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3Quée es la “Computacion
biomolecular®?

Procesamiento de informacion codificada

en biomoleculas utilizando biomoléeculas.

Review en: Maojo V, Martin-Sanchez F, Kulikowski C, Rodriguez-Paton A, Fritts M.
Nanoinformatics and DNA-Based Computing: Catalyzing Nanomedicine.
Pediatric Research. 2010 Jan 28.

e Otras disciplinas relacionadas (pero distintas):

- Biologia computacional

- Bioinformatica



3Por qué computar con ADN?
Porque la biotecnologia lo permite

3Para qué no es Gtil computar con ADN?
Para competir con las computadoras electronicas actuales

sPara qué computar con ADN?

Para programar/controlar dispositivos
biomoleculares

Potenciales aplicaciones en:
Biomedicina, bioremediacion, energia



Computacion con ADN

No se pretende reemplazar a Intel ni la meta es
resolver problemas NP-Completos.

No va a haber ordenadores biologicos en nuestros
escritorios sustituyendo a los PCs/Macs.

No va a haber una computadora biomolecular
ejecutando Office.

Entonces, jpara que una computadora
biomolecular?



sPara qué puede ser mas Gtil una
computadora biomolecular que una
electronica?

e Para procesar informacion biomolecular
(informacion codificada en senales bioquimicas o
biomoleculas)

e Para procesar informacion biomolecular in vitro
o in vivo.

® Para operar dentro de una ceélula o de un
organismo vivo.
- Ejemplos: Automata biomolecular de Benenson,

puertas logicas de Winfree, “toggle switch”,
Repressilator, sensores logicos.



Estructura del ADN

DNA
Molecule:
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Complementariedad de Watson-Crick:
Adenina — Timina
Citosina - Guanina
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Hibridacion y renaturalizacion
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DNA replication

DNA repair
genetic recombination
DNA
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Operaciones con ADN

Sintetizar, secuenciar.

Hibridacion por complementariedad de
bases.

Desnaturalizacion.
Corte.

Separacion de cadenas por longitud.
Electroforesis en gel.

Extraccion.
Polimerizacion con ADN Polimerasa.
Amplificacion con PCR. Fotocopiar el ADN.



Hibridacion y renaturalizacion

Garrett & Grisham: Biochemistry, 2/e

Figure 12.19
Native DNA Denatured DNA Renatured DNA
Nucleation Zippering
Heat (second-order) (first-order)
—— > »

Fast

Slow
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Saunders College Publishing



Hibridacion y renaturalizacion

A T C G C
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Separacion, deteccion, extraccion

Hibridacion con sondas: método de “blsqueda’ o
deteccion de secuencias concretas de ADN.

Sonda: Pequena hebra monocatenaria complementaria
de la hebra buscada.

1. Desnaturalizacion de las hebras objetivo.

2. Anadir una sonda ‘marcada’ y permitir su
hibridacion.

3. Examinar si se ha producido la hibridacion y
extraccion del par sonda/hebraobjetivo.



DNA Polimerasa

Garrett & Grisham: Biochemistry, 2/e
Figure 12.2

Single- 5'
stranded DNA

3'

5'

L/
+ dATP 3'_OH
dTTP \ v /
Annealing of primer
creates a short stretch
of double-stranded DNA

Saunders College Publishing



Reaccion en cadena de la Polimerasa

(PCR)

ADN objetivo ©  ADN Polimerasa
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Electroforesis en gel
Separacion de hebras de ADN por longitud
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Primer trabajo: L. Adleman (94)

Molecular Computation of Solutions to Combinatorial Problems. Leonard M.
Adleman. Science, Vol. 266, No. 5187. (Nov. 11, 1994), pp. 1021-1024.

Problema del Camino de Hamilton Dirigido

Instancia: Grafo dirigido G = (V, A) con n vertices.
Vertices especiales: V,, ; V.
Pregunta : 3Existe un camino Hamiltoniano, esto
es, una secuencia de arcos e, e,,...,e,
que comienza en V, y termina en V. vy
accede a cada uno de los restantes
vertices una Gnica vez?



Problema del Viajante

Instancia: Grafo dirigido con n ciudades conectadas
por una serie de vuelos de avion.

Ciudades especiales: Ciudad,...,
Ciudadg,

Pregunta : 3;Existe una secuencia de vuelos que
comienze en Ciudad,, .., Y termine en
Ciudadg, .,y acceda a cada una de

las restantes ciudades una Gnica vez?



Grafo de Adleman

Valencia

Palma / \\‘

2 P 1 Bilbao

Inicio: OW »(5) Fin:
Madrid / \ Santiago

Barcelona SeV|IIa




Algoritmo de Adleman

Molecular Computation of Solutions to Combinatorial Problems. Leonard M.
Adleman. Science, Vol. 266, No. 5187. (Nov. 11, 1994), pp. 1021-1024.

Paso 1: Generar rutas aleatorias a lo largo del grafo.

Paso 2: Mantener solo aquellas rutas que comienzan en

Ciudad, ..., ¥ terminan en Ciudad;,, .

Paso 3: Si el grafo posee n ciudades mantener sélo
aquellas rutas que acceden a exactamente n

ciudades.

Paso 4: Mantener solo aquellas rutas que acceden a
todos las ciudades del grafo por lo menos una
vez.

Paso 5: Si todavia queda alguna ruta, responder Si ; en
otro caso, No.



Codificacion de Adleman |

Madrid
¥ T
ACTCGTAATC Vuelo =1 |
Madrid a Bilbao H:bf,d
+ + ©
ATTAGAGGCT 8.
Bilbao AN REENIPN S
ST
TCCGAGTCAG
Madrid Bilbao
_ Lt g
o SO e ACTCGTAATCTCCGAGTCAG
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Vuelo

Madrid a Bilbao



Codificacion de Adleman Il

Madrid
TTTT T 77T
+ . NN A
T Todos los
Bilbao Vuelos
+
+
TTTTTT 0T
Resto ciudades
Madrid Bilbao Barcelona Palma Valencia  Sevilla Santiago
Vuelo Vuelo Vuelo Vuelo Vuelo Vuelo

MAD-BIO BIO-BCN BCN-PMI PMI-VLC VLC-SVQ SVQ-SCQ

Camino hamiltoniano: Madrid-Bilbao-Barcelona-Palma-Valencia-Sevilla-Santiago



Implementacion (experimento)

Paso 2: Retener (extraer) sélo aquellas hebras
que comienzan por Madrid y terminan en

Santiago.
Madrid’
Madrid Bilbao "Barcelona Palma
|MADaB|o BIO aBCN|[BCN a PMI| ===:
Santiago’
+ | Valencia || Sevilla Santiago

-O

= [VLC a SVQ

svQ a SCQl




Implementacion (experimento)

Paso 3: Electroforesis en gel.
Retener banda de 7 x 10 = 70 bases.

Voltaje -
(ADN empieza aqui)
* @D 70pb
(ADN largo)
G 40 pb
e T 30 pb
(ADN corto) GEE— 20 pb

Voltaje +



Implementacion (experimento)

Paso 4: Seleccionar rutas que contengan todas
las ciudades. Extracciones sucesivas con

sondas. | g
Primera extraccion

Madrid Bilbao ||Barce|ona Palma

d Bilbao’

Segunda Tercera Cuarta Quinta
extraccion  extraccidon  extraccion  extraccion
Palma’ Valencia’ Sevilla’ |Barce|ona’

6 6 o6 o



Implementacion (experimento)

Paso 5: Amplificacion. Deteccion
(secuenciacion).

Si queda alguna hebra en el tubo, dicha hebra
estara codificando un camino hamiltoniano. En
nuestro caso, deberian™ haber sobrevivido las
hebras de ADN que codifican la ruta:

Madrid - Bilbao — Barcelona — Palma - Valencia - Sevilla -
Santiago

* Salvo error experimental
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Vision de L. Adleman

Leonard Adleman (2000):

"Whether or not DNA computers will ever become
stand alone competitors for electronic computers-
which is unlikely-is not the point. Every living cell
is filled with thousands of incredibly small,
amazingly precise instruments in the form of
molecules, which comprise Nature's Tool Chest. I
believe things like DNA computing, along with the
other ways we are learning to use these wonderful
tools, will eventually lead the way to a molecular
revolution, which ultimately will have a very
dramatic efect on the world.”



Modelo de Adleman de computacion
con ADN

e Entrada: Soluciones de un problema
codificadas en hebras de ADN en un tubo de
ensayo.

e Memoria: tubo de ensayo con hebras de ADN.

e Programa: Secuencia de operaciones que el
Ingeniero realiza externamente.

e Computacion: Secuencia de tubos de ensayo.
e Solucion: Contenido del tubo final.

Programa no almacenado. Fuerza bruta.
“Generar y examinar”. Filtrado sucesivo.



Computadoras biologicas autonomas
y programa almacenado

*Algoritmo de Adleman: El programa no estaba
almacenado.

*El ADN como memoria o sustrato sobre el que codificar
informacion (ya sean datos o programas).

Automata biomolecular de Benenson: Las transiciones del

automata (sofware) vy las entradas estan codificadas en
ADN. El hardware es una proteina (una enzima).

*El ADN como sustrato sobre el que especificar un
programa (software) que ejecuta una célula o una
bacteria.



Medicina en 2050: "Doctor in a Cell”

A genetically modified cell that can
operate in the human body with an intra-
cellular computer ...

that receives input from signal tfransduction
pathways and, based on its program, produces
output to protein synthesis and secretion pathways
effecting any desired molecular medical treatment.

Ehud Shapiro, 2006 (Inst. Weizman, Israel)



Doctor en una célula

Conocimiento/diagndéstico codificado en un
dispositivo biomolecular que se introduce en
una célula

Farmacos inteligentes: Diagndstico +
farmaco

iCoOmo?
Autdmatas biomoleculares



Automata biomolecular de Benenson

a Modular design of the molecular computer

mRNA disease indicalors

m

Input Computation Output
Identification ofwsss  Diagnosis ‘e Drug
disease indicators administration

!

Benenson, Y. Et al. Programmable and autonomous computing machine made of
biomolecules. Nature 414, 430-434 (2001).

SSDNA drug



Autodmata biomolecular que realiza un diagnodstico y libera un farmaco

Fok | restriction enzyme Diagnostic molecule

s O A B B Inactivate
D + ssDNA drug

+ Lt

MRNA input 1 \

Cut

T T O
Cut

\

| A

Farmaco inteligente: Cut
El farmaco se libera solo si g
se cumple el diagndstico

Active ssDNA drug
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Activeyes[] yes
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Shapiro, E. & Benenson, Y. Bringing DNA computers to life. Scientific American 294, 44-51 (2006).



Hardware-software
complex

Yo
- ‘ Input molecule
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Output =50

Shapiro, E. & Benenson, Y. Bringing DNA computers to life. Scientific American 294, 44-51 (2006).



http://www.wisdom.weizmann.ac.il/~udi/
PressRoom/new_pages/abstract/abstract.swf



Automatas biomoleculares

Regla diagnéstico (sistema experto ©): “farmaco inteligente”

PPAP2B| & GSTP1| & PIM11 & HEPSIN{ =9 = Administer GTTGGTATTGCACAT

Start
Ve o Ve [ J ¢
Automata de diagnostico ‘oe) PPAP2B}
Ignore indicator Indicator present / ,
. No Yes GSTP1]
Indicator ' 4
absent @ v ¥
<— Start No Yes PIM11%
end end v ‘/ v
No Yes HEPSIN?
Negative diagnosis/ Positive diagnosis/ v / .
Release drug suppressor Release drug No  Yes

v
l Positive diagnosis
Negative diagnosis

Ehud Shapiro group



Puertas logicas de Erik Winfree
utilizando ADN e hibridacion

competitva

Winfree’s group publications:
G. Seelig et al. Enzyme-Free Nucleic Acid Logic Circuits, Science, 314:1585-1588, 2006

More recent work: Lulu Quian et al. Neural network computation with DNA strand displacement cascades,
Nature: 475: 368-372, 2011



Disefo de una puerta logica AND que procesa hebras de ADN

AND(A,C) =D

Entradas Ay C Puerta AND

A- Salida

Erik Winfree, SCIENCE VOL 314 8 DECEMBER 2006




Toehold for A

Hibridacion competitiva
Desplazamiento de hebras

A'e A

Figure from: G. Seelig et al. Enzyme-Free Nucleic
Acid Logic Circuits, Science, 314:1585-1588, 2006
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Toehold
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Toehold for A

ot A'eB

Toehold for B

Toehold for C




Inputs

A

AND(A,C) =D

AND gate

Figures from: G. Seelig et al. Enzyme-Free Nucleic
Acid Logic Circuits, Science, 314:1585-1588, 2006



Inferencia con ADN

Procesamiento logico o diagndstico y
andlisis inteligente de acidos nucleicos.

Modus ponens y Modus Tollens

Alfonso Rodriguez-Patdn et al. Autonomous Resolution Based on DNA
Strand Displacement. LNCS, 2011, vol. 6937, 190-203

Alfonso Rodriguez-Paton, Ifaki Sain de Murieta y JM Larrea. Patente
espafola P201000694: “Dispositivos de acidos nucleicos para la
realizacidon de inferencia légica”.

Sainz de Murieta, |; Miré-Bueno, JM; Rodriguez-Paton, A.
Biomolecular computers. Current Bioinformatics, 6, 173-184 (2011)



Inferencia con ADN

MODUS PONENS MODUS TOLLENS

Si P entonces Q Si P entonces Q

Por lo tanto Q Por lo tanto no P



Inferencia con ADN

Codificacion de variables y de reglas en ADN
o P Po

Q %ﬁ

-|p1 —|p2 _'P
P>Q




Inferencia con ADN

MODUS PONENS: SiPentoncesQ

P
Por lo tanto Q

P, P

P < P, Ps . p

entrada :_l':b:u_n'b P
2

R salida

P>Q



Inferencia con ADN

MODUS TOLLENSI Si P entonces Q
No Q
Por lo tanto no P

- 919 g, g
Q= entrada Iﬂlq' ' ;qﬁ:_‘g
________ S 1 2
q; ap, =
< :ﬁ - -P 'IP<—&- P2
Pi P2 salida

P>Q
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Nanotecnologia con ADN

Biology is the Nanotechnology that works” Tom Knight, MIT.



Visionario: Richard Feynman
Pionero de |la DNA Nanotech: Nadrian
Seeman




(Bio)-Nanotecnologia

1 metro = 103 mm = 10° um = 102 nm
E. Coli: 2x1 pum.
Hélice de ADN: 2.5 nm ancho. Largo: Hasta 3m.

Proteina: 1 a 100 nm.



Pinzas de ADN (Yurke, Simmel. Nature, 2000)

Upen
S

“INPUT",
“FUEL",
“EFFECTOR"




Folding DNA to create nanoscale shapes
and patterns

Paul W. K. Rothemund'

Nature 440, 297-302 (2006) L | R
=
e | =P
= | =1
........ e JL P
v e e
e e e




Proceso de diseno de un origami con

target shape discrete approximation folding path

8-

staple strand geometry DNA sequences

s0m25k,Al, AAACACCAGAACGAGTAGTARATTGGGCTTGA
S TTTITIT) i s10ml5g,B1,ATATATTTTAG
s10ml7g,Cl, TCCTTGAAAACAACTTTTTCAA
s10ml9g, D1, ATTCATTTCAATTCCCTTAGAA
s1lm0j,E1l, ACGCAAAGACACCACGGAATAAGTTTATTTTG
slmlOe, F1, CGTACTCAACCCTCAGAACCGCCAAGCAAGCC
i [T slml2e,Gl, CAATAGGAAGTACAAACTACAACGAGCGTAAC
e slml4e,Hl, GATCTAAAATTTTCTGTATGGGATGTGAGAAT
slmlée, A2, AGAAAGGATGCTTTCGAGGTGAATGACAATGA
slml8e, B2, CAACAACCATCGGAACGAGGGTAGTTTTTCAT
slm20e, C2, GAGGAAGTAAAACACTCATCTTTGGTACAACG
i | slm22e,D2, GAGATTTGGACCAACTTTGAAAGAAGGCTGGC
L LN slm24e,E2, TGACCTTCGGCTTGCCCTGACGAG
s1lm281i, F2, GCAACAGTAGGCGGTCAGTATTAAGGGAGAGG
slm2i, G2, ATGTTAGCGATTAAGACTCCTTATACCGATTG
s1m30i,H2, GTAATARAGCAGATTCACCAGTCAATAGGGTT
sim32i,A3, AGTAGAAGATTAGTAATAACATCAATCGGAAC

P. W. K. Rothemund, Nature, 440: 297-302 (2006)



Folding DNA to create nanoscale shapes
and patterns

Paul W. K. Rothemund' Nature 440, 297-302 (2006)

a b c 88 d e f




DNA Origami

e http://wyss.harvard.edu/viewmedia/32/dna-

origamibased-
selfassembly;jsessionid=C5B9006BAB1C5D3ES

121DBDFSE1EBSFC.wyss2




Molecular robots guided by prescriptive landscapes

Kyle Lund'?, Anthony J. Manzo®, Nadine Dabby“, Nicole Michelotti®®, Alexander Johnson-Buck?,

Jeanette Nangreave'?, Steven Taylor®, Renjun Pei®, Milan N. Stojanovic®’, Nils G. Walter®, Erik Winfree®8?
& Hao Yan'?

Nature 465, 205 (2010)
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Biology is the Nanotechnology that works” Tom Knight, MIT.
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