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Kl-optimierte Codonnutzung

Modellentwicklung und maschinelles
Lernen erhohen die Proteinausbeute
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Heterologous expression of genes requires their adaptation to the host
organism to achieve adequate protein synthesis rates. Typically
codons are adjusted to resemble those seen in highly expressed genes
of the host organism which lacks a deeper understanding of codon
optimality. The codon-specific elongation model (COSEM) identifies
optimal codon choices by simulating ribosome dynamics during mRNA
translation. COSEM is used in combination with machine learning tech-
niques to predict protein abundance and to optimize codon usage.
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B Proteine fiir biotechnologisch hergestellte
Arzneimittel werden in Zellkulturen produ-
ziert. Hierzu werden Gene mit den Informa-
tionen lber die Aminosauresequenz der
gewlinschten Proteine in Bakterien- oder

Saugerzellen integriert. Diese Zellen dienen
als Synthesefabriken fiir die fremden Protei-
ne. Fiir eine ausreichende Proteinproduktion
ist hdufig eine Anpassung der eingebrachten
Gene an die Wirtszelle erforderlich: Die gene-
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A Abb. 1: Codonspezifisches Elongationsmodell (COSEM) zur Bestimmung der Proteinsynthese-
rate. Nach dem Beginn der Translation (mit Rate o) erfolgt die Synthese mit codonspezifischen
Raten O die sich aus der Interaktion von Ribosomen, Transfer-RNAs (tRNAs) und Elongations-
faktoren (EF-Tu) ergeben (mit Raten k2, % und w' siehe [4]). Die Synthese kann vollstdndig
ausgefihrt (mit Abschlussrate Bj) oder vorzeitig beendet (mit Rate y) werden (adaptiert aus [2]).

tische Codierung der Aminosauren ist nam-
lich nicht eindeutig. Jedes Triplett der
Nukleobasen A, C, G und T der Boten-RNA
(mRNA) codiert eine Aminosdure - den 64
moglichen Kombinationen aus drei Nukleo-
tiden stehen 21 Aminosauren gegeniiber. Je
nach Wirtsorganismus erweisen sich andere
Codons als optimal, die besonders schnell
oder genau ausgelesen werden (Translation).
Dies ist eine Konsequenz der unterschiedli-
chen Ausstattung der Wirtszellen und erfor-
dert eine optimierte Codonwahl [1].

Géngige Optimierungsstrategien streben
eine Nachahmung der Codonhéufigkeiten an,
wie sie bei besonders oft abgelesenen, natiir-
lichen Genen des Zielorganismus vorkom-
men. Diese heuristischen Verfahren liefern
im Allgemeinen gute Ergebnisse, sind jedoch
ohne direkten Bezug zur Funktionsweise der
Translation und somit ohne Alternativstrate-
gien fiir Falle mit unerwartet schlechter Pro-
teinausbeute. Im Gegensatz dazu bietet ein
mechanistisches Modell der Proteinbiosyn-
these wie das codonspezifische Elongations-
modell (COSEM; Abb. 1) neuartige Einblicke
in die zugrunde liegenden Funktionsweisen
und entsprechend neue Ansdtze zur Optimie-
rung. Komplementdr zu diesen mechanisti-
schen Modellen konnen mit Methoden des
maschinellen Lernens die wesentlichen Ein-
flussfaktoren der Proteinproduktion ermittelt
werden (Abb. 3). In der Kombination erhal-
ten wir so ein qualitativ verbessertes Werk-
zeug zur Codonoptimierung [2, 3].

Wie viel Protein konnen wir
erwarten?

Wir verwenden COSEM (Abb. 1, [2]) zur
Simulation der Dynamik der Proteinsynthese
und zur Vorhersage von Proteinsynthesera-
ten: Ribosomen binden mit einer festen
Rate oo an die mRNA und bewegen sich
anschlieBend mit einer codonabhangigen
Rate (u)jyi) [4] von Codon zu Codon, es sein
denn, sie werden durch vorhergehende Ribo-
somen blockiert. Gelegentlich (mit Rate v)
kommt es zu einem vorzeitigen Abbruch der
Proteinsynthese. Aus der kollektiven Bewe-
gung der Ribosomen ldsst sich in der Simu-

BIOspektrum | 03.20 | 26.Jahrgang 4\ Springer



263

gemessene Proteinmenge
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A Abb. 2: Vergleich von gemessener mit vorhergesagter Proteinausbeute in den Modellorganis-
men Escherichia coli und Saccharomyces cerevisiae und in HEK-293-Zellen. Das BestimmtheitsmaB
R? gibt dabei den Anteil der Varianz an, den das Modell beschreibt (adaptiert aus [2]).
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A Abb. 3: Codonoptimierung. Aus verschiedenen vorgeschlagenen Sequenzen wird basierend auf
nutzerdefinierten Sequenzeigenschaften (Box) der Proteinexpressions-Score bestimmt und mit
diesem eine optimale Sequenz ausgewahlt. Aufgrund der Modularitat des Modells kann eine
Sequenz hinsichtlich sehr unterschiedlicher, individueller Zielfunktionen flexibel optimiert wer-
den. Betrachtete Sequenzeigenschaften sind unter anderem der COSEM-Strom (Proteinsynthese-
rate aus dem codonspezifischen Elongationsmodell, COSEM), die mRNA-Sekundérstruktur
(Faltungsenergie der mRNA) und der GC3-Anteil (Anteil von Guanin und Cytosin in der mRNA)

(adaptiert aus [2]).

lation eine Proteinsyntheserate ableiten, die
spezifisch ist fiir die Codonzusammenset-
zung der betrachteten mRNA.

Zur Vorhersage der Proteinmenge in der
Wirtszelle setzen wir den Beitrag dieser
simulierten Proteinsyntheserate (COSEM-
Strom) in einen funktionalen Zusammen-
hang mit weiteren relevanten Vorhersage-
variablen, wie z. B. der Sekundarstruktur der
mRNA. Wir trainieren ein additives statisti-
sches Modell [5] mit publizierten Daten zu
Proteinmengen in Escherichia coli, Saccharo-
myces cerevisiae und menschlichen Zellen
(HEK-293) und erhalten so einen Proteinex-
pressions-Score. Zusammenfassend erlauben
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uns Methoden des maschinellen Lernens,
wesentliche Einflussfaktoren der Proteinpro-
duktion und deren funktionalen Beitrag zur
Proteinausbeute in Wirtsorganismen abzu-
schédtzen. Mit dem resultierenden Modell
konnen wir die Proteinausbeute auf Basis der
Gensequenz vorhersagen (Abb. 2). In analo-
ger Weise kann das Modell auch auf weitere
Wirtsorganismen trainiert werden.

Welche Gensequenz optimiert die
Proteinausbeute?

Der so etablierte Zusammenhang zwischen
Proteinausbeute und Codonnutzung kann
umgekehrt zur Optimierung der Proteinaus-

beute im Wirtsorganismus genutzt werden.
So konnen wir gezielt nach Gensequenzen
suchen, die die Proteinausbeute maximieren
(gemessen iiber den Proteinexpressions-
Score). Wir losen dieses Optimierungspro-
blem tiber einen stochastischen Algorithmus:
Dieser schlagt verschiedene mogliche
Sequenzen vor und wahlt schlieBlich die opti-
male Sequenz aus (Abb. 3). Dabei beriick-
sichtigt der Algorithmus auch weitere
Sequenzanforderungen, wie z. B. eine hohe
Translationsgenauigkeit oder die Vermei-
dung bestimmter Sequenzmotive. Der modu-
lare Ansatz unseres Modells erlaubt neben
der Maximierung der Proteinausbeute auch
die Festlegung von individuellen Optimie-
rungszielen. So kann der Optimierungs-
mechanismus auch genutzt werden, um die
Expression von Proteinen zu senken. Eine
solche Deoptimierung der Codonnutzung kann
beispielsweise eine genetische Abschwa-
chung von Pathogenen bewirken, sodass sie
als Impfstoff eingesetzt werden konnen.

Die beschriebene Methode der Codonopti-
mierung wendeten wir exemplarisch auf die
Synthese von Ovalbumin in Salmonellen an.
Ovalbumin ist ein relevantes Allergen aus
HiihnereiweiB, dessen Produktion in ver-
schiedenen Anwendungsfeldern von Bedeu-
tung ist: Ovalbumin-spezifische Impfstrate-
gien werden untersucht, um EiweiBallergien
im Lebensmittelbereich zu mildern. Weiter-
hin ist Ovalbumin ein etabliertes Modellan-
tigen fiir die Evaluierung von B- und T-Zell-
vermittelten Immunantworten in Méausen.
Gleichzeitig fiihrte eine Codonoptimierung
mit einem Standardverfahren (Gene-
Optimizer der Firma Geneart/Life Technolo-
gies) zu keiner Steigerung der Proteinpro-
duktion im Wirtsorganismus. Wir entwickel-
ten und testeten verschiedene Ovalbumin-
codierende mRNA-Sequenzen, fiir die unsere
Methode eine geringe, eine intermedidre und
eine hohe Proteinausbeute in Salmonellen
vorhersagt. Abbildung 4 zeigt, dass unsere
Methode zu einer deutlichen Steigerung der
Proteinausbeute gegeniiber der etablierten
Methode fiihrt. Die Weiterentwicklung des
mechanistischen Modells mithilfe des
maschinellen Lernens ermdglicht dariiber
hinaus quantitative Aussagen iiber die zu
erwartende Proteinausbeute, die mit bisheri-
gen Codonoptimierungsverfahren nicht mog-
lich sind. Unser Ansatz stellt somit einen
echten Fortschritt in der in silico-Codonopti-
mierung mit weitreichenden Anwendungen
in der synthetischen Biologie dar. Der Opti-
mierungsalgorithmus ist in der Software
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<« Abb. 4: Vorhergesagte und gemessene Pro-
teinmengen von in Salmonellen synthetisiertem
HiihnereiweiB (Ovalbumin) fir verschiedene
Genvarianten (Mittelwert und Standardabwei-
chung). Unsere Methode liefert eine hohere
Proteinausbeute als das Standardverfahren
(Geneart: optimiert mit GenOptimizer, Geneart/
Life Technologies) und dariiber hinaus quantita-
tive Aussagen iiber die zu erwartende Protein-
ausbeute (je normiert auf den Wildtyp; optimiert
auf niedrige [deoptimiert], intermediare und

gemessene Proteinmenge rel. zu Wildtyp

I I
0

J hohe Proteinausbeute [optimiert]) (adaptiert

5 10
vorhergesagte Proteinmenge rel. zu Wildtyp aus [2]).

OCTOPOS (optimized codon translation for
protein synthesis) umgesetzt und macht die
oben beschriebene Optimierung von Genen
fiir einen weiten Anwenderkreis zugédnglich.
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