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Titulo: Disefio de un circuito genético de adaptacidn y estudio de sus aplicaciones en la industria

biotecnoldgica.

Resumen: La Biologia Sintética se define como la ingenieria de la biologia, incluyendo el diseiio
y redisefio de componentes bioldgicos como partes de circuitos genéticos mas complejos que al
intercambiarse, pueden producir organismos nuevos que desempefien funciones especificas.
Para ello, sigue una metodologia ciclica que consta de cuatro fases: Diseio, Construccion del

ADN sintético, Comprobacion Experimental y Aprendizaje.

En la naturaleza, las funciones celulares estan controladas por la actividad coordinada de ciertos
genes y proteinas que interactian entre si, activandose, reprimiéndose o catalizando otras
reacciones biomoleculares. Muchos de estos circuitos genéticos tienen una caracteristica
conocida como adaptacion perfecta, que es la habilidad de responder ante un estimulo y volver
a su valor anterior a dicho estimulo. Esta caracteristica resulta muy interesante desde el punto
de vista de las ciencias bioldgicas, ya que el sistema puede comportarse como un detector de
cambios celulares. Uno de los mds estudiados es el circuito genético de retroalimentacién

incoherente de tipo 1 (11-FFL).

En este trabajo, se disefiard un circuito I11-FFL de tres genes (luxR, c/ y gfp) modelando
matemadticamente sus interacciones biomoleculares. Luego, y se planteard la metodologia para
la construccién de los plasmidos que componen el circuito y se estimaran los valores de los
parametros del modelo a partir de datos experimentales para que genere comportamiento
adaptativo. La caracterizacion del circuito genético I1-FFL resulta interesante porque,
combinado con otros circuitos, puede ser de utilidad en diversas areas de la Biotecnologia, como

la Biotecnologia Blanca o Industrial.
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Title: Design of an adaptation genetic circuit and study of its applications in the biotechnology

industry.

Abstract: Synthetic Biology is defined as the engineering of biology, including the design and
redesign of biological components as parts of more complex genetic circuits which, when
exchanged, can produce new organisms performing specific functions. To do this, it follows a
cyclical methodology that consists of four phases: Design, Construction of the synthetic DNA,

Test and Learn.

In nature, cellular functions are controlled by the coordinated activity of certain genes and
proteins that interact with each other, activating, repressing or catalyzing other biomolecular
reactions. Many of these genetic circuits have a characteristic known as perfect adaptation,
which is the ability to respond to a stimulus and return to its value prior to that stimulus. This
feature is very interesting from the point of view of the biological sciences, since the system can
behave like a detector of cellular changes. One of the most studied is the type 1 Incoherent

Feedforward Loop (I11-FFL).

In this work, an I1-FFL circuit of three genes (luxR, c/ and gfp) will be designed by mathematically
modelling their biomolecular interactions. Then, the methodology for the construction of the
plasmids that form the circuit will be proposed and the values of the parameters of the model
will be estimated from experimental data so that it generates adaptive behaviour. The
characterization of the genetic circuit I1-FFL is interesting because, combined with other circuits,

it can be useful in several areas of Biotechnology, such as White or Industrial Biotechnology.
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Titol: Disseny d’un circuit genétic d’adaptacio i estudi de les seues aplicacions en I'industria

biotecnologica.

Resum: La Biologia sintetica es defineix com |'enginyeria de la biologia, incloent el disseny i el
redisseny de components bioldgics com a parts de circuits genetics més complexos que quan a
I'intercanviar-se, poden produir nous organismes que realitzen funcions especifiques. Per
aquest motiu, segueix una metodologia ciclica formada per quatre fases: Diseny, Construccio

d'ADN sintetic, Comprovacid Experimental i Aprenentatge.

A la natura, les funcions cel-lulars estan controlades per l'activitat coordinada de determinats
gens i proteines que interactuen entre elles, activant, suprimint o catalitzant altres reaccions
biomoleculars. Molts d'aquests circuits genétics tenen una caracteristica coneguda com a
adaptacio perfecta, que és la capacitat de respondre a un estimul i tornar al seu valor previ a
I’estimul. Aquesta caracteristica és molt interessant des del punt de vista de les ciéncies de la
vida, ja que el sistema pot comportar-se com un detector de canvis cel-lular. Un dels més

estudiats és el circuit genétic de retroalimentacié incoherent de tipus 1 (11-FFL).

En aquest treball, es dissenyara un circuit 11-FFL de tres gens (luxr, cl i gfp) modelant
matematicament les seves interaccions biomoleculars. A continuacié, es proposara la
metodologia per a la construccié dels plasmidis que componen el circuit i s'estimaran els valors
dels parametres del model a partir de dades experimentals per generar comportaments
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1. Introduccion

1.1. La Biologia Sintética

La Biologia Sintética se define como la ingenieria de la biologia, incluyendo el disefio y redisefo
de componentes biolégicos como partes de circuitos genéticos mas complejos que al
intercambiarse, pueden producir organismos nuevos que desempeiien funciones especificas
(ERASYNBIO, 2014) (Kojima y Fussenegger, 2019).

Paraello, es necesario el uso de tecnologias de Ingenieria Genética y herramientas de simulacion
in silico, por lo que se trata de un campo multidisciplinar que combina competencias de areas
como las Matematicas, Computacién y Bioquimica.

Como en cualquier Ingenieria, la Biologia Sintética sigue una metodologia ciclica, conocida como
ciclo DBTL (Figura 1.1), que incluye el disefio de una solucion a un problema (el prototipo inicial),
la construccion fisica del mismo, la obtencién de datos experimentales y, finalmente, la
aplicacién de herramientas de aprendizaje computacional para mejorar este prototipo. Se trata
de una estrategia iterativa, ya que el ciclo se va repitiendo y modificando hasta conseguir el
comportamiento deseado.

Los circuitos se disefian o redisefian a partir de los componentes presentes en otros ya existentes
en la naturaleza con la finalidad de implementarlos en organismos vivos y que estos adquieran
el comportamiento deseado.

El disefio comienza con el andlisis de los componentes del circuito genético de interés y de sus
interacciones, para obtener un modelo matematico que explique de forma precisa su
comportamiento. Una vez realizado, se llevan a cabo simulaciones in silico para estudiar c6mo
se comportaria el circuito dentro de una célula si se modificasen unos parametros u otros.
Cuando el disefiador, en funcién de su objetivo, ha establecido los valores iniciales
(provisionales) que considera mdas adecuados para estos parametros, procede a la seleccion de
los componentes con dichos valores para los parametros y a la construccién del circuito en el
laboratorio y su implementacién en un microorganismo. Después, midiendo propiedades como
la fluorescencia o la absorbancia, podrd obtener datos experimentales de este sistema y
observar si el organismo realiza la funcién esperada. El gran nimero de factores que hay que
tener en cuenta para disefiar un sistema bioldgico hacen de él un proceso complicado, por lo
que es necesario realizar muchas iteraciones, optimizando los pardmetros hasta conseguir
aquellos valores que generen el comportamiento deseado. Finalmente, la simulacidn realizada
con el modelo matematico y los datos experimentales se comparan para comprobar que,
efectivamente, el modelo simula un comportamiento real.
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Figura 1.1. Ciclo DBTL de la Biologia Sintética, en el que se representan las cuatro fases
fundamentales: Disefio (Design), Construccién (Build), Experimentacién (Test) y Aprendizaje
(Learn) (Inspirada en Boada Acosta, 2018).

Esta manera de trabajar se traduce en un ahorro de tiempo y dinero en el laboratorio pues,
aunque los experimentos in vivo siempre estan sujetos a condiciones cambiantes, el previo
disefo permite predecir de la manera mas exacta posible como se va a comportar el organismo
una vez tenga incorporado el circuito. A continuacion, se exponen de manera mds detallada cada
una de las fases.

1.1.1. Disefio

Muchas funciones celulares estan controladas por la actividad coordinada de ciertos genes y
proteinas que interactlan entre si, activandose y reprimiéndose. Por este motivo, es necesario
un disefo racional previo del circuito genético que se quiere construir, analizando bien dichas
interacciones. Una parte importante del disefio es el modelado matematico, que consiste en
plantear las ecuaciones que explican el comportamiento del sistema.

Para modelar un sistema bioldgico, normalmente se utilizan modelos cuantitativos cinéticos.
Este tipo de modelos consisten en una serie de ecuaciones diferenciales que representan la
evolucidn temporal de los distintos componentes o especies bioldgicas que intervienen en el
sistema (Villaverde y Banga, 2014). Para ello, en primer lugar, deben definirse dichos
componentes y las reacciones bioquimicas que explican el circuito. A continuacidn, aplicando la
Ley de Accidén de Masas, se obtienen los balances dinamicos para cada una de las especies. El
resultado es un sistema de Ecuaciones Diferenciales Ordinarias (ODEs) de grandes dimensiones
y que depende de muchos pardmetros, por lo que sera necesaria una reduccion del modelo.
Esta reduccién permite obtener un modelo mas manejable, pero hay que evitar que sea
excesiva, pues llevaria a una falta de relevancia bioldgica (Boada Acosta, 2018).



Una vez obtenido el modelo final, éste se implementa en un software vy, fijando unos valores
iniciales para los pardmetros del modelo, se ejecuta la simulacién. Esta sirve para analizar si, con
esos valores, el modelo disefiado presenta el comportamiento adaptativo que se espera del
sistema. También permite observar como influyen distintos valores de los pardmetros en la
concentracién de las especies con respecto al tiempo.

1.1.2. Construccion

Los circuitos genéticos son sistemas en los que uno o mds genes interactlan entre si para llevar
a cabo una funcién especifica (Boada Acosta, 2018). Los circuitos se componen de unidades
transcripcionales, que a su vez estdn formadas por cuatro partes bioldgicas estandar, también
conocidas como biopartes:

- Promotor: zona del ADN a la que se une el enzima ARN polimerasa (ARNP) para
comenzar el proceso de transcripcion, que da lugar a un ARN mensajero (ARNm). Un
promotor pueden ser de dos tipos:

o Constitutivo: no depende de factores externos, por lo que el gen se transcribe a
una tasa constante.

o Regulador: necesita de la unidn de un factor de transcripcion (FT) para comenzar
su actividad. Los FT pueden ser activadores, si su unién al promotor recluta a la
ARNP y activa la transcripcidn, o represores, si evitan la union de la ARNP vy, por
tanto, se inhibe la formacién del ARNm.

- RBS (Ribosome Binding Site): regiéon del ARNm donde se unen los ribosomas para la
traduccién; es decir, la formacién de la proteina. Los distintos RBS pueden tener mds o
menos afinidad por los ribosomas, lo que determinara la tasa de traduccion.

- CDS (Coding Sequence): corresponde a la secuencia de aminoacidos que formaran la
proteina.

- Terminador: es la parte del ADN que detiene la transcripcidn pues, al alcanzar esta zona,
la ARNP se disocia.

Para su uso en proyectos de Biologia Sintética, estas cuatro biopartes estan representadas
mediante el lenguaje Synthetic biology Open language (SBOL) (Cox et al., 2018), que permite
representar graficamente circuitos genéticos de una manera estandar, facilitando el intercambio
de informacién. Ademads, se encuentran individualizadas y caracterizadas por varios pardmetros
en librerias, en las cuales el disefiador puede escoger entre varias biopartes con diferentes
propiedades y combinarlas como desee, en funcién de su objetivo. Una de las librerias mas
utilizadas es el Registry of Standard Biological Parts (Biobrick Foundation).

A grandes rasgos, la fase de Construccidn consiste en formar sistemas cada vez mas complejos,
generando nuevas unidades transcripcionales y ensamblandolas en circuitos que, a su vez, se
pueden combinar para crear cromosomas y genomas sintéticos. En primer lugar, las cuatro
biopartes individualizadas deben ensamblarse en el orden adecuado (promotor, RBS, CDS vy
terminador) dentro de un plasmido llamado vector de destino. Asi, este nuevo plasmido
contendrd una unidad transcripcional. Finalmente, se pueden combinar dos unidades
transcripcionales en un nuevo plasmido, formando una construccién mas grande.

Para ello, es necesario el desarrollo de sistemas de alta eficiencia que permitan ensamblar las
partes y comprobar si estos circuitos funcionan (Ellis et al., 2011). Dichos sistemas son los
métodos de ensamblaje, que estan clasificados en dos grupos: los basados en enzimas de
restriccion y los basados en secuencias solapantes (Weninger et al., 2016).
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Los métodos basados en enzimas de restriccion estan, a su vez, clasificados en dos subgrupos:
los que utilizan enzimas de restriccidn tipo IIS y de tipo Il. Los basados en enzimas tipo IIS tienen
una ventaja frente a los de tipo II: los sitios de reconocimiento y restriccidn no coinciden
exactamente; es decir, el enzima corta fuera de su secuencia de reconocimiento generando
extremos cohesivos (overhangs). Esto abre la posibilidad de disefiar la secuencia de nucledtidos
de cadena simple que sobresale en los overhangs. De esta forma, podemos hacer compatibles
las partes que queremos unir para ensamblar incluso mds de dos partes en una sola reaccidn. La
manera en que las partes a ensamblar estdn flanqueadas, teniendo en cuenta los sitios de
reconocimiento y restriccién de las enzimas utilizadas, se conoce como standard de ensamblaje
(Chao et al., 2014).

De la gran variedad de métodos de ensamblaje que existen actualmente, es fundamental
escoger bien con cudl se va a llevar a cabo la construccién, ya que su eleccién puede influir en la
estructura final del circuito. El método escogido en este trabajo es el lamado GoldenBraid.

GoldenBraid es un standard de ensamblaje binario basado en la metodologia Golden Gate que
emplea enzimas de restriccién de tipo IIS para generar circuitos sintéticos multigénicos de
manera robusta (Sarrion-Perdigones et al., 2011). Consiste en construir plasmidos cada vez mas
complejos para, finalmente, formar circuitos sintéticos. Estas construcciones tienen 3 niveles de
complejidad:

e Nivel 0: se refiere a un pldasmido que contiene una de las 4 partes basicas.

e Nivel 1: pldsmido que contiene todas las biopartes; es decir, una unidad transcripcional
completa.

e Nivel 2: pldsmido formado por dos o mas unidades transcripcionales.

Estos niveles se construyen en orden; es decir, para llegar a uno es necesario haber alcanzado
el anterior. Para el ensamblaje Nivel 1, se necesita un vector de destino con capacidad de
albergar una unidad transcripcional completa. En la metodologia GoldenBraid, se puede escoger
entre dos tipos de vectores de destino Nivel 1: al y a2. Para alcanzar el Nivel 2, se necesitan
plasmidos de tipo Q, y sdlo se pueden unir en una construccién de Nivel 2 insertos que procedan
de dos vectores de Nivel 1 distintos: uno debe proceder de un plasmido al y otro, de a2 (de ahi
el concepto de ensamblaje binario).

Una vez construido el plasmido que contiene el circuito, éste se introduce en un
microorganismo, normalmente Escherichia coli (E. coli), mediante transformacion.

1.1.3. Comprobacién experimental

La fase de Comprobacién Experimental comienza tomando datos experimentales a partir de un
cultivo de bacterias que expresan el circuito sintético. En nuestro caso, se toman medidas de
fluorescencia, que permite medir el comportamiento de la proteina de interés (en nuestro caso
es la Proteina Fluorescente Verde (GFP)), y absorbancia, para medir el crecimiento celular.
Después, es necesario estandarizar las unidades; esto es, convertirlas a unas unidades tipificadas
gue permitan comparar los datos experimentales con el modelo matematico previamente
disefado, mediante un procedimiento de calibracién. Estas unidades son moléculas de
fluoresceina equivalente (MEFL) para la fluorescencia y particulas para la absorbancia (Boada et
al., 2019). Finalmente, se obtiene la ratio entre MEFL y particulas (MEFL/particulas) como
medida de la fluorescencia especifica de cada célula. Asi, las mediciones experimentales quedan



en un dominio comun en el que pueden ser comparadas entre ellas y con los resultados
obtenidos a partir de los modelos matematicos.

1.1.4. Aprendizaje

El Aprendizaje es la Ultima etapa del ciclo DBTL, afadida recientemente gracias al acceso a datos
masivos y a la automatizacién de las tecnologias implicadas. Mediante algoritmos disefados
especificamente para cada funcién, esta fase permite el autoaprendizaje de nuevos
conocimientos con la finalidad de incorporarlos en los siguientes disefios. Los datos son
analizados con la intencidn de optimizar el proceso y repetir el ciclo de manera mejorada
(Valero, 2018).

En nuestro caso, la fase de Aprendizaje se centra en estimar los valores de los parametros que
hacen que el circuito se comporte de la manera deseada. Para ello, se utiliza la metodologia de
Optimizacion Multi-Objetivo (MOO), tal y como se explica en el apartado de Materiales y
Métodos.

1.2.  Elcircuito I1-FFL - Comportamiento adaptativo

Las redes de regulacidn transcripcional, que controlan la expresion de los genes en las células,
son sistemas complejos formados por diversos nodos que interactdan entre si. Para simplificar
su estudio, se busca definir primero la dindmica de las unidades que las componen como base
para entender la dindmica de toda la red (Gonzalez Bosca, 2014).

Los avances en la recopilacion y el analisis de datos estdn generando una cantidad de
informacidn sin precedentes sobre las redes de regulacién transcripcional, y estdn demostrando
gue muchas de estas unidades o médulos de circuitos aparecen de manera muy frecuente y
repetitiva en las redes genéticas de diversos organismos. Por tanto, se deduce que cumplen
funciones importantes, lo que ha llevado a muchos grupos a dedicarse a su estudio. Estas
estructuras se conocen como motivos de red (Shen-Orr et al., 2002).

Uno de los motivos mas estudiados es el bucle de retroalimentacién incoherente de tipo 1 o 11-
FFL (Tyson et al., 2003; Goentoro et al., 2009; Ma et al., 2009). Se trata de un componente de
circuitos mas complejos que aparece cientos de veces de manera natural en organismos como
E. coli (Eichenberger et al., 2004; Mangan et al., 2006; Milo et al., 2002) y levaduras (Lee et al.,
2002; Milo et al., 2002). En células animales, el 11-FFL aparece también en redes de regulacion
génica en células madre embrionarias humanas (Boyer et al., 2005).

Ademas, este circuito resulta muy interesante desde el punto de vista de las ciencias bioldgicas
porque presenta una importante propiedad conocida como adaptacion perfecta, que es la
habilidad de responder ante un estimulo y volver al valor anterior a dicho estimulo, aunque la
sefial persista (Boada Acosta, 2018). Esta propiedad esta ligada a la homeostasis (Alon, 2007) e
influye en otros procesos fundamentales de los organismos, como se vera mas adelante.

La capacidad de adaptacidon se puede medir utilizando dos indices: sensibilidad y precisién
(Figura 1.2). La sensibilidad mide la proporcion entre el cambio de la salida frente al cambio de
la entrada tras aplicar el estimulo. La precisién mide la diferencia entre el valor al que vuelve el
sistema tras el cambio inicial frente al estimulo y su valor inicial; es decir, el error de la salida.
En el contexto de un sistema biolégico, entendemos “entrada” como el sustrato que estimula al
sistema y “salida” como la sustancia producida.
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Figura 1.2. Representacion grafica y matematica de la adaptacién de un circuito genético, su
sensibilidad y precision (Inspirada en Oleas, 2018).

Existen distintas implementaciones del circuito 11-FFL, tales como redes enzimaticas, genéticas
o transcripcionales (Ma et al., 2009; Boada et al.,, 2016). En nuestro caso de estudio, la
implementacidn se basa en un circuito de 3 genes: gfp, luxR y cl. A partir de estos genes se
expresan las proteinas GFP (la salida del sistema), LuxR y cl, respectivamente (Figura 1.3).

En el circuito también interviene la molécula N-acil-L-homoserina lactona (AHL), que es la
entrada del sistema. El AHL extracelular (AHLex) entra en la célula a través de la membrana por
difusién y una vez internalizado, actia como inductor del circuito. El AHL interno se une a la
proteina LuxR, que se expresa constitutivamente, y forma el mondémero (R.A), que a su vez
dimeriza dando lugar a (R.A).. Por un lado, este dimero se une al promotor hibrido P/« del gen
gfp, activando la expresién de GFP. Por otro lado, (R.A)2 se une al promotor P, del gen cl y
estimula la produccién de su correspondiente proteina, la cual se une también al promotor
hibrido e inhibe la expresién de GFP. Por tanto, (R.A); es un factor de transcripcién que activa
tanto la expresion de GFP como la de cl: activa la produccion de GFP por una via directa pero
indirectamente la reprime, mediante la activacion del inhibidor cl.
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Figura 1.3. Representacion de una célula con el circuito I11-FFL incorporado. La proteina LuxR
(producida constitutivamente por el gen /uxR) forma el monémero (R.A) con el inductor AHL.
(R.A) dimeriza formando (R.A),, que actia como factor de transcripcidn, activando a los genes c/
y gfp. A su vez, la proteina cl inhibe la produccién de GFP (Boada Acosta, 2018).

Concretamente, el circuito 11-FFL esta disefiado como dos plasmidos para su implementacién en
la bacteria E. coli: un plasmido contendrd la unidad transcripcional del gen cl/ y el otro, las de los
genes luxR y gfp. El hecho de separar los genes en pldsmidos distintos permite una mayor
modularidad y flexibilidad a la hora de cambiar los parametros de uno de los genes; para ello
tan solo habria que modificar su plasmido correspondiente.

1.3.  Aplicaciones

Gracias al desarrollo de herramientas de Ingenieria Genética, las células pueden ser modificadas
genéticamente y utilizarse como fabricas para convertir materias primas en biocombustibles,
biopolimeros, productos quimicos, aditivos alimentarios o productos farmacéuticos, entre otros
(Keasling, 2010). Estas “fabricas de células” se desarrollan mediante el ciclo iterativo DBTL y se
pueden llevar a cabo a través de diferentes estrategias, tales como la creacién de rutas
metabdlicas de novo, la optimizacidn de la expresién génica dentro de rutas ya existentes o el
reemplazo de genes especificos (Jullesson et al., 2015).

Como se ha comentado anteriormente, el circuito I11-FFL ha sido objeto de estudio por la alta
frecuencia con la que aparece en los sistemas sensoriales de los organismos. Este circuito es
fundamental, por ejemplo, en la quimiotaxis bacteriana (Alon et al., 1999; Sourjik y Berg, 2002),
que es el proceso por el cual los cambios en la concentracién de un sustrato en el medio
circundante influyen en la actividad de propulsién de la célula, permitiéndole desplazarse hacia
el lugar de mayor o menor concentracién, segln si es una sustancia atrayente o repelente.
También interviene en la homeostasis de los organismos (Alon, 2007), propiedad que les permite
mantener una condicidn interna estable compensando los cambios ambientales mediante el
intercambio regulado de recursos y energia con el exterior. Todo esto es posible gracias a la
existencia de una red de sistemas de control de retroalimentacion que constituyen los
mecanismos de autorregulacion en las células (Gonzédlez Boscd, 2014). Estudiando estos
procesos, se ha descubierto que el 11-FFL tiene un amplio abanico de funciones, actuando como



un mecanismo para generar pulsos, acelerar respuestas, detectar cambios en la intensidad de
las sefiales, amortiguar el ruido o lograr adaptacién perfecta (Reeves, 2019).

Sobre todo, el I1-FFL es un elemento con gran potencial en Biologia Sintética cuando se combina
con otros circuitos para formar un gran sistema. Trabajos como el de Ma et al. (2009) o Reeves
(2019) demuestran que, en conjunto, los bucles de retroalimentaciéon negativa (FFL) y los de
retroalimentacion incoherente (iFFL) son Utiles para conseguir una expresién génica robusta.
Por un lado, los FFL modifican la entrada del sistema en respuesta a cambios en la salida. Sin
embargo, son dificiles de implementar y regular. Por su parte, en los iFFL la salida del sistema
estd regulada por la entrada, que la activa y reprime simultdneamente, independientemente de
la salida (Tomazou y Stan, 2018). Ademas, los iFFL garantizan una adaptacién perfecta a las
perturbaciones de la entrada, y son relativamente simples de implementar en una célula.

Asi pues, vemos que combinando distintos circuitos (entre ellos, el 11-FFL) se pueden crear
sistemas mas grandes y complejos a nivel de regulacién, con aplicaciones en diversos campos
de la Biotecnologia, como la llamada Biotecnologia Blanca o Industrial.

1.4. Limitaciones actuales

El impresionante avance en el campo de la Biologia Sintética durante la ultima década ha sido
en gran medida consecuencia de aplicar una visién propia de la ingenieria en un contexto
diferente como es un sistema bioldgico. Los circuitos genéticos se conciben como interruptores
gue activan o desactivan la expresidén de un gen, e incluso se pueden programar para actuar ante
sefiales que reciben del entorno. Sin embargo, es esta inspiracién en campos como la Electrdnica
y la Computacion la que ha dado lugar a las principales limitaciones, pues los sistemas bioldgicos
presentan ciertas diferencias con respecto a los sistemas electrdnicos (Macia y Solé, 2011).

Por este motivo, en la actualidad todavia existe una brecha entre la posibilidad de disefar un
sistema bioldgico y su implementacién real en el laboratorio. Esta brecha puede atribuirse a la
ausencia de partes bioldgicas bien caracterizadas y a la falta de mediciones reproducibles y
estandarizadas, entre otras causas (Way et al., 2014).

En este punto, es importante destacar el enfoque ascendente del ciclo DBTL (Schwille et al.,
2018). Esto significa que el disefiador comienza desde abajo, combinando partes basicas, y va
subiendo la complejidad hasta construir sistemas completos. Para ello, existe la necesidad
esencial de tener unas partes bien caracterizadas (Church et al., 2014), lo que sigue siendo un
gran obstdaculo. A pesar de que muchas de las biopartes utilizadas en Biologia Sintética si estan
caracterizadas individualmente en librerias, no se conoce su comportamiento una vez
integradas en el circuito. En la practica, las partes bioldgicas estan sujetas a la incertidumbre
(Boada et al., 2016); es decir, dependen de un entorno celular cambiante.

De hecho, en la fase de modelado, uno de los retos principales es tener en cuenta todos los
factores que alteran los niveles de expresidn génica y que queden representados en el modelo
matemadtico. Muchos cambios ambientales como la cepa del organismo hospedador utilizada,
cambios en la composicidn del medio, la temperatura o la tasa de crecimiento son factores que
pueden alterar el nimero de copias de un plasmido (Cn) y, en consecuencia, los niveles de
expresion. Esto supone un problema a la hora de controlar los procesos industriales, pues una
de las caracteristicas que se busca es que los sistemas sean robustos frente a los cambios
externos. La robustez no implica que no haya cambios en el sistema, sélo en su funcionalidad.



Muchas veces, el cambio es una parte esencial de la funcionalidad de un sistema: si el sistema
cambia de la forma adecuada, se puede considerar robusto.

Por otro lado, la falta de mediciones reproducibles y estandarizadas es una importante
limitacién en la fase de Comprobacién Experimental, pues no podemos comparar dos sistemas
en términos de mediciones si no han sido creados con la misma metodologia (Beal et al., 2018).
Afortunadamente, hay muchos estudios enfocados en la resolucion de este problema (Beal et
al., 2019; Boada et al., 2019; Martin et al., 2019; Robinson et al., 2020).

En este trabajo, se pretende recorrer todas las fases del ciclo DBTL orientadas al disefio de un
circuito 11-FFL que presente comportamiento adaptativo, teniendo en cuenta las limitaciones
citadas. Para ello, se plantea una extension de la metodologia desarrollada por Boada et al.
(2019), aportando asi una posible solucidon al problema de caracterizacion de las partes. Por otro
lado, se propone un modelo simplificado respecto a su versidn anterior que, ademas, tiene en
cuenta un nuevo parametro clave: el nimero de copias del plasmido (Cy).



2.

Objetivos

La finalidad principal del trabajo es transitar las distintas etapas del ciclo DBTL aplicadas a un
circuito genético sintético I11-FFL que presente capacidad de adaptacion.

Los objetivos especificos del proyecto son:

Modelar matematicamente un circuito I11-FFL.

Analizar la influencia de los parametros del circuito en su funcionamiento a través de
simulaciones.

Disefar los plasmidos necesarios para la construccion del circuito genético deseado.
Calibrar y estandarizar datos experimentales para comprarlos con el modelo
matematico.

Optimizar los parametros del modelo matemdtico del circuito a partir de datos
experimentales.

Discutir las posibles aplicaciones biotecnoldgicas del circuito disefiado.
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3. Materiales y métodos

3.1. Disefo
3.1.1. Modelado matematico

El modelado matematico de los circuitos sintéticos permite predecir su comportamiento y
seleccionar las partes bioldgicas que se van a utilizar en ellos.

En el caso del circuito I1-FFL, nos interesa predecir su comportamiento medio en el cultivo, no
el comportamiento individual de cada célula. Por tanto, se disefia un modelo deterministico que
no tiene en cuenta la naturaleza probabilistica de las reacciones sino que asume que, para cada
especie, la cantidad de moléculas transformadas depende solo de la cantidad actual de
moléculas, las velocidades de reaccidén, y la estequiometria de las reacciones. Esta aproximacion,
se puede tomar como punto de partida para obtener modelos mas complejos (Picé et al., 2015).

El modelado se realiza mediante tres pasos fundamentales:

1. Obtencién de las reacciones bioquimicas
2. Obtencidn de los balances dinamicos de las especies (LAM)
3. Reduccion del modelo (QSSA)

Partiendo del esquema del circuito (Figura 1.3), en el que estan representados todos los
componentes del sistemay cdmo interactldan entre si, se determinan las reacciones bioquimicas
qgue ocurren en él. A partir de estas reacciones, utilizando la Ley de Accidén de Masas (LAM), se
obtiene el balance dindmico de las especies como un sistema de Ecuaciones Diferenciales
Ordinarias (ODEs), que describen la evolucidn temporal de las principales especies bioquimicas
del circuito: ADN, ARN, proteinas y factores de transcripcion. Este modelo debe tener en cuenta
todos los factores que puedan afectar al circuito, entre ellos el nimero de plasmidos en una
célula (Cy). Como se comenta en la Introduccidn, los cambios ambientales muchas veces alteran
el nimero de plasmidos y, en consecuencia, los niveles de expresion génica. Por tanto, la
incorporacién de este pardmetro es un paso en el control del circuito y, a futuro, en el control
de sistemas de produccion.

3.1.1.1. Balances dinamicos. Ley de accidon de masas

Las reacciones bioquimicas que ocurren en el interior de las células son estocasticas por
naturaleza, por lo que los modelos deberian ser formulados en términos de la probabilidad de
gue cada una de estas reacciones tenga lugar. En cambio, los modelos deterministas, al no tener
en cuenta la probabilistica de las reacciones, permiten plantear de una manera mds simple el
circuito y facilitar su estudio. Teniendo esto en cuenta, utilizamos la LAM para expresar la
velocidad de cada una de las reacciones que explican nuestro circuito. Esta ley establece que la
velocidad de una reaccion (bio)-quimica es proporcional al producto de las concentraciones de
las especies reactantes elevadas a una potencia dada por la estequiometria de la reacciéon
(Chellaboina et al., 2009).

De esta manera, a partir de las reacciones bioquimicas previamente descritas, podemos
establecer matematicamente el balance dindmico de las especies como ODEs. Cada ecuacion
esta representada con su correspondiente estequiometria y asociada a una constante cinética.
El conjunto de estas ecuaciones constituye lo que se conoce como modelo ODE. Los valores de
las constantes cinéticas fueron obtenidos de estudios anteriores y a los que no se conocian, se
les dio un valor provisional.
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Sin embargo, el modelo que se obtiene al aplicar la LAM es de grandes dimensiones. Cuanto mas
detallado sea un modelo; es decir, cuantas mas ecuaciones incluya, mds se asemejara a la
realidad. Hay que tener en cuenta que el circuito estd compuesto por multiples procesos: la
union/desunién de las especies entre si, transcripcion, traduccion... Si se atiende a todos ellos,
junto con el resto de los procesos celulares paralelos al circuito, el modelado se complica
demasiado. Para simplificarlo, es necesaria una reduccién del modelo.

3.1.1.2. Reduccidn del modelo. Aproximacion Quasi - Estacionaria

La reduccidn tiene como objetivo disminuir la complejidad del modelo y el nimero de
pardmetros para conseguir un modelo manejable, con el que se pueda trabajar. Es muy
importante que la reduccién no sea excesiva porque llevaria a una falta de relevancia bioldgica
(Boada Acosta, 2018).

Uno de los métodos para llevar a cabo la reduccidn es la Aproximacion Quasi-Estacionaria
(QSSA). La QSSA considera que existe una separacion en la escala temporal entre las distintas
dindmicas de las especies (Zagaris et al., 2004; Mélykuti et al., 2014). La idea bajo este método
es que las reacciones que son mas veloces que otras alcanzan el estado estacionario muy
rapidamente, por lo que podemos despreciar su dindmica y asumir que se encuentran en
régimen permanente (Picd et al.,, 2015). Esta aproximacion se aplica a las ecuaciones que
representan a los promotores regulados por factores de transcripcion (FTs), como se explica a
continuacién.

Reduccion de las reacciones de Formacion de complejos FT-inductor

Para cada promotor, la activacién o represién mediada por un FT se modela con la funcién de
Hill con la modificacién propuesta por Trabelsi et al. (2018). Esta tiene en cuenta que el nimero
de FTsy sitios de uniéon aumentan o disminuyen con el nimero de copias del plasmido (Cw).

Considerando que un FT forma multimeros (mondémeros, dimeros, etc), se comienza con el
siguiente equilibrio:

donde ny es el nimero de moléculas de FT (en este caso, la proteina Ty) en unidades de
concentracion, / es la concentracion del inductor, T£ es la concentracién del multimero formado
de la reaccion, y Kqis es la constante de velocidad para la reaccién de disociacidon del complejo
T~

Ignorando el orden de unién de las especies, porque no es importante para el equilibrio final del
producto sino Unicamente para la cinética (no considerada aqui); y dadas las escalas de tiempo,
se aplica la LAM y se obtiene la ecuacioén:

I -Tf"”
T¢ =—1 (3.2)
4 Kdis

donde Kq4is depende del inductor y de la proteina considerada en cada reaccion.

La ecuacion clasica de Hill (Ecuacién 3.3) representa la fraccidon de saturacidn (Priq); es decir, la
proporcién de moléculas de Trunidas al inductor frente a las moléculas de T totales.
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Pfold = (3.3)

donde n es la constante de cooperacién y representa la maxima induccién o el rango dindmico
y K4 es la constante de equilibrio de disociacion (o simplemente, constante de disociacién); es
decir, la concentracion del complejo inductor de Ty necesaria para la induccién media-maxima.

Sin embargo, queremos considerar el hecho de que el Cy cambia el nimero de sitios de unién
para Ts (proporcional al Cy en nuestra construccién, ya que podria haber cooperaciéon y, por lo
tanto, mas de un sitio de unidn por pldsmido). La Ecuacién 3.3 se modifica teniendo en cuenta
el hecho de que, para alcanzar la saturacion media-maxima de un ndmero mayor de sitios de
unién, el nimero de complejos de unién también tiene que ser mucho mayor:

()"
Ka - CO™ + (TF)"

Proa = (3.4)

Reemplazando la Ecuacion 3.2 en la 3.4, se obtiene la nueva funcién de Hill:

ITL
Pfold = n (3.5)
Kq - K%lts - Cy +n
"

La Ecuacion (3.5) es la que se utilizara como base para modelar los distintos promotores que
intervienen en el circuito genético.

3.1.1.3. Asunciones
Asi, las asunciones que se han tenido en cuenta para disefiar y simular el modelo son:

a. Tan solo se tienen en cuenta las reacciones metabdlicas que intervienen en el circuito, se
asume que el resto estan incluidas en la ecuacién del crecimiento celular.

b. El volumen celular se considera constante, por lo que no se tiene en cuenta su variacion a lo
largo del ciclo celular para el calculo de las relaciones de transporte a través de la membrana.

c. Hay suficiente cantidad de RNAP y ribosomas para transcribir los genes en todo momento,
por lo que no son un factor limitante.

d. La transcripcion es mas rapida que la traduccion, por lo que se lleva a cabo una Aproximacion
Quasi-Estacionaria (QSSA) para el mRNA y solo se tienen en cuenta las dinamicas de las
proteinas.

e. La traduccion no es un proceso sencillo (Alberts et al.,, 2009). Se trata de una reaccion
irreversible con una tasa de traduccién media que tiene en cuenta que la unién de los ribosomas
al sitio de union del ribosoma (RBS) es reversible, y que varios ribosomas pueden traducir una
sola copia mensajera de ARN simultdneamente.
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f. La degradacidn y dilucion debida al crecimiento celular se consideran en todas las especies,
incluido el mARN, con sus correspondientes tasas de degradacién d; y tasa de crecimiento
especifico .

3.1.2. Simulacién computacional
Una vez obtenido el modelo reducido, se lleva a cabo la simulacién de las principales especies
bioquimicas utilizando el software MATLAB®, en el cual se implementan tres archivos:

e Archivo Ejecutable
e Archivo Parametros
e Archivo Funcién

El Ejecutable llama a la funcion ODE23 para cargar los parametros en otro archivo. ODE23 es
una funcion de MATLAB® que permite resolver sistemas de ecuaciones diferenciales ordinarias.
El archivo Funcidon contiene las ecuaciones del modelo reducido, y utilizara el archivo Parametros
con sus respectivos valores. El archivo Ejecutable, llama a la resolucién del sistema de
ecuaciones tres veces, obteniéndose los resultados de la simulacidon en tres partes que se
detallan a continuacion.

La primera parte de la simulaciéon representa la situacidn inicial, que comienza con la
transformacién de las células con los plasmidos que contienen el circuito. En esta situacién, la
concentracién de las especies es nula y va creciendo hasta llegar a un valor de equilibrio. Los
pardmetros y condiciones iniciales utilizados en la primera parte se recogen en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Parametros y condiciones iniciales de la simulacidn.

Descripcion Unidades
Establece la
Varianza variabilidad de los 0 adimensional
pardmetros
Densidad dptica
maxima
ODinitial Densidad dptica inicial | 0.1
Tiempo de simulacién
Tfin hasta el estado 360 min
estacionario
Step Paso de simulacion 0.1 min
Vector con la cantidad
Initial inicial de todas las 0 moléculas
especies

ODmax

La segunda parte de la simulacidon comienza con la inoculacién del cultivo, haciendo una diluciéon
a partir de un cultivo anterior. Las condiciones iniciales de la simulacion en esta segunda parte
corresponden con las condiciones de equilibrio a las que han llegado las especies en la primera
parte. SAlo se cambia la cantidad de células para reflejar la dilucidon y poder comenzar la segunda
parte con una cantidad de células conocida, de manera que se pueda corresponder con el inicio
de un experimento.

La tercera parte se inicia simulando una induccién de AHL pasado un tiempo desde que se realizo
la dilucidn. El circuito responde incrementando la expresion de las proteinas. Las condiciones
iniciales de esta tercera parte se corresponden con los equilibrios de la segunda, salvo el valor
del inductor.
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Ademas, para ver cdmo reacciona el circuito ante distintas concentraciones de inductor y
distintos valores de la tasa de traduccién de GFP (pg), se realizan nuevas simulaciones.

3.2. Construccion

La construccién del circuito comienza escogiendo las partes basicas o biopartes que se van a
utilizar para formar cada unidad transcripcional (explicadas en la Introduccién). Estas partes se
encuentran individualizadas y caracterizadas en librerias, como el Registry of Standard Biological
Parts (Biobrick Foundation, 2006). Después, deberan ensamblarse en el orden adecuado
(promotor, RBS, CDS y terminador) dentro de un plasmido llamado vector de destino.
Recordemos que los vectores de destino de Nivel 1; es decir, los que solo albergan una unidad
transcripcional, pueden ser de tipo al o a2. Para combinar distintas unidades transcripcionales
(Nivel 2), se utilizan vectores de destino de tipo Q.

3.2.1. Ensamblaje GoldenBraid
Utilizando la metodologia GoldenBraid, se lleva a cabo el ensamblaje de los plasmidos en
cuestion, pasando por los tres niveles de complejidad correspondientes en su construccién.

Nivel 0

Las partes basicas previstas para utilizar en este trabajo (Tabla 3.2) se obtienen de la coleccion
creada por el equipo Valencia UPV para la competicion iGEM 2018, donde se encuentran
ensambladas en plasmidos pUPD2. Estos plasmidos estan disefiados de manera que cada
bioparte esta ya adaptada a la gramatica del GoldenBraid y preparada para combinarse con
otras. Las partes correspondientes a Py Y al gen cl, no se encuentran en esta coleccion, y su
construcciéon estaba planificada en este trabajo.

Tabla 3.2. Partes bdsicas adaptadas a la gramdtica de GoldenBraid.

Nombre Tipo Descripcion Fuente ‘
P Promotor Promotor constitutivo de /uxR BBa_K2656004
Piux Promotor Promotor inducible del gen c/ BBa_K2656003
Piux/ci Promotor Promotor hibrido del gen gfp Este trabajo

RBS RBS fuerte BBa_K2656011

RBS RBS de fuerza media BBa_K2656010
luxR CDS Secuencia codificante de LuxR BBa_K2656016
cl CDS Secuencia codificante de cl Este trabajo
afp CDS Secuencia codificante de GFP BBa_K2656023

Terminador Terminador transcripcional doble BBa_K2656026

Nivel 1

Una vez se tienen las construcciones de Nivel 0, hay que unir las cuatro biopartes para formar
una unidad transcripcional. La metodologia GoldenBraid pretende, como hemos comentado
anteriormente, hacerlo en una sola reaccidn. Esto es posible gracias a que los overhangs de las
partes contiguas son complementarios, pero no lo son al resto de partes. Asi, en una sola
reaccién se pueden ensamblar todas las partes en el orden correcto.
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Con los insertos (biopartes) y vectores de destino escogidos, se procede a realizar la reaccion de
ensamblaje GoldenBraid (Figura 3.1), que se compone de dos reacciones:

- Digestion: con las enzimas de restriccion Bsal, se extraen las partes basicas del plasmido
pUPD2. También el vector de destino es digerido con Bsal, de manera que queden
extremos complementarios al promotor y al terminador.

- Ligacion: Las cuatro biopartes se introducen en el vector de destino correspondiente (al
o a2). Mientras que la unidad transcripcional de c/ se puede ensamblar en cualquiera de
los dos, es importante que las de /uxR y gfp vayan en vectores distintos. Para la
construcciéon del plasmido que contiene dos unidades transcripcionales, hay que
recordar que el GoldenBraid sélo permite unir en una construccion de Nivel 2 insertos
gue procedan de dos vectores de Nivel 1 distintos: uno debe proceder de un plasmido
aly otro, de a2.

Los componentes y condiciones necesarios para llevar a cabo la reaccidén estan descritos en las
Tabla 3.3 y 3.4, respectivamente.

a) b)

Figura 3.1. Esquema de la reaccién de ensamblaje GoldenBraid de una unidad transcripcional
utilizando las cuatro partes basicas y los vectores de destino de Nivel 1, ambos digeridos con
Bsal. Cada letra (asociada a un color) representa la secuencia de nucleétidos que sobresale en
los extremos cohesivos, siendo A: GGAG, B: TACT, C: AATG, D: GCTT, E: CGCT y F: GTCA. Las
secuencias complementarias tienen la misma letra y color. KanR es resistencia a kanamicina. a)
Partes basicas del ADN extraidas del plasmido pUPD2 con el enzima Bsal. b) Vectores de destino
de nivel 1 (a1l y a2) digeridos con Bsal. c) Resultado del ensamblaje en ambos vectores de
destino. (Requena, 2019)

Tabla 3.3. Componentes de una reaccién de GoldenBraid.

Componente Volumen (pl)

Enzima de restriccion tipo IIS (Bsal o BsmBI) 1

T4 ADN ligasa 1

T4 ADN ligasa buffer 10x 1.5

BSA 10x 1.5

ADN 75 ng de cada plasmido
ddH.0 hasta 15 pl

Total 15
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Tabla 3.4. Condiciones para llevar a cabo una reaccién de GoldenBraid.

Temperatura (°C) Tiempo (min) Numero de ciclos ‘
37 10 1

37 3 25

50 10 1

80 10 1

Los plasmidos disefiados para el circuito I1-FFL en Nivel 1 incluyen el pRAKA11, que es un
plasmido definitivo, con la unidad transcripcional que expresa el gen ¢/ con su correspondiente
promotor (BBa_K2656003), un RBS de fuerza baja (BBa_K2656010) y un terminador
(BBa_K2656026). El vector de destino utilizado para crear este plasmido es el al (Figura 3.2, a).

a) pRAKA11
K2656010

K2656003 K2656026

al
| |
b) pRAKA12 KanR c) pRAKA21
K2656011 K2656026 K2656011 K2656026
K2656004 K415032

al a2
1
| I | I |
d) pRASO11 KanR KanR
K2656011 K415032
A e L Y k2656026
luxR gfp+LVA
o1 [K2656004 L k2656026 K2656011
1
L |
SpR

Figura 3.2. Esquema de la construccion del circuito sintético I11-FFL, con sus respectivos niveles
y plasmidos.

Ademas, los plasmidos pRAKA12 (Figura 3.2, b) y pRAKA21 (Figura 3.2, ¢) contiene las unidades
transcripcionales de los genes luxR y gfp. El pldasmido pRAKA12 contiene el gen codificante para
la proteina LuxR (BBa_K2656016) que se expresa a una tasa constante bajo el control de un
promotor constitutivo de fuerza media (BBa_K2656004) y un RBS de fuerza media
(BBa_K2656011). Tras la CDS, se encuentra el terminador (BBa_K2656026). El vector de destino
utilizado para crear este plasmido es el al.

Por otro lado, el pldasmido pRAKA21 contiene los componentes para la expresion de la proteina
GFP: un promotor hibrido (BBa_K415032), el RBS (BBa_K2656011) y la CDS que codifica para la
proteina (BBa_K2656023). Finalmente, aparece el mismo terminador utilizado anteriormente.
El vector de destino utilizado para crear este plasmido es el a2.
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Nivel 2

Para el circuito 11-FFL, solo es necesario llegar a este nivel en la construccién del plasmido
pRASO11 (Figura 3.2, d), ya que en él queremos incluir dos unidades transcripcionales (luxR y
gfp) provenientes de los pldsmidos pRAKA12 y pRAKA21.

Una vez tenemos estas dos unidades transcripcionales una en un plasmido aly la otraenun a2,
podemos combinarlas en un pldasmido de destino Q1. De la misma manera, utilizando los mismos
componentes y condiciones descritos en las Tablas 3.3 y 3.4, se lleva a cabo la reaccién de
ensamblaje GoldenBraid. Los vectores de destino llevan resistencia a un antibidtico para que
sélo puedan crecer las bacterias que hayan incorporado el plasmido: los vectores a tienen
resistencia a kanamicina y los Q, a espectinomicina.

3.2.2. Transformacién
Una vez obtenidos los pldsmidos finales () RAKA11y pRASO11), se lleva a cabo la transformacion;
es decir, la insercién de un plasmido de interés en una bacteria. En este caso, se utilizan E. coli
de cepa 10G® electrocompetentes.

La transformacion se realiza por electroporacién, una técnica que consiste en generar poros en
la membrana plasmatica aplicando un determinado voltaje durante un corto periodo de tiempo.
De esta manera, se consigue que las bacterias incorporen el plasmido antes de que los poros se
cierren. Para ello, hay que enfriar un alicuota de 50 pL células electrocompetentes a -80°C en
hielo y afiadir de 1 a 5 mL del plasmido de interés. A continuacion, las células se homogeneizan,
se introducen en una cubeta de electroporacién fria y seca y ésta se coloca en el electroporador.
Tras la electroporacion, a un voltaje de 1700V, se extrae la cubeta y se le afiaden 700 mL de
medio de supervivencia SOC. Después, el contenido de la cubeta se introduce en un tubo de
cultivo y se incuba a 37°Cy 250 rpm durante 1 hora. Finalmente, se cultiva en medio sélido con
el antibidtico correspondiente y se incuba durante la noche a una temperatura de 37°C.

Para seleccionar las bacterias que han incorporado el plasmido se utiliza un gen selector, como
el que codifica para la Proteina Fluorescente Roja (RFP). Este gen esta presente en el vector de
destino y estd localizado en el lugar que, tras la reaccién de ensamblaje, ocupara el inserto. Por
tanto, si el pldasmido incorpora el inserto, el gen selector se libera y no deberia observarse
coloracioén roja. Por el contrario, si el ensamblaje no es correcto, la bacteria expresara la RFP y
se vera roja.

3.2.3. PCR de colonias (cPCR)
La cPCR sirve para amplificar una regidn de interés del ADN de un cultivo bacteriano. En este
caso, se pretende amplificar la regidon donde se encuentra el inserto de los vectores creados por
GoldenBraid. En primer lugar, se selecciona una colonia aislada del medio de cultivo y se
introduce en 50 mL de agua desionizada estéril. El proceso se lleva a cabo utilizando el kit Tag
DNA polymerase kit with Standard Taq buffer (New England Biolabs), cuyos componentes y
condiciones se encuentran recogidos en las Tablas 3.5 y 3.6, respectivamente.

Los cebadores necesarios son VerTUdir (directo) y VerTUrev (reverso), disefiados para amplificar
la region de interés de los vectores pARK (a) Y pRMSO (Q).
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Tabla 3.5. Componentes para una cPCR.

Componente Volumen (pl)
10x Standard Taq buffer 2

10 mM dNTPs 2

Cebador Directo 10 puM 0.4

Cebador Reverso 10 pM 0.4

Taq DNA polymerase 0.1

Colonia inoculada en agua 5

ddH:0 10.1
Volumen total 20

Tabla 3.6. Condiciones para una cPCR

Nombre Temperatura Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 °C 2 min 1
Desnaturalizacion 95 °C 20s

Alineamiento 56 °C 1 min 30
Extensién 68 °C 1 min/kb

Extension final 68 °C 5 min 1

3.2.4. Electroforesis en gel de agarosa
El proceso de electroforesis en gel permite separar distintas muestras de ADN en funcidn de su
tamafio.

La preparacion de 80 mL de gel a una porosidad del 1% se realiza introduciendo 0.8 gramos de
agarosa con 80 mL de buffer SB en un matraz Erlenmeyer. A continuacion, el matraz se lleva a
ebullicién en el microondas y, cuando se vuelve cristalino, se deja enfriar hasta los 50 °C. Luego,
se vierte el contenido en la cubeta de electroforesis y se deja reposar hasta que adquiera una
consistencia de gel, colocando los peines en la posicidn adecuada. Una vez listo, cargar las
muestras con Loading Dye Purple (6X) (New England Biolabs) y O’GeneRuler 1Kb ADN Ladder
(Fisher Scientific). Tras seleccionar el voltaje deseado, se corre el gel y se visualiza en un
transiluminador UV.

3.2.5. Cultivos celulares
Las células de interés se cultivan tanto en medios con los nutrientes y antibidticos necesarios
para su crecimiento. En este trabajo, se utilizan medios que pueden ser tanto liquidos como
sélidos.

- Preparacidn de medios de cultivo liquidos
o LB Broth
Afadir 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura, 5g de NaCl y 1 L de agua
destilada en una botella. Homogeneizar y esterilizar en un autoclave. Dejar
enfriar. Afadir 1 mL de solucidon antibidtica 1000x, si queremos un medio
selectivo.
o Super optimal broth with catabolite repression (SOC)
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Primero, se prepara el SOB, para ello: afiadir 20 g de triptona, 5 g de extracto de
levadura, 2 mL de 5M NacCl, 2.5 mL de 1M KCl, 10 mL de 1M MgCl2, 10 mL de
1M MgS04 en una botella. Ajustar a 1 L con agua destilada, homogeneizar y
esterilizar en autoclave.
Para hacer SOC con SOB, dejar que SOB enfrie y, en condiciones asépticas,
afadir 20 mL de glucosa 1M esterilizada.
o M9 minimal media
Disolver 125 g de M9 Medium Broth Powder (VWR Amresco Life
Science) en 1 L de agua destilada y desionizada. Homogeneizar y esterilizar en
autoclave. Dejar enfriar y, en condiciones asépticas, afiadir 2 mL de 1M MgS04
esterilizado, 10 mL de glucosa esterilizada al 20 % y 0,1 mL de 1M CaCl2
esterilizado. Si se usa con bacterias resistentes a un antibiotico, agregar 1 mL de
solucion madre de 1000x de ese antibidtico.
- Preparacién de medios de cultivo sélido- cultivo en placa Petri
Todos los cultivos en placas Petri se realizaron con LB (Lennox) y agar como medio de
cultivo. Para hacerlos selectivos, se usaron soluciones madre 1000x de los antibidticos.
Afadir 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura, 5 g de NaCl, 20 g de Agar-agary 1
L de agua destilada a una botella. Homogeneizar y esterilizar en autoclave. Dejar enfriar
y afiadir 1 mL 1000x solucién antibiética. Finalmente, en condiciones asépticas, extender
25 mL del contenido de la botella en cada placa Petri. Dejar reposar hasta que el medio
gelifique.

3.2.6. Glicerinado bacteriano
Su funcién es almacenar las bacterias en un medio seguro, protegidas de temperaturas
inferiores a 0 °C.

Para prepararlo, se afiaden 1440 pL de cultivo bacteriano de interés (cultivado overnight) y 360
pL de glicerol al 80% en un microvial, manteniendo la esterilidad. Homogeneizar la mezcla y
almacenar a -80 °C.

3.2.7. Extraccién de plasmidos: miniprep
Mediante este procedimiento, realizado con el QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen), se extraen o
purifican los plasmidos de los cultivos bacterianos. En primer lugar, se centrifuga un cultivo
bacteriano (previamente transformado con un plasmido de interés y crecido overnight en LB)
para separar las células del medio de cultivo vy lisarlas, dejando el plasmido libre. Después, el
contenido se pasa por una columna de afinidad que retiene el plasmido de interés. Finalmente,
éste se aisla utilizando un tampdn de elucion.

3.3. Comprobacion experimental
Para obtener informacidn sobre el comportamiento de los organismos que han incorporado el
circuito, es necesario medir ciertas magnitudes, que en este caso son la fluorescencia y la
absorbancia. Después, estos datos se calibran y se estandarizan las unidades. Asi pues, en este
apartado podemos distinguir dos partes: la toma de datos experimentales y su calibracién.
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3.3.1. Medidas de fluorescencia y ODgoo in vivo
Las medidas experimentales se realizan en Biotek Cytation™ 3, un lector de fluorescencia y
densidad 6ptica (OD). El lector toma medidas a distintos tiempos mientras las células de interés
estan siendo incubadas a ciertas condiciones (Tabla 3.7) en una placa de 96 pocillos.

Se aislan dos colonias de bacterias diferentes que han incorporado el pldsmido de interés. Para
ello, se dejan crecer en dos cultivos de LB con su correspondiente antibidtico y se incuban
overnight a 37 °Cy 250 rpm. A continuacion, se realizan 3 réplicas de 3 mL de cultivo en M9 con
su correspondiente antibiético a una ODgqo inicial = 0.04, con cada uno de los cultivos overnight
y se incuban a 37 °C, 250 rpm durante 4 horas. Para cada réplica, se realizan diluciones de 3 mL
a una OD =0.1. A continuacidn, se carga una placa de 96 pocillos con 10 muestras de 200 ul de
cada cultivo y se rellenan algunos pocillos con M9, para usarlos como blanco.

Tabla 3.7. Condiciones para la toma de medidas de ODeoo Yy fluorescencia de la GFP.

Tiempo entre medidas 5 min

Temperatura 37 °C

Agitacion Doble érbita (continuamente)
Longitud de onda de absorbancia 600 nm

Longitud de onda de excitacion 485 nm

Longitud de onda de emisién 528 nm

3.3.2. Calibracion
El objetivo de la calibracion es procesar los datos experimentales “crudos” obtenidos de un
cultivo bacteriano que ha incorporado el circuito para convertirlos a una unidad estandar. Esta
unidad se utiliza para comparar los datos experimentales con el modelo y asi llevar a cabo la
caracterizacién de las partes. Para ello, se sigue el protocolo propuesto por Boada et al. (2019).

En este protocolo se toman medidas de referencia a partir de una soluciéon de fluoresceina (para
la fluorescencia) y unas particulas de silice similares a las células de E. coli (para la absorbancia).
Con estas medidas, se obtienen unas curvas de calibracién (Figura 3.3) que permiten relacionar
las unidades que devuelve el lector (unidades arbitrarias) con unas unidades calibradas: MEFL
para la fluorescencia y particulas para la absorbancia. Finalmente, se calcula su cociente,
MEFL/particula, que sirve como unidad estdndar para la fluorescencia especifica de cada célula
y se utiliza para comparar los datos experimentales y el modelo computacional.

21



Calibracion de Absorbancia Calibracion de Fluorescencia

14.5

o
n

13.5

Iog_ID(MEFL)

-

log,, (Particulas)

- *  Dalos Experimenlales 12.5
Ajuste Lineal

6.5

Ajuste Lineal
*  Datos Experimentales

— — —Intervalos de Prediccion (99%) | 4

— — — Intervalos de Prediccion (89%)

-16 -14 12 -1 -08 -06 -04 -02 0 0.2 2 25 3 3.5 4 4.5

Iog,ID (Absorbanci aGDD) Iog_ID (Fluorescencia)

Figura 3.3. Curvas de calibracion de absorbancia (izquierda) y fluorescencia (derecha).

3.4. Aprendizaje

Como se ha comentado anteriormente, una de las limitaciones actuales que encuentra la
Biologia Sintética es la ausencia de caracterizacién de las partes bioldgicas implementadas en
un circuito, dentro de un contexto celular cambiante. Para afrontarla, el modelo tiene que ir
mejorando a base de iteraciones.

Una manera de hacerlo es comprobando que el modelo matematico disefado presenta un
comportamiento similar a los datos experimentales; es decir, minimizando el error entre el
modelo simulado y los datos del laboratorio. Sin embargo, la mayoria de las veces los
requerimientos del circuito son excluyentes entre si, esto es, la optimizacion de uno conduce a
empeorar algun otro. La existencia de multiples requerimientos y necesidades en un problema
de disefio nos lleva a hablar de un problema multi- objetivo (Marler y Arora, 2004). Por tanto, la
mejor manera de enfocarlo es con un procedimiento de Optimizacion Multi- Objetivo (MOO).
En la MOO, todos los objetivos son importantes para el disefiador, por lo que todos son
optimizados simultdaneamente y la solucién suele no ser Unica, sino un conjunto de soluciones
conocido como conjunto de Pareto. En dicho conjunto, todas las soluciones son déptimas vy
ninguna es mejor que otra, solo difieren entre si por el grado de compromiso que guardan entre
los objetivos optimizados (Boada et al., 2014).

Asi pues, la metodologia seguida, resumida en la Figura 3.4, es la siguiente:

- -1) Prerrequisitos (Figura 3.4.-1): el punto de partida son el modelo matematico y las
partes bioldgicas en las que se basa, que constituyen los parametros que queremos
caracterizar.

- 0) Preprocesamiento (Figura 3.4.0): se trata del paso previo a la optimizacion; es decir,
la toma de medidas de las magnitudes deseadas (fluorescencia y absorbancia) y la
calibracion de los resultados. Ademds, en este paso también se definen unos intervalos
iniciales para los parametros del modelo que se van a estimar, y unos valores fijos para
los parametros que consideramos constantes.

Una vez tenemos los prerrequisitos y el preprocesamiento de los datos, se aplica la
metodologia MOO para la caracterizacidn de las partes bioldgicas. La idea es realizar una
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estimacion de los pardametros in situ (Alarcon-Ruiz et al., 2020); es decir, en el contexto del
circuito. La MOO consta de tres pasos:

- 1) Definicidn del problema multi- objetivo (MOP) (Figura 3.4.1): Consiste en especificar
los objetivos que queremos minimizar. Estos se representan con una funcién de coste
o funcién objetivo, que depende de los parametros que nos interesan. Asi pues, en este
paso se definen el niumero de objetivos, J(0), y las variables de decisidn (parametros),
0. En este caso, establecemos dos objetivos por experimento (por cada nivel de
induccion de AHL):
o Ji(B) es el error entre la fluorescencia predicha y la experimental (medida en
MEFL/particula).
o J(B) es el error entre el numero de células predichas y las experimentales
(medida en particulas).

Las variables de decisiéon son aquellos pardmetros que se pueden modificar en el
laboratorio y queremos estimar para conocer su valor éptimo. Estas son:

o latasa de transcripcion (asociada con la fuerza del promotor)
o latasa de traduccion (asociada con la fuerza del RBS)
o el numero de plasmidos dentro de una célula

- 2) Proceso de Optimizacién Multi- Objetivo (MOOP) (Figura 3.4.2): En esta parte, se
ejecuta el algoritmo spMODE (Reynoso-Meza et al., 2013), que nos devuelve el Frente
de Pareto, J;'(8); es decir, el conjunto de soluciones igualmente éptimas que minimizan
los objetivos. El correspondiente conjunto de Pareto incluye los valores de los
pardmetros asociados con el Frente de Pareto.

- 3) Toma de decisiones multicriterio (MCDM) (Figura 3.4.3): en funcidon del criterio del
disefador, se selecciona la solucion preferida del Frente y conjunto de Pareto
correspondiente a la parte que queremos caracterizar, con la ayuda de diagramas y
agrupando las soluciones en clusters.

X=$(X) E

Mathematical Parameter initial
model development interval selection @
J:.-J'_ Simulation and Model parameters Obtaining parameter
! Experimental data estimation values
i i librated 2 :
Biological parts Calibrate Cost function definition Multiobjective optimization Multi-criteria decision making
Assembly Measurements Objectives with a trade-off for parameter estimation Selection of the preferred

dependin solution from the par set

-1 | 0 | data and simulation data and front

Prerequisites Preprocessing

Figura 3.4. Esquema de la metodologia seguida para la caracterizacion de las partes basicas: -1)
Prerrequisitos, 0) Preprocesamiento de los datos, 1) Definicién de la funcién de costes, 2)
Optimizacién multi- objetivo y 3) Toma de decisiones multicriterio. (Alarcén-Ruiz, 2020).

23



4. Resultados y Discusion
4.1. Disefo

4.4.1. Modelado matematico

Tras establecer la estructura y funcionamiento del circuito sintético de interés (Figura 1.3),
planteamos las ecuaciones bioquimicas teniendo en cuenta las reacciones y procesos biolégicos.
Las especies que intervienen en las ecuaciones estan recogidas en la Tabla 4.1. Las constantes
cinéticas vienen identificadas en la Tabla 4.2.

Gen luxR:
kR
— ARNmy (4.1)

P
ARNmy = ARNmg+ R (4.2)
dmRr u
ARNmp —— 0 (4.3)

RELe (a4

Donde la reaccién (4.1) corresponde a la transcripcion del gen /uxR, produciendo su
correspondiente ARNm (ARNmg). Posteriormente ocurre la traduccion (4.2), sintetizando la
proteina LuxR (R) y manteniendo el ARNmg. Finalmente, tanto el ARNmg (4.3) como la proteina
(4.4) se degradan. La degradacion se representa como 0.

Gen gfp:
k_p
Kd,
2R + 24— (R-A), (4.5)
k ux
Po+ (R-A),&25 P, - (R-A), (4.6)
kacr
P; + 2cl < P; - (cl), “4.7)
akg
P; — P; + ARNmg (4.8)

k
P;-(R-A), = P;-(R-A), + ARNm; (4.9)

P
ARNmg = ARNmg; + G (4.10)
de' n
ARNm; —5 ¢ (4.11)
aG, u
G <5 ¢ (4.12)

Donde la reaccion (4.5) responde a la formacion del factor de transcripcion (R - A),, el dimero
formado por las especies LuxR y AHL. La reaccion (4.6) responde a la uniéon y desunién del factor
(R - A), con el promotor hibrido Ps, mientras que (4.7) responde a la unién y desunién del factor
(cI),. La reaccion (4.8) representa la transcripcion basal de gfp mediante el promotor hibrido
inducible Ps, cuando la unién del factor (R - A), no se ha producido. Seguidamente, (4.9) se

24



identifica con la transcripcion y (4.10), con la traduccidn. Finalmente, las dos ultimas, indican la
degradacion tanto del ARNmg (4.11) como de la proteina R (4.12).

Gencl:
akcy
Py — Py + ARNmM (4.13)
kdlux
Ppx+ (R-A); &= Ppy - (R-A), (4.14)

kr:I
Plux ' (R 'A)Z - Plux : (R 'A)Z + ARchI (4‘-15)

Pe
ARNm, - ARNmg + cl (4.16)
dmey, p
ARNm,; —=5 @ (4.17)
der, U
o L5 ¢ (4.18)

Donde la reaccién (4.13) representa la tasa basal de transcripcion a partir del promotor inducible
Pux. Seguidamente, se indica la unién de (R - A), con Py (4.14) y la sintesis de ARNm inducida
(4.15). La reaccion (4.16) marca la traduccion, con la formacion de la proteina cl. Finalmente, las
ecuaciones (4.17) y (4.18) simbolizan la degradacion de los componentes.

En las reacciones, no se muestran los detalles del complejo (R.A), porque en la ecuacion de Hill
del promotor (subseccion 3.1.1.2. Reduccion de las reacciones de Formacion de complejos FT-
inductor) ya se tienen en cuenta el nimero de moléculas que aporta cada una de las especies y
el Cn.

Proceso de difusion extra/intracelular de AHLe:

D
A m A, (4.19)

Veeul

Donde la reaccién 4.19 representa la entrada y salida de AHLe de la célula, y donde V, = "

por lo que depende del volumen interno y externo.

Tabla 4.1. Especies bioquimicas del circuito I1-FFL.

Especies Descripcion

1. R Proteina LuxR

2. ARNmg ARNm de luxR

3. A AHL intracelular

4. (R.A):2 Dimero formado por LuxR y AHL
5. Pe Promotor hibrido P/« libre
6. «cl Proteina cl

7. (cl)2 Dimero formado por cl

8. ARNmg ARNm de gfp

9. G Proteina GFP

10. Puux Promotor Pux libre

11. ARNmq ARNm de c/

12. A AHL extracelular
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El modelado sigue la metodologia descrita en 3.1.1. Modelado matemadtico: sobre las reacciones
(4.1) —(4.19), se aplica la LAM y se formula las ecuaciones ODE correspondientes para cada una
de las especies del circuito I1-FFL. Asimismo, este proceso se realiza utilizando las funciones de
Hill que representan a los promotores, como se explica en la seccién 3.1.1.2. Reduccion de las
reacciones de Formacion de complejos FT-inductor, lo que conlleva un proceso de reduccién con
la QSSA. Asi, se obtiene el modelo final presentado a continuacién que representa la evolucién
temporal de la concentracién de las especies LuxR, AHL, cl, GFP, A.y el nUmero de células (N):

dR] . PrONKR
= =T = — (d I
dt 1 dmp + p (dr + p) [R]
1A )
A 5y = D(VIA] ~ [4) = (da + 1) [4]
1 R|[A :
l'.ﬁ[[.fI.‘ _ r{ _ pt‘lCN kcl o + (] . n) katus (k,]g(‘.‘x) - ((] | + ’”) [(-f]
dt ' dmer + p 1 (R)[A4] |2 ' o
1+ kamx \ kazCn
{[GFP] Cxk e (L )2 1
d[GF o Cnka Karme \ KazCn
L =i = LL'I_-“} ‘; at (1—q) —amx AN/ e | — (e +m [G]
GTf 14+ _k'dlmx (ki]!:‘\l> 1+ kac1Cn
dN N
—ds=puN(1-
au ~ T (l 1\)

d[ir] =dig=D (—3;1,,;_,[_4,_,] + Z [_4]) — dae[Ae)

i=1

Cabe destacar que el modelo disefiado en este trabajo presenta ciertas mejoras con respecto a
versiones anteriores realizadas en este mismo laboratorio. Por un lado, se trata de un modelo
mas reducido y sencillo de resolver, pues sélo se han tenido en cuenta las dindmicas de las
proteinas, tal y como se indica en la seccién de 3.1.1.3. Asunciones. Ademas, constituye el primer
modelo de dicho circuito que tiene en cuenta el CN en la representacién de los promotores
(Trabelsi et al., 2018). Este factor es muy relevante, ya que no se necesitan la misma cantidad
de moléculas para ocupar todos los promotores cuando se tienen 10 copias del plasmido en
cuestion que cuando hay 500 copias: a mayor Cy, mas moléculas de FT se necesitan y, por lo
tanto, mas grande serd la K4 aparente del promotor.

En la Tabla 4.2 se recogen valores de los parametros del modelo utilizado, indicando el origen
de dichos valores, ya sea de la literatura o del conocimiento previo del laboratorio donde he
realizado mi TFG. Con el modelo disefiado y los valores de los pardmetros, se llevan a cabo
simulaciones computacionales para observar del comportamiento del circuito.
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Tabla 4.2. Pardametros del modelo del circuito 11- FFL.

Referencia

Parametro Descripcion

Generales
71 Tasa de crecimiento especifico
Ratio entre el volumen externo
v celular y volumen externo
¢ normal en un sistema de
microfluidica
Nmax Mdximo nimero de células
Cn Numero de copias del plasmido
a Tasa de expresion basal
LuxR
PR Tasa de traduccion
dmr Tasa de degradacién del ARNm
kr Tasa de transcripcion
d Tasa de degradacién de la
R proteina
cl
Pa Tasa de traduccién
dmq Tasa de degradacién del ARNm
Kai Tasa de transcripcién
d Tasa de degradacién de la
| ,
¢ proteina

Promotor Piux
Constante de disociacidn del
dimero (R.A)2 al promotor
Dimero (R.A)2
Constante de disociacién entre
los mondmeros (R.A)
Promotor hibrido Pux/c
Constante de disociacion de cl al

Kdiux

ka2

K promotor hibrido

Kl Constante de disociacion del
dimero (R.A): al promotor

GFP

Pe Tasa de traduccion

dme Tasa de degradacién del ARNm

ke Tasa de transcripcion

de Tasa c?e degradacion de la
proteina

AHL

D Tasa de difusidn del AHL a través
de la membrana

da Tasa de degradacién del AHL
intracelular
Tasa de degradacién del AHL

dae

extracelular

0.0077

5.5x 10712

32x 107
10
0.1

95.7

0.23
0.468

0.07

9.6

0.23
0.468

0.05

500

2165

4800

1000

715

0.23
0.468

0.1

4

4x10*

4.81x10°
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células

copias

adimensional
min°
min°
min°
min°
min°
min°
min°

min°

moléculas

moléculas

moléculas
moléculas
min°
min°
min-

min°

min-

min-

min°

Obtenido
experimentalmente en el
laboratorio

Boada Acosta, 2018

Boada Acosta, 2018
Boada Acosta, 2018
Boada Acosta, 2018

Conocimiento previo del
laboratorio

Milo et al., 2010

Boada et al., 2019

Boada Acosta, 2018

Conocimiento previo del
laboratorio

Milo et al., 2010

Boada et al., 2019
Conocimiento previo del
laboratorio

Conocimiento previo del
laboratorio

Boada et al., 2019

Boada et al., 2019

Conocimiento previo del
laboratorio

Conocimiento previo del
laboratorio

Milo et al., 2010

Boada et al., 2019
Conocimiento previo del
laboratorio

Conocimiento previo del
laboratorio

Milo et al., 2010

Horswill et al., 2007



4.1.2. Simulaciones del circuito 11-FFL

Tras obtener el modelo ODE que representa el comportamiento del circuito, se puede pasar a
realizar experimentos computacionales; es decir, simulaciones. Para ello se utiliza Ia
metodologia presentada en el apartado 3.1.2. Simulacion computacional.

La primera parte de la simulacidn (Figura 4.1, A) representa la situacién inicial, aquella en la que
recién se han transformado las células y los pldsmidos que contienen el circuito se encuentran
“por primera vez” en el entorno celular. En esta situacidn, la concentracién de todas las especies
es nula (excepto N, ya que las células estdn creciendo en el cultivo). Los parametros y
condiciones iniciales utilizados se recogen en la Tabla 3.1. En esta primera parte, las cantidades
de moléculas de las especies se incrementan desde cero (o la cantidad inicial de células) hasta
llegar a un valor de equilibrio.

La segunda parte de la simulacién (Figura 4.1, B) representa la situacion que ocurre en el
laboratorio cuando se realizan los experimentos en los que se inocula el cultivo, haciendo una
dilucién a partir de un cultivo anterior. En este caso, la dilucidn se realiza 4 horas después de la
transformacion de las células. Las condiciones iniciales de la simulacién en esta parte B
corresponden con las condiciones de equilibrio a las que han llegado las especies en la parte A.
Sélo se cambia la cantidad de células para reflejar la dilucién y poder comenzar la parte B con
una cantidad de células conocida, de manera que se pueda corresponder con el inicio de un
experimento. Las concentraciones iniciales de las proteinas en la parte B, entonces, se deben a
que los genes tienen una tasa de expresién basal (a); es decir, siempre se produce una pequena
cantidad de proteina sin necesidad de induccidn.

Pasado un determinado tiempo desde la dilucidn, se realiza una induccidon que se computa en la
tercera parte de la simulacién (Figura 4.1, C). El circuito responde incrementando la expresiéon
de las proteinas. Todas las condiciones iniciales de la parte C se corresponden con los equilibrios
de la parte B, salvo el valor del inductor. De esta manera, se puede observar si el modelo
disefado presenta el comportamiento adaptativo deseado.
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Figura 4.1. Resultados de las imulaciones de las especies del circuito: N (numero de células), AHL
y AHLe, LuxR, cl y GFP. Los paneles de la izquierda simulan un experimento en el que no se ha
realizado induccion. Los paneles de la derecha simulan una induccién de 50 nM de AHL a tiempo
=5 horas.

Con el objetivo de analizar el comportamiento del circuito ante cambios de la induccion con
AHL,, se han realizado simulaciones cambiando el nivel de induccién con los siguientes valores
de 1, 5y 30 nm de AHL. media hora después del cultivo en placa de las células (tiempo de
induccién = 30 min). En la Figura 4.2 se muestran la variacion de la cantidad de moléculas de
GFP con respecto al tiempo. Se puede observar cdmo el circuito genético responde al estimulo
de la induccion de AHL, generando un pico de expresiéon de GFP. Sin embargo, la expresién de
esta proteina no cambia para distintos valores de AHL.
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Figura 4.2. Simulaciones del circuito genético implementado para distintas inducciones. El panel
superior representa el crecimiento celular y el panel inferior, la expresién de GFP.

Asimismo, se realizaron distintas simulaciones para analizar el comportamiento del circuito con
distintos valores de tasa de traduccion pe: 40, 70 y 150 min. En la Figura 4.3, se representa la
variacién de la concentracion de GFP frente al tiempo. Comparando estas simulaciones, vemos
gue cuanto menor es ps, menos moléculas de proteina se producen (la curva comienza en
valores mas bajos y la altura del pico también es menor). En cambio, a medida que ps aumenta,
también lo hace la cantidad de proteina producida. Sin embargo, el aumento de la sensibilidad
(aumento del pico) lleva a una disminucién de la precisién (un aumento del error entre el valor
final y el inicial). Por tanto, podemos comprobar que sensibilidad y precision son mutuamente
excluyentes.

5 T T T
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Figura 4.3. Simulaciones del circuito genético implementado con distintos valores de la tasa de
traduccién de GFP. El panel superior representa el crecimiento celular y el panel inferior, la
expresion de GFP.
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4.2. Construccion
Debido a la declaracion del Estado de Alarma (14 de marzo de 2020) por la pandemia del
coronavirus (COVID-19), cerro el Laboratorio de Biologia Sintética y Control de Biosistemas
(SB2CL), donde se estaba llevando a cabo el proyecto. Por tanto, no se pudo construir el circuito
genético en cuestion ni se pudieron obtener datos experimentales propios.

Para poder avanzar a las siguientes fases del ciclo DBTL, se utilizaron datos experimentales de
una version anterior del circuito 11-FFL, que estan representados en la Figura 4.4. Estos datos
fueron obtenidos previamente en este mismo laboratorio, pero todavia no habian sido
analizados. Las partes bdsicas con las que se construyd este circuito se recogen en la Tabla 4.3.
En este caso, se utilizd una metodologia diferente al GoldenBraid para el ensamblado de las
partes y por este motivo, la fuente es distinta a las partes de la Tabla 3.2.

TetR CmR

Figura 4.4. Esquema del circuito genético del que se han extraido los datos experimentales,
implementado en una célula de E. coli.
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Tabla 4.3. Partes basicas que componen el circuito genético del que se han extraido los datos
experimentales.

Nombre Tipo Descripcion Fuente
P Promotor Promotor constitutivo de luxR BBa_J23106
Piux Promotor Promotor inducible del gen c/ BBa_R0062
Piux/ci Promotor Promotor hibrido del gen gfp BBa_K415032
RBS RBS fuerte BBa_B0034
RBS RBS de fuerza media BBa_B0033
luxR CDS Secuencia codificante de LuxR BBa_C0062
cl CDS Secuencia codificante de cl BBa_K327018
afp CDS Secuencia codificante de GFP BBa_K082003
Terminador Terminador transcripcional doble BBa_B0015

4.3. Comprobacion experimental
Debido a la situacion relacionada con la pandemia de la COVID-19, no se pudieron obtener datos
experimentales propios. Por tanto, este apartado se realizo con datos tomados previamente en
el laboratorio de una version anterior del circuito genético. La manipulacion y calibracion de los
datos fue realizada por mi para este trabajo.

A partir de las curvas de calibracion de fluorescencia y absorbancia (Figura 3.3), se calibraron los
datos experimentales en cuestién. En la Figura 4.5 se representan los datos antes de su
procesamiento (graficas superiores) y una vez convertidos a sus respectivas unidades estandar:
particulas para absorbancia y MEFL/particula para fluorescencia (graficas inferiores). Asi, los
datos experimentales quedan preparados para ser comparados con las simulaciones
computacionales.

1400

e
@

3 _
o ©
g 057 51200
©
S 041 E
B @ 1000 [
g 0sf g
S 2l ~ S 800
e - [
] —
(=] 01 L™ L L L L L It 600 L L L L L L
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
%107 ) 4
6F . . . . . : 226 %10 ‘
T 1nM
& 24f 2nM
Bar T 5nM
3 wa2r 10nM
T ) ; | 20nM
£ 2l o 22 35nM
P g
‘ o 2 181 - .
<
0 | | | | . . 516 I | ! I I I
0 50 100 150 200 250 300 T 0 50 100 150 200 250 300
Tiempo (mins) Tiempo (mins)

Figura 4.5. Calibracion de los datos experimentales. Las graficas superiores representan las
medidas de absorbancia (derecha) y fluorescencia (izquierda) sin procesar. La absorbancia viene
dada en ODggo Y la fluorescencia, en unidades arbitrarias (u.a). Las graficas inferiores muestran
estos datos en unidades estandar: particulas para la absorbancia y MEFL/particula para la
fluorescencia. Cada color representa una induccién distinta de AHL.
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4.4, Aprendizaje
A continuacién, pasamos a la etapa de aprendizaje y mejora del modelo matematico disefiado
en la primera fase del ciclo a partir de los datos experimentales calibrados obtenidos en la etapa
anterior. Para ello procedemos con el protocolo comentado en la seccién 3.4. Aprendizaje,
obteniendo los valores de los pardmetros del modelo que minimizan el error entre los datos
experimentales y los obtenidos a partir de las simulaciones para las mismas condiciones.

De las seis condiciones experimentales, se escogen tres para realizar la estimacion de
pardmetros. Luego, se validan los resultados comparando las otras tres inducciones con los
resultados de las simulaciones cuando se induce con los correspondientes valores de AHL. Las
tres inducciones seleccionadas para efectuar la estimacién de los pardmetros del modelo son
tres inducciones a distintas concentraciones de AHL: 1, 5y 35 nM.

Los parametros elegidos para ser estimados son los relacionados con partes que pueden ser
modificadas en el laboratorio como RBS, promotor y degradacién de las proteinas, junto con
pardmetros desconocidos de los promotores, como son sus constantes de disociacién. Con esto
se lleva a cabo la MOO, de la cual se obtienen los valores de los pardametros que minimizan el
error entre el comportamiento del modelo in silico y su implementacién en el laboratorio. Los
valores obtenidos tras ejecutar el algoritmo spMODE se encuentran en la Tabla 4.4.

Tabla 4.4. Parametros del modelo estimados a partir de los datos experimentales.

Valor previoa Valor
la estimacion estimado

Parametro Descripcion

H Tasa de crecimiento especifico 0.0077 0.0074 min?
Pr Tasa de traduccién 95.7 31.5 min?
Pel Tasa de traduccion 9.6 8.1 min?
da Tasa de degradacién de la proteina 0.05 0.03 min!
Ketux Constante de disociacion del dimero (R.A)2 500 2165 moléculas
al promotor
isociacio | di R.A .
Kl Constante de disociacion del dimero (R.A)2 1000 4719 moléculas
al promotor
pe Tasa de traduccidon 71.5 65.3 min?
de Tasa de degradacién de la proteina 0.1 0.1 min!
D Tasa de difusion del AHL a través de la 4 0.2 min-L

membrana

Se puede observar que, si bien los drdenes de magnitud son similares, los valores utilizados en
las simulaciones previos a la estimacién no eran capaces de captar el comportamiento de
respuesta con distintas amplitudes de pico a las inducciones con distintas concentraciones de
AHL (Figura 4.2). Sin embargo, con los pardmetros obtenidos después de la estimacion, el
modelo es capaz de responder diferencialmente a las distintas concentraciones de AHL (Figura
4.6). Finalmente, como validacion de los parametros obtenidos, se comparan los resultados de
nuevas simulaciones utilizando inducciones distintas a las anteriores (en este caso las otras tres;
es decir: 2, 10 y 20 nM) con los resultados experimentales correspondientes. Debido a que
dichos datos experimentales no fueron utilizados en la estimacion de parametros, se trata de
una validacién independiente de los resultados de la optimizacidn. Esta comparacion se muestra
también en la Figura 4.6.
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Figura 4.6. Validacion de la estimacion de parametros. Las simulaciones computacionales
realizadas con el modelo (lineas continuas) se ajustan bien a sus respectivos datos
experimentales (puntos). La linea amarilla, que representa la maxima induccion con AHL (20 nM)
produce mas cantidad de GFP y, por tanto, la altura del pico es mayor. A medida que baja la
concentracion de AHL inducido, la cantidad de GFP desciende (linea roja (10 nM) y azul (2 nM)).
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5. Conclusiones

En este trabajo, siguiendo el ciclo DBTL de la Biologia Sintética, se ha conseguido disefar un
circuito 11-FFL con comportamiento adaptativo, modelando matemdticamente las ecuaciones
ODE vy ejecutando las correspondientes simulaciones in silico. Ademas, se ha planteado la
metodologia para la construccién de los plasmidos que componen el circuito y se han estimado
los valores de los pardmetros que generan el comportamiento esperado, utilizando paraello la
MOO.

En particular, las conclusiones derivadas de este trabajo son:

e Elmodelo ODE disefiado a partir del circuito 11-FFL de 3 genes (luxR, cl y gfp), incluyendo
la reduccién del modelo mediante la Aproximacion Quasi- Estacionaria (entre otras
asunciones) y el nimero de plasmidos en la célula (Cy), resultd ser mas preciso y
detallado que los encontrados en la literatura a la hora de simular el comportamiento
real del circuito.

e La simulacion computacional demuestra que el modelo disefiado genera el
comportamiento adaptativo deseado.

e El sistema de ensamblaje GoldenBraid es eficaz para construir el circuito I1-FFL
utilizando las partes bioldgicas del repositorio del laboratorio SB2CL.

e Lacalibraciény estandarizacién de los datos son adecuadas para poder compararlos con
los resultados obtenidos al simular el modelo a diferentes concentraciones de inductor
AHL.

e El enfoque de optimizacion multiobjetivo (MOO) fue exitoso para estimar in situ los
valores de los parametros que generan un comportamiento del modelo coherente con
datos experimentales.

Asi pues, se demuestra que el ciclo DBTL es un método efectivo en la creacién de circuitos
genéticos sintéticos con comportamientos concretos. De hecho, actualmente muchas industrias
utilizan ya los principios de la Biologia Sintética en la produccién a nivel comercial como la
industria alimentaria, en la que se comercializa ingredientes de sabores citricos basados en
levaduras sintéticas productoras de terpeno (Beekwilder et al., 2014). Los biocombustibles y
biopolimeros son otro ambito importante de aplicacion. La compafiia Solazyme, por ejemplo, se
encarga de producir biodiesel basado en microalgas sintéticas.

Aunque todavia hay que hacer frente a problemas y retos, como los planteados en este
trabajo, es innegable que la Biologia Sintética es una disciplina con gran potencial la industria
biotecnoldgica.
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1 BACKGROUND

Synthetic biology aims at the targeted design or redesign and
construction of new biological and bio-based parts, devices,
and systems to perform desired functions [11, 13]. Not only is
going up in this hierarchy (DNA, part, device, and system) the
final objective of synthetic biology but also its main challenge
[3]. To successfully accomplish it, engineering principles and
methodologies are to be used. The design-build-test-learn
(DBTL) cycle is the common paradigm used in any engineer-
ing discipline where the design is made from the bottom by
combining basic biological parts into devices and these into
systems [8]. Essential for the success of this inherently mod-
ular approach of bottom-up synthetic biology is the need of
starting from well-characterized parts [9]. Currently, there is
still a gap between the possibility of designing a system and
its real implementation in the lab. This gap can be partially
attributed to both the lack of repeatable and standardized
measurements, and the absence of well-characterized biologi-
cal parts [17]. On the one hand, calibration of equipment and
standardization of units is a challenge. We cannot compare
two systems in terms of measurements if they have not been
created with the same methodology or they can not be taken
into the same domain [2]. Luckily, there are many works
from this community dealing with this issue [4, 6, 14, 16].
On the other hand, the characterization of biological parts
understood as estimation of its model parameters is still a
bottleneck in Synthetic Biology. Though the isolated char-
acterization of the steady-state response of basic parts (e.g.
promoters) can be performed by means of relatively simple
experiments, their behavior when integrated within more
complex circuits will be affected by the circuit context [15].
Therefore, in situ estimation of the parameters of each ba-
sic part in the circuit is carried out to account for context.
However, estimating the parameters associated to biological
parts embedded in a nonlinear dynamic model of a synthetic
gene circuit remains a challenging inverse problem. Non-
convexity, ill-conditioning caused by over-parametrization,
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experimental measurement errors, data scarcity, and uncer-
tainty are the main difficulties [12]. The multiobjective op-
timization design (MOOD) framework to perform model
parameter estimation has been successfully used for the op-
timal design of gene networks [5], or closed-loop genetic
circuit identification [7], as it allows to address problems
often found in synthetic gene networks that are difficult
to tackle using single or weighted-objective optimization
approaches.

2 METHODS

In [6] we propose a methodology combining measurement
calibration with MOOD that is used to characterize the RBS
strength of several genetic constructs. In this work, we pro-
pose an extended approach (see Figure 1) to solve the problem
of biological parts characterization and fill the gap existing in
the DBTL cycle based on multiobjective objective optimiza-
tion that allows us to include uncertainty in the estimation
and also to simultaneously include different scenarios and a
set or library of genetic circuits or devices (which may have
common parts and different parts).

The starting point (Figure 1.-1) is comprised of both the
mathematical model and the set of biological parts to char-
acterize (the model has to be one of those parts). From there
we need to perform experiments to measure the desired mag-
nitude (fluorescence of the reporter) and to calibrate the
measurements (Figure 1.0) to obtain MEFL/Particle [1, 6].
Experimental data in this unit can be compared with math-
ematical models in molecules/cell. Also, it is necessary to
define initial intervals for the model parameters to be es-
timated (and values for the parameters we don’t want to
estimate).

Once the prerequisites and the data preprocessing is per-
formed, the actual methodology can be applied to character-
ize the selected parts. In the first step (Figure 1.1), we need
to define the cost function for the optimization problem. In
this case, we use a model for guaranteed simulations [10]
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Figure 2: Example of simulation and experimental data to
be used with the proposed methodology.

to obtain an interval solution (Figure 2) and in the objec-
tive function, we compare this interval solution with the
calibrated measurements (including the measurement un-
certainty). Then, we perform the optimization in the second
step (Figure 1.2) to minimize the discrepancy between the
experimental data and the simulation. The solution of the
optimization is a pareto front (with the values of the objec-
tives functions for the solutions) and the pareto set with the
values of the parameters corresponding to those solutions.
The last step (Figure 1.3) is to select a desired solution from
the pareto front and set corresponding to the part we wanted
to characterize.
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