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W ostatnich latach informatyke¢ zaczgto okresla¢, jako dyscypling nauki
0 przetwarzaniu, przechowywaniu i przekazywaniu informacji w dowolnym $rodowisku,
a wiec zaroOwno opartym na elektronice, jak i na mechanice kwantowej, czy genetyce
molekularnej [45], [46], [47], [48]. W chwili obecnej rozwiazania oparte na kwantach
i tancuchach DNA sa jednak we wczesnym etapie rozwoju. W niedalekiej przyszto$ci
spodziewac si¢ jednak nalezy znacznego rozwoju tych technologii.

Problemy techniczne i ograniczenia fizyczne miniaturyzacji uktadow scalonych
sprawity, ze trudno jest zwigkszy¢ wydajno$¢ obliczen wykonywanych przez komputery
oparte na przepltywie elektronow. Obecnie prowadzone badania naukowe nad nowymi
technologiami mogacymi zastapi¢ konwencjonalne komputery, koncentruja si¢ gldwnie na
dwoch nowych mozliwosciach: obliczeniach kwantowych oraz DNA obliczeniach. Bardzo
obiecujace wydaje si¢ zastosowanie DNA, czyli zwiazku chemicznego kodujacego
informacje w organizmach zywych, gdyz DNA ze wzgledu na swoje wlasciwosci ma duzy
potencjal w kodowaniu, przetwarzaniu i magazynowaniu informacji. W pracach naukowych
znalez¢ mozna wiele przykladéow implementacji znanych probleméw informatycznych za
pomoca odpowiedniego kodowania tancuchow DNA oraz stosowania metod genetyki
molekularnej. Sa to jednak pomysty za mato zaawansowane technologicznie, aby mozliwe
byto zbudowanie na ich podstawie ogdlnodostgpnych i uniwersalnych rozwiazan. Dzigki
bardzo malym rozmiarom, mozliwosciom upakowania informacji oraz zgodnoSci
z organizmami zywymi DNA ma bardzo duzy potencjat, jako material do budowy urzadzen
mogacych przetwarza¢ informacj¢ w bardzo szczegdlnych warunkach np.: biochipow
analizujacych choroby, a takze innych nowoczesnych nanomaszyn.

Dynamiczny rozwdj badan nad mozliwosciami wykonywania DNA obliczen
rozpoczal si¢ w 1994 roku od eksperymentu Leonarda Adlemana [2], jednego
Z wspotautorow szyfrowania RSA. Zastosowal on tancuchy DNA do znanego problemu
informatycznego (problemu drogi Hamiltona w grafie). Od tego czasu dziedzina ta znacznie
rozwingta si¢. Pojawily si¢ rozne teoretyczne rozwazania oraz praktyczne implementacje
obliczen za pomoca DNA. W 2001 roku grupa naukowcow z Instytutu Weizmanna (Shapiro
i inni) [4] opracowala programowalny automat skonczony. Wszystkie elementy tej prostej
2-stanowej 2-symbolowej niedeterministycznej maszyny zbudowane sa z tancuchow DNA

oraz jednego enzymu restrykcyjnego. Naprzemienne cigcie itaczenie tancuchow DNA
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reprezentujacych poszczegélne elementy automatu doprowadza do sekwencji terminalnej,
ktérej obecnos¢ w roztworze oznacza akceptacj¢ stowa wejsciowego.

Automat Shapiro z teoretycznego punktu widzenia reprezentuje prosty model. Dazac
do uniwersalnych DNA obliczen, konieczne jest w pierwszej kolejnosci zbadanie
mozliwo$ci rozszerzania tego automatu. Autorzy zwracaja jednak uwage, ze odkrycie
enzymow restrykcyjnych pozostawiajacych dhuzsze lepkie konce umozliwi rozszerzenie ich
automatu. Zespot Shapiro i inni [4] podaje, ze mozliwe jest zakodowanie za pomoca lepkich
koncow, powstajacych po cieciu enzymem FOKI, automatu co najwyzej 3-Stanowego.
Ograniczenie wynika z dhugosci lepkich koncow. Rozszerzenie do trzech standow zostato
wykonane przez dwa zespoty badawcze [35], [40].

W pracy przedstawiona zostata nowa idea rozszerzania automatu Shapiro polegajaca
na zwigkszeniu liczby enzymow restrykcyjnych dziatajacych autonomicznie w jednej
mieszaninie. Podane zostalo kodowanie fancuchow DNA dla 6-stanowego 2-symbolowego
automatu z wykorzystaniem dwoch enzymow restrykcyjnych. Okreslone zostaty rowniez
warunki arytmetyczne konieczne do dalszego rozszerzania automatu Shapiro. W pracy
zaproponowano réwniez tworzenie ,bibliotek lancuchow DNA”, ktoére umozliwiaja
wielokrotne uzycie raz przygotowanych tancuchow DNA. Eksperyment laboratoryjny
potwierdzit doswiadczalnie mozliwos¢ rozszerzania automatu Shapiro do wigkszej liczby
stanOw z zastosowaniem dwoch enzymow restrykcyjnych.

Rozdziat pierwszy omawia teoretyczne modele komputeréw i zwiazane z nimi klasy
jezykéw formalnych. W pracy przyblizone sa rowniez podstawowe informacje o DNA
(rozdziat 2) oraz krotko omodwione wybrane praktyczne implementacje problemow
informatycznych za pomoca DNA. Ze wzgledu na gtoéwna tematyke pracy w rozdziale
trzecim zostanie omowiony doktadnie 2-stanowy 2-symbolowy automat Shapiro.
W rozdziale czwartym przedstawiono nowa ide¢ konstruowania automatow opartych na
wielu enzymach restrykcyjnych (doktadnie dwoch). Przedstawiono rowniez rozwazania
teoretyczne dotyczace mozliwosci rozszerzen do dowolnej liczby stanéw i dowolnej liczby
symboli. Rozdziat 5 prezentuje laboratoryjny eksperyment implementujacy automat opisany
w rozdziale 4 z zastosowaniem dwoch enzyméw restrykcyjnych. Podano w nim rowniez
metody laboratoryjne (inne niz uzyte przez zesp6t Shapiro i inni) umozliwiajace
konstruowanie tancuchéw DNA reprezentujacych poszczegolne elementy automatu. Warto

podkresli¢, ze nikt wczesniej nie zademonstrowal praktycznego wykorzystania dwoch
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enzymoOw restrykcyjnych jednoczesnie do przeprowadzania obliczen na tancuchach DNA
(teoretyczna proba zastosowania wielu enzymow jest w pracy [28]).

Praktyczna implementacja laboratoryjna wykonana zostalta w ramach projektu
dofinansowanego przez Rektora Uniwersytetu Lodzkiego, Dzickana Wydzialu
Matematyki i Informatyki Uniwersytetu L.odzkiego, Zaktad Analizy Rzeczywistej i Algebry
UL oraz Katedrg Genetyki Molekularnej UL.

Pragng podzigkowa¢ Panu Prof. dr hab. Januszowi Blasiakowi za udostgpnienie
laboratorium Genetyki Molekularnej, a takze Panu Dr Tomaszowi Poptawskiemu za pomoc
merytoryczng w wykonaniu eksperymentdéw laboratoryjnych.

Ponadto chciatbym podzigkowa¢ Panu Prof. dr hab. inz. Tadeuszowi Czachdrskiemu
za zyczliwos$¢ 1 wsparcie w trakcie odbywania studiow doktoranckich i przygotowywania

rozprawy doktorskiej.
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Cel i teza pracy

Mozliwe jest teoretyczne i1 praktyczne (eksperymentalne) rozszerzenie 2-stanowego

automatu Shapiro do wigkszej ilosci standw przez zastosowanie wielu enzymow

restrykcyjnych dziatajacych autonomicznie w jednej mieszaninie.

Cele pracy:

1.

2.

3.

Konstrukcja 6-stanowego 2-symbolowego automatu skonczonego za pomoca
tancuchéw DNA z zastosowaniem dwoéch enzymow restrykcyjnych dzialajacych
w jednej mieszaninie.

Podanie warunkéw arytmetycznych mozliwosci rozszerzenia automatu Shapiro do
p stanow ir symboli, z uwzglednieniem dtugosci kodow symboli n i dlugosci
lepkich koncow Ky, ...,k; pozostatych po dzialaniu j enzymow restrykcyjnych.
Wykonanie eksperymentu laboratoryjnego polegajacego na praktycznym
sprawdzeniu idei zwigkszania liczby standow przez zastosowanie dwoch enzymow
restrykcyjnych dziatajacych autonomicznie w jednej mieszaninie na stowie

wejsciowym.
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Rozdzial 1

Teoretyczne modele komputeréw

Pierwsze modele obliczen powstaly na poczatku dwudziestego wieku w glowach
matematykow, a doktadniej logikow matematycznych zajmujacymi si¢ podstawami
matematyki. Ich celem nie byly komputery, ktorych jeszcze nie wymys$lono, ale problemy
takie jak: precyzyjne pojgcie algorytmu, pojecie funkcji obliczalnej, automatyczne
dowodzenie twierdzen. Te teoretyczne prace staly si¢ podstawa budowy komputerow,
opartych na przeptywie elektronow. W rozdziale tym omoéwimy standardowe teoretyczne
modele urzadzen obliczajacych [14], [17]. Poniewaz glowne wyniki pracy dotycza
automatdéw skonczonych, wigc doktadniej omowimy ten model. Aby doktadniej umiejscowic
problemy rozwiazywane przez zaproponowany w rozprawie model, krotko opiszemy
rowniez podstawowa, uznawana powszechnie klasyfikacje jezykow formalnych, czyli

problemow (hierarchia Chomsky’ego).
1.1. Automaty skonczone

Najprostszym modelem obliczen jest automat skonczony, mogacy przyjmowaé
skonczong liczbg stanow s,...,s . Ma on niewielka moc obliczeniowq i stosowany moze

by¢ do rozwiazywania prostych problemow. Automat skonczony M mozemy wyobrazi¢

sobie, jako nastgpujace urzadzenie.

tasma

bla|b
NN |
T slowica
Rys. 1. Schemat ideowy automatu skonczonego.

Na tasmie (potencjalnie nieskonczonej z prawej strony) podzielonej na komorki
zapisywane sg stowa utworzone z alfabetu automatu M. Glowica czyta kolejne symbole na
tasmie 1 w zaleznos$ci od swego stanu 1 wczytanego symbolu zmienia stan. Jezeli gtowica po
wczytaniu wszystkich symboli danego stowa znajdzie si¢ w jednym ze stanéw koncowych,

to stowo jest akceptowane przez automat M.
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Deterministyczne automaty skonczone
Automaty skonczone jednoznacznie (deterministycznie) okreslajace stan po
wczytaniu  kolejnego symbolu slowa wejSciowego nazywamy deterministycznymi

automatami skonczonymi. Formalnie definiujemy je w nastepujacy sposob.

Definicja 1
Deterministycznym automatem skonczonym (w skrocie DAS) nazywamy
uporzadkowana piatke
M =(Q,%s,,F,0)
gdzie:

Q={sy,.--,Sy,} - zbior skonczony, ktorego elementy nazywany stanami M,

> ={a,...,a,} - zbior skonczony, zwany alfabetem M,

S, € Q - wyrdzniony stan, zwany stanem poczatkowym,

F < Q - wyr6zniony podzbidr stanéw, zwany stanami koncowymi,

0:QxX—>Q - funkcja, zwana funkcja przejs¢ M, ktora kazdemu stanowi Q

i symbolowi alfabetu ¥ przypisuje nowy stan automatu M.

Stowo A utworzone z symboli X jest akceptowane przez automat

M=(Q,Xs,,F,0), gdy
5(sy, A eF.
gdzie przez 3(SO,A) oznaczyli$my stan automatu po wczytaniu slowa A zaczynajac od

stanu s, .

Oznacza to, ze stlowo jest akceptowane, gdy automat M znajdzie si¢ w jednym ze
stanow koncowych po wczytaniu calego slowa A, rozpoczynajac dziatanie od stanu
poczatkowego ;.

Zbior wszystkich stow utworzonych z alfabetu ¥ i akceptowanych przez automat M
oznaczamy przez L(M), tzn.
L(M)={AeX": stowo A jest akceptowane przez automat M} = {Ae =" : 5(s,, A) € F}.

Kazdy automat skonczony M =(Q,Z,s,,F,J) mozemy przedstawi¢ za pomoca
skierowanego grafu G(M). Wierzchotkami grafu sa stany automatu M, natomiast kazde

pojedyncze przejscie o(s,a) =s' jest skierowana krawedzia grafu G(M).

Oknd©
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Stan poczatkowy oznacza si¢ dodatkowa strzaika[%, a stany koncowe pogrubionym
okrggiem @

Przedstawienie automatu skonczonego =za pomoca grafu jest podejSciem
rownowaznym, gdyz wszystkie informacje z definicji 1 sa zawarte w grafie tzn.: ilo$¢
stanow, stan poczatkowy, stan koncowy, funkcja przejs¢ o .

Przyklad 1
Przyktad 4-stanowego 2-symbolowego deterministycznego automatu skonczonego M

zostal przedstawiony na ponizszym rysunku.

SHaly
o] 2 fas
26

Rys. 2. Przyktad deterministycznego automatu.

Niedeterministyczne automaty skonczone

Pewnym uogodlnieniem  deterministycznych  automatow  skonczonych  sa
niedeterministyczne automaty, ktore roznia si¢ od poprzednich tym, ze po wczytaniu
kolejnego symbolu stowa moga przejs¢ w jeden z kilku mozliwych stanow. W grafie

automatu niedeterministycznego moga wystgpowac rozne drogi dla tego samego stowa.

N y@...
A
O

Rys. 3. Niedeterminizm automatu skonczonego.
Formalnie niedeterministyczne automaty skonczone definiujemy w nastgpujacy sposob.
Definicja 2
Niedeterministycznym automatem skonczonym (w skrocie NAS) nazywamy
uporzadkowana piatke
M =(Q,%s,,F,0)
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gdzie:
Q={Sy,.,S,,} - zbior skonczony, ktérego elementy nazywany stanami M,
~2={a,...,a,} - zbiér skonczony, zwany alfabetem M,
S, € Q - wyrdzniony stan, zwany stanem poczatkowym,
F < Q - wyr6zniony podzbior stanéw, zwany stanami koncowymi,
0:QxX — B(Q) - funkcja, zwana funkcja przejs¢ M, ktora danemu stanowi Q
I symbolowi z alfabetu X przypisuje pewien zbior stanéw automatu M.
Stowo A € X" jest akceptowane przez niedeterministyczny automat M = (Q,2,s,, F,o), gdy
5(sy, ANF %0
gdzie przez S (So, A) oznaczylismy zbior wszystkich stanow automatu otrzymanych po
wezytaniu stowa A zaczynajac od stanu S,. Zbidr wszystkich stow utworzonych z alfabetu
¥ i1 akceptowanych przez automat M oznaczamy przez L(M), tzn.
L(M)={AeX": stowo A jest akceptowane przez automat M} = {Ae X" : 5(50, A)NF = 0},
Podobnie jak w przypadku deterministycznych automatow skonczonych kazdy

niedeterministyczny automat skonczony mozemy przedstawi¢ w postaci grafu.

Przyklad 2.
Ponizszy graf reprezentuje 4-stanowy 2-symbolowy niedeterministyczny automat

skonczony. a
— <b—8
o) N fa
Ond©

Rys. 4. Przyktad niedeterministycznego automatu.

Niedeterministyczne automaty skonczone z A - przej$ciami

Automaty te sa modyfikacja automatow niedeterministycznych, a ich odmiennos$¢
polega na mozliwosci wykonywania pewnych przej$¢ samorzutnie tzn. bez wczytania
nastgpnego symbolu stowa wejSciowego. W grafie tego automatu wyrdézniamy krawedzie

oznaczone symbolem stowa pustego A reprezentujace tzw. A - przejscia .
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/aO

Rys. 5. A - przej$cia w automacie niedeterministycznym.

Definicja niedeterministycznych automatow z A przejsciami (w skrocie NAS-A)
jest taka sama jak niedeterministycznego automatu skonczonego z wyjatkiem funkcji przejs¢
0:Qx(ZU{A}) — B(Q), ktora danemu stanowi Q i symbolowi X lub stowu pustemu A
przypisuje zbidr stanow automatu M.

Podobnie jak przedstawione automaty skonczone, kazdy niedeterministyczny
automat z przej$ciami A mozna przedstawi¢ w postaci grafu skierowanego.

Przyklad 3.

Niech X ={a,b}, wowczas ponizszy graf reprezentuje niedeterministyczny automat
Z A przej$ciami.

a A

~0t

o N P

OdO

Rys. 6. Przyktad grafu niedeterministycznego automatu z A przej$ciami.

Wszystkie powyzej omowione automaty akceptuja t¢ sama klasg jezykow tzw. klase
jezykow regularnych (na mocy twierdzenia Kleene'go). Inne podej$cie do jezykow

regularnych oméwimy przy klasyfikacji Chomsky’ego).
Krotko omoéwimy teraz inne standardowe modele obliczen (komputerow), cho¢ nie

beda one uzywane w pracy.

1.2. Automaty ze stosem

Automaty te posiadaja dodatkowy element, nie wystgpujacy w automatach
skonczonych, a mianowicie prosta pamie¢ (Stos) do ktorej automat moze dodawac i pobierac

informacje. Intuicyjnie automat ze stosem mozemy przedstawi¢ w nastgpujacy sposob

(Rys.7).

10
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alb b| - tasma
@ glowica
a
stos
p

Rys. 7. Schemat ideowy automatu ze stosem.
W automacie tym z samej definicji dopuszczalny jest niedeterminizm oraz A
przejécia. Formalna definicja automatu ze stosem jest nastgpujaca.

Definicja 3
Automatem ze stosem (w skrocie AZS) nazywamy uktad
M=(QZxT,3,s,,L,F)
gdzie:
Q - zbior skonczony, ktérego elementy nazywamy stanami M,
¥ - zbior skonczony, zwany alfabetem M,
I" - zbior skonczony, zwany alfabetem stosu M,
0:Qx(ZU{AP XTI’ = B(QxTI") - funkcja przejs¢, ktora kazdej trojce (s,a,y), gdzie
seQ, aeXU{A} i y eI, przyporzadkowuje pewien skonczony podzbior par z Qx I,
S, € Q- wyr6zniony stan, zwany stanem poczatkowym M,
1 eI'- wyr6zniony symbol, zwany symbolem poczatkowym na stosie,

F < Q - wyrdzniony podzbior standw, zwany stanami koncowymi.

11
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Jezeli o(s,a,y) >{(s;, A),--,(S., A )}, to 0znaczamy rowniez

(s.a,7) > (s, A)

(s,a,7) = (5, A)

Kazdy pojedynczy ruch(s,a,y) —(S,, A) oznacza, ze jezeli glowica znajdzie sig
w stanie s, wczytuje symbol a na tasmg i na wierzchu stosu jest symbol y, to moze zmienié
stan na s,, a symbol y jest zamieniony przez stowo A.

Stowo AeX” jest akceptowane przez automat ze stosem M, gdy istnieje taki uktad
ruchéw, ze po wczytaniu calego stowa automat znajdzie si¢ w jednym ze stanow koncowych
(lub w mysl rownowaznej definicji stos jest pusty).

Podobnie jak poprzednio omawiane automaty takze automat ze stosem mozna
przedstawi¢ w postaci skierowanego grafu. Stany w grafie AZS sa wierzchotkami, natomiast

krawegdzie reprezentuja przejscia (S;,a,7) — (S,, 7474 ) -

@&,7/—) V1V @

Przyklad 4

Graf automatu ze stosem zostal przedstawiony na ponizszym rysunku.

a,l—sal b,a—> A
a,a— aa A, Ll—>A

oWNe

Rys. 8. Graf automatu ze stosem.

Automaty ze stosem akceptuja szersza klas¢ jezykow niz automaty skonczone, tzw.

klasg jezykdéw bezkontekstowych. Omoéwimy je przy klasyfikacji Chomsky’ego.

12



Teoretyczne modele komputerow

1.3. Maszyny Turinga

Maszyna Turinga jest automatem mogacym rozwiazywaé problemy o najwigkszej
ztozonosci i uwazana jest za wlasciwy model komputera. Moga one oblicza¢ wartosci kazdej
funkcji posiadajaca ,,procedurg” obliczania. Zbudowana jest z teoretycznie nieskonczenie
(w obie strony) dlugiej tasmy, ktora podzielona jest na komorki (Rys. 9). Komoérka moze
zawiera¢ symbol ze skonczonego zbioru symboli. W sktad maszyny Turinga wchodzi
rowniez glowica, przyjmujaca skonczona ilo§¢ stanow 1 ktéra moze czyta, zapisywac

I usuwac symbole. Glowica moze przesuwac si¢ w prawo lub w lewo tasmy.

ololb]| - alb| - taSma

-— @ — glowica

Rys. 9. Schemat ideowy maszyny Turinga.

Definicja 4

Maszyna Turinga (w skrocie MT) nazywamy uktad:

M=(Q, %, I, 9, So, O, F)
gdzie:
Q - zbior skonczony, ktorego elementy nazywamy stanami M,
¥ - zbior skonczony zwany alfabetem M,
I" - zbior skonczony zwany alfabetem tasmy M, taki ze X < I,
0. D>QxI'x{L,R}, gdzie D jest pewnym podzbiorem QxI" (6 nazywamy funkcja przejsScia
lub funkcja ruchéw M),

So € Q - wyr6zniony stan, zwany stanem poczatkowym M,
O €I - wyrdzniony symbol, zwany symbolem pustej komorki,
F € Q - wyr6zniony podzbidr stanow zwanych stanami koncowymi M.

Stowo AeX jest akceptowane przez M, gdy istnieje skonczona iloéé ruchow M
prowadzaca od stanu poczatkowego glowicy Sp, czytajacej pierwszy symbol stowa A, do

stanu glowicy, ktory jest pewnym stanem koncowym s'eF .

13



Teoretyczne modele komputerow

Mozemy zatem zdefiniowac¢ jezyk akceptowany przez M:
L(M):={AeX": M akceptuje stowo A}.
Jezyk formalny L nazywamy rekursywnie przeliczalnym, gdy istnieje maszyna Turinga
M taka, ze L=L(M).
Kazda maszyng¢ Turinga mozna reprezentowa¢ skierowanym grafem, co ulatwia
konstruowanie konkretnych maszyn Turinga. Wierzchotkami tego grafu sa stany, natomiast
krawedzie taczace stany S, i S,oznaczamy trojka (y,,7,,K), o ile (s, 7,) =(S,,7,,K)

(gdzies,,s, €Q,7,,7, €' i K e{L,R}).

@ (71,72, K) @
Przyklad 5

Przyktadowy graf maszyny Turinga zostat przedstawiony na ponizszym rysunku.

(b,b,R)

9 (0,0,R) @

Rys. 10. Graf Maszyny Turinga.

1.4. Klasyfikacja Chomsky’ego jezykow i gramatyk

W 1959 Noam Chomsky podat klasyfikacje jezykoéw ze wzgledu na gramatyki generujace
te jezyki. Formalnie gramatyk¢ G mozemy zdefiniowa¢ jako czworke G=(Z, V, S, P), gdzie:

V - skoficzony zbidr symboli niekoncowych,

¥ - alfabet gramatyki, czyli symbole koncowe,

S - symbol poczatkowy SV,

P - skonczony zbiér produkcji P < (V UZ)" x(V UX)".

Produkcje (U,v)eP,ue(VuX)',ve(V UX)’, zapisujemy zwykle jako u-—>, V.
Gramatyka G generuje jezyk L(G)c X" w nastepujacy sposob: wychodzac od zmienne;
poczatkowej S stosujemy produkcje G w skonczonej ilosci W dowolnej kolejnosci, az
otrzymamy stowo Ae X" . Zapisujemy to

S=5 A.
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Wowczas
L(G)={AeX :S =, A}.

Narzucajac rézne warunki na posta¢ produkcji otrzymujemy rozne klasy jezykow.
Zostato to wykorzystane przez N. Chomsky’ego do pewnej klasyfikacji jezykow, zwanej
hierarchia Chomsky’ego.

Hierarchia ta dzieli gramatyki na 4 kategorie: gramatyki typu 0, 1, 2, 3. Najogélniejsze
to gramatyki typu 0, a najbardziej ograniczone typu 3. Ponizsza tabela przedstawia

klasyfikacjg Chomsky’ego jezykow, gramatyk i odpowiadajacych im automatow.

Gramatyka | Innanazwa | Jezyki Automaty
typu O GF JRP MT
typu 1 GK K ALO
typu 2 GBK JBK AZS
typu 3 GR JR DAS, NAS, NAS-A

Rys. 11. Klasyfikacja Chomsky’ego.
Omoéwimy te gramatyki zaczynajac od najprostszych:
a) Gramatyki typu 3 - sa to gramatyki regularne.

Gramatyki te generuja jezyki regularne. Zbior wszystkich jezykow regularnych
oznaczamy przez JR. Jest to klasa jezykdéw akceptowanych przez Deterministyczne
Automaty Skonczone (DAS), Niedeterministyczne Automaty Skonczone (NAS) oraz
Niedeterministyczne Automaty Skonczone z A przejsciami (NAS-A).

Produkcje gramatyk regularnych sa typu: X—aY,Z—bh, X,)Y,Z €V,a €%, be X v {4}.
Przyktady produkcji: X—>aY, Y—>hY, X\Ye&V, abeX.
b) Gramatyki typu 2 - sg to gramatyki bezkontekstowe.

Gramatyki te generuja jezyki bezkontekstowe. Zbidr wszystkich jezykow
bezkontekstowych oznaczamy przez JBK. Klasa jezykow bezkontekstowych jest
akceptowana przez Automaty ze Stosem (AZS).

Produkcje gramatyk bezkontekstowych sa typu: X—>a, X eV, ae(V LE)".
Przyktady produkcji: X - aXa|bXb|a|b| A, XeV, abeX.
¢) Gramatyki typu 1 - sa to gramatyki kontekstowe.

Gramatyki te generuja jezyki kontekstowe (JK), ktore sa akceptowane przez Automaty

Liniowo Ograniczone.

Produkcje gramatyk kontekstowych sa typu: a — B, a, f € VCE) N\ {4}, i |a| < |B].
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Przyktady produkcji: XaY —aYZbSa, X—YZ, X Y,ZSeV, abeX.
d) Gramatyki typu O - sa to gramatyki frazowe.

Gramatyki te generuja jezyki rekursywnie przeliczalne. Zbior wszystkich jezyki
rekursywnie przeliczalne oznaczamy przez JRP. Jest to klasa jezykow akceptowanych przez
Maszyny Turinga (MT).

Produkcje sa typu: a—8, ae(VLE) '\ {4}, Be (VLE) .
Przyktady produkcji: XaY—»aYZbSa, XY—>Z XbYa—A, X)Y,Z,SeV,abeX.
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Rozdzial 2

Wprowadzenie do DNA obliczen

Poznanie budowy DNA 1 jego wlasnosci spowodowato, ze organizmy zywe zaczgto
postrzega¢ jako bardzo ztozone systemy informatyczne (biologiczne systemy informatyki).
Szczegdlne wilasnosci DNA sprawiaja, ze mozliwe jest zakodowanie w nich informacji
0 procesach zachodzacych w organizmach zywych. Rozwo6j metod genetyki molekularnej
umozliwit wykonanie praktycznych do$wiadczen polegajacych na implementacji
laboratoryjnej probleméw informatycznych kodowanych odpowiednio zaprojektowanymi
fragmentami DNA. W rozdziale tym przyblizona zostanie struktura DNA (dokladne

informacje w [38]) oraz przedstawione zostana wybrane implementacje DNA obliczen.
2.1. Budowa i podstawowe operacje na DNA

Struktura DNA (zwana modelem helisy B-DNA) zostala odkryta przez Jamesa
Watsona i Francisa Cricka w 1953 roku na podstawie zdje¢ rentgenowskich DNA
wykonanych przez Rosalind Franklin i Maurice'a Wilkinsa. Zaproponowany model budowy
DNA zostat potwierdzony wieloma pozniejszymi badaniami strukturalnymi [38].

DNA jest polimerem, czyli zwiazkiem chemicznym sktadajacym si¢ z wielokrotnie
powtorzonych  jednostek zwanych deoksyrybonukleotydami, nazywanych krotko
nukleotydami. Kazdy nukleotyd sktada si¢ z zasady azotowej, cukru deoksyrybozy oraz
grupy fosforanowej. Nosnikiem informacji w DNA sa jednak tylko zasady azotowe
(pochodne puryny i pirymidyny). Zasadami purynowymi sa adenina (A) i guanina (G),
a pirymidynowymi tymina (T) i1 cytozyna (C). Pozostale elementy budowy DNA tworza
szkielet cukrowo-fosforanowy niekodujacy informacji. Zasady azotowe lacza si¢ ze soba
komplementarnie tzn.: adenina taczy si¢ zawsze z tymina (dwa wiazania wodorowe),
a guanina z cytozyna (trzy wiazania wodorowe) - rysunek 12.

W modelu Watsona i Cricka dwa tancuchy nukleotydéw potaczone komplementarnie
oplataja si¢ helikalnie. Charakterystyczna tzw. polarnos¢ DNA zwigzana jest
z ukierunkowaniem tancuchéw DNA. Jeden z koncow DNA ma grupg 5'-OH, natomiast
drugi koniec grupe 3'-OH. Grupy te nie sa potaczone z innymi nukleotydami. Przyjmuje sie,
Ze niezwiazana grupa 5'-OH ulokowana jest po lewej stronie w uproszczonym zapisie DNA
1 oznacza si¢ jako 5'. Natomiast grupa 3'-OH znajduje si¢ po prawej stronie i oznaczamy ja
jako 3'. Kolejnos¢ zasad kodujacych informacje genetyczna zapisuje si¢ w kierunku 5'—3'.

17



Wprowadzenie

Formalizowanie zapisu kolejnosci zasad azotowych jest bardzo wazne przy badaniu DNA,

gdyz przyktadowo sekwencje ACG oraz GCA koduja inne aminokwasy.

ADENINA TYMINA
N VA
H— 2N oy eeesses 1) —
<|: \C_C/N H \\0_ SCTH
N\
N C// \\N ....... y— N/ \c—H
\/ \ 7
N=C\ //C—N
H (6]
GUANINA CYTOZYNA
H
H—= 2N o e —
| \C_C/O H N\C_ /H
v 7\ 15N
~ ¢ Nl e N H
\ 7 \_ 7
N—C\ // N
N_H ------- O
/

Rys. 12. Komplementarnos$¢ zasad azotowych.

Ze wzgledu na kodowanie informacji o budowie biatek i RNA (te zwiazki okreslaja
wszystkie cechy organizméw zywych), DNA zajmuje wyjatkowa pozycje wsrod zwiazkow
chemicznych wystepujacych w organizmach zywych. Model budowy DNA (helisy B-DNA),
opracowany przez Watsona i Cricka, charakteryzuje si¢ nastgpujaco (Rys. 13):

1. zbudowany jest z dwoch rownolegltych i1 przeciwbieznych tancuchéw nukleotydow jeden
ma kierunek 5'—3', a drugi 3'—>5',

2. tancuchy te s helikalnie zwinigte wokot wspodlnej 0si,

3. podwojny tancuch DNA zawiera okoto 10 par nukleotydow na jeden skret,

4. brak jest ograniczen co do kolejnosci sekwencji w tancuchu DNA,

5. pary zasad adenina-tymina (A-T) tacza si¢ ze soba dwoma wiazaniami, natomiast

guanina-cytozyna trzema wiazaniami wodorowymi.
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GRUPA FOSFORANOWA

CUKIER PENTOZA

ZASADY AZOTOWE

CUKIER PENTOZA

GRUPA FOSFORANOWA

Rys. 13. Ogdlna budowa DNA.

Warto zwrdci¢ uwagg, ze po opracowaniu modelu budowy DNA przez Watsona-
Cricka organizmy zywe zaczgto postrzegac jako bardzo ztozone procesy przetwarzajace
informacje [38]. Systemy informatyczne, dzigki ktérym organizmy zywe moga istnie¢
zaczeto nazywaé biologicznymi systemami informatyki [45], [46], [47], [48]. W systemach
tych DNA nie jest bezposrednia matryca do syntezy bialek, funkcje te¢ peilni RNA.
Wyrézniamy informacyjny RNA (mRNA), transportujacy RNA (tRNA) oraz rybosomowy
RNA (rRNA). Informacja zapisana w DNA jest poddawana procesowi transkrypcji
(przepisywania) z DNA na informacyjny RNA. Pozostate dwa rodzaje RNA (tRNA oraz
rRNA) stanowia cz¢$¢ mechanizmu syntezy biatek. Kodowanie informacji w RNA odbywa
sig, podobnie jak w DNA, za pomoca zasad azotowych z ta rdznica, ze zamiast tyminy (T)
w RNA wystepuje uracyl (U).

Podstawowa jednostka okre$lajaca informacje genetyczna w organizmach zywych
jest gen, czyli okreslony odcinek DNA. Geny nie koduja informacji w sposob ciagty,
wyrozniamy odcinki kodujace informacje (,,eksony”) oraz odcinki niekodujace (,,introny”).
Zespol gendw nazywamy genomem, ktdry wraz z procesami przetwarzajacymi informacjg
W nim zawartg stanowi bardzo ztozony system informatyczny. W biologicznych systemach
informatyki DNA pelni rolg zewngtrznej pamigci zawierajacej informacje o sposobie
porzadkowania swobodnych atoméw i molekut [46], [48]. Biorac pod uwage, ze biologiczne
systemy informatyki rozwijaly si¢ miliardy lat, sa one prawdopodobnie najbardziej
rozwinigtymi systemami informatyki znanymi cztowiekowi. W biologicznych systemach
informatyki podstawowa informacja reprezentowana jest w postaci bitow molekularnych,
ktoére sa reprezentowane czterema zasadami azotowymi (adening, guanina, tyming, cytozyna

w DNA oraz dodatkowo uracylem w RNA).
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W latach siedemdziesiatych ubiegltego stulecia nastapil rozwdj metod sztucznej
rekombinacji DNA, czyli wymiany fragmentdow DNA na inne (w szczegdlno$ci syntezg
dowolnego tancucha DNA). Umozliwitlo to sterowanie informacja zapisang w DNA
i powstanie nowej dziedziny zwanej inzynieria genetyczna. Mozliwe to bylo dziegki
opracowaniu technik dziatania na DNA.

Wyrézniamy nastgpujace podstawowe operacje (dziatania) na DNA:

1. Cigcie. Zwiazki chemiczne zwane enzymami restrykcyjnymi umozliwiaja precyzyjne
cigcie fancuchow DNA (Rys. 14) w okreslonym miejscu np. enzym BseXI rozpoznaje
nastepujaca sekwencje nukleotydow GCAGC, a nastgpnie tnie tancuch DNA

w odlegtosci 8 nukleotydow od znalezionej sekwencji.

X y z
I =—> LI I
L] L J

XI y' Zl

Rys. 14. Cigcie DNA.
2. Laczenie. Enzymy ligazy umozliwiaja taczenie za soba tancuchow DNA (Rys.15)

np. potaczenie dwoch tancuchow DNA z komplementarnymi odcinkami w jeden

dhugi.
—_ — 4
I T = [T
X' y— z

Rys. 15. Laczenie tancuchéw DNA.
3. Kopiowanie. Enzymy polimerazy kopiuja informacje z jednego tancucha DNA na

drugi (Rys. 16) np. polimeraza DNA tworzy kopi¢ komplementarna do nici matrycy.

X
T
X
ENZYM X'
T
) X
X
LT
Xl

Rys. 16. Kopiowanie DNA.
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4, Synteza. Wspolczesne laboratoria biologii molekularnej umozliwiaja synteze
wczesniej zaprojektowanego tancucha DNA o dowolnej sekwencji zasad (Rys. 17).
Wytwarzane sa poczatkowo dwa jednoniciowe fragmenty DNA, a nastgpnie zlepiane

sa one komplementarnie ze soba.

~_
T

X

Rys. 17. Synteza DNA.

5. Sortowanie. Do rozdzielania tanhcuchow DNA o roznej dtugosci wykorzystuje sig
elektroforeze na zelu. Analizowany roztwoér DNA nanosi si¢ na ptytke uformowana
z zelu elektroforetycznego. Wzdtuz krawedzi ptytki biegna elektrody. Pod wptywem
statego napigcia elektrycznego tancuchy DNA ulegaja stopniowemu rozdzieleniu

I sortowaniu ze wzgledu na dlugo$¢ tancuchow DNA, czyli ilosci nukleotydow

(Rys.18).

- I

[ —

— = [T

|||| e —— ELEKTROFOREZA -

e TTTTTTTTTI] iy I

T . I

- | -

|

Rys. 18. Sortowanie DNA.
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2.2. Praktyczne implementacje problemow informatycznych

Podstawowe operacje na DNA umozliwity implementacje laboratoryjne wielu
probleméw informatycznych. Badania do$wiadczalne nad DNA obliczeniami koncentruja
si¢ glownie na praktycznym zaimplementowaniu, metodami inzynierii genetycznej, znanych
algorytmoéw informatycznych za pomoca odpowiedniego konstruowania tancuchow DNA.
Badania te maja na celu udowodnienie, ze mozliwe jest rozwiazanie problemow
informatycznych przez kodowanie danych wejsciowych tancuchami DNA, z uzyciem
znanych operacji na DNA. Czgsto sa to problemy NP-zupelne, ktéore mozna rozwiazac
korzystajac z masowej rownoleglosci wykonywanych obliczen. Swiadczy to 0 potencjalnej

przewadze DNA obliczen nad klasyczng implementacja za pomoca przeptywu elektronow.

2.2.1. Wybrane doswiadczenia laboratoryjne

W 1994 roku Leonard Adleman [2] jako pierwszy rozwiazal doswiadczalnie
(laboratoryjnie) znany problem informatyczny (drogi Hamiltona w grafie) za pomoca
odpowiednio zaprojektowanych czasteczek DNA. Ogolna idea metody Adlemana polega na
zakodowaniu danych wejsciowych w postaci relatywnie krotkich jednoniciowych tancuchéw
(oligonukleotydéw). W roztworze tancuchy te tacza si¢ komplementarnie na wiele
sposobow, a pewne z nich reprezentuja rozwiazanie problemu w postaci dwuniciowych
tanhcuchow DNA. Zadanie praktyczne polega na wykryciu, za pomoca operacji na DNA,
takich whasciwych tancuchow. Adleman wykorzystal komplementarno$¢ w czasteczkach
DNA, czyli wlasno$¢ do taczenia si¢ zasad: adeniny z tyming oraz guaniny z cytozyna.
W probowce umiescit nici DNA kodujace wszystkie wierzchotki oraz krawedzie grafu i po
kilku minutach wygenerowal szukana droge w grafie (wsréd wielu innych niewlasciwych)
reprezentowang przez tancuch DNA. Ze wzgledu na pracochlonno$¢ metod
biotechnologicznych odczyt informacji wynikowej zajat mu jednak bardzo duzo czasu. Do
wykrycia wlasciwego wyniku Adleman wykorzystat nastgpujace metody biotechnologiczne:
PCR (reakcja tancuchowa polimeryzacji), elektroforeze (rozdziat na zelu) oraz amplifikacje
(rozdzial oparty na powinowactwie).

W 1997 roku M. Ogihara i inni [24] udowodnili, ze DNA moze zosta¢ uzyte do
implementacji  standardowego modelu przetwarzania uzywanego w informatyce,
a mianowicie bramek logicznych (sieci logicznych). Gléwna idea tej implementacji jest
nastgpujaca. Dla danej sieci logicznej kazdy wierzchotek (wejSciowy 1 bramki logiczne) ma
przypisany unikalny jednoniciowy lancuch DNA o tej samej dlugosci (parzystej) 2N.
Podobnie kazdej krawedzi przypisany jest tez jednoniciowy tancuch DNA dhugosci 2N,
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ktorego pierwsza czes¢ jest komplementarna do drugiej czgsci tancucha odpowiadajacego
poczatkowi krawedzi, a druga czg$¢ jest komplementarna do pierwszej czesci tancucha
odpowiadajacego koncowi wierzchotka krawedzi. Zatem jezeli w roztworze wystepuja
tancuchy odpowiadajace wierzchotkom oraz krawedzi taczacej je, to w roztworze powstana
tancuchy DNA dhugosci 4N. Za pomoca elektroforezy w zelu usuwa si¢ z roztworu tancuchy
0 mniejszej dlugosci  (<4N). Proces przetwarzania informacji przebiega etapami
wykonywanymi nieautonomicznie. Konieczna jest ingerencja czlowieka (laboranta)
W poszczegdlnych etapach eksperymentu.

Ciekawe badania dotyczace bramek logicznych wykonane zostalty w Warszawie
przez zespot z Politechniki Warszawskiej oraz z Instytutu Biotechnologii i Antybiotykow.
Grupa ta przedstawita szereg prac [23], [41], [42], [43], implementujacych systemy
wnioskujace oraz funkcje logiczne realizowane za pomoca tancuchow DNA.

Kolejne cickawe badania doswiadczalne przeprowadzit N. Seemann. Z badan autora
[33], [34] wynika, ze DNA ma wiele wlasciwosci umozliwiajacych potencjalne
zastosowanie w nanotechnologii szczegdlnie w systemach samowytwarzania struktur.
Seeman podatl jako pierwszy techniczne, inne niz liniowa, mozliwosci budowy struktur
opartych na DNA. Do przetwarzania informacji nadaja si¢ znakomicie struktury zbudowane
z DNA o czterech ramionach konczacych sie¢ lepkimi koncami. Elementy te mozna
wykorzysta¢ do Ssamowytwarzania struktur przestrzennych, anawet implementowaé
problemy informatyczne oparte na samowytwarzaniu. W 1998 roku E. Winfree i inni [44]
przedstawili, oparty na matematycznej ,teorii czg§ci”, programowalng strukturg
samowytwarzania. Programowanie zostalo osiagnigte przez komplementarno$¢ tancuchow
DNA oraz odpowiednie kodowanie lepkich koncéw struktur zbudowanych z DNA.

W 1999 roku D. Faulhammer i inni [11] zaimplementowali za pomoca DNA i RNA
znany NP-problem zupelny SAT na przyktadzie ,,problemu skoczka szachowego”, ktory
polega na rozmieszczeniu skoczkow na szachownicy nxn tak, by wzajemnie nie atakowaty
si¢. Wykonanie praktyczne polegato na wytworzeniu, najpierw w postaci tancuchéw DNA,
biblioteki wszystkich mozliwych rozmieszczen skoczkow na szachownicy, a nastgpnie
dokonanie transkrypcji ich w postaci RNA. Kazda ze zmiennych reprezentujaca obecnos¢
skoczka w danym polu moze przyjmowa¢ warto$¢ 0 (brak skoczka na tym polu) lub
1 (skoczek jest obecny na tym polu). Ogolnie metoda polega na zaznaczeniu ,,ztych”

tancuchow RNA (odpowiadajacych zilym ustawieniom skoczkéw) poprzez dodanie do

23



Wprowadzenie

roztworu odpowiednich komplementarnych tancuchéw DNA oraz na niszczeniu za pomoca
RNasy H (rybonukleaza H niszczy wiazania fosfodiestrowe RNA potaczonych z DNA).

W 2001 roku zespot [4] pod kierunkiem E. Shapiro przedstawil model pierwszego
autonomicznego automatu skonczonego zbudowanego z DNA oraz enzymu restrykcyjnego
Fokl. Dwa lata pozniej Shapiro i inni [5] przedstawili ulepszony automat zbudowany z
DNA. Zostanie on doktadnie omoéwiony w nastgpnym rozdziale. W 2009 r. zesp6t Shapiro
i inni [26] zademonstrowal rowniez prosty system wnioskujacy zbudowany z DNA oraz
enzymu restrykcyjnego Fokl.

W 2003 roku M. Stojanovic i inni [36] przedstawili implementacje za pomoca DNA
algorytmu gry w kotko i krzyzyk (problem tic-tac-toe). Automat ten zostat nazwany MAY A
i do jego dzialania uzyta zostala czasteczka zbudowana z DNA o0 Katalitycznych
wilasciwos$ciach (Deoxyrybozym).  Istota konstrukcji polega na budowie odpowiednich
tancuchéw DNA umieszczonych w poszczeg6lnych probowkach (odpowiadajacym polom
gry) w postaci charakterystycznych struktur w ksztalcie ,,spinki”. Ruchy oponenta polegaja
na dodaniu do wszystkich proboéwek tego samego tancucha DNA, odpowiadajacego
numerowi pola, w ktorym oponent chce postawi¢ symbol kotka. W poszczegdlnych
probowkach zachodza reakcje na DNA, w konsekwencji ktorych jedna z nich zmienia barwe
dzigki fluorescencji (jest to odpowiedz DNA komputera na ruch oponenta). Autorzy
zwracaja uwage, ze metoda moze zostaC w przysztosci wykorzystana do szybkiego
diagnozowania we krwi wirusow, nowotworow itd.

2.2.2. Porownanie implementacji praktycznych

Prace naukowe w zakresie DNA obliczen koncentruja si¢ na dwoch rodzajach badan.
Pierwszym sa teoretyczne rozwazania nad mozliwosciami budowy modeli (systemow)
zbudowanych z DNA. Drugi kierunek badan to do§wiadczenia laboratoryjne polegajace na
opracowaniu roznych implementacji znanych algorytméw lub modeli przetwarzania
informacji uzywanych w informatyce z zastosowaniem metod inzynierii genetyczne;.
Dostrzegalna jest r6znorodnos¢ koncepcji budowy danych wejsciowych oraz wyjsciowych,
a takze procesu przetwarzania informacji. Ponizsza tabela (Rys. 19) zestawia poszczegodlne

implementacje praktyczne obliczen za pomoca DNA.
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Kodowanie
Rozwigzany ] . )

Eksperyment informacji Przetwarzanie

problem

Wejscie | Wyjscie
Adleman Droga Hamiltona Komplementarne zlepianie
) ssSDNA | dsDNA '
(1994 r.) w grafie oligonukleotydow
Ogihara i inni Bramki Komplementarne zlepianie
) ssSDNA | dsDNA '

(1997r.) logiczne oligonukleotydow
Winfree Samowytwarzanie Komplementarne taczenie
i inni struktur dsDNA | dsDNA | geometrycznych struktur
(1998r.) przestrzennych DNA w ksztalcie krzyza
Faulhammer ) ) Komplementarne zlepianie
o Rozmieszczenie SSRNA
I Inni SSRNA | RNA z DNA.

skoczkow ssSDNA o
(1999) Trawienie: enzym RNasa H
Shapiro Problemy Komplementarne taczenie
i inni rozwigzywane przez lepkich koncéw

yHanep dsDNA | dsDNA P o
(2001) dwustanowe Trawienie: enzym Fokl
automaty skonczone
Stojanovic Komplementarne taczenie
o Graw SSRNA o
Iinni sSRNA | Trawienie: Deoksyrybozym
,kotko i krzyzyk” | dsDNA

(2003)

Rys. 19. Poréwnanie wybranych implementacji praktycznych DNA obliczen.

Sposoby kodowania stowa wejsciowego w implementacjach praktycznych roznia si¢
znaczaco od siebie. W pracy L. Adlemana [2] wykorzystane sa jednoniciowe
oligonukleotydy DNA, ktore zawieraja informacje o rozwiazywanym problemie. Podobna
koncepcj¢ przedstawiaja M. Ogihara i inni [24], ktorzy konstruuja jednoniciowe tancuchy
DNA realizujac laboratoryjnie bramki logiczne. W swoich badaniach E. Shapiro i jego
zespot [4], [5] uzywa natomiast jako wejscia dwuniciowe fragmenty DNA, ktorym koduje
dowolne stowo z alfabetu podlegajace przetwarzaniu. Kolejny autor (D. Faulhammer i inni
[11]) konstruuje natomiast dwuniciowe biblioteki DNA, ktore ulegaja niszczeniu w procesie
przetwarzania informacji (realizacji algorytmu). Zupelnie inne podej$cie do konstruowania
stowa wejsciowego przedstawia M. Stojanovic i inni [36]. W implementacji tej operuje si¢
na specyficznych czasteczkach zbudowanych z DNA. Charakteryzuja si¢ one w odroznieniu

od poprzednich rozwiazan zupetnie inna konstrukcja - maja ksztatt ,,spinki”. W kazdym z
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podej$¢ programowanie odbywa si¢ przez umieszczenie w roztworze, w ktérym znajduja si¢
dane wejsciowe, odpowiedniego jedno lub dwuniciowego DNA.

W  procesie przetwarzania informacji w poszczegélnych implementacjach
praktycznych wystepuja réwniez znaczne roznice. Jednak we wszystkich podejsciach caty
proces przetwarzania informacji zachodzi dzigki komplementarnosci nici DNA. W podejsciu
L. Adlemana [2] oraz N. Seemana [44] wykorzystuje si¢ wylacznie komplementarnosc.
Natomiast w pozostatych rozwigzaniach zastosowano dodatkowo operacj¢ cigcia DNA
realizowana enzymami restrykcyjnymi [4], Deoksyrybozymem [36] lub RNazqg H [11].
Proces przetwarzania informacji w pracach E. Shapiro i inni [4], [5] oraz D. Faulhammera
iinni [11] polega na ,niszczeniu" odpowiednio zaprojektowanego wczesniej stowa
wejsciowego. Natomiast w przypadku L. Adlemana [2] oraz N. Seemana [44] proces
przetwarzania informacji zwiazany jest z ,samowytwarzaniem”, czyli automatycznym
konstruowaniem struktur zbudowanych z DNA.

Zakonczenie procesu przetwarzania informacji zostalo rozwiazane w rézny sposob
W poszczegdlnych implementacjach. U L. Adlemana [2] wyjSciem jest dwuniciowy tancuch
DNA o liniowej strukturze, okreslonej dtugosci oraz sekwencji zasad, ktory nalezy wykry¢
w roztworze. W przypadku N. Seemana [44] proces przetwarzania konczy si¢ odpowiednia
struktura DNA, bedaca rozwiazaniem problemu; jest ona jednak bardziej skomplikowana
(wielowymiarowa) niz w podejsciu L. Adlemana. Automat E. Shapiro i inni [4] konczy
natomiast dzialanie, gdy w roztworze pojawi si¢ odpowiednia czasteczka terminalna,
Swiadczaca o akceptacji stowa wejsciowego.

Na obecnym etapie rozwoju metod uzywanych w biotechnologii wystepuja jednak
duze problemy z odczytem rezultatow dziatan na DNA. Do analizy danych wyj$ciowych
stosuje si¢ gtownie metodg¢ PCR (reakcja polimeryzacji), za pomoca ktorej powiela sig
okreslone sekwencje DNA oraz metodg elektroforezy na zelu. W przypadku przetwarzania
informacji uzyskanego przez M. Stojanovica i inni [36] zastosowano bardzo ciekawa

I wymagajaca mniejszego naktadu pracy metodg fluorescencji.
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Rozdzial 3

Dwustanowy automat Shapiro

W 2001 roku Y. Benenson, T. Paz-Elizur, R. Adar, E. Keinan, Z. Livneh, E. Shapiro
[4] przedstawili implementacje laboratoryjna automatu skonczonego (czyli najprostszego
modelu komputera) zbudowanego z DNA (bedziemy go nazywali automatem Shapiro).
W 2003 roku zespot pod kierunkiem E. Shapiro [5] przedstawil ulepszony automat
skonczony zbudowany z DNA (bez konieczno$ci stosowania enzymu ligaza). ldea budowy
automatu Shapiro zblizona jest do hipotetycznego biomolekularnego urzadzenia
opracowanego w 1973 roku przez CH. Bennetta [7] oraz do teoretycznego modelu Maszyny
Turinga zbudowanego z DNA i przedstawionego w 1995 roku przez P. Rothemunda [28].
Zespot pod kierunkiem E. Shapiro [4], [5] udowodnit jednak, ze mozliwe jest praktyczne
skonstruowanie automatoéw skonczonych zbudowanych z DNA, dziatajacych autonomicznie
tzn. bez dodatkowego dziatania posredniego cztowieka za wyjatkiem wprowadzenia danych

wejsciowych oraz ,,0odczytania” danych wyjsciowych.

3.1. Opis dzialania

Kazdy komputer, takze zbudowany z DNA, powinien by¢ implementacja jednego ze
znanych modeli teoretycznych komputeréw. Najprostszym modelem przetwarzania
informacji jest automat skofnczony opisany doktadnie w rozdziale 1. Implementacjg
laboratoryjna prostego niedeterministycznego automatu skonczonego zbudowanego z DNA
przedstawit zespot pod kierunkiem E. Shapiro [4], [5]. Odpowiednie kodowanie stanéw oraz
symboli za pomoca DNA umozliwilo autorom budowg dowolnego 2-stanowego
2-symbolowego automatu skonczonego. Ma on 8=2° mozliwych ruchow, ktoére

przedstawione sa na ponizszym rysunku.

a,b a,b

Rys. 20. Mozliwe przejscia automatu 2-stanowego.
Zatem dla tego modelu poprzez wybdr ruchdw mozemy skonstruowaé dowolny

niedeterministyczny automat skonczony 2-stanowy 2-symbolowy.
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Przyklad 6.
Wybrane automaty oparte na modelu 2-stanowym 2-symbolowym:

b a b
O)
» ()< »é@
a

Automat 1 Automat 2 Automat 3

Rys. 21. Przyktady automatow 2-stanowych 2-symbolowych.

Automat Shapiro umozliwia przeprowadzanie autonomicznego i programowalnego
przetwarzania informacji za pomoca wyboru odpowiedniego zestawu lancuchow DNA
reprezentujacych regulty przejs¢. Model automatu 2-symbolowego 2-stanowego
przedstawiony zostal za pomoca, adekwatnego do teoretycznego modelu automatu
skonczonego, zbioru odpowiednio dobranych tancuchéw DNA. Konieczne bylo zatem
zakodowanie za pomoca DNA: symboli, krawedzi (czyli przejs¢) oraz stanow.

Dodatkowym elementem budowy automatu Shapiro jest enzym (odpowiednik
teoretyczny glowicy), czyli zwiazek chemiczny umozliwiajacy wykonywanie operacji cigcia
tancuchéw DNA. Idea budowy modelu komputera opartego na teoretycznie dziatajacych
enzymach zostata po raz pierwszy przedstawiona w 1973 roku przez Ch. Bennetta [7].
Teoretyczna analiza mozliwosci budowy maszyny Turinga (ale bez implementacji
laboratoryjnej) z zastosowaniem komercyjnych enzymow restrykcyjnych dostarczanych
przez firm¢ New England Biolabs wykonana zostata po raz pierwszy przez P. Rothemunda
[28]. Dopiero w 2001 roku zespodt pod kierunkiem E. Shapiro [4] zastosowatl laboratoryjnie
komercyjny enzym restrykcyjny o nazwie handlowej Fokl do budowy automatu
skonczonego. Enzym ten rozpoznaje okreslona sekwencje zasad azotowych w tancuchu
DNA, a doktadniej sekwencje GGATG na tancuchu DNA w kierunku 5'—3'. Po znalezieniu
tej sekwencji enzym wykonuje cigcie DNA po 9 symbolach (dowolnych) w kierunku 5'—3'
oraz po 13 symbolach (dowolnych) w kierunku 3'—5' (Rys.22).

9

5’ - .GGATGNNNNNNNNNNNNN...-3*
37 —...CCTACNNNNNNNNNNNNN‘.— 57

[
Fokl 13

Rys. 22. Dziatanie enzymu FokI.
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W modelu automatu Shapiro proces przetwarzania informacji, czyli akceptacji lub
nieakceptacji stowa, polega na przemiennym cigciu oraz laczeniu odpowiednio
zbudowanych tancuchéw DNA. Schemat ideowy przetwarzania informacji w automacie

Shapiro przedstawia si¢ nastepujaco (Rys. 23)

| START
ENZYMY ;
SLOWO WEJSCIOWE

PRZEJSCIA

OPERACJE NA DNA
(wielokrotne cigcie i laczenie)

Rys. 23. Schemat ideowy automatu Shapiro.

Zgodnie ze schematem ideowym przedstawionym na rysunku 36 automat rozpoczyna
dziatanie po zmieszaniu ze soba w wielu kopiach (wielozbidr): slowa wejsciowego,
wybranych przej$¢ oraz enzymu Fokl. Dodatkowo w pierwszym modelu automatu Shapiro
zastosowano enzym ligaza, ktory przyspiesza laczenie si¢ tancuchow DNA. Podczas
przeprowadzenia przez autorow testow eliminacji zbgdnych elementéw automatu udato si¢
pomina¢ ligaze, ktoéra wymagata dostarczania energii w postaci zwiazku chemicznego ATP.
Przetwarzanie informacji odbywa si¢ w wyniku naprzemiennego cigcia oraz laczenia
tancuchow DNA. Doprowadza to do akceptacji (lub nieakceptacji) stowa wejSciowego.
Zakonczenie dziatania (akceptacja) zwiazane jest z pojawieniem si¢ w roztworze tancucha
DNA o okreslonej dtugosci. Zostana teraz omowione doktadnie wszystkie elementy budowy
automatu Shapiro, a mianowicie: kodowanie stowa wejsciowego oraz przejs¢. Dodatkowo
omowiony zostanie sposob kodowania par <stan, symbol> oraz mechanizm dzialania
enzymu Fokl.

Budowa slowa wejsciowego

Podstawowym elementem automatu Shapiro jest stowo wejsciowe X e{a,b}’ nad

alfabetem X ={a,b}, kodowane okreslonymi sekwencjami zasad azotowych: adening (A),
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tyming (T), guaning (G), cytozyna (C). Lancuch kodujacy stowo zaczyna si¢ tzw. lepkim

koncem, ktory koduje pierwszy symbol stowa X oraz jednocze$nie stan poczatkowy.

lepki

koniec

>
5/ -NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN...-3"
37 - NNNNNNNNNNNNNNNNN...-5"

Rys. 24. Lepki koniec stowa wejsciowego.

W automacie Shapiro zakodowano sze$¢ par <stan, symbol>, ktore reprezentowane sa

fizycznie odpowiednimi sekwencjami w lepkim koncu (Rys. 25).

<stan,symbol> a b t
S 5/ -GGCT-3' [5’ -CAGG-3' [5/-TCGG-3’
S, 5’ -TGGC-3” [5’ -GCAG-3’ [5’ -GTCG-3’

Rys. 25. Sekwencje zasad azotowych kodujacych pary <stan, symbol>.

Stowo wejsciowe rozpoczyna si¢ lepkim koncem po ktorym kodowane sa kolejne
symbole a, b z alfabetu X stowa x. Dodatkowo wprowadzono trzeci symbol t oznaczajacy
sekwencje terminalna, ktérej znaczenie wyjasnimy dalej. Poszczegdlne symbole kodowane
sa w nastepujacy sposob (Rys. 26).

a b [

5/ -TGGCT-3" 5’ -GCAGG-3’ 5" - =37
3’ -ACCGA-5’ 37 -CGTCC-5' 3'- -5’
Rys. 26. Kodowanie symboli w automacie Shapiro.

Dodatkowo migdzy symbolami umieszczone zostaty sekwencje GCC niekodujace symbole
stowa, ale umozliwiajace wlasciwe dziatanie enzymu FoKkI.

Przyklad 7

Stowo wejsciowe bab przy stanie poczatkowym S, kodowane jest nastgpujaco (Rys. 27).

<S,, b> a b t

i~ 7 H H H H € r i

5/ ~CAGGGCCEGEETGCCECAGEEC] =y
37 - CGGACCGACGGCGTCCCG 57

Rys. 27. Kodowanie stowa x=bab.
W pierwszej pracy zespotu Shapiro i inni z 2001 roku [4] symbole kodowane byty

szescioma nukleotydami oraz nie zastosowano sekwencji GCC (Rys. 28). Kodowanie stowa
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wejsciowego bab przy stanie poczatkowym S, w pierwszej pracy zespotu Shapiro byto

nastgpujace.

<S,,b> a b t
<> : > >

5/ -CAGCETEEETCGCAGH -3
3/~ [GACCGAGCGTC -5

Rys. 28. Kodowanie stowa x=bab w pierwszej pracy zespotu Shapiro.

Zastosowanie sekwencji GCC wynikato z testow laboratoryjnych majacych na celu
eliminacj¢ ktorego$ z elementéw automatu, a tym samym uproszczenie jego budowy.
W eksperymencie z 2003 roku [5] pominigta zostata ligaza, ktora przyspiesza taczenie
tancuchow DNA. Eliminacja ligazy doprowadzita jednak do zmniejszenia efektywnosci
catego procesu. Dopiero zmiana w kodowaniu stowa wej$ciowego (zastosowanie sekwencji
GCC) zwigkszyta wydajno$¢ zachodzacego procesu bez uzycia ligazy.

Kodowanie przejs¢

Kolejnym elementem budowy sa wszystkie mozliwe przejscia (ruchy) dla modelu

automatu 2-symbolowego 2-stanowego. Kazde przejécie zostalo zakodowane innym

tancuchem DNA, w taki sposob, aby umozliwiato to odpowiednie dziatanie enzymu FokI.

a 57 ~GGATGC -37 a 57 —~GGATG -3
T1:So— Sp 3’ -CCTACGCCGA-5' T5:$1— Sy 37 -ccTACACCG-5'
a ) ) a 57 —GGATGC -3
T2:S0— S; 2 “GGATGCC -3 T6:S:—S1 3’ -CCTACGACCG-5'
37 ~CCTACGGCCGA-5"
T3:S b S 5/ -GGATGC -3 T7:S i S 5" -GGATG -3
- So— :S1— So . e
57 ~GGATGCC -37 b 57 ~GGATGC -3
T4:S0—S1 3’ -CCTACGGGTCC-5' T8:S1—S1  37-ccracceaTe-57

Rys. 29. Kodowanie przej$¢ w automacie Shapiro.

Lancuchy DNA kodujace przejscia zawieraja sekwencje rozpoznawana przez enzym FoKl,
czyli GGATG w kierunku 5'—3'. Umozliwia to sterowanie procesem cigcia tancucha DNA
kodujacego stowo wejsciowe.
Przetwarzanie informacji

Proces przetwarzania rozpoczyna si¢ od umieszczenia w probowce wszystkich
elementow budowy automatu: enzymu FoKI, tancuchow DNA reprezentujacych stowo
wejSciowe oraz przej$¢ wybranego automatu. Pierwszym etapem jest polaczenie tancuchéw

DNA reprezentujacych stowo z tancuchami reprezentujacymi przejsécia, realizowane dzigki
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komplementarnos$ci. Zastosowanie enzymu o Kkatalitycznych wiasciwo$ciach (enzym ligaza)
umozliwia przyspieszenie taczenia tancuchéw o komplementarnych lepkich koncach.
Laczenie tancuchow DNA za pomoca ligazy bylo jedynym etapem przetwarzania informacji
wymagajacym dostarczania energii (w postaci ATP). Eliminacja enzymu ligaza w procesie
przetwarzania informacji [5] wymagala zmiany sposobu kodowania stowa oraz przejsc,
jednak umozliwita zespolowi Shapiro 1 inni zmniejszenie wydatkowania energii na
wykonywanie operacji na DNA.

Proces przetwarzania stlowa polega na stopniowe] analizie symboli za pomoca
enzymu Fokl (operacja cigcia). Wyjasni to ponizszy przyktad, ktory przedstawia dziatanie
modelu Shapiro dla okreslonego automatu i stowa akceptowanego.

Przyklad 8
Proces przetwarzania informacji dla automatu M (Rys. 30) i stowa X = bab.

b
ar
%{—’@

Rys. 30. Przyktad 2-stanowego automatu skonczonego.

Automat M akceptuje nastgpujacy jezyk regularny L,, = L((b+ba)”). Do budowy
automatu przedstawionego na rysunku 30 konieczne jest zakodowanie w postaci tancuchow
DNA stowa x =bab (Rys. 27) oraz zastosowanie tancuchow DNA kodujacych przejscia T3,
T4, T5 (Rys. 29). Lepki koniec CAGG stowa x jest komplementarny do lepkiego konca
GTCC przejs¢ T3 oraz T4. Dla stowa x =bab prawidtowe jest potaczenie z przejsciem T4,

gdyz umozliwi to wykonanie kolejnych przejs¢ i akceptacje catego stowa.

b <So, b> a b t
T4:50— 51 o0 Co E ;
5/ ~GGATGCC -3 57 -CAGGGCCTGGCTGCCGCAGGGCT -3
37 -CCTACGGGTCC-5’ + 37- CGGACCGACGGCGTCACG -5

Rys. 31. Laczenie stowa wejsciowego z przejsciem T4,
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Mozliwe jest potaczenie z przejsciem T3, ale to nie doprowadzi jednak do sekwencji

terminalnej.
b <8y, b> a b t
T3:Sg— So + A T
57 ~GGATGC -3 5’ ~CAGGGCCTGGCTGCCGCAGGGC -3’
3’ -CCTACGGTCC-5" 37- CGGACCGACGGCGTCCCG -5’7

Rys. 32. Laczenie stowa wejsciowego z przejsciem T3.

Kolejnym etapem procesu przetwarzania jest cigcie fancuchow enzymem Fokl.

9 a b t

5’—GGATGCCCAGGGCéTGGCﬁGC@GCAGG c

g -3/
37 —CCTACGGGTCCCGG%ACCGA%CGCECGTCC@CGG-—5’

(I
Rys. 33. Pierwsze cigcie enzymem Fokl dla przejscia T4.

Fokl 13

9 2 b, t,
57 ~GGATGCCAGGGCCIGEETGCCGCAGGGC] -3
37 ~CCTACGGTCCCGGACCGACGGCGTCCCGE -5
(I
Foki 13

Rys. 34. Pierwsze cigcie enzymem Fokl dla przejscia T3.
W wyniku dziatania enzymu Fokl (pierwsze ciecie) usunigty zostaje symbol b ze
stowa wejsciowego, po ktorym zostaje lepki koniec TGGC kodujacy parg <S,,a>. Lepki
koniec ACCG tancucha DNA kodujacego przejscie TS5 jest komplementarny do tego

lepkiego konca stowa. Wykonane zostanie potaczenie tych tancuchow i drugie cigcie

enzymem Fokl.

a <S,, a> b t
T5:81— So ég > >
5’-GGATG -3’ 57 ~TGGCTGCCGCAGGGCC -3’
3" —~CCTACACCG-5' + 3/-  ACGGCGTCCCGG -5

l

9 b ot
[ vy > =

57 ~GGATGTGGCTGCCGCAGGGCC -3/
3'—CCTACACCGACGG£GTcngG -5/

[
Fokl 13

Rys. 35. Drugie cigcie enzymem FokI.
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Kolejne przejscie T3 jest komplementarne do lepkiego konca uzyskanego w wyniku

cigcia enzymem (Rys. 36).

b
T3: Sg— So L S
5’ ~GGATGC -37 5/ ~CAGGGCC -3’
37 -CCTACGGTCC-5" 37— elele -57
o} t

57 ~GGATGCCAGGGCC
37 -CCTACGGTCCCG

[
Fokl 13

Rys. 36. Trzecie cigcie wykonane enzymem Fokl.

Powyzsze cykliczne operacje cigcia (doktadnie trzy cigcia enzymem Fokl) prowadza
do sekwencji terminalnej i pojawienia si¢ lepkiego konca TCGG, ktory koduje pare

<§,,t >. Poniewaz w automacie stan S jest koncowym, wigc 0znacza to akceptacjg stowa

i zakonczenie dzialania automatu w stanie S,.

3.2. Znane rozszerzenia automatu Shapiro

Badania E. Shapiro i innych [4], [5], udowodnily, Ze mozliwe jest autonomiczne
I programowalne przetwarzanie informacji za pomoca naprzemiennych operacji cigcia
i taczenia tancuchéw DNA. Model ten ograniczony jest jednak do dwoch standw i dwoch
symboli (automat 2-stanowy 2-symbolowy). Badania przedstawione przez zespét Shapiro
skupily uwage wielu naukowcow. Prowadzono dalsze prace zmierzajace do rozszerzenia
liczby standéw oraz akceptowanych symboli.

W 2005 roku Soreni i inni [35] przedstawili mozliwo$¢ wykonania praktycznego
(laboratoryjnego) automatu, opartego na cigciu i taczeniu tancuchéw DNA, 0 wigkszej
liczbie stanow i1 symboli (automat 3-stanowy 3-symbolowy). Autorzy przedstawili rowniez
koncepcje unieruchomienia wejSciowego tancucha DNA na plytce reprezentujacej
mikromacierz. Przedstawiono mozliwo$¢ rozszerzenia automatu Shapiro do modelu

3-stanowego 3-symbolowego (Rys. 37).
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a,b,c

a,b,Z’b"%},b,c

&8

a,b,c a,b,c
Rys. 37. Wszystkie mozliwe przejscia dla automatu 3-stanowego 3-symbolowego.

Przyklad 9
W doswiadczeniu przebadano eksperymentalnie nastgpujacy automat 3-stanowy

3-symbolowy. abc

C
/:a =
b @
a b,c

Rys. 38. Automat 3-stanowy 3-symbolowy badany w eksperymencie.

W  doswiadczeniu tym uzyty zostal enzym restrykcyjny Bbvl oraz ligaza
przyspieszajaca taczenie tancuchow DNA. Enzym Bbvl rozpoznaje sekwencje GCAGC,
a nastepnie tnie tancuch DNA po 8 oraz 12 nukleotydach.

8

5’ -..GCAGCNNNNNNNNNNNN...-3*
3’ -..CGTCGNNNNNNNNNNNN...-5"

1
Bovi 12

Rys. 39. Dziatanie enzymu Bbvl.

Caly proces przetwarzania zgodny jest ze schematem ideowym automatu Shapiro
(Rys. 23). Sposob konstruowania stowa wejSciowego zblizony jest do metody uzytej
w automacie Shapiro. Stowo wejSciowe w postaci tancuchow DNA zawiera sekwencjg
rozpoznawana przez enzym Bbvl. Dodatkowym nowym elementem jest umieszczenie
biotyny na koncu tancucha DNA reprezentujacego stowo wejsciowe. Biotyna umozliwia
przytwierdzenie stowa wejsciowego do mikromacierzy i wykonanie rownoleglego dziatania
na wielu stowach wejsciowych. Symbole z alfabetu X ={a,b,C} kodowane sa podobnie
jak wmodelu Shapiro, a pary <stan, symbol> reprezentowane sa nastgpujacymi

sekwencjami nukleotydow (Rys. 40).
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<stan,symbol> a b c t
So 57 -CTGG-3" |5’ -GAGT-3" |5/ -TGCG-3" |57 -TGTC-3"
S, 57 -TGGC-3" |5’ -AGTG-3" |5’ ~GCGA-3" |57 -GTCG-3"
S, 5 -GGCT-3" |5’ -GTGA-3" |5’ ~CGAT-3" |5’ -TCGC-3"

Rys. 40. Sekwencje zasad azotowych kodujacych pary <stan, symbol>.

Poszczegdlne symbole kodowane sa szeScioma nukleotydami w nastgpujacy Sposob (Rys. 41).

a b C t
5’ -CTGGCT-3"’ 5’ -GAGTGA-3"’ 5" -FTGCGAT-3"’ 57 - -37
3’ -GACCGA-5"' 3’ -CTCACT-5"' 3’ -ACGCTA-5" 37 - -57

Rys. 41. Kodowanie symboli w automacie 3-stanowym 3-symbolowym.
Przyklad 10

Przyktadowo stowo ach kodowane jest w nastepujacy sposob (Rys. 42).
a C b t

& N
K H 7 Y 7

5/ ~GCAGCTTTAATCTGCCTHEEERTCACTC -3
37 ~CGTCGAAATTAGACCGAACGCTACTCACT -5

Rys. 42. Kodowanie stowo0 ach.

Kolejnym elementem automatu sa ruchy reprezentowane odpowiednio
skonstruowanym zbiorem tancuchéw DNA kodujacych relacje przej$¢. Autorzy opracowali
biblioteke 27 tancuchow DNA reprezentujaca wszystkie mozliwe przejscia dla automatu
3-stanowego 3-symbolowego. Model ten zostal eksperymentalnie przetestowany dla
czterech roznych stow a, ac, acbh oraz bc. Kazde stowo zostato unieruchomione na jednym
z czterech sektorow mikromacierzy (biochip).

Autorzy zwracaja uwageg, ze podana laboratoryjna implementacja umozliwia
teoretycznie rozszerzenie automatu Shapiro do modelu automatu 3-stanowego
37-symbolowego. Zwigkszanie liczby stanéw powoduje jednak znaczny wzrost liczby
potrzebnych przejs¢ (ruchéw) koniecznych do zakodowania za pomoca DNA. Przyktadowo
dla automatu 3-stanowego 3-symbolowego potrzebna jest biblioteka 27 molekut przejsé,
kodujacych wszystkie mozliwe krawedzie dla grafu takiego automatu. Autorzy zwracaja
uwage, ze opracowanie automatu 3-stanowego 0 wigkszej liczbie symboli wymaga

zwigkszania kombinacji zasad azotowych w lepkich koncach.
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W swoim do$wiadczeniu M. Soreni i inni [35]  skonstruowali 3-stanowy
3-symbolowy automat kodujac symbole automatu, r6znymi kombinacjami szesciu zasad
azotowych (6 bp). W rzeczywistosci mozliwe jest zakodowanie wigkszej liczby symboli.
Zatem na mocy wzoru na ilos¢ wariacji 4 elementowych ze zbioru 4 elementowego
otrzymujemy, ze jest ich 4* = 256. Konieczna jest eliminacja palindromowych lepkich
koncéw np. TCGA, ze wzgledu na mozliwos¢ komplementarnego zlepienia si¢ ich ze soba.
Poniewaz kazdy 4 symbolowy palindrom jest jednocze$nie okre§lony przez dwa pierwsze
symbole wigc jest ich 4% = 16. W zwiazku z tym liczba mozliwych lepkich koncéw zostata
zredukowana do 240. Dla kazdego symbolu kodowanego 6 parami zasad w automacie
3 stanowym muszg istnie¢ 3 rézne lepkie konce kodujace wszystkie mozliwe pary - ten
symbol i dowolny stan. To daje liczbe mozliwych symboli 240/3=80. Poniewaz kazdy lepki
koniec (niepalindromowy) ma komplementarny lepki koniec, wigc aby unikna¢ ich zlepienia
(podobnie jak w przypadku palindroméw), wige ilos¢ symboli mozliwych do zakodowania
jest w koncu rowna 80/2=40. Sugerowane jest, zatem maksymalne zakodowanie 39 symboli

oraz 1 symbol terminalny oparte na tej technologii.

W 2004 rok O. Unold, M. Tro¢, T. Dobosz, A. Trusiewicz [40], grupa naukowcoéw
z Wroctawia rozszerzyta i zweryfikowata w laboratorium automat Shapiro o trzech stanach
stosujac inny enzym restrykcyjny BseMII, ktory umozliwia wykonanie cigcia na tancuchu

DNA w nastepujacy sposob (Rys. 43).
10

5’—MCTCAGNNNNNNNNN3N—3’

3’ -..GAGTCNNNNNNNNNN...-5"

BseMl| 8

Rys. 43. Dziatanie enzymu BseMI|I.
Kodowanie za pomoca tancuchow DNA umozliwilo autorom opracowanie modelu

3-stanowego 2-symbolowego. o
a‘l

o

A

l‘*@

Rys. 44. Mozliwe przejscia dla automatu 3-stanowego 2-symbolowego.
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Model zostat zweryfikowany w laboratorium dla nastepujacego automatu M.

Y
=

Rys. 45. Automat M testowany laboratoryjnie.

Pary <stan, symbol> zostaly zakodowane za pomoca tancuchow DNA w nastepujacy

sposob (Rys. 46).

<stan,symbol> a b t
S, 5/-TC-3’ | 5’-AC-3’ 5/ -GC-3'
S, 5'-AT-3’ | 5’'-TA-3’ 5/ -GG-3’
S, 5'-CA-3’ | 5’-CT-3’ 5/ -CG-3’

Rys. 46. Sekwencje zasad azotowych kodujacych pary <stan, symbol>.

Model ten podobnie jak automat Shapiro jest automatem 2-symbolowym. Autorzy
zaproponowali nastepujacy sposob kodowania symboli (Rys. 47).
a b t
5'-CATC-3’  5’-CTAC-3’ 5'- -3’
3/ -GTAG-5’'  3’-GATG-5’'  3’- -57
Rys. 47. Kodowanie symboli.

Zmniejszono liczbe nukleotydow uzytych do kodowania symboli. Mozliwe to byto
przez zastosowanie enzymu BseMII, ktory pozostawia po wykonanej operacji cigcia dwa
nukleotydy w lepkim koncu. Dodatkowo autorzy zakodowali za pomoca tancuchoéw DNA
18 mozliwych przejs¢ dla modelu automatu 3-stanowego 2-symbolowego. Proces
przetwarzania podobnie jak w automacie Shapiro polega na stopniowej analizie stowa
wejSciowego przez wykonywanie naprzemiennych operacji cigcia i taczenia.

W przedstawionych dwoch pracach [35], [40] nie podano mozliwosci dalszego
rozszerzania modelu automatu Shapiro do wigkszej liczby stanéw. Autorzy nie omowili
takze ograniczen, jakie ma koncepcja autonomicznego automatu skonczonego zbudowanego
z DNA i enzymow restrykcyjnych (automat Shapiro).

Inny model, oparty na idei Shapiro zostal zaprezentowany w [9]. Jest to model

automatu ze stosem oraz automatu z dwoma stosami (ten ostatni jak wiadomo jest
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rOwnowazny maszynie Turinga). Nowa mys$la, ktéra umozliwia konstrukcje takich
automatow, bylo uzycie kolistych tancuchow DNA oraz zastosowanie enzymow
restrykcyjnych trawiacych specyficznie tancuchy DNA np.: Psrl - w dwie strony

jednoczesnie (Rys. 48).
7 12

v
5/ -NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGAACNNNNNTACNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN-3’
3/ -NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTTGNNNNNATGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN-5"

12 7
Psrl

Rys. 48. Dziatanie enzymu Psrl.

Kolisty tancuch DNA reprezentuje jednoczesnie stowo wejsciowe i stos (Rys. 49).

stos stowo wejSciowe

Rys. 49. Idea stosu i stowa wejsciowego na kolistym DNA.

Po odpowiednim zakodowaniu symboli tasmy, stosu, stanow oraz ruchow (podobnie
jak w przypadku automatu Shapiro) mozna odda¢ ruchy automatu ze stosem. Wada tego
podejscia byto to, ze w trakcie dziatania dany ruch musi przylaczy¢ si¢ jednoczesnie do
dwoch lepkich koncow rozcigtego kolistego tancucha DNA. Nie ma mechanizmu, ktory
zapobiegalby przyltaczeniu si¢ jednego ruchu do jednego konca i drugiego ruchu do drugiego

lepkiego konca, co powodowatoby zte dziatanie tego automatu.
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Rozdzial 4
Rozszerzenie automatu Shapiro

W  poprzednim rozdziale omoéwiony zostat model automatu 2-stanowego
2-symbolowego (automat Shapiro) [4], [5] oraz znane jego rozszerzenia do trzech stanéw
[35], [40]. Zespot Shapiro podaje, ze automat oparty na enzymie FOKI moze by¢ rozszerzony
maksymalnie do trzech stanéw oraz kilkudziesigciu symboli akceptowanych. Autorzy
jednocze$nie zwracaja uwage, ze odkrycie enzymow restrykcyjnych pozostawiajacych po
cigciu dtuzsze lepkie konce mogloby zwigkszy¢ ztozono§¢ wykonanych obliczen.

W rozdziale tym przedstawiona zostanie nowa idea rozszerzania automatu Shapiro,
ktora polega na zwigkszeniu liczby dziatajacych enzymoéw w jednej mieszaninie (w jednej
probowce) [19].

4.1. Szesciostanowy automat

Rozszerzenie modelu automatu Shapiro do 6-standéw mozliwe jest przez
zastosowanie dwoch enzymow restrykcyjnych BseXI oraz Eco571 dziatajacych w jednej
mieszaninie. Enzymy zostaty tak dobrane, ze dziatajac na stowie wejsciowym (tnac stowo
wejsciowe) pozostawiaja dwa rodzaje lepkich koncow. Umozliwia to zakodowanie wigkszej

ilosci przejs¢ automatu (doktadnie 72 przejscia) i jest wystarczajace dla modelu 6-stanowego

G
XK
SIES)ES

Rys. 50. Wszystkie mozliwe przej$cia dla 6-stanowego automatu.

2-symbolowego (Rys. 50).
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Wszystkie krawedzie tego grafu posiadaja etykiete: a, b. Ze wzgledu na ztozono$é

grafu etyKiety te nie zostaly umieszczone na rysunku 50.

4.1.1. Kodowanie informacji
Podobnie jak w automacie Shapiro stowo wejsciowe zaczyna si¢ lepkim koncem.
Wszystkie mozliwe pary <stan, symbol> oraz ich kody w postaci tancuchow DNA zostaty

przedstawione w ponizszej tabeli (Rys. 51).

<stan,symbol> a b t
S 5/ -GTCG-3’| 5’ -TGAT-3' | 5’ -TTGG-3’
S 5/ -AGTC-3’| 5’ -CTGA-3' | 5’ -ATTG-3’
S 5’ -TAGT-3'| 5’ -GCTG-3' | 5/ -AATT-3’
Sy 3'-GC-5’ | 3’-TA-5’ 37-cc-5'
Sin 3" -AG-5' 37-CT-5' 37 -AC-5'
iy 3’ -CA-5' 3’ -AC-5' 3’ -AA-5'

Rys. 51. Kodowanie par <stan, symbol>.

Wyr6zniamy dwa rodzaje lepkich koncoéw. Pierwszy rodzaj (na tancuchu 5'—3')
sktada si¢ z czterech nukleotydow i1 koduje stany S,, S,, S, oraz odpowiadajace im
symbole. Drugi rodzaj lepkich koncéw (na tancuchu 3'—5') sktada si¢ z dwoch nukleotydow
i koduje stanyS,, S,, S, wraz z odpowiadajacymi im symbolami.

Symbole a, b z alfabetu ¥ w slowie wejSciowym kodowane sa sze$cioma
nukleotydami. Podobnie jak w automacie Shapiro wprowadzono trzeci symbol t
oznaczajacy sekwencje terminalna. Poszczegdlne symbole kodowane sa w nastepujacy
sposob (Rys. 52).

a b t
5’ -GCTGAT-3' 57~ -3’
3’ -CGACTA-5' 37~ -57

Rys. 52. Kodowanie symboli w modelu 6-stanowym.

5’ -TAGTCG-3’
37 -ATCAGC-5’

Przyklad 11

Stowo Xx=Dbabw zaleznosci od stanu poczatkowego kodujemy w nastgpujacy

sposob. W przypadku, gdy stanem poczatkowym jest S, lub S, lub S,, to lepki koniec
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znajduje si¢ na tancuchu 5'—3' i skiada si¢ z czterech nukleotydéw. Przyktadowo dla pary
<Sp, b> (Rys. 53).

S

<Sp, b> a b t
ZHZ

&
PN PN 7

57 ~TGATTAGTCGGCTGAT] -3
3/~ ATCAGCCGACT 57

Rys. 53. Kodowanie stowa x =bab gdy stanem poczatkowym jest So.

Dla stanow S;, S,, S. lepki koniec znajduje si¢ na tancuchu 3'—5' i skfada sig¢

z dwoch nukleotydow. Na przyktad dla stanu S, (Rys. 54).

<S;, b> a b t

© £ S & S & g

57— éTAGTCGéGCTGA_—B’
3’- TAATCAGCCGACT -57
Rys. 54. Kodowanie stowa X =bab gdy stanem poczatkowym jest Ss.

Kolejnym elementem budowy przedstawionego 6-stanowego automatu sa ruchy
(doktadnie 72) zakodowane tancuchami DNA (Rys. 57). Zostaly one tak zakodowane
tancuchami DNA, aby nie wchodzily ze soba w konflikty.

Symbol ,,N” oznacza jeden z 4 symboli: A, T, G, C. Przy wykonywaniu eksperymentu
praktycznego wazne jest, aby symbole ,,N” nie tworzyly sekwencji rozpoznawanej przez
enzym, gdyz doprowadza¢ moze to dodatkowego cigcia tahcuchow DNA. Ze wzgledu na
wigksza trwato$¢ wiazah wodorowych (trzy wigzania wodorowe) migdzy guaning a cytozyna
powinno si¢ stosowa¢ kombinacj¢ tych dwoch symboli w sekwencji kodowanej symbolami
»N”.

W modelu tym uzyto dwa enzymy restrykcyjne BseXI oraz Eco571. Zastosowane
enzymy zostaly tak dobrane, aby po wykonaniu cigcia tancucha DNA pozostawiaty dwa
rodzaje lepkich koncoéw. Pierwszy enzym (o nazwie BseXIl) rozpoznaje sekwencje GCAGC
(Rys. 55) i tnie tancuch DNA po 8 nukleotydach w kierunku 5'—3' oraz po 12 nukleotydach

w kierunku 3'—5".

8

57 -..GCAGCNNNNNNNNNNNN...-3*
37 —...CGTCGNNNNNNNNNNNI\L..— 57

C §
BseXI 12

Rys. 55. Cigcie enzymem BseXI| .
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Drugi enzym (0 nazwie Eco571) uzyty w modelu rozpoznaje sekwencjc CTGAAG
i tnie fancuch DNA po 16 nukleotydach w kierunku 5'—3' oraz po 14 nukleotydach

w kierunku 3'—5".

— 16

v
57 - . CTGAAGNNNNNNNNNNNNNNNN...—-3"
37 —..GACTTCNNNNNNNNNNNNNNNN...-5"

/1
Eco571

14

Rys. 56. Cigcie enzymem Eco571 .

PRZEJSCIE KODOWANIE DNA PRZEJSCIE KODOWANIE DNA
T So S, |3, JCarcomicacc_sr T19:S;, —S |2, LCarcoman o
T2 S, S, |} TCncammeacc-ss T20:S,—>S; |1, rrcmanmtcac_s-
T3: S0 L)Sz i: :gg?gggﬂﬂECAgc:g: T21: Sl %84 2: :gig??SEEEEEETCAG:?
T4 Sy —S, [, Corcammcrasr T22:5, —S; |2, 0y hrcannmmrcac_s-
i e A oo e
T6: S, S, [ e e, [T248, =8, [T
7 5, s, [ o[58 =S, [
o 5, s, [ i e, [r26:8, =8, [TTEEIIC
To: S, s, [ o [T27:8, =8, [1 AT
T10:S, =S, |3, acmnammanny 20 7288 =S, 3, Concamny s
T11:S; S, |3, Cacorcmannnnny 0 [129:85 =S, |2 S hannn o+
T12:S; — S, | T cmnanmnny s+ T30S =S, 3, orcaman o+
T13:S, —S; |} “Cacmmcmmnamcace—ss  [T3LSs =S, 3 Concaan o
T14:S, — S, | T ncmmnanmcace_s.  [T92:S; —2S; [3, Corcannanca -
T15:S, —Ss |7, " cmmcmmmmnnncace—sr [T988: S =S, |3, Concenarca_o-
T16:S, S, | T crmommmamacta_ss 13458 =S (3, Corcanrca s
T17:S, =255, |3, Cacrncmnannmacta_as [135:S; ——S; |2, Concamcoac-ss
T18:S, —>S; |, s corcannanmimacra_ss [136:S; =S, |2, JCcncancaac-ss
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T8, =S, I e o 755:S; —S; |1, Cacrmoummmmn s
T38:S,—* S, |1, "y Conamnnnnnn —o0 196 S =S¢ |3 Jart -5+
T39:S, —S, 7, "Corcan o T57:S,— S, |1, Cacorommny -5/
T40:S, — S, |5 T e T58: S, —5Ss |3/ “cacrrommmmy o
T41:S, — S, 12, "Concammy o 759:5,—S, |5, Cacrrammmmn -5
Ta2:5, >3, |2, ZSCACOMIGA- S T60:S,—2S, |3 -
T43:S; —— S, 2:32?%33%:2 T61:5, S5 ;i;igﬁgggggmczx:g:
T44:S, —2>S, gjigﬁggﬂﬂmmj T62:5, Sy gZ:CC;ig{E{EgEEEEEATCA:;:
T45:5, —3, § :EE?EEETCAG:? T63:S, —— S, 2 :gigﬁgﬂﬂﬂﬂﬂgmwigi
T46:S, ——S, SZES?ESEEETCAG:S T64:5, S g:iigﬁgggggcemj:
Ta7:s, s, [ RS e 765:S, —S, |3+ “cacrrommmcaac o
T48:5, —S, 2::32?323%@:?: T66:5, Ss g:gigﬁgggggggcem:g
T49:5, 55, |3, TCencammeac s T67:5, 58, |3 Corcamum o
T50:S, —£ S, |7, (CICAAGNNNNNNANIC 2 (7eg: 5, —255, |1, conconMiNIC-3)
TSL:S, — 8,3 Tacmrommnn o0 [T8%8s =8, 5 gy o
T52:S, —* S| “cacmommnnn. 5 [T70:8 =8, | ZChcqmmany o
T53:8, —0>8, [ S e e o [T718—S, [ S o
T54:S, —8, 5 Gacrrommnany o [17285 =8 |3 TCcrccmon s+

Rys. 57. Kodowanie przej$¢ automatu 6-stanowego.

Wyrézniamy dwa rodzaje lepkich koncéw pozostatych po cigciu tancuchow DNA

enzymami BseXI oraz Eco57I. Pierwszy lepki koniec (dziatanie enzymem BseXIl) zawiera

cztery symbole i znajduje si¢ na tancuchu DNA w kierunku 5'—3".

lepki
koniec
—>

5/ -NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN...-3/

3/_

NNNNNNNNNNNNNNNNN...-5"

Rys. 58. Lepki koniec dla enzymu BseXI .
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Drugi lepki koniec, powstaje w wyniku dziatania enzymu Eco571, zawiera 2 symbole

I znajduje si¢ na nici 3'—>5".

57— NNNNNNNNNNNNNNNNN..-3’
37 ~NNNNNNNNNNNNNNNNNNN...-5
lepki
koniec

Rys. 59. Lepki koniec dla enzymu Eco571.

Uzycie dwoch enzymow pozostawiajacych dwa rodzaje lepkich koncow zwigkszyto
liczb¢ mozliwych kombinacji do zakodowania symboli w lepkim koncu. Umozliwito to

zakodowanie 6 stanow i 2 symboli.
4.1.2. Przetwarzanie informacji

Proces przetwarzania informacji w 6-stanowym automacie jest zblizony do dziatania
automatu Shapiro. Pierwszym etapem jest wybor automatu, ktory uzyskuje si¢ przez wybor
odpowiednich przejs¢ wybranych z 72 mozliwych dla 6-stanowego 2-symbolowego
automatu oraz umieszczenie odpowiadajacych im kodoéw w postaci lancuchow DNA
w probowce. Kolejnym etapem jest umieszczenie w probowce stowa wejSciowego

xe{a,b} oraz enzymoéw (BseXl, Eco57l). Stopniowa analiza stowa wejsciowego

X przebiega przez naprzemienne cigcie i taczenie tancuchow DNA realizowane enzymami
restrykcyjnymi (cigcie) oraz enzymem o nazwie ligaza (taczenie). Proces cigcia i taczenia
przebiega automatycznie i autonomicznie, az do catkowitego Strawienia tancuchow DNA
| pojawienia si¢ w roztworze okreslonej sekwencji nukleotydow (sekwencji terminalnej t) -
oznacza to zakonczenie dziatania automatu.
Przyklad 12

Rozwazmy 6-stanowy automat M przedstawiony na ponizszym rysunku oraz stowo

x = abbabbe (akceptowane przez ten automat).

Rys. 60. Przyktadowy sze$ciostanowy automat.
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Stowo x = abbabbe zostato zakodowane w nastgpujacy sposob

<Spa> b b a b b a t
Sé > < Ii :/ > H >
5" - GCTGATGCTGATTAGTCGGCTGATGCTGATTAGTC -3’
37 - GCCGACTACGACTAATCAGCCGACTACGACTAATCAGC -5’

Rys. 61. Kodowanie stowa wejsciowego X = abbabbe.

Dodatkowo zaktadamy, ze stan poczatkowy znajduje si¢ w S;, a wige
wykorzystujemy lepki koniec zbudowany z dwodch nukleotydow w  kierunku 3'—5'.
Nastepnie w probdéwce umieszczamy tancuchy DNA kodujace ruchy (krawedzie) automatu
M. Sa to odpowiednio T30, T34, T49, T56, T58, T66, T67. Po wprowadzeniu do probdwki
wszystkich elementdw automat rozpocznie dziatanie. Lepkie konce stowa oraz przejscia T67
sa komplementarne, wigc potacza si¢ ze soba. Sekwencja GCAGC jest rozpoznawana przez
enzym BseXI, ktory wykona automatyczne cigcie stowa wejSciowego 1 tym samym

strawienie pierwszego symbolu a.

b b,a b b a_

. S . & .
i< H i ;\ i< —>

57 ~GCAGCNNNNNNCG-3' 57~  GOTGATGCTGATIAGTCEGCTGATCCTGATIAGICY -3
3’ ~CGTCGNNNNNN -5 37~  GCCGACTACGACTAATCAGCCGACTACGACTAATCAG -5’
T67 l
8 b a_ b b a t
5/~ GCAGCNNNNNNCGGCTGATGCTGATTAGTCEGCTGATGCTGATTAGTCE -3
3~ CGTCGNNNNNNGCCGACTACGACTAATCAGCCGACTACGACTAATCAGC -5’
— +
BseXI 12

Rys. 62. Pierwsze ciecie enzymem BseXI.

W wyniku dziatania enzymu powstaje (na stowie x) lepki koniec GCTG w kierunku
3'—5' komplementarny do lepkiego konca ruchu T66. Kolejne trzy cigcia wykonywane sa

enzymem Eco571 i tym samym trawione zostaja kolejne trzy symbole stowa X.
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b < a > b b a t

N &
i 7 z\

S

5/ —-CTGAAGNNNNNN -3 57- GCTGATGCTGATTAGTCGGCTGA CTGATTAGTC :—3’
37 GACTTCNNNNNNCGAC-5’ % 3/- TACGACTAATCAGCCGACTACGACTAATCAG -57
T66 ! ] tl
a a
16 * MM\ /5< \3<
57 —CTGAAGNNNNNNGCTGATGCTGATTAGTCGGCTGATGCTGATTAGTC =37
3’ ~GACTTCNNNNNNCGACTACGACTAATCAGCCGACTACGACTAATCAG -5/
3 4
Eco57I 14 l
t
5’ —-CTGAAGNNNNNNNNTG-3" > 57 - -3/
3’ -GACTTCNNNNNNNN =57 37 - ; ; -57
T58 l
16 b b a t
I >
57 - CTGAAGNNNNNNNNTGATTAGTCGGCTGA CTGATTAGTCG -3/
37 - GACTTCNNNNNNNNACTAATCAGCCGACTACGACTAATCAGC —-57
— 4
Eco57I 14 l
b b a t
5’ -CTGAAGNNNNNNNGT-3’ , 5'- [CEGCTGATGCTGATTAGICG -37
37 -GACTTCNNNNNNN -57 37 - CAGCCGACTACGACTAATCAGC -5
T56 l
16 b a t
I e
5/~ CTGAAGNNNNNNNGTEGGCTGATGCTGATTAGTCY -3’
3/~ GACTTCNNNNNNNCAGCCGACTACGACTAATCAGC -5/
— 4
Eco57I 14

Rys. 63. Trzykrotne cigcie enzymem EC0571.
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Kolejne trzy cigcia wykonywane sa enzymem BseXI.

b a t
57 ~GCAGCNNNNGA-3’ 5/~  TGCTGATTAGTCH -37
3’ -CGTCGNNNN -5 > 37~ CTACGACTAATCAG -5’
T30
8
1 .
5’ - GCAGCNNNNGATGCTGATTAGTC
3’ - CGTCGNNNNCTACGACT
— ! !
BseXI
5’ ~GCAGCNNN -3’
3’ -CGTCGNNNGACT-5’
T49

5’ - GCAGCNNNCTGATTAGTC -3’
37 - CGTCGNNNGACT%@TC%EC -5’

I
12
BseXI
t
5/-GCAGC -3’ —» - TAGT?:G-—3'
3’ -CGTCGATCA-5' 3" - GC -5

T35

5’ - GCAGCTAGTCG -3
3"~ CGTCGATCAGC -5’
12
BseXI l
5!_ _3!
3/_ _5/

Rys. 64. Trzykrotne ciecie enzymem BseXI.

Ostatecznym efektem dziatania enzymow (doktadnie siedem cig¢ enzymami BseXI
oraz Eco571) jest otrzymanie tancucha terminalnego TTGG w kierunku 3'—5', ktory koduje

parg <Sp, t>. Poniewaz Sy jest stanem koncowym wigc stowo jest akceptowane.
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4.2. Analiza mozliwoSci rozszerzania automatu Shapiro

W poprzednim paragrafie omowilismy rozszerzenie automatu Shapiro do 6 stanow.
W pracach [35], [40] podane zostaty inne rozszerzenia automatu Shapiro. W tym paragrafie
przedstawimy teoretyczne rozwazania dotyczace mozliwosci rozszerzen automatu Shapiro
do dowolnej ilosci stanow 1 dowolnej ilosci symboli. Podamy arytmetyczne warunki, kiedy
jest to mozliwe. Poniewaz rozwazania te sa teoretyczne, wigc przyjmujemy rowniez
dowolna ilo$¢ symboli, za pomoca ktorych kodujemy symbole alfabetu X~ (zamiast
przyjetych w komputerach biomolekularnych 4 symboli A, T, G, C).

Zaldézmy, ze chcemy skonstruowa¢ metoda Shapiro niedeterministyczny automat
skonczony M o p stanach i r symbolach. Zatem Q={s,,...,s }, £={a,....a,}. W mysl
metody Shapiro symbole z £ i pary z Qx X kodujemy za pomoca odpowiedniego uktadu
zasad (czyli symboli A, T, G, C). W naszych teoretycznych rozwazaniach przyjmujemy, ze
dany jest dodatkowy alfabet A={A,..,A} zlozony z q symboli, za pomoca ktorych
kodujemy symbole z X i pary Qx X (czyli A zamienia alfabet {A, T, G, C}).

Zatézmy, ze symbole z X kodujemy za pomoca tancuchow (stow) o dlugosci n

utworzonych z symboli A.

<L> n
: : —>
57 -NNNNNNNNN-3’ 57 “NNNNNNNNN-3’

3/ -NNNNNNNNN-5/ ' """ 7 3/ _NNNNNNNNN-5’

a a
gdzie litera ,,N” oznacza symbol z A.

Oczywiscie uwzgledniamy tutaj pewna komplementarno$¢ (czyli pewna relacje
symetryczng W zbiorze A). Dla uproszczenia zakladamy, ze jedna ni¢ jednoznacznie
wyznacza druga komplementarna.

Ustalmy, ze lepki koniec (powstaty w wyniku cigcia enzymem restrykcyjnym) jest k

wyrazowy. Zatem kod dowolnej pary <stan, symbol> ma postac.

57 -NNNNNNNNN-3’
37 = NNNNN-5'

Oczywiscie
1<k<n.
Problemem jest ustalenie zalezno$ci migdzy liczbami p, , g, n, k, by byta mozliwa

konstrukcja dowolnego NAS o p stanach, r symbolach i g symbolach kodujacych.
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Poniewaz dla ustalonego symbolu a; € ¥ mamy p par <s;, a>,...,<Sp, 8>, wigc kod

symbolu a; musi mie¢ p réznych lepkich koncow.

n n-1 n-p+1
> — -~
5/ ~NNNNNNNNN 5’ -NNNNNNNN-3’ 57 —NNNN-3’
3’- NNNNN  , 37— NNNN-5’ y essy 3/— -5
t‘ ' H ¢ ) H :
k k “

Zatem otrzymujemy pierwsza zalezno$¢
kK=n-p+1,
lub réwnowaznie
p=n-k+1.

Oczywiscie wystarczy zalezno$¢ p<n-k+1, ale ze wzglgdu na minimalnos¢
konstrukcji przyjmujemy p=n-k+1. Poniewaz kazda para <s;, &>, i=1,....p , J=1,...,r
musi mie¢ swoj unikalny kod (czyli lepki koniec), wigec kody symboli a,...,ar musza by¢ tak
wybrane, by wszystkie lepkie konce (k wyrazowe) byty rozne.

Zatem aby mozliwa byla konstrukcja dowolnego NAS o p stanach, r symbolach
w alfabecie i q symbolach kodujacych, musza istnie¢ liczby n,k € N takie, ze:

1. 1<k<n,

2. p=n—-k+1,

3. istnieje uktad r ciagdw n wyrazowych utworzonych z g symboli kodujacych o tej
wlasciwosci, ze wszystkie lepkie konce k wyrazowe tych ciagéw sa rdzne.

Dla danych r,n,g,keN, oznaczmy przez I(r,n,q,k) ilos¢ ukladow r ciagow
0 wilasnosciach 1, 2, 3. Zatem NAS automat M o p stanach i r symbolach mozna
skonstruowa¢ metoda Shapiro, kodujac symbole ciagami n wyrazowymi (utworzonymi z g
symboli) i uzywajac enzymu restrykcyjnego pozostawiajacego k wyrazowy lepki koniec,
gdy:

1. p=n-k+1 (wystarczy p<n-k+1),
2. I(r,n,g,k) >0.
Zatem nalezy rozwazy¢ kombinatoryczny problem:
Problem. Dla jakich liczb r,n,q,k e N, 1<k <n
I(r,n,q,k) > 0.

Jezeli dla danych r,n,q,k mamy I(r,n,q,k ) > 0 to wtedy ilos¢ stanow
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p=n-k+1.

Doktadne wyznaczenie I(r,n,q,k) jest problemem trudnym. Podamy tylko
oszacowanie I(r,n,q,k) od dotu przez wyrazenie arytmetyczne 17(r,n,q,k) zalezne w prosty
sposob od r,n,q,k. Dla r,n,q,k dla ktérych I*(r, n,d,k) >0 oczywiscie bedziemy mieli

I(r,n,g,k) >1"(r,n,q,k) > 0.

Zatem zamiast problemu wyznaczenia I(r,n,q,k) rozwazymy troche inny problem.
Obliczymy (doktadniej tylko oszacujemy) ilos¢ ciagow rn wyrazowych utworzonych z g
symboli dla ktorych wszystkie k wyrazowe kolejne podciagi (mozliwe lepkie konce) sa
rozne.

m

P »
N ».

.NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

.k.

Dla danych r,n,q,k oznaczmy ilos¢ takich ciagow przez I'(r,n,g,k). Oczywiscie
I(r,n,q,k) >1"(r,n,q,k),

gdyz kazdy ciag rn wyrazowy utworzony z ¢ symboli dla ktorych wszystkie kolejne k
podciagi sa rozne po podzieleniu na r réznych czgsci daje nam uklad r ciagow
n wyrazowych spehiajacych warunek 3. Zatem wystarczy wyznaczy¢ wzér na 1" (r,n,q,k).
Zanalizujmy ten problem.

Wszystkich ciagow rn wyrazowych o wyrazach ze zbioru g elementowego jest

q.
Z tego zbioru musimy usunaé ciagi, W ktorych przynajmniej 2 podciagi kolejnych

k wyrazow sa identyczne

rn
X X
X X

Obliczymy liczbe tych ostatnich:
1. jezeli 2 podciagi w ustalonych miejscach kolejnych k wyrazéw sa identyczne
I roztaczne (tak jak na rysunku), to ich liczbg daje znany wzoér z kombinatoryki:

k rn-2k _ -k

aq =4
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(tworzymy dowolny k wyrazowy ciag ze zbioru g elementowego — to daje liczbe g ,
a nastepnie pozostale wyrazy ciagu wybieramy dowolnie - to daje liczbe ™),
2. jezeli 2 podciagi w ustalonych miejscach kolejnych k wyrazoéw sa identyczne

i ,,zachodza na siebie”

_k
| x [T X
«—>
k
to ich ilo$¢ jest tez rowna
qk qrn-2k — qrn-k.

Istotnie, jezeli te podciagi maja ,,wspdlna czgs¢” t elementowa

. X

4
—_
vy

to dowolnych elementdow w X jest tylko k-t (pozostale t wyrazow jest jednoczes$nie

wyznaczone przez identyczno$¢ tych podciagow). Zatem liczba takich stow X jest rowna
gt
Dowolnych elementow poza tymi dwoma podciagami jest rn-k-(k-t) =rn-2k+t, a wigc

ich liczba jest rowna
rn-2k+t

q

Lacznie ciagdow rn wyrazowych o powyzszej wtasnosci jest
k-t rn-2k+t _ rn-k
aq =q .
Poniewaz mozliwych rozmieszczen 2 podciagéow k wyrazowych w ciagu rn wyrazowym

jest rowna

(m-k+2)(m-k)

(m-=-Kk)+(m-k-1)+...+1= 5

wigc liczba mozliwych rn ciagow, w ktorych dwa k wyrazowe podciagi powtarzaja si¢ jest

< (m-k+)(m-k) g
< 5 :
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Otrzymujemy tylko nierownos$¢, gdyz niektore z tych ciagow sa liczone wielokrotnie

np.

Zatem liczba ciagdéw rn elementowych, w ktorych zadne 2 podciagi k wyrazowe nie

powtarzaja sie (czyli I (r,n,q,k)) spetnia nieréwno$é

mk (M=k+21)(rn —k)
2 1

I*(r!n1q1k)2qm -q

|*(r,n,q,k)2qu(qk B (I’n—k)(rn_k+1)j |

2
stad

I(r,n,q,k) > qm—k(qk _(m- k)(;n —k _,_1)) |

Stad otrzymujemy czgsciowa odpowiedz na problem. Jezeli

qk S (m-=k)(m -k +1)
2 )

to
I(r,n,q,k) > 0.

Odnoszac to do problemu istnienia automatu Shapiro otrzymujemy.

Twierdzenie 1. Mozliwa jest konstrukcja automatu Shapiro o p stanach i r symbolach,
w ktorych kodujemy symbole ciagami n elementowymi o wyrazach ze zbioru q
elementowego oraz uzywamy jednego enzymu restrykcyjnego pozostawiajacego po cigciu K
wyrazowy lepki koniec (1<k <n), gdy

1. p=n-k+1 (wystarczy p<n-k+1) ,

g > (m-Kk)(m-k+1)
5 :

W szczegdlnym przypadku, gdy g=4 (jest tak, gdy uzywamy symboli A, C, T, G do
kodowania) to otrzymujemy

Whiosek. Mozliwa jest konstrukcja automatu Shapiro o p stanach i r symbolach
w ktérym kodujemy symbole tancuchami DNA o dlugosci n i uzywamy jednego enzymu

restrykcyjnego pozostawiajacego po cigciu k wyrazowy lepki koniec (1<k <n), gdy
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1. p=n-k+1 (wystarczy p<n-k+1),

4 (r —k)(;n -k +1) .

2.

Przyklad 13.
Wezmy:
1. liczbe stanow p=4,
2. liczbe symboli r=2,
3. dhugos¢ kodow symboli n=6,
4. dhugos¢ lepkich koncow k=3.

Witedy
p=n-k+1,
i
4% > 910
2

Zatem przy tych ustaleniach jest mozliwy automat Shapiro.

Przyklad 14.
Wezmy p=5, r=2, n=6, k=2. Wtedy

p=n-k+1,
ale nie zachodzi nierownos$¢

g 1011
2

W tym przypadku nasze twierdzenie nie daje odpowiedzi.

Przypadek uzycia wigkszej liczby enzymow.
Rozwazmy teraz przypadek, gdy zastosujemy wigksza ilo$¢ enzymoéw. Dla
ulatwienia rozwazan rozpatrzmy najpierw przypadek 2 enzymoéw pozostawiajacych lepkie

konce réznej dtugosci. Oznaczmy te dtugosci przez K; i kp. Zatem po cigciu otrzymujemy

5’ -NNNNNNNNN-3’ 5’ -NNNNNNN-3’
37—, NNNNN-5" 37 - NNNNN—5’
k1 k2
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Poniewaz kj#k,, wigc ich lepkie konce nie spowoduja konfliktu. Z rozwazan
dotyczacych przypadku jednego enzymu wynika, ze ilo$¢ standw automatu przy cigciu
pierwszego enzymu moze by¢ rowna

p, =n—k, +1.

Podobnie dla drugiego enzymu

p, =n-k, +1.

Zatem laczna (maksymalna) ilo$¢ standw, przy uzyciu 2 enzymow, jest rOwna

p=2n—-(k, +k,)+2.

Twierdzenie 2. Mozliwa jest konstrukcja automatu Shapiro o p stanach i r
symbolach, w ktérym kodujemy symbole ciagami n elementowymi o wyrazach ze zbioru
g elementowego oraz uzywamy 2 enzymdw restrykcyjnych pozostawiajacych po cigciu
lepkie konce ki i odpowiednie k,, gdy:

1. p=2n-(k, +k,)+2 (wystarczy p<n-k+1),
2. I(r,n,q,k,)>0,
3. I(r,n,q,k,)>0.

Gdy zastosujemy twierdzenie 1 to otrzymamy bardziej efektywne Kkryteria istnienia
takich automatow.

Twierdzenie 3. Mozliwa jest konstrukcja automatu Shapiro o p stanach i r
symbolach, w ktorym kodujemy symbole ciagami n elementowymi o wyrazach ze zbioru
g elementowego oraz uzywamy 2 enzymdéw restrykcyjnych pozostawiajacych po cigciu
lepkie konce k; i odpowiednie k,, gdy:

1. p=2n—-(k,+k,)+2 (wystarczy p<2n—(k, +k,)+2),

qk1 S (m-k)(m-k, +1) ’
2

. (m—k,)(m-k, +1)
2

q
Przyklad 15.
Gdy n=6 i k=4 to ilo$¢ stanow p =n—k +1=3 (lub mniej).
Gdy n=6 i ky=3, k,=4, to ilo$¢ stanow p =2n—(k, +k,)+2=12-7+2=7.
Gdy n=4 i k;=2, k=3, to ilos¢ stanow p=8-5+2=5.
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W przypadku, gdy uzyjemy wigksza liczb¢ enzymow to rozumujac analogicznie jak
W przypadku uzycia 2 enzymow otrzymamy nastepujace twierdzenia.

Twierdzenie 4. Mozliwa jest konstrukcja automatu Shapiro o p stanach i r
symbolach, w ktérym kodujemy symbole ciagami n elementowymi o wyrazach ze zbioru
g elementowego oraz uzywamy j enzymoOw restrykcyjnych pozostawiajacych po cigciu
lepkie konice Ky, ...,&j, gdy:

1. p=jn—(k +..+k;)+],

2. I(r,n,q,k,) >0,

j*1. I(r,n,q,k;)>0.
oraz bardziej efektywne kryterium.

Twierdzenie 5. Mozliwa jest konstrukcja automatu Shapiro o p stanach i r
symbolach, w ktorym kodujemy symbole ciagami n elementowymi o0 wyrazach ze zbioru
g elementowego oraz uzywamy | enzymoOw restrykcyjnych pozostawiajacych po cigciu
lepkie konce Ky, ...,&j, gdy:

1 p=jn—(k +..+k;)+],

qk1 S (m—-k)(m-k, +1)

(rn—k;)(rn—k; +1)
> .

jt1. qki 5
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Rozdzial 5

Praktyczna implementacja laboratoryjna

W konstrukcji teoretycznej rozszerzenia automatu Shapiro do wickszej liczby
stanow, podanej w poprzednim rozdziale, zastosowano dwa enzymy restrykcyjne: BseXl,
Eco571. Zostaly one uzyte ze wzgledu na odpowiedni sposéb dziatania. Enzymy te
pozostawiaja lepkie konce roznej dlugosci oraz miejsca cigcia sa w duzej odlegtosci od
sekwencji rozpoznawanej. Z praktycznego (laboratoryjnego) punktu widzenia okazalo si¢
jednak, ze lepszym rozwiazaniem jest uzycie innych enzymow restrykcyjnych, ktore dziataja
w doktadnie taki sam sposob (te same miejsca rozpoznawane oraz w wyniku ich dzialania
powstaja takie same lepkie konce). Przyczyna tej zmiany jest fakt, ze nowe enzymy: Acul
oraz Bbvl maja takie same warunki srodowiska reakcyjnego (temperatura, bufor reakcyjny)
w przeciwienstwie do teoretycznie zaplanowanych: BseXI, Eco571 z ktérych kazdy dziata
w innych warunkach $rodowiska reakcyjnego.

W rozdziale tym przedstawione zostana wyniki eksperymentu majacego na celu
laboratoryjne sprawdzenie dziatania modelu 6-stanowego opracowanego w rozdziale 4.
Doswiadczenie zostalo wykonane w Katedrze Genetyki Molekularne; Uniwersytetu

Lodzkiego.

1. Automat badany w doswiadczeniu
W doswiadczeniu testowany byt nastgpujacy automat dziatajacy, z zastosowaniem

dwoch enzymow restrykcyjnych (Acul, Bbvl), autonomicznie w jednej mieszaninie (Rys.65).

s
—>(J ©)

Rys. 65. Automat M testowany w doswiadczeniu.
Wybrane zostaty przejscia: T66 oraz T67 (w postaci tancuchoéw DNA) ze zbioru 72
przejs¢ (Rys. 57) kodowanych tancuchami DNA i reprezentujacych wszystkie mozliwe
przejscia dla automatu 6-stanowego 2-symbolowego. Automat M zostat tak dobrany, aby do

pozytywnego zakonczenia dziatania automatu na stowie x=ab konieczne bylo trawienie
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tancucha DNA (reprezentujacego stowo wejsciowe) dwoma enzymami restrykcyjnymi: Acul
oraz Bbvl. Stowo x=ab jest akceptowane przez wybrany automat M.

Ze wzgledu na specyfike metod genetyki molekularnej do kazdego fragmentu DNA
kodujacego informacje (stowo wejsciowe, przejscie T66, przejscie T67, sekwencja
terminalna) dotaczone zostaly dodatkowe tancuchy DNA o okreslonych dlugosciach. Do
stowa X dotaczono tancuch dtugos¢ 247 pz, do przejscia T66 dtugosci 77 pz, do przejscia
T67 dhugosci 75 pz i do tancucha terminalnego dtugosci 332 pz. Na ponizszym rysunku

przedstawiono tancuch DNA kodujacy stowo wejSciowe x=ab (Rys. 66).

Dotaczony
tancuch
GCTGAT,
cccorc M| 27
Kodowana
informacja

Rys. 66. Przyktad DNA z dodatkowym tancuchem dtugosci 247 pz.

2. Schemat ideowy doswiadczenia

Doswiadczenie sktadato si¢ z dwoch etapow. Pierwszy etap eksperymentu polegal na
konstrukcji dwuniciowych fragmentow DNA odpowiadajacych stowu wejsciowemu,
wybranym przejsciom, oraz sekwencji terminalnej. Z przygotowanych wczes$niej wektorow
plazmidowych wycigto za pomoca enzymow restrykcyjnych fragmenty DNA zawierajace
odpowiednie sekwencje wykorzystywane do konstrukcji automatu. Dopiero po
przygotowaniu wszystkich elementéw automatu w postaci tancuchow DNA mozliwe byto
wykonanie wlasciwego eksperymentu polegajacego na weryfikacji dziatania automatu.

W drugim etapie sprawdzono eksperymentalnie dziatanie automatu opracowanego
teoretycznie wrozdziale 4. Glownym zagadnieniem bylo sprawdzenie laboratoryjne
mozliwo$ci naprzemiennego cigcia dwoma enzymami restrykcyjnymi stlowa wejSciowego
x=ab wykonane autonomicznie w jednej mieszaninie. Dziatanie automatu badano

umieszczajac w probowce:
1. stowo ab w postaci tancuchow DNA,
2. przejs$cie T66 w postaci tancuchow DNA,

3. przejscie T67 w postaci tancuchow DNA,
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4. sekwencj¢ terminalng Term 5 w postaci tancuchow DNA,
5. enzymy restrykcyjne Acul i Bbvl,

6. enzym ligaze.

Do tancuchow DNA z punktéw 1, 2, 3, 4 dotaczono dodatkowo fragmenty DNA
(z odpowiednigj strony) o okreslonych dtugosciach 247 pz, 77 pz, 75 pz, 332 pz.

GCTGAT
x=ab GCCGACTA- 247 pz

T66 77 pz ggg??ggggiggCGAC
T
Term 5 332 pz gg;\?‘igﬂ

Enzymy [ Acul | [ Bbvl | [Ligaza ]

Rys. 67. Elementy automatu testowanego w eksperymencie.
Wrhasciwa dhugos¢ tzn. uwzgledniajaca fragmenty kodujace informacje wynosi dla:
- stowa wejsSciowego - 261 pz,
- przejsécia T66 - 93 pz,
- przejscia T67 - 88 pz,
- sekwencji terminalnej Term 5 - 340 pz.
Przyklad 16.

Przyktadowo dla stowa wejsciowego x=ab sekwencja kodujaca informacje jest

dlugosci 14 pz, co daje w polaczeniu z fragmentem nie kodujacym informacj¢ (dtugosci 247
pz) taczna dlugosc 261 pz.

261 pz

<
[ ]
1
1

GCTGAT
colencr | 247

14 pz

-y

<
<

Rys. 68. Dhugos¢ tancucha DNA kodujacego stowo x=ab.
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Autonomiczne cigcie (dwie endonukleazy Acul i Bbvl) i taczenie (ligaza)
fragmentow DNA kodujacych badany automat powinno doprowadzi¢ do powstania lepkiego
konca komplementarnego jedynie do fragmentu DNA reprezentujacego sekwencje
terminalna odpowiadajaca stanowi koncowemu Ss. W roztworze pojawi si¢ tancuch DNA
0 dtugosci 589 pz (Rys. 69), ktory moze powstac jedynie w wyniku prawidlowego dziatania
badanego automatu i jest on znacznie dtuzszy od pozostatych fragmentow DNA (340 pz,
261 pz, 93pz, 88 pz) w roztworze.

GCTGAT
x=ab GCCGACTA- 247 pz

CTGAAGGTCTCC

GACTTCCAGAGGCGAC Enzymy: 10 pz

Acul, Bbvl, ligaza ' '

GCAATG.
GCAGCGCAATGCG > | 332 pz 247 pz
67 9PZ  |cereceeTTAc CETTAG

Fancuch DNA

GCAATGTT Soi
Term5 332pZ |caprac dhugosci 589 pz

T66 77 pz

Rys. 69. Schemat ideowy doswiadczenia.

3. Przebieg doSwiadczenia

W doswiadczeniu sprawdzono dziatanie ogélnego modelu automatu 6-stanowego
2-symbolowego, a w szczegodlnosci autonomicznego dziatania dwoch enzymoéw w jednej
mieszaninie na stowie wejsciowym. Konstrukcja teoretyczna automatu 6-stanowego nie
brata pod uwagg specyfiki metod laboratoryjnych koniecznych do implementacji praktyczne;j
automatu z zastosowaniem dwoch endonukleaz. Konieczne bylo zatem praktyczne
sprawdzenie ogolnej metody rozszerzania automatu Shapiro z zastosowaniem dwoch
enzymow restrykcyjnych (Acul i Bbvl). Dodatkowo utworzono metoda klonowania do
wektoréw plazmidowych ,,bibliotek tancuchow DNA” reprezentujacych przejscia automatu.
Wprowadzenie takiego rozwiazania umozliwia wielokrotne uzycie raz przygotowanych
fragmentow DNA.

Eksperyment sktadat si¢ z dwoch gléwnych etapow. Pierwszy etap polegal na

przygotowaniu odpowiednich dwuniciowych fragmentow DNA reprezentujacych stowo
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wejsciowe, przejscia i sekwencj¢ terminalna. W etapie drugim przygotowane uprzednio

fragmenty DNA poddano autonomicznemu dziataniu dwoch endonukleaz.

Etap 1. Przygotowanie zbioru dwuniciowych fragmentéw DNA

W etapie tym przygotowany zostat zbior fragmentéw DNA reprezentujacy
poszczegolne elementy testowanego w eksperymencie automatu tzn.: przej$cia T66 1 T67,
stowo x=ab, sekwencja terminalna Term 5. Fragmenty te powstalty w wyniku renaturacji
(zlepienia) jednoniciowych oligonukleotydow o okreslonej sekwencji DNA (zamdwionych
w firmie komercyjnej) w dwuniciowe tancuchy DNA. Dodatkowo zastosowano kinaze
polinukleotydowq. Enzym ten fosforyluje konce 5° jednoniciowych oligonukleotydow
w obecnosci ATP co zwigksza wydajno$¢ klonowania dwuniciowych fragmentow DNA
(zob. 5.1).

Nastepnie otrzymane fragmenty DNA zostaly wklonowne (zob. 5.2) do wektora
plazmidowego (pJET 1.2) dzigki czemu mozliwe jest dowolne powielenie (kopiowanie)
wektora plazmidowego w komoérkach bakteryjnych (Escherichia coli), a wigc i fancuchow
kodujacych informacje. Zastosowanie wektora plazmidowego umozliwito rowniez
przygotowanie zbioru tancuchéw DNA tatwych do przechowywania i ponownego uzycia
(,,biblioteki tancuchow DNA”). Dzigki temu mozliwa jest konstrukcja innych automatow
i wielokrotne wykorzystanie raz przygotowanej ,,biblioteki tancuchow DNA”. Dodatkowa
zaleta uzycia wektorow plazmidowych na tym etapie eksperymentu jest mozliwo$¢ wycigcia
fragmentow DNA o roznej dlugosci, ktore sa niezbgdne do prawidlowego dziatania
automatu. Na rysunku 70 przedstawiono schemat ideowy wykonanych czynnosci
laboratoryjnych zaczynajac od fosforylacji pojedynczych fragmentow DNA, a konczac na

powieleniu plazmidéw z wbudowanymi fragmentami DNA.
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JEDNONICIOWE DNA DWUNICIOWE DNA
(fragmenty DNA

kodujace elementy ®
automatu) D
5 L 3 ®

Iy
[TTIT11]5"

? >y
5 -[IIIT1I1IT11]3"

ATP ADP

5 - IR 3 kinaza

WEKTOR
PLAZMIDOWY

(PJET 1.2)

C C

v

POWIELENIE
(w bakteriach

,’,BIBLIO,TEKA
LANCUCHOW DNA”
(wektory plazmidowe
z wbudowanym DNA)
E. coli)

Rys. 70. Przygotowanie ,,biblioteki tancuchow DNA”.
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Zastosowanie ,,biblioteki tancuchow DNA” umozliwia tatwe powielenie przygo-
towanych tancuchow DNA, a nastgpnie ich wycigcie (Rys. 71) z wektorow plazmidowych za

pomoca enzymow restrykcyjnych (zob. 5.7).

U1 W

WYCINANIE
—_—

000
AOOO
28

DWUNICIOWE DNA
(fragmenty kodujace
elementy automatu)

,’,BIBLIO,TEKA
LANCUCHOW DNA”
Rys. 71. Wycinanie fragmentow DNA z ,,biblioteki tancuchow DNA”.

Ogolny schemat wytworzenia dwuniciowych fragmentow DNA ro6zni si¢ od
zaproponowanego przez Shapiro i inni [4], [5]. W automacie Shapiro dwuniciowe fragmenty
DNA wytworzono w nastgpujacy sposob. Pierwszym etapem bylo trawienie wektora
plazmidowego pBluescript Il SK+ (2961 pz) enzymem restrykcyjnym Fokl i uzyskanie
czterech tancuchy DNA o roznych dhugosciach: 1457 pz, 1036 pz, 181 pz, 287 pz.
Z powstatych czterech fragmentow wybrano najdtuzszy tancuch (dtugos¢ 1457 pz),
a nastgpnie sprawdzono sekwencje zasad azotowych lepkiego konca powstatego po
trawieniu enzymem Fokl. W kolejnym etapie zamowiono oligonukleotydy kodujace
informacje 0 poszczeg6élnych elementach automatu w postaci tancuchow DNA, ktore
komplementarnie potaczono ze soba. Uzyskane dwuniciowe fragmenty DNA zawieraty
lepkie konce komplementarne do fragmentu dlugosci 1457 pz powstatego po trawieniu
enzymem Fokl wektora plazmidowego pBluescript 11 SK. Dwuniciowe fragmenty DNA
kodujace informacje potaczono lepkimi koncami z fragmentami dtugosci 1457 pz. Ostatnim
etapem bylo powielenie fragmentow DNA pozadanej sekwencji i wielkosci W otrzymanych
tancuchach metoda PCR majace na celu uzyskanie fragmentéw DNA odpowiednich

dhugosci.
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Etap 2. Weryfikacja dzialania automatu

W dos$wiadczeniu badane byto stowo x=ab (Rys. 72) akceptowane przez automat M
przedstawiony na rysunku 65.

SL{P
GCTGAT
cocnor M| 247 v
®—5’

Rys. 72. Fragment DNA reprezentujacy stowo x=ab.

Wezytujac stowo x=ab automat bedzie znajdowat si¢ kolejno w stanach Ss, Sy, Ss.

Przejécia zostaly zakodowane, zgodnie z ogélnym modelem automatu 6-stanowego
przedstawionego w rozdziale 4 (Rys. 73).

T66: S, ——>S, T67: S,—>S,
Acul Bbvl
5—F >, 5k —>

CTGAAGGTCTCC 25 0z GCAGCGCAATGCG
71PZ  |GACTTCCAGAGGCGAC PZ  lccreceeTTAc

dp)—s' d@—5’

Rys. 73. Fragmenty DNA reprezentujace przejsciaT66 oraz T67.

Dodatkowo przyjeto, ze stanem koncowym w automacie jest stan Ss zakodowany
fragmentem DNA (Term 5) w nastepujacy sposob.

5—

GCAATGTT
332 pz CGTTAC

5I
Rys. 74. Fragment DNA reprezentujacy Term 5.
W doswiadczeniu uzyte zostaly dwa enzymy restrykcyjne Acul oraz Bbvl. Enzym
Acul rozpoznaje sekwencjg¢ CTGAAG i tnie tancuch DNA po 16 nukleotydach w kierunku
5'—3' oraz po 14 nukleotydach w kierunku 3'—5'. Natomiast enzym Bbvl rozpoznaje

sekwencje¢ GCAGC i tnie tancuch DNA po 8 nukleotydach w kierunku 5'—3' oraz po
12 nukleotydach w kierunku 3'—5".

16 8
1 v
5/ - .. CTGAAGNNNNNNNNNNNNNNNN .. -3’ 57~ .. GCAGCNNNNNNNNNNNN .. -3’
37— ... GACTTCNNNNNNNNNNNNNNNN .. -5’ 37~ .. CGTCGNNNNNNNNNNNN .. -5’
— 4 —
Acul 14 Bovi 12

Rys. 75. Cigcie enzymami Acul oraz Bbvl.
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Przy prawidlowym przebiegu do§wiadczenia automat konczy dzialanie w stanie Ss.
Wtedy mozliwe jest przytaczenie si¢ lepkiego konca fragmentu terminalnego (Term 5) do
lepkiego konca powstatego po dziataniu enzyméw (Acul, Bbvl) na stowie x=ab. Zatem
pojawi si¢ fancuch o dtugosci 589 pz. Lancuch tej dtugo$ci moze pojawic si¢ w roztworze
jedynie w przypadku, gdy caty proces przetwarzania informacji przebiegt prawidlowo.
Obecnos¢ tego tancucha oznacza réwniez, ze stowo x=ab zostalo zaakceptowane przez
automat. Na rysunku 76 przedstawiony zostatl planowany przebieg eksperymentu. Stopniowe
trawienie (analiza) stowa dwoma enzymami restrykcyjnymi doprowadza do powstania
lepkiego konca AA, a nastgpnie komplementarnego przytaczenia tancucha DNA dhugosci
338 pz (lepki koniec TT) i prawidlowego zakonczenia dziatania automatu - akceptacji stowa

x=ab.

<Sg, a> b
GCAGCGCAATGCG " GeTear
T67 | 75PZ |Gregegrrac GCCGACTA- 241 pz
5 |
GCAGCGCAATG CGGCTGAT
75PZ  \greceerTac GCCGACTA- 241 pz

L1
Bbvl 12 <
CTGAAGGTCTCC GCTGAT
T66 | 77pz  |sacrrccacaceceac — > A- 247 pz
16
]
CTGAAGGTCTCCGCTGAT
77pz GACTTCCAGAGGCGACTD_ 247 pz
1
Acul 14 l

GCAATGTT
Term5 332pZ | Gprac — ‘ 247 pz

Lancuch DNA GCAATG
dhugosci 589 pz 332 pz CGTTAC. 247 pz

Rys. 76. Dziatanie badanego automatu.
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Reakcja zostala przeprowadzona przez zmieszanie w jednej probowce typu Eppendorf:
- DNA reprezentujacego stowo x=ab,
- DNA reprezentujacego Term 5,
- DNA reprezentujacego przejscie T66,
- DNA reprezentujacego przejscie T67,
- enzymu Acul,
- enzymu Bbvl,
- enzymu ligaza,
- buforu firmowego NEBuffer 2,
- ATP.
Catos¢ inkubowano przez 1,5 h w temperaturze 37 °C. Produkt reakcji oczyszczono

trzykrotnie mieszaning fenol:chloroform:alkohol izoamylowy (25:24:1), a nastgpnie

rozdzielono metoda elektroforezy w 8% zelu poliakrylamidowym (Rys. 77).
1 2

589 pz

Rys. 77. Rozdziat elektroforetyczny produktow powstatych po zakonczeniu dziatania
automatu. Kanaty: 1 - produkt powstaty po zakonczeniu dziatania automatu (autonomiczne
dziatanie dwoch endonukleaz Acul oraz Bbvl); 2 - standard wielkosci DNA uzyskany
z pUC19/Haelll.
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Analiza preparatu poreakcyjnego zawierajacego fragmenty DNA powstate w wyniku
autonomicznego dziatania dwoch enzymow restrykcyjnych w jednej mieszaninie pozwolita
na identyfikacje fragmentdéw DNA o oczekiwanej wielkosci tzn. 589 pz. Analiza zdjecia
wykonanego po elektroforezie na zelu poliarylamidowym wskazuje, ze przetwarzanie
informacji (dziatanie automatu) zaszto wedlug oczekiwan, co potwierdza shuszno$¢ idei
zwigkszania liczby enzyméw dziatajacych w jednej mieszaninie. Dodatkowo widoczne sa
inne fragmenty DNA reprezentujace poszczegodlne elementy testowanego automatu oraz

produkty reakcji powstate w wyniku dziatania enzymow restrykcyjnych.

4. Materialy

4.1. Szczepy bakteryjne
- szczep bakterii Escherichia coli JIM107.

4.2. Wektory plazmidowe
- pJET 1.2 (Fermentas).

4.3. Podloza bakteryjne

- L-Bulion, L-agar.

- Podtoze SOC:
Podtoze przygotowywano przez dodanie do podtoza SOB jalowego 20% roztworu
glukozy (do stezenia koncowego 20 mM) oraz 2M MgCI; (do stezenia 100 mM).
Podtoze SOC stosowano do przygotowywania komoérek kompetentnych E. coli.

4.4. Bufory i roztwory

- Bufory do elektroforezy w zelach agarozowych:

boranowy: 0,04 M Tris-HCI pH=7,6; 0,04 M kwas borowy; 0,002 M EDTA.
- Bufor TE, stosowany do rozpuszczania preparatow DNA:

0,01 M Tris-HCl,

0,001 M EDTA,

pH=8,0.
- Bufor do elucji DNA z Zeli poliakrylamidowych:
0,5 M octan amonowy ,

1mM EDTA pH=8,0,
0,1% SDS,

0,1M octan magnezu.
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4.5. Enzymy restrykcyjne
- Bbvl, Acul - endonukleazy uzyte w do§wiadczeniu,
- BsmAl, Clal, BsrDlI, Notl, Acul - endonukleazy uzyte do wycinania odpowiednich
fragmentow z wektora plazmidowego,
- enzymy stosowano zgodnie z zaleceniami producenta (NEB oraz Fermentas).
4.6. Syntetyczne oligonukleotydy

- stowo ab:
ab_1 (5-TAACTGAAGTCAATCTAAAGTATCGGCTGATAATTGGGAGCAA-3')
ab_2 (5-TTGCTCCCAATTATCAGCCGATACTTTAGATTGACTTCAGTTA-3").

- przejscie T66:
T66_1 (5'-ACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGCTGAAGGTCTCCGCTG-3)
T66_2 (5-CAGCGGAGACCTTCAGCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGT-3).

- przejscie T67:
T67_1 (5'-ATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGCAGCGCAATGCG-3')
T67_2 (5-CGCATTGCGCTGCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGAT-3").

- sekwencja terminalna:
Term5_1 (5'- GCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAA
TCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAGCAATGTT-3')
Term5_2 (5-AACATTGCTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATG
CTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGC-3).
4.7. Pozostale odczynniki

Bromek etydyny (Sigma),
Tris base (Sigma),
ligaza T4 (NEB),
Ampicylina (Sigma),
TEMED (Serva).
4.8. Standardy do okreslania wielkosci DNA
- Fragmenty DNA plazmidu pUC 19 otrzymane po trawieniu enzymem Haelll:
587 pz, 434 pz, 298 pz, 267 pz, 257 pz, 174 pz, 102 pz, 80 pz, 18 pz, 11 pz.
- Fragmenty DNA faga phiX174 otrzymane po trawieniu enzymem BsuRI (Haelll):
1353 pz, 1078 pz, 872 pz, 603 pz, 310 pz, 281 pz, 271 pz, 234 pz, 194 pz,
118 pz, 72 pz.
-100 pz - standard do oznaczania wielkosci DNA firmy New England BioLabs.
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5. Metody

5.1. Fosforylacja oligonukleotydéw i wytworzenie dwuniciowych fragmentow DNA.

Syntetyczne oligonukleotydy sa pozbawione grupy fosforanowej na koncu 5', a grupa
ta jest niezbgdna do wklonowania fragmentu DNA w wektor plazmidowy. Konce 5' na
pojedynczych tancuchach DNA poddano fosforylacji kinazq polinukleotydowq. Enzym ten
przenosi grupe fosforanowa z ATP na koniec hydroksylowy 5' oligonukleotydow.
Komplementarne do siebie oligonukleotydy zmieszano ze soba, a nast¢pnie inkubowano
w celu samoistnego wytworzenie dwuniciowych fragmentow DNA z jednoniciowych
oligonukleotydow. W wyniku komplementarnego zlepienia oligonukleotydow powstaty
dwuniciowe tancuchy DNA (Dodatek A). Fragmenty te nie zawieraly lepkich koncow
niezbednych do testowania automatu - konce te powstang W Kkolejnych etapach

eksperymentu przy udziale enzymow restrykcyjnych.

5.2. Klonowanie fragmentéw DNA do wektora plazmidowego.

Dwuniciowe fragmenty DNA zostaly wstawione do plazmidu pJET 1.2, a nastgpnie
wprowadzone do bakterii E. coli metoda transformacji. Klonowanie wykonane zostato
zestawem do klonowania tancuchéw DNA o nazwie CloneJET™ (Dodatek C). Zestaw ten
zawiera:

- wektor plazmidowy pJET 1.2,
- ligaza DNA,

- bufor reakcyjny,

- szczep E.coli IM107.

5.3. Izolacja i pozyskiwanie DNA plazmidowego

Izolacje DNA plazmidowego wykonano zestawem Gene MATRIX Plasmid Miniprep
DNA Purification Kit, ktéry umozliwia szybkie i wydajne pozyskiwanie wektorow
plazmidowych (Dodatek D). Pierwszy etap polegal na hodowli bakterii zawierajacych
wektor plazmidowy w obecnosci antybiotyku. Nastepnie wykonano liz¢ bakterii oraz
oczyszczanie preparatu z biatek. Ostatnim etapem przygotowania plazmidow bylo
wytracenie kwasow nukleinowych z roztworu w celu ich zat¢zenia. Uzyskane w ten sposob

wektory plazmidowe zostaty uzyte do kolejnych etapow eksperymentu.
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5.4. Sprawdzenie poprawnosci sekwencji lancuchow DNA

DNA otrzymanych klonéw wystane zostaly do Pracowni Sekwencjonowania
i Syntezy Oligonukleotydéw Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w celu
sprawdzenia poprawnosci uzyskanych sekwencji DNA. Wektory plazmidowe uzyte
w do$wiadczeniu nazwano w nastgpujacy sposob:

- pPSAB - zawiera fragment kodujacy stowo x=ab,

- pPPST66 - zawiera fragment kodujacy przejscie T66,

- pPPST67 - zawiera fragment kodujacy przejscie T67,

- pPPSTER - zawiera fragment kodujacy sekwencj¢ terminalng Terms5.

Wyniki sekwencjonowania potwierdzily obecnos$¢ wiasciwych fragmentow DNA

w wektorach plazmidowych (Dodatek B).

5.7. Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi.

Wektory plazmidowe z wklonowanymi fragmentami DNA kodujacymi informacj¢
wymagaly przetworzenia w celu uzyskania tancuchéw DNA o okreslonych dtugosciach oraz
specyficznych lepkich koncach. Konieczne byto zatem opracowanie metody wycinania
odpowiednich fragmentow DNA z wektora plazmidowego, tak aby uzyska¢ odpowiedni
lepki koniec kodujacy <stan, symbol> oraz okreslong dlugos¢ tancucha DNA.

Ponizszy rysunek przedstawia schemat ideowy wycinania fragmentow DNA
z wektora plazmidowego. Na rysunku przedstawiony zostat rowniez sposob opisu plazmidu
uzywany w dalszej czgsci pracy.

Nazwa enzymu
trawiacego wektor

/ plazmidowy w danym
miejscu

Wprowadzony
tancuch DNA

Nazwa wektora

Dlugo$¢ wektora mierzona
w parach zasad (pz)

\

Nazwa enzymu
trawiacego wektor
plazmidowy w danym
miejscu

Rys. 78. Schemat opisu wycinania fragmentow DNA z plazmidu.
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wczytanym symbolu. Konieczne zatem byto opracowanie metody uzyskiwania lepkich
koncow dla poszczegolnych elementow automatu tzn.: przejscia T66 i T67, stowa
wejsciowego, sekwencji terminalnej. Glowna idea uzyskania lepkich koncoéw polegala na
trawieniu wektora plazmidowego enzymami restrykcyjnymi. Konieczne bylo zatem
odpowiednie umieszczenie miejsca restrykcyjnego w zaméwionych oligonukleotydach, tak

aby w wyniku cigcia wektora plazmidowego powstal odpowiedni lepki koniec. W tym celu

5.7.1. Uzyskanie lepkiego konca

W badanym automacie lepki koniec koduje informacje o aktualnym stanie oraz

Zastosowano nastgpujace enzymy restrykcyjne:

1.

2
3.
4

Acul - dla stowa wejsciowego (uzyskano lepki koniec GC w kierunku 3'—5',
BsmAl - dla przejscia T66 (uzyskano lepki koniec CGAC w kierunku 3'—5"),
BsrDI - dla przejscia T67 (uzyskano lepki koniec CG w kierunku 5'—3"),

BsrDI - dla tancucha TermS5 (uzyskano lepki koniec TT w kierunku 5'—3").

16
— ¥
—ab 57— .. CTGAAGTCAATCTAAAGTATCGGC .. =3’
X=a 37— .. GACTTCAGTTAGATTTCATAGCCG .. =5’
14
Acul
1
T66 5’ - .. ATCCACAGCTGAAGGTCTCCGCTG .. =3’
37— .. TAGGTGTCGACTTCCAGAGGCGAC, ... =57
BsmAl 5
T
T67 5’—- ... AAAAGAACATGTGCAGCGCAATGCG .. =37
3’"— ... TTTTCTTGTACACGTCGCGTTACGC .. —-5'
BsrDI 0
—
Term5 57— .. AGTCAGAGGTGGCGAAGCAATGTT .. -3’
37— .. TCAGTCTCCACCGCTTCGTTAC?A .. =57

BsrDI O

Rys. 79. Uzyskanie lepkiego konca dla poszczeg6lnych elementéw automatu.
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5.7.2. Wycinanie fragmentow z wektora plazmidowego

Po uzyskaniu lepkiego konca z jednej strony tancuchow DNA nalezato teraz trawic
wektory plazmidowe tak aby otrzymaé tancuchy o okreslonej dlugosci i lepki koniec
z drugiej strony. W tym celu przeanalizowano wystgpowanie miejsc restrykcyjnych dla
r6znych endonukleaz w plazmidzie pJET 1.2. Do uzyskania fragmentow DNA o okres$lonej
dhugoséci wybrano nastepujace enzymy restrykcyjne: Acul (stowo x=ab, dlugos¢ 261 pz),
Clal (przejscie T66, dtugos¢ 93 pz), Notl (przejscie T67, dtugos¢ 88 pz), BsmAl (Term 5,
dhugos¢ 340 pz).

Ponizej przedstawione zostaty graficznie wektory plazmidy uzyte w do§wiadczeniu

(pPSAB, pPST66, pPST67, pPSTER) wraz z zastosowanymi enzymami restrykcyjnymi.

Acul (508)

—

<«—— lancuch ab

Rys. 80. Miejsca cigcia enzymami dla stowa x=ab.

BsmAl (418)

—

<«—— lancuch T66

T Clal (507)

Rys. 81. Miejsca cigcia enzymami dla przejscia T66.
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o Notl (330)

<+—— lancuch T67

Rys. 82. Miejsca cigcia enzymami dla T67.

L BsrDI (374)

<+—— tancuch Term 5

T BsmAl (712)

Rys. 83. Migjsca cigcia enzymami dla Term 5.

5.6. Elektroforeza i izolacja DNA z zelu.

W celu oddzielenia Zadanych lancuchow od pozostatych fragmentow wektora
plazmidowego wykorzystano elektroforez¢ w zelu poliakrylamidowym. Fragmenty DNA
pozadanych wielko$ci wycigto nastgpnie z zelu poliakrylamidowego oraz oczyszczono
z zelu 1 uzyto w kolejnym etapie weryfikacji dziatania automatu.

Analiza elektroforetyczna dla poszczegolnych wektorow plazmidowych zostata

przedstawiona na ponizszym rysunku (Rys. 87):

73



Praktyczna implementacja

1. sekwencja terminalna Term 5 trawiona enzymem BsrDI w temperaturze 65°C
(NEBuffer 2) oraz BsmAl w temperaturze 55°C (NEBuffer 2) - 340 pz.

2. stlowo x=ab trawione w dwodch miejscach enzymem Acul w temperaturze 37°C
(NEBuffer 2) - 261 pz,

3. przejscie T67 trawione enzymem BsrDI w temperaturze 65°C (NEBuffer 2) oraz
Notl w temperaturze 37°C (Bufor pomaranczowy Fermentas) - 88 pz,

4. przejscie T66 trawione enzymem BsmAl w temperaturze 55°C (NEBuffer 4)

oraz Clal w temperaturze 37 °C (NEBuffer 4) - 93 pz.

Rys. 84. Rozdziat elektroforetyczny preparatow plazmidowych zawierajacych elementy
automatu. Kanaty: 1 - produkt powstaly po trawieniu plazmidu pPSTER endonukleaza
BsrDI oraz BsmAI (Term5, dtugos¢ 340 pz); 2 - produkt powstaty po trawieniu plazmidu
PPSAB endonukleaza Acul (stowo x=ab, dtugos$¢ 261 pz); 3 - produkt powstaty po trawieniu
plazmidu pPST67 endonukleaza BsrDI oraz Notl (T67, dtugos¢ 88 pz); 4 - produkt powstaty
po trawieniu plazmidu pPST66 endonukleaza BsmAl oraz Clal (T66, dlugos¢ 93 pz);
5 - standard wielkosci DNA uzyskany z phiX174 DNA/BsuRI.
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Rozdzial 6

Dyskusja wynikow

Gléwnym celem pracy bylo okreslenie mozliwosci rozszerzenia automatu Shapiro
opartego na tancuchach DNA. W pracy podano nowa ideg rozszerzenia automatu Shapiro,
ktorej glowna mysla bylo zastosowanie dwoch (lub wigeej) enzymow restrykcyjnych
dziatajacych autonomicznie w jednej mieszaninie. Automat Shapiro byt prostym
2-stanowym 2-symbolowym automatem skonczonym, w ktorym zastosowano tylko jeden
enzym restrykcyjny. Jego autorzy podali jedynie, ze mozliwe jest rozszerzenie tego
automatu do 3 standéw, co zostalo potwierdzone eksperymentalnie przez dwa zespoly
badawcze w [35] i [40]. Zespot Shapiro i inni [4] przewidywat w 2001 roku mozliwos¢
odkrycia w niedalekiej przysztosci enzymow restrykcyjnych pozostawiajacych znacznie
dhuzsze lepkie konce (>4 pz), ktore umozliwityby znaczne zwigkszenie liczby stanow
automatu (>3 stany). Aktualnie dostgpnych jest kilkaset roznych enzyméw restrykcyjnych
trawiacych tancuchy DNA w rézny sposob. Ciagle odkrywane sa nowe endonukleazy,
jednak enzymy te tna tancuchy DNA pozostawiajac stosunkowo krétkie lepkie konce tzn.
W przedziale od 1 pz do 5 pz. Mozna jednak wykorzysta¢ inne wiasciwosci endonukleaz do
rozszerzania modelu automatu Shapiro takie jak:

1. rozpoznawanie r6znych sekwencji zasad azotowych w tancuchach DNA,
2. trawienie tancuchow DNA w roznej odlegltosci od sekwencji rozpoznawane;,
3. pozostawianie lepkich koncoéw na tancuchu DNA w kierunku 5'—3' lub

w Kierunku 3'—5".

Powyzsze wilasnosci enzymow restrykcyjnych umozliwiaja zwigkszenie liczby
stanow w automacie Shapiro przez zastosowanie wielu endonukleaz dzialajacych
autonomicznie w jednej mieszaninie. Uzycie dwoch enzyméw pozostawiajacych dwa
rodzaje lepkich koncoéw (dlugosci 4 pz w kierunku 5'—3' oraz dlugosci 2 pz w kierunku
3'>5") zwigkszyto liczb¢ mozliwych kombinacji do zakodowania w lepkim koncu.
Umozliwito to zakodowanie wszystkich 72 przejs¢ wystarczajacych dla modelu automatu
6-stanowego 2-symbolowego. Wymagato to odpowiedniego dobrania lepkich koncow, gdyz
koduja one wszystkie pary <stan,symbol>. Roéwniez enzymy restrykcyjne zostaly tak
dobrane, aby odlegtosci od sekwencji rozpoznawanej byly stosunkowo duze. Zwigkszylo to
mozliwo$ci sterowania dziataniem enzymow restrykcyjnych na slowie wejSciowym. Ze

wzgledu na koniecznos¢ jednoznacznego kodowania informacji (aktualny stan i wczytany
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symbol) kazdy lepki koniec musiatl by¢ unikalny tzn. r6zni¢ si¢ od pozostatych sekwencja
zasad azotowych.

W pracy przedstawiono réwniez rozwazania dotyczace teoretycznych mozliwosci
rozszerzania automatu Shapiro do dowolnej ilosci stanéw i dowolnej ilosci symboli podajac
warunki arytmetyczne kiedy jest to mozliwe. Przebadano teoretyczne mozliwosci kodowania
automatow p stanowych i r symbolowych w ktorych kodujemy symbole ciggami
n elementowymi o wyrazach ze zbioru g clementowego oraz uzywajac j enzymow
restrykcyjnych pozostawiajacych po cigeiu ki, ...,k wyrazowe lepkie konce. Ze wzgledu na
teoretyczny charakter rozwazan przyjeto dowolna ilo§¢ symboli ¢, za pomoca ktérych
kodujemy symbole danego alfabetu X (zamiast przyjetych w komputerach
biomolekularnych 4 symboli A, T, G, C). W pracy podano nastgpujace twierdzenia.

Twierdzenie 1 Mozliwa jest konstrukcja automatu Shapiro o p stanach i r
symbolach, w ktorych kodujemy symbole ciagami n elementowymi o wyrazach ze zbioru
g elementowego oraz uzywamy jednego enzymu restrykcyjnego pozostawiajacego po cigciu
k wyrazowy lepki koniec (1<k <n), gdy:

1. p=n-k+1 (wystarczy p<n-k+1),

2. ¢ >(rn—k)(r2n—k+1) _

W pracy doktorskiej badano réwniez przypadek zastosowania wigkszej ilosci
enzymoéw. Dla ulatwienia rozwazan rozpatrzono najpierw przypadek 2 enzymow
pozostawiajacych lepkie konce roéznej dtugosci. Oznaczono te dlugosci przez k; i kp. Zatem

po cigciu otrzymujemy

5/ -NNNNNNNNN-3’ 5’ -NNNNNNN-3’
37 - NNNNN-5" 37 - NNNNN-5'
o - —

k]_ k2

Poniewaz kj#k,, wigc ich lepkie konce nie spowoduja konfliktu. Z rozwazan
dotyczacych przypadku jednego enzymu wynika, ze ilo$¢ standOw automatu przy cigciu
pierwszym enzymem jest rowna

p, =n—k, +1.

Podobnie dla drugiego enzymu

p, =n-k,+1.

Zatem taczna (maksymalna) ilo$¢ stanéw automatu, przy uzyciu 2 enzymow, jest rowna
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p=2n—-(k, +k,)+2.

Korzystajac z twierdzenia 1 otrzymujemy nastepujace twierdzenie.

Twierdzenie 2. Mozliwa jest konstrukcja automatu Shapiro o p stanach i r
symbolach, w ktorym kodujemy symbole ciagami n elementowymi o wyrazach ze zbioru
g elementowego oraz uzywamy dwoch enzymow restrykcyjnych pozostawiajacych po cigciu
lepkie konce dlugosci k; i odpowiednio ks, gdy:

1. p=2n-(k, +k,)+2 (wystarczy p<2n-(k, +k,)+2),

“ s (m-k)(m-k, +1) ,
2

qkz S (m—-k,)(m-k, +1) .

2

2. ¢

Uogodlniono to twierdzenie réwniez na przypadek, w ktorym uzyto j enzymoéw
restrykcyjnych (tw. 5 w Roz. 4).

W pracy doktorskiej przedstawiono roéwniez implementacj¢ laboratoryjna automatu
dzialajacego autonomicznie w jednej mieszaninie z zastosowaniem dwoch enzymow
restrykcyjnych. Przeprowadzone do§wiadczenia laboratoryjne potwierdzity teze, ze mozliwe
jest rozszerzenie automatu Shapiro przez zastosowanie dwdoch enzymow w celu zwigkszenia
liczby stanow automatu. Zgodnie ze schematem ideowym doswiadczenia eksperyment
podzielono na dwa gltowne etapy: przygotowanie zbioru dwuniciowych fragmentow DNA
(Etap 1) oraz weryfikacja dziatania automatu z uzyciem dwoéch enzymow restrykcyjnych
(Etap 2). W pierwszym etapie zlepiono pojedyncze tancuchy DNA, klonowano je w wektor
plazmidowy, a nast¢pnie wycinano odpowiednie fragmenty DNA. Drugi etap badat dziatanie
automatu przez naprzemienne cigcie odpowiednio przygotowanych tancuchéw DNA dwoma
enzymami restrykcyjnymi oraz faczenie enzymem ligazq.

Wymienmy dwie glowne roznice w stosunku do eksperymentu przedstawionego
przez zesp6t Shapiro 1 inni:

1. Uzycie dwéch enzyméw restrykcyjnych. W automacie Shapiro zastosowano
tylko jeden enzym restrykcyjny Fokl, za pomoca ktorego zaimplementowano
jedynie 2-stanowy 2-symbolowy automat skonczony. Zastosowanie dwoch
enzymoéw restrykcyjnych na odpowiednio zaprojektowanych tancuchach DNA
umozliwitlo  rozszerzenie automatu Shapiro do modelu 6-stanowego

2-symbolowego. Wymagato to jednak wyboru odpowiednich dwoch enzymow
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restrykcyjnych (Bbvl, Acul), ktore dziataja w takim samym Srodowisku reakcyjnym
(temperatura, pH, jony).

2. Tworzenie ,bibliotek lancuchéw DNA”. Ze wzgledu na pracochtonnos$¢ metod
genetyki molekularnej przygotowanie tancuchéw DNA kodujacych informacje jest
kluczowym etapem implementacji praktycznej automatu. \Wprowadzenie
klonowania w wektor plazmidowy (pJET 1.2) i przechowywanie tancuchow DNA
w bakteriach Escherichia coli umozliwia ponowne wykorzystanie raz
przygotowanych tancuchow. Szczepy bakterii tatwo si¢ namnaza (kopiuje)
I przechowuje (magazynuje) w warunkach laboratoryjnych. Wykonanie obliczenia
dla innego automatu sprowadza si¢ do uzycia tancuchoéw DNA z ,biblioteki
fancuchéw DNA”.

Planowane sa dalsze badania laboratoryjne w ktérych zostanie sprawdzony wptyw na
wyniki koncowe: dlugosci stow, niedeterminizmu automatu, zlozono$ci automatu, liczby
uzytych enzymow oraz ilosci uzytych zwiazkéw chemicznych.

Automat Shapiro jest niewatpliwie ciekawym pomysltem na przetwarzanie informacji
za pomoca DNA. Do zalet automatéw opartych na enzymach restrykcyjnych mozna zaliczy¢
masowa rownolegltos¢ zachodzacego procesu przetwarzania informacji, czyli dziatanie
enzymoOw jednoczesnie na wielu kopiach stowa wejsciowego. Zauwazalne sa jednak
ograniczenia techniczne i teoretyczne automatu Shapiro. Pierwszym problemem sa lepkie
konce, gdyz w praktyce laboratoryjnej maja one stosunkowo mate dlugosci (od 1 do 5
nukleotydéw) i w konsekwencji moga kodowac niewiele stanow i symboli. Zastosowanie
wielu enzymow restrykcyjnych powoduje z kolei konieczno$¢ okreSlenia warunkow
laboratoryjnych dla dziatania enzymoéw w jednej mieszaninie, gdyz na ogét optymalne
dziatanie enzymow zachodzi w réznych warunkach srodowiska reakcyjnego. W ostatnich
latach odkryto nowa grupg enzymow dziatajacych w takich samych warunkach: jednakowe
pH itemperatura dziatania (FastDigest® firmy Fermentas), co umozliwia latwiejsze
konstruowanie automatow wielostanowych opartych na enzymach restrykcyjnych.
Dodatkowa zaleta tych enzymow jest duzo wigksza szybko$¢ trawienia tancuchow DNA
wynoszaca 5-15 minut, podczas gdy dotychczas uzywane enzymy restrykcyjne wymagaja
ok. 60 minut do prawidtowego przebiegu reakcji. Umozliwia to zastosowanie wigksze]
ilosci dziatajacych enzymow w jednej mieszaninie do konstrukcji bardziej ztozonych
automatow.

Dalsze badania nad automatem Shapiro wydaja si¢ obiecujace, szczegodlnie nad

zastosowaniami np. w medycynie czy biotechnologii. Automat ten zbudowany jest
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wylacznie ze zwiazkéw organicznych, co w przysziosci predysponuje go do zastosowania
wewnatrz organizmow zywych. Problemem jest jednak umieszczenie tancuchéw DNA
w komorkach zywych organizméw, gdyz tancuchy DNA, ktore znajda si¢ poza jadrem
komorkowym ulegaja zniszczeniu przez enzymy wystepujace w cytoplazmie. Dlatego
konieczne jest umieszczenie takich automatow w oddzielnym $rodowisku np. wewnatrz bton
lipidowych, ktére oddzielatyby automaty od $rodowiska organizmow zywych. Obliczenie
(np. diagnostyka nowotworu) mogloby odbywac si¢ wewnatrz btony lipidowej, do
srodowiska ktorej wnikaloby np. mRNA kodujace nowotwor, a nast¢gpnie uwalniany moglby
zosta¢ lek np. w postaci siRNA do cytoplazmy komodrkowej. Zespot Shapiro podaje, ze
automat ten moze by¢ wykorzystany do diagnozowania i leczenia nowotworow [6]. Wydaje
si¢, ze idea automatu Shapiro i jego rozszerzania moze zosta¢ wykorzystana w biochipach
(mikromacierzach) stosowanych do diagnostyki r6znych chorob. Zastosowanie w technice,
medycynie 1 nauce wymaga jednak dhugotrwatych i kosztownych badan laboratoryjnych,

a nastepnie Klinicznych.
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Dodatki

Dodatek A

Lancuchy DNA reprezentujace elementy automatu (przed klonowaniem w wektor
plazmidowy):

1. Lancuch DNA reprezentujacy stowo x=ab:

5’ -TAACTGAAGTCAATCTAAAGTATCGGCTGATAATTGGGAGCAA-3"
3’ -ATTGACTTCAGTTAGATTTCATAGCCGACTATTAACCCTCGTT-5"

2. Lancuch DNA reprezentujacy przejscie T66:

5/ -ACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGCTGAAGGTCTCCGCTG-3"
3’ -TGAGTTTCCGCCATTATGCCAATAGGTGTCGACTTCCAGAGGCGAC-5"

3. Lancuch DNA reprezentujacy przejscie T67:

5/ -ATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGCAGCGCAATGCG-3"
3’ -TAGTCCCCTATTGCGTCCTTTCTTGTACACGTCGCGTTACGC-5"

4. Lancuch DNA reprezentujacy Term 5:

5’ -GCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAGCAATGTT-3"
3’ -CGCAAARAGGTATCCGAGGCGGGGGGACTGCTCGTAGTGTTTTTAGCTGCGAGTTCAGTCTCCACCGCTTCGTTACAA-5"

Fosforylacja koncow oligonukleotydowych kinazq polinukleotydowa oraz wytworzenie
dwuniciowych fragmentow do klonowania.
Protokot:
1. w oddzielnych probéwkach typu Eppendorf umiesci¢ po 100 pM oligonukleotydow
reprezentujacych poszczegolne elementy automatu,
doda¢ 100 pM ATP oraz 20 u kinazy T4,
reakcje fosforylacji prowadzi¢ w temperaturze 37°C przez 30 minut,

oczysci¢ mieszaning fenol:chloroform:alkohol izoamylowy (25:24:1),

o &~ w D

komplementarne oligonukleotydy umiesci¢ w probowce typu Eppendorf w buforze TE
(Tris-EDTA, pH 8,0),
6. inkubowa¢ w temp. 95°C przez 15 minut, a nastgpnie stopniowo (1°C/1 min) schtodzié¢

do temperatury pokojowej.
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Dodatek B

Wyniki sekwencjonowania dla poszczegélnych plazmidow podajemy ponizej (tylko

tancuchy w kierunku 5'—3"):

1) Plazmid pPSAB - zawiera fragment kodujacy stowo x=ab.

GGGACTTATCTACGAGATGGCTCGAGTTTTTCAGCTAGATTTGCTCCCAATTATCAGCCGATACTTTAACTGAACTC
AATCTAAAGTATCGGCTGATAATTGAGAGCAAAACTGAAGTCAATCTAAAGTATCGGCTGATAATTGGGAGCAATAA
CTGAAGTCAATCTAAAGTATCGGCTGATAATTGGGAGCAAATCTTTCTAGAAGATCTCCTACAATATTCTCAGCTGC
CATGGAAAATCGATGTTCTTCTTTTATTCTCTCAAGATTTTCAGGCTGTATATTAAAACTTATATTAAGAACTATGC
TAACCACCTCATCAGGAACCGTTGTAGGTGGCGTGGGTTTTCTTGGCAATCGACTCTCATGAAAACTACGAGCTAAA
TATTCAATATGTTCCTCTTGACCAACTTTATTCTGCATTTTTTTTGAACGAGGTTTAGAGCAAGCTTCAGGAAACTG
AGACAGGAATTTTATTAAAAATTTAAATTTTGAAGAAAGTTCAGGGTTAATAGCATCCATTTTTTGCTTTGCAAGTT
CCTCAGCATTCTTAACAAAAGACGTCTCTTTTGACATGTTTAAAGTTTAAACCTCCTGTGTGAAATTATTATCCGCT
CATAATTCCACACATTATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACAT
TAATTGCGTTGCGCTCACTGCCAAATTGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAAATCGGCC
AACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTT
CGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGAAAA
GAACATGTGAGCAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCATAGCTCCGCC
CCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGTTGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGAATACAGGCGT
TTCCCCTGGAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCG
GAAAGCGTTGCGCCTTTCCTCATAGCTCACCGCTTGTAAGGTATCTCCAT

2) Plazmid pPST66 - zawiera fragment kodujacy przejscie T66.

GGGACGTATTTTCGGATGGCTCGAGTTTTTCAGCAAGATCAGCGGAGACCTTCAGCTGTGGATAACCGTATTACCGC
CTTTGAGTCAGCGGAGACCTTCAGCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTATCTTTCTAGAAGATCTCCTACA
ATATTCTCAGCTGCCATGGAAAATCGATGTTCTTCTTTTATTCTCTCAAGATTTTCAGGCTGTATATTAAAACTTAT
ATTAAGAACTATGCTAACCACCTCATCAGGAACCGTTGTAGGTGGCGTGGGTTTTCTTGGCAATCGACTCTCATGAA
AACTACGAGCTAAATATTCAATATGTTCCTCTTGACCAACTTTATTCTGCATTTTTTTTGAACGAGGTTTAGAGCAA
GCTTCAGGAAACTGAGACAGGAATTTTATTAAAAATTTAAATTTTGAAGAAAGTTCAGGGTTAATAGCATCCATTTT
TTGCTTTGCAAGTTCCTCAGCATTCTTAACGAAAGAGCTCACTTTTGACTGGTATGAAGTTTAGACCTCCTGCGGGA
GATTATTATCAGGTCATATCTCCAGACATTATACTTACCTTCAACGATAGAGAGTTCAGCCTGAGGCGCCTACAGAG
TGAACTAGATATTTTCTTGTGCCGCGTGCACACTACTCTGTGCTGGCCAGTCATGATACAAGTCATGCCAGCTGTAT
AACTGAAGGCTGGTAATGGCCGGGGACGGTATCTGCTGTAATGAGTGCTACTTCCGCTTTGTCTGCACTGAGGTACT
ACGTGAGCGATGTCGCGATGGAAGATCGCTCAGTACCACATCGCCACGATGCATCTGTTTGCTCCGCTATCCCAGGA
TAGACCCTTGCCGGAACGCAGCGACATCATGAACTTCCGACAGCTGCTAGAGCACATCGCTGGCCCGCCGACTGTTT
AACGACAATCAATCGCTCGCTGACCAGAAGCACGCGAATGATGCTCAGTGCACGTGGTCGAATGCCAACATGATGTA
GCAACCAGCTCGACTACAACTAAGAGCTCCACGCGATCCGGCAATCTCAAACTACGAATGGCATAATCGGGTCCTTC
GTTATGACGGTCAGATAGGTGTCGATGCCAAAATGGCCTGACCTAGACCTGACTCACGGCAGCCATTGCATGACCTC
AGTCCGCGGGTAATCTGCTGCAGGAAGCGAACAT

3) pPST67 - zawiera fragment kodujacy przejscie T67.

TGGCTCGAGTTTTTCAGCAAGATATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGCAGCGCAATGCGATCTTTCTAGAA
GATCTCCTACAATATTCTCAGCTGCCATGGAAAATCGATGTTCTTCTTTTATTCTCTCAAGATTTTCAGGCTGTATA
TTAAAACTTATATTAAGAACTATGCTAACCACCTCATCAGGAACCGTTGTAGGTGGCGTGGGTTTTCTTGGCAATCG
ACTCTCATGAAAACTACGAGCTAAATATTCAATATGTTCCTCTTGACCAACTTTATTCTGCATTTTTTTTGAACGAG
GTTTAGAGCAAGCTTCAGGAAACTGAGACAGGAATTTTATTAAAAATTTAAATTTTGAAGAAAGTTCAGGGTTAATA
GCATCCATTTTTTGCTTTGCAAGTTCCTCAGCATTCTTAACAAAAGACGTCTCTTTTGACATGTTTAAAGTTTAAAC
CTCCTGTGTGAAATTATTATCCGCTCATAATTCCACACATTATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGT
GCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCAATTGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTG
CCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCA
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Dodatki

CTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACA
GAATCAGGGGATAACGCAGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTG
CTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCC
GACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAA

4) Plazmid pPSTER - zawiera fragment kodujacy sekwencje terminalna Term5.

GGCCCGATCTCGGATGGCTCGAGTTTTTCAGCAAGATAACATTGCTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTG
TGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCATCTTTCTAGAAGATCTCCTACAATATTCTCAGCTGCCA
TGGAAAATCGATGTTCTTCTTTTATTCTCTCAAGATTTTCAGGCTGTATATTAAAACTTATATTAAGAACTATGCTA
ACCACCTCATCAGGAACCGTTGTAGGTGGCGTGGGTTTTCTTGGCAATCGACTCTCATGAAAACTACGAGCTAAATA
TTCAATATGTTCCTCTTGACCAACTTTATTCTGCATTTTTTTTGAACGAGGTTTAGAGCAAGCTTCAGGAAACTGAG
ACAGGAATTTTATTAAAAATTTAAATTTTGAAGAAAGTTCAGGGTTAATAGCATCCATTTTTTGCTTTGCAAGTTCC
TCAGCATTCTTAACAAAAGACGTCTCTTTTGACATGTTTAAAGTTTAAACCTCCTGTGTGAAATTATTATCCGCTCA
TAATTCCACACATTATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTA
ATTGCGTTGCGCTCACTGCCAATTGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACG
CGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGC
TGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGAAAGAACA
TGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCC
CCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGCGTTT
CCCCCTGGAAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCTTTCTCCCTTC
GGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCCACGCTGTAGTATCTCAGTTCGTGTAGTCGTCGCTCAGCTGGGCTGGTGT
GCACGAACCCCCGTTCAGCCGACGCTGCGCCTA
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Dodatek C

Klonowanie fragmentéw DNA w wektor plazmidowy zestawem CloneJET™ Cloning Kit.

Protokot:

1.

Transformacja E. coli przy zastosowaniu zestawu CloneJE

doda¢ 10 pl buforu reakcyjnego do probéwki typu Eppendorf,

. doda¢ 1 pl wektora plazmidowego pJET 1.2/blunt (50 ng/pl),

. dopetié roztwor do 19 ul woda wolna od nukleaz,

2
3
4.
5
6

doda¢ 5u T4 DNA ligazy,

. inkubowa¢ mieszaning w temperaturze pokojowej (22°C ),

. Mieszaning uzy¢ do transformacji E. coli.

-I-TM

Protokot:

1.

przygotowac ptytki agarowe LB zawierajace ampicyling, a nast¢pnie podgrzac je do
temperatury 37°C przez 20 minut,

przygotowac¢ kompetentne komorki bakteryjne E.coli zgodnie z zaleceniami protokotu
TransformAid™ Bacterial Transformation Kit,

przenies¢ 2,5 pl mieszaniny zawierajacej wektory plazmidowe do probdwki typu
Eppendorf,

doda¢ 50 pl kompetentnych komorek bakteryjnych E. coli,

inkubowac przez noc w temperaturze 22°C.
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Dodatek D

Izolacja i pozyskiwanie plazmidow 0 wysokiej czystosci z hodowli bakterii (Gene
MATRIX Plasmid Miniprep DNA Purification Kit).
Protokot:
1. zwirowac¢ 1,5 ml nocnej hodowli bakteryjnej przy ok. 14000 rpm,
. Zawiesi¢ osad bakteryjny w 250ul buforu do zawieszania CellR,
. dodac 200l buforu lizujacego Lysis Blue.
. doda¢ 350ul buforu Neutral-B i wirowa¢ w przez 7 minut z predkoscia ok. 14000 rpm,

2
3
4
5. wila¢ supernatant do mikrokolumny i wirowa¢ 1 minute z predkoscia 12000 rpm,
6. wyja¢ mikrokolumng, wyla¢ przesacz i powtdrnie umiesci¢ mikrokolumng w probdwee,
7. doda¢ 500ul buforu PX i wirowa¢ przez 1 minut¢ z predkoscia 12000rpm,

8. wyla¢ przesacz i powtornie umiesci¢ mikrokolumng w probowce,

9. doda¢ 650ul buforu Wash-PX i wirowac przez 1 minutg z predkoscia 12000 rpm,

10. wyla¢ przesacz i wirowac 2 minuty z predkoscial 2000 rpm,

11. mikrokolumng umiesci¢ w nowej proboéwce. Doda¢ 50-100 ul buforu Elution PX,

12. mikrokolumng umiesci¢ na 2 minuty w temperaturze pokojowej i wirowac przez 1 min.

z predkoscia 12000 rpm.
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ATP

AZS

DAS

DNA

dsDNA

dsRNA

E. coli

EDTA

GF

GK

GBK

GR

JRP

JK

JR

JBK

MRNA

MCS

NAS

PCR

pz

SKROTY i SYMBOLE

adenina (adenine)

trifosforan adenozyny (adenosine triphosphorate)
automat ze stosem

cytozyna (cytosine)

deterministyczny automat skonczony

kwas dezoksyrybonukleinowy (deoxyribonucleic acid)
dwuniciowy DNA (double stranded deoxyrybonukleoid acid)
dwuniciowy RNA (double stranded rybonukleoid acid)
bakteria Escherichia coli

wersenian sodowy

guanina (guanine)

gramatyka frazowa

gramatyka kontekstowa

gramatyka bezkontekstowa

gramatyka regularna

jezyki rekursywnie przeliczalne

jezyki kontekstowe

jezyki regularne

jezyki bezkontekstowe

informacyjny RNA (messenger RNA)

miejsce klonowania (multiple cloning site)
niedeterministyczny automat skonczony

tancuchowa reakcja polimerazy (Polymerase Chain Reaction)

para zasad
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rRNA rybosomowe RNA (ribosomal RNA)

SDS s0l sodowa siarczanu dedycylu

SSRNA jednoniciowy RNA (single stranded rybonukleoid acid)
SIRNA krotkie dwuniciowe RNA (small interfering rybonukleoid acid)
SAT problem spetnialnosci (satisfability problem)

sSDNA jednonicowy DNA (single stranded deoxyrybonukleoid acid)
SOC podtoze do hodowli bakterii

tRNA transportujacy RNA (transfer RNA)

RNA kwas rybonukleinowy (rybonucleic acid)

T tymina (thymine)

TEMED N, N, N’, N’- tetrametylenodiamina

TRIS 2-amino-2-(hydroksynetylo)-1-3-propandiol
™ maszyna Turinga
U uracyl (uracil)
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