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1. Uvod

U danasnje doba rastué¢e i napredne tehnologije dolazi do poveéanja koli¢ine digitalnih
podataka koji moraju biti fizicki pohranjeni. U blizoj buducnosti, postoje¢i kapaciteti za
pohranu podataka nece biti dovoljni zbog eksponencijalnog rasta koli¢ine podataka. Stoga
znanstvenici neprestano traze bolje i uéinkovitije alternativne nacine za pohranu tako velikih
koli¢ina podataka. DNA molekula zbog svojih bioloskih svojstava predstavlja obecavajuci
pristup za dugoro¢no pohranjivanje digitalnih podataka. Na primjer, DNA nudi pohranu
podataka gustoée 10%® bajta po mm?®, §to je otprilike Sest reda veli¢ine gu$ée od trenutno
najgusceg dostupnog medija. (Zhrinov i sur. 2016). Tocnije, svaki gram jednolancane DNA
molekule moze pohraniti i do 455 eksabajta informacija (Church i sur. 2012). Jedna od
prednosti DNA molekule je mogucnost lancane reakcije polimeraze (Polymerase Chain
Reaction, PCR) koja nudi kopiranje velike koli¢ine podataka u vrlo kratkom vremenu s
minimalnim troSkom. Isto tako, DNA molekula je sadrZzana u svim organizmima, dakle
pristupacna je i lako dohvatljiva $to pogoduje pohrani digitalnih podataka. Jedna od pozitivnih
strana DNA molekule je ta $to je odlicno ocuvana, pa je kao takva pridonijela filogenetskim
istrazivanjima jer se DNA mogla izvudi iz fosila starih i do nekoliko tisu¢lje¢a. Osnovni proces
pohrane podataka u DNA ukljucuje kodiranje digitalnih informacija u DNA sekvence
(kodiranje), upisivanje sekvenci u molekule DNA (sinteza), fizi¢ko uvjetovanje i organiziranje
podataka u ,biblioteku* za dugotrajno skladiStenje, selektivno pristupanje podacima
(nasumicni pristup), €itanje molekule (sekvenciranje) i1 pretvaranje tih podataka u digitalne
podatke (dekodiranje) (Luis Ceze i sur. 2019). Drugim rije¢ima, digitalne informacije se prvo
kodiraju u ATCG sekvence pomocu razvijenih shema kodiranja. Ti nizovi se potom sintetiziraju
u oligonukleotide ili dulje fragmente DNA koji omogucuju dugotrajnu pohranu podataka. Kako
bi se podaci dohvatili, DNA se sekvencira da se dobije izvorna ATCG sekvenca iz sintetizirane
DNA.



2. Povijest pohrane digitalnih podataka u DNA

Pohrana digitalnih podataka u DNA zapocela je sredinom 1960-ih kada su Norbert Wiener i
Mikhail Neiman raspravljali o idejama za ,,geneticku memoriju®. Tek nakon 20-ak godina se
pojavio prvi pokuSaj demonstracije pohrane podataka u DNA kada je Joe Davis objavio
»Microvenus* (Panda i sur. 2018). Davis je kodirao 35-bitnu fotografiju u zivi soj bakterija
Escherichia Coli. Fotografija ,,Microvenus® predstavlja zivot i Zemlju (Slika 1.). Fotografija
je morala biti prevedena u binarni sustav koji ¢e predstavljati ACGT sustav baza u DNA

molekuli.

N

FIG. 1 Microvenus icon. CCCCCCAACGCGCGCGCT

Slika 1. Proces kodiranja slike ,,Microvenus* u molekulu DNA. Fotografija se najprije prevodi u binarni kod

koji odgovara sekvenci u DNA molekuli (preuzeto i prilagodeno Panda i sur 2018).

Kasnije se pojavio koncept sakrivanja podataka u DNA molekuli pomocu mikrotocaka.
Prikrivanje poruka (steganografija) razvio je profesor Zapp, iako se danas raspravlja Cija je
to¢no bila invencija, a to su koristili njemacki $pijuni u Drugom svjetskom ratu da prijenose
tajne informacije (Clelland i sur. 1999). Mikrotocka je bila zapravo jako umanjena fotografija
ili poruka koja bi se nalazila iznad tocke koja predstavlja kraj recenice u nekom pismu ili
dokumentu. Znanstvenici su mikrotocke primijenili u DNA molekuli tako §to se kodirana
poruka u DNA prvo zakamuflirala unutar ogromnog ljudskog genoma, a zatim je dodatno
prikrivena samim ogranic¢enjem podatka na mikrotoc¢ku (Clelland i sur. 1999). Tajna poruka u
DNA sadrzi kodiranu poruku omedenu s obje strane PCR pocetnicama kako bi se kasnije ta

tajna poruka mogla povratiti u digitalnu informaciju.



Sva istrazivanja pohrane digitalnih podataka u DNA molekuli su se do 2012. radila in vivo.
Church i suradnici 2012. Koriste sekvenciranje sljedece generacije (Next Generation
Sequencing, NGS) u svojim istrazivanjima. Pretvorili su html kodirani nacrt knjige koji je
sadrzavao 53 426 rijeci, 11 JPG slika i 1 JavaScript program u 5,27 megabitni tok bitova. Zatim
su ti bitovi kodirani na 54 898 oligonukleotida, gdje svaki oligonukleotid sadrzi 159 nukleotida.
Svaki oligonukleotid kodirao je 96-bitni podatkovni blok, 19-bitnu adresu koja odreduje
lokaciju podatkovnog bloka u nizu bitova i bocne sekvence (PCR pocetnice) od 22 nukleotida
za umnazanje i sekvenciranje (Church i sur. 2012). Prepoznavanje podataka ogranicili su na
100 nukleotida kako bi se smanjila greska u sekvenciranju. Ova metoda ima mnogo prednosti
u odnosu na dosadasnje pristupe pohrane podataka u DNA molekuli. Kodira se jedan bit po
bazi (A ili C za nulu, G ili T za jedan), umjesto dva. To omoguéuje kodiranje poruka na vise
nacina kako bi se izbjegle sekvence koje se teSko €itaju poput GC parova, ponavljanja ili
sekundarne strukture. S obzirom na to da se tok bitova podijelio na blokove podataka, nema
potrebe za dugim DNA konstruktima koje je tesko sastaviti u tako velikoj mjeri. Isto tako, ovo
je in vitro pristup kojim se izbjegava problem kloniranja i stabilnosti in vivo pristupa. Najveca
prednost je koriStenje NGS tehnologije koja omogucuje kodiranje i dekodiranje velikih koli¢ina
informacija §to smanjuje troSkove za otprilike 100 000 puta u usporedbi s prvom generacijom

sekvenciranja (Church i sur. 2012).

U isto vrijeme, Goldman i suradnici koriste ve¢ postoje¢u shemu kodiranja iz 1950-te koju je
postavio Huffman. Prije kodiranja u DNA nukleotide, binarni podaci su prvo pretvoreni u
trostruki Huffmanov kod, a zatom kodirani u DNA sekvence upucujuc¢i na rotirajucu tablicu
kodiranja. Svaki bajt dobivenih podataka zamijenjen je s 5 ili 6 trostrukih znamenki koje sadrze
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samo znamenke ,,0%, ,,1* 1 ,,2* prema Huffmanovom algoritmu (Huffman 1952). Koristeci
rotirajucu tablicu kodiranja, eliminiraju se ponavljaju¢i mononukleotidi 1 i1zvorni podaci se
mogu komprimirati za 25-37,5% (Zing i sur. 2019). Medutim, algoritam ovakvog kodiranja ne

moze sprijeciti veliku koli¢inu GC parova kada se koriste ovakvim binarnim obrascima.

Bornholt i suradnici 2017. unaprjeduju Goldmanovu shemu XOR principom. Svake dvije
sekvence generiraju tre¢u suviSnu sekvencu. Stoga se s bilo koje dvije sekvence moze lako
oporaviti tre¢i slijed. Ova shema uspjesno kodira Cetiri datoteke ukupne veli¢ine 151 kilobajta
1 oporavlja tri od Cetiri datoteke bez manualnih intervencija (Shendure i sur. 2017). Nadalje se
pojavljuje potreba za nasumi¢nim pristupom podacima u na temelju DNA molekule. Bornholt
1 suradnici 2018. stvaraju novu shemu kodiranja gdje je to omoguceno. Dodijeljene su

jedinstvene PCR pocetnice pojedinatnim datotekama, ¢ime se omogucuje nasumican pristup



podacima. U njihovoj studiji uspjesno je pohranjeno i oporavljeno 200 megabajta podataka, Sto
je postavilo novu prekretnicu nadopunjujuéi izvedivost pohrane velikih podataka DNA (Zing i

sur. 2019).

Blawat i suradnici su se usredotoCili na rjeSavanje problema nastalih tijekom DNA
sekvenciranja, amplifikacije i sinteze. Shema se temelji na dva kodiranja. Osnovni 8-bitni
podatkovni blok dodijeljen je slijedu DNA od pet nukleotida gdje se treci i1 Cetvrti nukleotid
mogu mijenjati. Postoje dva nacina kako sprijeCiti ponavljanje mononukleotida, prva tri
nukleotida ne bi trebala biti ista i posljednja dva nukleotida ne bi trebala biti ista. Dakle, 8-
bitni podatkovni blok se kodira u 704 razlicita DNA bloka (Blawat i sur. 2016). Ovom shemom
se izbjeglo puno mutacija, no jo$ uvijek problem stvaraju transverzije A u T koje se mogu

dogoditi.

Erilich 1 Zielinski 2017. koriste ,,fountain code* u svojoj shemi. ,,Fountain code* Siroko je
rasprostranjena metoda kodiranja informacija u komunikacijskim sustavima i dobro je poznat
po svojoj robusnosti i visokoj ucinkovitosti (Byers i sur. 2002). Koriste se uobiajenom
shemom 2 bita u 1 nukleotid. l1zvorne binarne informacije segmentirane su na male blokove.
Ovi blokovi su unaprijed dizajnirani. Onda se napravi novi podatkovni blok koji je zapravo
zbroj selektiranih blokova s nasumi¢nim dijelovima koji su pritaknuti. Zatim se kodira u
nukleotidne blokove prema shemi. Ovom metodom se mogu izbje¢i ponavljaju¢i GC sljedovi.
Ova studija je povecala teoretsku granicu kodiranja do nevideno visoke vrijednosti od 1,98 bita
po nukleotidu i to je iznimno smanjilo Zeljenu suviSnost za oporavak bez pogresaka izvorne
datoteke, takoder mehanizam nasumi¢nog odabira osigurava da dugi mononukleotidni

homopolimeri se ne ponavljaju u kodiranome slijedu (Zing i sur. 2019).

Veéi napredci pojavljuju se sukladno s razvojem tehnologije, pogotovo novih metoda
sekvenciranja. Vazno je uoditi da se prilikom otkrica NGS metoda, povecao interes za

istraZivanja pohrane digitalnih podataka u DNA molekuli (Slika 2.).
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Slika 2. Vremenska lenta najrelevantnijih objavljenih radova temeljeni na pohrani digitalnih podataka u DNA
molekuli. X-os predstavlja vremenski period, a na y-osi se nalazi koli¢ina kodiranih odnosno dekodiranih podataka
u bajtovima. Vremenska lenta napravljena je tako da prikaze razli¢ite nacine koji su se koristili od prvog pokusaja
pohrane podataka. Svijetlo plavom bojom oznaceni su radovi koji su izvodili istrazivanje in vivo, a tamno plavom
bojom oznaceni su radovi koji su koristili in vitro pristup. Kvadraticem su oznaceni radovi koji su koristili
sekvenciranje po Sangeru, zvjezdicom su oznaceni radovi koji su koristili Next Generation Sequencing, a krugom
su oznaceni radovi koji su se koristili Oxford Nanopore Technology MinlON metodu. Isto tako odvojeni su radovi

prema nacinu sinteze (preuzeto i prilagodeno Ceze i sur. 2019).

Ovisno o tome koji je cilj pohrane podataka, koriste se razlicite sheme. Najvecu problematiku
stvaraju mutacije na jednom nukleotidu te se takve greske trebaju inovativno rjesavati, a za to

je potrebno slozeno kodiranje i1 dekodiranje.



3. Strategije pohranjivanja digitalnih podataka u DNA

Gledajuci povijesno unatrag, vidljivo je da se u pocetku istrazivanja pohrane podataka u DNA
molekuli veéinski Koristio in vivo pristup (Slika 2.). Uglavnom su se istrazivanja radila na
modelnom organizmu E.Coli. S obzirom na dugoro¢no skladistenje podataka, DNA u in vivo
stanju ¢e se sporije razgraditi nego in vitro. Unaprijedenim tehnologijama, danas se za pohranu

podataka koristi i in vitro i in vivo pristup.
3.1. Invivo

U samim pocecima koristile su se bakterije kao mediji za pohranu podataka. Danas se koriste
drugadiji nacini, a jedan od njih je prijenos podataka plazmidom. DNA sekvence najprije su
kodirane u plazmid, a zatim prenesene u bakteriju. Kada se plazmidi nadu unutar bakterijske
stanice, mogu se ugraditi u genom bakterije, a mogu se samo i zadrzati unutar stanice. Problem
nastaje prilikom koli¢ine podataka koje bakterija moze primiti, odnosno veli¢ina plazmida
kojega bakterija moZze primiti. Uz to, mutacije plazmida u bakteriji su jako Ceste. Tijekom
replikacije E.Coli, stopa mutacija po nukleotidu po generaciji iznosi 2,2 x 10, odnosno 1,0 x
10~ mutacija po genomu po generaciji (Lee i sur. 2012). Buduéi da se bakterija dijeli svakih

20-30 minuta, iz generacije u generaciju bi bilo previSe mutacija.

Drugi pristup temelji se na koriStenju rekombinaza koje vezu na dva mjesta prepoznavanja i
invertiraju orijentaciju tog segmenta DNA molekule, §to odgovara [0,1] stanju bita. Ovom
metodom su Bonnet i suradnici realizirali pohranu podataka u Zivim stanicama. Kasnije su Yang
i suradnici izgradili jedanaest ortogonalnih memorijskih prekidaca koriste¢i 34 integraze iz faga
i konstruirali su memorijski niz u E.Coli koji moze zabiljeziti 1,375 bajta informacija (Hao i
sur. 2021).

Danas najatraktivniji princip za in vivo pohranu podataka jest CRISPR-Cas sistem. Bitan je
Casl1-Cas2 kompleks koji je zapravo integraza koja ugraduje egzogenu DNA sekvencu u genom
domacina, takozvanu razmaknicu. Shipman i suradnici su pohranili digitalni film, veli¢ine
priblizno 2,6 kB, u bakterijski genom (Shipman i sur. 2017). To je prvi puta da se velika koli¢ina
podataka uspjela kodirati i dekodirati in vivo. Postoji i strategija koja koristi Cas-9 protein
CRISPR-Cas sustava. Princip je da se osmisle self-targeting guide RNA molekule koje urezuju
DNA lokus koji kodira za te iste molekule kako bi se inducirale mutacije koje ¢e genom
domacina popravljati (Hao i sur. 2021). Tako se omogucuje ugradnja drugih sekvenca u genom

domacina.



3.2. Invitro

U novijim studijama in vitro pohrana podataka temeljena na DNA vida se ¢eS¢e nego in vivo.
Osnovni nacin je koriStenje ,,biblioteke™ oligonukleotida. Tijekom procesa sinteze, svakom
oligonukleotidu se dodjeljuje kratka oznaka kako bi se razlikovali za vrijeme samog procesa,
aliiza kasnije sekvenciranje. Trenutna tehnika sinteze oligonukleotida moze generirati najvise

200-mere, s visokom tocnosti i ¢istocom (Ping 1 sur. 2019).

DNA nanostrukture su razlicite strukture izradene od DNA, koje djeluju i kao strukturni 1 kao
funkcionalni element, a mogu posluziti kao kostur za stvaranje slozenijih struktura (Kang i sur.
2021). Zbog velike programabilnosti, DNA nanostrukture pruzaju razli¢ite nacine za pohranu
digitalnih podataka. Jedna od nanostruktura je ukosnica koja se moze hibridizirati na odredenim
poloZajima unutar DNA molekule. Chen i suradnici su upotrijebili motiv ukosnice od 8 1 od 16
nukleotida duz dvolan¢ane DNA za kodiranje digitalnih informacija i razvili su integrirani
sustav nanopora visoke razlucivosti koji ima sposobnost otkrivanja ukosnica DNA od duljine
od oko 3 nm za dekodiranje digitalnih informacija (Chen i sur. 2018). Promatraju¢i dalje, Chen
i suradnici su kombinirali mehanizam nanopora i Toehold-mediated DNA strand replacement.
Toehold-mediated DNA strand replacement temelji se na neenzimatskoj zamjeni jednog lanca
DNA ili RNA s drugim lancem DNA ili RNA. Ta metoda se Siroko koristi za mijenjanje
konformacije DNA nanostruktura, a te dvije strukture (prije i poslije) se prevode u binarni
sustav kao ,,01,,1° (Hao i sur. 2021).

Zhang i suradnici su razvili pristup kodiranja zasnovan na takozvanom DNA origamiju.
Programiranjem DNA origami oblika i1 toCkastih uzoraka na origami oblicima, postigli su
kodiranje tekstualnih poruka, glazbe i slikovnih datoteka u DNA origamiju. Razvili su DNA
origami kriptografiju (DNA Origami Cryptography) koja koristi preslagivanje virusne okosnice
M13 u nanometarske uzorke koji su zapravo Brailleovo pismo za sigurnu komunikaciju koja

moze stvoriti poruku veli¢ine preko 700 bitova (Zhang 1 sur. 2019).

Osim DNA nanostruktura, za pohranu podataka koristi se i DNA koja je fluorescentno
modificirana, metilirana  DNA i DNA urezi modificirani enzimatskim urezivanjem.
Fluorescentno oznacena DNA istrazivana je kao element za pohranu s fluorescentnim signalom
u ,,ON“ stanju kao binarni bit ,,1*“ 1 signal u ,,OFF* stanju kao binarni bit ,,0° (Nguyen i sur.
2019). Kako bi se pohranilo sto vise podataka, nuzno je koristiti razlicite fluorescentne boje, a
to dovodi do problema pri uporabi, jer se spektri boja nekada preklapaju. Lin i suradnici razvili

su barkodirana fluorescentna stanja gdje su kodirali 36 razli¢itih boja koriste¢i samo 16 DNA



lanaca, tako Sto su razlicito pozicionirali fluorofore na povrSinu DNA molekule (Lin i sur.

2012).

Zanimljiv pristup s koriStenjem ureza duz dvolanc¢ane molekule DNA koristili su Tabatabaei i
suradnici koji su uveli DNA busene kartice (DNA punch cards), mehanizam za pohranu
makromolekula u koji se podaci zapisuju u obliku ureza na unaprijed odredenim polozajima na
okosnici dvolan¢ane DNA (Hao 1 sur. 2021).



4. Metode sinteze DNA molekula

Jedna od najucestalijih metoda sinteze DNA je oligonukleotidna sinteza bazirana na
fosforamiditu (phosphoramidite-based oligonucleotide synthesis). Ova metoda sintetizira DNA
lanac tako da se ugraduje mononukleotid po mononukleotid. Cilj ove sinteze je ne stvarati
homopolimere, a to se uspjesno izbjegava jer je mononukleotid zapravo zasti¢en fosfitom koji
spreCava da se za njega veze drugi nukleotid. Kad se spajaju mononukleotidi, onda se treba
ukloniti ta zastitna skupina, a to se radi dodatkom kiseline. Oligonukleotidnom sintezom su se
znanstvenici bavili jo§ 1950-ih, ali je krajem 1960. Lestinger objavio rad gdje je usavrsio
metodu koja se i danas primjejuje u laboratorijima (Hogrefe 2014). Ova metoda je vrlo efikasna
i to€na, te se greske javljaju u malom postotku, a to se uglavnom dogada na zadnjem dodavanju

mononukleotida ili prilikom zavrSetka sinteze.

Postoji i de novo sinteza DNA, odnosno enzimatska sinteza DNA. U ovom procesu enzimi
polimerizacije ugraduju nukleotide bez kalupa. Veliki izazov je kontorliranje adicije
mononukleotida, s obzirom na to da npr. deoksinukleotid transferaza (TdT) ima tendenciju
katalizirati adiciju viSe nukleotida u jednom ciklusu (Ceze i sur. 2019). Ova metoda jo$ uvijek
nije komercijalno pristupacna za koristenje, no ima potencijala za jeftin i tocan nacin sinteze
DNA. Nedavno su Lee i suradnici razvili multipleks enzimatsku DNA sintezu upravljanu
fotonima (photon-directed multiplexed enzymatic DNA synthesis) i to bas za pohranu digitalnih
podataka. Tom metodom uspjeli su kodirati 12 jedinstvenih DNA oligonukleotida s glazbom iz

video igrica, $to je ekvivalent 110 bita podataka (Lee i sur. 2020).

Vecina znanstvenika koristi oligonukleotide dugacke izmedu 150 1 230 nukleotida za pohranu
podataka (Ceze 1 sur. 2019). Sinteza duljih oligonukleotida predstavlja izazov buduéi da je
vazno imati §to to€niju sintezu bez uvodenja greSaka, a ispostavilo se da kada se pokuSaju
napraviti dulji lanci, da su greSke ceSce. Stoga se dulje sekvence dobivaju slaganjem vise

oligonukleotida, Sto opet vremenski 1 troSkovno otezava posao.



5. Metode sekvenciranja DNA molekule

Sam postupak citanja molekule DNA zapocinje odabirom ciljnog oligonukleotida ¢iji se slijed
treba analizirati. Za vecinu tehnika sekvenciranja, ciljni lanac treba biti umnozen, §to se moze
posti¢i lanCanom reakcijom polimeraze (Polymerase chain reaction, PCR). PCR je
temperaturno osjetljiv kruzni mehanizam gdje se ciljni lanac eksponencijalno umnaza, a

nukleotidi se fluorescentno oznacuju kako bi bili vidljivi na optickoj analizi (Mullis 1 sur. 1986).

Ciljni dio DNA molekule koju se Zeli umnoziti odreduje se kratkim oligonukleotidnim
sekvencama - pocetnicama, koji su komplementarni krajevima sekvence DNA od interesa. Ove
pocetnice su pokretaci serije reakcija pomoc¢u enzima DNA polimeraze, koja na kalupu jednog
lanca DNA sintetizira novi, komplementarni lanac, pri ¢emu veli¢ina sintetiziranog dijela DNA
molekule odgovara duZini koju omeduju izabrane pocetnice. Na Slici 3. prikazana je shema

PCR metode.

Polymerase chain reaction - PCR
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@) Elongationatca. 72°C

Slika 3. Shematski prikaz PCR metode. (1) Denaturacija (Denaturation): dvolan¢ana DNA molekula se razdvaja

na dva lanca, postiZze se temperaturom od otprilike 95°C. (2) Komplementarno vezanje pocetnica (Annealing):
prilikom hladenja napriblizno 68°C, poletnice se komplementarno vezu. (3) Sinteza komplementarnog lanca
(Extension): povisenjem temperature na pribliznu 72 postize se optimum za djelovanje Taq polimeraze koja dodaje

komplementarne baze i stvara dvolan¢anu molekulu. (preuzeto i prilagodeno Hochstetter 2020.)

Umnozene sekvence dalje se trebaju analizirati, odnosno sekvencirati. Jedna od ucestalijih
metoda je Sangerovo sekvenciranje ili dideoksi metoda. Tijekom replikacije DNA molekule, u

smjesu se dodaju dideoksinukleotidi (ddNTP) od kojih se svaki spaja s odredenom bazom te
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nakon njegove ugradnje, replikacija zavrsava i dobivaju se lanci nukleotida (Berg i sur. 2002).
Za svaku bazu se radi zasebna reakcija. Nakon toga se elektroforezom utvrduju nizovi DNA

razliite veliCine te se tako razlikuju baze u sekvenci.

Novija metoda sekvenciranja je sekvenciranje sljedeCe generacije (Next Generation
Sequencing, NGS). NGS su metode masovnog paralelnog sekvenciranja koje nude iznimo
visoku to¢nost, brzinu i prilagodljivost. Nasprem Sangerovog sekvenciranja, NGS pokazuje
to¢nost od ~99% (Baudhuin i sur. 2015). Jedna od NGS metoda je pirosekvenciranje, a temelji
se na principu "sekvenciranja sintezom", u kojoj se sekvenciranje vrsi otkrivanjem nukleotida
ugradenog u DNA polimerazu. Pirosekvenciranje se oslanja na emisiju svjetlosti na temelju
lan¢ane reakcije kada se oslobada pirofosfat (Ansorge 2009). Metoda moze ispisati do 250 pb

1 znatno je brza od Sangerovog sekvenciranja, iako radi s kra¢im sekvencama (Schuster 2008.)

Jo$ jedna od metoda sekvenciranja je tehnologijom nanopora. Radi na principu da se ciljna
DNA pusti kroz nanometarske pore koje su pod naponom (Lin i sur. 2021). Kako DNA
molekula prolazi kroz pore, dogadaju se fluktuacije u elektricnom naponu $to se onda prevodi
u sekvencu. Velika prednost sekvenciranja nanoporama je ocitavanje podataka u stvarnome
vremenu, dakle kako DNA prolazi kroz pore, odmah se ocitava sekvenca. Glavni izazov u ovoj
metodi je kako smanjiti ucestalost pogreSaka. Neovisno o tome, ova metoda je koriStena u
mnogo studija, posebno uredaj MinlON. MinlON je mali ru¢ni sekvencer koji je 2014. godine
predstavila tvrtka Oxford Nanopore Technologies (ONT). Ova inovacija znacajna je zbog
nekoliko razloga: trosak sekvenciranja po bazi je malen u usporedbi s tehnologijama
sekvenciranja druge generacije, ima sposobnost sekvenciranja dugih lanaca $to je odli¢no za
slaganje cijelih genoma, kompaktan je za nositi i ima sposobnost generiranja podataka u
stvarnom vremenu (Mikheyev i Tin, 2014). Danas se to¢nost sekvenciranja putem MinilON

povecava i nije vise toliko velika greska.
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6. Koraci u pohranjivanju podataka

Digitalna pohrana podataka u DNA molekulu sastoji se od 4 koraka prikazana na Slici 4.
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Slika 4. Pregled glavnih koraka pohrane digitalnih podataka u DNA. Prvo algoritam ra¢unala prebacuje nizove

bitova u sekvence (write). DNA sekvence su onda sintetizirane, ¢ime se stvaraju brojne kopije svakog slijeda.
Sinteza se moZze provoditi na koloni ili mikro¢ipovima. Nakon toga, dobiveni DNA materijal moze se klonirati i
pohraniti in vivo ili ¢es$ce in vitro — zamrznut u otopini ili osuSen kako bise zastitio od okolisa (store). DNA podaci
koji se trebaju Citati se mogu selektivno uzeti iz baze DNA postupkom koji se zove nasumiéni pristup (retrieve).
Nasumiéni pristup se postize PCR-om. Naposlijetku radi se sekvenciranje koje moze biti izvrSeno razli¢itim
instrumentima (read). Naj¢e$¢a metoda je Sangerovo sekvenciranje i Illumina, ali sve ¢e$¢a je uporaba Oxford

Nanopore Technologies. (preuzeto i prilagozeno Ceze i sur. 2019.)
6.1. Kodiranje i sinteza podataka (\Write)

Proces pocinje kodiranjem. Algoritam raCunala prebacuje nizove bitova u sekvence DNA.
Dobivene sekvence DNA se tada sintetiziraju 1 tako generiraju puno fizi€kih kopija svakog
slijeda. Sekvence DNA su proizvoljne, ali su odredene duljine takve da se nizovi bitova mogu
razdvojiti na manje dijelove koji se kasnije ponovo trebaju sastaviti u izvorne podatke. Da bi se
ponovo sastavljanje moglo dogoditi, potrebno je ili indeksirati svaki manji dio ili pohranjivati
dijelove razlic¢itih DNA sekvenca koje se preklapaju (Goldman i sur. 2013). Ako se Zeli postiéi
primamljiva koli¢ina informacija, treba se sintetizirati velika koli¢ina DNA sekvenci pa je zato

za sintezu bolje koristiti mikro¢ipove $to omogucuje istovremenu sintezu vise sekvenci (Kosuri
i Church 2014).
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6.2. Pohranjivanje podataka (Store)

Nakon sinteze, dobivena DNA se treba pohraniti. Jedna fizi¢ki izolirana baza DNA moze
pohraniti 1012 bajtova (Organick i sur. 2019). Za takve podatke potrebna je ,,biblioteka“ kako

bi se mogli prosiriti sustavi skladiStenja.
6.3. Dekodiranje podataka (Retrieve)

Nakon $to je zatrazen odredeni podatak, potrebno je dohvatiti i uzorkovati te podatke iz baze
DNA. Kako bi se izbjeglo ¢itanje svih podataka, potreban nam je nasumicni pristup odnosno
mogucnost odabira to¢no odredenog podatka koji ¢e se Citati iz cjelokupne baze. Nasumic¢ni
pristup moze se izvesti selektivnim postupcima kao $to su to magnetska ekstrakcija kuglicama
sa sondama koje odgovaraju odredenim podacima ili PCR-om koriStenjem pocetnica koji su

komplementarni podacima koji su se tijekom kodiranja oznacili (Bornholt i sur. 2016).
6.4. Citanje podataka (Read)

Nakon §to je uzorak DNA odabran, idu¢i korak je sekvenciranje. Oc¢itanja koja su dobivena
sekvenciranjem se dekodiraju natrag u izvorne digitalne podatke. Uspjeh ovog koraka ovisi o
pokrivenosti sekvence i stope pogreske tijekom cijelog procesa (Bornholt i sur. 2016).
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7. Primjer pohrane podataka in vivo

Yim i suradnici su ove godine izdali rad u kojemu su opisali novi elektrogenetski okvir za
izravnu pohranu digitalnih podataka u Zivim stanicama upotrebljavaju¢i metodu CRISPR.
Unijeli su binarne podatke sastavljene od 3-bitnih jedinica uz pomo¢ CRISPR-a u stanice
bakterije elektricnom stimulacijom. Pokazali su multipleksno kodiranje podataka u barkodirane
populacije stanica kako bi dobili smislenu pohranu podataka i kapacitet do 72 bita, koji se moze
tijekom mnogo generacija ocuvati u prirodnom okruzenju (Yim i sur. 2021). Ovo je temeljni

rad za budu¢i napredak in vivo pohrane digitalnih podataka u DNA molekuli.

Opisali su prilagodljivu i izravnu strategiju DRIVES (data recording in vivo by electrical
stimulation) za kodiranje digitalnih podataka u genome zivih stanica bez potrebe za
sintetiziranjem DNA in vitro. Koristenjem elektriénih signala za podeSavanje redoks
biomolekula i senzora stanicama, omogucuje se izravan prijenos digitalnih podataka s ra¢unala
u zive stanice. Podaci pohranjeni na tim ,,zivim tvrdim diskovima“ stabilno se odrzavaju kroz
viSe generacija stanica od vanjskih okruzenja u kojima bi se inaCe razgradila gola DNA

molekula (Yim i sur. 2021).

Kako bi elektri¢ni signal mogli koristiti za biolo§ko prepoznavanje, istrazili su SoxRS regulon
kako bi potaknuli ekspresiju gena mijenjajuéi elektrokemijsko stanje stanice (uvodenje
oksidativnog stresa), sto utjece na broj kopija plazmida. Oksidativni stres se moze izazvati s
razli¢itim dozama fenazin metosulfata (PMS), a koristili su i Zeljezov (IIT) heksacijanoferat
(oksidirani — FCN (O); reducirani — FCN (R)) kao zamjenski elektron akceptor. Radili su u
anaerobnim uvjetima zbog lakseg kontroliranja redoks reakcija. Konstruirali su elektrokemijski
redoks kontroler s 24 komore koji moze davati elektri¢ne impulse zasebno svakoj komori. Kad
je bio iskljuéen to odgovara 0V, a kad je uklju¢en to odgovara +0,5V. U Signal +0,5V oksidira
FCN (R) i PMS, koji se aktivira soxS promotor za povecanje broja kopija pTrig, kako se i vidi
na slici 5a, i time se broj kopija pTrig-a povecao vise od 400 puta. U skladu s time, nove
razmaknice koje potjecu iz pTrig-a bile su 34 puta ucestalije u slucaju s elektriénim signalom,
nego bez. Radili su eksperiment kodiranja u kojem su stanice bile izlozene razli¢itim
elektriénim signalima kroz tri uzastopna kruga, testiraju¢i svih osam mogucih binarnih
kombinacija kao $to je pokazano na slici 5b. S veé¢im elektronickim signalom, CRISPR
podrucje genoma se povecao tijekom eksperimenta, a prema tome i udio razmaknica iz pTriga.
(Yim i sur. 2021).
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Odlucili su kodirati tekstualne poruke u zive stanice. Koristili su strategiju kodiranja u kojoj se
svaki ,,bajt* prevodi u 6-bitni kod (za 26 ili 64 moguca znaka) izgraden od dvije spojene 3-bitne
podatkovne jedinice promatrane kroz dvije populacije stanica. Ispitali su razli¢ite sheme
kodiranja kako bi optimizirali preslikavanje znakova u bajtove. Istrazene su bile dvije sheme:
(1) klasi¢na DEC 6-bitna tablica kodiranja za 64 osnovna ASCII znaka i (2) optimizirana (OPT)
6-bitna tablica kodiranja, dizajnirana da uzme u obzir ucestalost uporabe slova i performansu
klasifikatora vidljivo na slici 5¢c. Da bi provijerili performanse ovih shema kodiranja, kodirali
su 12-bajtnu tekstualnu poruku, ,,hello world!*, izravno u stanice E.Coli. Za svaki eksperiment
kodiranja, tekst je podijeljen na 12 pojedina¢nih 6-bitnih znakova, pri ¢emu je svaki dodijeljen
dvjema populacijama stanica s barkodiranim stanicama koje sadrze po 3-bitne podatke kao §to
je prikazano na slici 5d. Svih 24 barkodiranih populacija privremeno je inducirano s
dodijeljenim 3-bitnim signalima paralelno na elektrokemijskom redoks kontroleru. Tijekom
kodiranja, profili broja kopija pTrig to¢no su odgovarali binarnim profilima unosa za svaku
barkodiranu populaciju. Dekodiranje podataka sekvenciranja iz stanica kodiranih OPT-om

"‘

uspjesno je vratilo izvornu poruku ,hello world!*, dok je dekodiranje podataka iz stancia
kodiranih DEC-om vratilo poruku ,,xello world!* zbog pogresne klasifikacije prvih 3-bitnih
‘101” kao ‘111°. Kako bi rijesili ovaj nedostatak, slijedili su implementaciju strategije
ispravljanja greSaka pomocu jednostavne provjere pariteta. S obzirom na to da je posljednji bit
binarnih podataka (najnovije generiran u CRISPR nizu) uvijek najpouzdaniji za klasifikaciju,
koristili smo posljednji bit od svakih 6 bita kao kontrolni zbroj za prethodnih 5 bitova. Nakon
pocetne klasifikacije ulaza, alat za ispravljanje pogresaka broji broj '1' u prvih pet klasificiranih
bitova, a zatim o€ekuje '0' ili '1' za vrijednost kontrolne sume u Sestom bitu na temelju brojanja.
Kad vrijednost klasificirane kontrolne sume ne odgovara oc¢ekivanoj vrijednosti, klasifikator
oznacava da je doslo do pogreske tijekom klasifikacije znaka, a pogreSka se zatim ispravlja na
temelju vjerojatnosti zabune klasifikatora. Nadalje su kodirali tekst 'synbio@cu' pomocu
protokola za kodiranje/dekodiranje OPT u stanice i otkrili da su 2 od 54 bita u pocetku pogresno
klasificirana, ali su pogreske otkrivene 1 uspjesno ispravljene kako bi se vratila ulazna poruka.
Iako ispravljanje pogresaka jo$ uvijek nije savrSeno, strategija OPT znacajno smanjuje stopu
pogresaka u prosjeku na 0,79%. Zajedno, ovi rezultati pokazuju sposobnost kodiranja i pohrane
znacajnih koliina informacija izravno u Zive stanice samo pomocu elektricne stimulacije 1
pokazuju da pazljivo osmisljavanje kodiranja informacija i strategije ispravljanja greSaka mogu

znacajno poboljsati tocnost rekonstrukcije pohranjenih podataka (Yim i sur. 2021).
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Slika 5. Izravno pohranjivnje digitalnih podataka u Zive stanice CRISPR metodom. (a) U stanju 0 ne primijenjuje
se elektri¢ni signal (0,0 V) kako bi bilo §to manje FCN (R) i PMS, a prema tome i kako bi broj kopijs pTrig-a bio
nizak. U stanju 1 primijenjuje se elektri¢ni signal (0,5 V) koji oksidira FCN (R) i PMS, aktiviraju¢i soxS promotor
koji povecéava broj kopija pTrig. FCN (R) — ferocijanid; FCN (0) — fericijanid; PMS — fenazin metosulfat. (b)
Stanice su bile izlozene elektricnim signalima tijekom tri uzastopna kruga, §to je testiralo svih osam moguc¢nosti
3-bitnih binarnih profila podataka. (c) Optimizirana (OPT) 6-bitna tablica znakova koja uzima u obzir ucestalost
upotrebe slova i performans klasifikatora. 6-bitni binarni podaci za svaki znak podijeljeni su u dvije barkodirane
populacije stanica. (d) Prikazan je cjelokupni proces pohrane i dohvacanja podataka. Digitalne informacije mogu
se izravno kodirati u CRISPR podrucje u genomima bakterijske populacije pomocu elektri¢nih signala. Populacija
stanica tada se moze arhivirati za dugotrajno skladistenje, propagirati za pojacavanje podataka i sekvencirati za
dohvacanje podataka. Primjer je kodirana poruka ,,hello world! koja je uspjesno ukodirana i kasnije dohvacena.

(preuzeto i prilagodeno, Yim i sur. 2021)
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8. Primjer pohrane podataka in vitro

Chandrasekaran i suradnici su osmislili sistem kodiranja podataka u razli¢ite konformacije
nanoprekidaca nakon Cega se podaci dekodiraju gel-elektroforezom. Sistem je 5-bitni sustav
koji moze pisati, brisati i prepisivati binarne prikaze alfanumerickih simbola 1 kompatibilan je
s logi¢kim operacijama ,,OR* i ,,AND*. Ovakav pristup je jednostavan i brz za izvodenje, pa
se zamislja da ¢e pomoci pri sigurnoj razmjeni informacija i pomo¢i u napretku prethodno

razvijenih strategija Sifriranja (Chandrasekaran i sur. 2017).

Nanoprekidaci imaju petlje koje se mogu prostorno programirati tako da se u DNA ugraduju
privjesci na razli¢itim mjestima. U prijaSnjim radovima su se nano prekidaci koristili za
proucavanje interakcija izmedu molekula, a ovdje nanoprekidaci kodiraju jedan bit informacija
ovisno o prisutnosti ili odsutnosti petlje (1, odnosno 0) koja se detektira gel-elektroforezom.
Petlja ¢e nastati kada se jednolancani privjesak hibridizira s vanjskim lancem kako je to
prikazano na slici 6a. Vanjski lanac u ovom radu naziva se podatkovnim lancem, a privjesci su
adrese. Nanoprekida¢ koji su napravili sastoji se od jednolanc¢ane okosnice (virusni genom
M13) i kratkih komplementarnih oligonukleotida. Medu tim komplementarnim
oligonukleotidima okosnice, 12 lanaca je ravnomjerno odvojeno na okosnici i mogu se
zamijeniti oligonukleotidima na adresnom mjestu. Komplementarne oligonukleotide ukosnice
nazivaju se postanskim mjestima, a njihovom razli¢itosti postigli su razli¢ite veli¢ine petlji.
Oligonukleotidi na adresnom mjestu sadrze jednolanc¢ane privjeske koji se mogu vezati na
odredene podatkovne lance. Ovaj dizajn nanoprekidaca ima Sest adresa (razmaknutih ~600
nukleotida medusobno) koje mogu tvoriti pet jedinstvenih petlji pomocu pet razlicitih
podatkovnih lanaca. Prvo mjesto adrese uobicajeno je medu svih pet petlji tako da bilo koja
molekula nanoprekidaca moze tvoriti samo jednu petlju koja predstavlja jedan bit. Kao rezultat
toga, obuhvaca se 5-bitni memorijski sustav u kojem je svaki bit neovisno adresiran i razlu¢en

na agaroznom gelu vidljivo na slici 6b (Chandrasekaran i sur. 2017).

Ovaj sustav omogucuje i pisanje i brisanje podataka u nekoliko ciklusa. Razli¢iti bitovi imaju
razlicite brzine pisanja koje ovise o veliCine petlje i 0 vezanju. Broj moguc¢ih ciklusa zapravo
ovisi 0 koncentraciji podatkovnih lanaca, odnosno vise ciklusa zahtjeva vece koncentracije.
Ovdje je gornja granica u rasponu od 10 do 100 ciklusa. Tako su pokazali visebitnu obradu
podataka kodiranjem rijeci ,,Hello World®, zatim brisanje tih rijec¢i i zatim pisanje ,,Good Bye*

na istom sustavu vidljivo na slici 6¢ (Chandrasekaran i sur. 2017).
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Logicke odgovore ovog sustava testirali su na nacin da s projektirali jednu petlju koju mogu
aktivirati dva ulazna lanca vidljivo na slici 6d. Za operaciju ,,OR*, programirali su dva adresna
mjesta od kojih svako ima regije komplementarne dijelu ulaznog lanca A i regiju
komplementarnu dijelu ulaznog lanca B. Dodatak bilo kojeg lanca rezultirao je u stvaranju
petlje hibridizacijom ulaznog lanca A ili B na adresama. Za operaciju ,,AND®, sustav su
programirali da sadrzi samo jedno mjesto adrese koje je komplementarno dijelu ulaznog lanca
A. Jedna polovica ulaznog lanca B dizajnirana je da se veze izravno na okosnicu, a druga
polovica do ulaznog lanca A. Petlja se aktivira samo u prisutnosti oba ulaza, koja se drze

zajedno hibridizacijom komplementarnih regija na A i B (Chandrasekaran i sur. 2017).

lako je ova razina pohrane podataka mala u usporedbi s arhivskim DNA sustavima, mogla bi
se pokazati korisnom za odredene primjene, poput oznacavanja proizvoda. Pohranjene
informacije mogu se oporaviti nakon suSenja kao $to je to prikazano na slici 6¢, $to upuéuje na
to da bi proizvodi mogli biti diskretno oznaceni podacima poput datuma isteka ili proizvodnje,
univerzalnim kodom proizvoda ili drugim identifikacijskim podacima. Takve se informacije
mogu, na primjer, ugraditi u papir ili integrirati u pojedinacne tablete lijekova. O¢itavanje gela
prili¢no je jednostavno i jeftino u usporedbi s drugim metodama ocitanja koje znaju biti
koriStene. Pokazali su razlucivost petlje nanoprekidaca u samo 10 minuta, a takvo se o€itanje
moglo provesti izvan laboratorija pomocu trenutno dostupnih gelova bez pufera. Jedna prednost
ocitanja s jednom molekulom je moguénost ¢itanja viSe bitova po molekuli, a ne jednog bita po
molekuli koju smo Koristili. Ovaj memorijski sustav takoder je kompatibilan sa shemom
Sifriranja. U toj shemi $ifriranja, podatkovni lanci djeluju kao klju¢ za desifriranje pripremljenih
nanoprekidaca. Bez pristupa fizi€koj smjesi koja sadrZzi klju€ za deSifriranje, podaci se ne mogu
dohvatiti. Budu¢i da se nizovi podataka mogu proizvoljno dizajnirati i drZati u tajnosti, Sifrirani

podaci ostaju sigurni ¢ak i kad se javno distribuiraju (Chandrasekaran i sur. 2017).
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Slika 6. Memorijski sustav temeljen na DNA nanoprekidadu. (a) DNA nanoprekida¢ dugi je dupleks s
jednolanc¢anim nastavcima koji su komplementarni s vanjskim DNA lanacem. Hibridizacija podatkovnog lanca s
tim jednolan¢anim nastavcima rezultira stvaranjem petlje. (b) Dizajn 5-bitnog memorijskog sustava s vise adresa
(A0-AS5) koje su djelomi¢no komplementarne nizovima podataka (D1-D5). Vezanje razli¢itih nizova podataka na
adresama dati ¢e petlje razlicitih velicina. (c) ViSebitna obradu podataka kodiranjem rijeci ,,Hello World*“, zatim
brisanje tih rije¢i i zatim pisanje ,,Good Bye“ na isto mjesto. (d) Operacija ,,OR*, tablica istine i rezultati nalazi
se na gornjoj slici. Nanoprekida¢ sadrzi dvije adrese od kojih svaka ima regije komplementarne dijelu ulaznog
lanca A (narancasta) i dijelu ulaznog lanca B (svijetlo plava). Dodavanje bilo kojeg unosa uzrokuje petlju.
Operacija ,,AND®, tablica istinitosti i rezultati su na slici dole. Nanoprekida¢ sadrzi jedno adresno mjesto
(narancasto) koje je komplementarno dijelu ulaznog lanca A. Jedna polovica ulaznog lanca B (svijetlo plava) veze
se na jednolan¢ano podruéje na okosnici (oznaceno strelicom), a druga polovica za ulaz u lanac A. Petlja se aktivira

samo u prisutnosti oba ulaza. (preuzeto i prilagodeno Chandrasekaran i sur. 2017)

19



9. Zakljucéak

Do danas su dosegnuta velika postignuca koriStenjem DNA kao medija za pohranu podataka i
in vitro i in vivo. No, ova je metoda jos daleko od prakti¢ne primjene i postoje izazovi za njen
daljnji razvoj. lako se veli¢ina pohranjenih podataka kroz godine povecava, najveéa prijavljena
veli¢ina se jo$ uvijek ne moze usporediti s medijima za pohranu podataka poput tvrdih diskova,
zbog ¢ega je potrebno razviti nove sheme kodiranja. Osim toga, procesi pisanja i Citanja
relativno su sloZeni za postojece pristupe, pa jedan ciklus pohrane traje dugo i moze kostati.
Usporedujuci pohranu podataka u DNA in vitro i in vivo, trenutno je prakti¢niji in vitro na¢in
skladiStenja s obzirom na cijenu, stabilnost i povjerljivost. Bez obzira na to, prednosti in vivo
pristupa se jo§ moraju istraziti. Kako se podrucje sintetske biologije sve vise razvija, in vivo
skladistenje podataka bi moglo dati odgovore na trajne nedostatke in vitro metoda skladistenja.
DNA pohrana podataka obecava alternativni format diska ili sliénih medija, koji trenutno
dostizu maksimum svog kapaciteta skladiStenja podataka. Buduci da je DNA konzerviranija i
vremenski vje¢na, odlian je izbor za dugoronu pohranu podataka. Osim toga, DNA
steganografija i kriptografija jo$ su jedan znacajan aspekt za proucavanje. Svakako ¢e izgradnja
sucelja izmedu in vitro i in vivo sustava proSiriti primjenu pohrane informacija u DNA i

poboljsati inteligenciju sinteti¢kih bioloskih sustava.
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11. Sazetak

Posljednjih godina suoceni smo s eksponencijalnim rastom koli¢ine podataka $to uzrokuje
potraznju novih medija za pohranu istih. DNA molekula pruza alternativni nacin pohrane
digitalnih podataka zbog svoje gustoce, trajnosti i kompaktnosti. Kroz proslo desetljece
postigao se veliki napredak iskoriStavanjem umjetno dizajniranih DNA komponenata za
pohranu podataka. Ovdje se objasnjavaju postupci pohrane podataka koji se sacinjavaju od
kodiranja, pisanja, pohrane, dohvatanja i ¢itanja te dekodiranja. Osim klasi¢énog kodiranja
sekvenca nukleinskih Kkiselina, spominje se strategija pohrane podataka pomoc¢u DNA
nanostruktura. Osim toga, napretkom tehnologije omoguéena je i in vivo pohrana podataka
upotrebljavaju¢i CRISPR-Cas sustav. Prikazani su izazovi i moguénosti za razvoj i primjenu

pohrane podataka temeljenih na DNA molekuli.

12. Summary

We've recently encountered an exponential surge in the number of data that requires the
acquisition of new storage media. Because of its density, durability, and compactness, the DNA
molecule is a viable alternative for storing digital data. Using artificially engineered DNA
materials to store data has made significant progress over the last decade.The procedures for
storing data made up of encoding, writing, storage, retrieving, reading, and decoding are
explained here. Besides the common coding od nucleic acid sequences, a strategy for dana
storage is mentioned using DNA nanostructures. In addition, the advancement of technology
also enabled in vivo dana storage using the CRISPR-Cas system. The challenges and

opportunities for developing and using data storage based on DNA molecules are discussed.
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