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‘ Future-Computing I

Losen bestimmter Probleme auf der Basis alternativer Hardware

Ausprigungen
¢ Quanten-Computing
Ausnutzung der Fahigkeit eines Quantensystems, sich in mehr als einem
Quantenzustand befinden zu kénnen (Superposition)

— Quantencomputer

e Neural-Computing
Aufbau, Training und Einsatz Neuronaler Netze

— Kiinstliche Intelligenz, Fuzzy-Logik
e Molekular-Computing mit den Spezialformen DNA-Computing, RNA-

Computing und Protein-Computing
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‘ DNA-Computing I

Interdisziplinir gepréigtes Forschungsgebiet

e Informatik, Molekularbiologie, Chemie, ...

e Arbeitsgruppe an der TU Dresden ,,Rechnen mit Molekiilen*
http:/ /wwwtcs.inf.tu-dresden.de /molecules/

e European Molecular Computing Consortium

(unter Leitung von Prof. Rozenberg, Universitit Leiden)

e praxisrelevante Anwendung ausgewahlter DNA-Algorithmen (DNA-Chips,
DNA-Computer in der Genanalyse, Molecular Programming, DNA-Computer

in der Informatik)
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‘ DNA-Computing I

e ,Rechnen im Reagenzglas - Rechnen mit Molekiilen*

e Betrachtung eines alternativen Rechner-Modells (alternative Hardware)

e Betrachtung von DNA als Datentréiger, Realisierung von Rechenoperatio-
nen (Abarbeitung von Algorithmen) durch geeignete molekularbiologische

und biochemische Prozesse

e Anstofl zur Forschung auf diesem Gebiet durch einen Artikel von Adleman

(,,Molecular computation of solutions to combinatorial problems*.
Science 266, 1021-1024 (1994))
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‘Vorteile des DNA-ComputingI

Parallelitit und Rechengeschwindigkeit

e jede Operation wirkt parallel auf alle Molekiile eines Reagenzglases, es
kénnen bis zu 10%° Operationen gleichzeitig stattfinden

e die Rechengeschwindigkeit betrégt bis zu 1,2 - 10'® ops/s,
die Geschwindigkeit heutiger Supercomputer betrigt 10'? ops/s
Speicherdichte
e DNA speichert Informationen in einer Dichte von 1 bit/nm?

e heutige Speichermedien sind auf etwa 1 bit/10'? nm® begrenzt

Energieverbrauch

e cin DNA-Computer ist 10" mal so effizient wie ein traditioneller
Rechner, der Energieverbrauch betrigt 2 - 10*° ops/J
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‘ DNA-Computing I

Im Zentrum des DNA-Computing steht damit ein auf DNA-Operationen ba-

sierender biologischer Parallelrechner mit enormer Speicherkapazitit und

Operationsgeschwindigkeit.

Daten: Reprisentation durch DNA-Strange

e Desoxyribonukleinsiure (DNA), Triger der Erbinformation in zellua-

ren Organismen
e Sequenzen der Bausteine A, C, G und T
e Eingabedaten des Algorithmus werden in DNA-Stréngen kodiert (durch

Bausteinabfolge und/oder Bausteinanzahl im Strang)

e Herstellung der DNA-Stringe entweder kiinstlich oder durch Gewin-

nung aus Organismen
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‘ DNA-Computing I

Operation: biochemische Reaktion

e wirkt auf alle DNA-Stringe im Reagenzglas gleichzeitig

e dadurch massiv datenparallele Abarbeitung

Ausgabe:

e Testreaktion zur Feststellung, ob sich DNA-Stringe im Reagenzglas
befinden

e Bestimmung von Stranglingen (Bausteinanzahl) und Strangsequenzen

(Bausteinabfolgen) ebenfalls moglich
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‘ DNA-Computing I

DINA-Algorithmus: Abarbeitungsvorschrift fiir den Laboranten (oder den

Simulationsrechner),

e welche biochemischen Reaktionen
e in welchen Reagenzglisern
e in welcher Reihenfolge
auszufiihren sind.
Hardware: molekularbiologisches Labor, in dem die zur Ausfiihrung der
Reaktionen benotigten Gerdte und Chemikalien vorhanden sind

e Einordnung: SIMD-Modell (Single Instruction Multiple Data)
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Aufbau von DNA-StréingenI

Baustein (Nukleotid)

e Desoxyribose, an die eine der Basen Adenin, Cytosin, Guanin oder Thymin
gebunden ist, entsprechend heif3en die Nukleotide A, C, G oder T

e Nukleotide sind die Kettenglieder im DNA-Strang

Adenin - o Guanin o SN
D X <TY T, } i
N N)\ N o N N )fN\ N o
Phosphat Phosphat Phosphat Phosphat
. 3 3 3

HO HO HO HO

Desoxy-
ribose

Abbildungsquelle: P.Berg, M.Singer. Die Sprache der Gene. Grundlagen der Molekulargenetik. Spektrum Akade-
mischer Verlag, 1992.
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Aufbau von DNA-StréingenI

DNA-Einzelstrang

e Bausteinkette, bei der mehrere Desoxyribosen iiber Phosphatatome mitein-

ander verbunden sind

e besitzt aufgrund der chemischen Struktur eine Richtung

DNA Desoxyribose- Phosphat
Zucker

Abbildungsquelle: P.Berg, M.Singer. Die Sprache der Gene. Grundlagen der Molekulargenetik. Spektrum Akade-
mischer Verlag, 1992.
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Aufbau von DNA-StréingenI

DNA-Doppelstrang

e besteht aus mindestens zwei DNA-Einzelstriangen, die durch Wasserstoft-

briickenbindungen zwischen gegeniiberliegenden komplementiren Baustei-

nen zusammengehalten werden
e A und T sind komplementér
e C und G sind komplementér

e besitzt Gestalt einer Doppelhelix
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‘Aspekte zum DNA-ComputingI

Experimenteller Aspekt

e [Osung ,ausgewdhlter” mathematischer Probleme

e mit dem derzeitigen Stand der Technik nur in nicht vertretbaren Zeit-

aufwinden losbare Probleme von hoher praktischer Relevanz
e Klasse der NP-Probleme

e Grundgedanke: Aus einem initial bereitgestellten umfassenden DN A-
Pool, der den gesamten Suchraum DNA-kodiert, werden all jene DNA-

Strange entfernt, die keine Problemlosung darstellen. Ein finaler Test
auf Vorhandensein von DNA liefert schliefllich das JA-Nein-Ergebnis.

turm@tcs.inf.tu-dresden.de 12



‘echnische Universitat Dresden Institut fiir Theoretische Informatik

‘Aspekte zum DNA-ComputingI

Schwerpunkte

Nachweis der Komplexitiat der molekularbiologischen Operationen und
daraus zusammengesetzter DNA-Algorithmen

Erhohung der Stabilitdt der Laborimplementation von DNA-Algorithmen
(Modellen)

Reduktion von Seiteneffekten (unerwiinschte Wirkungen) bei der Ab-
arbeitung von molekularbiologischen Operationen

Konstruktion erster Roboter zur Automatisierung von Laborarbeiten,
Design erster DNA-Chips

Verkniipfung von DNA mit RNA (Ribonukleinsdure) in Einheit mit
Strangfixierungen an Trigersubstanzen

Problemgrofle aktueller Experimente betrigt ~ 20
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‘Aspekte zum DNA-ComputingI

Theoretischer Aspekt
e Modell des DNA-Computing als unkonventionelles Berechnungsmodell

e [rreichen der Berechnungsstirke des Modells der konventionellen Tu-
ringmaschine, A\-Kalkiil, Klasse der Typ-0-Sprachen, ...

e Modell umfaf3t molekularbiologische Operationen, die sich als DNA-
Rekombination laborpraktisch realisieren und auch formal beschreiben

lassen

Schwerpunkt

e Nachweis der Universalitat fiir ein DNA-Computing-Modell, Simula-
tion des Modells aut dem PC und laborpraktische Implementation
(DNA-Computer)
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‘ DNA-Operationen I

Klassifikation

e Operationen zum Gewinnen von DNA-Striangen,

e zum Kniipfen und Aufbrechen von Wasserstoftbriickenbindungen,

e zum Mischen von DNA-LGsungen

e zum Separieren und Analysieren nach verschiedenen Merkmalen sowie

e enzymatische Reaktionen (Rekombinationstechnik im engeren Sinne)

T. Hinze, M. Sturm. Rechnen mit DNA - Eine Einfiihrung in Theorie und Praxis.
Oldenbourg Wissenschaftsverlag Miinchen, Wien, 316 pp., 2004
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‘ DNA-Operationen I

Synthesis (Generieren von DNA-Einzelstrangen)

Annealing, Melting (Hybridisieren, Denaturieren)

Merging (Mischen, Vereinigen)

Labeling (Markieren von Strangenden)

Ligation (Verketten von DNA-Doppelstriangen)

Cut (Zerschneiden von DNA-Doppelstringen)

Blunting (Auffiilllen/Abbauen von Einzelstrangiiberhingen)

Polymerase Chain Reaction (Duplizieren von DNA-Doppelstrangen oder -abschnitten)
Affinity Purification (Separieren nach Subsequenz)

Electrophoresis (Stranglinge bestimmen, Separieren nach Linge)

Sequencing (Strangsequenz bestimmen) u. a.
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‘ Ligation I

e Synonyme: Concatenate, Verketten

@lAT
T|IC|G AN
AP

YA T|A

AG|C
TICIG|TIA|T
N A WAV
AlG|C|A|T|A

e Verketten von DNA-Doppelstriangen
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‘ Ligation I

(Kompatibilitit von DNA-Doppelstrangenden) Zwei sticky-Enden von
DNA-Doppelstrangen sind kompatibel, wenn die Einzelstrangiiberhinge
beider Striange iiber ihre gesamte Linge antiparallel komplementéir sind.

Definitionen

Blunt-Enden von DNA-Doppelstrangen sind generell zueinander kompati-
bel.

(5’-Phosphorylierung eines DINA-Strangendes) 5’-Phosphorylierung be-
deutet, dafl das betreffende 5’-DNA-Strangende mit einer Phosphatgruppe
markiert ist.

Tlcla|~=T|alT AlTlclclalT|~alTlGlclalT LT/TA‘—’MGCG
\//\ /\\/ /\\/ /\v/\
AlG|clAll<[T|A T|Alcle|T|All-IT|AlclGTA AlTlclc clclcla

kompatibel kompatibel nicht kompatibel
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‘ Ligation I
Definition

Unter Ligation versteht man eine biochemische Reaktion, bei der DNA-Doppelstringe
mit kompatiblen Enden und mindestens einer 5’-Phosphorylierung an diesen
kompatiblen Enden fortgesetzt miteinander verkettet werden. Es werden alle
moglichen Endenpaare, auch von Zwischenprodukten, in die Reaktion einbezo-

gen. Die Reaktion wird durch eine DNA-Ligase als Enzym katalysiert.

Glelc[T Alclc[c[T]A[T]A[c[c][c]T] HA[T]A[c[c[c]T][c]c]A]G]A]G
Y Y N A AN VNIV
clclG|A|T|Alg [TIclclG|A[TIA[TIC|G|G|A T|clG|G|A|G cltlch
ﬁNLAGCCTCTCTCG
YN ANANAN AT
T|Cc|G|G|A|G|A|G|A|GI|CHy
AfG\fG\ST Fclclalc[alc] Hcl[clA[cl|A[g[c[T][c[T]c]c] Fc[c|A]c]A[c]AlG[G[c[T
TCCGA/H\A/I’\ N VN VN A VN W RAANANAAS Y ATV VYWV Y
Z Gic|Tlc|Tlcly |Glc|Tic|T|c|G|AlGIA|GICly |Glc|TIcIT|c[TIcIc|GIA|T|Af
=]
SgAgAg ; : Bclc|Aa[c|Alc[c]G[A[GIA[G] Fc]G[A[G[AIG[T]T[T]G[T]A
Sleltleltle ngatlon N NSNS NN N NSNS, )
B - Glc|Tlc|T|c|G|c|T|c|T|Ccly GCTCTCAAACATa
PclalT]CclG -
%J e Bc[T]c[T]c[c|AlG[G[c[T Bc[T]c[T][c]c[c[c[A[G]A]G
TIAIG|CIA|T AN NAVY Y ANANAAL N VNI
G|A|G|A|G[c|T|c|c|G|A|T|Aly |GIA[IGIA|GIC|GIC|TIC|TICH
ﬁTASAAA ECTCTC%TTT%TA
[N AV NI AV N
ALTIGITITIT GAGAGCAAACAT&
ﬁﬂﬂaaﬂa ﬁSATCG T[Alc[G]A[T]G[T]AIC[A]A]A
Y Y a N
TIAlGIC|A[T Glc|TIAlc|A[TIG[TIT[T
A[ATATA[CIA[C G[T]A[C[ATA]A A[ATATA[CIA[C clc
G|T|G|c|c|c AlTlGT|T[T GTGaaa °
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Cut

e Synonyme: Digestion, Cleavage, Verdau, Schnitt

@@GCA
AlG 74 N VAN
AN G|T
T|clclcl®

e Zerschneiden von DNA-Doppelstrangen
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Cut

Definition
Unter Cut versteht man eine biochemische Reaktion, bei der DNA-Doppelstriange an je-
dem Vorkommen einer durch das Enzym bestimmten Subsequenz (Erkennungssequenz)
an ebenfalls durch das Enzym bestimmten Spaltstellen geschnitten werden, wodurch
bei jedem ausgefiihrten Schnitt ein neues 3’-5’-Endenpaar entsteht und auch Einzel-
strangiiberhénge auftreten kénnen. Die beiden bei jedem ausgefiihrten Schnitt gebilde-
ten 5’-Enden sind mit einer Phosphatgruppe markiert, die 3’-Enden mit einer Hydroxyl-

gruppe. Die Reaktion wird durch eine auf DNA wirkende Typ-II-Restriktionsendonuclease

katalysiert.
AVEENY
NUCEAY ACIE GICIA[T[TIC[G]A NEEE
TlAalGlc|T|A I\ N Y Y
clg|T|A|AlGlc|T T|AlGlc[T]A
Glc|A[T]T[c[c]A T[c[GlA]T Cut AlG[A]T LU[\ATCC
N\ N Y NG/ P Y NN
cle|T|alAlGlc|T AlGlc|T|A clT|alGlcl TAGG/'I}(a
AlG[A[T[c[G]A]T]C[C W Clal WATCC U\)\) [A]T]
r N/ \/\J/\(W N7 N
cltlalclc|T|AlGlG|T]C T|A|G|G T|AlG|ClH
c|a[alT][c[c]|al[T[c]G[A][T]c[G[A[T]C]C AT\C/\AT AlATT UﬁATCCAT
N Y Y Y A TIAlGlelTIA N ﬂ NN ﬂ
G| T|T|A|G|c|T|A|c|c|T|AlG|c|T|A|G|G T[T|AlG T|A|G|G|T|A|G|C
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‘Konstruktion von Algorithmen'
Klasse NP

Fiir eine grofle Klasse (wichtiger) Probleme, eben die sogenannten NP-

Probleme, ist die Frage, ob sie alle einen polynomiellen Algorithmus be-
sitzen (konnen), ungeklirt. Die Klasse NP steht fiir die Menge der Spra-
chen (Entscheidungsprobleme), die unter Annahme eines nichtdetermini-
stischen Berechnungsmodells, der sogenannten nichtdeterministischen Tu-
ringmaschine, in polynomieller Zeit erkannt werden kdnnen.

Klassische NP-Probleme
e Erfiillbarkeitsproblem der Aussagenlogik
e Hamilton-Kreis-Problem
e Rucksackproblem
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Hamilton-Kreis-Problem '

Problemdefinition

gegeben: zusammenhingender endlicher gerichteter Graph G = (V, F) ohne
Kantenbewertung mit n Knoten

(V: Knotenmenge, E: Kantenmenge)

gesucht: Gibt es eine Rundreise (Hamilton-Kreis) entlang der Kanten des
Graphen, so dafl
e jeder Knoten genau einmal besucht wird und

e die Rundreise wieder am Startknoten endet?
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Hamilton-Kreis-Problem '

Berlin
Erfurt Lelpzig
Halle \ / Dresden
Gera

Hamiltonkreals:

G=(V,E)
V ={ Berlin; Dresden; Erfurt;

Gera; Halle; Leipzig }

E ={ (Berlin,Dresden); (Berlin,Leipzig);

(Dresden,Gera); (Dresden,Halle);
(Erfurt,Berlin); (Erfurt,Gera);
(Gera,Erfurt); (Gera,LeipziQ);
(HalleErfurt); (Halle,Gera);
(Halle,Leipzig); (Leipzig,Erfurt);
(Leipzig,Gera) }

Berlin -> Dresden -> Halle -> Lelpzig -> Gera -> Erfurt -> Berlin

turm@tcs.inf.tu-dresden.de
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‘ DNA-Algorithmus I

Algorithmus nach Adleman
(verodffentlicht Science, 266:1021-1024, November 11,1994)

Erzeuge willkiirlich eine Vielzahl von Pfaden durch den Graphen

Behalte davon nur jene Pfade, die an einem ausgew&hlten Knoten be-

ginnen und enden
Behalte davon nur jene Pfade, die genau n Knoten besuchen

Behalte davon nur jene Pfade, die jeden Knoten mindestens einmal

besuchen

Falls mindestens ein Pfad iibriggeblieben ist, lautet die Losung ,ja‘“,

ansonsten ,,nein*
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Beispiel I

Vereinfachung gegeniiber dem Original-Adleman-Algorithmus

(7 Knoten, 20 Bausteine pro Knoten und Kante)

Graph:

Halle ® =<=—@® Berlin

2

Gera ¢—> @ Dresden

Knoten:

Kanten:

Berlin

(~ it 7

Berlin -> Halle

N,

Dresden

Dresden -> Berlin

Gera Gera-> Berlin
Halle ﬁ Gera-> Dresden
Halle -> Gera U“
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Kodierung des Graphen in DNAI

e jeder Knoten — DNA-Einzelstrang mit 4 Bausteinen frei wihlbarer, aber

halbseitig spezifischer Sequenz (eine Stranghilfte ermoglicht die exakte
Knotenzuordnung)

e jede Kante -+ DNA-Einzelstrang mit 4 Bausteinen:

— die beiden ersten Bausteine komplementér zur rechten Héilfte der Quellknoten-
DNA

— die beiden letzten Bausteine komplementér zur linken Hélfte der Zielknoten-
DNA
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Schritt 1: Erzeuge willkiirlich eine Vielzahl von Pfaden durch den Graphen

ielelg) M8 oo

l Annealing und Ligation

ﬂﬂﬂﬂ G|Gg|T|c|G|c|alc
AlTITIA ALTITIA

Annealing: Zusammenlagern komplementiarer DNA-Einzelstringe zu Doppelstrangen

(o]

Ligation: Verketten von DNA-Doppelstringen
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Schritt 2: Behalte davon nur jene Pfade, die an einem ausgewiihlten Knoten begin-

nen und enden

l ausgewahlter Start- und Zielknoten:

Berlin

Polymerase-K ettenreaktion

Polymerase-Kettenreaktion: millionenfaches Duplizieren von DNA-Doppelstriangen

mit vorgegebenem Anfangs- und Endstiick
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Schritt 3: Behalte davon nur jene Pfade, die genau n Knoten besuchen

l Agarosegel -Elektrophorese und

Isolierung der DNA aus Agarosegel

Agarosegel-Elektrophorese: Methode zur Lingenseparation und Visualisierung

von DNA-Doppelstrangen. Die Striange der Linge 5 -4 = 20 Bausteine werden an-

schlief3end isoliert.
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Schritt 4: Behalte davon nur jene Pfade, die jeden Knoten mindestens einmal be-

suchen

— alle Pfade behalten, in denen Berlin vorkommt

Melting

DNA-Einzelstrang "Berlin" biotinylieren

dazu komplementéren DNA-Einzelstrang
"Berlin" synthetisieren und biotinylieren

Annedling

l Biotin-Avidin-Purification
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Schritt 4:

Melting: Auflosen von DNA-Doppelstriangen zu DNA-Einzelstrangen
Biotinylieren: Anheften von Biotin-Molekiilen an Strangenden

Biotin-Avidin-Purification:

e Anlagern komplementirer DNA-Einzelstringe an DNA-Einzelstriange, die

mit Biotin und Avidin fixiert sind.
e Alle nicht angelagerten Stringe werden ausgewaschen und verworfen.
e Anschliefend trennt man die angelagerten DNA-Einzelstringe wieder ab,

wascht sie ebenfalls aus und sammelt sie in einem neuen Reagenzglas.

Annealing: Zusammenlagern komplementirer DNA-Einzelstrange zu Doppelstringen
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Schritt 4: Behalte davon nur jene Pfade, die jeden Knoten mindestens einmal

besuchen

— alle Pfade behalten, in denen Dresden vorkommt

analoger Ablauf, nur ,Dresden® statt ,,Berlin®

— alle Pfade behalten, in denen Gera vorkommt
analoger Ablauf, nur ,,Gera® statt ,Berlin®

— alle Pfade behalten, in denen Halle vorkommt
analoger Ablauf, nur ,Halle“ statt ,,Berlin*
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Schritt 5: Falls mindestens ein Pfad iibriggeblieben ist, lautet die Lésung ,ja‘,

ansonsten ,,nein“

l Polymerase-K ettenreaktion

Agarosegel-Elektrophorese

10
20
30
DNA-Probe Skala aus DNA-Doppelstréngen
hinterl&3t sichtbare bekannter Langen

Markierung im Gel

Losung des Beispiel-Hamilton-Kreis-Problems: ,,ja“
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Das Rucksackproblem (knapsack problem) I

Problemdefinition

gegeben: n natiirliche Zahlen aq, ..., a, sowie eine natiirliche Zahl b

gesucht: Gibt es eine Teilmenge [ C {1,2,...,n} mit > a; =b7
i€l
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Beispiel eines Rucksackproblems'

., =S S
a, =/ . @ vr Gegenstand 3
A

a; =2
b =9 5 I 2
2 LOsung: JA
7]l [o
Packmoglichkeit:

{Gegenstand2; Gegenstand3}

turm@tcs.inf.tu-dresden.de
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DNA-Algorithmus zur L6sung des Rucksackproblems'

e Aufbau aller 2" Kombinationen (Packmoglichkeiten) durch gezieltes Verketten

der DNA-Doppelstriange in n Schleifendurchliufen, danach Langentest

e Jeder Schleifendurchlauf nimmt einen bisher ungenutzten Gegenstand hinzu und

verdoppelt die Anzahl der Kombinationen.

e In jedem Schleifendurchlauf dieselbe Abfolge biochemischer Reaktionen

QoAb |
|Starter; a1 4
1. Schleifen- 2. Schleifen-  |[Stater, @2 L
durchlauf [Starter ', a1 L durchlauf [Starter;, a1 L, a2 L
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‘ Der Langentest I

e Agarosegel-Elektrophorese des finalen DNA-Pools mit 2" unterschiedli-

chen DNA-Doppelstringen, dabei priifen, ob DNA-Doppelstringe der zu

b korrespondierenden Linge existieren

— Methode zur Lingenseparation und Visualisierung von DNA-Doppelstriangen

|Starter; a1l a3k

|Starter; a2 La3h
|Stater;, a1 & a2 &
|Stater; a1 L a2 La3h

Jeder DNA-Doppelstrang
des Pools hinterl &t sichtbare

| Starter a3
|Starter; a1l & Agarosegel-
Satal, @ | Shorese

10

15

20

25

30

35

Markierung im Gel in Abhéngigkeit
von seiner Lange

Skalaaus
DNA-Doppelstréngen
bekannter Lange
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Auswertung Experiment Rucksackproblem'

[ 719 C 393 o704 1382 bp [

719 5393 11112 bp 1200 b

719 bp [ 719 2704 _989 bp 1000 b
719 719 bp
393 bp 393 L7045 663 bp
270 bp 393 393 bp

L2704 270 bp
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Bewertung des Algorithmus'

e Anzahl Arbeitsschritte linear (und damit polynomiell) in der Anzahl Ge-

genstiande

e prinzipiell skalierbar auf beliebige Problemgrofien (Anzahl Gegensténde),
dann jedoch gehduft Fehler durch Seiteneffekte der biochemischen Reak-

tionen

e Lxperiment diente dem prinzipiellen Nachweis, ein NP-Problem im Labor

l10sen zu konnen
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‘Modelle des DNA-ComputingI

Eigenschaften

e Universalitit der Modelle, d.h. Modelle berechnen jede berechenbare
Funktion und l6sen jedes entscheidbare Problem,

e cin universelles Modell ist nicht auf Problemklassen eingeschrankt,

e auf der Basis eines universellen Modells ist es moglich, den program-

mierbaren Bio-Computer zu konstruieren und zu implementieren.
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‘ Splicing-Systeme I

Splicing-Systeme dienen als (mathematisches) Modell des DNA-Computing.

Jede Turingmaschine kann simuliert werden durch ein erweitertes Splicing-

System mit Multimenge.

e T. Head. Formal language theory and DNA: an analysis of the genera-
tive capacity of specific recombinant behaviors. Bulletin of the Mathe-
matical Biology, 49(6):737-759, 1987.

e R. Freund, L. Kari, G. Paun. DNA computing based on splicing: the

existence of universal computers. Theory of Computing Systems, vol.
32, 69-112,1999.

e M. Sturm, T. Hinze: Distributed Splicing of RE with 6 Test Tubes.
Workshop on Multiset Processing, Curtea de Arges (2000).
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‘ Splicing-Systeme I

Splicing-Systeme basieren auf der Splicing-Operation. Diese Operation

ist definiert fiir Worter und damit fiir formale Sprachen.

Splicing-Systeme generieren mittels zweier Sprachen eine Ausgabespra-
che, von der bekannt ist, zu welcher Klasse von Sprachen sie gehort,

insbesondere, ob sie zu der Menge der endlichen, reguliren oder rekursiv

aufzihlbaren Sprachen (FZN, REG oder RE) gehort.
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‘ Splicing-Systeme I

Interpretation von DNA-Sequenzen als lineare Worter

A C G T
T G C A

Darstellung von zwei Wortern als DN A-Sequenzen

Y CCCoCcCTCGACCCCCs 5 AAAAAGCGCAAAAAY
JGGGGGAGCTGGGGEGY STTTTTCGCGTTTTTS

Verwendung zweier Enzyme Taql und SciNI

S TCGA3 YGCGOS
3AGCTY 3 CGCGEY
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‘ Splicing-Systeme I

Schnitt der beiden Worter mithilfe der Enzyme

5CCCCCT CGACCCCOC3 5'AAAAAG CGCOAAAAAY
3GGGGGAGC TCCGCGEY 3TTTTTCGC  GTTTTTS

Ligation

(Ausnutzung der komplementéren sticky-Enden der vier Fragmente)

55CCCCCTCGCAAAAAS 5'AAAAAGCGACCCCCY
SGCGGGGAGCGTTTTTS STTTTTCGCTCGCHGEEY
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‘ Splicing-Systeme I

Abstraktion vom molekularbiologischen Vorgang

e Nach dem Vorbild der Wirkung der Ligation auf DNA-Stringe mit

komplementéiren sticky-Enden werden aus den Fragmenten geschnitte-

ner Worter neue Worter generiert.

X a, B 1 X, Yi a, B 2 Y:

Ausgabeworter der Splicing-Operation
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‘ Splicing-Systeme I

Beispiel

Addition zweier positiver natiirlicher Zahlen n und m
Gegeben
e das Alphabet ¥ = {a,b, c},
e die Splicing-Regel r = a#b%c#a und

e die Worter x = a™b, y = ca™.

turm@tcs.inf.tu-dresden.de 47



‘echnische Universitat Dresden Institut fiir Theoretische Informatik

‘ Splicing-Systeme I

(a"b,ca™) = (z,9)
= (@t a b N, XN _c _a ad"?
N N N = N e N N~
1 a1 T2 Y1 a2 Y2
=, (@t a a d™ ' ¢ b))
N o N N~ N N~
r1 a1 y2  yiaz Sixa

= ("™, cb) = (2,w)
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‘ Splicing-Systeme I

Definition (Splicing-System)
Ein Splicing-System ist ein Quadrupel v = (V,3, A, R), in dem V ein Al-
phabet ist, X CV, AC VT und R C V*#V*$V*#V* mit #,$¢ V.
V ist das Alphabet des Splicing-Systems ~, > das Alphabet der Sprache,
A die Menge der Axiome und R die Menge der Splicing-Regeln. Die Ele-

mente von Y werden als Terminalzeichen und die Elemente von V' — X als

Nichtterminalzeichen bezeichnet.

Fir z,y,z,w € VT und r = a1 #518a2#52 € R wird definiert:
(x,y) = (z,w), wenn

T = T10181T2, Y = y1a2B2y2 und z = x101 82y2, w = y1a281T2
fir 1, x2,y1,y2 € V* gilt.
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‘ Splicing-Systeme I

Definition der Sprache (generierbar iiber ein Splicing-System)
L(y)=c"(A)NXT
g(A)={ze VT |(x,y) ., (z,w) fiirz,y € A,we V*T,reR}

Transitive und reflexive Hiille fiir o(A)
0" (A) = UiZO o' (A)
0'(A) = A, o"T1(A) =0'(A)Uo(c"(A4)), i =0

Splicing-System
v=(V,X,A, R) mit A € F} und R € F, ist vom Typ (F}, F»)

H(F, Fy) ={L(y) |v=(V,X,A,R),A€ F1,R € Fy}
(erweitertes Splicing-System: V # )
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‘ Splicing-Systeme I

Aussage der Tabelle® ist, welcher Typ (F1i, F2) Splicing-System EH zu welchem Typ Sprache
fihrt.

Fy/Fs FIN REG CF CS RE
FIN REG RE RE RE RE
REG REG RE RE RE RE
CF CF RE RE RE RE
CS RE RE RE RE RE
RE RE RE RE RE RE

CF - kontextfreie Sprachen (Typ Chomsky-2), CS - kontextsensitive Sprachen (Typ Chomsky-1),

REG - regulédre Sprachen (Typ Chomsky-3), FIN - endliche Sprachen, RE - rekursiv aufzihlbare

Sprachen

aR. Freund, L. Kari, G. Paun. DNA computing based on splicing: the existence of universal

computers. Theory of Computing Systems, vol. 32, 69-112,1999
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‘ Verteilte Splicing-Systeme I

Zielstellung

e Konstruktion einer Extension zum klassischen Splicing-System,

welches die Klasse RE generiert
e Extension zum Splicing-System soll laborpraktisch umsetzbar sein

e Extension zum Splicing-System soll mit linearen DNA-Stringen

arbeiten

e Extension zum Splicing-System soll mit einer minimalen Anzahl von
Testtubes arbeiten (One-Pot)
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Klassifikation von Splicing-SystemenI

class | splicing system |# tubes # axioms # splicing rules
Multiple 1 O(|M]) O(|D|?)
distr. | TTsystem |O(Zal)| O(Pal+ |26 O(Pa| + =)
CDEH system 3 |O(IPcl + Vel + 12c|)| O(Pc| + Vel + [Zcl)
TT6 system 6 O(|Pa|+ |2al) O(|Pa| + |Zcl)
inf. set | EH(FIN,REG) 1 O(|Pa| + Vel + |2al) 00
nonlin. Circular 1 O(|P| + |A|) O(|P|)
1 |O(IPc|+ Vel + |2c)|O(Pcl - (Val +[2c|)°)
multiset| EH(mFIN,FIN)| 1 O(IVI?|1Q| + |2I?|V]) O(IVI* Q)
1 O(X]-P)) O(%] - [P))

Elementare Formale Systeme (EFS): EFS = (D, 3, M), Post-Normal-Systeme (PNS):
G =(V,X,P,A), Chomsky-Typ-0-Grammatiken: G = Vg, Xa,Pa,Sa),
Deterministische Turingmaschinen: TM = (Q,V, %, {L, R}, F,qo, J,1)
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‘ Verteilte Splicing-Systeme I

Gxnr = (Va,Xaq,Pa,Sa) ist eine Chomsky-Typ-0-Grammatik in Kuroda-
Normalform mit den Komponenten

Ve Menge der Nichtterminalzeichen Vg ={vy,...,v,}
Ya: Menge der Terminalzeichen Ya={o1,...,00}, VaNXg =10
Pe: Menge der Produktionsregeln P C (Vg X Vo @ Vi) U (Vo x Xg) U

(Vg % {8}) U (Ve ®@Va) X Vg @Va))
Sca: Satzsymbol Sa € Vg
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‘ Verteilte Splicing-Systeme I

I' = (V,T1,T5,15, Ty, T5,Tg) ist ein auf G nyp basierendes TT6-EH-System

mit den Komponenten

V: Menge der Alphabetzeichen V=VsUXg U
(B,a,8,X,X",Y,Y", Y., Y}, 2,2, 2"}
T;: Testtube 4, i =1,...,6 mit T; = (A;, R;, F;)
A;: Menge der Axiome A, CV*
Ri: Menge der Splicingregeln R; CV* @ {#} @ V* @ {$} @ V* @ {#} @ V*
Fi: Menge der Filtermuster JF, C V* ® V*
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Verteiltes Splicing mit TTGI

. A
Schleife Initialization [<—
e die Inhalte der Testtubes 1% bis 15 durchlaufen
iterativ eine Schleife i R
1
e ecine Initialisierung erfolgt durch die Menge der Splicing —
Axiome A; (kodiert als DNA-Striange) Operation
e die Schleife besteht aus den DNA-Operationen ¢ Fi j=i
Splicing, Filtern und Verteilung Filtering I
strands for
e I erhilt durch Filtern nur Strange, die Worter EL
J 1)
der Sprache reprisentieren (€ L(G))
S
Distributing strands from
Tj , J Fi

iterated loop in T,
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‘Splicing-Operation des TT6-SystemsI

Splicing-Operation

e Selektion und Anwendung einer passenden
Splicing-Regel aus R;

e fiir die Komponenten a1, 81, a2, B2 wer-

den Restriktionsenzyme und DNA-Strange

fiir eine Extraktion eingesetzt

e mihilfe von Digestion und Ligation wird
die Splicing-Operation ausgefiihrt, weite-
re Operationen (Extraktion und Labeling)
dienen dem Awusschlufl nicht gewiinschter
DNA-Strange

Y F asfBy

Yy 2Pz

Extraction

Extraction

yy restenzym o

)

1"F rest. enzym do

B2

Cut

Cut

s
v£V5

Labeling

Al

Union

Y f maxlength

Ligation

vy @b

yy 9of

Extraction

Extraction

I

Yy

Union

Al

Union

#
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Verteiltes Splicing mit TT6I

(L1, Ls, ..., Le) —>r16 (L], 5y Lg)

mit
6
L= ) oj(gy) | nSi | uol(Ls) Viedl,... 6}
e

Sk =4{w € V* | Apa,pe) € Fi}

,C(F) = {’UJ ~ 5602* ‘ (.Al,...,.A(;) LTT6 (,Cl,...,,CG)}

(pq ist Préfix von w und p, ist Suffix von w,

— e ist die reflexive und transitive Hiille von —77¢)
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DNA-Haskell '

e Entwickler TU Dresden

e “Functional Workbench for Design of DNA Algorithms with Experimental
Study*

e Basis: funktionale Programmiersprache HASKELL
e Ziel: Konstruktion von DNA-Algorithmen
e Spezifikation von molekularbiologischen Operationen

e Benutzerdefinierte rekursive Datentypen (DNA-FEinzel-und Doppelstrange
einschliefllich Einzelstrangiiberhéinge, 5’- und 3’-Label)

e Implementation von Multimengen

e Nachweis von Programmeigenschaften und Programmtransformationen
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DNA-Haskell '

Beispiel fiir die Repréisentation von DNA-Striangen und Testtubes in Haskell

example of a value from type Strand

example of a value from type Tube

P B

BasicStrand

ISR srands

(P, [T,C,G,A CAT,G],H)

type
yp biological representation encoding in Haskell biological representation | encoding in Haskell
(pos.l (pos.9
Sense Sense
5@ Trarciartd3 5 ®satereld | [(strandl, 1), (strand2, 9), 5 5 H A C. G, T H) 1
Strand %gTAMQT\J\J (strand3, -10) ] TG%iATCAG%i&cJ [(][(:g) [ 1 H), 1)
3 P5 )
composed of antisense t pos10 AT : ([((B,[T, G, C, A, T] H), 1),
- 5@ 3 Alc)elT ((P,[G,A C,C] H),9),
BasicStrand NEEAY strandl | (B,[T, G, C, A T] H) (rlalc[x (P.I1.C.G A CAT Gl H), -0
, , R REALE ], 2)
BasicStrand | ° eﬁﬂ strand2 | (P, [G, A, C, Cl, H) AR A‘G’A/\b XIel&l ]
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initialization

N

. AATEPERE’
Y
el

. AAEEEEEE
Illl B EE

1

DNA-Haskell '

Im Testtube befinden sich insgesamt 32
DNA-Strange  (Einzelstriange,  Doppel-
strdnge mit blunt- und/oder sticky-Enden).
Dabei treten 6 voneinander unterschiedliche
Strangsequenzen auf. Fiir die Ausfiihrung
der Operation Ligation kommt es zur Aus-
wahl eines dieser 32 DNA-Stringe. Dieser
wird untersucht, inwieweit eine Verbindung

mit allen restlichen Striangen moglich ist.

Initialisierung im Testtube
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=1(2] =] DNA-Haskell I

Die Ligation ist eine bioche-

RAEPERT’

mische Reaktion, die durch
das  Enzym = DNA-Ligase

katalysiert wird wund das

fortgesetzte  Verketten von

DNA-Doppelstrangen an ihren
Enden bewirkt. Die Enden

miissen hierzu kompatibel,

also paBligenau sein und eine

Phosphatgruppe besitzen.

Ergebnis Ligation 1
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ZEE DNA-Haskell '

Bei der Ligation werden

- RAJERERT

. AR

(B O]
[C )
[C )
[T
(mm)

aus  Bakterien = gewonnene

[T
[+ D]

und kommerziell angebote-

) EEEEEE  EE e ne DNA-Ligasen verwendet
aaml!mmmllmmﬂmra’ﬂl’g (2.B. T4-DNA-Ligase). Eine

) HHHI'HHE in-vitro-Ligation fiihrt man
HHH.IHHE gewoOhnlich bei einer Tempera-

AT tur zwischen 16°C und 20°C
'a durch, wobei die Inkubations-
zeit i.a. bis zu 16 h betrigt.

G0 O]
1wl

H
(=<
]
[ 15
[+ 3T

H

>T]

&
EEE
E=lS [EoiE
E=lS [EoiE
[E< 4] [2 2T

Ergebnis Ligation 2
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-

. FRRAR

[ 1]
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< FT]
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|_‘h.
[T
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ETH]
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EEE
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I
I
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(= D]
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‘ DNA-Haskell '

Die Ligation ist mit mehreren Seiten-
effekten behaftet. Infolge intramoleku-
larer Ligation konnen sich DNA-Ringe
bilden. Desweiteren ist es mdoglich,
dafl die DNA-Konzentrationen der
durch die Ligation enstandenen DNA-
Fragmentketten-Kombinationen stark

vonelnander abweichen.

Ergebnis Ligation 3
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Simulation molekularbiologischer Prozesse'

e Entwickler TU Dresden

e Simulationstool zur Uberwindung der Diskrepanz zwischen formalen Mo-
dellen des DNA-Computing und ihrer laborpraktischen Implementation

e Modellierung von linearen DNA-Einzel- und Doppelstrangen auf der Basis

von Nukleotiden und Strangendenmarkierungen

e Spezifikation von DNA-Operationen, die auf eine Multimenge von DNA-

Strangen spezifisch und gesteuert {iber Parameter einwirken
e Parameter unterteilen sich in Operations- und Seiteneffektparameter

e parametergesteuerte Ausfithrung jeder Operation auf der Basis eines pro-
babilistischen Ansatzes
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Simulation molekularbiologischer Prozesse'

e Anzahl von Strangkopien bildet ein Maf fiir ihre Konzentration im Tube

und beeinfluf3t Prozessablaufe bei Operationsausfithrung

e Implementation des Simulationstools nutzt die Programmiersprache Java

und realisiert eine objektorientierte Simulation

Ziel

e Einbeziehung nichtlinearer DNA-Strukturen und ihre Integration in die
Spezifikation der DNA-Operationen

e Aufnahme bisher nicht erfa3ter Seiteneffekte, ihre geeignete Parametri-
sierung und Beriicksichtigung ihrer Wirkung auf die betrachteten DNA-

Operationen
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Beispiel - Synthese

operation parameters:

Annealing

Melting [~

tUbe name: tubel —— Synthesis Parameters

ruperatiun parameters ”side effect parameters

nucleotide sequence (5-3): AGGCACTGAGGTGATTGGC | st | wsossne e i
number Of Strand COpleS 8 OOO :2:’""9"‘5“‘"" sequence: 5'- [AGCCACTGAGGTGATTGGC =3

Affinity Purificati number of strand copies = 8000.0

side effect parameters: e |
point mutation rate: 006% & |
deletion rate 0.06% T e

fuperation parameters I/side effect parameters

maximum deletion length:  11% of strand length (voint mutations SR

point mutation rate (%) = 0.06

fine coarse

’Jﬂ tubel

= Synthesis Parameters
Idx: 61Name: primerl No: 7819 Length: 18 =

= e it & - & = e 2 rnperatinn parameters rside effact parameters
s WRREPCNRPRENRORN u p—
point mutations | deletions ‘

deletion rate (%) = 0.06

Idx; 50Name: primer 144 No: 15 Length: 18 9
fine coarse

= WHRCWCRAWRRRARRA e—— @

Jdx: 43Name: prime 425 No: 8 Length: 18 maximum deletion length (% of strand length) = 11.0

G cEcEEEEmE GG ¢ — fine coarse
¢ WARERERAREREEAR e Y

Idx: 4GMame: primer1#0 No: 7 Length: 18

output of |- wsscEREwRERRERRSR" (

e R L A IR | '_I
contents | o] e ]
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‘ Ausblick '

Zielstellungen

Implementation des modellierten Mehrtubesystems fiir Beispielgram-
matiken vom Typ 0

Bereitstellung von Modulen (spezifische Definition der Komponenten
von 17 bis T5 entsprechend einer anwendungsorientierten Problemstel-
lung)

Konstruktion spezieller Algorithmen mithilfe des Tools ,,DNA-Haskell*
Erweiterung des Simulationstools, Fertigstellung des Tools ,, DNA-Haskell“

Verteinerung des funktionalen Modells zur formalen Beschreibung mo-
lekularbiologischer Ablaufe einschliellich der Erfassung von Seitenef-
fekten

Prézisierung in der Vorhersage von Laborergebnissen
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