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1. autonomiczne

Nie wymagajgq udziatu laboranta w trakcie obliczen.

Obliczenia w trzech krokach: przygotowanie
molekul wejSciowych,wtaSciwa reakcja,
odczytanie wyniku.

Udziat cztowieka jest niezbedny tylko w pierwszym
1 ostatnim kroku, przetwarzanie danych w
probowce odbywa sie samoczynnie.

2. nieautonomiczne



Modele biokomputerow

1. model filtrowania

2. model splatania

Wykorzystuje naprzemienne dzialanie enzymu
ligazy oraz enzymu restrykcyjnego.

3. model oparty na samosktadaniu
4. model oparty na membranach



Enzym BseXI

Rozpoznaje cigg nukleotydow: 5’ -GCAGC- 3’
Tnie w odlegtosci 8 i 12 nukleotydow

5’- (... GCAGCNNNNNNNNNNNN(...) - 3
3’- (...)CGTCGNNNNNNNNNNNN(...) - 5’

Po rozcieciu za pomocg BseXI
5’-(...)J GCAGCNNNNNNNN-3"  5’-NNNN(...)-3’
3’-(...)CGTCGNNNNNNNNNNNN-5"  3’-(...)-5’



Zdania logiczne w koniunkcyjnej postaci normalnej

A = Bl and B2 and ... and Bn

Bi - klauzula, jest alternatywg dowolnej liczby literatow

Bi = bl or b2 or ... or bm

Literat — pojedyncza zmienna zdaniowa lub negacja



Literaty

Kazdg z klauzul Bi kodujemy za pomocag
pojedynczej molekuty

Literat reprezentujemy unikalng sekwencjq czterech
nukleotydow tak, ze literaty reprezentujace
zmienng atomowa 1 jej negacje sq do siebie
komplementarne

p - 3'-AAAC-5 to NOTp —> 5 -TTTG- 3

Odrzucamy czworki komplementarne same ze sobg
3" -AATT- 5 NOT p oznaczmy _p



Wszystkie molekuty faktow maja takg dlugosc 50
nukleotydow 1 te samg sekwencje poczatkowa,
rozniqg sie lepkim koncem reprezentujgcym literat.

5'-(50)CCGGCCGGCAGCGCTG -3
3'-(50)GGCCGGCCGTCGCGACS. . .) -5

3'-GGCCGGC -5  stala sekwencja
3'-CGTCG -5 sekwencja rozpoznawalna BseXI



Klauzula faktu p
5'-(50)CCGGCCGGCAGCGCTG -3
3' -(50)GGCCGGCCGTCGCGAC(p) -5'

Klauzula faktu NOT p
5' -(50)CCGGCCGGCAGCGCTG -3
3' -(50)GGCCGGCCGTCGCGAC(p) -5



Klauzula zawierajgca dwa literaty

Schemat zawiera:

1. dwa lepkie konce, zawierajgce informacje o
skltadowych literatach alternatywy

2. stalg sekwencje
3' -GTCGCGAC- 5
rozdzielajacg tancuchy reprezentujgce literaly



Schemat dla dwuliteratowej klauzuli

5'-(...) CAGCGCTG -3
3 - GTCGCGAC (... )-5

Molekuta reprezentujgca klauzule (pv q)

5'- (p) CAGCGCTG
3 - GTCGCGAC (q)



Schemat dla dwuliteratowej klauzuli

5'-(...) CAGCGCTG -3
3 - GTCGCGAC (... )-5

Molekuta reprezentujgca klauzule (pv q)

5'- (p) CAGCGCTG
3 - GTCGCGAC (q)



(plvp2vp3)
Zestawiamy obok siebie molekuty reprezentujgce
(plvp2) oraz (p2vp3)
5 - (p1)CAGCGCTG (p2)CAGCGCTG -3
3'- GTCGCGAC(p2) GTCGCGAC(p3)-5'

Zlepiamy je dopisujgc brakujgce fragmenty

5 - (p1)CAGCGCTG (p2) (p2)CAGCGCTG -3
3-  GTCGCGAC(p2) (p2) GTCGCGAC(p3)-5'



Aby wnioskowanie przebiegato poy

Drawnie, 0procz

odpowiednio zakodowanych klauzul, mezbe;dne

jest umieszczenie w probowce ta

KZe moleku}y

terminalnej, ktora uczestniczy w
wnioskowania

- (50 ) CCGGCCGG -3
- (50 ) GGCCGGCCGTCG - 5

kazdej reakcji



Niech beda molekuly dla klauzul p

5' - (50)CCGGCCGGCAGCGCTG -3
3' -(50)GGCCGGCCGTCGCGAC(p) - 5'

oraz (p v Q)

5 -(p) CAGCGCTG -3
3'-  GTCGCGAC (q) -5'



Ligacja molekut dla klauzul p oraz (p v q)

(50)CCGGCCGGCAGCGCTG(p)CAGCGCTG
(50)GGCCGGCCGTCGCGAC(p)GTCGCGAC(q)



5' - (50) CCGGCCGGCAGCGCTG(p) -3
3' - (50) GGCCGGCCGTCGCGAC(p)GTCG - 5

oraz wniosek czesciowy

5'- CAGCGCTG -3
3 - CGAC (q) - 5'



Ligacja molekuly terminalnej i wniosku
czesciowego daje:

5' - (50)CCGGCCGGCAGCGCTG -3
3'- (50)GGCCGGCCGTCGCGAC (q) -5
czyli klauzule faktu q

Takie czgsteczki mogg brac udziat w dalszych
reakcjach (bo ma lepki koniec).



apytania

Molekulta zapytania sktada sie z trzech elementow:

1. statej sekwencji 4 nukleotydow w formie
lepkiego konca, reprezentujgcych literat
zanegowany wzgledem tego, o ktory pytamy

2. unikalnej czworki nukleotydow
komplementarnych z samym sobg

3. fancucha dowolnych nukleotydow o unikalnej
dhugosci identyfikujgcej dane zapytanie.



5' - ( )NNNN (... )-3

3' - NNNN (... )-5
Zapytanieo p

5'- (p) AATT (250) -3

3' - TTAA (250) -5
Zapytanie o NOT q

5'- (q) ATAT (300) -3

3' - TATA (300) -5



Reakcja zapytania

Niech w probowce beda molekuty reprezentujace
klauzule p oraz zapytanieo p?
Ligacja tych dwoch molekul daje:

5'-(50)CCGGCCGGCAGCGCTG(p)AATT(250)-3
3-(50)GGCCGGCCGTCGCGAC(p)TTAA(250)-5



Rozciecie enzymem BseXI

5'-(50)CCGGCCGGCAGCGCTG(p) -3
3-(50)GGCCGGCCGTCGCGAC(p)TTAA -5

Ooraz
5'- AATT (250) - 3
3 - (250) - 5'



Ligacja powstatych tych samych molekut ze sobg
5'—(250)AATT(250) - 3'
3'— (250)TTAA(250) - 5'

Odpowiedzi rozrozniamy po diugosci powstatych
molekut za pomocg elektroforezy w zelu.

Otrzymalismy molekute o dlugosci
504 nukleotydow.
Oznacza to pozytywng odpowiedz na zapytanie p?



W probowce wystepujg molekuty literalow p i p
dodatkowo jest molekuta terminalna wnioskowania.
Ligacja molekul p i p daje:

5'-(50)CCGGCCGGCAGCGCTG (p)
3'-(50)GGCCGGCCGTCGCGAC (p)

CAGCGCTGCCGGCCGG(50)-3
GTCGCGACGGCCGGCC(50)-5'



5'-(50)CCGGCCGGCAGCGCTG (p) 3
3'-(50)GGCCGGCCGTCGCGAC (p) GTCG -5'

Oraz

5'-CAGCGCTGCCGGCCGG(50)-3
3'- CGACGGCCGGCC(50)-5'



Ligacja powstatej czgsteczki i
molekuty terminalne;

5'-(50)CCGGCCGGCAGCGCTGCCGGCCGG(50)-3'
3'-(50)GGCCGGCCGTCGCGACGGCCGGCC(50)-5




5'-(50)CCGGCCGGCAGCGCTGCCGG -3'
3'-(50)GGCCGGCCGTCGCGACGGCCGGCE-5

Oraz

5'-CCGG(50) -3'
3 (50)-5'



5'-(50) CCGG (50)-3'
3'-(50) GGCC (50)-5

Czasteczka niezawierajgca lepkich koncow o
unikalnej dlugosci 104 nukleotydow oznacza
wystgpienie sprzecznosci w systemie.



Przykiad ztozonego wnioskowania

Niech bedg dane aksjomaty poczatkowe:

a,du (((a&b)vd) - ), ((c & u) - x)
oraz zaytanie Xx?

Po sprowadzeniu do koniunkcyjnej postaci normalnej
dostajemy aksjomaty:

Q&d&u & (@avbve & (dvc) & (c vuvx))



fakt a
5'-(50)CCGGCCGGCAGCGCTG -3
3'-(50)GGCCGGCCGTCGCGAC(a)-5'
fakt d
5'-(50)CCGGCCGGCAGCGCTG -3
3'-(50)GGCCGGCCGTCGCGAC(d)-5'
fakt u
5'-(50)CCGGCCGGCAGCGCTG -3
3'-(50)GGCCGGCCGTCGCGAC()-5'



Kodowanie klauzul

klauzula (avb v c)

5'-(a)CAGCGCTG(b) (b)CAGCGCTG -3
3'-  GTCGCGAC(b) (b)GTCGCGAC(c)-5'
klauzula (d v c)

5'- (d)CAGCGCTG -3

3'- GTCGCGAC(c)-5

klauzula (c v u v x)

5'-(c)CAGCGCTG(u) (u)CAGCGCTG -3
3'-  GTCGCGAC(u) () GTCGCGAC(x)-5'



Molekula terminalna wnioskowania
5' - (50) CCGGCCGG -3
3' - (50) GGCCGGCCGTCG - 5

Molekuta reprezentujgca zapytanie x?
5' - (x) AATT (250) - 3
3 - TTAA(250) - 5'



Ligacja klauzul a oraz (av b v ¢)

5'— (50) CCGGCCGGCAGCGCTG (a) CAGCG
3' — (50) GGCCGGCCGTCGCGAC (a) GTCGC

CTG (b)(b) CAGCGCTG -3
GAC (b)(b) GTCGCGAC (¢ ) -5



Rozciecie molekuly enzymem BseXI

5'— (50) CCGGCCGGCAGCGCTG (a) -3
3' — (50) GGCCGGCCGTCGCGAC (a) GTCG-5

5-CAGCGCTG (b)(b) CAGCGCTG -3
3 CGAC (b)(b) GTCGCGAC (¢ ) -5'



Ligacja molekuty terminalnej i
wniosku czesciowego

5'— (50) CCGGCCGGCAGCGCTG
3'— (50) GGCCGGCCGTCGCGAC

(b)(b) CAGCGCTG -3
(b)(b) GTCGCGAC (¢ ) -5



Ligacja molekut reprezentujgcych
klauzule d oraz (dv c)

5'— (50) CCGGCCGGCAGCGCTG
3'— (50) GGCCGGCCGTCGCGAC

(d) CAGCGCTG -3
(d) GTCGCGAC (¢ ) -5'



Rozciecie molekuly enzymem BseXI

5'— (50) CCGGCCGGCAGCGCTG( b) -3
3' — (50) GGCCGGCCGTCGCGAC (b )(b) -5'

5-(b) CAGCGCTG -3
3-  GTCGCGAC (c)-5



Rozciecie molekuly enzymem BseXI

5'— (50) CCGGCCGGCAGCGCTG( b) -3
3' — (50) GGCCGGCCGTCGCGAC (b )(b) -5'

5-(b) CAGCGCTG -3
3-  GTCGCGAC (c)-5



Rozciecie molekuly enzymem BseXI

5'— (50) CCGGCCGGCAGCGCTG ( d) -3
3' — (50) GGCCGGCCGTCGCGAC ( d )GTCG -5'

5- CAGCGCTG -3
3- GTCGCGAC (c)-5



Ligacja molekuty terminalnej i
wniosku czesciowego

5'— (50) CCGGCCGGCAGCGCTG -3
3' — (50) GGCCGGCCGTCGCGAC (¢ ) -5

powstaje molekuta reprezentujgca
klauzule faktu (c)



Ligacja klauzul c oraz (c v u v x)

5'— (50) CCGGCCGGCAGCGCTG (c) CAGCG
3'— (50) GGCCGGCCGTCGCGAC (c) GTCGC

CTG (u)(u) CAGCGCTG -3
GAC (u)(u) GTCGCGAC (x) -5'



Rozciecie molekuly enzymem BseXI

5'— (50) CCGGCCGGCAGCGCTG (c) -3
3' — (50) GGCCGGCCGTCGCGAC (c) GTCG-5'

5-CAGCGCTG (u)(u ) CAGCGCTG -3
3 CGAC (u)(u) GTCGCGAC ( x) -5



Ligacja molekuty terminalnej i
wniosku czesciowego

5'— (50) CCGGCCGGCAGCGCTG
3'— (50) GGCCGGCCGTCGCGAC

(uw)(u) CAGCGCTG -3
(u)(u) GTCGCGAC (x) -5



Rozciecie molekuly enzymem BseXI
5' — (50) CCGGCCGGCAGCGCTG ( u) -3
3' - (50) GGCCGGCCGTCGCGAC (u )(u) -5

5'-(u) CAGCGCTG -3
3-  GTCGCGAC (x)-5'

powstaje molekuta reprezentujgca klauzule (uvx)



Ligacja klauzul u oraz (u v x)

5'— (50) CCGGCCGGCAGCGCTG (u)
3'— (50) GGCCGGCCGTCGCGAC (u)

CAGCGCTG -3
GTCGCGAC (x ) -5'



Rozciecie molekuly enzymem BseXI

5'— (50) CCGGCCGGCAGCGCTG ( u) i
3'
3'— (50) GGCCGGCCGTCGCGAC (u )GTCG -5'

5- CAGCGCTG -3
3 CGAC (x)-5'



Ligacja molekuty terminalnej i
wniosku czesciowego

5'— (50) CCGGCCGGCAGCGCTG -3
3'— (50) GGCCGGCCGTCGCGAC (x ) -5'

powstaje molekuta reprezentujgca
klauzule faktu (x)



Ligacja molekuty reprezentujgcej x
oraz molekuty zapytania x?

5'-(50)CCGGCCGGCAGCGCTG(X)AATT(250)-3'

3'-(50)GGCCGGCCGTCGCGAC(x)T

[

TAA(250)-5




Rozciecie molekuly enzymem BseXI

5'— (50) CCGGCCGGCAGCGCTG (x) 3
3' — (50) GGCCGGCCGTCGCGAC ( x )TTAA -5'

5'- AATT(250) - 3'
3'- (250) -5'



Ligacja powstatych molekut ze sobg

5'- (250)AATT(250) - 3
3'- (250)TTAA(250) - 5'

Otrzymalismy molekute o dlugosci 504 nukleotydow, ktora
oznacza odpowiedz twierdzgcg na zapytanie x?

Wiec zdanie x jest mozliwe do wyprowadzenia.



(p-&(Q-1) - (p-71)

lub rozpisujac implikacje

(v &(@vr) - (pvr)



fakt p

5'-(50)CCGGCCGGCAGCGCTG -3
3'-(50)GGCCGGCCGTCGCGAC(p)-5'

fakt (p vr) po uwzglednieniu przechodniosci
5'- (p )CAGCGCTG( g )JCAGCGCTG -3
3'- GTCGCGAC( q )GTCGCGAC(r)-5'
molekuta terminalna wnioskowania
5'-(50)CCGGCCGG -3'
3'-(50)GGCCGGCCGTCG-5



Ligacja klauzul p oraz (p v r)

5' — (50) CCGGCCGGCAGCGCTG (p)
3'—(50) GGCCGGCCGTCGCGAC (p)

CAGCGCTG (g )CAGCGCTG -3
GTCGCGAC ( q) GTCGCGAC(r)-5



Rozciecie molekuly enzymem BseXI

5'— (50) CCGGCCGGCAGCGCTG ( p)
3'
3' — (50) GGCCGGCCGTCGCGAC ( p )GTCG -5'

5'- CAGCGCTG ( g )JCAGCGCTG -3
3 CGAC ( x )GTCGCGAC (r) -5'



Ligacja molekuty terminalnej i
powstatej czasteczki

5'-(50)CCGGCCGGCAGCGCTG(q)CAGCGCTG -3

3'-(50)GGCCGGCCG

"CGCGAC(qQ)G

"CGCGAC(r)-5'



Rozciecie molekuly enzymem BseXI

5'— (50) CCGGCCGGCAGCGCTG ( q) i
3'
3' — (50) GGCCGGCCGTCGCGAC ( q )GTCG -5'

5- CAGCGCTG -3
3 CGAC (r)-5



Ligacja molekuly terminalnej i powstate]
czgsteczki daje:

5'-(50)CCGGCCGGCAGCGCTG -3
3'-(50)GGCCGGCCGTCGCGAC(r)-5'

Powstala czgsteczka reprezentuje klauzule faktu r



Boolean Satisfiability Problem (SAT)

Problem spelnialnosci — czy dla danego zdania
ztozonego istnieje takie wartosSciowanie
zmiennych (0 lub 1), aby cate zdanie bylo
prawdziwe.

Przykladowo formuta (a & (av b)) - spelialna
dla w(a)=1 oraz w(b)=20

(@& (avb)&b) - niespelialna



1) rownolegle wygenerowanie wszystkich
mozliwych przypisan wartosci zmiennych

2) poszukiwanie formut niespelialnych, poprzez
upraszczanie danego zdania ztozonego.

Jesli ostatnie zdanie powstate podczas reakcji nie jest
spelnialne, to wejSciowe zdanie ztozone jest
rowniez niespeinialne.

W przeciwnym razie system nie jest w stanie
okresli¢, czy formula jest spelnialna.

Jest to tzw. czeSciowe rozwigzanie problemu SAT.



fakt a
5'-(50)CCGGCCGGCAGCGCTG -3
3'-(50)GGCCGGCCGTCGCGAC(a)-5'

fakt b
5'-(50)CCGGCCGGCAGCGCTG  -3'
3'-(50)GGCCGGCCGTCGCGAC(b)-5'

molekula terminalna wnioskowania
5'-(50)CCGGCCGG -3
3'-(50)GGCCGGCCGTCG-5



Reakcje dla badania speinialnosci

Molekula reprezentujgca klauzule (a v b)

5'- (a) CAGCGCTG -3
3'-  GTCGCGAC (b)-5'

Ligacja molekut reprezentujgcych a oraz (avb)

5'-(50)CCGGCCGGCAGCGCTG(a)CAGCGCTG -3
3'-(50)GGCCGGCCGTCGCGAC(a)GTCGCGAC( b )-5'



Rozciecie molekuly enzymem BseXI

5'— (50) CCGGCCGGCAGCGCTG ( a) i
3'
3'— (50) GGCCGGCCGTCGCGAC ( a )GTCG -5

5- CAGCGCTG -3
3 CGAC (b)-5



Ligacja molekuty terminalnej i
wniosku czesciowego

5'— (50) CCGGCCGGCAGCGCTG -3
3'— (50) GGCCGGCCGTCGCGAC (b) -5

powstaje molekuta reprezentujgca
klauzule faktu (b)



Ligacja molekut reprezentujgcych klauzule b i b
(powstate] w poprzednim kroku)

5'-(50)CCGGCCGGCAGCGCTG (b))
3'-(50)GGCCGGCCGTCGCGAC (b)

CAGCGCTGCCGGCCGG(50)-3'
GTCGCGACGGCCGGCC(50)-5'



5'-(50)CCGGCCGGCAGCGCTG (b) 3
3'-(50)GGCCGGCCGTCGCGAC (b )GTCG-5'

5'- CAGCGCTGCCGGCCGG(50)-3'
3 CGACGGCCGGCC(50)-5'



Ligacja molekuty terminalnej i
wniosku czesciowego

5'— (50) CCGGCCGGCAGCGCTGC
3' - (50) GGCCGGCCGTCGCGACG

CGGCCGG (50) - 3'
GCCGGCC (50) - 5



Rozciecie molekuly enzymem BseXI

5'-(50)CCGGCCGGCAGCGCTGCCGG -3'
3'-(50)GGCCGGCCGTCGCGACGGCCGGCE-S

5'- CCGG (50) - 3
3 - (50) - 5'



Ligacja powstatych molekut ze sobg

5'— (50) CCGG (50) — 3
3'— (50) GGCC (50) — 5

Powstata czgsteczka o unikalnej dtugosci 104
nukleotydow, oznaczajgca wystgpienie
Sprzecznosci w systemie.

Oznacza to, ze analizowana formula nie jest
speinialna dla zadnych wartosci literatow.



molekuta reprezentujqca fakt a
5'-(50)CCGGCCGGCAGCGCTG -3
3'-(50)GGCCGGCCGTCGCGAC(a)-5'

molekuta reprezentujgca klauzule (a v b)
5'- (a) CAGCGCTG -3
3'-  GTCGCGAC (b) -5

molekula terminalna wnioskowania
5'-(50)CCGGCCGG -3
3'-(50)GGCCGGCCGTCG-5!



Ligacja molekut reprezentujgcych
a oraz (avb)

5'— (50) CCGGCCGGCAGCGCTG (a)
3'— (50) GGCCGGCCGTCGCGAC (a)

CAGCGCTG -3
GTCGCGAC (b)-5'



Rozciecie molekuly enzymem BseXI

5'— (50) CCGGCCGGCAGCGCTG ( a) i
3'
3'— (50) GGCCGGCCGTCGCGAC ( a )GTCG -5

5- CAGCGCTG -3
3 CGAC (b)-5



5'-(50)CCGGCCGGCAGCGCTG -3
3'-(50)GGCCGGCCGTCGCGAC( b )-5'

powstata molekula reprezentuje fakt b,
nie uzyskano sprzecznosci

Oznacza to, ze system nie jest w stanie okreslic czy
dana formula jest speinialna.

Podobng koncepcje mozna wykorzystac do
sprawdzania czy dana formuta jest tautologia.
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