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Biologia sintética

La biologia sintética es un nuevo campo cientifico que involucra a la
bilogia, la biotecnologia, la quimica, la ingenieria y las ciencias de la
computacion, entre otras disciplinas.

Sus objetivos comprenden el disefio y construccion de dispositivos y
sistemas biologicos, o el redisefio de sistemas bioldgicos naturales,
persiguiendo propositos utiles para el ser humano.

Para la aplicacion de Ila biologia sintética es necesaria la
estandarizacion y abstraccion de componentes bioldgicos para
definir nuevos sistemas funcionales..
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¢, Como podemos entender a esta
nueva area del conocimiento que
incluye a la biotecnologia?



Biologia sintética

Algunas definiciones sobre este nuevo campo

N

“La biologia sintética incluye a) el disefio y construccion de nuevas
partes, dispositivos y sistemas biologicos y b) el rediseno de sistemas
biologicos naturales existentes para propositos utiles”.

Synthetic biology.org

“La biologia sintética es un area emergente de investigacion que en
terminos generales se puede describir como el disefio y construccion de
nuevas vias biologicas artificiales, organismos o dispositivos, o el
rediseno de sistemas biologicos naturales existentes”.

UK Royal Society



Biologia sintética

Algunas definiciones sobre este nuevo campo

%

La biologia sintética es la ingenieria de la biologia: la sintesis de sistemas
complejos basados (o inspirados) en la biologia, los cuales presentaran
funciones que no existen en la naturaleza. Esta perspectiva ingenieril
puede ser aplicada a todos los niveles de la jerarquia de las estructuras
biol6gicas — desde las moléculas individuales a las células, tejidos y
organismos. En esencia, la biologia sintética permitira el disefio de
‘'sistemas biologicos’ de una manera racional y sistémica”

High-level Expert Group European Commission
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Algunas definiciones sobre este nuevo campo

N

“La biologia sintética es la ingenieria de los componentes y sistemas
biologicos que no existen en la naturaleza y la re-ingenieria de
elementos biologicos existentes; esta determinada por el disefio
intencional de sistemas biologicos artificiales, en preferencia que la
comprension de la biologia natural”.

Synbiology Project

“La biologia sintética es una forma emergente de ciencia e ingenieria
gue tiene como objetivo el disefio y construccion de (nuevos)
sistemas biologicos”

3rd International Conference on synthetic biology
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Biologia sintética

La biologia sintética, en consecuencia, no busca describir procesos
naturales, sino mas bien crear nuevos sistemas con fines aplicados.

@ Esto puede abordar todos los diferentes niveles de los sistemas
bioldgicos, tales como:

Desarrollar sistemas vivientes de disefio cuyas caracteristicas sean
mantenidos en sucesivos ciclos de vida.

g Ensamblar circuitos artificiales para generar funciones estructurales
o cataliticas definidas.

i Producir macromoléculas bioldogicas como productos geénicos
primarios o secundarios en respuesta a diferentes estimulos.

g Construir bloques para ensamblados subcelulares complejos para
nano-estructuras.
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“Aquello que no puedo crear, no lo puedo comprender”
Feynman
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Andrianantoandro et al, 2006. Synthetic biology: new engineering rules for an emerging discipline. Molecular Systems Biology (2006) doi:10.1038/msb4100073.
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¢, Cuales son los componentes
estructurales que definen a la
biologia sintética?



Biologia sintética

Componentes

La biologia sintética se constituye con el siguiente orden de componentes:

V

Materia viva
sintética

SISTEMA

/ DISPOSITIVO \
/ PARTES BIOLOGICAS \
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¢, Cuales son los componentes
estructurales que definen a la
biologia sintética?

BIOBRICKSs




Biologia sintética

Partes biologicas

® Las partes biologicas (BioBricks) se clasifican segun su funcionamiento
en:

® Especificas de hospedador (sélo funcionan en un organismo)
® Facultativas (funcionan en varios organismos)
® Universales (funcionan en cualquier organismo)

® Los partes bioldgicas (BioBricks) se clasifican segln su rol como:

® Sensores (detector de sefiales ambientales —inputs-)

o Reguladores (controlador de cantidades —interface entre input y output-)
® Actuadores (generador de respuestas —outputs-)

= Adaptadores (conector de componentes individuales)
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Partes biologicas
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@ Detactan sefales ambientales o celulares, y las convierten en
actividades reguladoras de genes o cambios conformacionales.

® Seguln la naturaleza de las sefiales se clasifican en: fisicas y quimicas.

.Las sefales fisicas modifican estados conformacionales de una
manera dependiente de energia (por ejemplo la temperatura).

Las sefales quimicas (metales pesados, toxinas, hormonas, nutrientes)
modifican la distribuciéon conformacional.
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Partes biologicas

B Sensers
Machanism Example Material Hom-specificmy References
pirysical siznaks light phyiochemme protein can bhe umiversal i 149, 150
hislidine kinase protein specific (151)
rhodopaims protein mniversal (152)
iemperature thermosermor RMA mniversal (153, 154
asmobic pressure ST M protein specific i 155}
chemical sigmals penetic signaks prolein aptamer RMA mniversal i 156
mmiene BN A RMNA mniversl (TE, L5TI
DA, domarge wermor protein specific i 158])
phvsinlogical chemicals'sroondary metaboliles  noinent sensor protein specific (BE, |59
homaone recepior protein miversal {16, 161 )
smal] molecule aplames RMNA miversl (7. 97, 54, 1&2)
lons intmcel lnlar on sensm proten i 16 or RNA(16d)  can be umiversal 163, 16
hemvy metal semor prolein can he umiversal L 165)
pH i ydmopes)| sy protein can e umivenal {163, 166)
environmental conimmizasiy ioning ErsEnile sy protein can e umivenal (%)
mshibntics semsnr proten i ic LI6T)
PCI semsor protem can he umiversal i 168)
1 H: 0 sensor prolein can he umiversal S, 65
moetaldeiyile semsor protein aniversl {171}

Yen-Hsiang Wang et al, 2013. Synthetic biology: advancing the design of diverse genetic Systems. Annu Rev Chem Biomol Eng. 2013 ; 4: 69-102.
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Partes biologicas

Reguladores

V

Controlan la cantidad de productos de expresion génico activos por
medio de diferentes procesos, tales como...

m Epigenética (alteracion de patrones de metilacién)

® Edicion de genomas (deleciones, inversiones)

® Control de la transcripcidn (factores proteicos de unién a DNA y operadores).
® Estabilidad de transcripto (splicing, interferencia, degradacion)

= Eficiencia de traduccion (impedimento a maquinaria de traduccion)

= Modificaciones postraduccionales (fosforilacién, ubiquitinacion, degradacion)



Biologia sintética
Partes biologicas

A) Regulalors

Mt hani=m Example Material Hust-specificity Releremces

pre-mmmscriptional  epigenetic regulaiion synietic TF recognizmg DNA methylation  DNA & prolein fareltative (125)

SETJUENCE Drientation inlegraseexcisimere (w/BP, LR siles) DA & prolein mniversal (18]
comml Cre recomisimne | w/ Lol sie) [NA & proieis aniversl ihi
Hm recomhinase and Fim reoombinzse DA & proleim mniversl 106
penome edring symBetic retriransposon [NA wpecific (06, 17, 1236
symibetic TALE muclems [NA & proies can he emiversal | R
A replication igin arl rephication N4 specific (124, 12%y
mmscriphional inifiation naiural comaigive promolers INA specific 127,62, 1)
T7 promasier [DNA & proieis specific | hactera) 113 %
wynietic promoter with rine feger-beeed TF - DNA & proieis can he mmiversal %, 1 50-133)
synietic TALE-hasal TF DA & proiein can be mmiversal 1134, 1353
IETTIE i LTI o A specific {130
co-tanscriptional  cxom remrranzomem aheraatne N A spliciag RMA specific {oskaryotes) (93]
synietic intron RMA specific (eskaryobes) (136, 137)
posi-rmmscriptional - mRNA stability Rnilp clemage site RMA specific | yeas) (0L, 138)
microf XA RMA specific (eakaryoles)  (56)
ci=-repulating riboryme RMA fareltative & 7, 135
CRISPR.-bered RNA RMA & protein specific (hacter@) (140
mRMN A availability microf ™A sponge as decoy RMA specific (eekaryobes) (1415
oo-translational imitiation ritcsome hinding sie RMA specific (hacter@) (103)
inlernal ribosmme eniry sile RMA specific (eekaryobes) (142, 143)
Korac sequence RMA specific (eekaryobes)  (144)
lermmation supl} amber suppresor RMA specific (hacter@) RN
nibosmme specificity 165 rRMASD sequence pair RMA specific (hacter@) LR
pus| -rams laniosal prein sizbility degradation kg proiEm specific (1,53

Yen-Hsiang Wang et al, 2013. Synthetic biology: advancing the design of diverse genetic Systems. Annu Rev Chem Biomol Eng. 2013 ; 4: 69-102.
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Partes biologicas

Actuadores

V

Los actuadores son los encargados de producir salidas (outputs)
medibles o cambios fenotipos notorios.

Por ejemplo, las proteinas indicadoras son un output de muchos
‘dispositivos (fluorescencia directa o0 producida por reacciones
enzimaticas).

Los actuadores pueden también modificar la morfologia o fisiologia de
la célula.

@ Estos cambios fenotipicos pueden condicionar el destino de la célula
gue posee el dispositivo.
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Partes biologicas

) Actuaiors
Mechanism Example Mlaterial Host-specificity References
TEpOiers feonescence fluorescent profein protein mniversal (171 172]
fluorescent R4 RMNA mniversal (173}
luminescemce onlorimetic lecilerase protein mmiversal (1743
carciescid systheds esryme protein can he usiversal (175, 1T6)
-galacinsidase protein can he usiversal (1T6)
phemoiypic cell fate apopinss regulaine protein spevi fic (157}
ACTACTY MAPK imatmg | profein specific 1551
(DK fcell cycled profein gpevific T
cell morpinlogy WASP jcell shape) proteim gpocific (LK)
Ched imustility | proiein sperific ifiTj
EPS-depadfing enryme (hinfilmi proiein gpecific i 1TH
metabodinm seonmiiary meizbalie smryme proiein can he umversal 43
resistasce or aunownphic selecton narker protein gpecific i3
tran sy ation MU IEaiey prodein gpevi fic (X5)

Yen-Hsiang Wang et al, 2013. Synthetic biology: advancing the design of diverse genetic Systems. Annu Rev Chem Biomol Eng. 2013 ; 4: 69-102.
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Partes biologicas

A guide to choosing fluorescent proteins

Nathan C Shaner'?, Paul A Steinbach'- & Roger Y Tsien'-*4

The recent explosion in the diversity of available fluorescent proteins (FPs)'~1®
promises a wide variety of new tools for biological imaging. With no unified standard
for assessing these tools, however, a researcher is faced with difficult questions.
Which FPs are best for general use? Which are the brightest? What additional factors
determine which are best for a given experiment? Although in many cases, a trial-and-
error approach may still be necessary in determining the answers to these questions, a
unified characterization of the best available FPs provides a useful guide in narrowing
down the options.

HATURE METHODS | VOL_2 NOU12 | DECEMBER 20605 |
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Partes biologicas

Adaptadores

V

® Los adaptadores son usualmente secuencias nucleotidicas no
codificantes o péptidos no estructurados.

Proveen el aislamiento fisico o funcional requerido para la conexion
de otras partes biologicas.

Otra funcidn de los adaptadores es colaborar en el establecimiento de
@ cfectos sinéergicos de funciones biologicas (colocalizacion subcelular,
anclajes).
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Partes biologicas

[¥i Adapters
Mechanism Example Material Hosi-specaficity Relerences
ancharing membrme tags ER tag proiein mosily specific (179
LA ROTEITHIn (g profem mosily specific N B
nuciear-localiraiion &gl prolzin moslly specific LT
TECUOE g preiein mestly specific (1&2)
EETTCREE (ags SECTENTY Sequence mikl pred2in mosily specific 1153
mdizeular linkes Elntie linkar (upscer DNA maulater DA mewtly specific (18]
EMNA spacer transmitier ENA mmiversal (7. 1R5)
pepite ke protzin umrversal (13, |8
scismile Bnker mBMA deavape sienal EMA moslly specific {15, 157)
proiem clemage sl preiein mestly specific W E- T

Yen-Hsiang Wang et al, 2013. Synthetic biology: advancing the design of diverse genetic Systems. Annu Rev Chem Biomol Eng. 2013 ; 4: 69-102.
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Partes biologicas

P disponibilidad de biobricks es el principal limitante de la biologia
sintética.

@® Su adquisiciéon involucra el siguiente flujo de trabajo...

Seleccidon
de
biobrick

Identificar
candidatos




Biologia sintética

Partes biologicas

s ldentificada una funcion para el biobrick (sensor,
regulador, actuador, adaptador) es necesario buscar en
Identificar bibliografia potenciales candidatos.
candidatos
La enorme disponibilidad de secuencias, el avance
® en la bioinforméatica y los estudios de gendémica

funcional y biologia de sistemas son una fuente
importante para la seleccion.

> a Ol N0 se conoce nada natural, es posible partir de
"Q candidatos disefiados ad hoc en funcion de las
/ﬁ‘ necesidades y del conocimiento disponible.
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Biologia sintética

Generar
iversidad
geneética

NIRRT Y

1l

Partes biologicas

o A partir de cada candidato es necesario
generar un espacio de secuencias diversas.

s EStO porque sera necesario ajustar y afinar
su funcion.

= ESto se puede realizar por una combinacion de
mutagénesis al azar (por Error Prone PCR,
DNA shuffling) y dirigida.

m Este conjunto de secuencias deben luego
conformar una biblioteca alélica.
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Partes biologicas

, Luego, es necesario un proceso de
seleccion a partir de la coleccion de
secuencias generadas.

Seleccidn
de

biobrick o Para ello, debe medirse la actividad buscada

(in vitro o in vivo) y asi rescatar las
secuencias que mejor se comporten segun lo
planteado.

. El proceso de evolucion puede continuarse
con el fin de mejorar aun mas el rol deseado.

r
e
- =
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Partes biologicas

Phage-assisted continous evolution (PACE)

%

Sistema de evolucion in vitro para secuencias definidas.

Se pueden realizar docenas de rondas de evolucién por dia sin
intervencion humana.

Se utiliza un recipiente de volumen fijo donde fluye un cultivo de
Escherichia coli, llamado “laguna”, que también contiene una poblacion
de fago filamentoso (selection phage o SP) conteniendo la secuencia a
evolucionar.

El tiempo de permanencia de las bacterias en la laguna es menor a su
tiempo de duplicacidn (~20 min), por lo que solo se genera progenie del
fago (~10 min).

El éxito de la multiplicacion del fago se condiciona por la secuencia que
se desea evolucionar.
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Partes bioldgicas

Phage-assisted continous evolution (PACE)

V Pl

gene llI

C. . ) infectious /
host cells with progeny
accessory plasmid &
mutagenesis plasmid

Escherichia coli conteniendo dos

plasmidos: Fago filamentoso sin gen
MP (mutagenesis plasmid; aumentan plll, portando la secuencia
la tasa de error de la polimerasa) gue se desea evolucionar.

y AP (accesory plasmid; expresa PlII) \ /

La produccion de PIlll depende de la interaccion entre la
secuencia a evolucionar y el plasmido accesorio

Esvelt et al, 2011. A System for the Continuous Directed Evolution of Biomolecules. Nature. 2011 April 28; 472(7344); 499-503.
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Partes bioldgicas

Phage-assisted continous evolution (PACE)

V

Evolucion de actividad polimerasa

Dy AP

Codificado en SP

Evolucion de péptido de unidén a una proteina

Zif268

DNA- LGF2
binding g
domain -

gene |l

Codlflcado en SP

Evolucidon de actividad recombinasa

Rec Rec
~ AP
;';E‘-’l-.'-_' 11l
recombinase-
catalyzed inversion l
- AP

gene |l

Codificado en SP

Esvelt et al, 2011. A System for the Continuous Directed Evolution of Biomolecules. Nature. 2011 April 28; 472(7344): 499-503.
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Partes bioldgicas

Phage-assisted continous evolution (PACE)

%

constant inflow

o \

selection phage: & L]

m - gene I y %t;ff"" encodes ‘Iabraq.r the “lagoon
= member

infection
host cells with
accessory plasmid & _
FI'ILJtJI"C‘I‘II'*,JF&- plasmid if SP induces
(continuous)

plll production
|r1r»:-;-::1i|:>u
progeny
PE@) 4
[ " functional
@.. |IIF;_ ry member mil
\ o @@. v~/ 4

constant outflow

mutagenesis

Esvelt et al, 2011. A System for the Continuous Directed Evolution of Biomolecules. Nature. 2011 April 28; 472(7344); 499-503.
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Partes bioldgicas

En muchos sistemas de biologia sintética se utilizan los aptameros.

Los aptameros son moléculas de acidos nucleicos o peptidicas que se
unen a una molécula diana especifica. .

En general, se producen luego de su seleccion a partir de conjuntos de
secuencias al azar en un proceso in vitro.

La tecnologia de produccion de aptameros de acidos nucleicos fue
simultdneamente desarrollada por dos grupos en 1990.

El procedimiento SELEX (systematic evolution of ligands by exponential
enrichment) permite desarrollar pequefias moléculas de acidos nucleicos
especificamente afines por pequefios metabolitos, otros acidos nucleicos,
proteinas, e incluso células.

Por estas razones, los aptameros compiten con los anticuerpos en sus
aplicaciones biotecnologicas, aunque poseyendo ventajas respecto de su
producciodn, estabilidad y seguridad.
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Partes bioldgicas

ARTICLES NATURE - VOL 346 - 30 AUGUST 1990

In vitro selection of RNA molecules that bind
specific ligands
Andrew D. Ellington & Jack W. Szostak’

Department of Molecular Biology, Massachusetts General Hospital, Boston, Massachuserts 02114, LSA

Research Articles

Systematic Evolution of Ligands by Exponential
Enrichment: RNA Ligands to Bacteriophage
T4 DNA Polymerase

CRAIG TUERK AND LARRY GOLD

Science, New Series, Vol. 249, No. 4968 (Aug. 3, 1990), pp. 505-510
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Partes bioldgicas

Procedimiento generar para generar

tameros:
T2 Pea sy ; .
e — Ramlom DA
Suired Fravcng A Proming
l Tramscription
Banfom BEMA
Column Fractionancs
{00hc- L0 Prerificacion
Per Cyelel
PCR
AMPENTCAD0N
Bomindg Unbimand
RMAs ARt
(eluted] with water {law-through
afer washing in in high safij
high salr)
BFleverse
Transcripeion
“““ 1

Ejemplo de un aptamero para la
biotina:

biotina ]
Aptamero de RNA




¢, Cuales son los componentes
estructurales que definen a la
biologia sintética?

DISPOSITIVOS



Biologia sintética

Dispositivos

La biologia sintética requiere de la descomposiciéon de los
componentes basicos de un sistema, y de su correcta
interrelacion para el disefio de dispositivos funcionales.

Esta abstraccion requiere luego un proceso de ensamblado y
estandarizacion.

Finalmente, este ensamblado o “circuito” puede introducirse en
un organismo natural, o bien, disefiar organismos desde cero
qgue lo incluyan.

A cada uno de estos circuitos funcionales dentro de materia viva
se los denomina dispositivos.
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Dispositivos

Un dispositivo genético es un ensamblado de partes biolégicas
gue codifican y ejecutan una funcién definida por el ser humano.

La deteccion del input lo realiza el sensor, mientras que los
outputs son generados por el actuador.

En tanto, varios reguladores y adaptadores son los componentes
gue conectan el sensor y el actuador.

Existen dispositivos tipo interruptores (switches), puertas
l6gicas (logic gates), osciladores (oscillators), modulos de
comunicacion célula-ceélula (cell-cell communication model), y
memorias (memories), entre otros.
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Dispositivos

Genetic device Key mechanism Host organism (for the  Implemented functions Addressed design considerations Relerences
given examples)
switch/logic gates tramscription initiation with natural TF bacteria switch, logic gates, combinatorial  device performance, noise propagation {70, 189-191)
logic gates (189}, concentration {70), device crosstalk
band- pass filter { 190}
transcription initiation with synthetic veast (9), higher switch, logic gates (132) device performance, device crosstalk (9) {9, 132)
cukaryotes (132
exon arrangement by RNA splicing higher eukaryotes switch device performance {03)
mRMA stability mediated by cis- bacteria (&), veast (7, switch, logic zates (185), device performance, device crosstalk {6, 7, 139, 185)
ribozvme 185), higher eukaryotes  concentration band-pass filter (7)
11399
mRMNA stability mediated by RNAG higher cukaryotes switch, combinatorial logic gates device performance, device crosstalk, (56, 162, 192,
evolutionary robustness (56) 193)
mRMNA stability mediated by Rutlp veast switch device performance {57}
mRNA availability mediated by bacteria switch, invertor & NOR gate, device performance, device crosstalk (78, (78, 108, 140)
antisense BMNA combinatorial logic gates 140}
translation initiation by RBS bacteria switch device performance {97.98)
availability
translation repression by RNA- binding  higher eukaryotes switch device performance {156)
protein
translation termination by amber bacteria switch, AND gate device performance {111}
SUPPres&ion
cell-cell communication  chemical-based signaling bacteria (194), veast single channel communication device performance, device crosstalk {161, 194, 195)
(161}, higher cukarvotes  module
(195}
phage-based sipnaling bacteria multiple zenetic cassetie device performance, device crosstalk (196)
communication module
oscillator ring oscillator bacteria static oscillator device performance {197)
relaxation oscillator bacterial 198, higher static and tunable oscillator device performance {76, 77, 198)
cukaryotesi 76, 77)
metabolite-mediated oscillator hacteria static oscillator device performance {199)
memory DMA orienting by recombinase bacteria SE latch (18), counter ( 200) device performance, evoluticsnary {16, 18, 200)

robustness (18]

Abbreviations: TF: transcription factor. RBS: ribosome binding site. RNAQ: RNA interference.

Yen-Hsiang Wang et al, 2013. Synthetic biology: advancing the design of diverse genetic Systems. Annu Rev Chem Biomol Eng. 2013 ; 4: 69-102.
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Dispositivos

Informacion molecular
materia viva natural

I - Disefio de d
Dispositivo
\

l

Ingenieria genética

|

Materia

viva Diferentes
“sintética” “«OUTPUT”

Diferentes
“INPUT”

Flujo de informacion regulada, involucrando procesos de transcripcion,
traduccion, modificacion de proteinas, regulacion alostérica, union de
receptor-ligando y reacciones enzimaticas
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Dispositivos

® Elarmado de dispositivos bioldgicos sigue el siguiente flujo de trabajo:

Evalua-
cion

Disefno
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Dispositivos

Determinada la funcion requerida, se disefa el
_ dispositivo en funcion de los estimulos (inputs) y
Diseno respuestas deseadas (outputs).

Es necesario determinar la descripcion técnica
(datasheet), describiendo la arquitectura vy

restricciones del dispositivo disefiado.

Asi, es importante incluir todo lo relativo a las

® condiciones de cultivo del organismo, Ilos
meétodos de caracterizacion y todo lo relativo al
funcionamiento del dispositivo.
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Dispositivos

_ , L@ definicion de la composicion involucra
COW_‘DOS" determinar las partes bioldgicas y la materia viva
cion donde se implantara el dispositivo.

5 LOs dispositivos mas simples son los SISO (Single
Input Single Output) ON switch, que dan como
respuesta una sefial fluorescente.

i -_’SE (T (a) Simple SISO device
’ // - ‘; Cutput

N e 1 level

input - ‘ output

>

Input level
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/

Secuencia de
reconocimiento a la
proteina de unién a
ligando (indicada en
verde)

Dispositivos

SISO ON switch

4

\

) transcriotion-based

/%

}

o

|

Gen inducible productor de
una proteina fluorescente

Proteina de unién a
ligando

(estado activado para
union a DNA)

—— Proteina reclutadora
de RNA polimerasa

\Péptido de union

—— Regulator parts
— Sensor parts

/

— Actuator parts
—— Adapter parts
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/
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Dispositivos
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Dispositivos

SISO ON switch

(d) posttranslation-based

Gen constitutivo codificante para Proteina
fluorescente unida a un dominio de desestabilizacion
(reconocimiento a maquix‘naria proteolitica)
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SISO ON switch
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Dispositivos

Los dispositivos que estan basados en control
transcripcional presentan el mejor rango dina-
mico.

En tanto, los dispositivos de control postra-
duccional son los de respuesta mas rapida.

Los dispositivos de control postranscripcional
presentan propiedades dinamicas y temporales
intermedias, pero exhiben alta modularidad en el
disefio y programabilidad.
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Dispositivos

Las evaluaciones del dispositivo comprenden las
siguientes dimensiones:

1) Performance

2) Ruido

3) Robustez evolutiva

«£, &
=IO

4) Actividad cruzada
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Dispositivos

Performance

V

Incluye determinar:

® la actividad basal del actuador,

® el rango dinamico de funcionamiento del sistema,
® la sensibilidad al input,

® y larespuesta temporal.
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Dispositivos

Ruido

V

m El ruido es una perturbacion del funcionamiento del
dispositivo.

Una de las principales fuentes, es la variabilidad en

. 7 - Ve - . -
el numero de copias de los plasmidos, siendo mejor
establecer el dispositivo en el genoma.

d{ \. Por ello, es importante sumar dispositivos de

comunicacion célula-célula para que toda Ila
poblacidn actue sincronizada.

m Otra fuente de ruido es la desincronizacion celular.
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Dispositivos

Robustez evolutiva

V

®= E| dispositivo diseflado se introduce en materia
viva.

Es posible que luego de sucesivos ciclos de
[ ] . e e, .
division celular se acumulen mutaciones que

( ‘ afecten la actividad del dispositivo.
d s Para evitar esto, conviene asociar la carga

genética del dispositivo a una presidon de seleccion
gue siempre debe estar presente.
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Dispositivos

Actividad cruzada

V

La actividad cruzada puede entenderse como la
obtencion de Outputs por accidon de otras vias
celulares no contempladas.

También, la actividad cruzada puede ser un
proceso no deseado de dispositivos MIMO
(Multiple Inputs Multiple Outputs).

Por estos motivos, las partes bioldgicas
involucradas en un dispositivo biologico deberian
ser solo funcionales entre si.
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Dispositivos

Device Performance
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Yen-Hsiang Wang et al, 2013. Synthetic biology: advancing the design of diverse genetic Systems. Annu Rev Chem Biomol Eng. 2013 ; 4: 69-102.
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Dispositivo
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Andrianantoandro et al, 2006. Synthetic biology: new engineering rules for an emerging discipline. Molecular Systems Biology (2006) doi:10.1038/msh4100073.
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Dispositivo
\%

Synthetic switch design

OFF

|

Inhibicion alostérica de actividades enzimaticas

Andrianantoandro et al, 2006. Synthetic biology: new engineering rules for an emerging discipline. Molecular Systems Biology (2006) doi:10.1038/msh4100073.
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Andrianantoandro et al, 2006. Synthetic biology: new engineering rules for an emerging discipline. Molecular Systems Biology (2006) doi:10.1038/msh4100073.



¢, Cuales son los componentes
estructurales que definen a la
biologia sintética?

SISTEMA
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Sistemas

El conjunto de dispositivos con funciones interconectadas que
ejecuta tareas complejas con fines utiles se denominan sistemas o
modulos.

Estos son sistemas bioldgicos de disefio que comprenden vias
metabolicas y/o de transduccidon de sefales para ejecutar funciones
utiles.

Para ello, es necesario conocer como la funcion de un modulo
puede ser derivada de la funcion de sus dispositivos componentes.

Este conocimiento permite inferir “reglas de composicion” de
dispositivos para conformar modulos.
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Sistemas

Clasificacion general de sistemas biologicos sintéticos

N

® Sistemas sintetizadores (synthesizer)
® Sistemas sensores (sensor)
@® Sistemas buscadores (seeker)

® Sistemas bateadores (striker)
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Sistemas sintetizadores

Clasificacion general de sistemas biologicos sintéticos

N

® Sistemas sintetizadores
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Sistemas sintetizadores

@ Los sistemas sintetizadores son modulos construidos para
producir una molécula de interés utilizando un organismo
apropiado.

@ Ladiferenciacon labiotecnologia es que el organismo se modifica
de modo tal de mejorar la robustez y produccién de Ia
biomolécula, alterando flujos metabdlicos en pos de tal objetivo.

Produccion de licopeno en Escherichia coli en respuesta a acetil fosfato.

Ejemplos — Produccion de glucagén secretado en células HEK293 por estimulo a la luz.

Produccion de urato oxidasa en respuesta a exceso de acido urico.
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Sistemas sintetizadores

A Synthetic Optogenetic Transcription
Device Enhances Blood-Glucose
Homeostasis in Mice

Haifeng Ye,* Marie Daoud-El Baba,” Ren-Wang Peng,® Martin Fussenegger®**

Synthetic biology has advanced the design of genetic devices that can be used to reprogram metabaolic
activities in mammalian cells. By functionally linking the signal transduction of melanopsin to the
control circunt of the nuclear factor of activated T cells, we have designed a synthetic signaling
cascade enabling light-inducble transgene expression in different cell lines grown in culture or
bioreactors or implanted into mice. In animals harboring intrapertoneal hollow-fiber or subcutaneous
implants containing light-inducible transgenic cells, the serum levels of the human glycoprotein secreted
alkaline phosphatase could be remote-controlled with fiber optics or transdermally regulated through
direct illumination. Light-controlled expression of the glucagon-like peptide 1 was able to attenuate
glycemic excursions in type Il diabetic mice. Synthetic light-pulse—transcription converters may have
applications in therapeutics and protein expression technology.

www.sciencemag.org SCIENCE VOL 332 24 JUNE 2011
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Sistemas sintetizadores
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Sistemas sensores

Clasificacion general de sistemas biologicos sintéticos

N

® Sistemas sensores
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Sistemas sensores

Los sistemas sensores son modulos construidos para procesar
informacion y transformarla en lecturas de salida genéticamente
codificadas.

Los dispositivos que detectan el estimulo puede ser muy
complejos para filtrar sefnales erréneas, y los dispositivos de
salida pueden ser programados para exhibir diferentes modos de
lectura (lineales, de frecuencia, de tipo umbral).

Los sensores lineales son aquellos donde la intensidad del output
es proporcional al input.

Los sensores de frecuencia son aquellos donde la sefal output
oscila en funcion del input.

Los sensores de tipo umbral son aquellos que dan una respuesta
del tipo Si/No cuando el input alcanza un nivel determinado.
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Sistemas sensores

Sensor de frecuencia:

ARTICLE

doi:10.1038/ naturel0722

A sensing array of radically coupled
genetic ‘biopixels’

Arthur Prindle'*, Phillip Samayoa™*, Ivan Razinkov', Tal Danino', Lev 8. Tsimring” & Jeff Hasty"*"*

Although there has been considerable progress in the development of engineering principles for synthetic biology, a
substantial challenge is the construction of robust circuits in a noisy cellular environment. Such an environment leads to
considerable intercellular variability in circuit behaviour, which can hinder functionality at the colony level. Here we
engineer the synchronization of thousands of oscillating colony ‘biopixels’ over centimetre-length scales through the
use of synergistic intercellular coupling involving quorum sensing within a colony and gas-phase redox signalling
between colonies. We use this platform to construct a liguid crystal display (LCD)-like macroscopic clock that can be
used to sense arsenic via modulation of the oscillatory period. Given the repertoire of sensing capabilities of bacteria such
as Escherichia coli, the ability to coordinate their behaviour over large length scales sets the stage for the construction of
low cost genetic biosensors that are capable of detecting heavy metals and pathogens in the field.

Nature. ; 481(7379): 3944, doi:10.1038/nature 10722, (2011)
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Sistemas sensores
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design of the sensing array. AHL diffuses within colonies while H,O, migrates
between adjacent colonies through the PDMS. Arsenite-containing media is
passed in through the parallel feeding channels. ¢, Fluorescent image of an array
of 300 E. coli biopixels containing about 2.5 million cells. Inset, bright-field and
fluorescent images display a biopixel of 5,000 cells. d, Heat map and trajectories
depicting time-lapse output of 500 individual biopixels undergoing rapid
synchronization. Sampling time is 2 min.

Figure 1 | Sensing array of radically coupled genetic biopixels. a, Metwork
diagram. The luxl promoter drives expression of luxl, aiid, ndh and sfGFP
(superfolder variant of GFF) in four identical transcription modules. The
quorum-sensing genes fid and aiiA generate synchronized oscillations within
a colony via AHL The ndh gene codes for NDH-2, an enzyme that generates
H. 0, vapour, which is an additional activator of the lux! promoter. H, O, is
capable of migrating between colonies and synchronizing them. b, Conceptual
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Sistemas sensores
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Sistemas sensores

Disefio del biochip
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Sistemas sensores

Sensor de tipo umbral:

A Synthetic Genetic Edge Detection Program

Jeffrey J. Tabor!, Howard Salis’, Zachary B. Slmpsonz, Aaron A. ChevalierZ, Anselm
Levskayal, Edward M. Marcotte2.3, Christopher A. Voigt':", and Andrew D. Ellington2.3

! Department of Pharmaceutical Chemistry, University of California San Francisco, San Francisco,
CA, USA, 94158

2 Center for Systems and Synthetic Biology and Institute for Cell and Molecular Biclogy, University
of Texas, Austin, TX, USA, 78712

3 Department of Chemistry and Biochemistry, University of Texas, Austin, TX, USA, 78712

Summary

Edge detection is a signal processing algorithm common in artificial intelligence and image
recognition programs. We have constructed a genetically encoded edge detection algorithm that
programs an isogenic community of E coli to sense an image of light, communicate to identify the
light-dark edges, and visually present the result of the computation. The algorithm is implemented
using multiple genetic circuits. An engineered light sensor enables cells to distinguish between light
and dark regions. In the dark, cells produce a diffusible chemical signal that diffuses into light regions.
Genetic logic gates are used so that only cells that sense light and the diffusible signal produce a
positive output. A mathematical model constructed from first principles and parameterized with
experimental measurements of the component circuits predicts the performance of the complete
program. (Juantitatively accurate models will facilitate the engineering of more complex biological
behaviors and inform bottom-up studies of natural genetic regulatory networks.

Cell. 2009 June 26; 137(7): 1272-1281. doi: 10.1016/).cell.2009.04.048.
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Sistemas sensores

Programa

/ Estimulo (Input)

IF (NOT lighty = Dispositivo sensor de oscuridad

R o Sistema
produce signal mp Dispositivo comunicacion célula-célula L bioldgico
IF (signal AND (NOT (NOT light))) s Dispositivo puerta l6gica sintético
produce pigment —

Salida (Output)

Hospedador: Escherichia coli creciendo en medio sélido.

Funcidon: Generar bacterias pigmentadas cuando se encuentran en el limite
entre una zona iluminada y otra oscura.
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Sistemas sensores
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Sistemas sensores
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Sistemas sensores

® Ejemplos de como funciona el sistema...
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Sistemas sensores

® Ejemplos de como funciona el sistema...

Mask in vivo in silico
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Sistemas sensores

® Ejemplos de como funciona el sistema...
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Sistemas sensores

@ Otros sistemas similares, pero de pintado de areas...
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Sistemas sensores

® Otros sistemas similares, pero de pintado de areas...
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Sistemas buscadores

Clasificacion general de sistemas biologicos sintéticos

N

® Sistemas buscadores
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Sistemas buscadores

Los sistemas buscadores son moédulos construidos para funcionar
en determinados ambientes dando una respuesta definida, que
por ejemplo, consiste en el procesamiento de una molécula presente
en el entorno.

De este modo, los sistemas buscadores pueden ser utilizados para
eliminar un toxico ambiental.

Por otro lado, los sistemas buscadores mas complejos también
presentan la cualidad de movilizarse hacia el estimulo particular
(por ejemplo, una sustancia que se desea eliminar) y alli luego son
capaces de ejecutar su procesamiento (por ejemplo, Ila
degradacion).
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Sistemas buscadores

Published in final edited form as:
Nat Chem Brod, 2010 June ; 6(6): 464-470. doi: 10.1038/nchembio. 369,

Reprogramming Bacteria to Seek and Destroy a Herbicide

Joy Sinha, Samuel J. Reyes, and Justin P. Gallivan’
Department of Chemistry and Center for Fundamental and Applied Molecular Evolution, Emory
University, 1515 Dickey Drive, Atlanta, GA 30322

Abstract

A major goal of synthetic biology is to reprogram cells to perform complex tasks. Here we show
how a combination of in vitro and in vivo selection rapidly identifies a synthetic riboswitch that
activates protein translation in response to the herbicide atrazine. We further demonstrate that this
riboswitch can reprogram bacteria to migrate in the presence of atrazine. Finally, we show that
incorporating a gene from an atrazine catabolic pathway allows these cells to seek and destroy
atrazine.
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Sistemas buscadores

Hospedador: Escherichia coli creciendo en medio semi-sélido.

Funcion: Bacterias que se movilicen hacia un ambiente con atrazina y catalicen
su degradacion a moléculas no-téxicas.

g EN primer lugar este grupo de investigacion selecciond aptameros
especificos para el herbicida atrazina.

g Luego asociaron los aptameros al sistema que controla la
guimiotaxis de Escherichia coli.

i Por ultimo, seleccionaron una enzima que degrada a la atrazina y
generaron un gen que la codifiqgue en Escherichia coli.
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Sistemas buscadores

" Plasmidos con los genes cheZ conteniendo los aptameros fueron
transferidos a bacterias Escherichia coli deficientes en cheZ.

Proceso de seleccion de bacterias

V

— atrazine — atrazine + atrazine

pick cells that pick cells that pick cells that
don’t move don’t move move
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Mecanismo Riboswitch
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Sistemas buscadores
Bact. GFP(+) con gen
Riboswitch-cheZ
(sin atrazina)

Bact. GFP(+) con gen
Riboswitch-cheZ
(con atrazina)
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Sistemas striker

Clasificacion general de sistemas biologicos sintéticos
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® Sistemas striker
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Sistemas striker

Los sistemas striker son modulos construidos para programar una
célula para que especificamente mate, reprograme o afecte de
algn modo a una célula diana.

La mayoria de los sistemas striker han sido disefiados para
responder a problemas de salud humana.

Por ejemplo, estos sistemas permiten que una célula o virus invada
a otra célula, dejandole una “carga explosiva” para su eliminacion.

Asi, se han modificado bacteriofagos para que invadan bacterias
resistentes a multiples antibioticos.

También, se han generado Escherichia coli programadas para
invadir células tumorales y alterar su fenotipo.
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Sistemas striker

Engineered bacteriophage targeting gene networks
as adjuvants for antibiotic therapy

Timothy K. Lu®® and James J. Collins®!

2Harvard-Massachusetts Institute of Technology Division of Health Sciences and Technology, Cambridge, MA 02139; and PHoward Hughes Medical Institute,
Center for BioDynamics and Department of Biomedical Engineering, Boston University, Boston, MA 02215

Edited by Arnold L. Demain, Drew University, Madison, M), and approved February 3, 2009 (received for review January 16, 2008)

Antimicrobial drug development is increasingly lagging behind the
evolution of antibiotic resistance, and as a result, there is a pressing
need for new antibacterial therapies that can be readily designed
and implemented. In this work, we engineered bacteriophage to
overexpress proteins and attack gene networks that are not
directly targeted by antibiotics. We show that suppressing the 505
network in Escherichia coli with engineered bacteriophage en-
hances killing by quinolones by several orders of magnitude in
vitro and significantly increases survival of infected mice in vivo. In
addition, we demonstrate that engineered bacteriophage can
enhance the killing of antibiotic-resistant bacteria, persister cells,
and biofilm cells. reduce the number of antibiotic-resistant bacteria
that arise from an antibiotic-treated population, and act as a strong
adjuvant for other bactericidal antibiotics (e.g.. aminoglycosides
and f-lactams). Furthermore, we show that engineering bacterio-
phage to target non-S05 gene networks and to overexpress
multiple factors also can produce effective antibiotic adjuvants.
This work establishes a synthetic biology platform for the rapid
translation and integration of identified targets into effective
antibiotic adjuvants.
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Short hairpin RNA-expressing bacteria elicit RNA

interference in mammals

Shuanglin Xiang'?, Johannes Fruehauf'? & Chiang J Li'

RMA-interference (RMNAI) is a potent mechanism, conserved
from plants to humans for specific silencing of genes, which
holds promise for functional genomics and gene-targeted
therapies. Here we show that bacteria engineered to produce
a short hairpin RMA (shRMA) targeting a mammalian

gene induce trans-kingdom RMNAI in wifro and in vivo.
Monpathogenic Escherichia coli were engineered to transcribe
shRMNAs from a plasmid containing the invasin gene [nv and
the listeriolysin O gene HiyA, which encode two bacterial
factors needed for successful transfer of the shRNAs into
mammalian cells. Upon oral or intravenous administration,

E. coli encoding shRNA against CTWNEI (catenin fi-1) induce
significant gene silencing in the intestinal epithelium and in
human colon cancer xenografts in mice. These results provide
an example of trans-kKingdom RMAI in higher organizsms and
suggest the potential of bacteria-mediated RNAI for functional
genomics, therapeutic target validation and development of
clinically compatible RMAi-based therapies.
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