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Q1: éQué es la Biologia sintética?

“Synthetic biology is the engineering of biology: the synthesis of
complex, biologically based (or inspired) systems, which display
functions that do not exist in nature.”

“This engineering perspective may be applied at all levels of the
hierarchy of biological structures—from individual molecules to
whole cells, tissues and organisms.”

“In essence, synthetic biology will enable the design of
‘biological systems' in a rational and systematic way’”.

(Synthetic Biology: Applying Engineering to Biology: Report of a NEST High
Level Expert Group).



Q1: éQué es la Biologia sintética?

Ingenieria de sistemas bioldgicos.

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

La maquinaria biologica natural como hardware y software
con el que construir y fabricar sistemas biologicos

artificiales o sintéticos.

Reprogramacion de sistemas bioldgicos naturales



Q2: éPor qué nace la Biologia sintética?

Porque ahora conocemos procesadores bioldgicos faciles de
programar (E. Coli) y los programas genéticos son baratos de
escribir.

Leer y escribir ADN es cada vez mas barato.

La ingenieria genética surgio en los 70 cuando se pudo cortar-
pegar y copiar fragmentos de ADN.



Q3: {Cuando y donde comenzo la Biologia
Sintética?

Elowitz MB, Leibler S (2000) A synthetic oscillatory network
of transcriptional regulators. Nature 403: 335—-338.

Gardner TS, Cantor CR, Collins JJ (2000) Construction of a
genetic toggle switch in Escherichia coli. Nature 403: 339—-
342.

Becskei A, Serrano L (2000) Engineering stability in gene
networks by autoregulation. Nature 405: 590-593.

"Engineered Communications for Microbial Robotics” Ron
Weiss, Tom Knight. Proceedings of the Sixth International
Meeting on DNA Based Computers (DNAG6), June 2000



Pioneros de la Biologia Sintética:
Ron Weiss y Tom Knight. MIT — Al Lab

"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 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.



Pioneros de la Computacion con ADN y |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, 423-4209.



Pionero de la Biologia Sintética:
John Craig Venter
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Q4: 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 Tecnologia
Reverse-engineering y Forward engineering Biology

Knowledge & understanding
models

Science Engineering

Systems Biology Synthetic Biology

Natural organisms

Engineered organisms




Q5: éQué es un gen?

Un programa (secuencia de ADN) con las instrucciones para
construir una maquina bioldgica: una proteina. Un gen es el
software para fabricar un hardware bioldgico (una proteina).

Expresion genética: ADN->ARN->Proteina.

La activacion de un gen (ON/OFF) se puede controlar y regular
mediante otras proteinas. Los genes presentan un
comportamiento digital, binario.

La zona de regulacion de la activacion de un gen se denomina
zona promotora. Puede ser activable o reprimible. Podemos
combinar genes con diferentes promotores.



Q6: éQué esun 0y un 1 en biologia sintética?

* Baja concentracion de una biomolécula =0
 Alta concentracion de una biomolécula =1

¢ Como se visualiza el output de un circuito
genético?

Con proteinas fluorescentes: GFP, RFP,



Q7: éQué es un circuito genético?

Es un programa genético que se ejecuta en una célula.
Input: Proteinas
Circuito: Uno o mas (Promotor+Gen).
Output: Proteina

Los genes presentan un comportamiento digital, binario (ON/OFF).
Asi gque nos sirven los modelos de circuitos digitales o booleanos
y puertas légicas booleanas (NAND, NOR)

¢Qué contiene un circuito genético con una entrada y un gen?
Un gen que se activa o se inhibe en funcion de una sefal de entrada.
La salida es el nivel de proteina (0 o 1) obtenida con la expresidon del gen.

Los circuitos genéticos mas sencillos son las puertas logicas
de una entrada (YES, NOT gate) y los feedbacks



Q8: ¢Como se escribe un programa genético?

* Enuna hebra de ADN circular denominada plasmido.

E=EcoRI-HF™

EX SP EX SP EX SP
Upstream Part Destination Plasmid
X=Xbal

S=Spel CutE+sS CutX+P CutE+P

P=Pstl
M=Mixed site

E X S

BioBrick
assembly Ex M sp

: Composite part in
OVE r‘VI EVV @ Destination Plasmid



Q9: (Donde se ejecuta un programa geneéetico?

 En un procesador bioldgico llamado “célula”.

* ElI PC/Apple de la biologia: los bidlogos trabajan con unas
bacterias llamadas E. Coli. Su sistema operativo
(cromosoma) esta formado por unos 4.6 M pares de
bases y unos 4K genes.



Circuitos geneéticos simples: feedbacks, toggle
switch, puerta AND y “repressilator”

* Elgen Gi produce la proteina i; si esa proteina i regula su
propia expresion tenemos: feedback positivo o feedback

negativo. °m

| PtetO | tetR-EGFP |

* Toggle switch: El geni (la proteina i) inhibe el genjy
viceversa: el gen j (su proteina j) inhibe el gen i. Dos genes
gue se inhiben mutuamente.
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Circuitos genéticos simples: puerta AND

Inactive Active
RNA, activator activator

@ { No transcription

Transcription
Inducer P

Promoter Operator  Gene

‘Activator " Inducer || Output

Activator S —
Output g (1) g
Inducer ——g—, } ? ?

from: Hasty, McMillen, Collins, Nature 420, 224-230 (2002)



Circuitos genéticos simples: otra puerta AND

Y

\ J \ /
Y Y

NAND NOT




Oscilador sintético formado por 3 genes:

“Repressilator”
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Elowitz & Leibler. 2000. Nature 403:335-8
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Q10: {Hay ya aplicaciones en el mercado?

Vacuna contra la malaria sintética: Artemisia (J. Keasling)
Biofuel: Células que convierten luz/azucar en etanol.
Diseio de farmacos, quimica sintética, sensores celulares.

Ingenieros+Bidlogos: “Making biology easier to program”.

Futuras aplicaciones.

Jay Keasling: “Todo lo que puede producir una planta se puede producir
con un microbio”.

Each Cell is a
Tiny Ethanol
Factory
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Q11: ¢Qué principios de ingenieria se
pueden aplicar en BS?

abstraccion

e Jerarquia

* modularidad

e estandarizacion

* encapsulamiento
flexibilidad

Q12: éHay algo especial en el diseno de sistemas biolégicos?

Nuevos principios de disefo: Ingenieria Evolutiva
 Los componentes y los dispositivos evolucionan.

* Los dispositivos se reproducen y mueren.

Se pueden auto-reparar y auto-organizar.



Q13: éHay algun estandar “open-source” para
disefiar circuitos genéticos? Si. Biobrick™

& BioBricks
. FOUNDATION

Biotechnology in the public interest

= The Synthetic Biology Network &

OPENWETWARE.ORG SYNTHETICBIOLOGY.ORG PARTSREGISTRY.ORG IGEM.ORG

» Conferences » What is IGEM?
» Labs » Start a team
» Courses » 2011 teams




Q14: éCuales son la mayores dificultades a la hora de
programar un circuito genético?

 Hardware vivo que se reproduce y a veces falla.

* Software que se replica y algunas veces muta.

* Ruido, interferencia: las bacterias se confunden de sefnales
* Un1lnoessiempreunl.UnO0noessiempreunO.

* “Mismatch impedance problem”.

e Bacterias poco felices: carga metabdlica.

e “Cellular Overclocking”.



Q15: éComo aumentar la complejidad de los
circuitos genéticos?

De la biologia a |la ecologia sintética
(de SISD a MIMD)

De circuitos intracelulares a circuitos intercelulares
Programacion de sistemas multicelulares: comp. paralela y distribuida.
Ingenieria de comunicacion intercelular. Protocolos de comunicacion
bacterianos:

1. Quorum sensingy

2. Conjugacion

circuit 1 ™ circuit 2

circuit 1 circuit 2



Q16:éLas bacterias hablan? Quorum Sensing: V.
Fischeri y el calamar de Hawai
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Waters, C.M. & Bassler, B.L. Quorum sensing: cell-to-cell communication in bacteria. Annual
Review of Cell and Developmental Biology 21, 319-346 (2005).



Q17: éSe pueden transmitir programas genéticos entre
bacterias? Si. Mediante conjugacion de plasmidos
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(OWiREs)

SEVENTH FRAMEWORK
PROGRAMME

Proyecto europeo PLASWIRES: “Engineering Multicellular
Biocircuits: Programming Cell-Cell Communication Using

PLASmids as WIRES” www.plaswires.eu

PLASWIRES' main goal: To show how to program a parallel

distributed living computer using conjugative plasmids as wires
between cellular processors.



Q18: éPueden las bacterias hacer nuestro trabajo
de ingenieros? Ingenieria evolutiva de circuitos
genéticos: evolucion dirigida

Del diseno racional al disefio evolutivo

Evolucidn dirigida (“directed evolution”): Evolucién en el Lab.

Libreria de posibles circuitos genéticos. éCual es el que mejor
comportamiento tiene?

Solucion manual: Examinar uno a uno cada circuito genético.

Solucion automatica: Programar bacterias que de manera autonoma
seleccionen los mejores circuitos de entre toda la libreria.
(Proyectos BACTOCOM y EVOPROG).



PROGRAMME

Proyecto europeo EVOPROG:
“General-Purpose Programmable Evolution Machine on a Chip”

EVOPROG’s main goal

construct a general-purpose programmable
evolution machine able to quickly evolve new
biomolecules or phenotypes in bacterial cells.
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