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Kapitel 1

Einleitung

Die Nanotechnologie ist ein sehr aktuelles Forschungsgebiet, das nicht nur im Fokus der
wissenschaftlichen Fachwelt steht, sondern zunehmend auch die 6ffentliche Wahrnehmung
erreicht. Das Forschungsgebiet ist sehr breit gefdchert und reicht von der Materialwissen-
schaft {iber Computertechnik bis hin zur Molekularbiologie und Medizin. Gemeinsam ist
allen Teilgebieten, dass sich die entscheidenden Effekte im Nanometerbereich abspielen.
Viele chemische Elemente oder Verbindungen veréandern im Nanometerbereich ihre Eigen-
schaften. Ein Beispiel dafiir ist Gold. Es ist normalerweise sehr reaktionstrage und geht
daher kaum Bindungen mit anderen Stoffen ein. Das tréagt erheblich zu seinem allgemeinen
Wert bei, macht es jedoch andererseits fiir die Chemie uninteressant. Im Gegensatz dazu
wird ein Goldcluster mit einer Grofle von nur wenigen Nanometern viel reaktionsfreudi-
ger, kann andere Elemente an sich binden und dadurch zum Beispiel auch als Katalysator
wirken. Dabei sind Fragestellungen gegeben wie: Welche Clustergréfien und -anordnungen
ziehen welche Effekte nach sich? und: Wie konnen solche Groflen und Arrangements er-
zeugt werden?

In der Schaltkreisproduktion wird schon seit ldngerer Zeit im Nanometerbereich gear-
beitet. Zur Zeit geht man bereits auf StrukturgroBen unter 30 Nanometer. Uber welche
Techniken léasst sich diese Miniaturisierung und damit einherschreitende Leistungssteige-
rung fortsetzen?

Der Nanometerbereich ist auch die Welt der groflen Biomolekiile, wie Proteine, En-
zyme und Nukleinsduren. Die Erforschung der Strukturen und Funktionsweisen dieser
Molekiile bringt nicht nur ein besseres Verstdndnis der biochemischen Ablaufe in leben-
den Organismen, sondern auch die Moglichkeit der molekularbiologischen Stoffsynthese
und molekularen Konstruktion mit sich.

Moéchte man Strukturen im Nanometerbereich gezielt beeinflussen bzw. erzeugen, kann
man nicht einfach auf die Konstruktionsprinzipien unserer makroskopischen Welt zuriick-
greifen. Ein Wiirfel mit einem Zentimeter Kantenlédnge lésst sich sehr leicht durch Sagen,
Schleifen oder Gieflen herstellen. Bei einer Kantenldnge von zehn oder fiinf Nanometern
ist das ungleich schwieriger, da die notwendigen Werkzeuge nicht zur Verfiigung stehen
und andere chemische und physikalische Kréfte zu beachten sind. Die Materialien lassen
sich nicht mehr einfach von auflen in eine gewiinschte Form bringen. Das Top-Down ge-
nannte Konstruktionsprinzip stof3t hier an seine Grenzen. Deshalb greift man verstarkt auf
die umgekehrte Vorgehensweise zuriick. Es werden gréflere Einheiten durch Selbstorgani-
sation der kleineren Bauelemente gebaut. Dieses Konstruktionsprinzip wird Bottom-Up
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genannt.

Fiir das Bottom-Up-Prinzip eignet sich besonders gut die Desoxyribonukleinsdure
(DNA). Die DNA ist ein kettenformiges Molekiil, dessen Grundelemente — die Nukleo-
tide — neben ihrer Bindung in der Kette zusétzlich noch gezielt mit Nukleotiden anderer
DNA-Molekiile eine Bindung eingehen konnen. Bei geeigneten Bedingungen geschieht
das automatisch. Die Anordnung der Nukleotide in den beteiligten Molekiilen legt dabei
fest, welche Molekiile sich wie miteinander verbinden. Die Struktur der Bauelemente be-
stimmt also die Gestalt des Gesamtkonstruktes. Durch die gezielte Festlegung einzelner
Nukleotidsequenzen kann so die gewiinschte DNA-Zielstruktur vorbestimmt werden. Un-
terschiedlichste DNA-Strukturen wurden bereits geplant und erzeugt. So gibt es einfache
und komplexere Verzweigungen, die als Bauelemente dienen, Netze und auch dreidimen-
sionale Objekte wie Tetraeder, Wiirfel oder Rohren. Sogar bewegliche Nanomaschinen
wurden schon aus DNA hergestellt. Die Strukturen dienen dann oft als Grundgeriiste fiir
weitergehende Arrangements, zum Beispiel eine bestimmte Anordnung von Proteinen und
Metallclustern oder einem Nanodraht.

Beim Design einer Zielstruktur und den dazu passenden Nukleotidsequenzen sind be-
stimmte Anforderungen und Randbedingungen zu beachten. Deren Zusammenspiel fiihrt
im Falle des Sequenzdesigns zu einer so hohen Komplexitét, dass zu deren Losung auf die
Unterstiitzung durch Computer zuriickgegriffen werden muss.

Es existieren bereits mehrere Sequenzdesign-Algorithmen mit dazugehérigen Software-
Programmen. Sie sind jedoch entweder nicht fiir verzweigte DNA-Strukturen geeignet
oder, da nur teilautomatisiert, sehr arbeitsaufwendig fiir den Benutzer. Obwohl trotz
dieser Einschrankungen bereits grofie Erfolge in der DNA-Nanotechnologie zu verzeich-
nen sind, ist es wiinschenswert, einen schnellen und vollautomatischen Algorithmus und
eine Implementierung dessen zu besitzen. Dies wiirde die Konstrukteure von DNA-
Netzwerkstrukturen entlasten und somit mehr Raum fiir andere Tétigkeiten bereitstellen.

Die vorliegende Dissertation widmet sich genau diesem Problem. Ihr Ziel ist es, einen
vollautomatischen Sequenzdesign-Algorithmus samt Implementierung zur Verfiigung zu
stellen, der bei der Konstruktion beliebiger DNA-Strukturen Verwendung finden kann.
Als Einfithrung wird zuerst das DNA-Molekiil selbst und dessen Potential als Werkstoff
vorgestellt. Danach werden die Anforderungen an die Nukleotidsequenzen formuliert und
schlieBlich wird ein entsprechender Algorithmus und seine Implementierung vorgestellt.
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DNA als Werkstoff

2.1 Das DNA-Molekiil

2.1.1 Nukleotide

DNA (desoxyribonucleic acid, engl. fiir Desoxyribonukleinséure) ist ein Polymer aus Nu-
kleotiden. Jedes Nukleotid besteht aus einer Pentose, einer Nukleobase und einer Phos-
phatgruppe (sieche Abb. 2.1). Pentose und Nukleobase ohne Phosphatgruppe nennt man
Nukleosid. Die Pentose ist eine 2-Desoxyribose in Ringform (siche Abb. 2.2). Am C1-Atom
der Pentose héingt die Nukleobase. Die Phosphatgruppe ist mit dem C5-Atom verkniipft.
Das C3-Atom tragt eine OH-Gruppe, an der weitere Bindungen stattfinden konnen.

In der DNA gibt es vier verschiedene Nukleobasen: Guanin und Adenin, welche Purin-
Derivate sind, sowie die Pyrimidin-Derivate Thymin und Cytosin (siehe Abb. 2.3). Es
gibt noch eine fiinfte Nukleobase: das Uracil, welches im Schwestermolekiil der DNA, der
RNA (ribonucleic acid, engl. fiir Ribonukleinsiure), das Thymin ersetzt.

Die Phosphatgruppe am Ch-Atom der Pentose kann ein Monophosphat, ein Diphos-
phat oder auch ein Triphosphat sein (siehe Abb. 2.4).

Es gibt also jeweils vier Nukleoside, an welche unterschiedliche Phosphatgruppen ge-
bunden sein kénnen. Tabelle 2.1 listet die Namen und Abkiirzungen aller Nukleoside mit
Mono-, Di- und Triphosphaten auf. Sehr bekannt sind zusétzlich zwei Nukleosidphospha-
te der RNA: das Adenosintriphosphat (ATP) und das Adenosindiphosphat (ADP). Beide
spielen eine wichtige Rolle im Energiehaushalt von Organismen. ATP wird als Energielie-
ferant fiir einige molekularbiologische Reaktionen benutzt (siche Kap. 2.3).

2.1.2 Einzelstriange

Ein einzelstringiges DNA-Molekiil entsteht durch Verkettung von Nukleotiden mit Mono-
phosphatgruppen (Desoxynukleosidmonophosphate, ANMP). Die Phosphatgruppen gehen
dabei jeweils mit dem C5-Atom der einen und dem C3-Atom der néchsten Desoxyribo-
se eine Phosphoresterbindung (C—O—P) ein. Zwei benachbarte Nukleoside sind also
kovalent durch eine Phosphordiesterbindung verkniipft. Es entsteht ein Strangriickgrat
aus alternierenden Desoxyribose-Ringen und Phosphatgruppen, von dem die Nukleoba-
sen nach aulen abstehen. Diese grundlegende Struktur des DNA-Molekiils als eine Kette
aus Nukleotiden ist die Primér-Struktur der DNA.
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Abbildung 2.1: Struktur eines Nukleotids
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Abbildung 2.2: Strukturformel der Desoxyribose
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Nukleobase | Nukleosid Nukleotide
Adenin (A) | Desoxyadenosin | Desoxyadenosinmonophosphat (dAAMP)
Desoxyadenosindiphosphat (dADP)
Desoxyadenosintriphosphat (dATP)
Thymin (T) | Desoxythymidin | Desoxythymidinmonophosphat (dTMP)
Desoxythymidindiphosphat (dTDP)
Desoxythymidintriphosphat (dTTP)
Guanin (G) | Desoxyguanosin | Desoxyguanosinmonophosphat (dGMP)
Desoxyguanosindiphosphat (dGDP)
Desoxyguanosintriphosphat (dGTP)
Cytosin (C) | Desoxycytidin Desoxycytidinmonophosphat (dCMP)
Desoxycytidindiphosphat (dCDP)
Desoxycytidintriphosphat (dCTP)
Nukleoside (= Pentose + Nukleobase)
Nukleotide (= Pentose + Nukleobase + Phosphatgruppe)

Tabelle 2.1: Namen der Nukleobasen der DNA

5'- Ende

Abbildung 2.5: Struktur eines DNA-Einzelstrang-Molekiils
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2.1. DAS DNA-MOLEKUL

Ein DNA-Strang hat zwei unterschiedliche Enden. An einem Ende liegt das C3-Atom
der Desoxyribose des dufersten Nukleotids. Am entgegengesetzten Ende liegt das C5-
Atom der Desoxyribose des anderen duflersten Nukleotids. Die Basensequenz kann also
in zwei moglichen Leserichtungen angegeben werden, entweder vom sogenannten 3’-Ende
zum sogenannten 5’-Ende oder umgekehrt. Wenn nicht anders angegeben, wird in dieser
Arbeit die iibliche Auflistung vom 5’- zum 3’-Ende benutzt.

In jeder Phosphatgruppe ist ein Sauerstoffatom (O) nur einfach gebunden, wodurch
die Gruppe eine negative Ladung besitzt. Im gesamten Strang sind diese Ladungen gleich
orientiert. Das Molekiil wird dadurch hochpolar. Dies kann, wie wir spéter sehen werden,
fiir Analyse- und Positionierungszwecke benutzt werden.

2.1.3 Basenpaare und Doppelstringe

Jeweils eine Purin- und eine Pyrimidin-Base konnen {iber Wasserstoffbriicken ein Basen-
paar bilden. Aus geometrischen Griinden bindet Guanin mit Cytosin iiber drei Wasser-
stoffbriicken und Adenin mit Thymin iiber zwei Wasserstoffbriicken. Dies sind die soge-
nannten Watson-Crick-Basenpaare. Die Guanin-Cytosin-Bindung ist wegen der héheren
Zahl an Wasserstoffbriicken stéirker als die Adenin-Thymin-Bindung.

Zwei Einzelstringe oder Einzelstrangabschnitte mit komplementédren Basensequen-
zen konnen sich iiber die Basenpaarungen zu einem Doppelstrang verbinden. Komple-
mentédr sind die Sequenzen dann, wenn die eine Sequenz in umgekehrter Leserichtung
die Watson-Crick-Partner der anderen Sequenz enthélt. Zum Beispiel ist der Strang
5 — TTCTCGGA — 3’ komplementér zu 5 — TCCGAGAA — 3’ und beide kénnen den

Doppelstrang
5 —TTCTCGGA — 3

3’ — AAGAGCCT - %’

bilden. Ein Strang besitzt eine selbstkomplementére Sequenz, wenn er mit einer Kopie sei-
ner selbst eine Bindung eingehen kann. Dies ist der Fall bei der Sequenz 5'—ACGATCGT —
3, denn zwei Striange mit dieser Sequenz konnen sich verbinden und den Doppelstrang

5 — ACGATCGT — %
3’ — TGCTAGCA - %

formen.

Die Basenpaar-Bildung legt die Sekundér-Struktur eines DNA-Molekiils fest. Natiirli-
cherweise ist die Sekundéar-Struktur so ausgelegt, dass zwei lange Einzelstringe kom-
plett zu einem Doppelstrang verbunden sind. Doch auch in der Natur gibt es zeitweise,
zum Beispiel wiahrend der Zellteilung oder der Genexpression, Abweichungen davon. Ein
grofler Teil der DNA-Nanotechnologie besteht darin, ebenfalls abweichende, aber stabi-
le Sekundéarstrukturen zu finden, die sich fiir niitzliche oder interessante Anwendungen
nutzen lassen.

2.1.4 Helix-Konformationen

Aufgrund der Molekiilgeometrie und der Eigenschaften des Losungsmittels bleibt ein
DNA-Doppelstrang nicht planar, sondern verdreht sich zur allseits bekannten Doppel-
helix, bei der die beiden Strangriickgrate nach auflen zeigen und die Basenpaare im

11
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3'-Ende 5'-Ende

Abbildung 2.6: Struktur eines DNA-Doppelstrang-Molekiils

B-Form A-Form Z-Form

Drehrichtung rechtsgingig rechtsgéngig linksgéngig

Helixdurchmesser | 23.7 A 25.5 A 18.4 A

Windungshéhe | 35.4 A, 104 bp | 25.3 A, 11 bp | 45.6 A, 12 bp

Basenpaar- 1° 19° 9°

Neigung

Vorkommen in normaler | in Losungsmit- | in  Salzlésungen mit ho-
Losung teln mit gerin- | her =~ Konzentration, GC-

ger Polaritéit Sequenzen in Alkohollosung

Die Zahlenwerte wurden tibernommen von R. Rohs [29)].

Tabelle 2.2: Merkmale verschiedener Doppelhelix-Konformationen

Inneren iibereinander gestapelt sind. Diese Anordnung ist sehr stabil und im Gegen-
satz zum Einzelstrang bis zu einer gewissen Léange auch relativ unflexibel. Man kann ein
Doppelstrang-Molekiil bis zu einer Lénge von 150 Basenpaaren als starr oder persistent
betrachten, weshalb diese Linge als Persistenzldnge bezeichnet wird. Die Starrheit hat
eine hohe Bedeutung fiir den Einsatz der DNA als Werkstoff. Es ist dadurch moglich,
geriistartige Strukturen zu schaffen.

Die genaue Form der Helix (Windungshohe, Drehrichtung etc.) wird vor allem durch
die Eigenschaften der Losung, in welcher sich das Molekiil befindet, aber auch durch die
Basensequenz bestimmt. Man hat mehrere DNA-Konformationen entdeckt, von denen die
drei héufigsten in Tabelle 2.2 aufgefiihrt sind (siche dazu auch [29]).

Die géngigste und auch in der Natur vorherrschende Form ist die sogenannte B-Form.
Sie ist eine rechtsgingige Helix mit einer Windungshohe von durchschnittlich 10.4 Basen-
paaren oder 35.4 A und einem Helixdurchmesser von 23.7 A. Die meisten der spater be-
schriebenen DNA-Strukturen basieren auf dieser Konformation. Verschiedene Konforma-
tionen konnen ebenfalls als Konstruktionselemente benutzt werden. So kann zum Beispiel
dieselbe Helix unter verschiedenen Bedingungen die B-Form und die Z-Form annehmen,

12
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was zur Konstruktion von Nanoapparaten genutzt werden kann [37].

2.2 Schmelztemperatur von DNA-Doppelstringen

Wie spiter aufgezeigt wird, besteht ein grofler Teil der DNA-Nanotechnologie darin, aus
Einzelstrangen durch Doppelstrangbildung groiere Molekiile zu erzeugen. Dazu muss man
abschétzen konnen, ob Einzelstrange unter bestimmten Bedingungen in einer Losung ein-
zeln oder gebunden vorliegen. Der Schmelzpunkt hidngt von verschiedenen Faktoren ab.
Wesentlich sind die Temperatur, aber auch die Salzkonzentration der Losung sowie die
Liange und die Basenfolge der Sequenz. Meist ist dabei die Temperatur die zu bestim-
mende Grofle bei gegebenen Randbedingungen. Im Folgenden werden zwei Methoden zur
Bestimmung der Schmelztemperatur von DNA-Doppelstrangen vorgestellt.

2.2.1 GC-Formel

Die GC-Formel bietet eine sehr einfache Methode zur Bestimmung der Schmelztempera-
tur eines Doppelstranges. Sie stiitzt sich auf den G/C-Basenpaaranteil der Strangsequenz.
Daher auch ihr Name. Zusétzlich gibt es Korrekturterme, die den Einfluss der Salzkon-
zentration in der Losung beschreiben. Fiir unterschiedliche Strangliangen besitzt die GC-
Formel unterschiedliche Varianten. Sie lautet fiir bis zu 13 Basenpaare

Ty =2 #AT + 4 - #GC°C (2.1)
[53] und ab 14 Basenpaaren

41 - #£GC — 672.4°

T, = 64.9 + ;i

C, (2.2)

[50] wobei jeweils [ die Stranglange in Basenpaaren, #AT die Anzahl der A /T-Basenpaare
und #GC die Anzahl der G/C-Basenpaare sind. Es wird dabei angenommen, dass die
Strangkonzentration 50 nM und die Salzkonzentration 50 mM bei einem pH-Wert von 7
betragen.

Fiir abweichende Salzkonzentrationen werden beide Formeln verdndert. Fiir bis zu 13
Basenpaare lautet sie dann

N +
Tyy =2 #AT + 4 #GC +16.6 - 1og10(([] 0851\]4)00 (2.3)
[38] und ab 14 Basenpaaren
41 - #GC — 820 [Na']
T, =T78. 16.6 - 1 ° 2.4
78.9 + l + 16.6 og10(0.05M) C (2.4)

[51]. [Na*] bezeichnet jeweils die Konzentration monovalenter Kationen (Natrium, Kali-
um) in der Losung. Die Konzentration divalenter Kationen (Magnesium, Calcium) [Mg®*]
kann durch die Formel

[Na*] = 4 Mg 25)

13
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in eine monovalente Salzkonzentration umgewandelt und in die Berechnung einbezogen
werden.

Alle GC-Formeln sind Néherungsverfahren und nicht in ihrem Wirkungsbereich gleich
genau. So hat zum Beispiel die Gleichung 2.4 ihre grofite Genauigkeit zwischen 18 und
25 Basenpaaren. Darunter und dariiber sind Ergebnisse weniger exakt. Trotzdem ist die
GC-Formel sehr niitzlich, weil sie leicht und schnell zu berechnen ist.

2.2.2 Nearest-Neighbor-Methode

Eine genauere, dafiir aber auch aufwendigere Methode zur Bestimmung der Schmelztem-
peratur benutzt einen thermodynamischen Ansatz. Man betrachtet Bildung und Aufspal-
tung des Doppelstranges als eine Gleichgewichtsreaktion, beschrieben durch die Gleich-
gewichtskonstante K.,. Fiir K., gibt es zwei unterschiedliche Definitionen. Die erste ist
eine thermodynamische Definition und lautet

AGO) (26)

Keq = Bexp (— T
mit AG® als der freien Enthalpie der Reaktion, der universellen Gaskonstante R =
1.986 mfjl‘lK und der Temperatur 7. Der Faktor [ dient zur Anpassung der Einheit (sie-
he unten). Die freie Enthalpie AGY enthilt einen enthalpischen Anteil AH® und einen

entropischen Anteil ASY und ist definiert als

AG? = AHY —T - AS°, (2.7)

Ersetzt man in Gleichung 2.6 die freie Enthalpie durch diesen Ausdruck und stellt sie
dann nach der Temperatur um, erhélt man

AHO
T = :
ASO + R -In(-)

(2.8)

Die zweite Definition der Gleichgewichtskonstante K., erfolgt iiber die Stoffkonzen-
trationen in der Losung. Angenommen wird, dass das Gleichgewicht mit der Reaktions-
gleichung

A + B — AB (2.9)

beschrieben werden kann, wobei A und B zwei Einzelstrange und AB der Doppelstrang
aus beiden sind. K., ist definiert als

(2.10)

[A]eqs [Bleg und [AB],, sind die Konzentrationen der Einzelstringe und des Doppelstranges
im Gleichgewicht.

Die Reaktion startet mit den Ausgangskonzentrationen [A], [B] und [AB] = 0. Da bei
der angenommenen Reaktionsgleichung 2.9 jeweils ein Strang A und ein Strang B einen
Doppelstrang AB bilden, gilt [A]., = [A] — [AB]., und [B]., = [B] — [AB].,. Daraus folgt
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2.2. SCHMELZTEMPERATUR VON DNA-DOPPELSTRANGEN

[ABleg
([A] = [ABleg) - ([B] — [ABleg)

K., = (2.11)

Gesucht ist das Gleichgewicht im Schmelzpunkt, der allgemein als jener Punkt be-
zeichnet wird, an welchem die Héilfte der Einzelstringe gebunden vorliegen. Unter der
vereinfachenden Annahme, dass [A] = [B] = ¢, bedeutet dies, dass [A],, = [B],, = §. Ein-
gesetzt in Gleichung 2.11, erhélt man fiir die Gleichgewichtskonstante im Schmelzpunkt
die Formel

K, =2 2.12
; (2.12)

Die Gleichgewichtskonstante in Gleichung 2.8 kann damit durch einen Ausdruck der
Stoffkonzentration ersetzt werden. Fiir die angenommene Reaktionsgleichung hat K, die
Einheit M™!, weshalb der Faktor  aus Gleichung 2.6 den Wert 1M™! erhilt. Fiir die
Schmelztemperatur ergibt sich dann

AH°
ASO+ R-In(Z)

Ty = (2.13)

Der Faktor z, der in dieser Formel neu eingefiihrt wird, miisste nach Gleichung 2.12
den Wert 2 haben. In Experimenten hat sich aber gezeigt, dass Stringe mit selbstkomple-
mentiren Sequenzen ein anderes Schmelzverhalten als nicht-selbstkomplementére Stréange
aufweisen. Im selbstkomplementiren Fall nimmt darum x den Wert 1 an. In allen anderen
Féllen gilt © = 4. Ist v = 1, wird der Term R~ln(%) grofer. Der absolute Wert des Nenners
sinkt dadurch, da die Entropie bei geniigend grofler Strangldnge einen negativen Wert an-
nimmt. Letztendlich steigt die Schmelztemperatur. Demnach haben selbstkomplementére
Strénge eine hohere Schmelztemperatur.

Fiir eine genaue Berechnung der Schmelztemperatur fehlen nun noch Angaben {iber
die Enthalpie und die Entropie der Reaktion. An dieser Stelle setzt das Nearest-Neighbor-
Modell (engl. fir néchster Nachbar) ein [41,46]. Es geht davon aus, dass die freie Enthalpie
vor allem durch die Abfolge benachbarter Basenpaare festgelegt ist. Es gibt insgesamt 10
mogliche Kombinationen benachbarter Basenpaare. Fiir jede Kombination wurden expe-
rimentell Werte fiir Enthalpie und Entropie ermittelt und verdffentlicht [10,41]. Sie sind
in Tabelle 2.3 aufgelistet. Es wird dann angenommen, dass die Gesamtenthalpie, abgese-
hen von einigen Korrekturtermen, die Summe aller Enthalpien der einzelnen Basenpaar-
Nachbarn ist. Gleiches gilt fiir die Entropie. Es gilt:

AHO = AHznzt + AH term + AH stack
A}Igf,ack = Zl ; AH8 i+1)
Y : (2.14)
AS - AS@nzt + ASterm + ASstack
Asgtack = Zl : ASO@ ,i+1)

Die Werte AH? ., und ASY ., sind Ausgangswerte, mit denen jede Berechnung startet.

Fiir die beiden Basenpaare an den Enden des Doppelstranges werden zusétzliche Werte
AHD,  und ASD  hinzugefiigt, wobei die Werte fiir G/C-Paare gleich 0 sind. AHY, .
und AS?, . enthalten die summierten Beitrige aller Basenpaar-Nachbarn. [ bezeichnet
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KAPITEL 2. DNA ALS WERKSTOFF

AH® ASY  AGY,
ol [pag) (]
AA
T 76 -21.3  -1.00
AT
TA 7.2 -204  -0.88
TA
AT 7.2 -21.3 -0.58
CA
GT -85 =227 -145
GT
CA -84 224 -1.44
CT
GA -7.8  -21.0 -1.28
GA
OT 8.2  -222 -1.30
CG
ae -106  -27.2 -2.17
GC
G 98 244 -2.24
GG
e -8.0 -199 -1.84
init +0.2 -57 4+1.96
term AT | +2.2 +6.9 +0.05
term GC 0 0 0

Die Daten wurden bei einer Konzentration von 1M NaCl gemessen und stammen aus
einer Veroffentlichung von Santalucia und Hicks [10].

Tabelle 2.3: Thermodynamische Grunddaten des Nearest-Neighbor-Modells
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2.2. SCHMELZTEMPERATUR VON DNA-DOPPELSTRANGEN

die Lénge des Doppelstranges. Mit den so berechneten Werten fiir die Enthalpie und die
Entropie kann dann durch Gleichung 2.13 die Schmelztemperatur berechnet werden.

In den bisherigen Gleichungen spielte die Salzkonzentration der Losung keine Rolle,
obwohl sie Einfluss auf den Schmelzpunkt hat. Die Basiswerte in Tabelle 2.3 wurden fiir
eine monovalente Salzkonzentration von [Na*] = 1M ermittelt. Fiir abweichende Konzen-
trationen miissen die Werte fiir die Entropie AS® angepasst werden. Es gilt

N
ASp,+ = AS +0.368 - - In([Na™]), (2.15)

0
MNaCly
wobei N die Anzahl der Phosphatgruppen im Doppelstrang (in der Regel 2 - (I — 1)) ist.
Die Konzentration divalenter Kationen (Magnesium, Calcium) kann wiederum mit der
Formel [Na®] = 4 - [Mg®"] in eine Konzentration monovalenter Kationen umgerechnet
werden.

Die Enthalpie AH? wird als unabhiingig von der Salzkonzentration angenommen, so-
lange 0.05M < [Na*] < 1.1M gilt.

Betrachtet wird als Beispiel fiir eine Schmelztemperaturberechnung der Doppelstrang

5 — TGCCACTCTG — 3
3 — ACGGTGAGAC -5~

Er besteht aus den Basenpaar-Nachbarn

¥-TG GC €CC CA AC CT TC CT TG-¥
JF-—AC’> CG’" GG’ GT"TG” GA’" AG" GA’ AC-5"~

Der Doppelstrang soll in einer Konzentration von ¢ = 5-107°M in der Lésung vorliegen.
Die monovalente Kationenkonzentration betrigt [Nat] = 0.2M. Divalente Kationen tre-
ten nicht auf oder sind bereits in die monovalente Salzkonzentration einbezogen. Unter
Zuhilfenahme von Tabelle 2.3 ergibt sich fiir die Enthalpie

AHY = AH),+AH). +AHY . Gl 2.14

ini

= AHZO it + AHfF)ermAT + AHfF)ermGC + AH’%G + AH?}C_'_

n

AHPo + AHQ, + AHS + AHSr + AHY + AH2 1+

AHfyq
= (02+22+00-85-98 Tab. 2.3
—80—-85—-84—-78-82-178
—8.5)x
AH® = 73,134
und fiir die Entropie bei 1M Salzkonzentration
ASBMN&CI] = ASY., +ASY +AS% . Gl 2.14
= AS?nzt + ASEermAT + ASEermGC + AS’%G + AS&C_'_
AS2e + AS2, + ASR ¢ + +ASAr + ASY e+
AS2r + ASY
= (=5.746.9+0.0—22.7—24.4+ Tab. 2.3
—19.9 — 22,7 —-224 —21.0 — 22.2+
—21.0 — 212.7) o
0 _ ca
ASDMNaCl] = —197.8"1%-
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KAPITEL 2. DNA ALS WERKSTOFF

Sequenz Lange #GC T, (GC- T, (Nearest-
Formel)  Neighbor)

GGAAATACTT 10 3 36.0°C 29.2°C
TGCCACTCTG 10 6 42.0°C 44.5°C
GGTCGGAGGC 10 8 46.0°C 50.7°C
AATAGCAGAGTAAGG 15 6 50.6°C 50.4°C
GGTGCCCGAGTGTCC 15 12 67.0°C 69.2°C
CAGACATAATCTAAACGGAG 20 8 64.3°C 58.2°C
GGGGAGCCGCAGGCGATGCC 20 16 70.7°C 78.5°C

Die Strangkonzentration betrigt bei allen Stringen 5 - 1075M, die monovalente
Salzkonzentration betragt immer 0.2M.

Tabelle 2.4: Schmelztemperaturen verschiedener DNA-Doppelstrange

Die an die verlangte Salzkonzentration angepasste Entropie betrégt

0 — 0 FLAN +
AS[Naﬂ = ASUMNaCh—I—O.368 5 -In([Na™]) Gl 2.15
= —197.8+0.368 - £ . In(0.2)-2L
ASQ ) = —203.1.5%.

Daraus ergibt sich schliellich die Schmelztemperatur

T, = ——2L 1. 2.1
mn ASG T RIn(E) G 3

~73.1:1000
—203.1+1.986-In(219=%)

T, = 317.7K (44.5°C).

Der Doppelstrang besitzt also unter den gegebenen Randbedingungen eine Schmelz-
temperatur von 44.5°C.

Die aktuellen Werte fiir das Nearest-Neighbor-Modell sind ausreichend genau bei
Strangldngen zwischen 8 und 60 Basenpaaren. Auflerhalb dieser Grenzen treten auch
bei diesem Modell groflere Ungenauigkeiten auf.

In Tabelle 2.4 sind beispielhaft die Schmelztemperaturen mehrerer Doppelstriange,
berechnet jeweils mit der GC-Formel und dem Nearest-Neighbor-Modell, aufgefiihrt.

2.3 Methoden zur DNA-Manipulation

In den letzten Jahrzehnten wurde eine ganze Reihe von molekularbiologischen Techniken
entwickelt, um die DNA analysieren und manipulieren zu kénnen. Dieses Kapitel beleuch-
tet diejenigen Techniken, die auf dem Gebiet der DNA-Nanotechnologie zur Anwendung
kommen.

2.3.1 Synthese

Es ist moglich, DNA mit einer beliebigen Basensequenz aus einzelnen Nukleotiden zu
synthetisieren. Den einzig limitierenden Faktor bildet die Lénge des zu synthetisierenden
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Stranges. Biochemische Techniken sind immer mit einer Fehlerrate behaftet. Ab einer
bestimmten Stranglinge fiihrt das dazu, dass die Ausbeute an korrekten Stréngen zu
gering und damit unpraktikabel wird. Heutzutage kann man iiber 100 Basen lange DNA-
Einzelstrange mit beliebiger Sequenz kommerziell erwerben [56,57].

Die Synthese erfolgt schrittweise nach dem Prinzip der wachsenden Kette. Ein Trager
(zum Beispiel Glastriager) wird so préapariert, dass Nukleoside, die alle die erste Base der
Sequenz enthalten, aus einer Losung heraus daran binden kann. Alle noch freien Nukleo-
side werden danach ausgewaschen und es beginnen die Schritte des Kettenwachstums.
Jeder Wachstumsschritt besteht aus zwei Phasen. In der ersten Phase werden an die Des-
oxyriboseringe des letzten Nukleosids Phosphatgruppen gebunden. In der zweiten Phase
werden neue Nukleoside vom aktuellen Typ iiber den Triager geleitet und binden dort
an die soeben angebrachten Phosphatgruppen. Alle Nukleoside, die nirgendwo anbinden
konnten, werden wiederum ausgewaschen. Beide Phasen werden mit dem jeweiligen Nu-
kleosidtyp solange wiederholt, bis die gesamte Sequenz fertig synthetisiert ist. Auf dem
Tréger wachsen so parallel viele einzelne Striange mit der gleichen Sequenz. Natiirlich
kommt es vor, dass wiahrend eines Wachstumsschrittes ein Strang auf dem Trager ohne
neues Nukleotid bleibt. Dieser Strang hat dann zwar eine falsche Sequenz, ist aber auch
kiirzer. Nach dem Losen der Einzelstriange vom Trager konnen diese falschen, kiirzeren
Sequenzen durch eine Gel-Elektrophorese (siehe Kap. 2.3.7) entfernt werden.

2.3.2 Melting/Annealing

Die beiden wichtigsten Techniken fiir die DNA-Nanotechnologie sind die Hybridisierung
und die Dehybridisierung der Einzelstrangmolekiile, hier genannt Annealing (engl. fiir
Tempern, Abkiihlen) und Melting (engl. fiir Schmelzen). Bei der Hybridisierung verbinden
sich zwei Einzelstrange mit komplementdren Sequenzen iiber die Wasserstoftbriickenbin-
dungen ihrer Basen zu einem Doppelstrang. Die Dehybridisierung ist die gegensétzliche
Reaktion des Aufbrechens der Wasserstoffbriicken.

Das Melting (Dehybridisierung) erfolgt durch Erhitzen der Lésung, in welcher sich
das DNA-Material befindet, auf iiber 95°C. Bei dieser Temperatur sind alle Wasserstoff-
briickenbindungen aufgespalten. Es liegen nur noch Einzelstrange in der Losung vor.

Beim Annealing (Hybridisierung) kiihlt man die vorher durch ein Melting erhitzte
Losung bis unter die Schmelztemperatur der zu erwartenden Doppelstringe (siehe Kap.
2.2) herunter. Dabei bilden sich die Wasserstoftbriicken wieder aus und die Einzelstrénge
binden wieder aneinander. In diesem Vorgehen steckt ein grofles Potenzial. Wahrend
des Abkiihlens finden sich Stréinge mit komplementédren Sequenzen, binden aneinander
und formen groflere und komplexere DNA-Molekiile. Durch die Wahl der Basensequen-
zen der Stringe kann festgelegt werden, welche Strange sich miteinander verbinden. Man
kann damit durch die Basensequenzen die Sekundéarstruktur der entstehenden komplexe-
ren Molekiile vorherbestimmen. Die Assemblierung erfolgt durch einfaches Abkiihlen des
DNA-Materials ohne weitere zuséatzliche Eingriffe.

Der Hybridisierungsprozess kann durch Art und Geschwindigkeit des Abkiihlens be-
einflusst werden. Schnelles Abkiihlen (bis zu nur wenigen Sekunden) bevorzugt kiirzere
Doppelstrangabschnitte, langsames Abkiihlen (bis zu mehreren Tagen) bietet dagegen
lingeren Strangabschnitten geniigend Zeit, aneinander zu binden. Das Annealing kann
auch in mehreren Etappen erfolgen, indem man zum Beispiel sehr schnell auf eine be-
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stimmte Temperatur abkiihlt, dort langere Zeit verharrt und erst spéter den Kiihlprozess
fortsetzt. Damit kann erreicht werden, dass sich Doppelstringe, deren Schmelzpunkt bei
dieser Temperatur liegt, besonders bevorzugt ausbilden. Das genaue Vorgehen héngt von
der gewiinschten DNA-Struktur ab.

2.3.3 Ligation

Eine ebenfalls sehr wichtige Technik der DNA-Nanotechnologie ist die Ligation. Sie ist ei-
ne enzymatische Reaktion, bei welcher DNA-Doppelstrange miteinander verkettet werden
kénnen. Das eingesetzte Enzym, eine DNA-Ligase, katalysiert dabei die Verbindung der
Strangenden durch eine Phosphatgruppe. Ohne das Enzym wiirde diese Reaktion unter
normalen Bedingungen nicht stattfinden. Die Ligasen benttigen deshalb auch ein Cosub-
strat als Energielieferant. Je nach Enzym ist das entweder ATP (Adenosintriphosphat)
oder NAD (Nicotinamidadenindinukleotid).

Vom verwendeten Enzym hingt auch ab, wie die Strangenden geartet sein
miissen. Manche Enzyme verkniipfen nur Doppelstriange mit komplementédren FEinzel-
strangiiberhidngen (im engl.: sticky ends). Andere kénnen auch Doppelstringe mit glatten
Enden (engl.: blunt ends) miteinander verbinden. In beiden Fillen ist es erforderlich,
dass die 5’-Enden der Einzelstrdnge an der Verbindungsstelle mit einer Phosphatgruppe
versehen sind.

Im Labor erfolgt die Ligation durch Inkubation der zu verkniipfenden DNA-Molekiile
mit dem Enzym und dem energieliefernden Cosubstrat. Eine iibliche Reaktionszeit ist
12 Stunden bei einer Temperatur von 37°C. Die genauen Reaktionsbedingungen hingen
jedoch vom verwendeten Enzym ab. Ubliche Enzyme sind die T4-Ligase, die sowohl blunt-
als auch sticky-Enden verkniipft, oder die F.coli-Ligase, welche jedoch nur sticky-Enden
miteinander verbindet.

Wiéhrend der Ligationsreaktion finden und verbinden sich DNA-Doppelstriange zu
grofleren Molekiilen. Gesteuert werden kann dieser Prozess einerseits durch die Basense-
quenzen von Einzelstrangiiberhéingen (nur komplementire Uberhiinge binden aneinander)
und andererseits durch das Anbringen oder Entfernen von Phosphatgruppen an den Stran-
genden (nur phosphorylisierte Strangenden werden verkniipft). Die Ligation hat deshalb
ein dhnliches Potenzial wie das Annealing. Durch die Wahl von Basensequenzen oder Mo-
lekiilgruppen an einzelnen DNA-Stréangen kann die Struktur eines gréfSeren DNA-Molekiils
vordefiniert werden.

2.3.4 Restriktion

Die gegensitzliche Reaktion zur Ligation ist die Restriktion, oft auch Digestion (engl.:
Verdauen) genannt. Durch spezielle Enzyme, die Restriktionsendonukleasen oder kurz
Restriktionsenzyme, werden DNA-Doppelstringe zerschnitten. Jedes Enzym besitzt eine
spezifische Erkennungssequenz. An Stellen, wo diese Sequenz auftaucht, dockt das En-
zym an das DNA-Molekiil und katalysiert das Zerschneiden des Strangriickgrates. Die
Art des Schnittes ist ebenfalls enzymspezifisch. Es gibt sowohl glatte Schnitte, als auch
solche, die zu Einzelstrangiiberhéngen fithren. Die Schnittstelle kann innerhalb der Erken-
nungssequenz, aber auch mehrere Basenpaare davon entfernt liegen. Restriktionsenzyme,
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Abbildung 2.7: Erkennungssequenz und Schnittstelle zweier Restriktionsenzyme

die auBerhalb der Erkennungssequenz schneiden, benttigen als Energielieferant ATP als
Cosubstrat.

In Organismen dienen die Restriktionsenzyme dazu, fremde DNA zu zerstéren und
damit unschédlich zu machen. Aus verschiedensten Bakterienstimmen werden Restrikti-
onsendonukleasen extrahiert, welche mit ihren Erkennungssequenzen und Schnittstellen in
Katalogen verzeichnet sind und kommerziell beschafft werden konnen [58,59]. Abbildung
2.7 zeigt Erkennungssequenz und Schnittverhalten zweier Enzyme als Beispiele.

Im Labor wird die zu zerschneidende DNA zusammen mit dem Enzym und dem even-
tuell notwendigen ATP inkubiert. Ublich ist eine Reaktionszeit von 3 Stunden bei einer
Temperatur von 37°C. Die genauen Reaktionsbedingungen hingen aber vom jeweiligen
Enzym ab.

In der DNA-Nanotechnologie wird die Restriktion hauptsichlich zu Analysezwecken
verwendet. Wenn man eine DNA-Struktur gebaut hat, muss untersucht werden, ob diese
der gewiinschten Struktur entspricht. Eine Methode dafiir ist, die generierte Struktur
durch Restriktionsenzyme wieder zu zerschneiden und an Hand der Eigenschaften der
Bruchstiicke (sieche Kap. 2.3.7) auf die Gestalt der Gesamtstruktur zu schlieffen. Man
kann die Restriktion aber auch als einen echten Schritt beim Aufbau der gewiinschten
DNA-Struktur verwenden.

2.3.5 Polymerisation und Polymerase-Kettenreaktion

Allgemein bedeutet Polymerisation das Zusammensetzen mehrerer Monomere zu einem
Polymer. Auf die DNA bezogen bedeutet es, Nukleotide zu einem DNA-Strang anein-
anderzureihen. Die Reaktion wird durch ein Enzym, eine Polymerase, katalysiert. Die
Sequenz des entstehenden Stranges wird durch einen bereits existierenden Einzelstrang,
an dem die Polymerisation entlang verlauft, festgelegt. Als Ausgangspunkt dient ein Dop-
pelstrang mit einem 5’-Einzelstrangiiberhang. Dieser Uberhang wird, ausgehend vom be-
reits vorhandenen Doppelstrang, nacheinander mit Nukleosidtriphosphaten (dNTPs) zu
einem kompletten Doppelstrang aufgefiillt. Dabei bindet das Triphosphat des jeweiligen
Nukleotids unter Abspaltung von Diphosphat an das 3’-Ende des Vorgéngers. Das Abspal-
ten des Diphosphates liefert die fiir diese Reaktion notwendige Energie. Der Einzelstrang
wéchst somit in Richtung seines 3’-Endes. Die Reihenfolge der Nukleotide wird durch die
Basensequenz des urspriinglichen Uberhanges bestimmt.
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Gleichzeitig zum Auffiillen der 5-Uberhinge werden 3’-Uberhinge durch das Enzym
abgebaut.

Die DNA-Polymerisation ist die Grundlage der Erbgut-Replikation wihrend der
Zellteilung. In der Biotechnologie wird sie benutzt, um sehr schnell viele Kopien von
DNA-Material zu produzieren. Die Technik, mit der dies geschieht, ist die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR, engl.: polymerase chain reaction). Sie ist eine zyklische Folge der
Techniken Melting, Annealing und Polymerisation.

Mochte man einen DNA-Doppelstrang mittels PCR vervielfiltigen, werden eine ther-
mostabile Polymerase und kurze DNA-Stiicke (die sogenannten Primer) mit den Startse-
quenzen (am 5-Ende) der beiden Einzelstriange bendtigt. Die Primer sind in der Regel
10 bis 20 Basen lang. Man gibt sie zusammen mit dem DNA-Templat, der Polymerase
und geniigend freien Nukleotidtriphosphaten in eine Losung und fithrt dann mehrmals
hintereinander eine Melting-, eine Annealing- und eine Polymerisationsphase durch.

In der Melting-Phase wird die Losung auf iiber 95°C erhitzt. Dadurch werden alle
Doppelstrange aufgespalten. In der Annealing-Phase wird die Losung sehr schnell bis unter
die Schmelztemperatur der Primer (siehe Kap. 2.2) abgekiihlt. Das schnelle Abkiihlen
bevorzugt die Anlagerung der kurzen Primer gegeniiber der kompletten Hybridisierung
der urspriinglichen Doppelstrange. Die Primer binden also an die zu vervielfiltigenden
Einzelstrange, und zwar an deren 3’-Enden. Es entstehen kurze Doppelstriange mit langen
5'-Einzelstrangiiberhéingen. Diese Uberhénge werden dann in der Polymerisationsphase
mit den freien Nukleotiden aufgefiillt.

Wenn die verwendete Polymerase thermostabil ist, lasst sich die gesamte Prozedur sehr
leicht iiber die Temperatur steuern. Es gibt die sogenannten Cycler (vom engl. cycle fiir
Kreis), in die man den Temperaturverlauf des kompletten PCR-Schrittes einprogrammie-
ren kann, und die dann selbststandig mehrere solcher Schritte hintereinander durchfiihren.
Ublich sind bis zu 40 PCR-Schritte. Bei jedem Schritt verdoppelt sich die Zahl der zu ko-
pierenden DNA-Striange, was einen exponentiellen Mengenzuwachs nach sich zieht.

In der DNA-Nanotechnologie findet die Polymerisation vor allem in Form der PCR
breite Anwendung bei der Synthese und Analyse. Striange mit frei synthetisierten Basen-
sequenzen konnen durch die PCR vervielféltigt werden. Gleiches gilt fiir DNA-Material,
das durch andere Prozesse erzeugt wurde (zum Beispiel durch Annealing und Ligation)
und welches nach einer PCR besser nachgewiesen werden kann. Beim eigentlichen Aufbau
einer DNA-Struktur spielt die Polymerisation bis jetzt aber keine Rolle.

2.3.6 Label

DNA lésst sich auf verschiedenste Weise mit anderen Molekiilen markieren oder funktiona-
lisieren. Das Spektrum reicht von einer einfachen Markierung des gesamten Molekiils mit
einem Farbstoff bis hin zur Funktionalisierung einzelner Nukleotide mit einer spezifischen
chemischen Gruppe. Hier soll auf drei der wichtigsten Funktionalisierungen eingegangen
werden: die Phosphorylisierung, die Biotinylisierung und die Thiolysierung.

Phosphatgruppen

Bei einem DNA-Einzelstrang kann das duflerste Nukleotid am 5’-Ende mit einer Phos-
phatgruppe versehen sein oder nicht. Mit Hilfe enzymatischer Reaktionen kénnen diese
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Abbildung 2.8: Strukturformel des Biotin

Gruppen gezielt an- oder abgebaut werden.

Die Phosphorylisierung wird durch ein Polynukleotidkinease-Enzym katalysiert. Unter
Verbrauch von ATP, welches neben der Energie auch die Phosphatgruppe bereitstellt, er-
setzt es die OH-Gruppe am C5-Atom der Desoxyribose. Die Dephosphorylisierung erfolgt
unter Einwirkung einer Phosphatase. Dieses Enzym spaltet die Phosphatgruppe wieder
vom C5-Atom der Desoxyribose ab und ersetzt sie durch eine OH-Gruppe. Beide Reak-
tionen finden iiblicherweise bei einer Temperatur von 37°C iiber einen Zeitraum von einer
Stunde hinweg statt. Danach ist das Nukleotid zum Nukleosid geworden. Am C5-Atom
seiner Desoxyribose befindet sich nur noch eine OH-Gruppe.

Durch die An- bzw. Abwesenheit dieser Gruppe ldsst sich eine Ligations-Reaktion
steuern (siehe Kap. 2.3.3). Ist keine Phosphatgruppe vorhanden, findet keine Ligation
statt. Mit Hilfe von Enzymen kann man Phosphatgruppen an die Strangenden anbringen.

Biotin / Streptavidin

Biotin ist ein Vitamin und als solches auch als Vitamin B; oder Vitamin H bekannt. Es
spielt bei vielen enzymatischen Reaktionen beim Stoffwechsel eine bedeutende Rolle. Die
Struktur des Biotin ist in Abbildung 2.8 dargestellt.

Biotin besitzt eine Carboxylgruppe (—COOH), welche es sehr reaktions- und bin-
dungsfreudig macht. Gibt man Biotin in eine Losung mit DNA, bindet es unter Abspal-
tung von Wasser an das 5’-Ende der Stringe, wenn diese mit einer OH-Gruppe (und nicht
mit einer Phosphatgruppe) versehen sind. Dies ist eine sehr einfache und wirksame Re-
aktion. Sie ist jedoch nicht ohne weiteres riickgéingig zu machen und blockiert aulerdem
die Strangenden der DNA. Ligationen sind an diesen Stellen nicht mehr moglich.

Es gibt darum auch Verfahren, die das Biotin anders an ein Nukleotid binden. Ublich
ist die Methode, das Biotin iiber einen Kohlenstoff-Arm (engl.: spacer, linker) an ein
Stickstoff-Atom in der Nukleobase zu binden. Beispiele dafiir sind das Biotin-14-dCTP
und das Biotin-21-dUTP. Beides sind Desoxynukleosidtriphosphate, an die das Biotin
iiber einen 14C- bzw. einen 21C-Arm gebunden ist. Die Kohlenstoff-Arme sorgen fiir eine
Distanz zwischen dem Biotin einerseits und den Nukleotiden andererseits, so dass die
normale Struktur der DNA nicht zu sehr gestort wird.

Mit Biotin versehene Nukleotide konnen heute kommerziell beschafft werden. Sie wer-
den dann sowohl bei reiner Synthese von DNA als auch bei der Polymerisation verwendet,
um Biotin-Molekiile an genau definierte Stellen in einem DNA-Strang zu bringen.
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Was ist nun durch ein Biotin-Molekiil an einem DNA-Strang gewonnen? Biotin bindet
sehr stark, jedoch nicht-kovalent, an Avidin und Streptavidin. Beides sind Proteine aus
vier identischen Untereinheiten. An jede Einheit kann jeweils ein Biotin-Molekiil binden.
Daraus ergeben sich viele Moglichkeiten in der Nanotechnologie. Man kann zum Bei-
spiel vier biotinylierte DNA-Striange iiber ein Streptavidin-Molekiil zu einem vierarmigen
Komplex verbinden. Avidin und Streptavidin lassen sich aber auch zu makroskopischen
Kiigelchen formen, an welche sehr viel biotinylierte DNA binden kann. Durch Zentrifu-
gieren kann man dann diese DNA von derjenigen, die nicht mit Biotin versehen war,
raumlich trennen. Es besteht die Moglichkeit, bestimmte DNA-Strdnge von anderen zu
unterscheiden.

Nicht zuletzt kénnen iiber Avidin und Streptavidin viele andere Substanzen an DNA
gebunden werden. Da man das Biotin an fest definierten Stellen im Molekiil platzieren
kann, sind diese Substanzen an genau festgelegten Orten. Die DNA kann dadurch sehr
ortsgenau funktionalisert oder markiert werden.

Thiolgruppen

Die Thiolgruppe ist eine funktionelle Gruppe, bestehend aus einem Schwefel- und einem
Wasserstaffatom (—SH). Ihre Struktur gleicht der Hydroxylgruppe (—OH), die Bindung
des Wasserstoffs ist jedoch schwicher, da Schwefel weniger elektronegativ als Sauerstoff
ist.

Es gibt verschiedene Arten, eine Thiolgruppe in die DNA zu integrieren. Zum einen ist
es moglich, eine Thiolgruppe iiber ein Phenylmethyl an der Phosphatgruppe am 5-Ende
eines Stranges zu installieren. Wie schon beim Biotin ist damit jedoch dieses Strangende
fiir weitere Reaktionen gesperrt. Man kann aber auch in die Nukleobasen ein Schwefelatom
anstelle eines Stickstoffatoms einbauen. Zusammen mit dem Wasserstoff eines benachbar-
ten Kohlenstoff-Atoms bildet der Schwefel dann eine Pseudo-Thiolgruppe. Das Anbringen
der Thiolgruppe an einem Kohlenstoff-Arm ist ebenfalls moglich. Die thioliserten Nu-
kleotide lassen sich dann wiederum iiber Synthese und Polymerisation in DNA-Strénge
einbauen.

An die Thiolgruppe konnen sich andere Substanzen binden. Fiir die DNA-
Nanotechnologie am wichtigsten ist dabei die hohe Affinitéit zu Gold. Bringt man Gold in
eine Losung mit thiolisierter DNA, so bindet diese daran. DNA-Strénge kénnen dadurch
fixiert oder separiert werden. Andersherum lassen sich Gold-Cluster auf die gleiche Weise
an genau definierte Stellen auf einem DNA-Strang befestigen [9].

2.3.7 Gel-Elektrophorese

Die Gel-Elektrophorese ist eine Methode, DNA-Stréinge nach ihrer Lénge zu separieren.
Man bringt dazu die DNA-Probe in ein elektrisches Feld. Durch die negative Ladung der
Phosphatgruppen wandern die Strange von der negativ geladenen Kathode zur positiv
geladenen Anode. Der ganze Prozess findet in einem Gel statt, welches die Bewegung der
Molekiile bremst. Die Bremswirkung hiangt im Wesentlichen von der Porengrofie des Gels
ab. Agarose-Gele besitzen relativ grole Poren von 50 bis 150 nm. Dagegen sind die Poren
in Polyacrylamid-Gelen nur zwischen 3 und 6 nm klein.

Die Geschwindigkeit, mit der sich ein DNA-Strang im Gel bewegt, hingt neben
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Abbildung 2.9: Auswertungsbild einer Gel-Eletrophorese

der Porengrofle des Gels auch von der angelegten Spannung, seiner Ladung und seiner
Stranglange ab. In der Regel laufen kurze Stringe schneller als lange. Nach einer bestimm-
ten Laufzeit haben sich deshalb die Strange in Bereiche mit gleichen Léangen separiert (die
sogenannten Banden). Nach der Elektrophorese wird das DNA-Material gefirbt und unter
Ultraviolett-Licht (UV) analysiert. Ein Beispiel ist in Abbildung 2.9 zu sehen. Dort gibt
es drei Bahnen, in elchem unterschiedliches DNA-Material im selben Gel von oben nach
unten gelaufen ist. Die verschieden langen DNA-Stiicke haben sich dabei in den dunklen
Banden angereichert.

Die Gel-Elektrophorese wird benutzt, um die Existenz bestimmter DNA-Fragmente
nachzuweisen. Damit kann auf Erfolg oder Misserfolg von vorher durchgefithrten Opera-
tionen geschlossen werden. Zum Beispiel konnen nach einer Digestion die verbliebenen
DNA-Stiicke erkannt werden. Fehlen diese, hat die Restriktion nicht funktioniert. Ahn-
lich, nur umgekehrt, erfolgt der Nachweis einer Ligation. Weiterhin ist auch die Bildung
groflerer DNA-Komplexe durch Selbstassemblierung in einem Gel sichtbar.

2.3.8 Rasterkraft-Mikroskopie (AFM)

Die Rasterkraft-Mikroskopie (AFM, von engl.: atomic force microscopy) ist eine Methode,
Strukturen im Nanometerbereich sichtbar zu machen. Dabei wird eine an einer Blattfe-
der, dem Cantilever, befestigte Messspitze zeilenweise iiber eine Probe gefiihrt. Es gibt
diverse Modi, in denen die Rasterung vorgenommen wird. Sie unterscheiden sich danach,
ob die Messspitze im Kontakt mit der Probe steht oder nicht, und nach unterschiedlichen
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3.00 nm

Die Aufnahme wurde von Alexander Huhle am Max-Bergmann-Zentrum fiir
Biomaterialien der TU Dresden gemacht.

Abbildung 2.10: DNA in einer AFM-Aufnahme

Auswerteverfahren. Im Kontakt-Modus steht die Messspitze in direktem mechanischen
Kontakt mit der Probe. Deren Oberflidche lenkt die Spitze beim Abtasten ab, was zu einer
Verbiegung des Cantilever fithrt. Im Nicht-Kontakt-Modus wird die Messspitze dagegen in
einigem Abstand {iber die Probe gefiihrt. Hierbei fiithren die atomaren Wechselwirkungen
zwischen Messspitze und Probenoberfliche zur Ablenkung der Spitze und zu einer Ver-
biegung des Cantilever. Diese Verbiegung des Cantilever kann gemessen werden, wodurch
sich ein Hohenprofil der Probe erstellen lasst.

Fiir die Darstellung von DNA im Rasterkraft-Mikroskop eignet sich besonders der
Tapping-Modus. In diesem Modus wird die Messspitze nicht einfach {iber die Probe gezo-
gen, sondern zuséitzlich gehoben und gesenkt. Dadurch tippt die Spitze immer nur kurz
auf die Probe. Lose Molekiile auf der Probenoberfliche, wie die DNA, werden so nicht
von der Messspitze verschoben. In anderen Modi kommt so etwas vor.

Je nach Beschaffenheit der Nadel und dem Messmodus erreicht man Auflésungen von
0.1 bis 10 nm, wodurch im Idealfall sogar einzelne Atome sichtbar werden. Die gemessene
Topographie wird schliellich als Graustufen- oder Farbbild ausgegeben.

Die AFM-Aufnahme in Abbildung 2.10 zeigt langgestreckte DNA-Molekiile &hnlich der
Struktur in Abbildung 2.17 auf Seite 33, jedoch mit kurzen senkrecht abstehenden Sei-
tenarmen. Die Arme sorgen dafiir, dass sich die einzelnen DNA-Ketten in einem gewissen
Abstand voneinander entfernt auf der Oberfliche ablagern. Es entsteht ein ziegelsteinar-
tiges Muster.Die Aufnahme wurde von Alexander Huhle am Max-Bergmann-Zentrum fiir
Biomaterialien der TU Dresden gemacht.

Aufler der Oberflichentopographie kénnen mit dem AFM noch weitere Eigenschaf-
ten der Probe ermittelt werden. Dazu gehoren elektrische und magnetische Feldstarken,
chemische Krafte sowie Steifigkeit und Bindungsfestigkeit einzelner Molekiile. Die Ma-
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gnetfeldmessung wird vor allem bei der Produktion von Computer-Festplatten als Qua-
litatskontrolle verwendet.

2.4 DNA-Nanostrukturen

2.4.1 Selbstassemblierung

DNA-Nanostrukturen sind im weiteren Sinne alle Strukturen, die wesentlich durch DNA
gebildet oder stabilisiert werden, und im engeren Sinne alle Strukturen, die abgese-
hen von einzelnen Funktionalisierungen komplett aus DNA bestehen. Sie werden unter
Verwendung der soeben beschriebenen Techniken erzeugt und untersucht. Die bei wei-
tem héufigste Herstellungsmethode ist die Selbstassemblierung der gewiinschten DNA-
Struktur durch das Annealing. Wie in Kapitel 2.3.2 beschrieben, finden bei dieser Tech-
nik wihrend eines Abkiithlungsprozesses Einzelstrange oder Abschnitte von Einzelstringen
mit komplementéren Basensequenzen zueinander und bilden Wasserstoftbriicken zwischen
ihren Basen aus. Dies geschieht bei geeigneten Bedingungen ohne sonstiges Zutun. Die
Gestalt der entstehenden DNA-Strukturen héangt von der Basensequenz der beteiligten
Einzelstrange ab. Sie kann also durch geeignete Wahl der Sequenzen vorherbestimmt wer-
den. Da man FEinzelstrange mit jeder beliebiger Basensequenz synthetisieren kann, sind
hier auch keine Grenzen gesetzt. Lediglich langere Stringe mit deutlich mehr als 100
Basen miissen zuvor aus kleineren Stiicken zusammengesetzt werden.

Damit der Zusamenbau gelingt, miissen die Basensequenzen bestimmten Anforderun-
gen geniigen. Zuallererst sollten die entstehenden Doppelstringe stabil sein, das heifit ihre
Schmelztemperaturen miissen geniigend hoch sein (siche Kap. 2.2). Als kleinste sinnvol-
le Doppelstrangliange haben sich 5 Basenpaare herausgebildet. Der Maximalldnge sind
prinzipiell keine Grenzen gesetzt.

Des Weiteren miissen die Basensequenzen so ausgelegt sein, dass die gewiinschte Ziel-
struktur mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit entsteht. Fiir eine bestimmte Sequenzkonfi-
guration sind immer mehrere Strukturkonstellationen denkbar, denn jede Base kann ja
mit jeder anderen komplementéiren Base, von denen es viele gibt, eine Bindung einge-
hen. Allerdings sind die meisten Konstellationen duflerst instabil, weil die unerwiinschten
Paarungen sehr kurz sind. Beim Sequenzdesign muss also dafiir gesorgt werden, dass Fehl-
konstellationen moglichst instabil sind und deshalb gegeniiber der Zielstruktur eine sehr
viel geringere Auftrittswahrscheinlichkeit besitzen. Die Fehlkonstellationen treten dann
im Experiment zwar auf, jedoch nur in sehr geringer Zahl, so dass die Erzeugung der
Zielstruktur nicht gestort wird.

Auf dem Problem des Sequenzdesigns fiir die Selbstassemblierung liegt der Schwer-
punkt dieser Arbeit. Es wird im Kapitel 3.2 umfassend behandelt.

Auch mit der Ligation lassen sich DNA-Nanostrukturen assemblieren. Durch eine en-
zymatische Reaktion werden dabei Doppelstringe mit Einzelstrangiiberhéngen oder mit
glatten Enden verkniipft (siege Kap. 2.3.3). Im Fall der Einzelstrangiiberhéinge, bestim-
men auch hier die Basensequenzen, welche Komponenten miteinander verkniipft werden.
Allerdings miissen die Sequenzen aufler der Komplementaritéit keinen weiteren Anforde-
rungen geniigen. Stabilitdatsfragen spielen keine Rolle, weil das Ligase-Enzym die Strang-
riickgrate vollstandig verbindet.
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Abbildung 2.11: Darstellung einer dreiarmigen Verzweigung

Man verwendet die Ligation, um Grundelemente zu einer grofleren Struktur zusam-
menzubauen, noch 6fter aber, um die bei der Selbstassemblierung entstanden Liicken im
Strangriickgrat zu schliefen. Die Stabilitéit der entstandenen DNA-Struktur wird dadurch
erheblich erhoht.

In den letzten Jahren wurden viele verschiedene DNA-Nanostrukturen meist durch
Selbstassemblierung erzeugt. Die folgenden Unterkapitel beschreiben einige Grundstruk-
turen aber auch komplexere Gebilde, um einen Eindruck vom Potenzial der DNA als
Werkstoff zu vermitteln. Eine noch ausfiihrlichere Darstellung kann in [2] nachgelesen
werden.

2.4.2 Einfache Verzweigungen

Die lineare Doppelhelix ist die natiirliche Form der DNA unter normalen Bedingungen.
Aber schon in der lebenden Zelle treten wiahrend der DNA-Replikation Abweichungen in
Form von Verzweigungen (engl.: junction) auf [52]. Diese Verzweigungen sind allerdings
nur ein Ubergangszustand und nicht stabil. Die Strukturen dienen als Vorbild fiir stabile,
kiinstliche Verzweigungen.

Beginnen wir mit dem Einfachsten: einer dreiarmigen Verzweigung. Abbildung 2.11
zeigt eine solche Struktur, an welcher drei DNA-Einzelstréange beteiligt sind. Jeder Strang
ist an seinem 5’-Ende mit dem ersten und an seinem 3’-Ende mit dem zweiten der beiden
anderen Strange verbunden. Solche Konstrukte wurden schon sehr frith erzeugt [47]. Die
drei Arme richten sich bei der Ablage auf einer Oberfliche in einem Winkel von ungefahr
120° aus. Allerdings ist dieser Winkel weder immer gleich noch fest. Zug oder Druck an den
Armen kann die Winkelkonstellation erheblich verzerren. Es kommt auch vor, dass einer
der Arme zwischen die beiden anderen klappt, so dass eine 60°/60°/240°-Winkelverteilung
entsteht.

Damit sich die drei Einzelstringe zu der dreiarmigen Verzweigung zusammenfinden
kénnen, miissen ihre Basensequenzen zueinander passen. Der Anfang des ersten Stranges
muss komplementédr zum Ende des dritten Stranges und sein Ende komplementar zum
Anfang des zweiten Stranges sein. Ebenfalls komplementér miissen das Ende des zweiten
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Strang Sequenz

A: CCGTGGATACCTTAGTCGCC
B: GGCGACTAAGAAATGAGCAG
C: CTGCTCATTTGTATCCACGG

Tabelle 2.5: Passende Basensequenzen fiir eine dreiarmige Verzweigung

Abbildung 2.12: Darstellung einer vierarmigen Verzweigung in Draufsicht (oben) und
Seitenansicht (unten)

und der Anfang des dritten Stranges sein. Tabelle 2.5 zeigt passende Basensequenzen fiir
eine solche Struktur.

Sind die Sequenzen passend und einige Randbedingungen erfiillt, bildet sich die Ver-
zweigung durch Abkiihlen der DNA-Losung (Annealing) durch Selbstassemblierung.

Wird das dreiarmige Ensemble um einen zusétzlichen Strang erweitert, entsteht eine
vierarmige Verzweigung, wie sie in Abbildung 2.12 zu sehen ist. Experimente legen nah,
dass sich die Arme bei dieser Konstellation unter normalen Bedingungen nicht in einem
90° Winkel, sondern in einem 120°/60° Arrangement anordnen. Es entstehen dabei zwei
Doppelhelices, die am Kreuzungspunkt zwei Einzelstrange untereinander austauschen [35].
Die beiden Helices liegen auflerdem in zwei Ebenen iibereinander.

Ein fiinfter, sechster oder auch siebenter Strang kann gleichermafien dazugenommen
werden, um Verzweigungen mit noch mehr Armen zu erzeugen. Allerdings sind diese
Konstrukte immer instabiler und schwerer zu beherrschen. Deshalb haben sich im We-
sentlichen nur die drei- und vierarmigen Verzweigungen als Bauelemente durchgesetzt.

Vielarmige Verzweigungen lassen sich auch durch Verkniipfung von Verzweigungen
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mit weniger Armen erzeugen. Verbindet man jeweils einen Arm von zwei dreiarmigen
Verzweigungen, entsteht ein vierarmiges Gebilde [26]. An die vier Enden kénnen weite-
re Verzweigungen angelagert werden, so dass vielarmige Verbindungen ohne prinzipielle
Stabilitdtsprobleme moglich werden. Allerdings sind solche Strukturen aus einfachen Ver-
zweigungen duflerst flexibel und haben deshalb nur wenig Anwendungen gefunden.

Neben diesen reinen DNA-Verzweigungen lassen sich Einzel- oder Doppelstrange aber
auch iiber andere Stoffe miteinander verbinden. Zum Beispiel konnen iiber Biotin vier
DNA-Strange an ein Streptavidin-Molekiil gebunden werden. Die Strédnge sind dann te-
traederartig um das Streptavidin angeordnet. Fiir die Herstellung vielarmiger Verzweigun-
gen eignen sich sehr gut Goldcluster mit wenigen Nanometern Durchmesser. Thiolisierte
DNA-Striange konnen daran binden. Wie viel Arme in diesem Fall vom Verzweigungspunkt
ausgehen, ist schwieriger zu bestimmen, kann aber unter anderem durch die Clustergréfie
beeinflusst werden. Die DN A-funktionalisierten Goldcluster kénnen dann zum Beispiel zu
einem Gold-Komposit verbunden werden [34,42].

2.4.3 DNA-Netze

Aus den einfachen Verzweigungen kénnen grofiere DNA-Strukturen zusammengesetzt wer-
den. Eine grofie Gruppe solcher Strukturen sind zweidimensionale Netze. Meist werden sie
erzeugt, indem mehrere einfache Verzweigungen zu einem oder mehreren Grundelemen-
ten zusammengefasst werden, welche sich dann iiber Einzelstrangiiberhdnge zum Netz
verbinden. Die Grundelemente werden meist durch Selbstassemblierung erzeugt und ge-
gebenenfalls durch Ligation stabilisiert. Das Zusammensetzen des Netzes erfolgt dann
entweder auch durch Selbstassemblierung (das komplette Netz kann dann auch in nur
einem Annealing-Schritt produziert werden) oder durch Ligation.

Eines der ersten DNA-Netze war ein Gitter aus Rhomben und Parallelogrammen [35].
Das Grundelement dieses Netzes ist ein Rhombus mit vier Helixwindungen Kantenlédnge.
Das entspricht 42 Basenpaaren und einer Lénge von ca. 14 Nanometern. Es wird von zehn
Einzelstrangen geformt. Vier vierarmige Verzweigungen bilden die Ecken des Rhombus.
Entsprechend den Winkeln der Basisverzweigung sind die Winkel im Rhombus 60° und
120°. Das Element ist in Abbildung 2.13 dargestellt.

Die Kanten des Rhombus gehen iiber die Eckpunkte hinaus und enden in Einzel-
strangiiberhédingen. Dadurch stehen insgesamt acht Verkniipfungspunkte zur Verfiigung,
an denen sich benachbarte Elemente verbinden kénnen. Durch die geeignete Wahl der
Basensequenzen der Uberhéinge wurde erreicht, dass sich die Grundelemente zu dem re-
gelméfigen Netz in Abbildung 2.14 zusammensetzten. Zwei benachbarte Rhomben liegen
zwei Helixwindungen voneinander entfernt. In den Liicken entstehen Parallelogramme
mit zwei und vier Windungen Seitenlénge und kleinere Rhomben mit zwei Windungen
Seitenldnge. Betrachtet man das Gitter als einen zweidimensionalen Kristall, so besteht
dessen Elementarzelle aus einem grofien und einem kleinen Rhombus sowie zwei Paralle-
logrammen. Die Ausdehnung der Elementarzelle betriigt inklusive den Uberhéngen acht
Helixwindungen.

Die erzeugten Netze dieser Gestalt sind mehrere Mikrometer breit und hoch. Eine
Variante mit verédnderten Verkniipfungspunkten fiihrte zu einer eindimensionalen Verbin-
dung des Grundelementes. Es entstand so eine Kette aus alternierenden Rhomben und
Parallelogrammen. Das Konstrukt ist nur sechs Helixwindungen (63 bp, 21 nm) breit,
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Abbildung 2.13: Grundelement fiir das Rhombus-Netz

Abbildung 2.14: Gitter aus Rhombus-Grundelementen
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CTEERE=E=RES T

Abbildung 2.15: Darstellung eines Double-Crossover-(DX)-Molekiils

trotzdem aber mehrere Mikrometer lang.

Vollig anders geartete Grundelemente sind die Double-Crossover-Molekiile (DX) [33].
Sie bestehen aus zwei Doppelhelices, die an zwei Kreuzungspunkten Einzelstringe unter-
einander austauschen. Nach auflen hat das Molekiil vier Strangenden. Es ldsst sich also
auch als eine, wenn auch komplexere, vierarmige Verzweigung betrachten. Anhand der
Lage der Kreuzungspunkte konnen mehrere Varianten des DX-Molekiils unterschieden
werden [33]. Eine oft verwendete Form ist in Abbildung 2.15 dargestellt. Bei dieser sind
die beiden Kreuzungspunkte zwei Helixwindungen voneinander entfernt. Es gibt einen
oberen und einen unteren Seitenstrang (rot und orange), welche beide durch das gesamte
Molekiil laufen. Verbunden sind sie durch drei innere Stringe (hellblau, griin und dunkel-
blau), wobei der mittlere griine Strang einen Ring formt.

Durch die Verkniipfung der beiden Doppelhelices ist ein DX-Molekiil sehr viel steifer
als eine einfache Verzweigung. Es ladsst sich daher sehr gut zur Konstruktion gréflerer
Strukturen verwenden. Gesteuert wird die Konstruktion durch die Basensequenzen an
den Einzelstrangiiberhéngen der vier dufleren Arme des DX-Elementes. In Abbildung
2.16 ist als Beispiel ein Netz aus DX-Molekiilen der Abbildung 2.15 zu sehen.

Bei diesem Arrangement sind die Sequenzen der Einzelstrangiiberhidnge so definiert,
dass ausgehend von Abbildung 2.15 das obere linke Ende an das obere rechte und das un-
tere linke Ende an das untere rechte Ende eines benachbarten Elementes binden kann. Die
Kreuzungspunkte benachbarter Elemente liegen zweieinhalb Helixwindungen voneinander
entfernt. Deshalb sind die Elemente alternierend um jeweils 180° um ihre Langsachse zu-
einander verdreht. Kleinere Verkriimmungen, die ein DX-Molekiil aufweisen kann, werden
dadurch ausgeglichen. Da es im dargestellten Netz nur einen Typ Grundelement gibt, ist
das wichtig, weil sich die leichte Kriimmung bei gleicher Orientierung sonst aufsummieren
wiirde.

Ein dhnliches Arrangement, allerdings mit vier unterschiedlichen DX-Elementen wur-
de in der Veroffentlichung [9] vorgestellt. Einige der DX-Elemente haben dabei in ihrem
zentralen Ring eine zusétzliche Verzweigung, deren einer Arm aus der Gitterebene heraus-
ragt. An diesen Armen sind Goldcluster gebunden, so dass eine regelméfigere Anordnung
von Goldclustern erreicht werden konnte.

Mit einem etwas verédnderten Design der Einzelstrangiiberhédnge des DX-Molekiils in
Abbildung 2.15 ldsst sich erreichen, dass sich die Grundelemente nicht zu einem Netz,
sondern zu einer Kette formieren. Diese Konstellation ist in Abbildung 2.17 zu sehen. Auf
diese Weise erhélt man lang gestreckte, aber trotzdem noch recht steife DNA-Konstrukte,
die zum Beispiel als Vorlage fiir Nanodréihte benutzt werden koénnen.

Ein weiteres Grundelement ist das 4X4-Molekiil [18]. Es besteht aus vier vierarmigen
Verzweigungen, von denen jeweils zwei Arme {iber einen zentralen Ringstrang miteinander
verbunden sind. Die {ibrigen Arme der Verzweigungen (insgesamt acht) weisen nach aufien
und stellen Verkniipfungsstellen zur Verfiigung. Zwischen zwei benachbarten Verzweigun-
gen ist in den Ringstrang eine Schlaufe aus vier ungepaarten Thymin-Basen eingebaut.
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Abbildung 2.16: Netz aus DX-Molekiilen
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Abbildung 2.17: Darstellung einer Kette aus DX-Molekiilen
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Abbildung 2.18: Darstellung des 4X4-Molekiils

Die Doppelhelices zwischen den Verzweigungspunkten werden dadurch unterbrochen und
konnen an diesen Stellen knicken. Das Molekiil erhélt dadurch die Form eines Kreuzes.
Eine Darstellung des 4X4-Molekiils ist in Abbildung 2.18 zu sehen.

Durch geeignete Wahl der Sequenzen der Einzelstrangiiberhdnge kann wiederum ein
Netz konstruiert werden. In der Veroffentlichung [18] wurde ein Netz aus einem Grun-
delement generiert. Die beiden unteren Enden des Elementes verbinden sich dabei mit
den beiden oberen Enden und die beiden linken mit den beiden rechten. So entsteht
ein regelméfBiges Quadratgitter, welches in Abbildung 2.19 zu sehen ist. Bei eingehender
Betrachtung wird ersichtlich, dass durch die Verkniipfung der einzelnen Grundelemente
wieder DX-Elemente dhnlich denen aus Abbildung 2.15 entstehen. Diese bilden die Kan-
ten des Quadratgitters. Die Knoten sind die durch die Thymin-Schlaufen herbeigefiihrten
Knicke.

Jedes 4X4-Element wurde zusétzlich in seiner Mitte mit einem Protein besetzt, so dass
ein regelmafBiges Protein-Gitter entstand. In der gleichen Arbeit wurde auch eine abge-
wandelte Form des Netzes vorgestellt, das in der einen Dimension nur zwei Grundelemente
breit ist. Durch Metallisierung [13,27] dieser Anordnung entstanden Nanodréhte.

Mit einer verdnderten Variante des 4X4-Elements, welches nur drei Arme besitzt (so-
zusagen ein 3X4-Element), hat man auf dhnliche Weise ein Hexagon-Netz erzeugt [6].

Auch irregulédre Netze oder Graphen lassen sich aus unterschiedlichen Grundelementen
herstellen, wie in der Arbeit [11] gezeigt wurde.

2.4.4 3D-Strukturen

Einzelne Grundelemente lassen sich auch zu dreidimensionalen Objekten zusammenset-
zen. Wenn man zum Beispiel vier geeignete einfache dreiarmige Verzweigungen wie in
Abbildung 2.11 miteinander verkniipft, kann ein Tetraeder wie in Abbildung 2.20 entste-
hen. In [4] wurde der dargestellte Tetraeder sowie einige weitere Abwandlungen erzeugt.

Um den Grundelementen die fiir diese Konstruktion notwendige hohe Flexibilitdt zu
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Abbildung 2.19: Netz aus 4X4-Molekiilen
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Abbildung 2.20: Tetraederformiges DNA-Molekiil

geben, sind um die Verzweigungspunkte herum jeweils drei ungepaarte Basen eingebaut.
Diese ermoglichen den Armen eine hohe Beweglichkeit in alle Raumrichtungen. Der ge-
samte Tetraeder ist durch seine geometrische Form wieder formstabil.

Durch geeignete Verkniipfung von acht dreiarmigen Verzweigungen entsteht auf dhnli-
che Weise ein Wiirfel oder Quader [44]. Einige weitere dreidimensionale Objekte konnten
bisher erfolgreich synthetisiert werden, darunter Oktaeder [14], ein Oktaeder mit abge-
schnittenen Ecken [43] und verschiedene Arten von Rohren [3,19].

Die Rohrenkonstruktionen nutzen eine vorhandene Kriimmung eines Bauelementes.
In der Arbeit [3] falten sich mehrere Kopien des gleichen Stranges zu einem DX-Molekiil
zusammen. Diese Grundelemente verbinden sich wiederum zu einem Band mit einer Brei-
te von einigen wenigen DX-Elementen. Durch die Kriimmung der Elemente und ihrer
immer gleichen Orientierung kriimmt sich das Band zu einer Einfachhelix. So entsteht
eine Rohre mit einem Durchmesser von 20 bis 30 Nanometern. In der zweiten Arbeit [19]
werden Triple-Crossover-Molekiile [33] als Grundelemente verwendet. Dies sind Molekiile,
die drei Doppelhelices durch vier Kreuzungspunkte verbindet. Auch TX-Molekiile weisen
eine Eigenkriimmung auf. Bei Erzeugung eines Gitters ohne alternierende Orientierung
der Grundelemente fiithrt das zu einer Rhrenbildung.
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Kapitel 3

Design von DNA-Strukturen

Im vorangegangenen Kapitel wurde beschrieben, wie mit der DNA Nanostrukturen aufge-
baut werden. Dieses Kapitel widmet sich nun den Herausforderungen des Designs solcher
Strukturen.

Der Aufbau einer DNA-Nanostruktur erfolgt in drei Schritten:

1. Strukturdesign,
2. Sequenzdesign und

3. Herstellung der Struktur im Labor.

Ein vierter Schritt wird notwendig, wenn das Ergebnis verifiziert werden soll, was bei
wissenschaftlichen Arbeiten natiirlich immer notwendig ist.

In der Strukturdesign-Phase wird geklért, welche DNA-Struktur erzeugt werden soll
und wie diese exakt aussehen muss. Dabei spielen die Materialeigenschaften der DNA,
ihre Flexibilitdt und ihre Windungseigenschaften sowie die angestrebte Funktionalitét
der Struktur eine Rolle. Im Kapitel 2.4 war zu sehen, dass die verwendeten Bauelemente
immer komplexer werden. Benutzte man anfangs einfache drei- und vierarmige Verzwei-
gungen, kommen nun verstiarkt Crossover-Molekiile oder noch komplexere Gebilde, wie
zum Beispiel das 4X4-Element, zum Einsatz. Man verwendet ungepaarte Basen, um be-
stimmte Flexibilitdten (beim Tetraeder) oder Knicke (T-Schlaufen beim 4X4-Element) zu
erzeugen. Die Vielgestaltigkeit der Strukturen nimmt immer mehr zu.

Die zweite Phase ist das Sequenzdesign. Dort wird die Frage geklért, wie die Basen-
sequenzen fiir die gewiinschte Zielstruktur aussehen miissen. Durch die Basensequenzen
wird die Gestalt der entstehenden Strukturen vorherbestimmt, weil sie bei der Selbstas-
semblierung als Programmierung fungieren. Da die Strukturen immer komplexer werden,
steigen auch die Anforderungen an die Basensequenzen. Die Strukturen enthalten immer
mehr Verzweigungspunkte verschiedenster Art.

Schon lange kann die Aufgabe des Sequenzdesigns ohne Unterstiitzung von Computern
nicht mehr effektiv behandelt werden. Altere Algorithmen stofien aber zunehmend an ihre
Grenzen, da sie fiir einfachere Anwendungsfélle entwickelt wurden.

Im Folgenden wird nun zuerst das Strukturdesign betrachtet und dann das Hauptau-
genmerk auf das Sequenzdesign gerichtet.
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3.1 Strukturdesign

Die Gestalt einer DNA-Struktur wird zu allererst von ihrem Zweck, das heifit der an-
gestrebten Funktionalitéit, bestimmt. Benttigt man nur einen einfachen Abstandshalter,
geniigt eine einfache Doppelhelix mit der entsprechenden Lénge. Méchte man dagegen
ein DNA-Netz erzeugen, um darauf zum Beispiel Proteine oder Goldcluster zu immo-
bilisieren, benotigt man Grundelemente mit Verzweigungsstellen und funktionalisierten
Nukleotiden.

Grundsétzlich stehen drei Strukturelemente zur Verfiigung: Verzweigungspunkte, Ein-
zelstrange und Doppelstringe. An den Verzweigungspunkten konnen theoretisch beliebig
viele, praktisch bis zu sechs und iiblicherweise drei oder vier Doppelstrange miteinander
verkniipft werden. Sie entstehen durch Hybridisierung von Einzelstrangen, wobei jeder
Strang an mindestens zwei Armen teilnimmt. Alternativ kann die Verbindung auch durch
Nicht-DNA-Molekiile (z. B. Streptavidin) erfolgen. Einfache drei- und vierarmige Verzwei-
gungen (siehe Kap. 2.4.2) sind relativ flexibel. Sie besitzen zwar eine bevorzugte Gestalt
(dreiarmig: 120°, vierarmig: 120°/60°), verbiegen sich aber ohne weitere Stabiliserung sehr
leicht. Durch die Verkniipfung mehrerer einfacher Verzweigungen durch Doppelstrangab-
schnitte konnen sehr viel starrere Gebilde, wie zum Beispiel die DX-Molekiile, entstehen
(siehe Kap. 2.4.3). Andererseits erhthen ungepaarte Basen direkt am Verzweigungspunkt
dessen Flexibilitdt noch erheblich. Das ist manchmal nétig, um eine gewiinschte Gestalt
zu erhalten, wie zum Beispiel das Tetraeder in Kapitel 2.4.4. Ohne die erhchte Flexibilitat
der Verzweigungspunkte wiirde die Zielstruktur entweder gar nicht entstehen kénnen oder
aber auf Grund der hohen Torsionskréfte sehr instabil sein.

Doppelstrange konnen bis zu einer Lénge von 150 Basenpaaren (50 nm) als starr an-
gesehen werden. Sie bilden deshalb das Grundgeriist einer DNA-Struktur. Thre Gestalt ist
die einer Doppelhelix. Welche Form die Helix genau hat, hingt von den Umgebungsbedin-
gungen und teilweise auch von der Basensequenz ab (siehe Kap. 2.1). In den meisten Féllen
wird die B-Form mit einer Windungshoéhe von 10.4 Basenpaaren (3.4 nm) vorliegen. Die
Windungsphase entscheidet dariiber, in welcher Ebene einzelne Arme an Verzweigungs-
punkten abzweigen. Fiir zweidimensionale Strukturen ist eine halbe Helixwindung die
Basis-Abstandseinheit. Verzweigungspunkte werden ihre Arme dann in anndhernd der
gleichen Ebene ausstrecken. Vierteldrehungen fithren dagegen zu Ausrichtungen in die
dritte Dimension. Designt man Strukturen, die von ihrer Art her eigentlich in einer Ebene
liegen (z. B. ein DX-Molekiil), achtet aber nicht auf die halben Helixwindungen, entstehen
Torsionen in dem Molekiil, was zu einer verminderten Stabilitat fiihrt.

Einzelstrange sind sehr flexibel. Sie sind eine Art Perlenkette aus aufgereihten Nukleo-
tiden. Man setzt sie ein, um gezielt Flexibilitdt in ein Molekiil zu bringen.

Flache DNA-Komplexe wie das DX-Molekiil weisen meist eine leichte Kriimmung auf.
Setzt man aus ihnen groflere Netze zusammen, werden auch diese sich in eine Richtung
biegen. Dieses Designelement wird benutzt, um raumliche Strukturen zu erzeugen. Ist die
Kriimmung jedoch nicht erwiinscht, kann man sie neutralisieren, indem benachbarte Grun-
delemente mit jeweils entgegengesetzter Orientierung verbunden werden. Die Kriimmung
des einen Elements wird dann durch den Nachbarn ausgeglichen.

Eine noch tiefer gehende Ubersicht iiber das Design von DNA-Strukturen ist in [2]
nachzulesen.
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3.2 Sequenzdesign

Nachdem geklért ist, wie genau die Zielstruktur aussehen soll, stellt sich die Frage nach
dazu passenden Basensequenzen. Die DNA-Struktur wird meist in einem oder mehreren
Annealingschritten aufgebaut. Dabei bestimmen die Basensequenzen der Einzelstrange
durch die Watson-Crick-Paarungen die Gestalt der entstehenden Struktur (Bottom-up
Design). Unpassende Sequenzen fiihren zu unerwiinschten Strukturen.

Die grundlegendste Anforderung ist, dass Sequenzen innerhalb eines Doppelstranges
komplementir zueinander sein miissen. Das ist sehr einfach zu erfiillen. Wesentlich schwie-
riger ist es, dafiir zu sorgen, dass auler diesen erwiinschten keine weiteren unerwiinsch-
ten Basenpaarungen stattfinden. Nun lassen sich Fehlpaarungen prinzipiell nicht vermei-
den. Zum Beispiel kann jede Adenin-Base mit jeder Thymin-Base irgendwo in der DNA-
Struktur eine Bindung eingehen. Ahnlich ist es mit kurzen Sequenzen, zum Beispiel CT.
Die komplementére Sequenz AG wird selbst bei kleinen Strukturen mehrfach auftreten.
Anderenfalls wire die Sequenzvariabilitit zu sehr eingeschréinkt. Die Stabilitéit solcher kur-
zer Fehlpaarungen ist allerdings im Vergleich zu den ldngeren erwiinschten Doppelstringen
sehr gering (siehe Kap. 2.2). Gelidnge es, die Linge unerwiinschter Basenpaarungen auf
ein bestimmtes Mafl zu begrenzen, wiirde damit auch deren Auftrittswahrscheinlichkeit
begrenzt. Sie wiirden zwar vorkommen, konnten aber die Erzeugung der Zielstruktur nicht
wesentlich behindern.

Eine Methode, die Begrenzung der Fehlerlingen zu formulieren, ist das im Folgenden
beschriebene Critonkonzept.

3.2.1 Das Critonkonzept

Das Critonkonzept wurde in den 1980er Jahren von Nadrian C. Seeman publiziert [48,49]
und in das Sequenzdesign-Programm SEQUIN [45] eingearbeitet. Mit Hilfe dieses Pro-
grammes wurden seither die Sequenzen fiir die meisten der DNA-Strukturen aus Kapitel
2.4 generiert. Es ist darum ein sehr bewéhrtes Konzept.

Ein Criton ist ein Abschnitt auf einem DNA-FEinzelstrang mit einer fest definierten
Lange, zum Beispiel 3. Diese feste Léange heifit Critonldnge und soll im Folgenden mit
L¢ bezeichnet werden. Jeder Einzelstrang der DNA-Struktur wird vollstéindig in Critons
zerlegt, und zwar so, dass sich benachbarte Critons um Lo — 1 Basen iiberlappen. Daraus
folgt, dass ein Einzelstrang der Lénge [ in [ — (Lo — 1) Critons der Lange Lo zerféllt,
so zum Beispiel der acht Basen lange Strang 5 — TTCTCGGA — 3/, der aus den sechs
Critons TTC, TCT, CTC, TCG, CGG und GGA zusammengesetzt ist.

Alle Critons haben einen Vorgédnger und einen Nachfolger auf dem Strang, aufer
natiirlich die jeweils ersten und letzten, bei denen einer der Nachbarn fehlt. Critons,
die sich auf den beiden Einzelstrdngen eines Doppelstranges gegeniiberliegen, werden
als zueinander komplementér bezeichnet. Thre Sequenzen sind wegen der Watson-Crick-
Basenpaarungen immer komplementér.

Eine DNA-Struktur mit passender Basensequenz muss die folgenden vier Critonregeln
erfiillen:

1. Die Sequenz jedes Critons existiert nur ein einziges Mal in der gesamten DNA-
Struktur.
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2. Die komplementdren Sequenzen von Critons, die nicht vollstdndig und ununterbro-
chen in ein und demselben Doppelstrang liegen, kommen nicht vor.

3. Selbstkomplementére Sequenzen existieren nicht. Ist die Critonldnge Lo eine unge-
rade Zahl, kommen auch keine selbstkomplementiren Sequenzen der Lénge Lo + 1
vor.

4. In dem Basenpaar-Ring eines Verzweigungspunktes kommt jeder Basenpaar-Typ
(G/C, C/G, A/T und T/A) hochstens zweimal vor und befindet sich dann auf
benachbarten Armen.

Wias ist mit diesen Critonregeln gewonnen? Die Critons repréisentieren alle Subsequen-
zen der Lange Le in der DNA-Struktur. Es gilt, die Liange unerwiinschter Paarungsstellen
so gering wie moglich zu halten. Wenn nun, wie in Critonregel 1 gefordert, jede Subse-
quenz der Lange L¢ hochstens einmal in der gesamten Struktur vorkommt, so kénnen die
Sequenzen zweier komplementérer Critons in einem Doppelstrangabschnitt nirgendwo ein
zweites Mal auftauchen. Es gibt deshalb keine Sequenz lénger als Lo — 1, welche ebenfalls
die Sequenz des Doppelstranges hat.

Es gibt aber auch Critons, die nicht in Doppelstrangen liegen. Das betrifft Critons in
Einzelstrangabschnitten, an Verzweigungspunkten und gegeniiber von Liicken im Strang-
riickgrat. Thre Komplementérsequenzen sollen gar nicht vorkommen. Critonregel 2 verbie-
tet diese deshalb.

Wihrend des Aufbauprozesses liegt jeder Strang tausend- und millionenfach in der
Losung vor. Bei selbstkomplementéiren Sequenzen (z. B. GATC) konnten zwei Kopien
desselben Stranges miteinander eine Bindung ldnger als Lo — 1 Basen eingehen. Deshalb
untersagt Regel 3 selbstkomplementére Sequenzen. Der Zusatz fiir ungerade Critonldngen
in dieser Regel ist notwendig, da Sequenzen mit ungerader Lange nie selbstkomplementér
sind, aber trotzdem groflere selbstkomplementére Abschnitte formen kénnen. Betrachten
wir als Beispiel den Einzelstrang 5 — TTGATCCG — 3'. Er wird in die Critons TTG,
TGA, GAT, ATC, TCC und CCG zerlegt. Keines dieser Critons ist selbstkomplementér,
trotzdem weist der Strang die Sequenz GATC auf, die eine Verbindung mit Linge 4
ermoglicht. Deshalb miissen fiir ungerade Critonldngen auch die néchst grofleren geraden
Sequenzlangen getestet werden.

Die ersten drei Critonregeln stellen also zusammen sicher, dass unerwiinschte Paa-
rungen auf Léngen unterhalb der Critonldnge beschrénkt sind. Ist die Critonldnge klein
genug, ist die Stabilitdt der Fehlstellen sehr gering.

Regel 4 geht iiber die Begrenzung der Fehlstellen hinaus und verhindert mobile Ver-
zweigungspunkte. In Abbildung 3.1 ist eine Verzweigung zu sehen, welche diese Regel
verletzt. In der linken Konfiguration besteht der Basenpaar-Ring (alle Basenpaare direkt
neben dem Verzweigungspunkt) aus den Basenpaaren C/G, A/T, G/C und nochmals
A/T. Das Paar A/T kommt also zweimal vor, was noch kein Problem darstellt, liegt aber
auf den nicht benachbarten Armen 2 und 4. Dadurch ist diese Verzweigungsstelle nicht
die einzig mogliche Konfiguration. Das A auf Arm 2 kann sich auch mit dem T auf Arm 4
verbinden, ebenso ihre urspriinglichen Partner. Eines der beiden neuen Paare wiirde dann
auf den ersten, das andere auf den dritten Arm wandern. Abhéngig von den jeweiligen
Sequenzen kann sich dieser Prozess weiter fortsetzen. Der Vorgang ist in Abbildung 3.1
dargestellt, wo in der rechten Konfiguration die Arme 1 und 3 um jeweils drei Basenpaare
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3

Abbildung 3.1: Mobiler Verzweigungspunkt

verlangert und die beiden anderen Arme entsprechend verkiirzt sind. Eine erfiillte Regel
4 verhindert diese Mobilitét.

An dieser Stelle soll auf die Besonderheiten von drei- und vierarmigen Verzweigungen
hingewiesen werden. Eine vierarmige Verzweigung, die gegen Regel 4 verstoit, verletzt au-
tomatisch auch Regel 2. Betrachtet man dazu wieder die linke Konfiguration in Abbildung
3.1. Das Criton, welches mit zwei Basen auf dem ersten Arm und mit einer Base auf dem
zweiten Arm liegt, besitzt die Sequenz AGA. Das Criton, welches mit einer Base auf Arm
4 und mit zwei Basen auf Arm 1 liegt, hat die Sequenz TCT. Die Sequenzen sind komple-
mentér zueinander. Da aber beide Critons nicht vollstédndig und ununterbrochen in genau
einem Doppelstrangabschnitt liegen — der Verzweigungspunkt ist eine Unterbrechung —
diirften ihre komplementéren Sequenzen laut Regel 2 tiberhaupt nicht vorkommen. Der
gleiche Effekt tritt bei einer dreiarmigen Verzweigung auf, bei der ein Basenpaar zweimal
vorkommt. Der Basenpaar-Ring wére in diesem Fall zwar korrekt, Regel 2 wiirde jedoch
verletzt werden. Fiir drei- und vierarmige Verzweigungen kénnte man also auf einen Test
der 4. Critonregel verzichten.

3.2.2 Weitere Anforderungen an Sequenzen

Das Critonkonzept ist eine gute Basis, um passende Sequenzen fiir einen Laborversuch zu
generieren. Es gibt jedoch noch weitergehende Anforderungen, die, abhéngig von der zu
erzeugenden Struktur, wiinschenswert sein konnten.

Es hat sich als giinstig herausgestellt, die Enden eines Doppelstranges, soweit sie nicht
an einem Verzweigungspunkt liegen, mit einem G/C-Basenpaar abzuschlieffen. Ein Auf-
spalten des Doppelstranges wird dadurch erschwert, weil die G/C-Bindung stirker als
die A/T-Bindung ist. Ebenfalls als giinstig hat sich erwiesen, Abschnitte, in denen mehr
als zwei Guanin-Basen hintereinander auftreten, zu unterdriicken. Auch hier ist die ho-
he Bindungskraft des G/C-Paares die Ursache. Langere Guanin-Abschnitte gehen auch
Bindungen mit fast komplementéren Sequenzen (z. B. CCAC) ein und erzeugen dadurch
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Fehlpaarungen. Es kann auch wiinschenswert sein, den G/C-Anteil eines Strangabschnit-
tes festlegen zu konnen, denn der G/C-Anteil eines Doppelstranges hat wesentlichen Ein-
fluss auf dessen Stabilitit (siche Kap. 2.3.2).

Manchmal wird es erforderlich sein, bestimmte Sequenzen in der DNA-Struktur vorzu-
definieren, so zum Beispiel die Erkennungssequenzen von Restriktionsenzymen (siehe Kap.
2.3.4) oder auch einzelne funktionalisierte Basen (siehe Kap. 2.3.6). Diese selbstdefinierten
Sequenzen konnen moglicherweise gegen die harten Critonregeln verstofien, insbesondere
dann, wenn es sich um selbstkomplementére Sequenzen handelt, wie es hdufig bei Restrik-
tionsenzymen der Fall ist. Sequenzen, die den Critonregeln geniigen, konnten dann auf
keinen Fall erzeugt werden. Es muss daher auch eine Mo6glichkeit geben, bestimmte Ge-
biete in der DNA-Struktur gezielt zu maskieren, um anzuzeigen, dass dort Verletzungen
der Critonregeln moglich sind.

3.2.3 Anforderungen an den Sequenzdesign-Algorithmus

Aus den vorangegangenen Kapiteln ergibt sich eine Reihe von Anforderungen an einen
Sequenzdesign-Algorithmus. Er muss beliebige DNA-Strukturen handhaben koénnen, die
Sequenzen nach den Critonregeln generieren und verschiedene wiinschenswerte Neben-
aspekte beachten. Die folgende Auflistung fasst die Anforderungen zusammen:

1. Der Algorithmus muss jede beliebige DNA-Struktur erfassen und behandeln kénnen.
Es ist dabei jedoch nicht notwendig, die angegebene Zielstruktur auf ihre Sinnhaf-
tigkeit zu tiberpriifen.

2. Die erzeugten Sequenzen entsprechen den Critonregeln.

3. Sequenzen konnen an beliebigen Stellen in der Zielstruktur vordefiniert werden. Die
Vordefinition kann explizit erfolgen (Base x in Strang y ist G), aber auch Variablilitét
enthalten (Base z in Strang y ist G oder C).

4. Beliebige Sequenzen konnen fiir die gesamte Struktur verboten werden.

5. Der G/C-Basenpaaranteil eines Doppelstranges kann in bestimmten Grenzen vor-
definiert werden.

6. Beliebige Regionen der Zielstruktur kénnen von den Critonregeln befreit werden.

7. Eine Sequenz kann als selbstkomplementér definiert werden.

In dieser Auflistung bilden die ersten beiden Punkte den Kern. Wichtig ist, dass jede
theoretisch denkbare Zielstruktur behandelt werden kann. Das macht den Algorithmus
unabhéngig von konkreten Anwendungsfillen. Mit Erfiillung der Critonregeln ist sicher-
gestellt, dass die Zielstruktur (wenn sie sinnvoll gestaltet ist) im Labor auch wirklich
erzeugt werden kann. Alle weiteren Anforderungen sind Zusatzforderungen, welche sich in
den konkreten Féllen als niitzlich bzw. notwendig erwiesen haben. Fiir andere zukiinftige
Anwendungsfille konnten sich noch weitere Nebenbedingungen ergeben.

Die bisherigen Sequenzdesign-Algorithmen bzw. -Programme sind beziiglich der An-
forderungen noch nicht zufriedenstellend. Die meisten konnen nicht beliebige DNA-
Strukturen behandeln, sondern sind nur fiir einfache lineare Sequenzen anwendbar
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[21, 28, 36, 55]. Nur zwei Programme sind fiir verzweigte DNA-Strukturen benutzbar:
das schon erwdhnte SEQUIN [45] und ein neueres Programm namens TileSoft [16].
Mit SEQUIN wurden in den letzten Jahren die Sequenzen fiir fast alle DNA-Struktur-
Experimente generiert. Allerdings ist dieses Programm nur teilautomatisch und erfordert
noch sehr viel Arbeit vom Benutzer. Zudem sto8t es bei einigen neueren Strukturen an sei-
ne Grenzen. TileSoft scheint diese Unzuldnglichkeiten nicht aufzuweisen. Allerdings steht
von diesem Programm noch keine allgemein zugéngige Version zum Testen zur Verfiigung.

3.2.4 Das Basissequenz-Konzept

Das Kernstiick des im néchsten Kapitel beschriebenen Algorithmus wird sein, die er-
zeugten Sequenzen auf die Critonregeln zu testen. Der Test wird im Wesentlichen darin
bestehen zu klédren, ob ein Criton seine aktuelle Sequenz annehmen darf oder nicht. Da
diese Frage sehr oft zu beantworten sein wird, braucht man eine schnelle und effiziente
Methode dafiir.

Der erste und einfachste Ansatz wére, die Sequenzen aller Critons in eine Liste zu
schreiben und bei jedem Neueintrag zu priifen, ob diese Sequenz korrekt ist (wurde sie
schon benutzt, ist sie selbstkomplementér etc.). Bei jedem Test miisste dabei allerdings
die gesamte immer grofler werdende Liste abgeglichen werden, was einen zu grofien Such-
aufwand bedeutet.

Organisiert man die Liste in Form eines Worterbuches, verringert sich der Suchauf-
wand erheblich und betragt dann unabhéngig von der Gréfle der Liste nur noch maximal
L¢ Schritte, wenn Lo die Critonlédnge ist.

Es gibt jedoch eine noch schnellere Methode, die zudem noch zusétzliche positive Ef-
fekte mit sich bringt und auf sogenannten Basissequenzen beruht [21,36]. Basissequenzen
sind alle denkbaren Sequenzen einer bestimmten Linge Lg. Im Gegensatz zu den Sequen-
zen der Critons sind die Basissequenzen unveranderlich, konnen also in einer konstanten
Struktur festgehalten werden. Alle Basissequenzen werden deshalb in einem Sequenz-
graphen zusammengefasst und durch Nachbarschaftsbeziehungen miteinander verkniipft.
Zwei Basissequenzen sind dann benachbart, wenn sie sich um die verminderte Basisse-
quenzléinge Lg—1 Basenwerte iiberlappen. Dadurch entstehen Vorgénger und Nachfolger.
So ist zum Beispiel die Basissequenz GGG der Nachfolger von AGG, TGG, CGG und von
sich selbst, aber auch der Vorgianger von GGA, GGT, GGC und wiederum auch von sich
selbst.

Der Sequenzgraph besteht demzufolge aus den Basissequenzen als Knoten und den
Nachfolgebeziehungen als Kanten. Er kann notiert werden als SG = (V, E') mit der Kno-
tenmenge

V= {U = UO"’ULB—I‘UZ' € {G, AT, C},O <1< LB}

und der Kantenmenge
E= {(U,’LU)|U,'LU eVu (Ul .. -ULB—l) = Wp.. -wLB—2}-

Lg bezeichnet die Basissequenzlange.

Abbildung 3.2 zeigt einen Sequenzgraphen mit Basissequenzlinge Lg = 2.

Ein Pfad durch den Graphen iiber [, jeweils benachbarte Basissequenzen reprasentiert
eine Sequenz der Lange | = [, + (Lp — 1), zum Beispiel die eines Einzelstranges. Im
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Abbildung 3.2: Darstellung eines Sequenzgraphen mit Basissequenzlédnge 2

Critonkonzept (siche Kap. 3.2.1) wurde jeder Einzelstrang in eine Kette sich ebenfalls
iiberlappender Critons mit Lénge L¢ zerlegt. Derselbe [ Basen lange Strang besteht dann
aus | — (Lg — 1) Critons. Setzt man die Basissequenzliange Lp gleich der Critonlidnge L,
so ist die Pfadlénge [, gleich der Anzahl der Critons [ — (L¢c — 1), und man kann jedem
Criton eine Basissequenz zuordnen. Eine in Critons zerlegte DNA-Struktur lsst sich so
auch als eine Menge von Pfaden im Sequenzgraph betrachten.

Wie miissen nun die Pfade, welche die Sequenzen der Einzelstringe einer DNA-
Struktur représentieren, aussehen, damit die Critonregeln erfiillt sind? Critonregel 1 for-
dert, dass die Sequenz jedes Critons nur einmal auftaucht. Fiir eine Basissequenz bedeutet
dies, dass sie hochstens einmal in maximal einem Pfad Mitglied sein kann, oder anders
formuliert, dass sich ein Pfad nicht mit sich selbst oder einem anderen Pfad iiberlagern
darf. Um das gewéhrleisten zu konnen, bedarf es eines Attributes, welches festhélt, ob
eine Basissequenz schon in einem Pfad benutzt wird oder nicht. Wird bei der Sequenz-
generierung einem Criton C auf einem Einzelstrang S eine Sequenz zugewiesen, so wird
die entsprechende Basissequenz X dem zum Einzelstrang gehérenden Pfad pg zugeord-
net. Soll Critonregel 1 erfiillt sein, geht das nur, wenn die Basissequenz X noch nicht
von einem Pfad benutzt wird. In diesem Fall wird X als von C benutzt markiert. In
Doppelstrangen wird durch die Festlegung der Sequenz eines Critons auch die Sequenz
seines Komplements auf dem gegeniiberliegenden Einzelstrang definiert. Dieses Criton C'
gehort zu einem zweiten Strang S, und erhilt die komplementire Basissequenz X. Diese
muss ebenfalls noch unbenutzt sein, damit sie dem Pfad pg, zugeordnet werden kann.
Anderenfalls miissen beide Critons C und C eine andere Sequenz erhalten.
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In Critonregel 2 wird verlangt, dass die komplementdren Sequenzen von Critons, die
nicht vollstdndig und ununterbrochen in Doppelstrangen liegen, nicht vorkommen. Das
betrifft Critons in Einzelstrangabschnitten, an Verzweigungspunkten und gegeniiber von
Liicken im Strangriickgrat. Sie zeichnen sich dadurch aus, dass sie kein komplementéres
Criton auf einem gegeniiberliegenden Strang besitzen. Um die Regel 2 zu erfiillen, miissen
aber auch in diesem Fall die komplementéren Basissequenzen gepriift und markiert wer-
den, um sie fiir eine Benutzung durch andere Critons/Pfade zu sperren.

Relativ einfach lésst sich Critonregel 3 erfiillen, welche selbstkomplementéire Sequenzen
verbietet. Fiir den Fall, dass die Criton-/ Basissequenzlinge eine gerade Zahl ist, werden
einfach alle selbstkomplementéren Basissequenzen (z. B. GCGC) aus dem Sequenzgraph
entfernt. Sie konnen dann von keinem Pfad mehr benutzt werden. Im ungeraden Fall
werden keine Sequenzen entfernt, sondern Nachbarschaftsbeziehungen, die zu selbstkom-
plementéren Sequenzen fithren (z. B. GCG — CGC) unterdriickt. Bei der Zuordnung
der Basissequenzen zu einem Criton/Pfad, muss dann zusétzlich noch gepriift werden, ob
Verbindungen zu den Vorgénger- und Nachfolgersequenzen bestehen.

Die letzte Critonregel, die fiir stabile Verzweigungspunkte sorgen soll, kann mit dem
Basissequenz-Konzept nicht oder nur sehr umstéandlich gepriift werden und bedarf deshalb
einer gesonderten Behandlung.

Die Sequenzgenerierung fiir einen Einzelstrang lauft dann wie folgt ab: Der Einzel-
strang wird in Critons zerlegt. Dem ersten Criton im Strang C, wird zufillig eine noch
unbenutzte Basissequenz X zugewiesen. Diese Sequenz und ihr Komplement X werden
als benutzt markiert. Fiir das zweite Criton C; wird nun eine Basissequenz Y gesucht,
welche Nachfolger von X und unbenutzt ist. Gibt es eine solche, werden ¥ und Y wie-
derum als benutzt markiert. Fiir das dritte Criton Cy bedarf es einer Basissequenz Z
die unbenutzt und ein Nachfolger von Y ist. Kann einmal fiir ein Criton C; keine Basis-
sequenz gefunden werden, dann muss die Zuordnung des vorangegangenen Critons C;_;
riickgéngig gemacht und fiir diesen eine neue Sequenz gefunden werden. Erst danach kann
C; erneut angegangen werden.

Dieser Generierungsalgorithmus arbeitet sich an dem Einzelstrang entlang. Kann er
einem Criton eine Basissequenz zuordnen, geht er einen Schritt voran zum néchsten. Bei
einem Misserfolg geht er ein Criton zuriick. Gelingt es, dem letzten Criton auf dem Strang
eine Basissequenz zuzuweisen, ist die Sequenz des Einzelstranges erfolgreich generiert. Ist
es nicht mehr moglich, dem zweiten Criton C eine Sequenz zuzuordnen, muss fiir das erste
Criton () eine andere bisher ungetestete Basissequenz gesucht werden. Wurden alle un-
benutzten Sequenzen ohne Erfolg getestet, ist die komplette Generierung fehlgeschlagen.
Auf diese Weise konnen nacheinander die Sequenzen fiir alle Einzelstringe einer DNA-
Struktur erzeugt werden. Der in Kapitel 4 beschriebene Algorithmus wird die Sequenzen
der Einzelstréinge nicht in einem Stiick sondern abschnittsweise generieren.

Die Abbildungen 3.3, 3.4, und 3.5 zeigen ein Beispiel fiir die Sequenzgenerierung unter
Verwendung des Basissequenzgraphen. Als Zielstruktur dient eine sehr kleine dreiarmige
Verzweigung, deren Arme aus jeweils zwei Basenpaaren besteht. Fiir diese Struktur reicht
gerade noch die Criton- bzw. Basissequenzléange 2 aus. Der Sequenzgraph und die Sequenz-
generierung sind deshalb noch recht iibersichtlich. In den Abbildungen ist jeweils links der
Sequenzgraph und rechts die Zielstruktur mit den aktuellen Basenwerten dargestellt. Nach
und nach werden im Graph Pfade generiert. Die Farben dieser Pfade korrespondieren mit
den Farben der Einzelstringe in der Zielstruktur (rot, blau und griin). Gestrichelt um-
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rahmte Basissequenzen werden zwar benutzt, kommen aber in keinem Einzelstrang vor.
Es sind die komplementiaren Sequenzen der Critons, die iiber dem Verzweigungspunkt
liegen.

Abbildung 3.3(a) zeigt den vollig unbenutzten Sequenzgraphen und die Zielstruktur
mit undefinierten Basenwerten (N). Im Sequenzgraph werden alle selbstkomplementéren
Basissequenzen (GC, CG, AT und TA) weggelassen, um selbstkomplementére Subsequen-
zen prinzipiell auszuschlieBen. In den Abbildungen 3.3(b), 3.3(c) und 3.4(a) wird die Ba-
sensequenz des roten Stranges generiert. Dabei werden nacheinander die Basissequenzen
GA, AA und AC als von Rot benutzt markiert. Gleichzeitig werden die komplementéren
Sequenzen TC dem griinen, TT ebenfalls dem roten und GT dem blauen Strang zuge-
wiesen. TT ist dabei die komplementire Basissequenz zu AA, die iiber dem Verzwei-
gungspunkt liegt. Sie befindet sich auf keinem Einzelstrang und ist deshalb gestrichelt
dargestellt. Nach diesen drei Schritten besitzt der rote Strang die Basensequenz GAAC.
Die Basensequenzen der anderen beiden Strénge sind schon teilweise definiert. Der blaue
Strang ist dann GTNN, der griine NNTC.

Die Abbildungen 3.4(b), 3.4(c) und 3.5(a) zeigen die Sequenzgenerierung fiir den blau-
en Einzelstrang. Da nur noch zwei Basen undefiniert sind, brauchte es eigentlich nur noch
zwel Schritte. In Abbildung 3.4(b) kommt es jedoch zu einem Konflikt. Der dritten Base
wird der Wert T zugewiesen. Der blaue Strang wiirde damit die beiden Basissequenzen T'T
und AA bendétigen, um seinen Pfad im Sequenzgraphen fortzusetzen. Diese sind jedoch
schon im roten Pfad integriert. Es muss also ein anderer Basenwert gefunden werden, was
in Abbildung 3.4(c) geschieht. Die Base erhiilt den Wert G. Die nun benétigten Basisse-
quenzen TG und CA sind noch frei und kénnen deshalb von Blau benutzt werden. Der
letzten Base im vierten Strang wird in Abbildung 3.5(a) ebenfalls der Wert G zugewiesen.
Der blaue Pfad wird dadurch um GG erweitert. Gleichzeitig wird dem griinen Pfad die
Basissequenz CC hinzugefiigt. An dieser Stelle sind bereits alle Basenwerte definiert. Der
rote Strang besitzt unverdndert die Sequenz GAAC, der blaue die Sequenz GTGG und
der griine die Sequenz CCTC.

Der griine Strang ist aber noch nicht vollstdndig getestet und der griine Pfad im Gra-
phen noch nicht komplett. Es muss noch iiberpriift werden, ob die Sequenz CT, die auf
dem griinen Strang iiber dem Verzweigungspunkt liegt, noch frei ist. Gliicklicherweise ist
dies, ebenso wie bei dem Komplement AG, der Fall und beide kénnen dem griinen Pfad
zugeordnet werden, zu sehen in Abbildung 3.5(b). Wiirde an dieser Stelle ein Konflikt auf-
treten, miisste man bis zum Zustan aus Abbildung 3.4(c) zuriickgehen und dort fiir die
dritte Base des blauen Stranges einen anderen Basenwert finden. Hier erhdlt man einen
Eindruck von den Schwierigkeiten der Sequenzgenerierung in der Nahe von Verzweigungs-
punkten. Bei dem eben beschriebenen Vorgehen werden wihrend der Sequenzgenerierung
in den Stréangen ungetestet die Sequenzen anderer Striange festgelegt. Eventuell auftre-
tende Fehler werden dann zwar spéter entdeckt, um sie zu beheben, muss aber unter
Umstanden wieder sehr weit zuriickgegangen werden.

Im vorliegenden Fall war die Sequenzgenerierung jedoch ohne solche Probleme erfolg-
reich. Die Zielstruktur besitzt danach korrekte Sequenzen im Sinne der Critonregeln, denn
jede Subsequenz der Liange 2 kommt nur einmal in der Struktur vor (Regel 1), die kom-
plementdren Subsequenzen direkt iiber dem Verzweigungspunkt werden geblockt (Regel
2) und selbstkomplementéire Subsequenzen sind von vornherein ausgeschlossen (Regel 3).
Die letzte Critonregel ist bei dreiarmigen Verzweigungspunkten automatisch erfiillt, wenn

46



3.2. SEQUENZDESIGN

die ersten drei erfiillt sind. Der Verzweigungspunkt der Zielstruktur ist also stabil.
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Abbildung 3.3: Sequenzgenerierung mit dem Basissequenz-Konzept
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Abbildung 3.4: Sequenzgenerierung mit dem Basissequenz-Konzept
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Abbildung 3.5: Sequenzgenerierung mit dem Basissequenz-Konzept
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Kapitel 4

Ein vollautomatischer
Sequenzdesign-Algorithmus

Der im Folgenden beschriebene Algorithmus hat in seiner Grundversion das Ziel, fiir jede
denkbare DNA-Struktur korrekte Basensequenzen im Sinne der Critonregeln generieren
zu konnen. Zusétzlich sollen beliebige Sequenzen vordefiniert und Sequenzen kleiner oder
gleich der Critonlédnge verboten werden. In einer Erweiterung kommt dann die Moglich-
keit hinzu, den Anteil von G/C-Basenpaaren und dadurch indirekt die Schmelzpunkte
von Doppelstriangen zu bestimmen. Ebenfalls wird es moglich sein, beliebige Abschnitte
der DNA Struktur zu maskieren, um an diesen Stellen gezielt Verstoe gegen die Criton-
regeln zu erlauben. Dadurch kann man auch selbstkomplementéire Sequenzen (z. B. die
Erkennungssequenzen von Restriktionsenzymen) in die Struktur einfiigen oder identische
Sequenzbereiche erzeugen.
Der Algorithmus lauft in den folgenden fiinf Phasen ab:

1. Einlesen der DNA-Zielstruktur,

2. Normalisierung der DNA-Zielstruktur,
3. Vorbereitung der Sequenzgenerierung,
4. Sequenzgenerierung und

5. Ausgabe der Ergebnisse.

In den folgenden Unterkapiteln wird jede dieser Phasen eingehend beschrieben.

4.1 Einlesen der DN A-Zielstruktur

Zuerst muss die gewiinschte DNA-Zielstruktur angegeben werden. Eine DNA-Struktur
ist formal betrachtet eine Menge von DNA-Einzelstringen, welche in Doppelstrangab-
schnitten durch Basenpaare miteinander verbunden sind. Jeder Einzelstrang hat einen
eindeutigen Namen und ist eine Folge von Basen. Die Leserichtung der Basenfolge ist
immer die vom 5~ zum 3’-Ende des Stranges (siche 2.1.2). Eine Base ist genau einem
Einzelstrang an einer fest definierten Position zugeordnet und mit ihrer Vorgéanger- und
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Abbildung 4.1: Darstellung einer DNA-Zielstruktur

Nachfolge-Base im Strang verkniipft. Die Verkniipfungen représentieren das Strangriick-
grat. Jede Base besitzt einen Basenwert, welcher einer der folgenden fiinf sein kann: G fiir
Guanin, A fiir Adenin, T fiir Thymin, C fiir Cytosin oder N fiir einen noch unbestimmten
Wert. Unbestimmte Basenwerte werden wihrend der Sequenzgenerierung durch konkrete
Werte ersetzt. Bei der Eingabe kann jeder Base eine Beschriankung der Werte, die sie an-
nehmen kann, auferlegt werden, zum Beispiel nur G oder nur G und C oder auch kein T.
Auflerdem kann zu jedem Zeitpunkt der aktuelle Basenwert einer Base konstant gesetzt
und auch wieder freigegeben werden.

Eine Base kann mit einer beliebigen anderen Base ein Basenpaar bilden. Die Basen-
werte der beiden Partner sind in diesem Fall immer komplementér zueinander (G/C, A/T
oder N/N). Wird der Wert der einen Base veréindert, #ndert sich der Wert der anderen
Base entsprechend auch. Gleichfalls komplementér sind die Variabilitdten der Basenwer-
te. Ist zum Beispiel der eine Basenwert nur A oder C, so ist der andere entsprechend
nur T oder G. Wird der Wert der einen Base konstant gesetzt, so auch der andere, und
umgekehrt.

Ein Doppelstrang ist eine Folge von Basenpaaren, durch welche zwei Einzelstrénge
oder zwei Abschnitte desselben Stranges ununterbrochen miteinander verbunden sind.
Jeder Doppelstrang wird definiert durch die Startbase auf dem ersten Strang, die Start-
base auf dem zweiten Strang sowie der Gesamtlinge des Doppelstranges. Dadurch ist
die Position des Doppelstranges in der DNA-Struktur eindeutig bestimmt. Eine konkrete
Basensequenz wird nicht festgelegt. Durch die Basenpaare ist aber sichergestellt, dass die
beiden miteinander verbundenen Strangabschnitte immer komplentir zueinander sind.
Doppelstrange tiberlappen sich nicht.

Die Einzelstréange und die Doppelstrangabschnitte, welche die Einzelstrange verbinden,
definieren die Zielstruktur. Abbildung 4.1 zeigt als Beispiel einen einfachen Hairpin-Loop,
der aus nur einem Einzelstrang S und einem Doppelstrangabschnitt besteht. Der Strang
enthilt die 30 Basen 5’ — Sy ... Sy9 — 3'. Der Pfeil zeigt das 3’-Ende von S an. Die Basen
Ss...S14 binden an die Basen Sy ...S2 und bilden dadurch einen Doppelstrang. Es
entsteht ein dreiarmiger Verzweigungspunkt, dessen einer Arm der Doppelstrang ist und
dessen anderen beiden Arme in den Hairpin-Loop hineinreichen.
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4.2 Normalisierung der DNA-Zielstruktur

Mit Basen, die Einzelstriange formen, welche wiederum in Doppelstringen miteinander
verbunden sind, kann jede theoretisch denkbare DNA-Struktur formuliert werden. Die
moglichen Gestalten, die die Strukturen aufweisen kénnen, sind dementsprechend un-
erschopflich vielfiltig. Es kann Einzel- und Doppelstrangabschnitte, Verzweigungspunkte
und Liicken im Strangriickgrat in beliebiger Zahl und Kombination geben. Um diese
Vielfalt auf ein einfacher zu handhabendes Mafl zu reduzieren, wird die eingegebene Ziel-
struktur normalisiert.

Die Normalisierung besteht aus zwei Schritten. Im ersten Schritt werden alle ungebun-
denen Basen mit virtuellen Basen verkniipft. Diese virtuellen Basen gehoren zu keinem
Einzelstrang. Sie dienen dazu, die Struktur iiberall doppelstrangig zu machen. Somit muss
nicht mehr zwischen einzelstrangig und doppelstrangig unterschieden werden. Im zweiten
Schritt werden alle Liicken in den Strangriickgraten geschlossen. Davon sind auch die zu-
vor eingefiihrten virtuellen Basen betroffen. Dadurch ist die Struktur nun nicht nur iiberall
doppelstringig, die Doppelstrangabschnitte sind nun aufler an den Verzweigungspunkten
auch nirgendwo mehr unterbrochen.

Die normalisierte DNA-Zielstruktur besitzt dann nur noch zwei Strukturelemente:
vollig homogene Doppelstrangabschnitte und Verzweigungspunkte, welche Doppelstran-
gabschnitte miteinander verbinden. Durch die Normalisierung kénnen die Einzelstringe
der Originalstruktur verdndert werden. Sie kénnen sich durch Hinzunahme virtueller Ba-
sen erweitern und/oder sich mit anderen Stréangen verketten. Die Doppelstrangabschnitte
verbinden diese neu entstandenen Einzelstringe miteinander.

Ein Verzweigungspunkt ist ein Ort in einer normalisierten Struktur, an welchem min-
destens drei Doppelstrangabschnitte miteinander verkniipft sind. Die Basenpaare um den
Verzweigungspunkt herum bilden den Basenpaar-Ring dieses Punktes. Die Doppelstran-
gabschnitte bilden die Arme.

Abbildung 4.2 zeigt die normalisierte Zielstruktur aus Abbildung 4.1. An deren unge-
paarte Basen wurden virtuelle Basen gebunden (hellgrau dargestellt). Der Strang .S wurde
dadurch um 5 virtuelle Basen erweitert und es entstand ein zweiter rein virtueller Ein-
zelstrang im Inneren des Hairpin-Loops. Die normalisierte Zielstruktur besteht aus zwei
Doppelstrangabschnitten — dem verlangerten Original-Doppelstrang und einem, der den
Loop ausbildet — sowie einem dreiarmigen Verzweigungspunkt.

4.3 Vorbereitung der Sequenzgenerierung

In der Vorbereitungsphase werden die Critonstruktur und der Sequenzgraph erzeugt. Dazu
benotigt man die Critonldnge. Ist diese nicht bereits definiert, muss sie jetzt ermittelt
werden.

4.3.1 Bestimmung der Critonlinge

Es ist wiinschenswert, die Critonldnge L¢ so gering wie moglich zu halten, da mit ihr auch
die maximale Fehlerlinge festgelegt wird (siehe Kap. 3.2.1). Andererseits bestimmt L¢
aber auch die maximale Zahl der Subsequenzen, welche die Critons annehmen koénnen,
nimlich 4-¢. Da jede Subsequenz hichstens einmal erscheinen darf (Critonregel 1), kénnen
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[ 11 1]

Hellgrau dargestellte Basen sind virtuell.

Abbildung 4.2: Darstellung der normalisierten Zielstruktur

auch nur hochstens 4%¢ korrekte Critons existieren. Die GroBe der DNA-Struktur ist also
bei gegebener Critonlange begrenzt. Benotigt man mehr Critons fiir eine groflere DNA-
Struktur, muss die Critonldnge und damit auch die maximale Fehlerldinge erhoht werden.

Wenn N¢ die Zahl der benotigten Critons einer DNA-Struktur angibt, so lésst sich die
optimale Critonldnge Lo unter Beriicksichtigung der eben genannten Randbedingungen
formulieren als

gle=t <« N < 4fe, (4.1)

Daraus folgt,

Lo—1< 10g4 No < Lg. (42)

Da die Critonlédnge eine natiirliche Zahl sein muss, kommt nur die néchste ganze Zahl
> log, N¢ in Frage.

Es ist sehr schwierig, die genaue Zahl der benétigten Critons fiir eine DNA-Struktur
zu ermitteln, weil der Wert von der Critonlénge selbst abhéngt und auch gesperrte Sub-
sequenzen nach Critonregel 2 und 3 mit einbezogen werden miissen. Es hat sich aber als
hinreichend und praktikabel erwiesen, fiir jede Base (real und virtuell) in der normali-
sierten Zielstruktur ein Criton zu veranschlagen. Man vernachléssigt dabei zu sperrende
Sequenzen an den Verzweigungspunkten, auf der anderen Seite aber auch, dass ein Strang
in weniger Critons zerfallt, als er Basen besitzt. Aulerdem ist es sowieso nicht giinstig,
die bend6tigten Critons zu knapp zu kalkulieren. Wie im Kapitel 4.5 zu sehen sein wird,
kann der Algorithmus nur effizient arbeiten, wenn die Zahl der benotigten Critons kleiner
als 85% der zur Verfiigung stehenden Subsequenzen betragt.

Die hier verwendete und normalisierte Zielstruktur enthélt 20 Basenpaare. Es werden
dafiir also ndherungsweise 40 Critons benotigt. Aus Gleichung 4.2 ergibt sich somit:

Le—1 < log,40 < L¢
Lc—l < 2,66 < LC’

Die Critonldnge muss also 3 sein.
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4.3.2 Aufbau der Critonstruktur

Mit dem Wissen um die Critonldnge kann nun die normalisierte Zielstruktur in die Cri-
tons zerlegt werden. Dies geschieht, wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben. Jeder Einzelstrang
mit Lange [ wird in [ — (L — 1) Critons der Lange L unterteilt. Wie schon weiter oben
erwahnt, ist hierbei zu beachten, dass die Einzelstrdnge in der normalisierten Zielstruk-
tur nicht notwendigerweise denen in der Originalstruktur entsprechen. Durch den Einsatz
der virtuellen Basen und dem Schliefen der Liicken im Strangriickgrat kénnen sich Ein-
zelstrange verldngern oder zusammenschlieen. Benachbarte Critons iiberlappen sich um
Lc — 1 Basen. Die Basenwerte aller Basen, die ein Criton umfasst, bilden dessen Sequenz.

Alle Critons werden in einem Graphen - der Critonstruktur - zusammengefasst und
miteinander verkniipft. Jedes Criton wird mit seinem Vorgianger und Nachfolger auf dem
Strang sowie mit seinem Komplement auf dem gegeniiberliegenden Strang verbunden.
Durch die Verkniipfungen kann spéter ein Criton in der Ndhe eines anderen Critons leicht
und schnell gefunden werden.

Critons, die iiber einem Verzweigungspunkt liegen und somit kein komplementéres Cri-
ton besitzen, erhalten als Komplement ein virtuelles Criton. In diesem virtuellen Criton
werden die Komplemente aller Basen des realen Critons zusammengefasst. Es liegt da-
her auf mehreren Einzelstrangen. Wiahrend der Sequenzgenerierung dienen die virtuellen
Critons dazu, bestimmte Sequenzen nach Critonregel 2 zu sperren.

Alle Critons werden in der Critonstruktur zusammengefasst. Abbildung 4.3 zeigt die
Critonstruktur der normalisierten Zielstruktur aus Abbildung 4.2. Die Critonldnge be-
tragt 3. Ein Criton ist dargestellt als ein Kasten, welcher die Auflistung der Basen des
Critons in 5’-3’-Richtung enthélt. Sy_s entspricht den Basen Sy, S; und Sy. Die mit einem
Querstrich gekennzeichneten Basen sind virtuell. Um den Verzw eigungspunkt herum exi-
stieren virtuelle Critons, die auf unterschiedlichen Strangabschnitten liegen. Diese Critons
sind zweifarbig und gestrichelt umrandet. Bei Critons, die zweifarbig, aber nicht gestri-
chelt umrandet sind, wird dagegen nur angezeigt, dass sie teilweise reale und teilweise
virtuelle Basen enthalten. Sie sind trotzdem reale Critons.

Die Critons werden zusétzlich den Assoziationsgruppen zugeordnet. Fiir jedes Basen-
paar in der normalisierten Zielstruktur existiert eine Assoziationsgruppe. Die Assoziati-
onsgruppe eines Basenpaares enthélt alle Critons, die mindestens eine der beiden Basen
des Basenpaares umfassen. Es ist auch denkbar, dass ein Criton beide Basen umfasst,
zum Beispiel an einem Hairpin-Loop. Ein Criton ist deshalb Mitglied in maximal L
Assoziationsgruppen.

Uber eine Assoziationsgruppe kann man schnell auf jene Critons zugreifen, deren Se-
quenzen vom Basenwert des assoziierten Basenpaares abhéngig sind. Dieser Zugriff wird
von der Sequenzgenerierungsprozedur benotigt. Diese verdndert einzelne Basenwerte und
muss dann alle betroffenen Critons auf eine korrekte Sequenz hin {iberpriifen.

In Abbildung 4.3 sind die Assoziationsgruppen zweier Basenpaare markiert. Die mit
Dunkelgrau hinterlegten Critons gehéren zur Assoziationsgruppe des Basenpaares S; /S,
die mit Hellgrau hinterlegten Critons zur Assoziationsgruppe von Si4/Ss0. Die hellgraue
Assoziationsgruppe ist grofler als die dunkelgraue, weil sich dessen Basenpaar neben einem
Verzweigungspunkt befindet.
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Virtuelle Critons sind gestrichelt umrahmt. Mit Dunkelgrau hinterlegte Critons gehéren
zur Assoziationsgruppe des Basenpaares S5/ Sa9, die mit Hellgrau hinterlegten Critons
zur Assoziationsgruppe von Siy/Sa.

Abbildung 4.3: Critonstruktur der normalisierten DNA-Zielstruktur aus Abb. 4.2
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4.3.3 Aufbau des Sequenzgraphen

Der Sequenzgraph wird, wie in Kapitel 3.2.4 beschrieben, aufgebaut. Die Basisse-
quenzlinge ist identisch mit der Critonlinge L. Selbstkomplementire Basissequenzen
(z. B. GCGC) oder Verbindungen, die zu solchen fiithren (z. B. GCG — CGC), werden
nicht einbezogen. Dieser Schritt ist eigentlich unnétig. Er soll dazu dienen, Critonregel 3
zu erfiillen. Diese wird jedoch immer erfiillt sein, solange auch Critonregel 1, welche die
Einzigartigkeit jeder Subsequenz fordert, erfiillt ist. Das liegt daran, dass die normalisier-
te Zielstruktur iiberall doppelstrangig ist und sogar die Critons iiber den Verzweigungs-
punkten ein Komplement besitzen. Nimmt ein Criton eine selbstkomplementére Sequenz
an, so hitte auch dessen Komplement die gleiche Sequenz. Die Einzigartigkeit ist damit
verletzt. Die Sequenzkonfiguration ist also nicht zuléssig. Trotzdem werden die selbstkom-
plementdren Basissequenzen aus dem Sequenzgraph entfernt, denn sie diirfen ja sowieso
nicht benutzt werden.

Beliebige andere Basissequenzen konnen zusétzlich aus dem Graph entfernt werden.
Gibt es zum Beispiel keine Basissequenzen, welche drei Guanin-Basen hintereinander auf-
weisen, kann auch keine solche Konstellation in der DNA-Struktur auftauchen.

Jede Basissequenz kann als unbenutzt oder als von einem bestimmten Criton benutzt
markiert sein. Zu Beginn sind alle Basissequenzen im Graph unbenutzt. Im Laufe der
Sequenzgenerierung wird versucht, jedem Criton in der Critonstruktur eine Basissequenz
zuzuweisen. Dadurch entstehen Pfade aus benutzten Basissequenzen im Sequenzgraph,
welche den Sequenzen der DNA-Einzelstringe entsprechen. Man kann auch sagen: die
Critonstruktur, welche selbst eine Abbildung der normalisierten DNA-Zielstruktur dar-
stellt, wird in den Sequenzgraphen abgebildet.

4.4 Sequenzgenerierung

Die Sequenzgenerierung findet in den Doppelstrangabschnitten der normalisierten DNA-
Zielstruktur statt und lauft in zwei Phasen ab:

e Setzen konstanter Sequenzbereiche und

e Generierung aller undefinierten Sequenzen.

Konstante Sequenzbereiche, also alle Basen mit einem vordefinierten und unverander-
lichen Basenwert, besitzen keinerlei Variabilitdt. Die Critons miissen die entsprechenden
Basissequenzen unbenutzt im Sequenzgraph vorfinden. Dies ist zu Beginn sehr wahrschein-
lich, da dann sehr wenige Basissequenzen benutzt werden. Kommt es bereits in dieser Pha-
se zu Konflikten, kann mit den vordefinierten Sequenzen keine korrekte Gesamtsequenz
gefunden werden.

Nach erfolgreichem Setzen der konstanten Bereiche werden alle iibrigen Sequenzen in
den Doppelstrangabschnitten generiert und zwar jeweils ein Doppelstrangabschnitt nach
dem anderen. Die Tabelle 4.1 zeigt den Programmablauf fiir einen Doppelstrangabschnitt.
Die Prozedur erwartet als Parameter die Folge der Basenpaare des Abschnittes, die Folge
der dazugehorigen Assoziationsgruppen, welche von der Critonstruktur bereitgestellt wer-
den, sowie den Sequenzgraph. Die Critonléange und die Basissequenzlange miissen identisch
sein.
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generateSequence (BP,AG,SG): {

Erzeuge fiir jedes Basenpaar BP[i] die Menge
V[i] := {G,A,T,C} der ungetesteten Basenwerte
(0 <= i < BP.length)

Setze 1 := 0.

Solange O <= i und i < BP.length: {

Wenn in V[i] kein ungetesteter Basenwert fiir BP[i]
mehr vorhanden ist (V[i] = {}): {

Setze V[i] := {G,A,T,C}.

Setze 1 := i-1.
}
Sonst: {
Gib BP[i] zuf&llig einen ungetesteten Basenwert
v aus V[i].
Entferne v aus V[i].
Losche alle Zuordnungen zwischen den Critons aus
AG[i] und Basissequenzen aus SG.
Wenn BP[i] den Basenwert v annehmen darf
und jedem Criton aus AG[i] mit kompletter
Sequenz eine Basissequenz aus SG
zugeordnet werden kann: {
Setze 1 := i+1.
}
}
}
Wenn i = BP.length:
Erfolg.
Sonst:
Misserfolg.

b

Die Prozedur erwartet als Parameter die Folge von Basenpaaren BP und die Folge von
Assoziationsgruppen AG. Die Lange beider Folgen ist gleich. AG[i] ist die Assoziations-
gruppe des Basenpaares BP[i] (0 < i < BP.length). Zusitzlich wird der Sequenzgraph
SG benotigt. Die Basissequenzlange von SG ist identisch mit der Lange der Critons in den
Assoziationsgruppen. Die Prozedur meldet Erfolg, wenn die komplette Sequenz generiert

wurde. Anderenfalls wird ein Misserfolg zuriickgegeben.

Tabelle 4.1: Programmablauf der Sequenzgenerierung fiir einen einzelnen Doppelstrang-

abschnitt
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Zu Beginn wird fiir jedes Basenpaar aus der Folge BP eine Menge von ungetesteten
Basenwerten erzeugt. Jede dieser Mengen wird mit allen vier moglichen Werten (G, A, T
und C) initialisiert.

Danach betritt die Prozedur eine Schleife, in deren Verlauf die Variable i verédndert
wird. 1 wird mit O initialisiert und zeigt im weiteren Verlauf immer auf das jeweils aktuelle
Basenpaar. Jeder Schleifendurchlauf bringt eines der folgenden drei Ergebnisse: i wird
um 1 vermindert, i wird um 1 erhéht oder i bleibt gleich. Die Schleife wird erst wieder
verlassen, wenn i entweder unter 0 fillt oder die Lénge der Basenpaar-Folge erreicht.

Die Verminderung von i tritt dann ein, wenn fiir das aktuelle Basenpaar BP[i] kein
ungetesteter Basenwert mehr zur Verfiigung steht, wenn also V[i] leer ist. Das passiert
dann, wenn alle moglichen Basenwerte schon zuvor erfolglos getestet wurden. In diesem
Fall ist der Versuch gescheitert, BP[i] einen korrekten Basenwert zu geben. Der Algo-
rithmus geht zum vorhergehenden Basenpaar zuriick. Zuvor wird v[i] jedoch wieder mit
allen vier Basenwerten aufgefiillt. Gelangt die Sequenzgenerierung spéater wieder zu diesem
Basenpaar, stehen wieder alle Basenwerte ungetestet zur Verfiigung.

Gibt es noch ungetestete Basenwerte in V[i], wird zuféllig einer davon ausgewihlt,
aus V[i] entfernt und dem aktuellen Basenpaar BP[i] zugewiesen. Durch den neuen Ba-
senwert dndern sich die Sequenzen aller Critons in der Assoziationsgruppe AG[i]. Alle
zuvor gemachten Zuordnungen zwischen diesen Critons und Basissequenzen aus dem Se-
quenzgraph SG miissen deshalb geloscht und die betroffenen Basissequenzen wieder als
unbenutzt markiert werden. Dann wird der neue Basenwert v getestet. Der Test ist er-
folgreich, wenn:

1. das Basenpaar BP[i] den Basenwert v annehmen darf und

2. jedem Criton in der Assoziationsgruppe AG[i] mit vollstdndiger Sequenz eine Ba-
sissequenz im Sequenzgraph SG zugeordnet werden kann.

Das Basenpaar BP[i] darf den Basenwert v dann annehmen, wenn:

1. der Basenwert nicht durch Randbedingungen verboten ist (z. B. vordefinierte Se-
quenzen) und

2. alle Basenpaar-Ringe, in denen BP[1] Mitglied ist, eine korrekte Konfiguration nach
Critonregel 4 (stabile Verzweigungspunkte) besitzen.

Dieser Liste konnen noch weitere Bedingungen hinzugefiigt werden (siche Kap. 4.6).
Nach einem Erfolg dieses Testes wird versucht, jedem Criton in der Assoziationsgruppe
von BP[i], der eine vollstindige Sequenz hat, eine Basissequenz im Sequenzgraph zu-
zuordnen. Die Sequenz eines Critons ist unvollstédndig, wenn einer oder mehrere seiner
Basenwerte undefiniert (N) sind. Einem Criton ¢ aus der Assoziationsgruppe kann dann
eine Basissequenz zugeordnet werden, wenn:

1. die entsprechende Basissequenz im Sequenzgraph SG existiert,
2. diese Basissequenz bs noch unbenutzt ist,

3. die Basissequenz, die das Vorgianger-Criton von ¢ benutzt, ein Vorgénger von bs in
SG ist und
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4. die Basissequenz, die das Nachfolger-Criton von ¢ benutzt, ein Nachfolger von bs
in SG ist.

Da jede Basissequenz nur von einem Criton benutzt werden kann, diirfen zwei un-
terschiedliche Critons nicht dieselbe Sequenz annehmen. Critonregel 1 wird dadurch si-
chergestellt. Die virtuellen Critons an den Verzweigungspunkten, die auch in den Asso-
ziationsgruppen sind, blockieren die von Critonregel 2 verbotenen Sequenzen. Die dritte
Regel, die selbstkomplementéire Sequenzen verbietet, war ja schon von vornherein erfiillt.

Wenn das Zuordnen der Critons erfolgreich verlauft, dann ist der Basenwert v richtig
gewahlt. Dem Basenpaar BP[i] wurde ein korrekter Wert zugewiesen. Die Variable i wird
um 1 erhoht und die Prozedur geht zum néchsten Basenpaar.

Kann auch nur einem Criton mit vollstéindiger Sequenz keine Basissequenz zugeordnet
werden oder wenn BP[i] den Basenwert v nicht annehmen darf, so bleibt i unverédndert.
Im néchsten Schleifendurchlauf wird ein anderer Basenwert aus V[i] getestet.

Auf diese Weise arbeitet sich die Prozedur an der Basenpaar-Folge entlang. Bei einem
Erfolg geht sie zum néchsten Paar. Bei einem Misserfolg verharrt sie an gleicher Stelle oder
geht schliefflich ein Basenpaar zuriick. Gelingt es, dem letzten Basenpaar einen korrekten
Basenwert zuzuweisen, ist die Sequenz des Doppelstrangabschnittes erfolgreich generiert
worden. Gelingt es andererseits einmal nicht, fiir das erste Basenpaar einen Basenwert zu
finden, ist die Sequenzgenerierung gescheitert. Die Sequenzen aller Doppelstrangabschnit-
te werden in unbestimmter Reihenfolge nacheinander generiert. Eine erfolgreich generierte
Sequenz eines Abschnittes dndert sich nicht mehr. Wenn alle Abschnitte erfolgreich gene-
riert wurden, ist die Sequenz der gesamten DNA-Struktur korrekt. Scheitert ein Abschnitt,
so ist die komplette Sequenzgenerierung gescheitert. Aufgrund der zufilligen Zuweisung
der Basenwerte kann ein erneuter Versuch allerdings doch noch einen Erfolg bringen.

Es stellt sich die Frage nach der Behandlung der Verzweigungspunkte. Offensichtlich
bedarf es zumindest vorerst keiner Sonderbehandlung. Die Assoziationsgruppen beinhal-
ten jeweils alle Critons, die von der Verdnderung eines bestimmten Basenwertes abhingig
sind. Ob diese nun in einem unverzweigten Abschnitt oder an einem Verzweigungspunkt
liegen, spielt dabei keine Rolle (sieche Abb. 4.3, S. 56). Alle Critons werden getestet und
nur korrekte Konstellationen werden akzeptiert. Allerdings hat sich gezeigt, dass der Al-
gorithmus auf diese einfache Weise nicht immer in der Lage ist, passende Sequenzen zu
generieren. Durch die Festlegung von Sequenzen auf den Armen eines Verzweigungspunk-
tes werden die Moglichkeiten auf den verbleibenden Armen zu sehr eingeschréankt. Die
deshalb unbedingt nétigen Basissequenzen sind oft bereits an anderer Stelle benutzt. Um
die Erfolgswahrscheinlichkeit zu erhéhen, behandelt man die Verzweigungspunkte separat,
wie im Kapitel 4.6.1 beschrieben wird.

4.5 Komplexitatsbetrachtungen

Bei jedem Algorithmus stellt sich die Frage, welcher Rechenaufwand bei einer bestimmten
Problemgrofie zu erwarten ist. Als Basisoperation des hier beschriebenen Sequenzdesign-
Algorithmus bietet sich der Basenwert-Test inklusive Zuordnung der Critons zu den Ba-
sissequenzen an (vgl. Tab. 4.1, S. 58). Man vernachléssigt dabei zwar den Umstand, dass
nicht immer die gleiche Anzahl Critons zugeordnet werden muss, fiir eine Naherung ist
das aber ausreichend. Als Problemgrofie wird im Folgenden die Anzahl der Basenpaare in
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der normalisierten DNA-Zielstruktur betrachtet. Anzahl und Art der Verzweigungspunkte
werden nicht beriicksichtigt.

Wie viele Basistests O(bp) benétigt der Algorithmus bei einer Problemgrofie von bp
Basenpaaren? Der minimale Aufwand ist leicht zu ermitteln. Er betragt

O min(bp) = bp. (4.3)

Dies entspricht dem Fall, dass fiir jedes Basenpaar nur ein Basenwert getestet werden
muss und alle Tests erfolgreich sind. Ahnlich einfach ist der maximale Rechenaufwand zu
bestimmen. Dieser ist

Opmaz(bp) = Z 4 (4.4)

und ist dann gegeben, wenn alle moglichen Sequenzkonstellationen getestet werden miissen
und erst die allerletzte die korrekte ist, oder aber keine korrekte Konstellation existiert.
Der Algorithmus hat also sowohl das Potenzial zu einem linear, als auch zu einem exponen-
tiell mit der Problemgréfie wachsenden Rechenaufwand. Zwischen den beiden Extremen
bewegt sich der durchschnittliche Rechenaufwand O,,,(bp).

Um Ogyy(bp) zu bestimmen, wurden mit dem Programm Seed (siche Kap. 4.7) Mes-
sungen mit Strukturgrofien von 2 bis 30000 Basenpaaren durchgefiihrt. Da Verzweigungs-
punkte vernachléssigt werden, bestanden die getesteten Strukturen jeweils nur aus einem
Doppelstrang mit entsprechender Lénge. Die Ergebnisse der Messungen sind in Abbil-
dung 4.4(a) dargestellt. Das Diagramm zeigt die durchschnittlich gemessene Anzahl an
Basistests pro Basenpaar in Abhéingigkeit von der Grofle der DNA-Struktur in Basenpaa-
ren. Fiir jede beteiligte Strukturgrofle wurden 100 Einzelmessungen vorgenommen. Eine
Messung ermittelte, wie oft wihrend einer erfolgreichen Sequenzgenerierung dem aktuel-
len Basenpaar (BP[i]) ein neuer Basenwert zugewiesen und getestet wurde (siehe dazu
Tab. 4.1). Ein Messpunkt im Diagramm ist das arithmetische Mittel der Einzelmessungen
geteilt durch die Anzahl der Basenpaare in der Struktur.

Fiir eine bessere Ubersichtlichkeit ist die x-Achse des Diagrammes logarithmisch ska-
liert. Senkrechte gestrichelte Linien markieren die maximalen Strukturgréfen fiir eine
bestimmte Critonlédnge. Sie liegen bei 7, 34, 123, 516, 2021, 8198 und 32647 Basenpaa-
ren. Das entspricht der halbierten Zahl der Basissequenzen im Sequenzgraph (41¢ bzw.

4le — 4% wern L¢ gerade ist) plus Lo — 1 iiberzihlige Basenpaare, da ein Strang der
Lénge [ aus nur [ — (Lo — 1) Critons besteht. Lo ist dabei die im jeweiligen GroBenbe-
reich passende Critonldnge. Im Diagramm wird sie durch die Zahlen 2 bis 8 zwischen den
senkrechten Trennlinien angezeigt.

Die Messkurve zeigt in der gewéhlten halblogarithmischen Darstellung ein quasi pe-
riodisches Verhalten in Abhéngkeit von der verwendeten Critonldnge. In jedem Cri-
tonlédngen-Bereich ist ein dhnlicher Kurvenverlauf zu beobachten: Vom Beginn des Berei-
ches bis zu ungefihr 85% der Maximalgrofie, die durch die néchste senkrechte Trennlinie
angezeigt wird, steigt die Messkurve nur sehr langsam und bewegt sich zwischen einem
und zwei Basistests pro Basenpaar. Es gilt

bp < Ogugr (bp) < 20p. (4.5)

Der durchschnittliche Rechenaufwand kann in diesem Abschnitt also ndherungsweise
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(b) Anzahl der Basistests bei reduzierter Auslastung der Critonlédngen-Bereiche

Abbildung 4.4: Gemessene Anzahl Basistests pro Basenpaar in Abhéngkeit von der Ge-
samtzahl der Basenpaare

als linear ansteigend betrachtet werden. Entsprechend schnell und effizient arbeitet der
Algorithmus.

Im letzten Fiinftel eines Critonldngen-Bereiches gibt es eine Stelle, an der die Messkur-
ve plotzlich extrem ansteigt. Ab da bedeutet jedes weitere Basenpaar eine Vervielfachung
der benotigten Tests. Schnell werden sehr hohe Werte erreicht, die in der Abbildung nicht
mehr sinnvoll darzustellen sind. Der Anstieg ist so extrem, dass nur wenige Messpunkte
ermittelt werden konnten, denn eine einzige Sequenzgenerierung dauert nun nicht mehr
nur wenige Sekunden, sondern mehrere Stunden oder Tage. Der durchschnittliche Rechen-
aufwand Og,g2(bp) in diesem Abschnitt ist darum auch nicht gut zu bestimmen. Er néhert
sich aber ganz offensichtlich O,,..(bp) an.

Nach weiterer Vergroflerung der DNA-Struktur iiber die Maximalgréfie des Cri-
tonldngen-Bereiches hinaus féllt die Messkurve bei erhohter Critonldnge wieder unter
zwei Basistests pro Basenpaar.

Es ist gut zu sehen, dass die Stelle, an welcher die extreme Steigung beginnt, in Berei-
chen gerader Critonlédngen deutlich eher auftritt als in Bereichen ungerader Critonléngen.
Die Griinde dafiir sind noch nicht geklart.

Wie sind die unterschiedlichen Verhaltensweisen des Algorithmus zu erkldren? Beim
Basistest ist die Zuordnung der Critons zu den Basissequenzen im Sequenzgraph der
wesentliche Faktor. Wie viele Basissequenzen zur Verfiigung stehen, bestimmt die Cri-
tonlinge Lc. Es gibt 4°¢ Basissequenzen abziiglich der selbstkomplementiren fiir den
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Fall, dass L¢ gerade ist. Die Grofle der DNA-Struktur bestimmt die Anzahl der Basisse-
quenzen, die benutzt werden. Innerhalb eines Critonléingen-Bereiches steigt der maximale
Anteil benutzter Basissequenzen im Sequenzgraph mit wachsender Strukturgrofie von 25%
bis 100% kontinuierlich an, denn es werden immer mehr Basissequenzen benotigt, die Cri-
tonldnge und damit die Gesamtzahl der Basissequenzen bleibt aber konstant. Je hoher
der Sequenzgraph mit benutzten Basissequenzen ausgelastet ist, umso schwerer ist es,
noch unbenutzte Sequenzen fiir die verbliebenen Critons zu finden. Offensichtlich gibt
es eine bestimmte Auslastung, ab der das Zuordnen der Critons so schwierig wird, dass
der Rechenaufwand extrem in die Hohe schnellt. Udo Feldkamp, welcher in seiner Di-
plomarbeit ebenfalls einen Generierungsalgorithmus auf Grundlage eines Sequenzgraphen
benutzte [36], schrieb, dass mit diesem eine Auslastung des Graphen von 80% erreicht
werden konnte. Der hier beschriebene Algorithmus schafft eine Auslastung von 85% und
bei ungerader Critonldnge sogar bis zu 95%. Woher dieser doch sehr deutliche Unter-
schied zwischen geraden und ungeraden Critonldngen entsteht, ist, wie schon erwé&hnt,
bisher noch nicht klar. Die erreichten Auslastungen des Sequenzgraphen erscheinen je-
doch ausreichend gut, weil nur wenige Strukturgréfien von sehr hohem Rechenaufwand
betroffen sind. Zudem lésst sich auch in diesen Féllen leicht Abhilfe schaffen, indem man
die Critonlédnge frither als theoretisch notwendig erhoht. Zum Beispiel kann eine DNA-
Struktur mit 115 Basenpaaren noch mit der Critonldnge 4 behandelt werden. Es stehen
dann 240 Basissequenzen zur Verfiigung, gebraucht werden 224. Die Auslastung des Se-
quenzgraphen ist mit 93% aber schon recht hoch. Der Algorithmus braucht duflerst viele
Rechenschritte fiir eine erfolgreiche Sequenzgenerierung. Fithrt man die Generierung da-
gegen mit Critonldnge 5 aus, stehen bei gleicher Strukturgréfie 1024 Basissequenzen zur
Verfiigung. Der Sequenzgraph wird nur noch zu 22% ausgelastet und der Algorithmus ist
wesentlich schneller.

Abbildung 4.4(b) zeigt Messungen unter den gleichen Bedingungen wie in 4.4(a), bei
denen jedoch die Critonldngen in den kritischen Abschnitten erhoht wurden. Alle Cri-
tonldngen-Bereiche sind in diesem Diagramm dadurch leicht nach links verschoben. Die
senkrechten Trennlinien liegen bei 6, 32, 104, 490, 1700, 7800 und 28000 Basenpaaren,
was einer Reduzierung der maximalen Strukturgroffe um 15% bei gerader und um 5%
bei ungerader Critonlinge gegeniiber 4.4(a) entspricht. Die Anderung hat zur Folge, dass
die Messkurve flach bleibt und sich {iber den gesamten Messbereich fast ausschliefllich
zwischen einem und zwei Basisstests pro Basenpaar bewegt. Es spielt keine Rolle, ob die
DNA-Struktur 20 oder 20000 Basenpaare enthélt. Der Rechenaufwand ldsst sich immer
durch Ogyg1 aus Gleichung 4.5 abschétzen. Extreme Rechenzeiten werden vermieden.

Einziger Nachteil dieser Methode ist, dass die Sequenzen fiir die DNA-Strukturen in
den betroffenen Grofienbereichen erhohte Fehlerldngen aufweisen. Da die Fehlerldnge aber
jeweils nur um eins steigt und zudem wenige Gréflenbereiche betroffen sind, erscheint dies
akzeptabel.

4.6 Erweiterungen des Algorithmus
Der in den vorangegangenen Unterkapiteln beschriebene Algorithmus kann nun an ver-

schiedenen Stellen erweitert werden. Eine erste Erweiterung ist die Sonderbehandlung der
Verzweigungspunkte.
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4.6.1 Verbindungen

Wie bereits in Kapitel 4.4 erwdhnt, kann der Algorithmus mit Verzweigungspunkten um-
gehen, erreicht aber in vielen Féllen kein Ergebnis. Der Grund dafiir liegt darin, dass
die Sequenzen in der N#he der Verzweigungspunkte besonders sensibel sind. Die Fest-
legung der Sequenz eines Critons hat Einfluss auf die Sequenzen vieler anderer Critons
auf abzweigenden Stréngen. Es sind wesentlich mehr als innerhalb der linearen Doppel-
strangabschnitte. Dieser Aspekt wird durch die Assoziationsgruppen beriicksichtigt (siehe
Abb. 4.3), so dass keine falschen Sequenzkonstellationen entstehen kénnen. Da die Ver-
zweigungspunkte aber zu beliebigen Zeitpunkten an der Reihe sind, stehen dann oft die
notigen Basissequenzen nicht mehr unbenutzt zur Verfiigung. In der Grundversion des
Algorithmus wird Doppelstrangabschnitt fiir Doppelstrangabschnitt generiert. Fiir einen
Verzweigungspunkt bedeutet das, dass nacheinander in beliebiger Reihenfolge die Se-
quenzen der Arme generiert werden. Ist ein Arm festgelegt, dndert er sich nicht mehr.
Die Critons, die iiber einem Verzweigungspunkt liegen, liegen auf zwei Armen. Bei der
Generierung eines Armes, wird ihre Sequenz schon teilweise festgelegt und dadurch die
Sequenzvariabilitdt der Gesamtsequenz eingeschrankt. Wird die Sequenz des néchsten
Armes generiert, muss der Algorithmus mit dieser Einschrinkung umgehen. Nun kann
es passieren, dass bei der Generierung zweier Arme die Sequenzvariabilitéit eines Nach-
bararmes so sehr eingeschrinkt wird, dass keine korrekte Konstellation mehr existiert.
Eine kleine Anderung auf den anderen Armen wiirde diese Blockade auflésen, an die ent-
sprechenden Basenpaare kommt der Algorithmus aber nicht mehr heran, da sie in einem
anderen Doppelstrangabschnitt liegen. Die Sequenzgenerierung muss abbrechen und ist
gescheitert, obwohl durchaus korrekte Konstellationen existieren.

Um dem Abhilfe zu schaffen, werden die Umgebungen der Verzweigungspunkte ge-
sondert erfasst und wiahrend der Sequenzgenerierung extra behandelt. Die Datenstruktur
dafiir heifit Verbindung. Eine Verbindung enthélt einen oder mehrere Verzweigungspunkte
und alle Basenpaare bis zu einer bestimmten Entfernung. Diese Entfernung heifit Reich-
weite der Verbindung. Zwei Verzweigungspunkte, die innerhalb der Reichweite vonein-
ander entfernt liegen, gehdren zur gleichen Verbindung. Die Basenpaare innerhalb der
Reichweite von einem der Verzweigungspunkte bilden die Umgebung der Verbindung. In
den meisten Féllen wird eine Verbindung nur einen einzigen Verzweigungspunkt enthal-
ten, es sind aber auch Konstellationen mit mehreren denkbar. Eine solche ist in Abb. 4.5
dargestellt. Diese multiple Verbindung umfasst drei dreiarmige Verzweigungspunkte, die
jeweils zwei Basen voneinander entfernt liegen. Die Reichweite der Verbindung betriagt
3, weshalb alle Verzweigungspunkte zur selben Verbindung gehoren. Die grau ausgefiill-
ten Basen gehoren zur Umgebung der Verbindung. Die hellgrau ausgefiillten Basen sind
virtuell.

In der Umgebung der Verbindung sollen alle Critons vollstdndig enthalten sein, welche
einen Verzweigungspunkt iiberspannen. Die Reichweite muss deshalb mindestens die um
eins verminderte Critonldnge betragen.

Zu den bisher zwei Phasen der Sequenzgenerierung kann nun eine dritte hinzukommen.
Die drei Phasen lauten dann:

e Setzen konstanter Sequenzbereiche,

e Generierung der Sequenzen in den Umgebungen der Verbindungen und
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Abbildung 4.5: Verbindung mit Reichweite 3 und drei Verzweigungspunkten

e Generierung aller undefinierten Sequenzen in den Doppelstrangabschnitten.

Die Sequenzen in den Verbindungen werden also direkt nach dem Setzen der konstan-
ten Abschnitte generiert. Das hat den zusétzlichen Vorteil, dass noch sehr viele unbenutz-
te Basissequenzen fiir diese sensiblen Bereiche zur Verfiigung stehen. Die Verbindungen
werden nacheinander in beliebiger Reihenfolge generiert. Nach erfolgreicher Generierung
werden alle Basenwerte in den Umgebungen konstant gesetzt und bleiben im weiteren Ver-
lauf deshalb unveréndert. Hier liegt auch der Grund dafiir, mehrere Verzweigungspunkte
in eine Verbindung aufzunehmen. Liegen nédmlich zwei Verzweigungspunkte zu nah bei-
einander, wird durch die Festlegung der Sequenz des einen Punktes auch die des anderen
teilweise definiert. Es konnte also wieder zu grofien Einschriankungen der Sequenzvariabi-
litdt und zu Blockaden kommen.

Wie verlduft nun die Sequenzgenerierung in den Verbindungen? Am giinstigsten ist
es, an den Verzweigungspunkten zu beginnen und dann auf allen Armen gleichzeitig
sternformig nach auflen zu gehen. Die sensibelsten Stellen werden dadurch zuerst be-
arbeitet. Abbildung 4.6 stellt dieses Vorgehen fiir eine einfache dreiarmige Verbindung
dar.

Solch ein Verhalten des Algorithmus kann auch sehr leicht erreicht werden, indem
man alle Basenpaare der Verbindung in der gewiinschten Reihenfolge anordnet und
diese Folge zusammen mit der entsprechenden Folge der Assoziationsgruppen an die
generateSequence()-Prozedur aus Tabelle 4.1 iibergibt.

Man konnte die Sequenzen in den Umgebungen der Verbindungen auch mit einer
verminderten Critonlinge generieren. Das hétte besonders dann Sinn, wenn die DNA-
Zielstruktur sehr grof ist und daher mit groflen Critonldngen gearbeitet werden muss.
Dies zieht eine grofiere Léange eventueller Fehlstellen nach sich, die an den kritischen
Verzweigungspunkten unerwiinscht sein kann. Die Verbindungen bilden eine Teilstruktur
der Zielstruktur, die weniger Critons benotigt und deren Sequenzen deshalb mit kleinerer
Critonlange generiert werden konnen. Man nutzt dazu eine zweite Critonstruktur und den
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Abbildung 4.6: Sequenzgenerierung in einer Verbindung

dazugehorigen Sequenzgraph. Wichtig ist, dass die Reichweite der Verbindungen in einem
solchen Fall an der Critonlénge fiir die Gesamtstruktur gemessen wird.

4.6.2 Thermodynamische Eigenschaften

In den Basisalgorithmus lassen sich sehr leicht zusétzliche Tests des Basenwertes einbauen.
Ein sehr niitzlicher ist der Test des G/C-Basenpaar-Anteils des Doppelstranges, zu dem
das aktuelle Basenpaar BP[i] gehort. Der Basenwert-Test in Kapitel 4.4 auf Seite 59
wiirde dann um einen Punkt erweitert werden. Das aktuelle Basenpaar BP[i] darf den
Basenwert v dann annehmen, wenn

1. der Basenwert v nicht durch Randbedingungen verboten ist (z. B. vordefinierte
Sequenzen),

2. alle Basenpaar-Ringe, in denen BP [i] Mitglied ist, mit v eine korrekte Konfiguration
nach Critonregel 4 (stabile Verzweigungspunkte) besitzen und

3. der Doppelstrang, zu dem BP [i] gehort, einen vordefinierten G/C-Anteil mit v noch
erreichen kann.

Soll der G/C-Anteil eines Doppelstranges 50% betragen, bedeutet das, dass bei ei-
ner Linge von 10 Basenpaaren fiinf davon ein G/C-Paar sein miissen. Im erweiterten
Basenwert-Test, {iberpriift der Algorithmus, ob diese Forderung bei Verwendung des zu
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testenden Basenwertes noch erfiillt werden kann. Sind schon alle fiinf G/C-Paare definiert,
darf kein weiteres auftreten. Sind dagegen erst drei festgelegt, besteht Spielraum fiir zwei
zusétzliche G/C-Paare. Die G/C-Basenpaaranteile konnen mit Ober- und Untergrenzen
fiir jeden Doppelstrang einzeln und/oder global fiir alle Doppelstringe vordefiniert wer-
den.

Der Einbau dieses Testes erlaubt es, Einfluss auf die Schmelztemperatur der Dop-
pelstrdnge zu nehmen, da ein hoherer G/C-Anteil eine hohere Schmelztemperatur nach
sich zieht. Insbesondere wird es moglich, Gruppen von Doppelstrangen mit dhnlichen
Schmelztemperaturen zu generieren. Bei der globalen Definition eines G/C-Anteiles wére
das Ergebnis, dass Doppelstrange mit gleicher Lénge auch annéhernd gleiche Schmelz-
temperaturen aufweisen. Besonders wichtig ist dieser Umstand, wenn man komplexere
Strukturen (z. B. Netze) aus Grundelementen aufbauen will und dabei in einem ersten
Schritt die Grundelemente und in einem zweiten Schritt das Netz assemblieren mdochte.
Uber einfache Temperaturregulierung ist dies dann erreichbar.

Anstelle des G/C-Testes konnte auch ein echter Test der erreichbaren Schmelztempe-
ratur des aktuellen Doppelstranges stehen. Dieser Test ist jedoch aufwendiger.

4.6.3 Selbstkomplementire Sequenzen und Masken

Eigentlich sind selbstkomplementéire Basensequenzen von den Critonregeln untersagt, weil
sie die Festlegungen einer maximalen Fehlerlinge durchbrechen. Trotzdem wird es manch-
mal notig oder wiinschenswert sein, selbstkomplementére Sequenzen in eine DNA-Struktur
einzufiigen. Viele Restriktionsenzyme besitzen selbstkomplementire Erkennungssequen-
zen, zum Beispiel die beiden Enzyme aus Abbildung 2.7 auf Seite 21. Der Algorithmus soll-
te mit solchen vordefinierten Sequenzen umgehen kénnen. Da die selbstkomplementéren
Sequenzen aber prinzipiell gegen die Critonregeln verstoflen, geht das nur, wenn man die
entsprechenden Regionen von einer Priifung der Regeln ausnimmt.

Dies geschieht durch Maskieren von Basenpaaren in der DNA-Struktur. Jedes Criton,
welches mindestens eine maskierte Base enthilt, ist dann von der Zuordnung zu einer
Basissequenz ausgenommen. Bei der selbstkomplementéiren Sequenz GGATCC und einer
angenommenen Critonldnge von 3 miissten mindestens die beiden inneren Basen A und T
maskiert werden. Alle Critons, die diese Sequenz umfassen, sind dann von der Zuordnung
zu einer Basissequenz befreit. Die néchsten Nachbarn dieser Critons, die nur teilweise
innerhalb der Sequenz liegen, miissen dagegen wieder korrekt zugeordnet werden. Den
gleichen Effekt erhédlt man, wenn man alle Basen der Sequenz maskiert, aber nur die Cri-
tons von der Zuordnung befreit, deren Basen alle maskiert sind. Hierfiir sind verschiedene
Varianten moglich.

Durch die Moglichkeit der Maskierungen lassen sich auch andere beliebige Sequenzen,
die ihrer Natur nach gegen die Critonregeln verstofien, in die DNA-Zielstruktur einfiigen.
Auch wenn mehrere Sequenzabschnitte mehrmals auftauchen sollen (z. B. mehrere Schlau-
fen aus Thymin-Basen, welche zur Erzeugung von Strangknicken benutzt werden), kann
damit Abhilfe geleistet werden.
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4.7 Seed - Eine Implementierung des Algorithmus

Das Programm namens Seed umfasst sowohl den Basisalgorithmus als auch die Erweite-
rungen aus Kapitel 4.6. Es ist so weit entwickelt, dass es allgemein zugénglich gemacht
werden kann. Seed wurde in der Programmiersprache Java implementiert. Quell- und
Bindrcode von Seed, eine Nutzerdokumentation und einige Anwendungsbeispiele findet
man im Anhang A.

Seed ist ein textorientiertes Programm, das iiber die Kommandozeile gestartet wird.
Die wichtigste Eingabe beim Start ist die Beschreibung einer DNA-Zielstruktur, wel-
che entweder aus einer Datei oder direkt aus der Kommandozeile entnommen wird. Die
Strukturbeschreibung selbst erfolgt mittels fiinf Typen von Strukturelementen. Es gibt
Einzelstrange, Doppelstrange, Sequenzen, Variablen und Masken.

Einzel- und Doppelstrange definieren die physische Gestalt der Zielstruktur sowie die
initiale Definition der Basenwerte. Jeder Basenwert kann einzeln festgelegt werden. Im
einfachsten Fall ist er nicht definiert (N), er kann aber auch konstant (z. B. nur Guanin)
oder eingeschrankt (z. B. nur Guanin oder Cytosin) sein. Mit Sequenzelementen kann
die Beschreibung der Basensequenz von Einzelstrangen komplexer gestaltet werden. Sie
ermoglichen es, Subsequenzen zu definieren, diese zum Beispiel als selbstkomplementér zu
markieren und dann an beliebigen (auch mehreren) Stellen in die Struktur einzufiigen. Der
G/C-Basenpaar-Anteil jedes Doppelstranges kann individuell auf einen Zielwert festgelegt
werden.

Variablen- und Maskierungselemente dienen nicht der eigentlichen Struktur- und Se-
quenzbeschreibung. Variablen sind ein Hilfsmittel, um beliebige Zahlen oder Zeichenket-
ten, die in der Strukturbeschreibung 6fters auftreten, speichern und ansprechen zu kénnen.
Masken definieren Sequenzbereiche, welche von der Uberpriifung auf die Critonregeln aus-
genommen sein sollen.

Beim Programmstart konnen neben der Strukturbeschreibung die folgenden Parameter
angegeben werden:

e die Critonlénge,

e die Critonldnge in den Umgebungen der Verzweigungspunkte,
e die Reichweite der Umgebungen der Verzweigungspunkte,

e der globale Zielwert fiir den G/C-Basenpaar-Anteil,

e verbotene Subsequenzen,

e cin Maskierungslevel und

e cine zuvor ermittelte Sequenz-Konfiguration.

Zusétzlich besteht die Moglichkeit, selbstkomplementére Sequenzen zu erlauben, alle
Doppelstrangenden als G/C-Paar festzulegen und alle Basenpaar-Ringe der Verzweigungs-
punkte von der Priifung auf die Critonregeln zu befreien. Auflerdem gibt es Parameter,
die die Informationsausgabe (generierte Sequenzen, Logdateien) steuern.
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Aufler der Strukturbeschreibung ist keiner der aufgefiihrten Parameter obligatorisch.
Wird zum Beispiel keine Critonlange spezifiziert, ermittelt Seed diese automatisch, wie in
Kapitel 4.3.1 beschrieben.

Nach dem Programmstart arbeitet Seed alle Schritte aus den Kapiteln 4.1 bis 4.4
ab. Die DNA-Zielstruktur wird eingelesen (Kap. 4.1) und normalisiert (Kap. 4.2). Dabei
werden automatisch die Verzweigungspunkte und die Doppelstrangabschnitte, in welchen
letztendlich die Sequenzgenerierung stattfindet, lokalisiert. Danach folgt eine Vorberei-
tungsphase, in welcher, falls notwendig, die Critonliange ermittelt (Kap. 4.3.1), die Cri-
tonstruktur aufgebaut (Abs 4.3.2) und die Verbindungen lokalisiert werden (4.6.1). Stan-
dardméfig ist die Reichweite der Verbindungen die um eins verminderte Critonlénge. Sie
kann vom Nutzer aber auch grofier, jedoch nicht kleiner, eingestellt werden. Aus Effizi-
enzgriinden wurde der Aufbau des Sequenzgraphen (Kap. 4.3.3) aus der Vorbereitungs-
in die Sequenzgenerierungsphase verlagert.

Wahrend der eigentlichen Sequenzgenerierung versucht Seed zuerst, die Sequenzen
der Umgebungen der Verzweigungspunkte (Verbindungen) mit einer eigenen, moglichst
geringen Critonlédnge zu generieren. Dadurch soll erreicht werden, dass bei grofen DNA-
Zielstrukturen, welche hohe Critonldngen erfordern, an den sensiblen Verzweigungspunk-
ten weniger Fehlpaarungen auftreten. Gelingt die Generierung, werden die betroffenen Ba-
senwerte anschliefend konstant gesetzt und dndern sich im weiteren Verlauf nicht mehr.
Falls nicht, werden die Verbindungen mit der globalen Critonlinge generiert, nachdem
alle konstanten Sequenzbereiche ebenfalls mit der globalen Critonldnge in den Sequenz-
graphen eingetragen wurden. Zuletzt erfolgt nacheinander die Sequenzgenerierung in den
einzelnen Doppelstrangabschnitten.

Zu allen Schritten werden von Seed auf dem Bildschirm Meldungen ausgegeben, an-
hand derer der Programmablauf verfolgt werden kann. Informationen iiber die Sequenz-
generierung konnen auch in einer Logdatei ausgegeben werden.

Nach erfolgreicher Sequenzgenerierung werden die Sequenzen dargestellt, gespeichert
und analysiert. Die Analyse zeigt an, welche Abschnitte in der Zielstruktur zueinander
komplementér sind, welche G/C-Anteile und Schmelztemperaturen diese Bereiche aufwei-
sen. Fehlpaarungen grofler oder gleich der Critonlange, die zum Beispiel durch Maskie-
rungen verursacht werden, kénnen so erkannt und bewertet werden. Die Sequenzanalyse
kann auch ohne vorherige Sequenzgenerierung stattfinden. Dazu lédsst sich eine vorher
ermittelte Sequenz-Konfiguration in die Zielstruktur laden.

Schléagt eine Sequenzgenerierung fehl, kann das mehrere Ursachen haben. Wenn der
Fehler beim Setzen der konstanten Sequenzbereiche auftritt, liegt das an Konflikten in
der Sequenzbeschreibung selbst. Diese miissen durch Maskierung oder Anderung der Ba-
senwerte gelost werden. Tritt der Fehler wihrend der Sequenzgenerierung in den Verbin-
dungen oder Doppelstrangabschnitten auf, so kann ein erneuter Versuch trotzdem einen
Erfolg bringen. Schlagen auch mehrere Versuche fehl bzw. dauert die Berechnung duflerst
lange, kann es sein, dass wegen der Strukturgrofie und/oder Einschrankungen in der Se-
quenzbeschreibung die Auslastung des Sequenzgraphen zu hoch ist (siehe Kap. 4.5). In
diesem Fall schafft eine manuelle Erhohung der Critonldnge Abhilfe.

Eine genaue Beschreibung des Progammes Seed findet sich in Anhang A.1. Seed Struk-
turbeschreibungen fiir einige DNA-Strukturen aus Kapitel 2.4 sind in Anhang A.2 nach-
zulesen.
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Kapitel 5

Das DXL-Molekiil — ein Experiment

Mit dem Sequenzdesign-Programm Seed bzw. dessen Vorlaufern wurden die Basense-
quenzen fiir einige DNA-Strukturexperimente erstellt. Ein Experiment soll als Beispiel
hier vorgestellt werden.

Ziel war es, eine langgestreckte und steife DNA-Struktur zu erzeugen, welche dann
als Vorlage fiir einen Nanodraht dienen konnte. Natiirlich kann jeder ganz normale DNA-
Doppelstrang beliegig langgestreckt sein. Bei groferen Léangen (iiber 150 Basenpaare)
ist er aber nicht mehr steif, sondern faltet sich zusammen. Deshalb entstand die Idee,
zwei Doppelstriange durch Kreuzungspunkte miteinander zu verkniipfen und dadurch die
langgestreckte Form zu stabilisieren.

Als Grundelement fiir die Struktur dient ein Double-Crossover-Molekiil (DX), dar-
gestellt in Abbildung 5.1. Es besteht aus fiinf DNA-Einzelstrdngen: Einem zentralen
Ringstrang (RING, griin), einem oberen und einem unteren Seitenstrang (S0, rot und SU,
orange) sowie einem linken und einem rechten Verbindungsstrang (VL, hellblau und VR,
dunkelblau). Nach der Terminologie in Arbeit [33] handelt es sich um ein DAE-Molekiil.
'D’ steht fiir Double-Crossover, A’ fiir antiparallel, weil die untere und obere Helix ent-
gegengesetzte Leserichtungen aufweisen, und 'E’ steht fiir even (engl. fiir gerade), da
zwischen beiden Kreuzungspunkten eine gerade Anzahl von halben Helixwindungen (in
diesem Fall 2 ganze Windungen) liegt.

An den Enden des Grundelementes haben die beiden Verbindungsstringe VL und VR
jeweils zwei Einzelstrangiiberhiinge. Uber diese werden die Grundelemente zu einer Kette
verbunden. Um eine eventuell auftretende Kriimmung im Grundelement zu kompensieren,
sind benachbarte Elemente zueinander um 180° um ihre Léngsachse verdreht. Erreicht
wird das durch eine Uberkreuz-Verkniipfung der Uberhinge (der linke obere bindet an
den rechten unteren und der linke untere an den rechten oberen) und durch einen Abstand
von 2.5 Helixwindungen zwischen den Kreuzungspunkten benachbarter Elemente. Kleine
Anderungen der Uberhangkonfiguration konnten auch ein Netz erzeugen (siche Abb. 2.15
und 2.16 auf S. 32 ff.).

==k=====m

Abbildung 5.1: DXL-Grundelement
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Abbildung 5.2: Darstellung der DXL-Struktur

# Definition der Einzelstraenge:
strand (RING, 42) # griin

strand (S0, 41) # rot
strand (SU, 41) # orange
strand (VL, 32) # hellblau
strand (VR, 32) # dunkelblau

# Definition der Doppelstraenge des Grundelementes:
double (RING, SO, 0, 10, 11)

double (RING, SU, 11, 10, 21)

double (RING, SO, 32, 21, 10)

double (VL, SU, 6, 31, 10)

double (VL, SO, 16, 0, 10)

double (VR, S0, 6, 31, 10)

double (VR, SU, 16, 0, 10)

# Verknuepfung benachbarter Grundelemente:
double (VL, VR, 0, O, 6)
double (VL, VR, 26, 26, 6)

Siehe Anhang A.1 fiir detaillierte Erlauterungen.

Tabelle 5.1: Seed-Strukturbeschreibung fiir die DXL-Struktur

Die entstehende langgestreckte Kette aus DX-Molekiilen ist in Abbildung 5.2 zu sehen.
Sie erhielt den Namen DXL: 'DX’ fiir Double-Crossover und 'L’ fiir lang.

Das Grundelement und die Verkniipfungen benachbarter Elemente wurden in einer
Seed-Strukturbeschreibung formuliert. Diese ist in Tabelle 5.1 aufgelistet.

Mit der Strukturbeschreibung wurde eine Sequenzgenerierung durchgefiihrt. Zusétzli-
che Randbedingungen waren, dass keine Subsequenzen mit aufeinander folgenden Guanin-
Basen auftreten und dass der G/C-Anteil aller Doppelstriange in etwa gleich sein sollte. Es
stellte sich heraus, dass eine Critonldnge von 5 benétigt wird. Die Struktur mit 106 Ba-
senpaaren liegt noch im Bereich von Critonlénge 4 (siehe Kap. 4.3.1). Allerdings erzeugt
diese Strukturgrofie einen sehr hohen Rechenaufwand (siehe Kap. 4.5), welcher durch die
Einschrénkungen aus den zusitzlichen Randbedingungen noch weiter erhéht wird. Die
Erhohung der Critonlénge brachte Abhilfe.

Die von Seed erzeugte Sequenzkonfiguration, mit welcher auch die Experimente durch-
gefithrt wurden, ist in Tabelle 5.2 aufgelistet. Die dargestellten Sequenzen wurden mit dem
Programmaufruf

# java Seed -1lc 5 -gcf 0.5 -gcfr 0.05 -forbidden "GG" DXL.dat
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RING: GACTCGCTGTATCTCTAGTATGTGCTGCTTGCTCGTGAGTAC
S0: CTCTCGAACTTACAGCGAGTCGTACTCACGATGTTCAGACG
SU: GCTCATCTACGCAAGCAGCACATACTAGAGAAAACTGCGAC
VL: CGAAACGTCGCAGTTTAGTTCGAGAGCTACAC

VR: GTTTCGCGTCTGAACAGTAGATGAGCGTGTAG

Tabelle 5.2: Sequenzkonfiguration fiir die DXL-Struktur

erstellt, wobei DXL.dat die Strukturbeschreibung aus Tabelle 5.1 enthielt. Die Option
-1lc 5 setzt die Critonldange auf 5. Mit -gcf 0.5 und -gcf 0.05 wird die G/C-Anteile
aller Doppelstriange auf Werte zwischen 45% und 55% festgelegt. Durch -forbidden "GG"
sind zwei aufeinander folgende Guanin-Basen verboten.

Die Experimente fanden im Max-Bergmann-Zentrum fiir Biomaterialien der TU Dres-
den statt und wurden von Alexander Huhle durchgefiihrt. Das DNA-Material wurde bei
der Biozym Scientific GmbH [56] beschafft.

Die Einzelstrange kamen in eine Pufferlésung mit 40 mM Tris Base, 2 mM EDTA und
12.5 mM MgCl,. Die Endkonzentration der DNA lag bei 0.4 uM bei einer Menge von
500 pl.

Die Ausbildung der DXL-Molekiile erfolgte durch Abkiihlen der Lésung von 95 °C auf
4 °C iiber einen Zeitraum von 16 Stunden. Mit dem Resultat wurden Gel-Elektrophoresen
und AFM-Aufnahmen gemacht, um die Ergebnisse zu verifizieren.

Das Gel enthielt 6% Acrylamid (37,5:1 Acrylamid/Bisacrylamid) und einen Puffer
aus 1xXTBE und 10 mM MgCl,. Das Gel lief eine Stunde mit einer Spannung von 12 %
und wurde danach mit Gel Stain SYBR Green I von Molecular Probes [60] eingeféirbt.
Ergebnisse sind in Abbildung 5.3 zu sehen.

Fiir die AFM-Aufnahme wurde ein Tropfen (10 ul) der Losung mit den assemblierten
DXL-Molekiilen auf einen Tréiger gegeben und dort fiir drei Minuten in Ruhe gelassen,
um auf der Oberfldche absorbieren zu kénnen. Danach wurden 15 ul Magnesiumchlorid-
Losung mit einer Konzentration von 10 mM hinzugegeben. Die Aufnahmen wurden in
einer Fliissigzelle im Tapping-Modus mit einem Multimode NanoScope Illa und NP-S-
Spitzen von Veeco Instruments [61] durchgefithrt. Eine Aufnahme ist in Abbildung 5.4 zu
sehen.

Im Gelbild gibt es fiinf vertikal verlaufende Bahnen mit Probenmaterial. Zwei zusétz-
liche Bahnen enthalten MafBstabsleitern. In jeder Probenbahn liefen unterschiedliche
Strangkombinationen. Die jeweilige Kombination ist schematisch iiber der Bahn darge-
stellt. Am interessantesten ist die Bahn 5, bei welcher alle fiinf Einzelstrange nach der
Assemblierung analysiert werden. In dieser Bahn ist aufler in der Starttasche keine klar
abgegrenzte Bande mit DNA-Material zu erkennen. Lediglich ein leichter Schmier zieht
sich iiber die gesamte Bahn. Man kann das so interpretieren, dass bei der Assemblierung
sehr grofle Konstrukte entstanden, die im Gel gar nicht oder nur duflerst langsam laufen.
Die meiste DNA bleibt deshalb in der Starttasche. Wihrend der Stunde, in der die Gel-
Elektrophorese lauft, zerbrechen jedoch einige der grofien Konstrukte. Die Bruchstiicke
sind klein genug, um im Gel zu wandern. Da das Zerbrechen aber iiber die gesamte Lauf-
zeit hinweg stattfindet, konnen sich gleich grofie Bruchstiicke nicht in einer gemeinsamen
Bande sammeln, sondern verteilen sich iiber die ganze Bahn.
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Auskunft iiber die Gestalt der assemblierten Konstrukte liefert die AFM-Aufnahme.
Auf ihr sind deutlich langgestreckte Formationen bis zu einer Lénge von 240 Nanome-
tern zu erkennen. Dies entspricht einem DXL-Molekiil aus ca. 15 Grundelementen. Die
Konstruktion war also erfolgreich. Man erkennt jedoch auch, dass die Molekiile nicht sehr
gerade verlaufen, sondern Kurven und Knicke aufweisen. Ein Grund dafiir konnten die
relativ vielen Liicken im Strangriickgrat sein (sieh Abb. 5.2). Besonders die nah beieinan-
der liegenden Liicken am Verkniipfungspunkt benachbarter Grundelemente kénnten die

Flexibilitat verursachen. Eine Ligation, bei welcher die Liicken geschlossen wiirden, sollte
da Abhilfe schaffen.
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Kapitel 6

Zusammenfassung und Ausblick

Diese Dissertation hat einen Algorithmus vorgestellt, welcher fiir beliebige DNA-
Zielstrukturen passende Sequenzkonfigurationen erzeugt. Eine passende Sequenzkonfi-
guration enthélt neben den erwiinschten komplementédren Basensequenzen, welche den
Aufbau der Zielstruktur steuern, keine weiteren unerwiinschten komplementéren Stellen
iiber einer bestimmten Lénge an Basen. Fehlpaarungen wéihrend der Selbstassemblierung
kénnen so den Aufbau der Zielstruktur im Labor nicht wesentlich stéren.

Die Grundidee des Algorithmus ist es, alle Einzelstrange der DNA-Zielstruktur in
gleich lange, sich iiberlappende Abschnitte, die Critons, zu zerlegen und jedem der Cri-
tons nach bestimmten Regeln eine Basissequenz zuzuordnen. Die Basissequenzen sind alle
moglichen Sequenzen einer bestimmten Lénge. Sie werden in einem Graphen gesammelt
und miteinander verkniipft (siche Kap. 3.2). Die Kombination von Critons und Basis-
sequenzgraph erlaubt eine sehr schnelle Zuordnung der Sequenzen unter Beachtung der
Regeln.

Der Sequenzdesign-Algorithmus ist deshalb fiir fast alle Strukturgrofien bis hin zu
mehreren tausend Basenpaaren sehr schnell und effizient. Durch Messungen wurde ein
durchschnittlicher Rechenaufwand von einem bis zwei Recheneinheiten (Basistests) pro
Basenpaar ermittelt. Der exponentiell ansteigende Rechenaufwand in einigen wenigen
Groflenbereichen kann sehr einfach durch Erh6hung der zulédssigen Fehlerlénge vermieden
werden (siehe Kap. 4.5). Da die Fehlerlinge jeweils nur um eine Base steigt und nur
fiinf bis zehn Prozent aller Strukturen davon betroffen sind, erscheint dieses Vorgehen
akzeptabel.

Der Algorithmus wurde in ein Java-Programm mit Namen Seed implementiert (siehe
Kap. 4.7). Mit Seed wurden die Basensequenzen fiir einige DNA-Struktur-Experimente
in der Arbeitsgruppe generiert. Die Software hat sich als niitzlich und korrekt erwiesen.
Eines der Experimente, bei welchem lang gestreckte DNA-Ketten aus Double-Crossover-
Molekiilen entstanden, wurde im Detail vorgestellt (siehe Kap. 5).

Der Algorithmus, das Programm Seed und das Experiment wurden verdffentlicht [1],
um die Ergebnisse der Fachwelt vorzustellen.

Wenn das Sequenzdesign-Programm Seed auch in anderen Arbeitsgruppen Anwen-
dung findet, ergeben sich sicherlich Anderungswiinsche und Verbesserungsvorschlige. Die-
se konnen aus neuen Anwendungsfillen oder Wiinschen der Benutzer hinsichtlich der Be-
dienung resultieren. Bereits jetzt sind einige Verbesserungsmoglichkeiten ersichtlich: Seed
ist momentan ein rein textorientiertes Programm. Alle Angaben zur DNA-Zielstruktur
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miissen per Tastatur erstellt und anhand der Text-Ausgaben des Programms verifiziert
werden. Eine graphische Darstellung der eingelesenen Zielstruktur wie in Kapitel 2.4 oder
4.2 wire da sehr hilfreich. Wegen der groflen Vielfalt moglicher DNA-Strukturen und
unterschiedlicher Strukturgroflen ist eine automatische Bildgenerierung eine grofie Her-
ausforderung.

Ein néchster Schritt wére eine graphische Erstellung der Strukturbeschreibung, so
dass der Nutzer nur noch in Ausnahmefillen die Strukturdateien direkt bearbeiten muss.
Dieser Schritt wiirde das Strukturdesign wesentlich beschleunigen. Er ist aber ebenfalls
mit hohem Entwicklungsaufwand verbunden.

Der Kernalgorithmus selbst bietet ebenfalls Entwicklungsméglichkeiten. Zum Beispiel
konnen an den Stellen, an welchen die Basenwerte und die Sequenzen der Critons getestet
werden, noch weitere bisher nicht beriicksichtigte Bedingungen eingefiigt werden. Bei-
spiele dafiir sind eine genaue Bestimmung der zu erwartenden Schmelztemperatur eines
Doppelstranges oder eine Energieminimierung.

Aktuell [duft ein Projekt, welches den Algorithmus in seinem jetzigen Stand in eine
Web-Anwendung integriert. Dies bietet fiir den Nutzer einige Vorteile: Er muss sich nicht
mehr um Beschaffung, Installation und Pflege des Programms kiimmern. Ein Nutzerac-
count auf einer Webseite gentigt. Zudem wird die Anwendung sehr viel mehr interaktiv
gestaltet sein. Man kann dann direkt in die einzelnen Programmphasen eingreifen und
Parameter verdndern. Dadurch konnen schnell verschiedene Szenarien getestet werden.
Letztendlich bietet die Web-Anwendung auch eine komfortablere Verwaltung der Struk-
turbeschreibungen und Sequenzkonfigurationen sowie ein Zugangsmanagement. Die Da-
tenhaltung wird dadurch erleichtert.

Eine Herausforderung ist die genaue mathematische Beschreibung des Rechenaufwan-
des, den der Algorithmus fiir eine bestimmte Strukturgrofie benotigt. Trotz einiger An-
strengungen ist das bisher noch nicht gelungen. Eine mathematische Beschreibung wiirde
die Vorhersage, ab wann eine Sequenzgenerierung ineffizient wird, prézisieren. Die Ein-
beziehung von Verzweigungspunkten und von Randbedingungen zu den Sequenzen wiire
ebenfalls niitzlich. Damit konnte dann die fiir eine konkrete Zielstruktur erforderliche
Critonlénge noch genauer bestimmt werden. Vor allem sollte eine mathematische Be-
schreibung die Frage kldren, warum der Rechenaufwand bei Verwendung einer geraden
Critonlédnge deutlich eher ansteigt als bei einer ungeraden Critonldnge. Die dadurch ge-
wonnenen Erkenntnisse konnten in eine Weiterentwicklung des Algorithmus einfliefflen und
man konnte zudem ausschlieflen, dass es sich bei dem Effekt um ein Programmierartefakt
handelt.
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Anhang A
Seed

Das Sequenzdesign-Programm Seed kann auf der Internetseite
http://nano.tu-dresden.de/” jseiffert/Seed/

frei heruntergeladen werden. Das Programmpaket umfasst den ausfiihrbaren Programm-
kode, ein Benutzerhandbuch und einige Strukturbeschreibungs- und Sequenzdateien. Es
folgen hier gedruckt das Benutzerhandbuch und einige Beispiele fiir Strukturbeschreibun-
gen mit Seed.

A.1 Seed User Manual

Seed - Sequence Design for branched DNA Structures
Version 1.0 (August 2007)

A.1.1 Introduction

This program Seed is meant to generate appropriate base sequences for the construction
of DNA nano structures. The central point of the sequence generation algorithm is to
limit the maximum mismatch length to a certain value by checking the sequences against
the criton rules [N.C. Seeman, J. Theor. Bio. 99, 237-247]. Several additional constraints,
such as G/C pair fraction or forbidden subsequences can be specified. A full description
of the underlaying algorithm can be read in Seiffert & Huhle, J. Biomol. Struct. Dyn., 77
(2007).

A.1.2 Installation

Seed is installed by extracting the distributed zip-file. There will appear a directory cal-
led Seed. Change to it. It contains the subdirectories bin, doc and structures. In the
Seed/bin directory, there is a jar-file Seed. jar containing the program. If you like, you
can extract this archive and add the directory to your CLASSPATH variable to be found by
Java.

The Seed/doc directory contains this manual. Furthermore, in Seed/structures,
there are some structure description files and suitable sequence settings as examples.

Seed is to be started by the command:
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# java -jar bin/Seed.jar [options] structure-file

or:

# java Seed [options] structure-file

if the jar-archive has been extracted and the CLASSPATH variable points to the Seed/bin
directory. Seed has been developed using Java Version 1.4.2. You will need a suitable Java

Version for your operating system. Look at http://java.sun.com to find it.

A.1.3 Running The Program

The last command line argument is expected to be the filename of a structure description
file. Seed will read the description of the target DNA structure from this file. The syntax

of structure description files will be explained in section A.1.4.
The following options can be added to the command:

-seq file

-lcn
-lcjunc n
-jrange n
-gcf x
-gcfr x

-gcends

-forbidden string
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Print help screen.

Quiet mode.

Analyze sequences (no sequence generation).

Load sequence setting from file to the target DNA structure.
Sequence files are generated by Seed, but also can be created
by the users themselves. The syntax is explained in section
A.1.5.

Force criton length. Default is auto-detect.

Force junction criton length. Default is auto-detect.

Force junction range. Default is criton length minus 1.

Set global target G/C pair fraction. Default is 0.5.

Set global target G/C pair fraction range. Default is 1. After
sequence generation, the G/C pair fraction of each double-
strand will be between gcf-gcfr and gcf+gefr. Different va-
lues for individual doublestrands can be defined in the struc-
ture description file (section A.1.4).

Set terminal base pairs of doublestrands to G/C. If a termi-
nal base has different base values according to the structure
description, those settings will be preferred.

Define forbidden subsequences. The string must start and end
with a quotation mark and may include several descriptions
of subsequences, devided by a space character. A subsequence
description may contain the characters G, A, T, C for the four
bases and N for the undefined value. All other characters will
be treated as N. Examples:
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-forbidden "GGG"
-forbidden "GGG AT"
The complements of a forbidden subsequence will also be for-

bidden.
-sc Allow self-complementary sequences.
-noloops Do not check base pair loops around branch points.

-masklevel n  Set mask level. Default is 1. Critons that include at least n
masked bases will not be checked and therefore, can have any
sequence.

-result file  Set result file name. Default is results.log. The result fi-
le will store the sequence setting produced by the sequence
generation.

-log Log sequence generation information.

-logfile file Set file for storing sequence generation information. Default
is generation.log.

-nofile Handle last command line argument as structure description
rather than a filename.

When starting Seed, it reads the structure data from the specified structure description
file or from the command line. While reading, there might occur some errors, if the
structure description is wrong. Seed will print the error information and break, then.

If reading has been finished successfully, the target DNA structure will be printed.
Sequences and strands are displayed by their name, along with their length between
brackets and the base sequence. Example:

A (25): <CAGAC>NNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

All sequences are listed from the 5’ to the 3’ end. Sequences between < and > are
constant. So, the displayed strand starts with five bases that have the constant sequence
CAGAC followed by 20 bases with undefined base values.

A doublestrand is displayed by its location in the structure, its length between brackets,
and its base sequence again. Example:

A:5-14/B:15-24 (10): NNNNNNNNNN

The doublestrands location includes all of its bases in the first strand (before the /
character) and in the second strand (behind the / character). The displayed doublestrand
ranges from base 5 to base 14 on the strand A and from base 15 to base 24 on the strand
B. Its length is 10. The shown sequence is that of the bases of the first strand.

Variables are displayed by their name along with their values:

1 =10

Masks are displayed by their locations:

A:0-4 (5)
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The example describes a mask over the first five bases of strand A. This sequence will
not be checked during sequence generation.

Next step is the normalization of the DNA structure, which makes it double stranded
everywhere. The normalized structure consists of double stranded sections and branch
points. Those are printed. Sections are displayed like doublestrands, but their locations
might be more complex, because sections can include parts of several strands as well as
virtual bases. The character ~ indicates virtual bases. Example:

A:0-14/B:15-24,A:4-07 (15): <CAGAC>NNNNNNNNNN’

This section ranges from base 0 to base 14 of strand A. The complementary bases are
base 15 to 24 on strand B and five virtual bases that are bound to the first five bases of
strand A. Its length is 15. The ’> character at one end of the sequence indicates a branch
point.

Branch points are displayed by their location in the structure, their number of arms,
and the base values of their base pair loops. The location is described by a list of the
bases that have the branch point at their 5" end. The shown base values are those of these
bases. If the base pair loop of the branch point is closed this will be indicated at the end.
For example:

A:15,B:15,C:15 (3): NNN (closed)

This branch point is located at the 5’ end of the bases A:15, B:15 and C:15 and has
three arms. The values of its base pair loop are undefined. The loop is closed.

After normalization, Seed makes some preparations, such as calculating the criton
length (if not defined by command line option -1c), building the criton structure, and
fixing the junctions. Junctions do contain branch points and the bases next to them.
The bases form the junction environment. The dimension of the junction environments
is defined by the junction range. Normally, it is the criton length minus 1, but can be
changed with the -jrange option. All fixed junctions are printed, including all branch
points of the junction and a description of the junction environment. This description
contains a list of the base pairs in the environment followed by their base values. The
base pairs are arranged by their distance to a branch point. For example:

1. branch point:
A:15,B:15,C:15 (3): NNN (closed)
junction section:
A:15/C:14,C:15/B:14,B:15/A:14,\
A:16/C:13,C:16/B:13,B:16/A:13,\
A:17/C:12,C:17/B:12,B:17/A:12:\
’N °N ’N NNNNNN

The shown junction includes the branch point shown above and has a range of 3.
Therefore, there are nine base pairs in the junction environment, three on each arm of
the branch point.

Seed will try to generate the sequences of the junction environments first, using the
smallest possible criton length for it. This junction criton length may also be defined by
the -1cjunc option.
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After preparation, the sequence generation starts. As already mentioned, Seed tries
to generate the sequences in the junction environment with the smallest possible criton
length first. Then, constant sections will be set and finally, the sequences of all double
stranded sections will be generated.

Each of the generation steps might fail. Junction environment generation will be re-
peated 10 times at most. Each failure is indicated by a point. If each of them or any other
generation step fails, the whole generation will fail. If the ~1og option is set, Seed will print
internal generation information to the log file. Normally, its name is generation.log, but
may be changed by the -logfile option.

If sequence generation has failed, another run may succeed, anyway. Another possibi-
lity is to increase the criton length by the -1c¢ command line option. If this does not work,
there certainly are some sequence restrictions according to the structure description that
get in the way. Failures that occur during setting constant sections cannot be worked out
by the program. The concerned sequences must be changed or masked.

If the sequence generation has been successful, Seed will print the sequences of all
strands and the configuration of every branch point. The way of displaying them is des-
cribed above. Branch points with an exclamation mark (!) in front do have an instable
base pair loop configuration. The sequences will be stored in the results.log file. The
name of the result file may be changed by the -results option.

Additionally, Seed makes a sequence analysis. It searches for sections with complemen-
tary sequences and shows them to the user. A complementary section is displayed like
a normal double stranded section supplemented by its G/C pair fraction, its free energy
AGY, and its melting temperature. The melting temperature of sequences shorter than 9
bases is calculated by

T =4 - #GC + 2 - #AT + 16.6 - 1g([Na*]/0.05),

where #GC' is the number of guanine and cytosine bases, # AT is the number of adenine
and thymine bases in the sequence, and [Na™] = 0.2M is the concentration of monovalent
cations in the solution. Up to a length of 60 bases, the melting temperature is calculated
using the nearest-neighbor model. Basic thermodynamic data is taken from Santalucia
and Hicks (2004), Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 33:415-440 [10]. The required
concentration of the DNA is set to 5- 107°M. [Na™] is 0.2M again.

If the sequence is longer than that, the melting temperature is calculated by

Ty, = 78.9 + (41 - #GC — 820)/length + 16.6 - 1g([Na*1/0.05),

but these values may be not very accurate. The free energy is always calculated using the
nearest-neighbor model.
Example:

A:5-14/B:15-20 (10): GGTTGGACTT
gcf = 0.5, dG"0_{37} = -8.9289 kcal/mol, T_m = 39.4 grd C

This complementary section is the doublestrand already shown above, but now with a
defined base sequence. Its melting temperature is 44.3 °C. If there are some complementary
sections that are not meant to be complementary according to the structure description,
they will be indicated by a exclamation mark.
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If the -a option is set, the sequence analysis will be done without making a sequence
generation before. By using the -seq option, various sequence settings for a target DNA
structure can be analyzed in this way.

A.1.4 Structure Description Files

The description of the target DNA structure consists of a number of structure elements.
There are five different element types: variables, sequences, strands, doublestrands, and
masks. Strands and doublestrands constitute the DNA structure. Variables and sequences
allow complex sequence specification and masks exclude certain sequence regions from
checking.

The specification of each single structure element starts with a key word indicating the
element type (var, sequence, strand, double, mask). Then, a tuple follows, which
contains the description of the element.

Variable Elements

The key word for variable elements is var. A variable does have a name and a value. It is
defined by:

var (name, value)

For example:

var (1, 10)

The value of a variable can be accessed by $name in later expressions. If the variable
name contains other characters than letters, put it between quotation marks such as
$"11". The base value sequences of strands and sequence elements also can be accessed
in this way (see below). The variable value may be a simple number or string, but also a
math expression, such as:

var (b, 2 * $a)

The following operators are supported:
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Operator Operation

$x value of variable x
x+y addition

Xy subtraction

XXy multiplication
x/y division

-X negation

X7y exponentiation and string concatenation (N~3 = NNN)
//x square root

y//x root

log x y logarithm

1n x natural logarithm
sin x sinus

cos X cosinus

tan x tangent

asin x arc sinus

acos x arc cosinus

atan x arc tangent

Strand and Sequence Elements

The key word for a strand element is strand. An element must contain the name of the
strand and an expression that describes the base sequence:

strand (name, expression)

The simplest form of the sequence description is a number defining the length of the
strand:

strand (A, 25)

In that case, this definition would produce a strand A of 25 bases length. Each base
value would be undefined.

The sequence description may also be a simple string. In this case, the length of the
string defines the length of the strand. Each character of the string defines the initial base
values:

strand (A, CAGACNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN)

If so, the strand A would have a length of 25 bases, too, but its first five bases would have
the constant values CAGAC. A single base value can be set to be undefined (N), constant
(e.g. to guanine), or to some limited values (e.g. guanine or cytosine). The following
characters may be used:
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Character Base Value(s)
guanine
adenine
thymine
cytosine
GorC
AorT
Gor A
TorC
AorC
GorT
AT, orC
or C

=Z U< mIo IE<RI=SNOOA>=Q

[P PP P!

) T?
) A?
,A or T
Y A7

All other characters will be treated as N.
Additionally, the sequence description for a strand may consist of a number of ex-
pressions describing subsequences of the strand. For example, the strand A can also be

described by:
strand (A, CAGAC N~20)

The first subsequence CAGAC is the one with constant base values. The second sub-
sequence contains 20 bases with yet undefined values. All operators mentioned in the
variable element section above may be used here, as well. To include the base values of
other strands or sequences is allowed, too (see below).

The key word for a sequence element is sequence. Basically, a sequence is specified in
the same way like a strand:

sequence (name, expression)

The difference is, that a sequence is not related to a certain strand. It is a list of base
values, not of bases, as a strand is. A sequence is meant to be included into the sequence
description of a strand.

sequence (S1, CAGAC)
strand (A, $"S1" N~20)

This definition would produce the same strand A, as described above.
A sequence can be marked to be self-complementary. An extra field containing the key
word ’s¢” must be added, then:

sequence (S, 6, sc)

This definition would produce a six base values long sequence that will be always
self-complementary. If it is inserted into a strand, its respective subsequence will stay
self-complementary during the sequence generation. If self-complementary sequences are
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used, the -sc command line option must be set. Due to internal arrangements, self-
complementary sequences do not have to be masked, although they violate the criton
rules.

Sequences might be inserted at different locations in the DNA structure, such as:

sequence (loop, TTTT)
strand (L, N°10 $loop N~11 $loop n~10)

This would insert the base value of loop two times into strand L. If loops do not
appear too often (< 4 times), it is not necessary to mask them.

The complementary sequence of a sequence element can be accessed by the ~ operator
behind the sequence name.

Please note: variables, sequences and strands must have unique names.

Doublestrand Elements

The key word for doublestrand elements is double. Basically, there are five specifications
to be made: the name of the two single strands involved, the positions of the bases, where
the doublestrand starts, and the entire length:

double (namel, name2, startl, start2, length)
An example would be:
double (A, B, 5, 15, 10)

This would define a doublestrand that ranges from base 5 to 14 on strand A and from
base 15 to 24 on strand B. Its length would be 10 base pairs. Of course, both strands must
be defined before with suitable lengths. Note: The positions of bases on strands start with
0. A base can only bind to one other base. Therefore, defining overlapping doublestrands
would cause errors.

The definition of the position of the doublestrand might also include math expressions
that can be solved into numbers. Example:

double (A, B, 5, 5+31, $1)

If the value of the variable 1 is 10, this definition would be equal to the one above.

Target G/C pair fractions can be given to every doublestrand. In this case, the double-
strand specification is extended by a sixth tuple field, whose content must start with the
key word gcf, followed by a tuple containing the target G/C fraction and a range, both
between 0 and 1:

double (namel, name2, startl, start2, length [, gcf (tgcf,range)])

After sequence generation, the G/C pair fraction of the specified doublestrand will lie
between tgcf-range and tgcf+range. Example:

double (A, B, 5, 15, 10, gcf (0.6,0.1))

This would force the sequence generation to give this doublestrand a G/C pair fraction
between 0.5 and 0.7. Predictions made for all doublestrands by the command line options
-gcf and -gcfr will be overruled by settings in the structure description.
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Mask Elements

It sometimes might be necessary to prevent some regions of the DNA structure from being
checked against the criton rules. This can be achieved by masks. The key word for mask
elements is mask. The definition itself contains the name of a strand or a sequence and
start index and length of the region to be masked:

mask (name, start, length)
For example:
mask (A, 0, 5)

This would mask bases 0 to 4 on strand A.
Complements of masked bases will be masked, too. If a sequence is masked, the mask
will hold for every base containing a base value of this sequence:

sequence (S1, CAGAC)
strand (A, $"S1" N~20)
mask (S1, 0, 5)

This would mask the whole sequence S1. Due to strand A includes S1, its first five bases
will be masked, too. All critons that contain a certain number of masked bases won’t be
checked. The certain number is called mask level and can be set by the -masklevel
command line option. By default, the mask level is set to 1. If the criton length would
be 4, in the example this would concern criton A:0-3, A:1-4, A:2-5, A:3-6, A:4-7, and
their complements.

Comments

All characters that stand behind a # character in a line are treated as comments.
A complete structure description for a simple three armed junction may look like this:

# Structure description for a
# three-armed junction

#

# Strand definition:

sequence (S1, CAGAC)

strand (A, $"S1" N~20)

strand (B, 25)

strand (C, NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN)
# doublestrand definition:
double (A, B, 15, 5, 10)
double (B, C, 15, 5, 10)
double (C, A, 15, 5, 10)

Please read the structure description files (x.dat) in the Seed/structures directory
for some more examples.
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A.1.5 Sequence Files

A sequence file contains a certain sequence configuration for a DNA structure. The de-
finition is done by using sequence elements that were described in the previous section.
Therefore, a sequence file is a structure description file that contains only sequence ele-
ments. An element in the sequence file does have a name, which in this case, must be the
name of a strand or a sequence in the structure description, and a string defining the base
sequence. For example:

sequence (S1, CAGAC)

sequence (A, CAGACGGTTGGACTTCCGCCTCCTT)
sequence (B, CGAATAAGGAGGCGGGTCGTGGTGA)
sequence (C, CACACTCACCACGACAAGTCCAACC)

This would be a sequence setting, which can be applied to the DNA structure described
at the end of section A.1.4, by using the -seq command line option.

Seed stores the results of each successful sequence generation into a sequence file,
named results.log. The name of this result file can be changed by the ~-result command
line option. However, users may also create their own sequence files.

A.1.6 Bugs

There might be still some more or less important bugs in the program. Please report them
to:

Jan Seiffert (seiffert@tmfs.mpgfk.tu-dresden.de).

Thank you very much.

If bigger criton lengths (> 7) are used, Java might throw an OutOfMemoryException.
This is caused by the sequence graph, which contains up to 4¢iton leneth jtemg. This problem
can be solved by using the -Xmx option of the Java machine, as far as your computer has
enough memory.

A.2 Beispiel fiir Strukturbeschreibungs- und Se-
quenzdateien

Es folgen hier einige Beispiele fiir die Beschreibung von DNA-Strukturen mit Seed.

A.2.1 Dreiarmige Verzweigung

Seed Strukturbeschreibung fiir eine einfache dreiarmige Verzweigung wie in Abbildung
2.11 auf Seite 28, jedoch mit fiinf Basen langen Einzelstrangiiberhdngen am 5-Ende der
Strénge:

# Definition der Stréange:

strand (A, 25) #rot

strand (B, N~°25) #blau

strand (C, NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN) #griin
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# Definition der Doppelstrange:

double (A, B, 15, 5, 10) #rot-cyan
double (B, C, 15, 5, 10) #cyan-griin
double (C, A, 15, 5, 10) #rot-griin

Dieselbe Struktur lisst sich auch mit variabler Arm- und Uberhanglinge beschreiben.

Dadurch konnen diese Grofien schnell und einfach verandert werden.

# Definition von Variablen:
var (armLength, 10)
var (endLength, 5)

# Definition der Strénge:

strand (A, N°(2 * $armLength + $endLength))
strand (B, N°(2 * $armLength + $endLength))
strand (C, N°(2 * $armLength + $endLength))

# Definition der Doppelstrange:

double (A, B, $armLength + $endLength, $endLength, $armLength)
double (B, C, $armLength + $endLength, $endLength, $armLength)
double (C, A, $armLength + $endLength, $endLength, $armLength)

Die folgende Sequenzkonfiguration wurde mit Seed erstellt und ist als Sequenzda-

tei dargestellt. Die Critonldnge betrigt 4. Jeder der drei Doppelstrange hat einen G/C-
Basenpaar-Anteil von 50%. Thre freien Enden sind mit G/C-Paaren besetzt. Die Subse-
quenzen GGG, CCC, AAA und TTT treten nicht auf.

sequence (A, CAGACCACGAACTTCTCAGCCAATC)
sequence (B, ATGTTGATTGGCTGACTGCGATAAC)
sequence (C, TGTCGGTTATCGCAGGAAGTTCGTG)

A.2.2 Vierarmige Verzweigung

Durch Hinzufiigen eines vierten Stranges zur dreiarmigen Konstellation entsteht eine vier-
armige Verzweigung wie in Abbildung 2.12 auf Seite 29 dargestellt:
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# Definition der Strénge:
strand (A, 25) #rot
strand (B, 25) #griin
strand (C, 25) #cyan
strand (D, 25) #blau

# Definition der Doppelstrange:

double (A, B, 15, 5, 10) #rot-griin
double (B, C, 15, 5, 10) #griin-cyan
double (C, D, 15, 5, 10) #cyan-blau
double (D, A, 15, 5, 10) #rot-blau
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Abbildung A.1: Darstellung eines Paranemic-Crossover-Molekiils

Es folgt eine mit Seed erstellte Sequenzkonfiguration. Die Critonlénge ist 4. Alle vier
Doppelstrange haben einen G/C-Anteil von 50%. Die Doppelstrangenden sind mit G/C-
Paaren besetzt. Die Subsequenzen GGG und AAA (und damit auch CCC und TTT)
treten nicht auf.

sequence (A, CTACGCAAGCGGTTACTTCGGAATC)
sequence (B, CCTATGATTCCGAAGGATGTTCACG)
sequence (C, AGTGCCGTGAACATCGCCACAATAC)
sequence (D, AGTTGGTATTGTGGCTAACCGCTTG)

A.2.3 Paranemic-Crossover-Molekiile

Bei Paranemic-Crossover-Molekiilen (PX) [8] liegen zwei DNA-Helices nebeneinander in
einer Ebene. An jeder moglichen Stelle, das heifit nach jeder halben Helixwindung, tau-
schen beide zwei Striange iiberkreuz miteinander aus. Ein solches Molekiil ist in Abbildung
A.1 dargestellt.

Eine zu dieser Abbildung passende Strukturbeschreibung mit zusétzlichen fiinf Basen
langen Einzelstrangiiberhdngen am Anfang der Strédnge kénnte wie folgt lauten:

# Definition der Strénge:
strand (A, 33) #rot
strand (B, 33) #cyan
strand (C, 33) #blau
strand (D, 33) #griin

# Definition der Doppelstrange:
double (A, B, 5, 27, 6)
double (D, C, 5, 27, 6)
# Austausch A/D

double (D, B, 11, 22, 5)
double (A, C, 11, 22, 5)
# Austausch B/C

double (D, C, 16, 16, 6)
double (A, B, 16, 16, 6)
# Austausch D/A

double (A, C, 22, 11, 5)
double (D, B, 22, 11, 5)
# Austausch C/B

double (A, B, 27, 5, 6)
double (D, C, 27, 5, 6)
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sequence (A, GCTTATCTGACCTCACTCGCCACAATGCCCCTT)
sequence (B, TAAGCAAGGGGACGGTTGGCGATTCCTGTCAGA)
sequence (C, TGGGTGCGTTTCATTGATGTTCGTGAGACTAAC)
sequence (D, ACCCAGTTAGTAGGAAGAACATACCGTAAACGC)

A.2.4 Rhombus-Gitter

Darstellungen des Rhombus-Grundelementes und des Rhombus-Gitters aus der Arbeit [35]
finden sich in den Abbildungen 2.13 und 2.14 auf Seite 31 ff. Die entsprechende Seed-

Eine von Seed ermittelte Sequenzkonfiguration mit Critonldnge 4 ist:

Strukturbeschreibung sieht wie folgt aus:
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# Definition der Strénge:
strand (S1, 63) #violet
strand (S2, 63) #cyan
strand (S3, 63) #orange
strand (S4, 63) #griin
strand (S5, 100) #rot
strand (S6, 100) #blau
strand (S7, 26) #gelb
strand (S8, 26) #magenta

# Definition der Doppelstrédnge des Grundelementes:

# Kante A nach A’:
double (S1, S5, 5, 92, 8)

double (S1, S6, 13, 50, 42)

double (S1, S8, 55, 5, 8)
# Kante B nach B’:

double (S2, S7, 0, 13, 8)
double (82, S5, 8, 8, 42)
double (S2, S6, 50, 0, 8)
# Kante C nach C’:

double (83, S6, 5, 92, 8)

double (S3, S5, 13, 50, 42)

double (S3, 87, 55, 5, 8)
# Kante D nach D’:

double (S4, S8, 0, 13, 8)
double (S4, S6, 8, 8, 42)
double (S4, S5, 50, 0, 8)

# Verknipfung benachbarter Elemente:

double (S1, S8, 0, 0, 5)
double (S2, S7, 58, 21, 5)
double (83, 87, 0, 0, 5)
double (S4, S8, 58, 21, 5)

# A/A’
# B/B’
# C/C’
# D/D’
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Die originale Sequenzkonfiguration aus der Arbeit in Form einer Sequenzdatei lautet:

sequence (S1, GTATGCTGATAGGACAATGAGTAGCTATTGGTGATCAACGTTAAGATACCAGTG \
GACGAATCG) # (63)

sequence (S2, CAGTATGGACGTAGATACTGTGCTAACGATATTCGAACTAGCGTCATCGGACGA \
TCAGAGACG) # (63)

sequence (S3, CATTGGTAGTGCCTGTAATAATGTTGACTGCGGTTACCGTACTAATTGCTGTAC \
CTGAGTGAG) # (63)

sequence (S4, TGACAGCCTGTCGAGTAGATCGTATGAATAGATGGCATCGCTGTAAATCCTGTG \
TCACCTCAC) # (63)

sequence (S5, GTGACACACCGATGACGCTAGTTCGAATATCGTTAGCACAGTATCTACGTGGTA \
CAGCAATTAGTACGGTAACCGCAGTCAACATTATTACACCTATCAG) # (100)

sequence (S6, CTGATCGTGGATTTACAGCGATGCCATCTATTCATACGATCTACTCGACACCAC \
TGGTATCTTAACGTTGATCACCAATAGCTACTCATTGTGGCACTAC) # (100)

sequence (S7, CAATGCTCACTCACCATACTGCGTCT) # (26)

sequence (S8, CATACCGATTCGTGGCTGTCAGTGAG) # (26)

Diese Sequenzen weisen jedoch sehr viele bis zu 6 Basenpaare lange Fehlpaarungen
auf, obwohl die Fehlerldnge bei dieser Strukturgréfie auf 4 (Critonldnge = 5) beschriankt
sein konnte.

A.2.5 4X4-Gitter

Darstellungen des 4X4-Elements und des 4X4-Gitters aus der Arbeit [18] finden sich in den
Abbildungen 2.18 und 2.19 auf Seite 34 ff. Die entsprechende Seed-Strukturbeschreibung
kann lauten:

# Definition der Stréange

sequence ("Tloop", TTTT) # Sequenz der T-Schlaufen

strand (RING, (N~16) $Tloop (N°21) $Tloop (N~21) \
$Tloop (N"21) $Tloop (N75)) #ocker

strand (ENO, 42) #magenta

strand (ESO, 47) #orange

strand (ESW, 42) #griin

strand (ENW, 37) #blau

strand (VN, 26) #violet

strand (VO, 36) #rot

strand (VS, 36) #gelb

strand (VW, 26) #cyan

# Definition der Doppelstrédnge des Grundelementes:
double (RING, ENO, O, 8, 6)

double (RING, ENW, 6, 19, 10)

double (RING, ENW, 20, 8, 11)

double (RING, ESW, 31, 24, 10)

double (RING, ESW, 45, 13, 11)

double (RING, ESO, 56, 24, 10)
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double (RING, ESO, 70, 13, 11)
double (RING, ENO, 81, 19, 10)
double (RING, ENO, 95, 14, 5)

double (VN, ENW, 5, 29, 8)
double (VN, ENO, 13, 0, 8)
double (VO, ENO, 5, 29, 13)
double (VO, ESO, 18, 0, 13)
double (VS, ESO, 5, 34, 13)
double (VS, ESW, 18, 0, 13)
double (VW, ESW, 5, 34, 8)
double (VW, ENW, 13, 0, 8)

# Verkniipfung benachbarter Elemente:
double (VN, VS, 0, 0, 5)

double (VN, VS, 21, 31, 5)

double (VO, VW, 0, 0, 5)

double (VO, VW, 31, 21, 5)

# Maskierung der T-Schlaufen:
mask (Tloop, 1, 2)

Die T-Schlaufen miissen teilweise maskiert werden, da bei einer Critonldnge von 5 nicht
geniigend unterschiedliche Subsequenzen fiir die Umgebung der Schlaufen zur Verfiigung

stehen.

Die originale Sequenzkonfiguration lautet:

sequence

sequence
sequence
sequence
sequence
sequence
sequence
sequence
sequence

(RING, CAGGCACCATCGTAGGTTTTCGTTCCGATCACCAACGGAGTTTTTTCTGCCG \
TACACCAGTGAAGTTTTTCGATCCTAGCACCTCTGGAGTTTTTCTTGC)

(ENO, ATGCAACCTGCCTGGCAAGACTCCAGAGGACTACTCATCCGT)

(ESO, TCCGACTGAGCCCTGCTAGGATCGACTTCACTGGACCGTTCTACCGA)

(ESW, ACCGGAGGCTTCCTGTACGGCAGAACTCCGTTGGACGAACAG)

(ENW, ATAGCGCCTGATCGGAACGCCTACGATGGACACGCCG)

(VN, GCGAGCGGCGTGTGGTTGCATCATGC)

(VO, CTCTCACGGATGAGTAGTGGGCTCAGTCGGAGTCAG)

(VS, CTCGCTCGGTAGAACGGTGGAAGCCTCCGGTGCATG)

(VW, GAGAGCTGTTCGTGGCGCTATCTGAC)

Die originalen Sequenzen enthalten viele zum Teil sogar sehr lange Fehlpaarungen.
Trotzdem war das Experiment erfolgreich.

A.2.6 Tetraeder

Es folgt die Seed-Strukturbeschreibung des Tetraeders aus Abbildung 2.20 auf Seite 36,
welches in der Arbeit [4] vorgestellt wurde.
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A.2. BEISPIEL FUR STRUKTURBESCHREIBUNGS- UND SEQUENZDATEIEN

# Definition der Stréange:

strand (S1, N°11 A N"20 A N"20 A N79) #cyan
strand (S2, N"11 A N"20 A N"20 A N~9) #rot
strand (S3, N"9 A N°20 A N"20 A N~11) #grin
strand (S4, N"9 A N°20 A N"20 A N~11) #gelb

# Definition der Doppelstrange:
# Kante A (im Paper):
double (S4, Si, 10, 0, 11)
double (S4, Si, 21, 54, 9)
# Kante B (im Paper):
double (S3, S4, 31, 31, 20)
# Kante C (im Paper):
double (82, sS4, 33, 0, 9)
double (82, S4, 42, 52, 11)
# Kante D (im Paper):
double (S3, S2, 10, 0, 11)
double (S3, S2, 21, 54, 9)
# Kante E (im Paper):
double (81, 82, 12, 12, 20)
# Kante F (im Paper):
double (S1, S3, 33, 0, 9)
double (S1, S3, 42, 52, 11)

Es folgt die originale Sequenzkonfiguration als Seed-Sequenzdatei:

sequence (S1, AGGCAGTTGAGACGAACATTCCTAAGTCTGAAATTTATCACCCGCCATAGTAGA \
CGTATCACC)

sequence (S2, CTTGCTACACGATTCAGACTTAGGAATGTTCGACATGCGAGGGTCCAATACCGA \
CGATTACAG)

sequence (S3, GGTGATAAAACGTGTAGCAAGCTGTAATCGACGGGAAGAGCATGCCCATCCACT \
ACTATGGCG)

sequence (S4, CCTCGCATGACTCAACTGCCTGGTGATACGAGGATGGGCATGCTCTTCCCGACG \
GTATTGGAC)

Diese Sequenzkonfiguration enthélt 10 Fehlpaarungen mit Langen von 5 bis 7 Basen-

paaren, obwohl die Critonlédnge fiir diese Struktur bei 5 liegen konnte. Trotzdem war das
Experiment erfolgreich.
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