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1 Johdanto

Deoksiribonukleiinihappo- (DNA) ja ribonukleiinihappomolekyyleille (RNA) on hahmoteltu kayttota-
poja laskuvalineina. Tdman kirjallisuustutkielman tarkoitus on selvittda, miten DNA- ja RNA-
laskennan menetelmat toimivat ja mihin niita voi kdyttaa. Tutkimusala lahti liikkeelle toivosta siita,
ettd molekyylien valisiin vuorovaikutuksiin perustuvat tietokoneet voisivat ratkaista suuria laskennal-
lisia ongelmia sahkdisia tietokoneita tehokkaammin. Nykyisellaan tastd ajatuksesta on melkein koko-
naan luovuttu, ja sovelluksia haetaan sieltd, missa perinteisia tietokoneita ei voi kdyttaa. Tutkimusala
onkin padosin sulautunut synteettiseen biologiaan eli eldavien organismien ja niiden osien keinotekoi-
seen suunnitteluun ja rakentamiseen.

Tassd johdannossa tutustutaan DNA:n ja RNA:n ominaisuuksiin seka laskennan teoreettisiin perustei-
siin, jotka ovat riippumattomia kaytannon toteutuksesta ja siten patevat biomolekyyleihin perustu-
vaan laskentaan siind missa sahkaisiin tietokoneisiinkin.

1.1 DNA ja RNA

Seka DNA ettd RNA ovat haarautumattomia, neljasta vaihtoehtoisesta nukleotidialayksikkotyypista
koostuvia ketjumaisia molekyyleja. Nukleotidialayksikot eroavat toisistaan emasryhman osalta.
DNA:n nukleotideissa emds on joko adeniini (&), guaniini (G), sytosiini (C) tai tymiini (T). RNA:lla ty-
miinin korvaa urasiili (U), mutta muuten emésvaihtoehdot ovat samat. Emé&sryhma on liittynyt sokeri-
ryhmaan, joka DNA:Ila on deoksiriboosi ja RNA:lla riboosi. Perakkaiset nukleotidit ovat kiinnittyneet
toisiinsa sokeriryhmiensa 3’- ja 5’-hiilista fosfaattiryhman valitykselld. Sokerin rakenne antaa DNA- ja
RNA- molekyyleille suunnan. Normaali tapa ilmaista emasjarjestys on luetella eméakset 5'->3’-
suunnassa. Esimerkiksi emasjarjestys ATGCAGT kuvaa seitseman nukleotidin (nt) ketjua, jonka en-
simmaisen adeniinin sokeriryhman 5’-hiili ja viimeisen tymiinin sokeriryhman 3’-hiili eivat ole kiinnit-
tyneet mihinkdan nukleotidiin.

Kuva 1. Kaksoiskierteisen DNA:n rakenne (PDB ID: 1BNA, Drew et al. 1981). Kaksoiskierteinen DNA koostuu
kahdesta toisiinsa nihden vastakkaissuuntaisesta juosteesta, jotka ovat sitoutuneet toisiinsa emasparien
valisin vetysidoksin.

Yhteen juosteeseen DNA:ta tai RNA:ta voi emasryhmien valityksella sitoutua toinen, suunnaltaan
painvastainen juoste (Kuva 1). Kestdvin eméspariutuminen tapahtuu komplementaaristen emésten
valilla, eli silloin kun toisiinsa sitoutuvien molekyylien emasjarjestys (5'—3’-suuntaan luettuna) on
kdaanteiskomplementaarinen. DNA:lla komplementaarisia emaspareja ovat kahdella vetysidoksella
toisiinsa sitoutuvat A ja T ja kolmella vetysidoksella toisiinsa sitoutuvat C ja G (Kuva 2). Emasten ra-
kenteelliset erot ovat suotuisat erityisesti ndiden eméasparien muodostaman kaksoiskierteisen DNA:n
vakaudelle. Vetysidosten lisdksi tarkein juosteiden vilisen sidosenergian muodostava tekija on pe-
rakkaisten pariutuneiden aromaattisten emasten pinoutuminen DNA-kaksoiskierteessa (Every & Rus-
su 2007). Merkittavaa juosteiden pariutumista tapahtuu, kun kdanteiskomplementaarisuus on riitta-
va ja tarpeeksi yhtendinen. Myos l[ampoétilalla on merkitystda. Matalammassa lampétilassa sitoutumi-



nen on voimakkaampaa, ja riittavan korkeassa lampdtilassa sitoutumista ei tapahtu kdytanndssa ol-
lenkaan. Samat sitoutumissaannot koskevat RNA:ta niilld poikkeuksin, ettd RNA:ssa T:n korvaa U, ja
myo0s G ja U saattavat pariutua (Faulhammer et al. 2000). DNA- ja RNA-molekyyli voivat emaspariu-
tumisen sadnnoin sitoutua myos toisiinsa (Sugimoto et al. 2000) — tai itseensa, jolloin syntyvaa emas-
parien kuvaamaa rakennetta kutsutaan sekundaarirakenteeksi.
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Kuva 2. DNA:n (GC ja AT) ja RNA:n (GC ja AU) komplementaariset emasparit (PDB ID: 1BNA, Drew et al. 1981
ja PDB ID: 1RNA, Dock-Bregeon et al. 1989). Katkoviiva tarkoittaa vetysidosta.

RNA-virukset pois lukien kaikki tunnetut elamanmuodot kayttavat pitkaaikaiseen perinndllisen in-
formaation tallentamiseen rakenteeltaan kestavaa kaksoiskierteista DNA:ta. RNA-molekyylien luon-
nolliset paatehtavat taas ovat proteiinisynteesissa, jossa RNA-polymeraasi kopioi geneettisen DNA:n
sisdltdaman tiedon lahetti-RNA:han (mRNA), josta tieto kopioidaan edelleen RNA:sta (rRNA) koostuvi-
en ribosomien ja siirtdja-RNA:iden (tRNA, englanniksi transfer RNA) toimesta tuotettavaan proteiiniin
aminohappojarjestyksena. Bakteereilla prosessiin kulkuun vaikuttavat joidenkin geenien osalta sdate-
levasti pienet RNA:t (sRNA, englanniksi small RNA), jotka sitoutuvat sellaiseen mRNA:han, jossa on
emarjarjestykseltddan sRNA:han ndhden komplementaarinen kohta (Vogel & Wagner 2007). sRNA-
molekyylien toimintatapa on esimerkki nukleiinihappojen kyvysta [6ytaa ja tunnistaa toinen nukle-
iinihappo ja sitoutua siihen emaspariutumisen saannodin. Ribosomien rRNA puolestaan kuuluu ent-
symaattisesti aktiivisiin RNA-molekyyleihin, eli sellaisiin, joilla on katalyyttisida ominaisuuksia.

Erilaisille organismeille on kehittynyt runsaasti DNA:ta ja RNA:ta kasittelevia entsyymeja. Suuri jouk-
ko naita entsyymeja tai niiden johdannaisia on kdytdssa molekyylibiologian ty6kaluina mahdollistaen
RNA- ja erityisesti DNA-molekyylien kasittelemisen halutulla tavalla. Kaytettavissa on moninaisia re-
striktioentsyymeja, joista kukin tunnistaa ja katkaisee emasjarjestykseltaan tietynlaisen kohdan kaksi-
juosteisessa DNA:ssa. Kaksijuosteisen DNA:n monistamiseksi voidaan kayttaa polymeraasiketjureak-
tiota (PCR), jossa reaktioseokseen lisatyt DNA-alukkeet kiinnittyvat alkuperdiseen DNA:han tai jo
monistuneisiin kopioihin. DNA-polymeraasientsyymi tdydentada 5'->3’-suunnassa DNA-juosteen puut-
tuvan loppuosan niin, ettad syntyva juosteen osa on vastinjuosteen kanssa komplementaarinen. Lam-
potilaa muuttamalla voidaan reaktion kulkua hallita ja sen vaiheita toistaa. Kun molempia juosteita
varten on oma aluke, kaksinkertaistuu alukkeiden rajaaman DNA:n m&ara reaktion joka kierroksella.
DNA:ta, jolla on haluttu emasjarjestys, voidaan valmistaa synteettisen kemian menetelmin. Halutuis-
sa kohdissa olevat emédkset voidaan satunnaistaa kayttamalla niiden syntetisoinnissa useampaa kuin
yhta emasta sisaltdvaa reaktioseosta. DNA:ta voidaan kddantdaa RNA:n muotoon RNA-polymeraasient-
syymin avulla. Se rakentaa 5'->3’-jarjestyksessa RNA-juosteen, jonka emadsjarjestys on kadnteiskom-
plementaarinen mallina toimivan DNA-juosteen kanssa. Kaanteiskopioijaentsyymi taas rakentaa
DNA:ta RNA:n pohjalta. RNA:ta katkaisevia entsyymeja kutsutaan ribonukleaaseiksi (RNaasi).

1.2 Boolen algebra

Perinteisen laskuopin keinoin voidaan ilmaista luvuilla tehtyja laskutoimituksia. Kun lukujen sijaan
kaytetdadn Boolen muuttujia eli muuttujia, jotka saavat joko arvon epatosi tai tosi, |[0ytyvat tarvitta-
vat laskutoimitukset Boolen algebrasta (Whitehead 1898). Boolen algebran operaattoreita ovat



muun muassa JA (konjunktio), TAI (disjunktio), ERI, EI-JA ja EI-TAI, jotka ovat konnektiiveja, seka
negaatio EI. Operaattoreiden toiminta voidaan kuvata totuustaulukoin (Taulukko 1).

Taulukko I. Yleisesti kdytettyja Boolen algebran operaattoreita kuvaavat totuustaulukot.

Syotteet Laskutoimitus ja tulos

a b aJAb aTAlb aERIb Ela a EI-JAb aEI-TAlb
epatosi epatosi| epdtosi epatosi epatosi tosi tosi tosi
epatosi tosi epatosi tosi tosi tosi tosi epatosi
tosi epatosi | epatosi tosi tosi epatosi tosi epatosi
tosi tosi tosi tosi epatosi epatosi epatosi  epatosi

Yhdistelemalla operaattoreita, muuttujia ja laskujarjestysta ilmaisevia sulkeita voidaan koostaa mika
tahansa Boolen muuttujia kasitteleva laskutoimitus eli lauselogiikan lause. Kaikkia operaattoreita ei
tarvita funktionaalisesti taydelliseen Boolen algebraan. Operaattoria EI-JA tai EI-TAI voi kayttaa
yksistaankin kaikkien laskutoimitusten ilmaisemiseen (Krutz 1980).

1.3 Binddriluvut

Boolen algebra on sellaisenaan kdypa laskutoimituksiin binddrinumeroilla (biteilld) eli kaksiarvoisilla
luvuilla, kun totuusarvot epatosi ja tosi korvataan lukuarvoilla 0 ja 1. Arvojoukoltaan suurempia lu-
kuja, esimerkiksi kokonaislukuja, voi kdsitella Boolen algebralla kuvaamalla niitd useammalla bitilla. N
bitilla voidaan kuvata lukuja, joiden arvojoukon koko on 2V. Kantaluku, eli perdkkaisten numeroiden
merkittdvyyksien suhde on bindariluvuilla £, kun kymmenjarjestelmassa se on 10. Esimerkiksi desi-
maalijarjestelman luku 16 = 1-10% + 6-10° on binaarijarjestelmassd 1000, =1-23 + 0 -

22 4+ 0-2 + 0-2°, missa alaindeksi br tarkoittaa bindarijarjestelmaa. Kuva 3 antaa esimerkin
yhteenlaskun suorittamisesta bindarijarjestelmassa.

1 1% 1z

11 11 11 11
+11 +11 +11 +11
- - 10 =110

Kuva 3. Bindarilukujen yhteenlasku 11, + 11, = 110, allekkain. Binddrinumero pyorahtaa ympari 1:n
jdlkeen samoin kuin desimaaliluku py6rahtaa ympari 9:n jalkeen, ja yli menneet kahdet (vertaa: kymmenet)
kirjoitetaan muistiin laskettavaksi yhteen seuraavan numeron kohdalla.

Boolen algebralla on mahdollista ilmaista mille tahansa binaarilukujen tavalliselle laskutoimitukselle,
kuinka vastauksen kukin bitti rijppuu syotteen biteistd (Krutz 1980). Koska bindarijarjestelma ei ole
sen heikompi kuin mikddan muukaan tavallinen lukujarjestelma, voidaan lauselogiikkaa pitaa univer-
saalina tapana kuvata laskentaa. Nykyaikaisten tietokoneiden toiminta perustuukin Boolen algebran
toteuttamiseen mikroelektronisten piirien avulla, joissa totuusarvoja vastaavat komponenttien eri
toimintatilat (Krutz 1980).

1.4 Turingin kone

Digitaalisen tietokoneen voi kuvata laitteena, joka ottaa vastaan tietoa syotteend, suorittaa ohjel-
mansa maaraamat laskutoimitukset ja palauttaa tuloksen. Eras kasitteellinen malli digitaalisesta tie-
tokoneesta on Alan Turingin kuvitteellinen Turingin kone (Turing 1936). Turingin kone kayttda tiedon
lukemiseen ja tallentamiseen nauhaa, jonka pituus on kumpaankin suuntaan daretoén. Nauha koostuu
soluista, joista kuhunkin voi kirjoittaa yhden symbolin. Vaihtoehtoisia symboleja on darellinen maara.



Alussa kukin solu on alustettu tyhjaa ilmaisevalla symbolilla, tai se voi sisdltaa syotetietoja. Nauhaa
lukeva Turingin kone nakee yhden solun kerrallaan. Koneen ohjelma on joukko saantéja, joiden mu-
kaan koneen sisdisen tilan ja koneen nakeman symbolin yhdistelma maaraa minka symbolin kone
kirjoittaa nauhalle entisen tilalle, kumpaan suuntaan se lilkkuu nauhalla askeleen vai liikkuuko ollen-
kaan ja mika tulee koneen seuraavaksi sisdiseksi tilaksi. Mahdollisia sisdisia tiloja on darellinen maara.
Ohjelman suoritus alkaa aloitustilasta (ALKU) ja paattyy lopetustilaan (SEIS). Kuva 4 esittda esimerk-
kiohjelman binaariluvun kertomisesta kahdella sekd ohjelman suorituksen kulun.

Aloitus- ja lopetustilat: Sisdinen tila: Nauha:
Koneen sijainti

ALKU = A, SEIS=D

A 1 1
o
Ohjelma . .
(symboli, tila, uusi sym- %
boli, uusi tila, liilkkesuun- g B 0
ta): e
S B 1|0
0,A0A < g
1,A0, B & &
0,81, A, < o
1,B,1,B, & s C 1 1m
p— BI 1' CI 9 g
0,Co0C ~> C 1 1 0
1,C 1,C >
) Cl ) DI é

Kuva 4. Annetun binadariluvun kahdella kertova Turingin kone. Luku sy6tetdaan koneelle nauhalla silld tavoin,
ettd vahiten merkitsevd numero on koneen nikemilld kohdalla ja vasemmanpuoleinen numero on eniten
merkitseva. Kone kirjoittaa vastauksen syotteen paille laajentaen lukua tarvittaessa vasemmalle pdin ja
palaa luvun loppuun. Lopullinen tulos on saavutettu, kun koneen tilaksi tulee D. Ohjelman toimintaperiaate
on laskea luku yhteen itsensa kanssa allekkainlaskun tapaan (Kuva 3). Tila B tarkoittaa, ettd nahtyyn nume-
roon tulee lisata sen itsensa lisdksi vield edellisesta numerosta muistiin jaanyt 1. Ohjelman listauksessa ala-
viiva tarkoittaa tyhjaa ruutua.

Turingin kone ei ota vastaan uutta syotetietoa kesken toimintansa, missa mielessa se ei taysin vastaa
toiminnallisuudeltaan nykyaikaista tietokonetta. Kaikessa yksinkertaisuudessaan sen uskotaan kui-
tenkin olevan kykeneva suorittamaan mita tahansa laskutoimituksia, joita yleensdakdaan on mahdollis-
ta suorittaa. Tama vaite tunnetaan Chuch-Turingin teesina, joka on nimetty Alonzo Churchin ja Alan
Turingin mukaan. Church julkaisi samoihin aikoihin Turingin kanssa oman, abstraktiin matematiikkaan
perustuvan tapansa mallintaa laskentaa, Lambdakalkyylin (Church 1936).

1.5 Tilakone

Yleisnimitys tilasta toiseen tiettyjen ehtojen mukaan eteneville koneelle on tilakone. Eras tilakoneen
tyyppi on dérellinen automaatti (McCulloch & Pitts 1943, Hopcroft et al. 2000). Aarellinen automaatti
on suppeampi versio Turingin koneesta. Erona Turingin koneeseen se ei kirjoita nauhalle ja liiku siina
vapaasti vaan lukee syotettdaan symboli kerrallaan ja vaihtaa tilaansa toimintaansa kuvaavien saanto6-
jen yksiselitteisesti sanelemalla tavalla riippuen nykyisen tilan ja symbolin yhdistelmasta. Jotkut tilat
ovat lopetustiloja. Vajaavuuksiensa vuoksi darellinen automaatti ei ole yleispateva tietokone (Su &
Smith 2004). Se soveltuu kuitenkin mainiosti sellaisten laskujen laskemiseen, jotka etenevit aina
samantapaisesti ja joissa ei tarvita paljon muistia, esimerkiksi bindarilukujen yhteenlaskuun. Stokasti-



sessa aarellisessa automaatissa (Rabin 1963) tilasiirtyma valitaan satunnaisesti. Tilan ja syotteen
symbolin yhdistelma maaraa yksiselitteisesti eri tiloihin johtavien siirtymien todennakdisyydet.

1.6 Laskettavuusteoria

Kumpikin yleispateva laskennan malli, Turingin kone ja Lambdakalkyyli, antaa saman vastauksen sii-
hen, voiko annettuun kysymykseen laskea vastauksen aarellisessa ajassa. Vaikka laskutoimitukseen
kuluva aika olisi darellinen, se voi olla epakaytanndllisen pitka riippuen ongelman koosta seka lasken-
tamenetelman eli algoritmin tehokkuudesta. Esimerkkina toimikoon puhelinnumeron I16ytaminen
nimien perusteella aakkosjarjestyksessa olevasta listasta, jossa on N henkilon tiedot. Alkeellinen rat-
kaisu on kdyda koko lista alusta alkaen lapi. Tehokkaampi tapa on katsoa keskelle listaa, poistaa na-
kyvista se listan puolisko, jolla haettu nimi ei aakkosjarjestyksen perusteella ole ja toistaa tatd kunnes
haettu nimi sattuu kohdalle. Alkeellinen algoritmi vaatii enintdan N nimen tarkistusta. Tehokkaampi
algoritmi vaatii enintaan log, N nimen tarkistusta. Esimerkiksi 10 000 nimen lista vaatisi alkeellisella
algoritmilla enintdan 10 000 ja tehokkaammalla algoritmilla enintddn 14 nimen tarkistusta.

Algoritmit voidaan jakaa aikakompleksisuusluokkiin sen mukaan, kuinka paljon aikaa ne vievat pa-
himmassa tapauksessa. Polynominen aika tarkoittaa sita, etta jos ongelman koko on N, ohjelma pa-
lauttaa vastauksen ajassa, joka on N:n polynomi, esimerkiksi N3. Vaikkakaan aikakompleksisuudel-
taan polynominen algoritmi ei ole yhta nopea kuin logaritminen, voidaan sitd sanoa nopeaksi, kun
vertailukohde on eksponentiaalinen aikakompleksisuus (Kuva 5).
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Kuva 5. Esimerkkeja eri kompleksisuusluokkiin kuuluvien algoritmien suoritusajoista ongelman koon funktio-
na. Aika-akselin asteikko on eksponentiaalinen. Aika-arvojen voidaan ajatella ilmoittavan, kuinka monta
ohjelman ydinosan toistoa ratkaisualgoritmi vaati. Jos N = 50 ja ydinosan suoritus vie mikrosekunnin, kulut-
taa eksponentiaalisen kompleksisuusluokan algoritmi (2¥) kymmenia vuosia eli kdytinnossa liikaa aikaa
ollakseen kiyttokelpoinen. Kompleksisuudeltaan polynomisella algoritmilla (N2 ja N3) ratkaisu saataisiin alle
sekunnissa. Logaritmiseen kompleksisuusluokkaan kuuluva algoritmi (log, n) veisi vain muutamia mikrose-
kunteja.

Kaikille ongelmille ei tunneta tehokkaita ratkaisualgoritmeja. Erdsta tarkedd ryhmaa ongelmia kutsu-
taan NP-taydellisiksi (englanniksi nondeterministic polynomial time complete) (Cook 1971). Ongelma
on NP-tdydellinen, jos se kuuluu luokkaan NP ja kaikki ongelmat luokassa NP voidaan polynomisessa
ajassa muuntaa sen muotoon. Ongelma kuuluu luokkaan NP (nondeterministic polynomial time), jos



vastaus siihen on Boolen muuttuja ja sille on olemassa kuvitteellisella epadeterministiselld Turingin
koneella toimiva ratkaisualgoritmi, joka antaa vastauksen tosi polynomisessa ajassa, jos vastaus on
tosi. Epdadeterministinen Turingin koneen ohjelma sisaltaa ristiriitaisia ohjeita, joista kone selittamat-
tomalla tavalla valitsee ne, joka nopeimmin johtavat lopetustilaan ja vastaukseen tosi, jos vastaus on
tosi. Epadeterministisen ratkaisualgoritmin voi jakaa epadeterministiseen ehdotusosaan ja deter-
ministiseen tarkastusosaan, joista jalkimmainen on ohjelmaltaan ristiriidaton. Jos ratkaisu on olemas-
sa, kone kirjoittaa epadeterministisesti nauhalle toimivan ratkaisuehdotuksen seka deterministisesti
tarkastaa sen ja palauttaa vastauksen tosi. Koska tarkastusosan suorittaminen ei voi olla hitaampaa
kuin koko ohjelman suorittaminen, on luokan NP ongelmien ratkaisuehdotusten tarkastaminen mah-
dollista polynomisessa ajassa deterministiselld, toteutettavissa olevalla Turingin koneella.

Deterministisia polynomisessa ajassa toimivia NP-tdydellisten ongelmien ratkaisualgoritmeja ei ole
I6ydetty, eikd niiden olemassaoloon yleisesti uskota asiantuntijapiireissa (Gasarch 2002). Koska de-
terministiselld Turingin koneella voidaan eksponentiaalisessa ajassa, esimerkiksi ajassa 2V, kun rat-
kaisu on ilmaistavissa N bitilla, kdayda lapi kaikki mahdolliset ratkaisuvaihtoehdot, on luokan NP on-
gelmille ja niihin sisaltyville NP-taydellisille ongelmille aina olemassa eksponentiaalisessa ajassa toi-
miva deterministinen ratkaisualgoritmi. Jos yhdellekdaan NP-taydelliselle ongelmalle |6ydettaisiin po-
lynomisessa ajassa toimiva ratkaisualgoritmi, tarkoittaisi tama sita, etta kaikki luokan NP ongelmat
ratkeaisivat polynomisessa ajassa eli kuuluisivat luokkaan P (englanniksi polynomial time). Avoimen
kysymyksen “onko P = NP?” ratkaisijalle on luvassa miljoonan Yhdysvaltain dollarin palkinto yhdys-
valtalaiselta Clay-instituutilta. Kysymys on tarkea paitsi laskettavuusteorian kannalta myos siksi, etta
kompleksisuusluokan NP ongelmat, joiden ei ole voitu osoittaa kuuluvan luokkaan P, ovat hyvin ylei-
sid. Salausmenetelmat, joihin tietolilkenneverkkojen turvallisuus perustuu, kdyttavat hyvakseen NP-
taydellisten ongelmien ratkaisualgoritmien hitautta (Goldreich 2005). Logistiikassa oleellinen kaup-
pamatkustajan ongelma eli lyhimman reitin, joka kulkee kaikkien kaupunkijoukon kaupunkien kautta,
I6ytaminen. Kauppamatkustajan ongelma kuuluu NP-taydellisiin ongelmiin, kun se esitetdan muo-
dossa: "Onko olemassa annettua pituutta lyhyempi reitti, joka kulkee kaikkien kaupunkien kautta?”
(Christos H. 1977). Kauppamatkustajan ongelma on niin sanottu kombinatorinen ongelma, mika tar-
koittaa sitd, ettd ongelmassa yritetdaan |oytdaa madritellylla tavalla paras vaihtoehtoisten osien yhdis-
telm3, tassa tapauksessa kaupunkien vilisten reittien yhdistelma.

2 Raa’an voiman algoritmit

2.1 Ongelma: Hamiltonin polku

Mahdollisuus kayttaa DNA-molekyyleja laskuvilineena tuli yleiseen tietoisuuteen Leonard M. Adle-
manin artikkelin "Molecular Computation of Solutions to Combinatorial Problems” (Adleman 1994)
myotd. Adleman oli onnistunut ratkaisemaan pienikokoisen Hamiltonin polkuun liittyvdn ongelman
DNA-molekyylien avulla. Graafiteoriassa graafi maaritellaan joukkona solmuja seka joukkona kaaria,
joista kukin alkaa tietystad solmusta ja paattyy tiettyyn solmuun. Hamiltonin polku kulkee graafin kaa-
ria pitkin sen jokaisen solmun kautta kdymatta samassa solmussa kahdesti. Jos kaarien maarittamien
solmujen valisten yhteyksien lisdksi kaarien suunnat ovat merkitykselliset, sanotaan graafin olevan
suunnattu. Adlemanin algoritmilla pystyi l6ytamaan suunnatusta graafista Hamiltonin polun, joka
alkoi annetusta solmusta ja paattyi toiseen annettuun solmuun (Kuva 6).

Adleman sekoitti koeputkessa ylimaarin kaaria ja solmuja paitsi Hamiltonin polun paatepistesolmuja
vastaavia yksijuosteisia DNA-molekyyleja ja antoi niiden pariutua vapaasti. Molekyylien emasjarjes-
tykset oli suunniteltu siten, etta kaari-DNA:t tarttuivat alku- ja paatepistesolmujansa kuvaaviin DNA-
molekyyleihin 10 nt:n mittaisten kdanteiskomplementaaristen alueiden valitykselld. Tuotteena oli
kaksijuosteista DNA:ta, jonka toinen juoste koostui valittdmasti perdkkain olevista kaari-DNA:ista ja
toinen juoste samalla tavoin solmu-DNA:ista (Kuva 7). Juosteet tehtiin yhtenaisiksi DNA-ligaasientsyy-
min avulla.
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Kuva 6. Suunnattu graafi, jonka alku- ja paitepisteiltian maaritellyn Hamiltonin polun Adleman l6ysi DNA-
molekyylien avulla. Ratkaisupolkuun kuuluvat kaaret on lihavoitu.

Polku-DNA, joka alkoi ja paattyi vaadittuihin solmuihin, monistettiin polymeraasiketjureaktiolla (PCR).
Alukkeina kaytettiin Hamiltonin polun paatepistesolmu-DNA:ta vastaavaa seka alkupistesolmu-DNA:n
kanssa komplementaarista DNA:ta. Monistetuista polku-DNA:ista eroteltiin ne, jotka olivat seitseman
solmun mittaisia, kdyttden agaroosigeelielektroforeesia, jossa eri pituiset DNA-molekyylit kulkevat
sahkokentdn avulla agaroosigeelissa eri nopeudella ja ndin erottuvat omiksi vydhykkeikseen. Seitse-
man solmua sisaltavista polku-DNA:ista valikoitiin tdman jalkeen ne, jotka sisalsivat kaikki muutkin
solmut jo varmistettujen paatepistesolmujen lisdksi. Tata varten polku-DNA:sta tehtiin yksijuosteista
sisdltden enda vain kaarista koostuvan juosteen. Viidella perakkaisella reaktiolla eroteltiin kullakin
vhden vield varmistamattoman solmun sisaltava DNA kayttden aina edellisen reaktion puhdistettua
lopputuotetta. Erottelu tehtiin magneettisiin helmiin sidotulla solmu-DNA:lla, johon tarttuivat vain
sen kanssa komplementaarisen osan sisaltavat DNA-molekyylit. Lopputuotteesta voitiin lukea |6ydet-
ty Hamiltonin polku PCR:n avulla kdyttden kaikkia solmu-DNA:ita 5’-alukkeina erillisissa reaktioissa ja
alkupistesolmu-DNA:n kanssa komplementaarista emasjarjestystad 3’-alukkeena ja maarittamalla
kunkin PCR-tuotteen koko agaroosigeelielektroforeesilla. Kokojarjestys pienimmasta suurimpaan
ilmaisi 3’-alukkeissa kdytettyjen solmujen jarjestyksen Hamiltonin polulla eli annetun ongelman rat-
kaisun.

Kaari-DNA:t
5 o 3
— 0
! - |
Dy —~— /'H_j
Hamiltonin polun 3’ <«—> > Hamiltonin polun
. N P Ligaasi kiin-  Solmu-DNA:t  F—> amittonin p
alkupistetta kuvaava i 10 nt paatepistetta kuvaava
emasjarjestys nittaa emasjarjestys

Kuva 7. Hamiltonin polkua kuvaava kaksijuosteinen DNA, joka syntyi Adlemanin kokeessa, koostui toisiinsa
ligatoiduista kaaria ja solmuja kuvaavista DNA-patkista.

Hamiltonin polun I6ytdminen on NP-tdydellinen ongelma (Karp 1972). Graafi, jota Adleman kaytti
ongelmassaan oli kuitenkin hyvin pieni, vain seitseman solmua. Merkittdavaa olikin ongelman ratkai-
seminen nimenomaan DNA-molekyyleja kdyttden, mika heratti ajatuksen siitd, ettd kombinatoristen
ongelmien ratkaisemiseen saattaisi olla uudenlainen, tehokas, molekyylien itseorganisaatioon perus-
tuva ldhestymistapa (Kuva 8).
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Kuva 8. Useimpien DNA- ja RNA-algoritmien laskennallinen rakenne kombinatorisia ongelmia ratkaistessa. Ratkaisueh-
dotukset tuotetaan rinnakkain eli yhtdaikaisesti ja myos tarkastetaan rinnakkain.

2.2 Ongelma: SAT

Erds usein esiintyva laskennallinen ongelma on NP-taydellinen niin sanottu toteutuvuusongelma
(SAT-ongelma, englanniksi satisfiability problem) (Cook 1971), jossa tehtavana on selvittaa, 16ytyyko
annetulle loogiselle lauseelle muuttujien arvojen yhdistelma, joka tekee lauseen todeksi. Lause, joka
koostuu konnektiivilla JA yhdistetyista klausuuleista, joista kukin taas koostuu konnektiivilla TAI yh-
distetyistd muuttujista tai niiden negaatioista, sanotaan olevan konjunktiivisessa normaalimuodossa.
Esimerkiksi lause (a TAI b TAIEI ¢) JA ((El @) TAI b TAl ¢) JA ((EI @) TAI (EI b) TAI ¢) on téssa
muodossa. Ongelma nimetdan klausuuleissa olevien muuttujien ja niiden negaatioiden yhteismaaran
perusteella, tassa tapauksessa 3-SAT-ongelmaksi. Mielenkiintoiseksi muodon tekee se, etta jokaista
Boolen algebran lausetta vastaa konjunktiivisen normaalimuodon lause, joka on sen kanssa totuusar-
voltaan sama (Jarvisalo 2004). Toteutuvuusongelman ratkaisualgoritmi eli toteutuvuustarkastin, jolle
ongelma syotetdan tassd muodossa, on siis yleispateva lauselogiikan yhtaldiden ratkaisualgoritmi.

Richard J. Lipton tarkasteli teoreettisesti Adlemanin Hamiltonin polun I6ytamiseen kdyttamaa algo-
ritmia ja esitteli samankaltaisen DNA-algoritmin SAT-ongelman ratkaisemiseen (Lipton 1995). Lipto-
nin algoritmissa tietynlaisen suunnattun graafin tietysta solmusta alkavat ja tiettyyn solmuun paatty-
vat polut kuvaavat SAT-ongelman kaikkien muuttujien arvojen yhdistelmia (Kuva 9).

tosi tosi tosi
[ [ [
N NN
Alkupiste @ a = @)L= @c-= @ Piitepiste
NSNS NS
[ [ [
epatosi epatosi epatosi

Kuva 9. Liptonin tapa kuvata Boolen muuttujien arvoja perustui polkuun suunnatussa graafissa. Jos polku
kulki ylarivin solmun kautta, sai tietty muuttuja arvon tosi. Jos se sen sijaan kulki alarivin solmun kautta,
muuttujan arvoksi tuli epatosi.

Kukin polku, joka sisdltaa seka alku- etta paatepistesolmun, vastaa siis SAT-ongelman ratkaisuehdo-
tusta. Kaikki mahdolliset polut voidaan tuottaa sekoittamalla kaikkia solmuja ja kaaria vastaavia lyhyi-
3, yksijuosteisia DNA-molekyyleja, jotka on suunniteltu ja jotka pariutuvat samaan tapaan kuin Ha-
miltonin algoritmissa (Kuva 7). Syntyvat kaksijuosteiset polku-DNA-molekyylit eheytetdan ligaasient-
syymin avulla. Alku- ja paatepistesolmujen ldsndolo poluissa voidaan varmistaa PCR:n avulla kdyttdaen
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niitd vastaavia alukkeita. Ohjelman tarkastusosa suoritetaan klausuuli kerrallaan jattdaen vain klausuu-
lin toteuttavat polut jaljelle seuraavan klausuulin toteutumisen tarkastusta varten. Lopputuloksena
on seos polkuja, jotka toteuttavat kaikki klausuulit. Yksittaisen klausuulin toteuttavat polut voidaan
erotella muista siten, etta polku-DNA:ista poimitaan muuttuja kerrallaan DNA-koettimen avulla eril-
leen ne, jotka maarittavat muuttujan arvoksi sen, joka on vaadittu klausuulin toteutumiseen. Kaikki-
en muuttujien kohdalla erilleen poimitut polku-DNA:t yhdistetdaan samaan koeputkeen, joka sisaltaa
siten kaikki siihenastiset klausuulitarkastukset lapaisseet polku-DNA-molekyylit. Jos kaikkien tarkas-
tusten jalkeen jaljellda on yhtdan polku-DNA:ta, on SAT-ongelman vastaus "kylld” (tosi). Muutoin vas-
taus on “ei” (epatosi).

Adlemanin ja Liptonin algoritmit toimivat liuoksissa, mutta vaihtoehto télle oli sitoa kukin DNA- tai
RNA-molekyyli kiinteddn pintaan, mika helpottaisi reaktioiden hallintaa. Puolitoista vuotta Adlemanin
artikkelin julkaisun jalkeen Qinghua Liu tydtovereineen esitteli suunnitelmansa pintakemiaan perus-
tuvasta SAT-tarkastimesta (Liu et al. 1996). Liun ja tyotovereitten SAT-tarkastimessa ratkaisuehdo-
tuksia kuvaavat lasipintaan sidotut yksijuosteiset DNA-molekyylit, jotka sisaltavat satunnaissynteesil-
I3 tuotetun, muuttujien arvoja yksittaisilla emaksilla kuvaavan osan. Konjunktiivisessa normaalimuo-
dossa olevan loogisen lauseen klausuulit tarkastetaan yksitellen, poistaen ne vaihtoehdot, jotka eivat
toteuta klausuulia. Esimerkiksi kolmen muuttujan klausuuli a TAI b TAI EI ¢ voidaan kirjoittaa muo-
toon (a = tosi) TAI (b = tosi) TAI (¢ = epatosi). Klausuulin jattdvat toteuttamatta ainoastaan ne
ratkaisuvaihtoehdot, joissa kaikkien muuttujien arvot ovat klausuulissa lueteltujen negaatioita. Sellai-
set merkitdan poistettaviksi kiinnittdmalla niihin koetin, joka tunnistaa muuttujien arvojen yhdistel-
man. Poistaminen tapahtuu maarittelemattémalla, kaksijuosteisen DNA:n tunnistavalla nukleaasient-
syymilla. Toinen tapa tarkastaa klausuuli on merkita koettimella klausuulin toteuttavat ratkaisuehdo-
tukset muuttuja kerrallaan, ja lopuksi poistaa merkitsematta jaaneet ratkaisuehdotukset Eksonukle-
aasi | -entsyymilld, joka tunnistaa ja pilkkoo yksijuosteisen DNA:n. Kutakin klausuulissa mainittua
muuttujaa vastaavat, merkitsemiseen kdytetyt koettimet syntetisoidaan erikseen kayttdaen muiden
muuttujien kohdalla satunnaisia nukleotideja. Klausuulien vélissd koettimet poistetaan huuhtelemal-
la pintaa tislatulla vedell3, joka ei sisdlla juosteiden vilisia sidoksia yllapitdavaa suolaa. Jos annettuun
SAT-ongelmaan on vain yksi ratkaisu, se voidaan lukea maarittamalla jaljelle jadneen DNA:n emasjar-
jestys. Suunnitelma vaatii, etta yksittaiset, virheellisten emasparit havaitaan muilta osin komplemen-
taarisista ratkaisuvaihtoehto-koetin -pareista. Koska useamman muuttujan tapauksessa tama olisi
hankalaa, Liu ja tyotoverit ehdottivatkin, ettd muuttujien arvoja voisivat kuvata yksittaisten nukleoti-
dien sijaan noin 15-20 nt:n mittaiset sanat, ja kehittivat menetelméan kayttékelpoisen sanajoukon
koostamiseksi (Frutos et al. 1997). Neljan vuoden kuluttua ehdotuksesta julkaistiin heiddn toteutuk-
sensa 4 muuttujan 3-SAT-tarkastimesta (Liu et al. 2000). Ratkaisuehdotusten merkinta ja poistaminen
ei toiminut taydellisesti. Osa ratkaisuehdotus-DNA-juosteista ei pariutunut koettimen kanssa, jonka
avulla niita merkittiin saastettavaksi. Toisaalta joskus koetin sitoutui osittaisesti vaaraan ratkaisueh-
dotus-DNA:han. Mydskaan Eksonukleaasi | ei toiminut tdaydellisesti, vaan jatti noin 6 % yksijuosteises-
ta DNA:sta pilkkomatta. Algoritmin laajennettavuuden kannalta ongelmallista oli my0s se, etta liitty-
en Eksonukleaasi I:n kdayttoon, muuttujien arvot sisallytettiin samaan sanaan, joten niiden arvoja ei
voitu tarkastaa erikseen.

Samoihin aikoihin Dirk Faulhammer ja tyotoverit ratkaisivat Sakkipeliin liittyvdan, 9 muuttujan SAT-
ongelman DNA- ja RNA-molekyylien avulla (Faulhammer et al. 2000). Kyseessa oli ensimmainen ker-
ta, kun RNA:ta kaytettiin laskutoimitusten suorittamiseen. Sanojen kaytto oli tarkoituksenmukaisem-
paa, silla yksi sana kuvasi yhden Boolen muuttujan yhta arvoa ja ratkaisuehdotuksien merkinta yksit-
tdisia sanoja tunnistavien koettimien avulla oli mahdollista. Ratkaisuehdotus-RNA koostui 5’3’ jar-
jestyksessd 24 emdksen mittaisesta 5’-osasta, 15 emaksen mittaisista yksilollisista sanoista, jotka
kuvasivat ongelman muuttujien arvoja ja joiden valeissa oli 5 emaksen mittaiset niiden valiin tilaa
tuovat véliosat, ja 32 nt mittaisesta 3’-osasta. Ratkaisuehdotuksia merkittiin poistettavaksi lisaamalla
koeputkeen DNA:ta, jonka emasjarjestys oli kddnteiskomplementaarinen siihen sanaan nahden, joka
kuvasi ehdon rikkovaa muuttujan arvoa ja siten sitoutui sanan sisaltdvaan ratkaisuehdotus-RNA:han.
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Poistaminen tapahtui lisdiamalla koeputkeen RNaasi H-entsyymia, joka tunnistaa ja katkaisee RNA:n,
johon on sitoutunut DNA:ta. Ratkaisuvaihtoehto-RNA kadannettiin DNA:n muotoon kdanteiskopioija-
entsyymin avulla. Taysimittainen DNA, joka vastasi ehdot toteuttaneita ratkaisuehdotuksia, monis-
tettiin PCR:n avulla kdyttden ratkaisuehdotuksen 5’- ja 3’-osat tunnistavia alukkeita. Ratkaisuehdo-
tukset kdannettiin takaisin RNA:n muotoon T7 RNA-polymeraasilla seuraavan klausuulin tarkastusta
varten. Annetulla SAT-ongelmalla oli useita ratkaisuja. Ndiden erottamiseksi toisistaan viimeisen
PCR:n tuotteet liitettiin antibioottivastustuskyvyn antavaan plasmidi-DNA:han, joka siirrettiin baktee-
risoluihin. Yhteen bakteerisoluun siirtyi vain yksi plasmidi, ja kasvattamalla batkeereja antibioottia
sisaltavalla kasvatusalustalla voitiin yksittaisia ratkaisuja lukea poimimalla yksittdisista antibiootille
vastustuskykyisistd bakteereista kasvaneita pesadkkeitd ja maarittamalla niissa olevien ratkaisu-
DNA:itten kuvaamat muuttujien arvot. Arvojen maaritysta varten kaytettiin PCR-alukkeina yhdessa
koeputkessa kunkin muuttujan arvoa epatosi, ja toisessa arvoa tosi kuvaavia sanoja. Erottelemalla
PCR-reaktioiden tuotteet erilleen koon mukaan agaroosigeelielektroforeesilla voitiin paatella, mita
arvoja mitkakin muuttujat saivat. Kaiken kaikkiaan luettiin 43 eri ratkaisua, joista 31 olivat yksil6llisia.
Ratkaisuista 1 oli virheellinen. Virheen syyksi paljastui satunnainen mutaatio; yhdestd muuttujan
arvoa kuvaavasta sanasta puuttui nukleotidi, ja Iahelld sijaitseva emds oli muuttunut toiseksi.

Samana vuonna julkaistiin Kensaku Sakamoton ja tyotovereitten DNA:n sekundaarirakenteisiin perus-
tuva 6 muuttujan ja 10 klausuulin 3-SAT-ratkaisualgoritmi (Sakamoto et al. 2000): Konjunktiivisessa
normaalimuodossa olevan loogisen lauseen toteuttamiseen riittaa, etta ratkaisu toteuttaa kustakin
klausuulista yhden jollekin muuttujalle asetetun ehdon. Ratkaisuehdotus voidaan kuvata klausuulien
maaran pituisena ketjuna sanoja, jossa kukin sana vastaa yhta siina klausuulissa olevaa muuttujaa tai
sen negaatiota, jonka jarjestysnumero lausekkeessa on sama kuin sanan jarjestysnumero ketjussa.
Ratkaisuehdotuksessa on sisdinen ristiriita, jos siind esiintyy sekd muuttujaa etta sen negaatiota tar-
koittava sana. Naiden DNA-sanaparien emadsjarjestykset valittiin niin, ettad ne sitoutuisivat toisiinsa
kaksijuosteiseksi DNA:ksi. Nain ollen poistettavat ratkaisuehdotukset eli DNA-sanojen ketjut voitiin
tunnistaa siita, etta niihin muodostui sekundaarirakenteita. Tunnistamiseen kdytettiin kahta mene-
telmaa: 1. Sanoihin oli liitetty tietyn restriktioentsyymin kaksijuosteisesta DNA:sta tunnistama kohta.
2. Ratkaisuehdotuksia monistettiin PCR:lld kdyttden pienta ratkaisuehdotus-DNA-pitoisuutta, jolloin
sekundaarirakenteet paasivat muodostumaan ja estivat polymeraasin toiminnan. Algoritmi tuotti
oikean ratkaisun lisdksi runsaasti ristiriitaisia ja muutamia mutaatioiden sotkemia ratkaisuehdotuksia.

Toistaiseksi suurin DNA- ja RNA-algoritmein ratkaistu SAT-ongelma on 20 muuttujaa kasittava 3-SAT-
ongelma (Braich et al. 2002). SAT-tarkastinalgoritmi, jota Ravinderjit Braich tyotovereineen kaytti,
toimi samaan tapaan kuin useimmat muutkin, karsimalla DNA:n muodossa olevia ratkaisuehdotuksia
klausuulin tarkastus kerrallaan (Kuva 8). Ratkaisuehdotuksia kuvaavia DNA-molekyyleja liikuteltiin
elektroforeesin avulla geelitdytteisten osastojen valilla. Klausuulintarkastusosastossa geeliin pysyvas-
ti sidotut DNA-koettimet tunnistivat ja pysayttivat klausuulin toteuttavat ratkaisuehdotus-DNA-
molekyylit niissa olevien muuttujien arvoja kuvaavien sanojen perusteella ja antoivat muiden liikkua
lavitseen. Klausuulintarkastusosastoon jadneet ratkaisuehdotus-DNA:t irrotettiin koettimista [ampoti-
laa nostamalla, jotta ne voitiin siirtda kohti seuraavaa klausuulintarkastusosastoa.

2.3 Ongelma: Suurin klikki

Klikilla tarkoitetaan sellaista suuntaamattoman graafin solmujen joukkoa, jonka kaikki solmut ovat
kytkeytyneet kaarilla kaikkiin joukon muihin solmuihin. Suurimman klikin ongelma on I6ytaa klikki,
jota suurempaa graafi ei sisélld. Ongelma on sopivassa muodossa ilmaistuna NP-tdydellinen (Garey &
Johnson 1978). Kolme vuotta Adlemanin artikkelin julkaisun jalkeen Qi Ouyang ja tydtoverinsa esitte-
livat algoritmin, jolla voitiin ratkaista suurimman klikin ongelma DNA-molekyyleilld (Ouyang et al.
1997). Algoritmin toimivuus osoitettiin 10ytdmalla erdan kuuden solmun kokoisen graafin suurin klikki
(Kuva 10 A). Kuuden solmun klikki voidaan ilmaista kuuden Boolen muuttujan vektorilla. Kukin muut-
tuja ilmaisee, kuuluuko solmu klikkiin. Joukkoon A sijoitettiin aluksi kaikki kuuden muuttujan mittai-
set vektorit. Taten A sisdlsi myds ongelman ratkaisuklikkia kuvaavan vektorin. Koska ongelmassa
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annettu graafi sisalsi vain osan mahdollisista kaarista, poistettiin A:sta niita klikkeja kuvaavat vektorit,
jotka sisalsivat solmuja, joiden valisia kaaria annetussa graafissa ei ollut. Taima onnistui kdymalla lapi
kaikki annettuun graafiin kuulumattomat kaaret (i, j) ja poistamalla A:sta vektorit, joissa kohdissa i ja
j olevien muuttujien arvo oli tosi. Jaljelle jaivat annetun graafin klikkeja kuvaavat vektorit, joista eni-
ten tosi-arvoja sisaltava kuvasi suurinta klikkia.
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/ A A A A
s N\ N\ N\ N\ N\ )
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Kuva 10. A) Graafi, jonka suurimman klikin (mustat taytetyt ympyrat) Ouyang ty6tovereineen l6ysi DNA-
laskennan avulla (Ouyang et al. 1997). B) Menetelmdssa kaytetyn, klikkid kuvaavan DNA:n rakenne.

DNA:lle kddnnettyna algoritmi toimi seuraavalla tavalla: Kutakin vektoria vastasi kaksijuosteinen
DNA, joka koostui vuorottelevista muuttujan kohtaa vektorissa ja muuttujan arvoa kuvaavista sanois-
ta (Kuva 10 B). Arvoa kuvaavan sanan pituus riippui kyseisessa kohdassa olevan muuttujan arvosta.
Joukon A vektoreita vastaavat DNA:t tuotettiin antamalla tietynlaisten, i:n arvoja {0, 1, 2, 3,4, 5}
vastaavien yksijuosteisten DNA-molekyylien yhdistya. Kukin molekyyli sisdlsi kolme sanaa, jotka olivat
5'—>3’-jarjestyksessa kohta i, kohdassa i olevan muuttujan arvo ja kohta i 4+ 1. Parittomilla i:n arvoil-
la kdytettiin kddnteiskomplementaarista emasjarjestysta, jotta perdkkaisia i:n arvoja vastaavat yksi-
juosteiset DNA-molekyylit voisivat sitoutua toisiinsa. Vastinjuosteitten puuttuvat sanat rakennettiin
DNA-polymeraasientsyymilla. PCR:n avulla monistettiin taysimittaista klikki-DNA:ta. Klikki-DNA jaet-
tiin kahteen koeputkeen lisdéamalla ensimmaiseen restriktioentsyymia, joka tunnisti sanan: kohdassa
i olevan muuttujan arvo = tosi, ja toiseen restriktioentsyymia, joka tunnisti sanan: kohdassa j olevan
muuttujan arvo = tosi, ja sekoittamalla restriktiotuotteet. Restriktiokohdat oli lisatty arvoja vastaa-
viin DNA-emadsjarjestyksiin niita suunniteltaessa. Restriktioreaktiot toistettiin perajalkeen kaikille
annettuun graafiin kuulumattomille kaarille (i, j). Jaljelle jadaneet taysimittaiset klikki-DNA:t monis-
tettiin PCR:n avulla. Suurinta klikkia vastasi lyhin DNA, joten se voitiin erottaa muista agaroosigee-
lielektroforeesin avulla.

2.4 Sanojen suunnittelu

Joitain graafeihin liittyvid ongelmia on kokeiltu ratkaista rakentamalla DNA:sta fyysinen versio graafin
osasista, ja antamalla niiden muodostaa kolmiulotteinen rakenne, joka muodoltaan vastaa graafia
(Wu et al. 2009). Yleensa, kuten edelld kuvatuissa algoritmeissa, DNA- ja RNA-laskenta on kuitenkin
symbolista. DNA- ja RNA-sanojen eli emdsjarjestysten joukko voidaan luoda systemaattisesti asettaen
sille erityisia vaatimuksia: Kunkin sanan tulisi olla yksildllinen, ja se tulisi olla tunnistettavissa emasjar-
jestykseltadn kaanteiskomplementaarisen juosteen eli vastinsanan avulla. Emaspariutumisen ndiden
valilla tulisi tapahtua taydellisesti eika siten, ettd pariutuminen tapahtuu hieman vaaraan kohtaan.
Sanojen ja vastinsanojen valisten sidosten tulisi olla suunnilleen yhta voimakkaita, eikd vastinsana
saisi tunnistaa vaaria sanoja (Frutos et al. 1997). Sanat eivat myodskaan saisi pariutua sanojen kanssa
tai muodostaa sisédisid sekundaéarirakenteita (Shortreed et al. 2005). Jos edeltdava vaatimus tayttyy,
valtytdan DNA:n tapauksessa kyseisilta ongelmilta luultavasti myos vastinsanojen kohdalla. Yksinker-
taistettu DNA-DNA-sidosenergiamalli (Owczarzy et al. 1997), jossa sidosenergiat eivat muutu, kun
emadkset vaihdetaan vastinemaksiinsa, perustelee vaittaman. RNA:n kohdalla voi olla syyta valttaa
G:n kayttod, jotta ei-toivottuja GU-emaéspareja ei syntyisi (Faulhammer et al. 2000). Sanojen suunnit-
telu voidaan ajatella optimointiongelmana, jossa pyritdan luomaan haluttu maara pituudeltaan rajoi-
tettuja sanoja, joiden ominaisuudet vastaavat mahdollisimman hyvin edelld kuvattuihin vaatimuksiin
(Frutos et al. 1997), tai jossa halutaan tuottaa mahdollisimman monen sanan joukko, joka toimii riit-
tavan hyvin (Tulpan et al. 2005). Mahdollinen biologinen ymparisto tulisi myds ottaa huomioon sano-
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ja suunniteltaessa, mutta koska vuorovaikutuksia sen kanssa on hankala ennustaa (Stein 2001), tay-
tyisi kunkin sanan yhteensopivuus kohdeympariston kanssa luultavasti kokeilla erikseen.

Erds |ahestymistapa on huolehtia sanojen ja vastinsanojen sitoutumisen kohdistamisesta siten, etta
kunkin sanan alkuosat ovat samat ja loppuosat ovat samat, ja laskennallisesti optimoida tunnistami-
seen kdytetyt sanojen yksilolliset keskiosat eli tunnisteosat erikseen. Ratkaisuna on esitetty 108:n
DNA-sanan joukkoa, jossa tunnisteosan pituus on 8 emasta ja kummankin kohdistusosan pituus on 4
emastad. Jotta virheellisen sitoutumisen todenndkdisyys jaisi pieneksi, sanojen ei tule olla kovin pitkia,
silla pidemmat DNA-molekyylit sitoutuvat toisiinsa yleensa voimakkaammin kuin lyhyemmat (Frutos
et al. 1997). Vaihtoehtoisesti voidaan sanajoukko optimoida vapaasti ilman keinotekoista jakoa tun-
niste- ja kohdistusosiin (Shortreed et al. 2005, Tulpan et al. 2005). Sanoista voidaan muodostaa use-
an sanan ketjuja (Frutos et al. 1997). Talloin mahdollisten kohdistusosien voidaan myds ajatella ole-
van sanojen ulkopuolisia elementteja, jolloin sanalla tarkoitetaan ainoastaan tunnisteosaa (Faul-
hammer et al. 2000).

2.5 Ratkaisujen tasapainotus

Jos ongelmalla on useita ratkaisuja ja tarkastusten jalkeen jaljelle jadaneista ratkaisuehdotuksista ha-
lutaan lukea useita, tulee pitaa huoli, etta ratkaisuehdotusten jakauma ei vaaristy algoritmin tyovai-
heissa. Sanojen suunnittelussa (josta lisaa jaljempana) tdma heijastuu siina, ettd sanan ja sen tunnis-
tavan koettimen sitoutumisen tehokkuus tulisi olla mahdollisimman vakio. Taman lisaksi kaikille yk-
sittdisia tarkastuksia lapaiseville ratkaisuehdotuksille tulisi olla sama maara lapaisyreitteja, jotta min-
kdan ratkaisun maara ei kasvaisi toista suuremmaksi. Epatasapainoinen jakauma vaatii suuremman
tilastollisen ndytteen ottamista ratkaisuista, jos kaikki ratkaisut halutaan selvittaa. Esimerkiksi SAT-
ongelmassa klausuuli a TAI b voidaan tarkastaa jakamalla ratkaisuehdotukset kahteen koeputkeen,
suorittamalla ensimmaisessa putkessa oleville ratkaisuehdotuksille tarkastus a ja toisessa putkessa
oleville tarkastus b ja yhdistamalla putkien sisallét. Lauseen a JA b toteuttavat ratkaisuehdotukset
lapaisisivat tarkastukset kummassakin putkessa, ja niiden maaraksi tulisi kaksinkertainen verrattuna
vain jommankumman tarkastuksen lapdisseisiin ratkaisuehdotuksiin. Ratkaisuehdotukset voidaan
tasapainottaa poistamalla ennen yhdistamista toisesta putkesta ne ratkaisuvaihtoehdot, jotka toteut-
tavat osalauseen a (Faulhammer et al. 2000). Yhtédlon a TAI b = a TAI (b JA El a) perusteella talla
tavalla suoritettu tasapainotus on loogisesti neutraali toimenpide.

2.6 Kdyttokelpoisuus

Edelld kuvattujen algoritmien laskennallinen rakenne sisaltaa heikkouden, tarpeen tuottaa kaikkia
mahdollisia ratkaisuehdotuksia vastaavat DNA-molekyylit (Kuva 8). Koska ratkaisuehdotukset tuote-
taan satunnaissynteesilld, on myds olemassa riski, etta tarkastuksen lapaiseva ratkaisuehdotus jaa
tuottumatta. Tuottamalla ratkaisuehdotus-DNA:ta ylimaarin voidaan tata riskia kuitenkin hallita. Esi-
merkiksi N muuttujan SAT-ongelmalle on 2" erilaista ratkaisuehdotusta. Jos oikeita ratkaisuja on
vain yksi, ja ratkaisuehdotuksia vastaavia molekyyleja tuotetaan satunnaisesti 2 kappaletta, on

todennakdisyys olla tuottamatta ratkaisua vastaavaa molekyylid (1 — 1/2N)2M tai suurille N:n ja M:n
arvoille noin 1/eZM_N' jossa e = 2.718 on luonnollisen logaritmin kantaluku. N&in ollen, jos vastauk-

sen lukemiseen riittda yksi DNA-molekyyli, mikd on mahdollista (Schmidt et al. 2004), ja jos algorit-
min missdan vaiheessa ei hukata DNA:ta, yhden prosentin epdonnistumistodennakoisyys alitetaan
tuottamalla noin viisinkertainen maara ratkaisuehdotuksia ratkaisuvaihtoehtojen maardaan nahden.
SAT-ongelman koolle N = 100 tadma tarkoittaisi Liptonin menetelemalla noin kymmenta miljoonaa
tonnia ratkaisuehdotuksia kuvaavaa kaksijuosteista DNA:ta, mikd on taysin epakaytannollinen maara.
Raa’an voiman DNA-algoritmit, jotka nojaavat massiiviseen rinnakkaisuuteen, epdonnistuvat suurten
ongelmien ratkaisussa, koska DNA:n maara kasvaa liian suureksi. Pintakemiallisilla menetelmilld tama
raja tulee nopeammin vastaan, silld kaksiulotteiselle pinnalle voi olla kiinnittyneena vahemman
DNA:ta, kuin mita kolmiulotteiseen liuostilavuuteen mahtuu (Liu et al. 1996).



14

DNA- tai RNA-juosteen tunnistaminen komplementaarisen koettimen avulla vaatii, etta molekyylit
kohtaavat toisensa satunnaisen diffuusion avulla, ja siten sisaltda aina epdonnistumisen riskin, joka
korostuu suurilla DNA:n ja RNA:n maarilla ja suurissa liuostilavuuksissa. Toinen tulosten virheellisyyt-
ta lisddva ongelma DNA-laskennassa ovat satunnaiset mutaatiot (Faulhammer et al. 2000, Sakamoto
et al. 2000). Niiden vuoksi suuri DNA:n maara aiheuttaa ongelmia, jo ennen kuin DNA:n maéara kasvaa
valittomaksi esteeksi, silla suuri DNA:n maara antaa satunnaisille mutaatioille enemman tilaisuuksia
ilmeta.

My®ds perinteisella tietokoneella kombinatorisia ongelmia voi yrittaa ratkaista raa’alla voimalla, eli
tuottamalla ja tarkastamalla perdkkain kaikki ratkaisuehdotukset, mutta vaikka tietokoneet ovat no-
peita, kuluisi tahan suurilla ongelmilla liikaa aikaa, esimerkiksi koon N = 100 SAT-ongelmalla triljoo-
nia vuosia kdyttaen vain yhta suoritinydinta. Perinteisilla tietokoneilla toimivat toteutuvuustarkasti-
met, jotka on suunniteltu sellaisiksi, ettd ne toimivat kdytannon ongelmissa raa’an voiman algoritme-
ja tehokkaammin, kehittyvat jatkuvasti (Jarvisalo 2004). Perinteiset tietokoneet ovat my6s joustavia
ja luotettavia. Niiden ohjelmointia eivat hidasta molekyylibiologiset tyévaiheet, eivatka nykyiset suo-
rittimet kdaytannollisesti katsoen tee virheita laskuissansa. Naista syista johtuen raa’an voiman DNA-
algoritmit eivat ole kilpailukykyinen vaihtoehto valittaessa lahestymistapaa kombinatoristen ongel-
mien ratkaisemiseen.

3 Tilakoneet

Edell3 esitettyjen raa’an voiman DNA- ja RNA-algoritmien ongelmien myota painopiste alan tutki-
muksessa siirtyi yksinkertaisiin logiikkaverkkoihin seka tilakoneisiin. Frank Guarnieri ja tyotoverit esit-
telivat kahdeksan kuukautta Adlemanin artikkelin julkaisemisen jalkeen DNA:ta kdyttavan, epanega-
tiivisten kokonaislukujen yhteenlaskualgoritmin (Guarnieri et al. 1996). Toimintaperiaatteeltaan algo-
ritmi on erdanlainen darellinen automaatti, ja sitd voidaan siten pitaa askeleena kohti yleispatevaa
DNA-tietokonetta. Algoritmin heikkoutena sy6tteen muoto, jota voidaan pitdd muutenkin hankala-
kayttoisend, ei ole yhteensopiva tuloksen muodon kanssa (Guarnieri et al. 1996). Algoritmin aika-
kompleksisuus on suhteessa lukujen kokoon eli polynominen.

Selitetddn algoritmin toiminta esimerkilld z = x + y (Kuva 11)., jossa edetdan allekkainlaskun (Kuva
3) tapaan, ja ollaan tall4 hetkelld tuottamassa vastauksen numeroa, jonka merkitsevyys on 2¢. Nume-
roa merkitdadn kunkin muuttujan kohdalla alaindeksilld i. Numeropari, joka sattuu olemaan x; = 1 ja
y; = 1, lasketaan yhteen ottaen huomioon, etta edellisten numeroparien yhteenlaskusta on sattunut
jadmaan muistiin 1, mika ilmaistaan c¢;_; = 1. Lasketaan valiaikaistulos, t; = ¢;_4 + Xx;, jonka arvo-
joukko on {0, 1, 2}. Lasketaan lopullinen tulos, t; + y;, jonka arvojoukko on {0, 1, 2, 3}, mika voidaan
ilmaista kaksibittisena lukuna. Luvun merkitsevampi bitti sijoitetaan muistiin muuttujaan c; ja va-
hemman merkitseva bitti vastausmuuttujaan z;. Taman jalkeen voidaan siirtya seuraavan numeropa-
rin, x; 41 ja yi4+1 Yhteenlaskuun, joka suoritetaan vastaavalla tavalla. Jokaisella i:n arvolla kunkin x;,
Yi, Zi, C; ja t; jokaista mahdollista arvoa kuvaa lyhyehkd yksiléllinen DNA-emasjarjestys. Vastaus-DNA
muodostuu vuorottelevista muuttujien t;, z; ja ¢; arvoista 5’ —>3’-jarjestyksessa. Syotteet x; ja y; voi-
daan lisata seokseen DNA:n muodossa kaikille i:n arvoille kerrallaan siten, ettd mukana on x;:n tapa-
uksessa seos kahdenlaista DNA:ta, joista kukin tunnistaa keskeneraisestd vastaus-DNA:sta tietyn
C;_1:n arvon ja y;:n tapauksessa kolmenlaista DNA:ta, jotka tunnistavat eri t;:n arvot. Tunnistus pe-
rustuu DNA-molekyylien komplementaarisuuteen. Sydte-DNA-molekyylit sisdltavat yhteenlaskujen
mahdollisia seurauksia ilmaisevat osat, joista toteutuneet lisdtdan tunnistettuun vastaus-DNA-mole-
kyyliin DNA-polymeraasientsyymin avulla. Lyhyt 3’-lisdosa estda polymeraasientsyymia jatkamasta
syote-DNA-molekyyleja.
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Edellisen numeroparin yhteenlaskusta on muistissa ¢;_; = 1. Lisdtddan numero x; = 1:

3 5 5’ 3 5’ 3
R === ===" Y
Ci—1=1 + :ti=1ici_1=0D - :ti=2 Ci—1=1
Tilahistoria PoTTTTT [ ti=2|ci_; =1
:ti=2ici—1=1D : =
Lo L 3’ T 5’
x =1 Uusi tila
Muistissa on viliaikaistulos t; = 2. Lisdtadn numero y; = 1:
S . 3 5 3
i 1 \ T T T T T T [
ti=2 Ci—1=1"' +:Ci=0:zi=1:ti=0 - :Ci=1 Zi=1:ti:2/‘
| I L L I L~
3" Tilahistoria 5 PoTTTT N VT (] ci=1|z;=1|t;=2]|ci.1 =1
c=1{z=0{t;=1 il il el
| I | I L I L~ 3’ 5’
T pTTT T d , T T
g =1lz;=11t; =2 Uusitila  Vastauksen osa
| I | I L I L~

Saatiin vastaus z; = 1, ja muistissa on ¢; = 1 (kdytetdan seuraavan numeroparin yhteenlaskussa)

Kuva 11. Guarnierin ja tyétovereitten yhteenlasku-DNA-algoritmin (Guarnieri et al. 1996) toiminta yhteenlas-
kulle z = x + y, jossa ollaan menossa bitissd i. Syotteiden x ja y bitteja ei ole suoranaisesti kirjoitettu
DNA:han, vaan niiden arvoista riippuen seokseen on lisatty tilakoneen tilan mahdollisia muutoksia kuvaavia
molekyylejd, jotka tunnistavat nykyisen tilan ja asettavat sen ja sydtteen yhdistelmdn perusteella koneelle
uuden tilan. Vailla myo6s vastauksen bitti tallennetaan alati kasvavaan tilahistoria-DNA:han. Katkoviiva tar-
koittaa, ettd sana on kadnteiskomplementaarisessa emasjarjestyksessa. Polymeraasilla tuotettavat sanat on
tummennettu. Lisdosaa, joka estdad polymeraasientsyymia jatkamasta sy6te-DNA-molekyylid, symboloi suun-
nikkas.

Nelisen vuotta Guarnierin yhteenlaskualgoritmin julkaisun jalkeen Yaakov Benenson ja tyotoverit
esittelivat varsin luotettavan, DNA:ta kayttdavan darellisen automaatin (Benenson et al. 2001). Kuva
12 selvittaa algoritmin toimintaa. Syote ja alkutila annettiin samassa kaksijuosteisessa DNA:ssa, jossa
oli uloke, jonka kaksijuosteinen siirtymasaanto-DNA tunnisti oman komplementaarisen ulokkeensa
avulla. DNA:t yhdistettiin ligaasientsyymilld, mika antoi kaytetylle Fokl-restriktioentsyymille tilaisuu-
den toimia: Siirtymasaantd-DNA:ssa oli Fokl:n tunnistuskohta, josta tarkkaan maaratyn matkan paas-
ta Fokl katkaisi syote-tila-DNA:n paljastaen uutta tilaa ja symbolia kuvaavan emasjarjestyksen. Se,
kuinka paljon syote-tila-DNA:ta poistui, riippui siirtymasaantd-DNA:n Fokl-tunnistuskohdan ja syote-
tila-DNA:n tunnistavan ulokkeen valisen osan pituudesta. Kukin sy6te-tila-DNA:n sana oli sellainen,
ettd kun se leikattiin sopivasta kohtaa Fokl:lla, automaatin uudeksi tilaksi asettui haluttu tila kahdesta
vaihtoehtoisesta tilasta. Syotteen symboli, joita oli my6s kaksi erilaista, oli kummassakin vaihtoeh-
dossa sama. Koska ulokkeen pituus oli vain kaksi, ei kovin montaa symbolien ja tilojen yhdistelmaa
voitu talla tavoin ilmaista. Viimeinen syote-tila-DNA:sta paljastuva sana asetti automaatin ylimaarai-
seen kolmanteen tilaan, lopetustilaan, mikd havaittiin siirtymasdanto-DNA:n sijaan lopetustilantun-
nistus-DNA:lla. Tilojen ja syotteen symbolien maaran kasvattamiseksi tarvittaisiin Fokl:n kaltaisia,
tunnistuskohdan ulkopuolelta DNA:n katkaisevia restriktioentsyymeja, jotka tuottaisivat viela pi-
demman ulokkeen DNA:n paahan (Benenson et al. 2001). Ligaasientsyymin kdytosta luovuttiin auto-
maatin myohemmassa versiossa, mista oli my0ds se etu, ettd siirtymadsdantomolekyyleja voitiin kayt-
t3a uudelleen (Benenson et al. 2003). Toiminnan luotettavuus sailyi suurena: 99,9 % tilasiirtymista
tapahtui oikein. Guarnierin yhtelaskualgoritmiin (Guarnieri et al. 1996) verrattuna Benensonin &arel-
lisessa automaatissa oli edistyksellistd muun muassa se, etta mielivaltaisen pitka syote pystyttiin an-
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tamaan yhtendisena DNA:na, jossa symboleja kuvaavat sanat olivat samat riippumatta niiden sijain-
nista syotteessa.

5’ 3/ 51 31 5; | 9 nt 3/ 5; 31
. |Fokl| ... GGCT|ICGCAGC] ... ... |Fokl| ... |GGCT|CGCAG(C] ... CAGC] ...
+ - -
CCGA 4 CCGA 4
Tila ja 3 5 3 < N Y Tila ja 375,
symboli 13 nt symboli
Siirtymé- Seuraavat symbolit Foki Seuraavat
katkaisee symbolit

sadnto-DNA Viliosa, jonka pituus maaraa seuraavan tilan

Kuva 12. Benensonin DNA-tilakoneen (Benenson et al. 2001) toimintaperiaate. Komplementaaristen juostei-
den sisaltoa ei ole erikseen ilmaistu. Syotteen symboleja kuvasi kaksijuosteinen DNA, jonka paassa oli neljan
nukleotidin uloke. Ulokkeen emasjarjestys ilmaisi koneen senhetkisen tilan ja sy6tteen yhdistelmaa. Yhdis-
telmda vastaava siirtymadsdanto-DNA tunnisti emasjarjestyksen, ja kaksijuosteiset DNA:t yhdistettiin ulok-
keistaan ligaasientsyymilla.

Muitakin ldhestymistapoja DNA- ja RNA-logiikkaan ja -tilakoneisiin ehdotettiin seuraavina vuosina.
Xingping Sun ja Lloyd M. Smithin pintakemiallinen tilakone (Su & Smith 2004) perustui pitkalti siihen,
ettd yksijuosteiset DNA-vastinsanat irtosivat lampotilaa nostettaessa pintaan kiinnitetyssa DNA-
juosteessa perakkain olevista sanoista, ellei useampi vastinsana ollut tarttunut perakkaisiin sanoihin
ja ligatoitunut yhteen, jolloin kaksoiskierteen sulamislampétila oli sen pituudesta johtuen korkeampi.
Menetelma vaati kuitenkin jatkuvia muutoksia koeolosuhteisiin. Myés DNA-molekyylien itsejarjesty-
misestd epasaannollisiksi kiteiksi hahmoteltiin darellisten automaattien toteuttamistapaa (Rothe-
mund et al. 2004), mutta toimiva sovellus on jaanyt toistaiseksi puuttumaan. Deoksiribotsyymeihin
perustuvat logiikkaverkot (Stojanovic et al. 2002, Stojanovic & Stefanovic 2003, Lederman et al.
2006) vaikuttavat hitailta ja vaikeilta laajentaa. Pelkdstaan DNA-molekyyleistd koostuvat, DNA:n toi-
sen juosteen syrjayttamiseen (Kuva 13) perustuvat logiikkaverkot ovat kehittyneet viime vuosina
(Seelig et al. 2006, Zhang et al. 2007, Phillips & Cardelli 2009) ja vaikuttavat lupaavilta. On kehitetty
my0s transkriptioverkkoja, joiden avulla saadaan loogisia operaattoreita toteuttavat komponentit
lukkiutumaan eri tiloihin (Simpson et al. 2009). Niissa kukin RNA:n muodossa oleva lopputulos estda
vaihtoehtoisen lopputuloksen transkriptiota.

|
+ > < / > +
|
] | |
I |

Kuva 13. Juosteen syrjayttaminen, jota kdytetddn joissain DNA- ja RNA-laskennan menetelmissa (Phillips &
Cardelli 2009, Seelig et al. 2006, Zhang et al. 2007). Vaaleanharmaa juoste l6ytda kanssaan komplementaari-
sen tummanharmaan juosteen, silld osa siitd ei ole pariutunut mustan juosteen kanssa. Vaaleanharmaa
juoste syrjayttda mustan juosteen tummanharmaan juosteen parina, koska vaaleanharmaa juoste muodos-
taa useampia emaspareja tummanharmaan juosteen kanssa kuin musta juoste.
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4 Biologinen ymparisto

Benensonin darellisen automaatin mullistavin ominaisuus oli se, ettd sen toimintaan ei tarvinnut
puuttua ulkoisesti esimerkiksi lampétilaa muuttelemalla tai ldht6aineita ja katalyytteja lisdilemalla,
vaan kone toimi itsendisesti kdynnistamisestdan aina laskutoimituksen loppuun saakka. Tama edis-
tysaskel oli vaatimuksena, jos automaatin haluttiin toimivan jonkin organismin sisalla esimerkiksi sen
sisdisen toiminnan geneettiseksi ohjaamiseksi. Benenson kehitti automaattiaan edelleen kohti tata
kayttotarkoitusta (Benenson et al. 2004). In vitro -kokein osoitettiin automaatin sellaisen version
toimivuus, jossa tiettyjen lahetti-RNA:iden lasndolo toimi sydtteend ja eri lopetustiloista seurasi tilaa
vastaavan, tietyn yksijuosteisen DNA-molekyylin vapauttaminen automaatista. Koska lahetti-RNA-
molekyyli eivat aina kohdanneet automaattia, ei niiden tunnistaminen ollut taydellistad. Tastd johtuen
automaatti oli nahtava stokastisena darellisena automaattina. Lasndolevien syéte-mRNA:iden pitoi-
suudet muuttivat tilasiirtymien todennakoisyyksid. Koska automaatista oli useita kopioita ja koska
kahden eri lopetustilan tuottamat DNA:t olivat sellaisia, ettd ne pystyivat pariutumaan keskenaan
kaksijuosteiseksi DNA:ksi, jaljelle jai Iahinna vain sitd lopetustilaa vastaavaa yksijuosteista DNA:ta,
johon useimmat automaatit olivat paatyneet. Taima vahensi yksittdisten automaattien tekemien vir-
heiden merkitysta lopputuloksen kannalta.

Benensonin automaatin sy6te- ja lopputulosmolekyylien emdsjarjestys oli vapaasti valittavissa kayt-
totarkoituksen mukaan. Otollinen, nykyaan vield kokeellinen kayttokohde DNA- ja RNA-tietokoneille
on automaattinen ladketieteellinen diagnosointi mikrosirulla potilaalta otetun naytteen sisaltamien
molekyylien perusteella (Konry & Walt 2009, Zhang et al. 2009) ja ladkeaineiden annostelu (Benen-
son et al. 2004, Stojanovic & Stefanovic 2003) jopa solujen sisdlld (Stojanovic et al. 2002, Beisel et al.
2008). Nama kayttokohteet asettavat vaatimuksia koneen hyvaksymien sy6tteiden ja sen tuottaman
lopputuloksen muodolle. Paatos lddkinnadn tarpeesta voidaan suorittaa esimerkiksi sellaisen loogisen
lauseen perusteella, jossa muuttujat vastaavat tautiin liittyvien mRNA-molekyylien lasndoloa (Benen-
son et al. 2004), tiettyjen proteiinien lasndoloa (Konry & Walt 2009) tai esimerkiksi glukoosipitoisuut-
ta sokeritaudissa (Taylor & Stojanovic 2007). Léddkeaine taas voi olla esimerkiksi mRNA:han sitoutuva
yksijuosteinen DNA, joka estaa tautia yllapitavan proteiinin tuotannon (Benenson et al. 2004). Be-
nensonin automaatin syotteiden avulla pystyttiin tunnistamaan mRNA-molekyyleja, ja lopputulos-
DNA:ta pystyi kdyttdméaan halutun proteiinin translaation estdmiseen (Benenson et al. 2004). Jos
tilakoneen ja sen biologisen ympariston signaalit ovat eri muodoissa voidaan kayttaa erillisia niin
sanottuja kaantajia. Esimerkkeja signaalin muodon muutoksista, joita varten on kehitetty kaantajia,
ovat DNA->proteiini: aptameeri-DNA:n kahlitsema proteiini vapautetaan aptameeri-DNA:han sitou-
tuvan lopputuote-DNA:n avulla (Beyer & Simmel 2006), DNA->DNA: DNA-molekyyli-signaalin vaih-
taminen emasjarjestykseltdaan erilaiseen (Tabor et al. 2006), DNA = entsyymin aktiivisuuden muutos
(Gianneschi & Ghadiri 2007).

Tilakoneen toiminta ei saisi hairiintya biologisen ympariston vuoksi, eivdatka sen osat saisi hairita bio-
logisen ympariston toimintaa. Benensonin automaatin Fokl-entsyymi olisi [adketieteellisessa kdytossa
yhteensopimaton solunsisdisen ympariston kanssa (Condon 2004). Biologinen ympaéristo tekee myos
koneessa kaytettyjen, erityisesti yksijuosteisten DNA-molekyylien emasjarjestyksien valitsemisen
hankalaksi, silla niilld voi olla vaikeasti ennakoitavia vuorovaikutuksia ympariston kanssa (Stein 2001).
Naiden ongelmien ratkaisemiseksi Israel M. Martinez-Pérez ja tyotoverit suunnittelivat niin sanotun
laskennallisen geenin (englanniksi computational gene) (Martinez-Perez et al. 2007), joka oli aluksi
kahtena palasena, mutta yhdistyi toimivaksi geeniksi, jos lasna oli tietyn mutatoituneen geenin
mRNA:ta (Kuva 14). Laskennallisen geenin voitiin olettaa sopivan hyvin tarkoitettuun biologiseen
ymparistéonsa, ihmissolun sisdan, silla se koostui pelkdstaan DNA:sta ja oli emasjarjestyksiltdan ihmi-
sen genomin kaltaista. Laskennallisen geenin proteiinin tuoton ehtolause on mahdollista laajentaa
muotoon mutaatio; JA mutaatio, JA mutaatios, jossa mutaatio-muuttujat vastaavat tiettyjen muta-
toituneiden geenien lasndaoloa mMRNA:n muodossa. Tama onnistuu pilkkomalla keinotekoisen geenin
introni useampaan kuin kahteen osaan (Martinez-Perez et al. 2007). Laskennallinen geeni on rajoit-
tunut JA-operaattoriin, eli se ei ole yleispatevan tilakoneen arkkitehtuuri.
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Kuva 14. Laskennallinen geeni (Martinez-Perez et al. 2007), jonka koodaaman proteiinin tuotanto riippuu
tietyn mRNA:n lasndolosta. Epatdydellisesti komplementaarisista juosteista koostuvan osin kaksijuosteisen,
keinotekoisen diagnoosi-DNA:n ensimmainen juoste sitoutuu tunnistettavaan mRNA:han, johon ndhden se
on tdydellisesti komplementaarinen. Syrjaytynyt toinen juoste kiinnittda keinotekoisen geenin osaset toi-
siinsa tehden sen toimivaksi. Solun oma RNaasi H tuhoaa mRNA:n, johon on sitoutunut DNA:ta.

Erds mekanismi, jonka avulla ihmissolu voi vahentaa tietyn proteiininsa tuotantoa, on mikro-RNA-
interferenssi. Mikro-RNA on pieni, noin 23 nt pitkd RNA-molekyyli, jonka solun oma koneisto irrottaa
sen hiuspinnimaisesta esiasteesta ja auttaa sitoutumaan sen tunnistamaan ldhetti-RNA:han, jossa se
estda proteiinin tuottoa (David P. 2009). Mekanismia voidaan kdyttda myos keinotekoiseen proteiinin
tuotannon saatelyyn, jossa sy6tteena toimii tunnistettavan molekyylin ldsndolo (Beisel et al. 2008).
Tunnistettavan molekyylin sitoutuminen Chase L. Beiselin ja tyotovereitten suunnittelemaan RNA-
kytkimeen estaa kytkinta asettumasta sekundaarirakenteeseen, joka johtaisi mikro-RNA:n vapautta-
miseen siitd (Kuva 15). Menetelman on osoitettu toimivan viljellyissad ihmissoluissa, jotka saatiin gee-
nisiirron avulla tuottamaan teofylliinia sitovaa kytkin-RNA:ta, joka ilman teofylliinia toimi mikro-
RNA:n esiasteena. Menetelmassa ei sinallaan suoriteta loogisia laskutoimituksia, vaan se voidaan
ymmartda signaalin kaantajaksi: tunnistettava molekyyli - EI mikro-RNA - proteiini. My0s kaan-
ndksen mRNA - mikro-RNA tuottava, juosteen syrjdayttamiseen perustuva menetelma on kehitetty,
mutta sitd on testattu vain solu-uutteessa (Xie et al. 2010).

. Rakenne-
Tunnistettava mole-
kyyli = E: muutos
< R RNA-
interferenssi
- ~ J 4 mikro-RNA
Ei katkaista Katkaistaan

Kuva 15. Molekyylin tunnistava ja RNA-interferenssid sdatelevd RNA-kytkin (Beisel et al. 2008). RNA-
kytkimelld on kaksi vaihtoehtoista sekunddarirakennetta. Tunnistettavan molekyylin sitoutuminen kytki-
meen vakauttaa ndistd ensimmaisen. Solun oma RNA-interferenssikoneisto tunnistaa toisen rakenteen mik-
ro-RNA:n esiasteeksi ja irrottaa siitda osan, joka toimii translaatiota estavana mikro-RNA:na.

Kombinatoristen ongelmien DNA- ja RNA-laskentaa on pienessa mittakaavassa onnistuneesti kokeiltu
tehda solujen sisalla. Karmella A Haynesin ja tyotovereitten menetelman (Baumgardner et al. 2009,
Haynes et al. 2008) perusajatuksena se, ettd kukin nopeasti lisddntyva Escherichia coli -bakteerisolu
tuottaa itse vahintdaan yhden uuden ratkaisuehdotuksen 20-30 minuutin lisdantymiskiertonsa aikana.
Ratkaisuehdotusten tuottaminen perustuu Hin-rekombinaasiin, joka l0ytaa ja kaantaa HixC-tunnis-
tuskohtien vilissa olevan DNA-jakson suunnan. Kun tunnistuskohtia on tarjolla useampia, tapahtuu
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niiden valinta satunnaisesti joskaan ei valttamatta tasapuolisesti. Suurella ongelman koolla menetel-
ma ei ole kayttokelpoinen edella mainittujen kaytannon ongelmien vuoksi.

5 Tulevaisuudenniakymia

DNA- ja RNA-laskenta kehittyy synteettisen biologian osana, jossa sita tulevaisuudessa kaytettdneen
aluksi yksinkertaisissa keinotekoisissa sdatojarjestelmissa. Myos luonnollisten biokemiallisten sdato-
verkkojen voidaan ajatella suorittavan yksinkertaista laskentaa (Benenson 2009). Esimerkiksi erailla
bakteereilla laktoosin hajottamisen geeneja sdatelee karkeasti ajatellen looginen lauseke ”laktoosi
JA El glukoosi” (Setty et al. 2003). On mahdollista, etta luultavasti varsin kaukaisessa tulevaisuudessa
luodaan laskukyvyltdan Turingin konetta vastaava, nopea, yleispateva molekyylilaskentaan perustuva
tietokone, joka on kykeneva toimimaan biologisessa ymparistdssa, kommunikoi sen kanssa hallitulla
tavalla ja jota voidaan ohjelmoida helposti yksinkertaisella kielelld ilman, etta tietokoneen rakennetta
taytyy muuttaa jokaista sovellusta varten. Jotta tietokone olisi nopea, tietojen kasittely ei luultavasti
tapahdu kokonaan satunnaisen diffuusion aiheuttamien, tietoa sisdltavien molekyylien valisten koh-
taamisien kautta, vaan on ohjattua samaan tapaan kuin luonnollinen proteiinisynteesi geneettisen
DNA:n sisdltaman tiedon perusteella. Kyseisen tiedonsiirtoketjun jokaisessa valivaiheessa on mukana
komponentteja, jotka aktiivisesti ohjaavat prosessin kulkua. Koska deterministinen tietokone ei saa
tehda juurikaan virheitd, joita molekyylien tasolla tapahtuvassa tiedon kasittelyssa helposti syntyy,
taytyy tietokoneen sisaltaa luonnollisten organismien tapaan mekanismeja virheiden korjaukseen.

Toistaiseksi DNA- ja RNA-laskenta on rajoittunut tieteelliseksi tutkimusalueeksi, eika siitd ole ollut
suoranaista hyotya. Tilanteen voidaan kuitenkin odottaa muuttuvan, viimeistdan kun DNA- ja RNA-
logiikkaan perustuvia, sahkoa tarvitsemattomia automaattisia diagnostiikkamenetelmia otetaan laa-
jemmin kayttoon ladketieteellisissa tai vaikka elintarviketurvallisuuteen liittyvissa diagnostiikkasiruis-
sa tai kun niitd yhdistetdaan lddkeaineisiin uudenlaisiksi solujen tautitiloja tunnistaviksi tasmalaakkeik-
si. Nama kayttokohteet eivat vaadi monimutkaisia laskutoimituksia, joihin vield tavoittamattomissa
oleva yleispateva DNA- ja RNA-laskentaan perustuva tietokone kykenisi. DNA- ja RNA-laskentaan
perustuvien tadsmaldakkeiden kayttoonottoa hidastaa se, etta niiden rinnalle tulee kehittda mene-
telmat niiden tuomiseksi solujen sisddn. Tapauskohtaista kartoittamista vaativat myos mahdolliset
sivuvaikutukset.

6 Kirjallisuusluettelo

Adleman LM (1994) Molecular computation of solutions to combinatorial problems. Science
266(5187): 1021-1024.

Baumgardner J, Acker K, Adefuye O, Crowley ST, Deloache W, Dickson JO, Heard L, Martens AT, Mor-
ton N, Ritter M, Shoecraft A, Treece J, Unzicker M, Valencia A, Waters M, Campbell AM, Heyer
LJ, Poet JL & Eckdahl TT (2009) Solving a Hamiltonian Path Problem with a bacterial computer. )
Biol Eng 3: 11.

Beisel CL, Bayer TS, Hoff KG & Smolke CD (2008) Model-guided design of ligand-regulated RNAi for
programmable control of gene expression. Mol Syst Biol 4: 224.

Benenson Y (2009) Biocomputers: from test tubes to live cells. Mol Biosyst 5(7): 675-685.

Benenson Y, Adar R, Paz-Elizur T, Livneh Z & Shapiro E (2003) DNA molecule provides a computing
machine with both data and fuel. Proc Natl Acad Sci U S A 100(5): 2191-2196.

Benenson Y, Gil B, Ben-Dor U, Adar R & Shapiro E (2004) An autonomous molecular computer for
logical control of gene expression. Nature 429(6990): 423-429.

Benenson Y, Paz-Elizur T, Adar R, Keinan E, Livneh Z & Shapiro E (2001) Programmable and autono-
mous computing machine made of biomolecules. Nature 414(6862): 430-434.

Beyer S & Simmel FC (2006) A modular DNA signal translator for the controlled release of a protein
by an aptamer. Nucleic Acids Res 34(5): 1581-1587.

Braich RS, Chelyapov N, Johnson C, Rothemund PWK & Adleman L (2002) Solution of a 20-Variable 3-
SAT Problem on a DNA Computer. Science 296(5567): 499-502.



20

Christos H. P (1977) The Euclidean travelling salesman problem is NP-complete. Theor Comput Sci
4(3): 237-244.

Church A (1936) A Note on the Entscheidungsproblem. Journal of Symbolic Logic 1: 40-41.

Condon A (2004) Automata make antisense. Nature 429(6990): 351-352.

Cook SA (1971) The complexity of theorem-proving procedures. Proceedings of the third annual ACM
symposium on Theory of computing. New York, NY, USA, ACM: 151-158.

David P. B (2009) MicroRNAs: Target Recognition and Regulatory Functions. Cell 136(2): 215-233.

Every AE & Russu IM (2007) Probing the role of hydrogen bonds in the stability of base pairs in dou-
ble-helical DNA. Biopolymers 87(2-3): 165-173.

Faulhammer D, Cukras AR, Lipton RJ & Landweber LF (2000) Molecular computation: RNA solutions
to chess problems. Proceedings of the National Academy of Sciences 97(4): 1385-1389.

Frutos AG, Liu Q, Thiel AJ, Sanner AMW, Condon AE, Smith LM & Corn RM (1997) Demonstration of a
word design strategy for DNA computing on surfaces. Nucleic Acids Research 25(23): 4748-4757.

Garey MR & Johnson DS (1978) " Strong " NP-Completeness Results: Motivation, Examples, and Im-
plications. J.ACM 25(3): 499-508.

Gasarch W (2002) Guest column: The P=?NP poll. SIGACT NEWS 33(2 (June)): 34-47.

Gianneschi NC & Ghadiri MR (2007) Design of molecular logic devices based on a programmable
DNA-regulated semisynthetic enzyme. Angew Chem Int Ed Engl 46(21): 3955-3958.

Goldreich O (2005) Foundations of cryptography: a primer. Found.Trends Theor.Comput.Sci. 1(1): 1-
116.

Guarnieri F, Fliss M & Bancroft C (1996) Making DNA Add. Science 273(5272): 220-223.

Haynes KA, Broderick ML, Brown AD, Butner TL, Dickson JO, Harden WL, Heard LH, Jessen EL, Malloy
KJ, Ogden BJ, Rosemond S, Simpson S, Zwack E, Campbell AM, Eckdahl TT, Heyer L) & Poet JL
(2008) Engineering bacteria to solve the Burnt Pancake Problem. J Biol Eng 2: 8.

Hopcroft JE, Motwani R, Rotwani & Ullman JD (2000) Introduction to Automata Theory, Languages
and Computability. Boston, MA, USA, Addison-Wesley Longman Publishing Co., Inc.

Jarvisalo M (2004) Lauselogiikan toteutuvuustarkastus: kdytannonlaheista teoriaa. Tietojenkasittelyt-
iede 22: 47-63.

Karp RM (1972) Reducibility Among Combinatorial Problems. In Miller RE & Thatcher JW (eds) Com-
plexity of Computer Computations, Plenum Press: 85-103.

Konry T & Walt DR (2009) Intelligent medical diagnostics via molecular logic. ] Am Chem Soc 131(37):
13232-13233.

Krutz RL (1980) Microprocessors and Logic Design. United States of America, John Wiley & Sons, Inc.:
79-110.

Lederman H, Macdonald J, Stefanovic D & Stojanovic MN (2006) Deoxyribozyme-based three-input
logic gates and construction of a molecular full adder. Biochemistry 45(4): 1194-1199.

Lipton RJ (1995) DNA solution of hard computational problems. Science 268(5210): 542-545.

Liu Q, Guo Z, Fei Z, Condon AE, Corn RM, Lagally MG & Smith LM (1996) A Surface-Based Approach to
DNA Computation. 2nd DIMACS workshop on DNA based computers, American Mathematical
Society: 206-216.

Liu Q, Wang L, Frutos AG, Condon AE, Corn RM & Smith LM (2000) DNA computing on surfaces. Na-
ture 403(6766): 175-179.

Martinez-Perez IM, Zhang G, Ignatova Z & Zimmermann KH (2007) Computational genes: a tool for
molecular diagnosis and therapy of aberrant mutational phenotype. BMC Bioinformatics 8: 365.

McCulloch W & Pitts W (1943) A logical calculus of the ideas immanent in nervous activity. Bull Math
Biol 5(4): 115-133.

Ouyang Q, Kaplan PD, Liu S & Libchaber A (1997) DNA Solution of the Maximal Clique Problem. Sci-
ence 278(5337): 446-449.

Owczarzy R, Vallone PM, Gallo FJ, Paner TM, Lane MJ & Benight AS (1997) Predicting sequence-
dependent melting stability of short duplex DNA oligomers. Biopolymers 44(3): 217-239.

Phillips A & Cardelli L (2009) A programming language for composable DNA circuits. J R Soc Interface
6 Suppl 4: S419-36.



21

Rabin MO (1963) Probabilistic Automata. Information and Control : 230-245.

Rothemund PW, Papadakis N & Winfree E (2004) Algorithmic self-assembly of DNA Sierpinski trian-
gles. PLoS Biol 2(12): e424.

Sakamoto K, Gouzu H, Komiya K, Kiga D, Yokoyama S, Yokomori T & Hagiya M (2000) Molecular Com-
putation by DNA Hairpin Formation. Science 288(5469): 1223-1226.

Schmidt KA, Henkel CV, Rozenberg G & Spaink HP (2004) DNA computing using single-molecule hy-
bridization detection. Nucleic Acids Res 32(17): 4962-4968.

Seelig G, Soloveichik D, Zhang DY & Winfree E (2006) Enzyme-free nucleic acid logic circuits. Science
314(5805): 1585-1588.

Setty Y, Mayo AE, Surette MG & Alon U (2003) Detailed map of a cis-regulatory input function. Proc
Natl Acad Sci U S A 100(13): 7702-7707.

Shortreed MR, Chang SB, Hong D, Phillips M, Campion B, Tulpan DC, Andronescu M, Condon A, Hoos
HH & Smith LM (2005) A thermodynamic approach to designing structure-free combinatorial
DNA word sets. Nucleic Acids Res 33(15): 4965-4977.

Simpson ZB, Tsai TL, Nguyen N, Chen X & Ellington AD (2009) Modelling amorphous computations
with transcription networks. J R Soc Interface 6 Suppl 4: S523-33.

Stein CA (2001) The experimental use of antisense oligonucleotides: a guide for the perplexed. J Clin
Invest 108(5): 641-644.

Stojanovic MN & Stefanovic D (2003) Deoxyribozyme-based half-adder. ] Am Chem Soc 125(22):
6673-6676.

Stojanovic MN, Mitchell TE & Stefanovic D (2002) Deoxyribozyme-Based Logic Gates. ] Am Chem Soc
124(14): 3555-3561.

Su X & Smith LM (2004) Demonstration of a universal surface DNA computer. Nucleic Acids Res 32:
2004.

Sugimoto N, Nakano M & Nakano S (2000) Thermodynamics-structure relationship of single mis-
matches in RNA/DNA duplexes. Biochemistry 39(37): 11270-11281.

Tabor JJ, Levy M & Ellington AD (2006) Deoxyribozymes that recode sequence information. Nucleic
Acids Res 34(8): 2166-2172.

Taylor S & Stojanovic MN (2007) Is there a future for DNA-based molecular devices in diabetes man-
agement? J Diabetes Sci Technol 1(3): 440-444.

Tulpan D, Andronescu M, Chang SB, Shortreed MR, Condon A, Hoos HH & Smith LM (2005) Thermo-
dynamically based DNA strand design. Nucleic Acids Res 33(15): 4951-4964.

Turing AM (1936) On Computable Numbers, with an Application to the Entscheidungsproblem. Pro-
ceedings of the London Mathematical Society. Second Series 42: 230-265.

Vogel ] & Wagner EG (2007) Target identification of small noncoding RNAs in bacteria. Curr Opin
Microbiol 10(3): 262-270.

Whitehead AN (1898) A treatise on universal algebra, with applications. , Cambridge: The University
Press.

Wu G, Jonoska N & Seeman NC (2009) Construction of a DNA nano-object directly demonstrates
computation. BioSystems 98(2): 80-84.

Xie Z, Liu SJ, Bleris L & Benenson Y (2010) Logic integration of mRNA signals by an RNAi-based molec-
ular computer. Nucleic Acids Res 38(8): 2692-2701.

Zhang DY, Turberfield AJ, Yurke B & Winfree E (2007) Engineering Entropy-Driven Reactions and
Networks Catalyzed by DNA. Science 318(5853): 1121-1125.

Zhang Y, Yu H, Qin J & Lin B (2009) A microfluidic DNA computing processor for gene expression anal-
ysis and gene drug synthesis. Biomicrofluidics 3(4): 44105.



