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 fransduction
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/diagndstico codificado en un
dispositivo biomolecular que se introduce en
una célula

Farmacos inteligentes: Diagndstico +
farmaco

iCoOmo?
Automatas biomoleculares



Autdémata biomolecular de Benenson

a Modular design of the molecular computer
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Automata biomolecular que realiza un diagnostico y libera un farmaco

Farmaco inteligente: El farmaco se libera sdlo si se cumple el diagndstico
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http://www.wisdom.weizmann.ac.il/~udi/Press
Room/new_pages/abstract/abstract.swf



Automatas biomoleculares

Regla diagnostico (sistema experto ©): “farmaco inteligente”
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Inferencia con ADN

Procesamiento légico o diagndstico y
andlisis inteligente de dcidos nucleicos.

Modus ponens y Modus Tollens



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
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Inferencia con ADN

MODUS PONENS: f)i P entonces Q

Por lo tanto Q
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Inferencia con ADN

MODUS TOLLENSZ Si P entonces Q
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Por lo tantono P
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Puertas ldgicas de Erik Winfree
utilizando ADN e hibridacion
competitva



Diseno de una puerta logica AND que procesa hebras de ADN

AND(A,C) =D

Entradas A Y C Puer-Ta AND

: Salida
P I
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Erik Winfree, SCIENCE VOL 314 8 DECEMBER 2006



Toehold for A

Hibridacion competitiva
Desplazamiento de hebras




Toehold for B
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Toehold for A
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AND(A,C)=D

Inputs AND gate
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¢ Qué es la “Computacion
biomolecular”?
Procesamiento de informacion
codificada en biomoléculas utilizando

biomoléculas.

« Otras disciplinas relacionadas (pero distintas):

— Biologia computacional

— Bioinformatica



¢,Por qué computar con ADN?
Porque la biotecnologia lo permite

¢, Para qué no es util computar con ADN?
Para competir con las computadoras electronicas actuales

¢,Para 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 biolégicos en nuestros
escritorios sustituyendo a los PCs/Macs.

No va a haber una computadora biomolecular
ejecutando Office.

Entonces, ¢para gué una computadora
biomolecular?



¢, Para qué puede ser mas util una
computadora biomolecular que una
electronica?

e Para procesar informacion biomolecular
(informacion codificada en senales bioquimicas
0 biomoléculas)

e Para procesar informacion biomolecular in vitro
O in VIVO.

e Para operar dentro de una célula o de un
organismo Vivo.

— Ejemplos: Automata biomolecular de Benenson,
puertas lodgicas de Winfree, “toggle switch”,
Repressilator, sensores logicos.
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Complementariedad de Watson-Crick:
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Hibridacion y renaturalizacion

A T C G C

T A G C G



DNA replication
DNA repair
genetic recombination

DNA

DNA transcription
(RNA synthesis)

RMA
R LT Rt L1 b 1 ] Rt e
| I I I I I I I
N/
codons

protein synthesis

PROTEIN
I COOH

amino acids



(Griffiths et al. 1996)



Operaciones con ADN

Sintetizar, secuenciatr.

Hibridacion por complementariedad de
pases.

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
MNative DNA Denatured DNA Renatured DNA
Nucleation Zippering
Heat (second-order) (First-order)
— - -

Slow Fast

Saunders College Publishing



Hibridacion y renaturalizacion

A T C G C

T A G C G



Separacidn, deteccion, extraccion

Hibridacion con sondas: método de busqueda’' o
deteccidon de secuencias concretas de ADN.

Sonda: Pequena hebra monocatenaria
complementaria de la hebra buscada.

1. Desnaturalizacion de las hebras objetivo.

2. Aiadir una sonda marcada' y permitir su
hibridacion.

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



DNA Polimerasa

Garrett & Grisham: Biochemistry, 2/e
Figure 12.2

Single-
stranded DNA

+ dATP 3'-OH
dTTP . . J
Annealing of primer
creates a short stretch
of double-stranded DNA

Saunders College Publishing



Reaccidn en cadena de la Polimerasa
(PCR)

© ADN Polimerasa
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Electroforesis en gel
Separacion de hebras de ADN por longitud

ElectrOde Samp'es
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Primer trabajo: L. Adleman (94)

Problema del Camino de Hamilton Dirigido

Instancia: Grafo dirigido G = (V, A) con n vértices.
Vértices especiales: V,, ; Vi,
Pregunta : ¢Existe un camino Hamiltoniano, esto
es, una secuencia de arcos e, €e,,...,&,
que comienza en V,, y termina en V;, y
accede a cada uno de los restantes
vértices una unica vez?



Problema del Viajante

Instancia: Grafo dirigido con n ciudades conectadas

Pregunta :

por una serie de vuelos de avion.

Ciudades especiales: Ciudad, ;i
Ciudads,,

¢, EXiste una secuencia de vuelos que

comienze en Ciudad,,.., Y termine en

Ciudady,,y acceda a cada una de las
restantes ciudades una unica vez?



Grafo de Adleman

Valencia

Palma _— \\ Bilbao

3 < 1

nicio: W ) i
Madrid / \ San’“ago

Barcelona SeV|IIa




Algoritmo de Adleman

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

Paso 2: Mantener solo aquellas rutas que comienzan en
Ciudad,,.iy Y terminan en Ciudads,,, -

Paso 3: Si el grafo posee n ciudades mantener solo
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: Sitodavia queda alguna ruta, responder Si ; en
otro caso, No.



Codificacion de Adleman |

Madrid
S T
ACTCGTAATC Vuelo e |
Madrid a Bilbao H'b’/&y
+ + A
ATTAGAGGCT 0.
Bilbao 5 et L [
ST o
TCCGAGTCAG
Madrid Bilbao
g LTl g
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LEGO 5’ 3
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Madrid a Bilbao



Codificaciéon de Adleman Il

Madrid
TTTTTT 0710
+ N NENERENEE A
T Todos los Mg
Bilbao Vuelos Hip,..
/,
T 23
+ 5
TTTT T
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) s6lo aquellas hebras
gue comienzan por Madrid y terminan en

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

-0

=1 [VLC a SVQ

SVQ a SCQ|




Implementacion (experimento)

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

Voltaje -

(ADN empieza aqui)

¢ @D 0o

(ADN largo)

@ T s00pb

GEES 30 pb

(ADN corto) e 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

fl Bilbao’

O

Segunda Tercera Cuarta Quinta
extraccion extraccion extraccion  extraccion

Palma’ Valencia’ Sevilla’ |Barce|ona’

6 6 6 o




Implementacion (experimento)

Paso 5: Amplificacién. Deteccioén
(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. | 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

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

« Memoria: tubo de ensayo con hebras de ADN.

 Programa: Secuencia de operaciones que el
Ingeniero realiza externamente.

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

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



Computadoras biologicas autbnomas
y programa almacenado

*Algoritmo de Adleman: El programa no estaba
almacenado.

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

«Autdomata biomolecular de Benenson: Las transiciones del
automata (sofware) y 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.



Biologia de sistemas y Biologia Sintética:
Ciencia e Ingenieria. Analisis y Sintesis.

A Scientist discovers that which
exists; an Engineer creates that which
never was.

-- Theodore von Karman



Biologia de sistemas y Biologia Sintética:

La Biologia como Ciencia y como Tecnhologia
Reverse-engineering y Forward engineering Biology

Knowledge & understanding
Excellent models

Science Engineering
Systems Biology Synthetic Biology

Natural organisms

Engineered organisms




Biologia sintética: Definiciones

Ingenieria de sistemas biologicos.

La biologia como tecnologia que se utiliza para fabricar
dispositivos y sistemas biologicos sintéticos.

La maquinaria bioldgica natural como hardware con
el que construir y fabricar sistemas biologicos
artificiales o sintéticos.

Reprogramacion de sistemas biologicos naturales



Biologia sintética: Definiciones

Synthetic biology: Is a discipline half-way
between science and engineering (Benner,
2005; De Lorenzo, 2006; ETC group, 2007). It
IS concerned with:
e The design, construction and modification
of biomolecular systems and organisms to
perform specific functions.

 To get a better understanding of biological
mechanisms.



Biologia sintética: Definiciones

“Synthetic biology is concerned with applying the engineering
paradigm of systems design to biological systems in order to
produce predictable and robust systems with novel
functionalities that do not exist in Nature.”

“...the major change that the field of synthetic biology will
bring is the synergistic integration of existing disciplines: not
just biology and engineering, but also computer modelling,
Information technology, control theory, chemistry and
nanotechnology.

Ulitmately, it is likely that the analytical and synthetic
approaches to biology (that is, systems and synthetic
biology), as well as the in vitro and in vivo (‘bottom-up’ and
‘top-down’) approaches, will fully complement each other.”

Synthetic Biology Applying Engineering to Biology. Report of a NEST High-Level
ExpertGroup. EC, L. Serrano et al. 2005.



Pioneros de la Computacion con ADN vy la Biologia Sintética:
Ron Weiss y Tom Knight. MIT

"Engineered Communications for Microbial Robotics” Ron Weiss,
Tom Knight. Proceedings of the Sixth International Meeting on
DNA Based Computers (DNA6), June 2000



Pioneros de la Computacion con ADN vy la Biologia Sintética:
Yaakov Benenson y Ehud Shapiro. Inst. Weizmann. Israel

Benenson, Y., Paz-elizur, T., Adar, R., Keinan, E., Liben, Z., & Shapiro, E.
(2001). Programmable and autonomous computing machine made of
biomolecules. Nature, 414, 430-434.

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



Convergencia “DNA Computing” y
“Synthetic Biology”: ano 2001.
Automata de Benenson

Convergencia

e Computacion con ADN: “Cell-free synthetic

biology”. 1994 (L. Adleman) — 2001 (Automata
biomolecular de Benenson).

e Biologia Sintética: 2000 (“toggle switch” y
“Repressilator”).



Pioneros de la Biologia Sintética:
M. Elowitz, J. Collins

Elowitz, M. B., & Leibler, S. (2000). A synthetic oscillatory
network of transcriptional regulators. Nature, 403, 335-338.

Gardner, T. S., Cantor, C. R, & Collins, J. J. (2000). Construction
of a genetic toggle switch in E. coli. Nature, 403, 339-342.



Oscilador sintético formado por 3 genes:

“Repressilator”
V() v ()
Plac _>— Pre _>— Pr _>—_
) ‘ tetR-lite cl-lite lacl-lite
a Reprassilator Heporter

P lacd
I

pal101
origin

Proteln
concentration

CalEd

P 1101

Tim

Elowitz & Leibler. 2000. Nature 403:335-8



Video del “Repressilator” en accion




Pionero de la Biologia Sintética:
John Craig Venter

Craig Venter and the
synthetic bacteria:
such cells might one
day manufacture
renewable fuels.

Mycoplasma Mycoides JCVI-syn 1.0



Mycoplasma mycoides JCVI-syn1.0
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¢ Realmente, el JCVI ha creado la “primera forma
sintética de vida” a partir de materiales inertes?
¢Qué tiene Mycoplasma Mycoide JCVI-syn 1.0

de “Célula artificia

Jim Collins
Professor of biomedical engineering,
Boston University

|”

o “Célula sintética”?

Frankly, scientists do not know enough about
biclogy to create life. Although the Human
Genome Project has expanded the parts list for
cells, there is no instruction manual for putting
them together to produce a living cell. It is like
trying to assemble an operational jumbo jet
from its parts list — impossible. Although some
of us in synthetic biology may have delusions of
grandeur, our goals are much more modest.

OPINION

Relax — media reports hyping this as a signifi-
cant, alarming step forward in the creation of
artificial forms of life can be discounted. The
work reported by Venter and his colleagues isan
important advance in our ability to re-engineer
organisms; it does not represent the making of
new life from scratch.

The microorganism reported by the Venter
team is synthetic in the sense that its DNA is
synthesized, not in that a new life form has been
created. Its genome is a stitched-together copy
of the DNA of an organism that exists in nature,

with a few small tweaks thrown in.

Advance Online Publication|deoi10.1038/46542 2a|Published online 20 May 2010




Principios de ingenieria
aplicables a la biologia sintética

e abstraccion

o Jerarquia
 modularidad

e estandarizacion

e encapsulamiento
o flexibilidad



Nuevos principios de ingenieria
para la biologia sintética

Hay errores vy ruido.

_L0s componentes fallan (mutan)

_0S componentes y los dispositivos
evolucionan.

Los dispositivos se auto-organizan y se auto-
reparan.



Programacion de poblaciones de
bacterias: ecosistemas bacterianos
sintéticos
Robots microbianos que se comunicany
toman decisiones de manera colectiva.
Comunicacion bacteriana
Quorum Sensing

Conjugacion

De la biologia a la ecologia sintética



Quorum Sensing: Vibrio Fischeriy
el calamar de Hawal.

ol LuxR LuxR

luxI l light

IM



Pioneros de la Computacion con ADN vy la Biologia Sintética:
Ron Weiss y Tom Knight. MIT

"Engineered Communications for Microbial Robotics” Ron Weiss,
Tom Knight. Proceedings of the Sixth International Meeting on
DNA Based Computers (DNA6), June 2000



Quorum Sensing en ecologia sintética

e QS: Osciladores sincronizados. Jeff Hasty.

NATURE|Vol 463|271 January 2010

b Megative feedback loop

E. coli




Piedra-papel-tijera

Cell disgtrikbution

scissors

paper

rock

University of Southampton iGEM 2009



BACTOCOM

(Bacterial Computing with engineered
populations)

. Distribuir diferentes programas/circuitos
(plasmidos) en una poblacion de bacterias
(conjugacion).

Favorecer la reproduccion de las bacterias y la
transmision de aquellos programas que se
comporten bien y aporten una ventaja
competitiva a las bacterias que los portan.



Proyecto europeo BACTOCOM

BECA: Doctorado

(y post-doctoral)
 Proyecto BACTOCOM.
 WWw.bactocom.eu

 Interesados. E-mail: arpaton@fi.upm.es



http://www.bactocom.eu�
mailto:arpaton@fi.upm.es�

Nanotecnologia con ADN

Robots moleculares: DNA spiders,
walkers, tweezers, gliders

Auto-ensamblamiento de ADN:
Origamis 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 = 107 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)

n
e “INPUT",

FUELT;

“EFFECTOR"
F

Closed



Folding DNA to create nanoscale shapes
and patterns

Paul W. K. Rothemund'

Nature 440, 297-302 (2006) I SIII




Proceso de diseno de un origami con AD

target shape discrete approximation folding path

staple strand geometry DNA sequences

s0m25k, Al, AAACACCAGAACGAGTAGTARATTGGGCTTGA
LI L[ s10ml5g, B1, ATATATTTTAG
s10ml7g,Cl, TCCTTGAAARACARACTTTTTCAA
510ml9g, D1, ATTCATTTCAATTCCCTTAGRA
s1m0]j,El, ACGCARAGACACCACGGAATAACGTTTATTTIG
slmlOe, F1, CGTACTCAACCCTCAGARACCGCCARGCARGCC
slml2e, G1l, CAATAGGAAGTACAAACTACARCGAGCGTAAC
— HEEE slmlde, H]1, GATCTARAATTTTCTGTATGGGATGTGAGRAT
slmlée, A2, AGAANGGATGCTTTCGAGGTGAATGACAATGA
simlB8e, B2, CAACARCCATCGGRRCGAGGGTAGTTTTTCAT
slm20e, C2, GAGGAAGTARAACACTCATCTTTGGTACAACG
T slm22e, D2, GAGATTTGGACCARCTTTGARRGARGGCTGGC

— CLLCTIMCITITIT slm24e,E2, TGACCTTCGGCTTGCCCTGACCGAG

slm281i, F2, GCAACAGTAGGCGGTCAGTATTARGGGAGRGG
sim2i, G2, ATGTTAGCCGATTAAGRCTCCTTATACCGATTG
s1m301i, H2, GTAATARAGCAGATTCACCAGTCAATAGGGTT
sim321i, A3, AGTACGARCATTAGTAATAACATCAATCCGGRAC

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



Folding DNA to create nanoscale shapes
and patterns
Paul W. K. Rothemund’  Natyre 440, 297-302 (2006)

a b c d e B f




DNA Origami

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

origamibased-
selfassembly;jsessionid=C5B9006BAB1C5D3ES

121DBDFSEIEBSFC.wyss2



http://wyss.harvard.edu/viewmedia/32/dna-origamibased-selfassembly;jsessionid=C5B9006BAB1C5D3E8121DBDF8E1EB5FC.wyss2�
http://wyss.harvard.edu/viewmedia/32/dna-origamibased-selfassembly;jsessionid=C5B9006BAB1C5D3E8121DBDF8E1EB5FC.wyss2�
http://wyss.harvard.edu/viewmedia/32/dna-origamibased-selfassembly;jsessionid=C5B9006BAB1C5D3E8121DBDF8E1EB5FC.wyss2�
http://wyss.harvard.edu/viewmedia/32/dna-origamibased-selfassembly;jsessionid=C5B9006BAB1C5D3E8121DBDF8E1EB5FC.wyss2�

Molecular robots guided by prescriptive landscapes

Kyle Lund'?, Anthony J. Manzo®, Nadine IZl'rE:I:-I:-:\e"r 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.



Reflexiones finales
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