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Rys. 1. Graf uzyty w do$wiadczeniu
Adlemana. Szukamy drogi Hamiltona
z A do B.

Rys. 2. Lancuch DNA (Wikipedia).
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Troche historii

Obliczenia biomolekularne, biologia obliczeniowa, DNA komputery — to tylko
niektére ze stosowanych obecnie okreslen na dynamicznie rozwijajaca sie
dziedzine wiedzy z pogranicza biologii molekularnej, inzynierii genetycznej

i informatyki. Prawdziwe zainteresowanie Swiata nauki badaniami nad
zastosowaniem reakcji biomolekularnych w obliczeniach przyniosta praca
Leonarda Adlemana z 1994 roku, w ktorej zastosowano czasteczki kwasu
dezoksyrybonukleinowego (DNA) oraz standardowe techniki inzynierii
genetycznej w rozwiazaniu znanego w matematyce problemu drogi Hamiltona
na przyktadzie 7 miast polaczonych 14 drogami. Problem ten mozna sprowadzi¢
do pytania: ,Jak mozna odwiedzi¢ 7 miast potaczonych 14 drogami, bez
dwukrotnego przechodzenia przez to samo miasto?”. Obliczenia, ktére byty
w istocie zmudnymi laboratoryjnymi doswiadczeniami, trwaty tydzien, a warto
dodacd, ze czlowiek rozwiazuje to samo zadanie z uzyciem kartki i oléwka
(mozna takze zastosowaé dlugopis) w czasie ledwie 1 minuty (!). Adleman
wybral nie bez powodu zadanie szukania drogi Hamiltona, gdyz nalezy ono
do tzw. zadan NP-trudnych, czyli takich, dla ktérych nie znamy odpowiednio
szybkich dokladnych algorytméw. Wszystkich mozliwych cykli Hamiltona

dla n miast w grafie pelnym jest az (n — 1)!/2. Dla przyktadu, dla 10 miast
mamy 181 440 mozliwych marszrut, dla 12 miast juz prawie 20 milionow.
Poszukiwania optymalnej drogi dla kilkudziesigciu miast z zastosowaniem
klasycznego komputera trwalyby wiele dziesiatkdw lat.

Obecne komputery DNA osiggaja predkoéé reakeji molekularnych 330 TFLOPS
(330 bilionéw operacji zmiennoprzecinkowych na sekunde, czyli 330 - 10'2) i to

w objetosci 5 mililitréw (objetosci tyzeczki od herbaty). Najszybszy komputer
krzemowy, Blue Gene/L firmy IBM, osiagnal w polowie ubieglego roku predkosé
596 TFLOPS. Komputery DNA sg jednak nie tylko szybkie, ale charakteryzuja
sie niezwykla gestoscia upakowania informacji oraz znikomym zuzyciem energii.
Wystarczy powiedzieé, ze to, co obecnie wymaga zapisania na ponad bilionie
CD-ROM-6w, zajeloby okolto 1 cm?® réwnowaznego 1 gramowi DNA, a 1 dzul
pozwala na wykonanie okoto 2 - 10'°-krotnie wiecej operacji w biokomputerze niz
w komputerze krzemowym. Dzisiaj obliczenia biomolekularne stosuje sie, miedzy
innymi, w rozwiazywaniu zadan NP-trudnych, budowie bardzo duzych pamieci,
masowych obliczeniach réwnoleglych czy w konstrukcji molekularnych uktadow
elektronicznych.

Troche inzynierii genetycznej

No dobrze — moglby teraz kto$ powiedzie¢. Rzeczywiscie wyglada to wszystko
imponujaco, ale tak naprawde, jak to dziata? Jak mozna, uzywajac molekut
DNA, zrealizowaé jakiekolwiek obliczenia? W rzeczywistosci komputer DNA
opiera sie na stosunkowo prostych mechanizmach genetyki molekularnej,

a tak naprawde caly problem lezy, po pierwsze, w dobrym modelu obliczen,

a nastepnie prawidlowym doborze wszystkich parametrow laboratoryjnego
eksperymentu. W obliczeniach biomolekularnych wszelkie sygnalty koduje si¢
za pomoca czasteczek DNA. DNA jest polimerem skladajacym sie z ciaggu
nukleotydéw: adeniny (oznaczanej symbolem A), tyminy (T), cytozyny (C)
oraz guaniny (G). Enzym polimerazy na podstawie jednej nici DNA potrafi
stworzy¢ ni¢ komplementarna, w ktorej — zgodnie z zasada komplementarnosci
Watsona—Cricka — zamiast C pojawia sie G, zamiast T — A, i na odwrot.
Lancuch DNA moze byé jednoniciowy lub dwuniciowy. Lancuch dwuniciowy
powstaje dzieki wigzaniom pomiedzy naprzeciwleglymi, komplementarnymi
nukleotydami (rys. 2). Dwie komplementarne nici DNA owijaja sie wokél
wspolnej osi, tworzac tzw. podwdjng helise. Lancuch dwuniciowy moze miec¢
dwie orientacje, tzw. 3’ — 5’ oraz 5’ — 3’. Jezeli dwa lancuchy jednoniciowe sa
komplementarne i maja przeciwng orientacje, to sa lepkie (ang. sticky).
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Rys. 3. Przyktadowy automat

skonczony z dwoma stanami SO i S1.
Nieetykietowana strzatka wskazuje na
stan poczatkowy SO, podwdjny okrag
oznacza stan koncowy S1. Etykietowane
symbolami alfabetu strzatki reprezentuja
mozliwe przejscia automatu: SO—aS0
(bedac w stanie SO, po wezytaniu litery a,
mozna przej$é do stanu S0), SO—aS1 (ze
stanu SO, po wczytaniu a, mozna przejsé
do S1), podobnie S1—bS0, S1—bS1.

Na przyktad, przetwarzajac stowo abbab,
automat mogltby przechodzié kolejno

przez stany SO, S1, S1, SO, S1, S1.

Kodowanie automatu z rysunku 3.

‘W nawiasach podana jest liczba tzw.
wypelniaczy (ang. spacers) — nukleotydéw
dodawanych ze wzgledu na dlugos¢ ciecia

restryktazy Fokl.

Kodowanie symboli

a b

t

CTGGCT | CGCAGC

TGTCGC

Kodowanie molekul przejscia

S0—aS0 S0—aS1
GGATG(3) GGATG(5)
CCTAC(3)CCGA CCTAC(5)CCGA

S1—bS0 S1—bS1
GGATG (1) GGATG(3)

CCTAC(1)GCGT | CCTAC(3)GCGT

Kodowanie molekul detekcji wyjscia

S0-D

S1-D

(161) (251)
(161)AGCG | (251)ACAG

W odpowiednich warunkach moga one w procesie hybrydyzacji utworzy¢
tancuch dwuniciowy, ktoéry stabilizuje si¢ przez dzialanie enzymu ligazy.
Istotnym narzedziem w inzynierii genetycznej jest endonukleaza restrykcyina
(restryktaza), ktéra rozcina podwojng ni¢é DNA. W przypadku restryktaz

typu II ciecie nastepuje zawsze w okreslonym miejscu. Na przyktad restryktaza
FokI rozpoznaje w ciaggu DNA sekwencje startowa

GGATG
CCTAC

i rozcina dwuniciowy lancuch w sposéb nastepujacy

.. .GGATGNNNNNNNNN | NNNNNN. . .
.. .CCTACNNNNNNNNNNNNNTNN. . .

co zapisuje sie GGATG(N)9/13], gdzie N jest dowolnym nukleotydem. Zatem
caly mechanizm wykorzystywany w komputerze DNA opiera sie w istocie na
odpowiednim rozcinaniu tancucha dwuniciowego i ponownym sklejaniu jego
Hlepkich” koncéw.

Automat molekularny Shapiry

W 2001 roku w prestizowym czasopismie Nature ukazala sie praca izraelskich
naukowcéw z Instytutu Weizmanna w Rehovot opisujaca molekularny komputer
DNA. Dwa lata p6zniej ten sam zesp6t pod kierunkiem prof. Ehuda Shapiry
zaprezentowal ulepszong wersje molekularnej maszyny, ktora nie tylko byta

w tym czasie najszybszym komputerem na $wiecie, ale réwniez i najmniejszym.
Co wiecej, 6w komputer praktycznie nie potrzebuje zadnej energii zewnetrznej
dla swego dzialania, gdyz dostarczaja jej same czasteczki DNA biorgce udzial
w obliczeniach.

Komputer prof. Shapiry jest przykladem molekularnej realizacji automatu
skonczonego. Automat skonczony jest pewna podklasg tzw. maszyny Turinga,
ktéra jest z kolei abstrakcyjnym modelem dowolnego komputera. Automat
skonczony operuje na wejsciowej sekwencji symboli. Automat moze znajdowaé
sie¢ w jednym z ustalonej liczby stanéw wewnetrznych (reprezentujacych pamieé
komputera), z ktérych jedne sa traktowane jako stany poczatkowe, a inne

jako stany koncowe. Oprogramowanie automatu stanowi zbiér regul przejsé,

z ktorych kazda okresla sposob, w jaki maja zmieniaé sie stany automatu pod
wplywem pojawiajacych sie symboli wejSciowych i aktualnego stanu maszyny.
Automat moze nie konczy¢ obliczen, jezeli zadna z dostepnych regul nie moze
by¢ zastosowana. Obliczenia natomiast koncza sie, gdy przetworzony zostanie
ostatni symbol wejSciowy. Automat akceptuje dane wejsciowe, jezeli obliczenia
zatrzymuja sie w stanie koncowym automatu. Rysunek 3 przedstawia przyktad
automatu dwustanowego, pracujacego na dwuliterowym alfabecie {a,b}.

Automat Shapiry jest wlasnie molekularng implementacja automatu ztozonego
z 2 standéw i operujacego na 2 literach. Mozna by zapytadé, czy tak prosty model
moze mie¢ jakies praktyczne zastosowanie? Jezeli wezmiemy pod uwage fakt,

ze w takim automacie mozna zdefiniowaé¢ 255 réznych zestawéw przejsé, to

w polaczeniu z 3 réznymi konfiguracjami stanéw koncowych (SO lub S1, lub SO
i S1), daje w rezultacie mozliwo$¢ implementacji 765 programéw. A to juz jest
niemalo. W modelu Shapiry zalozono, ze kazdy symbol wejsciowy kodowany jest
na 6 parach nukleotydéw (szczegdly na marginesie). Molekula wejsciowa okresla
stan poczatkowy automatu oraz sekwencje wejsciowa. Architekture danego
automatu tworzy zestaw molekul reprezentujacych przejscia automatu, wybrany
z grupy 8 mozliwych przej$¢ automatu dwustanowego. Dodatkowo dostepne

sa dwie molekuly wyjsciowe, zadaniem ktorych jest rozpoznawanie osiggniecia
przez automat stanu koncowego. Kodowanie molekut uwzglednia miejsce ciecia
restryktazy Fokl.

Obliczenia rozpoczynaja sie w momencie zmieszania molekuly wejsciowej,
molekul reprezentujacych przejscia automatu oraz restryktazy Fokl.
Przedstawimy przykladowe dzialanie automatu z rysunku 3 akceptujacego stowo
wejéciowe abbab. Oto jak zakodowany zostaje stan poczatkowy i ciag wejsciowy:
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Dane wejsciowe. Kolorem zaznaczono
miejsca, w ktérych zakodowane sa dwie
litery a ze stowa abbab.

Dziatanie restryktazy FokI:

Ligacja z udzialem reguly SO—aS1:

Dziatanie restryktazy FokI:

Ligacja z udzialem reguty S1—bS1:

Dziatanie restryktazy FokI:

Ligacja z udzialem reguty S1—bS0:

Dziatanie restryktazy FokI:

Ligacja z udzialem reguly SO—aS1:

Dziatanie restryktazy FokI:

Ligacja z udzialem reguty S1—bS1:

Dziatanie restryktazy FokI:

Ligacja z udzialem reguly detektora S1-D:

Zamiast zakonczenia

Wizja komputera pracujacego z olbrzymia predkoscia,
praktycznie bez zewnetrznej energii, o niewiarygodnym
wrecz stopniu upakowania informacji zacheca do coraz
to nowych poszukiwan. W kwietniowym wydaniu
Nature z 2004 r. ukazal sie artykul, w ktérym prof.
Ehud Shapiro opisal zastosowanie komputera DNA

do analizy biologicznych informacji przechowywanych
w mRNA. W warunkach laboratoryjnych biokomputer
zdiagnozowal typ komorek rakowych oraz rozpoczal
proces zwalczania ich przez produkcje odpowiednich
substancji. Réwniez w 2004 r. piszacy te slowa wraz

z doktorantem Maciejem Trociem zaproponowali
zastosowanie nowych enzymoéw restrykeyjnych

w konstrukeji molekularnego automatu, a takze

(21)GGATG(7)CTGGCT CGCAGC CGCAGC CTGGCT CGCAGC TGTCGC
(21)CCTAC(7)GACCGA GCGTCG GCGTCG GACCGA GCGTCG ACAGCG

W pierwszym kroku restryktaza rozcina molekule wejsciowa, eksponujac
4-nukleotydowy lepki koniec kodujacy stan poczatkowy i pierwszy symbol
wejsciowy.

GGCT CGCAGC CGCAGC CTGGCT CGCAGC TGTCGC
GCGTCG GCGTCG GACCGA GCGTCG ACAGCG

(21)GGATG(7)CT
(21)CCTAC(7)GACCGA
W nastepnym kroku do lepkiego konica molekuly wejéciowej przytacza sie
poprzez dzialanie ligazy pasujacy (komplementarny) koniec jednej z molekul
przejscia automatu.

GGATGéSgGGCT CGCAGC CGCAGC CTGGCT CGCAGC TGTCGC
CCTAC(5)CCGA GCGTCG GCGTCG GACCGA GCGTCG ACAGCG

Ta hybrydyzacja oznacza przejscie automatu do kolejnego stanu i wezytanie
nastepnego symbolu wejsciowego. W kolejnym kroku produkt hybrydyzacji jest
znowu rozcinany przez Fokl i tworzony jest lepki koniec reprezentujacy kolejny
stan i symbol wejsciowy. Caly proces przebiega w petli do momentu potaczenia
lepkiego konca z molekula wyjsciowa, reprezentujaca stan koncowy:

CGCAGC CGCAGC CTGGCT CGCAGC TGTCGC
CG GCGTCG GACCGA GCGTCG ACAGCG

GGATG(5)GGCT
CCTAC(5)CCGA GCGT

GGATG (3) CGCAGC CGCAGC CTGGCT CGCAGC TGTCGC
CCTAC(3)GCGTCG GCGTCG GACCGA GCGTCG ACAGCG

CGCAGC CTGGCT CGCAGC TGTCGC
CG GACCGA GCGTCG ACAGCG

GGATG(3) CGCAGC
CCTAC(3)GCGTCG GCGT

GGATG (1) CGCAGC CTGGCT CGCAGC TGTCGC
CCTAC(1)GCGTCG GACCGA GCGTCG ACAGCG

GGCT CGCAGC TGTCGC
GCGTCG ACAGCG

GGATG(1)CGCAGC CT
CCTAC(1)GCGTCG GACCGA

GGATG (5) GGCT CGCAGC TGTCGC
CCTAC(5)CCGA GCGTCG ACAGCG

GGATG(5)GGCT CGCAGC TGTCGC
CCTAC(5)CCGA GCGT CG ACAGCG
GGATG (3) CGCAGC TGTCGC
CCTAC(3)GCGTCG ACAGCG

GGATG (3)CGCAGC TGTCGC
CCTAC(3)GCGTCG ACAG CG
(251)TGTCGC

(251) ACAGCG

zamodelowali dzialanie automatu 3-stanowego, zdolnego
wykonywacé juz 1835001 programéw. W innej publikacji
wskazali na mozliwos¢ realizacji biologicznych funkcji
logicznych oraz systemu wnioskowania, ktéry moze
znalez¢ zastosowanie np. w molekularnym systemie
ekspertowym. W 2005 r. zesp6t izraelskich naukowcow
opublikowal wyniki realizacji automatu 3-stanowego,
nad alfabetem 3-literowym. Praca wskazywala

réwniez na teoretyczne szanse budowy komputera
rozpoznajacego 39 réznych symboli wejSciowych.

W ubiegltym roku ukazata sie¢ praca Chinczykéw, ktérzy
eksperymentalnie udowodnili, ze mozna konstruowadé
komputery DNA wykorzystujace restryktazy z tzw.
grupy IIS bez uzycia ligazy. W sposéb istotny moze to
uproécié¢ przyszla realizacje biokomputerow.
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