Molekularne obliczenia na DNA

Piotr Wasiewicz
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Komputery - zastosowania

Komputery ogolnego Komputery

zastosowania dedykowane

e automaty * maszyny

* maszyna lTuringa wmoskumce.

+ maszyna von » systemy logiczne
Neumanna e smart sensors

e fransducers




Komputery — medium obliczeniowe

 elektroniczne — elektrony

e nieelektroniczne

e mechaniczne
e kwantowe

e chemiczne

 DNA
 biatkowe
» specjalne zwigzKki



Komputery — rodzaj realizacji

* w ciele statym — polprzewodniki
* przeptywowe — plyny
* przeptywowe - gazy



Komputer biomolekularny - Shapiro

Jest autonomiczng programowalng
maszyng liczacg, ktore] sygnat
wejsciowy, sygnhat  wyjsciowy,
“software” oraz “hardware® sg
Implementowane na molekutach



Dla komputerow na DNA (automaty)

* Sygnat wejsciowy, wWy|Sciowy —
czqsteczkf DNAy 4 Y

» software: reguty zmiany stanu —
zakodowane na czgsteczkach DNA

» hardware: ciecie czasteczek DNA
odpowiednimi enzymami



Rodzaje komputerow przeptywowych
: pna DNAE) oy )

* DNA jest tylko medium obliczeniowym
- hardware: odpowiednie reaktory przeptywowe
- software: sterowanie przeptywami i reakcjami

* DNA odgrywa role medium obliczeniowego
oraz moze petnic role procesora

- hardware: w postaci roznych czgsteczek
- software: odpowiedni algorytm sterujacy



Hybrydowy komputer przeptywowy na
yory y DNAp Pty y

 Obliczenia molekularne na DNA
realizowane w lab-on-a-chip

» Sterowanie pneumatyczne
zaworami w lab-on-a-chip



Zalety komputerow molekularnych

* Implementacja w nanotechnologii

» Mozliwosc obliczen rownolegtych |
wieloprocesorowych

» Obliczenia sg stochastyczne

e Sg one dostosowane do srodowiska
badawczego inzynierii genetycznej,
biologii, chemii i medycyny



Granica mozliwosci technologii krzemu -
CMOS

Relative Fab Cost

140 nm
Gate length

4.0
parameters
approach
Inter-metal Dielectric K molecule

size 2-10 nm

2002

Source: Texas Instruments and
ITRS IC Design Technology Working
Group



A BLECHNGIOJIN

U’~

=S ZA4 (0%

U

True neural computing
I Bio-electric
computers
le6-1€7 x lower power
for lifetime batteries Quantum computet,
molecular electronics

Smart lab-on-chip;
plastic/printed ICs
clf-assembly

Full motion
mobile
video/office

Wearable communications,
wireless remote medicine,
‘hardware over internet’ !

Vertical/3D
CMOS, Micro-
wireless nets,

Integrated optics

Pervasive voice
recognition, “‘smart”

Metal gates,
Hi-k/metal

oxides. Lo-k transportation
with Cu, SOI
>
Now +2 +4 +6 18 110 )

Source: Motorola, Inc, 2000
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Molekularne obliczenia

 Obliczenia molekularne to algorytmy technik
informacyjnych implementowane w czasie reakcji
chemicznych lub w warstwach cienkich ztozonych
molekut.

 Molekuty przenoszg informacje, reakcje chemiczne
ja przetwarzaja.

« Badania nad obliczeniami molekularnymi sg
sponsorowa-ne przez uniwersytety (Princeton, MIT,
USC, Rutgers, etc) oraz firmy takie jak NEC, Lucent
Bell Labs, Telcordia, IBM.



DNA struktura molekularna

* Pojedyncza ni¢c DNA zwana tez
ollgonukleotydem odcinkiem DNA




Zapis informacji na DNA

Tworzenie nict DNA

A

DNA nici
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Czytanie nici DNA
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Region to be amplified
|

ol Loy PCR
}Target DMNA

3 5 (Polymerase Chain Reaction)

— '___-% Add excess primers 1 and 2, dNTPs,
o i and Tag polymerase
Heat to 95° to melt strands

Primer 1 Cool to 80° to anneal primers
4 B’ \ 3
IJF‘rimEIE extended by Tag polymerase at 60 Heat to 95° to melt strands
. -~ Cool to 607 to anneal primers
5 e 3
—— NSNS,
—r NS NSNS —
EI 51 e
Ol Nl Nl Nl ge—
s Heat to 95° to melt strands
o Cool to 60° to anneal primers —
3 AN — PR
i ) Primers extended by Tag polymerase at 60°
4 l Primers extended by Tag polymerase at 60 e
P, —NNSN,
Rl T O WL
B AN NN e
— NN e T AT Y oW W
NN NN e
A T A WL
R =M T e T o T W N
Ao NN NN
o Heat to 95° to melt strands
Fr Cool to 607 to anneal primers S g
r PN NS NSNS e
—NNSNN,
EWJ"\.-— J
[ Primers extended by Tag polymerase at 60 . And so on

W



Moc obliczeniowa molekut

¢ 6.022 x 102 molekut na mol

» Masywnie rownolegta metoda
Monte Carlo

—-Desktop: 10° operacji na sekunde

-Superkomputer: 102 operacji na
sekunde

-1 umol DNA: 10%¢ reakcji

* Energooszczednosc
-1J na 2 x 10" operacji

. Pojsemnoéc’: nanopamieci: 1 bit na
nm



Moc obliczeniowa molekut cd.

e Superkomputer || Obliczenia na DNA

—-10! op/sec |

10 op/sec

—-10° op/J || 10" op/J (1n ligation

step)

—1bit per 102 nm? || 1 bit per 1 nm?
(video tasma || molekuty)



Molecular Computer on a Chip

Microreactor PCR Gel lectrophoresis

Detection



Mikroprzeptywowe systemy
lab-on-a-chip

Sg to ptytki krzemowe na ktorych wykonane sg
technikami jak dla scalonych uktadow
elektronicznych — rézne urzadzenia do
przesytania roztworow oraz przeprowadzania
reakcji, a wiec: reaktory, kanaty przewodzgce,
miejsce do przechowywania probek, zawory,
pompki, miksery, grzejniki, czujniki pomiarowe
etc.

Technologia ta pozwala przeprowadzac
eksperymenty chemiczne w objetosciach
pikolitrow.



Zalety lab-on-a-chip

Znaczna oszczednosSc zuzycia reagentow
mniejsze zanieczyszczenie srodowiska
duza przepustowosc

redukcja czasu

nieosiggalny dotychczas stopien
automatyzacji

redukcja kosztow

mozliwosc¢ miniaturyzacji catego laboratorium
| uczynienie go przenosnym

mozliwosC prowadzenia skomglikowanych
analiz chemicznych przez osoby o matych
kwalifikacjach



Szybki rozwQj lab-on-a-chipsow

Najwieksze obecnie realizowane
systemy zawierajg na chipie okoto
3,5 tys zaworow oraz 1 tys
niezaleznie adresowanych komor
przechowujgcych probki



Prawo Moore'a
dla lab-on-a-chipsow

Liczba zaworow na chipsie na
jednostke powierzchni podwaja
sie co 4,5 miesigca



Gra w kotko i krzyzyk

M.Stojanovic, D.Stefanovic, A deoxyribozyme-based molecular
automaton, Nature Biotechnology, 21 (9) 2003: 1069-1074.



Struktura RNA
tngca odcinek FR

Po przecieciu
fluorescencja
sie zwieksza.

Cleavage
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Bramki logiczne na DNA chipie Su i Smitha
INPUT |OUTPUT

1 |2 |NOR|NOR+NOT |OR
F |[F [T |F F
x, |F [T |[F |T T
T |F [F [T T
T |T [F T T




Bramki logiczne na DNA chipie Su i Smitha

X3 = A3 =

A2 = A2 =

1=
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X.Su, L.M. Smith, Demonstration of a universal surface DNA
computer, Nucleic Acids Research, 32 (10) 2004: 3115-3123.



Bramki logiczne na DNA chipie c.d.

Usuwanie krotkich odcinkow
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Bramki logiczne na DNA chipie c.d.

Generacja sygnatu wyjsciowego bramki NOR
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Bramki logiczne na DNA chipie c.d.
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Koncepcja Mulawki systemoéow

inferencyjnych
—H—5 Hipoteza H
5 A Reprezentacja faktu A
Bt B Reprezentacja faktu B
C 5 Reprezentacja faktu C
K’ B’ A’ 5'
Reguta |: Jezeli Ai B to K
5' H C’ K

Reguta Il: JezeliKi C to H

5 H &- K B A

# e ‘ K’ B’ A’

Cigg wnioskowania - Zastosowana reguta | i Il




Koncepcja wiasna
systemoéow

inferencyjnych

Nici pomocnicze

Produkcja P
Predykat A / |

Reguta R

Predykat B Predykat C



Koncepcja wiasna
systemoéw inferencyjnych

Produkcja P4

Predykat A C. d .Predykat D

—

Reguta R4

Predykat B Predykat C Produkcja P6

Predykat A Predykat D Predykat E

—

Reguta R6

Predykat B Predykat C Predykat F



Automat Shapiro, An autonomous molecular computer..., Nature
2004 i = S0-abab

S0-abab
/Q\ s0-2>s0 / \
_Syja S0-bab .><.-bab

A ~— S0-2- 31

\J

C S1-ab

a, p=0.1 a e Q
1 p=0-8 b: p 3 a, p=09 l S1 S1 0 8 0 9
& e 048 %
b
b, p=0.4 S0

T s | —=
. - o
T2: S0-2-S1 T 4
T3: S0-£.S0 \%
T4: S0-b, St gt
5 51550 T
T6: S1-2.S1 A
<S1, &>
- = g —

T8: S1-2-51 T4: 502> 51



A Explanation of state and symbol encoding B Hardware 9 nt
n
terminator )
Symbol a b 1) e
<81, a> <S1, b> <51, t> CCTAC 4
encodings & | I S - 13 nt
<state, symbol>| TGGCT | GCAGG GTCGG . .
sticky ends —_— | —— | —— Fokl enzyme & recognition site
<S0, a> <S0, b> <S80, t>
C software
A A A A
T1: 50-2>350 T2: 50-2> 51 73: s0-2> 50 T4: SO-2> 51
A A A A
T5: 81 4> 50 T6: S1 2> S1 17: 51 £>50 78: S1 2551
D Input
<S0, b> a b terminator
e, P e, e,
remaining A
symbols
E  Computation through symbol cleavage and scatter
<S0, b> a b terminator
A D;—l fr—— fr—— pr—— A
> + ) remaining
symbols
i A
- Hardware-Software complex Input
g Hybridization
= of the Hardware-Software
<] : "
- complex to the input and A A 4/
E cleavage of next symbol it ) \
i exposing next state- Hardware-Software-Input complex
symbol combination
<S1, a>
——
| A +

\

Recycled HW-SW complex

The cascade proceeds until the
terminator is cleaved and an output
is formed or until suspension

Cleaved and scattered input symbol

A_J
<S0, terminator> D
| AD

OQOutput

Remaining input



Koncepcja

a

nanorobota

Reifa

Turberfielda,

C

A
= Yol A=
: B >
) o
& g ¢
i
E-}; Q 0Q O aQ
e 3 8 £ 2
~ g O &
1912316 16 |52]13 16 |22 113
o) 3 > A
) > A ‘
24 + 22
1 g0 80
= } nQ a0
> 5 a0 60
T T T
T = !
4 | 4 | 4
15 T 32 Ll 31 i 21
- ~ . ——
TCCAC TCGGC AGACC GTAGAATCGCCTGCTCTGTA TTGCCGAACTGG ACACTTACCTCTATGCGAACATCGGC TACTC GTGTCAGGCATCCTCGCTGT G
AGGTG AGCCGTCTGG CATCTTAGCGGACGAGACAT AACGGCTTGACC TGTGAATGGAGATACGCT TGTAGCCG ATGAG CACAGTCCGT AGGAGCGACAC
| =
>
0
Q0
> =
0 Q
Q0
o a
16 |22 |13
32 2 a
& q 2
ATGCCGCAACCACCATCTGGTGCGATGTGCGC Q ,Q
TACGGCGTTGGTGGTAGACCACGCTACACGCG (Q 8
T T T
T o T
|4 32 | 4 |4
15 T T 31 L 21
- . s >

TCCAC TCGGC AGACC
AGGTG AGCCGTCTGG

e

GTAGAATCGCCTG CTCTGTATTGCCGAACTGG
CATCTTAGCGGAC GAGACAT AACGGCTTGACC

o

ACACTTACCTCTATGCGAACATCGGC TACTC
TGTGAATGGAGATACGCT TGTAGCCG ATGAG

GTGTCAGGCATCCTCGCTGT G
CACAGTCCGT AGGAGCGACAC

99



Koncepcja nanorobota

A* B C
Walker
A
—1 3 — =
Anchorage —— E
16 13 —] 13 16 13
Backbone Hinge ;
| 15 4= / 32 = 31 = 21
99
b PfIM I BstAP I

N NNN N
N NNN N
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Koncepcja nanorobota
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Closed

Koncepcja
“nozyczek”
DNA
Millsa,
Turberfielda
i innych

Nature 2000

DNA-fuelled molecular
machine
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Koncepcja multiplekserow z
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Lab-on-a-Chip (LOC) — Pal, Burns et al, 2005




Lab-on-a-Chip (LOC) — photograph of the assembled device
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Lab-on-a-Chip (LOC) — thermal control
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(a)

silicon substrate

grow TCA silicon oxide
film (2000A)

and UV expose

v vew v

[ I N

l spin coat photoresist

develop photoresist and evaporate
Ti/Pt film (300A/1000A)

lift-off of metal and
coat parylene (2pm)

RIE etching of parylene to open
contact holes for wirebonding

(b)

glass substrate

evaporate Cr/Au film
(500A/3000A)

spin coat photoresist
and UV expose

develop photoresist and
etch Cr/Au layer

etch glass in HF to form
fluidic channels (50um)

remove remaining
photoresist and Cr/Au

[ me i

bond silicon to glass
substrate using UV
curable optic glue
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Input 1 @

Input 2l

A

o

Storage Cells

Control Layer

Flow Layer

Driving Mixing Sample Inputs | Storage | Valves | Conirol Advantages
fluid fluid size cells lincs
Chip 1 oll N/A rolary mixer hal( of mixer 2 8 46 26 belter sample 1solation and retention
Chip 2 air waler | during transport [ull mixer 4 32 140 21 faster and simpler chip operation




Digital microfluidics — Urbanski, Thies, Thorsen 2006
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Latch Valves Flow Layer 5mm




Microfluidic flow process

wash

waste

- open
= C|losed




C BERKELEY
00-16

§ I\lAJATHIES LAB

Fully integrated PCR —

Lagally, Emrich, A
Mathies 2001 - mask A/ y——r
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Ti/Pt RTD
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" 1 Si0, passivation ! —
A hps chamber ueater

Electroplated Au leads Ti/Pt heater




Perspective view of PCR reaction chamber

Ti/Pt RTD




Molecular-System-on-a-Chip (MsoC)

Dilution
Buffer

Sample

Reagent

Enzyme

Power
Supply

~— Mixer

Reaction
Reactor

Buffer

Eenen Injector

Sample Waste

Waste

Separation



Molecular-System-on-a-Chip (MsoC) -
McCaskill

Buffer OH-
Matched
(correct)
DNA
captured \
Magn
transf
Capture
beads
Bead /
barrier
Mismatched Matched
(wrong) (correct)
DNA

DNA



Molecular-System-on-a-Chip (MsoC) - Grover

A) 3-layer valve

B) 4-layer valve

Glass fluidic channel wafer

Glass fluidic channel wafer

'

Glass manifold wafer

l F
/ Glass manifold wafer

\

/

Displacement chamber

Valve open A icic -

Valve open dy

uidic w

manifold

wmanj!b.rd'

Valve seal - detail

BRe:

A. Exploded view of single valve

Glass water

Valve seat

PDMS
membrane

Displacement
chamber

Glass wafer

B. Assembled valve Output
channel

Input
channel

PDMS

membrane
Control

| mm channel

C. Cross-section

Input Output
1] \\

PDMS
Atmospheric pressure e

Displacement
chamber

]

X

Vacuum applied




Molecular-System-on-a-Chip (MsoC) - Grover

P = pressure (40 kPa)
C?Qﬂﬂ} V = vacuum (-85 kPa)
N = no connection

Input

Output
(P/V/N)

(to pressure meter)

Valve

Rule || Maintained at | Maintained at || Measured at
Input (kPa) | Control (kPa) | Output (kPa)

PP 40 40 0
PV 40 -85 40
PN 40 0 40
VP -85 40 0
VvV -85 -85 -83

VN -85 0 0




Spetnianie funkcji logicznej

y:<x1\/—'x2)/\<_'x1vx2)

10 10 10 600 11 11
11 00 (19(19 00

y:(_'xovx2>/\(xovx1>/\(_'x1\/_'x2)/\(_'xov_'x1>



Molecular-System-on-a-Chip (MsoC) - Grover

Synthesis (5" — 37)

Population members (5 — 3/)

Computational role

Bio-agTtcWcaWgt

Bio-agTtcTcaTgt Bio-agTtcTcaAgt

captures By = TRUE

(By = TRUE) Bio-agTtcAcaTgt Bio-agTtcAcalAgt (FAM-acWtgWgaAct)
Bio-agWtcTcaWgt Bio-agTtcTcaTgt Bilo-agTtcTcalAgt captures B, = TRUE
(B, = TRUE) Bio-agAtcTcaTgt Bio-agAtcTcaAgt (FAM-acWtgAgaWct)
Bio-agWtcWcaTgt Bio-agTtcTcaTgt Bilo-agTtcAcaTgt captures By = TRUE
(B> = TRUE) Bio-agAtcTcaTgt Bio-agAtcAcaTgt (FAM-acAtgWgaWct)
Bio-agAtcWcaWgt Bio-agAtcTcaTgt Bio-agAtcTcalAgt | captures By = FALSE
(By = FALSE) Bio-agAtcAcaTgt Bio-agAtcAcalAgt (FAM-acWtgWgaTct)
Bio-agWtcAcaWgt Bio-agTtcAcaTgt Bio-agTtcAcalAgt captures B; = FALSE
(B, = FALSE) Bio-agAtcAcaTgt Bio-agAtcAcaAgt (FAM-acWtgTgaWct)
Bilo-agWtcWcaAgt Bio-agTtcTcalAgt Bilo-agTtcAcalAgt captures By, = FALSE
(B, = FALSE) Bilo-agAtcTcaAgt Bio-agAtcAcalAgt (FAM-acTtgWgaWct)

FAM-tcWagWgtWca
(all 8 possible
values for B,

By, and By)

FAM-acTtgTgaTct FAM-acTtgTgaAct
FAM-acTtgAgaTct FAM-acTtgAgaAct
FAM-acAtgTgaTct FAM-acAtgTgaAct
FAM-acAtgAgaTct FAM-acAtgAgaAct

input population
(FAM-acWtgWgaAct)




Molecular-System-on-a-Chip (MsoC) - Grover

(A) Load capture beads into chambers

|
IJ

(B) Load input DNA into fluidic loop and chamber

WATHIES LT
UC BERMELEY

|

Pneumatic

aceessholes—(C) Circulate input DNA through selected beads

(B)

Diaphragm

:

(D) Release and transfer DNA to next capture step
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(C) et Bus valves for "=~.__
et chamber selection ~ "T=-ell_| reservoirs

Fludic wafer
Pneumatic wafer |

[LI

HEAT
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E) Release and transfer DNA to first readout step
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Bead suspension

Fluid bus channels Pneumatic channel




Molecular-System-on-a-Chip (MsoC) - Grover

A _
Control Input
Output
Control + Input | Cutput p—
Control
Input‘ ‘Output | ‘
Bottom wafer Top wafer Complete
facing up facing down latching valve
B. Set pulse input
Pressure
/""" valve

Vacuum
valve

Latching
valve

Vent

Valved fluid channel



A. Vacuum-latching {V—Iatching) valve Channel under vacuum s Channel under pressure

120 ms H 2 min 120 ms < E min
input Uacuum "u"acuum Pressure

F’ressure
P valve | Closed Closed | Closed | Closed Closed | Closed
Vent
\ valve 1 1 1 1

Open

Closed Elnsed
valve
(S | GRS [ RS | SN

Set pulse

Closed
Latching Closed Dpen Dpen Dpen

B. Pressure/vacuum-latching (PV-latching) valve

1s < 1.5 min 1s < 1.5 min
Set pulse = = —-I - -

input Vacuum Vacuum Pressure Pressure Pressure NC

| ‘Pvalve ‘CMEE{] ! Closed ! Closed Closed
\ valve
Vent

Open Clo Close
P valve Closed Closed Closed Closed
Latching atched
valve 1 closed




Inputg
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Sikteen latching valves
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B. Sample demultiplexer operations Eﬁggpﬁ;wum = Eﬁggﬁgﬁesswe
as inputy . RRRR Inpully 5 RRRL
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Podsumowanie

Dzieki technologii lab-on-a-chip mozliwosc
przeprowadzania reakcji chemicznych w formie
zminiaturyzowanej o duzym stopniu automatyzacji
przy jednoczesnie nizszych kosztach

Dynamiczny rozwoj inzynierii genetycznej |
molekularnej diagnostyki medycznej

Potrzeba opracowania nowych sposobow
przetwarzania informac;ji: przetamywanie barier
wynikajgcych z technologii scalonych uktadow
elektronicznych

Otwiera sie nowy interdyscyplinarny obszar badan
naukowych — komputery biomolekularne



