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1. Cel i teza pracy

Mozliwe jest teoretyczne i praktyczne (eksperymentalne) rozszerzenie 2-stanowego automatu
Shapiro do wigkszej iloéci standw przez zastosowanie wielu enzymow restrykcyjnych dziatajacych

autonomicznie w jednej mieszaninie.

Cele pracy:

1. Konstrukcja 6-stanowego 2-symbolowego automatu skonczonego za pomoca tancuchow
DNA z zastosowaniem dwoch enzymow restrykeyjnych dziatajacych w jednej mieszaninie.

2. Podanie warunkow arytmetycznych mozliwos$ci rozszerzenia automatu Shapiro do p stanow
I r symboli, z uwzglgdnieniem dtugosci kodow symboli n i dtugosci lepkich koncow Ky, ...,k
pozostajacych po dziataniu j enzymow restrykcyjnych.

3. Wykonanie eksperymentu laboratoryjnego polegajacego na praktycznym sprawdzeniu idei
zwigkszania liczby stanéw automatu przez zastosowanie dwoch enzymow restrykcyjnych

dziatajacych autonomicznie w jednej mieszaninie na stowie wejsciowym.



2. Wstep

W ostatnich latach informatyke zaczeto okresla¢ jako dyscypling nauki o przetwarzaniu,
przechowywaniu i przekazywaniu informacji w dowolnym $rodowisku, a wigc zarowno opartym na
elektronice, jak i na mechanice kwantowej, czy genetyce molekularnej [9]. W chwili obecnej
rozwiazania oparte na kwantach i tancuchach DNA sa jednak we wczesnym etapie rozwoju.
W niedalekiej przysztosci spodziewaé si¢ jednak nalezy znacznego rozwoju tych technologii.
Obecnie prowadzone badania naukowe nad nowymi technologiami mogacymi zastapi¢
konwencjonalne komputery, koncentruja si¢ glownie na dwoch nowych mozliwosciach: obliczeniach
kwantowych oraz DNA obliczeniach. Bardzo obiecujace wydaje si¢ zastosowanie DNA, czyli
zwiazku chemicznego kodujacego informacje w organizmach zywych, gdyz DNA ze wzgledu na
swoje wlasciwosci moze zosta¢ uzyte do kodowania, przetwarzania i magazynowania informacji.
Dzigki bardzo matym rozmiarom, mozliwo$ciom duzego upakowania informacji oraz zgodnosci
z organizmami zywymi DNA ma bardzo duzy potencjat jako material do budowy urzadzen
mogacych przetwarzaé informacje w bardzo szczegdlnych warunkach np.: biochipéw analizujacych
choroby, a takze innych nowoczesnych nanomaszyn.

Dynamiczny rozwdj badan nad mozliwosciami wykonywania DNA obliczen rozpoczat si¢
w 1996 roku od eksperymentu Leonarda Adlemana [1], jednego z wspotautorow szyfrowania RSA.
Zastosowal on tancuchy DNA do znanego problemu informatycznego (problemu drogi Hamiltona
w grafie). Od tego czasu dziedzina ta znacznie rozwingla sig. Pojawily si¢ rézne teoretyczne
rozwazania oraz praktyczne implementacje obliczen za pomoca DNA. Badania do§wiadczalne nad
DNA obliczeniami koncentruja si¢ gltéwnie na praktycznym zaimplementowaniu, metodami
inzynierii genetycznej, znanych algorytméw informatycznych za pomoca odpowiedniego
konstruowania tancuchow DNA. Badania te maja na celu udowodnienie, ze mozliwe jest
rozwigzywanie probleméw informatycznych przez kodowanie danych wejsciowych tancuchami
DNA, a nastepnie ich przetwarzania z uzyciem znanych operacji na DNA. Czgsto sa to problemy
NP-zupelne, ktére mozna szybciej rozwiazaé korzystajac z masowej rownolegto$ci wykonywanych
obliczen. Swiadczy to o potencjalnej przewadze DNA obliczen nad klasyczna implementacja za
pomoca przeptywu elektronow.

W 2001 roku grupa naukowcoéw z Instytutu Weizmanna (Shapiro i inni) [2] opracowata
programowalny automat skonczony. Badania te, kontynuowane w [3] i [4], udowodnity, ze mozliwe
jest autonomiczne i programowalne przetwarzanie informacji za pomoca naprzemiennych operacji
cigcia i taczenia tancuchéw DNA. Model ten ograniczony jest jednak do dwdch stanéw i dwoch

symboli. Wszystkie elementy tej prostej 2-stanowej 2-symbolowej niedeterministycznej maszyny



zbudowane sa z tancuchow DNA oraz jednego enzymu restrykcyjnego (Fokl). Naprzemienne cigcie
I taczenie tancuchow DNA reprezentujacych poszczegdlne elementy automatu doprowadza do
sekwencji terminalnej, ktorej obecnos¢ w roztworze oznacza akceptacje stowa wejSciowego.
Automat Shapiro zteoretycznego punktu widzenia reprezentuje prosty model. Dazac do
uniwersalnych DNA obliczen, konieczne jest w pierwszej kolejnosci zbadanie mozliwosci
rozszerzania tego automatu. Autorzy prac [2], [3], [4] nie podaja jednak mozliwosci dalszego
rozszerzania automatu 2-stanowego 2-symbolowego. Zwracaja uwageg, ze odkrycie enzymow
restrykcyjnych pozostawiajacych dtuzsze lepkie konce umozliwi rozszerzenie ich automatu. Zespot
Shapiro iinni podaje, ze mozliwe jest zakodowanie za pomoca lepkich koncow, powstatych po
cigciu enzymem FokI, automatu co najwyzej 3-stanowego. Ograniczenie wynika z dtugosci lepkich
koncoéHw. Doswiadczalne rozszerzenie automatu Shapiro do trzech stanow zostalo wykonane przez
dwa zespoty badawcze [8], [10].

W pracy doktorskiej przedstawiona zostala nowa idea rozszerzenia automatu Shapiro
polegajaca na zwigkszeniu liczby enzymow restrykcyjnych dziatajacych autonomicznie w jednej
mieszaninie. Podane zostalo kodowanie tancuchami DNA wszystkich elementow 6-stanowego
2-symbolowego automatu skonczonego z wykorzystaniem dwoch enzymow restrykcyjnych (BseXI
oraz Eco571). Okreslone zostaty rowniez warunki arytmetyczne konieczne do dalszego rozszerzania
automatu Shapiro. W pracy zaproponowano réwniez tworzenie ,,bibliotek tancuchow DNA”, ktore
umozliwiaja wielokrotne uzycie raz przygotowanych tancuchow DNA. Eksperyment laboratoryjny
potwierdzit do$wiadczalnie mozliwo$¢ rozszerzania automatu Shapiro do wigkszej liczby stanow
z zastosowaniem dwoch innych enzymoéw restrykeyjnych (Acul, Bbvl). Warto podkresli¢, ze nikt
wczesniej nie zademonstrowal praktycznego wykorzystania dwéoch enzymow restrykcyjnych
jednocze$nie do przeprowadzania obliczen na tancuchach DNA (teoretyczna proba zastosowania
wielu enzymow podana jest w pracy [7]). Praktyczna implementacja laboratoryjna wykonana zostata

w Katedrze Genetyki Molekularnej Uniwersytetu L.odzkiego.

3. Dwustanowy automat Shapiro

Pierwsze teoretyczne modele obliczen powstaty na poczatku dwudziestego wieku w glowach
matematykow, a doktadniej logikow matematycznych zajmujacymi si¢ podstawami matematyki. Ich
celem nie byly komputery, ktorych jeszcze nie wymyslono, ale problemy takie jak: precyzyjne
pojecie algorytmu, pojecie funkcji obliczalnej, automatyczne dowodzenie twierdzen. Te teoretyczne

prace staty si¢ podstawa budowy komputerow, opartych na przeptywie elektronéw. Kazdy model



urzadzenia obliczajacego, nawet prostego urzadzenia zbudowanego z DNA, powinien by¢
implementacja jednego ze znanych modeli teoretycznych. Wyrdzniamy trzy podstawowe teoretyczne
modele urzadzen obliczajacych: automaty skonczone, automaty ze stosem oraz maszyny Turinga.
Najprostszym modelem obliczen jest automat skonczony, mogacy przyjmowacé skonczona liczbg
stanow. Ma on niewielka moc obliczeniowa i moze by¢ stosowany do rozwigzywania prostych
probleméw. Automaty skonczone jednoznacznie (deterministycznie) okreslajace stan po wczytaniu
kolejnego symbolu stowa wejsciowego nazywamy deterministycznymi automatami skonczonymi.
Pewnym uogoélnieniem deterministycznych automatow skonczonych sa niedeterministyczne
automaty, ktore réznia si¢ od poprzednich tym, ze po wczytaniu kolejnego symbolu stowa moga
przejs¢ w jeden z kilku mozliwych stanow. W grafie automatu niedeterministycznego moga istnie¢

roézne drogi dla tego samego stowa (Rys. 1).
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Rys. 1. Niedeterminizm automatu skonczonego.

W 2001 roku Y. Benenson, T. Paz-Elizur, R. Adar, E. Keinan, Z. Livneh, E. Shapiro [2]
przedstawili  implementacj¢ laboratoryjna  niedeterministycznego automatu skonczonego
zbudowanego z DNA (bedziemy go nazywali automatem Shapiro). Idea budowy automatu Shapiro
zblizona jest do hipotetycznego biomolekularnego urzadzenia opracowanego w 1973 roku przez
CH. Bennetta [5] oraz do teoretycznego modelu Maszyny Turinga zbudowanej z DNA
I przedstawionej w 1995 roku przez P. Rothemunda [7]. Zespdt pod kierunkiem E. Shapiro [2], [3]
udowodnit jednak, ze mozliwe jest praktyczne skonstruowanie programowalnych automatow
skonczonych zbudowanych z DNA, dzialajacych autonomicznie tzn. bez dodatkowej posredniej
ingerencji cztowieka, za wyjatkiem wprowadzenia danych wejsciowych oraz ,,odczytania” danych
wyj$ciowych. Odpowiednie kodowanie stanéw oraz symboli za pomoca DNA umozliwito autorom
budowe¢ dowolnego 2-stanowego 2-symbolowego automatu skonczonego. Ma on g=23 mozliwych

ruchow (przejsc), ktore przedstawione sa na ponizszym rysunku.

a,b a,b
P

Rys. 2. Mozliwe przej$cia automatu 2-stanowego.



Automat Shapiro umozliwia przeprowadzenie autonomicznego i programowalnego
przetwarzania informacji za pomoca wyboru odpowiedniego zestawu tancuchow DNA
reprezentujacych reguty przejs¢. Model automatu 2-stanowego 2-symbolowego przedstawiony zostat
za pomoca zbioru odpowiednio dobranych *tancuchow DNA reprezentujacych elementy
teoretycznego modelu automatu skonczonego. Konieczne byto zatem zakodowanie za pomoca DNA:
symboli, krawedzi (czyli przej$c) oraz stanow (w tym stanu poczatkowego i koncowego).

Dodatkowym elementem budowy automatu Shapiro jest enzym Fokl (odpowiednik
teoretyczny glowicy automatu skonczonego), czyli zwiazek chemiczny umozliwiajacy wykonywanie
operacji cigcia tancuchow DNA. Enzym Fokl rozpoznaje okre$lona sekwencj¢ zasad azotowych
w tancuchu DNA, a dokladniej sekwencj¢ GGATG w kierunku 5'—3'. Badania laboratoryjne
E. Shapiro i innych [2],[3], udowodnily, ze mozliwe jest autonomiczne i programowalne
przetwarzanie informacji za pomoca naprzemiennych operacji cigcia i laczenia tancuchow DNA.
Model ten ograniczony byt jednak do dwoch stanow i dwoch symboli (automat 2-stanowy
2-symbolowy). Badania przedstawione przez zespdt Shapiro skupily uwage wielu badaczy.
Prowadzono dalsze prace zmierzajace do rozszerzenia liczby stanéw oraz akceptowanych symboli.

W 2005 roku Soreni i inni [8] przedstawili mozliwo$¢ wykonania praktycznego
(laboratoryjnego) automatu, opartego na cig¢ciu 1 taczeniu tancuchow DNA, o0 wigkszej liczbie
stanéw i1 symboli (automat 3-stanowy 3-symbolowy).

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

Autorzy przedstawili rowniez koncepcj¢ umieszczenia wejsciowego tancucha DNA na ptytce
reprezentujacej mikromacierz. Caly proces przetwarzania oraz sposob konstruowania stowa
wejsciowego zblizony jest do metody uzytej w automacie Shapiro. Roznica polegata na
wykorzystaniu innego enzymu restrykcyjnego - Bbvl oraz umieszczeniu biotyny na koncu tancucha
DNA reprezentujacego slowo wejsciowe, dzigki czemu caly proces przetwarzania informacji mogt
odbywac si¢ z wykorzystaniem plytki reprezentujacej mikromacierz. Autorzy opracowali biblioteke
27 tancuchow DNA reprezentujaca wszystkie mozliwe przejscia dla automatu 3-stanowego

3-symbolowego.



W 2004 rok Unold, Tro¢, Dobosz, Trusiewicz [10], grupa naukowcéw z Wroctawia,
rozszerzyta i zweryfikowata w laboratorium automat Shapiro o trzech stanach stosujac inny enzym
restrykcyjny BseMIl. Kodowanie za pomoca tancuchow DNA umozliwito autorom opracowanie
modelu 3-stanowego 2-symbolowego (Rys. 4) w ktorym autorzy zakodowali za pomoca tancuchow

DNA 18 mozliwych przejs¢.
a,b

S

a,b a,b\?’b
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Rys. 4. Wszystkie mozliwe przejs$cia dla automatu 3-stanowego 2-symbolowego.

4. Rozszerzenie automatu Shapiro

Zespot Shapiro podaje, ze automat oparty na enzymie FOKI moze by¢ rozszerzony
maksymalnie do trzech stanéw oraz zwracaja uwagg, ze odkrycie enzymdéw restrykcyjnych
pozostawiajacych po cigciu dluzsze lepkie konce mogtoby zwigkszy¢ ztozonos¢ automatow.

W pracy doktorskiej przedstawiona zostata nowa idea rozszerzenia automatu Shapiro, ktora
polega na zwigkszeniu liczby dziatajacych enzymow w jednej mieszaninie (w jednej probowce) [6].
Podano rozszerzenie modelu automatu Shapiro do 6-stanow przez zastosowanie dwoch enzymow
restrykcyjnych dziatajacych w jednej mieszaninie. Enzymy zostaly tak dobrane, ze dziatajac na
stowie wejsciowym (tnac stowo wejsciowe) pozostawiaja dwa rodzaje lepkich koncéw. Umozliwia
to zakodowanie wigkszej ilosci przej$¢ automatu (doktadnie 72 przejécia) i jest wystarczajace dla

modelu 6-stanowego 2-symbolowego (Rys. 5).

Rys. 5. Wszystkie mozliwe przejscia dla 6-stanowego automatu.
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Wszystkie krawedzie tego grafu posiadaja etykiete: a, b. Ze wzgledu na ztozonos¢ grafu
etykiety te nie zostaly umieszczone na rysunku 5. W modelu tym uzyto dwa enzymy restrykcyjne
BseXI oraz Eco571, ktére po wykonaniu cigcia tancucha DNA pozostawiaja dwa rodzaje lepkich
koncow. Pierwszy enzym (o nazwie BseXI) rozpoznaje sekwencje GCAGC i tnie tancuch DNA po
8 nukleotydach w kierunku 5'—3' oraz po 12 nukleotydach w kierunku 3'—5'. Drugi enzym
(o nazwie Eco571) uzyty w modelu rozpoznaje sekwencje CTGAAG i tnie tancuch DNA po
16 nukleotydach w kierunku 5'—3' oraz po 14 nukleotydach w kierunku 3'—5'". Proces przetwarzania
informacji w 6-stanowym automacie jest zblizony do dziatania automatu Shapiro. Pierwszym etapem
jest wybor automatu, ktory uzyskuje si¢ przez wybor odpowiednich przej$¢ z 72 mozliwych dla
6-stanowego 2-symbolowego automatu oraz umieszczenie odpowiadajacych im kodow w postaci

tancuchéw DNA w probowce. Kolejnym etapem jest umieszczenie w probowce stowa wejsciowego
x e{a,b}" oraz enzyméw (BseXl, Eco571). Stopniowa analiza stowa wejSciowego X przebiega

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

W pracy doktorskiej przedstawiono réwniez teoretyczne rozwazania dotyczace mozliwosci
rozszerzen automatu Shapiro do dowolnej ilosci standw i dowolnej ilosci symboli. Podano
arytmetyczne warunki, kiedy jest to mozliwe. Poniewaz rozwazania te s teoretyczne, wigc przyjgto
réwniez dowolnag ilo$¢ symboli, za pomoca ktorych 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 q elementowego oraz
uzywamy jednego enzymu restrykcyjnego pozostawiajacego po cigciu kK wyrazowy lepki koniec
(1<k <n), gdy:

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

2. g >(rn—k)(r2n—k+1) _

W pracy doktorskiej zbadano rowniez przypadek zastosowania wigkszej ilosci enzymow.

Uogolniono powyzsze twierdzenie na przypadek, w ktorym uzyto j enzymow restrykeyjnych.



5. Praktyczna implementacja laboratoryjna

Teoretyczne rozwazania dotyczace mozliwosci rozszerzania automatu Shapiro przez
zastosowanie wielu enzymoéw restrykcyjnych potwierdzone zostaty doswiadczalnie. W pracy
doktorskiej omowiono eksperyment majacy na celu laboratoryjne sprawdzenie dziatania modelu
6-stanowego opracowanego z zastosowaniem dwoch enzymow restrykcyjnych. Doswiadczenie to
zostalo wykonane w Katedrze Genetyki Molekularnej Uniwersytetu Lodzkiego. Testowany byt
laboratoryjnie nastgpujacy automat dzialajacy z zastosowaniem dwoéch enzymoéw restrykcyjnych
(Acul, Bbvl), autonomicznie w jednej mieszaninie (dziatajacych doktadnie tak samo jak uzyte

teoretycznie BseXI, Eco571, ale w tych samych warunkach srodowiska reakcyjnego).

/ \Lb
2© ©)
Rys. 6. Automat M testowany w doswiadczeniu.

Wybrane zostaty przejscia: T66 oraz T67 (w postaci fancuchéw DNA) ze zbioru 72 przejs$é
kodowanych tancuchami DNA 1 reprezentujacych wszystkie mozliwe przejscia dla automatu
6-stanowego 2-symbolowego. Stanem poczatkowym jest stan Ss, a koncowym Ss. Automat M zostat
tak dobrany, aby do pozytywnego zakonczenia dziatania automatu na stowie x=ab (tzn. akceptacji
tego stlowa) konieczne bylo trawienie tancucha DNA (reprezentujacego stowo wejsciowe) dwoma
enzymami restrykcyjnymi: Acul oraz Bbvl. Gtéwnym zagadnieniem bylo sprawdzenie laboratoryjne
mozliwo$ci naprzemiennego cigcia dwoma enzymami restrykcyjnymi stowa wejsciowego wykonane
autonomicznie w jednej mieszaninie.

Zanim jednak wykonano wiasciwy eksperyment przygotowano poszczegolne elementy
automatu w postaci tancuchow DNA. W tym celu zamowiono jednoniciowe syntetyczne
oligonukleotydy do ktérych za pomoca enzymu kinazy polinukleotydowej przytaczono grupg
fosforanowa, co umozliwito pdzniejsze wklonowanie fragmentow DNA do wektora plazmidowego.
Nastepnie oligonukleotydy te przeksztalcono w dwuniciowe fragmenty DNA na drodze renaturacji
poprzez podgrzanie mieszaniny zawierajacej dwa komplementarne do siebie oligonukleotydy
| stopniowe ochtodzenie mieszaniny do temperatury pokojowej. Sekwencje oligonukleotydow
zostaty tak dobrane, aby mozliwe bylo wytworzenie odpowiedniej struktury koncow dla zapewniania

poprawnego dziatania automatu poprzez trawienie DNA komercyjnie dostgpnymi enzymami



restrykcyjnymi. W kolejnym etapie dwuniciowe fragmenty DNA zostaty wklonowane do wektora
plazmidowego i wprowadzone do bakterii Escherichia coli. Takie podejécie eksperymentalne
umozliwito wielokrotne wykorzystanie raz skonstruowanych sekwencji. Zastosowany plazmid pJET
1.2 oprocz miejsca do klonowania zawiera réwniez krotki odcinek DNA zawierajacy wiele miejsc
rozpoznawanych przez roézne enzymy restrykcyjne (polilinker, ang. multiple cloning site) oraz
sekwencje promotorowa polimerazy T7 umozliwiajaca analiz¢ sekwencyjna oraz konstrukcje
fragmentow DNA w oparciu o miejsca restrykcyjne potozone w polilinkerze oraz w obrebie
wklonowanych fragmentow DNA. Poprawnos$¢ otrzymanych klonéw sprawdzono za pomoca analizy
restrykcyjnej oraz sekwencyjnej. Sekwencjonowanie otrzymanych klonéw przeprowadzono
w Pracowni Sekwencjonowania i Syntezy DNA IBB PAN w Warszawie,

Dziatanie automatu badano umieszczajac w probowce: stowo x=ab w postaci tancuchéw
DNA, przejscie T66 w postaci tancuchow DNA, przejscie T67 w postaci tancuchéw DNA,
sekwencj¢ terminalng Term 5 w postaci fancuchow DNA, enzymy restrykcyjne (Acul, Bbvl) i ligaze.
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 o dhugosci 589 pz (Rys. 8), ktory moze
powstac jedynie w wyniku prawidtowego dziatania badanego automatu i jest on znacznie dtuzszy od

pozostatych fragmentow DNA (340 pz, 261 pz, 93pz, 88 pz).

GCTGAT
x=ab GCCGACTA- 247 pz

- CTGAAGGTCTCC
T66 PZ  lcacTTccacaceesac . 10 pz
Enzymy: «—
Acul, Bbvl, ligaza ' :
GCAGCGCAATGCG > GCAATG
T67 P2 |reaearrac v | 332pz CGTTAC. 247 pz
Lancuch DNA

332 pz GCAATGTT

CGTTAC dtugosci 589 pz

Term5

Rys. 8. Schemat ideowy doswiadczenia.



Przy prawidlowym przebiegu dos§wiadczenia automat konczy dziatanie w stanie Ss. Wtedy
mozliwe jest przylaczenie si¢ lepkiego konca fragmentu terminalnego (Term 5) do lepkiego konca
powstatego po dziataniu enzymoéw (Acul, Bbvl) na stowie x=ab. Zatem pojawi si¢ tancuch o dtugosci
589 pz. Lancuch tej dtugosci moze pojawic si¢ w roztworze jedynie w przypadku, gdy caty proces
przetwarzania informacji przebiegt prawidlowo. Obecno$¢ tego tancucha oznacza rowniez, ze stowo
x=ab zostalo zaakceptowane przez automat.

Na rysunku 9 przedstawiony zostat planowany przebieg eksperymentu. Stopniowe trawienie
(analiza) stowa dwoma enzymami restrykcyjnymi doprowadza do powstania lepkiego konca AA,
a nastgpnic komplementarnego przylaczenia tancucha DNA dlugosci 340 pz (lepki koniec TT)

I prawidlowego zakonczenia dziatania automatu - akceptacji stowa x=ab.

<Sj,a> b t

GCAGCGCAATGCG " gerear| '
—
T67 | 75PZ  |cgreaearTac GCCGACTA- 2417 pz

S <;> l
GCAGCGCAATG CGGCTGAT
5PZ  |cgreaeaTTac GCCGACEA- 247 pz
12
Bbvl < l
CTGAAGGTCTCC GCTGAT
T66 | 77pz  |eacrrccacacaceac - 241 pz
1
CTGAAGGTCTCCGCTGAT
77 pz GACTTCCAGAGGCGACTA— 247 pz
Acul l
GCAATGTT
Term5 | 332pZ |ogppae % ‘ 247 pz
Lancuch DNA GCAATG
dlugosci 589 pz 332 pz CGTTAC. 247 pz

Rys. 9. Dzialanie badanego automatu.
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Doswiadczenie laboratoryjne zostalo wykonane z uzyciem metod genetyki molekularnej np.:
klonowanie, trawienie endonuklezami, elektroforeza. Mieszanina reakcyjna zawierala wszystkie
elementy automatu niezb¢dne do jego prawidtowego dzialania. Cato§¢ 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. 10).

589 pz

Rys. 10. Rozdziat elektroforetyczny produktow powstatych po zakonczeniu dziatania automatu.
Kanaty: 1 - produkt powstaty po zakonczeniu dziatania automatu (autonomiczne dziatanie dwoéch

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 dzialania dwoch enzymoéw restrykcyjnych w jednej mieszaninie pozwolita na
identyfikacje fragmentéw DNA o oczekiwanej wielkosci tzn. 589 pz. Analiza zdjecia wykonanego
po elektroforezie na zelu poliarylamidowym wskazuje, ze przetwarzanie informacji (dziatanie
automatu) zaszlo wedlug oczekiwan, co potwierdza stusznos$¢ idei zwigkszania liczby enzymow
dziatajacych w jednej mieszaninie w celu zwigkszania liczby stanéw w automacie Shapiro.

W trakcie eksperymentu, omowionego powyzej, uzywano réznych tancuchow DNA o Scisle
okreslonych dtugosciach i sekwencjach nukleotydow. Ze wzgledu na pracochtonno$¢ metod genetyki
molekularnej przygotowanie takich tancuchow DNA jest kluczowym etapem implementacji.
W rozprawie zaproponowano tworzenie tancuchoéw DNA (poprzez klonowanie w wektory

plazmidowe), aby umozliwi¢ ich wielokrotne wykorzystanie oraz tatwe powielenie.

6. Wnioski koncowe

Glownym celem pracy byto okreslenie mozliwo$ci rozszerzenia automatu Shapiro. W pracy
podano nowa ideg¢ rozszerzenia automatu Shapiro, polegajaca na zastosowaniu dwoch enzymow
restrykcyjnych dziatajacych autonomicznie w jednej mieszaninie. Enzymy dobrano w taki sposob,
aby pozostawiaty dwa rodzaje lepkich koncow na trawionym stowie wejsciowym. Umozliwito to
zakodowanie wszystkich 72 przejs¢ dla modelu automatu skonczonego 6-Stanowego
2-symbolowego. Wymagato to odpowiedniego dobrania lepkich koncoéw, gdyz koduja one wszystkie
pary <stan,symbol> automatu. Réwniez enzymy restrykcyjne zostaty tak dobrane, aby odlegtosci od
sekwencji rozpoznawanej byly stosunkowo duze. Zwigkszyto to mozliwosci sterowania dziataniem
enzymoOw restrykcyjnych na stowie wejSciowym. Ze wzgledu na konieczno$¢ jednoznacznego
kodowania informacji (aktualny stan i wczytany symbol) kazdy lepki koniec musiat by¢ unikalny
tzn. r6zni¢ si¢ od pozostatych sekwencja zasad azotowych.

Do zalet automatow opartych na enzymach restrykcyjnych mozna zaliczy¢ masowa
réwnoleglos¢ zachodzacego procesu przetwarzania informacji. Zauwazalne sa jednak ograniczenia
techniczne i teoretyczne automatu Shapiro. Pierwszym problemem sa lepkie konce, gdyz w praktyce
laboratoryjnej maja one stosunkowo mate dtugosci (od 1 do 5 nukleotydéw) i w konsekwencji moga
kodowa¢ niewiele symboli. Zastosowanie wielu enzymow restrykcyjnych powoduje z kolei
koniecznos¢ okreslenia warunkow laboratoryjnych dla dziatania enzyméw w jednej mieszaninie,
gdyz na og6l optymalne dziatanie enzymow zachodzi w roéznych warunkach. W ostatnich latach
odkryto nowa grupe enzymow dziatajacych w takich samych warunkach: jednakowe pH

| temperatura dziatania, co umozliwia latwiejsze Kkonstruowanie automatow wielostanowych
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opartych na enzymach restrykcyjnych. Konieczno$¢ stosowania pracochtonnych technik genetyki
molekularnej stanowi jednak pewne ograniczenie w mozliwosci budowy nanomaszyn opartych
0 tancuchy DNA. W pracy podano jednak metody, ktore umozliwia ponowne zastosowanie raz
przygotowanych elementéw automatu. Planowane sa dalsze badania laboratoryjne w ktorych
zostanie sprawdzony wptyw na wyniki koncowe: dilugosci stow, niedeterminizmu automatu,
ztozono$ci automatu, liczby uzytych enzyméw oraz ilosci uzytych zwiazkow chemicznych.

Dalsze badania nad automatem Shapiro wydaja si¢ obiecujace, szczegoOlnie nad
zastosowaniami np. w medycynie czy biotechnologii. Automat ten zbudowany jest wylacznic ze
zwiazkow organicznych, co w przysztosci predysponuje go do zastosowania wewnatrz organizmow
zywych np. w celu diagnozowania chordb. Pierwszym krokiem w tym kierunku bylo zastosowanie
idei automatu Shapiro do diagnozowania nowotwordw, zaproponowane przez pomystodawcow
automatu Shapiro (do tej pory tylko laboratoryjnie [4]). Pomyst zespotu z Instytutu Weizmanna
polegat na identyfikacji i analizie obecno$ci mRNA gendéw odpowiedzialnych za nabywanie przez
komorki cech nowotworowych, a nastgpnie ich wyciszaniu z uzyciem siRNA. Wydaje sig, ze idea
automatu Shapiro i jego rozszerzania moze zosta¢ wykorzystana rowniez do konstrukcji biochipow
(mikromacierzy) stosowanych do diagnostyki réznych choréb. Zastosowanie w technice, medycynie
I nauce wymaga jednak dlugotrwatych i kosztownych badan laboratoryjnych, a nastepnie

Klinicznych.
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