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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposob identyfikaciji czasteczek DNA opisanych wyrazeniem regu-
larnym, mogacy znalez¢ zastosowanie do identyfikacji choréb genetycznych lub przy prowadzeniu eks-
perymentow biologicznych, do wykrywania pewnych innych zaleznosci genetycznych u organizmow.

Aby identyfikowa¢ czasteczki DNA mozna uzyé procesu sekwencjonowania, ujawnionego
w amerykanskim opisie patentowym US5683881. Proces ten pozwala odczyta¢ sekwencje nici DNA.
Znajac sekwencje danej nici DNA mozna, przy pomocy komputerow elektronicznych oraz algorytmow
wyszukiwania badac, czy nalezy ona do szukanej podklasy. Metoda taka nie jest optymalna, poniewaz
proces sekwencjonowania jest bardzo kosztowny i czasochionny.

Istnieje kilka prac dotyczacych przetwarzania informacji przez molekuty, ktére wykorzystujg inne
metody. Jedng z pierwszych prac, ktoéra dostrzegta, mozliwosci zastosowan molekut do przetwarzania
informacji, jest publikacja WO 9707440 oraz L. M. Adleman, Molecular computation of solutions to
combinatorial problems, Science, 266: 1021-1024, November 11, 1994. Pokazano tam metode wyko-
rzystujaca wielkg liczbe czasteczek do rozwigzywania problemoéw kombinatorycznych, nalezacych do
klasy NP. W opisanym przez Adlemana eksperymencie pokazano mozliwos¢ rozwigzania, problemu
Sciezki Hamiltona. (zwanego tez problemem komiwojazera) przy pomocy czasteczek DNA. W pracy
tej nie porusza sie zagadnien zwigzanych z identyfikacjg czasteczek DNA.

Kilkukrotnie byly podejmowane préby konstrukcji automatéw skornczonych za pomocg metod
biologii molekularnej: publikacja R. Deaton, R. C. Murphy, J. A. Rose, M.H. Garzon, D. R. France-
schetti, and S. E. Stevens, Jr. A DNA based implementation of an evolutionary search for good encod-
ings for DNA computation, JEEE International Conference on Evolutionary Computations, pages
267-271, 1997. Indiana University Purdue Universit'y, Indianapolis, lllinois, USA, publikacja
WO 0077732, WO 03042395, publikacja US2005112614.

W pracy A DNA based implementation of an evolutionary search for good encodings for DNA
computation pokazano metode przeprowadzenia doswiadczenia na DNA, aby symulowaé¢ automat
skonczony. Dla kazdego przejscia projektuje sie odpowiednig czasteczke DNA. Rozpoznawanie, czy
stowo wejsciowe nalezy do danego jezyka regularnego polega na cyklicznym odczytywaniu kolejnych
symboli ze stowa wejsciowego przez osobe prowadzacg doswiadczenie, dodawaniu czgsteczek re-
prezentujgcych przejécia dla tego symbolu do roztworu i wykonywaniu reakcji, w wyniku ktérych
w roztworze pojawiajg sie czasteczki reprezentujgce stany automatu. Powyzsza koncepcja z trudem
mogtaby znalez¢ zastosowanie praktyczne, poniewaz nie pozwala umiesci¢ wielu niezaleznych auto-
matdéw w tym samym miejscu, a takze nie pozwala obrabia¢ wielu réznych stéw wejsciowych. Opisane
rozwigzanie nie jest potwierdzone eksperymentem.

Sposdb opisany w publikacji WO 0077732 (opublikowany réwniez w K. Komiya, K. Sakamoto,
H. Gouzo, S. Yokoyama, M. Anta, A. Nishikawa, aud M. Hagiya, Successive state transitions with
i/o interface by molceules, volume 2054 of Lecture Notes in Computer Science, pages 17-26. Springer
Verlag, Berlin, Heidelberg. New York, 2000), bazuje na metodzie self-assembly przedstawionej
w US20055112614 oraz E. Winfree, F. Lin, L. A. Wenzler, and N. C. Seeman, Design end self-
assembly of two-dimensional DNA crystals, Nature, 394(6693): 539-545, August 6 1998. Automat
skonczony oraz stowo wejsciowe sg zakodowane na tej samej, pojedynczej nici DNA, co pozwala na
jednoczesng prace bardzo wielu takich automatédw. Przedstawiony sposéb jest potwierdzony do-
Swiadczeniem i moze mie¢ zastosowania praktyczne. Wada tego rozwigzania jest brak gwarancji, ze
krok obliczen bedzie przejsciem w automacie, co nie pozwala (w sposéb deterministyczny) ustali¢
w jakiej liczbie krokdw uzyska sie odpowiedz, w szczegdlnosci liczba krokéw moze byé bardzo duza.

Interesujgca metoda identyfikacji czasteczek opisana w WO 030423395 oraz Y. Benenson,
T. Paz-Elizur, R. Adar, E. Keinan, Z. Livheh, and E. Shapiro, Programmable and autonomous compu-
ting machinie made of biomolecules, Nature, 414(1): 430-434, November 22, 2001, bazuje na pew-
nych szczegdélnych wiasciwosciach niektérych enzymow restrykcyjnych, takich jak na Fokl, ktére thg
czasteczke w pewnej odlegtosci od rozpoznawanej sekwencji. Poprawno$¢ metody jest potwierdzona
doswiadczeniem. Gtéwng wadg opisanego tam rozwigzania jest ograniczenie na maksymalng liczbe
standéw i przej$¢. Do ich kodowania mozna wykorzysta¢ maksymalnie 4 nukleotydy, wiec maksymalna
liczba standw i przejs¢ wynosi 256, co eliminuje sensownos¢ wykorzystania opisanego sposobu dla
praktycznie wystepujacych przypadkow.

Sposéb identyfikacji czasteczek DNA opisanych wyrazeniem regularnym wedtug wynalazku po-
zwala zbadaé, czy nieznana czasteczka posiada sekwencje, ktdra jest opisana wyrazeniem regular-
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nym. Bazuje ono na operacjach znanych z inzynierii genetycznej i nie wymaga poznawania sekwenciji
czasteczki. Opisywane rozwigzanie jest nowym sposobem przetwarzania informacji za pomocg mole-
kut. Jest to praktyczna realizacja abstrakcyjnego urzgdzenia nazywanego automatem skonczonym.

Czasteczke DNA mozna potraktowaé jako sekwencje symboli czyli stowo nad pewnym jezy-
kiem. Wyrazenia regularne sg pewng forma opisu zbioru stéw (jezyka). Jezyki opisywane wyrazeniami
regularnymi sg nazywane jezykami regularnymi. Sg to jezyki nieskonczone, tzn. mogg zawieraé nie-
skonczong liczbe stow.

Definicje stowa, jezyka, jezyka regularnego sg zawarte w pozycji Hopcroft and Ullman, Wpro-
wadzenie do teorii automatow, jezykow i obliczen, PWN, 1994. Stowo spetnia wyrazenie regularne,
jezeli nalezy do jezyka opisanego przez to wyrazenie.

Przyktady zebrano w tabeli 1

Wyrazenie Stowa spetniajace to wyrazenie
a* €, @, aa, aaa, ...
(ab)*b b, abb, ababb,
a(alb)*b aa, aab, aabb, ..., ab, abb, abbb,
(alb)(alb) aa, ab, ba, bb

Tabela 1: Przyktady wyrazen regularnych, alfabet (zbiér symboli) jest dwuliterowy {a, b}.

Identyfikacja czgsteczek DNA, ktérych sekwencja jest opisana wyrazeniem regularnym ma zna-
czenie przy prowadzeniu eksperymentow biologicznych, oraz przy wykrywaniu pewnych zaleznosci
genetycznych u organizméw, co moze byé przydatne np. do wykrywania choréb genetycznych. Za-
t6zmy, ze interesujgca nas choroba genetyczna wystepuje, gdy w okreslonym miejscu wystepuje jed-
na z sekwencji DNA:

ATGGGGCCCC

ATATATGGGGCCCC
ATATATATATGGGGCCCC
ATATATATATATATGGGGCCCC
ATATATATATATATATATGGGGCCCC

Tabela 2: Sekwencje opisujgace pewng chorobe genetyczna.

Sekwencje wymienione w tab. mozna krdcej zapisa¢ za pomocg wyrazenia regularnego:

AT(ATAT) * GGGGCCCC

albo:

a=AT
a(aa) * b, gdzie
b =GGGGCCCC

Aby zbada¢, czy nieznana sekwencja jest jedng z wymienionych w tabeli mozna:

1. Odczytaé jego sekwencje.

2. Poréwnac te sekwencje z wzorcami. Tworzy sie czasteczki, ktére odpowiadajg kazdej z se-
kwencji wymienionych w tabeli, a nastepnie (za pomocg reakcji biochemicznych) bada sie identycz-
nos¢ sekwencji z wzorcami.

3. Zastosowac¢ sposob wedtug wynalazku.

Metoda pierwsza (odczyt sekwencji nieznanego DNA) jest droga, czasochtonna, poniewaz wy-
maga wykorzystania sekwencjonowania. Druga z metod nie zawsze jest poprawna, poniewaz liczba
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interesujgcych badacza sekwencji jest nieskonczona, zas mozna wyprodukowac tylko skonczong
liczbe wzorcow. Natomiast samo badanie jest szybkie i tanie, mozna tutaj zastosowac np. DNA chip.

Poniewaz prezentowane urzgdzenie wykorzystuje czasteczki DNA, w opisie wynalazku pojawia-
ja sie terminy zwigzane z biologig molekularng. Czasteczka DNA skfada sie z dwdch oplatajgcych sie
nici ztozonych z nukleotydéw. W naturze wystepuja 4 rézne nukleotydy DNA, ktére w skrocie oznacza
sie literami A, G, C, T. Nukleotyd A z jednej nici faczy sie z nukleotydem T w drugiej nici, zas G z C
(zasada komplementarnosci). Nici DNA nie sg symetryczne, jeden z koncéw oznacza sie 5’ za$ drugi 3'.
Zwyczajowo sekwencje DNA pisze sie od 5' konca. Hybrydyzacja jest to reakcja polegajgca na pota-
czeniu dwdch nici DNA o sekwencjach komplementarnych w jedng czasteczke DNA. Denaturacja jest
procesem odwrotnym. Polimeryzacja jest procesem budowy nici komplementarnej do danej. Proces
ten, oprécz nici bazowej wymaga dostarczenia nukleotydéw oraz odcinka DNA, od ktérego zacznie
sie budowa nowej nici zwanego starterem. PCR jest procesem wykfadniczego powielania czgste-
czek DNA.

Symbol jest reprezentowany w prezentowanym rozwigzaniu przez sekwencje nukleotydow, na
przyktad: ATCCCA, GGTCCT. Symbole w niniejszym opisie oznaczane bedg identyfikatorami beda-
cymi matymi literami alfabetu lub cyframi. Sekwencja nukleotydow komplementarna do sekwenciji dla
danego symbolu oznaczana jest tutaj identyfikatorem ze znakiem negaciji, wiec jesli symbol a jest
reprezentowany przez sekwencje ATCCCA to a odpowiada sekwencji 3° - TAGGGT - 5, czyli
TGGGAT.

Terminem alfabet £ oznacza sie zbiér symboli. Termin stowo okresla skonczony cigg symboli
z danego alfabetu. Tutaj stfowo jest reprezentowane przez jednoniciowa czasteczke DNA zawierajgcg
sekwencje reprezentujace kolejne symbole. Przyktadowo dla alfabetu 2 = {a, b}, gdzie symbol a jest
reprezentowany przez ATCCCA, zas b przez GGTCCT, stowo R = abb jest opisywanie przez ni¢
o sekwencji ATCCCA GGTCCT GGTCCT. Dlugosc¢ stowa R, oznaczana |R| jest liczba symboli w tym
stowie, na przykifad stowo aab ma dlugos¢ 3. Stowo € ma dtugos¢ O. Stowa bedg oznaczane wielkimi
literami.

Terminem jezyk okresla sie zbior stéw dla danego alfabetu. Wyrazenia regularne sg forma opi-
su niektdérych jezykdw tzw. jezykdw regularnych. Mowimy, ze stowo spetnia wyrazenie regularne, jezeli
nalezy do jezyka opisanego przez to wyrazenie.

Dla kazdego wyrazenia regularnego mozna skonstruowac rébwnowazng, to znaczy opisujgca ten
sam jezyk, gramatyke prawostronnie liniowg. Gramatyka prawostronnie liniowa jest czwdérkg uporzad-
kowang G = (V, T, P, qp), gdzie V oznacza zbiér symboli nieterminalnych, T oznacza zbiér symboli
terminalnych, P jest zbiorem produkcji, za$ qo € V jest stanem poczatkowym. Zbiory T oraz V sa roz-
taczne. Produkcje p € P sgtypul — a2 lub 1 — a, gdzie 1, 2 € V oraz a € T. W opisie wynalazku
symbole nieterminalne oznaczane sg cyframi, zas§ symbole terminalne matymi literami.

Automat skonczony dla danego wyrazenia regularnego jest urzadzeniem, ktére w skornczonej
liczbie przej$¢ potrafi odpowiedzieé, czy dane stowo spetnia wyrazenie regularne. Dla kazdego wyra-
zenia regularnego mozna zbudowac¢ automat skoriczony rozpoznajacy to wyrazenie. Jezeli wyrazenie
regularne R ma dtugosé |R|, to mozna, skonstruowa¢ automat niedeterministyczny o liczbie stanéw
O(|R]). Analiza, czy dane stowo X spetnia wyrazenie regularne przy uzyciu tego podejScia wykonuje
sie w czasie O*(|R|* |X|) gdzie |X| jest dtugoscig stowa. Mozliwa jest takze konstrukcja automatu de-
terministycznego; liczba jego stanéw jest wyktadniczo zalezna od dtugosci wyrazenia, regularnego
O(Z'R'), zas analiza, czy dane stowo X spetnia wyrazenie regularne przy uzyciu tego podejscia wyko-
nuje sie w czasie O(|X]).

Sposdb identyfikacji czasteczek DNA opisanych wyrazeniem regularnym polega na tym, ze de-
finiuje sie wyrazenie regularne, reprezentacje symboli, reprezentacje stéw wejsciowych, oraz sekwen-
cje czasteczki DNA reprezentujgcej stowo wyjsciowe bedace odpowiedzig pozytywng. Z badanych
prébek materiatu genetycznego izoluje sie nici DNA w znany sposéb. Do pojedynczej badanej nici
DNA na koncu 3’ dofacza sie sekwencje nukleotydéw nazywang dalej end, a na koncu 5’ sekwencje
nukleotyddw nazywang dalej start. Tak przygotowana ni¢ reprezentuje stowo wejsciowe. Na podsta-
wie okredlonego wczesniej wyrazenia regularnego tworzy sie gramatyke prawostronnie liniowg, a na-
stepnie tworzy sie reguty redukcji odpowiadajgce tej gramatyce. Kolejnym krokiem jest synteza zna-
nymi metodami inzynierii genetycznej zbioru czasteczek zwanych dalej motorami produkcji, ktérych
sekwencje odpowiadajg odpowiednim regutom redukcji: posiadajg na 5' koficu sekwencje komplemen-
tarng do sekwencji end oznaczang dalej end nastepnie sekwencje komplementarng do sekwencji re-
prezentujacej lewg strone redukcji, nastepnie sekwencje reprezentujacg prawg strone redukcji, zas na
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koncu 3' sekwencje end. Nastepnie badane nici DNA umieszcza sie razem z motorami produkcji
i wykonuje sie wstepna denaturacje, a nastepnie prowadzi sie proces hybrydyzacji czasteczek repre-
zentujgcych stowa wejsciowe z motorami produkcji. Po zakonczeniu hybrydyzacji w roztworze
umieszcza sie startery o sekwencji end, nastepnie prowadzi sie reakcje polimeryzaciji z dodatkiem
polimerazy o duzym prawdopodobiehstwie skoku, przy czym w roztworze znajdujg sie w nadmiarze
wolne nukleotydy A, T, G i C. Nastepnie prowadzi sie proces denaturacji w znany sposob po czym
dodaje sie startery o sekwenciji start, a nastepnie ponownie prowadzi sie proces polimeryzacji w celu
uzyskania nici reprezentujgcej stowo wyjsciowe. Jezeli uzyskano nowg czasteczke, to bada sie, czy
ma ona sekwencje czgsteczki reprezentujacej odpowiedz pozytywna. Jezeli tak, to badana czgsteczka
DNA jest opisana wyrazeniem regularnym. Jezeli nie, to caly cykl od momentu wstepnej denaturacji
powtarza sie, az do uzyskania okreslonej czasteczki DNA lub do momentu, gdy nie powstanie nowa
czasteczka wyjsciowa. W tym wypadku badana czasteczka DNA nie jest opisana danym wyrazeniem
regularnym. Jezeli znana jest liczba symboli k, ktére zawiera czgsteczka reprezentujgca stowo wej-
Sciowe, to badanie mozna uprosci¢ prowadzac cykle k razy, nie wykonujgc posredniego badania po-
wstawania kolejnych stow wyjsciowych, zas sprawdzanie czy uzyskano czgsteczke reprezentujaca
odpowiedz pozytywng wykonuje sie jednorazowo po tych cyklach.

Odmiang sposobu wedlug wynalazku jest zmodyfikowany sposéb identyfikacji czasteczek DNA
opisanych wyrazeniem regularnym, ktéry zawiera dodatkowy krok wyktadniczego powielania czaste-
czek DNA.

Sposob identyfikacji czasteczek DNA opisanych wyrazeniem regularnym polega na tym, ze de-
finiuje sie wyrazenie regularne, reprezentacje symboli, reprezentacje stébw wejsciowych, oraz sekwen-
cje czasteczki DNA reprezentujacej stowo wyjsciowe bedace odpowiedzig pozytywna. Z badanych
prébek materiatu genetycznego izoluje sie nici DNA w znany sposob. Do pojedynczej badanej nici
DNA na koncu 3’ dotacza sie sekwencje nukleotydow nazywang dalej end, a na kohAcu 5 sekwencje
nukleotyddw nazywang dalej start. Tak przygotowana ni¢ reprezentuje stowo wejsciowe. Na podsta-
wie okres$lonego wczesniej wyrazenia regularnego tworzy sie gramatyke prawostronnie liniowa, a na-
stepnie tworzy sie reguty redukcji odpowiadajace tej gramatyce. Kolejnym krokiem jest synteza, zna-
nymi metodami inzynierii genetycznej, zbioru czasteczek zwanych dalej motorami produkc;ji, ktérych
sekwencje odpowiadajg odpowiednim regutom redukcji: posiadajg na 5’ koncu sekwencjg komplemen-
tarng do sekwencji end oznaczang dalej end, nastepnie sekwencje komplementarng do sekwencji
reprezentujgcej lewg strone redukcji, nastepnie sekwencje reprezentujacg prawg strone redukcji, se-
kwencje end, sekwencje r rozpoznawang przez wybrany enzym restrykcyjny oraz sekwencje pomoc-
niczg p. Nastepnie badane, nici DNA umieszcza sie razem z motorami produkcji i wykonuje sie wstep-
ng denaturacje, a nastepnie prowadzi sie proces hybrydyzacji czasteczek reprezentujacych stowa
wejsciowe z motorami produkcji. Po zakonczeniu hybrydyzacji w roztworze umieszcza sie w nadmia-
rze startery o sekwencji prend, nastepnie prowadzi sie reakcje polimeryzacji z dodatkiem polimerazy
o duzym prawdopodobienstwie skoku, przy czym w roztworze znajdujg sie w nadmiarze wolne nukle-
otydy A, T,GiC.

Nastepnie dodaje sie w nadmiarze startery o sekwencji start i przeprowadza sie procesem wy-
ktadniczego powielania czasteczek DNA (PCR), ktéry powiela farncuch zawierajacy sekwencje repre-
zentujaca stowo wejsciowe. Nastepnie przeprowadza sie reakcje ciecia wybranym enzymem restryk-
cyjnym, ktéry przecina te czasteczki w miejscu r. Uzyskuje sie czasteczki reprezentujgce stowo wyj-
Sciowe. Jezeli uzyskano nowg czasteczke, to bada sie, czy ma ona sekwencje czasteczki reprezentu-
jacej odpowiedz pozytywng. Jezeli tak, to badania czasteczka DNA jest opisana wyrazeniem regular-
nym. Jezeli nie, to caty cykl od momentu wstepnej denaturacji powtarza sie, az do uzyskania okreslo-
nej czasteczki DNA lub do momentu, gdy nie powstanie nowa czasteczka wyjsciowa. W tym wypadku
badana czasteczka DNA nie jest opisana danym wyrazeniem regularnym. Jezeli znana jest liczba
symboli k, ktére zawiera czasteczka reprezentujagca stowo wejsciowe, to badanie mozna uproscic¢
prowadzac cykle k razy, nie wykonujac posredniego badania powstawania kolejnych stéw wyjscio-
wych, za$ sprawdzanie czy uzyskano czasteczke reprezentujgcag odpowiedz pozytywnag wykonuje sie
jednorazowo po tych cyklach.

Znajomos$¢ sekwencji badanego DNA nie jest w sposobie wedtug wynalazku konieczna. Istotna
jest natomiast odpowiedz na pytanie: czy badane DNA posiada sekwencje, ktéra jest opisana wyraze-
niem regularnym, np. czy badane DNA jest nosnikiem okreslonej choroby genetycznej? Sposéb we-
dtug wynalazku nie posiada wad metod znanych ze stanu techniki, ktére zostalty wymienione wyze;.
Proponowana metoda jest tania i nie wymaga sekwencjonowania, gwarantuje zawsze uzyskanie pra-
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widtowej odpowiedzi, za$ liczba krokéw jest liniowo zalezna od dlugosci badanej sekwenciji. Opisywa-
ne rozwigzanie mozna traktowac¢ rowniez jako nowy sposob przetwarzania informacji za pomocg mo-
lekut. Jest to praktyczna realizacja abstrakcyjnego urzadzenia nazywanego automatem skonczonym.

Przedmiot wynalazku zostat przedstawiony na rysunku, na ktérym Fig. 1 przedstawia automat
skonczony rozpoznajacy stowa nalezace do jezyka: a(alb) * b oraz reguty produkcji dla gramatyki pra-
wostronnie liniowej odpowiadajace temu jezykowi, Fig. 2 przedstawia produkcje molekularng A — B;
gdzie X, A, B, C sg dowolnymi stowami oraz |A| > 0, Fig. 3 Figura 3: Automat molekularny, ktory wy-
konuje k krokéw, gdzie k jest dlugoscig stowa wejsciowego, wykorzystywany, gdy stowa wejsciowe
majg takg sama dlugos¢ a kazdy z krokéw jest procesem molekularnej produkcji, Fig. 4: Produkcja
molekularna ze skokiem. Przyktad dla produkcji ab — c¢; a) motor produkcji molekularnej; b) stowo
wejsciowe xxab; ¢) hybrydyzacja motora produkcji do stowa wejsciowego; d) poczatek polimeryzacji,
starterem jest sekwencja end; e) skok polimerazy; f) koniec polimeryzacji, utworzony tancuch posred-
ni; g) h) i) budowa fancucha reprezentujgcego stowo wyjsciowe, j) czasteczka reprezentujgca stowo
wyjsciowe, Fig. 5: Struktura czasteczek po hybrydyzacji. Fig. 6: Zdjecie zelu, tancuchy uzyskane po
przeskoku polimerazy DNA. Kieszonki 1 oraz 2: reakcja trwajaca 1 min; kieszonki 3 oraz 6: wzorzec
(1444, 736, 587, 476, 458, 434, 298, 267, 257, 174, 102, 80, 30); kieszonki 4 oraz 5; reakcja trwajgca
20 min. Fig. 7: Zdjecie zelu pokazujace tancuch ciety restryktazami. Kieszonka 1: Hinfl] Kieszonka 2
oraz 6: wzorzec (1444, 736, 587, 476, 458, 434, 298, 267, 257, 174, 102, 80, 30); kieszonka 3: Hpall;
kieszonka 4: Rsal; kieszonka 5: fragment nietrawiony. Fig. 8, Produkcja molekularna z PCR. Przykiad
dla produkcji ab — c; a) motor produkcji molekularnej; b) stowo wejsciowe xxab; ¢) hybrydyzacja mo-
tora, produkcji do stowa wejsciowego; d) polimeryzacja ze skokiem polimerazy, sekwencja prend jest
starterem; e) PCR ze starterami start oraz prend f) ciecie enzymem restrykcyjnymi w miejscu r; j) tan-
cuch kodujacy stowo wyjsciowe xxc, Fig. 9: Automat molekularny (motory produkgciji) dla jezyka a(a|b)*
b. Fig. 10: Reprezentacja stowa abb za pomoca tancucha DNA, Fig. 11: Badanie przynaleznosci sto-
wa aab (do jezyka a(alb) * b). Krok 1 (aktywna produkcja molekularna b — 1, Fig. 12: Badanie stowa
aab (dla jezyka a(alb) * b) Krok 2, Fig. 13: Badanie stowa aab dla jezyka a(alb) * b. Krok 3, dwie pro-
dukcje molekularne sg aktywne Fig. 14: Rozpoznawanie stdw opisanych wyrazeniom a(alb) * b dla
stowa wejsciowego bbb, Fig. 15: Automat molekularny zmodyfikowany. Wykonuje sie dopdki mozna
zastosowacé jakas produkcje a Fig. 16: Automat molekularny. Separacja polega na stosowaniu PCR
wraz z rozcienczaniem. Dziata dla stéw o ustalonej dlugosci réwnej k.

Prezentowane idee zostaty potwierdzone eksperymentami, przeprowadzonymi w laboratorium
inzynierii genetycznej.

Przyktad 1. Przykiad 1 llustruje sposdb wedtug pierwszej odmiany wynalazku. Przykladowy
automat skonczony pokazany na figurze 1 rozpoznaje stowa nalezace do jezyka a(a|b) * b. Gramatyka
G (N, T, P, qo), gdzie N ={0, 1}, T = {a, b}, qo = 0, zas$ zbidr regut produkcji P pokazano na Fig. 1 ge-
neruje stowa dla tego jezyka.

Produkcja molekularna

Produkcja molekularna jest nowg koncepcjg procesu operujgcego na czasteczkach DNA.
Umozliwia ona miedzy innymi implementacje automatéw skoriczonych. Produkcja molekularna bada,
czy wystgpita okreslona sekwencja nukleotydéw na konhcu fancucha i jesli tak, to tworzy nowy tancuch
0 poczatkowych nukleotydach identycznych z wejsciowymi, zas kohcowe zamienia sie na inne, z gory
okreslone.

Jezeli tancuch DNA przedstawimy jako cigg symboli, to produkcja molekularna A — B utworzy
stowo XB, jezeli stowem wejsciowym bedzie XB (A, B, X oznaczajg stowa, przy czym A nie moze byé¢
stowem pustym €). Dziatanie takiej produkcji zostato pokazane na Fig. 2. Nalezy dodac, ze stowo XA
bedzie obecne na wyjsciu procesu, poniewaz produkcja molekularna nie separuje stéw wejsciowych
od wyjsciowych. Jezeli stowo wejsciowe nie zawiera odpowiedniej sekwencji symboli, to produkcja
molekularna nie utworzy stowa wyjsciowego (Fig. 2 pokazuje stowo XC, ktdre nie jest zmieniane przez
produkcje molekularng A — B).

Automat molekularny bazujacy na produkcjach molekularnych

Prezentowane urzadzenie, nazywane molekularnym automatem skonnczonym jest nowg realiza-
cja automatu skonczonego na czgsteczkach DNA. Wykorzystuje ono omdwiong wczesniej produkcje
molekularng do realizacji zmiany stanu. Umozliwia ono badanie, czy czasteczka DNA o nieznanej
sekwencji reprezentuje stowo wejsciowe, opisane wyrazeniem regularnym.

Badanie przynaleznosci stowa do jezyka poprzez redukcje

Do konstrukcji automatu molekularnego wykorzystuje sie nastepujgce twierdzenie.
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Twierdzenie; Stowo S = w; w, ... W, jest wygenerowane przez gramatyke prawostronnie liniowg
0 symbolu poczatkowym qq i produkcjach o postaci A — wB lub A — w, jezeli to stowo mozna zredu-
kowaé¢ do symbolu poczatkowego gramatyki g, za pomocg regut redukcji o postaci wB — A lub
w — A. Reguly redukcji sg odwréconymi regutami produkcji rozpatrywanej gramatyki, stosuje sie je
zawsze do ostatnich symboli w stowie.

Dowéd: Podczas generowania stowa przy uzyciu gramatyki prawostronnie liniowej jest obecny
co najwyzej jeden symbol nieterminalny. Znajduje sie on zawsze na, koncu stowa. Na poczatku gene-
rowania jest to symbol startowy gramatyki, zas w kazdym kolejnym kroku uzywa sie produkcji o posta-
ci A — wB (co zachowuje prawdziwos$é tego warunku) lub A — w (co takze zachowuje prawdziwos¢
warunku, a przy tym konczy proces generacji). Generowanie stowa wyglada nastepujaco: qo — WA,
— WiWoA —...— WiWs ... W 1Anr — WiW5 ... Wi,

Stowo S = w;ws ... W, moze by¢ bezposrednio wygenerowane jedynie ze stdw o0 postaci wiws, ...Wp.1
An1 przy czym A, jest takim symbolem nieterminalnym, ze w zbiorze produkgciji istnieje produkcja A,.1w,
Zbidr takich stdw mozna uzyskac¢ stosujac dla stowa S = wyw; ... w reguty redukcji w, — An.

Stowo wiws ... WhoW,.1An1 jest generowane ze stéw typu wiw, ... W, Ao przy czym A, jest ta-
kim symbolem nieterminalnym, ze w zbiorze produkcji istnieje produkcja A,.1 — W,.1An1. Jest to praw-
da, poniewaz istnieje tylko jeden symbol nieterminalny w stowie i jest to symbol ostatni, a tylko takie
reguty zapewniajg prawdziwos¢ tego postulatu.

Automat molekularny bazujacy na redukcjach

Korzystajac z powyzszego twierdzenia tworzy sie odpowiednie produkcje molekularne (ktére
implementuja przedstawione tutaj reguty redukcji), a nastepnie prébuje sie uzyska¢ symbol poczatko-
wy gramatyki. Dla kazdej reguty produkcji gramatyki prawostronnie liniowej opisujacej dany jezyk bu-
duje sie produkcje molekularng. Nalezy stosowac nastepujace reguty:

« dla produkciji regularnych typu 1 — a2, nalezy zbudowa¢ produkcje molekularng a2 — 1;

« dla produkciji regularnych typu 1 — a, nalezy zbudowa¢ produkcje molekularng a — 1.

Automat molekularny wykorzystuje kolejne redukcje do badania, czy stowo wejsciowe nalezy do
danego jezyka. Produkcja molekularna jest uzyta do realizacji redukcji. Na podstawie stowa wejscio-
wego produkcje molekularne tworza tancuchy posrednie. Krok obliczeh jest procesem molekularnej
produkcji, w ktérym jest zamieniany ostatni symbol ze stowa wejsSciowego. Liczba krokéw jest réwna
diugosci stowa wejsciowego. Odpowiedz pozytywng uzyskuje sie, gdy w roztworze pojawi sie cza-
steczka reprezentujagca symbol poczatkowy gramatyki. Kroki obliczeh (produkcje molekularne) sa
rozdzielone. Polega to na odseparowaniu czasteczek wejsciowych od wyjsciowych, na przyktad przez
umieszczenie ich w oddzielnych probéwkach. Automat molekularny przedstawiono schematycznie na
Fig. 3.

Przyktad dziatania automatu molekularnego

Dla jezyka opisanego wyrazeniem regularnym a(a|b)*b, dla ktérego automat; niedeterministycz-
ny oraz zbiér produkcji gramatyki prawostronnie liniowej zostat pokazany na fig. 1 redukcje sg naste-
pujace:

b —1,

*bl — 1,

cal — 1,

«al — 0.

Analiza, czy stowo wejsciowe abb nalezy do tego jezyka wymaga 3 krokdéw (|abb| = 3). Reduk-
cje sg nastepujace: abb — abl — al — {0,1}. Nalezy zauwazy¢, ze al moze zosta¢ zredukowane do
1 (przez redukcje al — 1) lub do 0 (przez redukcje al — 0), dlatego po trzecim kroku algorytmu ma-
my rézne stowa w roztworze. Poniewaz symbol poczatkowy gramatyki jest obecny, automat akceptuje
stowo abb. Stowo abb nalezy do jezyka a(a|b)*b.

Analiza dla rozpoznawanego automatu i stowa, wejsciowego bbb przebiega, nastepujaco;
bbb — bbl — bl — 1. Tutaj symbol poczatkowy gramatyki nie jest obecny w roztworze, zatem stowo
nie nalezy do badanego jezyka.

Realizacja produkcji molekularnej

Jedng z mozliwych realizacji produkcji molekularnej jest proces nazywany produkcjg molekular-
ng ze skokiem, opisany alg. 1 i pokazany na Fig. 4. Jezeli stowem wejsciowym jest Xab (gdzie X jest
dowolnym sfowem, a, b, ¢, X sg symbolami), to po zastosowaniu produkcji molekularnej ab — c otrzy-
ma sie stowo Xc.
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1. Umieszczenie w roztworze zawierajagcym motory produkcji czasteczek kodujacych stowo
wejsciowe; denaturacja;

2. hybrydyzacja;

3. polimeryzacja z przeskokiem;

4. produkcja czasteczki wyjsciowe;j.

Algorytm. 1: Produkcja molekularna ze skokiem.

Przetwarzane stowa sg reprezentowane przez fancuchy DNA, ktére posiadajg ustalong se-
kwencje nukleotydéw oznaczang start na koncu 5’, oraz na koncu 3’ sekwencje oznaczang end. Po-
miedzy nimi sekwencje nukleotydéw odpowiadajg kolejnym symbolom w stowie, Fig. 4b pokazuje
tancuch reprezentujgcy stowo xxb, za$s Fig. 4j - stowo xxc.

Do budowy produkcji molekularnej ze skokiem uzyto jednoniciowej czgsteczki DNA, nazywanej
dalej motorem produkcji. Motor produkcji posiada na 5' koncu sekwencje end, nastepnie sekwencije
opisujaca produkcje, zas na 3' koncu sekwencje end. Sekwencja opisujgca produkcje jest nastepuja-
ca: na 5' koncu wystepuje sekwencja komplementarna do sekwencji reprezentujacej lewg strone pro-
dukgcji, nastepnie zas sekwencja reprezentujgca prawg strone produkcji. Dla produkcji molekularnej
ab — c budowa tej czasteczki pokazana jest na Fig. 4a.

Produkcja molekularna skifada sie z krokéw, opisanych przez alg. 1. Po umieszczeniu w roztworze
motoréw produkcji czasteczek reprezentujacych stowa wejsciowe i wstepnej denaturacji, ktora likwiduje
przypadkowe potgczenia pomiedzy czasteczkami, przeprowadzana jest hybrydyzacja. Temperatura roz-
tworu zostaje ustalona w taki sposob, aby do fancuchow reprezentujgcych stowa wejsciowe dotaczaty sie
odpowiednie motory produkcji (tutaj motor produkciji ab — c czyli czasteczka z Fig. 4a).

Jezeli roztwor zawiera wiele roznych motoréw produkcji, to tylko te z nich beda hybrydyzowaty
(beda ,aktywne”), ktére majg odpowiednie sekwencje. Produkcje molekularne sa od siebie niezalezne
pod warunkiem, ze liczba czasteczek reprezentujacych stowo wejsciowe jest dostatecznie duza.
W tym rozdziale zatozono, ze bada sie pojedyncza produkcje molekularng i jedno stowo wejsciowe.

Czasteczka uzyskana w wyniku hybrydyzacji (krok 2, alg. 1) motoru produkcji ab — ¢ do cza-
steczki reprezentujgcej stowo wejsciowe xxab jest pokazana na Fig. 4c

Tworzenie tancucha posredniego przez polimeraze DNA jest kolejnym krokiem algorytmu.
W roztworze umieszcza sie startery, czasteczki o sekwencji end. Nastepnie prowadzi sie reakcje po-
limeryzacji, w takich warunkach, aby polimeraza mogta uzywac najpierw jednej a nastepnie drugiej nici
jako wzorca. Uzyty enzym charakteryzuje sie duzym prawdopodobienstwem skoku, to znaczy przej-
§cia z jednej nici na drugq pokazanego na Fig. 4d i 4c. Powstaje struktura zbudowania z trzech nici
DNA, schematycznie pokazana na Fig. 4f. Zjawisko skoku jest kluczowe dla dziatania przedstawionej
realizacji molekularnej produkcji. Aby takie zjawisko zaistniato nalezy, oprécz zastosowania odpo-
wiedniego enzymu, zapewni¢ sprzyjajace warunki.

tancuch posredni, jest to nic DNA zbudowana przez polimeraze. Ma on sekwencje komplementarng
do sekwencji reprezentujgcej stowo wyjsciowe. Dla rozpatrywanego przyktadu, ni¢ ta rozpoczyna sig se-
kwencja end, nastepnie wystepujg sekwencje ¢, X, X zas jest zakorczony sekwencjg start (patrz Fig. 4f).

Ostatni krok algorytmu to budowa tancucha reprezentujgcego stowo wyjsciowe. Uzyto reakcji
polimeryzacji ze starterami o sekwencji start, nicig bazowg byt tancuch posredni (Fig. 4g i 4h). Otrzy-
mang dwuniciowg czgsteczke (fig. 4i) denaturuje sie i do dalszych obliczen przekazuje sie tylko ni¢
kodujacq stowo, to znaczy zawierajgcg sekwencje start na poczatku i end na koncu. Jest to tancuch
pokazany na Fig. 4j.

Jezeli stowo wejsciowe nie bedzie zawierato sekwencji ab na koricu 3’ to motor produkcji ab — ¢
nie bedzie hybrydyzowat, wiec czgsteczka pokazana na Fig. 4c nie powstanie. Nie zajdzie skok poli-
merazy i w konsekwencji nie zostanie utworzona czasteczka reprezentujgca stowo wyjsciowe.

Weryfikacja eksperymentalna produkcji molekularnej ze skokiem.

Przedstawiona koncepcja produkcji molekularnej ze skokiem (alg. 1) zostata zweryfikowana do-
Swiadczalnie. Eksperyment opisany ponizej potwierdzit mozliwo$¢ syntezy nici DNA przez polimeraze
na podstawie dwéch nici bazowych. Mozna przyjaé, ze przedstawiony schemat stanowi przyktad dzia-
tania produkcji molekularnej ze skokiem, a wiec kluczowy proces w automacie molekularnym.

Doswiadczenie sktadato sie z trzech etapéw:

1. hybrydyzacja;

2. polimeryzacja ze skokiem;

3. badanie czasteczki powstatej po przeskoku.
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Celem eksperymentu, oprécz potwierdzenia mozliwosci wystepowania skoku polimerazy, byta
préba oszacowania czestosci takiego zjawiska.

Budowa czasteczek

Stowo wejsciowe byto reprezentowane przez jednoniciowg czasteczke DNA faga M13, ozna-
czanej m13mpl8 (genBank: www.ncbi.nim.nlh.gov; No X02513) o dtugosci 7249 bp (producent:
Amersham). Motorem produkcji byt syntetyczny oligonukleotyd o sekwencji m13HAK. Pozostate cza-
steczki uzyte w doswiadczeniu to takze syntetyczne oligonukleotydy oznaczane m13PKO oraz M13P.
Stuza one jako startery polimerazy. Sekwencje uzytych czasteczek zostaty zebrane w tabeli 3.

Nazwa Dtugos¢ Sekwencja
m13 7249 M13mp18 - patrz genBank
m13PKO 21 CTAGCACTACAACTCGGACTA
M13HAK 55 GAGGTCATTTTTGCGGATGGCTTAGAGCTTCCG

- GTAGTCCGAGTTGTAGTGCTAG

m13P 22 CTATTAGTAGAATTGATGCCAC

T ab el a 3: Sekwencje tanncuchéw DNA uzywanych w doswiadczeniu.

Hybrydyzacja
Pierwszym etapem dos$wiadczenia byla hybrydyzacja. Skfadniki roztworu zostaty podane w tab. 4.
Mieszanine podgrzano do 95°C na 60 s, aby zlikwidowaé przypadkowe hybrydyzacje. Nastepnie tem-

perature zmniejszono do 72°C

Nazwa Stezenie llos¢

m13 0.44 pM/pl 5 pl
M13HAK 5 pM/pl 1yl
M13PKO 5 pM/ul 1ul
Bufor (Amersham) 10 x 4yl
H20 29 pl
RAZEM 40 pl

Tabela 4: Mieszanina uzyta do hybrydyzacji i polimeryzacji.

na 60 s. W tej temperaturze zachodzita reakcja hybrydyzacji. W wyniku otrzymano strukture przedsta-
wiong schematycznie na fig. 5. Do czasteczki m13, ktérej fragment jest widoczny w gornej czesci ry-
sunku, zostaje przytaczona czgsteczka m13HAK. Sekwencje tych czasteczek sg tylko w czesci kom-
plementarne, dlatego hybrydyzacja jest tylko czesciowa. Z kolei (10 m13HAK dotgczana zostaje cza-
steczka m13PKO, ktéra bedzie uzyta jako starter dla polimerazy. W doswiadczeniu dodano nadmiar
czasteczek m13HAK i m13PKO, aby uzyska¢ wieksze prawdopodobienstwo wystgpienia skoku poli-
merazy.

Polimeryzacja z przeskokiem

Kolejny etap eksperymentu to reakcja polimeryzacji z przeskokiem. Uzyto 2 jednostek enzymu
Taq DNA polimerazy (otrzymywanej w IBiA), ktére dodano do mieszaniny przedstawionej w tab. 4.
Mieszanine podzielono nastepnie na dwie czesci, jedng z nich utrzymywano w temperaturze 50°C
przez 60 s, drugq przez 20 min.

Badanie wynikow

Badanie wynikow miato na celu udowodnienie mozliwosci zachodzenia zjawiska przeskoku po-
limerazy. Czgsteczka, ktéra powstata w wyniku molekularnej produkcji powinna mie¢ scisle okreslong
sekwencje. w wyniku polimeryzacji z przeskokiem, ktéra jest najwazniejszym etapem produkcji mole-
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kularnej, powinno sie uzyskaé czasteczki, ktére bytyby wyktadniczo powielane przez PCR o starterach
m13P i m13PKO. Czasteczki te powinny mie¢ dtugosé 242 bp.

W celu wykrycia takich czasteczek mieszanine uzyskang w poprzednim etapie odbiatczono za
pomoca fenolu. Do tak uzyskanego roztworu czgsteczek DNA dodano startery m13P i m13PKO oraz
inne sktadniki, ktére zostaty wymienione w tab. 5. Wykonano 26 i 29 cykli PCR dla tego roztworu:
94°C przez 15 s, 50°C przez 15 s, 72°C przez 30 s. Nastepnie czasteczki poddano procesowi elektro-
forezy na zelu poliakrylamidowym 6% (59:1) w buforze TE. Zel barwiono bromkiem etydyny przez
10 min i sfotografowano w swietle UV. Elektroforetogram jest przedstawiony na fig. 6.

Nazwa Stezenie llosé

Mieszanina DXA po odbiatczeniu 0.05 pM/ul 1l
m13PKO 5 pM/ul 1l

m13P 5 pM/pl 1l

DNTP 2ul

Bufor 10 x 4 ul

Tag DNA polimeraza (dodawana po6zniej) 2 u/pl 1l
H.O 30 pl

RAZEM 40 pl

Tabela 5: Mieszanina do PCR.

W pierwszej kieszonce (Fig. 6) sa czasteczki DNA uzyskane po PCR fragmentu przeskoku po-
limerazy trwajacym 60 s po 29 cyklach. Kieszonka 2 zawiera ten sam fragment, po 26 cyklach PCR.
Kieszonki 4 i 5 zawierajg fragment, uzyskany przez przeskok trwajacy 20 min, po 29 i 26 cyklach PCR.

Dla reakcji przeskoku trwajacej 60 s uzyskano prazki dtuzsze niz spodziewane. Dla reakcji trwa-
jacej 20 min uzyskana czgsteczka ma wiasciwg dtugosé rowng 242 bp. Zauwazono, ze dtugosc¢ trwa-
nia reakcji przeskoku nie wptywa na liczbe uzyskanych czasteczek.

Sprawdzenie

Aby dodatkowo upewni¢ sie, ze otrzymana czasteczka jest tg wlasciwg przeprowadzono reak-
cje trawienia restryktazami. Sprawdzanie to dotyczy czasteczki uzyskanej po przeskoku trwajacym
20 min, gdyz ma ona wtasciwg diugosc.

Reakcja trawienia enzymami przeprowadzona zostata dla trzech restryktaz: Rsal, Hinfl Hpall
(producent: Amersham). Sktadniki mieszaniny sg pokazane w tab. 6.

Nazwa Stezenie llosé
DNA 5 ul
Restryktaza 10 u/pl 1ul
Bufor 10 x 4 ul
BSA 1l
Woda 2 ul
RAZEM 10 pl

Tabela 6: Sklad mieszaniny do cigcia restryktazg uzyskanych fragmentow DNA.

Przy trawieniu restryktazg Rsal, ktéra rozpoznaje sekwencje T'GTAC znajdujaca sie na 165
miejscu w tancuchu, powinno sie uzyska¢ dwa fragmenty o dtugosciach 77 bp i 165 bp. Trawienie
enzymem Hinfl, rozpoznajacym sekwencje T"GANTC wystepujacg na 127 i 207 miejscu powinno dac
3 fragmenty o diugosciach: 35 bp, 80 bp oraz 127 bp. Trawienie Hpall, powinno da¢ dwa fragmenty
o dtugosciach 23 bp i 219 bp, poniewaz enzym ten rozpoznaje sekwencje T’CCGG znajdujacy sie na
219 miejscu w rozpatrywanym tahcuchu.
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Reakcja przebiegata przez 1 godzine w 37°C. Uzyskane DNA poddano elektroforezie w zelu
poliakrylamidowym 6% (59:1), nastepnie, barwieniu bromkiem etydyny a w kofncu wykonano fotografie
przedstawiong na fig. 7.

Jak wida¢ (Fig. 7) czasteczka uzyskana po przeskoku jest cieta na fragmenty o dlugosci rowne
spodziewanym, wiec czasteczka jest z duzym prawdopodobienstwem ta, ktorej oczekiwano.

Prazek uzyskany po przeskoku dla reakcji trwajacej 20 mm, po 26 cyklach (Fig. 6 kieszonka 5)
ma jasnos$¢é pomiedzy jasnoscig prazka we wzorcu dla dtugosci 298 bp (okoto 0.05 pM DNA), a jasno-
Scig prazka dla dlugosci 267 bp+257 bp (0.1 pM DNA). Szacunkowo w tym prazku znajduje sie
0.07 pM DNA.

Podsumowanie wynikéw eksperymentu

Po zakonczeniu reakcji przeskoku w probéwce byto 0.05 pM struktur DNA po hybrydyzacji (po-
kazanych na Fig. 5). Zakladajac, ze proces odbiatczania fenolem jest wydajny w 70%, po odbiatczaniu
mamy 0.035 pM DNA. Poniewaz uzyto 26 cykli PCR, zakladajgc, ze caly czas powielanie byto wy-
ktadnicze, mozna oszacowac prawdopodobienstwo przeskoku. Wynosi ono 3.2¥10° (0.7/(0.35 *2'26)).

Przyktad 2

Przyktad 2 ilustruje drugg odmiane sposobu wedtug wynalazku.

Produkcja molekularna z PCR jest zmodyfikowanym procesem produkcji molekularnej ze sko-
kiem. Od pierwowzoru (alg. 1) rézni sie dodatkowym krokiem PCR, ktéry powiela czasteczki reprezen-
tujgce stowo wyjsciowe. Przedstawiony ponizej proces moze by¢ stosowany wielokrotnie, gdy stowo
wyjsciowe jednej produkcji molekularnej jest wejsciowym kolejnej, gdyz liczba czasteczek reprezentu-
jacych stowo wyjsciowe jest zblizona do liczby czasteczek reprezentujacych stowo wejsciowe (nie jest
o kilka rzedow wielkosci mniejsza, co byto wlasciwoscig poprzedniej implementacji). Taka wlasciwos¢
jest potrzebna przy wykrywaniu sekwencji DNA opisanych wyrazeniem regularnym, gdy liczba krokow
jest wieksza od jednego.

Produkcje molekularng z PCR opisano algorytmem 2. Motor produkcji jest jednoniciowg czg-
steczkg DNA, pokazang schematycznie na Fig. 8a. Budowa tej czasteczki jest podobna do budowy
motoru produkcji uzytego w poprzedniej realizacji (Fig. 4a). Wyliczajac od 5’ konca, czasteczka ta ma
sekwencje: end, kodujacg produkcje (w sposob identyczny jak poprzednio), end, r - sekwencja rozpo-
Znawana przez enzym restrykcyjny, p - jest to sekwencja pomocnicza (sztucznie wydtuzono czasteczke).

1. Umieszczenie w roztworze zawierajagcym motory produkcji czasteczek kodujacych stowo
wejsciowe;

. hybrydyzacja;

. polimeryzacja z przeskokiem;

. PCR;

. ciecie enzymem restrykcyjnym.

ab~hwiN

Algorytm 2: Produkcja, molekularna z PCR.

Algorytm 2, dla pierwszych trzech krokéw jest podobny do algorytmu 1 PCR ze starterami start
oraz prend jest kolejnym, czwartym krokiem omawianego algorytmu (Fig. 8e). Powoduje on zwiek-
szenie ilosci fancuchéw posrednich. Dodatkowg korzyscig jest otrzymywanie czasteczki wyjsciowe;,
poniewaz PCR dostarcza obu komplementarnych nici.

Ostatnim etapem algorytmu jest ciecie enzymem restrykcyjnym, ktory przecina czasteczki
w miejscu r (Fig. 8f). Czasteczki po tym kroku (Fig. 8g) reprezentujg stowo wyjsciowe. Dla rozpatry-
wanego przyktadu jest to stowo xxc.

Produkcja molekularna z PCR umozliwia przeprowadzenie, procesu obliczeniowego tyko wtedy,
gdy wiele czgsteczek reprezentujacych stowo wejsciowe jest obecnych w roztworze (przynajmniej 10°,
biorac pod uwage prawdopodobienstwo skoku oszacowane poprzednio). Jezeli czasteczek tych nie
bedzie wystarczajaco duzo, to mozna nie uzyskac czasteczki reprezentujacej stowo wyjsciowe.

Realizacja automatu niedeterministycznego

W poprzednim punkcie przedstawiono kilka realizacji nowego procesu na czasteczkach DNA,
pozwalajgcego przetwarzac informacje, nazywanych produkcjg molekularna. Badanie, czy czasteczka
DNA jest opisane wyrazeniem regularnym jest procesem wykorzystujacym cyklicznie rézne produkcje
molekularne. Ponizej zostanie opisany sposob, ktéry jest jedng z mozliwych realizacji molekularnego
automatu skonczonego.
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Zasada dziatania automatu molekularnego

Majac automat molekularny (czyli zbiér produkcji molekularnych) mozna badag¢, czy automat ten
akceptuje stowo wejsciowe. Stowo to jest analizowane przez kolejne produkcje molekularne, ktére
tworzg tancuchy posrednie. Jezeli uda sie uzyskaé tancuch reprezentujacy symbol startowy gramatyki,
to analiza daje wynik pozytywny - tancuch wejsciowy jest opisywany przez wyrazenie regularne.
w przeciwnym wypadku odpowiedz jest negatywna. Krok obliczen jest procesem molekularnej produk-
cji. W pojedynczym kroku obliczen jest analizowany jeden symbol (ostatni) ze stowa wejsciowego,
wiec liczba krokéw wynosi |R| (dlugosé stowa wejsciowego). Automat molekularny dziatajacy w przed-
stawiony sposoéb przedstawiono schematycznie na Fig. 3 oraz opisany alg. 3.

1. Umieszczenie czasteczek repr. stowo S w roztworze zawierajgcym motory produkc;ji
2. powtarzaj |S| razy:

(a) produkcje molekularne;

(b) separacja;

3. badanie obecnosci czasteczki wyjsciowe;j.

Algorytm 3: Automat molekularny.

Mozna przyja¢ ze automat molekularny bada wszystkie mozliwe przejscia dla automatu niede-
terministycznego jednoczesnie. Stosuje sie tutaj jednoczesnie kilka produkcji molekularnych, ktére
dziatajg na tym samym stowie wejsciowym.

Jak wynika z alg. 3, po procesie produkcji molekularnej stosuje sie proces separacji majacy na
celu usuniecie z roztworu czasteczek reprezentujgcych stowa wejsciowe dla produkcji molekularnych,
zas pozostawienie czgsteczek reprezentujacych stowa wyjsciowe. Separacja moze takze usunac
zbedne czasteczki, uzywane jako pomocnicze w procesie produkcji molekularnej.

Rozpoznawanie stow realizowane przez automat molekularny

Dziatanie automatu molekularnego zostanie rozpatrzone na przyktadzie jezyka opisanego wy-
razeniem regularnym a(alb)*b. Automat niedeterministyczny, rozpoznajacy stowa nalezace do tego
jezyka, zostat przedstawiony na Fig. 1. Automat molekularny dla tego jezyka pokazany na fig. 9 jest
reprezentowany przez zbiér motoréw produkcji. Dla rozpatrywanego jezyka produkcje molekularne
odpowiadajg redukcjom: al— 0,al — 1, b1 —> 1orazb — 1.

Stowo wejsciowe abb jest reprezentowane przez fancuch DNA przedstawiony na fig. 10. Oprocz
sekwencji reprezentujacych kolejne symbole tahcuch ten zawiera dwie sekwencje pomocnicze ozna-
czone etykietami start oraz end.

Poczatek obliczen to dodanie czasteczek reprezentujgcych stowa wejsciowe do probdéwki za-
wierajgcej czasteczki reprezentujgce automat molekularny. Nastepnie przeprowadza sie kilkukrotnie
procesy produkcji molekularnych rozdzielone procesem separacji.

Dla stowa abb odpowiedz uzyskuje sie w 3 krokach (dlugos¢ tego stowa wynosi 3), ktére zostaty
schematycznie pokazane na Fig. 11, 12, 13. Rysunki obrazujg pierwszg faze procesu produkcji mole-
kularnej, ktérg jest przytaczanie motoru produkcji do tancucha wejsciowego (krok 2 alg. 1 lub krok 2
alg. 2).

Na Fig. 11 pokazano pierwszy krok obliczen. Do tahcucha reprezentujacego stowo wejsciowe
aab (Fig. 10) przytacza sie motor produkcji b — 1. Pozostate motory (reprezentujgce inne produkcije
molekularne, fig. 9) nie moga hybrydyzowac, poniewaz nie majg wystarczajacej liczby komplementar-
nych nukleotydéw. Mozna powiedzie¢, ze produkcja, molekularna b — 1 jest aktywna. Sprawia ona,
ze uzyskuje sie tancuch DNA reprezentujacy stowo abl.

Po separacji (odizolowaniu czasteczek reprezentujgcych stowo abb) przeprowadza sie kolejny
krok molekularnej produkcji. Tym razem produkcja bl — 1 jest aktywna (do tancucha abl przytacza
sie motor produkcji molekularnej bl — 1), co zostato pokazano na Fig. 12. Po zakonczeniu moleku-
larnej produkcji uzyskuje sie stowo al.

Do tancucha reprezentujgcego stowo al przytaczajg sie dwa rézne motory produkcji:

al — 0 oraz al — 1, co pokazano na Fig. 13. W pojedynczym kroku bedg analizowane wszyst-
kie mozliwe przejscia, zatem uzyskuje sie dwa wyjsciowe fancuchy DNA: jeden reprezentuje stowo 0
zas drugi stowo 1. W kroku tym pokazano mozliwos¢ aktywacji kilku produkcji molekularnych, co moz-
na interpretowac jako réwnolegte badanie kilku przejs¢ w automacie niedeterministycznym.
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Poniewaz jest to trzeci, ostatni krok obliczen, bada sie, czy w roztworze wyjsciowym znajduje
sie odpowiedni tancuch DNA. W przedstawionym przypadku jest to tancuch reprezentujacy stowo 0,
ktéry znajduje sie w roztworze, zatem odpowiedz jest pozytywna.

Dla tego automatu oraz stowa bbb analiza zostata pokazana na Fig. 14. W pierwszym kroku zo-
staje uzyta produkcja b — 0, wiec powstaje stowo bb0. W kolejnym produkcja bO — 1 daje tancuch
reprezentujacy stowo b1. W trzecim kroku zaden motor produkcji nie przytaczyt sie, zatem nie wykonu-
je sie zadna produkcja molekularna. Krok ten jest krokiem pustym, nie powstaje nowy fancuch. Po-
niewaz w roztworze nie znajduje sie tancuch reprezentujacy stowo 0, odpowiedz jest negatywna.

W przedstawionej realizacji wykonuje sie doktadnie tyle krokéw algorytmu, ile symboli ma bada-
ne stowo. Dla stéw, ktére nie spetniajg gramatyki wejsciowej czesto juz wczesniej mozna stwierdzic,
ze wynik bedzie negatywny (tak jak w przypadku pokazanym stowa bbb dla ostatnio opisanego auto-
matu). Jezeli zostanie wykazane, ze nie powstaty zadne nowe czasteczki w wyniku stosowania pro-
dukcji molekularnych, mozna da¢ od razu odpowiedz negatywng. Automat dziatajacy wedtug tego
schematu przedstawiono na Fig. 15. Automat tego typu nie wymaga znajomosci diugosci stowa wej-
Sciowego, co moze by¢ zaletg w niektérych przypadkach. Wadg natomiast jest koniecznos$¢ wielokrot-
nego sprawdzania warunkow zakonczenia, co moze by¢ kosztowne. Proces separacji dla automatu
molekularnego.

Analizowanie stéw realizowane przez automat skonczony przedstawiony w poprzednim punkcie
wymaga aby kroki obliczen byty rozdzielone. Krokiem obliczen jest proces produkcji molekularnej.
Rozdzielenie polega na odseparowaniu czasteczek wejsciowych od wyjsciowych, na przyktad przez
umieszczenie ich w oddzielnych probéwkach. Poniechanie tego sprawia, ze bedg istniaty przypadki,
gdy oddziatywania pomiedzy tymi czasteczkami zaburzy proces analizy.

Separacja moze zosta¢ zrealizowana na kilka réznych sposobéw, np. poprzez rozpoznawanie
dtugosci. Doktadniejszym i mniej kosztownym rozwigzaniem jest uzycie techniki PCR w potaczeniu
Z rozcienczaniem. Stosuje sie PCR ze starterami dla czgsteczki wyjsciowej, a nastepnie rozciencza
sie roztwor. Wykonujac kilkukrotnie ten proces doprowadza sie do tego, ze w roztworze znajdujg sie
tylko czasteczki wyjsciowe. Aby zastosowaé powyzsza metode, czasteczka wyjsciowa produkcji mole-
kularnej powinna mie¢ inne konce niz czasteczka wejsciowa (co nie jest spetnione w implementacji
automatu molekularnego przedstawionej poprzednio).

Automat molekularny, w ktérym uzyto wspomnianej metody do realizacji separacji, opisano alg. 4
i przedstawiono na Fig. 16. W kolejnych krokach algorytmu stosuje sie naprzemiennie separacje wy-
korzystujac dwa rézne zestawy starteréw. Wymaga to podwojenia liczby motoréw produkcji moleku-
larnej (kazda produkcja molekularna, ma dwie odmiany, kazda z odmian dziatajgca dla danego zesta-
wu starterow).

1. Umieszczenie czasteczek kodujacych stowo S w roztworze zawierajacym motory
produkcji;
2. Niech j=0;
3. powtarzaj |S| razy:
(a) produkcje molekularne;
(b) jezeli j=0
PCR ze starterem1
Niech j=1;
W przeciwnym wypadku
PCR ze starterem 2;
Niech j=0;
(c) rozcienczanie;
4. badanie obecnosci czasteczki wyjsciowej.

Algorytm 4 Automat, molekularny wykorzystujacy PCR do separacji.

Reprezentacja stowa zostaje zmieniona. Stowo jest reprezentowane przez jednoniciowg cza-
steczke DNA, zaczyna sie sekwencjg start, za$ zakonczone jest sekwencjg endl lub end2. Jezeli
sekwencje end1 oraz end?2 sg identyczne, to definicja jest, zgodna z poprzednig (nie ma wtedy mozli-
wosci uzycia separacji poprzez PCR i rozciehczanie).
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Istnieje mozliwosc¢ realizacji automatu w ten sposéb, aby znajomosé dtugosci stowa wejsciowe-
go nic byfla potrzebna do prawidtowego jego dziatania. Wykorzystuje sie tutaj wykrywanie obecnosci
czasteczki wyjsciowej w roztworze, podobnie jak dla automatu z Fig. 15.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposob identyfikacji czgsteczek DNA opisanych wyrazeniem regularnym, znamienny tym,
ze definiuje sie wyrazenie regularne, reprezentacje symboli odpowiadajace sekwencjom DNA charak-
terystycznym dla danej zaleznosci genetycznej oraz symboli pomocniczych, w tym uzywanych do
definiowania motoréw produkcji, reprezentacije stéw wejsciowych odpowiadajgce sekwencji DNA, oraz
sekwencje czgsteczki DNA reprezentujgcej stowo wyjsciowe bedace odpowiedzig pozytywna,
a z badanych probek materiatu genetycznego izoluje sie nici DNA w znany sposob, po czym do poje-
dynczej danej nici DNA na koncu 3’ dofgcza sie dowolng, odmienng od reprezentacji symboli sekwen-
cje nukleotydow nazywang dalej end, a na koncu 5 dowolna, odmienng od reprezentacji symboli se-
kwencje nukleotyddw nazywang dalej start, jednoczesnie na podstawie okreslonego wczesniej wyra-
zenia regularnego syntezuje sie, znanymi metodami inzynierii genetycznej, zbioér czasteczek zwanych
dalej motorami produkgciji, ktore posiadajg na 5’ koncu sekwencje komplementarng do sekwencji end
oznaczang dalej end, nastepnie sekwencje komplementarng do sekwencji reprezentujacej lewaq stro-
ne redukcji w rozumieniu teorii automatéw skonczonych, nastepnie sekwencje reprezentujgca prawqg
strone redukcji w rozumieniu teorii automatéw skonczonych, zas na koincu 3’ sekwencje end, po czym
badane wstepnie przygotowane nici DNA umieszcza sie razem z motorami produkcji i wykonuje sie
wstepng denaturacje, a nastepnie prowadzi sie proces hybrydyzacji czasteczek reprezentujacych
stowa wejsciowe z motorami produkcji, po czym po zakohczeniu hybrydyzacji w roztworze umieszcza
sie startery o sekwencji end, nastepnie prowadzi sie reakcje polimeryzacji z dodatkiem polimerazy
o duzym prawdopodobienstwie skoku, w nadmiarze wolnych nukleotydéw A, C, G, T, po czym prowa-
dzi sie proces denaturacji w znany sposob po czym dodaje sie startery o sekwencji start, a nastepnie
ponownie prowadzi sie proces polimeryzacji i jezeli uzyskano nowa czgsteczke, to bada sie, czy ma
ona analogiczng sekwencje do czasteczki reprezentujgcej odpowiedz pozytywna i jedli tak, to proces
sie konczy, a jesli nie to caty cykl od momentu wstepnej denaturacji powtarza sie, az do uzyskania
okreslonej czasteczki DNA lub do momentu, gdy nie powstanie nowa czasteczka wyjsciowa.

2. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze cykl od momentu wstepnej denaturacji prowa-
dzi sie k razy, gdzie k odpowiada znanej dtugosci czasteczki reprezentujgcej stowo wejsciowe, zas
sprawdzanie czy uzyskano czasteczke reprezentujgca odpowiedz pozytywng wykonuje sie jednora-
zowo po k cyklach.

3. Sposéb identyfikacji czasteczek DNA opisanych wyrazeniem regularnym, znamienny tym,
ze definiuje sie wyrazenie regularne, reprezentacje symboli odpowiadajgce sekwencjom DNA charak-
terystycznym dla danej zaleznosci genetycznej oraz symboli pomocniczych, w tym uzywanych do
definiowania motoréw produkcji, reprezentacje stow wejsciowych, oraz sekwencje czasteczki DNA
reprezentujgcej stowo wyjsciowe bedgce odpowiedzig pozytywna, a z badanych probek materiatu
genetycznego izoluje sie nici DNA w znany sposob, po czym do pojedynczej badanej nici DNA
na koncu 3’ dofacza sie dowolng, odmienng od reprezentacji symboli sekwencje nukleotydéw nazy-
wang dalej end a na koncu 5’ dowolna, odmienng od reprezentacji symboli sekwencje nukleotydow
nazywang dalej start, jednocze$nie na podstawie okreslonego wczesniej wyrazenia syntezuje sie,
znanymi metodami inzynierii genetycznej, zbior czasteczek zwanych dalej motorami produkgcji, ktore
posiadajg na 5' koncu sekwencje komplementarng do sekwencji end oznaczang dalej end, nastepnie
sekwencje komplementarng do sekwencji reprezentujgcej lewg strone redukcji w rozumieniu teorii
automatdéw skonczonych, nastepnie sekwencje reprezentujacg prawg strone redukcji w rozumieniu
teorii automatéw skonczonych, sekwencje end, sekwencje r rozpoznawang przez wybrany enzym
restrykcyjny oraz dowolng, inng niz zdefiniowane poprzednio sekwencje pomocnicza p, nastepnie
badane nici DNA umieszcza sie razem z motorami produkcji i wykonuje sie wstepng denaturacje,
a nastepnie prowadzi sie proces hybrydyzacji czasteczek reprezentujgcych stowa wejsciowe z moto-
rami produkcji, a po zakonczeniu hybrydyzacji w roztworze umieszcza sie w nadmiarze startery o se-
kwencji prend, nastepnie prowadzi sie reakcje polimeryzacji z dodatkiem polimerazy o duzym praw-
dopodobienistwie skoku, przy czym w roztworze znajdujg sie w nadmiarze wolne nukleotydy A, T, G i C,
po czym dodaje sie w nadmiarze startery o sekwencji start i przeprowadza sie procesem wyktadni-
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czego powielania czasteczek DNA (PCR), nastepnie przeprowadza sie reakcje ciecia wybranym en-
zymem restrykcyjnym, ktory przecina te czasteczki w miejscu r, i jezeli uzyskano nowg czasteczke, to
bada sie, czy ma ona analogiczng sekwencje do czasteczki reprezentujgcej odpowiedz pozytywnag
i jesli tak, to proces sie konczy, a jesli nic to caty cykl od momentu wstepnej denaturacji powtarza, sie, az
do uzyskania okreslonej czasteczki DNA lub do momentu, gdy nie powstanie nowa czasteczka wyjsciowa.

4. Sposob wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze cykl od momentu wstepnej denaturacji prowa-
dzi sie k razy, gdzie k odpowiada znanej dtugosci czasteczki reprezentujacej stowo wejsciowe, zas
sprawdzanie czy uzyskano czasteczke reprezentujacg odpowiedz pozytywna wykonuje sie jednora-
zowo po k cyklach.
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Departament Wydawnictw UPRP
Cena 4,92 zt (w tym 23% VAT)
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