sollte nur in Aushahmefallen
gerechtfertigt sein. Die Gefahr der Bildung von Vierfachstrangen laRt sich durch hohe
Salzkonzentration (odgrotassiumverringern [Sen90]. Die Lange der Subsequenzen, an denen
es durch GG-Basenpaarbildung zu Fehlhybridisierungen kommen kann, liegt im durch den hier
gewahlten uniquenes®Begriff tolerierten Bereich Wesentlich bleibt der zu treffende
Kompromif3 zwischen der Verringerung der Ausbeute und dem Fehler bei der Berechnung der
Schmelztemperatur, wenn diese mit dearest-neighbeMethode approximiert wird. Leider

konnte ich in der Literatur keine Quantifizierung dieses Fehlers finden.
Eine zusatzliche Erschwernis fir den Compiler kann die WahNafBGGin Verbindung mit

NoFrayingsein (s. u.).

GC-Gehalt der Basissequenzen

Ein weiterer Verlust an verwendbaren Basissequenzen kann durch die Einschrankung ihres

GC-Gehalts entstehen.

Die Anzahl der Sequenzen der Lamjemit dem absoluten GC-Geh&iC (0< GC < BL) ist

BL BL
_ 5GC  5BL-GC_ _ 9BL,
N ool BL, GO) = 25 2 [ J 2 [ : J ,

da man fiur jedes GC-Nucleotid sowie fur jedes Nicht-GC-Nucleotid nur noch zwei Basen zur
Auswahl hat. Der Binomialkoeffizient gibt die Anzahl der méglichen Anordnungen der GC-

Nucleotide in der Basissequenz an.

_ . GC
Mit Ratioy. = Efolgt

N_ (BL, Rati —2BL[ BL J
sead BL RO =27+ gy patia.

! Die Ausnahme ist die Basissequenz, die nur aus Guaninnucleotiden besteht und durch die GG-
Basenpaarbildung als selbstkomplementar betrachtet werden kann.
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und damit fur die Anzahl der Sequenzen mit einem GC-Gehalt zwidcRetiosc und

URatiozc
URatio.

N BL, LRatiogs, URatiog)= D, N Bl R
R= LRatigy

Beispielwerte hierfiir sind in Tabelle 4.6 zu finden.

BaseLength

GC 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0 16 32 64 128 256 512 1024 2048 4096
(6,250%)| (3,125%)| (1,563%)| (0,781%)| (0,391%)| (0,195%)| (0,098%)| (0,049%)| (0,024%)
1 64 160| 384 896 2048 4608 10240 22528 49152
(25,000%)| (15,625%)| (9,375%)| (5,469%)| (3,125%)| (1,758%)| (0,977%)| (0,537%)| (0,293%)
2 96 320 960 2688 7168 18432 46080 112640 270336
(37,500%)| (31,250%)| (23,438%)| (16,406%)| (10,938%)| (7,031%)| (4,395%)| (2,686%)| (1,611%)
3 64 320 1280 4480 14336 43008 122880 337920 901120}
(25,000%)| (31,250%)| (31,250%)| (27,344%)| (21,875%)| (16,406%)| (11,719%)| (8,057%)| (5,371%)
4 16 160| 960 4480 17920 64512 215040 675840 2027520
(6,250%)| (15,625%)| (23,438%)| (27,344%)| (27,344%)| (24,609%)| (20,508%)| (16,113%)| (12,085%)
5 32 384 2688 14336 64512 258048 946176| 3244032
(3,125%)| (9,375%)| (16,406%)| (21,875%)| (24,609%)| (24,609%)| (22,559%)| (19,336%)
6 64 896 7168 43008 215040 946176| 3784704
(1,563%)| (5,469%)| (10,938%)| (16,406%)| (20,508%)| (22,559%)| (22,559%)
7 128 2048 18432 122880 675840| 3244032
(0,781%)| (3,125%)| (7,031%)| (11,719%)| (16,113%)| (19,336%)
8 256 4608 46080 337920 2027520
(0,391%)| (1,758%)| (4,395%)| (8,057%)| (12,085%)
9 512 10240 112640 901120}
(0,195%)| (0,977%)| (2,686%)| (5,371%)
10 1024 22528 270336
(0,098%)| (0,537%)| (1,611%)
11 2048 49152,
(0,049%)| (0,293%)
4096
12 (0,024%)

Tabelle 4.6: Anzahl sowie prozentualer Anteil der Basissequenzen mit einem bestimmten absoluten
GC-Gehalt GC an allen Basissequenzen dieser Lédnge BaselLength.
GC-Gehalt und Schmelztemperatur der Sequenzen

Fur die Anzahl kompletter Sequenzen mit GC-Gehalt in einem bestimmten Bereich gelten die
selben Gleichungen wie oben, nur ist die BasissequenZBindarch die Sequenzlandi zu

ersetzen. Allerdings bertcksichtigt diese Gleichung nichtriguenessler Sequenzen.

Selbstverstandlich sollte der Benutzer auf eine konsistente Wahl der Werte achten. So kénnen
z. B. Sequenzen ungerader Lange ebensowenig einen GC-Gehalt von genau 50 % haben wie

Sequenzen, die aus Basissequenzen mit einem GC-Gehalt von 10 % bestehen.
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Die Wahl des Schmelztemperaturbereichs sollte nattirlich in einem realistischen Rahmen liegen,
insbesondere die Sequenzlange ist hier bereits ein mal3geblicher Faktor. Siehe hierzu auch

Kapitel 4.2.6.

Liegt die Sequenzlange in dem Bereich, in dermdigrest neighbeMethode zur Berechnung

der Schmelztemperatur verwendet wird, so bietet sich die gleichzeitige Wahl der Option
NoFraying an, da die verwendeten Werte fiir Entropie und Enthalpie auf Ziemte-
transition-Modell beruhen, d. h. es wird vereinfachend angenommen, daf} die DNA entweder
vollstandig einzel- oder vollstandig doppelstrangig vorliegt, Zwischenzustande sind ausge-
schlossen. In der Realitat kann man diese Modellvorstellung annédhern, indem man die Enden

der dsDNA durch ein GC-Basenpaar stabilisiert.

NoFraying

Die Wahl dieser Option sollte die Ausbeute nur unwesentlich einschranken, da nur die Enden
der Sequenzen auf GC-Basenpaare beschréankt werden. Allerdings sollte man beachten, daf3,
wenn man sowohl Variablen- als auch Terminalsequenzen mit dieser Option generiert, in den
Algomeren dann diese GC-Basenpaare (und evtl. sogar zwei gleiche Basen) nebeneinander zu
liegen kommen. Sollte aul3erdem die OptinGGG gewahlt worden sein, so kann der
Compiler hier ggf. scheitern, wenn er fiir viele Ubergange Basissequenzen mit genau zwei

aufeinanderfolgenden Guaninnucleotiden bendtigt.

Sinnvoll ist die Verwendung dieser Option nicht nur, um die Doppelstrange zu stabilisieren,
was vor allem fir die Terminalsequenzen interessant ist, sondern auch dadurch, daf3 die mit
Hilfe der nearest neighbeMethode approximierten Schmelztemperaturen fiir diese ,nicht-

ausfransenden” Sequenzen geringere Abweichungen von den realen Werten zeigen (s. 0.).

Maximale Homologie

Erzeugt der Generator nur eine Menge von Sequenzen, ohne die Verwendung in Algomeren zu
beachten, so laRt sich die maximale Homologie auf 0,5 senken, ohne nennenswafierEin

bei der Ausbeute zu erhalten. Allerdings steigt die benétigte Rechenzeit sehr stark an, zum
einen aufgrund der vielen teuren Homologie-Berechnungen, zum anderen weil es mit jeder neu
hinzugekommenen zu vergleichenden Sequenz fir die nachste zu erzeugende schwieriger wird,
noch die Homologie-Beschrankung gegeniiber allen bisher erzeugten Sequenzen zu erfillen,

wodurch das Backtracking immer langer suchen muf3, bis eine weitere Sequenz akzeptiert wird.

Im Rahmen der Verwendung im Compiler kommen noch andere Beschrankungen hinzu, so dal3

die Einschrankung der Homologie auf Werte unter 0,7 in Verbindung mit der Einschrankung
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des GC-Gehalts oder der Schmelztemperatur leicht zu Laufzeiten von mehreren Stunden flihren
kann. Anstatt diesen Parameter allzu restriktiv zu wahlen, sollte der Benutzer eher darauf
achten, daR die Sequenzlange deutlich gré3er ist als die Basissequenzlange, wodurch eine hohes

Maf anuniguenesgewahrleistet wird.

GroRe derviolation zone

Die Bereiche, in denen Verletzungen deniquenesstoleriert werden, weil sie ggf.
unvermeidlich sind, sollten natirlich mdglichst klein sein. Andererseits ist eben eine gewisse

MindestgroRe oft notwendig.

Angenommen, man hat mal dieselbe Basissequenz als Ausgangspunkt fir die Sequenz-
erzeugung durch ,Zusammenwachsen“. Dann hat man im besten Fall (jeder der vier moglichen
Nachfolgerknoten wird gleich oft gewdahlt) im nachsten Schritt vienp@en mit (durch-
schnittlich) jeweilsn/4 gleichen Basissequenzen. Fihrt man diese Betrachtung weiter, so muf3
man die Mehrfachverwendung gleicher Basissequenzen fiir mindésoeps) | Schritte

tolerieren.

Tatsachlich wird dieser Wert eher noch hoéher liegen, da eine vollige Gleichverteilung der
Nachfolger nicht sicher ist (auch wenn sie gleichverteilt gezogen werden), insbesondere dann
nicht, wenn bestimmte Nachfolger nicht zur Verfiigung stehen, weil sie bereits woanders

verwendet oder von vornherein ausgeschlossen wurden.

Ein Hochstwert flr diese Parameter ist prinzipiell nur durch die Sequenzldnge gegeben,
allerdings erscheint es sinnvoll, sie jeweils auf maxiBadeLength 1 zu beschranken (wenn
moglich). Somit ist die Verwendung der Basissequenzen, die mehrfach vorkommen dirfen, nur
auf die Ubergangsbereiche beschrénkt, die nachste Basissequenz ware bereits vollstandig in der
Zu erzeugenden Sequenz enthalten und wirde damit die Wahrscheinlichkeit fir
Fehlhybridisierungen bei der Bildung der Algomere oder bei der Ligation zu Logomeren

erhodhen.

4.2.6 Vorgeschlagene Vorgehensweise

Um zunachst eine Kombination von Sequenz- und Basissequenzlangen zu finden, die eine
ausreichende Ausbeute liefert, sollte man, ggf. nach Abschatzungen wie oben beschrieben,
zunichst einen Ubersetzungslauf mit moglichst wenig Einschrankungen durchfiihren. In einem
zweiten Schritt sollte man dann Einschrankungen wie GC-GeédaFraying und NoGGG

vornehmen.
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Ist dies erfolgreich, solite man in den beiden Ausgabedatéminbles.txt und
Terminals.txt nachsehen, in welchem Bereich sich die Schmelztemperaturen fir die
Sequenzen befinden. Diese sollten als Anhaltspunkte fiir die anschlieBende Einschréankung der

Schmelztemperaturbereiche betrachtet werden.

Wenn der Benutzer entsprechend viel Zeit hat, sollte er die Schmelztemperaturintervalle

zunéachst noch groRzugig wahlen und dann lGber einige Compilerlaufe immer weiter verkleinern.

Sollte die Ubersetzung scheitern, so kann man diesen Schritt zunéchst mit anderen Werten fiir
RandomSeedaviederholen, bevor man die Anspriiche an die Sequenzen wieder verringert,
indem man die Intervalle fir GC-Gehalt oder Schmelztemperatur vergro3ert oder die

Basissequenzlange erhoht.

Wenn man einen der anderen Parameter (NdEraying nachtraglich stringenter wahlt, so

ist es u. U. sinnvoll, die Schmelztemperaturbeschrankung zunachst wieder zu lockern.

4.2.7 Analyse der Algomere

Um festzustellen, welchen Umfang die ggf. tolerierten Verletzungenrniguenessatsachlich
haben, kann man die Algomere nach der Ubersetzung analysieren. Diese Funktion kann der
Benutzer natlrlich auch verwenden, um Algomere, die nicht mit dem Compiler erzeugt wurden,

Zu untersuchen.

Hierzu werden die oberen Strange der Algomere mit der Analysefunktion des Generators (s.
4.1.4) untersucht und die Ergebnisse in die DafgialyzeUniqueness.txt
geschrieben. Der zur Analyse verwendete Bereich von Basissequenzlangen ist frei wahlbar, die

der echten Terminale sollte aber sinnvollerweise enthalten sein.
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5 Beispiele

In diesem Kapitel werden einige Beispielgrammatiken und ihre Ubersetzungen in Algomere
vorgestellt. Es werden dabei nur diejenigen Parameter angegeben, die von den Default-Werten

abweichen.

Eine Parameterbelegung wird als ungeeignet betrachtet, wenn sie fiir keine der zehn
Belegungen fir RandomSeed au345, 54321, 98765, 4, 589129348, 346, 9182736, 667,

23, 361401} zu einer erfolgreichen Ubersetzung fiihrte. Ubersetzungsversuche, die (auf einem
Pentium 166 mit 32 MB Hauptspeicher) mehr als zehn Minuten dauerten, wurden aus
Zeitgriinden abgebrochen und flir gescheitert erklart. Langere Wartezeiten kdnnten hier

allerdings durchaus zu Erfolgen fiihren.

In den Ausgabedateiemerminals.txt und Variables.txt wurde folgendes

Ausgabeformat verwendet: Zeichen - Sequenz - Lange - GC-Gehalt - Schmelztemperatur.

5.1 Zufallszahlen

Die Grammatik zur Erzeugung von Zufallszahlen hat die Regelmenge
R={S—>sA/A—-0A A—> 1A A—¢€}

Gruppenspezifische Parameter:

Parameter Variablen echte Terminaje Starttermihal Endterniinal
SequencelLengthl 10 20 20 20
BaselLength 4 6 6 6

GCLower 0.5 0.5 0.5 0.5

GCUpper 0.5 0.5 0.5 0.5

TmLower 0 50 50 50

TmUpper 100 51 51 51

NoGGG true true true true

Allgemeine Parameter:

Parameter Wert

RandomSeed| 12345
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verwendete Restriktionsschnittstellen:

vor s: Hindlll AAGCTT wird im oberen und unteren Strang zwischen den Adeninen geschnit-
ten)

nach e: BamHIGGATCQCwird jeweils zwischen den Guaninen geschnitten)

Ausgaben:

Variables.txt
A aaatcgtcgg 10 0.500000  8.402902

Terminals.txt

Start terminator sequences

S acggcctatactagctctac 20 0.500000 50.535416
Elongator sequences

0 tacagagtccggtttggtga 20 0.500000 50.764376
1 cagatcgagtgtatgaggag 20 0.500000  50.100650
End terminator sequences

e ataacctcgttggaccacct 20 0.500000 50.375568

Algomers_ds.txt

S->sA

agcttacggcctatactagctctac
atgccggatatgatcgagatgtttagcagcc

A ->0A
aaatcgtcggtacagagtccggtttggtga
atgtctcaggccaaaccacttttagcagcc

A->1A
aaatcgtcggcagatcgagtgtatgaggag
gtctagctcacatactcctctttagcagcc

A->e
aaatcgtcggataacctcgttggaccacctg
tattggagcaacctggtggacctag

Bemerkungen:

Da fir diese Grammatik nur wenige Sequenzen nétig sind, konnten die Parameter recht
restriktiv gewahlt werden. Die Basissequenzlange fir Terminalsequenzen kann bei Verzicht auf
die Einschrankungen (bzw. bei Lockerung der Einschrankungen) fir GC-Gehalt und

Schmelztemperatur sogar auf 5 verringert werden.

Die Schmelztemperatur fir die Variablensequenzen wurde nicht explizit eingeschrénkt, da ihre
Lange in dem Bereich liegt, in dem die geschatzte Schmelztemperatur mit der Wallace-Methode

ermittelt wird und damit nur vom GC-Gehalt abhéngt.

Die Wahl der Option NoFraying lieR die Ubersetzung selbst oh@3®und bei Erweiterung

des Schmelztemperaturbereichs flr Terminalsequenzen auf 50 - 52 °C scheitern. Erst ein
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VergroRern der ViolationZone auf 2 erlaubte hier wieder erfolgreiche Ubersetzungen (z. B. mit
RandomSeed =98765). In der Ausgabe sind hier die dadurch toleriettaigueness

Verletzungen hervorgehoben.

Algomers_ds.txt

S->sA

agcttctctacgtgttagggactgg
agagatgcacaatccctgaccgtatccttac

A ->0A
catag gaatgc ttgctaactaaccggca tc
gaacgattgattggccgt aggtatc cttac

A-> 1A

catag gaatgc agagtttacgaggatct tc
gtctcaaatgctcctaga aggtatc cttac

A->e

cataggaatggcgcatttcttgccgtcgagg
cgcgtaaagaacggcagctccctag

Verzichtet man auf die Einschrankung der Schmelztemperatur und begniigt sich mit der
Festlegung des GC-Gehalts auf 50 % fiir alle Sequenzgruppen, so a3t sich der GC-Gehalt der
Basissequenzen auf 30 - 70 % einschréanken (z. B. Random32&d5,0hne NoFraying und

NoGGG). Eine Einschrankung auf 50 % fiihrte nicht zum Erfolg.

5.2 Bytes

Die Grammatik zur Erzeugung von Bytes hat die Regelmenge

R={S— sA,
A— 0B, A—> 1B,
B—> 0C, B— 1C,
C—-> 0D, C— 1D,
D —» 0OE, D— 1E,
E—> OF, E— 1F,
F—-> 0G, F- 1G,
G— 0OH, G- 1H,
H—->0l, H- 1]
| > e}

Gruppenspezifische Parameter:

Parameter Variablen echte Terminaje Starttermihal Endterniinal
SequencelLengthl 10 20 20 20
BaselLength 4 6 6 6

GCLower 0.5 0.5 0.5 0.5

GCUpper 0.5 0.5 0.5 0.5
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TmLower 0 50 50 50
TmUpper 100 51 51 51
NoFraying true true true true

Allgemeine Parameter:

Parameter Wert

RandomSeed 54321

ViolationZoneFront| 5

ViolationZoneEnd 5

verwendete Restriktionsschnittstellen:

vor s: Hindlll AAGCTT wird im oberen und unteren Strang zwischen den Adeninen geschnit-
ten)

nach e: BamHIGGATCQCwird jeweils zwischen den Guaninen geschnitten)

Ausgaben:

Variables.txt

A cggaaacatc 10 0.500000  8.402902
B cttttagccc 10 0.500000  8.402902
C ggagattacc 10 0.500000 8.402902
D ccgcaaatag 10 0.500000 8.402902
E cagagcatac 10 0.500000  8.402902
F cgtagaactg 10 0.500000  8.402902
G gacggttatc 10 0.500000  8.402902
H ctgaagtgac 10 0.500000  8.402902
I gtcttgtgtc 10 0.500000  8.402902

Terminals.txt

Start terminator sequences

S gtaattgagagcctgtcagc 20 0.500000 50.406172
Elongator sequences

0 goatttggcaacaacctgag 20 0.500000 50.033737
1 caaccaggattaagccatgc 20 0.500000 50.593991
End terminator sequences

e cgaaggttaagttttcgggg 20 0.500000 50.579711

Algomers_ds.txt

S->sA

agcttgtaattgagagcctgtcagc
acattaactctcggacagtcggcctttgtag

A ->0B

cggaaacatcggatttggcaacaacctgag
cctaaaccgttgttggactcgaaaatcggg
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A->1B
cggaaacatccaaccaggattaagccatge
gttggtcctaattcggtacggaaaatcggg

B ->0C
cttttagcccggatttggcaacaacctgag
cctaaaccgttgttggactccctctaatgg

B->1C
cttttagccccaaccaggattaagccatge
gttggtcctaattcggtacgcectctaatgg

C->0D
ggagattaccggatttggcaacaacctgag
cctaaaccgttgttggactcggcgtttatc

C->1D
ggagattacccaaccaggattaagccatgc
gttggtcctaattcggtacgggcgtttate

D -> 0OE
ccgcaaatagggatttggcaacaacctgag
cctaaaccgttgttggactcgtctcgtatg

D -> 1E
ccgcaaatagcaaccaggattaagccatge
gttggtcctaattcggtacggtctcgtatg

E -> OF
cagagcatacggatttggcaacaacctgag
cctaaaccgttgttggactcgcatcttgac

E->1F
cagagcataccaaccaggattaagccatgc
gttggtcctaattcggtacggcatcttgac

F->0G
cgtagaactgggatttggcaacaacctgag
cctaaaccgttgttggactcctgccaatag

F->1G
cgtagaactgcaaccaggattaagccatgc
gttggtcctaattcggtacgctgccaatag

G->0H
gacggttatcggatttggcaacaacctgag
cctaaaccgttgttggactcgacttcactg

G->1H
gacggttatccaaccaggattaagccatgc
gttggtcctaattcggtacggacttcactg

H -> 0l
ctgaagtgacggatttggcaacaacctgag
cctaaaccgttgttggactccagaacacag

H-> 1l
ctgaagtgaccaaccaggattaagccatgc
gttggtcctaattcggtacgcagaacacag
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| ->e

gtcttgtgtccgaaggttaagttttcggggg
gcttccaattcaaaagcccccctag

Bemerkungen:

Die Schmelztemperatur fiir die Variablensequenzen wurde wie bei den Zufallszahlen auch hier

nicht eingeschrankt, da sie nur vom GC-Gehalt abhangt.
Eine Verringerung der ViolationZone-Parameter fiihrte zu MiRerfblgen

Die Option NoGGG (u. a. zur Vermeidung der langen G-Sequenz im Algomer zur Regel |

e) fuhrte nur dann zu erfolgreichen Ubersetzungen, wenn man keine Einschrankung der
Schmelztemperaturen vornahm (aber mit 50 % GC-Gehalt fUr alle Sequenzgruppen). Der
relativ hohe Bedarf an Basissequenzen liel auch keine Einschrankung des GC-Gehalts der

Basissequenzen zu.

Die Verringerung von MaxHomologie auf Werte unter 0,8 fihrte zu zu langen Suchzeiten, die

Ausfiihrung wurde abgebrochen.

5.3 4-Byte-Worter

Die Regeln sind hier dieselben wie die fir die Byte-Grammatik. Die Parameter wurden
ebenfalls gleich gewahlt, nur daf? hier die Anzahl zu erzeugender Startterminale auf 4 erhéht

wurde.

Ausgabe:

Variables.txt

cggaaacatc 10 0.500000  8.402902
B cttttagccc 10 0.500000  8.402902
C ggagattacc 10 0.500000  8.402902
D ccgcaaatag 10 0.500000 8.402902
E cagagcatac 10 0.500000  8.402902
F
G
H
I

>

cgtagaactg 10 0.500000  8.402902
gacggttatc 10 0.500000  8.402902
ctgaagtgac 10 0.500000  8.402902
gtcttgtgtc 10 0.500000  8.402902

Terminals.txt

Start terminator sequences

S caacacatggagttacacgc 20 0.500000  50.208030
S gaaaaaattggactcggggc 20 0.500000 50.182982
S gctcctagaagtctacaagc 20 0.500000 50.116172
S cttctgccatacaactaggc 20 0.500000 50.337490

1s. Errata
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Elongator sequences

0 goatttggcaacaacctgag 20 0.500000 50.033737
1 caaccaggattaagccatgc 20 0.500000 50.593991
End terminator sequences

e cttgtttaatacaggggcgc 20 0.500000 50.869243
Bemerkungen:

Es gelten auch hier die Bemerkungen zur Byte-Grammatik. Wesentlicher Unterschied zu dieser

ist eine etwas langere Laufzeit bis zur erfolgreichen Ubersetzung.

Der Parameter MaxHomology konnte erfolgreich auf 0,8 gesenkt werden, weitere

Verringerungen flhrten zum Abbruch wegen zu langer Laufzeit.

5.4 Hamilton-Pfad-Problem (Adleman)

Der von Adlemari994 geldsten Instanz des HPP lag folgender Graph zugrunde:

v

Abbildung 5.1: Graph aus [Adleman94], der einzige Hamilton-Pfad von 0 nach 6 folgt der Numerie-
rung der Knoten.

Er hat 7 Knoten, 14 Kanten und genau einen Hamilton-Pfad von Knoten 0 nach Knoten 6:

0515253545556

Es folgt zunéchst eine kurze Analyse von Adlemans Sequenzen, dann werden einige Varianten
vorgestellt, das Problem mit einer regularen Grammatik zu beschreiben. Die dort nicht
angegebenen Parameter haben dabei die jeweiligen Default-Werte, als Restriktionsschnittstellen

wurden wieder Hindlll und BamHI verwendet (s. 0.).
Adlemans Sequenzen

Adleman wabhlte fir die Darstellung der Knoten zufallige Sequenzen der Lange 20 nt, deren
Halften alssticky enddflr die zu dem jeweiligen Knoten fiihrenden bzw. die von ihm weg-

fuhrenden Kanten dienten (s. 2.2.1). Distieky endsvaren:

Von 0 GGCTGACGATACATGCATAC
Nach 1ACGAGAGCGG
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Von1l CCTAGTGAAT

Nach 2AATATCAAAA

Von 2 TGAGGGGTTA

Nach 3CTAAAGGACA

Von3 CACGATAAGA

Nach 4GATGTTGTAC

Von 4 AAGACTAGAG

Nach 5GTCAAGCAGC

Von5 ACACGGCTGG

Nach 6 GGACTTCGAGCTAGTTAGAA

Die Sequenzen fur ,Von 0“ und ,Nach 6" wurden mit doppelter Lange gewahlt, da keine
Kante zu Knoten 0 fiihrt und keine Kante von Knoten 6 ausgeht und die einen Pfad darstellende
dsDNA-Sequenz hier dementsprechend ,glatte Enden“, d. h. Enden ohne stéitgreends

hat.

Bzgl. deruniquenesdatte Adleman mit seiner zufalligen Auswahl eine glickliche Hand. Die
sticky endssind bei einer Basissequenzlange vamigue bei einer Basissequenzlange von 6
kommt auch nur eine Basisseque®CGATA doppelt vor, eine weitereATGCAY ist

selbstkomplementar.

Bei der Konkatenation desticky endszu Knotensequenzen kommen bei Basissequenzldnge 6
nur eine weitere doppelt auftretende und eine weitere selbstkomplementéare Basissequenz hinzu.

Ab Basissequenzlange 7 sind auch diese Sequanizne

Durch die Bildung der Kantensequenzen ergibt sich nicht nur wiederum eine zusatzliche
selbstkomplementéare, sondern auch zwei weitere doppelt vorkommende Basissequenzen der
Lange 6. Diese beidamiquenesd/erletzungen entstehen durch die haufige Verwendung der
sticky ends,Nach 1“ bzw. ,Von 5. Da ,Nach 1" viermal verwendet wird und ,Von 5*

dreimal, erscheint eingolation zoneader Lange 1 tolerabel.

Auch die Homologie dersticky endsuntereinander und gegenlber ihren Komplementar-
sequenzen ist recht gut. Der Hochstwert liegt bei 0,6, die meisten Paare haben sogar Werte

unter 0,5.

Die Schmelztemperaturen sind allerdings eher schlecht gewahlt. Der GC-Gektittkgeends
liegt zwischen 10 und 70 %, die mit dezarest neighbeMethode approximierten Schmelz-
temperaturen liegen zwischen 43 und 70 °C fur die Sequenzen der Lange 10. ,Von 0“ und

.Nach 6" haben sogar Schmelztemperaturen von ca. 82 °C.
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Weiterhin sind die Sequenzen nicht gedeaying geschiitzt. An einer Stelle treten vier

Guaninbasen hintereinander auf.
Knoten als Teminale

Wahlt man die Knoten des Graphen als Terminale der Grammatik und die Kanten als
Variablen, so erhélt man eine sehr groRe Regelmenge, da man fiir jedes Paar von ankommender
und ausgehender Kante eine eigene Regel bendtigt. Dies sind beim Beispielgraphen 32 Regeln

(incl. Start- und Endregel).

Mit den Parametern

Parameter Variablen echte Terminaje Starttermihal Endterniinal
SequencelLengthl 10 20 20 20
BaselLength 5 6 6 6

und keinen weitere Einschrankungen waren bereits ViolationZone-Langen von 5 nétig, um eine
erfolgreiche Ubersetzung zu erreichen. Dieser Ansatz wurde zugunsten geschickterer

Kodierungen mit kleineren Regelmengen verworfen.
Alle Kanten als ein Terminal

Stellt man die Kanten durch Terminale dar, so erhalt man deutlich weniger Regeln. Da eine
Identifikation der Kanten nicht mehr notwendig ist, sondern es nur auf die Reihenfolge der
Variablen (der Knoten) ankommt, welche die ,aktiven* Elementsalftrassemblgind, geniligt

es, ein Terminal fir alle Kanten zu verwenden.

Da diese Terminalsequenz allerdings der Mittelteil fur 14 Algomere ist, gibt es viele
notwendigeuniquenesd/erletzungen. Daher mufdten auch hier die ViolationZone-Parameter

auf 5 gesetzt werden, damit die Ubersetzung erfolgreich sein konnte.

Die Basissequenzldnge fiir Variablen lieR sich auf 4 senken. Die Basissequenzlange fir
Terminale hatte man ebenfalls senken kénnen, was aber angesichts dewigdiaen zones

nicht sinnvoll erscheint.
Ein Terminal pro Kante

Bekommt jede Kante (und damit jede Regel) ein eigenes Terminal zugewiesen, so ist eine

Ubersetzung mit den Parametern

Parameter Variablen echte Terminaje Starttermihal Endterniinal
SequencelLengthl 10 20 20 20
BaselLength 4 6 6 6
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auch bei striktem Verbot von Verletzungen (ViolationZoneFront = ViolationZoneEnd = 0)

erfolgreich.

Eine Einschrankung des GC-Gehalts der Sequenzen auf 50 % hatte keinen Erfolg (die Laufe
wurden wegen zu langer Laufzeit abgebrochen). Dies gilt auch, wenn diese Einschrankung nur
fur die echten Terminale gemacht wird. Erst, wenn die Langevialation zonesuf 1 erhéht

wird, gelingt die Ubersetzung (dann auch in deutlich unter einer Minute). Dabei ist z. B. fur
RandomSeed =12345 die einzige wirklich erfolgte Verletzung die hier hervorgehobene

dreifache Verwendung einer Basissequenz:

5->11
ttgtg atgccg ctcagtgctccatcagata
cgagtcacgaggtagtctataatcatcccg

5->m2
ttgtg atgccg atctagtcggagagtcgaa
ctagatcagcctctcagctttgtaaggggt

5->n6
ttgtg atgccg tcatggacggtgacatgat

cagtacctgccactgtactatcggtgacat
Der MiRerfolg bei Einschrankung des GC-Gehalts ist bemerkenswert, da der Generator ohne
die Verwendung der Sequenzen in einer Grammatik mit den gewahlten Langen problemlos ca.
100 Sequenzen mit einem GC-Gehalh 50 % erzeugen kann. Dald er hier bei 14 Sequenzen
bereits scheitert, bzw. sehr lange fur die Erzeugung braucht, verdeutlicht, daR die durch die
einrahmenden Variablensequenzen und die Ubergange zu diesen entstehende Randbedingung
stark beschrankend wirkt. Dies zeigt einerseits, wie wichtig es ist, die Bildung von korrekten
Ubergéangen in der Konstruktion der Sequenzen zu integrieren, andererseits aber auch die

Notwendigkeit, ggf. Zugestandnisse zu machen.

Besteht man darauf, daf3 ViolationeZoneFront = ViolationZoneEnd = 0 gilt, so laft sich der

GC-Gehalt der Variablen auf 50 %, der der Terminale auf 45 - 55 % beschranken. Eine
Einschrankung der Schmelztemperaturen der Terminale auf einen Bereich von 2 °C (z. B. 51 -
53 °C) erfordert allerdings wieder eine Erweiterung\detation zonesauf 1, eine Wahl der

Schmelztemperaturen von 51,5 - 52,5 °C sogar eine Lockerung der GC-Gehalt-Einschrankung.
Ein Terminal pro linker Variable

Ein Kompromif3 zwischen den vorigen beiden Ansétzen ist die Wahl von einem Terminal fiir
jeden Knoten, von dem eine Kante ausgeht. Dadurch benétigt man einerseits weniger
Sequenzen als in der zweiten Variante (6 statt 14), erzwingt andererseits nicht soviele

uniquenesaferletzungen wie in der ersten Variante.
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Tatsachlich war auch hier eine Wahl der ViolationZone-Langen von 5 notwendig, allerdings
wurden weniger Verletzungen begangen als in der ersten Variante, der gleich groRe Toleranz-

rahmen wurde also weniger ausgescHopft

Alle Sequenzen lieRen sich auf einen GC-Gehalt von 50 % und die Terminalsequenzen auf eine
Schmelztemperatur von 50 - 52 °C einschranken. Eine engere Einschrankung der Schmelztem-
peraturen war nicht erfolgreich, ebenso die Wahl der Option NoFraying flir die Terminale ohne

VergréRerung des Schmelztemperaturintervalls.
Vergleich: zufallige versus gezielt konstruierte Sequenzen

Wie gezeigt wurde, kann mit einer geschickt gewahlten Grammatik (Kanten als Terminale, ein
Terminal fir jede Kante) nicht nur eine ebenso gutigjuenessrzeugt werden wie mit der
Adleman’schen Kodierung, es ist auch sicher zu erwarten, dafd bei grolReren Instanzen die
Sequenzen des Compilers den zufallig gewahlten berlegen sein werden. Desweiteren konnten

GC-Gehalt und Schmelztemperatur durch den Compiler wesentlich scharfer begrenzt werden.

Allerdings zeigen die Ergebnisse der anderen Grammatik-Varianten, daf3 die Wahl der Regeln
sehr entscheidend fir die Qualitdt der Algomere ist. Hier z. B. hat erst die - von der reinen
Darstellung eines Graphen aus betrachtet redundante - VergréRerung der Terminalmenge eine
Erzeugung von sehr guten Sequenzen ermdglicht. Bei gréReren Graphen miifite hier allerdings

auch ein Kompromil3 bzgl. der Grof3e der Terminalmenge gefunden werden.

1s. Errata
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6 Diskussion und Ausblick

6.1 Diskussion

Es wurde gezeigt, dal? der entwickelte DNA-Sequenz-Compiler in verschiedenen Anwendungen
des DNA-Computing zum Einsatz kommt. Dabei wird jedoch nicht das klassische Konzept
eines Compilers verfolgt, der wie z. B. bei Amos et al. einen Programmiersprachen-Quelltext in
einen DNA-,Maschinencode“ (der einen NAND-Gatter-Schaltkreis reprasentiert) Ubersetzen
soll, der anschlieBend mit den in 2.1.2 und 2.2 vorgestellten Operationen schrittweise von
einem Prozessor (z. B. einem Labortechniker) verarbeitet wird [Amos98]. Die Programmierung
liegt viel mehr in der Erzeugung der Algomere mit bestimraterky endswéahrend der damit
programmierte Ablauf in der Ligation deslf-assemblgtattfindet, also in einem Schritt, der

die hohe Parallelitat dedurch DNA ausgefiihrten Berechnung ausnutzt, ohne dem DNA-

Computing das Rechenkonzept Silizium-basierter Rechner aufzuzwingen.

Allerdings laBt sich daself assemblyincl. Programmierung und Ubersetzung auch als
Teilprogramm oder Unterroutine einer grofReren DNA-Computing-Anwendung einsetzen.
Insbesondere wurden verschiedene Verwendungsmaoglichkeiten der Logomere auf3erhalb der
klassischen DNA-Computing-Modelle aufgezeigt, aber auch ihr Einsatz bei der Losung von

Suchproblemen wie dem HPP.

Da das HPP NP-vollstandig ist, also jedes NP-Problem auf das HPP reduziert werden kann, ist
es also (zumindest theoretisch) moglich, das programmsatfeassemblywerfahren zur

Ldsung beliebiger NP-Probleme zu verwenden.

Doch auch, wenn eine solche Reduktion des Problems i. a. keine Reduktion des zur Ldsung
(bzw. Approximation der Losung) notigen Aufwands bedeutet, kann doch sicherlich das
programmierteself-assemblyin vielen Fallen ein sinnvolles Initialisierungswerkzeug sein,
sowohl weil sich bei geschickter Wahl der Grammatik der Suchraum einschranken laRt, als
auch weil die mit dem DNA-Sequenz-Compiler erzeugten Sequenzen mit dem Ziel der

Minimierung von Fehlern in DNA-Computing-Operationen konstruiert werden.

Ein Problem ist die Abdeckung des Ldosungsraums, d. h. die Beantwortung der Frage, wieviel
DNA-Sequenzen man benétigt, um mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit alle mdglichen

Ausdriicke in der Initialmenge enthalten zu haben. Werden Grammatiken Ubersetzt, deren
Ausdrticke beliebig lang sein kénnen, so kann selbstverstandlich nicht die gesamte Sprache der
Grammatik in Logomeren erzeugt werden. Selbst endliche, aber lange Logomere kbnnen

unwahrscheinlich werden, dies kann man aber zu einem gewissen Grad durch ein geschickt
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gewahltes Mengenverhaltnis von Terminatoren zu Elongatoren sowie durch die spatere
Hinzugabe der Terminatoren zu den z. T. bereits ligierten Elongatoren ausgleichen. Auch bei
Grammatiken, die eine endliche Sprache mit Ausdriicken relativ kurzer aber verschiedener
Lange erzeugen, laft sich die Menge an zu verwendender DNA nicht so einfach abschatzen wie
im Falle von gleich langen Sequenzen, wo sich die Abschatzung awbdpen-collector

Problem reduzieren a3t [Maley98].

In vielen Anwendungen geniigt jedoch die Beschrankung auf Grammatiken mit Ausdriicken
fester Lange, diese sind theoretisch wie praktisch leichter zu handhaben. Fir andere Falle
miissen Untersuchungen zeigen, wie weit man mit Anderungen und Verfeinerungaif-des

assembhWerfahrens eine Abdeckung des zu betrachtenden Lésungsraums gewahrleisten kann.

6.2 Ausblick

Der Bereich des DNA-Computing steckt noch in den Kinderschuhen. Es wird noch reichlich
Forschung, vor allem auch die praktische Umsetzung von Modellen im Labor, erfordern, um
dieses neue Konzept der Informationsverarbeitung wirklich nutzbar zu machen. Aber auch in
dem Teilbereich des DNA-Computing, in dem das programmsetfeassemblynd damit der

DNA-Sequenz-Compiler zur Anwendung kommt, gibt es noch viele Ansatzpunkte flir weitere

Entwicklungen.

Eine interessante Alternative zu dem in dieser Arbeit vorgestellten Verfahren zur Erzeugung
von DNA-Sequenzen, an die verschiedene Anforderungen gestellt werden, bieten die
Evolutionaren Algorithmen. In diesen der natlrlichen Evolution nachempfundenen Verfahren
stehen Losungskandidaten fir ein Problem miteinander in Konkurrenz. Wahrend schlechtere
Ldsungen aussterben, konnen die besseren Uberleben und sich vermehren, wobei die
Nachkommen leichte Anderungen gegeniiber den Eltern aufweisen, um so den Lésungsraum

weiter zu durchsuchen.

Denkbar ist die Verwendung eines Evolutionaren Algorithmus im Generator, wobei die Giite
(die sog.Fitneld der Lésungskandidaten (die hier Mengen von Sequenzen waren) sich aus der
uniquenessind der Einhaltung von Schmelztemperaturen errechnen wirde. Auch die unter den
Compilerstrategien vorgestellten Anforderungen an die Sequenzen, die lUber die Generierung
einer Menge von Segquenzen hinausgehen, lieBen sich ggf. in diese FitnelBberechnung mit
einbeziehen. Es lieRe sich so evtl. die Ausbeute des Generators, vor allem aber auch die
Laufzeit verbessern. Im Rahmen dieser Arbeit wurden bereits Versuche hierzu unternommen,

die jedoch aus Zeitgriinden zugunsten des Niehaus-Verfahrens wieder verworfen wurden.
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Auch der hier verwendete Sequenzgenerator lafdt sich noch erweitern. Denkbar ist z. B. eine Art
~Feinregulierung” der Schmelztemperatur von bestimmten Sequenzen, die aus Griinden der
uniquenessviinschenswert sind, aber nicht die gewiinschte Schmelztemperatur besitzen. Eine
Mdglichkeit ist hierzu die Permutation der vier Basen, dieudiguenessier Sequenzen nicht
beeintrachtigt [Seeman83, Seeman90], sehr wohl aber ihre Schmelztemperatur. Eine andere
Mdglichkeit, die allerdings die anschlieBende Synthetisierung der Oligonucleotide erschwert
und mdglicherweise nicht effizient zu berechnen ist, ist die gezielte Ersetzung von bestimmten
DNA-Nucleotiden gegen RNA-Nucleotide [Hoheisel96].

Neben der Schmelztemperatur kann es auch noch von Interesse seiypiiifsierungs-
kinetik zu bertcksichtigen, d. h. auch das zeitliche Verhalten der DNA-Sequienz&no

schon im Vorfeld wahrend der Generierung zu bestimmen.

Um dem Problem der Homologie bei dem hier gewahireguenes®egriff zu begegnen, kann
man zur Sequenzerzeugung die Menge der zu verwendenden Basissequenzen auf eine
Teilmenge beschréanken, deren Basissequenzen einen bestimmten minimalen Hamming-Abstand

(oder eine H-Distanz) untereinander aufweisen.

Eine andere, im Hinblick auf Anwendungsmdglichkeiten sinnvolle Erweiterung ist die
Mdglichkeit zum Einfligen bestimmter Subsequenzen in die Algomere unter Berlicksichtigung
der uniquenessDies koénnen z. Bstop codonssein, die ein Auslesen und Verarbeiten der
DNA-Informationenin vivo abbrechen und die Sequenzen somit auch in biologischen Systemen
unbedenklich machen. Andere, fiir Anwendungenvitro interessante Subsequenzen sind

Restriktionsschnittstellen und Proteinbindungsstellen.

Um die Benutzerfreundlichkeit des Compilers zu erhdhen, sollte der Benutzer bei der
Parameterwahl unterstiitzt werden. So sollte er z. B. bei der Wahl von wenig sinnvollen
Parametern gewarnt werden. Denkbar ist auch eine Hilfsfunktion, die eine geeignete Parameter-

wahl vorschlagt oder die in 4.2.6 beschriebene Vorgehensweise automatisiert.

Hierzu missen auch noch weitere Untersuchungen tber die Auswirkungen der Parameterwabhl

gemacht werden, insbesondere praktische.

Weitere mogliche Erweiterungen der Implementierung umfassen eine Online-Hilfenudine
threadingArchitektur sowie eine Portierung der Software auf andere Plattformen, z. B. UNIX

oder Apple Macintosh.

Das programmierte (linearsglf-assemblgollte in grofRerem Umfang theoretisch wie praktisch
untersucht werden. Speziell das Ausmafd der Auswirkungen der tolerigntigneness

Verletzungen auf das Hybridisierungsverhalten und das Problem der vollstandigen Abdeckung
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eines Losungsraums fiir Suchprobleme sind Aspekte, in denen praktische Erfahrung und / oder

theoretische Abschéatzungen nétig sind.

Eine Erweiterung im groReren MaRstab wére die Ubersetzung von allgemeineren Grammatiken,
die damit auch nichtlineareself-assemblyrmdglichen wirde, wozu man aber die Form der
Algomere entsprechend anpassen mifdte. Lalt man z. B. Verzweigungen jiDotiens

und hairpin loops zu, so lassen sich Grammatiken vom Typ Chomsky-2 darstellen,
kompliziertere, zweidimensionale DNA-Strukturen erlauben angeblich sogar universelle
Berechnungen [Winfree96]. Hier sind auch noch Anwendungen fiir die so hergestellten DNA-

Strukturen zu finden, insbesondere geeignete Verfahren zum Auslesen.

Eine sicherlich lohnenswerte Anstrengung ist schlielich der Versuch, sich von der durch die
Wirkungsweise von Transistoren als Schalter gepragte Sicht der Informationsverarbeitung zu
I6sen. Anstatt zu versuchen, Rechenkonzepte von Silizium-basierten Computern in DNA
umzusetzen, kann man das der DNA eigene Verhalten und ihre Eigenschaften direkter nutzen,

wie in dieser Arbeit gezeigt wurde.
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8 Anhang

8.1 Dokumentation

8.1.1 Allgemeines

Fur die Entwicklung des DNA-Sequenz-Compilers wurde ein objekt-orientierter Ansatz
gewahlt. Der Compiler wurde auf einem PC unter MS Windows 95 entwickelt, unter
Benutzung von MS Visual C++ und MS Visual SourceSafe. Verwendet wurde aul3erdem die

Klassenbibliothek SYSTEMS von Hilmar Rauhe.

Die Module SYSUniqueDNAGen und SYSDNACompiler sind gemall des Konzepts der
Bibliothek SYSTEMS plattformunabhangig geschrieben, eine Portierung auf andere Platt-
formen wirde also nur eine Portierung der grundlegenden Klassen von SYSTEMS erfordern.

Alleine die Benutzeroberflache und deren Module sind spezifisch fir MS Windows.

8.1.2 Module

Neben den Windows- und MFC(Microsoft Foundation Classes)-spezifischen Modulen fir die
Oberflaiche und denen der Klassenbibliothek SYSTEMS von Hilmar Rauhe sind die

wichtigsten Module die folgenden:

8.1.2.1 SYSssDNA

Diese Objektklasse kapselt einstréangige DNA-Sequenzen in Form von Zeichenketten, wobei

nur A, a, C, ¢, G, g, T und t legale Zeichen sind.

Die wichtigste im Rahmen dieser Arbeit vorgenommene Erweiterung dieser zu SYSTEMS
gehorenden Klasse ist die FunktideltingTemperature(), mit der wie in 4.1.3.1 beschrieben

die Schmelztemperatur der Sequenz approximiert wird.

8.1.2.2 SYSUniqueDNAGen

Diese Objektklasse stellt den Sequenzgenerator dar. Die wichtigsten Funktionen sind:

GenerateDNA()

Mit dieser Funktion kann man eine Menge von DNA-Sequenzen erzeugen, wobei die

uniquenes$m Sinne der hdchstens einmal zu verwendenden Basissequenzen beachtet wird. Es
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gibt zwei Uberladungen dieser Funktion, die jeweils auch durch den Funktionaloperator des

Objekts aufgerufen werden kénnen, da sie anhand ihrer Parameterlisten unterscheidbar sind.

Die erste bekommt als Parameter die Lange der zu erzeugenden Sequenzen, die
Basissequenzlange sowie optional eine maximale Anzahl zu erzeugender Sequenzen lbergeben.

Sie generiert die Sequenzen nach dem Niehaus-Verfahren wie in 4.1.2 beschrieben.

Die zweite Uberladung erlaubt die Erzeugung von Sequenzen verschiedener Lange, fiir die ggf.
auch verschiedene Basissequenzlangen verwendet werden. Die Langen von Sequenzen und
Basissequenzen werden in Form von Vektoren als Parameter libergeben. AuRerdem werden in
dieser Uberladung Einschrankungen bzgl. GC-Gehalt, Schmelztemperatur und Homologie

berlcksichtigt.

Ruckgabewert sind jeweils die Anzahl der erzeugten Sequenzen.

CommonExtension()

Diese Funktion erzeugt Sequenzen, indem Liucken zwischen einrahmenden Sequenzen
aufgefiillt werden. Insbesondere beachtet werden dabei die Basissequenzen der Ubergange
zwischen den Rahmensequenzen und der Extension, mehrere Rahmensequenzenpaare pro
Extension, die parallele Erzeugung mehrerer Extensionen, die ggf. zu tolerierenden
spaltenweisenuniquenesd/erletzungen und die Beachtung vorgegebener Extensionen (s.
4.2.4.1).

Die Parameter dieser Funktion sind neben den Rahmensequenzen die Lange der zu erzeugenden
Extensionen, die Basissequenzlange sowie die Langetotksion zonesin denen die spalten-

weiseuniquenesd/erletzung toleriert werden soll.

Ruckgabewert ist die Anzahl der erzeugten Extensionen.

AnalyzeUniqueness()

Um die uniquenessvon Sequenzen zu analysieren, extrahiert diese Funktion fir jede
Basissequenzlange in einem bestimmten Bereich alle Basissequenzen dieser Lange aus den
Sequenzen und gibt diese mit Haufigkeit und Position(en) ihres Vorkommens in eine Datei

AnalyzeUnigueness.txt aus.

Parameter dieser Funktion sind obere und untere Grenze der Basissequenzlangen.

8.1.2.3 SYSDNACompiler

Diese Obijektklasse enthalt den DNA-Sequenz-Compiler. Die wichtigsten Funktionen sind die

folgenden:
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CheckRules()

Diese Funktion Uberpriift die als Parameter tibergebene Regelmenge, ob sie korrekt ist, d. h. ob
alle Regeln regular sind, es mindestens eine Start- und eine Endregel gibt usw. Sie wird bei
einer Ubersetzung vdParseRules()aufgerufen, kann aber auch direkt verwendet werden. Zur

Korrektheit der Regeln siehe auch 3.1 und 4.2.1.1.

Der Boole'sche Riickgabewert ist TRUE, wenn die Regelmenge korrekt ist, FALSE sonst.

ParseRules()

Diese Funktion ruft zunachgEheckRules() auf. Falls dort keine Fehler gefunden werden,
extrahiert sie aus den Regeln Terminal- und Variablenmenge. Sie wird bei einer Ubersetzung

von Compile() aufgerufen.

Als Parameter bekommt sie die Regelmenge Ubergeben. Der Riickgabewert entspricht dem von

CheckRules()

Compile()
Dies ist die eigentliche Ubersetzungsfunktion. Sie kann auch durch den Funktionaloperator des

Objekts aufgerufen werden.

Nach einem Aufruf vorParseRules()werden zunachst die Uberhangsequenzen (i. a. Restrik-

tionsschnittstellen) sowie die wiederzuverwendenden Terminal- und Variablensequenzen zur
Menge der kompatiblen Sequenzen hinzugefuigt. Anschlieend werden die Funktionen zur
Generierung der Terminal- und Variablensequenzen gemafRl den in 4.2.4 beschriebenen
Strategien aufgerufen. Zuletzt werden aus den Sequenzen die Algomere gebildet und die

Ausgabedateien geschrieben.

Als Parameter werden die zu Ubersetzende Regeln, Referenzen der Sequenzmengen fiir obere

und untere Strange der Algomere sowie die gewlinschte Form der Algomere Uibergeben.

Der Riickgabewert ist FALSE, wenn ein bei der Ubersetzung ein Fehler aufgetreten ist, TRUE
sonst. AuBerdem befinden sich in den Sequenzmengen, deren Referenzen tbergeben wurden,
die Einzelstrange der Algomere in der Reihenfolge der Regeln, die sie reprasentieren. Falls
mehrere Start- oder Endterminale erzeugt wurden, wurden entsprechend viele Kopien der Start-

bzw. Endregeln zur Regelmenge hinzugefligt.

GenerateFreeXxx(), GenerateMatchingXxxx()

Das Xxxx dient als Platzhalter fir die Zeichenketiariables, Terminals, StartTerminals

undEndTerminals.
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Diese Funktionen generieren die Sequenzen der verschiedenen Gruppen. BeiMizchinig
bezeichneten Funktionen werden hierbei die Sequenzen der jeweils anderen Gruppe als
Rahmensequenzen aB®YSUniqueDNAGen::CommonExtension() Ubergeben und die zu

erzeugenden Sequenzen als Extensionen generiert.

GenerateFreeVariables()und GenerateFreeTerminals() verwenden die zweite Uberladung
von SYSUniqueDNAGen::GenerateDNA() da hier keine Ubergénge zu bereits generierten
Sequenzen beachtete werden musSemerateFreeStartTerminals()und GenerateFreeEnd-
Terminals() verwenden wiederumSYSUniqueDNAGen::CommonExtension() da die

Ubergéange zu den Uberhangsequenzen beachtet werden miissen.

Zu den Besonderheiten der Generierung siehe 4.2.4.1, zur Reihenfolge der Aufrufe durch

Compile() siehe 4.2.4.2.

Als Parameter wird ein intern verwendeter Index der zuletzt hinzugekommenen Sequenzen in
der Menge der kompatiblen Sequenzen tbergeben, dMattihing bezeichneten Funktionen

bekommen aulRerdem noch die Regelmenge.

Der Riickgabewert ist TRUE, falls genug Sequenzen generiert werden konnten, FALSE sonst.

AnalyzeUniqueness()

Um zu analysieren, in welchem Umfang tatsachlich bei der Ubersetzung toleniepieness
Verletzungen aufgetreten sind, ruft diese Funkti®@YSUniqueDNAGen::Analyze-
Uniqueness() auf. Dabei werden die oberen Strange der Algomere als zu analysierende
Sequenzmenge Ubergeben. Die Ergebnisse werden in dieADatgzeUniqueness.txt

geschrieben (s. 0.).

8.1.3 Die Benutzeroberflache

Der Compiler wird lGber Meniis gesteuert. Abbildung 8.1 zeigt das Hauptfenster mit der
Menuleiste und der Werkzeugleiste. Letztere bietet schnelleren Zugriff auf einige MenU-
eintrage. Z. Z. sind nur die Menis ,File*, ,Rules”, ,Input Sequences* und ,Compiler* von

Bedeutung, die Menus ,Edit, ,View", ,Window" und ,Help“ haben noch keine Funktion.
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p’-} DMA Sequence Compiler - DNASeql
File Edit ¥iew Window Help Bules |nput Sequence

D@ 3=e] 8]2] X

EE'DNASeql

R eady

Abbildung 8.1: Das Hauptfenster der Benutzeroberflache.

8.1.3.1 Das Menu ,Files”

Open
Offnet einen Dateiauswahldialog, um eine Datei mit Compiler-Eingaben zu laden. Diese ist
eine Textdatei mit der Endundsc , die i. a. zuvor mit dem Menueintrag ,Save" geschrieben

wurde. In ihr befinden sich sowohl die Regeln als auch die verschiedenen Eingabesequenzen

und die Compileroptionen.

Save

Offnet einen Dateiauswahldialog, um die Regeln, die Eingabesequenzen sowie die Compiler-

optionen in eine Textdatei mit der Endudgc zu schreiben.
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8.1.3.2 Das Meni ,Rules*

,&T_,:p DMA Sequence Compiler - DHASeql

File Edit “iew Window Help BEPER |nput Sequences  Compiler

SECEEE

LCheck

| | e
WIDNASeql Lo I

| Save..

Abbildung 8.2: Das MenU ,Rules".

Edit

Offnet ein Dialogfenster, in dem die Regelmenge der regularen Grammatik eingegeben werden

kann.
Rules set [regular grammar]

Current rules zet:
S oah - Mew rule to add:
A > 0B — i
B 1B =
B - 0C
T Add rule
C-» 0D Bemove rule
C->1D0 \6 -
D-»0E Clear miles set
D-»1E i
E i 'IDE Check nules set |
F - 0G
F-»1G Load...
G-»0H o ——————
G->1H Save...
H->0l - -
H->1l . |
. ;I Dptiong. ..

] I Cancel |

Abbildung 8.3: Dialog zur Eingabe der Regelmenge
In der Liste auf der linken Seite wird die aktuelle Regelmenge angezeigt.

In den beiden Textfeldern oben rechts kann eine neue Regel eingegeben werden, nach linker und
rechter Seite der Regel getrennt. Mit dem Taster ,Add rule* wird die Regel in die Liste
Ubernommen. Ist dort bereits ein Eintrag ausgewahlt (hervorgehoben), so wird die neue Regel
vor diesem Eintrag eingefligt. Ist kein Eintrag ausgewahlt, so wird die Regel an das Ende der

Liste angehangt.

Mit dem Taster ,Remove rule* wird eine in der Liste ausgewahlte Regel entfernt. Mit ,Clear

rules set” wird die gesamte Liste geldscht.
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Durch Betétigen des Tasters ,Check rules set* kann der Benutzer durch Aufruf von
SYSDNACompiler::CheckRules() Uberpriifen, ob die in der Liste gezeigte Regelmenge

korrekt ist.

Der Taster ,Load" 6ffnet einen Dateiauswahldialog, um Regeln aus einer Textdatei zu laden.
Dabei geht die aktuelle Regelmenge verloren. Mit dem Taster ,Save* schreibt man die Regeln

der Liste in eine Textdatei, die ebenfalls mit einem Dateiauswabhldialog anzugeben ist.

Mit dem Taster ,,Options” 6ffnet man ein weiters Dialogfenster, in dem man die Optionen zur
Regelmenge einstellen kann. Hier sind die Zeichen fiir Startvariable sowie Start- und End-

terminal auszuwahlen. Die Voreinstellung ist S, s und e.

Mit ,OK* werden die gemachten Anderungen ibernommen und der Dialog geschlossen.

,Cancel" schlief3t den Dialog, ohne die Anderungen zu ibernehmen.

Check

Durch diesen Menieintrag wir@dYSDNACompiler::CheckRules() aufgerufen, um die

aktuelle Regelmenge auf Korrektheit zu tGberpriifen.

Load

Dieser Menteintrag 6ffnet einen Dateiauswahldialog, um eine Regelmenge aus einer Textdatei

zu laden.

Save

Dieser Menueintrag schreibt die aktuelle Regelmenge in eine Textdatei, die zuvor mit einem

Dateiauswahldialog ausgewahlt wird.

8.1.3.3 Das Meni ,Input Sequences*

;T_._-r DMA Sequence Compiler - DNASeql

File Edit “iew ‘wWindow Help Bule: Ri0@=ai=ate=t-0 Compiler

Dll:iwlnl .;'f'o || El gl ? | Bestriction Sites. ..

Campatible...

B DNASeql Reuze Terminals...
| Reuse Yanables. ..

Abbildung 8.4: Das Menu ,Input Sequences”.

Restriction sites

Dieser Menieintrag offnet ein Dialogfenster, in dem die Restriktionsschnittstellen (bzw.

sonstige Uberhangsequenzen) fiir die Terminatoren eingegeben werden kénnen.
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Restriction sites

- Start restriction sites
aagctt 15 Mew zite to add: [zequence w_cut [_cut]

| [|
Add zite |

Clear list |

— End restriction sites

ggatcc 15 Mew site to add: [sequence u_cut |_cut]
| =l
Add zite |
Remove site | Clear ligt |

Impart... | ak. |
Expart. . | Cancel |

Abbildung 8.5: Dialog zur Eingabe der Restriktionsschnittstellen.

Es gibt jeweils flr Start- und Endterminatoren einen eigenen Eingabebereich. In diesen ist links
jeweils eine Liste mit den aktuellen Restriktionsschnittstellen. Angezeigt wird jeweils der obere
Strang sowie die Positionen, an denen der obere und der untere Strang geschnitten werden,

gezahlt von 5'-Ende des oberen Strangs aus.

Im Textfeld rechts oben kann eine neue Restriktionsschnittstelle eingegeben werden. Dabei ist
die gleiche Formatierung zu verwenden wie bei der Anzeige in der Liste. Mit dem Taster ,Add
site” wird die eingegebene Restriktionsschnittstelle in die Liste Gibernommen. Ist ein Eintrag in
der Liste ausgewahlt, wird der neue Eintrag vor diesem eingefligt. Ist kein Eintrag ausgewabhit,

wird der neue ans Ende der Liste angehangt.

Mit dem Taster ,Remove site* wird ein vorher ausgewahlter Eintrag aus der Liste entfernt.

.Clear list" I6scht die gesamte Liste.

Der Taster ,Import* 6ffnet einen Dateiauswahldialog, um Restriktionsschnittstellen (fir Start-
und Endterminatoren) aus einer Textdatei zu laden. Dabei geht die aktuelle Liste verloren. Mit
dem Taster ,Export* werden die Eintrage der beiden Listen in eine Textdatei geschrieben, die

mit einem Dateiauswahldialog auszuwahlen ist.

Mit ,OK“ werden die gemachten Anderungen {bernommen und der Dialog geschlossen.

,Cancel" schlief3t den Dialog, ohne die Anderungen zu ibernehmen.
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Compatible

Dieser MenUeintrag 6ffnet ein Dialogfenster, in dem die Sequenzen eingegeben werden kdnnen,
zu denen die neuen, zu erzeugenden kompatibel sein sollen, d. h. die Basissequenzen dieser
Sequenzen (und deren Komplementarsequenzen) dirfen nicht zur Erzeugung der Algomere
verwendet werden. Restriktionsschnittstellen und von Compiler wiederzuverwendende

Sequenzen missen hier nicht eingegeben werden, da sie automatisch beachtet werden.
Links im Dialog ist eine Liste der aktuellen kompatiblen Sequenzen.

Im Textfeld oben rechts kann man eine neue Sequenz eingeben. Mit dem Taster ,Add
sequence” wird diese in die Liste Gbernommen. Ist eine Sequenz in der Liste ausgewahlt, so

wird die neue Sequenz vor dieser eingefugt, anderenfalls wird sie an die Liste angehangt.

Mit dem Taster ,Remove sequence* wird eine zuvor ausgewahlte Sequenz aus der Liste

entfernt. Der Taster ,Clear list* [6scht die gesamte Liste.

Der Taster ,Import* 6ffnet einen Dateiauswahldialog, um Sequenzen aus einer Textdatei zu
laden. Dabei geht die aktuelle Liste verloren. Mit ,Export* werden die Sequenzen der Liste in

eine Textdatei geschrieben, die in einem Auswabhldialog auszuwahlen ist.

Mit ,OK* werden die gemachten Anderungen ibernommen und der Dialog geschlossen.

,Cancel" schlief3t den Dialog, ohne die Anderungen zu ibernehmen.

Reuse Terminals

Dieser Menteintrag 6ffnet ein Dialogfenster mit drei Seiten, zwischen denen man Uber eine
Reiterleiste am oberen Rand des Fensters wahlen kann. Auf diesen Seiten kann der Benutzer
wiederzuverwendende Sequenzen flr echte Terminale, Start- und Endterminale eingeben. Die

drei Seiten sind gleich aufgebaut.
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Sequences o reuse

Elongators | Stait | End |

a acgtogtageat Terminal to add: Ib

Mew sequence to add:

Icatgatagcgcg

Add zequence |

Remove zequence |

Clear list |

Import. .. |

Expart... |

QK I Abblechenl Ulgemehmenl

Abbildung 8.6: Dialog zur Eingabe der wiederzuverwendenden Terminalsequenzen.

Links ist eine Liste der wiederzuverwendende Sequenzen der aktuell gewahlten Terminal-

gruppe. Es werden jeweils das Terminal und die entsprechende Sequenz angezeigt.

In den Textfeldern rechts kann ein neuer Eintrag eingegeben werden, wobei im oberen das
Ubersetzte Terminal und im unteren die Sequenz eingegeben wird. Auf den Seiten fir Start- und
Endterminale ist das obere Feld grau (nicht auswahlbar), da klar ist, welches Terminal durch
die Sequenz dargestellt werden soll. Mit dem Taster ,Add sequence” wird aus dem Inhalt der

beiden Textfelder ein neuer Eintrag in die Liste eingefigt.
Fur die weitere Funktionalitdt der Taster siehe den Menleintrag ,Compatible®.

Wird mit den Reitern von einer Seite zu einer anderen geblattert, so werden die auf der alten

Seite gemachten Anderungen ibernommen.

Reuse Variables

Dieser Menleintrag offnet einen Dialog, in dem die wiederzuverwendenden Variablen-
sequenzen eingegeben werden kénnen. Abgesehen davon, dal er keine verschiedenen Seiten hat,
ist dieser Dialog gleich aufgebaut wie die unter dem Menueintrag ,Reuse Terminals®

beschriebenen Dialogseiten.
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8.1.3.4 Das Menu ,Compiler”

,.’.} DMA Sequence Compiler - DMASeql

Eile Edit “iew ‘window Help FBulez Input Sequences JSyE

D|=E] =2 8)2] X P

Optinnz...

|
iﬂi DNASeql Analyze Algomers...

| Load Algomers. ..

Abbildung 8.7: Das Menu ,Compiler*.

Start

Startet den Compiler durch Aufruf vd8YSDNACompiler::Compile() mit den gewahlten
Eingaben. Ein Nachrichtenfenster meldet entweder die erfolgreiche Ubersetzung sowie
anschlief3end die dafiir bendtigte Zeit oder aber den Grund fur einen Mierfolg, z. B. welcher
Fehler in der Regelmenge vorliegt oder fir welche Sequenzgruppe nicht gentigend Sequenzen

erzeugt werden konnten.

Bei einer erfolgreichen Ubersetzung werden die Ergebnisse in die Textdateien
Variables.txt , Terminals.txt , Algomers_ds.txt und Algomers_ss.txt

geschrieben (s. 4.2.2).

Options
Dieser Menueintrag 6ffnet ein Dialogfenster in dem die Parameter und Optionen des Compilers

eingegeben werden kdénnen.

Im oberen Bereich sind die gruppenspezifischen Parameter nach Gruppen geordnet aufgelistet.
Darunter befinden sich die globalen Parameter. Zu der Bedeutung der Parameter sowie zur

Wabhl derselben siehe 4.2.5.

Der Taster ,Load" ¢ffnet einen Dateiauswahldialog, um Optionen aus einer Textdatei zu laden.
Mit ,Save* werden die aktuellen Optionen in eine Textdatei geschrieben, die in einem

Auswabhldialog auszuwahlen ist.

Mit ,OK* werden die gemachten Anderungen ibernommen und der Dialog geschlossen.

,Cancel" schlief3t den Dialog, ohne die Anderungen zu ibernehmen.
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Compile Options
-WaRIABLE SEQUENMCES ——— ~ELOWGATOR SEQUENCES— —~5TART TERMIMATOR SEQS— ~EMD TERMIMATOR SEQS ——
Mo, of Sequences: ;1 Mo. of Sequences: i‘]
Sequence length: 11 il Sequence length: 120 Sequence length: izu Sequence length: izn
Basze strand length: 14 Baze strand length: iB Ease strand length: ;5 Basze strand length: !B
GCLower: 1_5 GCLower: ;_5 GCLower: ;_5 GCLower: 1_5
GCUpper. 5 GCUpper 5 GEUpper 5 GCUpper 5
TriLower: in TriLower: 150 TrLower: ;50 TriLower: 150
Trllpper: 11 o TmUpper: 152 Tmlpper: 352 TmlUpper: 152
Mo GGG r Mo GGE r Mo GGG r No GGE r
Mo Fraying I Mo Fraying v Mo Fraying v v
BSGCLawer: in BSGCLower: in BSGCLower: ig BSGCLawer: in
BSGCUpper: 11 BSGCUpper: 11 BSGCUpper: 31 BSGCUpper: 11
M. homology: i._l...................w E--Tm-[ﬁondmons i--.‘-\lgomer form———
| Sample Concentration: 323-00? Authar: —
Fandam seed: 154321 | | g
| 8alt Concentration: 0.05 Breslausr [ =
Violation zone frant: !D | :
. . Sugimot €% |
o | Farmarnide Concertration: W ------------------------------------
Winlation zone end: ig |
Load... 1 Save... 1 ak. l Cancel

Abbildung 8.8: Dialog zur Eingabe der Parameter.

Analyze Algomers

Mit diesem Mentleintrag werden die Algomere auf ibréquenessuntersucht. Dazu wird
SYSDNACompiler::AnalyzeUnigueness()aufgerufen. Die untersuchten Algomere stammen

entweder aus einer erfolgreichen Ubersetzung oder wurden aus einer Datei geladen.

Load Algomers

Dieser Menleintrag 6ffnet einen Dateiauswahldialog, um Algomere aus einer Textdatei zu
laden. In dieser miissen die Algomere in einem Format angegeben sein, wie es in der Ausgabe-

dateiAlgomers_ss.txt verwendet wird.

Diese Funktion erlaubt es, bereits erzeugte Algomere auch spater noch anfgheneszu

untersuchen.
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8.2 Glossar

Algomer: doppelstrangige DNA-Sequenz mit Uberhdngen an jedem Ende, die eine Regel einer
regularen Grammatik reprasentiert.

BasissequenzKurze DNA-Sequenz. Mehrere sich Uberlappende Basissequenzen bilden eine
langere Sequenklnique DNA-Sequenzen bestehen aus Basissequenzen, die hdchstens
einmal in allen Sequenzen vorkommen.

echte Terminale:die Terminale, die in anderen Regeln als Start- oder Endregel vorkommen.
Elongator: Algomer, das eine andere Regel reprasentiert als Start- oder Endregel.

Endterminal: besonderes Terminal, das nur in Endregeln vorkommt und damit das letzte
Terminal eines Ausdrucks der Grammatik ist. Als Default ist e das Endterminal.

Extension: die Sequenz, die als Mittelteil zwischen zwei vorgegebenen Sequenzen durch
Auffiillen erzeugt wird.

Gruppe: Die Sequenzen, die die Symbole der Grammatik repréasentieren, werden in Variablen-
und Terminalsequenzen unterschieden. Die Terminalsequenzen werden wiederum in die
drei Teilgruppen echte, Start- und Endterminale unterteilt.

Homologie: MaR fir die Ahnlichkeit zweier ssDNA-Sequenzen, Quotient aus maximaler
Anzahl gleicher Basen uber alle Verschiebungen und der Lange der kiirzeren Sequenz.
Liegt zwischen 0 (vollig verschieden) und 1 (identisch bzw. Subsequenz).

kompatible SequenzenSequenzen, zu denen die zu erzeugendauesein sollen. Dies wird
erreicht, indem die Basissequenzen der kompatiblen Sequenzen extrahiert und als
benutzt markiert werden.

Logomer: dsDNA-Sequenz, die einen Ausdruck einer regularen Grammatik reprasentiert.
Besteht aus Algomeren.

Niehaus-Verfahren: Graph-basiertes Verfahren zur Konstruktion von Sequenzen aus
Basissequenzen, so dal3 jede Basissequenz (incl. ihre Komplementarsequenz) hdchstens
einmal vorkommt.

Rahmensequenzen:vordere und hintere vorgegebene Sequenzen, zwischen denen durch
Auffillen eine weitere Sequenz (die Extension) erzeugt wird, wobei die Ubergénge
zwischen Extension und Rahmensequenzen flurdguenesserucksichtigt werden.

Spalte, spaltenweise Verletzung deuniqueness Eine Spalte bezeichnet die Menge der
aktuellen (zuletzt hinzugefiigten) Basissequenzen aller parallel erzeugten Sequenzen zu
einem Zeitpunkt der Erzeugung. In einer Spalte kann ggf. mehrfaches Vorkommen von
Basissequenzen toleriert werden, da dies zur Ubersetzung der Regeln notwendig sein
kann.

Startterminal: besonderes Terminal, das nur in Startregeln vorkommt und damit das erste
Terminal eines Ausdrucks der Grammatik ist. Als Default ist s das Startterminal.

Terminator: Algomere, die Start- oder Endregeln représentieren und die Ligation von
Algomeren zu Logomeren beenden.

Terminalgruppen: Die Gruppe der Terminalsequenzen ist wiederum unterteilt in drei
Terminalgruppen mit Sequenzen flr echte, Start- und Endterminale.

Ubergang: die Basissequenzen, die durch Konkatenation zweier Sequenzen entstehen, aber zu
keiner der beiden einzelnen Sequenzen gehoren.
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Uberhang: einstrangiges Ende einer dsDNA-Sequenz, dientstitky end also um die
Anlagerung einer anderen Sequenz mit komplementarem Uberhang zu ermoglichen.

uniqueness Eindeutigkeit (moglichst groRBe Unéhnlichkeit) von Sequenzen, hier: jede
Basissequenz (incl. deren Komplementarsequenz) darf hdchstens einmal in allen
Sequenzen vorkommen.

violation zone Bereiche an Anfang und Ende von Extensionen, in denen spaltenweise
Verletzung deuniquenessoleriert wird. Die Lange gibt die Anzahl von Spalten an, in
denen solche Verletzungen auftreten dirfen, gezahlt ab der jeweils &ulersten
Basissequenz des Ubergangs.

8.3 Errata

Wenn die spaltenweise Verletzung deriquenessdurch gleiche Extensionen mit mehreren
verschiedenen Rahmensequenzen nétig wird, so mualiigion zoneselbstverstandlich an

den inneren Enden der Ubergéange (also an der Extension) beginnen. Leider wurde dies durch
einen Programmierfehler bei der Implementierung nicht berilicksichtigt, was erst zu spat
bemerkt wurde. Dies erklart allerdings die ndétigen Langen \deflation zonesvon
Basissequenzlange - 1, wenn der geschilderte Fall eintrat. Wegen der Reproduzierbarkeit der
vorgestellten Ergebnisse wird dieser Fehler erst in einer spateren Programmversion behoben

werden.
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